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ARASTIRMALAR

TAMOKSIFEN VERILEN SICANLARDA KARACIGER
POLIAMIN DUZEYLERININ HPLC iLE INCELENMESI
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OZET

Insan ve dency hayvanlarinda yapilan ¢aligmalar sonucunda antibstrojenik bir ajan olan ta-
moksifenin, karacifer kanseri olusumunda rol oynadif diigtintibmektedir, Prokaryot ve Skar-
yot hitcrelerin Snemli bir bilegeni olan poliaminlerin konsantrasyonu, hiicre proliferasyonu ve
diferansiyasyonunun yiksek oldugu ve damarlanmanin artthfi hallerde artmig bulunmugtur.
Ayrica tiimér olugumu ile poliamin konsantrasyonu arasinda da bir iligki oldugu belirlenmistir,

Bu galigmada, tamoksifen uygulanan siganlarda karaciger dokusu poliamin diizeylerinin ince-
lenmesi amaglanmmgtir. Wistar albino digi siganlara 26 giin siireyle 10 mg/kg ve 20 mg/lcg doz-
larda tamoksifen sitrat intraperitoneal yol ile uygulanmig, deney siiresi senunda hayvanlar sak-
rifive edilerek HPLC yontemi ile poliamin (putresin, spermidin ve spermin} tayini igin karaci-
ger doku homojenatlan kullamlmgtir. Karaciger dokusunun genel yapisal dzelliklerindeki
herhangi bir defisimi gizlemlemek amaciyla hazsrlanan preparatlarda histolojik inceleme ya-
palmustir,

Caligma sonunda, tamoksifen uygulamasmin karaciger dokusu poliamin déizeylerini etkileme-
digi, bununla beraber mindr histolojik degisiklikler meydana getirdigi girtibmdigtiir.

Anahtar kelimeler: Poliamin, tamoksifen, karacifer, HPLC

SUMMARY

Tamoxifen and liver polyamine levels in rats. The observation in humans and in experimen-
tal animals suggests that the anti-estrogenic drug tamoxifen may be associated with liver can-
cer incidence, Polyamines, which are present in both prokaryotic and eukaryotic cells have be-
en shown 1o stimulate angiogenesis and their concentrations have been found to be related to
the proliferation and various types of ncoplasms, In this study, it was aimed to examine the
pelyamine levels in liver tissue homogenates following tamoxifen -administration- to rats,”
Female Wistar albino rats were given tamoxifen citrate infraperitoneally for 26 days ina
dose of either 10 mg/kg or 20 mg/kg body weight. At the end of experimental period, animals
were sacrified and livers were excised and prepared for polyamine determinations (putrescine,
spermidine and spermine) by high performance liquid chromatography (HPLC), Histological
evaluations of the tissues were also carried out.

Our data revealed that polyamine concentrations in liver tissue were not affected by tamoxi-
fen. Minor histological changes were observed following Periodic Acid Schiff dye.
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GIRIS
Prokaryot ve dkaryot hiicrelerde ornitin de-
karboksilaz (ODC; E.C. 4.1.1.17), ornitin-
"den poliaminlerin (putresin, spermin ve
spermidin) olugumundaki baglangic reaksi-
yonunu katalizleyen hiz sinirlayict enzimdir.
ODC enzim aktivitesi ve basta putresin ol-
mak iizere poliamin diizeyleri hiicre prolife-

rasyonunun ve diferansiyasyonunun yiiksek
oldugu durumlarda ve neoplazmlarda artar
(7,13,19), Poliaminlerin damarlanmay1 uyardi-
81, kanserli dokularda ve damarlanmanin art-
tif1 durumlarda poliamin diizeylerinin de
yitksek oldugu ileri siiriilmiigtiir 5:18), Ma-
lign melanomann erken dénemlerinde endo-
tel hiicre proliferasyonuyla bagintih olarak
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poliamin sentezinin de arttif diigtintilmiigtiir
), Poliaminlerin, dzellikle putresinin trans-
genik farede papillom olusumunu diizenledi-
&i, bu nedenle de poliamin konsantrasyonu-
nun diizenlenmesiyle insan deri kanseri te-
davisinde énemli sonuglar alinabilecegi bil-
dirilmigtir 7, Barsak kanseri olugturulan si-
canlarda, poliamin igerigi diisiik gidalarla
beslenmenin tiimériin ilerlemesini azalttig
belirtilmigtir 9. Bu nedenle, kanser olgula-
rinda baglangi¢ doneminde ve prognozun ta-
kibinde poliamin konsantrasyonu dlgtimleri-
nin tam degeri olabilecegi diistiniilmektedir,

Meme kanserinin ameliyat sonrasi tedavisin-
de siklikla kullanifan tamoksifen bir trifeni-
letilen bilesigidir. Tamoksifenin tedavide
kullanimindaki en dnemli sorun endometri-
um kanseri olusturmasidir. Ayrica karaciger
kanseri olugumunda da énemli bir etken ol-
dugu diigiiniilmektedir (12.10.12), Hepatotok-
sik etkisinin tedavinin siiresine ve dozuna
bagli olarak ortaya ¢iktifi bilindiginden, me-
me kanserinin tedavisinde bugiin i¢in vazge-
¢ilmez olan bu ilacin yan etkilerini kontrol
etmekte doku poliamin diizeylerinin bir gés-
terge olabilecegi diisiintilmiigtiir. Bunu aras-
tirmak amactyla, iki farkli dozda tamoksifen
uygulanan deney hayvanlarinda poliamin 61-
¢limleri yapilmis, bunun igin.en hassas yon-
tem olan HPLC kullanibmustr.

MATERYAL ve METOD

Deney grubunu olugturan 3-4 aylik Wistar
albino digi sicanlara 26 giin siireyle 10
mg/kg viicut agirhigy (bw) (Grup I, n:5) ve
20 mg/kg bw (Grup I, n:5) tamoksifen sitrat
(Sigma), alkol:PBS (fosfat tamponlu salin,
pH:7.4} eriyigi igerisinde eritilerek intraperi-
toneal uygulandi. Kontrol grubuna (n:7) ise
esit hacim alkol:PBS eriyigi (33:100) i.p.
olarak verildi. Deney siiresi sonunda hay-
vanlar hafif eter anestezisi altinda sakrifiye
edildi. Karaciger dokusu ¢ikarilarak %0.9
soguk NaCl ile yikandi ve filtre kagidiyla

fazla siv1 alindi. Histolojik inceleme igin do-
kunun orta kisimlarindan alinan kesitler,
%10'1uk formalinde fikse edildi, Kalan do-
kular -80°C'de poliamin 6lgiimleri yapilmak
tizere saklandi.

Histolojik incelemeler:

Formalin ile fikse edilen karaciger dokusun-
dan parafin bloklama islemninden sonra ha-
zirlanan histolojik kesitler periyodik asit
shiff (PAS) ile boyanarak 11k mikroskobun-
da incelendi.

Biyokimyasal incelemeler:

Poliamin konsantrasyonu %10'luk karaciger
homojenatinda HPLC yontemi ile incelendi
{1, HPLC sistemi, iki pompa iceren Waters
600 controller olup Waters 474 fluoresans
detektor (ex: 252 nm, em: 500 nm) ve Cis
reverse-phase (ODS spheri-5) 250x4.6
mm'lik kolon kullanildi. Poliaminler, dan-
silllortir ile tiirevlendirildikten sonra kolona
injekte edildi. Putresin, spermidin ve sper-
min sirasiyla 6.5 dk., 11.7 dk vel3.8.inci
dk.larda eliie edildi.

Sonuglar Kruskal-Wallis istatistik analizi ile
degerlendirildi.

BULGULAR

Karaciger poliamin diizeyleri Tablo 1'de go-
riilmektedir. Her gruptan elde edilen ortala-
ma poliamin diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gézlenmemnigtir.
Ancak 10 mg tamoksifen uygulanan hayvan-
larda putresinde hafifce artma, spermidinde
ise azalma oldugu, gerek kontrol gerekse de-
ney gruplarinda standart sapmamin oldukca
yiiksek bulundugu, dolayisiyla her grubun
kendi i¢inde degisimler gosterdigi sdylene-
bilir. 20 mg tamoksifen uygulanan hayvan-
larda ise kontrole kiyasla putresin, spermidin
ve spermin degerlerinde bir degisme goriil-
memigtir,
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Tablo 1. Kontrol ve deney gruplannda karaciger dokusu putresin, spermidin ve-spermin diizeyleri (ortalémﬁ + SD).

Kontrol (n:7)

Grup I { m:5) G‘rup H (n:5)

Tamoksifen 10 mg/kg Tamoksifen 20 mg/kg
Putresin 59+32 77127 5235
(nmol/g doku}
Spermidin 337.7£120.7 2863+ 1250 361.0 £ 160.5
{nmol/g doku)
Spermin 281611173 249.6 +95.9 31441436
{nmol/g doku)

Histopatolojik bulgular: Kontrol olarak
kullanilan deneklerin hepsinde histolojik
acidan normal karaciger goriintimii izlenmis-
tir (Sekil 1). 10 mg/kg tamoksifen uygula-
nan deney grubunda v.centralis ve cevresin-
de 1gnsal dizilimli hepatositler yer yer PAS
(+) reaksiyon vermektedir (Sekil 2). Kontrol
grubuyla belirgin bir fark olmamakla birlikte
PAS boyasimn iyi tutulmamasi glikejen
dagiliminda bozukluk oldugunu gostermek-
tedir. 20 mg/kg tamoksifen uygulanan grup-
ta da benzer histolojik bulgular elde edilmig-
tir . Periportal alan, ductuli biliferi, arteria ve
vena interlobularis normal goriiniimde ol-
makla birlikte, parenkim igerisinde ve &zel-
likle lobulus periferisinde farkh glikojen

icerdigi diisiiniilen a¢ik ve koyu boyanan
hiicreler izlenmigtir. Vena centralis duvar
normaldir. Ancak ¢evresindeki siniizoidlerin
hacim olarak genisledigi gozlenmigtir (Sekil
3 a,b).

TARTISMA

Tamoksifenin muhtemel karsinojenik etki-
lerini arastirmak amaciyla gegitli hayvan
modelleri kullanitmaktadir. Bu deneylerde
ilacin endometrium ve karaciger dokusunda
karsinojenik etkisi oldugu anlagilmagtr.
Ancak bu etkinin ortaya ¢ikmasinda etkin
olan doz ve siireye iligkili degisik yaymlar
vardir. Bir galigmada 35 mg/kg tamoksifen

Sekil 1. Kontrol grubu siganlaninin karacifer dokusundan eide edilmis 13tk mikrofotografi. Bilyiitme x 80

15




16

Tamoksifen Verilen Sicanlarda Karaciger Poliamin Diizeylerinin HPLC ile Incelenmesi

Sekil 2. 10 mg/kg/giin olmak {izere 26 giin stireyle tamoksifen uygulanmus siganlarin karaciger dokusundan elde edil-

mig mikrofotografi. Biyiitme x 80

uygulamasi ile 26 hafta sonunda karacigerde
nodiiler hiperplazi olugturulmus @9, bir di-
ger cahsmada ise 52 hafta sonunda 45
mg/kg tamoksifen dozunun karaciger kan-
seri olusumuna yol agtifi gdzlenmigtir 4,
1992 yilindaki bir ¢aligmada disi siganlarda
ve hamsterlerde tamoksifenin genotoksi-
sitesi aragtirillmig, uygulama siiresinin
uzamastyla DNA hasar cofalmig ve DNA
adduktlart olugmustur @, DNA addukt
olusumunun uyariimast baslica karaciger
dokusunda, daha az olarak da bobrekte ger-
¢eklegmis, uterusta ise goriilmemigtir @,
Karacigerdeki farklilagsmalar, tamoksifen
metabolitlerinin hepatik proteine baglan-
masiyla pozitif bir korelasyon gostermistir,
Literatiirdeki bu bilgiler, genel olarak ta-
moksifenin potansiyel hepatotoksik bir mad-

de oldugunu gosterdiginden meme kanserin- .

de gerek ameliyat sonrasi dénemde, gerekse
koruyucu olarak kullanilan bu ilacin yan et-
kilerinin dikkatle incelenmesi gereklilifini
ortaya koymustur. Hatta son yillarda, hepa-
totoksik 6zelligi olmayan tamoksifen ana-
loglarmin tedavide denenmesi yoluna gidil-
mekiedir.

Poliamin konsantrasyonlarinmn timér geligi-
minin erken déneminde arttifini, prostat ve
mide kanserinde dokuda ve eritrositte, 16-
semide idrarda poliamin diizeylerinin
yukseldigini, karacigerde de alkoliin polia-
min konsantrasyonunu arttirdigm: ve boyle-
likle tiimoral geligime predispozisyon yarat-
tufim gosteren bir ¢ok calisma vardir
(6,8,14,15,21),

Bu ¢aligmada tamoksifenin deney hayvania-
rina uygulandig siirede ve dozda, karaciger
dokusunun poliamin iceriginde bir degisiklik
olugturmadifl goriilmiistiiv. Ancak karaciger
dokusunda 151k mikroskobu diizeyinde gorii-
len bazi histolojik degigiklikler biyokimya-
sal reaksiyonlarda da bir degisiklik olabile-
cegini diigtindiirmektedir. Bu agamadaki de-
Sisikliklerin poliamin diizeylerini etkileme-
mis§ olmasi hiicrede proliferasyonun artmadi-
g ileri siirmek igin yeterli degildir. Bunun
aydmlatilmasz igin proliferasyondaki ve hiic-
re siklusundaki degismeleri gdsteren, drne-
gin akim sitometrisi ile DNA tayini gibi
yontemierle elde edilen sonuglarmn degerlen-
dirilmesi gerckmektedir,
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Sekil 3. 20 mg/kg/giin olmak iizere 26 giin siireyle tamoksifen uygulanmug siganlann karaciger dokusundan clde edil-
mis mikrofotografi, Biiyiitme a) x 80, b) x 130
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