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ARAŞTIRMA MAKALESİ / Researh Aticle

Öz

Amaç Tamoksifen östrojen reseptörlerine seçici bir şekilde bağlanarak anti-östrojenik etki gösteren ve östrojen reseptörü pozitif (ER+) meme kanseri hastalarının endokrin 
tedavisinde kullanılan bir ajandır. Epitelyal mezenkimal transizyon (EMT) mekanizmasının ER+ meme kanserinde ilaç direnci gelişiminde kritik bir rol oynadığı bilin-
mektedir. Bu kapsamda mevcut çalışmada ilk kez iki farklı şekilde geliştirilen tamoksifen dirençli meme kanseri hücre gruplarında (R1 ve R2) parental MCF-7 hücreleri ile 
karşılaştırılarak IL-6/STAT3 temelli EMT aktivitesinin gen ekspresyon düzeyinde araştırılması amaçlanmıştır.

Yöntem ve 
Gereçler

Mevcut çalışmada MCF7 ve dirençli R1 ve R2 hücrelerinde tamoksifenin sitotoksik etkisi WST-1 analizi ile belirlendikten sonra, her bir hücre grubunda IL-6, STAT3 ve 
E-Kaderin genlerinin ekspresyon düzeylerindeki değişimler RT-PCR ile analiz edilmiştir. 

Bulgular WST-1 analizi sonucuna göre 48 saat boyunca 1 µM tamoksifen uygulanan MCF-7, R1 ve R2 hücrelerinde canlılık oranlarının sırasıyla %32.0, %119.7 ve %91.9 olarak 
belirlenmiştir ve R1 ve R2 hücrelerinin sırasıyla 1 µM tamoksifene karşı 3.7 ve 2.9-kat dirençli olduğu tespit edilmiştir. Gelişen tamoksifen direncine bağlı olarak MCF-7 
hücrelerine kıyasla E-Kaderin ekspresyon düzeylerinin R1 ve R2 hücrelerinde istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaldığı belirlenmiştir (p<0.01). Ayrıca, artan tamok-
sifen konsantrasyonuna bağlı olarak R1 hücrelerinde IL-6 ekspresyon düzeyi daha yüksek iken, R2 hücrelerinde STAT3 mRNA düzeyinin daha yüksek olduğu analiz 
edilmiştir (p<0.01). 

Sonuç R1 hücrelerinde R2 hücrelerine göre E-kaderin ekspresyonunun daha az olduğu ve dolayısıyla EMT aktivitesinin daha yüksek olabileceği belirlenmiştir.  Ancak, EMT 
mekanizmasını düzenleyen ve direnç gelişiminde potansiyel role sahip olabilecek TGFß/SMAD2 veya WNT/GSK3ß/ß-Catenin gibi diğer sinyal yolakların araştırılması ve 
EMT aktivitesinde değişimlerin aydınlatılmasına yönelik detaylı çalışmaların yapılması gerekmektedir.  

Anahtar 
Kelimeler

Meme Kanseri; Tamoksifen; IL-6; STAT3; Epidermal Mezenkimal Transizyon 

Abstract

Introduction Tamoxifen is a selective estrogen receptor modulator used as an antiestrogen endocrine therapy agent in the treatment of estrogen-receptor-positive (ER+) breast cancer patients. 
Epithelial mesenchymal transition (EMT) mechanism plays a crucial role in the development of drug resistance in ER + breast cancer. In this context, the aim of the current study 
was to identify IL -6/STAT3-mediated EMT activity in two different groups of tamoxifen-resistant breast cancer cells (R1 and R2) and parental MCF -7 cells.

Materials 
and Methods

The cytotoxic effect of tamoxifen on MCF-7 and R1 and R2 resistant cells was analyzed by WST-1 analysis. Changes in the expression levels of IL -6, STAT3, and E-cadherin 
genes were determined by RT-PCR.

Results WST-1 analysis results showed that the viability rates of MCF -7, R1, and R2 cells treated with 1 µM tamoxifen for 48 h were 32.0%, 119.7%, and 91.9%, respectively and 3.7- and 
2.9-fold resistant to 1 µM tamoxifen was detected in R1 and R2 cells, respectively. E-cadherin expression levels in R1 and R2 cells significantly decreased (p<0.01). Moreover, IL 
-6 expression level was higher in R1 cells, whereas STAT3 mRNA level was higher in R2 cells (p< 0.01).

Conclusion It was determined that the expression of E-cadherin was lower in R1 cells compared to R2 cells and therefore EMT activity may be higher in R1 cells.  However, further studies 
are required to investigate signaling pathways such as TGF-β/ SMAD2 or WNT/GSK3-β/β-catenin that regulate the EMT mechanism and play a role in resistance development.

Keywords Breast Cancer; Tamoxifen; IL -6; Epidermal Mesenchymal Transition 
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GİRİŞ
Meme kanseri, kadınlarda en sık görülen farklı patolojik 
ve moleküler karakteristik özelliklere sahip heterojen bir 
kanser tipidir.1 İmmünohistokimyasal belirteçlere daya-
narak meme kanseri östrojen reseptörü [ER], progesteron 
reseptörü [PR] ve insan epidermal büyüme faktörü resep-
törü 2 [HER2] varlığına göre 4 temel alt tipe ayrılmakta-
dır. Meme kanseri tedavi seçenekleri arasında mastektomi, 
meme koruyucu cerrahi, radyoterapi ve adjuvan sistemik 
tedaviler (kemoterapi, hormon tedavi vs.) yer almakta-
dır. Erken evre meme kanseri tanısı alan ER+, PR+/- ve 
HER2- hastalarda adjuvan sistemik tedavi stratejileri içeri-
sinde selektif östrojen reseptör modülatörleri (SERM)’ler, 
aromataz inhibitörleri gibi endokrin tedavi östrojeni bloke 
ederek proliferasyonun baskılanmasını sağlamaktadır.2,3

Tamoksifen östrojen reseptörlerine seçici bir şekilde bağ-
lanarak anti-östrojenik etki gösteren ve meme kanseri 
endokrin tedavisinde kullanılan bir ajandır.4 Bir selektif 
östrojen reseptör modülatörü (SERM) olarak tamoksifen, 
meme dokusunda östrojenin reseptörlerine bağlanmasını 
engelleyerek anti-östrojenik etki göstermesine rağmen, ke-
mik doku ve kardiyovasküler sistemde parsiyel agonistik 
etki sergilemektedir.5,6 Ayrıca, tamoksifen başlangıçta ER+ 
hastalarının çoğunda etkili olmasına rağmen, hastalarda 
tamoksifene karşı gelişen direnç metastaz ve nüks oranla-
rında artışa neden olmasından dolayı tedavinin başarısını 
kısıtlamaktadır. Bu nedenle tamoksifen direnci gelişmesi-
ne neden olan moleküler mekanizmaların aydınlatılmasını 
hedefl eyen çalışmalar önem kazanmaktadır.7-10 

Epitelyal Mezenkimal Transizyon (EMT) tümör mik-
ro-çevresinde bulunan otokrin/endokrin büyüme faktör-
leri (FGF, TGF-B, EGF) ve sitokinler (TNF-a, IFN-y, IL-10, 
IL-6) aracılığı ile indüklenen ve kanser hücrelerinin metas-
tatik özellik kazanmasında temel rol alan bir mekanizma-
dır.11 Bu süreçte epitelyal kanser hücreleri hücre adherens 
bağlantılarını sağlayan Notch, NF-kB, Wnt/β-katenin ve 
PI3K/Akt gibi hücre içi sinyal yolaklarının aktivitesindeki 
değişimlere bağlı E-kaderinin transkripsiyonunun baskı-

lanması sonucunda N-kadherin, vimentin ve fibronektin 
eksprese eden mezenkimal türevlerine dönüşmektedir.12-15

 
İnterlökin 6 (IL-6) tümör mikroçevresinde ve kanser has-
talarında sistemik olarak yüksek seviyede bulunan bir 
sitokindir. IL-6 çeşitli kanser türlerinde (akciğer, meme, 
gastrik) tümör stroması ile etkileşime girerek, metastaz 
gelişmesinde rol alan metalloproteinaz aktivitesinin yanı-
sıra kanser kök hücrelerinin proliferasyonunu arttırarak 
ilaç direnci gelişmesine ve kötü prognoza neden olmak-
tadır.16-19 Ayrıca, meme kanserinde IL-6 ve IL-6R (İnter-
lökin 6 reseptörü) temelli JAK2/STAT3 sinyal yolağının 
aktivitesinde değişimlerin EMT aktivitesine neden oldu-
ğu belirlenmiştir.20,21 Diğer yandan, sinyal transdüktör ve 
transkripsiyon aktivatörü 3 (STAT3) ekspresyon düzeyin-
de artışın tamoksifen direncinin gelişmesinde önemli bir 
rol aldığı ve dirençli hücrelerde fosfo-STAT3 ekspresyon 
düzeyinin tamoksifen duyarlı MCF7 hücrelerine göre an-
lamlı derecede arttığı gösterilmiştir.22,23 Literatürde, meme 
kanserinde EMT mekanizması ile ilişkili olarak IL-6 ve 
STAT3 ekspresyon seviyesinde değişimlerin belirlenme-
sine yönelik çalışmalar olmasına rağmen, tamoksifen di-
rençli hücrelerde IL-6/STAT3 temelli EMT mekanizması-
nın aktivitesinde değişimlerin belirlenmesine yönelik bir 
çalışma henüz bulunmamaktadır. 

Bu kapsamda, mevcut çalışmada iki farklı şekilde tamok-
sifen direnci geliştirilen hücrelerde MCF7 meme kanseri 
parental hücreleri ile karşılaştırmalı olarak tamoksifen di-
rencinde IL-6/STAT3 temelli EMT mekanizmasının rolü-
nün aydınlatılması amaçlanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEMLER
Hücre Kültürü

MCF-7 parental hücreleri ve önceki çalışmamız kapsamın-
da geliştirilen R1 (3 ay boyunca sabit 1 µM tamoksifen uy-
gulanan hücreler) ve R2 (3 ay boyunca 0.1 µM’dan başlaya-
rak maksimum 10 µM’a kadar artan bir şekilde tamoksifen 
uygulanan hücreler) %5 FBS içeren DMEM medyumda 
kültüre edilerek %5 CO2 içeren inkübatörde 37°C ‘de in-
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kübe edilmiştir.24 

Tamoksifen Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi 
Tamoksifenin sitotoksik etkisinin belirlenmesi için; WST-
1 kit protokolüne göre MCF7, R1 ve R2 hücreleri 96 ku-
yulu hücre kültürü plakalarına her bir kuyucuğa 2x104 
hücre/kuyu olacak şekilde ekildikten sonra 0.1, 1 ve 10 µM 
tamoksifen uygulanarak 48 saat inkübe edilmiştir. İnkü-
basyon sonunda, her bir kuyuya WST-1 boyası eklenerek 
450 nm dalga boyunda Elisa Reader ile ölçüm yapılmıştır.
  

RNA İzolasyonu, cDNA Sentezi ve RT-PCR Analizi
MCF7, R1 ve R2 hücrelerinde IL-6, STAT3 ve E-kaderin 
genlerinin ekspresyon seviyesindeki değişimlerin belirlen-
mesi için; hücreler 6 kuyulu hücre plakasına 1x106 hücre/
kuyu olacak şekilde ekildikten sonra, 48 saat boyunca 0.1, 
1 ve 10 µM tamoksifen ile inkübe edilmiştir. Sonrasında 
her bir hücre grubundan total RNA izolasyonu “Omega 
RNA izolasyon kiti” ile uygun kit protokolüne göre yapıl-
mıştır.  İzole edilen RNA’ların miktar ve safl ık tayini Qu-
bit (İnvitrogen) cihazı ile yapılmıştır. İzole total RNA’dan 
High Capacity cDNA kit (Th ermo) kullanılarak uygun kit 
protokolüne göre cDNA elde edilmiş ve ilgili genlerin eks-
presyon düzeylerinde değişimler RT-PCR cihazi (Applied 
Biosystems) ile belirlenmiştir. 

İstatistiksel Analizler
Veriler “SPSS 22.0” istatistik programı kullanılarak de-
ğerlendirilmiştir. P<0.05 istatistiksel olarak anlamlı ka-
bul edilmiştir. Hücrelerin canlılık yüzdeleri arasındaki 
farklılıklar tek-yönlü varyans analizi (Post-Hoc Tukey) 
ile değerlendirilmiştir. Doza ve zamana bağlı olarak deği-
şen, mRNA ifade düzeylerindeki farklılıklar “REST (2009 
V2.0.13)” istatistik programı ile karşılaştırılmıştır.

BULGULAR
Tamoksifen Sitotoksik Etkisinin Değerlendirilmesi

Mevcut çalışmamızda, 48 saat boyunca 0.1, 1 ve 10 µM 
tamoksifen uygulanan MCF-7 hücrelerinde canlılık oranı 
doza bağlı bir şekilde azalmasına rağmen, R1 ve R2 hücre-

lerinde gelişen ilaç direncinden dolayı hücre canlılığının 
önemli derecede azalma olmadığı tespit edilmiştir (Şekil 
1). 48 saat boyunca 0.1, 1 ve 10 µM tamoksifen uygulanan 
MCF-7 hücrelerinde canlılık oranlarının sırasıyla istatis-
tiksel olarak anlamlı bir şekilde %105.2, %32.0 ve %22,6’ya 
azaldığı belirlenmesine rağmen (p<0.05), R1 hücrelerinde 
canlılık oranı sırasıyla %123.9, %119.7 ve %131.1 ve R2 
hücrelerinde sırasıyla %117.8, %91.9 ve %91.8 olarak tes-
pit edilmiştir. 

Şekil 1. 48 saat boyunca farklı konsantrasyonlarda tamoksi-
fen uygulanan hücrelerde sitotoksik etkinin değerlendirilme-
si (a) MCF-7, (b) R1 ve (c) R2 hücreleri (p<0.05*, p<0.01**)
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IL-6/STAT3 ve E-Kadherin Gen Ekspresyon Düzeyinde 
Değişimlerin Belirlenmesi

Çalışma kapsamında IL-6, STAT3 ve E-Kaderin genlerinin 
ekspresyon seviyelerinde olan değişimler RT-PCR ana-
lizi ile belirlenmiş ve elde edilen bulgular Şekil 2 ve 3’te 
özetlenmiştir. R1 hücrelerinde MCF7 parental hücrelerine 
göre IL-6, STAT3 ve E-kaderin mRNA seviyelerinin sıra-
sıyla 4.5-, 5.2- ve 0.1-kat iken, R2 hücrelerinde sırasıyla 
4.7-, 19.3- ve 0.3-kat olarak belirlenmiştir (Şekil 2).

Şekil 2. MCF-7 parental hücrelerine göre R1 ve R2 hücrele-
rinde IL-6, STAT3 ve E-Kaderin mRNA düzeyinde değişim-
lerin belirlenmesi (p<0.05*, p<0.01**).

MCF-7 hücrelerinde 48 saat boyunca 1 µM tamoksifen 
uygulandığında kontrol grubuna göre IL-6 mRNA sevi-
yesi 2.5-kat, STAT3 mRNA seviyesi 1.3-kat ve E-kaderin 
mRNA seviyesi sırasıyla 6.0-kat olarak analiz edilmiştir 
(Şekil 3). 1 µM tamoksifen uygulanan R1 hücrelerinde 
IL-6, STAT3 ve E-kaderin mRNA düzeyleri sırasıyla 2.5-, 
1.2- ve 0.5- kat iken, R2 hücrelerinde sırasıyla 0.4-, 3.7- ve 
1.1- kat olarak tespit edilmiştir. Ayrıca 10 µM tamoksifen 
uygulandığında ise R1 ve R2 hücrelerinde benzer kat deği-
şimleri elde edilmiştir. 

Elde edilen sonuçlara göre, MCF-7 hücrelerinde tamok-
sifenin artan konsantrasyonuna bağlı olarak E-kaderinin 
ekspresyon seviyesinin anlamlı bir şekilde arttığı belirlen-
mesine rağmen, R1 ve R2 hücrelerinde E-kaderin mRNA 
düzeyinin gelişen dirençten dolayı anlamlı bir şekilde 
azaldığı tespit edilmiştir (p<0.01). Ayrıca, R2 hücrelerin-
de azalan IL-6 ekspresyonuna ile birlikte STAT3 ekspres-

yon seviyesinin anlamlı bir şekilde arttığı belirlenmesine 
rağmen, R1 hücrelerinde E-kaderin ekspresyon düzeyinin 
daha düşük olduğu analiz edilmiştir. 

Şekil 3. 48 saat boyunca farklı konsantrasyonlarda [(a) 
0.1, (b) 1 ve (c) 10 µM) tamoksifen uygulanan hücrelerde 
IL-6/STAT3 temelli EMT aktivitesinin değerlendirilmesi (a) 
MCF-7, (b) R1 ve (c) R2 hücreleri (p<0.05*, p<0.01**)

TARTIŞMA
Mevcut çalışmada, tamoksifen direncinde IL-6/STAT3 
temelli EMT mekanizmasının rolünün belirlenmesi ama-
cıyla IL-6, STAT3 ve E-kaderin ekspresyon seviyelerinde 
değişimleri RT-PCR analizi ile aydınlatılmıştır. Elde edilen 
bulgulara göre, 3 ay boyunca sabit tamoksifen uygulanan 
R1 hücrelerinin artan dozda tamoksifen uygulanan R2 

(a)

(b)

(c)
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hücrelerine daha fazla tamoksifene karşı direnç geliştir-
diği belirlenmiştir. Ayrıca, parental MCF-7 hücreleri ile 
karşılaştırıldığında R1 hücrelerinde E-kaderin mRNA se-
viyesinin R2 hücrelerine daha az oranda eksprese olduğu 
belirlenmesine rağmen, R2 hücrelerinde özellikle STAT3 
ekspresyon seviyelerinin R1 hücresine göre daha yüksek 
olduğu tespit edilmiştir. 1 µM tamoksifen uygulandığında 
ise gelişen dirençten dolayı R1 ve R2 hücrelerinde E-ka-
derin ekspresyon seviyesinin azalmasıyla birlikte, IL-6 ve 
STAT3 ekspresyon seviyelerinin hücrelerde direnç gelişme 
protokolüne göre farklı olduğu analiz edilmiştir. 
 
Literatürde tamoksifen direnci gelişiminde ER ekspres-
yon değişimleri veya mutasyonlar, EMT, JAK2/STAT3 ve 
MAPK/PI3K/Akt gibi hücre içi sinyal yolaklarının akti-
vitelerinde meydana gelen değişimlerin yanısıra hücre 
döngüsü kontrolünün bozulması, apoptoz ve immün kaçış 
mekanizmaları gibi mekanizmaların rol oynadığı belir-
lenmiştir.20-23 Gao ve ark. yaptığı çalışmada IL-17, IL-35, 
IL-8 ve EGF gibi sitokinlerin STAT3’ün ekspresyon seviye-
sinde artışa neden olarak, meme kanserinde progresyon, 
proliferasyon, metastaz ve ilaç direncine ile ilişkili olduğu 
belirlenmiştir.25 Diğer bir çalışma, tamoksifen tedavisi al-
mış ER+ meme kanseri hastalarında TMEM16A kalsiyum 
ile aktive olan klorür kanalının aşırı eksprese olduğu ve 
ekspresyonunda değişimlerin EGFR/STAT3 sinyal yolağı 
aracılı EGF uyarımı ilişkili olarak tamoksifen tedavisi alan 
hastalarda düşük sağ kalıma neden olduğu bildirilmiştir.26 
Sansone ve ark. tarafından IL-6/ Notch3 yolağının, me-
tastatik meme kanserinde hormon tedavisinin CD133(-
hi)/ER(lo)/IL-6(hi) kanser kök hücrelerinin proliferas-
yonunda ve hormon tedavisine direnç göstermesinde rol 
aldığı gösterilmiştir.27 Ayrıca Xing ve ark. çalışmalarında 
SIRT4’ün MCF-7 ER+ meme kanseri hücrelerinde MYC, 
CCND1 ve MCL1 gibi protoonkogenlerin gen ekspresyo-
nunu azaltarak IL-6/STAT3 sinyal yolağının inhibisyonunu 
ve tamoksifene karşı duyarlılığı arttırdığı belirlenmiştir.28 
Mevcut çalışmada, tamoksifen direnci gelişmiş hücrelerde 
parental hücrelerine göre EMT biyobelirteci olarak E-ka-
derin ekspresyon seviyesinin anlamlı derecede azaldığı be-

lirlenmesine rağmen, EMT mekanizmasının aktivitesinde 
rol alan IL-6/STAT3 sinyal yolağının aktivitesinin direnç 
uygulama protokolüne göre farklı olduğu tespit edilmiştir. 
Elde ettiğimiz verilere göre R2 hücrelerinde R1 hücreleri-
ne göre STAT3’ün ekspresyon seviyesinin daha yüksek ol-
duğu, ancak R1 hücrelerinde R2 hücrelerine göre IL-6’nın 
ekspresyon seviyesinin daha yüksek olduğu ve E-Kaderin 
ekspresyon seviyesinin daha az olduğu tespit edilmiştir. 
Dolayısıyla, tamoksifen dirençli hücrelerde IL-6 ve STAT3 
ekspresyon seviyelerindeki bu farklığın tamoksifen direnci 
gelişiminde IL-6’nın STAT3’e alternatif olarak PI3K-Akt, 
MAPK ve Notch3 gibi diğer hücre içi sinyal yolakları ara-
cılığı ile EMT mekanizması aktivitesinde değişimlere ne-
den olabileceği öngörülmektedir. Ayrıca, R2 hücrelerinde 
STAT3 mRNA seviyesinin yüksek belirlenmesinde IL-6 
dışında EGF gibi EGFR/STAT3 yolağını aktifl eştiren diğer 
faktörlerin etkili olabileceği de düşünülmektedir.  

Sonuç olarak, tamoksifen dirençli hücrelerde yüksek doz-
da tamoksifen uygulandığında bile EMT mekanizmasının 
daha aktif olduğu ve buna bağlı olarak gelişen tamoksi-
fen direncinin aşılamadığı belirlenmiştir. Ancak, IL-6 ve 
STAT3 aktivitesinde değişimler temel alındığında TGFß/
SMAD2 veya WNT/GSK3ß/ß-Catenin gibi EMT meka-
nizmasının aktivitesinde rol alan diğer sinyal yolakların 
araştırılmasına yönelik daha ileri çalışmaların gerçekleşti-
rilmesi gereklidir. 
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