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0z: Tamoksifen meme kanseri tedavisinde siklikla kullanilan ancak reseptor ifade
profillerindeki degisimlere bagh olarak kullanimi sinirlanan 6nemli bir tedavi
yaklasimidir. Her ne kadar tamoksifen klinikte yogun bir uygulama alanina sahip
olsa da meme kanseri hastalarinin %20-30'u ¢esitli nedenlerle de novo veya tedavi
sonrasinda tamoksifene karsi direng¢ gelistirmektedir. Meme kanseri, diinya
genelinde kadinlar arasinda kansere bagli 6liimlerin ikinci nedenidir ve her yil
bir¢ok kisi meme kanseri nedeniyle yasamini yitirmektedir. Bu nedenle meme
kanseri hiicrelerinin tamoksifen duyarliligini arttirmak tizerine ¢ok sayida ¢alisma
stirdirilmektedir. Son ¢alismalar, endoplazmik retikulum (ER) stresine iliskin
mekanizmalarin meme kanserinin ilerlemesinde ve kazanilmis ila¢ direncinde
onemli anahtar diizenleyiciler olduguna isaret etmistir. Bu nedenle ER stresini
modiile eden ajanlar meme kanserine yonelik gelistirilecek yeni tedavi yaklagimlari
icin yogun olarak arastirilmaktadir. Calismalarimizda D/L-homosistein’in
tamoksifen ile kombine uygulamasinin in vitro da tamoksifene direng gelisimini iyi
mimik eden MCF-7/TAMR-1 hiicrelerinde ER stresi modiilasyonu yolu ile
tamoksifen duyarliligini gelistirdigi belirlenmistir. Calismamizdan elde edilen
bulgular meme kanserinde ER stresi ile iligkili siireclere etki edebilecek yeni
molekiillerin tamoksifen ile kombine edilerek tamoksifen direncine kars:
uygulanacak alternatif yaklasimlar agisindan umut vaat ettigini 6nermektedir.

D/L-Homocysteine May Suppress Proliferative Properties of Tamoxifen-resistant MCF-
7 /TAMR-1 Breast Cancer Cells through Modulation of ER Stress
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Abstract: Tamoxifen is an important treatment approach that is frequently used in
the treatment of breast cancer, but its usage is limited due to changes in receptor
expression profiles of breast cancer cells. Although tamoxifen has an intense clinical
application area, 20-30% of breast cancer patients develop resistance to tamoxifen
de novo or after treatment for various reasons. Breast cancer is the second cause of
cancer-related death among women worldwide, and many people die from breast
cancer each year. For this reason, many studies are continuing to increase the
sensitivity of breast cancer cells to tamoxifen. Recent studies have pointed out that
mechanisms related to endoplasmic reticulum (ER) stress are important key
regulators of breast cancer progression and acquired drug resistance. Thus, agents
that modulate ER stress are intensively investigated for new treatment approaches
to be developed for cancer. In our studies, combined application of D/L-
homocysteine with tamoxifen improves tamoxifen sensitivity of MCF-7/TAMR-1
cells, which well-mimic the development of tamoxifen resistance in vitro by ER
stress modulation. Our findings suggest that combined treatment of new molecules
that can affect the processes associated with ER stress, with tamoxifen, might be
promising alternative approaches to be applied against tamoxifen resistance in
breast cancer.
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1. Giris

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda
kansere bagh o6liimlerin ikinci nedenidir [1]. Meme
kanseri hiicrelerinin reseptor ifade profillerindeki
degisimler = kanser  progresyonunu  dogrudan
etkileyerek metastaz ve invazyon gibi siiregleri
diizenlemektedir. Ayrica bu degisimler hiicrelerin ila¢
direnci gelistirmesi ile dogrudan iliskilendirilmistir
[2]. Gilinlimiizde hormon reseptorii pozitif meme
tumorlerinde, tamoksifen en sik kullanilan ve etkili
kemoterapo6tik ajanlardan biridir [3]. Secici 6strojen
modiilatori olan tamoksifen, dstrojen antagonisti gibi
davranarak dstrojenlerin meme dokusundaki dstrojen
reseptoriine baglanmasini 6nlemektedir. Her ne kadar
tamoksifen klinikte yogun bir uygulama alanina sahip
olsa da meme kanseri hastalarinin %20-30'u ¢esitli
nedenlerle de novo veya tedaviyi takiben tamoksifene
kars1 diren¢ gelistirmektedir [4, 5]. Glntimiizde
hastalar primer tiimoériin reseptér durumuna gore
hormonal tedavi secenegine sahip olabilmektedir.
Ancak tamoksifene karsi diren¢ gelisimi meme
kanserinin tedavisinde tamoksifenin etkin
kullanimindaki en biiyiik sinirlamalardan biridir. Son
calismalar, endoplazmik retikulum (ER) stresine
iliskin mekanizmalarin meme kanserinin
ilerlemesinde ve kazanilmis ila¢ direncinde dnemli
anahtar diizenleyiciler olduguna isaret etmistir [6]. Bu
nedenle ER stresini modiile eden ajanlar meme
kanserine  yonelik gelistirilecek yeni tedavi
yaklasimlari icin yogun olarak arastirilmaktadir.

Homosistein metiyonin aminoasidinden tiirevlenen
aminoasit metabolizmasindaki ara iriinlerden
birisidir [7-9] . Homosistein’'in endotel hiicrelerinde
ve noronlarda hiicre dongiisiiniin tutuklanmasi,
yaslanma ve apoptotik hiicre 6limi gibi siirecleri
diizenledigi rapor edilmistir [10-13]. Homosisteinin
etki mekanizmalarindan birisi de ER stresinin
modiilasyonu lizerindeki etkileridir [9, 10, 12].

Okaryotik hiicrelerde yeni sentezlenen proteinlerin
%30'luk bir bolimi ER’ye baghh ribozomlarda
sentezlenmekte olup yeni sentezlenen bu polipeptit
zincirlerinin olgunlasma strecleri, ER'de yer alan
protein kalite mekanizmalar1 tarafindan siki bir
sekilde kontrol edilmektedir [14, 15]. Degisen
fizyolojik kosullar altinda ER, o6karyotik hiicreleri
tekrar  programlamak i¢cin  dogrudan yanit
olusturmaktadir. Genotoksik etkiler, oksidatif stres
veya hiicrenin artan protein sentezi ihtiyaci nedeniyle
ortaya cikan dengesiz protein sentezi durumu ve
ER’nin kapasitesinin asilmasi gibi nedenler ER stresi
olarak adlandirilan ER homeostazinin bozulmasini
tetiklemektedir [14]. Hiicrelerde olusan bu ER
stresinin lstesinden gelinemedigi durumlarda ER
iligkili ~ sinyal mekanizmalar1 aracii  olarak
programlanmis hiicre olimi apoptozis
tetiklenebilmektedir [15].

Homosisteinin protein katlanmasi igin kritik 6neme
sahip disiilfit bag olusumunu bozarak ve katlanmamis

protein yanitin1 aktive ederek ER stresine neden
olabildigi rapor edilmistir [10]. insan gébek bag:
damar1 endotel hiicreleri (HUVEC) ile yapilan bir
calismada fizyolojik dozun flizerinde homosistein
uygulamasinin ER stresi ile iligkili kritik diizenleyiciler
olan GRP78/BiP (78-kDa glucose-regulated protein)
ve CHOP/GADD153 (CEBP homology protein/growth
arrest and DNA damage-inducible protein 153) gibi ER
stres belirteglerinin ifadelerini indiikledigi
belirlenmistir [10]. ER stresinin programlanmis hiicre
6limi ve hiicre dongiisiiniin duraksamasi gibi
siireclerle yakin iliskili oldugu bilinmektedir [10, 15].
Ozellikle ER stresi ile iliskili CHOP diizeylerindeki artis
hiicre boliinmesinin tutuklanmasi ve apoptotik hiicre
6lumunu indiikledigi gésterilmistir [16, 17].

Son yillardaki ¢alismalar ER stresi ile iliskili siire¢lerin
kanser progresyonuna destek verdigini ortaya
koymustur ve bu mekanizmalarin biyokimyasal olarak
aktivitelerindeki degisimlerinin pankreas, ovaryum,
prostat ve meme kanserinin de dahil oldugu c¢ok
sayidaki kanser tipi ile siki iligkili oldugu
gosterilmistir [18-20]. Ayrica kemoterapotiklere karsi
direng gelismesinde ER stresinin etkin bir mekanizma
oldugu bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir [21, 22].

Calismalarimizda meme kanseri hiicrelerinde D/L-
Homosistein uygulamasinin tamoksifen direnci
iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bulgularimiz
tamoksifene direngli MCF-7/TAMR-1 meme Kkanseri
hiicrelerinde D/L-Homosistein-tamoksifen kombine
uygulamasinin ER stresinin indiiklenmesi ve hiicre
dongiisliniin  baskilanmasina neden olarak MCF-
7/TAMR-1 proliferasyonunu inhibe ettigini ortaya
koymustur.

2. Materyal ve Metot
2.1. Hiicre kiiltiri

Calismalarda American Type Culture Collection
(ATCCYden temin edilmis tamoksifen direncli insan
meme kanseri hiicreleri olan MCF-7/TAMR-1 %10
FBS iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) besi yerinde konvansiyonel hiicre kultiirii
sartlarinda (37 °C ve %5 CO2) kiiltiire edildi. Kiilttr
islemlerinde ilave biliyiime gereksinimleri icin 10
pg/mL rekombinant insan insiilini (Gibco) ve 1 uM 4-
hydroxytamoksifen (Sigma-Aldrich) kullanilmistir.

2.2. Proliferasyon tahlili

Hiicrelere uygulanan D/L-Homosistein (Santacruz
Biotechnology) etanol igerisinde ¢oziindiiriilerek
1000 kat konsantre stok hazirlandi. Hiicrelere 48 saat
siire ile 0.1, 0.5, 1 mM D/L-Homosistein ve/veya 2.5
uM  tamoksifen uygulamasi yapildi.  Kontrol
uygulamasi olarak es hacimde ¢oziicii uygulamasi
gerceklestirildi. MCF-7/TAMR-1 hiicrelerinin hiicre
proliferasyonundaki  degisimler =~ WST-1  hiicre
proliferasyon reaktifi (Takara) kullanilarak iireticinin
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onerdigi protokol kullanilarak gergeklestirildi. 96
kuyucuklu hiicre Kkiiltiir kaplarina hiicreler 5000
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekimi yapildi. 24 saat
sonra ajanlar hiicrelere 48 saat siire ile uygulandi.
Siire sonunda her bir 6rnege 20 plt WST-1 ajam
eklendi ve 2 saat siire ile hiicre kiiltiir sartlarinda
inkiibasyon  islemi  gerceklestirildi. Takiben
mikroplaka okuyucuda (BioTek, Epoch 2) 450nm
dalga boyunda absorbans okumasi gerceklestirildi.
Her bir drnek 3 teknik ve 3 biyolojik tekrar seklinde
calisilmis olup sonuclar grafikte % degisim olarak
sunuldu.

2.3. immiinoblotlama

immiinoblotlama ¢alismalar1 daha 6nce rapor edildigi
sekilde gercgeklestirilmistir [23]. MCF-7/TAMR-1
hiicreleri RIPA tamponu (50 mM Tris-HCl pH 7.5
icinde 150 mM NaCl, %1 Triton X-100, %0.5 sodyum
deoksikolat, %0.1 SDS) ile lizatlandi. Lizatlanan
ornekler 4 °C'de 20 dakika boyunca 14.000 r.p.m'de
santrifiij edildi ve hiicre pelleti uzaklastirilarak
siipernatant saklandi. Orneklerdeki toplam protein
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in BCA protein
tahlil kiti (Takara) kullanildi. Her bir 6rnek SDS-PAGE
jeline yiiklenerek elektroforez islemi ile proteinler

membrana transfer edildi. Transfer islemi sonrasinda
sirasiyla bloklama, birincil antikor uygulamasi,
yikama, HRP konjuge ikincil antikor uygulamasi,
yikama ve kemi-goriintilleme islemi gerceklestirildi.
Protein bantlarinin gériintiilenmesi icin ECL substrat
kiti (Bio-Rad) kullanildi. Protein bantlar1 ChemiDoc
XRS+ (Bio-Rad) sisteminde goriintiilendi.
Immiinoblotlamada anti-BiP, anti-CHOP, anti-p21,
anti-p27 antikorlar (Proteintech) ve anti-beta Aktin
(Proteintech) birincil antikorlar: kullanildi.

2.4. istatistiksel degerlendirme

Sonuglar ortalama #* standart sapma (SD) olarak
sunuldu. Gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiksel
anlamliligt GraphPad Prism 5 yazilimi kullanilarak
minimum %95 giiven aralif1 ile Student t testi ile
belirlendi. p < 0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

3. Bulgular

Tamoksifene direngli MCF-7/TAMR-1 hiicrelerine
D/L-homosistein uygulamasinin tamoksifen
duyarlilign iizerindeki etkisinin degerlendirilmesi
amaciyla WST-1 temelli hiicre proliferasyon testi

ayristirildi.  Takiben protein odrnekleri PVDF gerceklestirilmistir. Bu amagla MCF-7 / TAMR-1
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Sekil 1. D/L-Homosistein uygulamasi MCF-7/TAMR-1 hiicrelerinin tamoksifen duyarliligini arttirarak hiicre proliferasyonunu
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Sekil 2. D/L-Homosistein uygulamasi MCF-7/TAMR-1 hiicrelerinde ER stresini indiiklemektedir. Beta aktin yiikleme kontroli
olarak kullanilmistir. Protein bantlar1 Image] yazilimi kullanilarak densitometrik olarak analiz edilmis ve sonuglar grafikte kat
artis1 cinsinden sunulmustur (* p<0.05). 415
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Sekil 3. D/L-Homosistein uygulamas1 MCF-7 /TAMR-1 hiicrelerinde hiicre dongiisii akisim tutuklamaktadir. Beta aktin yiikleme
kontrolii olarak kullanilmistir. Protein bantlar1 Image] yazilimi kullanilarak densitometrik olarak analiz edilmis ve sonuglar

grafikte kat artisi cinsinden sunulmustur (* p<0.05).

hiicreleri 48 saat siire ile 2.5 uM tamoksifen ve/veya
0.1, 0.5, 1 mM D/L-homosistein’e maruz birakilmistir.
Bulgularimiz tamoksifene ile es uygulanan D/L-
Homosistein'nin doz bagiml olarak MCF-7/TAMR-1
hiicrelerinin proliferasyonunu yalnizca tamoksifen
uygulanan gruba kiyasla daha etkili olarak
baskiladigin1 gostermistir. Hiicrelerdeki tamoksifen
duyarlilig1 artisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (Sekil 1).

D/L-homosistein’in ER stresi ile iligkili siiregleri
etkiledigi rapor edilmistir [24, 25]. Bu amagla MCF-
7/TAMR-1 hiicreleri 24 saat stre ile 2.5 pM
tamoksifen ve/veya 0.1 ve 1 mM D/L-homosistein’e
maruz birakilmistir. Deney sonlandiginda ER stresi ile
iligkili olan BiP/GRP78 ve CHOP/GADD153 diizeyleri
immiinoblotlama ile incelenmistir. Protein
sonuglarimiz D/L-Homosistein uygulamasinin
BiP/GRP78 ve CHOP/GADD153 diizeylerini kontrol
grubuna kiyasla anlamli  diizeyde arttigini
gostermistir. Ayrica yalnizca tamoksifen uygulanan
grup ile kiyaslandiginda tamoksifen ile D/L-
Homosistein es uygulamasinin BiP/GRP78 ve
CHOP/GADD153 diizeylerini arttirdig1 belirlenmistir
(Sekil 2).

Onceki c¢alismalarda D/L-homosistein’in  hiicre
boéliinmesi déngiisiiniin baskilanmasina neden oldugu
rapor edilmistir [10]. Buradan hareketle D/L-
homosistein’in p21 ve p27 diizeyleri tzerindeki
etkileri degerlendirilmistir. Bu amagla MCF-7/TAMR-
1 hiicreleri 24 saat siire ile 2.5 pM Tamoksifen ve/veya
0.1 ve 1 mM D/L-homosistein’e maruz birakilmistir.
Siire sonunda hiicreler lizatlanarak hiicre déngiisiiniin
baskilanmasi ile iliskili siklin inhibitor proteinleri olan
p21 ve p27 diizeylerindeki degisimler
immiinoblotlama ile degerlendirilmistir [26, 27, 28,
29]. Sonuglarimiz D/L-homosistein uygulamasinin
MCF-7/TAMR-1 hicrelerindeki p21 ve p27 ifade
diizeylerini kontrol grubuna ve yalnizca tamoksifen
uygulanan gruba kiyasla arttirdiini gostermistir
(Sekil 3).

4. Tartisma ve Sonug¢

Calismalarimizda D/L-homosistein’in tamoksifene
direngli MCF-7/TAMR-1 meme kanseri hiicrelerinin
tamoksifen duyarhliginmi arttirarak hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir. Meme
kanseri tedavisinde kullanilan yaklasimlarin basinda
tamoksifenin yer aldig1 tedavi yaklasimlar yer
almaktadir [30]. Ancak meme Kkanseri hiicreleri
reseptor ifadesi acisindan heterojenite
sergilemektedir. Bu nedenle meme kanseri
hiicrelerinin  sergiledigi  Ostrojen  reseptort,
progesteron reseptori veya biiyime faktorii
reseptorii ifade profillerine bagh olarak tercih edilen
tedavi yaklasimlari farklhiliklar géstermektedir [31].
Secici dstrojen reseptorii modiilatorii olan tamoksifen
Ostrojen reseptdrlerine Ostrojen  baglanmasini
engelleyerek meme kanseri hiicrelerinin karsinojenik
ozelliklerini baskilamaktadir [31]. Meme ve prostat
kanseri de dahil olmak iizere ¢esitli kanser tiplerine
yonelik uygulanan tedavi stratejilerinde kanser
hiicreleri ila¢ direnci gelistirebilmektedir. Bu durum
tedavi protokollerinin en siirlayici basamagin teskil
etmektedir [32]. Bu nedenle yeni kesfedilecek ilag
aday molekiillerine ve kanser hiicrelerinin
kemoterapotiklere karsi duyarliigini arttiracak yeni
yaklasimlarin gelistirilmesine duyulan ihtiyac devam
etmektedir.

D/L-homosistein metiyonin aminoasidinden
tiirevlenen tiyol iceren bir aminoasittir [33].
Homosistein’in  endotelyal hiicrelerinde hiicre
biiylimenin tutuklanmasini ve ER stresi indiiksiyonu
aracili olarak apoptotik hiicre oliimiini tetikledigi
gosterilmistir [9, 10, 12]. Bununla birlikte
homosistein’in hepatosit hiicrelerinin proliferatif
ozelliklerini ER stresi aracilifiyla inhibe ettigi rapor
edilmistir [25].

Tamoksifene direnc¢ gelisimini iyi mimik eden MCF-
7/TAMR-1 meme kanseri hiicreleri ile
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siirdirdigiimiz  ¢alismalarda  D/L-homosistein
uygulamasinin hiicre proliferasyonunu doz bagimh
olarak 6nemli 6l¢iide baskiladig1 belirlenmistir. D/L-
homosistein’in tamoksifen ile kombine uygulamasi
MCF-7/TAMR-1 hiicrelerinin proliferatif 6zelliklerini
yalnizca D/L-homosistein ve tamoksifen uygulanan
gruba kiyasla daha gii¢lii diizeyde doza bagh olarak
baskiladigini gostermistir. Bu bulgular MCF-7/TAMR-
1  hicrelerinde D/L-homosistein uygulamasinin
tamoksifen ile sinerjistik etki sergileyerek tamoksifen
duyarliligin1 arttirarak meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu baskiladigini énermektedir (Sekil
1).

D/L-homosistein’in ER stresine olan etkisini
degerlendirmek iizere BiP/GRP78 ve CHOP/GADD153
protein ifadelerindeki degisimler immiinoblotlama ile
incelenmistir. Sonuglarimiza gére D/L-homosistein
uygulamasi1 sonrasi MCF-7/TAMR-1 hiicrelerinde
BiP/GRP78 ve CHOP/GADD153 diizeylerinin kontrol
grubuna kiyasla artis gosterdigi belirlenmistir (Sekil
2). Tamoksifene karsi diren¢ kazaniminda meme
kanseri hiicrelerinde ER stresinin anahtar rol oynadigi
rapor edilmistir [34]. Bulgularimiz tamoksifen ve D/L-
homosistein kombine uygulamasina bagh olarak ER
stresinin yalnizca tamoksifen uygulanan gruba kiyasla
artmis oldugunu goéstermistir (Sekil 2). ER stresi
strecinde artan CHOP protein diizeylerinin ER stres
aracili apoptotik  hiicre 6limiinii  diizenledigi
bilinmektedir [35]. Sonuglarimiz tamoksifen ve D/L-
homosistein uygulamasina bagli artan CHOP ifade
dizeyleri ile iligkili olarak MCF-7/TAMR-1
hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liminiin
indiiklendigini ©6nermektedir. Ancak bu siirecin
karakterize edilebilmesi i¢in ileri diizeyde analizlere
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Daha onceki ¢alismalarda D/L-homosistein’in hiicre
dongiisiiniin tutuklanmasina aracilik ettigi rapor
edilmistir [9, 10]. Bu nedenle ¢alismalarimizda iyi
bilinen hiicre dongiisii inhibitor proteinleri p21 ve p27
diizeyleri immiinoblotlama ile incelendi. p21 hiicre
dongiisii progresyonunda G1/S ve G2/M gecisini
sirasiyla CDK4,6/siklin-D ve CDK2/siklin-E
inhibisyonu yolu ile baskilamaktadir [26, 27]. p27
CDK2/siklin E diger siklin kompleksleri ile
stirdiirdiigii etkilesimler ile hiicre dongilisiini G1
fazinda siirlandirmaktadir [28, 29]. Literatiirdeki
D/L-homosistein’in hiicre déngiisiiniin tutuklanmasi
iligkili etkileri ile tutarhh olarak; MCF-7/TAMR-1
hiicrelerine tamoksifen ve D/L-homosistein es
uygulamasinin hiicre déngiisii inhibisyonu ile iliskili
siklin bagimlh kinaz inhibitérii p21 ve p27 protein
ifade diizeylerini arttirdig1 belirlenmistir (Sekil 3).

Calismamizdan elde edilen bulgular D/L-
homosistein’in ER stresi indiksiyonu ve hiicre
dongiisiiniin  baskilanmasi aracili olarak MCF-
7/TAMR-1  hicrelerinin  tamoksifen  direncini
zayiflattigini ve bu yol ile meme kanseri hiicrelerinin

proliferatif ozelliklerini

onermektedir.

siirlandirdigini

Tamoksifen meme Kkanseri tedavisinde siklikla
kullanilan ancak reseptér ifade profillerindeki
degisimler ve hiicrelerde direnc¢ gelisimi gézlenmesi
nedeniyle cogu zaman kullanimi simirlanan secici
Ostrojen  modilatéridir. Calismamizda  D/L-
homosistein’in tamoksifen ile kombine uygulamasinin
in vitro da tamoksifene diren¢ gelisimini iyi mimik
eden MCF-7/TAMR-1 hiicrelerinde tamoksifen
duyarliligini ilerlettigi belirlenmistir. Bulgularimiz ER
stresi ile iligkili stireclere etki edebilecek yeni
molekiillerin tamoksifen ile kombine uygulamasinin
meme kanseri hiicrelerinde gelisen tamoksifen
direncine karsi uygulanacak alternatif yaklasimlar
acisindan umut vaat ettigini 6nermektedir.
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