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Amag: Endometriyum kanseri, Tiirkiye’de ve diinya
genelinde mortalitesi en yiiksek olan jinekolojik kanser-
lerden biridir. Son yillarda kinazolin tiirevi maddelerin
antikanser etkilerine olan ilgi artmis olmasina ragmen
endometriyum kanser {izerine etkileri bilinmemektedir.
Bu amagla, antihipertansif ila¢ olarak kullanilan doksa-
zosin ile antineoplastik bir ila¢ olan erlotinib gibi kinazo-
lin tiirevlerinin endometriyum kanser hiicrelerinde
(RL95-2) olasi sitotoksik etkilerini arastirdik.

Gere¢ ve Yontemler: Calismamizda, (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)2,5-difenil ~ tetrazolyum  bromiir
(MTT) yontemi ile insan endometriyum kanser (RL95-2)
hiicresinin doksazosine, erlotinibe ve pozitif kontrol
olarak tamoksifene 0,01 -100 uM doz araliginda 24 ve 48
saatlik maruziyeti takiben hiicrelerin %’de canlihgina
gore maddelerin sitotoksisitesi belirlendi ve ICso deger-
leri hesaplandi.

Bulgular: Elde edilen bulgulara gore doksazosin,
erlotinib ve tamoksifen’in RL95-2 hiicreleri iizerinde
sitotoksik etkileri gozlendi. ICso degerleri 24 saatlik ma-
ruziyet icin sirasiyla 50,05+1,48, 18,87+2,46 ve
56,75%£2,94 uM ve 48 saatlik maruziyet icin sirasiyla
52,42+2,88,9,51+1,27 ve 49,82+4,43 uM olarak belirlen-
di.

Sonug: RL95-2 hiicre hattinda sitotoksik etkileri gozle-
nen doksazosin ve erlotinibin endometriyum kanser
tedavisi icin potansiyel antikanser ajan olarak umut
verici oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Doksazosin, erlotinib, sitotoksi-
site, endometriyum kanseri
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ABSTRACT

Objective: Endometrium cancer is the one of gyneco-
logic cancer that have highest mortality in the world-
wide and Turkey. Although there has been growing in-
terest on the anticancer effects of quinazoline-derived
substances in recent years, the effects on endometrial
cancer are unknown. For this purpose, we investigated
the possible cytotoxic effects of quinazoline derivatives
such as erlotinib used as antineoplastic and doxazosin
as antihypertensive drug in endometrial cancer cells
(RL95-2).

Materials and Methods: In our study, the cytotoxici-
ty of the substances were determined by (3- (4,5-
dimethylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyl tetrazolium bromide
(MTT) assay according to the viability (%) of the cells
after 24 and 48 hours exposure of the human endome-
trial cancer cell (RL95-2) to doxazosin, erlotinib, and
tamoxifen (as a positive control) at dose range from
0.01 to 100 pM and ICsp values were calculated.

Results: According to findings, cytotoxic effects of
doxazosin, erlotinib and tamoxifen on RL95-2 cells were
observed. ICso values were determined as 50,05+1,48,
18,87+£2,46 and 56,75+2,94 pM, respectively for 24-
hour exposure and as 52,42+2,88, 9,51+1,27 and
49,82+4,43 uM, respectively for 48-hour exposure.
Conclusion: Doxazosin and erlotinib which observed
cytotoxic effects in the RL95-2 cell line are thought to be
promising as the potential anticancer agent for the
treatment of endometrium cancer.

Keywords: Doxazosin, erlotinib, cytotoxicity, endo-
metrium cancer
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GiRIS

Kinazolin, benzen ve pirimidin halkasindan olusan hete-
rosiklik bir bilesik olup dogal ve sentetik biyoaktif bile-
sikler arasinda en yaygin yapilardan biridir (1, 2). Kina-
zolin tiirevi bilesiklerinin antikanser, antibakteriyel (3),
anti-enflamatuvar (4), antimalaryal (5) ve antihipertan-
sif (6) aktiviteleri gibi cesitli biyolojik etkileri bulun-
maktadir (7). Kinazolin tiirevi bilesiklerin antikanser
etkileri, insan prostat karsinoma hiicreleri (DU145, PC-
3) (8), mesane kanser hiicresi (HT1376) (9), glioblasto-
ma hiicreleri (LNT-229, U87MG) (10), retinoblastoma
hiicreleri (Y79, WERI) (11), yumurtalik karsinoma hiic-
releri (SKOV-3, OVCAR-3) (12), servikal kanser hiicresi
(HeLa) ve insan meme kanser hiicresi (MCF-7) (13) ile
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Calismamizda kulla-
nilan kinazolin tirevi olan doksazosin, selektif al-
reseptor blokorii antihipertansif bir ilagtir (12). Arastir-
malarda doksazosin’in apoptoz indiiksiyonu, kanser
hiicre biiyime inhibisyonu, epidermal biiyime faktorii
reseptori (EGFR) inhibisyonu, antianjiojenik aktivasyo-
nu gibi antikanser mekanizmalar1 6ne siiriilmektedir.
Erlotinib ise EGFR tirozin kinazin aktif selektif bir inhi-
bitéridir, in vitro timor hiicre dizilerinde apoptozu
uyardigl ve in vivo olarak sayisiz insan timor ksenog-
raftina karsi anti-proliferatif etkinlige sahip oldugu bi-
linmektedir (14).

Endometriyum kanseri, iilkemizde ve diinya genelinde
en sik gorilen jinekolojik kanserlerden biridir. Kadin
genital sistem kanserlerinin en sik (%45) goriilenidir ve
menopozdan sonra agirlikli olarak olusur. Tiirkiye’de
Saglik Bakanligi Kanser Dairesi Baskanligi'min 2004-
2006 yillarini kapsayan kanser verilerine gore endomet-
riyum kanseri her 100000 kadin niifusunun 5,38’inde
goriilmektedir (15). Obezite, erken yasta menars, ileri
yas, artmis endometriyal kalinlik ve hipertansiyon en-
dometriyum kanseri i¢in risk faktorleridir (16, 17).
Endometriyum kanseri genellikle iki tipe ayrilir. Tip [ en
yaygin olanidir ve vakalarin % 70'inden fazlasini temsil
etmektedir. Tip | tiimorler, yiliksek seviyede ostrojen
uyarimi ile iliskilidir ve endometriyoid adenokarsinoma
olarak bilinirler. Bu tiimérler genelde diisiik derecelidir-
ler, Ostrojen ve progesteron reseptorlerini eksprese
ederler (18, 19). Tip II timorler ise vakalarin %10’unu
temsil eder, yiiksek dereceli ve papiller serdz veya seffaf
hiicreli olma egilimindedir. Yiiksek niiks ve metastaz
riski tasirlar (19).

Evre I ve birinci derece endometriyum kanserinin ¢ogu
cerrahi rezeksiyon ile tedavi edilebilir olsa da, dogur-
ganlig1 korumak isteyen genc hastalar i¢in uterusu koru-
yucu yaklasimlar 6nem kazanmaktadir (20). Uygun cer-
rahi evrelendirme sonrasinda; giiniimiizde hastalara
radyoterapiden bagimsiz olarak kemoterapi baslanmasi
onerilmektedir. Bu sayede hastaliksiz sagkalim ve genel
sagkalimda artis izlenmektedir (21).

Son yillarda kinazolin tiirevi bilesiklerin antikanser
etkilerine olan ilgi artmis olmasina ragmen endometri-
yum kanser iizerine etkileri bilinmemektedir. Bu konu-
da yapilacak ileri arastirmalara ihtiya¢ oldugundan,
calismamizda antihipertansif ila¢ olarak kullanilan dok-
sazosin ile antineoplastik bir ilag olan erlotinib’in endo-
metriyum kanser hiicrelerinde (RL95-2) olasi sitotoksik
etkilerinin degerlendirilmesi amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Kimyasallar ve hiicre hatt

Doksazosin, insilin, penicilin/streptomycin, trypsin-
EDTA, (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il) 2,5-difenil tetrazolyum
bromiir- MTT, dimetilstilfoksit (DMSO) (Sigma Chemical
Company, ABD), DMEM F-12 medium (Thermo Fisher
Scientific, ABD), fetal sigir serumu (Biochrom GmbH,
Almanya), erlotinib (Atabay Kimya San. ve Tic. A.S., Tiir-
kiye), tamoksifen (Assos Pharma, Tiirkiye), insan endo-
metriyum kanser (RL95-2) hiicre hatt1 Dr. Ogr. Uyesi A.
Kiibra Karaboga Arslan (Erciyes Universitesi Eczacilik
Fakdltesi)’dan temin edildi.

Hiicre kiiltiirii ve doz uygulama

RL95-2 hiicreleri 37°C’de ve %5 CO2 ile nemlendirilmis
ortamda biiyiitildi ve ¢ogaltildl. Hiicrelerin 2,5 mM L-
glutamin, 15 mM HEPES, 0,5 mM sodyum piruvat ve
1200 mg/L sodyum bikarbonat iceren DMEM F-12 me-
dium ortaminda Kkiiltiirii yapildi. Tam biiytime ortami
olusturmak i¢in 0,005 mg/mL insiilin ve %10 fetal sigir
serumu eklendi. Her bir kuyucukta 10% hiicre olacak
sekilde 96 kuyucuklu plaklara hiicre ekimi yapildi, ku-
yucuklara tutunmasi ve ortama uyum saglamasi i¢in 24
saat inkiibe edildi. Doksazosin ve tamoksifen 0,01 uM,
0,1 uM, 1 uM, 10 pM ve 100 uM konsantrasyonlarinda,
erlotinib ise 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM ve 10 uM konsant-
rasyonlarinda DMSO (%0,5) ile hazirlandi. Hiicreler
etkin maddelerin her bir konsantrasyonu ile 4 tekrarh
olacak sekilde uygulandi. Negatif kontrol olarak DMSO
(%0,5) kullanildu.

MTT test ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Hiicrelerin 24 ve 48 saatlik etkin maddeler ile maruziye-
tinden sonra etkin madde ¢ozeltileri hiicrelerin lizerin-
den alind1 ve her bir kuyucuga MTT (0,5 mg/ml) ¢ozelti-
sinden 100 pL eklenip 3 saat inkiibe edildi. inkiibasyon-
dan sonra MTT ¢ozeltisi hiicrelerin iizerinden alind1 ve
her bir kuyucuga olusan formazan kristallerini ¢6zmek
icin 100 pL. DMSO eklendi. Yatay c¢alkalayicida plak 15
dakika siireyle calkalandi. Spektrofotometrede 570 nm
dalga boyunda 6rneklerin absorbans degerleri 6lgiildii.
Etkin maddelerin her bir konsantrasyonu i¢in elde edi-
len absorbans degerinin kontrol absorbans degerine
orani 100 ile ¢arpilarak % hiicre canlilif1 ve hiicrelerin
%50’sini dldiiren konsantrasyon (ICso) degerleri ortala-
mazstandart sapma seklinde hesaplandi.

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz, SPSS18 paket program kullanilarak
yapildi. Gruplarin normal dagilima uygunlugu Shapiro-
Wilk testi ile varyanslarin homojenligi ise Levene testi ile
belirlendi. Gruplar arasi karsilagtirmalar tek yonli var-
yans analizi (ANOVA) ile gergeklestirildi, ortalamalarin
kontrol grubu ile farkhiliklari ise LSD testi ile yapildi.
Karsilastirma verileri ve 1Cso degerleri ortala-
mazstandart sapma seklinde verildi. Istatistiksel olarak
anlamlilik diizeyi p<0,05 ve p<0,001 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Etkin maddelerin RL95-2 hiicreleri iizerindeki sitotok-
sik etkileri MTT yontemi ile belirlenmis olup 24 ile 48
saatlik maruziyet sonuglar1 Tablo 1 ve 2’de gdsterilmis-
tir. Buna gore, doksazosin uygulanan hiicrelerde 24
saatlik maruziyette 0,1 ve 1 uM dozlarinda hiicre canlili-
g1 anlamli olarak azaldi (p<0,05), 10 ve 100 pM dozlarda
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Tablo 1. Etkin maddelerin RL95-2 hiicrelerindeki 24 saatlik maruziyet sonucu sitotoksik etkileri.

Doksazosin Tamoksifen Erlotinib
Ort+SS p degeri Ort+SS p degeri Ort+SS p degeri
0,01 pnM 107,12+14,81 0,219 93,79+8,31 0,385 101,88+22,30 0,828
0,1 uM 87,72+9,67* 0,041 96,82+9,67 0,654 125,54+5,42 0,009
1 pM 84,47+7,52* 0,012 105,15+11,57 0,470 92,49+13,25 0,392
10 pM 75,40£2,43** 0,000 104,15+16,92 0,559 76,55+4,86* 0,015
100 pM 8,09+0,26** 0,000 9,47+1,15** 0,000

Ort+SS: Ortalamaz#Standart Sapma. Anlamlilik *p<0,05 ve **p<0,001 olarak kabul edilmistir. Hiicre canhilig1 kontrole gore degerlendirilmistir.

Tablo 2. Etkin maddelerin RL95-2 hiicrelerindeki 48 saatlik maruziyet sonucu sitotoksik etkileri.

Doksazosin Tamoksifen Erlotinib
Ort+SS p degeri Ort+SS p degeri Ort+SS p degeri
0,01 uM 97,63+1,41 0,592 99,74+8,50 0,974 82,70+12,39* 0,006
0,1 uM 93,29+8,58 0,141 86,49+19,56 0,103 85,72+7,58* 0,019
1 pM 96,76+6,51 0,466 96,28+12,29 0,641 72,63+7,09** 0,000
10 uM 89,35+10,46* 0,025 78,79+11,61* 0,015 48,36+5,63** 0,000
100 pM 7,06+0,41** 0,000 6,39+0,28** 0,000

Ort+SS: OrtalamazStandart Sapma. Anlamlilik *p<0,05 ve **p<0,001 olarak kabul edilmistir. Hiicre canliligl kontrole gore degerlen-
dirilmistir.

ise hiicre canlilig1 6nemli derecede azald1 (p<0,001). 48  Erlotinib uygulanan hiicrelerde 24 saatlik maruziyette
saatlik maruziyette ise 10 uM dozda hiicre canlihgl an- 10 pM dozlarda hiicre canlhiliginda anlamli bir azalma
laml olarak azald1 (p<0,05), 100 pM dozda ise hiicre  gdzlendi (p<0,05). 48 saatlik maruziyette ise 0,01 uM ve
canliigl 6nemli derecede azaldi (p<0,001) (Sekil 1). 0,1 pM dozlarda hiicre canlhliginda anlaml olarak azal-
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Sekil 1. Doksazosinin RL95-2 hiicrelerindeki sitotoksik etkileri.
Hiicre canliligi kontrole gore degerlendirildi. Anlamlilik *p<0,05 ve **p<0,001 olarak kabul edildi.
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ma gorildi (p<0,05), 1 uM ve 10 uM dozlarda ise hiicre
canliliginda 6nemli derecede azalma gozlendi (p<0,001)
(Sekil 2). Tamoksifen uygulanan hiicrelerde 24 saatlik
maruziyette 100 uM dozda hiicre canlihgr olduk¢a an-
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Sekil 2. Erlotinibin RL95-2 hiicrelerindeki sitotoksik etkileri.
Hiicre canliligl kontrole gore degerlendirilmistir. Anlamlilik
*p<0,05 ve **p<0,001 olarak kabul edilmistir.

laml olarak azaldi (p<0,001). 48 saatlik maruziyette ise
10 pM dozda hiicre canliliginda anlamli olarak azalma
goriilda (p<0,05), 100 uM dozda ise hiicre canhiliginin
onemli derecede azaldig1 belirlendi (p<0,001) (Sekil 3).
Doksazosin, erlotinib ve tamoksifen i¢in 24. ve 48. saat-
lik maruziyet sonucu ICso degerleri hesaplandi ve Tablo
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Sekil 3. Tamoksifenin RL95-2 hiicrelerindeki sitotoksik etkileri.
Hiicre canhligi kontrole goére degerlendirilmistir. Anlamlilik
*p-4,49 ve **p-4,445 olarak kabul edilmistir.

3’te gosterildi.

Tablo 3. Etkin maddelere ait ICso degerleri.

ICso degerleri (uM)* 24 h 48 h

Doksazosin 50,05+1,48 52,42+2,88

Erlotinib 18,87+2,46 9,51+1,27

Tamoksifen 56,75+2,94 49,82+4,43
*Degerler ortalama+standart sapma olarak verilmistir.
TARTISMA VE SONUC

Kinazolin tiirevi ilaclarin sitotoksik etkileri farkli hiicre
hatlar ile yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Bu ¢alig-
mada insan endometriyum kanser hiicresinde (RL95-2)
de benzer etkiler gozlenmis olup 24 saatlik maruziyette

ICso degerleri doksazosin, erlotinib ve tamoksifen icin
sirasiyla 50,05+1,48, 18,87+2,46 ve 56,75+2,94 uM; 48
saatlik maruziyette ise 52,42+2,88, 9,51+1,27 ve
49,82+4,43 uM olarak tespit edilmistir. Calisma sonugla-
rimizin doksazosinin farkl hiicre hatlarinda farkl kon-
santrasyonlari ile yapilan ¢alismalar ile uyumlu oldugu
gozlenmistir. Hui ve ark. doksazosinin 20, 25 ve 30 uM
dozlarinda 48 saatlik maruziyeti sonucunda ER pozitif
MCF-7 hiicrelerinde proliferasyonu %30-70 oraninda,
ER negatif MDA-MB231 hiicrelerinde ise %20-60 ora-
ninda azalttigin1 ve apoptozu indiikledigini belirlemis-
lerdir (22). Benning ve Kyprianou, doksazosin’in insan
prostat timor epitel hiicrelerine karsi apoptotik etkisini
belirlemisler ve prostat kanser tedavisinde doksazosin
kullaniminin potansiyel terapotik 6nemi olabilecegini
vurgulamislardir (23). Cal ve ark., doksazosinin prostat
karsinoma hiicre hatlarinda (DU145 ve PC-3) sitotoksik
etkisini tespit etmisler ve prostat kanser tedavisinde
yeni bir sitotoksik ajan olarak kullanilabilecegini oner-
mislerdir (8). Park ve ark. doksazosinin insan ovaryan
kanser hiicresinde hiicre proliferasyonunu, migrasyonu-
nu, invazyonunu, tiimér vaskiilerizasyonunun baskiladi-
gin1 ve tlimor biiylimesinin azalttigini belirlemislerdir
(12). El-Sharkawi ve ark., doksazosinin serviks (HeLa),
hepatik (HepG2) ve meme (MCF-7) karsinoma hiicrele-
rine karsi sitotoksik etkisini degerlendirdikleri ¢alisma-
da, 72 saatlik maruziyet sonucu ICso degerlerini sirasiyla
14,9+48,5, 104,4£115,7, 86,6+158,5 pM olarak tespit
etmislerdir (13).

Erlotinib ile elde edilen sonug¢larimizin diger calismalar
ile uyumlu oldugu gériilmiistiir. Shao ve ark., erlotinib’'in
retinoblastoma hiicrelerinde (Y79 ve WERI) apoptozu
indtikledigini, proliferasyonu inhibe ettigini ve tiimoér
baskilayici etkisini in vivo ve in vitro ¢alisma ile goster-
mislerdir. Bu hiicrelerde 72 saatlik maruziyet sonucu
ICso degerlerini sirasiyla 0,89 uM ve 2,05 uM olarak
belirlemislerdir (24). Pankreatik kanser hiicre hattinda
(BxPC-3) erlotinibin farkli konsantrasyonlari (2, 5, 10 ve
20 pM) ile 48 saatlik inkiibasyon yapilan bir ¢alismada,
ylizde inhibisyon oranlar1 sirasiyla 20,18, 38,73, 53,44
ve 65,50 olarak tespit edilmistir (25).

Tamoksifen ile hormonal tedavi, ileri evre endometri-
yum kanser icin alternatif bir tedavidir (26). Calisma-
mizda tamoksifenin 100 puM dozda hiicre canlihiginda
onemli derecede azaldigi belirlendi. Castro-Rivera ve
Safe, tamoksifenin 1 uM dozda endometrial kanser hiic-
re (HEC1A) cogalmasin azalttigini bildirmislerdir (27).
Meme kanseri hiicre hatlarinin (MCF-7, BT-20 ve MDA-
MB-231) tamoksifen ile 24 saat muamele edildigi bir
calismada, ICso degerleri yaklasik olarak 9-10 uM olarak
belirlenmistir (28). Ayrica, elde ettigimiz verilere gore
doksazosinin pozitif kontrol olarak kullandigimiz ta-
moksifen ile benzer sonuglar gosterdigi goriildii.

Sonug olarak, doksazosin ve erlotinib ilaglarinin endo-
metriyum kanser tedavisi i¢cin potansiyel antikanser
ajan olarak umut vaat ettigi diisiiniilmektedir.
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