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OZET

Tore, H. Ratlarda parsiyel dstrojen antagonisti olan tamoksifenin ve aromataz
inhibitorii olan letrozoliin endometrium iizerine olan etkilerinin arastirilmasi
ve nonselektif COX inhibitorii olan asetilsalisilik asit (aspirin) ile kombinasyonu
halindeki etkilerinin belirlenmesi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dal, Tipta Uzmanhk Tezi,
Eskisehir, 2010. Ostrojene uzun siire ve yiiksek dozda maruziyet meme kanseri
gelisiminde en 6nemli risk faktorlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Tamoksifen
meme kanserinin hormonal tedavisinde énemli bir yere sahiptir, ancak uzun siireli
kullanimlarda endometriumda ciddi yan etkiler gosterebilmektedir. Tamoksifene
alternatif olarak kullanilan aromataz inhibitdrlerinden letrozol ise endometriumda
diisiik yan etki potansiyeline sahip olup son donemlerde tercih edilen bir ilagtir.
Calismamizda ratlarda tamoksifen ve letrozole bagli endometrial degisikliklerin
karsilastirilmasi, ayrica nonselektif COX inhibitorii olan aspirinin bu ilaglarla
kombinasyonu halinde olusan degisikliklerin immunohistokimyasal yontemlerle ve
serum VEGF-C o6l¢giimii ile ortaya konmasi amaglanmistir. Calismaya 7 ayri grup
halinde toplam 70 rat dahil edilmistir. Tamoksifenin tek basina uygulanmasi ile
uterusta VEGF ve COX-2 ekpresyonu kontrol grubuna gore artarken aspirin ile
kombine edildiginde VEGF ve COX-2 ekspresyonu azalmaktadir. Calismamizda
tamoksifen uygulanan grupta glandiiler epitel ve stromada kontrol grubuna gore Ki-
67 ekspresyonunda artis saptanmamistir. Tamoksifen BCL-2 ekspresyonunu liiminal
ve glandiiler epitelde etkilemezken stromal hiicrelerde azaltmaktadir. Gruplar
arasinda PECAM-1 ekspresyonu agisindan anlamli fark saptanmamustir.
Tamoksifenin serum VEGF-C diizeylerinde meydana getirdigi artis anlamliliga
ulagsmamistir. Tamoksifenin COX-2 ve VEGF ekspresyonunu arttirmasi, bununla
birlikte aspirinle kombine edildiginde COX-2 ve VEGF ekspresyonunu azaltici
etkinin gozlenmesi tamoksifen-aspirin kombinasyonunun tamoksifene baglh
gelisebilecek uterin patolojileri 6nlemede etkili olabilecegini diistindiirmiistiir.
Anahtar kelimeler: uterus, rat, tamoksifen, letrozol, aspirin

Destekleyen Kurumlar: Eskisehir Osmangazi Universitesi Rektorliigii Bilimsel

Arastirma ve Proje Kurulu, Proje no: 200911007
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ABSTRACT

Tore, H. Researching the effects of tamoxifen which is a partial estrogen
antagonist and letrozole which is an aromatase inhibitor on endometrium, and
determining the effects when these drugs are combined with a non-selective
COX inhibitor acetylsalicylic acid (aspirin) in rats. Eskisehir Osmangazi
University Faculty of Medicine, Medical Speciality Thesis in Department of
Gynecology and Obstetrics, Eskisehir, 2010. Exposing to estrogen for a long time
and in a high dosage is accepted as one of the most important risk factors in breast
cancer development. Tamoxifen has an important role in hormonal treatment of
breast cancer, but when used for a long time it can cause serious side effects on
endometrium. Aromatase inhibitor letrozole, which is used as an alternative to
tamoxifen has lower side effect potential on endometrium and it is the preferred drug
recently. In our study we aimed to compare the changes of endometrium caused by
tamoxifen and letrozole in rats and also to determine the changes when these drugs
are combined with aspirin which is a nonselective COX inhibitor by
immunohistochemical methods and serum VEGF-C measurement. Seventy rats
which are divided in to 7 groups are included in the study. When only tamoxifen is
used, VEGF and COX-2 expression are found to be increased in uterus when
compared with the controls. But when combined with aspirin, VEGF and COX-2
expressions are found to be decreased. In our study, in tamoxifen group no increase
in Ki-67 expression in glanduler epithelium and stroma is found. While tamoxifen
does not effect BCL-2 expression in luminal and glanduler epithelium, it causes a
decrease in that of stromal cells. No significant difference in the PECAM-I
expression is found between the groups. The increase in the serum VEGF-C level
caused by the tamoxifen is not found to be significant. COX-2 and VEGF expression
is increased by only tamoxifen while combined with aspirin, COX-2 and VEGF
expression is decreased. This idea gives us that the combination of tamoxifen and
aspirin can be effective in preventing the uterine pathologies caused by the
tamoxifen.

Key words: uterus, rat, tamoxifen, letrozole, aspirin

Eskisehir Osmangazi University Scientific Research Commision, P.N. 200911007.
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1. GIRIS

Meme kanseri tiim kadin kanserlerinin dortte birinden sorumludur.
Kadinlarda kansere bagli dliimlerde akciger kanseri ve kolorektal kanserden sonra
liclincii siray1 alir (1). Diinyada her yil yaklasik 1.000.000 ‘dan fazla kadin meme
kanseri tanis1 almakta ve 410.000 kadin meme kanserinden olmektedir (2). 1985
yilina kadar kansere bagh 6liimlerde ilk siray1 alan meme kanserinin bugiin ii¢lincii
siraya diismesinin temel nedeni erken evre olgularin artmasi ve cerrahi sonrasi
uygulanan adjuvan tedavi protokollerindeki gelismelerdir. Bu gelismelerden en ilgi
¢ekici olan1 1973 yilinda klinik kullanima sunulan tamoksifendir (3).

Tamoksifen meme kanserinde kullanilan sentetik, nonsteroid yapida bir
antiostrojen ajandir (3). Selektif Gstrojen reseptdr modiilatorlerinin atasit sayilir.
Meme dokusu iizerine antidstrojenik etki gosterirken (4), serum lipitleri (5), kemik
(6) ve endometrium (7) lizerine belirgin Ostrojenik etki gostermekte ve buna bagh
olarak tamoksifen kullanan hastalarda endometrial patoloji gelisme riski artmaktadir
(8). Pek ¢ok ¢alismada endometriumda tamoksifene bagl farkli patolojilerin gelistigi
bildirilmistir. ilging olarak endometrial kavitenin farkli béliimleri tamoksifene farkli
yamt verebilir. Ornegin bir calismada endometrial atrofi ile birlikte olgularin
%23 linde endometrial polip saptandigi bildirilmistir (9). Ancak en 6nemli nokta
tamoksifen kullanan kadinlarda endometrium kanseri gelisme riskinin artmasidir
(10). Yapilan bir calisgmada 2 yildan uzun siire tamoksifen kullanan olgularda
endometrium kanseri riskinin kullanmayan olgulara gore 2-3 kat, 5 yildan daha uzun
siire tamoksifen kullanan olgularda ise bu riskin 5 kat daha fazla oldugu
gosterilmistir (11). Bu risk temelde ilacin endometriuma olan 6strojenik, dolayisiyla
proliferatif etkisine baglidir. Bu riski diisiinecek olursak tamoksifene alternatif, etkili
ve iyi tolere edilen tedavilere gereksinim duyulmaktadir. (12).

Glinlimiizde selektif aromataz inhibitorleri, ilerlemis meme kanserinin
endokrin tedavisinde yeni bir yaklagimi temsil etmektedir. Letrozol, sentetik bir
akiral benzidriltriazol tiirevidir. Oral yoldan kullanilan, hem periferik hem de
intratiimoral olarak aromataz enzim sisteminin ¢ok selektif, non-steroid yarismali
inhibitoriidiir (12). Ileri evre meme kanserinde tamoksifene alternatif olarak birinci
secim tedavide kullanilir. Klinik ¢alismalarda elde edilen cevap oranlart %9 ile %13

arasinda degismektedir. Letrozol klinik fayda, objektif cevap oran1 ve progresyona



kadar gecen siire yoniinden tamoksifenden daha iistiin bulunmustur. Bu sonuglara
dayanilarak metastatik meme kanserinin birinci basamak tedavisinde tercih
edilebilecegi belirtilmistir (13).

Yapilan epidemiyolojik ¢aligsmalar sonucunda non-steroidal anti-inflamatuvar
ilag (NSAIl) kullanan kadinlarda meme kanseri insidansinda azalma oldugu
gbzlenmis ve bunun potansiyel olarak kullanilan NSAil’lara baglh olabilecegi
diisiiniilmiistiir. NSAII’larin kanserin gelismesini ve ilerlemesini azalttig1 ilk olarak
kolorektal kanserlerde kanitlanmakla birlikte bir¢ok kanser tiiriinde, 6zellikle solid
timorlerde bu etkisi (meme, cilt, bobrek, prostat, akciger) aragtirilmaktadir (14).
NSAil’lar hedef dokuda siklooksijenaz enzimini inhibe ederek etkili olurlar.
Siklooksijenaz arasidonik asitten ¢esitli prostoglandinlerin sentezinde Kkilit rol
oynayan onemli bir enzim sistemidir (15). Bu enzimin bilinen iki izo-formu vardir.
COX-1 normal fizyolojik etkiden sorumlu olup neredeyse tiim dokularda bulunurken
COX-2 indiiklenebilir formda bir enzim olup her dokuda bulunmaz. Sitokinler,
biliylime faktorleri ve onkogenler tarafindan indiiklenebildiginden bu enzimin son
donemlerde kanser arastirmalarinda ¢ok fazla adi gegmektedir. COX-2 enzimi bir¢ok
kanserde gosterilmistir. COX-2 artis1 kanserli dokularda defektif apoptozdan,
immiinosiipresyondan, timor hiicre proliferasyonu, anjiyogenez, aromataz
indiiksiyonu ve metastaz potansiyeli artisindan sorumludur (14-16). Timor
dokusunda artmig COX-2 diizeyi kotli prognostik 6zellik tasir. Meme kanserinde
yapilan ¢aligmalarda da, COX-2 enzim artis1 artmig lenf nodu metastazi, C-erbB-2
onkogen artis1 ve agresif klinik davranistan sorumludur (16). Bu ylizden meme
kanserinde hem tedavi (kemoterapi, radyoterapi, anti-hormonal tedavi) amag¢li hem
de meme kanseri olusumunu engellemek amaciyla spesifik ya da non-spesifik COX-
2 enzim inhibitorleri kullanimi ile ilgili ¢aligmalar yapilmaktadir (16,17).

Uzun siire dstrojene maruz kalma, 6zellikle postmenopozal kadinlarda meme
kanseri olusumu ic¢in Onemli bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Son
calismalarda meme kanserinde COX-2 enziminin doku aromataz enzim aktivitesini
prostaglandinler yoluyla arttirdigi ve bunun sonucunda Ostrojen sentezinin arttigi
gosterilmistir (18-20).

Tamoksifenin  bahsedildigi {lizere ciddi yan etkilerinin olmasi nedeniyle

arastirmalar meme kanseri tedavisinde bu yan etkileri Onleyecek yeni tedavi



modelleri bulunmasi iizerine yogunlasmistir. Meme kanserinde iyi bir alternatif
tedavi oldugu diisiiniilen ve endometrial yan etkilerin gozlenmedigi aromataz
inhibitorleri son zamanlarda biiyiik ilgi gormektedir. Biz de bu amacla tamoksifen ve
letrozoliin rat uterusunda meydana getirdigi histopatolojik degisiklikleri; anjiogenez,
apoptoz, hiicre proliferasyonu, COX-2 ve VEGF ekspresyonu ile serum VEGF-C
diizeyinde meydana getirdikleri degisiklikleri karsilastirmay1 ve aspirinin bu ilaclarla

kombinasyonunun ne gibi degisikliklere sebep olabilecegini arastirmay1 hedefledik.



2. GENEL BILGILER
2.1.Meme Kanseri

Kadinda goriilen kanserler arasinda prevalansi en yiiksek (%32) tiimor olup
brong kanserlerinden sonra en fazla 6lim sebebidir (1). Diinyada her yil yaklasik
1.000.000 ‘dan fazla kadin meme kanseri tanisi almakta ve 410.000 kadin meme
kanserinden 6lmektedir (2).

Amerika Birlesik Devletleri’nde 2004 yilinda 215.990 yeni kadin, 1.500 yeni
erkek olgu meme kanserine yakalanirken, 40.100 kadin ve 470 erkek olgunun bu
sebeple oldigi bildirilmistir (21). Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii’nlin (NCI)
Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) programinin son verilerine gore
her dokuz kadindan biri yasam boyu invaziv meme kanseri gelisme riskine sahiptir
(21).

T.C. Saglik Bakanligi’nin verilerine gore lilkemizde de % 24.1 orani ile
kadinlarda goriilen kanserler arasinda ilk sirada yer almaktadir (22). Tahmin edilen
meme kanseri insidans1 yaklagik 10-15/100 000’dir. En yiiksek risk tasiyan Kuzey
Amerika, Avrupa ve Avusturalya gibi zengin iilkelerdeki tiim kadinlarin %6’s1 75
yasindan 6nce meme kanserine yakalanmaktadir (23). Ancak Afrika ile Gliney ve
Dogu Asya’ da (Japonya dahil) bu oran diger iilkelerin {icte biri kadardir. Meme
kanseri insidans1 1980’lerden itibaren hem gelismis hem de gelismekte olan
tilkelerde artmaktadir (23).

Meme kanserinden oliimler 1990 yilindan itibaren %21 oraninda azalma
gostermistir (21). Ayrica Ostrojen reseptorii (ER)-Progesteron Reseptor (PR) pozitif
meme kanseri siklig1, erken evre meme kanseri, invaziv lobililer meme kanseri ve
intraduktal karsinom goriilme siklig1 da artmistir. Bunun en 6nemli sebebi erken tani
yontemlerinin gelismesi olarak gosterilmektedir.

Hemen tiim bilinen risk faktorleri kadinin reprodiiktif yasamu ile iliskili olup,
uterin yasamdan postmenopozal doneme kadar Ostrojene endojen ve eksojen
maruziyet bilinen en Onemli risk faktoridir (24). Uzun sire ve yliksek
konsantrasyonda Ostrojene maruziyet meme kanserine yol agmaktadir. Premenopozal
donemde ovaryan kaynakli olan Ostrojen, postmenopozal donemde periferik yag

dokuda androjenlerden aromataz enzimi araciligi ile olusturulmaktadir. Eksojen



Ostrojenler yasamin her doneminde, oOzellikle postmenopozal donemde riski
artirmaktadir. Erken menars artmus risk ile birliktedir. Menarsta her 2 yillik gecikme
meme kanseri gelisme riskinde %10 oraninda azalmaya yol a¢gmaktadir (25).
Gebelik, oOzellikle erken yasta ve c¢ok sayida oldugunda riski azaltmaktadir.
Dogumunu 30 yasindan sonra yapanlarda hi¢ dogurmayanlara gore risk artmistir.
Emzirmenin de meme kanseri riskini azalttigi gosterilmistir. Erken menopoz geg
olana gore riski azaltir. Menopoza 45 yasindan once girenlerin meme kanseri riski 55
yasindan sonra menopoza girenlerden % 50 oraninda azdir (25). Insanlarda ve
hayvanlarda endojen ve eksojen Ostrojen kullaniminin meme kanserine yol agtigi
gosterilmistir. Anti Ostrojenik tedaviler (tamoksifen, kastrasyon) meme kanseri
gelisimini azaltirlar.

Yapilan 8 prospektif ¢caligmada, Ostrojen diizeyleri ile meme kanseri riskinde
artis belirgin olarak gosterilmigtir. MORE (Multiple Outcomes of Raloksifen
Evaluation) calismasinda serum 0Ostrojen diizeyi yiiksek olanlarda (>12 pmol/L)

diisiik olanlara gére meme kanseri riskinde 2 kat artis oldugu tespit edilmistir (26).
2.2.Meme Kanserinde Tamoksifen

2.2.1.Tamoksifenin Tarihcesi

Bundan 100 yil 6nce Doktor George Beatson (27), premenopozal meme
kanserli kadinlarda overlerin ¢ikarilmasi fikrini ortaya attiginda heniiz overlerin
endokrin fonksiyonlari hakkinda hicbir fikre sahip degildi. Overlerin endokrin
fonksiyonu ilk kez 1923 yilinda St. Louis'de Dr. Ailen ve Dr.Daisy (28) tarafindan
ortaya kondu ve over kaynakli bu kimyasal maddelere Ostrojen (Lat. Estrus =
cilginlik) adi verildi. Boylece bir organin kendinden uzak bir organ tarafindan
endokrin kontrolii gergegi ilk kez ortaya atilmis oldu. Ancak Gstrojen reseptorlerinin
bulunmasi i¢in bir 40 yil daha gegmesi gerekecekti. 1966 yilinda Chicago
Universitesi'nde dstrojen reseptdr proteini ilk kez bir sigan uterusundan izole edildi.
1971 yilinda meme kanseri hiicrelerinin bir kisminda 6strojen reseptorii bulundugu
ve Ostrojen reseptorii bulunan tiimorlerin endokrin tedaviye daha iyi yanit verecegi
fikri ortaya atildi (29). Ostrojen reseptorii tasiyan tiimorlerin endokrin ablasyona
%60 oraninda yanit verdiginin gosterilmesi ile umutlar iyice artmis ve caligsmalar

Ostrojenin meme dokusundaki etkilerini bloke edecek yeni bir antidstrojen ajaninin



arastirilmasina ydnelmistir. Ik antidstrojen bilesik olan Etamoksitrifetol 1958 yilinda
sentez edilmesine karsin (30) siddetli yan etkileri nedeniyle kullanimi kisith
olmustur. Ilerleyen caligmalarla birlikte 1960l yillarda ICI ilag firmasi
laboratuarlarinda (simdiki adi Zeneca) Dr. Dora Richardson tarafindan yeni ve daha
az yan etkiye sahip bir antidstrojen olan tamoksifen gelistirilmistir. Yapilan ilk
calismada postmenopozal ileri evre meme kanserli 46 hastada denenen ilag, 10
hastanin olumlu yanit vermesi ile popiilarite kazanmistir (31). Bir nonsteroid
antidstrojen olan tamoksifenin diger antidstrojenlere oranla daha giiglii bir antitimor
etkisi ve daha az sistemik etkilerinin olmasi bu andan itibaren tamoksifenin yola tek
basina devam etmesine neden olmustur.

Tamoksifen 1973 yilinda Nolvadex miistahzar adiyla, ilerlemis meme
kanserinin tedavisi amaciyla Ingiltere'de piyasaya cikmustir. ilag 1977'de ABD'de
FDA onay1 almistir ve bugiin 110'dan fazla iilkede milyonlarca kadin tarafindan

meme kanseri tedavisi amaci ile kullanilmaktadir.

2.2.2. Tamoksifenin Farmakolojisi

Tamoksifen, oral alindiktan sonra kolayca emilir. En iist plazma diizeylerine
3-7 saat sonra erisir. Dort haftada, glinlik 20 mg tedavi sonrasinda siirekli plazma
konsantrasyonu olan 300 mg/ml diizeyine yiikselir. Biiylik oranda karacigerde
metabolize olarak bir¢ok metabolitlere ayrisir. En 6nemli metabolitleri, 4-OH
tamoxifen ve "N-desmetiltamoksifen"dir. Viicuttan atilm yar1 omri 4-11 giin
arasinda degisir (32). Tekrarlayan dozlarda atilim yar1 6mrii uzar. Tamoksifen ve
metabolitlerinin viicutta dagilimi homojen degildir. Daha ¢ok safra kesesi ve
endometrial dokularda birikir. Ilacin biiyiik bir kism1 kan-beyin bariyerini gecemez
ancak yine de norotoksisiteye sebep olabilir. Tamoksifen %98 oraninda plazma
albuminine baglanir. Ilacin biiyiik bir kismi feges yoluyla, geri kalan kismi da idrarla

atilir (32,33).



2.2.3. Tamoksifenin Etki Mekanizmasi

Ik kez 1975 yilinda tamoksifenin kiiltiir ortaminda dstrojen reseptorii tasiyan
meme kanseri hiicrelerini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu etkinin ortama Ostrojen
eklendiginde geri dondiirtilebildigi gozlendi. (34). Bundan yaklasik 10 yil sonra iki
arastirmaci birbirinden bagimsiz olarak tamoksifenin meme kanseri hiicrelerini
siklusun G1 fazinda bloke ettigini gosterdiler (35,36). Tamoksifen daha ¢ok
tiimoristatik bir ila¢ oldugundan ve kisa siireli tedavi sonras1 tamoksifen kesildiginde
rekiirrens ihtimali oldugundan tedavinin uzun siireli olmasi1 gerekmektedir (37, 38).
Tedavi stiresi 5-10 y1l1 astiginda tamoksifene karsi herhangi bir tolerans gelismezken,
daha kisa stireli kullanimlardan sonra rekiirrenslerin goriilme sikligi artar (39).
Bugiine kadar yapilan caligmalar tamoksifenin meme kanserli olgularda siirveyi
%10 oraninda artirdigini  desteklemektedir (40). Bu calismalar, uzun siireli
tedavilerin kisa siireli olanlardan daha etklili oldugunu, tiim nodal tutulum
durumlarinda tamoksifenin etkinliginin ayni1 oldugunu ve ER-pozitif hastalarin, ER-
negatif hastalara gore tamoksifenden daha fazla yarar gordiiglinii ortaya koymustur
(40-42). Ayrica tamoksifenin postmenopozal kadinlarda premenopozal kadinlara

oranla daha etkili oldugunu gosteren kanitlar vardir.

Tamoksifenin Etki Mekanizmalar1 Séyle Ozetlenebilir:
1- Meme kanseri hiicrelerine lokal antitiimor etkisi : Meme kanseri hiicrelerinin
Ostrojen reseptoriine baglanan tamoksifen, Ostrojen tarafindan uyarilan replikasyonu
engeller ve reseptore bagl kaldigr siirece bu hiicrelerde DNA replikasyonu olmaz.
Sonug olarak kanser hiicreleri 6lmeye baslar ve timor kiictliir.
2- Periferik antitlimor etkisi : Tamoksifen 0Ostrojen tarafindan regiile edilen
proteazlarin yapimini azaltarak invazyonu onler, lokal stimulan biiyiime faktorlerinin
yapimini engelleyerek mikrometastazlari azaltir ve mikrometastazlarin damarlanma
potansiyelini diigtiriir.
3- Fizyolojik etkileri : Meme dokusuna antistrojenik etkisi olan tamoksifenin
postmenopozal kadinlarda kemik ve kan lipid diizeylerine 6strojenik etkisi vardir. En
siradist etki postmenopozal uterusta goriiliir. Bazi kadinlarda Ostrojenik etki
olusurken bazilarinda tamamen antiostrojenik etki goriiliir ve endometrial atrofi

gelisir. Tamoksifenin premenopozal uterusa pek etkisi yoktur (43).



2.2.4.Tamoksifenin Doz ve Uygulamasi

Tamoksifenin 10mg ve 20mg tabletleri cesitli ticari isimlerle mevcuttur.
Giinliik standart kullanim dozu 20 mg’dir. Tamoksifenin giinde bir veya iki kez
kullaniminin biyoyararlanim esittir. Bu nedenle giinde tek doz kullanilabilir. flacin
kesilmesinden sonra tamoksifen ve metabolitlerinin kandan temizlenmesi 4 haftada

miimkiin olur (33).

2.2.5.Tamoksifenin Etkileri

Bugiinkii tamoksifen tedavi protokolleri ile erken evre meme kanserli
hastalarin ¢ogunda kiir beklenmektedir. Onceleri tamoksifenin koroner arterler ve
kemik iizerine gosterebilecegi antidstrojenik etkilerden korkulduysa da yapilan in
vivo ve in vitro ¢alismalar bunun tam tersini gostermistir. Rosen ve ark. (44)
yaptiklar1 calismada nod-negatif ve 1 cm'den kiiciik tiimorii olan hastalarin tani
sonrast 10-20 yil i¢inde kalp hastaligindan dlme riskinin meme kanserinden 6lme
riskinden daha fazla oldugunu gostermislerdir (44). Elli yasindaki bir kadinin hayati
boyunca koroner kalp hastaligina yakalanma riskinin %46, bu hastalik nedeni ile
olme riskinin ise %31 oldugu hesaplanmistir (45). Ostrojen kullanimiyla hem
koroner kalp hastaligina yakalanma hem de &liim riski neredeyse yartyariya azalir
(46, 47). Oysa tamoksifenin plazma lipidleri iizerine Ostrojenik etkisi vardir ve
tamoksifenin 5 yil siireyle kullanimi sonucu plazma trigliseridlerinde artis olurken,
total kolesterolde ortalama %13, low dansity lipoprotein (LDL) kolesterolde ise
ortalama %19'luk bir diisiis goriiliir (5). Ilging olarak &strojen tedavisi ile yiikselme
gosteren high dansity lipoprotein (HDL) kolesterol diizeyleri tamoksifen
tedavisinden pek etkilenmez. Tamoksifenin bu etkileri klinige koroner kalp hastaligi
riskinde belirgin azalma olarak yansir.

Tamoksifenin kemik iizerine etkileri de ilgi ¢ekicidir. Yapilan g¢aligmalar
tamoksifenin kemik iizerine Ostrojenik etkilerinin oldugunu ve o6zellikle 5 yillik
kullanim sonucunda kemik mineral dansitesinde anlamli artislara neden oldugunu
gostermistir (6).

Tamoksifen su anda en c¢ok regete edilen kanser ilacidir. 1985'de nod-pozitif
postmenopozal hastalarda kemoterapiye ek olarak, 1986'da ise ayn1 grup hastalarda
tek basina kullanimi onaylanmig, 1989 yilinda ER pozitif olan premenopozal

hastalarda faydali olacagi kabul edilmistir. 1990 yilinda ise premenopozal ve



postmenopozal nod-negatif, ER pozitif hastalarda kullanimi1 onaylanmistir. Son
olarak 1998 yilinda FDA tarafindan tamoksifenin premenopozal veya postmenopozal
yiiksek riskli kadinlarda meme kanseri riskini azalttig1 kabul edilmistir. Yine yapilan
randomize ¢alismalarda tamoksifenin meme kanserli hastalarda kontrlateral memede
kanser gelisme riskini iigte bir oraninda azalttig1 tespit edilmistir (48).

Sonu¢ olarak milyonlarca kadin bugiine kadar tamoksifen kullanmis ve
kullanmaktadir. Tamoksifenin bulunusu meme kanseri tedavisinde nadir doniim
noktalarindan biridir ve su anda hormana duyarlt meme kanserinin her evresinde ve
her yasta adjuvan tedavi olarak tamoksifen kullanilmaktadir. Tamoksifen meme
kanserli hastalarin hem hastaliksiz donemlerini hem de genel siirvilerini uzatirken,

ayni zamanda diger memede kanser gelisme riskini de azaltmaktadir (42).

2.2.6.Profilaktik Tamoksifen Kullanimi

Bu konu ile ilgili ¢aligmalar 70'li yillarda fare deneyleri ile baslamis ve ilk
sonuglar profilaktik tamoksifenin ooforektomiyle ayni diizeyde koruma sagladiginm
gostermistir (49). Bu konuda yapilan en genis kapsamli ¢alisma 1992 - 1997 yillar
arasinda Kanada ve ABD'de yiiriitilen NSABP / NCI c¢alismasidir (50). Bu
calismada, 5 yil tamoksifen kullanimmin meme kanseri gelisme riskini yariyariya
azalttig1 gosterilmistir. S6z konusu azalma sadece ER (+) kanserlerde olmus, ER (-)
kanserlerde plasebo grubuyla anlamli fark saptanmamustir.

Italya'da 1992 - 1998 yillan arasinda yiiriitiilen bir ¢alismada ise (51) plasebo
ve tamoksifen kullanilan iki grup arasinda meme kanseri gelisme riski acgisindan
anlaml bir fark saptanmamistir. Sonu¢ olarak meme kanserinde tamoksifenin
profilaktik kullanimi tartismalidir. Ancak NSABP calismasi ile birlikte, tamoksifenin
diger memede kanser gelisme riskini iicte bir oraninda azalttigi disiiniiliirse,
profilaktik tamoksifen kullanimi, yiiksek risk tasiyan kadinlarda profilaktik
mastektomi veya yakin takibe alternatif olarak sunulabilir.

Tamoksifenin profilaktik kullaniminda da doz, tedavi amagli kullanimda
oldugu gibi giinde 20 mg (2 x 10 mg) ve kullanim siiresi en az 5 yil olarak tespit

edilmistir.
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2.2.7.Tamoksifenin Yan Etkileri

Hastalarin ¢ogunda tamoksifen ile iligkili yan etki goriilmez. Baslica yan et-
kisi sicak basmasidir (%50). Bu durum plasebo alan kadinlarda %18-40 oraninda
bildirilmektedir (52). Tamoksifene bagl ates basmasi tedavinin ilk 3 ayinda artar
daha sonra ayni kalir. Daha Once sicak basmasi olanlarda ve Ostrojen replasman
tedavisi kullananlarda daha fazla goriiliir. Nadiren tedaviye ara vermeyi gerektirecek
kadar siddetli olabilir (53,54).

Nadiren gegici trombositopeni ve lokopeni yapabilir fakat agir sitopeniye
neden olmaz. Anemi oldukga nadir bir problemdir. Vendz tromboza yol agabilir. Iki
yilin iistiinde tamoksifen kullanimi antitrombin III ve protein C diizeylerinde artisa
sebep olmaktadir. Bazi calismalarda tamoksifen kullanan kadinlarda normal
kadinlara gore tromboembolik olaylarda artis bildirilmistir, relatif risk 1.6-3 arasinda
degismektedir. Tromboembolik olaylarda artisa Ozellikle kemoterapiyle birlikte
kullanildiginda neden olmaktadir (52).

Hastalarin %10'unda bulant1 olabilir. Tedavinin kesilmesine neden olacak
kadar siddetli bulanti ve kusma nadiren goriiliir. Anoreksi, ishal, konstipasyon,
abdominal kramp tarzi agr1 ve besinlere karsi tiksinme hissi nadir yan etkileridir.
Karaciger enzim degisiklikleri goriilebilir. Cok nadir olarak karaciger kistlerine,
karaciger yaglanmasina, kolestazise, hepatite, hepatik nekroza ve 6liime sebep olabi-
lir. Hayvan caligmalarinda karaciger kanseri gézlenmesine ragmen insanlarda boyle
bir iliski bulunmamuistir (54).

Uzun siireli veya yiiksek doz kullanimi geri doniisiimli retinal yan etkiye
nadiren neden olabilir (55). Prospektif bir ¢alismada standart dozlarda retinopati ve
keratopati goriilme siklig1 %6.3 olarak bildirilmistir(55). Ayrica bazi hastalarda
gdrme netliginde azalma, bilateral makiiler 6dem, paramakiiler ve "fovea" bolgesinde
sar1 beyaz lekeler olustugu bildirilmistir (54,55).

Hipersensivite reaksiyonlari olduk¢a nadirdir. Deri dokiintiisii, eritem, hafif
sa¢ kayb1 meydana gelebilir. Periferik 6dem, ¢ok nadir olarak purpurik vaskiilit ve
tromboflebit goriilebilir. Akciger embolisine nadiren sebep olabilir.

Nadiren depresyon, bag donmesi, basagrisi, konflizyon ve yorgunluk gibi geri

doniisiimlii santral sinir sistemi bozukluklarina neden olabilir. Nadiren bacaklarda
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kramplara neden olabilir, kemik agrilar1 meydana gelebilir. Hayvanlarda teratojenik

etkiye sahiptir. Gebelikte kullanimi 6nerilmemektedir (54).

2.2.8. Tamoksifenin Endometrium Uzerine Etkisi

Tamoksifen endometrium {iizerinde proliferatif etki gostermektedir ve
tamoksifen tedavisi alan meme kanserli hastalarda tamoksifen tedavisi almayan
hastalarla kiyaslandiginda endometrial hiperplazi, endometrial polip, endometrial
kanser, malign mikst mezodermal timér ve sarkom sikligi artmistir (56).
Endometrial polip tamoksifen kullanimi ile iligkili endometrial patolojiler arasinda en
sik izlenenidir ve yiiksek malign potansiyel tasimaktadir (56).

Killackey ve ark. (57) ’larimin yaptifi ve tamoksifen kullanimi ile
endometrium kanseri arasinda iliski oldugunun ilk kez iddia edildigi yayin takip
eden 15 yil iginde bu iddiay1 destekleyen yaklagik 250 ¢alisma yayinlanmigtir (58).
NSABP-1 ¢alismasinda tamoksifen 20 mg/giin 5 yil kullanimi ile endometrium
kanseri riskinin tamoksifen kolunda plasebo koluna gore istatiksel olarak anlamli
oranda arttig1 saptanmistir (59). Son olarak yayinlanan NSABP B-14 calismasinda
tamoksifen kullanan postmenopozal kadinlarda 8 yillik takip sonrasinda
endometrium kanseri gelisme riskinin kontrol grubuna gore 7.5 kat daha fazla oldugu
anlasilmistir (60). Bu calismada plasebo grubunda endometrium kanseri riski
0,6/1000 iken, ortalama 35 ay tamoksifen alan grupta bu oran 2/1000 olarak
bulunmustur (10). Bir ¢aligmada 2-5 yil giinde 40 mg tamoksifen alan hastalarda
almayanlara nazaran endometrium kanseri gelisimi relatif riskinde 5.6 oraninda artis
goriilmiistiir (61). Ostrojen ile endometrium kanseri iliskilidir. Burada tamoksifenin
kismi 6strojenik etkisinden siiphelenilmektedir. Tamoksifenin endometrium kanseri
riskini 2-3 kat artirdig1 bilinmekle birlikte varolan literatiir bilgileri ve yapilan DNA
caligsmalari, tamoksifenin endometrial dokuda direkt bir karsinojenik etkisi oldugunu
desteklememektedir (62). Tamoksifen kullanirken endometrium kanseri tanist alan
hastalarin 6nemli bir kisminda heniiz tamoksifene baslamadan 6nce endometriumda
premalign veya malign bir patoloji olup olmadigir da tartisma konusudur. Ancak
tamoksifenin endometrium dokusunda en azindan varolan bir patolojiyi hizlandirici
etkisi oldugu diisiiniilmektedir.

Literatiir gozden gegirildiginde (48,58) tamoksifen ile iligkili endometrium

kanseri olgu sayist 349°dur. Hem kisa (2 yil) hem de uzun dénem (2 yildan fazla)
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kullanimlarda endometrium kanseri riski artmistir (63). Genellikle kulanilan doz
giinliik 20 mg olmakla birlikte, daha yiiksek dozlarin kanser riskinde daha fazla bir
artisa neden olup olmayacagi gosterilmemistir. Tamoksifen kullanimi sirasinda
gelisen endometrium kanserleri evre, grade, histoloji ve prognoz bakimindan genel
popiilasyonda goriilen endometrium kanserleri ile benzerlik gosterir (48). Bunun
disinda, tamoksifen kullanan kadinlardan 9’unda uterus sarkomu, 18’inde mixed
miillerian tlimor bildirilmistir. Olgularin biiyiik ¢ogunlugunun postmenopozal olmasi
ilgi ¢ekicidir (64). Aslinda premenopozal kadinlarda tamoksifen kullanimi ile
endometrium kanseri arasinda iligki oldugu gosterilmemistir. Bugiline kadar bunun
aksini iddia eden sadece bir tane ¢alisma yaymlanmistir (65). Tamoksifen kullanan
hastalarda goriilen endometrial kanserlerin belki de tek farki, bu hastalarda ilk
semptomun %100 oraninda vajinal kanama olmasidir. Endometrial etkilerinin
disinda tamoksifenin bir takim bagka jinekolojik etkileri de vardir. Ozellikle
premenopozal hastalarda gonadotropin seviyelerinde degisim, oligomenore,
amenore, over hiperstimiilasyonuna bagli kist olusumu, varolan endometriozis
odaklarinda alevlenme ya da gerileme, vajinal akinti, uterus myomlarinda ve
endometrial poliplerde biliylime bu etkiler arasinda sayilabilir. Vajina epitelinde
tamoksifenin Ostrojenik etkisi gdsterilmistir. Ayrica tamoksifen alan postmenopozal
kadinlarin ortalama iicte birinde endometrial proliferasyon olustugu ispatlanmistir.
Yine de bugiinkii en 6nemli klinik sorun, hangi kadinin tamoksifene Ostrojenik
madde gibi yanit verip hangi kadmin vermeyeceginin bilinmemesidir (58).
Tamoksifene bagh gelisen endometrium kanserleri genellikle daha erken evrede
teshis edilmistir. Tamoksifen alan tiim hastalar her alt1 ayda bir jinekolojik yonden
kontrol edilmelidir. Endometrium kanseri etiolojisinde tamoksifenin rolii hala tam

olarak bilinmemektedir (8).

2.3.Meme Kanserinde Aromataz inhibitorleri

Aromataz Ostrojen biyosentezi i¢in gerekli bir enzimdir. Premenopozal
kadinlarda baglica Ostrojen kaynagi overlerdir. Postmenopozal kadinda over
fonksiyonel degildir ve dolasimdaki Ostrojen diizeyi ¢ok diigiiktiir. Buna ragmen
hormon duyarli meme kanseri postmenopozal kadinlarda hormon duyarsizlara gore
daha siktir. Postmenopozal kadinlarda Ostrojenler adrenal bezden salinan

androjenlerden kas, yag dokusu ve meme tiimoriiniin kendisi gibi periferik dokularda



13

uretilir. Yag dokusu ekstragonadal Ostrojen sentezinin ana kaynagidir. Burada
androjenlerin Gstrojenlere doniisiimiinden sorumlu enzim aromataz enzimidir (66) .
Aromataz enzimi sitokrom p-450 enzim sistemine dahil olan androjenler,
androstenedion ve testosteronu Ostron ve Ostradiole ¢eviren bir enzimdir. Kadin
memesi aromataz ekspresyonu i¢in dnemli bir bolgedir. Saglikli postmenopozal bir
kadin memesindeki Gstrojen konsantrasyonu serumdakinin 4-6 katidir. Aromataz
ekspresyonu memede tiimor olan kadranlarda tiimdér olmayan kadranlara nazaran
daha yiiksek saptanir. Bu nedenle aromataz inhibisyonu meme kanseri tedavisinde
mantikli bir yaklagimdir (62, 67, 68).

Aromataz inhibitdrleri (Al) etki mekanizmalarina gore iki gruba ayrilir (Tablo
2.1.). Her iki tip de androjen prekiirsorleri ile aromataz enzimini inhibe etmek i¢in

yarisirlar. Klinik gelisim siralarina gore 1., 2., 3. Jenerasyon olarak isimlendirilirler.

Tablo 2.1. Aromataz Inhibitorlerinin Siniflamasi.

Steroid aromataz inhibitorleri

. . IR .

Nonsteroid aromataz inhibitorleri

3.Jenerasyon Vorozol, Letrozol, Anastrozol




3. Jenerasyon AI’ lerinin avantajlari sunlardir :
* Aromataz enzimini gii¢lii bir sekilde inhibe ederler.
* Diger steroidogenez enzimlerinde belirgin inhibisyon yapmadan
aromataz enzimi lizerinde spesifik inhibitor etkileri vardir.

e Oral kullanilirlar. Oral kullanim sonrasi biyoyararlanimlart %100’ diir.
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* Viicuttan hizli bir sekilde atilirlar (yar1 omiirleri yaklasik 45 saat), ilag ve

metabolitleri viicutta birikmez. Belirgin aktif bir metabolitleri yoktur.
*  Giinliik kullanimi y1llarca tolere edilebilir, az sayida orta dereceli yan

etkilere ilaveten yiiksek toleransi vardir.

+ Al kullammma bagh onemli bir kontrendikasyon yoktur, giivenlidir,

digerlerine oranla ucuzdur (69).

Cesitli aromataz inhibitorlerinin aromatizasyon baskilanma yiizdeleri Tablo 2.2°de

verilmistir (68)

Tablo 2. 2. Postmenopozal kadinlarda aromataz inhibitdrlerinin etkinlikleri.

Aromataz baskilama oranlar
Ekzemestan %97,9
Formestan %919
Aminoglutetimid %90,6
Anostrozol %96,7
Letrozol %98.,9




15

2.3.1.Nonsteroidal Aromataz inhibitorleri

Aromataz, sitokrom P-450 flavoproteiniyle etkileserek kortizol ve aldosteron
sentezini az veya ¢ok oranda engeller. Nonsteroid aromataz inhibitorleri ise bu
enzimi iyonik baglarla gecici baglayarak inaktive eder. Bu grupta aminoglutetimid

ve analoglari, ¢esitli imidazol ve triazoller yer alir (68,70).

Aminoglutetimid

Ileri evre meme kanserinde yaygin olarak kullanilmis ilk aromataz
inhibitoriidiir (71). Aminoglutetimid non-selektif aromataz inhibitoriidiir ve sitokrom
P-450 araciligi ile 20,22 desmolaz enzimini inhibe eder, kolesterolden pregnenolana
dontistimii 6nleyerek adrenal steroid sentezini bloke eder (70). Bu nedenle diger
steroid hormon (Ostrojen, kortikosteroid ve mineralokortikoid) sentezleri de inhibe
olur. Yan etkilerinin fazla olmasi nedeniyle ve daha az toksik aromataz
inhibitorlerinin  klinik kullanima girmesi nedeniyle glinimiizde kullanimi ¢ok
azalmistir. Ilag, metastatik meme kanserli 1500'den fazla hastada kullanilmistir.
Cevap orani %25 ile %50 (ortalama %32) arasinda degismektedir (72). Tamoksifen
tedavisine cevap vermeyen hastalarin %15-20'sinde aminoglutetimide yanit

alinmaktadir.

Rogletimid

Rogletimid, invitro ¢aligmalarda aminoglutetimide esdeger oranda aromataz
inhibisyonu saglar (73). Desmolaz, 11-beta hidroksilaz, 18-beta hidroksilaz ve 21-
beta hidroksilaz enzimleri ile etkilesmeyen, spesifik etkili, ikinci jenerasyon bir ajan
oldugu i¢in tedavi sirasinda kortizon replasmanina gerek yoktur (74). Hastalarin
%50'sinde goriilebilen hafif derecede gribal semptomlar ve letarji disinda 6nemli bir
yan etkisi yoktur. Tolere edilebilen en yiiksek doz giinde iki seferde verilen 1600
mg'dir. Aminoglutetimid ve rogletimidin karsilastirildig: bir calismada, rogletimidin
400 ve 1600 mg'lik dozlar arasinda doza bagimli olarak artan Ostradiol supresyonu
gerceklestigi  gosterilmig; bunun  yanisira, 1600 mg'llk dozlarda bile
aminoglutetimide oranla daha az oranda aromataz inhibisyonu ve &stradiol

inhibisyonu saglayabildigi saptanmustir (75).
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Fadrozol

Nonsteroidal imidazol tiirevi bir ikinci jenerasyon aromataz inhibitoriidiir.
Aminoglutetimidden 1000-3000 kat daha potenttir (76). Faz II calismalarda elde
edilen yanit oran1 %20-30'dur (77,78). Metastatik meme kanserinin birinci basamak
tedavisinde tamoksifenle karsilastirildigi randomize ¢aligmalardan birinde yan etkiler
acisindan tamoksifenden daha avantajli bulunurken (79), diger bir ¢alismada ise
tamoksifen grubunda tam cevap ve medyan cevap siiresi fadrozolden daha uzun

bulunmustur (80).

Vorozol

Selektif nonsteroidal bir iiglincii jenerasyon triazol derivesi aromataz
inhibitoriidiir. Faz 11 ¢aligmalarda ikinci basamak tedavide elde edilen yanit oranlar
%10 ile %30 arasinda degigsmektedir (81,82). Hafif gastrointestinal semptomlar, deri
dokiintiileri ve sicak basmasi baglica yan etkileridir (81). Kimyasal olarak meme
kanseri gelistirilmis disi sicanlarda kisa siireli veya aralikli vorozol uygulamasinin
meme kanserini inhibe ettigi gosterilmistir (83,84). Siirekli tedavide kemopreventif
aktivite artmaktadir. Bu verilere dayanilarak, postmenopozal kadinlarda meme

kanseri 6nleme ¢aligmalarinda kullanilabilecek bir ajan olabilir

Anastrozol

Postmenopozal ileri evre meme kanserli hastalarin tedavisinde Ikinci secim
hormonal tedavi i¢gin ABD'de 1996 yilinda FDA onay1 almistir. Gilinlimiizde ileri
evre postmenopozal meme kanserinin birinci segenek tedavisinde tamoksifene al-
ternatif olarak kullanilmaktadir. Adjuvan tedavide kullanimi ile ilgili ¢alismalar
devam etmektedir.

Postmenopozal ileri evre meme kanserli kadinlarda birinci basamak hormonal
tedavi olarak giinde bir kez 1 mg anastrozol ile giinde 20 mg tamoksifenin
karsilastirildig: iki ¢alismada anastrozoliin tamoksifene esdeger etkinlikte olmasi ve
tolerans profilinin daha iyi olmasi nedeniyle metastatik hastalikta alternatif bir tedavi
secenegi olabilecegi bildirilmistir (85,86). Her iki ¢alismada da anastrozol grubunda
progresyona kadar gecen siire daha uzun bulunmustur (87). Tromboembolik olaylar
ve vajinal kanama tamoksifen kolunda daha fazla goriilmiistiir. Vasomotor ve

gastrointestinal yan etkiler ise her iki ilagta aynidir (88).
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Postmenopozal, hormon reseptorii pozitif hastalarda kemoterapiden hemen
sonra ilk secenek adjuvan hormonal tedavide anastrozol, tamoksifenden ve
anastrozol-tamoksifen kombinasyonundan iistiin bulunmustur. Anastrazol grubunda
kars1 taraf meme kanseri insidansi anlamli derecede daha diisiik bulunmustur.
Endometrium kanseri, vajinal kanama, serebrovaskiiler olaylar, tromboembolik
komplikasyonlar ve sicak basmasi da anastrozol grubunda anlamli derecede daha az
goriiliirken, kemik komplikasyonlar1 tamoksifen grubunda anlamli derecede daha az
goriilmiistiir. Anastozoliin postmenopozal kadinlarin adjuvan tedavisinde yerini
alabilmesi i¢in bu ¢alismanin uzun siireli sonuglarinin beklenmesi gerekir (89).

Postmenopozal kadinlarda %80'in iistiinde Ostradiol baskilanmasina neden
olur. Premenopozal kadinlarda, ciddi bobrek yetersizligi olanlarda (klirens <20
ml/dk), orta veya siddetli karaciger yetersizligi olanlarda kontrendikedir. Ostrojen
iceren tedavilerle birlikte uygulanmamalidir (90, 91).

Genellikle iyi tolere edilir. Hafif, orta derecede anoreksi, bulanti, kusma,
diyare gibi gastointestinal rahatsizliklar en sik goriilen yan etkiler olarak

bildirilmistir ( 69, 85, 92, 93).

Letrozol

[leri evre meme kanserinde tamoksifene alternatif olarak birinci secim
tedavide kullanilir. Klinik c¢alismalarda elde edilen cevap oranlart %9 ile %13
arasinda degismektedir (94, 95). Letrozolin 0.5 mg ve 2.5 mg/giin dozuyla
aminoglutetimidin 500 mg/giin dozunun karsilastiriligi randomize ¢aligma sonucunda
letrozoliin 2.5 mg/giin dozu klinik etkinlik agisindan en iistiin bulunmustur (96).
Ciddi yan etkiler aminoglutetimid grubunda daha fazladir. Yasam siiresi letrozol
grubunda aminoglutemid grubundan yaklasik bir yil daha uzundur. Letrozoliin iki
farklt dozuyla (0.5 mg ve 2.5 giin /giin ) megestrol asetat 160 mg /giin dozunun
karsilastirildigi c¢ift-kor randomize ¢alisma sonucunda da en iyi sonuglar letrozol 2.5
mg/giin grubunda elde edilmistir (97). Ciddi yan etkiler megestrol asetat grubunda
daha fazla goriilmistiir. Postmenopozol ileri evre meme kanserli hastalarda birinci
basamak tedavi olarak letrozol ve tamoksifenin karsilastirildigi bir ¢alismada letrozol
klinik fayda, objektif cevap orani ve progresyona kadar gegen siire yoOniinden
tamoksifenden daha iistiin bulunmustur (98). Bu sonuclara dayanilarak metastatik

meme kanserinin birinci basamak tedavisinde tercih edilebilecegi belirtilmistir.
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Lokal ileri evre meme kanserli, reseptor pozitif, operasyonu miimkiin
olmayan veya meme koruyucu cerrahi i¢in uygun olmayan hastalarda letrozol ile
tamoksifenin kiyaslandig1 bir calismada dort aylik tedavi sonrasinda klinik cevap
orani letrozol grubunda %55, tamoksifen grubunda % 36 bulunmustur (p< 0,001) (6).
Erb-1 ve Erb-2 pozitif olan timorler letrozolden (%88), tamoksifene (%21) kiyasla
daha fazla yarar saglamiglardir (99). Letrozol ve tamoksifeni postmenopozol meme

kanserli hastalarin adjuvan tedavisinde karsilagtiran ¢alismalar devam etmektedir.

Letrozoliin Etki Mekanizmasi

Nonsteroidal 3. jenerasyon bir aromataz inhibitoriidiir. Aminoglutemidden
200 kat daha aktiftir ve oral kullanima uygundur (70, 76). Plazma ve idrar 6stron ve
Ostradiol seviyelerini diisiiriicii etkisi, tedavinin ilk 24 saati i¢inde baslar (94). Serum
Ostradiol seviyesini diigiiriicli etki yoniinden fadrozolden 100 kat daha potenttir (95).
Progesteron ve kortikosteron diizeylerine etki etmez. Aldosteron sentezini Ostrojen

sentezini inhibe ettigi konsantrasyonlarin 10 bin katindan fazlasinda inhibe eder.

Letrozoliin Farmakolojisi

Oral kullanim sonrasi gastrointestinal kanaldan hizli ve tam olarak emilir.
Biyolojik yararlanimi %99.9°dur. Plazma proteinlerine baglanma oran1 %60’dir.
Sitokrom P450 enzimi ile metabolize edilir. Terminal eliminasyon yar1 omri
yaklagik 2 giindiir. Her giin 2.5 mg letrozol ile kararli plazma diizeyine 2-6 hafta
icerisinde ulasilir. Uzun siireli tedavide letrozol birikimi olmaz. Hastanin yas,
bobrek  fonksiyon bozuklugu ve orta derecede karaciger yetersizligi
farmakokinetigini  etkilemez. (100,101). Tamoksifenle birlikte verildiginde,
tamoksifen, letrozoliin plazma diizeyini %37.6 oraninda diisiiriir (102). Letrozolun

tamoksifen diizeyine etkisi yoktur.

Letrozoliin Yan Etkileri

Hayvan ve insan calismalarinda hicbir sistemik ve hedef organ toksisitesi
goriilmemistir. Bas agris1 ve gastrointestinal semptomlar baslica yan etkileridir. Hafif
ve orta derecede bulanti, bas agrisi, sicak basmasi, yorgunluk, kilo artig1 ve periferik

O6dem yapabilir (102).
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2.3.2.Steroidal Aromataz inhibitorleri

Aromataz sitokrom P-450 enziminin katalitik bolgesine kovalent baglarla
kalict olarak baglanarak aromataz aktivitesinin kaybina neden olur. Bu nedenle
inhibisyonun devamu i¢in siirekli ilacin bulunmasi gerekmez ve yan etkileri azdir.

Formestan ve ekzemestan bu grupta yer alir (68,70).

Formestan

Tamoksifene direngli ileri evre meme kanserinde kullanilir. Metastatik meme
kanserli hastalarda elde edilen cevap oranlar1 %23-37 arasinda degismektedir (103).
Cevap siiresi 8-14 aydir. Metastatik hastalik nedeniyle daha 6nce hi¢ kemoterapi
verilmemis, hormon duyarli postmenopozal hastalarda formestanin 2 haftada bir kez
uygulanan 250 mg'lik dozu tamoksifenin 30 mg/giin’liikk dozu ile karsilastirildiginda
yan etkilerin ayni siklikla goriildiigii ve her iki tedavi seg¢eneginin de iyi tolere
edildigi gozlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda kullanim rahatligi nedeniyle birinci

secenek tedavide tamoksifen onerilmistir (104).

Ekzemestan

Ileri meme kanserinin ikinci secim tedavisinde kullanilir. Faz II ¢alismalarda
elde edilen cevap oram1 %18'dir (105). Ikinci jenerasyon bir aromataz inhibitorii olan
ekzemestanin 25mg/giin'liik dozu ile megestrol asetatin 160 mg’lik dozunun
karsilastirildig1 aragtirmada ekzemestanin anlamli sagkalim yanisira diisiik oranda
goriilen yan etkileri nedeniyle ileri evre meme kanserinin ikinci basamak tedavisinde
iyi bir alternatif oldugu sonucuna varilmistir (106).
Ginlik 25mg ekzemestan viicut aromatizasyonunu %98 oraninda azaltir. Oral

biyoyararlanimi iyidir, hizla emilir. Genellikle kilo alimina neden olmaz (72,68).

2.4. Non-steroidal Antiinflamatuar flaclar (NSAII)

Aspirin, diger salisilatlar ve farkli yapisi olan yeni ilaglar antiinflamatuar
glukokortikoidlerden ayirt edilmek amaciyla NSAII olarak adlandirilirlar. Bu ilaglar
romatizmal hastalikla iligkili inflamasyon semptomlarin1 baskilamak i¢in
kullanilirlar. Bazilar1 agr1 (analjezik) ve ates (antipiretik) tedavisinde de yararlidir
(107). NSAil’lar siklooksijenaz1 bloke ettiginden prostoglandinlerin rol oynadig
inflamatuar reaksiyonlar1 kontrol altina alirlar (108). Fosfolipaz A, hiicre

membranindaki fosfolipidlere etki ederek arasidonik asitin ortaya ¢ikisina neden
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olur. Antiinflamatuar analjezikler siklooksijenaz enzimlerini inhibe ederler,
fosfolipaz A;’ye etki etmezler. Daha giiclii antiinflamatuar etki yapan glukokortikoid
ilaglar ise daha cok fosfolipaz A, enzimini inhibe ederek sadece siklooksijenaz
tiriinlerinin degil, ayn1 zamanda lipooksijenaz iiriinlerinin sentezini de azaltirlar
(109). Sekil 2.1°de hiicre membran fosfolipidlerinden arasidonik asit, prostoglandin
ve lokotrien sentezi ile bu yolakta antiinflamatuarlarin etki yerleri

goriilmektedir(110).

Hiicre membran fosfolipidlen

_ Steroidler
l Fostoipazlar inhibe eder

HETE: %— HFETE: =] Arzzidonik azit

5-Lipoksij¢nazlar Siklooksijenaz s

5-HETE #— 3.HPETE Prostoglandin G, (FGG;)
l ,
LTE: +— Likoinen A: (LTAL) Prostoglandn H- (FGH:)
LTC: e Ta
# Prostosiklir Tromboksan A
LTD. (PGILo) (TXAL)
l v
LTE: PGD,, PGE., PGF:

Sekil 2.1. Fosfolipidlerden prostaglandin ve 16kotrien sentezi ile antiinflamatuarlarin etki

yerleri-Ozen ve ark.(125)’den alinmistir.

2.4.1. Aspirin

Aspirin, NSAIll'lar iginde en fazla kullanilan1 ve en ucuz olanidir. Genellikle
ag1iz yolundan almir, parenteral preparatlari seyrek kullamilir. {lk tedaviye giren
NSAIl'dir ve analjezik antiinflamatuvar ilag olarak degerini korumaktadir.
Toksisitesi gorece diisiik bir ilagtir. Antipiretik etkisi de vardir. Aspirin COX-1 ve

COX-2 molekiiliinde, substrat arasidonik asidin ic¢ine girer, baglandigr kanal
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ceperindeki bir amino asid rezidiisiinii asetiller ve bu enzimleri geri-doniigsiiz
(irreversibl) inhibe eder; diger NSAli'lar ise geri-doniislii inhibisyon yapar.

Deneysel iltthap modellerinde aspirinin prostaglandin, prostasiklin ve
tromboksan sentezini inhibe ettigi kanitlanmistir. Aspirin  Trombositlerin
siklooksijenaz sistemini geri doniigsiiz, selektif ve giicli bir sekilde bloke eder.

Antiagregan etkisi diisiik dozlarda olusur (111).

Aspirinin Farmakokinetigi

[lag alindiktan 20 dakika gibi kisa bir siire sonra kandaki diizeyi, minimum
etkin diizeyin iistiine ¢ikar ve analjezik etki baslar. Absorpsiyon ince barsakta devam
eder. Aspirin karaciger ve kanda salisilata hidrolize edilir.

Aspirinden salisilatin eliminasyonu doza bagimli kinetik gosterir. Diisiik
dozlarda verildiginde karacigerde %80 oraninda glisin ile birlesmek suretiyle
salisiliirik aside doniislir ve bobreklerden bu sekilde itrah edilir. Yiiksek dozda
aspirin  verildiginde enzimatik mekanizmalar doyurulmus oldugu i¢in salisilat sifir
derece kinetigine gore sabit hizda metabolize edilir. Agizdan 300 mg dozunda
verildiginde eliminasyon yarilanma omrii 3 saat kadar oldugu halde 10 g dozunda

alindiginda bu stire 19 saate ¢ikar (111).

Aspirinin Kullanihs1

Aspirin agiz yolundan genellikle tablet seklinde wverilir, belirtilen dozlar,
gerektiginde 4-6 saatte bir tekrarlanir. Analjezik olarak kullaniligta giinliikk maksimal
dozu 4 g smirin1  gegmemelidir. Antitrombositik etkisi nedeniyle cesitli
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavi ve profilaksisinde gilinde veya gilin asir1
genellikle 80-325 mg gibi kiiclik dozda kullanilir. Retrospektif bir ¢alismada diisiik
dozda uzun siire aspirin kullananlarda kolonda polipozis ve kolorektal kanser
meydana gelmesi riskinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 ve bu bakimdan maksimum etkinin
haftada toplam 4-6 tablet alanlarda goriildugii saptanmistir. Bu etkinin nedeni tam
olarak bilinmemektedir. Ancak, insanda adenokarsinom dokusunda COX-2
ekspresyonunun belirgin derecede arttigi goriilmiistiir. NSAIl'larin antianjiogenik

etkisinin de sdzkonusu etkiye katkis1 olabilir (111).
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Aspirinin Yan Etkileri
1. Gastrointestinal Kanal Irritasyonu, Kanamasi ve Ulserojenik Etki:
Aspirin ve sodyum salisilat yaptiklar1 tahris nedeniyle, bulanti, kusma, epigastriumda
sigskinlik hissi ve dispepsiye neden olurlar.
2. Kanama ve Hemostaz: Aspirin diisik dozda alindiginda trombositlerin
agregasyonunu inhibe eder ve kanama zamanini (siiresini) uzatir. Heparin'in ve oral
antikoagiilanlarin  antikoagiilan etkisini potansiyalize eder. Yiiksek dozda
verildiginde karacigerde protrombin ve diger pihtilasma faktorlerinin (faktor VII, IX
ve X ve fibrinojenin) sentezini doza bagimli bir sekilde azaltir ve bu azalma K
vitamini ile tersine ¢evrilebilir. Protrombin zamanim1 ve koagiilasyon zamanini
uzatir.
3. Allerjik Reaksiyonlar: Aspirin alanlarda seyrek olarak allerjik reaksiyon gelisir.
4. Solunum Sistemi Uzerine Etkileri: Terapotik dozlarda alindiklarinda solunum
merkezini hafif stimule ederler.
5. Kardiovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri: Dolasan kan hacmini ve kalbin atis
hacmi ile birlikte kalbin is ytlikiinii artirir.
Aspirin ve diger NSAli'lar (COX-2 inhibitdrleri dahil), prostaglandin sentezini inhibe
etmelerine bagl olarak antinatriiiretik etkileri, su ve tuz retansiyonu yapmalar1 ve
vazokonstriksiyona egilim yaratmalari nedeniyle hipertansiyonlu hastalarda kan
basinct ylikselmesi olasiligini artirirlar (111). Gastrointestinal yan etki olasilig1 daha
diisiik oldugu icin tedaviye giren COX-2 inhibitdrlerinin, klasik NSAfi'lardan farkl
olarak 6ltimciil olabilen ciddi kardiyovaskiiler yan etkiler olusturdugu bildirilmistir.
Sozkonusu etkinin "grup" etkisi olabilecegi konusunda ipuclart bulunmaktadir ve
belirtilen ciddi yan etkileri nedeniyle farkli kimyasal yapida olan ¢esitli COX-2
inhibitorleri tedaviden ¢ekilmistir (111).
6. Salisilizm: Bas agrisi, bas donmesi, uyusukluk, gérme bulanikligi, isitme kayb1 ve
kulak c¢inlamasi, hiperventilasyon, bulanti, kusma ve bazen diyare ile kendini
gosterir. Aspirine bagh isitme kayb, ilag kesildikten sonra geger, isitme kaybi ve
kulak ¢inlamasi aspirin intoksikasyonunun erken isaretleri olarak kabul edilir. Doz
daha da artirilirsa dispne, abuk sabuk konugsma, eksitasyon, mani, haliisinasyon ve
deliryum ile karakterize agir zehirlenme tablosu belirir. Hipoalbuminemili hastalarda

salisilizm belirtileri daha diisiik dozlarda ortaya ¢ikar.
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7. Hepatotoksik Etki: Aspirinin ve diger NSAIl'larin (6zellikle nimesulid,
parasetamol ve sulindak) hepatotoksik etki potansiyeli vardir. Bu etkisi ¢ocuklarda
eriskinlerdekinden daha belirgindir. Yiiksek dozda salisilat tedavisi sonucunda
plazmada olusan 25-30 mg/dl konsantrasyonlarinda karaciger fonksiyon testlerinin
bozulmasi sik goriilen bir bulgudur. Nadir goriilen bir hepatoensefalopati tiirii olan
Reye sendromu gelisebilir.

8. Antinatriiiretik Etki ve Bobrek Zedelenmesi: Aspirin ve diger NSAIil’lar
(COX-2 inhibitorleri dahil), bobrekte PGE, ve PGI2 sentezini inhibe ederek
glomeriiler filtrasyon hizim1 ve bobrek kan akimini azaltabilirler. Bobrek
tubuluslarinda Na® ve su reabsorbsiyonunu artirabilirler ve itrahini azaltabilirler
(antinatriiiretik etki). Bu etkilere bagli olarak viicutta tuz ve su retansiyonu
yapabilirler. Yiiksek dozda ve Ozellikle predispozisyon yapan bir durum varsa
(yaslilik gibi), akut bobrek yetmezligine neden olabilirler.

9. Yara Nedbelesmesi: Antiinflamatuvar analjezik ilaglarin yara nedbelesmesi
tizerindeki etkileri deney hayvanlarinda ve genellikle aspirin disindaki ilaglar
kullanilarak incelenmistir. Nedbelesmenin siirdiiriilmesinde nedbe dokusundaki
hiicrelerde COX-2 enziminin indiiklenmesi rol oynar. NSAli'larin yukarida sayilan

olumsuz etkilerinin bu enzimi inhibe etmelerine bagli oldugu sanilmaktadir (111).

Aspirin ve Karsinogenez

Aspirin, ¢ok eskiden beri bilinen ve iyi tanimlanmig bir ila¢ olmasina karsin
prostoglandin sentezini inhibe ederek meydana getirdigi analjezik, antiinflamatuar,
antiagregan ve antipiretik etkilerine ilaveten anti-neoplastik etkisi de son zamanlarda
ortaya ¢ikmustir (112). Insanlarda aspirinin antikarsinojenik etkileri kolon {izerinde
yogunlagmistir. Yaymlarin biiylik bir ¢ogunlugunda kolorektal kanser riskinde
aspirine bagli olarak %40-60 arasinda bir azalma oldugu belirtilmektedir (113).
Kolorektal kanser riski ile aspirin kullanimi arasinda iligki sadece ilacin devamli
kullanildig1 durumlarda ortaya ¢ikmaktadir ve aspirinin kullanim siiresi ile ilgili
caligmalarda bir ka¢ yillik bir kullannmmm O6nemli bir koruma saglamadigi
goriilmiistiir. Diizenli bir sekilde 10 yil siireyle aspirin kullanimi risk faktoriinii
azaltmada basarili olmaktadir. Bazi calismalarda uzun siireli ve diizenli aspirin
kullanimi ile kanser riskinde biiylik bir azalma meydana geldigi belirtilmektedir

(114,115).
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Kullanilacak aspirin dozu hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Aspirinin diisiik
doz (325 mg ve/veya daha diisiik degerler) kullaniminda kolorektal kanserde
etkinligi olmadigin1 gbsteren calismalar yaninda diisiik dozlarda aspirinin etkinligini
gosteren ¢aligmalar da vardir (115-119).

Son zamanlarda tanimlanan bir enzim olan inducible siklooksijenaz 2'nin
(1ICOX-2) kolon tiimorlerinde ekspresyonunun arttigi tesbit edilirken COX-1" de
bdyle bir ekspresyon goriilmemistir. Bu bulguya dayanarak COX-2'nin tlimoriin
gelismesinde dnemli rol oynadig diisiiniilmektedir(120,121).

Kolon kanserleri iizerine, aspirinin kemopreventif etkisinin nasil oldugu
bilinmemesine karsin, neoplastik hiicrelerdeki degisiklikleri arasidonik asit
metabolizmasin1 ve platelet fonksiyonlarin1 etkileyerek yaptigi diisiiniilmektedir
(122,123).

Biyokimyasal olarak aspirin asetilleyici bir ajan olarak etki ederken,
farmakolojik olarak ise arasidonik asitten PG endoperoksitlerinin sentezini katalize
eden enzimlerin asetilasyonu iizerine 6nemli etki gosterir (124). Aspirinin bu 6zelligi
hiicre biiyiimesinin regiilasyonunda etkili olabilir. inflamasyon sirasinda hiicrelerin
aktivasyonu, COX-1 ve COX-2 'nin katalitik bolgesine serbest arasidonatlarin
baglanmasina neden olur. COX-1 cesitli dokularin hiicrelerinde devamli olarak
mevcut iken, COX-2 biiyiime faktorleri, sitokinler, timdr promoterleri ve mitojenle
uyarilabilir. Aspirin aktif bolgedeki serin'i asetilleyerek COX-1'1 irreversibl olarak
inhibe eder. Asetilize olmus COX-2, PGH2 olusumunu katalize edemez fakat
arasidonik asidin 15. karbon atomuna oksijen baglanmasini onler (125). Aspirin
lipoksijenaz yolunu etkilemedigi i¢in tedavi sonucunda lipoksijenazlar birikir.
Lipoksijenaz yolu metabolitlerinden olan 15 HETE' nin {iriinleri olan lipoksinler
inflamatuar cevapta Onemli rol oynar fakat bunlarin mitogenezisteki rolii heniiz
incelenmemistir (116). Aspirin COX-1 ve COX-2' nin inhibisyonu yolu ile hidroksi
asitlerin antiproliferatif etkisini arttirarak kolorektal kanserlere karsi koruyucu etki
gosterebilir. NSAII kullaniminin benign ve malign kolon tiimérii gelisimini azalttig
gdsterilmistir (115-117). Aspirin ve diger NSAil’larin kullanimi meme kanseri
gelisimini azaltmakla birlikte, COX-2 enzim inhibitorleri ile yapilan birincil 6nleme

calismalar1 devam etmekte olup sonuglar1 beklenmektedir.
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2.5.Immiinohistokimyasal Belirleyiciler ve Genel Ozellikleri

2.5.1.Sikloooksijenaz Enzim Sistemi

Sikloooksijenaz enzim sistemi COX-1 ve COX-2 enzimleri aracilifi ile
aragidonik asitten prostaglandinler ve tromboksan sentezini saglar (15). Her iki enzim
de siklooksijenaz ve peroksidaz aktivitesine sahiptirler. Bu enzimler sirasiyla aktive
olur ve Once arasidonik asitten prostaglandin G2 (PGG2) ve PGH: sentezlenir,
ardindan bir¢ok prostaglandinler (PGD2, PGE2, PGI2,) ve tromboksan A2 (TxA2)
sentezlenir.

COX-1 tim dokularda normal olarak bulunurken, COX-2 her dokuda
bulunmaz ve ancak bazi uyaranlarla sentezi artar. COX-2 normal olarak, beyin, testis
ve trakeada bulunur. Hiicre dis1 uyaranlar biiyltime faktorleri, sitokinler, hormonlar,
tiimor promoterleri, peroksizomal proliferatorler, hipoksi, iyonize radyasyon ve bazi
karsinojenler COX-2 sentezini arttirir (15,16). COX-2 uyarimi, transkripsiyon artigi
ve COX-2 mRNA’smin stabilizasyonuna yol agar. COX-1 ve COX-2 enzimlerinin
her ikisi de endoplazmik retikulumda bulunur. Hiicre i¢indeki birgok sinyal iletimi ve
metabolik yolaklarda O6nemli yerleri olan COX sisteminin, bir¢ok fizyolojik ve
patolojik olusumda yer almalari sasirtict degildir (14-17). Ozelikle hemostaz,
trombosit agregasyonu, bobrek ve mide fonksiyonlarinda, bagisiklik sisteminde,
kemik metabolizmasinda, iireme ve hormonal sistemde, inflamasyon ve kanserde
aktif rol alirlar. Ayrica COX enzim sistemi, hiicre icinde enerji transfer sistemi
oksidasyon reaksiyonlarin1 da aktive eder. Baz1 karsinojenler hiicre i¢indeki POX
adinda olduk¢a aktif peroksidaz adi verilen enzim sistemi araciligi ile
karsinogenezde rol alir. COX enzim sistemi POX aktivitesini arttirarak
karsinogenezde 6nemli rol oynar (17). NSAil’larm yaygin kullanimindan dolayi
epidemiyolojik ¢aligmalar neticesinde bir¢ok hastalik patogenezinde COX sisteminin
roliiniin oldugu gosterilmistir.

COX-2 artis1 kolorektal kanser, meme, prostat, mesane, mide, dzefagus, cilt,
karaciger, pankreas, beyin ve akciger gibi bir¢ok kanser tiirlinde gdsterilmistir.
Bir¢ok calismada NSAII kullanimmin kolorektal kanser gelisimini engelledigi
gosterilmistir (14,17). COX-2 ve kanser arasindaki iliski ilk olarak APC geni tasiyan
farelerde gosterilmis, COX-2 geni defektli olan farelerde adenomatéz polip

olusumunun belirgin olarak azaldigi ortaya konmustur (14). Bu sebeple klinik olarak
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ailesel adenomatdz polipozis sendromu olan hastalarda NSAII kullanimi1 polip say1
ve boyutlarinda belirgin azalma saglamistir. COX-2 asir1 artis1 karsinogenezde
onemli rol oynar ve COX-2 inhibitorlerinin kullanimi1 kanserin dnlenmesinde ve

tedavisinde firsat yaratmistir (14).

COX ve Karsinogenez

COX-2 ve karsinogenez ile ilgili birgok mekanizma one siiriilmiistiir. Yapilan
hayvan deneyleri ve insan ¢aligmalarinda COX-2 enziminin, hiicre proliferasyonu,
artmis anjiyogenez, defektif apoptoz, metastaz artisi, immiin supresyon, mutajenik
etki, oksidatif iiriinlerde artis ve aromataz enzim indiiksiyonu yaptig1 gosterilmistir
(14,126). Tim bu sistemlerin bir yada birka¢inin etkilenmesi karsinogenezde 6nemli

rol oynar (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Siklooksijenaz sistemi (COX-1 ve COX-2) ve Karsinogenez

mekanizmalari (126).

COX-2 ve Anjiyogenez

Anjiyogenez, yani yeni damar olusumu, kanserin gelisiminde, yayiliminda ve
invazyonunda 6nemli ve hayati rol oynar. Anjiyogenez, timor boyutu 2-3 mm iken
baslar. Tiimdr anjiyogenezi, eski damarlarin destabilizasyonu, vaskiiler endotelyal

hiicrelerin proliferasyonu ve endotel hiicrelerinin ekstraselliiler alana gocii ile baglar
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(14-17,126,127). COX-2 ve anjiyogenez iliskisi ilk olarak diklofenak kullanilan
COX-2 pozitif kolon kanser dizilerinde anjiyogenez azalmasi ile gosterilmistir.
Ardindan bir¢ok kanser tipinde COX-2 ile anjiyogenez belirleyicileri (VEGF, B-
FGF, TGF-B) aym1 anda gosterilmistir (128,129). Meme ve serviks kanserinde
mikrodamar yogunlugu (MVD) ile VEGF ve COX-2’nin birlikte artis1 gdsterilmis ve
kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (128,129). Kronik inflamasyon, sitokinler vb.
uyaranlar COX-2 artis1 yaparak prostaglandin artisina yol acar. TXA2, PGE2 ve PGI2
endotelyal hiicre go¢ili ve yeni damar olusumuna yol acarken, COX-2 direkt olarak
anjiyogenik faktorleri uyarir ve vaskiiler gecirgenligi arttirir. Tim bunlar
karsinogenez ve metastaz potansiyelini arttiran mekanizmalardir. Meme kanserinde
VEGF artis1 kotii prognostik parametre olarak bilinmektedir. COX-2 spesifik
inhibitdrlerinin timor anjiyogenezini inhibe ederek tiimdrde gerilemeye yol agtigi

gosterilmigtir (130-132).

COX-2 ve Hiicre Proliferasyonu

Yiiksek proliferatif timorler hiicre siklusunun S fazi ya da G1-2 arasinda
yiiksek mitotik kapasiteli tiimorlerdir. Bu tiimorler oldukga agresiftir. Bir o kadar da
tedaviye hassas tiimorlerdir. Proliferasyon kapasitesi; Ki-67, S fazi analizi ve ploidi
analizi ile ol¢iiliir. COX-2 ile artmis PGE2, hiicre proliferasyonunda artisa yol agar.
Meme epitel hiicrelerinde prostaglandinler, proliferasyon artis1 ve mitojenik etkiye
sebep olur. Prostaglandinler ayrica aromataz enzimi aktivitesini arttirip Ostrojen
sentezine yol acarak meme epitel ve tiimor hiicrelerinde proliferasyonu arttirir
(126,130). Ristimaki ve ark.(132)’lariin yaptig1 ¢alismada memede COX-2 ile Ki-67

ekspresyonu arasinda anlamli pozitif bir korelasyon saptanmistir (132).

COX-2 ve Apoptoz

Apoptoz programli hiicre 6liimidiir. Fizyolojik ve patolojik siire¢ler apoptotik
hiicre Sliimiinii etkiler. Timor gelisiminde anti-apoptotik mekanizmalar, 6nemli bir
yer tutar. Tiimor gelisiminde proliferasyon artisi ve antiapoptotik mekanizmalar
birlikte rol almaktadir. COX-2 iligkili apoptoz inhibisyonu bir¢ok timor dokusunda
gosterilmistir (16). Meme dokusunda antiapoptotik mekanizmalar ve proapoptotik
mekanizmalar COX-2 varligindan etkilenmektedir. Meme kanserinde PGE2, BCL-2
ve Mcl-1 (myeloid cell leukemia) protein artisina yol agarak COX-2 iliskili
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apoptozis inhibisyonundan sorumludur (16). COX-2 hiicre dongiisiinde G1 fazinda
yavaslamaya neden olarak apoptozda dirence sebep olur. NSAII tiimér dokusunda

apoptoz artist ve tiimdr regresyonuna yol agar (16,133).

COX-2, Aromataz Enzimi ve Ostrojen

Ostrojenler kadin reprodiiktif hayatimn baslangicindan itibaren dnemlidirler.
Ostrojenler kadinlarda meme ve endometrium kanserinden sorumlu en 6nemli
faktordiir (126). Her dokuz kadindan biri hayati boyunca meme kanserine yakalanma
riskine sahiptir. Tiim meme kanserlerinin 1/3’1i postmenopozal, meme kanserlerinin
de 2/3’ii 6strojen bagimlidir ve hormon reseptorleri pozitiftir. Ostrojen ve dstrojen
benzeri hormonlarin meme kanserine nasil yol actigi hala arastirilmaktadir.
Ostrojenler, hiicre iizerindeki etkilerini niikleer steroid reseptdrlerine baglanarak
yaparlar. Boylelikle, DNA transkripsiyonu, mRNA sentezi ve spesifik protein sentezi
sonucu meme epitel hiicreleri ve kanser hiicrelerinde proliferasyona yol acarlar.
Ostradiol en potent dstrojendir. Ostradiol kadinlarda sitokrom P450 enzim kompleksi
tarafindan (aromataz enzimleri) androjenden sentezlenir. Bu aromataz enzimi
premenopozal evrede en c¢ok overlerde ve plasentada, postmenapozal donemde
periferik yag dokusunda bulunur. Aromataz enzimi ayrica meme dokusunda da
bulunur. Lokal Ostrojen iiretiminin énemi arastirilmaktadir. Siklooksijenaz sistemi
araciligr ile (COX-2) lokal olarak tiimor dokusunda sentezlenen PGE2 nin aromataz
aktivitesini  arttirarak  Ostrojen  sentezini  arttirdigt  gOsterilmistir  (18-20).
Premenopozal kadinlarda serum Ostrojen seviyeleri ve meme kanseri riski arasindaki
iliski ile ilgili bilgiler tutarli degildir. Postmenopozal hastalarda yiiksek serum
Ostrojen seviyesi ve artmis meme kanseri riski ile ilgili ¢calismalar daha ¢ok ve
tutarhidir (134-136) Aromataz enzim aktivitesi tiimor dokusunda daha yiiksektir.
NSAIll’larin meme kanserinin gelisimini azaltmalari da bu enzimler arasindaki
iliskiyi ve patogenezdeki yerini agiklayabilir (137,138). Yapilan bir ¢alismada meme
kanserli dokularda, COX-2 diizeyi ile aromataz enzimi arasinda korelasyon
saptanmigstir (139). Her iki enzimin artmis aktivitesi meme kanseri gelisiminde ve
patogenezinde onemli rol oynamaktadir. Halen siirmekte olan klinik ¢aligmalarda
aromataz enzim inhibitdrleri ve COX-2 inhibitorlerinin meme kanserinde birlikte

kullaniminin sonuglar1 merakla beklenmektedir (140).
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2.5.2. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

VEGF, ozellikle endotel hiicreleri igin 06zgiin etkilere sahip olan
multifonksiyonel bir biiylime faktorii ailesidir. Endotel hiicresinin proliferasyonuna,
migrasyonuna ve differansiasyonuna neden olur (141). VEGF, hem gelisim sirasinda,
hem de yetiskinde vaskiilogenez ve anjiogenez i¢in dnemli ve gereklidir. Bu biiyiime
faktoriiniin, 6zellikle damar olusumunda kritik rol oynarken, endotel hiicrelerinin
yaptig1 bir ¢ok fonksiyonda da gerekli oldugu goriilmiistiir. Bunlar embriyogenez,
yara iyilesmesi, timor bilylimesi, miyokardial iskemi, okiiler neovaskiiler hastaliklar
ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuar hastaliklar1 da kapsayan fizyolojik ve

fizyopatolojik olaylardir.

VEGF Uyeleri ve Yapilari
VEGF, trombosit kaynakli biliylime faktorleri siiperailesinin 6nemli bir
tiyesidir. VEGF ailesi VEGF-A (Human-VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E ve plasenta biiylime faktorii (PIGF) adi verilen alti {iyeden meydana
gelmektedir (142-144).

VEGF Sentez Yerleri

Endotel hiicreleri i¢in 6nemli bir mitojen olan ve migrasyon etkisine sahip bu
faktor, fizyolojik olarak ovulasyondan hemen o©nce ovaryum follikiillerinden
salgilanarak yeni damarlarin olusumunu arttirmaktadir (143). Yine VEGF yetiskinde
akciger alveolar hiicrelerde, bobrek glomeriillerinde, proksimal tiibiillerde ve diisiik
seviyede de olsa karaciger hepatositleri ve beyinde gosterilmistir (144). Ayrica,
adrenal korteksin tiim hiicrelerinde ve testiste testosteron iireten leydig hiicrelerinde
VEGF yapimina ait mRNA’larin sentezlendigi gosterilmistir. VEGF, makrofajlarda,
arteriolleri ¢evreleyen fibroblastlarda, akciger bronsiyol epitelinde, koroid pleksus
epitelinde ve renal glomeriil visseral epitelinde bulunmaktadir (145).

VEGF mRNA’smin transkripsiyonu, PDGF, KGF, EGF, TNF-a, TGF- 1 ve
IL- B1 gibi cesitli faktorler tarafindan baslatilir. Bu maddeler mitojenik olmayip
VEGF salgilanmasin1 artirarak dolayli olarak mitojenik aktiviteyi artirmaktadir

(146). Protein biiylime faktorlerinin haricinde, forbol esterleri ve prostaglandin E,
(PGE,) gibi bazi kiiciikk mediatorlerin de VEGF ekspresyonunu diizenledikleri
saptanmustir (146).
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Hipoksi, VEGF ve reseptorlerinin yapimini indiikleyerek anjiogenezi baslatan
en etkili stimuluslardan biridir. Buna 6rnek olarak biiyiiyen tiimorlerin merkezlerinde
hipoksi olusmas1 ve hipoksiyi engellemek i¢in tiimor hiicrelerinden VEGF
ekspresyonu ile yeni damar yapimi gdosterilebilir. Yine tikanmis kalp damarlarina
bagli gelisen hipoksi sonrasinda da VEGF ekspresyonu artmaktadir. Hipoksinin
VEGF’i arttirma mekanizmasinin sadece bir kismi ¢oziilebilmistir. VEGF yapimi
hipoksi tarafindan tetiklenirken, karbonmonoksit (CO) tarafindan inhibe
edilmektedir (13,141). Hipoksinin yaninda diisiik pH ve sitokinler ile de VEGF
ekspresyonu artmaktadir (141).

Hipoksi; IL-1, endotelin-1, cAMP, Ca”", forbol esterleri, sitokinler, steroid
hormonlar, agir metaller VEGF yapimin1 uyarirken aktinomisin-D, Karbon monoksit

(CO), nitrik oksid (NO) ve cGMP VEGF yapimini inhibe eder (147).

VEGF ve Endometrial Anjiogenez

Normal menstriiel siklusun oldugu bir reprodiiktif yasamda, anjiogenez ve
vaskiiler degisim ile endometriumda yapim ve yikim, birbirini izleyen olaylar
kapsamaktadir. Proliferatif donemde endometrium fonksiyonel tabakasinda
anjiogenez olugmakta ve bu da endometrial kalinlig1 artirmaktadir. Sekretuar fazda
spiral arterioller uzamakta ve kivrimlar1 artmakta, ayn1 zamanda subepitelyal kapiller
pleksuslar olgunlagmaktadir. Postmenstriiel donemde anjiogenez tamir i¢in yeniden
baslamaktadir. Normal olmayan endometrial anjiogenez, anormal damar yapilarina
ve artmig damar gecirgenligine yol agmakta ve bunun sonucunda anormal uterin
kanama olugmaktadir (147). Ovaryan steroidler (dstrojen, progesteron) endometrial
VEGF yapiminda etkilidirler.

Menstriiel siklus boyunca endometrial VEGF seviyelerinin fazlar siiresince
degistigi bilinmektedir (148). Stromal VEGF ekspresyonu proliferatif fazda sekretuar
faza gore daha fazla olmaktadir (149). Stromal VEGF ekspresyonu proliferatif fazda
maksimum iken glandiiler VEGF ekspresyonu sekretuar donemde pik yapmaktadir
(150). Ostrojen VEGF sekresyonunu ve VEGF iceren hiicre sayisimi artirmaktadir
(151). Overleri alinmis farelere Ostrojen verilmesini takiben ilk 2 saatte VEGF
mRNA’s1 6zellikle stromal hiicrelerde artis gostermistir (152). Bununla birlikte 24
saat sonra stromal hiicrelerde VEGF saptanmazken liiminal epitelde VEGF mRNA

seviyesi olduk¢a artmis olarak saptanmustir . Insan endometrial hiicre kiiltiirlerinde
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ostrojenin VEGF ekspresyonunu stimiile ettigi bilinmektedir (153,154). Ostrojenin
VEGF ve endotel hiicre proliferasyonu iizerine hizli etkisi olmasma karsin
progesteron daha yavas ve daha az etkili olmaktadir. Farelerde yalniz progesteron
enjeksiyonu sonrasi VEGF mRNA artis1 24 saat sonrasinda ve baslica stromal
hiicrelerde  gelismektedir (155,156). Menstriiel siklusun diger fazlar ile
karsilastirildiginda premenstriiel donemden itibaren VEGF seviyelerinin belirgin bir
sekilde artmasi menstrilasyondan sonra endometriumun onarimi i¢in VEGF’nin

gerekli bir biiytime faktorii oldugunu gostermektedir.

2.5.3. Ki-67

Ki-67 proteini ilk defa Gerdes ve ark. (159) tarafindan kobayin Hodgkin
lenfoma hiicreleri ile immiinize edilmesi sonucu 1983 yilinda tarif edilmis ve ¢cogalan
biitiin hiicrelerde izlenmistir. Ki-67’nin hiicre proliferasyonunda énemli rol oynadigi

saptanmustir (158, 159).

Hiicre Siklusu Sirasinda Ki-67 Protein Ekspresyonu

Ki-67, ¢ogalan hiicrelerde goriilen bir ¢ekirdek proteinidir. Esas olarak Gi, S,
M ve G: fazinda goriiliir. Go fazinda yoktur. Hiicre proliferasyonunu dogru olarak
yansitan bir proteindir (160). Meme, prostat, kolon, akciger, karaciger ve gastrik
karsinomlarda, bazi lenfoma ve sarkomalarda oldugu gibi artmis proliferasyonun
oldugu ve bu vakalarda Ki-67 veya PCNA kullanilmak suretiyle yapilan
immiinohistokimyasal yontemlerle proliferasyon hizi ve prognoz hakkinda fikir

sahibi olunabildigi bilinmektedir (161-163,164).

2.5.4. BCL-2 Ve Apoptozis

Apoptoz, antiapoptotik ve proapoptotik proteinler arasindaki denge tarafindan
diizenlenir. Bcl-2 gen ailesi proteinleri (bcl-2, bel-xL, bax, bak, bad) apoptozun
diizenlenmesinde belirleyici bir role sahiptir (165,166). Gelisim ve diferansiyasyon
boyunca canliligin diizenlenmesinde fonksiyon goriirler. Normalde fetal ve erigkin
dokuda eksprese edilen bcl-2, hiicre proliferasyonuna neden olmadan hiicrenin
canliligini saglayan apoptoz inhibitoriidiir (167). BCL-2’nin overekspresyonu,
radyasyon, UV, p53, kemoterapotik ilaglar gibi degisik stimuluslar tarafindan
baslatilan hiicre 6limiinii engeller ya da belirgin bi¢imde azaltir (167, 168). Bunu

genel apoptoz yolunu kapatarak yapar (168).
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Normal Endometriumda Bcl-2

Bcl-2 ailesi apoptotik prosesi hem arttirmak hem de engellemek agisindan
onemlidir. Kromozom 18 iizerinde lokalize bcl-2 (B cell lymphoma/leukemia-2)
geni, bir hiicrenin apoptozise irreversible olarak sartlanmis olup olmadiginm
diizenlemektedir (169). Bcl-2 proteini apoptozisle iliskili molekiillerin belki de en iyi
karakterize edilmis olamidir ve veriler bcl-2 proteininin kesin olarak hiicre 6liim
slipresorii olarak rol oynadigini desteklemektedir. Bugiine dek bcl-2'nin insan
endometriumunda proliferatif faz sirasinda apoptozisi inhibe ettigi diisiiniildiiyse de,
insan endometriumundaki apoptozisin kesin mekanizmasi halen tam olarak
bilinmemektedir (170, 171). Endometrial bez ve stromal hiicrelerde siklik olarak
gbzlenen bcl-2, gec proliferatif fazda doruga ¢ikmakta ve gec sekretuar ve menstriiel
fazda azalmaktadir. Myometrial kas hiicreleri ise menstriiel siklus boyunca yeterli bir
bcl-2 immunoreaktivitesi sergilemektedir. Bundan dolay1 bcl-2 hem endometrial bez
hiicreleri hem de myometrial diiz kas hiicrelerinin yasamasi i¢in esansiyel bir gen
tiriinii olabilir (172,173). Bir calismada, bcl-2’nin siklik sekilde ortaya c¢ikisinin
levonorgestrel kullanimindan sonra gerceklesmedigi gosterilmistir (174). Bu da
steroid hormonlarin sabit sekilde uygulanmasinin, bcl-2’nin eksprese edilmesini
etkiledigini gostermektedir. Immiinohistokimyasal boyama yontemi kullanilan
normal endometriumun fonksiyonel tabakasinda bazal tabakasina gore, bcl-2, Fas ve
kaspas-3’lin farkli diizeylerde ekspresyonu gozlemlenmistir (174). Antiapoptotik
protein olan bcl-2’nin bazal tabakada daha fazla eksprese edildigi, buna karsin 6liim
reseptorii olan Fas ve kaspas-3'lin endometriumun fonksiyonel tabakasinda daha
yiiksek diizeyde bulundugu aymi calismalarda goriilmistir. Bu sonuglar
endometriumun fonksiyonel biyolojisi ile ¢ok iyi uyum saglamaktadir. Menstruel
siklus boyunca, bazal tabaka daha sabit oldugu icin apoptozis bu tabakada daha az
olmakta, buna karsin siklik biiylime, diferansiasyon ve dokiilme yasayan fonksiyonel
tabakada apoptozis daha yiiksek oranda goriilmektedir.

Bugiine kadar bcl-2 ailesinin 15 geni tarif edilmistir. Bcl-2 gen ailesinin diger
tiyeleri, bel-2’den bagimsiz olarak ya da bcl-2’nin gorevlerinin tamamlayicisi olarak,
apoptozis mekanizmalarini kontrol etmede rol almaktadirlar. Bel-2 ailesinin iiyeleri,
homodimerik ve heterodimerik baglantilarla haberlesmektedirler. Boylece bir

hiicrenin potansiyel bir apoptotik stimulusa duyarliligi, o hiicrede o andaki
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proapoptotik ve antiapoptotik bcl-2 aile iiyeleri ile saptanabilir (173). Endometrial
bez hiicrelerindeki bcl-2’nin siklik bir sekilde aktive edilmesi, siklus sirasinda
Ostrojen ve progesteron reseptdr paternindeki degisikliklerle iligkilidir. Bu konuda
yapilan c¢alismalarda, antiprogestin ile tedavi edilmis hastalarin endometrial
glandiiler ve yiizey epitelinde, bcl-2 proteininde artis gozlenmistir. Yine bu
caligmalar, bcl-2 protein aktivitesinin Ostrojen ile arttigi, progesteron ile

baskilandigin1 géstermektedir (170, 175, 176).

2.5.5. PECAM (CD-31)

PECAM-1; dolasimdaki platelet, monosit, nétrofil ve bazi T hiicre alt
tiplerinin ylizeyinde eksprese edilen Ig siiperailesinin 130 kD agirligindaki tiyesidir.
Ayrica endotelial hiicre interselliiler bileskesinin ana bilesenlerindendir (177).
PECAM-1; kromozom 17’nin uzun kolu ucunda bulunan bir gen tarafindan kodlanir
(178). Ana yapist 1990°da belirlendikten sonra PECAM-1; Ig siiperailesinin {iyesi

olan tip I transmembran hiicre adezyon molekiilleri olarak siniflandirilmistir (179).

Endotelial Hiicrelerde PECAM-1’in Fonksiyonu

PECAM-1 inflamatuar olaylarda lokositlerin ekstravazyonuna yol agan
adezyon kaskadina katilan ana molekiillerdendir. Muller ve ark. (180) PECAM-1’¢e
spesifik antikorlarla 6n islem yapilmis monosit veya nétrofillerin kantitatif bir invitro
transendotelial migrasyon testinde bir endotelial hiicre tabakasindan gog¢iiniin inhibe
oldugunu gosteren ilk ¢alismacilardir. PECAM-1"e kars1 antikorlarin 3 farkli intakt
sigan inflamasyon modelinde insan deri greftlerinde, alveolar kompartmanda ve
peritoneal boslukta nétrofil birikimini onledigi gosterilmistir (181). PECAM-1"e
kars1 antikorlarin siganda iskemi-reperfiizyon hasar1 modelinde myokardiyal infarkt
boyutunu azalttigi gosterilmistir (182). Bu calisma sonucunda akut ve kronik
inflamatuar durumlarin tedavisinde PECAM-1"in adheziv ve/veya sinyal 6zelliklerini
aktive veya antagonize edecek ajanlar olusturulmasi ilgi ¢ekmeye baglamistir (183).
Ismi platelet endoteliyal hiicre adezyon molekiilii olsa da PECAM-1’in platelet
fonksiyonunda roliine dair ashinda higbir sey bilinmemektedir, ancak son
calismalarda f3 integrin fonksiyonunu diizenleyen bir agonist reseptdr gorevine sahip
olabilecegi bildirilmistir (183). PECAM-1’in adheziv ve sinyal 6zellikleri iizerine

son caligmalar vaskiiler hiicre biyolojisindeki roliinii daha iyi anlayabilmemizi
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saglamistir. Yine de PECAM-1 homofilik etkilesimlerine aracilik eden ekstraselliiler
domenin spesifik bolgelerinin tanimlanmasi ve ayrica PECAM-1’1n rol aldig1 sinyal
transdiiksiyonu sirasinda meydana gelen spesifik molekiiler olaylarin aydinlatilmasi
icin baska calismalar gerekmektedir. PECAM-1"in hangi mekanizma ile adheziv ve
hiicre modiilasyonu etkilerinin gergeklestigine dair bilgilerimiz arttikca bu hiicre
adezyon reseptoriiniin trombozis, homeostazis, immunite ve inflamatuar cevaptaki

roliine dair bilgilerimiz de artacaktir (183).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneklerin Hazirhg:

Bu calismada agirligi 200 — 250 gram arasinda degisen yetiskin nullipar
Sprague Dawley tiirii disi ratlar kullanildi. Ratlar Tibbi ve Cerrahi Deneysel
Arastirma Merkezi (TICAM)’ nden saglandi. Deney baslayincaya kadar bakimlar
ad1 gecen merkezde yapildi. Rat deneyi igin yapilacak tiim islemler, Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ ndan 17/12/2008 tarih ve 89
dosya kayit ve karar numarasi ile izin alindiktan sonra ¢alismaya baslandi. Denekler
12 saat aydmlik/karanlik isiklandirmasi olan, 1sis1 24+2°C ve nemi %55+5 olarak
ayarlanmig ortamda yasatildi. Hayvanlar deneye baglamadan 1 hafta 6nce kafeslere
konularak ortam kosullarina adaptasyonlari saglandi. Su ve besin ihtiyaclart giinliik
olarak saglandi ve saglik durumlar1 kontrol edildi (Sekil 3.1). Deneyin basinda ve

sonunda viicut agirliklar tartildi. Deney sonunda uterus agirliklart 6l¢iildii.

Sekil 3.1. Deneklerin Beslenme Ve Barinma Kosullari

Her grupta 10 denek olmak {izere ratlar 7 gruba ayrildi. Gruplar, 7 ayn
kafeste muhafaza edildi. Deneye baglamadan 6nce 6n deney yapildi. On deney ile
calismanin yapilabilir oldugu goriildiikten sonra ¢aligsma baslatildi. Toplam 70 denek
ile arastirmaya baglandi ve bir denegin O6lmesi nedeniyle 69 denek ile g¢alisma
tamamlandi. Bilateral ooforektomi iglemine anestezi saglandiktan sonra insizyon

bolgesinin hazirlig1 yapilarak baslandi (Sekil 3.2.). Ardindan laparotomi ile overlere
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ulasildi, etraf yag dokunun uzaklastirilmasindan sonra overler bilateral baglandi
(Sekil 3.3). Bilateral ooforektomi sonrasi batin kapatildi (Sekil 3.4). Otuz giin
stireyle operasyon sonrast bakim ve beslenme saglandi, giinliik enjeksiyonlar 30 giin
boyunca her giin aym saatte olmak iizere Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi (ESOGUTF) Farmakoloji boliimiinden Yrd. Dog¢.Dr. Engin Yildirim
tarafinca yiiriitiildii. Deneklerin, son uygulamalar (intrakardiak kan O6rneginin
alinmasi ve uterusun ¢ikarilmasi islemi) baglamadan 18 saat once kat1 besin, 2 saat

once de su alimlan kesildi.

Sekil 3.2. Deneklerin Ooforektomi Amagli Operasyon Hazirligi

Sekil 3.3. Etraf Yag Dokunun Siyrilmasi ve Over ligasyonu
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Sekil 3.4. Bilateral Ooforektomi ve Insizyonun Kapatilmasi

3.2.Kimyasal Madde ve Uygulanmasi

Deney gruplarinda biitiin ilaglarin ¢oziicii kimyasal maddesi olarak
dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma Chemical Co. St. Louis, USA, 48H0074, 11)
kullanildi ve DMSO’nun tek basina uygulandigi  ikinci bir kontrol grubu
diizenlendi. Otuz giin boyunca intraperitoneal (i.p.) olarak ve gruptaki her hayvana
esit miktarda (0,02ml) olacak sekilde DMSO verildi. DMSO grubunun
olusturulmasinin asil amaci ilaglarin ¢oziinmesinde kullanilan DMSO’ ya bagh
olarak meydana gelebilecek histopatolojik degisikliklerin ilaclara bagli gelisen
etkilerden ayirtedilmesiydi. Dozlarin miktarlari 6n ¢alisma ile belirlendi.
Enjeksiyonlar, her bir hayvan icin ayr1 enjektorler kullanilarak ve her giin ayn1 saatte
yapildi. Deneyde belirtilen siire sonunda sakrifikasyon iglemi Oncesi anestezi igin
ketamin 90 mg/kg (Ketalar, 50 mg/ml, flakon, Pfizer) ve xylazine 10 mg/kg
(Rompun, %2’ lik injeksiyonluk solusyon, Bayer) kullanildi.

3.3. Deney Gruplar

1. Kontrol (Serum fizyolojik) grubu (n=10): On adet Sprague Dawley sicana her
giin saat 07.00-09.00 arasinda 1ml/kg/giin serum fizyolojik intraperitoneal yolla 30
giin siireyle uygulanda.

2. Kontrol (Dimetil siilfoksit) grubu (n=10): On adet Sprague Dawley sicana her
giin saat 07.00-09.00 arasinda 1mg/200 gr si¢an agirligi/giin dimetil siilfoksit (Sigma
Chemical Co. St. Louis, USA, 48H0074) intraperitoneal yolla 30 giin uyguland.
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3. Tamoksifen grubu (n=10): On adet Sprague Dawley sicana her giin saat 07.00-
09.00 arasinda 1mg/200 gr sican agirhigi/giin Tamoksifen ( Sigma, St. Louis, USA)
intraperitoneal yolla 30 giin uygulandi.

4. Letrozole grubu (n=10): On adet Sprague Dawley si¢ana her giin saat 07.00-
09.00 arasinda 0,1mg/200 gr sigan agirhigi/giin letrozol (Sigma, St. Louis, USA )

intraperitoneal yolla 30 giin siireyle uygulandi.

5. Aspirin grubu (n=10): On adet Sprague Dawley si¢ana her giin saat 07.00-09.00
arasinda 2mg/200gr sican agirlhigi/giin - aspirin  (Sigma, St. Louis, USA)
intraperitoneal yolla 30 giin siireyle uygulandi.

6. Tamoksifen+Aspirin grubu (n=10): On adet Sprague Dawley si¢ana her giin saat
07.00-09.00 arasinda 1mg/200gr Tamoksifen (Sigma, St. Louis, USA) sican
agirhig/glin - intraperitoneal yolla, 2mg/200gr Aspirin sican agirligi/giin
intraperitoneal yolla 30 giin siireyle uygulandi.

7. Letrozole+Aspirin grubu (n=9): On adet Sprague Dawley sicana her giin saat
07.00-09.00 arasinda 0,1mg/200gr Letrozole (Sigma, St. Louis, USA ) si¢an
agirhigi/glin intraperitoneal yolla, 2mg/200gr sigan agirhigi/glin Aspirin (Sigma, St.
Louis, USA) intraperitoneal yolla 30 giin siireyle uygulandi. On hayvan ile baglanan

grupta enjeksiyonun 21. giiniinde bir denek kaybedildi.

3.4.intraoperatif Makroskopik Degerlendirme ve Uteruslarin Cikarilmasi

Yiiksek doz eter ile anestezi saglandiktan ve intrakardiyak kan ornekleri
alindiktan hemen sonra servikal dislokasyon uygulandi ve ardindan laparatomiye
gecildi. Farkli gruplarda elde edilen intraoperatif makroskopik bulgular kaydedildi.
Daha sonra uterin dokular hizli bir sekilde c¢ikarildi. Materyaller yag dokudan

arindirildiktan sonra dokular hassas terazi ile tartilarak agirliklar1 kaydedildi.

3.5. Dokularin Takibi ve Immiinohistokimyasal Boyama

Cikarilan uterin dokular %10’luk formalinde fikse edildi. Ardindan her bir
uterin horndan patolojik degerlendirme i¢in tiim katlar1 (endometrium, myometrium,
seroza) iceren multipl O6rnekler alindi. Bir gecelik doku takibi ardindan bloklama
yapildi. Mikrotomda 4 mikron kalinliginda kesitler alindi. Hematoksilen-eosin ile

boyama yapilarak kesitler 151k mikroskobunda degerlendirildi.
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Daha sonra 3 mikron kalinliginda yeni kesitler alinarak COX-2 (klon: SP21,
diliisyon: 1/50, Neomarkers, USA), Ki-67 (klon: SP6, diliisyon: 1/150,
SpringBioscience, USA), Bcl-2 (klon: C21, diliisyon: 1/50, SantaCruz, USA).
PECAM-1 (klon: M-20, diliisyon: 1/100, SantaCruz, USA) ve VEGF (poliklonal,
diliisyon: 1/150, Neomarkers, USA) belirleyicileri ile immiinohistokimyasal boyama
yapildi. Immiinohistokimyasal ¢alisma i¢in ABC (Avidin Biotin Complex) yontemi
kullanildi.

Kesitlerin almmasimi takiben sirasiyla distile su ile 1 dakika, hidrojen
peroksidaz %3 ile 10 dakika, distile su ile 1 dakika, Phosphate buffer salin (pH:7.4)
ile 2x3 dakika, blocking soliisyonu ile 5 dakika islem yapildi. Primer antikorlar ile
60 dakika siireyle inkiibasyon islemi uygulandi. Ardindan phosphate buffer salin ile
2x3 dakika, link solusyonu ile 20 dakika, phosphate buffer salin ile 2x3 dakika,
streptavidin ile 20 dakika, phosphate buffer salin ile 2x3 dakika, AEC chromogen ile
3 dakika, distile su ile 2x1 dakika, hematoksilen boyasi ile 30 saniye, distile su ile
3x1 dakika islem yapildi. Havada kurutulup aqueous mounting medium 5 damla
damlatilarak lamel ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar trinokiiler aragtirma
mikroskobu ile incelendi, ardindan dijital goriintileme ve analiz sistemi ile

bilgisayar ortaminda argivlendi.
3.6. immiinoreaktivitenin Degerlendirilmesi

3.6.1. VEGF , COX-2 ve BCL-2

Immiinohistokimyasal ~degerlendirme liiminal ve glandiiler epitelde,
stromada, damar endotelinde ve myometriumda boyanma siddetine gore yapildi.
Negatif boyanma 0, zayif boyanma 1, orta siddette boyanma 2, siddetli boyanma 3

olarak skorlandi.

3.6.2. Ki-67

Immiinohistokimyasal boyamaya ait kesitler kii¢iik biiyiitme ile taranarak
liminal ve glandiiler epitelde, stromada ve myometriumda boyanmanin en yogun
oldugu alanlar belirlendi. Boyanmanin en yogun oldugu 3 alanda niikleer boyanma

gosteren hiicre yiizdesi x200 biiyiitmede belirlenerek ortalamasi alindi.
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3.6.3. PECAM-1

Immiinohistokimyasal boyamaya ait kesitler kii¢iik biiyiitme ile taranarak
endometrial stromada damarlanmanin en yogun oldugu alanlar belirlendi.
Damarlanmanin en belirgin oldugu 3 alanda (hot spot) damar sayis1 x400°lik
biiyiitmede belirlenerek bunlar i¢inden en yiiksek deger esas alindi.

Rutin patolojik inceleme ve immiinreaktivite degerlendirmeleri Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi (ESOGUTF) Patoloji Anabilim Dali &gretim
iiyesi Dog. Dr. Mustafa Agikalin ve Ogretim Gérevlisi Dr. Evrim Ciftci tarafindan
yapildu.

3.7. Biyokimyasal inceleme

Biyokimyasal incelemeler, ESOGUTF biokimya laboratuarinda diizenlendi. Alinan
serum Orneklerinden immiinoassay yontemi ile (INVITROGEN firmasina ait
immunoassay kit Catolog KRG0111) RAT VEGF —C antikoru ¢alisildi. Alinan kan
ornekleri 3000 rpm’de santrifiij edildi. Serum Ornekleri tiiplere konularak -80
derecede caligma siiresine kadar saklandi. Numuneler ¢calismadan 6nce bir giin oda

sicakliginda bekletilerek ¢aligmaya hazirlandi.

3.7.1. Reagent ( Calisma Reaktifi ) Hazirlanmasi
e Wash buffer (yikama soliisyonu) hazirlanmasi: 50 ml’lik wash buffer
solusyonu 950 ml distile su ile sulandirilip hazir hale getirildi.
e VEGF-C standardi 6nerilen sekillerde distile su ile sulandirildi.
e Biotin konjugati: Temiz plastik tliplerde biotin konjugati, assay buffer ile
1:100 diliie edildi.
e Streptavidin-HRP : Streptavidin Onerilen sekilde assay buffer ile 1:400 diliie
edildi.
3.7.2. Biokimyasal Calisma Basamaklar
1-Reagentlar kullanilmadan 6nce hazir hale getirildi.
2-Mikrovelleri 2 defa 300 ul wash buffer ile yikandi ve kurutma kagidiyla
kurutularak hemen ¢alismaya baglandi.
3- Standartlarin seri dillisyonu yapildu.
4-Wellere sample diluenti ( 50 pl) eklendi.
5-Ornekler pipetlendi( 50 pl).
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6-Hazirlanan biotin konjugat1 biitiin wellere pipetlendi.

7-Plate’nin tlizeri kaplandi, oda sicakliginda, mikroplate shaker ‘da 2 saat
inkiibasyona birakildu.

8-Inkiibasyondan sonra weller almip 3 defa yikama islemi yapild.

9-Hazirlanmis Streptavidin HRP (100 pl), biitiin wellere eklendi.

10-Plate kapatilip oda sicakliginda, shakerde 1 saat inkiibasyona birakildi.

11-Inkiibasyondan sonra plate 3 defa yikandh.

12-TMB substrat solusyonu ( 100 pl ) biitiin wellere pipetlendi.

13-10 dk oda sicakliginda shaker’da 1siktan koruyarak inkiibasyona birakildu.

14-Stop solusyonu ( 100ul) her wele pipetlendikten hemen sonra okundu.

15-450 nm’de plate okuyucuda okutuldu ve kalibrasyon grafiginden sonuclar

degerlendirildi, sonuglar pg/ml olarak verildi.

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 13.0
paket programui ile yapildi. Veriler median ve 25. persantil ve 75. persantil olarak ve
ortalama + standart hata olarak sunuldu. Elde edilen verilerin 6nemliligini
belirlemede deneklerin 0., 2. aydaki viicut agirliklar1 ve 2. aydaki uterin agirliklarinin
karsilastirilmasinda eslestirilmis t testi, tek yonlii varyans analizi ve Tukey coklu
karsilagtirma testi, immunohistokimyasal bulgularin analizinde Kruskal Wallis testi,
biokimyasal analizin yapilmasinda Mann Whitney U testi kullanildi. P<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Deney baslangicinda gruplar olusturulduktan sonra deneklerin agirliklari

kaydedildi. Otuz giinlik  postoperatif bakim ve takip sonrasi enjeksiyon

donemine gegildi. Otuz giinliik enjeksiyon donemi sonrasi denekler tekrar tartildi.

Laparotomi ile uterin dokular ¢ikarildi ve hassas terazi ile tartilarak agirliklar

kaydedildi.

4.1. Gruplarin Intraoperatif Makroskopik Degerlendirme Bulgular

SF grubunda uteruslar soluk, atrofik goriiniimde, bikornulari ince, uterus
etrafi dokularda vaskiilarizasyon normal idi. Batin i¢i yapigiklik minimal,

uterus etrafinda yaygin yag planlart mevcuttu.

DMSO grubunda uteruslar dogal goriinlimde ve vaskiilarizasyonu normal

olup batin i¢i yapisiklik izlenmedi.

Tamoksifen grubunda uteruslar hipertrofik goriiniimde, uterin kornular
kisalmig, uterus etrafi dokularda vaskiilarizasyon ve batin i¢i yapisiklik

artmust.

Letrozole grubunda uteruslar atrofik, uterin kornular incelmis ve uzamis
goriiniimdeydi. Iki denekte, diger gruplarda olmayan, mesane igini tamamen

dolduran tas izlendi. Batin i¢i yapisiklik minimal idi.

Aspirin grubunda uteruslar hipertrofik goriinimdeydi. Uterus etrafi yag
planlarinda vaskiilarizasyonda artis izlendi, batin i¢i yapisiklik yoktu ve

batina girildiginde pelvik organlara ¢ok rahat ulasildi.

Tamoksifen+aspirin grubunda batina girildiginde frozen pelvis hali izlendi,
yaygin adezyonlar vardi, uteruslar atrofik gorlinimde, uterin kornular

uzamisti.

Letrozole+aspirin grubunda batin i¢i yapisiklik orta derecede izlendi.

Uterus atrofik, uterin kornular incelmis goériiniimdeydi.



Tablo 4.1. Deneklerin Ooforektomi Oncesi (0.ay) ve Enjeksiyon Sonrasi

(2.ay) Agirliklarinin Gruplara Gore Karsilastirilmalar

(Ortalama +Standart Hata)

DENEY
GRUPLARI

1-SF
2-DMSO
3-TAM
4-LET
5-ASPIiRIN
6-TAM+ASP

7-LET+ASP

ISTATISTIK
P

DENEKLERIN
OOFOREKTOMIi

ONCESI

AGIRLIKLARI

(GR)
221,6+4,3

222,6+4,6

230,0+4,2

241,5+7,1

240,2+7,3

245,4+7,0

235,0+£6,9

F=2,39
P>0,05

DENEKLERIN
ENJEKSiYON
SONRASI
AGIRLIKLARI
(GR)

239,9+9,1
236,7+4,1
215,3%6,6
250,1+4,6
244,3+6.6
227,8+5.9

238,6+9,3

F=2,89
P>0,05

F=Tek yonlii varyans analizi istatistigi, T= Eslestirilmis t testi

Deneklerin ooforektomi Oncesi (0.ay), enjeksiyon sonrasi (2.ay) agirliklari

istatistik
P

T=-2,137
p>0,05
T=-3,154
P<0,05
T=1,842
p>0,05
T=-1,130
p>0,05
T=-0,485
p>0,05
T=2,342
P<0,05
T=-0,318
p>0,05
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Tablo

4.1.°de verilmistir. Tablo 4.1.°de goriildiigii gibi 0. ve 2. aydaki agirliklar

karsilagtirildiginda DMSO ve Tam+Aspirin gruplarinda anlamli fark gozlenmistir

(p<0,05). Gruplar arasinda 0. ve 2. aydaki agirliklarin karsilagtirilmasinda gruplarin

agirliklar1 arasinda fark olmadigi goriilmiistiir (P>0.05). Enjeksiyon sonrasi 2. ay

agirliklar acisindan degerlendirildiginde tamoksifen grubunun hem letrozol hem de

aspirin grubundan daha diisiik agirlikta oldugu goriilmekle birlikte sadece 2. ay

sonunda dlgiilen tamoksifen+aspirin grubunun kilo kayb1 anlamlidir (P<0,05).

Sekil 4.1°de deneklerin viicut agirliklarinin 0. ve 2. ay degerlerinin karsilastirilmasi

yapilmistir.



T

DMSO T.

ASPIRIN TAM+ASP LET+ASP
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Sekil 4.1. Deneklerin 0. ve 2. Ay Viicut Agirliklarinin Karsilastirilmasi (p>0,05).

Tablo 4.2. Deneklerin Uterus Kuru Agirliklariin Gruplara

Gore Karsilagtirilmalar1 (Ortalama +Standart Hata)

UTERUS KURU

DENEY GRUPLARI AGIRLIGI
(GR)
1-SF 1,25+0,07
2-DMSO 1,06+0,08
3-TAM 1,25+0,03
4-LET 1,13+0,09
5-ASPiRIN 1,24+0,08
6-TAM+ASP 1,24+0,05
7-LET+ASP 1,08+0,07
ISTATISTIK F=1,58
P>0.05
P

F=Tek yonlii varyans analizi istatistigi
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Tablo 4.2.” de goriildiigii gibi letrozol ve letrozol+aspirin grubunda uterin agirliklar diger
gruplarla kiyaslandiginda azalmistir ancak gruplar arasinda uterin agirliklar agisindan

anlamli fark saptanmamustir (P>0.05).

4.2. Gruplara Ait Mikroskopik Bulgular

4.2.1. SF Grubu

1. Endometrial liiminal epitel 5 olguda yiliksek kolumnar, 5 olguda algak
kolumnar olarak bulundu (Sekil 4.2).

2. Endometrial glandlar kiiboidal epitel ile doseli ve tubuler yapida idi.

3. Stroma 6 olguda fibrotik, 4 olguda ise selliiler goriinlimdeydi.

4. Olgularin 5’inde epitel igerisinde 10kositik infiltrasyon ve hiicre kirintilari,

eozinofiller ve 1 olguda ek olarak mikroabseler (akut endometrit) izlendi

(Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. SF Grubu: Liiminal ve glandiiler epitel algak kolumnar
ozelliktedir. Stromada az sayida pigment yiiklii histiyosit
mevcuttur (H&Ex200).
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Sekil 4.3. SF Grubu: Glandiiler liimenlerde nétrofil
kiimeleri izlenmektedir (H&Ex200).

4.2.2. DMSO Grubu

Endometrial liiminal epitel 2 olguda yiiksek kolumnar, 8 olguda algak
kolumnar olarak bulundu (Sekil 4.4).

Glandlar kiiboidal epitel ile doseli olup tubuler yapida idi.

Olgularin 5’inde stroma fibrotik goriiniimde, 5 olguda ise selliiler idi.
Olgularin 2’sinde endometrial stromada eozinofiller bol olarak izlendi.

Olgularin 2’sinde epitel igerisinde notrofiller izlendi.
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Sekil 4.4. DMSO Grubu: Liiminal epitel algak kolumnar 6zelliktedir.

Stromada az sayida pigment ytiiklii histiyosit mevcuttur

(H&E x200).

4.2.3. Tamoksifen Grubu

. Endometrial liiminal epitel yiiksek kolumnar, eozinofilik bol

sitoplazmali olarak saptandi (Sekil 4.5).

Glandiiler epitel yiiksek kolumnar olup tubuler yapida idi.

Gland sayisinda azalma ve hafif bag dokusu artis1 izlendi.

Olgularin birinde stroma fibrotik, 9 olguda ise selliiler goriintimde idi.
Olgularin 3’iinde liiminal epitelde skuamo6z metaplazi izlendi.

Olgularin 1’inde endometrial stroma ve gland liimenlerinde bol nétrofil

izlendi.
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Sekil 4.5. Tamoksifen Grubu: Liiminal epitel yiiksek kolumnar

ozelliktedir. Stromada eozinofiller mevcuttur (H&Ex200).

4.2.4. Letrozol Grubu

Endometrial liminal epitel yiiksek kolumnar olarak bulundu (Sekil 4.6).
Glandlar kiiboidal epitel ile doseli ve tubuler yapida idi.

Stroma genellikle fibrotik goriiniimde idi.

Olgularin birinde glandlarda nétrofil kiimeleri izlendi.
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Sekil 4.6. Letrozol Grubu: Liiminal epitel yiiksek kolumnar 6zelliktedir.
Glandlar tiibuler yapida olup kuboidal epitel ile doselidir.
Stromada az sayida pigment yiiklii histiyosit mevcuttur

(H&E x100).

4.2.5. Aspirin Grubu

. Endometrial liiminal epitel 6 olguda al¢ak kolumnar, 4 olguda yiiksek
kolumnar olarak bulundu.

. Glandiiler epitel kiiboidal veya algak kolumnar olup tubuler yapida idi.
Stroma fibrotik gdriiniimde idi.

. Olgularn 3’linde liimen ve glandlarda az sayida nétrofil izlendi

(Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Aspirin Grubu: Liiminal epitel yiiksek kolumnar 6zellikte ve

bol eosinofilik sitoplazmaya sahiptir. Glandiiler epitel algak
kolumnardir. Stromada pigment yiiklii histiyositler ve

eozinofiller yer almaktadir ( H&E x 200).

4.2.6. Tamoksifen+Aspirin Grubu

. Endometrial liiminal epitel yiiksek kolumnar olup eozinofilik ve bol
sitoplazmali idi (Sekil 4.8).

. Glandiiler epitel yiiksek kolumnar idi.

. Gland sayis1 tamoksifene gore daha fazla olarak saptandi.

. Endometrial stromada hafif bag dokusu artis1, az sayida eozinofil ve pigment
var idi.

. Olgularin birinde tubal metaplazi ve 2 olguda skuamoz metaplazi saptandi.

. Olgularin 1’inde endometrial polip izlendi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Tamoksifen-Aspirin Grubu: Liiminal epitel yliksek kolumnar
ozellikte olup bol eozinofilik sitoplazmaya sahiptir

(H&Ex200).

Sekil 4.9. Tamoksifen-Aspirin Grubu :Damardan zengin endometrial

polipte glandiiler epitelde skuamoz metaplazi izlenmektedir

(H&Ex100).
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4.2.6.Letrozol+Aspirin Grubu

1. Endometrial liiminal epitel yiiksek kolumnar olarak bulundu.
Glandiiler epitel kiiboidal olup tubuler yapida idi.
Stroma 4 olguda hafif fibrotik, digerlerinde selliiler goriiniimde idi.

Olgularin 2’sinde ¢ok az sayida nétrofil izlendi.

w»ok »w N

Olgularin 1’inde skuamoz metaplazi izlendi (Sekil 10).

Sekil 4.10. Letrozol -Aspirin Grubu: Liiminal epitel yiliksek kolumnar

glandiiler epitel kuboidal 6zelliktedir. Stroma selliiler
olup az sayida pigment yiiklii histiyosit igermektedir
(H&E x 100).
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4.3. Gruplara Ait Immunohistokimyasal Bulgular

Tablo 4.3. BCL-2 Immiinohistokimyasal Belirleyicisi Ile Cesitli Gruplardaki
Immiinoreaktivite Siddeti (Medyan (25. Persantil — 75. Persantil))

DENEY Bel-2 ile immiinreaktivite Siddeti
GRUPLARI
Liiminal Glandiiler Stromal Damar Endoteli Myometrium
Epitel Epitel Hiicreler
1-SF 0(0-1) 0(0-1) 2(1-2) 0(0-0) 0(0-0)
2-DMSO 0(0-1) 0(0-1) 2,5(1-3)°P 0(0-0) 0(0-0)
3-TAM 0(0 - 0,25) 0(0-0,25) 0(0-0)"" 0(0-0) 0(0-0)
4-LET 0(0-0) 0(0-0) 2(0-2) 0(0-0) 0(0-0)
5-ASPIRIN 0(0-1,25) 0(0-1,25) 2,5(2-3)"B 0(0-0) 0(0-0)
6-TAM+ASP 1(0-1,25) 1(0-1,25) 0(0-0)"C 0(0-0) 0(0-0)
7-LET+ASP 0(0-1) 0(0-1) 2(0,75-2) 0(0-0) 0(0-0)
ISTATISTIK | H=7,52 H=17,52 H=38.56 H=0 H=0
p P>0,05 P>0,05 P<0.001 P>0,05 P>0,05

Stromal hiicreler i¢in A, B, C, D : (P<0,05), H = Kruskal wallis istatistigi

Tablo 4.3°de goriildiigii gibi tim gruplar BCL-2 ile boyanma siddeti agisindan
karsilastirildiginda Aspirin ve Tamoksifen-Aspirin grubu arasinda stromal hiicre
boyanmasi agisindan anlamli farklilik saptandi (A, (P<0,05)). Tamoksifen ve Aspirin
grubu arasinda da stromal hiicre boyanmasi ag¢isindan anlamh farklilik bulundu (B,
(P<0,05)). Benzer sekilde, DMSO ve Tamoksifen-Aspirin grubu arasinda da stromal
hiicre boyanmasi ag¢isindan anlamli farklilik saptandi (C, (P<0,05)). DMSO ve
Tamoksifen grubu arasinda da stromal hiicre boyanmasi agisindan anlamli farklilik
tespit edildi (D, (P<0,05)). Liiminal epitel ve glandiiler epitelde BCL-2 ile boyanma
siddeti agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi (P>0,05). Gruplarda
BCL-2 ile damar endoteli ve myometriumda hi¢c boyanma olmadi. Sonug¢ olarak

tamoksifen stromal hiicrelerde BCL-2 ekspresyonunu azaltmistir. Letrozol ve aspirin
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ise stromal hiicrelerde kontrol grubu ile kiyaslandiginda BCL-2 ekspresyonunu
degistirmemistir. Aspirinin ne tamoksifenle ne de letrozol ile kombinasyonunun
stromal hiicrelerdeki BCL-2 ekspresyonuna bir etkisi olmamistir. Dolayisiyla
tamoksifenin ve letrozoliin aspirinle ayr1 ayr1 kombinasyonu halindeki BCL-2
ekspresyonu tek basina kullanildiklarindaki sonuglardan farkli degildir ((Sekil 4.11.),
(Sekil 4.12)).

Sekil 4.11. BCL-2, Tamoksifen Grubu: BCL-2 ile liiminal ve glandiiler
epitelde boyanma izlenmedi ( x200).

Sekil 4.12. BCL-2, Tamoksifen-Aspirin Grubu: BCL-2 ile liiminal ve

glandiiler epitelde zay1f pozitiflik izlendi (x 200)



Tablo 4.4.VEGF Immiinohistokimyasal Belirleyicisi ile Cesitli Gruplardaki

Immiinoreaktivite Siddeti (Medyan (25. Persantil — 75. Persantil))

Deney Gruplari

1-SF
2-DMSO
3-TAM
4-LET
5-ASPIiRIN
6-TAM+ASP
7-LET+ASP

ISTATISTIK

P

Liiminal

Epitel

1(1-2)

1,5 (1-2,25)

3(2-3)

2 (1-2,25)

2(1-225)

2(2-3)

1(1-2,5)

H=12,96

P<0,05

VEGF ile immiinreaktivite Siddeti

Glandiiler Stromal

Epitel Hiicreler

1(1-125) | ¢(0-125C

1(1-1,25 | gco-1)®
2(1,755-3* | 2(1-2)%C
1(075-2) | 1(0-1)

A

1(0,75-1) 1(0,75-1)

2(1,75-2) 1(1-1.25)

1(0-25) 0(0-1)°
H=18.35 H= 25,06
P<0,01 P<0.001

D

Damar

Endoteli

0(0-0)

0(0-0)

0(0-0)

0(0-0)

0(0-0)

0(0-0)

0(0-0)

H=0

P>0,05

Glandiiler epitel i¢in A: (P<0,05), Stromal hiicreler i¢in B, C, D:(P<0,05),

H = Kruskal wallis istatistigi

Myometrium

0(0-0)

0(0-0)

0(0-0)

0(0-0)

0(0-0)
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Tablo 4.4’de goriildiigii gibi tiim gruplar VEGF ile boyanma siddeti agisindan

karsilastirildiginda DMSO ve Tamoksifen grubu arasinda glandiiler epitel hiicre

boyanmasi agisindan anlamli farklilik saptandi (A, (P<0,05)). DMSO ve Tamoksifen

grubu arasinda stromal hiicre boyanmasi agisindan da anlamh farklilik mevcuttu (B,

(P<0,05)). SF ve Tamoksifen grubu arasinda stromal hiicre boyanmasi agisindan

anlamli farklilik saptandi (C, (P<0,05)). Tamoksifen ve Letrozol-Aspirin grubu

arasinda stromal hiicre boyanmasi agisindan anlamli farklilik saptandi (D, (P<0,05)).

Liminal epitelde VEGF ile boyanma siddeti agisindan anlamli fark saptanmis

olmakla birlikte (P<0,05) gruplar arasinda c¢oklu karsilastirma testleri yapildiginda

anlaml fark olmadig1 goriildii (p>0,05). Gruplarda VEGF ile damar endoteli ve

myometriumda boyanma olmadi ((Sekil 4.13.), (Sekil 4.14), (Sekil 4.15)).
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Sekil 4.13. VEGF, Letrozol Grubu: VEGEF ile liiminal epitelde orta siddette,

glandiiler epitel ve stromal hiicrelerde zayif pozitiflik mevcuttur

(x200).

Sekil 4.14. VEGF, Tamoksifen-Aspirin Grubu: VEGF ile liiminal ve

glandiiler epitel ile stromal hiicrelerde zayif pozitiflik

mevcuttur (x200).
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Sekil 4.15. VEGF, Tamoksifen Grubu: VEGF ile liiminal ve glandiiler

epitelde kuvvetli sitoplazmik boyanma mevcuttur (x200)



58

Tablo 4.5. COX-2 Immiinohistokimyasal Belirleyicisi ile Cesitli Gruplardaki
Immiinoreaktivite Siddeti (Medyan (25. Persantil — 75. Persantil))

COX-2 ile Iimmiinreaktivite Siddeti

Deney Liiminal Glandiiler Stromal Damar Myometrium
Gruplan
Epitel Epitel Hiicreler Endoteli

1-SF 2(1-3) 1(0-1,25) 1(1-2) 3(3-3)UtK 0(0-0)
2-DMSO 1(0,75-2) 0(0-0)»C 0(0-1)° 2(1,75-2) 0(0-0)
3-TAM 2(2-3) 2(2-225"% | 2(1,55-2)"FC | 33-3"MN | 0(0-0)
4-LET 2(1,75-3) 1(0,75-2) 1(1-1,25) 1(1-2)%L0 0(0-0)
5-ASPIRIN 100,75- 2,25 | 0(0-0.25%" | o0-1)F 2(0,75-2)"™F | 0(0-0)
6-TAM+ASP 1(1-2,25) 1(0,75-1) 1(1-1) 3(3-3)0PR 0(0-0)
7-LET+ASP 2(1,5-3) 1(1- 3)C’D 0(0- I)G 1(1- 2)K’N’R 0(0-0)
ISTATISTIK H=10,67 H=33,03 H= 34,81 H=48,62 H=0

P P>0,05 P<0,001 P<0.001 P<0,001 P>0,05

Glandiiler epitel igin: A, B, C, D :(P<0,05); Stromal hiicreler i¢in: E, F, G:(P<0,05)
Damar endoteli i¢in: U, I, K, L, M, N, O, P, R: (P<0,05), H = Kruskal wallis istatistigi

Tablo 4.5’de gorildiigli gibi tiim gruplar COX-2 ile boyanma siddeti agisindan
karsilagtirildiginda DMSO ve Tamoksifen grubu arasinda glandiiler epitel hiicre
boyanmasi agisindan anlamli farklilik saptandi (A, (P<0,05)). Tamoksifen ve Aspirin
grubu arasinda da glandiiler epitel hiicre boyanmasi agisindan anlamli farklilik
mevcuttu (B, (P<0,05)). Benzer sekilde DMSO ve Letrozol-Aspirin grubu arasinda
da glandiiler epitel hiicre boyanmasi agisindan anlamli farklilik saptandi (C,
(P<0,05)). Aspirin ve Letrozol-Aspirin grubu arasinda da glandiiler epitel hiicre
boyanmasi acisindan anlamli farklilik mevcuttu (D, (P<0,05)). DMSO ve
Tamoksifen grubu arasinda stromal hiicrelerde COX-2 ile boyanma siddeti agisindan
anlamli fark saptandi(E, (P<0,05)). Tamoksifen ve Aspirin grubu arasinda da stromal
hiicrelerde COX-2 ile boyanma siddeti agisindan anlamli farklilhik gorildi (F,

(P<0,05)). Tamoksifen ve Letrozol-Aspirin grubu arasinda stromal hiicrelerde COX-
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2 ile boyanma siddeti agisindan anlamhi farklilik bulundu (G, (P<0,05)). SF ve
Letrozol grubu arasinda damar endotelinde COX-2 ile boyanma siddeti agisindan
anlamli farklilik saptandi (U, (P<0,05)). SF ve Aspirin grubu arasinda da damar
endotelinde COX-2 ile boyanma siddeti agisindan anlamli farklilik saptandi (I,
(P<0,05)). Benzer sekilde SF ve Letrozol-Aspirin grubu arasinda da damar
endotelinde COX-2 ile boyanma siddeti acisindan anlaml farklilik saptandi (K,
(P<0,05)). Letrozol ve Tamoksifen-Aspirin grubu arasinda damar endotelinde COX-
2 ile boyanma siddeti acisindan  anlamli farklilik mevcuttu (L, (P<0,05)).
Tamoksifen ve Aspirin grubu arasinda damar endotelinde COX-2 ile boyanma
siddeti agisindan anlamli farklilik saptand1 (M, (P<0,05)). Tamoksifen ve Letrozol-
Aspirin grubu arasinda damar endotelinde COX-2 ile boyanma siddeti agisindan
anlamli farklilik saptandi (N, (P<0,05)). Letrozol ve Tamoksifen-Aspirin grubu
arasinda damar endotelinde COX-2 ile boyanma siddeti acisindan anlamli farklilik
saptand1 (O, (P<0,05)). Aspirin ve Tamoksifen-Aspirin grubu arasinda damar
endotelinde COX-2 ile boyanma siddeti agisindan anlamli farklilik saptand: (P,
(P<0,05)). Tamoksifen-Aspirin ve Letrozol-Aspirin grubu arasinda damar
endotelinde COX-2 ile boyanma siddeti acisindan anlamli farklilik saptandi (R,
(P<0,05)). Gruplarda liiminal epitelde COX-2 ile boyanma siddeti agisindan anlaml
fark saptanmadi (P>0,05). Gruplarda COX-2 ile myometriumda hi¢ boyanma olmadi
((Sekil 4.16.), (Sekil 4.17), (Sekil 4.18)).



Sekil 4.16. COX-2, Letrozol Grubu: COX-2 ile liiminal epitelde kuvvetli,
glandiiler epitelde zay1f pozitiflik izlendi ( x200).

Sekil 4.17. COX-2, Tamoksifen-Aspirin Grubu: COX-2 ile liiminal ve

glandiiler epitelde zayif stoplazmik pozitiflik izlendi ( x200) .
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Sekil 4.18. COX-2, Tamoksifen Grubu: COX-2 ile liiminal ve glandiiler

epitelde kuvvetli stoplazmik pozitiflik izlendi ( x200).
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Tablo 4.6.K1-67 Immiinohistokimyasal Belirleyicisi ile Cesitli Gruplardaki

Immiinoreaktivite Siddeti (Medyan (25. Persantil —75. Persantil))

Ki-67 ile immunoreaktivite Yiizdesi (%)

Deney Gruplar1 | Liiminal Glandiiler Stromal Myometrium
Epitel Epitel Hiicreler
1-SF 15 (7,75 -36,25)U 48,5 (23 -83,5) 3(1-925)V,Y 1(0-2,5)
2-DMSO 25 (15,5 -40,5)S 19( 10,75 -41,75) 0(0-1,25) 0(0-0)
3-TAM 4,5(1-17,25)S,T,U 18 (4,75-27) 0,5( 0 -2,25) 0(0-0)
4-LET 13,5 (6,5-30,75) 6,5(2-48) 0(0-1)V,Z 0(0-0)
5-ASPIRIN 16,5 (11,5-40,75)T | 33,5(42,75-59,4) | 2,5(0-3,25) 0(0-0)
6-TAM+ASP 6,5 (4,5-12,7) 21,5 (2,5-33,25) 2(1,75-3,25)Z,X | 0(0-0)
7-LET+ASP 9(1,5-14) 22(7,5-32,5) 0(0-0)Y,X 0(0-0)
ISTATISTIK H=125,72 H= 10,89 H=29,99 H=32,70
P P<0,001 P>0,05 P<0.001 P<0,001
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Liiminal epitel i¢in : S, T, U ( P<0,05), Stromal hiicreler igin: V, Y, Z, X (P<0,05)

H = Kruskal wallis istatistigi

Tablo 4.6°de goriildiigii gibi tiim gruplar Ki-67 ile boyanma yiizdesi agisindan
karsilastirildiginda DMSO ve Tamoksifen grubu arasinda liiminal epitel hiicre
boyanmasi agisindan anlamli farklilik saptandi (S, (P<0,05)). Tamoksifen ve Aspirin
grubu arasinda liiminal epitel hiicre boyanmasi acisindan anlamli farklilik saptandi
(T, (P<0,05)). SF ve Tamoksifen grubu arasinda da liiminal epitel hiicre boyanmasi
acisindan anlamli farklilik mevcuttu (U, (P<0,05)). SF ve Letrozol-Aspirin grubu
arasinda stromal hiicrelerin boyanmast acisindan anlamli farklilik saptandi (Y,
(P<0,05)). SF ve Letrozol grubu arasinda da stromal hiicrelerin boyanmasi agisindan
anlamlh farklhilik goriildi (V, (P<0,05)). Benzer sekilde, Tamoksifen-Aspirin ve
Letrozol grubu arasinda da stromal hiicrelerin boyanmasi agisindan anlamli farklilik
saptand1 (Z, (P<0,05)). Tamoksifen-Aspirin ve Letrozol-Aspirin grubu arasinda da
stromal hiicrelerin boyanmasi agisindan anlamli farklilik gézlendi (X, (P<0,05)).

Glandiiler epitelde Ki-67 ile boyanma yiizdesi agisindan gruplar arasinda anlamli
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fark saptanmadi (P>0,05). Myometriumda sadece SF grubunda deneklerin bir
tanesinde boyanma oldugu dikkati ¢ekti ((Sekil 4.19), (Sekil 4.20)).

Sekil 4.19. Ki-67, Letrozol Grubu: Ki-67 ile liiminal ve glandiiler epitelde
niikleer pozitiflik izlendi ( x200).

Sekil 4.20. Ki-67, Tamoksifen Grubu: Ki-67 ile liiminal ve glandiiler epitelde

az sayida hiicrede niikleer pozitiflik izlendi ( x200).
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Tablo 4.7. PECAM-1 (CD-31) Immiinohistokimyasal Belirleyicisi ile Cesitli
Gruplarda Mikrodamar Yogunlugu
(Medyan (25.Persantil — 75. Persantil))

PECAM-1
DENEY GRUPLARI DAMAR SAYISI
1-SF 13 (10-16)
2-DMSO 20 (16 -24)
3-TAM 21,5 (20 —26)
4-LET 25 (16-35)
5-ASPIRIN 16,5 (14-22)
6-TAM+ASP 20,5 (15-22)
7-LET+ASP 29 (19 -34,5)
ISTATISTIK H= 13,091
P P>0,05

H = Kruskal wallis istatistigi

Tablo 4.7°da gortildiigli gibi PECAM-1 ile gruplar arasinda mikrodamar yogunlugu
acisindan anlamli fark saptanmadi (P>0,05).

Sekil 4.21’de  PECAM-1 immiinohistokimyasal belirleyicisi ile gruplardaki
mikrodamar yogunluklari izlenmektedir.

Sekil 4.22 ve Sekil 4.23 ‘de ise tamoksifen ve tamoksifen-aspirin grubunda
endometrial stromada PECAM-1" e baglh damar yapisindaki pozitiflikler

izlenmektedir.
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Sekil 4.21. PECAM-1 immiinohistokimyasal belirleyicisi ile gruplardaki

mikrodamar yogunluklari.

Sekil 4.22. PECAM, Tamoksifen Grubu: PECAM-1 ile endometrial

stromada ¢ok sayida damar yapisinda pozitiflik mevcuttur

(x200).



Sekil 4. 23. PECAM, Tamoksifen-Aspirin Grubu: PECAM-1 ile endometrial

stromada damarlanma artis1 dikkati ¢ekmektedir (x200).

Tablo 4.8. Serum VEGF Rat-C Diizeylerinin Gruplara Gore
Karsilagtirilmalar1 (Medyan (25. Persantil — 75. Persantil))

DENEY SERUM VEGF —-C DUZEYI (pg/ml)
GRUPLARI

1-SF 127 ( 81,02 - 161,09)

2-DMSO 121,47 (76,10 —184,62)
3-TAM 207,10 ( 38,39 — 232,38)
4-LET 154,91 ( 84,31-204,45)
5-ASPIRIN 128,78 ( 58,19— 198,30)
6-TAM+ASP 183,46 ( 151,69 —304,57)

7-LET+ASP 75,90 (31,98 —-121,74)
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Tablo 4.8.’de gruplar arasinda serum VEGF-C diizeyleri goriilmektedir. ikili grup
karsilastirmalar1 yapildiginda SF ve Tamoksifen-Aspirin arasinda anlamli fark
saptand1 (z=-2,12; p<0,05). Letrozol ve Letrozol-Aspirin arasinda anlaml fark
saptand1 (z=-2,221; p<0,05). Aspirin ile Tamoksifen-Aspirin arasinda anlaml fark
saptand1 (z=-1,97; p<0,05). Tamoksifen-Aspirin ve Letrozol-Aspirin arasinda
anlaml fark saptandi (z=-2.86 ; p<0.01). (z=Mann Whitney U Testi).

Sekil 4.24.’de serum VEGF-C diizeylerinin gruplar arasinda dagilimi izlenmektedir.

SERUM VEGF-C (pg/ml)

ESERUM
VEGF-C

(pg/ml)

Sekil 4.24. Serum VEGF-C diizeylerinin gruplar arasinda

karsilastiriimasi.
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5. TARTISMA

Ostrojenin meme kanseri iizerindeki promoter etkisi uzun yillar boyunca
yapilan caligsmalarla ortaya konmustur. Endokrin tedaviler, hem terapotik hem de
adjuvan tedavi amaciyla meme kanseri tedavisinde kullanilmaktadir. Tamoksifen,
meme kanserinin endokrin tedavisinde 1971 yilindan itibaren kullanilan ilk selektif
Ostrojen reseptor modiilatoriidiir. Tamoksifen Ostrojen reseptorleri i¢in Ostrojen ile
yarisirken Ostrojenin olmadigi ortamda Ostrojen agonisti gibi davranir ve kullanimi
esnasinda hastay1 istenmeyen Ostrojenik etkilere maruz birakir (56).

IARC (International Agency for Research on Cancer) 1996 yilinda
yayinladig1 bildirge ile tamoksifeni karsinojenik olarak duyurmustur (85). Bilinen
kemoterapoétikler i¢inde en az toksik etkili ajanlardan biri olmasina ragmen uzun
siireli kullanimlarda bir takim yan etkiler gosterebilmektedir. Meme kanserinde
tedavi amaciyla kullanilirken, endometriumda karsinojenik bir etkiye neden
olabilmektedir (10). Ancak meme kanserli olgularda yasam siiresini ciddi bicimde
uzatmasi onu hala kullanilir kilmaktadir.

Tamoksifen, Ostrojen reseptoriine karst parsiyel agonist olarak davranir. Bu
davranis1 sayesinde kemik dansitesi ve lipid profili lizerine olumlu etki yaparken,
genital organlar iizerinde bazi olumsuz etkilere sebep olur. Tamoksifen vagina
epiteli, myometrium ve endometrium iizerinde zayif dstrojenik etki gdsterir ve uterus
agirliginda artisa, ultrasonda endometrial ¢izginin kalinlasmasina ve endometriumda
intrakaviter sivinin artmasina sebep olur (5-7).

Son yillarda 6strojen ve antidstrojenlerin, insan ve farkli hayvan tiirlerinin
uterus dokusuna etkileri lizerine yogun arastirmalar yapilmaktadir.

Aragtirmalar meme kanseri tedavisinde Onemli yeri olan tamoksifenin
endometrial yan etkilerinin goriilmedigi ya da bu yan etkileri dnleyecek yeni tedavi
modelleri bulunmasi iizerine yogunlasmistir. Meme kanserinde iyi bir alternatif
tedavi oldugu diisliniilen ve endometrial yan etkilerin gozlenmedigi aromataz
inhibitorleri son zamanlarda biiyiik ilgi goérmektedir. Biz bu calismada ratlarda
tamoksifen ve bir aromataz inhibitorii olan letrozoliin uterusta meydana getirdigi
histopatolojik degisiklikleri, hiicre proliferasyonu, apoptozis, anjiogenez ve COX-2

inhibisyonu ile serum VEGF-C f{izerine olan etkilerini karsilagtirmay1 ve aspirinin bu
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ilaglarla kombinasyonunun ne gibi degisikliklere sebep olabilecegini arastirmay1
hedefledik.

Bizim calismamizda gruplar arasinda viicut agirliklart karsilastirildiginda
dikkati ¢eken nokta tamoksifen grubunda deneyin baglangicindaki agirligin
(230,0+4,2 gr), 2. ay sonunda (215,3+6,6 gr) azalmis olmasiydi. Benzer sonug
tamoksifen —aspirin grubunda da izlendi, diger gruplarda ise 2 aylik bu siire i¢inde
kilo artig1 gézlendi. Burada tamoksifen grubunda kilo artis1 olmamasi ve bu durumun
tamoksifen-aspirin grubunda da izlenmesi dikkat ¢ekici idi. Tamoksifen grubunda
viicut agirliginda azalma olmasina ragmen kontrol grubu ile karsilastirildiginda
anlaml fark olmadig1 saptandi (p>0.05). Oysa tamoksifen-aspirin grubunda viicut
agirhigindaki azalma anlamli idi (p<0,05). Uterin agirliklar acisindan gruplar arasinda
anlamli fark olmadig goriildii (p>0.05). Ancak letrozol grubunda kontrol grubuna
(DMSO) gore uterin agirlikta (1,13+0,09gr) artis saptanmakla birlikte tamoksifen
kullanilan grupla kiyaslandiginda letrozolde uterin agirhigin diisiik seviyelerde olmasi
dikkat c¢ekiciydi. Letrozol-aspirin kombinasyonunda ise uterin agirliktaki azalma
(1,08+£0,07gr) daha belirgin idi. Cesitli caligmalarda tamoksifen kullanilanlarda
viicut agirligiin azalip uterin agirhgin arttigir yoniinde sonuglar bildirilmistir (184,
185). Kafkasli ve ark. (186), ooforektomize ratlara farkli dozlarda tamoksifen
vermisler ve sonugta tamoksifenin ratlarin viicut agirliklarinda anlamli azalmaya yol
actigmi ancak uterin agirliklarinda herhangi bir degisiklik meydana getirmedigini
bulmuslardir. Goss ve ark. (187)” lar1 da aromataz inhibitdrleri, tamoksifen ve
aromataz inhibitorii-tamoksifen kombinasyonu ile olusturduklar1 bir c¢alismada
aromataz inhibitorili olan atamestanin uterin agirligt artirmazken tamoksifenin uterin
agirlik artisina yol agtigini ortaya koymuslardir. Tsujioka ve ark. (188), disi ratlarda
fertilite iizerine yaptiklar1 bir calismada tamoksifenin viicut agirligini azalttig
sonucunu bulmuslardir.

Carthew ve ark. (189) ooforektomize ratlarda tamoksifen, toremifen ve
Ostradiol’lin uterin etkilerini aragtirmislar, tamoksifen ve toremifenin uterin agirligi
ooforektomize kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artirdigini ancak ostradiol’iin
uterin agirlikta tamoksifen ve toremifene gore daha fazla artis yaptigini bulmuslardir.
Mohamed ve ark. (184) letrozoliin disi ratlar lizerindeki etkilerini inceledikleri

calismalarinda letrozoliin viicut agirligini artirdigini, ancak uterin agirhgr azalttigini
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bulmuslardir. Kenneth ve ark. (185)° lar1 ratlarda tamoksifen, vorozol (aromataz
inhibitorii) ve 6strojenin uterin agirliklara etkilerini aragtirmiglar ve 28 giinliik tedavi
siiresi sonunda tamoksifen verilen gruptaki uterin agirligin  vorozol (aromataz
inhibitérii) ve Ostrojen verilen gruba gore daha az oldugunu, tedavinin
sonlandirilmasi ardindan 21 giin sonra ise tamoksifenin uterin agirlig: iki kat artirdig
ancak vorozoliin uterin agirlikta anlamli bir degisiklik yapmadigin1 bulmuslardir.
Ostrojen verilen grupta ise uterin agirlikta azalma oldugu dikkati ¢ekmistir. Kenneth
ve ark. (185)’ larindan farkli olarak bizim ¢alismamizda 30 giinliik enjeksiyonun
hemen ardindan uterin 6rnekleme yapildigi i¢in uterin agirliklar iizerinde gruplar
aras1 fark belirginlesememis olabilir.

Bu konuda daha once yapilmis ¢alismalar dikkate alinarak karar verilen 30
giinliik enjeksiyon siiresinin ya da enjeksiyon bitiminden itibaren gecen siirenin
uzatilmas1  belki de gruplar arasi farkin anlamli olmasini saglayabilirdi. Yine de
Carthew ve ark. (189)’ larmin 3 giinliikk ilag enjeksiyonunu takiben ulastiklari
calisma sonuglarina kiyasla bu 30 giinliik siirenin histopatolojik degisikliklerin
gelismesini saglayabilecek uzunlukta oldugu diisiiniilebilir.

Kenneth ve ark. (185), ratlarda 28 giinliik tedavi sonunda tamoksifen verilen
grupta kontrol grubuna gore liiminal ve glandiiler epitel yiiksekliginde anlamli artis
(p<0,05), stromada ise kontrol grubuna goére azalma saptamislardir. Tedavinin
sonlandirilmast ardindan 21.glinde tamoksifen ve kontrol gruplari arasinda liiminal
ve glandiiler epitel yiikseklikleri agisindan varolan farkliligin devam ettigi
gozlenmistir. Arastirmacilar bunu tamoksifenin epitel iizerinde rezidiiel etkisinin
sirdiigli seklinde yorumlamislardir. Tersine, toremifen grubunda tedavinin
sonlandirilmasi ardindan 21. giinde kontrol grubuna gore stroma acisindan farklilik
saptanmazken liiminal epitel yiiksekliginde kontrol grubuna goére varolan artigin
anlamliliginm1 korudugu, dolayisiyla toremifenin liiminal epitel iizerine rezidiiel
etkisinin devam ettii ortaya konmustur. ilging olarak tamoksifen ve toremifen
liiminal ve glandiiler epitel hiicrelerinde dstrojenik, stromada ise anti-Ostrojenik etki
gostermisglerdir. Dolayisiyla uterusun farkli kompartmanlarinin bu ajanlara karsi
farkli cevaplar olusturdugu goriilmiistiir.

Carthew ve ark. (189) ooforektomize ratlarda 3 giin siireyle uygulanan

Ostradiol, tamoksifen ve toremifenin  uterin etkilerini aragtirmiglar ve bu
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degisikliklerin siddetini tedavi siiresiyle iliskilendirmislerdir. Calismada her {i¢
ajanla benzer derecelerde liiminal epitel hiicre hipertrofisi gelistigi saptanmus,
hipertrofi derecesinin son 48 saatte arttig1 ortaya konmustur.

Saruhan ve ark. (191) ise ratlarda ooforektominin uterus iizerine etkilerini ve
ooforektomi sonrasi eksojen Ostrojen verilmesi halinde uterustaki degisiklikleri
incelemisler, ooforektominin stromada fibrozis, glandlarda sayica azalma, liimende
daralma, myometriumda ve myometrial damarlanmada azalmaya sebep oldugunu,
eksojen Ostrojen verilmesi sonrasi ise biitiin bu degisikliklerin geriye dondiiglinii
gbzlemlemislerdir.

Calismamizin ~ histopatolojik  sonucglarin1  degerlendirmek  gerekirse
ooforektominin direkt etkisinin gézlendigi SF grubunda stromada fibrozis olmasi ve
liiminal epitelin tamoksifen grubuna gore daha algak kolumnar olmasi Gstrojen
eksikligini yansitmaktadir ve literatiir bilgileri ile uyumludur (185, 189, 190).

Tamoksifen grubunda liiminal ve glandiiler epitelin yliksek kolumnar olmasi
ve gland sayisinda azalma olmas1 Kenneth ve ark. (185) nin ¢alismasiyla uyumluluk
gostermektedir. Bulgularimiz tamoksifenin epitelyal kompartman {izerine uterotropik
etkisi oldugunu ortaya koymaktadir. Letrozol grubunda ise dikkati ¢eken sadece
liiminal epitel yiiksekliginde artis olmasidir ki bu sonug¢ ta Kenneth ve ark.(185)’nin
vorozoliin uterin etkilerinin gdzlemlendigi ¢calisma sonuglari ile uyumludur.

Tamoksifenin uterus lizerinde parsiyel agonistik etki ile proliferasyona kimi
zaman da hiperplaziye sebep oldugu, letrozoliin ise tamamen antidstrojenik etki ile
uterusta atrofi yapabilecegi diisiiniiliirse ¢alismamizda hem tamoksifen hem letrozol
grubunda liiminal epitelin yiiksek olusu Ostrojenden bagimsiz bir etki olarak
yorumlanabilir.

Bizim caligmamizda tamoksifen grubunda hematoksilen-eozin ile boyama
sonrasi liminal ve glandiiler epitelin tamamen yiiksek kolumnar, stromanin selliiler
goriinlimde oldugu ve gland sayisinda azalma oldugu dikkati ¢ekerken letrozol
grubunda luminal epitelin yiiksek kolumnar olmasi yaninda glandlar kuboidal
epitelle doseli ve stroma fibrotik goriiniimde idi. Buradan bu iki ilacin zit etkilerinin
(tamoksifenin endometriumda hiperplazi yaparken letrozoliin atrofi yapmasi)
sebebinin endometrial gland-stroma oranindaki farkliliklara bagli  olabilecegi

diisiiniilebilir. Dolayisiyla tamoksifenin uterusun stromal kompartmaninda
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selliilariteye sebep olmasi Ostrojenik bir etki olarak diistliniildiigiinde letrozoliin
stromada fibrozise sebep olmasi da antidstrojenik bir etkinin sonucu olarak
diisiiniilebilir. Tamoksifen-aspirin grubunda ve letrozol-aspirin grubunda liiminal
epitel yiiksekliginde degisiklik olmazken tek basina aspirin verilen grupta liiminal
epitel agirlikli olarak algak kolumnar ve glandlar kuboidal epitel ile doselidir.
Aspirinin bu etkisi sadece ooforektomi ile endojen Ostrojenin bloke edildigi SF ve
DMSO grubundaki sonuglarla benzerdir, ancak buradan aspirinin tek basina uterus
lizerine bir etkisinin olmadigi yorumu yapilamaz ciinkii aspirin grubunda da
letrozoldeki gibi stroma fibrotik goriinimdedir yani antidstrojenik etkisi olabilir.
Aspirinin  COX-2 inhibisyonu {izerinden proliferasyonu, aromataz aktivitesini,
anjiogenezi baskiladigi ve apoptozu indiikledigi diisliniildiigiinde (18-20) indirekt
yoldan antidstrojenik etkinligi tartigilabilir. Tamoksifen-aspirin grubundaki gland
sayisinin tamoksifen grubundaki gland sayisina gore artmis olmasi tamoksifenin
aspirinle olan kombinasyonun yarattig1 tek farkti.

Insan c¢alismalarinda tamoksifenin endometrial polibe sebep oldugu
bilinmektedir (56). Calismamizda da tamoksifen-aspirin grubunda sadece bir olguda
endometrial polip izlenmesine ragmen ila¢ enjeksiyonlarindan bagimsiz bir bulgu
oldugu da diisiiniilebilir.

Endometriumun devamli Ostrojen stimiilasyonuna maruz kalmasiyla
endometrial hiperplazi gelisir. Endometrial hiperplazi, normal proliferatif
endometriumla kiyaslamada, gland/stroma oranindaki artma ile birlikte diizensiz
bicim ve biiyiikliikteki glandlarin anormal proliferasyonu olarak tanimlanir (192).
Laboratuar hayvanlarina dstrojen verilmesiyle endometrial hiperplazi ve endometrial
kanser gelistigi uzun zamandan beri bilinmektedir (193). Endometrium hiperplazileri
endometrium kanser riskinde artis ile birlikte olduklarindan klinik olarak
onemlidirler. Endometrial hiperplazinin gelismesinden sorumlu tutulan en 6nemli
faktor progesteron ile karsilanmamis endojen veya eksojen kaynakli artmis dstrojen
olup, klinikte Ostrojen-progesteron ilavesi ile riskte anlamli azalmanin oldugu
gosterilmigtir (194-196).

Bcl-2, hiicre proliferasyonuna neden olmadan hiicrenin canliligini saglayan
apoptoz inhibitoriidiir (167). BCL-2’nin overekspresyonu radyasyon, UV, p53,

kemoterapétik ilaglar gibi degisik stimuluslar tarafindan baslatilan hiicre olimiinii
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engeller ya da belirgin bigimde azaltir (167, 168). Bunu genel apoptoz yolunu
kapatarak yapar (168). Bcl-2 proteini apoptozisle iligkili molekiillerin belki de en 1yi
karakterize edilmis olanidir ve veriler bcl-2 proteininin kesin olarak hiicre 6lim
stipresorii olarak rol oynadigini desteklemektedir. Bugiline dek bcl-2'nin insan
endometriumunda proliferatif faz sirasinda apoptozisi inhibe ettigi diisiiniildiiyse de,
insan endometriumundaki apoptozisin kesin mekanizmasi halen tam olarak
bilinmemektedir (170,171).

Ki-67 ise ¢cogalan hiicrelerde goriilen bir ¢ekirdek proteinidir. Esas olarak Gi,
S, M ve Gz fazinda goriiliir. Go fazinda yoktur. Hiicre proliferasyonunu dogru olarak
yansitan bir proteindir (160).

Altaner ve ark. (197), tamoksifen iliskili endometrial polipler ile
postmenopozal poliplerde BCL-2 ve Ki-67 ekspresyonunu arastirmislar, calismaya
ayrica basit endometrial hiperplazili, atipili kompleks hiperplazili ve endometrial
adenokarsinomlu olgular1 da dahil etmislerdir. Tanimlanan 5 hasta grubu arasinda
BCL-2 boyanmasi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir
(p>0,05). Tamoksifen iligkili poliplerde BCL-2 ekspresyonunun postmenopozal
polip grubuna nazaran daha yiliksek oldugu goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda da bu
calismaya benzer sekilde epitel hiicrelerinde BCL-2 boyanmasi agisindan gruplar
arasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir (p>0,05).

Altaner ve ark. (197) nm ¢ahsmasinda Ki-67'nin endometrial
adenokarsinomda en yiiksek oldugu, onu atipili kompleks endometrial hiperplazi
grubunun takip etti§i saptanmustir. Tamoksifen iliskili poliplerde KI-67
ekspresyonunun adenokarsinom ve atipili kompleks hiperplazi olgularina nazaran
diisiik, postmenopozal polip grubuna gore ise anlamli derecede yiiksek oldugu ortaya
konmustur (p<0,0001). Altaner ve ark. (197) tamoksifen iligkili poliplerin
postmenopozal polip grubu ile kiyaslandiginda , yiiksek Ki-67 indeksine sahip
olmas1 nedeniyle daha yiiksek malign potansiyelde olabilecegini vurgulamislardir.
Buna karsin calismamizda glandiiler epitelde Ki-67 ekspresyonu tamoksifen
grubunda kontrol grubu (DMSO) ile kiyaslandiginda degismezken letrozol grubunda
azalmistir. Tamoksifen grubunda stromal hiicrelerin BCL-2 ile boyanmasi agisindan
tamoksifen ve aspirin grubu arasinda anlaml fark saptandi (P<0.001). Ancak bu fark

aspirin grubunda stromal hiicrelerde tamoksifene gore daha siddetli boyanma olmasi
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seklindeydi. Tamoksifen grubunda stromada BCL-2 ile hi¢ boyanma olmazken
letrozol ve aspirin grubunda orta siddette boyanma olmasi BCL-2’nin apoptozu
indiikledigini savunan c¢aligmalarla celisen bir sonuctur. Yine tamoksifen grubunda
stromal hiicrelerin BCL-2 ile hi¢ boyanmamas1 ve tamoksifen-aspirin grubunda bir
olguda endometrial polip goriilmesine ragmen verilerin hi¢ degismemesi yapilan
caligmalardan farkli bir sonug olup bunu agiklayacak bir faktér saptanmamustir.

Cohen ve ark. (198) gelisen endometrial patolojilerin kullanilan tamoksifen
dozuna bagli olabilecegini savunmuslardir. Belki bizim c¢alismamizda da verilen
tamoksifen dozlarinin daha yiliksek tutulmasi endometrium iizerindeki olumsuz
etkilerin gozlenmesini saglayabilecekti. Naomi ve ark. (199) tamoksifenin ve bir
aromataz inhibitorii olan anastrozoliin endometrial biopsi sonuglarini karsilagtirmis
ve bir y1l boyunca tamoksifen ile tedavi edilen postmenopozal olgularin stroma ve
glandlarinda Ki-67 ekspresyonunda anlamli artis (p<0,05), stromal kompartmanda
BCL-2 ekspresyonunda anlamli azalma saptamiglardir (p<0,05). Anastrozolde ise
glandlarda Ki-67 ekspresyonu  azalmis ancak stromada bdyle bir azalma
gozlenmemistir. BCL-2 ekspresyonunda ise anlamli azalma saptanmistir (p<0,05).
Tamoksifen kullananlarda glandiiler kompartmandaki degisiklik anlagilamamakla
birlikte stromada gozlenen BCL-2 ekspresyonundaki artisin tamoksifenin parsiyel
Ostrojenik etkisine bagli oldugu yorumu yapilmistir. Anastrozoliin endometriumda
proliferatif etkilerinin bulunmamasi dstrojeni baskilamasina baglanmistir.

Bizim ¢alisgmamizda glandiiler epitel hiicrelerinde letrozoliin BCL-2 ile hig
boyanmamasi Naomi ve ark. (199)’ nin bulgulartyla uyumlu iken stromal hiicrelerde
boyanma olmasi bu uyumu bozmaktadir. Calismamizdaki sonuglarda dikkat ¢ekici
olan letrozol ve aspirin grubunda BCL-2 ekspresyonunun kontrol grubu ile
kiyaslandiginda stromal hiicrelerde artmis olmasi buna karsilik tamoksifen grubunda
glandiiler epitel ve stromada BCL-2 ekspresyonunun azalmis olmasiydi. Ayrica
tamoksifen ve letrozoliin aspirin ile kombinasyonu halinde de bulgularda degisiklik
olmamigtir. Bu sonuglar gézoniine alindiginda aslinda Grace ve ark. (200)’ nin da
belirttigi gibi BCL-2 aslinda bir apoptoz regiilatoriidiir. BCL-2’ nin tiimdrogenik
potansiyeli hayvan modellerinde gosterilmistir ve bu bulgu lenfoma gibi pek cok
timorde BCL-2 overekspresyonunun izlenmesi ve onkojenik etki gdstermesi bu

bulguyu desteklemektedir. Ancak meme kanserini de kapsayan pek ¢ok solid organ
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tiimoriinde BCL-2 paradoksik olarak tiimor siipresor etki gostermektedir. Dolayisiyla
bizim ¢alismamizda da tamoksifen BCL-2 ekspresyonunu azaltarak apoptozu inhibe
etmistir ve bununla iligkili olarak tamoksifenin endometrial etkileri apoptozu
baskilamast ile iligkili olabilir. Letrozol grubunun ise BCL-2 ekspresyonunu artirmis
olmasi tamoksifenden farkli olarak apoptozu indiikledigi anlamina gelebilir ve
endometrial yan etkilerinin daha az olmasi bu sonugla iliskili olabilir. Aspirinin bir
COX-2 iliskili apoptoz indiikleyicisi oldugu diisiiniildiigiinde (126) ¢alismamizda
aspirin grubunda BCL-2 ekspresyonunun artist COX-2 inhibisyonunun tam olup
aspirinin apoptoz indiikleyicisi oldugu yorumunu desteklemektedir.

Usta ve ark. (201), BCL-2 boyanmasiin en yiiksek diizeylere hiperplazi
olgularinda  eristigi buna karsililk boyanmanin  hiperplazilerde  atipinin
belirginlesmesiyle beraber azaldig1 ancak proliferatif indeks olan Ki-67 ile boyanma
siddetinin  karsinom derecesi ile birlikte artti§i sonucuna varmiglardir. BCL-2
ekspresyonunun hiperplazik endometriumda daha fazla olmasini hormonal etki ile
aciklamiglar ve son olarak ta BCL-2 ekspresyonunun normal proliferatif
endometriumda yiiksek derecede gozlenirken sekretuar fazda hizla azalmasi,
Ostrojenle artmasi, menopozda azalmasi bu hormonal kontroliin daha anlasilir oldugu
yorumunu yapmislardir.

Mourits ve ark. (202) tamoksifen kullanan postmenopozal kadinlarda BCL-2
ile boyanma ac¢isindan kontrol grubuna goére anlamli fark saptanmadigi,
apoptoz/proliferasyon oraninin ise kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu
sonucunu bulmuslardir. Yani tamoksifene bagl artmis proliferasyonun apoptoz artisi
ile telafi edilemeyecegi ve bu sonucun da tamoksifene bagl ciddi yan etkilere gidisi
aciklayabilecegi yorumu yapilmstir.

Punyadeera ve ark.(203) ise hiicre kiiltiirii ile yaptiklar1 ¢alismada Ostrojenin
postmenopozal endometriumda o6zellikle glandlarda kisa zamanda proliferasyonu
artiricr etkisinin oldugu ve Ki-67 ile boyanma siddetinin arttigin1 ancak tamoksifen
ve diger SERM grubu ilaglarin endometrium iizerindeki etkilerinin ndtr oldugu
sonucuna varmiglardir.

Calismamizda Ki-67 ile boyanma agisindan glandiiler hiicrelerde letrozole
oranla tamoksifende daha yliksek oranda boyanma olmasi yapilan diger ¢alismalar

desteklemektedir ancak bu sonuclar diger gruplarla karsilagtirildiginda anlaml
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degildir (p>0,05). Aspirin tek basmmayken de tamoksifen ve letrozol ile kombine
edildiginde de liminal epitelde, glandiiler epitelde ve stromada Ki-67 ile boyanma
ylizdelerini artirmistir dolayisiyla proliferasyonu uyardig: dikkati cekmistir.

VEGF, hem gelisim sirasinda, hem de yetiskinde vaskiilogenez ve anjiogenez
i¢in dnemli ve gereklidir (141).0zellikle insan endometriumunda VEGF ekspresyonu
glandiiler epitelde ve stromal hiicrelerde lokalizedir (204). Stromal VEGF
ekspresyonu proliferatif fazda sekretuar faza gore daha fazla olmaktadir (149).
Stromal VEGF ekspresyonu proliferatif fazda maksimum iken glandiiler VEGF
ekspresyonu sekretuar dénemde pik yapmaktadir (150). Ostrojen VEGF
sekresyonunu ve VEGF igeren hiicre sayisini artirmaktadir (151). Overleri alinmis
farelere Ostrojen verilmesini takiben ilk 2 saatte VEGF mRNA’s1 6zellikle stromal
hiicrelerde artig gostermistir (152). Bununla birlikte 24 saat sonra stromal hiicrelerde
VEGEF saptanmazken liiminal epitelde VEGF mRNA seviyesi oldukg¢a artmig olarak
saptanmustir . Insan endometrial hiicre kiiltiirlerinde 6strojenin VEGF ekspresyonunu
stimiile ettigi bilinmektedir (153,154). Hayvanlarda da VEGF ekspresyonunun
Ostrojen verildikten ¢ok kisa siire sonra arttig1 bilinmektedir (205). Niklaus ve ark.
(206), maymunlar iizerinde yaptiklar1 calismada VEGF ekspresyonunun glandiiler ve
liiminal epitelde, stromada ve vaskiiler endotelde yiiksek oranda bulundugunu ancak
ooforektomi sonrasi gland ve stromada anlamhi diizeyde azaldigimi (p<0,05)
saptamiglardir. Zheng ve ark. (207), tamoksifenin uterusta liiminal ve glandiiler
epitelde VEGF seviyelerini 6 saat iginde en yliksek diizeye ulastirdigini tespit
etmiglerdir. Mueller ve ark. (208) ise tamoksifen kullaniminin invivo ve invitro
VEGF ekspresyonuna etkilerini aragtirmislar ve sonugta hiicre kiiltliriinde
tamoksifenin VEGF ekspresyonunu artirmasina ragmen postmenopozal kadinlarin
endometrial biopsilerinde VEGF ekspresyonu agisindan  kontrol grubu ile
tamoksifen kullanan grup arasinda bir fark saptamamiglardir. Hyder ve ark. (209),
tamoksifenin Ostrojenik etki ile rat uterusunda hiperemi ve vaskiilarizasyonda artis
yaptiklarin1 sonucta VEGF ekspresyonunu artirdiklarini gézlemlemisler.

Bizim ¢aligmamizda tamoksifen grubunda liiminal epitelde en siddetli
boyanma olmak iizere glandiiler epitel ve stromada da yiiksek oranda VEGF
ekspresyonu izlendi, diger calismalarla karsilastirildiginda (206, 207) en yiiksek

boyanma oran1 tamoksifen grubunda idi. Letrozol ve aspirin grubunda ise boyanma
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hafif siddette idi. Glandiiler epitelde boyanma agisindan tamoksifen ve aspirin grubu
arasinda anlamh fark saptandi (p<0,05). VEGF ekspresyonu agisindan bu ¢aligmanin
en degerli tarafi tamoksifenin aspirinle kombinasyonunun VEGF ekspresyonunu
azaltmasi idi. Burada diger immun belirteglerden farkli bir sonu¢ olarak VEGF
ekspresyonu acisindan tamoksifenin tim uterin kompartmanlarda (liiminal epitel,
glandiiler epitel, stroma) her iki kontrol grubundan (SF ve DMSO) anlaml1 farkh
¢ikmasiydi. Dolayisiyla buradan deneyin giivenilirligi ve gercgekliginin VEGF
ekspresyonu agisindan yliksek oldugu yorumunu yapabiliriz. Aspirinin hem
tamoksifen ile hem letrozol ile kombinasyonunun VEGF ile boyanma siddetlerini
azaltmas1 aspirinin antianjiogenik bir ajan olarak kullanilabilme ihtimalini
diistindiirebilir.

Niklaus ve ark. (206) ‘dan farkli olarak bizim c¢alismamizda damar
endotelinde VEGF ekspresyonu higbir grupta izlenmemistir. Diger parametrelerde
yliksek boyanma oranlarina ragmen damar endotelinde boyanma olmamasi
anlagilamamustir.

COX-2 ve anjiyogenez iligkisi ilk olarak diklofenak kullanilan COX-2 pozitif
kolon kanser dizilerinde anjiyogenez azalmasi ile gosterilmistir. Ardindan birgok
kanser tipinde COX-2 ile anjiyogenez belirleyicileri ( VEGF, BFGF, TGF-f) aym
anda gosterilmistir (128, 129). Kronik inflamasyon, sitokinler vb. uyaranlar COX-2
artis1 yaparak prostaglandin artisina yol acar. TXAz2, PGE2 ve PGI2 endotelyal hiicre
gocli ve yeni damar olusumuna yol acarken, COX-2 direkt olarak anjiyogenik
faktorleri uyarir ve vaskiiler gecirgenligi arttirir. Tim bunlar karsinogenez ve
metastaz potansiyelini arttiran mekanizmalardir. Meme kanserinde VEGF artis1 kotii
prognostik parametre olarak bilinmektedir. COX-2 spesifik inhibitorlerinin tiimor
anjiyogenezini inhibe ederek tiimorde gerilemeye yol actigi gosterilmistir (130-132).
Siklooksijenaz sistemi araciligi ile (COX-2) lokal olarak tiimoér dokusunda
sentezlenen PGE2 nin aromataz aktivitesini arttirarak Ostrojen sentezini arttirdigi
gosterilmistir (18-20).

Maia ve ark. (210), postmenopozal tamoksifen, tibolon ve vajinal Ostrojen
kullaninmina bagli endometrial polipli olgularda glandiiler epitelde COX-2
ekspresyonunun arttigini tespit etmiglerdir. Kong ve ark. (211), COX-2

inhibitdrlerinin apoptozu indiikleyerek ve hiicre boliinmesini engelleyerek ektopik
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endometrial stromal hiicrelerin proliferasyonunu inhibe ettigini gézlemlemislerdir.
Hertrampf ve ark. (212) dstrojen agonist ve antagonistlerinin ooforektomize ratlarda
uterus ve damar endotelinde COX-2 ekspresyonu tizerine etkilerini arastirmislar ve
sonugta tamoksifene bagli COX-2 ekspresyonunun uterusta degismedigini damar
endotelinde azaldigimi, saf Ostrojen antagonisti olan faslodeks’in  COX-2
ekspresyonuna hi¢ etkisi olmadigini tespit etmisler ,17-f Ostradiol’lin ise zaman
bagimli olarak hem uterusta hem de damar endotelinde COX-2 ekspresyonunu
uyardigini gézlemlemislerdir.

Bizim ¢aligmamizda COX-2 boyanmasi VEGF ile korelasyon gostermektedir.
Tamoksifen grubunda liiminal ve glandiiler epitelde, stromada ve damar endotelinde
siddetli boyanma izlenmistir. Letrozol grubunda ise COX-2 ekspresyonunun liiminal
epitelde tamoksifenle ayni ancak glandiiler epitel, stroma ve damar endotelinde ise
tamoksifenden daha az oldugu dikkati ¢ekmistir. Tamoksifen grubu ile letrozol grubu
arasinda damar endotelinde COX-2 ekspresyonu acisindan da anlamli fark
izlenmigtir (P<0,05). COX-2 ekspresyonunun tamoksifen grubunda en yiiksek,
letrozol grubunda ise en diisiik oldugu gozlenmistir. Aromataz enzimini inhibe
etmesinden dolay1 letrozol grubunda bekledigimiz sonuglar diger ¢aligmalar ile uyum
gostermektedir. Tamoksifenin de parsiyel 6strojenik etkisinden dolay1 proliferasyonu
artirarak bu farka sebep oldugu diisiintilebilir. Aspirinin COX inhisyonu yapmasi
ile uyumlu bir sonug¢ olarak glandiiler epitel ve stromada hi¢ boyanma olmazken
damar endotelinde orta siddette, liiminal epitelde ise hafif siddette boyanma dikkati
cekmistir. Aspirinin tamoksifen ve letrozol ile kombine edilmesi boyanma siddeti
acisindan herhangi bir degisiklik saglamamistir. Aspirin grubu ile tamoksifen grubu
arasinda hem glandiiler epitelde hem stromada hem de damar endotelinde COX-2
ekspresyonu acisindan  anlamli fark izlenmistir (p<0,05). Bu fark COX-2
ekspresyonunun tamoksifende en yliksek aspirinde ise en diisiik oldugu yoniindedir.
Geng ve ark. (213), hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda VEGF ve COX-2 ekspresyonunun
endometrial malign hiicrelerde arttigim1 ve COX-2 inhibitorlerinin bu artisi
azaltabilecegini ve anjiogenezi baskilayabilecegini savunmuslardir.

Bizim caligmamizin amaci da aspirinin proflaktik kullanimiyla tamoksifenin
endometrial yan etkilerini engelleyebilecegimizi gdzlemlemekti. Tamoksifen-aspirin

kombinasyonunun VEGF ve COX-2 ekspresyonunu belirgin oranda azaltmasi
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bizim bu diisiincemizi desteklerken sadece damar endotelinde COX-2
ekspresyonunun bu kombinasyona ragmen degismemesi aspirinin bizi tamoksifenin
sadece uterus {lizerine olan yan etkilerini inhibe edebilecegi yorumuna gétiirebilir.

Aspirinin 5 yildan uzun siire kullanildiginda kolonun adenomat6z poliplerini
ve kolorektal kanserleri dnledigi savunulmustur ayrica bu etkisini 300mg gibi
yiiksek dozlarda yaptig1 ve diger NSAIl’lerle arasinda bu etki agisindan bir fark
olmadig1 da eklenmistir (214, 215). Yine aspirinin yiiksek riskli hastalarda kolorektal
neoplazilerin proflaksisinde kullanilirken diger (meme, prostat, akciger, 6zefagus,
mide) kanserlerin Onlenmesinde veya tedavisinde de kullanilabileceginden
bahsedilmistir (216). Caligmamizda aspirini tercih etmemizin sebebi hem ucuz
olmas1 hem ciddi kardiovaskiiler yan etki potansiyeli tastmamasi hem de yapilmis
calismalarda COX ekspresyonunu baskilayarak kanser proflaksisinde
kullanilabilmesi idi, heniiz tamoksifen kullananlarda endometrial yan etkileri
engellemek amagli kullanim alan1 olmasa da bu konuda yapilacak ¢alismalara bir
ornek teskil etmesi acisindan aspirin se¢ciminin dnemli oldugu goriisiindeyiz.

Calismamizda anjiogenezin belirlenmesinde VEGF yaninda PECAM-1
ekspresyonu da arastirilmistir. PECAM-1’in adheziv ve sinyal 6zellikleri {izerine
son c¢aligmalar vaskiiler hiicre biyolojisindeki roliinii daha iyi anlayabilmemizi
saglamistir (183). Anti PECAM-1 antikorlarinin invivo anjiogenezi inhibe ettikleri
gosterilmistir (217). Wang ve ark (218) PECAM-1’in vaskiiler bariyerin énemli bir
mediatorii ve l0kosit, endotel hiicre adezyon ve migrasyonunun  diizenleyicisi
oldugunu savunmuslardir. Dimaio ve ark (219) ise PECAM-1 ekspresyonunun
vaskiiler gelisim ve anjiogenezde endotel hiicresinin devaminda, migrasyonunda ve
diger fonksiyonlarinin siirdiiriilmesinde 6nemli bir yeri oldugunu savunmuslardir.
Ancak ulagabildigimiz kaynaklarda PECAM 1’ in uterin dokudaki anjiogenezi
belirleyiciligi ile ilgili rat ¢galismalarina rastlanmamustir.

Biz de ¢alisjmamizda PECAM-1 ile gruplar arasinda mikrodamar yogunlugu
acisindan anlamli fark saptamadik hatta letrozol-aspirin grubunda PECAM-1 ile
boyanmanin gruplar arasinda en yiliksek oranda goriilmesi anlagilamamistir.
PECAM-1 ile boyanma letrozol grubunda tek basina tamoksifen grubundan yiiksek
bulundu. Oysa postmenopozal donemde parsiyel Ostrojenik etkinin izlendigi

tamoksifen grubunda anjiogenezin uyarilmasini ve PECAM-1 ile boyanma
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oranlariin artmasini beklerdik.  Aspirinin ise antianjiogenik etki ile PECAM-1
diizeylerini diisiirmesini beklerdik ki kontrol grubundan sonra en diisiik mikrodamar
yogunlugu aspirin grubunda izlenmistir. Sonug olarak ¢aligmamizda rat modelinde
angiogenez belirteci olarak PECAM-1 ile gruplar arasinda bir fark saptanmamustir.

VEGF, ozellikle endotel hiicreleri icin 0Ozgiin etkilere sahip olan
multifonksiyonel bir biiylime faktorii ailesidir. Endotel hiicresinin proliferasyonuna,
migrasyonuna ve differansiasyonuna neden olur (141). VEGF, hem gelisim sirasinda,
hem de yetiskinde vaskiilogenez ve anjiogenez i¢in dnemli ve gereklidir.

Tek bir VEGF geninin degisik bolinmeleri ile 6 farkli VEGF izoform
olusmustur (VEGF A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, PIGF). Hipoksi, aktif
onkojenler ve ¢esitli sitokinlerde VEGF expresyonunu artirirlar.  VEGF-C
ekspresyonunun c¢esitli kanserlerde tiimoér dokusunda arttigi tespit edilmistir ve
anjiogenez yaninda lenfanjiogenezden de sorumludur (220).

Chris ve ark (221) tamoksifen veya aromataz inhibitorii tedavisi alan meme
kanserli 30 hastanin proanjiogenik protein olan VEGF diizeylerini belirlemisler ve
ayrica bu hastalarin serum, plazma ve platelet aktivasyonuyla indiiklenen VEGF
orneklerinin aspirin kullanimindan nasil etkilendigini arastirmislardir. Sonugta
tamoksifen tedavisinin plazma VEGF diizeylerini degistirmedigini, platelet iliskili
VEGF diizeylerini artirdigin1 ancak kronik aspirin kullananlarda serum ve platelet
iliskili VEGF diizeylerini diisiirdiiglinii gozlemlemisler ve belki de tamoksifenin
ilerleyen zamanlarda giivenle kullanilabilmesinin antianjiogenik (aspirin) ve/veya
antiplatelet (aspirin) tedavilerin gelistirilmesi sonucu olabilecegini savunmuslardir.
Aromataz inhibitorii kullaniminin plazma, serum ve platelet iliskili VEGF oranlarini
degistirmedigi sonucunu bulmuslar ve VEGF diizeylerinde degisiklik olmamasinin
1-5 hafta gibi kisa tedavi siiresinden kaynaklanabilecegi yorumunu yapmislardir.
Adams ve ark (222) ise Chris ve ark (221)’dan farkli olarak tamoksifen tedavisinin
dolasimdaki ve platelet iligkili VEGF diizeylerini artirdigin1 tespit etmis ancak
dolasimdaki VEGF’ in doku diizeyindeki VEGF ile korele olmadigimni
gozlemlemisler ve tamoksifen iligkili artan VEGF diizeylerinin klinik gidis ve
gelisen patolojilerle iliskili olabilecegini savunmuslardir. Coskun ve ark. (223)’ da
postmenopozal meme kanserli hastalarda 3 aylik tamoksifen tedavisi sonrasi

endometrial kalinlik artigin1 serum VEGF diizeyleri ile iligskilendirmis ve sonucta
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tamoksifen kullanan ve endometrial kalinlik artis1 ile seyreden olgularda serum
VEGF diizeylerinin arttigin1 , endometrial kalinligin normal oldugu hastalarda ise
serum VEGF diizeylerinin degigsmedigi sonucuna varmiglardir. Mcnamara ve ark.
(224) VEGF’in en giiclii proanjiogenik sitokin oldugunu ve tamoksifenin kanserli
olgularda serum VEGF diizeylerini diisiirdiigiinii ve bunu VEGF’e anjiogenik cevabi
azaltarak yaptigin1 savunmuslardir. Sonugta tamoksifenin serum VEGF diizeylerini
diistirerek endotelyal hiicrelerde VEGF etkisini inhibe ettigi yorumunu yapmiglardir.

Bizim calismamizda gruplar arasinda serum VEGF-C diizeyleri acisindan
anlamli fark saptanmamakla beraber tamoksifen grubunda serum VEGF-C diizeyleri
(207,1 pg/ml) en yiiksek seviyedeydi. Daha sonra sirasiyla letrozol grubu (154,9
pg/ml) ve aspirin grubu (128,7 pg/ml) gelmekteydi. Burada 6nemli oldugunu
diisilindiigiimiiz sonu¢ ise tamoksifenin aspirinle kombinasyonu halinde serum
VEGF-C diizeylerinin diismesiydi (183,4 pg/ml). Gruplar arasinda anlamli fark
c¢itkmamasinin sebebi ila¢ enjeksiyonlarimizin 30 giin ile sinirli olmasi veya serum
ornekleri yaninda plazma 6rneklerinin de ¢alismaya dahil edilmemesi olabilir. Ayrica
calismamizda tamoksifen grubunda gelisen uterin bir patoloji gozlenmemistir.
Tamoksifen-aspirin grubunda ise bir olguda endometrial polip varligir dikkati
cekmistir. Buradan endometrial polibin ila¢ enjeksiyonuna baslamadan Once mi
gelistigi yoksa tamoksifen etkisinde mi gelistigi bilinmemekle birlikte serum VEGF
diizeylerinin tamoksifen grubundan sonra en yiiksek degerlerde oldugu tespit
edilmistir. Yani Coskun ve ark. (223)’ nin ¢alismasinda vurguladiklart gibi serum
VEGF diizeylerindeki yiikselmelerin tamoksifene bagli gelisen endometrial
patolojilerle iliskili olabilecegi diisliniilmiistiir.

Sonug itibariyle ¢alismamizda ooforektomize rat uterusunda tamoksifenin
viicut agirligini azaltmasina ragmen uterin agirligi artirdigi tespit edilmistir ancak bu
artis anlamli degildir. Yine tamoksifenin BCL-2 ve Ki-67 ekspresyonunu azalttig
VEGF ve COX-2 ekspresyonunu ise arttirdigi gozlemlenmistir. Letrozol, viicut
agirhiginda artis yaparken uterin agirhig1 azaltmakla birlikte anlamli degildir. Letrozol
stromal hiicrelerde BCL-2 ekspresyonunda artis, VEGF ve COX-2 ekspresyonunda
azalmaya sebep olmaktadir. Aspirinin tamoksifen ile kombinasyonu VEGF ve COX-
2 ekspresyonunu azaltmaktadir. PECAM-1 ekspresyonu ile tamoksifenin uterin

etkileri arasinda bir iligski saptanmamigtir. Serum VEGF diizeylerinin tamoksifen ile
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arttig1 aspirin ve letrozol ile azaldig1 disiiniilmektedir. Calismamizda aspirinin
VEGF ve COX-2 ekspresyonunu inhibe ettigi goriilmekle birlikte tamoksifen ile
kombinasyonu halinde endometrial yan etkileri Onleyebilecegi goriisiinii

destekleyecek daha kapsamli ¢caligmalara ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

1-Tamoksifen viicut agirhigini azaltir ancak tamoksifen aspirinle kombine edildiginde

2-

bu azalma daha belirgin olup anlamli fark olusturmustur.
Tamoksifen uterin agirlikta artis yapabilir ancak bu artis endometrial patolojilerin

izlenmesiyle birlikte belirginlesebilir.

3- Tamoksifenin aspirinle kombinasyonu uterin agirlikta bir fark yaratmamustir.

4-

Letrozol viicut agirliginmi artirip uterin agirh§i azaltabilir ancak uterin agirliktaki

azalma anlamli degildir.

Tamoksifen uterusun stromal hiicrelerinde VEGF ekpresyonunu anlaml diizeyde
artirmaktadir. Aspirin ile kombine edildiginde ise VEGF ekspresyonunda azalma
izlenmektedir ancak anlamh diizeylere ulasmamistir. Daha ¢ok denek kullanimi
ve daha uzun siireli ila¢ enjeksiyonlari ile tamoksifenin uterin etkilerini dnlemede

aspirinin olumlu etkileri anlaml1 diizeylere ulasabilir.

Letrozol uterusun stromal hiicrelerinde VEGF ekspresyonunu etkilememistir.
Aspirinle kombine edilmesi de anlamli bir fark olusturmamistir ancak
tamoksifene gore letrozol-aspirin kombinasyonu VEGF ekspresyonunu anlamli
Olciide azaltmustir.

Tamoksifen uterusun glandiiler epitelinde ve stromasinda COX-2 ekpresyonunu
anlamli diizeyde artirmaktadir. Aspirin ile kombine edildiginde ise COX-2
ekspresyonu azalmaktadir ancak kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli
diizeylerde degildir. Dolayisiyla tamoksifenin uterin etkilerini 6nlemede aspirinin
olumlu etkileri, ¢aligmada kullanilan hayvan sayisinin artirilmasi: ve daha uzun

siiren ila¢ enjeksiyonlari ile anlamli diizeylere ulasabilmektedir.
Letrozoliin uterusta COX-2 ekspresyonuna etkisi yoktur.

Aspirin uterusun glandiiler epitelinde ve  stromal hiicrelerinde COX-2
ekspresyonunu tamoksifene kiyasla anlamli diizeyde baskilamaktadir ancak
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda COX-2 ekspresyonunu etkilemedigi

gozlenmistir.
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10- Tamoksifen stromal hiicrelerde BCL-2 ekspresyonunu azaltirken liiminal ve
glandiiler epitelde BCL-2 ekspresyonuna etkisi yoktur. Dolayisiyla
tamoksifenin apoptozu inhibe ederek BCL-2 ‘yi baskiladig diisiiniilmiistiir.

11- Letrozoliin BCL-2 ekspresyonunu etkilemedigi diistiniilmiistiir.

12- Aspirin kontrol grubu ile kiyaslandiginda stromal hiicrelerde BCL-2
ekspresyonunu artirmazken tamoksifenle kiyaslandiginda stromal hiicrelerde
BCL-2 ekspresyonunu artirmaktadir ve aspirinin apoptozu indiikleyerek bu

etkiye sebep oldugu diistiniilmiistiir.

13- Tamoksifen KI-67 ekspresyonunu liiminal epitelde azaltirken glandiiler epitel ve

stromada etkilememistir.
14- Letrozoliin Ki-67 ekspresyonunu etkilemedigi diisiiniilmiistiir.

15-Tamoksifenin PECAM-1 ekspresyonuna etkisi olmadigi gibi aspirinle

kombinasyonunun da PECAM-1 ekspresyonunu azaltict etkisi yoktur.

16- Tamoksifen serum VEGF diizeylerini artirmakla birlikte tamoksifene bagli bu

artis endometrial yan etkilerle korele ise anlamli diizeylerde olabilir.
17- Tamoksifenin aspirinle kombinasyonu serum VEGF diizeylerini azaltir.

18- Letrozoliin serum VEGF diizeylerini artirict etkisi minimal iken letrozol-aspirin
kombinasyonunun serum VEGF diizeylerini belirgin sekilde azalttig
gozlenmistir. Bu etkiye bagli olarak endometrial yan etkilerin serum VEGF

diizeyleri ile korele olabilecegi diisiintilmiistiir.

19-Aspirin kontrol grubu ile kiyaslandiginda serum VEGF diizeylerini etkilemezken
tamoksifene kiyasla tamoksifen+aspirin kullanilan grupta serum VEGF
diizeylerinin azaldig1 gozlenmistir.

20-Tamoksifenin endometrial yan etkilerini 6nlemeye yonelik hayvan ¢aligmalarinda
daha uzun siireli ila¢ uygulamalar1 ve daha fazla denek kullanilmasi sonuglarin

anlaml diizeylere ulagsmasini saglayabilir.
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