ARASTIRMA MAKALESI / Researh Aticle

Meme Kanserinde Tamoksifen Direncinde
IL-6/STAT3 Yolag1 Temelli EMT Mekanizmasinin
Roliiniin Arastirilmasi

Investigating the Role of IL-6/STAT3 Pathway Mediated EMT Mechanism in
Tamoxifen Resistance of Breast Cancer

Ahmet Yasir Men', Erhan Bezdegumeli', Gamze Guney Eskiler*, Merve Nur Ince',
Asuman Deveci Ozkan?

! Sakarya Universitesi, Tp Fakiiltesi, Sakarya, Tiirkiye
2 Sakraya Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Sakarya, Tiirkiye

Yazisma Adresi / Correspondence:

Gamze Giiney Eskiler

Sakarya Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Korucuk, Adapazari, Sakarya, Tiirkiye
T: +90 264 295 43 08 E-mail : gamzeguney@sakarya.edu.tr

Gelig Tarihi / Received : 09.04.2021  Kabul Tarihi / Accepted: 31.01.2022

Orcid :

Ahmet Yasir Men https://orcid.org/0000-0002-1981-4587
Erhan Bezdegumeli https://orcid.org/0000-0002-5798-2186
Gamze Guney Eskiler https://orcid.org/0000-0002-2088-9914
Merve Nur Ince https://orcid.org/0000-0003-2884-5542
Asuman Deveci Ozkan https://orcid.org/0000-0002-3248-4279

( Sakarya Tip Dergisi / Sakarya Med ] 2022, 12(1):52-57 ) DOI: 10.31832/smj.912495

Ama¢  Tamoksifen ostrojen reseptorlerine segici bir sekilde baglanarak anti-Gstrojenik etki gosteren ve Gstrojen reseptorii pozitif (ER+) meme kanseri hastalariin endokrin
tedavisinde kullanilan bir ajandir. Epitelyal mezenkimal transizyon (EMT) mekanizmasinin ER+ meme kanserinde ilag direnci gelisiminde kritik bir rol oynadig: bilin-
mektedir. Bu kapsamda mevcut ¢aligmada ilk kez iki farkl: sekilde gelistirilen tamoksifen direngli meme kanseri hiicre gruplarinda (R1 ve R2) parental MCF-7 hiicreleri ile

kargilastirilarak IL-6/STAT3 temelli EMT aktivitesinin gen ekspresyon diizeyinde arastirlmasi amaglanmugtir.

Yontem ve  Mevcut calismada MCF7 ve direngli R1 ve R2 hiicrelerinde tamoksifenin sitotoksik etkisi WST-1 analizi ile belirlendikten sonra, her bir hiicre grubunda IL-6, STAT3 ve

Geregler  E-Kaderin genlerinin ekspresyon diizeylerindeki degisimler RT-PCR ile analiz edilmistir.

Bulgular ~ WST-1 analizi sonucuna gore 48 saat boyunca 1 uM tamoksifen uygulanan MCF-7, R1 ve R2 hiicrelerinde canlilik oranlarinin sirasiyla %32.0, %119.7 ve %91.9 olarak
belirlenmigtir ve R1 ve R2 hiicrelerinin sirasiyla 1 uM tamoksifene karg1 3.7 ve 2.9-kat direngli oldugu tespit edilmistir. Gelisen tamoksifen direncine bagli olarak MCF-7
hiicrelerine kiyasla E-Kaderin ekspresyon diizeylerinin R1 ve R2 hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1 belirlenmistir (p<0.01). Ayrica, artan tamok-
sifen konsantrasyonuna bagh olarak R1 hiicrelerinde IL-6 ekspresyon diizeyi daha yiiksek iken, R2 hiicrelerinde STAT3 mRNA diizeyinin daha yiiksek oldugu analiz

edilmigtir (p<0.01).

Sonu¢  R1 hiicrelerinde R2 hiicrelerine gore E-kaderin ekspresyonunun daha az oldugu ve dolayisiyla EMT aktivitesinin daha yiiksek olabilecegi belirlenmistir. Ancak, EMT
mekanizmasin diizenleyen ve diren¢ gelisiminde potansiyel role sahip olabilecek TGF8/SMAD2 veya WNT/GSK3f/8-Catenin gibi diger sinyal yolaklarin arastirilmas: ve

EMT aktivitesinde degisimlerin aydinlatilmasina yénelik detayl galismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar

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

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  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

and Methods  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 uM tamoxifen for 48 h were 32.0%, 119.7%, and 91.9%, respectively and 3.7- and
2.9-fold resistant to 1 uM 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-p/ SMAD2 or WNT/GSK3-3/B-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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GIRiS
Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen farkli patolojik
ve molekiiler karakteristik 6zelliklere sahip heterojen bir
kanser tipidir.! Immiinohistokimyasal belirteglere daya-
narak meme kanseri 6strojen reseptorii [ER], progesteron
reseptorii [PR] ve insan epidermal biiytime faktorii resep-
torii 2 [HER2] varligina gore 4 temel alt tipe ayrilmakta-
dir. Meme kanseri tedavi segenekleri arasinda mastektomi,
meme koruyucu cerrahi, radyoterapi ve adjuvan sistemik
tedaviler (kemoterapi, hormon tedavi vs.) yer almakta-
dir. Erken evre meme kanseri tanisi alan ER+, PR+/- ve
HER?2- hastalarda adjuvan sistemik tedavi stratejileri iceri-
sinde selektif 6strojen reseptor modiilatorleri (SERM)’ler,
aromataz inhibitdrleri gibi endokrin tedavi dstrojeni bloke

ederek proliferasyonun baskilanmasini saglamaktadir.?

Tamoksifen Ostrojen reseptorlerine segici bir sekilde bag-
lanarak anti-strojenik etki gosteren ve meme kanseri
endokrin tedavisinde kullanilan bir ajandir.* Bir selektif
ostrojen reseptor modiilatorit (SERM) olarak tamoksifen,
meme dokusunda 6strojenin reseptorlerine baglanmasini
engelleyerek anti-Ostrojenik etki gostermesine ragmen, ke-
mik doku ve kardiyovaskiiler sistemde parsiyel agonistik
etki sergilemektedir.>® Ayrica, tamoksifen baslangicta ER+
hastalarinin ¢ogunda etkili olmasina ragmen, hastalarda
tamoksifene karsi gelisen diren¢ metastaz ve niiks oranla-
rinda artisa neden olmasindan dolay: tedavinin basarisini
kisitlamaktadir. Bu nedenle tamoksifen direnci gelismesi-
ne neden olan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasini

hedefleyen calismalar 6nem kazanmaktadir.” '

Epitelyal Mezenkimal Transizyon (EMT) timoér mik-
ro-gevresinde bulunan otokrin/endokrin biiytime faktor-
leri (FGF, TGF-B, EGF) ve sitokinler (TNF-a, IFN-y, IL-10,
IL-6) aracilig1 ile indiiklenen ve kanser hiicrelerinin metas-
tatik 6zellik kazanmasinda temel rol alan bir mekanizma-
dir."! Bu siiregte epitelyal kanser hiicreleri hiicre adherens
baglantilarini saglayan Notch, NF-kB, Wnt/B-katenin ve
PI3K/Akt gibi hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivitesindeki

degisimlere bagl E-kaderinin transkripsiyonunun baski-

lanmas1 sonucunda N-kadherin, vimentin ve fibronektin

eksprese eden mezenkimal tiirevlerine déniismektedir.'***

Interldkin 6 (IL-6) tiimér mikrogevresinde ve kanser has-
talarinda sistemik olarak yiiksek seviyede bulunan bir
sitokindir. IL-6 ¢esitli kanser tiirlerinde (akciger, meme,
gastrik) tiimor stromast ile etkilesime girerek, metastaz
gelismesinde rol alan metalloproteinaz aktivitesinin yani-
sira kanser kok hiicrelerinin proliferasyonunu arttirarak
ilag direnci gelismesine ve kotii prognoza neden olmak-
tadir.'? Ayrica, meme kanserinde IL-6 ve IL-6R (inter-
lokin 6 reseptorii) temelli JAK2/STAT3 sinyal yolaginin
aktivitesinde degisimlerin EMT aktivitesine neden oldu-
gu belirlenmistir.*?' Diger yandan, sinyal transdiiktor ve
transkripsiyon aktivatori 3 (STAT3) ekspresyon diizeyin-
de artisin tamoksifen direncinin gelismesinde 6nemli bir
rol aldig1 ve direngli hiicrelerde fosfo-STAT3 ekspresyon
diizeyinin tamoksifen duyarli MCF7 hiicrelerine gore an-
lamli derecede arttig1 gosterilmistir.*** Literatiirde, meme
kanserinde EMT mekanizmasi ile iliskili olarak IL-6 ve
STAT3 ekspresyon seviyesinde degisimlerin belirlenme-
sine yonelik ¢alismalar olmasina ragmen, tamoksifen di-
rengli hiicrelerde IL-6/STAT3 temelli EMT mekanizmasi-
nin aktivitesinde degisimlerin belirlenmesine yonelik bir

caligma hentiz bulunmamaktadir.

Bu kapsamda, mevcut ¢aligmada iki farkli sekilde tamok-
sifen direnci gelistirilen hiicrelerde MCF7 meme kanseri
parental hiicreleri ile karsilagtirmali olarak tamoksifen di-
rencinde IL-6/STAT3 temelli EMT mekanizmasinin rolii-

niin aydinlatilmasi amaglanmigtr.

GEREC ve YONTEMLER
Hiicre Kiiltiirii
MCEF-7 parental hiicreleri ve 6nceki ¢alismamiz kapsamin-
da gelistirilen R1 (3 ay boyunca sabit 1 uM tamoksifen uy-
gulanan hiicreler) ve R2 (3 ay boyunca 0.1 uM'dan baslaya-
rak maksimum 10 uM’a kadar artan bir sekilde tamoksifen
uygulanan hiicreler) %5 FBS igeren DMEM medyumda
kiltire edilerek %5 CO2 igeren inkiibatérde 37°C ‘de in-
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kiibe edilmistir.*

Tamoksifen Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi
Tamoksifenin sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in; WST-
1 kit protokoliine gére MCF7, R1 ve R2 hiicreleri 96 ku-
yulu hiicre kiiltiri plakalarina her bir kuyucuga 2x10*
hiicre/kuyu olacak sekilde ekildikten sonra 0.1, 1 ve 10 pM
tamoksifen uygulanarak 48 saat inkiibe edilmistir. Inkii-
basyon sonunda, her bir kuyuya WST-1 boyasi eklenerek
450 nm dalga boyunda Elisa Reader ile 6l¢iim yapilmustir.

RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve RT-PCR Analizi
MCF7, R1 ve R2 hiicrelerinde IL-6, STAT3 ve E-kaderin
genlerinin ekspresyon seviyesindeki degisimlerin belirlen-
mesi i¢in; hiicreler 6 kuyulu hiicre plakasina 1x10° hiicre/
kuyu olacak sekilde ekildikten sonra, 48 saat boyunca 0.1,
1 ve 10 uM tamoksifen ile inkiibe edilmistir. Sonrasinda
her bir hiicre grubundan total RNA izolasyonu “Omega
RNA izolasyon kiti” ile uygun kit protokoliine gore yapil-
mistir. {zole edilen RNAlarin miktar ve saflik tayini Qu-
bit (Invitrogen) cihazi ile yapilmistir. {zole total RNAdan
High Capacity cDNA kit (Thermo) kullanilarak uygun kit
protokoliine gére cDNA elde edilmis ve ilgili genlerin eks-
presyon diizeylerinde degisimler RT-PCR cihazi (Applied

Biosystems) ile belirlenmistir.

Istatistiksel Analizler

Veriler “SPSS 22.0” istatistik programi kullanilarak de-
gerlendirilmistir. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli ka-
bul edilmistir. Hiicrelerin canlilik yiizdeleri arasindaki
farkliliklar tek-yonlii varyans analizi (Post-Hoc Tukey)
ile degerlendirilmistir. Doza ve zamana bagli olarak degi-
sen, mRNA ifade diizeylerindeki farkliliklar “REST (2009
V2.0.13)” istatistik programu ile kargilagtirilmistir.

BULGULAR
Tamoksifen Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi
Mevcut ¢aligmamizda, 48 saat boyunca 0.1, 1 ve 10 uM
tamoksifen uygulanan MCF-7 hiicrelerinde canlilik oran:

doza bagli bir sekilde azalmasina ragmen, R1 ve R2 hiicre-

lerinde gelisen ilag¢ direncinden dolay1 hiicre canliliginin
onemli derecede azalma olmadig: tespit edilmistir (Sekil
1). 48 saat boyunca 0.1, 1 ve 10 pM tamoksifen uygulanan
MCEF-7 hiicrelerinde canlilik oranlarmin sirasiyla istatis-
tiksel olarak anlaml1 bir sekilde %105.2, %32.0 ve %22,6’ya
azaldig1 belirlenmesine ragmen (p<0.05), R1 hiicrelerinde
canlilik orani sirastyla %123.9, %119.7 ve %131.1 ve R2
hiicrelerinde sirasiyla %117.8, %91.9 ve %91.8 olarak tes-
pit edilmistir.

150+ == MCF-7
L " = = R1
= ] — R2
< 100+ N
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©
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T T I T . T
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Sekil 1. 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda tamoksi-
fen uygulanan hiicrelerde sitotoksik etkinin degerlendirilme-
si (a) MCF-7, (b) R1 ve (c) R2 hiicreleri (p<0.05%, p<0.01*%)
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IL-6/STAT3 ve E-Kadherin Gen Ekspresyon Diizeyinde
Degisimlerin Belirlenmesi

Caligma kapsaminda IL-6, STAT3 ve E-Kaderin genlerinin
ekspresyon seviyelerinde olan degisimler RT-PCR ana-
lizi ile belirlenmis ve elde edilen bulgular Sekil 2 ve 3’te
Ozetlenmistir. R1 hiicrelerinde MCF7 parental hiicrelerine
gore IL-6, STAT3 ve E-kaderin mRNA seviyelerinin sira-
siyla 4.5-, 5.2- ve 0.1-kat iken, R2 hiicrelerinde sirasiyla
4.7-,19.3- ve 0.3-kat olarak belirlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. MCF-7 parental hiicrelerine gore R1 ve R2 hiicrele-
rinde IL-6, STAT3 ve E-Kaderin mRNA diizeyinde degisim-
lerin belirlenmesi (p<0.05%, p<0.01*%).

MCEF-7 hiicrelerinde 48 saat boyunca 1 pM tamoksifen
uygulandiginda kontrol grubuna goére IL-6 mRNA sevi-
yesi 2.5-kat, STAT3 mRNA seviyesi 1.3-kat ve E-kaderin
mRNA seviyesi sirasiyla 6.0-kat olarak analiz edilmistir
(Sekil 3). 1 uM tamoksifen uygulanan R1 hiicrelerinde
IL-6, STAT3 ve E-kaderin mRNA diizeyleri sirasiyla 2.5-,
1.2- ve 0.5- kat iken, R2 hiicrelerinde sirastyla 0.4-, 3.7- ve
1.1- kat olarak tespit edilmistir. Ayrica 10 uM tamoksifen
uygulandiginda ise R1 ve R2 hiicrelerinde benzer kat degi-

simleri elde edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, MCF-7 hiicrelerinde tamok-
sifenin artan konsantrasyonuna bagli olarak E-kaderinin
ekspresyon seviyesinin anlamli bir sekilde arttig1 belirlen-
mesine ragmen, R1 ve R2 hiicrelerinde E-kaderin mRNA
diizeyinin gelisen direngten dolayr anlamli bir sekilde
azaldig1 tespit edilmistir (p<0.01). Ayrica, R2 hiicrelerin-
de azalan IL-6 ekspresyonuna ile birlikte STAT3 ekspres-

yon seviyesinin anlaml bir sekilde arttig1 belirlenmesine
ragmen, R1 hiicrelerinde E-kaderin ekspresyon diizeyinin

daha diistik oldugu analiz edilmistir.
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Sekil 3. 48 saat boyunca farkly konsantrasyonlarda [(a)
0.1, (b) 1 ve (c) 10 uM) tamoksifen uygulanan hiicrelerde
IL-6/STAT3 temelli EMT aktivitesinin degerlendirilmesi (a)
MCEF-7, (b) R1 ve (c) R2 hiicreleri (p<0.05%, p<0.01*%)

TARTISMA
Mevcut ¢alismada, tamoksifen direncinde IL-6/STAT3
temelli EMT mekanizmasinin roliiniin belirlenmesi ama-
cyla IL-6, STAT3 ve E-kaderin ekspresyon seviyelerinde
degisimleri RT-PCR analizi ile aydinlatilmistir. Elde edilen
bulgulara gore, 3 ay boyunca sabit tamoksifen uygulanan

RI hiicrelerinin artan dozda tamoksifen uygulanan R2
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hiicrelerine daha fazla tamoksifene kars: direnc gelistir-
digi belirlenmigtir. Ayrica, parental MCF-7 hiicreleri ile
karsilastirildiginda R1 hiicrelerinde E-kaderin mRNA se-
viyesinin R2 hiicrelerine daha az oranda eksprese oldugu
belirlenmesine ragmen, R2 hiicrelerinde 6zellikle STAT3
ekspresyon seviyelerinin R1 hiicresine gore daha ytiksek
oldugu tespit edilmistir. 1 pM tamoksifen uygulandiginda
ise gelisen direngten dolay1 R1 ve R2 hiicrelerinde E-ka-
derin ekspresyon seviyesinin azalmasiyla birlikte, IL-6 ve
STAT3 ekspresyon seviyelerinin hiicrelerde direng gelisme

protokoliine gore farkli oldugu analiz edilmistir.

Literatiirde tamoksifen direnci gelisiminde ER ekspres-
yon degisimleri veya mutasyonlar, EMT, JAK2/STAT3 ve
MAPK/PI3K/Akt gibi hiicre igi sinyal yolaklarinin akti-
vitelerinde meydana gelen degisimlerin yanisira hiicre
dongiisii kontroliiniin bozulmasi, apoptoz ve immiin kagis
mekanizmalar1 gibi mekanizmalarin rol oynadig: belir-
lenmistir.**** Gao ve ark. yaptig1 calismada IL-17, IL-35,
IL-8 ve EGF gibi sitokinlerin STAT3in ekspresyon seviye-
sinde artiga neden olarak, meme kanserinde progresyon,
proliferasyon, metastaz ve ilag direncine ile iligkili oldugu
belirlenmistir.”® Diger bir ¢aliyma, tamoksifen tedavisi al-
mis ER+ meme kanseri hastalarinda TMEM16A kalsiyum
ile aktive olan kloriir kanalinin asir1 eksprese oldugu ve
ekspresyonunda degisimlerin EGFR/STAT3 sinyal yolag1
aracili EGF uyarimu iligkili olarak tamoksifen tedavisi alan
hastalarda disiik sag kalima neden oldugu bildirilmistir.?®
Sansone ve ark. tarafindan IL-6/ Notch3 yolaginin, me-
tastatik meme kanserinde hormon tedavisinin CD133(-
hi)/ER(lo)/IL-6(hi) kanser kok hiicrelerinin proliferas-
yonunda ve hormon tedavisine diren¢ gostermesinde rol
aldig1 gosterilmistir.”” Ayrica Xing ve ark. ¢aligmalarinda
SIRT4’tin MCF-7 ER+ meme kanseri hiicrelerinde MYC,
CCND1 ve MCLI gibi protoonkogenlerin gen ekspresyo-
nunu azaltarak IL-6/STAT3 sinyal yolaginin inhibisyonunu
ve tamoksifene karsi duyarlilig1 arttirdigr belirlenmistir.”®
Mevcut ¢alismada, tamoksifen direnci gelismis hiicrelerde
parental hiicrelerine gére EMT biyobelirteci olarak E-ka-

derin ekspresyon seviyesinin anlamli derecede azaldig: be-

lirlenmesine ragmen, EMT mekanizmasinin aktivitesinde
rol alan IL-6/STAT3 sinyal yolaginin aktivitesinin direng
uygulama protokoliine gore farkli oldugu tespit edilmistir.
Elde ettigimiz verilere gore R2 hiicrelerinde R1 hiicreleri-
ne gore STAT3’{in ekspresyon seviyesinin daha yiiksek ol-
dugu, ancak R1 hiicrelerinde R2 hiicrelerine gore IL-6nin
ekspresyon seviyesinin daha yiiksek oldugu ve E-Kaderin
ekspresyon seviyesinin daha az oldugu tespit edilmistir.
Dolayistyla, tamoksifen direngli hiicrelerde IL-6 ve STAT3
ekspresyon seviyelerindeki bu farkligin tamoksifen direnci
gelisiminde IL-6'nin STAT3e alternatif olarak PI3K-Akt,
MAPK ve Notch3 gibi diger hiicre ici sinyal yolaklar: ara-
ciligr ile EMT mekanizmasi aktivitesinde degisimlere ne-
den olabilecegi 6ngorilmektedir. Ayrica, R2 hiicrelerinde
STAT3 mRNA seviyesinin yiiksek belirlenmesinde IL-6
disinda EGF gibi EGFR/STAT3 yolagini aktiflestiren diger

faktorlerin etkili olabilecegi de diistiniilmektedir.

Sonug olarak, tamoksifen direngli hiicrelerde yiiksek doz-
da tamoksifen uygulandiginda bile EMT mekanizmasinin
daha aktif oldugu ve buna bagli olarak gelisen tamoksi-
fen direncinin agilamadig1 belirlenmistir. Ancak, IL-6 ve
STAT3 aktivitesinde degisimler temel alindiginda TGFfs/
SMAD2 veya WNT/GSK3fs/f3-Catenin gibi EMT meka-
nizmasinin aktivitesinde rol alan diger sinyal yolaklarin
aragtirilmasina yonelik daha ileri galigmalarin gergeklesti-

rilmesi gereklidir.
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