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OZET

Calismamizda ‘antikanserojenik ilaglardan olan klomifen, nafoxidin,
tamoxifen ve 4-hidroksi tamoxifenin insan beyin tiimorlerinden glioblastoma
multiforme canli hiicre sayist iizerine olan etkileri® aragtinlmugtir. flaglardan klomifen
ve nafoxidin 0.1, 1, 10, 15, 25 ve 50 uM, tamoxifen ve 4-hidroksi tamoxifen 0.1, 1, 10
ve 100 uM dozlarda uygulandi. Kontrol gruplarina sadece besi yeri, alkol gruplarna da
ilaclan ¢6zmede kullanilan alkol ile besi ortami eklendi. Hiicreler 37 ° C, %95 nem, %5
karbondioksit bulunan ortamda ¢ogaltild1 ve 24 saat sonunda MTT y6ntemi uygulandi.
Sonuglar tek yonlii varyans analizi, HSD testine gore degerlendirildi. Buna gore kontrol
gruplan ile alkol gruplart arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0,01).
Kullandigimz biitiin tamoxifen ve 4-OH tamoxifen dozlar ile kontrol; nafoxidin ve
klomifenin 0.1, 1, 10 uM dozlar ile kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel bir fark yoktur
(p> 0,01). Nafoxidin ve klomifenin 15, 25 ve 50 pM dozlaryla kontrol gruplar arasinda
%90’a varan anlaml farklar saptandi (p< 0,01). Kullandigimiz glioblastoma hiicreleri
lizerine tamoxifen ve 4-OH tamoxifenin biiyiimeyi baskilayici etkileri gdzlenmemistir.
Nafoxidin ve klomifenin ise 15, 25, 50 uM dozlarinda doza bagl olarak artan oranlarda
biiyiimeyi baskilayici etkileri gézlenmistir. Bu sonuglar daha &nce tamoxifen ve 4-OH
tamoxifenin in vivo gliomada elde edilen sonuglar ile, nafoxidin ve klomifene ait farkh
tiimor ¢esitlerinden elde edilen sonuglari destekler yondedir. Nafoxidin ile klomifenin
glioma hiicrelerinde ilk kez denenmis olmas: ve bulunan sonucun biiylimeyi baskilayici

yonde olmast klinik ¢aligmalar i¢in umut verici olabilir.

Anahtar kelimeler: Glioblastoma multiforme, antiestrojenik ilaglar, hiicre

kiilttirt, MTT yontemi.



SUMMARY

The effect of anticancerogenic drugs clomiphene, nafoxidine, tamoxifen and
4-OH tamoxifen were investigated on human glioblastoma multiforme cells in vitro.
0.1, 1, 10, 15, 25 and 50 uM of clomiphene and nafoxidine, and 0.1, 1, 10 and 100 pM
of tamoxifen and 4-OH tamoxifen were applied to cells. Since the drugs were disolved
in alcohol, the effect of alcohol was also tested, and no difference was found between
the control and alcohol groups. The cells were incubated in an atmosphere of 95%
humidity in air and 5% carbondioxide with 37 °C for 24 hours and then MTT assay was
applied. For the statistical analysis one-way anova test was used. When all tamoxifen
and 4-OH tamoxifen doses were compared to the control, there was not any statistical
difference (p>0.01). There was not any significant difference when 0.1, 1 and 10 uM
nafoxidine and clomiphene doses compared to the control (p>0.01). When the doses of
clomiphene and nafoxidine were increased to 15, 25 and 50 uM, there was a dose
dependent decrease in cell number up to 90% over the control group (p<0.01).
Tamoxifen and 4-OH tamoxifen did not change the growth of human glioblastoma
multiforme cells. The results obtained with tamoxifen and 4-OH tamoxifen are similar
to other studies. Contrary to tamoxifen and 4-OH tamoxifen, nafoxidine and clomiphene
showed a dose dependent growth inhibition effect. Since nafoxidine and clomphene
were applied to glioma cells for the first time, we believe that these results will

encourage the use of these drugs in clinical applications.

Key words: Glioblastoma multiforme, antiestrogenic drugs, celll culture,
MTT assay.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, gliniimiizde lizerinde yogun aragtirmalarin yapildign ve etkileri
konusunda ¢ok ¢esitli mekanizmalar ileri siiriilen bir sorundur. Baslangigta izerinde
yogun olarak c¢aligilan meme kanserinde steroid hormonlarin biiylimeyi stimiile
edebilecegi diisiiniilmiis, estrojenle yapilan arasgtirmalarda estrojenin tiimér geligimine
katkida bulundugu gosterilmistir. Sonrasinda sentetik antiestrojen ilag gruplarn
gelistirilmistir. Calismamizda kullandigimiz tamoxifen, 4-OH tamoxifen, klomifen ve
nafoxidin bu gruba giren ilaglardandir. Bu ilaglardan tamoxifen klinikte meme kanseri
tedavisinde, klomifen ise antifertilite ajan1 olarak kullanilmaktadir. Nafoxidin ile 4-OH
tamoxifenin tiimér baskilayici etkileri laboratuar ¢aligmalariyla g@sterilmis olmasina
ragmen klinik kullanimlart yoktur. Meme kanseri iizerindeki antiestrojenlerin bu
etkilerinin diger tlimorlerde de olup olmayacafi merak edilmistir. Tamoxifen ile
glioblastoma multiforme hiicreleri {izerine yapilan az sayidaki g¢aligmalarda; kullanilan
hiicrelerin bazilann iizerinde biiylimeyi baskilayici etki goriiliirken, bazilarinda
goriilmemistir. Bu hiicrelerde yapilan antiestrojen ilaglarla ilgili ¢aligma tamoxifen ile
siirll kalmistir. Calisgmamizda bu ilaglarin insan kaynakli glioblastoma multiforme

lizerine nasil etki gostereceklerini tespit etmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser gelismesi karmagik ve ¢ok agamali bir siiregtir. Birbirini izleyen
agamalar sonucunda somatik hiicrelerin ¢ogalmasim diizenleyen mekanizmalar bozulur.
Hiicrede malign fenotipe yol agan genetik bozukluklar, kalitsal yatkinlik, hiicre dongiisii
sirasinda olusan DNA degisiklikleri, viral enfeksiyonlar veya iyonizasyon-radrasyon gibi
mutajen etkilerle karsilasma sonucunda ortaya c¢ikar. Denetimsiz olarak g¢ogalan,
¢evresindeki normal dokulan istila eden ve uzak organlara sigrama 6zelliklerine sahip
malign hiicreler olusur. Merkezi sinir sistemi ttimorleri de diger neoplazmlar gibi klonal
ozelliktedir, yani bir tek patolojik hiicreden gelisir. Ancak neoplastik stirecin siirekliligi

sonucunda ortaya ¢ikan ek mutasyonlarla hiicreler heterojenite kazanirlar (24).

Neoplastik hastaliklara 6zgii bulgu ve semptomlar santral sinir sistemi
neoplazilerinde genellikle yoktur. Klinik bulgular kitlelerin irritasyon ve basi gibi yerel
etkileriyle, artrmg basing, 6dem, hemoraji gibi yaygin etkilerine bagl olarak ortaya ¢ikar.
Tiim merkezi sinir sistemi neoplazmlari potansiyel ve biyolojik agidan maligndir fakat
noron dis1 metastazlari nadirdir (8). Merkezi sinir sistemi neoplazmlarinin sikhig yasla
artma egilimi gosterse de, ¢ocuklukta ikincil siklikta goriilen tiimér grubunu olustururlar.
Cocukluk ¢ag1 birincil intrakranial tiimorlerinin %701 serebellar kékenli olup posterior
fossada geligirken, yetigkinlerin birincil intrakraniyal tiimérlerinin %70’i supratentorial

yerlesimlidir.

Merkezi sinir sisteminde goriilen tiimérler genel olarak iki grup altinda

toplanabilir:

A. Primer ndrojenik tlimdrler:



1. Gliomalar: Ependimom, oligodendrogliom, astrositom ve glioblastoma
multiforme bu gruptadir.

2. Noronal kokenliler: Noroblastom, medulloblastoma ve retinoblastoma bu
gruptaki en énemli tlimérlerdir.,

3. Primer sinir kilifi tlimorleri: Menenjiom, schwannom (ndrinom) ve
norofibrom bu gruptadir.

4. Vaskiiler tiimdrler.

5. Hipofiz ttimérleri: Eosinofil adenom, basofil adenom ve kromofob
adenom.

6. Gelisim bozuklugu tiimdérleri: Kraniofaringioma.

7. Epifiz bezi tiimorleri.

B. Metastatik tiimérler: Merkezi sinir sisteminde en sik brong kanseri metastazi
goriiliir. Meme kanseri ve malign melanom metastazlarn da sik goriiliir. Losemiler %50

oraninda beyni tutarlar .

Tiimdr patogenezinin anlagilmasinda ndropatoloji énemli bir rol oynamaktadir.
Gliomalarin subtiplerinin ayrimi, bazi immiinohistokimyasal yontemlerle, astroglial
tiimorler igin glial fibrilatik asit (GFA) proteinin tespit edilmesiyle yapilabilir (40). Genel
olarak tlimdriin anaplastik karakteri ile GFA pozitif hiicrelerin sayisi arasinda ters oranti
oldugu bilinmektedir. Bir taraftan tiimérlerin astrositik dogalar i¢in daha az farklilagmig
orneklerin belirlenmesi glutamat sentetaz pozitif, zayif fibrillesmis hiicreler tarafindan olur.
Diger taraftan hematoksilen pozitif fibril yoklugunda bile GFA proteinlerinin varligi bazi
timor hiicrelerinin glial doZasinin tamimlanmasinda 6nemlidir (21). Bu fibrillerin
goriinmesi proteinin varligina bagl degildir. GFA proteinin immiinohistokimyasal taramasi
glioblastomanin bazi degisik tiirleri gdz o6niine alindiginda &zellikle 6nemlidir. Bu
calismada kullanmilan hiicrelerin GFA pozitif oldugu Durmaz ve arkadaglan tarafindan tespit
edilmistir (14).



2.1.1. Glioblastoma multiforme

Erigkin intrakranial tlimorlerinin %25-30’unu, biitiin gliomalarn %50-55ini
olusturan son derece malign tiimdrlerdir. Otuzdan 6nce daha az olmasina ragmen, hari¢
tutulan yas yoktur ve gocuklukta ortaya ¢ikabilir. Erkeklerde daha fazla goriiliir ve erkek/
kadin orani 2:1 veya 3:2 seklindedir (12,40).

Glioblastoma multiforme beyin parankiminden primer olarak baglayabilir yada
daha az oranda anaplastik astrositoma, kangik tlimor, oligodendroglioma veya
ependimomanin malign transformasyonu ile ortaya g¢ikabilir. Cogunlukla beyaz cevherden
kaynaklanan glioblastoma multiforme ismindeki ‘multiforme’ heterojeniteden gelmektedir.
Kiigiik nekrotik alanlarin birlesimleri tlim6riin merkezinde nispeten nekroz olugturur.
Endotel hiicreleri arasindaki baglanti zayif oldugu i¢in bu durumda beyin tomografisinde

kontrast tutulmasina yol agar.

Tiimoriin dagilimi genistir. Ozellikle beynin beyaz maddesini kusatir. Genel
olarak beynin &n kisminda arka kismindan daha sik gériildiigii s6ylenebilir. Frontal lobu en
fazla kaplar, ama sadece bir lopta kalmaz, diger loplarida isgal eder. Derindeki yapilara
Ozellikle corpus collosuma bulasir. Bazen ganglionlar veya talamusun derinlikleri iginde

yerlestigi de goriilebilir (40).

Makroskopik goriintimde, yaniltic1 diizensiz yap: gosterirler; fakat, cevredeki
beyaz ve gri cevhere ileri derecede bir infiltrasyon vardir. Kistik dejenerasyon, nekroz ve
hemoraji tlimére alacali bir renk verir. Mikroskobik olarak nekroz alanlari siklikla
neoplastik hiicreler ile gevrilidir. Vaskiiler ve endotelial proliferasyon, endotelial hiperplazi
ve pleomorfik hiicre yapisi goriiliir. Tiimériin hormona bagh oldugu diisiiniilmektedir (10).

Yapilan bir ¢aligmada 45 hastadan 39’ unda estrojen resept6rii oldugu gosterilmistir (43).



Glioblastoma multiformenin en malign tipi kiigiik yuvarlak hiicreli (globoidal
tip) olanidir. Tedavi edilemeyen vakalarda ortalama yagam siiresi 14 haftadir. Radyasyon

tedavisi ile yagsam siiresi 10-11 hafta daha uzatilabilir.

Gliomalar hizli biiylirler, DNA replikasyonunun S-fazi 7-10 saat, hiicre déngii
sliresi 2-3 giin, hiicre doubling zamani 13.5-22 giin olmasina ragmen, nekroz nedeni ile
timér doubling zamam 5-6 haftadir. Gliomalardaki timor gelisimi, bliylime kinetigi ile
yakindan iligkilidir. Tiimor biiylime oram gelistigi béliimiin biiytikligii ile ilgilidir, ama bu

oran hiicre déngiisi ile baglantihi degildir.

2.2. Estrojenler ve antiestrojenler

Hormon, bir veya bir grup hiicre tarafindan viicudun i¢ sivilarina salgilanan ve
viicudun diger hiicreleri lizerinde fizyolojik kontrol etkisi gosteren bir kimyasal maddedir.

Hormonlar kimyasal olarak tige ayrilir:

1. Protein veya peptidler: Cogu O6nemli endokrin hormonlarin hepsi ya
proteinler, peptidler ya da bunlarin yakin tiirevleridir. On hipofiz hormonlari proteinler
veya biiyiik polipeptidlerdir; arka hipofiz hormonlar olan antidiiiretik hormon ve oksitosin,
her biri yalmzca dokuz aminoasit igeren peptid hormonlardir. Insiilin, glukagon ve

parathormon da biiyiik peptidlerdir (52).

2. Tirozin amino asit tiirevleri: Tirozin amino asidinden iki grup hormon
olusmaktadir. Iki metabolik tiroid hormonu, tiroksin ve triiyodotironin tirozin tiirevlerinin
iyotlanmis gekilleridir. Adrenal medullanin ana hormonlar1 olan epinefrin ve norepinefrin

de tirozinden tiireyen katekolaminlerdir (52).

3. Steroid hormonlar: Bu hormonlarin hepsi kolesteroliinkine benzer steroid

¢ekirdege dayanan bir kimyasal yapiya sahiptir ve ¢ogunlukla kolesteroliin kendisinden



kaynaklanirlar. Cesitli steroid hormonlar su bezlerden salgilamr; a) adrenal korteks

(kortizol ve aldosteron) b) overler (estrojen ve progesteron) c) testisler (testosteron) ve d)

plasenta (estrojen ve progesteron) (52). HUICRE ZARI

SITOPLAZMA
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Sekil 2-2-1. Steroid hormonlarin islevi (16).



Steroid hormonlan hedef hiicrelerde protein sentezine neden olmaktadir. Bu
proteinler de, enzimler, tagiyict proteinler veya hiicrelerin diger islevlerini saglayan yapisal
proteinler olarak gorev yaparlar. Steroid islevindeki olaylarin siras1 esas olarak asagidaki

gibidir:

1. Steroid hormonu hiicrenin sitoplazmasina girip 6zgiil bir reseptdr proteine
baglanir, hormon reseptér kompleksi bundan sonra aktivasyona ugrar. Bu birlesme

aktivasyon olaymin sitoplazmada m: ¢ekirdekte mi oldugu kesin olarak bilinmemektedir.

2. Eger olay sitoplazmada olduysa resept6r protein/hormon birlesimi ¢ekirdege

diflizyonla girer veya tasinir.

3. Daha sonra bu birlesim kromozomlardaki DNA ipliklerinin &zgiil
noktalarina baglanir ve haberci RNA’ min yapimi i¢in gerekli 6zgiil genlerin transkripsiyon

islemini aktive eder.

4. Haberci RNA sitoplazmaya diflize olur ve orada ribozomlarda yeni

proteinlerin olusumu i¢in translasyon islemini baglatir (4,16, 35,52).

Estron, estradiol, estriol olmak {izere ii¢ gesit estrojen vardir. Bunlardan estron
ve estradiol birbirlerine déniisebilirler, fakat estradiol daha etkili bir hormondur. Idrarda
bulunan temel estrojen, estradiol ve estronun metabolizmasi sonucu olusan estroldiir (47).
Estrojen sentezi temelde graffian folikiillerinde olur. Estrojenler diside sekonder cinsiyet
karakterlerinin gelisimini, 6zellikle uterus biiylimesi, vajinal mukozanin kalinlagmasi ve

meme gelisimini saglarlar.

Estrojenik ve antiestrojenik etkiler gdsteren ama steroid olmayan sentetik
maddeler gelistirilmistir. Bu maddeler di veya trifenil etilen temel yapisina sahiptir.
Dietilstilbestrol (Sekil 2-2-2) ilk olarak 1938’de bulunan yiiksek oranda etkiye sahip bir
non-steroidal estrojendir. 1958°de gelistirilen etometoksitrifetal (MER-25) farede estradiol

2 vOESTKOGRET KURTLD
ORIMANTASYON MER



benzoat tarafindan olusturulan utotropik etkiyi antagonize etmektedir. Bu 6nemli bulus yeni

trifeniletilen gruplarinin bulunmasi i¢in 6nem kazanmigtir (35).

C,H
N/ 2115
N\ C,Hs
OH |
[CH;]
0]
CHs \
C=C
N\ C,H;
C= CH2
\ OH
OH

Sekil 2-2-2. Dietilstilbestrol ve etometoksitrifetalin (MER- 25) agik formiilleri.

Antidstrojenik aktiviteye sahip sayisiz bilesik sentez edilmistir ve bunlardan
bazilarinin klinik uygulamalari da vardir. Bu antagonistlerden ¢ogu intraselliiler reseptorii
igin estradiol ile yarisarak etkili olurlar. Steroidal bir bilesik olmayan nafoxidin ve
tamoxifen kromatin ile stabil kompleksler olusturmak igin estrojen reseptérii ile birlegirler
ve reseptor yeniden devreye giremez. Bu ajanlar estradiol etkisini uzun bir stire kisitlamis
olurlar. Bu antagonistlerden tamoxifen estrojene bagimli meme kanseri olgularimin
tedavisinde kullanilir (16,24,26).



Fetal kobayda antiestrojenlerin plazma proteinlerine baglandigi bulunmus,

benzer veriler insan plazmasi i¢in de gdsterilmistir (35).

Yapilan bir ¢alismada hormona bagl hiicre dizileri (T47D, Z-75, BT-474,
MDA- MB361, R-27, LY-2) ve hormona bagli olmayan hiicre dizileri (BT-20, MDA-
MB231, HBL-100, Hs0578T) kullanilarak estrojen ve antiestrojenlerin etkileri
arastirnnlmistir. Antiestrojenlerin farkli hormona bagl memeli kanser hiicre dizilerinde genel
olarak hiicre biiylimesini bloke ettigi gosterilmistir (35). Fakat bu etki antiestrojen tipine,

hiicre dizisine ve deneysel kosullara baghdir (35).

Progesteron ve sentetik progestinlerin in vivo da olsun, izole edilmis hiicre
modellerinde olsun estrodioliin etkisini bloke ettigi bilinmektedir. Potansiyel sentetik bir
progestin olan R5020nin T47D cell linemnin biiyiimesi lizerine herhangi bir etkisi olmadi
fakat estrodioliin stimiile edici etkisini onledigi gézlenmistir. R5020, R-27 hiicre dizisi
iizerinde de estrodioliin stimiile edici etkisini 6nlemistir. R-27 hiicre dizisi tamoxifene
diren¢ gostermektedir. Buradan R5020 ile tamoxifenin etki mekanizmalarinin

birbirlerinden farkli yollarla olabilecegi diislintilmiistiir (35).

Hiicre dongiisii ile ilgili ¢aligmalarda tamoxifenin hiicre biiyiimesini, hiicre
dongiistini G1 fazinda yakaladiysa inhibe ettigi bulunmus (15,20,28), bu etki diger
antiestrojenler iginde aragtirilmis onlarinda inhibisyon yaptifni bulunmustur (34).
Tamoxifenin hiicre dongiisti {izerine kinetik etkisiyle ilgili karsilagtirmali ¢aligmalarda
estrojen reseptorii pozitif ve negatif olan hiicre dizileri lizerinde tamoxifenin farkl etkisi

oldugu gosterilmistir (27,38).

Sekil 2-2-3 baz1 antiestrojenlerin reseptér sistemleriyle olan iligkisini
gostermektedir. Ek olarak estrojen reseptorii, antiestrojen baglanma bolgeleri (AEBS) ve

protein kinaz C (PKC) aktivitesini diizenleyen sistemlerde g6sterilmigtir. Tamoxifenin



(Sekil 2-2-4) histaminerjik reseptére bir antihistaminerjik madde olan difenilmetanla
(DPPE) (Sekil 2-2-4) yarigmali olarak baglandifi ve antagonistik etkiye neden oldugu
g6zlenmistir (49). Tamoxifen ile histamin agonist ve antagonistleri arasinda yapilan
karsilagtirmalt bir ¢alismada, tamoxifenin H; ve H, reseptSrleri disinda Hj reseptériine

baglandif gosterilmistir (49).

Protein fosforilasyonu Hiicre biiylimesi

N a

PKC

A \
+ Fosfolipidler

PI—» DAG+ IP3

Histamin V\ /1 Muskarinik
- 5
E;:{s e‘%toru Trifeniletilen grubu antiestrojenler FesepIOr
3 ( Tamoxifen, Klomifen )
Pirolidin grubu antiestrojenler
( Nafoxidin)
? «—AEBS 4 \
Dopaminerjik
reseptor
Kalmodulin Estrojen
reseptoril
l+
c— AMP-PD

Sekil 2-2-3. Trifeniletilen ve pirolidin grubu antiestrojenlerin gesitli reseptor ve

enzim sistemleriyle olan iliskileri.
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Fare beyninde tamoxifenin dopaminerjik reseptdriine dopamin ile yarigmali
olarak baglandigi goOsterilmistir (18). Antiestrojenlerin dopaminerjik reseptorlere
baglanmasi, bu ilaglarin emetik etkilerinin bir agiklamasi olabilir. Antiestrojenlerin
muskarinik reseptére baglandif ise klomifen ile gosterilmigtir. Yapilan bir ¢alismada bu
ilaglarin antikolinerjik bir yan etki olusturabilecegi diisiiniilmiistiir (49). Bir baska
calismada tamoxifen kalmodulin antagonisti olarak kullamilmigtir (25). Kalmodulin
hiicresel Ca®* reseptorii ve kalsiyuma bagli bir ¢ok olayin diizenleyicisidir. At beyninde
yapilan bu ¢alismada antiestrojenlerin kalmoduline bagh c-AMP fosfodiesteraz aktivitesini
inhibe ettikleri gosterilmistir (25). Tamoxifen tarafindan kalmoduline bagli bir protein
kinaz olan miyozin hafif zincir kinazin aktivitesinin de inhibe edildigi gézlenmistir (42).

Antiestrojenlerin biyolojik etki mekanizmasi olduk¢a karmasiktir. Bu

P C2H5 /CZHS
OCH,CH;,;N ~ OCH;CH,;N ~
C2H5 CZHS

\ B

Sekil 2-2-4. Tamoxifen ve DPPE’ nin agik formiilleri.

fonksiyon; deney sartlarina, ¢alisilan parametreye, diistiniilen organ veya hayvan dokusuna
gore degisir (47).

Antiestrojenler; a) estrojen reseptér molekiiliine, b) 6zel makromolekiillere:

antiestrojen baglanma bolgelerine (AEBS) baglanarak, c) protein kinaz C (PKC) yoluyla, d)

11



biiyiime faktorlerinin inhibisyonu veya biiylimeyi inhibe eden faktdrlerin stimulasyonu ile

antikanser etki gosterirler. Bunun disinda emetik gibi farkl etkileri de vardir (35).

a) Antiestrojenlerin estrojen reseptérlerine baglanmasi; radyoaktif tamoxifen ile

metabolitleri 4- hidroksi tamoxifen (4-OH) ve N- desmetil tamoxifen veya diger
antiestrojenler (CI628, nafoxidin, LY1120181) hedef dokulardaki estrojen reseptdrlerine
yiiksek afiniteyle ve spesifik olarak baglanirlar. Hedef dokular farkli hayvanlardan elde
edilmistir. Ayrica bu baglanma in vitro ortamda kanser hiicre dizilerinde de goriiliir.
Bununla birlikte, antiestrojenlerin estrojen reseptdriine baglanmasi dogal estrojenin
baglanmasina gore fizikokimyasal farklihk gosterdigi belirtilmigtir (35). Bu farklibk
antiestrojenlerin nasil olupta hem antagonist hem de agonist etki gésterdigini anlamamiza
yardim edebilir. Antiestrojenler estrojen reseptoriinii aktive edebilir, fakat bu etkisi
estrojeninki kadar degildir. Antiestrojen tarafindan reseptdriin indiiklenmesi reseptériin
aktivitesini degistirir. Reseptdér aktivitesinin degisimi estradiolden ¢ok, farkh
antiestrojenlerin estrojen reseptér kompleksinin kromozomlardaki DNA ipliklerinin 6zgiil
noktalarina zayif baglanmasindandir. Klomifenin, estrojenin reseptdre baglanmasini ve
reseptOriin aktivitesini inhibe ettigi gosterilmigtir. 4-hidroksi tamoxifen tarafindan aktive
edilen reseptdr estradiole gére DNA ipligindeki 6zgiil noktalarma diisiik afinite gOsterir
(7,35).

Monoklonal antikorlar reseptdrlerin  antijenik determinantlarmna gore
tanimlamada kullamigli araglardir. Ayrnica ligandlar veya farkli deneyler sonucu
reseptorlerde meydana gelen konfigiirasyonel degisiklikleri de g&stermede kullanilirlar.
Tamoxifenin bagli oldugu estrojen-reseptdr kompleksi de monoklonal antikorlar tarafindan
gosterilebilir. Antikorun tamoxifen-estrojen reseptorii kompleksine baglanmasi, estrojenin
estrojen-reseptor kompleksine baglanmasindan daha zayiftir. Bunun sebebi tamoxifen

reseptdre baglandiginda reseptoriin yapisinda degisiklik olusturdugundan olabilir (35).
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b) Antiestrojen baglanma bolgeleri (AEBS); sigan uterusu ve civciv fallop

tiipiinde yapilan bir caligmada estrojen reseptorleri radyoaktif olmayan estradiolle, spesifik
olmayan baglanma bolgeleri de radyoaktif olmayan tamoxifen ile doyurulmus ve daha
sonra tritiated tamoxifenin estrojen reseptorlerinden farkli bir bolgeye spesifik olarak,
yiiksek afiniteyle baglandifi gozlenmistir (35). Daha sonra bu bolgeler kobay fetal
uterusunda, meme tiimdriinde ve insan dokularinda da bulunmustur. Ayni yillarda benzer
bulgular 4-OH i¢in insan meme kanserinde bulunmusgtur (35). Hiicrelerdeki bu noktalar
antiestrojen baglanma bolgeleri olarak adlandinlmistir. Bu bélgelerin  nonsteroidal
antiestrojenlerin selektif olarak baglanmasindan bagka bir fonksiyonlarinin olup olmadig:
bilinmemektedir (44). Trifeniletilenlerin AEBS’e baglanma afiniteleri sabittir. Genel olarak
estrojen reseptoriine baglanma afiniteleri AEBS’den daha yiiksektir (35). Bununla birlikte,
kobay fetal uterusunda antiestrojenlerin AEBS’e baglanma afinitesi daha fazladir (35).
AEBS stoplazmada, nukleusda, mikrozomlarda, mitokondride ve birgok dokuda bulunur.
Konsantrasyonu hedef doku ile hedef olmayan dokularda degiskendir. Estrojen reseptérii ve
AEBS konsantrasyonlar arasinda iligki goriilmiistiir. Kobayin fetal uterusunda ikiside ¢ok
yiiksek seviyedeyken dogumdan sonra yenidoganda ve yetiskin hayvanda birbirlerine

paralel azalma g6zlenmistir (35).

Antiestrojenlerin farkli modellerde farkli hareket ederek gergek estrojen
agonisti, kismen agonistik veya antagonist etki géstermesi estrojen reseptérlerine ek olarak,
AEBS’e de bagl olabilir (33).
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¢) Protein kinaz C’ nin inhibisyonu;

PKC, protein fosforilasyonunda anahtar rol oynayan bir enzimdir. Protein
fosforilasyonundan hiicre boliinmesi dahil pek ¢ok 6nemli hiicresel olaylar etkilenir. PKC’
nin protein fosforilasyonuna katilmasi i¢in aktive eden etkenlerden birisi fosfotidil inositol
(PT) dongiistidiir. Fosfotidil inositoliin hidroliziyle agiga ¢ikan iiriinler diagil gliserol (DAG)
ve Ca’" PKC’ nin aktivatorleridir (3, 30). Antiestrojenler PI dongiisiinii bozarak PKC
inhibisyonu yapabilirler (1). Tamoxifen ile metabolitleri 4-hidroksi tamoxifen ve N-des-
metil tamoxifen, ayrica klomifenin PKC aktivitesini diisiird{igii ve hiicre biiyiimesini inhibe
ettikleri, birka¢ hiicre tipinde gosterilmistir (17,32). Ayrica antiestrojenlerin PKC
aktivatorii olarak bilinen forbol esterlerinin baglanmasini (29,32) ve hiicre biiylimesinde

etkisi olan PKC’ yi inhibe ettikleri bilinmektedir (5).

d) Antiestrojenlerin biiyiime faktorleriyle olan iligkileri;

Estrojenler hiicre yenilenmesinden sorumiu mitotik biiylime faktérlerini
ve/veya reseptorlerinin sentezini stimule ederler. Daha sonra bu mitojenler meme kanseri
hiicreleri tizerinde otokrin veya parakrin etki olusturarak hiicre biiylimesini stimule ederler.
Antiestrojenler ise bilylimeyi inhibe eden faktSrlerin firetimini artirip, biiylimeyi stimiile

eden faktdrlerin liretimini azaltici yonde etki ediyor olabilirler (11,36,48).

Meme kanserinin gelisiminde biiyiime faktSrlerinin etkisini g6steren bir gok
calisma vardir. Bu biiyiime faktorlerinden epidermal biiylime faktériiniin (EGF), transforme
eden biiylime faktérii o ve B ( TGFa ve TGFf )’ nin ve insiilin benzer biiylime faktorii I ve
IT (IGF-I ve IGF-II )’nin etkisi oldugu bulunmustur (52). Glioma hiicrelerinde ise EGF,
fibroblast biiylime faktoriine (FGF), IGF-1 ve IGF-II faktérieri ile trombositten tiireyen
biiytime faktériine (PDGF) rastlanmistir (50). Bunun yaminda estrojen reseptdriinden (ER)

bagimsiz olarak tiimor hiicresi gelisiminde bu biiylime faktdrlerinin etkisi oldugu da
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bulunmugtur (52). ER pozitif oldugu bilinen bir meme kanseri hiicre dizisi olan T47D’ de
TGFp reseptoriine rastlanmamis ve bu hiicre dizisinin antiestrojenlere duyarli olmadig
bulunmustur. Bunun tersine yine ER pozitif olan MCF-7 meme kanseri hiicre dizisinin ise
TGFP reseptorii tasidigi ve bu reseptdrden dolayt MCF-7° nin biiylime inhibisyonuna
duyarh oldugu bulunmustur (19,20,53).

Parakrin etki
IGF-1

IGF-1

Biiyiimeyi reseptorii
stimiile eden
faktorler
Hiicre
¢ogalmasi
Otokrin t:>
etki
S fazindaki
hiicrelerin
oraninda artig
edici
Estrojen / 4 Eﬁluyili);edlc
| faktorleri

Antiestrojenler ER’i S - - !

bloke ederek estrojen TGF

aktivitesine yarigmali ailesindeki

inhibisyonla engel bazi iiyelerde

olurlar. azalma

Sekil 2-2-5. Meme kanseri hiicresindeki g¢ogalmaya neden olan estrojen

hareketi.
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Estrojen (E), estrojen reseptdrine (ER) DNA baglanma bdlgesini ortaya
cikarmak igin baglamr. Bu bdlge estrojene duyarli genlerin transkripsiyonunu baslatmak
icin DNA’daki estrojenden sorumlu elemanlara (ERE) baglamir. Estrojen TGFo’ nin
iretimini artirabilir, bu da muhtemelen otokrin déngilideki epidermal biiylime faktdrii
reseptorleri (EGFR) ile aralarindaki etkilesimdendir. Benzer olarak, estrojen TGFp
ailesindeki bazi elemanlarda azalmaya neden olur. Antiestrojenler hiicrenin
biyokimyasindaki estrojene bagli degisiklikleri 6nlemek i¢in, estrojen reseptdriine estrojen
baglanmasinin yarigmali inhibitorii olarak rol oynayabilirler. IGF- I parakrin biiyiime
faktorii olarak veya uzaktaki organlardan endokrin fakt6r olarak hareket eder (23).

Antiestrojenlerin aktivitesini etkileyen ¢ok sayida faktér oldugu gériilmektedir.

Bu etkilerini kisaca s6yle 6zetleyebiliriz;

1) Tamoxifen insan ve hayvanlarda iki 6nemli metaboliti olan 4-OH ile N-
desmetil tamoxifene metabolize edilir. Tamoxifen gibi metabolitleri de antiestrojenik etkiye

sahiptir. Buradan, tamoxifen metabolizmasi boyunca da muhtemelen etkilidir.

2) Estrojenler reseptorlere baglanarak etki goOsterir. Antiestrojenler aym
reseptor baglanma bdolgelerine estrojenlerle yarismali olarak baglaniyor olabilir. Sonrasinda
olugan fizikokimyasal degisikliklerle, estrojen- ve antiestrojen- reseptér komplekslerinin
davramsinda olusan farkliliklar agikga gosterilmistir. Fakat ortaya ¢ikan yamtlarin
karmasiklign yiliziinden antiestrojenlerin agonist veya antagonist &zelliklerinin nedenini

aciklayan yeterli veri yoktur.

3) Antiestrojenler PKC aktivitesini diizenleyen sistemleri baskilayarak protein

sentezini ve hiicre biliylimesini engellemektedir.

4) Antiestrojenler, spesifik proteinlerin estrojen olusturmasim veya biiyiime
faktorlerinin inhibisyonu ya da biiylimeyi baskilayan faktdrlerin uyarilmasi geklinde

hareket edebilirler.
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2.2.1. Klomifen

Klomifen, E-2(p(2-chloro-1,2-dipehnylvinil)fenoksi)triethylamin(E-CLO) ve
geometrik izomerleri karigimidir (39). Cis-formu zudomiphene, trans-formu enclomiphene
adini1 alir (51). Ovulasyon gostermeyen bayanlarda ovulasyon saglayici ajan (fertilite ajani)
olarak  klinikte kullamilmaktadir. Estrojenlerin  yaptifn  inhibisyonu kaldirarak
gonadotropinlerin salimim artinir. Mekanizmasi bilinmemekle beraber amenoreli ve
anovulatuar sikluslu kadinlarda ovulasyonu baglattig1 gésterilmistir (19). Klinik kullanimda
ginde 50-100 mg olarak 5 giin verildikten birkag giin sonra plazmada folikiil stimiilan
hormon (FSH) ve liiteinizan hormonu (LH) diizeylerinin arttif1, oviilasyon oldugu ve

gonadotropinlerin seviyesinde ikinci bir yiikselmenin oldugu goriiliir.

_CaHs
OCH,CH;N

CoHs
O \

Cl

Sekil 2-2-6. Klomifenin agik kimyasal formiilii.

Klomifen agonistik ve antagonistik &zelliklerinin ikisini de gostermektedir.
Yetigkin olmayan farede, klomifen izomerleri uterus biiyiimesini stimiile etmis, fakat

estrojenin lirettifi stimulasyonu kismen antagonize etmigtir. Ayrica, klomifen tek bagmna

17



yavru farelerin uterus agirlifini estradiol kadar artirabilmistir (35). Histolojik olarak,
klomifen, stroma ve miyometrium iizerinde orta derecede etki gosterirken, luminal epiteli
tamamen stimule etmektedir. Klomifen ovaryumu ¢ikarilmig fare uterusunda RNA
polimeraz II’ nin aktivitesini artirabilmektedir. Buna karsin RNA polimeraz I’ in
aktivitesini uzun siireli artiramamaktadir (35). Benzer sekilde, sitozol progesteron reseptor
konsantrasyonu klomifen tarafindan artirilabilmektedir, ama bu etkisi estradiole gére daha
azdir (41).

Klinik olarak klomifen meme kanseri hastalarinin  %39’unda etkili
bulunmugtur. Hormona bagli fare meme kanserlerinde biiyiimeyi baskilayici antitiiméral
etkisi gorilmiistiir (35). Klomifenin etki mekanizmasi bilinmemektedir ama yapilan
caligmalar estrojenik ve antiestrojenik etkisi oldugunu gdstermistir. Ornegin; estradiole
benzer bir sekilde 6n hipofiz bezi hiicrelerinin gonadotropin salgilatict (GnRH) hormona
karg1 ilgisini artirmistir (35). Klomifen sitratin hipotalamustaki &strojen reseptorlerine
belirli bir affinitesi vardir. Klomifen baglangicta bir antifertilite ilact olarak planlanmas,
ancak ilging olan nokta bugiin bu ilacin tamamen z1t bir etki i¢in kullanilmasidir. Klomifen,
hipotalamik reseptdr bolgeleri i¢in estradiol ile yarisir; bdylece GnRH salinimi kisitlanmaz,
ve sonugta LH ile FSH’1n agir1 miktarlan aciga ¢ikar. Klomifene yanit olarak genellikle ¢ok
sayida follikiil bir arada olgunlagir, bunu da ¢ogul hamilelikler izleyebilir (16).

2.2.2. Nafoxidin

Difenil-dihidro naftaline tiirevi olan nafoxidin 1963 yilinda Duncan ve
arkadaslar tarafindan bulunmustur (44). Antiestrojenik 6zelligi aragtirmalarda ve klinik

olarak kullanilmasina yol agmistir. Etki bakimindan nafoxidin klomifene benzerlik
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Sekil 2-2-7. Nafoxidinin agik kimyasal formiilii.

gosterir. Luminal epitel tizerindeki biiyiik bir stimulasyon, stroma ve miyometriumda da az
etki gostermistir (37). Bir ¢alismada fare uterusundaki tipik estrojenik ve antiestrojenik
etkisi gosterilmistir. Nafoxidin her giin verildiginde uterotropik etki iizerinde kismen
agonistik kismen de antagonistik davranmaktadir. Etkisinin bir tek enjeksiyondan sonra
estradiole iyi bir agonistik , ikinci enjeksiyondan sonra ise antagonistik etki oldugu

gosterilmigtir (dozlan verilmemis) (35).

Antiestrojenlerin (6rnegin; nafoxidin) DNA polimeraz aktivitelerini azalttif
bulunmustur (35). Bu etkinin DNA polimeraz alpha iizerine olabilecegi diisiiniilmiistiir,
¢linkii DNA polimeraz beta’'mn miktar1 bu sistemde kayda deger bir degisiklik
gostermemistir. DNA polimeraz alpha enzimi DNA replikasyonunda gorev alan
enzimlerden biridir (35). bagka bir ¢galigmada hamster uterusunda artan progesteron reseptor
konsantrasyonuna kismen agonistik etki gosterdigi bulunmustur (41). Fetal kobay
uterusunda, nafoxidin kendi bagina tamamen agonist veya segilen parametreye gére kismen

agonist etki gdstermistir (37). Nafoxidinin uterus agirligim estradiole denk oranda artirdigy,
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fakat, hamsterde, sadece kismen progesteron reseptér konsantrasyonunu stimiile ettigi
bulunmugtur. Nafoxidinin ileri derece meme kanserinde antiestrojenik etkisi aragtirilmus,
tiimor kiiclilmesinde klomifene benzer oranda %35-37 etkili goriilmiistiir (35).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hiicre ekimi icin hazirliklar ve hiicre ekimi

Besi ortam: 1:1 oraminda Dulbecco’s modified eagle’s medium
(DMEM, Sigma), nutrient mixture (F-12, Sigma ) ile % 10 veya % 5 fetal calf
serumu (FCS, Sigma), % 1 penisilin+ streptomisin (Sigma) igerir ve pH= 7-7,2° e
ayarlanir. Calismamizda glioblastoma multiformeli insandan ameliyatla alinan
tim6r dokusu c¢ogaltilarak ve daha sonra dondurularak saklanan hiicreler
kullanmldi. Dondurma islemi, saglikli hiicrelerin soguktan koruyucu madde olan
dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma) ile birlikte sivi nitrojen (—180 derece) icine
konmasidir. DMSO yagda ¢ozlinebilen kiiglik bir molekiildiir. Hiicre zarim
difizyonla hizli bir sekilde geger ve hiicrelerin su igerigini azaltir. DMSO’ nun
ortamda bulunmamasi hiicre iginde buz kristallerinin olugmasina ve hiicre zarinin
parcalanmasina yol agar. Nitrojen tankindan g¢ikarilan hiicreler 37 derecelik su
banyosuna alindi. Hiicreler erir erimez besi ortamu igeren 10 mililitrelik santrifiij
tiipline aktarildi. 1000 devirde 4 °C de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildi.
Hiicreler taze 5 ml besi ortamiyla homojen olacak sekilde karistirildiktan sonra 25
cm? °lik flaska ekildi. inkiibatore kaldinld: ve hiicrelerin tabana tutunabilmesi igin
flask en az 24 saat kipirdatilmadi. Hiicreler tabana tutunduktan sonra 2 giinde bir
besi ortamu degistirildi. Inkiibatériin i¢ ortam1 %95 nem, %S5 karbondioksit ve 37

derecedir.

3.2. Hiicrelerin cogaltilmasi - pasajlama - stoklanmasi

Deneyler esnasinda ¢ok hiicreye ihtiyag duyuldugu igin pasajlama
islemiyle hiicre sayis1 artirildi. Hiicreler flaskin tabanim tamamen kapladiysa

pasajlamaya hazirdir. Flasktaki besi ortami uzaklagtirilarak fosfat buffered saline
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(PBS) ile birkag kez yikand1 ve {izerine %0,25 tripsin-etilendiamintetraasetik asit
(tripsin-EDTA, Sigma) eklendi. Flask inkiibatére kaldinlarak yaklasik 5 dk
beklendi. Hiicreler tabandan tamamen ayrilinca, {izerine tripsini inhibe etmek icin
besi ortami kondu. Karisim 1000 devirde 21°C 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant
atilarak iizerine 3-4 ml besi yeri eklendi ve homojen bir dagilim saglamak i¢in 1
mililitrelik pipet ile karistirldi. Coulter counter’ da sayim yapildi. 25 cm® flaska
1x10° hiicre diisecek sekilde ekim yapild: ve 2 giinde bir besi ortam degistirildi.

Hiicreler pasajlandikca transforme olduklan i¢in hiicreler ¢ogaltildiktan sonra
tekrar stoklandi. Hiicreleri stoklama islemine hiicrelerin dondurulmasi denilebilir.
Bunun i¢in hiicrelerin saglikli gériintimde ve miktarlarinin yeterli olmasi gerekir.
Hiicreler tripsine edilip, 1000 devirde 4 °C* de 5 dk santrifiij edilerek, sayim
yapildi. Bir tiipte 1x 10° hiicre/ml olacak sekilde hesaplanarak her tiipe %90 besi
ortami, %10 DMSO kondu. Tiipler hiicreler eklendikten sonra, 6nce 4-6 °C’ de 30
dk , sonra —20 °C’ de 3 saat bekletildi. Daha sonra —80 °C’ de 2 saat bekletilerek

en son nitrojen tankina kaldirildi.

3.3. Hiicrelerin deneye alinmas: ve ilag uygulanmasi

Hiicreler deneye alimirken, hiicreleri pasajlarken yapilan islemlere
benzer islemler yapildi. Bu sefer hesaplama 96 kuyucuk igin, kuyucuk bagina
30.000 hiicre diisecek sekilde yapildi. Otomatik pipetor yardimiyla her bir
kuyucuga 250 pl hiicre+ besi ortain kangimindan konuldu. Islem sonunda
hiicreler inkiibatére kaldirihp 24 saat beklendi ve bu siire sonunda ilag uygulandi.
laglar i¢in ¢6ziicii olarak absolii alkol kullanildi. Hazirlanan stok gozeltiden 37 °C
isitilmig F-12 ile yapilan diliisyonlarla kullanilacak olan ilag dozlarina erisildi.
Nafoxidin (Sigma) ve klomifen (Sigma) i¢in; 0.1uM, 1uM, 10 puM, 15 uM,
25 uM ve 50uM dozlar hazirlandi. Tamoxifen (Sigma) ve 4-hidroksi tamoxifen
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(Sigma) igin 0.1uM, 1 uM, 10 uM ve 100 uM dozlar besi ortamima eklendi. flag
uygulanmas hiicreler ekildikten 24 saat sonra yapildi. Her bir deneyde her bir doz
en az 6 kuyucuga ekildi. Deneyler her ilag ve her ilag dozu i¢in en az 3 kez tekrar
edildi.

3.4. MTT yéntemi

3-(4,5- dimetiltriazol-2-i1)-2,5- difeniltetrazolium bromid (MTT,
Sigma), hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve mitokondriye bagl bir reaksiyonla
renkli, suda ¢oziinmeyen {iriin olan formazana indirgenir. Formazan hiicre zarim
gecemediginden hiicre iginde toplanir. DMSO veya diger uygun ¢oziicii ilavesiyle
lirlin ¢6zlintip, serbest kalabilir ve kolorimetrik olarak tespit edilebilir hale gelir
(6). Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi mitokondrinin saglamlii ve aktivitesinin
tanimlanmasim saglar. Bu da hiicre canliligimin 6lgiisii olarak alimir. Bu method
daha ¢ok hizl ¢ogalan ve mitokondirial aktivitesi yiiksek olan hiicre dizileri igin

uygundur (6).

llag verildikten 24 saat sonra MTT uygulanmaya baslandi. Kiiltiir
kabindaki kuyucuklardan besi ortami alinarak % 0,5 MTT igeren yeni besi ortamu
eklenip 4 saat 37 °C’ de inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda besi ortami
uzaklagtirilarak her bir kuyucuga 100 pul DMSO eklendi. 5 dk kadar igiktan
koruyarak beklendi ve 550 nm’de spektrofotometrede okutuldu (2,9,13,46).
Istatistiksel degerlerin saptanmasi igin tek yonlii varyans analizi, HSD testi

uygulandi.
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4. BULGULAR

Sekil 4.1.1 a) Glioblastoma multiforme hiicreleri,
b) GFA boyanmis hiicreler,
¢) MTT uygulanmus hiicreler.
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0.1, 1, 10 ve 100 pM dozlarda tamoxifen ile 4- hidroksi tamoxifen; 0.1, 1,
10, 15, 25, 50 uM dozlarda klomifen ile nafoxidin ilaglarin uygulandigi deney
gruplan ve sadece besi ortamu eklenen kontrol gruplar ile ilaglar1 ¢6zmede kullanilan

alkoliin eklendigi gruplarmm renk yogunluguna goére dagilmi ¢izelge 4.1.° de

gosterilmigtir.
Kontrol 1,347+ 0,296; n= 306
Alkol 1,358+ 0,271; n= 253
Dozlar Tamoxifen 4-hidroksi Klomifen Nafoxidin
Tamoxifen
0.1 uM 1,405+ 0,042 1,414+ 0,06 1,423+ 0,177 1,440+ 0,267
n=16 n= 16 n= 64 n= 64
1 uM 1,421+ 0,286 1,463+ 0,257 1,445+ 0,172 1,354+ 0,327
n=30 n=32 n= 64 n= 64
10 uM 1,365+ 0,275 1,311+ 0,209 1,443+ 0,240 1,436+ 0,340
n=30 n=30 n= 64 n= 64
15 uM 0,746+ 0,088 0,788+ 0,126
n=32 n= 64
25 uM 0,161£ 0,019 0,153+ 0,021
n=32 n=24
50 uM 0,142+ 0,008 0,132+ 0,009
n=32 n=32
100 uM 1,454+ 0,072 1,450+ 0,083
n= 30 n= 30

rakamsal degerlerinin toplu gésterimi.
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Cizelge 4.1. Kontrol, alkol ve ilag uygulanan gruplarin renk yogunluklarinin




Cizelge 4.1.’de gorildigi gibi kontrol grubu ile alkol grubu birbirleriyle
karsilagtinldiklannda istatistiksel bir fark bulunmamigtir (p> 0,01). Bu sonug ¢oziicit
olarak kullanilan alkol dozunun hiicre yagamini etkilemedigi anlamina gelir.

——

Absorbans
o

Kontrl Alkol

Sekil 4.2, Kontrol ile alkol grubunun kargilagtinilmast.
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Tamoxifen (uM)

Sekil 4.3. Farkli dozlardaki tamoxifen ile kontrol grubunun karsilagtirilmasi.

Tamoxifenin 0.1, 1, 10 ve 100 puM dozlan ile kontrol grubu
karsilagtinildifinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemigtir (p> 0,01).
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Sekil 4.4. Uygulanan 4- hidroksi tamoxifen dozlan ile kontrol grubunun
kargilastinlmasi.

4- hidroksi tamoxifenin 0.1, 1, 10 ve 100 pM dozlan ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel farklilik yoktur (p> 0,01).

Absorbans

DQE_'—:I
25 50

Kontrol 0,1 1 10 15
Klomifen (1.M)
Sekil 4.5. Kullanilan klomifen dozlar ile kontrol grubunun karsilagtinimasi.

Benzer sekilde, klomifenin 0.1, 1 ve 10 uM dozlan ile kontrol grubu
arasinda anlamh bir fark bulunmamstir (p> 0,01). Fakat 15 uM dozundan itibaren 25
ve 50 uM dozlan kontrole gore renk yofunlufunda 6nemli bir azalma gézlenmistir.
Klomifenin 15, 25 ve 50 uM dozlan ile kontrol grubu arasinda anlaml fark
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bulunmugtur (p< 0,01). 15 uM’ da kontrol grubuna gore %45 azalma, 25 UM’ da %88
azalma ve S0uM’ da %89 azalma gozlenmistir.

2 -
g 1,5J T
£ . hm L
b T
< 0,5 -
0 —E 1 |
Kontrol 1 1 10 15 25 50
Nafoxidin (uM)

Sekil 4.6. Uygulanan nafoxidinin dozlan ile kontrol grubunun
kargilagtinlmast.

Nafoxidinin 0.1, 1 ve 10 uM dozlan ile kontrol grubu arasinda anlamh bir
fark bulunmamigtir (p> 0,01). 15 uM dozundan itibaren 25 ve 50 uM dozlan kontrole
gore renk yogunlugunda 6nemli bir azalma gézlenmistir. Nafoxidinin 15, 25 ve 50 uM
dozlan ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmugtur (p< 0,01). 15 pM’ da
kontrol grubuna gore %41 azalma, 25 uM’ da %88 azalma ve 50 uM’ da %90 azalma

goézlenmigtir.

Klomifenin kontrole gore anlamli fark gésteren 15, 25, 50 puM dozlan kendi
aralarinda kargilagtinildiginda 15 puM ile 25 ve 50 uM arasinda anlamh bir fark
gézlenmistir (p< 0,01). 25 uM ile 50 uM arasinda anlamh bir fark yoktur (p> 0,01).
Nafoxidinin kontrole gore anlaml fark gosteren 15, 25, 50 uM dozlan kendi aralannda
karsilagtinldiginda 15 uM ile 25 ve 50 uM arasinda anlamh bir fark gézlenmistir (p<
0,01). 25 uM ile 50 uM arasinda anlamh bir fark yoktur (p> 0,01).
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5. TARTISMA VE SONUC

Tamoxifen ve nafoxidin estrojen reseptdrii pozitif meme kanseri ve baz1 uterus
kanserlerinin tedavisinde (31), klomifen ise antifertilite ajam olarak kullanilmaktadir
(16,17). Ayrica tamoxifen, metaboliti 4-OH tamoxifen, nafoxidin ve klomifenin in vivo ile
in vitro ortamlarda gesitli tiimorlerde antikanserojen olduklari gésterilmigstir. Ancak bu
ilaglardan 4-OH tamoxifen ve tamoxifenin glioblastoma multiforme hiicreleri tizerinde
yapilmis az sayida galigma vardir. Nafoxidin ve klomifen ise glioma tlimér hiicreleri ile
yapilmig bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Antiestrojenler laboratuar ¢alismalarinda hormona
bagli tiimérlerin bazisinda etkili, bazisinda ise etkisiz bulunmustur. Neye gore etkili, neye
gore etkisiz olduklarina dair tam bir agiklama yapilmamis ve etki mekanizmalanyla ilgili
celigkili varsayimlar One siiriilmiigtiir. Yaygin olarak One siiriilen hipotezler sdyle
Ozetlenebilir: estrojenle yarigsmali olarak inhibisyon, PKC yolunun inhisyonu, kalmodulinle
yarigmali inhibisyon, estrojen reseptSriinden bagimsiz antiestrojen baglanma bdlgeleri
yoluyla, biiyiime faktorlerinin inhibisyonu, hiicre dongiisiiniin G, fazi {izerine inhibisyon ve
dopamin reseptorii inhibisyonu gibi. Bu kadar ¢ok hipotez arasindan ortak bir genelleme

yapmanin miimkiin olmadigim bu ¢aligmalar1 yapanlarda kabul etmektedir.

Tamoxifen, 4-OH tamoxifen, klomifen ve nafoxidinin sigan uterusunda ve
MCF-7 hiicre dizisinde estrojen reseptSriine baglanarak bliylimeyi inhibe ettigi
gosterilmistir (35). Buna karsin ER negatif ovaryum kanser hiicre dizisinde ise tamoxifenin
yine inhibisyon yaptif1 gézlenmistir. Tamoxifenin bu etkisinin 10 uM dozda ve hiicre
doéngiisiiniin G; safhasinda oldugu bildirilmis, ancak neden bdyle etki yaptigina dair tatmin
edici bir agiklama yapilmamustir (15,28). Meme kanserinde 4-OH tamoxifen ve tamoxifen
ile yapilan bir bagka ¢alismada, bu ilaglar estrojenin aktivitesini engellemelerinin yaninda,
ER’ e bagh olarak biiyiime faktorlerinin etkisini 6nledikleri saptanmig, fakat ER negatif

hiicre dizileri iizerinde bdyle bir etki gostermemiglerdir (19).
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Antiestrojenlerin  estrojen reseptorlerinden farkli bolgelere (AEBS) de
baglandiklar1 ama bu bélgelerin ilaglarin farmakolojik etkilerindeki roliintin bilinmedigi
sOylenmigtir (42). Biiyiimeyi inhibe eden mekanizmalardan birinin de PKC inhibisyonu
yoluyla olabilecegi belirtilmistir. Bu konuyla ilgili yapilan ¢aligmalardan birinde insan
korpus luteumu ile sigan uterusunda 100 pM dozlarda tamoxifen, 4-OH tamoxifen ve
klomifenin PKC aktivitesini tamamen inhibe ettifi g6zlenmistir. Bulunan sonucun
hastalarin tedavisi iizerinde farmokolojik etkilerinin agiklamasi olup olmayacagim
bilmediklerini belirtmiglerdir (17). Bir diger c¢aligmada, fare beyninde 30 pM’ Ik
tamoxifenin PKC aktivitesini 6nledigi (42), yine fare beyninde yapilan benzer bir
calismada tamoxifenin 100 uM’ da PKC inhibisyon gésterdigi (38), insan kaynakli glioma
hiicre dizilerinden biri olan U138 ile yapilan bir bagka ¢alismada ¢ok daha diisiik dozda (50
ng/ml) PKC inhibisyonu gésterdigi gozlenmistir (36). Bunun nedeninin PKC’ nin en az 7
alt tinitesi oldugu, belki de U138 hiicrelerinde tamoxifene en duyarli olan PKC alt
iinitelerinden birinin varolabilecegi 6ne siirlilmiistiir (36). Ne var ki bir bagka ¢alismada
A172, U251, U87, U373, U563 diisiik pasajli glioma hiicre dizileri kullamilmis ve A172
disinda digerlerinde tamoxifen PKC inhibisyonu géstermemistir (5). Bu son ¢alismanin bir
devamu olarak yapilan iki ayn galigmada glioblastoma multiformlu hastalara tamoxifen
tedavisi uygulanmigtir. Caligmanmin birinde hastalardan bazilar1 tedaviye olumlu cevap
verirken, diger ¢caligmada kullanilan iki hastaya yiiksek dozda tamoxifen verilmesine karsin
olumlu bir yamit alinamamistir (5). Bu durumun agiklamasi olarak da tamoxifenin baz
gliomalarda etkisiz olabilecegi ileri siiriilmiistiir (5). Calismamizda yiiksek doz olarak kabul
edilen 100 uM’ lik dozda dahi tamoxifen ve 4-OH tamoxifen herhangi bir inhibisyon
gostermemistir. Ayrica, tamoxifenin deri kanserinde (45) ve Z-75 hiicre dizisinde (35) de
etkisiz oldugunun gosterilmis olmasi1 sonuclanmizi destekler niteliktedir. Celisen bu

sonuglarin aydinlatilmasi i¢in yeni ¢alismalarin yapilmasi gerektigine inamyoruz.

Nafoxidin, klomifen ve tamoxifen ile ilgili 16semide yapilan karsilagtirmali bir

calismada tamoxifenin etkisinin digerlerine gore ¢ok az oldugu, nafoxidinin ise en ¢ok
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etkili oldugu gézlenmistir (22). Nafoxidin ve klomifen ile meme kanseri ve ovaryum
kanseri iizerine yapilan galismalarda tiimorii kiiciiltiici yonde etkili olduklar1 gésterilmigtir
(kullanilan doz verilmemis) (35, 39). Bizim galismamizda nafoxidin ve klomifen 15uM’ Iik
dozlardan sonra glioma hiicrelerinde inhibe edici etki géstermistir. Ilaglarm etkili oldugu
dozun yliksek olmamasi yapilabilecek in vivo ¢alismalari igin umut vericidir. laglarm bu
ctkilerinin hangi yolla oldugu hala esrarim1 korumaktadir. Ancak sunu sdyleyebiliriz
nonsteroidal ilaglarin antiestrojen etkileri kullanilan parametreye ve deney sartlarina

baglhdir.
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