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Abstract

Purpose: The aim of this study was to investigate the
effect of propranolol (PR), which is used in infantile
hemangiomas, and paclitaxel (PX), which is widely used as
an chemotherapeutic agent, on cancer cells.

Materials and Methods: That the cells counted with
trypan blue the doubling time were determined. Also with
MTT assay were analyzed the cytotoxic effect and ICsp
value of drugs. In the breast cancer cell lines which are
differents with regard to invasion (MDA-MB-231 and
MCF-7 ) anti-VEGF, anti-eNOS, anti-iNOS and anti-
ERK1/2 primer antibodies investigated by using
immunohistochemical ~methods. To evaluation of
immunoreactivity was used the H-scoring system.

Results: With MTT test, IC50 values are applied to the
cells dosage for MDA-MB-231 cells; PX: 5 nmol, PR: 50
pum, and for MCF- 7 cells PX: 3,7 nmol, PR: 50 pm, were
established. In  immunohistochemical  application,
immunoreactivity of control group was increased with
strong and/or stronger in the cancer cells, while those of
in PX, PR and combine treatment was decreased either
significant or very significant.

Conclusion: With this study, application of anti
chemotherapeutic therapy which is paclitaxel, in additon
with anti angiogenic therapy in the treatment of breast
cancer, vascular vasodilation, cell proliferation, migration,
survival ultimately thought to be important in the
prevention or reduce of angiogenesis.
Keywords: MDA-MB-231, MCF-7,
propranolol.
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Oz

Amag: Bu calismanin  amact hemanjiyom
vakalarinda kullandan propranolol (PR) ile kemoterapétik
bir ajan olarak yaygin kullanilan Paklitakselin (PX) kanser
hiicreleri tizerine etkisini incelenmesidir.

Gere¢ ve Yontem: Tripan mavisi ile hiicre sayimi
yapilarak hiicrelerin ikilenme zamanlari belirlendi. MTT
testi ile de ilaglarin sitotoksik etkisi ve IC50 degetleri analiz
edildi. Invazyon yéniinden farkli iki meme kanseri hiicre
hattinda (MDA-MB-231 ve MCF-7) anti-VEGF, anti-
eNOS, antd-INOS ve antd-ERK1/2 primer antikorlari
indirek  immunohistokimyasal ~ yontemle  incelendi.
Immunoreaktivitenin degerlendirilmesi icin H skorlama
sistemi kullanilds.

Bulgular: MTT testi ile hiicrelere uygulanacak ilag
dozlarinin IC50 degerleri MDA i¢in; PX: 5 nmol, PR: 50
um ve MCF- 7 i¢in; PX: 3,7 nmol, PR: 50 um olarak
bulundu. Immunohistokimyasal ~ uygulamada  kanser
hiicrelerinde  kontrol — gruplarinin  immunoreaktivitesi
siddetli ve/veya cok siddetli artmis iken PX, PR ve
kombine uygulanan ila¢ gruplarinda boyanma siddeti
anlamli veya ¢ok anlamli olarak azald1.

Sonug: Bu ¢alisma ile kemoterapotik olarak uygulanan
paklitaksele ek olarak anti anjiyogenik ila¢ uygulamalarinin
damarlarda vazodilatasyon, hiicre c¢ogalmasi, goci ve
yasam  siresini etkilemesi sonucunda  anjiyogenezi
azaltmast veya Onlemesi acisindan meme kanserinin
tedavisinde 6nemli oldugu distinilmustiir.

Anahtar kelimeler: MDA-MB-231, MCF-7, anjiyogenez,
propranolol.
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GIRIS

Meme kanseri, kadinlarda akciger kanserinden sonra
gorilen ikinci en stk kanser tipidir ve kanser nedenli
Slumlerin icinde de ikinci sirayt almaktadir!-2. Malign
timotlerin hem biytime hizini ve hem de varliklarint
sirdirmelerini  saglayan damarlarin  olusumunun
Onlenmesi ve hatta ortadan kaldirilmasi, son
zamanlarda kanser tedavisinde yeni bir yaklasim
olarak anjiyogenezi ve anti-anjiyogenik ilaclarin
gelistirilmesini  gindeme getirmistir. Bu konuda

yapilan  calismalardaki ilging 6rneklerden  biri
propranololdiir. Propranolol’in = 6zellikle VEGF
tzerine etkili oldugu bildirilmis ve infantil

hemanjiyom vakalarinda kullanilmaya baslanmistir.
Ginimizde meme kanserinin tedavi yontemleri
basta cerrahi olmak tzere, hormon tedavileri,
kemoterapiler, radyoterapi ve hedefe yonelik tedavi
olmak Uzete bes grupta toplanit®. Heniz meme
kanserini kesin 6nleyen bir yéntem mevcut degildir.
Ancak  kemoterapotik  tedavilere ek olarak
uygulanabilecek alternatif tedaviler hem
kemoterap6tik tedavinin  zararli etkisini en aza
indirmek amaciyla hem de tedavi segeneklerinin
artmast acisindan 6nemli olacaktir. Anjiyogenez,
meme kanserinde hem lokal timér biiyimesi hem
de uzak metastaz acisindan ¢ok Onemli bir rol

oynamaktadir®.  Preklinikk  modellerde  yapilan
calismalar meme hiperplazisinin timore
doénismesinde  anjiyogenezin  6nctluk  ettigini
gOstermistir>. Diger taraftan, anjiyogenez
inhibitotlerinin  timdr  hicresine  transfeksiyonu

biyiimeyi ve metastazt azaltmistir®. Anjiyogenik
molekiller iginde anjiyogenezin en potent uyaricisi
ve Uzerinde en ¢ok durulant VEGF dir. Tumor
progresyonuna baglt gelisen hipoksik durumlarda
anjiyogeneze VEGF aracilik etmektedit’. Nitrik
oksitte kan akimimin dizenlenmesi ve damar
gecirgenliginde artma saglayarak timoér hicrelerinin
beslenmesini ve oksijen saglanmasini kolaylagtirirken
diger yandan da I6kosit endotel etkilesiminin
azalmast ile konaket immun mekanizmasini bozmaya
yardim eder®. Anjiyogenezle ilgili yolaklardan biri de

MAPK-ERK  sinyal yolagt  olup  kanserin
belirleyicileri ~ olan  proliferasyon,  invazyon,
anjiyogenez ve inflamatuvar cevap gibi onkojenik
fenotiplerin ~ dizenlenmesinde ~ anahtar  rol
oynamaktadir. ~ Bu  nedenle, MAPK/ERK

inhibitorleri belli kanser tiplerinde umut verici hedef
tedaviler olarak ortaya cikmustit’. Sonucta meme
kanseri icin kullanilacak yeni ilaglarin antianjiyogenik
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yolaklar izerinden etki etmesi tedavinin etkinligi
acisindan 6nemli olacaktir.

Bu calismada kemoterapotik tedaviye ek olarak anti-

anjiyogenik  tedavi olarak heniiz hemanjiyom
olgularinda  hemanjiyomun kiiciilmesine neden
oldugu bildirilen propranolol'®  uygulamalarinin
meme  kanseri tedavisindeki yeri ve etki
mekanizmalart  molekiler  diizeyde —arastirilmis
olacaktir.

Propranololin infantil hemanjiyomda

kullandlmasinin yant sira son ¢alismalarda bu ilacin
néroendokrin dizenlemeye, adrenerjik
nérotransmitterler olan epinefrin ve norepinefrin
salinimina ve sempatik sinit sistemi aktivasyonuna
etkisi acistndan meme kanseri ilerlemesini 6nleyici
etkisine odaklanidmistir. Bu calismalar adrenerjik
sinyalin direk timoér hicresine veya mikro ¢evreye
etki ederek meme kanseri ilerlemesi ve metastazinda
gerekli  olan  bircok  yolagt  duzenledigini
gostermistir!12. Bu bilgiler 1s1g1nda, ¢alismamizda
meme kanserinin etkin tedavisi icin antineoplastik
kematerap6tik  ve  anti-anjiyogenik  ajanlarin
molekiiler mekanizmalarina 1sik tutulacaktir.

GEREC VE YONTEM

Calismamiz Celal Bayar Universitesi Etik Kurulunun
01.11.2010 tarihinde onay verdigi 0023 sayili
calismadir.

Hiicre Kultura

MDA-MB-231 (ECACC-European Collection of
Cell Cultures — Cat No: 92101203 LOT: 08A006
p.18) ve MCF-7 (ECACC Accession no 86012803
Lot No: 10K025 pass:9) meme kanser hiicre hatlar,
RPMI-1640 (R8758 Sigma Chemical Co. St Louise,
Missouri, USA), %10 Fetal bovine serum (FBS)
(19665, Sigma Chemical Co. St Louise, Missouri,
USA), %1 L-Glutamin (G7513-Sigma Chemical Co.
St Louise, Missouri, USA) ve % 1 antibiyotik-
(penisilin-streptomisin) (P4333-Sigma Chemical Co.
St Louise, Missouri, USA) iceren medyum ile diltie
edilerek 4 kultir kabina esit olarak paylastrildi.
Kultir kaplarinda, %5 karbondioksit iceren, 37°C
nemli inkiibatérde ¢ogaltilmaya birakildi. ki giinde
bir medyumlart degistirilerek, konfluent olunca
Tripsin-EDTA  (T4049-Sigma Chemical Co. St
Louise, Missouri, USA) solusyonu ile 37°C ile 5
dakika birakilarak hiicreler alinip, 1000 rp’de 5 dk.
santrifiij edildikten sonra pasajlandi. 4. pasaja kadar
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yeterli miktarda cogaltlan hiicreler 6nce -80°C’de
ardindan azot tank: igerisinde, dondurma medyumu
ile yedeklendi.

Ayni pasajdaki htcreler gruplar icin ayr kiltir
kaplarina bolinerek ila¢ uygulamalarma gecildi.
Deney 4 grup olarak planlandi. 1. Kontrol Grubu
Meme kanseri; K-A. MDA-MB-231 K-B. MCF-7,
2. Meme kanseri + Paklitaksel grubu; A-Px.
MDA-MB-231 ve Paklitaksel, B-Px. MCF-7 ve
Paklitaksel eklenen grup, 3. Meme kanseri +
Propranolol verilen grup; A-Pr. MDA-MB-231 ve
Propranolol, B-Pr. MCF-7 ve Propranolol eklenen
grup, 4. Meme kanseri + Paklitaksel +
Propranolol grubu; A-Px+Pr. MDA-MB-231 ve
Paklitaksel ile Propranolol, B-Px+Pr. MCF-7 ve
Paklitaksel ile Propranololiin kombine verildigi grup.

Hiicrelerin ikilenme zamaninin
belirlenmesi

Gruplardan elde edilen 24 goz1i kiltir kaplarindaki
htcreler Tripsin-EDTA ile kaldirilarak  santrifiij
edildi ve ustteki stpernatant atildi ardindan htcre
tzerine 1 ml vasat eklendi. Her gbzdeki hiicre ile
vasat karistmindan 100ul ve tripan mavisinden de
100pl alinarak homojen bir sekilde karstirildiktan
sonra thoma laminda hiicre sayimlari yapilarak
ekildi. Hicreler ilk sayim yapildiginda her bir gbze
MDA-MB-231 htcresinden 15.103 ve MCF-7
hiicresinden, 15.10% olacak sekilde ekildi. Ardinda t¢
gin boyunca her giin kabin tcer tane gbzi Tripsin-
EDTA ile kaldirilarak htcre sayimt yapilds.

Ilag dozlarinin belirlenmesi - MTT Testi

Tedaviden sonra ilag sitotoksitesini 6l¢mek icin 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (M5655-Sigma, USA) ve distile su ile MTT
solisyonu hazirlandi. Hucreler 3 adet 96’It kaltir
kabina her bir kuyucuga 1x10° hiicre olacak sekilde
pasajlandi  ve inkiibe edildi. Ardindan MTT
solisyonundan her bir kuyucuga 100 pLL konuldu ve
37°C’ de 4 saat inkiibe edildi. Kontrol gruplatina ilag
uygulamast yaptlmad: ve PBS eklendi. Siire sonunda
MTT solisyonu atildt ve her bir kuyucuga 100 pL
DMSO (A 3672, AppliChem, Darmstadt, Germany)
eklenerek absorbans 570 nm’ de spektrofotometrede
olgiildii.  Olgiilen  degerler  ilag  eklenmeyen
kuyucuklardaki degetler ile karsilastirilarak ilaglarin
hicrelerin yarisint Sldiren dozlar belirlendi béylece
ilag ICs0 dozlart hesaplandi.
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Indirekt immunohistokimyasal yéntem

24 kuyucuklu kiltir kabinda ¢ogaltilan hiicreler 48.
saatteki ila¢ uygulamalarini takiben kiltir vasati
atildi, htcreler bir defa steril PBS ile yikandiktan
sonra %4’lik paraformaldehit ile 30 dk. fikse edildi.
Fiksasyondan sonra 3 kez 5 dk. PBS ile yikandi.
%3’lik hidrojen peroksit (H2O2) uyguland: (5 dk) ve
3 defa PBS ile yikandi. Permeabilizasyon icin
%0,1’lik Triton-X 100 (T8787 -Sigma Chemical Co.
St Louise, Missouri, USA) ile 15 dk. inkiibe
edildikten sonra 3 defa PBS ile yikandi 1 saat
blocking uygulamasindan sonra anti-VEGEF (sc-
7269, Santa Cruz, CA, USA), anti-INOS (sc-649,
Santa Cruz, CA, USA), anti-eNOS (sc-654, Santa
Cruz, CA, USA), antd-ERK1/2 (251140, Abbiotec,
San Diego, USA) antikorlart 1:100 oraninda diltie
edilerek uygulandt ve 1 gece inkiibe edildi. Ertesi
giin 3 defa PBS ile yikandiktan sonra biotin (30 dk.)
ve ardindan streptavidin (30 dk.) uygulandi. Yine
PBS ile yapilan ytkamalardan sonra DAB kromojeni
uygulanarak  immunoreaktivitelerin  gérinirligu
saglandi.  Immunoreaktivitelerin ~ spesifik  olup
olmadigini test etmek amaci ile birer kesit kontrol
boyamast  icin  ayrildi primer  antikor
uygulanmadan boyama gerceklestirildi. Distile su ile
yikanan 6rnekler kapatma mediumu (Clear Mount,
Mounting Medium Ref: 008110 Invitrogen, USA) ile
kaplanarak kapatildi ve fotograflart 151tk mikroskobu
ile cekildi.

ve

Resim 1. MDA-MB-231(A) hiicre hattinin 24.saat ve
MCF-7 (B) hiicre hattinin 72.saatteki gériintimleri.
X400.

Istatistiksel analiz

Immunorektivite siddetleri hafif (+), orta (++),
siddetli (+++) ve c¢ok sjddetli (++++) olarak
skorlandi. Boyanan hiicrelerin ytizdesi ve boyanma
siddetleri H-Skor ile hesaplanarak, gruplar arasinda
karsglastirmali  olarak ANOVA istatistik testi ile
degerlendirildi. P degerinin <0.05 olmast istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.
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H-skor: Toplam alanda ytz hiicre sayildi. Hicreler
boyanma sjddetlerine goére (1) hafif, (2) orta, (3)
siddetli ve (4) cok siddetli olarak skorlandi. Boyanma
¢ kere tekrarlandi. Boyanma sjddetleri H-skor
yapilarak istatistiksel olarak ANOVA istatistik testi
ile karsplaspirmali olarak degerlendirildi. Toplam
boyanan hiicre sayist (%) X (Boyanma siddeti + 1)
formili ile H-skor, 1 — 500 arasinda olacak sekilde
degerlendirildi.

BULGULAR

MDA-MB-231 hiicrelerin ¢ogalma hizinin MCF-7
htcrelerine oranla daha hizlt oldugu, tripan mavisi ile
hticre sayimi yapilarak ikilenme zamanlarinin MDA-
MB-231 icin 24 saat, MCF-7 icin ise 72 saat oldugu
belirlendi (Resim 1).

PX

PR

PX+PR

Resim 2. MDA-MB-231 hiicre hattinin VEGF,
iNOS, eNOS ve ERK1/2 primer antikotu
kullanilarak indirekt immunohistokimyasal
yontemle degerlendirilmesi. X400.
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MTT testi ile hiicrelere uygulanacak ilag dozlarinin
1Cs0 degerleri MDA i¢in; PX: 5 nmol, PR: 50 um ve
MCF- 7 icin PX: 3,7 nmol, PR: 50 um olarak

bulundu.
Kontrol grubu MDA-MB 231 meme kanser
hiicrelerinde  VEGF  immunoreaktivitesi  siddetli

(+++) gozlenirken; PX grubunda orta (++); PR
grubunda hafif/orta (+/++) ve PX+PR grubunda
ise immunoreaktivite kontrol ve PX gruplarina gore
azalmig (+/++) olarak izlendi. INOS, eNOS ve
ERK1/2 sinyal yolaklarinin boyanma siddeti de PX
ve PR gruplarinda tedavi edilmeyen gruplara gore
azalmisti  (Resim  2). MCF-7 meme kanser
hiicrelerinde de VEGF, iNOS, eNOS ve ERK1/2
immunoreaktiviteleri siddetli (+++) gézlenirken; PX
ve PR gruplarinda boyanma siddeti azalmusti. (Resim
3). Tum immunoreaktivite siddetleri tablolarda
Ozetlenmistir (Tablo 3 ve 4).
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Resim 3. MCF-7 hiicre hattinin VEGF, iNOS, eNOS
ve ERKI1/2 primer antikoru kullanilarak indirekt
immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmesi.
X400.

Tablol. MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatt1 tizerinde uygulanan Paklitaksel (PX) ve Propranolol
(PR) ilaglarinin MTT sonucu elde edilen IC50 dozlar1.
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Tablo 2. MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatt1 iizerinde uygulanan Paklitaksel ve Propranolol ilaglarinin MTT
sonucu elde edilen ICsy dozlari.

MCF-7 MTT ANALIzi

0,6

04 -

0,2 -

ORT ABSORBANS + SD

0,0 -

K PX0,9 PX1.8 PX3.7 PX7.5 PX15 PR25 PR50 PR100 PR200 PR400

Tablo 3. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin H-Skor ve immunoreaktivite degerlendirmesi.

MDA-MB-231 VEGF iNOS eNOS | ERK 1/2

K

IHC siddeti 4+ 4+ 4+ 4+

H-Skor 330, 362, 380 478, 396, 450 417, 434, 447 339, 326, 320
PX

IHC siddeti ++ ++ ++/+++ +/++
H-Skor 242,238, 250 175, 213, 180 296, 271, 289 195, 178, 185
PR

IHC siddeti +/++ ++ ++ ++

H-Skor 195, 180, 176 254, 288, 275 234,278, 287 235, 286,275
PX+PR

IHC siddeti +/++ ++ +/++ +

H-Skor 200, 144, 153 277, 262, 241 187,165, 173 190, 258, 239

Tablo 4. MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin H-Skor ve immunore aktivite degerlendirmesi.

MCEF-7 VEGF iNOS eNOS | ERK 1/2

K

THC siddeti +++ +++ -+ +++

H-Skor 350, 392, 330 458, 466, 450 477, 434, 447 309, 326, 320
PX

IHC siddeti ++ +/++ ++ +/++
H-Skor 222,218, 230 195,173,190 256,221, 219 145,218, 215
PR

THC siddeti + ++ ++ +

H-Skor 135, 180, 126 224,218, 295 204, 278, 275 105, 96,175
PX+PR

THC siddeti +/++ +/++ +/++ +/++
H-Skor 100, 214, 153 107, 202, 261 187, 225, 243 190, 178, 219
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Tablo 5. MDA-MB-231 hiicre hattinin immunohistokimyasal degerlendirmesinin istatistiksel analizi.

VEGF iNOS

K-VEGF vs PX, PR, PX+PR ek P<(.001 K- iNOS vs PX, PR, PX+PR ok P<(0,001

PX VEGF vs PR * P<0.05 Px iNOS vs PR ** P<0.01

PX VEGF vs PX+PR ** P<0.01 PXiNOS vs PX+PR * P<0.05

eNOS ERK 1/2

K- eNOS vs PX,PR ** P<0.01 K-ERK1/2 vs PX ok P<0.001

PX eNOS vs PX+PR * P<0.05 K- ERK1/2 vs PX+PR ** P<0.01
PX ERK1/2 vs PR * P<0.05

Tablo 6. MCF-7 hiicre hattinin immunohistokimyasal degerlendirmesinin istatistiksel analizi.

VEGF iNOS
K- VEGF vs PR, PX+PR R P<0.001 K- iNOS vs PX, PX+PR ok P<(.001
K- VEGF vs PX *k P<0.01 K- iNOS vs PR ** P<0.01
eNOS ERK 1/2
K- eNOS vs PX, PX+PR ek P<(0.001 K-ERK1/2 vs PX, PX+PR * P<0.05
K- eNOS vs PR *k P<0.05 K- ERK1/2vs PR ek P<0.001
PX eNOS vs PR * P<0.05 PX ERK1/2 vs PR * P<0.05
PR eNOS vs PX+PR * P<0.05
TARTISMA dinamik reorganizasyonunu inhibe etmektir. Malign

Calismamizda, invitro olarak metastaz ve invazyon
acisindan farkli olan MDA-MB-231 ve MCF-7 insan

meme kanser hicre hatlarinda; antineoplastik
kemoterap6tik  bir ila¢  olan  Paklitaksel ile
antianjiyogenik ~ olarak  bilinen =~ Propranolol

uygulamasinin anjiyogenez mekanizmalarinda yer
alan VEGF, NOS ve ERK yolaklar ile iliskisinin
indirek immunohistokimyasal
degerlendirilmesi  yapildt. Meme  kanseri
kadinlardaki dért kanserden biri olup kanserden
Slimlerin de en sik nedenidir’®>. Meme kanseri

yontemle

tedavisinde secenekler artmis; tedavide cerrahi,
kemoterapi, radyoterapi, hormonal ve genetik
yaklasymlar  uygulanmaktadir3. Hedefe yonelik

tedavide, daha ¢ok timére 6zgl olan ve yan etkisi de
daha az olan tedaviler amaclanmaktadir. Yapilan
calismalarda meme kanserinin tedavisinde cesjtli
kemoterap6tik ila¢c uygulamalari yapilmakta ancak
ilaca karsy duyarsizlik ve coklu ilag direnclerinin
gelismesi nedeniyle, invazyon ve metastazlarin
onlenmesinde yetersiz kalmaktadir. Kemoterapotik
tedavide meme kanserinde kullanllan en 6nemli
ajanlardan biri paklitakseldir!#. Paklitakselin bas]ica
etki mekanizmasi, tubiilin dimerlerinde
mikrotiibilleri etkileyerek mikrotiibil
depolimerizasyonunu durdurmak ve normal hiicresel

timorlerin hem biyiime hizint hem de varliklarin
sirdirmelerini  saglayan damarlarin  olusumunun
Onlenmesi ve hatta ortadan kaldirilmasi, son
zamanlarda kanser tedavisinde yeni bir yaklasym
olarak anjiyogenezi ve antianjiyogenik ilaclarin
gelistirilmesini giindeme getirmistir’>. Bu acidan
anjiyogenez, tumérin  akibeti  ve  tedavinin
hedeflenmesi icin anahtar bir siirectir!.

Bir beta blokér olarak bilinen ve bu amacla
uygulanan propranolol onkolojide énemli bir aday
olarak ortaya c¢tkmistir!”.  Yapilan c¢alismalarda
propranololiin anjiyogenik mekanizmalar
etkileyerek anjiyogenezi inhibe ettigi
goOsterilmistir!®1920.  Creed, ILe?*2 ve arkadaslar
Beta-adrenerjik sinyalizasyon, cerrahi stres, kanser
proliferasyonu ve metastaz arasindaki baglantilar
kapsamlt bir sekilde arastrmuslardir. Bu  etki
mekanizmalar:  propranololiin  farklt  kanser
tedavilerinde - neo-adjuvan, perioperatif ve adjuvan
olarak kullanilabilecegini distindirmektedir. Ayrica,
bu mekanizmalar dizisi propranololin bircok
kanserde ve 6zellikle de meme kanserinde 6nemli bir
anti-metastatik  ajan  olabilecegini  desteklemistir.
Yapilan yeni calismalar gostermistir ki kronik stres
ve artmus beta-adrenerjik sinyaller akcigetlerde bir

"metastatik" nis olusturmakta, bdylece akciger
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kanser htcrelerinin kolonizasyonuna yol acmaktadir.
Bu nis olusumu propranolol tarafindan inhibe
edilmistir?®. Nagaraja ve meslektaglart diger yakin
zamanl ¢alismalarinda  beta adrenerjik reseptor
sinyali ile timor stromast arasindaki iliskiyi
arastirmigtir?’. Buna gore; meme kanserinde stres
sinyali pro-timér ve prometastatik kanser iliskili
fibroblast ve kollajen birikimine neden olmus ve bu
etki propranolol tedavisi ile ortadan kalkmustir.
Ashrafi ve arkadaslart da fare meme kanseri
modelinde propranololin kansere karst adjuvan bir
ast olarak etkili oldugunu  gostermiglerdir?.
Propranolol meme kanseri ve baska kanser
vakalarinda farkli agilardan denenen yeni bir ajan
olmast sebebiyle bizim ¢alismamizda yer almispur.

Vaskiiler endotelyal biyiime faktéra (VEGF) giiclu
ve selektif bir endotelyal mitojen fakt6r olup endotel
hucrelerin - gé¢li  ve c¢ogalmasinda 6nemli  rol
oynamaktadir’. Normal ve malign dokuda yeni kan
damart olusumunu saglayarak anjiyogenik cevabin
tamamlanmasint  saglayan bir sinyal proteinidir?’.
VEGF’in meme kanseri hiicreleri ve meme stromal
htcrelerinden salgilandigi gdsterilmis, olup, bu da
VEGF’in meme kanseri gelisimi ve anjiyogenezde

aktif rol oynadigini géstermektedir?s.

Nitrik oksid’in  (NO) endotel hiicre biiyiimesi,
apoptoz, go¢ ve Ozellikle anjiyogenez tizerine 6nemli
farklt biyolojik fonksiyonlatt oldugu gdsterilmistir®.
Bunun sebebi NO diger serbest radikaller, metal,
iyon ve proteinlerle etkilesime girer. Ayrica
fonksiyonu; konsantrasyon, hiicre tipi ve genetik
yapiya baglt oldugu icin, karsinogenezdeki spesifik

rolini tespit etmek zordur. iNOS (INOS2)
salgisinin  ¢esjtli  insan  kanserlerinde  arttigi
bulunmustur®.  Kronik inflamasyonun  timor
gelisimi  ve kanserin ilerlemesine yol agtigi

bilinmektedir. iNOS da kronik inflamasyona bagli
kanserin iletlemesinde 6nemli bir proinflamatuar
medyatérdir’!. Bircok calismada iNOS potansiyel
bir kanser belirteci olarak kullanilmis ve timorde
eksprese edilen yiiksek iINOS’un melanom, prostat
ve meme kanseri gibi bircok kanser tipinde hastanin
kot prognozu ile iliskilendirilmistir3?33.  Ayrica,
proinflamatuar mikrogevre ile de iliskili olan iNOS
direk olarak pAkt seviyesi, p-kaspaz-9 ve pBAD’1
iceren yolaklart meme kanseri timorlerinde aktive
etmektedir®3.

eNOS (NOS3) NOSun timor vaskiler endotel
hiicrelerinde etkili olan baslica izoformudur. Brouet
ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada kaveolin-1
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tarafindan bazal eNOS’un inhibe edilmesi eNOS™u
parcalayan bir proteininin, timoérdeki NO-bagimli
kan akimint azalttigi ve timorin  biyimesini
geciktirdigi  gosterilmisfir’®.  eNOS  aktivasyonu
proanjiyogenik  VEGF tarafindan endotel hiicre
fosforilasyonu  ile  olabilmektedir’. VEGF’in
uyarlmasina cevap olarak fosfoinositol 3-kinaz
(PI3K) ve ardindan Akt fosforilasyonu olmaktadir38.
Akt aktivasyonu direk olarak eNOSu fosforile
etmekte ve buda gegici olarak NO artispna yol
acmaktadir®. Bizim calismada da iNOS ve eNOS
sentezinin kanserli hicrelerde artmis, olmasina
ragmen ila¢ verilen gruplarda azalmasinin VEGF’e
yanit olarak Akt ve ERK fosforilasyonu sonucu

oldugu disjinilda.

VEGF endotel htcrelerinde MEK-ERK' yolaginin
gucli bir aktivatoridur®. Bresslin ve arkadas]ari
yaptiklart in vitro bir calismada VEGFin ERK1/2
ve NO tarafindan da etkinliginin arttigini yani bu
yolaklarin etkilesim icinde olduklarii ve sonucta
anjiyogenezde 6nemli olduklatint vurgulamis]ardir*!.
ERK1/2nin anjiyogenez ile iliskisine bakilan farkls
bir calismada VEGF’in Ras yolagini aktive ettigi bu
VEGF
anjiyogenez, migrasyon gibi hiicresel degisjklikler

asamanin tarafindan  uyarilmasinin
icin gerekli oldugu gosterilmistir*?. Endotel htcreleri
anjiyogenezde, dokuda olusan iskemiye yanit olarak
meydana gelen fizyolojik ve patolojik yeni damar
olusumunda ve timdr buylmesi ve metastazda
kritik rol oynamaktadirlar®. In vitro olarak planlanan
calismamizda kullandigimiz anjiyogenik yolaklarin
meme kanseri hiicre hatlarinda artmis, olmasina
ragmen ila¢ gruplarinda azalmis, olmast uygulanan
ilaglarin  bu  yolaklar tzerinden etki ederek
anjiyogenezi azaltabilecegini disindirdi.

Propranolol ile ilgili yapilan bir kag¢ calismada -
adrenergik blokajin ERK/AKT yolagint etkileyerek
antiproliferatif ~ etki
vurgulanmuspir*$4>. Ayrica Seya ve atrkadas]arinin
yaptiklart bir calismada umblikal ven endotel
hiicrelerine  Propranolol uygulamasiin  VEGE,
NOS, ERK vyolaklarina etkisine bakilmis, olup ilacin
bu yolaklart baskiladigi gosterilmistir*s. Calismada;
Propranolol uygulanan kanser hiicre hatlarinda
VEGF, NOS ve ERK1/2 olan anjiyogenik
yolaklardaki boyanma sjddetinin kontrol grubuna

gucli  bir gOsterdigi

gore azalmis oldugu gorildi. Bunun da ozellikle
hemanjiyom tedavisinde kullanilan Propranololin -
blokér  etkisinden  dolayt  meydana  gelen
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vazokonstriksiyon ~ ve  antianjiyogenik  olaylar

sonucunda olustugu dusjinildi.  Propranololin
Paklitakselle kombine uygulandigi gruplarda da yine
kontrol grubuna gére immunoreaktivite siddetinde
azalma oldu ancak bu azalmanin Propranololiin tek
farklilik
gostermedi. Pasquier ve arkadas]arinin Propranolol
ve kematerapatik olarak 5-fluorouracil (5-FU) veya

Paklitaksel uyguladiklart meme kanseri hiicre hatlari

uygulandigi gruplara gére anlamli  bir

dahil  farkli  hiicre hatlarinda  Propranololin
antianjiyogenik  etkisinin =~ kombine  uygulanan
gruplarda daha fazla oldugunu g6stermislerdir.

Ancak bu calismada uygulanan paklitaksel dozlar
yiksek doz olarak uygulanmis olup disik doz
uygulandiginda kombinasyonun anlamli bir fark
gOstermedigi gorulmustir.

Calismada; meme kanseri hiicre hatlarinda VEGF,
ERK1/2 ve NOS yolaklari incelenmistir. Tim bu
yolaklarin immunohistokimyasal incelenmesi
sonucunda kontrol grubu olarak sectigimiz MDA-
MB-231 ve MCF-7 meme kanser hiicre hatlarinda
artmis, immunoreaktivite géstermislerdir. Ancak iki
htcre hattt arasinda bu yolaklarda
immunoreaktivitenin sjddeti acisindan anlamh bir
fark gozlenmemistir. In vitro sartlarda kanser
hicrelerinin - ¢ogalma ve anjiyogenik faktorleri
salgilamak icin aktive olabildikleri ancak in vivo

sartlarda, farklt mikrocevrede invazyon yoninden

farklt  davranis  Ozellikleri  sergileyebilecekleri
dusiintlmusgur.
Calismamizin  kisithhiklar;;  immunohistokimyasal

olarak bakilan yolaklara Western blot ile de bakilarak
bulgularimiz desteklenememistir. Ayrica MTT cihaz
ile degil manuel olarak yapilmistir. Bunun sebebi iki
cihazin da bu deney sirasinda labaratuarimizda
bulunmamasidir.

Meme kanserinde anjiogenezin diizenlenmesinin
anlasjlmast  timoér  biylimesi
farmakolojik timor
azalmast i¢in alinacak 6nlemler acisindan sorumlu

ipuglari

ve metastazi,

tedaviler ve insidansinin

mekanizmalarin onemli

verebilecektir.
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