T.C.
CELAL BAYAR UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

MEME I_(ANSERi HUCRE HATLARINDA ANTiANJiYO(_EE_N!K
TEDAVININ VEGF, NOS VE ERK YOLAKLARINA ETKISININ
DEGERLENDIRILMESI

UZMANLIK TEZi
Dr. Fatma KARACA

Tez Danismani
Prof. Dr. V. Seving INAN

Manisa, 2012
|



ONSOz

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dalr'nda almig oldugum uzmanlik egitimi suresince bilimsel destegini ve
hosgorusunu esirgemeyen ve ayrica tezimin hazirlanmasinda bilgi ve
birikimleriyle yol gosteren, benim i¢in gok 6zel bir yere sahip olan Anabilim Dali
Bagkanimiz ve degerli hocam Prof. Dr. Seving inan’a;

Hem egitimim suresince, hem de tezimin deneysel asamasinin
gergceklesmesinde, istatistiksel verilerin olusturuimasinda genis bilgi
birikimlerinden yararlandigim degerli hocalarimiz Prof. Dr. Seda Vatansever,
Prof. Dr. Kemal Ozbilgin ve Prof. Dr. ibrahim Tuglu’ya;

Tezimin Elektron Mikroskopisi kisminin gergceklesmesinde emekleri olan
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilimdali 6gretim
dyesi Prof. Dr. Sevda Muftioglu’na,

Tez projemin gerceklesmesini destekleyen ve tim sarf malzemelerimizin
karsilanmasini saglayan Rektorligumuz Bilimsel Aragtirma Komisyonu
Bagkanligr’ na ve bu galismayi yurutebilmemiz i¢in gerekli alt yapi olanaklarina
sahip olmamizi saglayan Dekanhdimiza,

Bugune kadar yetismemde buyuk emekleri olan, egitimim sirasinda her
zaman yanimda hissettigim, desteklerini ve ilgilerini hi¢ esirgemeyen sevgili

annem, babam, kardeglerim ve esime ¢ok ¢ok tesekkurler.



iCiINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ ...ttt ettt ste ettt eneeesenenenens ]
SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi......cocveeveeteiniinieeiccececeeeceeeeeeee e, VI
TABLOLAR DIZINI.cucteteeiiiiiicccceeee e X
RESIMLER DIZINI......coiieriieeiieeeeeesieesssesassesssessssessssssssseessessseesssessssesnssesnanes XI
|, GIRIS V& AMAG.......ccoeeirereeeeereeessesessessessssnseesee e sesseeneseesesenseesesensees L
[l GENEL BILGILER .....ootetrtetrreeeeiicieieicee e 3
2.1. Meme Bezinin Temel Yapisi ve Anatomisi.........cccceeeevvviviiiiiiennnnns 3
2.2. Meme Bezi EmbriyolojiSi...........coovviiiiiiiiiiiiiiiie e 6
2.2.1. Normal Meme GeliSimi........cccceeeiiieieiiiiiiiiiiieec, 6
2.2.2. Meme ile ilgili gelisim anomalileri.............cccccoviiiiiiiiiennnnnnn. 7
2.3. Meme Bezi HiStOIOJiSI.......uuuriiieiiiiiiieiieeeei e 8
2.3.1. Normal meme DeZi.......cccccurriiiiiiiiiiiiiiiee e 8
2.3.2. Gebelik ve laktasyon sirasinda meme bezi........................ 8
2.3.3. Memenin senil (yaslihga bagh) involusyonu....................... 9
2.4. Meme Patolojisi
2.4.1. Meme Lezyonlari..........oooiiiiiiiiieiiee e 10
2.4.2. Meme Kanseri Tanimi ve Onemi..........cccovevveeveeeeneeneennnn. 15
2.4.2.1. Meme Kanseri Tanimi ve Onemi...........c.ccco....... 15
2.4.2.2. Meme Kanserinin Etiyolojisi.............c.ccccoeen.n. 16



2.4.2.3. Meme Kanserinin Evrelemesi.................ooooo . 18

2.4.2.4. Meme Kanserinin Prognostik Faktorleri..................... 19

2.5. Meme Kanseri Hucre Hatlari
2.5. 1. MCF-T oottt 21
2.5.2. MDA-MB-231L....ceiiiiiieiiiieeeee e a s 22
2.6. Anjiyogenez ve TUMOr AnjiyOgeNnezi............coeeeeiinvvnvvninenennnee 23
2.7. Anjiyogenik YolakKlar........cccocoiiiieeiiiciiee e, 24
2.7. L VEGF ... . it 26
2.7 2. T ittt ——————————— 27
2.7.3. PDGF ...t 27
2.7 4. FGF ..t 27
N A T €1 PR 28
2.7.6. EGF VE TGF-0....ccoiiiieeteeeee e 28
N R R 1\ [ 1 TSR 28
2.7.8. ERK oo 32
2.8 HAGIAT ...t 36
2.8.1. PaKItaKSel ......ovvveeiiiiiiieie e 36
2.8.2. Antianjiyogenik ilaglar.............c.cooiiiiii, 39
2.8.2. 1. Propranolol............cooooiiiiiiieeee e 40
2.8.2.2. TalidOmid.......c.cuuiiiiiiiiiiiiiee e 43
. GEREG VE YONTEM ...ooiiiiiiiiiee ettt 45
3.1. Meme kanser hucre hatlarinin agilmasi...........ccoooveveviiiiiinnnnnnnn. a7
3.2. Hicrelerin dondurulmasl............oeuvueiiiiiiiiieeeee e a7
3.3. Hucrelerin ikilenme zamaninin belirlenmesi...........cccccooveeeeen. 47
3.4. Hicrelerin pasajlanmasl.............ccciiieeeeeeeeeieeeeeeeeeiie e 47
3.5. ilag dozlarinin beliflenNMESi...........c.cccveeieeeeeeeeceeeee e 48
T I Y I I (S SR UUPR SRR 48
3.6. indirek immunohistokimyasal yontem............cccccevevveveeeeeeene, 48
3.7. Elektron Mikroskopi takip yontemi............ccccveeiiiiiiiiiiiinee 51



IV. BULGULAR. ...ttt e e et s 53
4.1. Hucre hatti ikilenme zamani ve ilag dozlarinin MTT bulgulari....54

4.2. Indirek immunohistokimya bulgular................ccccceveeevveesieninennen, 59

4.3. Ultrastruktlrel bulgular............cccoooiiiiii e, 73
V. TARTISMA ... r s e e s s mmn e e e e e e e e e s teneeeeeeannnes 75
VI. SONUGLAR VE ONERILER.........ccoeeeririrernnessisseses e eieeeaneenn. 86
VI OZET ...t resesssss e e e sase s s et e e sasas s st s s e e e s eeaeeneens 87
VI INGILIZCE OZET.....coceeeeeiieeccceiesis it 89
IX. KAYNAKLAR. e e e 91



Kisaltma
MDA-MB-231
MCF-7

VEGF

VEGFR2

HPL
AJCC
TNM
WNT7B

HER-2

EGF
TGF a

p53
MMP
ER
Bcl-2

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

Aciklama

: iInsan meme kanseri hiicre hatt

: Michigan Cancer Foundation - 7

: Damar endotel buyume faktori

( Vascular endothelial growth factor)

: Damar endotel blytime faktorli reseptor-2

(Vascular endothelial growth factor reseptor-2

- insan plasental laktojen (Human placental lactogen)

: American Joint Commitee on Cancer

: TUmor, node, metastaz siniflamasi

: Wingless-type MMTYV integration site family,
member-7B

. insan strojen reseptdr-2

(Human estrogen receptor-2)

: Epidermal buyime faktért (Epidermal Growth Factor)

: DOnustlracu buylime faktora- alfa

(Transforming growth factor - o)

: Protein 53

: Matriks metallo proteinaz

: Estrogen receptor (Ostrojen reseptor)

: B-cell lymphoma 2 (B-hicre lenfoma 2)
Vi



Kisaltma
bFGF

HGF/SF

TGF-B

TNF-a
PDGF
RAS
HIF-1
Tie

Ang-1
EDRF
NADPH
FAD

FMN
ONOOP-P
ONOOH
cGMP
NOS1
ERK

NGF
MAPK
TNF
RANKL
TLR
Raf

Aciklama

: Bazik fibroblast buylime faktoru

(Basic fibroblast growth factor )

: Hepotocyte growth factor / scatter factor

(Hepatosit buylume faktoru)

: DOnustlracu buylime faktoru- alfa

(Transforming growth factor - )

: TUmO&r nekroz faktor - a

: Platelet derived growth factor

: Rat sarkoma virtusu

: Hypoxia-inducible transcription factor-1

: Tyrosine kinase with Immunoglobulin and epidermal
growth factor homology

: Angiopoietin-1

: Endotel kaynakl gevsetici faktor

: Nikotinamid adenin dinukleotit fosfat

: Flavin adenin dinukleotit

: Flavin mononukleotit

. Peroksinitrit

: Peroksinitroz asit

: Halkasal guanozin monofosfat

- Nitrik oksit sentaz

: Hucre disi reseptor kinaz

(Extracellular receptor kinase)

: Sinir baylme faktora (Nerve growth factor )

: Mitogen-Activated Protein Kinase

: TUmor nekroz faktorl

: Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand

: Toll like receptor

: Rapidly accelerated fibrosarcoma
vii



Kisaltma

RTK
MAPKKK-REF
P13-K

JNK

COX-2

NF kappa-B
PGE2

ROS

DMSO

DAB

PBS

Raf

FBS

MTT

H>0>
ICs0
EGCG
c-kit
PFS
5-FU
IGF
AP-1
EDRF

Aciklama

: Reseptor tirozin kinaz
: MAPK kinaz kinaz

: Fosfoinozitid-3-kinaz

: JUN kinaz

: Siklooksijenaz-2

: NUklear faktor kappa B
: Prostaglandin E2

: Reaktif oksijen tlrevi

: Dimetil sulfoksit

: Diaminobenzidin

. Fosfat tamponlu salin

: Ras iligkili faktor (Ras associated factor)
: Fetal sigir serumu

: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide

: Hidrojen peroksit

- %50 inhibitdér konsantrasyonu
. Epigallokatesin gallat

: Mezensgimal kok hicre belirteci
: Progresyon free survival

: 5-fluorouracil

: instilin benzeri blylime faktéri
: Aktivator protein-1

: Endotel kaynakh gevsetici faktor

Vil



SEKILLER DiziNi

Sekil
Sekil 1. Memenin Sematik Anatomisi
Sekil 2. Meme bezinin lenfatik drenaji ve rejyonel lenf
nodlarinin yerlesimi
Sekil 3. MAPK/ERK sinyali ve kanser belirtecleri
Sekil 4. Ras-Raf-MEK-ERK yolaginin prototipik gértnttsu
Sekil 5. infantil hemanjiyoma (iH) propranololiin etki ettigi
molekuler sureg.
Sekil 6. VEGF, NOS ve MAPK (ERK) sinyal yolaklari ve anjiyogenez

Sayfa No
4
5

33
34

42

86



TABLOLAR DiZziNi

Tablo Sayfa No
Tablo 2.4.1. Meme Lezyonlari 10
Tablo 2.7.1.  Onemli Anjiogenik Faktorler ve Etki 25
Mekanizmalari
Tablo 2.7.7.1. NOS Siniflamasi 30
Tablo 2.8.1.1. Kanser ilaglarinin Siniflandiriimasi 37
Tablo 2.8.2.  Antianjiyogenik Ajanlarin Etki Mekanizmalari 40
Tablo 3.6.1.  Kullanilan Primer Antikorlar 49
Tablo 3.6.2. indirekt immiinohistokimya Boyama Protokolii 50
Tablo 3.7.1.  Elektron Mikroskobi Takip Protokolu 52
Tablo 4.1.1. MDA-MB-231 ve MCF-7 hucrelerinin 24. 48. ve 72. 54

saatlerde elde edilen sayimlari
Tablo 4.1.2. MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatti Gzerinde 56
uygulanan Paklitaksel (PX), Propranolol (PR) ve
Talidomid (TD) ilaglarinin MTT sonucu elde edilen
ICso dozlari.
Tablo 4.1.3. MCF-7 insan meme kanseri hucre hatti Uzerinde 56
uygulanan Paklitaksel (PX), Propranolol (PR) ve
Talidomid (TD) ilaglarinin MTT sonucu elde edilen
ICso dozlari.
Tablo 4.1.4. MDA-MB-231 insan meme kanseri hucre hattinda 57

X



Tablo 4.1.5.

Tablo. 4.2.1.

Tablo. 4.2.1.

Tablo 4.2.3.

Tablo 4.2.3.

ila¢ dozlarinin 1Csy degerlerini saptamak icin yapilan
MTT testinin analizi.

MCF-7 insan meme kanseri hucre hattinda

ilag dozlarinin 1Cso deg@erlerini saptamak icin yapilan
MTT testinin analizi.

MDA-MB-231 meme kanseri hiucre hattinin H-Skor
ve immunoreaktivite degerlendirmesi.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin H-Skor

ve immunoreaktivite degerlendirmesi.
MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatti
immunohistokimyasal analizi.

MCF-7 insan meme kanseri hucre hatti

immunohistokimyasal analizi.

Xl

57

69

70

71

72



Resim
Resim 4.1.

Resim 4.1.1.

Resim 4.1.2.

Resim 4.1.3.

Resim 4.2.1.

Resim 4.2.2.

Resim 4.2.3.

Resim 4.2.4.

RESIMLER DiziNi

MDA-MB-231 (A) ve MCF-7 (B) insan meme
kanseri hiicre hatlarina ait hiicrelerin faz kontrast
mikroskop goéruntdleri

Kulture edilen hicrelerin 24. saat goruntuleri

A: MDA-MD 231, B: MCF-7 hucrelerinin géranumda.

Kulltare edilen hucrelerin 48. saat goruntuleri

A: MDA-MD 231, B: MCF-7 hucrelerinin goranumu.

Kultlre edilen hlcrelerin 72. saat goruntuleri

A: MDA-MD 231, B: MCF-7 hucrelerinin géranumda.

MDA-MB-231 insan meme kanseri hicre hattinin
anti-VEGF primer antikoru kullanilarak indirek
immunohistokimyasal yontemle degerlendiriimesi.
MDA-MB-231 insan meme kanseri hicre hattinin
anti-VEGFR2 primer antikoru kullanilarak indirek
immunohistokimyasal yontemle degerlendiriimesi.
MDA-MB-231 insan meme kanseri hucre hattinin
anti-INOS primer antikoru kullanilarak indirek
immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmesi.
MDA-MB-231 insan meme kanseri hucre hattinin
anti-eNOS primer antikoru kullanilarak indirek

immunohistokimyasal yontemle degerlendiriimesi.
Xl

Sayfa No
53

55

55

55

59

60

61

62



Resim 4.2.5. MDA-MB-231 insan meme kanseri hicre hattinin
anti-ERK 1/2 primer antikoru kullanilarak indirek
immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmesi.

Resim 4.2.6. MCF-7 insan meme kanseri hicre hattinin
anti-VEGF primer antikoru kullanilarak indirek
immunohistokimyasal yontemle degerlendiriimesi.

Resim 4.2.7. MCF-7 insan meme kanseri hicre hattinin
anti-VEGFR2 primer antikoru kullanilarak indirek
immunohistokimyasal yontemle degerlendiriimesi.

Resim 4.2.8. MCF-7 insan meme kanseri hicre hattinin
anti-iINOS primer antikoru kullanilarak indirek
immunohistokimyasal yontemle degerlendiriimesi.

Resim 4.2.9. MCF-7 insan meme kanseri hicre hattinin
anti-eNOS primer antikoru kullanilarak indirek
immunohistokimyasal yontemle degerlendiriimesi.

Resim 4.2.10. MCF-7 insan meme kanseri hicre hattinin
anti-ERK 1/2 primer antikoru kullanilarak indirek
immunohistokimyasal yontemle degerlendiriimesi.

Resim 4.3.1. Kontrol grubuna ait insan MDA-MB-231 hlcrelerinin
elektron mikroskobik goruntuleri.

Uranil asetat-kursun sitrat

Resim 4.3.2. insan MDA-MB-231 hiicrelerinin Paklitaksel uygulamasi
yapildiktan 48 saat sonraki elektron mikroskobik
goruntaleri. Uranil asetat-kursun sitrat

Resim 4.3.3. Kontrol grubuna ait insan MCF-7 hucrelerinin
elektron mikroskobik goruntuleri.

Uranil asetat-kursun sitrat

Resim 4.3.4. insan MCF-7 hiicrelerinin Paklitaksel uygulamasi
yapildiktan 48 saat sonraki elektron mikroskobik
goruntdleri. Uranil asetat-kursun sitrat

Xl

63

64

65

66

67

68

73

73

74

74



. GIRIS

Meme kanseri, kadinlarda akciger kanserinden sonra gorulen ikinci en sik
kanser tipidir ve kanser nedenli 6lumlerin i¢inde de beginci sirayl almaktadir.
Meme kanseri, erken yakalandiginda tedavi edilebilir bir hastaliktir.
GuUnumuzde meme kanserinin tedavi yontemleri basta cerrahi olmak Uzere,
hormon tedavileri, kemoterapiler, radyoterapi ve hedefe yonelik tedavi olmak
uzere bes grupta toplanir. Arastirilan yeni molekuler yolaklar ve ilaglar ile
daha uzun etkili ve daha az yan etkisi olan, mortalite ve morbidite Gzerine
olumlu etkiler saglayabilecek tedavi olanaklari olusturulmaktadir. Meme
kanseri etiyopatogenezi ve tedavisi konusunda molekiler diizeyde yapilacak
calismalara intiyag duyulmaktadir.

Malign timorlerin hem buyume hizini ve hem de varliklarini
surdurmelerini saglayan damarlarin olusumunun dnlenmesi ve hatta ortadan
kaldiriimasi, son zamanlarda kanser tedavisinde yeni bir yaklasim olarak
anjiyogenezi ve antianjiyogenik ilaglarin gelistiriimesini gindeme getirmistir.
Bu konuda yapilan ¢calismalardaki ilging ornekler talidomid ve propranololdur.
Talidomid gebe kadinlarda teratojenik etkilerinin gorilmesi Uzerine kullanimi
kisitlanmasiyla birlikte, varolan kapillerlerden yeni kan damarlari olugsmasini
(anjiyogenez) engellemesi 6zelliginin saptanmasi sonucu, gebe olmayan
kanser hastalari i¢in uygun bir ila¢ olarak yeniden kullanimi gindeme
gelmistir. Propranolol’ln ise 6zellikle VEGF ve VEGFR2 lzerine etkili oldugu
bildirilmis ve infantil hemanjiyom vakalarinda kullaniimaya baslanmistir.

Bu ¢alismada, invitro olarak metastaz, invazyon ve hicre gogu agisindan
farkli iki insan meme kanser hicre hattinda (MDA-MB-231 ve MCF-7);
antikemoterapdtik (Paklitaksel) ve antianjiyogenik (Propranolol ve Talidomid)

ilagc uygulamalarinin anjiyogenez mekanizmalarinda yer alan yolaklarla



(VEGF, NOS ve ERK) iligkisinin indirek immunohistokimyasal yontemle ve
ince yapi duzeyinde deg@erlendiriimesi amaglandi.

Calismada, meme kanseri gelisimde anjiyogenik yolaklarin énemli oldugu,
kanser hucre hatlarinda VEGF, VEGFR2, iNOS (NOS2), eNOS (NOS3) ve
ERK immunoreaktivitelerinin artmis oldugu, antikemoterapoétik ilag
uygulamalarina ek olarak antianjiyogenik ila¢ uygulamalari ile tedavi
sonrasinda immunoreaktivitelerin azaldigi immunohistokimyasal olarak
izlendi. Anjiyogenik slreclerde rol oynayan molekuler yolaklarin invaziv
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda daha aktif oldugu, bu hicre
hattinda antianjiyogenik ila¢ uygulamalarinin daha etkili oldugu gézlendi. ince
yapi dizeyinde invaziv ve metastatik hiicre hatti olan MDA-MB-231 ve daha
az invaziv olan MCF-7 hicre hatlarinda ilag uygulamalari ile hiicrelerin
apoptoza gittikleri ve antianjiyogenik ilag uygulamalarinin etkili oldugu
gOzlendi.

Sonug olarak, meme kanseri tedavisinde antikemoterapétik tedavinin yani
sira, antianjiyogenik ilaglarin adjuvan olarak eklenmelerinini invazyon ve
metaztaz agisindan tumor gelisimini ve buaylumesini baskilamasi agisindan

onemli olacagi dusunuldu.



Il. GENEL BILGILER

2.1. Memenin Temel Yapisi ve Anatomisi

Meme bezi (glandula mammae) fibréz fasya ile ¢gevrelenmis, toraksin 6n
duvarinda ikinci ve altinci interkostal araliklar arasinda, medialde sternum,
lateralde 6n aksiler ¢izgi arasinda yer alan modifiye apokrin bir bezdir. Meme
uzerindeki kendisini kusatan derisi, Uzerinde bulundugu pektoralis major kasi
ve fasyasi ile birlikte anatomik bir butindar (1).

Meme, stroma ve parankimadan olusur. Stroma destek doku, parankima
memenin iglevsel dokusudur. Stroma fibréz bag dokusu ile loblar arasi yag
dokudan ibarettir. Parankim 15-20 adet lobi gl. Mammariae’ den olugur (Sekil
2.1.A). Loblar da lobulilere bolinmusgtur. Bir lobun Urettigi stt salgisi ductus
lactiferus ile drene edilir. Ductus lactiferus papillaya kadar ilerler ve porus
lactiferusa agilir. Areola mammae tabaninda, ductus lactiferus’ ta olusan
genislemeye sinus lactiferi denir (2).

En cikintili noktasi olan papilla mammaria (meme basi) pigmentten
zengin olan areola mammae ile gevrilidir (3). Meme basi, genellikle 4. kosta
hizasinda bulunur. Areola 15-60 mm. gapinda, pigmente bir yapidir ve sinir
uclari, yag ve ter bezleri bulundururken kil folliklli igermez. Areola derisi
partakludur; bu purttklerin icinde gll. Areolares (montgomery bezleri) olarak
adlandirilan yag bezleri vardir (Sekil 2.1.B). Gebelik stiresince daha da
gelisen bu bezler, yaptiklari yag salgisi ile emme esnasinda olabilecek

maserasyonu Onlerler (2).



Sagittal Section
Anterolateral Dissection

Suspsraryligaments (of Coper)

Clawiele )\ /
b -~

freciarglands

Suspensaryligaments [of Coopen
2ndrit

Pearerais major muzsle Feoiorals

mjormuzste” ||
Peotcrd fascls )

Serratuz anterior muzsle
Inceicosalmuseies

Sekil 2.1. Memenin Sematik Anatomisi (4)

Memenin kan akimi birkag yolla saglanir.

1) Arteria thoracica interna (a. mammaria interna): A. subclavia’nin birinci
bélimunden ¢ikan a. thoracica interna, apertura toracis superior’dan
g6gus bosluguna girer. Burada sternum’un dis kenarindan 1-1,5 cm
uzaklikta olarak 6. kikirdak kaburganin arka yuzunde asagi dogru
uzanir. Arter ilk 6 interkostal aralik hizasinda rr. perforantes dallarini
verir. Bunlardan ayrilan rr. mammarii medialis memenin kanlanmasina
katilirlar.

2) Arteria axillaris: A. axillaris’in iki dali (a. thoracoacromialis, a. thoracica
lateralis) meme beslenmesine katilir.

3) Aa. intercostales posteriores: Pars thoracica aortae’den ¢ikarak
interkostal araliklarda uzanan 3., 4. ve 5. aa. intercostales
posteriores’lerin r. cutanei laterales’lerinin rr. mammarii laterales
dallari meme beslenmesine katilir (2, 3).

Toraks duvari ve memeyi direne eden U¢ ana ven bulunmaktadir:
1. Internal torasik venin perforan dallari,
2. Aksiler venin dallari,
3. Posterior interkostal venlerin perforan dallari’dir.
Vertebral ven6z dallar meme kanserinin metastazi igin ikincil bir yol

olusturabilir. Bu pleksus vertebralari gegerek, kafa tabanindan sakruma



kadar uzanir. Venoz kanallar bu pleksus ile toraks, abdomen ve pelvis
organlarinin venleri arasinda uzanir. Bu pleksuslar akciger metastazi
olmadan vertebra, kafatasi, pelvis ve santral sinir sistemine olan metastazlari
aciklar (2).
Memenin lenfatik drenaji dnemli olup kanser hicrelerinin metastazinda
onemli rol oynar. Lenfanin gogunlugu esas olarak memenin dig yan
ceyreklerinden aksillaya (% 75’den fazlasi) olurken, kalani ise internal
mammarian zincire olmaktadir (3).

Metastatik yayillim ve anatomopatolojik yapiyi belirlemek igin kullanilan
diger bir degisik yontemde lenf nodulleri Gge ayrilirlar (Sekil 2).
Diizey | lenf nodiilleri: Pektoralis mindr kasinin lateral kenarinin lateralinde
bulunan lenf nodulleridir.
Duzey Il lenf nodiilleri: Pektoralis mindr kasinin arkasinda bulunan lenf
nodulleridir.
Diizey lll lenf nodilleri: Pektoralis minér kasinin medial kenarinin

medialinde bulunan lenf nodulleridir (1).

Nodi lymphatici
cervicales laterales .. _— Nodi lymphatici

5 &\ cervicales profundi
1

Nodi lymphatici

supraclaviculares 4}
Nodi lymphatici s
deltoideopectorales

Nodi parasternales

lymphatici

axillares
Nodi Nodus lymphaticus
lymphatici paramammarius
brachiales

Nodi lymphatici \
submammarii }
)

Sekil 2.2. Meme bezinin lenfatik drenaji ve rejyonel lenf nodlarinin yerlesimi (5)



2.2. Meme Bezi Embriyolojisi

2.2.1. Normal Meme Gelisimi

Meme bezleri, degismis ve ileri derecede 6zellesmis apokrin ter bezleridir.
Meme her iki cinsiyette embriyonel hayatin 2. ayinda gévdenin yan tarafinda
olusmaya baglar ve yuzeyel fasiyanin iki yapragi arasinda yerlesmistir (6).
Meme tomurcuklari, meme kristalarindan embriyolojik gelismenin 6.
haftasinda epidermisin altinda yatan mezensimin icine maksilladan kasiga
kadar uzanan sut ¢izgisi denen ektodermal bir kalinlasma olarak ilerlemesiyle
bagslar. Bu degisiklikler mezensimden induklenen etkilerle meydana
gelmektedir (7). Her bir primer meme tomurcugu kisa surede sut kanallari ve
dallarini gelistiren sekonder meme tomurcuklarini olusturur. Primitif sut
kanallar tim fotal yasam stresince biylimeye ve dallanmaya devam eder.
Ugtincti trimester ddneminde cinsiyet hormonlari fotal dolagima girer ve
memedeki epitel dallanmalarinin kanalizasyonuna yol agar. Bdylece
dogumda sayilari 15-20’ yi bulan meme duktuslari gelismis olur. Meme
bezlerinin fibr6z bag dokusu ve yag dokusu ¢evredeki mezensimden gelisir.
Yeni dogan erkek ve kiz bebeklerin rudimenter meme bezleri, ayni olup
genellikle buyuktirler. Bu bezler, siklikla 'cadi sutu’ olarak adlandirilan bazi
salgilari yaparlar. Bu gegcici degisiklikler, maternal hormonlarin plasenta
membranindan fotal dolasima gegmesi sonucu meydana gelir (8).

Geg fetal dbnemde, meme bezlerinin olustugu alandaki epidermis gokerek
derin olmayan meme gukurunu olusturmaktadir. Dogumdan sonra ise bu
cukurlardan meme uglari ylkselir ve dogumda ana sut kanallari
olugsmaktadir.

Memenin sekil, buyukluk ve durumu kadinin hayati boyunca surekli bir
degisim igerisindedir. Memeler puberteye kadar ¢ok yavas buyur. Pubertede
10-12 yaslari arasinda overlerin hormon salgilamasi ile meme ve genital
organlarin maturasyonu baslar. Puberteden sonra her bir menstrual siklusta,
gebelik ve laktasyonda degisiklikler gozlenir. Menapozda ise memelerde

involUsyon izlenir.



2.2.2. Meme ile ilgili gelisim anomalileri
1. Jinekomasti (Gynecosmastia)

Bu durum erkek meme dokusunun asiri gelisimini tanimlayan bir ifadedir.
Erkeklerdeki rudimenter meme bezleri normalde dogum sonrasi geligim
gOstermez ancak jinekomastili yenidogan erkek gocuklarda, maternal seks
hormonlari glanduler dokuyu uyarmaktadir. Puberte ortalarinda erkek
cocuklarin yaklasik Ggte ikisinde, gesitli derecelerde meme hiperplazisi geligir
(8,9).

2. Meme baslarinin yoklugu (athelia) ve memelerin yoklugu

(amastia)

Bu nadir dogustan anomaliler, tek (unilateral) veya cift tarafli (bilateral)
olarak ortaya ¢ikabilir. Bunlar, meme cgikintilarinin gelisme yetersizligi veya
kaybolmasi sonucu gorulir. Genellikle gonadlarin yoklugu ve Turner
sendromuyla beraber goraltr (8).

3. Meme aplazisi

Plbertede her iki bezin ayni hormonlara maruz kalmasina ragmen,
belirgin farkliliklar gdstermeleri, anomali olarak dikkate alinir. Bu olgular,
siklikla kaslarin ve genellikle pektoralis major kasinin rudimenter gelisimiyle
ilgilidir (10).

4. Fazla sayida meme ve meme baslari
Fazla sayida meme (polymastaia) veya meme baslari (polythelia) digi
populasyonunun yaklasik %1’inde gorulir ve kalitsal bir durumdur.
Gogunlukla normal memenin hemen altinda gelisir daha az olarak aksilla ve

abdominal bolgelerde goralur (10).



2.3. Meme Bezi Histolojisi
2.3.1. Normal meme bezi

Meme bezleri 15-20 kadar birlesik tibuloelveoler bezden olusmustur.
Meme bezleri tek bir kanala agilan birkag¢ kiigluk kanaldan (lobulus, alveol)
olugur. Epiteli iki sira hucrelerle doselidir. Dista yassi, kasiima 6zelligi olan,
devamlilik gostermeyen miyoepitel tabakasi bazal membrana oturmustur.
Lamene bakan yuzde ise prizmatik veya kubik epitel htcreleri vardir. Bu
hdcreler sut dretimini gergeklestirir. Memenin fonksiyonel birimi terminal
duktal lobdler Gnitedir. Lobdlde uretilen sit terminal, segmental ve laktiferéz
duktuslardan gecerek meme basina acilan laktiferdz sintslere bosalir (11).
Meme bezi gebelik 6ncesi ddonemde meme basina agilan kanallar
sisteminden ibarettir. Gebelik sirasinda kanallar dallara ayrilir ve bir lopgugu
olusturan alveollerden veya asinuslerden olusmus keselerde sonlanirlar.
Gebelik olustugunda yad dokusundan zengin stroma iginde ostrojen,
progesteron ve prolaktin, HPL etkisiyle alveoller gelisir. Apopkrin salgi yapan
meme bezlerinde dogumu izleyerek oksitosin hormonunun etkisiyle
miyoepitelyal hucrelerin kasilmasi sonucu sut meme bagindan disariya
verilir. Goguslerin ilk gelismesi ise blyuk Olglide 6strojen etkisiyle pubertede
gerceklesir (11).

2.3.2. Gebelik ve laktasyon sirasinda meme bezi

Meme bezleri, gebelik sirasinda baslica 6strojen, progesteron, prolaktin
ve insan plasental laktojen hormonu gibi es zamanl olarak artan hormonlarin
etkisiyle yogun bir bigimde buyudr. Bu hormonlarin etkilerinden biri terminal
kanallarin uglarindaki alveollerin gogalmasidir. Alveoller emzirme sirasinda
aktif sut salgilayici bir yap1 kazanan epitel hucrelerinin olusturdugu kuresel
topluluklardir. Alveol hucrelerinin Ust stoplazmalarinda birkag yag damlacigi
ve sut proteinlerinin olusturdugu bir yada birka¢ kimelenme igeren
membranla gevrili salgi vakuolleri gorilebilir. Salgi vakuollerinin ve yag
damlaciklarinin sayisi emzirme déneminde buyuk olgtide artar. Alveol epiteli
hdcreleri ve bazal lamina arasinda yildiz (stellat) bicimindemiyoepitelyal
hdcreler bulunur. Bag dokusu ve yag dokusunun miktari, emzirme sirasinda

parenkimaya gore dnemli dlglde azalir.



Emzirme sirasinda sut, alveollerin epitel htcreleri tarafindan Uretilir ve
alveollerin limenlerinde ve sut kanallarinin igcinde toplanir. Salgilayici
hacreler kuagulur, alcak kubik hucreler haline gelir ve sitoplazmalarinda esas
olarak notral trigliseridleri igceren, gesitli boyutlarda kure seklinde damlaciklar
icerirler. Bu lipid damlaciklari hiicrelerden gikarak limene gecger ve bu sireg
icinde apikal hiicre memraninin bir kismiyla gevrelenirler. Lipidler insan
sutindn %4’Gnu olusturur.

Salgilayici hiicrelerde lipid damlaciklarinin yanisira kazein ve diger st
proteinlerinden olusan grandller iceren, membranla sarili ¢ok sayida vakuol
vardir. Sut proteinleri arasinda cesitli kazeinler, alfa-laktalblmin ve
palzmositler tarafindan Gretilen immunglobulin A yer alir. Proteinler insan
sutiintin yaklasik %1,5’unu olusturur. St sekeri olan laktoz, glukoz ve
galaktozdan sentezlenir ve insan sutunun yaklasik %7’sini olusturur (12).

Dogumdan sonra meme bezlerinin ilk salgisina kolostrum adi verilir.
Normal sutten daha az yag ve daha fazla protein igerir ve yenidogana
Ozellikle bagirsak limeni iginde bir dereceye kadar pasif bagisiklik saglayan
antikorlardan (Ig A gibi) zengindir (11).

Meme yoluyla sut vermenin kesilmesiyle (sutten kesme), gebelik sirasinda
gelisen alveollerin gogu apoptozis yoluyla bozulur. Bu bozulma hicresel
bilesenlerin otofajik absorbsiyonu bigciminde olabilecegi gibi hicrelerin bir
bltlin olarak dokiilmesi seklindede gerceklesebilir. Oli hiicreler ve kalintilar

makrofajlar tarafindan ortadan kaldirilir (12).

2.3.3. Memenin senil (yashhiga bagh) invollisyonu
Menopozdan sonra meme bezlerinin gerilemesi, boyutlarinin kiigulmesi ve
salgilayici kisimlarin ve bir dereceye kadar kanallarin gerilemesi/atrofisi ile

gerceklesir. Gerileme degisiklikleri bag dokusunda da ortaya ¢ikar (12).



2.4. Meme Patolojisi

2.4.1. Meme Lezyonlari

10

Meme lezyonlari benign lezyonlar, yuksek riskli lezyonlar ve malign

lezyonlar olmak Uzere 3 kisimda incelenir (Tablo 2.4.1).

Tablo 2.4.1. Meme Lezyonlari

Benign Lezyonlar

Yuiksek Riskli Lezyonlar

Malign Lezyonlar

Fibroadenom

LCiS

(Lobuler Karsinoma

IDC - NOS

(invaziv Duktal

insitu) Karsinom-Spesifiye
Edilmemis Tipi )
Papillom ADH IDC -
(Atipik Duktal Spesifiye edilmis tip
Hiperplazi) Musinéz Karsinom
Tlbuler Karsinom
Meduller Karsinom
Papiller Karsinom
Yag nekrozu DCIS ILC

(Duktal Karsinoma

(invazif Lobiiler

in situ) Karsinom)
Apse Meme Basinin
Paget Hastaligi
Fibrokistik
Degisiklik
Kistler
Fibrozis
Adenozis

Apokrin metaplazi
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1- BENIGN LEZYONLAR:
A. Fibroadenom: Fibroadenom lobultn fibréz ve glanduler elemanlarinin
fokal kitle olarak tanimlanan, 20-30 yas grubundaki kadinlarda en sik goérulen
benign tumordur. Fibroadenoma skleroze adenozis, papiller apokrin
metaplazi, epitelyal kalsifikasyonlar ve/veya 3 mm'den buyuk kistik yapilar
eslik ediyor ise kompleks fibroadenom olarak isimlendirilir. Kompleks
fibroadenom olgularinda meme kanseri gelisme riski, nonkompleks
fibroadenomlara gore daha fazladir (15).
B. Papillom: intraduktal papillom, meme kanallarinin epitelinden
kaynaklanan benign neoplazmlardir. Genellikle asemptomatiktir, ancak
meme bagi akintisi tipik bulgusudur. Papillomlar; genellikle duktal karsinoma
in situ, nadiren invazif papiller kanserle iligkili olabilir (16).
C. Yag nekrozu: Yag nekrozu sik gorulen ve klinik olarak énemli bir
lezyondur. Asemptomatik olabilen ya da ele gelen kitle, hassasiyet, cilt
kalinlagmasi ve meme basinda ¢ekilmeye yol agabilen benign bir patolojidir.
Gunumuzde en sik sebebi 6nceden gegcirilmis cerrahi ve radyoterapidir (1).
D. Apse: Meme apseleri ve mastit genellikle pospartum donemde veya
laktasyonun baglangicinda goérulir. Akut mastitte, meme sis, hassas, 6demli
ve cilt kirmizidir. Staphylococcus aureus en sik enfeksiyon ajanidir. Tedavide
cerrahi drenaj ve antibiyotikler kullanilir (1).
E. Fibrokistik Degisiklik: Daha c¢ok klinik olarak palpe edilebilen bir kitle
seklinde kendini gdsteren, mensturel siklusla iligkili mastalji sikayetleri ve
hassasiyetten olugan klinik bir sendromdur. Fibrokistik degisiklikler primer
olarak terminal duktal lobuler birimi etkiler. Histopatolojik olarak fibrokistik
degisiklik; kistler, adenozis, fibrozis ve duktal hiperplazi olarak 6zetlenebilir
(10, 13).

a. Kistler: Kist olusumu memede ¢ok siktir ve en siklikla duktus
tikanikh@ina baghdir. Obstrikte ektatik duktus veya terminal duktal lobuler

uniteden kaynaklanabilirler.
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b. Fibrozis: Memenin fibroz konnektif dokusunun benign bir
prolifersyonudur. Klinik olarak lastik kivaminda palpe edilebilir bir kitle olarak
kendini gosterebilir (1).

c. Adenozis: Lobul basina olan asiner birimlerin sayisinda bir artistir.
Histolojik olarak lobul hiperplazisinden sklerozan adenozis, fibrozis ve
kalsifikasyonlar gorulmektedir.

d. Apokrin metaplazi: Kiboidal hicrelerin yuvarlak nukleuslu, zengin
granuler eozinofilik stoplazmali, sekresyon yapan kolumnar hicrelere
degismesi ile karekterizedir. Apokrin metaplazinin varligi ileride gelisebilecek
bir karsinom riskini arttirmaz (1).

2- YUKSEK RiSKLi LEZYONLAR:
A. Lobular Karsinoma in Situ (LCIS):

Gorlulme insidansi yaklasik olarak %0.8-6 arasinda bildirilmistir. Olgularin
klinik olarak karekteristik bir bulgusu yoktur ve ¢ogunlukla fiboroadenom gibi
benign lezyonlar ve lobullerde kalsifikasyon odaklari tek anormallik olabilir.
LCIS olgularinda invazif lobuler karsinom gelisme riski normal populasyonun
yaklagik 7-10 katidir. Histolojik olarak lobuller genislemistir ve yuvarlak
cekirdekli, nisbeten dizgun, yuvarlak, kiguk-orta boy hucrelerle doludur
(10,17).

B. Atipik Duktal Hiperplazi (ADH):

Dusuk gradlhi DCIS’in sitolojik ve yapisal 6zelliklerinin énemli bir kismini
tasiyan duktus epitel hacrelerinin gogalmasidir. ADH’lilerin yaklasik yarisi
klonaldir ve mikrosatellit DNA instabilitesi gosterir. Modern goruntileme
¢aginda anlamli lezyonlarin yaklasik %10’unda ADH vardir. Ancak gogu
zaman insidental olarak tani konur (1,10,14).

C. Duktal Karsinoma in Situ (DCIS):

Duktal karsinoma in situ, memenin duktuslarindan koken alan, duktus
boyunca yayilan ve bazal tabakayl agsmayan bir malignensi olup, kanserin
preinvazif formudur. DCIS ¢ok degisik histolojik goriinimlere sahiptir. Yapisal
paternler solid, kribriform ve papiller tipindedirler. Bu tiplerin herhangi birinde
nekroz varolabilir. NUkleer gérinum dusuk dereceli ve monomorfik bir

gorunumden yuksek dereceli ve heterojen karaktere dogru degisim gosterir.
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DCIS’lerde kalsifikasyona sikga rastlanir ve bu kalsifiye nekrotik bir doku ya
da sekretuar materyelden dolayidir. DCIS’in prognozu iyidir, uzun sareli
sagkalim orani %97’nin Uzerindedir (10, 13, 18).

D. Meme Basinin Paget Hastalig::

Meme basinin paget hastaligi DCIS'in laktifer6z duktuslar boyunca
ilerlemesi ve meme basgi derisinin tutulmasidir. Mikroskopide epidermis
icerisinde berrak stoplazmall, iri atipik ¢ekirdekli belirgin nukleuslu tumor
hicreleri (Paget hicreleri) goraltr. Malign htcreler normal epidermal
bariyerleri asarak yluzeye kadar ulasirlar. Klinik gorinum genellikle meme
basi ve areola derisi Uzerinde unilateral kabuklanma goésteren bir eksudanin
varhdi ile karakterlidir. Vakalarin ortalama yarisinda altta invaziv bir karsinom
vardir (13).

3. MALIGN LEZYONLAR:
invaziv Meme Kanseri Tipleri:

Kadinlarda invazif kanserlerin %90’indan fazlasi duktal kékenlidir. invazif
duktal karsinomlarin yaklasik %70 ile %80’1 spesifiye edilmemis invazif duktal
kanser (IDC-NOS) olarak kategorize edilir. Bununla beraber invazif duktal
kanserler nadir gorulen farkh histolojik tipte birkag kategori igerir, bunlar;
meduller, musindz (kolloid), tibuler ve papiller karsinomalardir (13).

A. Invaziv Duktal Karsinom-Spesifiye Edilmemis Tipi (IDC-NOS):

IDC-NOS meme kanserlerinin %70-80’idir ve duktal karsinoma olarak
adlandirilirlar (13). Mikroskobik gorunim oldukga heterojendir ve iyi
diferansiye tubul formasyonlari ve diguk dereceli nukleuslu timorlerden
anaplastik hucre tabakalarinin olusturdugu timaorlere kadar giden histolojik
goérunumlerle karsilagilabilir (13). Makroskopik olarak ¢ogu lezyonlar spikule
ve irreguler kenarlidir. Daha az siklikta ise IDC lezyonlari dizgun kenarli ve
lobulle sekillidir. Lenfovaskuler alanlara veya sinirlere invazyon izlenebilir.
ilerlemis kanserler deride gukurlagsmaya, meme basinda retraksiyon yada
g6gus duvarina fiksasyona yol acarlar. Ortalama Ugte ikisi Ostrojen veya
progesteron reseptorleri eksprese eder ve ortalama Ugte bir vakada

ERBB2’nin overekspresyonu s6z konusudur (10, 13).
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B. invaziv Duktal Karsinom-Spesifiye Edilmig Alt Tipleri:
a. Misinoz Karsinom:

Kolloid, mukoz, mukoid ya da jelatindz karsinoma olarak da bilinir. Pur
musindz karsinomlar tim IDC’lerin %Z2’sinden azini olustururlar. Genellikle
genis ve sinirlidirlar, ancak kapsule degildirler ve fibroadenomla karisabilirler.
Makroskobik olarak tumdrler cogu kez yumusak ve jelatindz niteliktedir, cogu
hormon reseptorleri eksprese eder ve nadiren bu timorlerde ERBB2
overekspresyonu izlenir (13).

b. Tubller Karsinom:

Tldbuler karsinom nadiren palpabl kitleler seklinde izlenir fakat
mamografide tespit edilen 1cm’den kiglik hacimli invaziv karsinomlarin
yaklasik % 10’nunu olustururlar. Bunlar genellikle dizensiz mamografik
dansiteler seklinde gorulurler. Mikroskobik olarak karsinomlar dusuk dereceli
nukleuslara sahip iyi gelismis tubullerden olusmuslardir. Genellikle
kUgukturler ve aksiller lenf nodlarina nadiren metastaz yaparlar; dolayisiyla
iyi prognoza sahiptirler (13).

c. Mediller Karsinom:

Meduller karsinom nadir bir alt gruptur ve vakalarin ortalama %2’sini
olusturur. Bunlar, buyuk anaplastik hicrelerin olusturdugu tabakalardan
ibarettir ve genis periferik lenfositik infiltrasyon gosteren iyi sinirli timorlerdir.
Bu kanserlerde fibrotik stromanin nispeten eksikligi, kitleyi yumusak, dolgun
gorunumla hale getirir. Duzgun kenarl olmalari nedeniyle fibroadenom ile
karisabilirler. BRCA1 mutasyonlari ile birliktelik gosteren kadinlarda artan bir
siklikla ortaya ¢ikar. Ancak meduller karsinomlu ¢ogu kadin tagiyici degildir
(13).

d. Papiller Karsinom:

Cok nadir gérullr. Invaziv kanserlerin %1’inden azdir. Klinik dzellikler
invaziv duktal karsinoma benzer ancak prognozu daha iyidir (10).

C. invazif Lobiiler Karsinom (ILC):

ILC meme kanserlerinin %10 kadarini olusturur. Diger alt tiplere gore
daha fazla bilateral olur. Vakalarin Ggte ikisi LCIS ile birliktedir. Hlicreler tek

tek stroma icinde dagiimistir ve siklikla diziler yada zincirler gseklinde (indian
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file, single file) uzanirlar. Bazen bunlar kanser6z yada normal gorinumlu
asinusleri yada duktuslari kusatirlar ve karakteristik kabul edilen Okuz gozu
gorinuimu” olustururlar. Codu palpabl kitleler yada mamografik dansitelerle
karsimiza ¢gikmasina kargin, 6nemli bir alt grup desmoplastik yanitsiz diffiz
invaziv bir paterne sahip ve klinik olarak okult olabilir. Lobuler karsinomlar,
duktal karsinomlardan daha sik olmak Gzere, serebrospinal siviya, ser6z
satihlara, over ve uterusa ve kemik iligine metastaz yapar. Bu karsinomlarin
hemen hemen tamami hormon reseptorleri eksprese eder. Fakat ERBB2

ekspresyonu ¢ok nadir yada yoktur (10, 13, 20,25).

2.4.2 Meme Kanseri
2.4.2.1. Meme Kanserininnin Tanimi ve Onemi

Meme, sut bezleri ve burada uretilen sutl meme bagina tagiyan
kanallardan olugur. Bu sut bezleri ve kanallari dogeyen hicrelerin, kontrol
disi1 cogalmalar ve vicudun gesitli yerlerine giderek gogalmaya devam
etmelerine meme kanseri denir.

Sik gérulmesi, sikh@inin giderek artmasi, erken evrelerde tedavi edilebilir
olmasi, guinumuz kosullarinda taninmasinin olanakli olmasi, meme
kanserinin 6nemini artirmaktadir.

Kanserin toplumda sikhdinin bilinmesi, etyolojisinde rol oynayabilecek
faktorlerin arastiriimasi, saptanmasi ve yok edilmesine yardimci olabilecegi
gibi, meydana gelen kanserlerin erken tanisina, tedavi sonuglarinin
degerlendiriimesine ve etkili tedavi yontemlerinin saptanmasina da yardimci
olacaktir.

Meme kanseri dinyada kadinlar arasinda en sik gortlen maling tUmor
olup, kadinlarda gértlen tim kanserlerin yaklasik %30’unu olusturmaktadir
(21). Bati dunyasinda kanserden olumler arasinda, kadinlarda akciger
kanserinden sonra, meme kanseri ikinci siklikta gelmektedir (22).

Meme kanseri erken yakalandiginda tedavi edilebilir bir hastaliktir. En iyi
tedavi yontemleri ile evreye bagli olarak, on yillik hastaliksiz sag kalim suresi
% 10 ile % 98 arasinda degismektedir.
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GUnumuzde meme kanserinin tedavi yontemleri basta cerrahi olmak

uzere, hormon tedavileri, kemoterapiler, radyoterapi ve hedefe yonelik tedavi

olmak Uzere bes grupta toplanir (1).

Henuz meme kanserini kesin onleyen bir yontem mevcut degildir. Ancak

kemoterapotik tedavilere ek olarak uygulanabilecek alternatif tedaviler hem

kemoterapdétik tedavinin zararl etkisini en aza indirmek amaciyla hem de

tedavi seceneklerinin artmasi agisindan dnemli olacaktir.

2.4.2.2. Meme Kanserinin Etiyolojisi

Meme kanserinin etyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber bazi risk

faktorlerinin meme kanserinin olusumunda ¢ok 6nemli oldugu bilinen bir

gergektir. Bunlar;

1)

2)

3)

4)

Bu risk faktorlerinin basinda heredite gelir. Heredite bazen etyolojide
¢ok etkindir, 6rnegin annesi ve kizkardeglerinde meme kanseri
bulunan kadinlarda meme kanseri gorulme orani normal populasyona
gore 50 kat daha fazladir. Bunlarda meme kanseri daha ¢ok
premenopozal donemde gorullr ve siklikla bilateraldir.

Risk faktorleri arasinda yasin da buytk énemi vardir. Puberteden 6nce
meme kanseri hemen hemen hi¢ duyulmamigtir. 35 yasin altinda
goOrulme orani %1-3 iken, bu yastan itibaren gittikge artmaya baslar.
En sik goruldigu yas grubu olarak 50-60 yas arasi sdylenebilir.
Benign meme hastaliklari, 6zelliklede fibrokistik hastaligin meme
kanserinin risk faktorlerinin arasinda sayilmasi halen tartismalidir.
Ancak calismalar gostermistirki fibrokistik hastaligi bulunan kadinlarin
%70’inde meme kanseri ile bir iliski bulunmamaktadir. Kadinlarin %30
kadarinda 6zellikle fibrokistik hastalikla birlikte atipik hiperplazi
bulunanlarda ve birde aile hikayesi varsa meme kanseri riski
artmaktadir.

Diyetteki yag miktari ile meme kanseri arasindaki epidemiyolojik iligki
oldukca kuvvetlidir. Birgok hayvan modellerinde gosterildigi gibi
diyetteki hayvansal yaglarin %10 dan fazla olmasi meme kanseri

riskini arttirmakta buna kargin diyetteki yagin %5’in altinda olmasi
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Ozelliklede yag icermeyen bir diyetle beslenme tumorin buydmesini
dahi inhibe edebilmektedir.

5) Meme kanseri etyolojisinde hormonal faktorlerin etkili oldugu
bilinmektedir. Mekanizmasi ¢ok acgik olmamakla birlikte siganlarda
tekrarlayan Ostrojen injeksiyonlari ile meme kanseri
olusturulabilmektedir. Meme kanseri riskini arttiran diger faktorler
arasinda menargin erken baglamasi, kadinin ilkk dogumunu ge¢
yasglarda yapmasi, hi¢ dogum yapmama ve menopozun geg¢ olmasi
sayllabilir. Ayrica bir memede kanser saptanmasi diger meme igin
onemli bir risk faktoraduar (10, 14,24).

Meme kanseri tedavi edilebilir bir hastaliktir. Son yillarda meme kanseri
tedavisinde oldukga onemli gelismeler olmustur. Bir ¢cok tedavi olanaklari
ortaya ¢gikmistir. Bu olanaklar 6nemli 6lgide hastaligin saptandidi safhaya
gore degismektedir. Hastalik ne kadar erken safhada saptanirsa tedavi
olanagi ve secenegi o kadar fazla olmaktadir (1). Cerrahi, kemoterapi,
radyoterapi, hormonal , genetik tedavi yaklasimlari uygulanmaktadir. Meme
kanserinin cinsine yayilimina ve metastaza gore tercih edilmektedir.

Hedefe yonelik tedavide, daha ¢ok timore 6zgu ve daha az yan etkili
tedaviler amaclaniimaktadir. Literatirde anjiyogenez mekanizmalarinin
kanser gelisimi ve invazyonunda onemli oldugu, kanserin buyumesi ve
ilerlemesi igin anjiyogenez mekanizmalarinin aktive olmasi gerektigi
belirtiimektedir (23).

Meme kanseri tanisi konduktan sonra evresinin saptanmasi, kanserin
hangi asamada oldugu, nasil seyredecegi, tedavi yaklagimlarindan
hangisinin secilecegi konusunda onemli bilgiler sunmaktadir. Evrelemede
American Joint Commitee on Cancer (AJCC)'in TNM siniflamasi
kullaniimaktadir. T; timor bayUklugu, N; bdlgesel lenf bezlerinin tutulumu, M;
uzak metastazlari géstermektedir. 1997 AJCC TNM siniflamasi asagidaki
gibidir (24).
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2.4.2.3. Meme Kanserinin Evrelemesi

TNM Evrelemesi :

Tumor bliyukliugu Bolgesel lenf bezleri Uzak metastaz
tutulumu
Evre0 Tis NO MO
Evre | : T1 NO MO
Evre lIA : TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Evre lIB : T2 N1 MO
T3 NO MO
Evre lllIA : T3 NO MO
T3 N1 MO
T0-3 N2 MO
Evre llIB : T4 Herhangi bir N MO
Herhangi bir T N3 MO
Evre IV : Herhangi bir T Herhangi bir N M1

Tx : TGmor blydkluga bilinmiyor

TO : TUmOr yok

Tis : Karsinoma in situ ve/veya timoral kitle yapmayan Paget kanseri
T1 : Tumor buylkligu 2 cm veya daha azdir

T2 : Tumor buyUkligu 2 cm’ den fazla fakat 5 cm’ den azdir

T3 : Tumor buyUkligl 5 cm’ den fazla

T4 : Gogus duvari veya meme cildine yayilim gosteren herhangi bir
blayUklUkteki timaora ifade eder. (kostalar, interkostal kaslar ve musc. serratus
ant.’a yayilim olabilir ama pektoral kaslara infiltrasyon icermez)

N : Bolgesel lenf nodlari

NO : Bolgesel lenf ganglionlarina metastaz yok

N1 : Ayni tarafli aksiller LAP hareketli
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N2 : Ayni tarafli aksiller LAP’ lar birbirine ya da altindaki veya Ustundeki
dokulara infiltre

N3 : Ayni tarafli supraklavikular veya infraklavikular LAP stpheli veya kolda
odem

Mx : Uzak metastazin varligi degerlendirilemiyor

MO : Uzak metastaz yoktur

M1 : Uzak metastaz vardir

2.4.2.4. Meme Kanserinde Prognostik Faktorler

Tani konuldugunda invaziv kanserlerin yarisi metastaz yapmisken, insitu
kanserlerin metastaz kapasitesi yoktur.

1- Tidmér ¢api: Primer karsinomun hacmi 1cm’den kiguk invaziv
karsinomlar lenf nod metastazlarinin yoklugunda mikemmel bir
sagkalima sahiptir ve sistemik bir tedaviye gereksinim duymazlar.

2- Lenf nod tutulumu ve metastazli lenf nodlarinin sayisi: Aksiller nod
tutulumu yoklugunda, bes yillik sag kalim oran1 %90’a yaklasir. Her
tutulan lenf nodu ile birlikte sagkalim orani azalmaktadir ve 16 yada
daha fazla lenf nodu tutulumlu vakalarda bu oran %50’nin altindadir.
Tam bir aksiller diseksiyon yerine mobiditesi daha az alternatif yontem
olarak sentinel nod biyopsileri ileri suruimektedir.

3- Tumoriin derecesi: Meme kanserlerinin derecelendiriimesinde en sik
kullanilan sistem ile tibul formasyonu, nikleer derece ve mitoz orani
degerlendirilerek karsinomlar ti¢ gruba ayrilmaktadir. lyi diferansiye
timorlerin prognozu, kétu diferansiye timaorlere oranla anlamh bir
sekilde daha iyidir.

4- Timériin histolojik tipi: Ozel histolojik tipe sahip meme timérlerinin
(tibuler, meddller, lobuler, papiller, misindz) prognozu duktal
karsinomlara oranla daha iyidir.

5- Lenfovaskiiler invazyon: Ozellikle lenf nod metastazi olmayan
olgularda timor gevresi vaskuler yapilar igerisinde timor izlenmesi

kotu prognoz belirtisidir.
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6- Ostrojen ve progesteron reseptérierinin varligi yada yoklugu: Reseptor
pozitifligi olgunun biraz daha iyi bir prognoza sahip oldugunun bir
goOstergesidir. Reseptor pozitifliginin arastiriimasi olgunun tedaviye
yanitl agisindan dnem tasir. Boyle bir antiostrojen tedaviye
(ooferektomi veya tamoxifen) en yuksek oranda (%80) yanit dstrojen
ve progesteron reseptorlerin pozitif oldugu olgularda gorulmektedir.

7- Tidmoriin proliferatif orani: Proliferasyon, mitoz sayimi, flow sitometri
ve hucre siklus proteinlerinin immunohistokimyasal belirleyiciler ile
saptanabilir.

8- Inflamatuar karsinom: Memede sisme ve deride kalinlasma seklinde

kendini gosterir. Her zaman kot prognozu isaret eder (10, 13, 17).

2.5. Meme Kanseri Hiicre Hatlari

2.5.1. MCF-7 Hiicre Hattinin Ozellikleri

Meme kanserine model hiicre hatlarindan biri olan MCF-7 hucreleri, 69
yasinda evre |V invaziv duktal karsinomali beyaz irk bir bayan hastanin
meme epitel dokusundan 1970 yilinda elde edilmigtir (19). Bu tarihten
itibaren, dstrojen reseptoru pozitif (ER+) MCF-7 hicre hattiyla daha ¢gok
hormon-bagimh meme kanseri ¢alismalari yapilmistir (131).

Morfolojisi epitelyal olup, tirozin kinaz reseptorl ailesinden olan insulin
benzeri buylime faktort (IGF) gibi protein sentezi yapmaktadir. WNT7B
onkogeninin ve HER-2 geninin ekspresyonu normaldir. MCF-7 hucrelerinin
sitogenetik analizlerinde; kromozom sayilarindaki anormal artig ve azalig,
hatali eslesmis bazlarin onarim sisteminde bozukluklar goralmektedir. DNA
tamir genlerindeki mutasyonlar veya tamir proteinlerinin az veya asiri
salgilanmasi, direng gelisiminde dnemli bir faktérdir (26). Hatal eslesmis
bazlarin onariminda gérev alan MLH1 ve MSH2 tamir proteinleri MCF-7
hldcrelerinde mutasyona ugradigi icin, hucreler antikanser ajanlara karsi
direng gelistirmektedir (26). Birgok insan kanserinin meydana gelmesinde
oldugu gibi meme kanserinde de hicre dongusu kontrol noktalarindan siklin

D1’ de mutasyonlar olusmaktadir.
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MCF-7 hdcre hattinda apoptoz mekanizmasinda énemli rolleri olan
kaspaz -6, -7 ve -9, Bcl-2 ekspresyonu normal sekilde olmaktadir. Ayrica p53
ve p21 genlerinin ekspresyonu ve duzenlenmesi de normaldir. MCF-7
hucrelerinin gogalmasinda; dstrojen ekspresyonu asiri artmig ve ostrojene
baglh proliferasyon, EGF’ den bagimsiz ¢cogalma, artmis Her-2/Neu/c-ErbB-2
ekspresyonu gorulmektedir (27,28).

2.5.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattinin Ozellikleri

MDA-MB-231 hucreleri 51 yasindaki meme adenokarsinomali bir kadinin
plevral eflizyonundan izole edilmistir (29). Meme kanseri hlcrelerinin gog,
¢ogalma ve invazyon gibi 6zelliklerini modelleyen bu hucre hatti, metastatik
kanseri in vitro kosullarda ¢aligiimak i¢in uygun bir modeldir.

Ostrojen reseptor negatif olan MDA-MB-231 hiicreleri normal meme
hucrelerinin gosterdigi 6zelliklerini kaybetmistir (133).

Hem MCF-7 hem de bu hucre hattinda WNT7B onkogeninin ekspresyonu
mevcut olup HER-2 geninin ekspresyonu da normaldir. Epitelyal morfolojide
olan MDA-MB-231 hucreleri, EGF ve TGF a gibi buyume faktorleri sentezler.
Ayrica, tumor baskilayici gen, p53, MMP-1, 2 ve 9 ve vimentin gibi invazyon
faktorlerinin de ekspresyonu vardir (30, 31). MDA-MB-231 hucrelerinde
meydana gelen bu degisimler, tumor ilerlemesi, metastaz olusumu ve
apoptoza direng kazanmasiyla ilgilidir (32, 33).

MCF-7 hdcre hattinda p53 ekspresyonu normal iken, bu hicre hattinda
asiri olmaktadir (34, 35, 36). Mutant p53 geni iceren MDA-MB-231 hucreleri,
erken timor gelisiminde apoptozdan kagmaktadir (37).

Epitelyal 6zellik gosteren her iki hiicre hattinin da in vitro kosullarda
cogaltildiklarinda bazi farklilklar gosterdigi saptanmigtir. MCF-7 hcreleri
kime olusturarak ¢ogalirken, MDA-MB-231 hlcrelerinde hlicre go¢u daha

fazladir ve daha hizli cogalmaktadirlar.
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2.6. Anjiyogenez Ve Tumor Anjiyogenezi

Anjiyogenez, var olan kan damarlarindan yeni kan damarlarinin gelismesi
olarak tanimlanmaktadir (38). Anjiyogenez, fizyolojik ve patolojik anjiyogenez
olarak iki kisimda incelenebilir. Fizyolojik anjiyogenez; yara iyilesmesi,
menstriel siklusta korpus luteum olusumunda, embriyogenezin
implantasyon ve plasentasyon sureglerinde ve gebelikte izlenir.

Patolojik anjiyogenez; inflamasyon, timor gelisimi, kollajen doku
hastaliklari (romatoid artrit), diabetes mellitus (retinopati), myokard infarktlsu
ve iskemi gibi hastaliklarda gézlenmektedir.

Anjiyogenez, aktivator ve inhibitorler arasindaki dengenin genetik ve
cevresel etkenlerle bozulmasi sonucunda, 6zglin baylime faktorlerine endotel
hlcrelerinin cevabi ve gcogalma kapasiteleri ile huicre digi matriks
proteinlerine bagl olarak gelismektedir (39-41).

Surecin uc¢ fazi vardir;
1- Baslangig, 2- Cogalma ve yayilim, 3- Olgunlagsma.

Kontrolstiz anjiyogenez, proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktorler
arasindaki dengenin bozulmasiyla meydana gelir. Anjiyogenezi etkileyen
faktorler arasindaki dengenin anjiyogenez aktivatorleri lehine degismesi
tumor buyumesi ve invazyonu igin gerekli en dnemli adimdir ve gesitli
basamaklardan olusur.

Bu basamaklar ;
1. VEGF ve NO’nun énemli oldugu vazodilatasyon,
2. Matriks metalloproteaz (MMP)’larin (Tip-1V kollajenazlar, gelatinazlar,
MMP-2 ve MMP-9) rol oynadigi bazal membran ve matriks yikimi,

3. Endotel hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu,

4. Ldmen olusumu (tp formasyonu),

5. Maturasyon (olgunlagsma ve kan akimi).

Tumor iliskili anjiyogenezin bu basamaklari; spesifik buyime faktorlerine,
endotel hiucre reseptorlerinin aktivasyonuna ve endotel hucrelerinin gogalma
kapasiteleri ile buna aracilik eden hicre digi matriks komponentlerine
baghdir (39).

Anjiyogenez, meme kanserinde hem lokal tumoér buyiamesi hemde uzak

metastaz agisindan gok dnemli bir rol oynamaktadir (40). Meme kanser
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dokusuna bitisik hiperplastik marin meme papillomlari ve histolojik olarak
normal lobuller seklinde olusturulan preklinik modeller anjiyogenezin meme
hiperplazisinin timdre dénlismesine dnculik ettigini gdstermistir (41). TUmor
hlcresine anjiyogenezi uyaran peptidlerin transfeksiyonu; timor blylimesi,
invazyonu ve metastazi arttirdigi gosterilmistir. Diger taraftan, anjiyogenez
inhibitorlerinin timor hidcresine transfeksiyonu buyumeyi ve metastazi
azaltmistir (42). Klinikopatolojik korelasyon da anjiyogenezin meme kanseri
ilerlemesindeki merkezi rolinu dogrulamaktadir. Yuksek vaskuler dansiteye
sahip fibrokistik lezyonlar meme kanseri riski ile dnemli dlgtde iligkilidir (43).
Histopatolojik olarak duktal karsinoma in situ lezyonlarinda artmig

mikrodamar dansitesi ve artmis VEGF ekspresyonu gdsterilmistir (44).

2.7. Anjiyogenik Yolaklar

Fizyolojik proanjiojenik ve anti anjiojenik faktorler arasinda ince bir denge
vardir. Tumorin proliferasyonuna bagh gelisen tumor ici asidite, inflamasyon
ve hipoglisemi de anjiyogenezi uyarmaktadir. Anjiyogenik timor fenotipi;
yuksek mikrodamar yogunlugu ile karakterizedir. Ayni zamanda anjiyogenik
fenotip kot prognoz ile de iligkilidir.Anjiyogenezde birgok ajan rol alir. Bu
ajanlar timor hucreleri, monosit ve fibroblast gibi ortamdaki diger hiicrelerden
yada kollojen matriksin yikimi sonrasinda agiga c¢ikabilirler (45).

Bazi 6nemli anjiyogenik yolaklar Tablo 2.7.1’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.7.1. Onemli Anjiyogenik Faktérler ve Etki Mekanizmalari (39).

FAKTOR

ETKI MEKANIZMASI

Vascular Endothelial Growth factor
(VEGF)

Basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF / FGF-2)

FGF-1, FGF-3, FGF-4

Transforming Growth Factor - a
(TGF-a)

Epidermal Growth Factor

Hepotocyte Growth Factor / Scatter
Factor
( HGF/SF)

Transforming Growth Factor - 8
(TGF-B)

Tumor Necrosis Factor - o (TNF-a)

Platelet Derived Growth Factor
(PDGF)

Endotelyal mitojen,
Yasam suresi faktord,
Permeabilite arttirici

Endotelyal mitojen,
Anjiyogenez arttirici

Yasam suresi faktord,

Flk-1 Ekspresyon indikleyici

Endotelyal mitojen
Anjiyogenez arttirici

Endotelyal mitojen
Anjiyogenez arttirici
VEGF ekspresyonu
indukleyici

ZayIf endotelyal mitojen
VEGF ekspresyonu
indukleyici

Endotelyal mitojen,
Anjiyogenez arttirici

Endotelyal buyume
inhibisyonu
Anjiyogenez arttirici
VEGF ekspresyonu
uyarici

Endotelyal mitojen
Anjiyogenez arttirici
VEGF ekspresyonu
uyarici

Endotelyal mitojen
Endotelyal motilite faktori
Anjiyogenez arttirici
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2.7.1. VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor)

Anjiyogenik molekuller icinde anjiyogenezin en potent uyaricisi ve
Uzerinde en ¢ok durulani VEGF’ dir. Timor progresyonuna bagli gelisen
hipoksik durumlarda anjiyogeneze VEGF aracilik etmektedir. VEGF
homodimerik, heparin-binding glikoprotein yapisinda bir molekul olup gesitli
alt gruplari tanimlanmistir. VEGF A, B, C, D, E, ya da aminoasit sayilarina
gb6re 121, 165, 189, 206 ve 145 gibi isoformlari bulunmaktadir (38,46). VEGF
endotel hicresinde etkisini gosterebilmesi i¢in temel olarak U¢ reseptore
baglanmaktadir. Tirozin kinaz yapisinda olan bu reseptoérleri VEGF-R1 (flt-1),
VEGF-R2 (flk-1/KDR) ve VEGF-R3 (flt-4) olarak siralanabilir (46).

Bunlardan VEGF-R1 ve R2 endotel hucreleri Gzerinde iken VEGF-R3 lenf
damarlari Gzerinde bulunmaktadir, lenfanjiyogenezden sorumludur. VEGF
reseptorlerinin aktivasyonu; MAPK-kinaz bagimli fosfolipaz A,, fosfoinositol-3
kinaz ve ras GTPaz aktivator proteinleri gibi bir dizi hicreigi sinyal iletim
proteinlerini fosforile ederek endotel hiicrelerinin cogalma, gog¢ ve
diferansiyasyonunu saglar. VEGF ayrica anjiyogenezin VEGF-bagimli bir
mediyatoru olan nitrik oksid (NO) salinimini arttirmaktadir. VEGF’in NO
sentaz enzimi Uzerindeki uyarici etkisi sonucu olusan NO endotel hicre
gogunde rol alir. Basta RAS, SRC ve HER-2 onkogenleri olmak tzere VEGF
dizeyi; p53 gen mutasyonu, IL-1p, IL-6, IL-10, FGF, PDGF, TGF-B, IGF-1,
TNF-a ve NO gibi bircok endojen ajan ile duzenlenmekte ve tumor
hicrelerinde VEGF ekspresyonu artmaktadir. Dusuk glikoz seviyesi, oksidatif
stres ve Ozellikle hipoksik ortamda duzeyi hizla artan hypoxia-inducible
transcription factor-1 (HIF-1) de VEGF saliniminda etkili rol oynamaktadir.
Ayrica, VEGF muhtemel temel anjiyogenik faktor olma 6zelligi yaninda;
VEGF’ e maruz kalan damarlarda, endotel hlcreleri arasinda fenestrasyon
ve vezikuler organeller boylece vaskuler permeabiliteyi arttirmakta ayrica
kemik iliginden endotelyal 6nci hicrelerin de periferik dolasima gegmesinde
onemli rol oynamaktadir. Endotel hicreleri igin go¢ 6zelligininin yani sira
VEGF; hicredisi matriks yikimindan sorumlu olan MMP’lar ile Grokinaz,
kollojenaz ve plazminojen aktivatorlerinin salinimini da uyarir. Boylelikle

invazyon ve metastazi da kolaylastirir (38, 46, 47).
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2.7.2. Tie (Tyrosine kinase with Immunoglobulin and Epidermal
growth factor homology)

VEGEF reseptorlerine benzer olarak bir diger grup reseptor tirozin kinaz
dyesi de anjiyogenez olusumuyla ilgilidir. Bu grup, endotele 6zgu Tie
(Tyrosine kinase with Immunoglobulin and Epidermal growth factor
homology) reseptor ailesi olarak bilinir. Tie1 ve Tie2 reseptorleri 6zellikle
endotel hicreleri Uzerinde bulunur ve embriyonik vaskuler yapinin gelismesi
icin gereklidirler (46, 48). Bu reseptdrler anjiyogenezi endojen olarak
artmasini saglayan Angiopoietin-1 (Ang-1)’ in reseptorleridir. Ang-1 kapiller
damarlari guglendirir, perisitleri duzenleyerek endotel hucrelerin yagsamasini
saglar ve yeni olusan damar yapisini guglendirir (46, 49). Ang-1, Tie2
reseptori igin dogal bir agonist iken Ang-2, endotel hiicreleri icin farkli olarak
antagonist etki gosterir. Ang-1, VEGF gibi endotel hicreleri igin mitojenik etki
gOstermeden endotel hicrelerinin kendi arasindaki ve gevredeki diz kas,
perivaskuiler alan yada ekstrasellller matriks ile olan iligkisini glclendirir.
Ang2 ise Ang1’e ters etki olarak damarlanma duzenini bozar ve yogun olarak
yeni olusan damar bolgelerinde artmis olarak bulunur. Ang2’nin bu
destabilizor etkisi belki de vaskuler yapiy1 tumor dokusunda VEGF gibi

mutajen ajanlara daha duyarl kilmaktadir (50).

2.7.3. PDGF ( Platelet-Derived Growth Factor)

Timidin fosforilaz etkisi gdsterir ve timidini timine defosforilleyerek serbest
radikal olusumunu artirmak suretiyle anjiyogenez genlerini aktive eder (46,
51).

2.7.4. FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2, bFGF)

FGF-2 heparine baglanan anjiyogenik proteindir. FGF, endotel
hlcrelerinde cogalma ve ambriyogenez surecinde epiblast hicrelerinin
endotel hucrelerine farklilagmasini saglar. Ayrica, bFGF dogrudan veya
dolayli olarak endotel hiicre aktivitesini dizenler. Potent bir endotel hiicre

uyaricisi olan bFGF; endotelde gb¢, cogalma ve tup formasyonundan
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sorumludur. bFGF ile VEGF’in anjiyogenez uzerinde siner;jistik etki
gosterdikleri bilinmektedir. Fakat farkl olarak bFGF’siz ortamda yapilan fare
deneylerinde damar olusumunun gozlenmesi bFGF’in 6zellikle erigkin
vaskuler yapinin korunmasi ve yara iyilesmesinde etkili oldugunu
dusundurmustur. PDGF ve bFGF de heparine bagh peptid yapida buayime
faktorleri olup VEGF gibi tirozin kinaz reseptorleri Uzerine etki ederek
dimerizasyon, otofosforilasyon ve sonugta mitogen activated protein kinaz
(MAPK) gibi hicre ici kinazlarin aktivasyonunu saglarlar. Boylece aktivator
protein-1 (AP-1) gibi transkripsiyon faktorleri uyarilarak hicre gogunu

saglayici genlerde cevap olusturulur (46, 47).

2.7.5. TGF-B (Transforming Growth Factor-j3)

TGF-B timor anjiyogenezindeki rolinli endotel hicreleri Gzerindeki
kemotaktik etkisi ile gerceklestirir. Bunu Tenaskin gibi endotel hiicrelerinin
yapismasini ve gogunu saglayan matriks proteinlerinin yapimini artirarak
gerceklestirir. Bu sayede tumar hucrelerinin invazyon ve metastazina da
olanak saglamaktadir (52). Ayrica VEGF ve VEGF reseptorlerinin
ekspresyonunu da uyararak anjiyogenezde proliferatif asamada da rol alir
(46).

2.7.6. EGF ve TGF-a
Bir tirozin kinaz reseptdru olan EGF reseptorlerine baglanirlar. Her ikisi de

endotel hicreleri igin mitojenik etki gostererek anjiyogenezi uyarirlar (47).

2.7.7. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit (NO), suda ¢dzlnebilen, reseptdre bagimli olmadan kolayca
diffize olabilen ve dayanikli olmayan renksiz bir gaz, dGnemli bir haberci
molekulddr (53). Kimyasal 6zellikleri ilk olarak 1772'de Joseph Priestly
tarafindan tanimlanmis ve in vivo olarak varligi 1914’ de Sir Henry Dale
tarafindan rapor edilmistir (54). 1970’ lerde etki mekanizmalari Gzerinde
yapilan galismalar artmis ve 1987’ de EDRF’nin (endotel kaynakh gevsetici
faktor) NO oldugu gosterilmistir (55). NO molekuler oksijen, superoksit
anyonlari ve hem proteinleri etkilesim gosterdiginden biyolojik sistemlerdeki
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yarilanma omru ¢ok kisadir; 6rnegin kandaki yarilanma omra 10-20 saniye
kadardir. NO vazodilatasyon, solunum, hicre gogu, immun cevap ve apoptoz
olmak Uzere ¢ok gesitli Gnemli fizyolojik olaylari diizenlemektedir (53). NO
yaklagik 140 kDa molekul agirhiginda, sitokrom P450 reduktaz enzimine
benzerlik gosteren karmasik bir enzim olan Nitik oksit sentaz (NOS)
tarafindan sentezlenmektedir. Bu olayda molekuler oksijen ve nikotinamid
adenin dinukleotit fosfat (NADPH) ise yardimci faktorlerdir. Flavin adenin
dindkleotit (FAD) ve flavin mononukleotit (FMN) ise NO sentezi i¢in yardimci
faktorlerdendir (56).

Nitrik oksit radikali, superoksit anyon radikali ( OB2PB-P) ile peroksinitriti
( ONOOP-P ) olusturmak Uzere hizla reaksiyona girer. Bu bir serbest radikal
degildir fakat kisa d6murli ve 6n maddelerinden ¢ok daha fazla aktif bir
molekuldur (57). Her ne kadar peroksinitrit (ONOOP-P) kararli bir yapiya
sahip olsa da fizyolojik pH da, protonlanmasi ile OH gibi davranan ve kuvvetli
bir oksidan madde olan peroksinitréz asit (ONOOH) olusturur ve bu konjuge
asit ¢cok kararsiz olup, hizla nitrat ( NOB3B )'a donustr (58). NO’nun biyolojik
aktivitesi cGMP-bagimli ve cGMP-bagimsiz yolaklar olarak siniflandirilir, her
ikisi de fizyolojik ve patolojik durumlara bagimhidir (59). cGMP-bagiml protein
kinazlar, siklik-nukleotid-gecit iyon kanali ve cGMP-duzenlenmisg
fosfodiesteraz birgok hticresel etkiye aracilik etmektedir.

Endotel hiicrelerinden salinan NO’in hlicre koruyucu olarak davrandigi da
dusundlmektedir. Cinkd damar duz kas hucrelerinde gevseme yaparak kan
akigini arttirabilir, trombosit agregasyonunu inhibe eder, serbest radikalleri
uzaklastirir, damar endoteline lI6kosit adezyonunu ve damar duvarindan
|6kosit gégunl inhibe eder (60). Diger taraftan aktive makrofaj ve Kupffer
hicrelerinden salinan NO ve metabolitleri, timor hicrelerine sitotoksiktir ve
tumaor hidcresi mitokondrisinin fonksiyon bozukluguna neden olur (61).

Malign timdrlerde NO, neovaskilarizasyon, damar gegirgenliginin
artmasi, tumor ve komsu dokuda vazodilatasyon gibi birgok olayda rol alir.
Kan akiminin dizenlenmesi ve damar gegirgenliginde artma saglayarak
tumor hucrelerinin beslenmesini ve oksijen saglanmasini kolaylastirirken

diger yandan da I6kosit endotel etkilesiminin azalmasi ile konakgi immun
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mekanizmasini bozmaya yardim eder. NO'’in tumorlerdeki bu fonksiyonlari

tumor gelisimini guglu bir sekilde kolaylastirir (62, 63).

Tablo 2.7.7.1. NOS Siniflamasi

Ozellikleri nNOS eNOS iNOS
Yerlesim Sinir ve iskelet Trombositler ile Makrofaj, 16kosit,
kasi endotel kondrosit,
hicreleri ve endokart/miyokart | hepatosit, astrosit,
hicreleri fibroblast,
notrofil, eozinofil,
lenfosit ve

keratinositler ile
damar duz kasi,
endotel, endokart/
miyokart, mast,

mikrogliya,
dendritik,
Langerhans,
Kupffer,
Schwann ve sinir
hacreleri
Hucre ici yerlesim | Membrana Membrana bagimli Sitozolik
bagimli (etkisiz) veya
sitozolik
(etkin)
Baslica fizyolojik Sinirsel asirim Vazodilatasyon Sitotoksisite
islevi
Patofizyolojik Muskduler distrofi, | Endoteliyal Yang! ile belirgin
olaylardaki rolu iskemi- islevsizlik, hastaliklar
reperfliizyon hiperkolesterolemi,

hipertansiyon

NOS enziminin néronal NOS (nNOS, NOS1), induklenebilir NOS (iNOS,
NOS 2) ve endoteliyal NOS (eNOS, NOS3) olmak Uzere u¢ degdisik izoformu
bulunmaktadir. Her G¢ izoformuda benzer yapi ve katalitik durum
icermektedir. Tum NOS’lar aktiviteleri igin benzer miktarda L-arginin, BH4 ve
NADPH gerektirmektedir. NOS izoformlari transkripsiyonel, translasyonel ve
post-translasyonel seviyeleri farkli agilardan dizenlerler (64).

NNOS (NOS1) ; Aktivitesi kalsiyuma bagimhdir. Santral ve periferik sinir

sisteminde noérotransmitter ve hucre igi sinyal molekulu gibi hareket
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etmektedir. Daha ¢ok néral dokularda bulunmakta ve ilk olarak néronlardan
identifiye edilmistir. Lokalizasyonu membrana baghdir. inme ve
ndrodejeneratif hastaliklarda nérotoksik bir medyatordir (64, 65).

INOS (NOS2) ; Aktivitesi kalsiyumdan bagimsizdir.17. kromozomdaki
genlerce kodlanir. Lokalizasyonu sitozoldiir. ilk olarak makrofaj ve
monositlerden identifiye edilmistir. Kardiyomyosit, hepatosit, néron,
mikrogliyal hticreler, nétrofiller, vaskiler endotel hiicre ve diz kas hicresinde
bulunur. Endotoksin, interlékin1 (IL-1), gama-IFN, TNF-alfa, iINOS’u
indUkleyen ajanlardir. Glukokortikoidler, IL-4, IL-10 ise mRNA
transkripsiyonunu inhibe eden ajanlardir. iNOS igin en 6nemli induksiyonu
sitokinler yaparlar ve uzun bir zamanda fazla miktarda NO Uretimi gerceklesir
(66). nNOS ve eNOS kisa zaman aralidi i¢cin az miktarda NO Uretirken, INOS
igin dnce transkripsiyonal aktivasyon olusur ve saatlerce suren, genis
miktarlarda NO Uretimi olusur (64).

eNOS (NOS3) ; Aktivitesi kalsiyuma bagimlidir. ilk olarak endotelden
identifiye edilmis olup trombosit, myokard hiicresi, endokard hicresi, mast
hicre ve notrofillerde de bulunur. Sitokrom p- 450 reduktaz ile yuksek
duzeyde homoloji gosterir. Hicre membranina yerlesmistir eNOS ve nNOS
iceren hucreler, damar endotelinde asetilkoline, beyinde glutamata cevap
olarak fizyolojik miktarlarda NO Uretirler (67).

INOS’ un salinimi inflamatuar uyari ile artarken nNOS ve eNOS esas
olarak daha fazla veya daha az salinabilir (68). NOS substrat olarak yari
esansiyel bir amino asit olan L-arjinini kullanir ve Grin olarak NO ile L-sitrulin
olusur (69-71).

Kronik inflamasyon, tumor gelisimini ve kanserin ilerlemesini arttirmaktadir
(72). iINOS, izoformu tarafindan uretilen NO kronik inflamasyon ile kanserin
ilerlemesini saglayan dnemli bir proinflamatuar medyatordar (73). INOS
salgisinin artmasi prekanseroz lezyonlarda tanimlanmigtir ve ¢cok sayida
calisma iINOS’un potansiyel bir kanser biyobelirteci olarak kullanildigini,
tumor dokusunda ylksek iINOS sentezinin melanom, prostat ve meme
kanseri gibi birgok kanser tipinde hastanin kétl prognozu ile iligkili oldugunu

gOstermigtir (74, 75).
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Daha yakin zamanlarda, iINOS saliniminin tumorin derecesi, mutant p53,
ve tumor mikrovaskularizasyonu gibi yagam suresini gosteren belirtegler ile
direkt korelasyon gdsterdigi ve kot prognozlu meme kanserine sahip ER
negatif kadinlarda spesifik yasam suresini bes ve on yil olarak belirleyen bir

belirte¢ oldugu bulunmustur (76).

2.7.8. ERK1/2 (Extracellular Receptor Kinase)

MAPK yolagi, hicredigi dizenlenen protein kinazlar (ERK) olarak da
bilinmektedir. MAPK’lar Ug farkli fosforillenme asamasi gegirerek
dizenlenmektedir. En ustte bulunan MAPK kinaz kinaz (MAPKKK-REF) bir
serin-treonin kinazdir ve enzimle aktivasyonu ile bir sonraki MAPKK-MEK
asamasini duzenler. MEK tirozin ile fosforillenerek, sinyal iletiminin baslica
efektdr proteini olan MAPK'I aktive eder. MAPK sadece sitoplazmik bir
protein degildir, ayni zamanda ¢ekirdege girerek gen traskripsiyon faktorlerini
fosforile eder. Memelilerde ERK1/2, ERK3, ERK4, ERK5, ERK6, p38MAPK(,
ERK7, ERKS8, JNK 1/2/3 ve p38MAPKa/b/d olmak tzere 9 farkli MAPK
tanimlanmistir. JNK hicre i¢i sinyal yolaklarinda 6zellikle hiicre dongusunde
G1-S fazina gegiste ve apoptozun dizenlenmesinde dnemli rol oynamaktadir
(77).

MAPK/ERK yolagi onkojenik blyume faktoru ve proinflamatuar uyarici
olarak bilinen birgcok sinyale aracilik etmektedir. Bluylime faktoérleri tarafindan
aktive edilen MAPK/ERK vyolagi, proinflamatuar uyaricilar ve mutasyona
ugramis Ras/Raf yolagi kanser hucrelerinde karakteristik fenotipik
degisikliklere 6ncullk ederler (78) (Sekil 3).
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VEGE, IGF1 (') (.) PDGE, EGF
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(Radiation, hypoxia) R — o ;
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lJ mutations Raf
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i) Invasion and metastasis
MEKK | —- — — [ MEKI 1 ‘1', Epithelial chymal iti
(i) Chromosomal abnormality 1 mTOR (a) Epithelial-to-mesenchymal transition
ERK (b) MMPs

(a) Aneuploidy L il Regulation of translation

(i) Replicative immortality [ Transcriptional factors ] (i) Evading growth suppression
(a) Continue DNA replication (a) Deregulation of tumor

(b) Evade senescence suppressor genes (p53/RB)
(i) Resisting cell death (b) Loss of contact inhibition
(a) Downregulation of apoptotic genes (i) EVading host immunity

(enita) (i) Angiogenesis
(b) Cell survival gene activation 5108 o
(Bcl-2, Bel-xL) (a) VEGF/receptor signaling
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:‘&:‘ (a) Autocrine signaling (i} Inflammation
" ~ (Growth factors and receptors) (a) Cytokines and chemokines |

(i) Abnormal metabolism
(a) Warburg effect

Sekil 3: MAPK/ERK sinyali ve kanser belirtegleri (78).

MAPK sinyal yolu, normal hucrelerde oldugu gibi birgcok kanser
hicresinde de proliferasyon igin gerekli olan RAF, MEK ve ERK
proteinlerinden olusmaktadir. Tum Raf proteinleri MEK1/2 kinazi substrat
olarak paylasirlar. MEK1/2 ERK1/2’yi aktive etmekte ve bu yolakta birgok
hicre proliferasyonu, diferansiyasyon, gé¢ ve apoptoz gibi birgok hlicresel
fonksiyonu duzenlemektedir (79,80). Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma)
proteini Ras ve MEK-ERK yolaklari arasinda énemli bir baglanti olarak yer
alir. Normal hucrelerde blylume faktorlerince aktive edilmis reseptor tirozin
kinazlarca (RTK lar) olusturulan sinyalleri ¢gekirdege ileterek gen
ekspresyonunun aktivasyonuna yol agarlar (Sekil 3).

Genis bir aralikta yer alan ¢ok cesitli diger hiicredigi ve hicreigi
uyaranlarca da aktive edilebilirler ve degismis gen ekspresyonuna ilave
olarak etkiyi ortaya ¢ikarirlar. Tumor hicrelerinde, RTK lar veya RAS’In
onkogenik aktivasyonu sonucu MAPK sinyallesmesi siklikla artmistir. Bu
MAPK yolagi ayni zamanda klasik mitojenik kaskad veya standart yolak

olarak da dusunulmektedir (81).
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Reseptdr tirozin kinazin (RTKs) aktive olmasi Ras proteini GDP’nin
GTP’ye donusmesini aktive eden SOS faktorina kuvvetlendirir. Aktive olan
Ras-GTP Raf’a baglanarak bunu aktive eder. Aktif olan Raf, MEK’i fosforiller,
bu da ERK’i fosforilleyerek aktive eder. Raf, MEK ve ERK fosforilasyon
kaskad tek dizi iken, ERK hem ¢ekirdek, hem de sitozolde bulunan 150’den
fazla substrat ile iligkilidir (82).

Kanser hicrelerinin anjiyogenik yolaklara etkisi ile PKA bagimli olan
MAPK yolagi aktive olmakta ve hucrede gen ekspresyonu ve DNA sentezi
uyariimaktadir (83). Standart yolak gibi, bu moduller hicre proliferasyonunu,
apopitozu, hucre farklilagsmasini veya spesifik hticre fonksiyonlarini uyarabilir
(84) (Sekil 4).

Erk1/2

Nuclear
substrates

Sekil 4. Ras-Raf-MEK-ERK yolaginin prototipik goruntusu (84).

insan kanserlerinde bilesenleri arasinda primer bir mutasyon hedefini
iceriyor gibi gérinmemektedir. ilgingtir ki farkll MAPK yolaklari arasinda

ornegin MAPKK’lar seviyesinde gesitli capraz iletimler mevcuttur.
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Bunlara ek olarak JUN proteini transkripsiyonal olarak ERK-MAPK
yolaginca uyarilirken; JUN kinaz (JNK) MAPK yolaginin aktivasyonu sonucu
fosforile edilir. Boylece, normal hiicre proliferasyonu esnasinda bu iki MAPK
yolagi sinerjistik olarak ¢alisirlar. Hem ERK ve hem de JNK MAPK yolaklari
RAS proteinlerince aktive edilebilirler (85).

Insan kanserlerindeki yilksek RAS mutasyonu prevelansi, kanser
hacrelerinin temel 6zellikleri ile iligkili ¢esitli yolaklarin merkezi duzenleyici
islevi ile aciklanmistir. Bu gesitli etkiler arasinda, RAS’Iin artmasini uyaran
reseptor tirozin kinazlarin onkojenik aktivasyonunda oldugu gibi; ERK-MAPK
yolaginin aktivasyonu RAS mutasyonu olan kanserlerde hiicre gogalmasinin
uyariimasi i¢in en gerekli bilesenlerden biri gibi gérinmektedir. Bu gorusu
destekleyen birgok kanittan biri, cesitli kanserlerde 6zellikle melanomda 6ne
¢ikan RAS ve BRAF genlerinde karsilikl ortaya ¢ikan mutasyonlardir (86).

GTPas’in Ras superailesi hicre gogalmasi ve farklilagsmasini igceren ¢ok
onemli dizenleyici anahtardir. Onkogenik Ras mutasyonu %5’den daha az
meydana gelmektedir ve Ras proteinin fazla ekspresyonu meme kanserinde
tanimlanmistir. Rac ve Rho proteinlerinin fazla ekspresyonu metastatik
meme kanseri ve invasiv potansiyelin artisi ile iligkili gorulmuastur. Ras
proteinleri meme kanserinde HER1, HER2, IGF-1 ve ERa gibi buyume faktor
reseptorleri tarafindan uyariimaktadir. Ras sirasiyla hiicre yasam suresi ve
cogalmasini saglayan Raf/MEK/ERK ve PI3K/Akt kinaz kaskatini aktive
etmektedir (87).

Onkogenezi yoneten molekuler yolaklarin anlasiimasinin artmasi ile
modern hedef tedavi rejimleri glincel tedavi modellerinin etkisini arttirabilir.
MAPK-ERK kanserin belirleyicileri olan proliferasyon, invazyon, anjiyogenez
ve inflamatuvar cevap gibi onkojenik fenotiplerin dizenlenmesinde anahtar
rol oynamaktadirlar. Bu nedenle, MAPK/ERK inhibitorleri belli kanser

tiplerinde umut verici hedef tedaviler olarak ortaya ¢ikmistir (88).



35

2.8. ilaglar

Anjiyogenez geligsimi, tumor gelisen hastalarda prognostik 6nemini
korumakta ve kansere kargi verilen savasta dnemli bir hedef olmaya devam
etmektedir. Bu ¢alismada antikemoterapotik tedavi yani sira anti anjiyogenik
tedavi olarak yeni uygulamaya giren talidomidin ve henlz hemanjiyom
olgularinda hemanjiyomun kugulmesine neden oldugu bildirilen propranolol
uygulamalarinin meme kanseri tedavisindeki yeri ve etki mekanizmalari
molekller duzeyde arastirilmis olacaktir. Meme kanseri tedavisinde
antikematerapétik ve anti anjiyogenik tedavinin molekuler mekanizmalarina

IsIk tutulacaktir.

2.8.1. Paklitaksel

Paklitaksel, ¢esitli solid timdrlere kargi aktif kemoterapdtik bir ajan
seklinde, belli kanser turlerine kargi da radyoterapinin duyarhligini arttirmak
uzere kullanilan ve Taxus brevifolia isimli pasifik porsuk agacinin
kabuklarindan elde edilen sitotoksik etkili bir ajandir (89). Taksan diterpenoid
ailesine bagl bu ilacin adi Taksol® olarak da bilinmektedir (90).
Kemoterapotiklerin Etki Mekanizmalari

Kemoterapi viicudu saran mikroorganizmalari veya parazitleri konakgiya
zarar vermeden yok edebilen veya gelismelerini durdurabilen ilaglarla yapilan
tedavi seklidir.

Sadece ¢ogalmakta olan hiicrelere etkili olan kemoterapétik ilaclara;
dénglye spesifik ilaglar denir. Déngiye spesifik olmayan ilaglar, cogalmakta
olan hicrelere daha etkili olmalarina karsin buyame hizi dusik olan
tumorlerin tedavisinde etkilidirler. Kanser tedavisinde yararlanilan ilaglar daha
farkli mekanizmalarla da etki géstermektedirler. Bu ilaglarin baslicalari (91)
soyle siralanabilir; (Tablo 2.8.1.1)

a-) Purin ve pirimidin nikleotid prekursorlerinin sentezini engelleyerek ya da
DNA ve RNA sentezinde bunlarin yerlerini alarak etki gosteren ilaglar

b-) DNA fonksiyonlarini bozarak etki gosteren ilaglar

c-) Hucre yapisindaki nukleofilik gruplara kovalent baglarla baglanarak etki

gOsteren ilaglar
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d-) MikrotUbdullerin polimerize ve depolimerize sekilleri arasindaki dengeyi

bozarak etki gosteren ilaglar.

e-) Hormon uyarisi ile sitoplazmik reseptdorlere baglanip gelisme ve bliylime

hizini yavaslatarak etki gosteren ilaglar.

Farkli etki mekanizmalarina sahip kanser ilaglari Tablo ‘da goruldugu gibi alti

grupta toplanabilir.

Tablo 2.8.1.1. Kanser ilaglarinin Siniflandiriimasi

Antimetabolitler
Sitarabin
Fludarabin
5-florourasil
6-merkaptopurin
Metotraksat
6-Tiyoguanin

Antibiyotikler
Bleomisin
Daktinomisin
Daunorobisin
Doksorubisin
idaurubisin
Plikamisin

Alkilleyici ilaglar
Korbustin ve Lomustin
Siklofosfamid ve
Mekloretamin
Streptozotosin

Mikrotiibiil inhibitorleri
Novelbin

Paklitaksel (Taksol)
Vinblastin

Steroid Hormonlar ve
Antagonistleri

Amino glutetimidler
Estroj enler

Flutamid

Prednizon

Loprolid

Digerleri

Asparaginaz

Sisplatin ve Kaboplain
Estopozid

interferonlar
Radyoaktif izotoplar

Genel olarak butun bu ilaglarin sadece malign hicreleri etkilemesi

amagclanir. Ancak pratikte ilaglar kanser hucrelerine segici etki

gOstermemekte ve prolifere olan tim normal ve anormal hiicreleri ise

etkilemektedir (91).

Mikrotlbduller, a ve [ alt Gnitelerinden olusan, tibulin heterodimerlerinin

dinamik bir denge icinde polimerlesmesinden olusan hucresel yapilardir. Bu

yapilar, esas olarak hucre bolunmesi sirasinda mitotik apareyin olusumunda

rol oynamakla birlikte, hiicre igi protein, vezikll, mitokondri ve diger

komponentlerin transportu, sinyal iletimi, hareket (motilite) yetenegi ve hucre

seklinin korunmasini iceren ¢ok sayida vital interfaz reaksiyonlarindan da

sorumludurlar (92).
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Ayrica mikrotlbul dinamiklerinin baskilanmasi p53 gibi transport
proteinlerin interfaz mikrotubul fonksiyonlarini bozmaktadir (93).
MikrotUbuller taksanlar, epotilionlar ve Vinka alkaloidleri gibi antikanser ilaglar
icin hedeftirler. Paklitaksel, hlicresel tlbulin yapisina baglanip, hiicre
bolinmesi ve diger hiucresel fonksiyonlarda 6nemli bir kademe olan
mikrotubul depolimerizasyonunu inhibe ederek mikrotlibul yapisini stabil hale
getirmektedir (94). Bunun sonucu olarak, hicrelerin G2/M fazinda birikmesi
ile hicre siklusu bloke olmaktadir (95).

Mikrotubul dinamigi, hicre proliferayonunda dnemli bir rol Ustlenirken,
mikrotubudl dinamiginin inhibisyonu ise birgok anti-mitotik bilesigin anti-tumor
etkilerinin mekanistik temeli olarak gériinmektedir (96).

Paklitaksel (Taxol) kliguk hiicreli olmayan akciger kanserinin tedavisinde
umut verici olmustur. Paklitaksel mikrotlibul ayrilmasini 6nlemekte ve
apoptoz ile hiicre 6lumunu indUklemektedir. Paklitaksel ile tedavi edilmis
tumor htcreleri hiicre déngustnin G2-M fazinda arrest olmakta bu da
apoptotik hiicre 6limune yol agmaktadir (97). Paklitaksel meme kanseri ve
diger birkag solid timorlerin tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir (98).

Dosetaksel ve paklitaksel metastatik meme kanserinde tek basina
kullanilan aktif maddelerdir. Ozellikle her ikisinin de antrasiklin ile uygulanan
standart tedavinin basarisiz oldugu hastalarda belirgin etkinlikleri gorulmustur
(99).

Paklitaksel'in meme kanserine karsi antitimor etkisinin belirlenmesi igin
cesitli tedavi sekilleri denenmistir. ilk olarak 1991 yilinda tek basina
paklitaksel kullaniimasiyla metastatik meme kanserinde % 56 oraninda bir
cevap elde edilmigstir. Paklitaksel alan hastalarda yapilan ¢caligmalarda genel
olarak cevap oranlari ilk basamak metastatik tedavide % 32-62, ikinci veya
daha sonraki basamaklarda ise % 21-48 olarak bulunmustur. Paklitaksel'in
optimum dozu ve tedavinin uygulanis sekli halen tartismahdir (100).

Paklitaksel'in faz Il calismalari sirasinda etkili oldugu saptandidi ilk timor
tiplerinden birisi ovaryum kanseridir. Paklitaksel ovaryum kanserlerinin primer
ve sekonder basamak tedavilerinde etkili bir bilesik olarak bulunmustur. Daha

once platinyum ile tedavi edilmis hastalarin paklitaksel ile tedavilerinde % 20-
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37 oraninda yanit alinmistir. Paklitaksel ve sisplatin daha once hig tedavi
almamis hastalarda faz Ill calismalarinda kullaniimistir. Bu sekilde kullanimi
standart sisplatin-siklofosfamid tedavisi ile kargilastiriimis, paklitaksel verilen
grupta daha iyi sonug¢ alinmistir. Son yillarda paklitaksel ovaryum
kanserlerinin tedavisi icin en uygun bilesik olarak bildirilmistir (101).

Faz | ve Il caligmalarinda paklitakselin belirlenen yan etkileri, kemik iligi
baskilanmasina bagli olarak gelisen notropeni, sa¢ dokulmesi,
gastrointestinal sistem etkileri ve HSR'dir. N6tropeni her iki ilag icinde doz

sinirlayici bir toksisitedir (102).

2. 8. 2. Antianjiyogenik ilaglar

Genellikle timdrlerin buyime hizi erken donemde yuksektir. Ancak
buyumeye devam ettikce beslenmesini ve oksijen ihtiyacini kargilayacak olan
damarsal yapilar ayni hizla gelismediginden tumoran bayime hizi giderek
yavaslar. Bu sekilde malign tumorlerin hem buyume hizini ve hem de
varliklarini surdurmelerini saglayan damarlarin olusumunun dnlenmesi ve
hatta ortadan kaldiriimasi, son zamanlarda kanser tedavisinde yeni bir
yaklasim olarak anjiyogenezi ve antianjiyogenik ilaglarin gelistiriimesini
glindeme getirmistir (103).

Etki mekanizmalari farkh ¢cok sayida anti anjiyogenik ajan tzerinde klinik
calismalar devam etmektedir. Bu ajanlar etkilerini VEGF, COX-2 ve diger

farkli yollar Gzerinden gostermektedirler (Tablo 2.8.2.).



Tablo. 2.8.2. Antianjiyogenik Ajanlarin Etki Mekanizmalar

Antianjiyogenik Ajanlarin Etki Mekanizmalari

VEGF yolunun

inhibisyonu

Diger inhibisyon yollari

1)Tirozin kinaz

inhibitorleri

2)Monoklonal antikorlar

1)EGFR inhibitorleri
integrin antagonistleri
2)Endojen anjiyogenez

inhibitorleri

-Bevasizumab o
3)Tirozin fosfataz

inhibitorleri
3)VEGF yolunu farkh
yollardan inhibe edenler | 4)Talidomid
-Hucresel immunoterapi | 5)Raf-1 yolu

2.8.2. 1. Propranolol

Propranolol, beta adrenerjik antagonist, B1 ve f2-adrenoreseptdori ayni
affinitede inhibe eden, ve genellikle hipertansiyon hastaliginin tedavisinde
kullanilan selektif olmayan bir beta blokor ilagtir (104). Basarih bir sekilde
geligtirilen ilk beta blokordur. Propranolol parsiyel agonistik etkileri olmayan
saf antagonisttir. Lipofilik 6zelliklerinden dolayi membran-stabilize edici
karakterde gostermektedir (105).

Yaygin olarak hipertansiyon tedavisinde kullanilan non-selektif 8-
adrenerjik reseptdr antagonisti (B-AR) olan propranololin etkisi son
zamanlarda kesfedilmis olup 4 yildir siddetli infantil hemanjiom vakalarinin
tedavisi icin uygulanmaktadir (106). 20 yil 6ncesindeki ilk kaynaklar 3-ARs’
un kanserin ilerlemesindeki rolund bulmus olmasina ragmen (107)
propranololin hemanjiyom tedavisindeki rolu tesadufi olarak gdézlenmis ve -
blokdrde denilen B-ARs antagonistlerinin antianjiyogenik ve anti-kanser
Ozellikleri kesfedilmistir. Bir takim in vitro galismalar propranololun 6zellikle
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akciger adenokarsinomu, kolon kanseri, meme kanseri, over kanserine kargi
anti-proliferatif, go¢ onleyici ve sitotoksik dzelliklerini gostermistir (108).
Propranololtin in vitro guglid antianjiyogenik etkisi vaskuler endotelyal
hicreler Uzerindeki mekanizmalarla ve hem stromal hem de kanser
hicrelerinde pro-anjiyogenik sinyali azaltmasi ile meydana geldigi
bulunmustur (109). Kansere karsi olan bu umut verici durumlar insan
kanserlerinin in vivo farkl hayvan modellerinde uygulanmasiyla da
dogrulanmistir (110). Propranololin kimyasalla indiklenmis akciger ve
pankreas kanseri modellerinde kanseri guclu dnleyici etkisi bulunmustur
(111). Ayrica, yeni bulunan preklinik meme, over kanseri modellerinde
propranololin 6zellikle stresle indiklenmis timor blylimesini ve metastatik
yayilhimi antianjiyogenik ve immunbaskilayici mekanizmalar ile inhibe ettigi
gosterilmigtir (112).

Hemanjiomlar bebeklik ¢caginin en sik gorulen iyi huylu damarsal timorleri
olup damarlarin endotel denilen i¢ ¢eper hlcrelerinde hizli hiicre gogalmasi
tipik 6zellikleridir. Hemanjiomlar tim infantlarin %5-10 ile premattr
bebeklerde %30’un Uzerinde gorulmektedir. Kiz bebeklerde, prematire
doganlarda, dogum agirligr 1500 gram’in altinda olanlarda daha sik
gorilirler (113). infantil hemanjiomlar asemptomatik olabilen veya fonksiyon
kaybina neden olan ya da hayati tehdit edici komplikasyonlara kadar degisik
klinik tablolarda karsimiza cikabilir. Subglottik ve trakeal infantil hemanjiomlar
hayati tehdit edici timdrlerdir. Bas ve boyunda yer alan kutanéz
hemanjiomlar ise estetik sorunlara veya hastamizda oldugu gibi fonksiyon
kaybina neden olabilir, (114) yinede infantil hemanjiomlarin %85-90’1
sonugcta spontan olarak gerilemektedir. Hemanjiomlarin medikal tedavisinde
steroidler, lazer cerrahisi, vinkristin, interferon veya siklofosfamid kullanilsa
da son yillarda nonselektif bir beta-bloker ajan olan propranolol ile oldukga
basarili sonuglar alinmistir (115). Propranolol tedavisi komplikasyon oraninin
dusuk olmasi, noninvaziv olmasi, tedaviye yanitin hizli olmasi ve ucuz olmasi
nedeniyle ilk segenek olarak kullaniimaktadir (116).

ilk kez 2008 yilinda Leaute ve Lebreze tarafindan kutandz infantil

hemanjiomu olan hastalarda kullaniimig ve oldukga etkili oldugu goérulmustur
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(114). Propranolol hemanjiom iginde vasokonstriuksiyona neden olur.
Tedaviden hemen sonra 1-3 gun icinde erken donem etkisi nitrik oksit
saliniminin azalmasina bagl olarak tumor renginde solma ve palpasyonla
yumusama fark edilir. Orta donem etkisi proanjiyogenik sinyallerin bloke
olmasiyla (VEGF, bFGF, MMP2/9) buyumenin gerilemesi gorulmektedir.
Uzun donem etkisinde ise endotel hucrelerinde apoptozun artmasiyla

karakterize timorin gerilemesi meydana gelmektedir (113 ).

Propranololiin iHda kullaniimasinin yani sira son ¢alismalarda bu ilacin
néroendokrin dizenlemeye, adrenerjik nérotransmitterler olan epinefrin ve
norepinefrin salinimina ve sempatik sinir sistemi aktivasyonuna etKkisi
acisindan meme kanseri ilerlemesini Onleyici etkisine odaklaniimistir. Bu
calismalar adrenerjik sinyalin direk timor hicresine veya mikrogevreye etki
ederek meme kanseri ilerlemesi ve metastazinda gerekli olan birgok yolagi
dizenledigi gosterilmigstir (117) (Sekil 5).

Beta-agonist 4

uonepposes

Inhibition of apoptosis

sisauaboibuy

Sekil 5: infantil hemanjioma (iH) propranololiin etki ettigi molekiiler

sureg (113).
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Sekilde beta-adrenerjik antagonistin yoklugunda IH’un patofizyolojik
durumu agiklanmaktadir. 1) Vaskuler tonusun kontrolu: Beta adrenerjik
agonist NO salinimi ile vazodilatasyona sebep olmustur. Bunun tersine
propranolol gibi bir beta-adrenerjik antagonist ise NO salinimini durdurarak
vazokonstriksiyona sebep olacaktir. 2) Anjiyogenez: Beta adrenerjik agonist
proanjiyogenik faktorleri [buyume faktorleri (VEGF and bFGF) ve (MMP-2
and MMP-9)] proanjiyogenik kaskadi aktive ederek (ERK/MAPK kaskad)
anjiyogeneze oncullik edecektir.

Beta blokor ise tam tersi bu yolaklari durdurarak anjiyogenezi
engelleyecektir. (3) Apoptoz: Beta adrenerjik agonist src/MAPK yoluyla
apoptozu inhibe edecektir (Sekil 5).

2.8.2.2. Talidomid

Talidomid [-(N-phthalimido)-glutarimide] mide bulantisi igin sedatif olarak
recete edilen ancak teratojenik etkisinin gorulmesi Uzerine piyasadan gekilen
sentetik glutamik asit derivesi olan bir ilagtir (118). 1950'lerde lepra
tedavisinde oldukga yaygin kullanilmakta iken, daha sonra bulanti-kusma
ilaci olarak kullanimi yayginlasmigstir. Ancak ilaci kullanan gebe kadinlarin
fetuslerinde ekstremite anomalisi- fekomeli basta olmak Uzere teratojenik
etkilerinin goérulmesi Uzerine kullanimi kisittanmigtir. Bu ilacin kullanimi gebe
kadinlarda uygun olmamakla birlikte, varolan kapillerlerden yeni kan
damarlari olugsmasini engellemesi 6zelligi saptanmasi sonucu, gebe olmayan
kanser hastalari i¢cin uygun bir ilag olarak yeniden kullanimi gindeme
gelmistir (119).

Ayrica, talidomidin immunmodulator ve anti-inflamatuar etkileri de
kesfedilince olaganustu bir donts yapmis ve ¢gesitli pro-inflamatuar ve
otoimmun durumlarin tedavisinde kullaniimistir (120). Bu ila¢ antianjiyogenik
aktiviteye sahip, plazma hucrelerinin G1’de buyumesini veya apoptozu
uyaran ve sitokin sekresyonu Uzerine immunmodulator etki gosteren bir
ajandir (121). Ozellikle multiple myelom olmak tizere dermatolojik,
enfeksiyonlar, otoimmun ve hematolojik hastaliklarda suan kullaniimaktadir
(122).
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Talidomid multipl myelomun tedavisinde antianjiyogenik etkisinin bir
sonucu olarak umut verici sonuglar gostermigtir (123). Cesitli calismalara
ragmen talidomidin kesin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.
Talidomidin etkisi nuklear faktér kappa-B (NF-B), timoér nekrozis faktor-a
(TNF-a), VEGF ve prostaglandin E2 (PGEZ2) gibi sitokinlerin sentezini
baskilamasiyla iligkili olabilecegi gibi in vitro ortamda reaktif oksijen turlerinin
(ROS) uretimini arttirmasiyla da iliskilidir (124). Klinik ¢calismalar talidomidin,
multiple myelomun yani sira kaposi sarkoma, gogus kanseri, prostat kanseri
ve beyin timorlerinde, antianjiyogenik etkisi nedeniyle, tedavi agisindan etkili

bir ilag olabilecedini ortaya koymustur (125).



44

lILGEREG VE YONTEM

Cahigsmamiz bilimsel etik kurul onayi (0028) alindiktan sonra; Celal Bayar
Universitesi (CBU) Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) tarafindan 2010-098
numarall proje ile desteklenmistir. Calismada, Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dalinda bulunan hicre kultiru laboratuvar ortami, biyogutvenlik
kabini, 37 °C - %5 CO igeren inkubator, inverted mikroskop, su banyosu,
etlv, santriflj, azot tanki ve Olympus marka mikroskop kullaniimistir.
Calismada kullanilan kimyasal sarf mazlemeleri ve hiicre hatlari CBU-BAP
tarafindan saglanmistir.

Calisma 6 grup altinda yapiimistir.
1. Kontrol Grubu Meme kanseri;
1. K-A. invaziv (MDA-MB-231) insan meme kanseri hiicre hatti
1. K-B. Az invaziv (MCF-7) insan meme kanseri hiicre hatt
2. Meme kanseri + Paklitaksel grubu;
2. A-Px. invaziv (MDA-MB-231) ve Paklitaksel eklenen grup
2. B-Px. Az invaziv (MCF-7) ve Paklitaksel eklenen grup
3. Meme kanseri + Propranolol verilen grup;
3. A-Pr. invaziv (MDA-MB-231) ve Propranolol eklenen grup
3. B-Pr. Az invaziv (MCF-7) ve Propranolol eklenen grup
4. Meme kanseri + Talidomid verilen grup;
4. A-Td. invaziv (MDA-MB-231) ve Talidomid eklenen grup
4. B-Td. Az invaziv (MCF-7) ve Talidomid eklenen grup

5. Meme kanseri + Paklitaksel + Propranolol verilen grup;
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5. A-Px+Pr. Invaziv (MDA-MB-231) ve Paklitaksel ile Propranolol
kombine verilen grup

5. B-Px+Pr. Az invaziv (MCF-7) ve Paklitaksel ile Propranolol kombine
verilen grup
6. Meme kanseri + Talidomid + Paklitaksel verilen grup;

6. A- Px+Td. invaziv (MDA-MB-231) ve Talidomid ile Paklitaksel
kombine verilen grup

6. B- Px+Td. Az invaziv (MCF-7) ve Talidomid ile Paklitaksel kombine
verilen grup

Metastatik 6zelligi yuksek MDA-MB-231 ( ECACC-European Collection of
Cell Cultures — Cat No: 92101203 LOT: 08A006 p.18) ve metastetik 6zelligi
dusuk bir hiicre hatti olan MCF-7 ( ECACC Accession no 86012803 Lot No:
10K025 pass:9) hucre hatlarinda paklitaksel (sindaxel 30mg/5ml flk. Sc.
Sindan Pharma Bukres, Romanya), propranolol (Dideral; Propranolol HCI, 40
mg Sanofi Synthelabo ilag A.S.) ve talidomid (Sigma T144-100mg, USA)
ilaglarinin IC 5o dozlari belirlenerek, sitotoksisite ve primer antikor
dagilimlarina etkisi indirek immunohistokimyasal yontemle degerlendirildi.
MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanser hucre hatti alindiktan sonra,

hdcre kultra laboratuarimizda, RPMI-1640 (R8758 Sigma Chemical Co. St
Louise, Missouri, USA), % 10 Fetal bovine serum (FBS) (F9665, 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) igceren
medyum ile dilie edilerek 4 kultur kabina esit olarak paylastirildi. Kaltur
kaplarinda, % 5 karbondioksit iceren, 37°C nemli inklibatérde ¢ogaltiimaya
birakildi. iki glinde bir medyumlari degistirilerek, konfluent olunca Tripsin-
EDTA ( T4049- Sigma Chemical Co. St Louise, Missouri, USA) solusyonu ile
37°C ile 5 dakika birakilarak hicreler alinip, 1000 rp’de 5 dk. santrifij
edildikten sonra pasajlandi. 4. pasaja kadar yeterli miktarda gogaltilan
hiicreler 6nce -80°C’de ardindan azot tanki igerisinde, dondurma medyumu

ile yedeklendi.


http://www.ilacprospektusu.com/firma/151/sanofi-synthelabo-ilac-a-s
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Ayni pasajdaki hucreler gruplar igin ayri kultir kaplarina bolunerek ilag
uygulamalarina gegildi. Deneyler Ug kez tekrarlandi.

MDA-MB-231 ve MCF-7 hucreleri 24 kuyucuklu kultir kaplari ve 96
kuyucuklu eliza kaltar kaplari igerisine konulduktan sonra, ilag olarak
Paklitaksel, Talidomid ve Propranolol uygulamalari yapilarak 48. saatteki
etkileri degerlendirildi.

Proliferasyon indeksleri tripan mavisi ile boyanarak sayim yapilarak

degerlendirildi. ilag ICso degerleri MTT testi yapilarak belirlendi.

3.1. Meme kanseri hiicre hatlarinin agiimasi

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hucre hatlari kuru buz igerisinde
teslim alindiktan sonra hemen hiicre kiiltiirii ortaminda steril sartlarda 37 °C
de su banyosu igerisinde kapak kismindan tutulup sallanarak ¢ézulmesi
beklendi (yaklagik 1-2 dk). Bu islem yapilmadan 6nce 1sinmis olan kultur
vasatindan 5 ml santriflij tipine konuldu. Tamamen ¢ézliinmus stok hlicre
viali alkol ile silindikten sonra hava akisli kabin igerisine alindi. Vial
icerisinden 2 ml kalttr vasati olan pipet ile hicre alindi ve santriflj tiptne
aktarildi. Pipetaj yapilarak hdcre ile kultir vasatinin karigsmasi saglandi.
Hucreler 1000 rom’de 5 dk santrifuj edilmis tipUn icindeki sipernatant atildi.

Ardindan hucre igine vasat konularak kaltir kabina alindi.

3.2. Hicrelerin dondurulmasi

Yeterli sayida hicre uretildikten sonra hucrelerin bir kismi kultur vasati,
%90 FBS ve %10 dimetil sulfoksit (DMSQO) (D2650, Sigma, St. Louis, USA)
iceren dondurma kultur vasatinda 1’er ml.’lik vialler igerisinde dondurularak

(-80 °C) ve ardindan sivi azot tankina alinarak saklandi.

3.3. Hiicrelerin ikilenme zamaninin belirlenmesi

Gruplardan elde edilen hiicreler 24 gozlu kultir kaplarindaki hicreler
Tripsin-EDTA ile kaldirllarak santrifuj edildi ve Ustteki sipernatant atildi
ardindan hucre Uzerine 1 ml vasat eklendi.Her gézdeki hlcre ile vasat

karisimindan 100yl ve tripan mavisinden de 100ul alinarak homojen bir



47

sekilde karistinldiktan sonra thoma laminda hucre sayimlari yapilarak ekildi.
Hucreler ilk sayim yapildiginda her bir goze MDA-MB-231 hucresinden
15.10° ve MCF-7 hiicresinden, 15.10° olacak sekilde ekildi. Ardinda ii¢ giin
boyunca her gun kabin Uger tane gozu Tripsin-EDTA ile kaldirilarak hicre

sayimi yapildi.

3.4. Hucrelerin pasajlanmasi

Her iki hdcre hattinin kultar vasatlari iki gunde bir degigtirildi ve MCF-7
sekiz glinde bir MDA-MB-231 ise dort gunde bir pasaj yapildi. Hucreler ilag
etkilerinin farkhliklarinin belirlenmesi ¢alismasi amaci ile
immunohistokimyasal dagilimlarinin incelenmesi igin 24 g6zIU kalttr
kaplarina ve ultrastriktirel yapi bozukluklarinin saptanmasi igin ise 6 gozIU

kultar kaplarina pasajlandi.

3.5. ilag dozlarinin belirlenmesi

MCF 7 ve MDA-MB 231 hicre hatlarinda uygulanacak Paklitaksel,
Propranolol ve Talidomid ilaglarinin 1Cso dozlari hucre sitotoksite testi (MTT)
ile belirlendi. Bunun igin hucreler 3 adet 96’ kultur kabina her bir kuyucuga
1x10° hiicre olacak sekilde pasajlandi ve 24 saat inkiibe edildi. Hiicrelere ilag
uygulamalarinin etkileri 48. saatte dagerlendirildi. Kontrol gruplarina ilag

uygulamasi yapiimadi ve PBS eklendi.

3.5.1. MTT testi

Tedaviden sonra ilag sitotoksitesini dlgmek i¢in 5 mgr. 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (M5655-Sigma, USA)
20 ml. distile suda iyice homojen sari renk alana kadar ¢ozuldu. Bu stok
solUsyonu kabul edildi ve 20 ependorfa her birine 1 ml olacak seklide
paylastirildi ve daha sonraki deneylerde kullaniimak Gzere -20°C’de saklandi.
MTT testi yapildiginda ise 1 ependorf 1:10 oraninda PBS ile dilie edildi. 96’
ik kaltdr kaplarindan her bir kuyucukta bulunan kualtir vasati ¢ekilip atildi.
Hucreler bir kez steril fosfat tampon solusyonu (PBS) ile yikanarak
hazirlanan MTT sollsyonundan her bir kuyucuga 100 pL konuldu ve 37°C’

de 4 saat inkube edildi. Sure sonunda MTT solusyonu atildi ve her bir
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kuyucuga 100 yL DMSO (A 3672, AppliChem, Darmstadt, Germany)
eklenerek absorbans 570 nm’ de spektrofotometrede 6lgildi. Olgllen
degerler ilag elenmeyen kuyucuklardaki degerler ile kargilastirilarak ilaglarin
hicrelerin yarisini 6ldiren dozlar belirlendi boylece ilag ICso dozlari

hesaplandi.

3.6. indirekt immiinohistokimyasal yéntem

24 kuyucuklu kultir kabinda gogaltilan hucreler 48. saatteki ilag
uygulamalarini takiben kaltur vasati atildi, hicreler bir defa steril PBS ile
yikandiktan sonra %4’ luk paraformaldehit ile 30 dk. fikse edildi.
Fiksasyondan sonra 3 kez 5 dk. PBS ile yikandi. %3 IUk hidrojen peroksit
(H20,) uygulandi (5 dk) ve 3 defa PBS ile yikandi. Permeabilizasyon igin
%0,1 lik Triton-X 100 (T8787 -Sigma Chemical Co. St Louise, Missouri, USA)
ile 15 dk. inkube edildikten sonra 3 defa PBS ile yikandi. 1 saat blocking
uygulamasindan sonra yikamadan anti-VEGF, anti-VEGFR2, anti-iNOS, anti-
eNOS ve anti-ERK1/2 antikorlari ile 1 gece inkibe edildi Kullanilan antikor
Ozellikleri Tablo 3.6.1’de belirtilmigtir. Ertesi gun 3 defa PBS ile yikandiktan
sonra ikincil antikorlar biotin (30 dk.) ve ardindan streptavidin (30 dk.)
uygulandi. iki uygulama arasinda ve son uygulamadan sonra 3 defa PBS ile
yikamalar yapildi. DAB kromojeni uygulanarak immunoreaktivitelerin
gériindrliigi saglandi. immunoreaktivitelerin spesifik olup olmadigini test
etmek amaci ile birer kesit kontrol boyamasi igin ayrildi ve primer antikor
uygulanmadan boyama gerceklestirildi. Distile su ile yikanan érnekler
kapatma mediumu (Clear Mount, Mounting Medium Ref: 008110 Invitrogen,
USA) ile kaplanarak kapatildi ve fotograflari isik mikroskobu ile ¢ekildi.
immunohistokimya Protokolu Tablo 3.6.2.’de gdsterilmistir.



Tablo 3.6.1 Kullanilan Primer Antikorlar
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Primer antikor | Katalog No | Ozellik Firma Dillisyon

Anti-VEGF Sc- 7269 Anti- Mouse Santa Cruz 1:100
monoclonal IgG (CA, USA)

Anti-VEGFR2 251747 Anti- Mouse Abbiotec, San | 1:100
monoclonal Diego, USA

Anti- INOS Sc- 651 Anti-Rabbit Santa Cruz 1:100
polyclonal IgG (CA, USA)

Anti-eNOS Sc- 654 Anti-Rabbit Santa Cruz 1:100
polyclonal IgG (CA, USA)

Anti-ERK1/2 251140 Anti-Rabbit Abbiotec, San | 1:100
polyclonal Diego, USA
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Tablo 3.6.2. indirekt immiinohistokimya Boyama Protokolii

No islem Madde Siire
1 Yikama PBS 2x5 dk
2 Fiksasyon % 4’ luk 30 dk.

Paraformaldehit
3 Yikama PBS 2x5 dk.
4 Bloklama %3’ luk H202 5 dk.
5 Yikama PBS 3x5 dk.
6 Permeabilizasyon %0.1 lik Triton-X 100 15 dk.
7 Yikama PBS 3x5 dk.
8 Bloklama Blocking serumu 1 saat
9 Primer antikor Anti-VEGF 1 gece (+4°C)

Anti-VEGFR2

Anti-NOS2

Anti-NOS3

Anti-ERK1/2
10 Yikama PBS 3x5 dk.
11 Sekonder Antikor Biotinlenmis antikor 30 dk.
12 Yikama PBS 3x5 dk.
13 Sekonder Antikor Streptavidin HRP 30 dk.
14 Yikama PBS 3x5 dk.
15 Boyama DAB 5 dk.
16 Yikama Distile su 3x5 dk.
17 Kapatma Kapatma mediumu




51

3.7. Elektron mikroskobi takip yontemi

Hucreler tripsinle kaldirilarak toplandi. 1000 rpm’ de 5 dk. santrifuj edildi.
SuUpernatanti atildi ve %2,5’ luk gluteraldehit ile 2 saat fikse edildi (+4 °C).
Tekrar santriflij edilerek 2 saat sureyle tekrar gluteraldehit ile fikse edildi.
Santrifujden sonra tamponla 2 kez 10’ ar dk. yikandi. Post fiksasyon igin %1’
lik Osmium tetroksit ile karanlikta +4 °C’ de 2 saat fikse edildi. A+B fosfat
tampon solusyonu ( A Solisyonu: 3,628 gram KH2PO4+400 ml distile su
B Solusyonu: 4,744 gram Na2HPO4+400 ml) distile su ile yikandi.
Dehidratasyon i¢in sirasiyla %70 ve %80 alkolden 10 dk., absoll alkolden de
2 kez 10 dk. suireyle gegirildi. infiltrasyon igin 1/1 oraninda absoli alkol ve
propilen oksitte 30 dk. bekletildikten sonra 15’ er dk. 2 kez saf propilen
oksitten (R1080, Agar Scientific, Essex, UK) gecirildi. Daha sonra 2:1
oraninda propilen oksit ve saf araldit karisiminda (Araldite CY 212 20 ml,
DDSA 22 ml, BDMA 1.1 ml, Dibutilphtalate 0.5 ml) 1 saat, 1:2 oraninda
propilen oksit ve saf araldit karisiminda 1 saat bekletilen hicreler saf aralditte
bir gece +4 °C’ de bekletildi. Ertesi gliin saf araldit ile kapstllere gomildu.
Polimerizasyon igin sirasiyla 37°C, 45 °C ve 60°C etiivde birer giin bekletildi.
Polimerize olan araldit bloklardan ultra mikrotomda yari ince ve ince kesitler
alindi (Tablo 3.6.1). ince kesit almak igin Leica Ultramikrotom ile 140 nm
kalinhginda seri kesitler hazirlandi. Havuzdaki kesitler kloroform buharina
tutularak duzeltildi ve kesitler, penset ile tutularak gridin mat yuzune alindi.
Kurutma kagidinin Gzerinde kurutulan gridler kutularda saklandi. ince kesitler
ultramikrotom ile alindiktan sonra kursun sitrat ve uranil asetat ile
kontrastlama yapilarak Hacettepe Universitesi Tip Fakdiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dalinda JEOL 1014 elektron mikroskobu ile

degerlendirildi.
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No Islem Madde Siire
1 Hucrelerin Tripsin 5 dk.
toplanmasi
2 SantrifQj 5 dk.-1000 rpm
3 Primer fiksasyon %2.5'lik Gluteraldehit 2 saat
4 SantrifQj 5 dk.-1000 rpm
Primer fiksasyon %2.5'lik Gluteraldehit 2 saat
SantrifQj 5 dk.-1000 rpm
5 Yikama A+B tampon solusyonu 10 dk.
A Solusyonu: 3,628 gram
KH2PO4+400 ml distile su
B Solusyonu: 4,744 gram
Na2HPO4+400 ml distile su
6 Santrifij 5 dk.-1000 rpm
7 Yikama A+B tampon solusyonu 10 dk.
8 Santrifij 5 dk.-1000 rpm
9 Sekonder fiksasyon | %1’ lik Osmium tetroksit 1 saat
10 Santrifij 5 dk.-1000 rpm
11 Yikama A+B tampon solusyonu 10 dk.
12 Dehidratasyon % 70 alkol 10 dk.
% 80 alkol 10 dk.
% 100 alkol 10 dk.
% 100 alkol 15 dk.
13 infiltrasyon 1:1 absolu alkol+propilen 30 dk.
oksit 15 dk.
Propilen oksit-1 15 dk.
Propilen oksit-11 1 saat
2:1 Propilen oksit+saf araldit | 1 saat
1:2 Propilen oksit+saf araldit | 1 gece
Saf araldit
14 Goémme Saf araldit
15 Polimerizasyon 37°C 24 saat
45°C 24 saat
60 °C 24 saat
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IV. BULGULAR

Bu calismada, invaziv 6zellikleri agisindan farkh iki insan meme kanseri
hicre hattinda (MDA-MB-231 ve MCF-7), anti anjiyogenik ilag
uygulamalarinin VEGF, NOS ve ERK yolaklarina etkileri indirek
immunohistokimyasal yontemle degerlendirildi.

invaziv insan meme kanseri MDA-MB-231 hiicrelerinin kiiltiire
edildiklerinde yuvarlak gérinimde olduklari, kiltarin ikinci ginlnde htcresel
uzantilarinin fazla oldugu ve kultir kabina tamamen yapistiklari gozlendi
(Resim 4.1.A).

Daha az invaziv MCF-7 hlcrelerinin ise kultire edildiklerinde epiteloid
hlcreye benzer gorinumde olduklari ve kulturin dérduncu gununde

hicrelerin kultur kabina tamamen yapistiklari gozlendi (Resim 4.1.B).

Resim 4.1. MDA-MB-231 (A) ve MCF-7 (B) primer meme kanseri hiicre

hatlarina ait hiicrelerin faz kontrast goriinimleri. X200.
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4.1. Hicre hatlarinin ikilenme zamani ve ilag dozlarinin MTT bulgulari

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri, 15.10° olarak 24 gdzIu kiiltiir kaplarina
sayim yaplilarak ekildikten 24, 48 ve 72 saat sonra elde edilen degerleri
Tablo 4.1.’de gosterilmistir. Kilture edilen hiucrelerin 24, 48 ve 72 saat
sonraki goruntuleri sirasiyla Resim 4.2., Resim 4.3. ve Resim 4.4.de

izlenmektedir.

MDA-MB-231 hicrelerin gogalma hizinin MCF-7 hlicrelerine oranla daha
hizli oldugu, tripan mavisi ile hicre sayimi yapilarak ikilenme zamanlarinin
MDA-MB-231 igin 24 saat, MCF-7 icin ise 72 saat oldugu belirlendi.

Tablo. 4.1.1. MDA-MB-231 ve MCF-7 huicrelerinin 24., 48. ve 72. saatlerde

elde edilen sayimlari

MDA-MB-231 MCF-7
Ekilen hiicre sayisi 15.10° 15.10°
24 saat sonraki hiicre 3.10* 2.10*
sayls|
48 saat sonraki hiicre 5.10% 25.10°
saylsl
72 saat sonraki hiicre 1.10° 3.10*
sayls|




Resim. 4.1.1. Kiiltiire edilen hiicrelerin 24. saat goruntileri
A: MDA-MD 231, B: MCF-7 hiicrelerinin goriiniimii. X200.

Resim. 4.1.2. Kiiltiire edilen hiicrelerin 48. saat goriintuleri
A: MDA-MD 231, B: MCF-7 huicrelerinin goriiniimii. X200.

Resim. 4.1.3. Kiiltiire edilen hiicrelerin 72. saat goriintuleri
A: MDA-MD 231, B: MCF-7 hucrelerinin goriinimu. X200.
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Hucrelerin ikilenme zamanlari degerlendikten sonra ilag uygulamalari igin doz

belirlenmesi igin MTT testi uygulandi. MDA-MB 231 ve MCF-7 meme kanseri
hicre hatlari Gzerinde Paklitaksel (PX), Propranolol (PR) ve Talidomid (TD)

ilaglarinin 48 saat etkilerinin degerlendiriimesi icin saptanan IC 5

(Hucrelerin %50’sinin yasayabildigi ilag dozu ) dozlar1 ve analizi
Tablo 4.1.2., 4.1.3., 4.1.4., ve 4.1.5.” de gosterilmistir.
Tablo 4.1.2. MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatti lizerinde
uygulanan Paklitaksel (PX), Propranolol (PR) ve Talidomid (TD)

ilaglarinin MTT sonucu elde edilen IC5, dozlari.

MDA-MB-231 DOZLAR
K PX PR | TD PX+PR | PX+TD | PX PR ™D
0470 | 0525 |0535 | 0512 | 0518 | 0.535 llag yok
0415 |0.023 |0027 |0192 |0.031 |0.030 20nm | 400pm | 100 um
0492 | 0029 |0057 0223 |0205 |0.210 10nm 1200 pm | 50 ym
0478 |0.319 | 0222 |0228 |0.338 |0315 Snm | 100 ym | 25 um
0.395 |0.341 |0.267 |0.254 |0.325 |0.313 25nm | S0pm | 12,5um
0483 | 0344 |0336 |0279 |0306 |0.312 1.120m | 25um | 6,25 pm
0341 |0192 |0176 |0.139 |0.167 |0.156
0032 |0.033 |0036 |0036 |0037 |0.038

Tablo 4.1.3. MCF-7 insan meme kanseri huicre hatti Uzerinde uygulanan
Paklitaksel (PX), Propranolol (PR) ve Talidomid (TD) ilaglarinin MTT

sonucu elde edilen ICsg dozlari.

MCF-7 DOZLAR
K PX PR TD PX+PR | PX+TD | PX PR TD
0.504 | 0.470 | 0.467 0.493 | 0.557 0.541
0.389 | 0.029 | 0.041 0.196 | 0.032 0.028 15nm | 400um | 80 um
0.372 | 0.037 | 0.144 0.198 | 0.240 0.238 7,5nm | 200 ym | 40 um
0.390 | 0.281 | 0.183 0.218 | 0.276 0.326 3,7nm | 100 ym | 20 ym
0.338 | 0.310 | 0.232 0.242 | 0.256 0.295 1.8nm | 50pym | 10 pm
0.340 | 0.366 | 0.412 0.367 | 0.237 0.193 09nm | 25pm | 5 pm
0.239 | 0.173 | 0.124 0.150 | 0.190 0.149
0.035 | 0.037 | 0.033 0.035 | 0.035 0.036
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Tablo 4.1.4. MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hattinda ilag
dozlarinin IC5, degerlerini saptamak icin yapilan MTT testinin analizi.

MDA-MB-231 MTT ANALIzi
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Tablo 4.1.5. MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda ilag dozlarinin I1Csg
degerlerini saptamak igin yapilan MTT testinin analizi.

MCF-7 MTT ANALIZI
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MTT sonuglarina goére 1Cso degerleri MDA igin; PX: 5 nmol, PR: 50 um, TD:
12,5 pm ve MCF- 7 icin PX: 3,7 nmol, PR: 50 ym, TD: 10 ym olarak
belirlendi (Tablo 4.1.4. ve 4.1.5.).

ilag uygulamalari icin hiicreler 24 gozIi kiltir kaplarina steril yuvarlak
lameller yerlestirildi ve Gzerine 100 yl FBS eklenerek oda sicakliginda 30
dak. beklendi. Ardindan FBS tekrar gekildi ve hucreler ekildi, yapismasi igin
24 saat beklendi. 24 saat sonunda belirlenen ICso dozlarinda ilag
uygulamalarindan 48. Saat sonrasinda ilaglarin etkileri sonucunda yuvarlak
lameller Gzerinde bulunan hiicrelerin yarisina yakin kisminin yuvarlak
gorunumde oldugu ve kultur kabi yuzeyinden ayrildiklari gozlendi.

Yuvarlak lamel Gzerinde bulunan hucreler, PBS ile yikandiktan sonra % 4
paraformaldehit ile 30 dakika tespit edilerek rutin avidin-biyotin-peroksidaz
yontemine uygun olarak anti VEGF, anti VEGFR2, anti INOS (NOS2), anti
eNOS (NOS3) ve anti ERK1/2 primer antikorlari kullanilarak indirek
immunohistokimyasal ydntemle boyandi. immunorektivite siddetleri hafif (+),
orta (++), siddetli (+++) ve ¢ok siddetli (++++) olarak skorlandi. Boyanan
hicrelerin ylizdesi ve boyanma siddetleri ile H-Skor hesaplanarak, gruplar

arasinda kargilastirmali olarak ANOVA istatistik testi ile degerlendirildi.
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4.2. indirekt immunohistokimya bulgulart:

VEGF immunoreaktivitesi:

Kontrol grubu MDA-MB 231 meme kanser hucrelerinde VEGF
immunoreaktivitesi siddetli (+++) gozlenirken; Paklitaksel (PX) grubunda orta
(++); Propranolol (PR) grubunda hafif/orta (+/++), Talidomid (TD) hafif (+)
PX+PR ve PX+TD gruplarinda ise immunoreaktivitesi kontrol ve PX

gruplarina gore azalmis (+/++) olarak izlendi (Resim 4.2.1.).

Resim 4.2.1. MDA-MB-231 hiicre hattinin anti-VEGF primer antikoru
kullanilarak indirekt immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmesi.
A- Kontrol, B- Paklitaksel (Px), C- Propranolol (Pr), D- Talidomid (Td),
E- Paklitaksel + Propranolol (Px+Pr), F- Paklitaksel+ Talidomid (Px+Td),
X400
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VEGFR2 immunoreaktivitesi:
Kontrol grubu MDA-MB 231 meme kanser hucrelerinde VEGFR2

immunoreaktivitesi hafif/orta (+/++) gozlenirken; PX, PR, TD, PX+PR ve

PX+TD gruplarinda ise hafif (+) olarak izlendi (Resim 4.2.2.).

Resim 4.2.2. MDA-MB-231 hiicre hattinin anti-VEGFR2 primer antikoru
kullanilarak indirekt immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmesi.
A- Kontrol, B- Paklitaksel (Px), C- Propranolol (Pr), D- Talidomid (Td),
E- Paklitaksel + Propranolol (Px+Pr), F- Paklitaksel+ Talidomid (Px+Td),
X400
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iINOS immunoreaktivitesi:

Kontrol grubunda MDA-MB 231 meme kanser hicrelerinde iNOS ¢ok siddetli
izlenirken (++++) PX ve PR gruplarinda orta TD grubunda ise hafif olarak
izlendi. ilaglarin kombine uygulandidi gruplarda ise iNOS kontrol grubuna

gore PX+PR grubunda orta, PX+TD grubunda ise hafif/orta olarak

degerlendirilmigtir. (Resim 4.2.3.).

Resim 4.2.3. MDA-MB-231 hiicre hattinin anti-iNOS primer antikoru
kullanilarak indirekt immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmesi.
A- Kontrol, B- Paklitaksel (Px), C- Propranolol (Pr), D- Talidomid (Td),
E- Paklitaksel + Propranolol (Px+Pr), F- Paklitaksel+ Talidomid (Px+Td),
X400
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eNOS immunoreaktivitesi:

Kontrol grubu MDA-MB 231 meme kanser hucrelerinde eNOS ¢ok siddetli
(++++) olarak gozlenirken; PX grubunda orta/siddetli (++/+++) ve PR
grubunda eNOS orta (++), TD grubunda ise orta/siddetli (++/+++) olarak
izlenmistir. PX+PR grubunda hafif /orta (+/++) ve PX+TD grubunda ise orta
(++) olarak gbézlenmistir (Resim 4.2.4).

E
Resim 4.2.4. MDA-MB-231 hiicre hattinin anti-eNOS primer antikoru

kullanilarak indirekt immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmesi.
A- Kontrol, B- Paklitaksel (Px), C- Propranolol (Pr), D- Talidomid (Td),
E- Paklitaksel + Propranolol (Px+Pr), F- Paklitaksel+ Talidomid (Px+Td),
X400
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ERK1/2 immiinoreaktivitesi:

Kontrol grubu MDA-MB 231 meme kanser hucrelerinde ERK1/2 giddetli (+++)
olarak gozlenirken; PX grubunda hafif/orta (+/++), TD ve PR gruplarinda orta
(++) olarak izlenmistir. PX+PR grubunda hafif (+) ve PX+TD grubunda ise
hafif/orta (+/++) olarak gézlenmistir (Resim 4.2.5).

Resim 4.2.5. MDA-MB-231 hiicre hattinin anti-ERK 1/2 primer antikoru
kullanilarak indirekt immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmesi.
A- Kontrol, B- Paklitaksel (Px), C- Propranolol (Pr), D- Talidomid (Td),
E- Paklitaksel + Propranolol (Px+Pr), F- Paklitaksel+ Talidomid (Px+Td),
X400
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VEGF immiinoreaktivitesi:

Kontrol grubu MCF-7 meme kanser hucrelerinde VEGF immunoreaktivitesi
siddetli (+++) gozlenirken; PX grubunda orta (++); PR ve TD gruplarinda hafif
(+), PX+PR ve PX+TD gruplarinda ise VEGF immunoreaktivitesi hafif/orta
(+/++) olarak izlendi (Resim 4.2.6).

Resim 4.2.6. MCF-7 huicre hattinin anti-VEGF primer antikoru
kullanilarak indirekt immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmesi.
A- Kontrol, B- Paklitaksel (Px), C- Propranolol (Pr), D- Talidomid (Td),
E- Paklitaksel + Propranolol (Px+Pr), F- Paklitaksel+ Talidomid (Px+Td),
X400
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VEGFR2 immiinoreaktivitesi:

Kontrol grubu MCF-7 meme kanser hucrelerinde VEGFR2
immunoreaktivitesi hafif/orta (+/++) gdzlenirken; PX, PR , TD, PX+PR ve
PX+TD gruplarinda ise hafif (+) olarak izlendi (Resim 4.2.7).
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Resim 4.2.7. MCF-7 hiicre hattinin anti-VEGFR2 primer antikoru
kullanilarak indirekt immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmesi.
A- Kontrol, B- Paklitaksel (Px), C- Propranolol (Pr), D- Talidomid (Td),
E- Paklitaksel + Propranolol (Px+Pr), F- Paklitaksel+ Talidomid (Px+Td),
X400
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iNOS immiinoreaktivitesi:

Kontrol grubunda MCF-7 meme kanser hicrelerinde iNOS ¢ok siddetli
izlenirken (++++) PX grubunda hafif/orta, PR grubunda orta, TD grubunda ise
hafif olarak izlendi. ilaglarin kombine uygulandidi gruplarda ise iINOS kontrol
grubuna gére PX+PR ve PX+TD gruplarinda hafif/orta olarak
degerlendirilmigtir (Resim 4.2.8).

Resim 4.2.8. MCF-7 hiicre hattinin anti-iNOS primer antikoru
kullanilarak indirekt immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmesi.
A- Kontrol, B- Paklitaksel (Px), C- Propranolol (Pr), D- Talidomid (Td),
E- Paklitaksel + Propranolol (Px+Pr), F- Paklitaksel+ Talidomid (Px+Td),
X400
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eNOS immiinoreaktivitesi:

Kontrol grubu MCF-7 meme kanser hticrelerinde eNOS c¢ok siddetli (++++)
olarak goézlenirken; PX ve PR gruplarinda orta (++), TD grubunda ise
hafif/orta (+/++) olarak izlenmistir. PX+PR ve PX+TD gruplarinda ise

hafif/orta (+/++) olarak gézlenmistir (Resim 4.2.9).

Resim 4.2.9. MCF-7 hiicre hattinin anti-eNOS primer antikoru
kullanilarak indirekt immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmesi.
A- Kontrol, B- Paklitaksel (Px), C- Propranolol (Pr), D- Talidomid (Td),
E- Paklitaksel + Propranolol (Px+Pr), F- Paklitaksel+ Talidomid (Px+Td),
X400



68

ERK1/2 immiinoreaktivitesi:

Kontrol grubu MCF-7 meme kanser hicrelerinde ERK1/2 siddetli (+++)
olarak gdézlenirken; PX grubunda hafif/orta (+/++), TD ve PR gruplarinda hafif
(+) olarak izlenmistir. PX+PR ve PX+TD gruplarinda ise hafif/orta (+/++)

olarak gozlenmigtir (Resim 4.2.10).

Resim 4.2.10. MCF-7 hiicre hattinin anti-ERK 1/2 primer antikoru
kullanilarak indirekt immunohistokimyasal yontemle degerlendirilmesi.
A- Kontrol, B- Paklitaksel (Px), C- Propranolol (Pr), D- Talidomid (Td),
E- Paklitaksel + Propranolol (Px+Pr), F- Paklitaksel+ Talidomid (Px+Td),
X400



Boyanan hucreler ve boyanma siddetleri sayilarak H-Skor degerlendirmeleri

elde edildi. Istatistiksel test ile kargilastirmali olarak degderlendirildi. Tim

immunoreaktivite sonuglari Tablo 4.2.1 ve Tablo 4.2.2’de gosterilmigtir.

Tablo. 4.2.1. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin H-Skor

ortalamalari ve standart deviasyon (SD) degerlendirmesi.

ORT K PX PR D PX+PR PX+TD
VEGF 357,33 243,33 183,67 142,33 165,67 198,00
+SD * 25,32 6,11 +10,02 13,65 +30,07 +22,34
VEGFR2 | 128,33 93,00 95,00 98,00 109,00 93,00

+SD 20,21 17,94 +8,89 +15,00 29,87 18,54

INOS 441,33 189,33 272,33 167,00 260,00 146,33
+SD 41,68 *+20,65 +17,16 22,07 +18,08 +35,81
eNOS 432,67 285,33 266,33 298,67 165,00 202,67
+SD 15,04 +12,90 +28,36 +37,31 22,00 155,18
ERK V2 328,33 186,00 265,33 285,33 229,00 167,33
+SD 39,71 8,54 26,84 18,74 +35,09 +37,10

Tablo 4.2.2. MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin H-Skor ortalamalari ve

standart deviasyon (SD) degerlendirmesi.

ORT K PX PR TD PX+PR PX+TD
VEGF 357,33 223,33 147,00 155,00 155,67 198,00
+SD +31,64 16,11 +28,93 +6,24 57,05 +32,08
VEGFR2 | 108,33 93,33 105,67 105,00 115,67 116,33
+SD +17,56 7,77 +15,82 +7,00 +25,01 +21,36
INOS 458,00 186,00 245,67 167,00 190,00 189,67
+SD 18,00 +11,53 +42,83 +22,07 77,70 +80,82
eNOS 452,67 232,00 252,33 204,33 218,33 206,00
+SD +22,05 +20,81 +41,88 122,28 +28,59 52,74
ERK V2 318,33 192,67 125,33 142,67 195,67 181,67
+SD 18,62 141,31 +43,25 +42,85 21,08 168,39

H-skor : Toplam alanda yuz hucre sayildi. Hucreler boyanma siddetlerine
gore (1) hafif, (2) orta, (3) siddetli ve (4) ¢cok siddetli olarak skorlandi.

Boyanma ug kere tekrarlandi. Boyanma siddetleri H-skor yapilarak
istatistiksel olarak ANOVA istatistik testi ile karsilagtirmali olarak
degerlendirildi. Toplam boyanan hiicre sayisi (%) X ( Boyanma siddeti + 1) :

formuld ile H-skor, 1 — 500 arasinda olacak sekilde degerlendirildi.
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MDA-MB-231 ve MCF-7 hucrelerine ait H-skor degerlendirmeleri Tablo
4.2.3. ve Tablo 4.2.4.’de gosterilmistir. Kontrol grubu MDA-MB-231 ve MCF-
7 insan meme kanseri hiicre hatlarinda, VEGF, iINOS, eNOS ve ERK1/2

immunorekativitelerinin ilag uygulamalari ile One way ANOVA ve Tukey-

Kramer Multipl kargilastirma testi ile istatistiksel olarak anlamli azaldigi

belirlenmistir.

Tablo 4.2.3. MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatti

immunohistokimyasal analizi

600

MDA-MB-231 iHK analizi H skoru

mK
500

m PX

m PR

mTD W PX+PR

W PX+TD

400
2
£ 300
o]
200
100
0
VEGF VEGFR2 iNOS eNOS ERK
VEGF INOS
K-VEGF vs PX, PR, ¥* P<0.001 | K-iNOS vs PX, PR, *** P<0.001
TD, PX+PR, PX+TD TD, PX+PR, PX+TD
PX VEGF vs PR * P<0.05 PxiNOS vs PR ** P<0.01
PXVEGF vs TD ***P<0.001 | PXINOS vs PX+PR * P<0.05
PX VEGF vs PX+PR ** P<0.01 PR iNOS vs TD ** P<0.01
TD VEGF vs PX+TD * P<0.05 PR iNOS vs PX+TD *** P<0.001
VEGFR2 TD INOS vs PX+PR * P<0.05
K-VEGFR2 vs PX, PR, | P>0.05 PX+PR iNOS vs ** P<0.01
TD, PX+PR, PX+TD PX+TD
eNOS ERK 1/2
K- eNOS vs PX,PR ** P<0.01 K-ERK1/2 vs PX, *** P<0.001
PX+TD
PX eNOS vs PX+PR * P<0.05 K- ERK1/2 vs PX+PR | ** P<0.01
TD eNOS vs PX+PR ¥* P<0.001 | PXERK1/2vs PR * P<0.05
TD eNOS vs PX+TD ** P<0.01 PX ERK1/2 vs TD ** P<0.01




Tablo 4.2.4. MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti
immunohistokimyasal analizi
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600

MCF-7 iHK analizi H skoru

500

mK m PX

mTD B PX+PR

m PX+TD

400

300

Ort+SD

200

100

VEGF VEGFR2 iNOS eNOS ERK

VEGF INOS

K- VEGF vs PR, | *** P<0.001 K- iINOS vs PX, *** P<0.001

TD, PX+PR, TD, PX+PR,

PX+TD PX+TD

K- VEGF vs PX ** P<0.01 K- iNOS vs PR ** P<0.01

VEGFR2 eNOS

K-VEGFR2 vs P> 0.05 K- eNOS vs PX, | *** P<0.001

PX, PR, TD, TD, PX+PR,

PX+PR, PX+TD PX+TD

ERK 1/2 K- eNOS vs PR ** P<0.05

K-ERK1/2 vs PX, | * P<0.05 PXeNOSvs PR |* P<0.05

PX+PR, PX+TD

K- ERK1/2 vs PR | *** P<0.001 PReNOSvs TD |** P<0.01

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

PX ERK1/2 vs * P<0.05 PR eNOS vs * P<0.05

PR

PX+TD
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4.3. Ultrastriiktirel Bulgular

Kontrol grubuna ait insan meme kanseri MDA-MB-231 hucrelerinin
elektron mikroskobik degerlendiriimesinde, hicrelerin belirgin ¢ekirdekgik
iceren, aktif 6kromatik ¢ekirdedi oldugu, organel yoninden (mitokondri,
ribozom, granulli endoplazmik retikulum) zengin hucre 6zellikleri gosterdigi
izlenmistir. Sitoplazma iginde yaygin mikroflamanlar yer aldigi goralmuastur
(Resim 4.3.1).

Resim 4.3.1. Kontrol grubuna ait insan MDA-MB-231 hiuicrelerinin
elektron mikroskobik goruntiileri. Uranil asetat-kursun sitrat,

Bar: 1 ym

Paklitaksel uygulanan gruptan elde edilen hlcrelerin 48. saat elektron
mikroskobik degerlendiriimesinde, hiucrelerin ¢cekirdeklerinde girinti ve

intendasyonlar, sitoplazmasinda genis vakuoller, lizozom benzeri heterojenik

vezikuller ve apoptozise giden hlcre goruntuleri gozlenmistir (Resim 4.3.2.).

R e AN A AT 2 s ey i P R

Resim 4.3.2. insan MDA-MB-231 hiicrelerinin Paklitaksel uygulamasi
yapildiktan 48 saat sonraki elektron mikroskobik goriintiileri. Uranil
asetat-kursun sitrat A, B Bar : 2 ym
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Kontrol grubuna ait insan meme kanseri MCF-7 hucrelerinin elektron
mikroskobik goruntulerinin degerlendiriimesinde, meme kanseri hicrelerinin
yuvarlak ¢ekirdek ve 1-2 ¢ekirdekgik icerdigi, kromatini ince ve perifere

dagiimis oldugu gézlenmistir (Resim 4.3.3.).

A B
Resim 4.3.3. Kontrol grubuna ait insan MCF-7 hucrelerinin elektron

mikroskobik gorlintuleri. Uranil asetat-kursun sitrat, A, B Bar : 2 ym

Paklitaksel uygulamasi yapildiktan 48 saat sonra insan MCF-7 hiicrelerinin
elektron mikroskobik degerlendiriimesinde, hlcrelerin hiicre membranlari
parcalandigi ve sitoplazmada proteoliz, nekroz bulgulari oldugu gézlendi.

Hucrelerarasi baglantilarin azalmis oldugu ve pargalanmis mikrottbdil

kimeleri izlenmistir (Resim 4.3.4.).

Resim 4.3.4. Paklitaksel uygulamasi yapildiktan 48 saat sonra insan
MCF-7 hucrelerinin elektron mikroskobik goruntileri.

Uranil asetat-kursun sitrat, ABar : 1 ym, B Bar : 0,5 pym
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V. TARTISMA

Calismamizda, invitro olarak metastaz ve invazyon agisindan farkli olan
MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanser hicre hatlarinda; bir
antikemoterapdétik ilag olan Paklitaksel yanisira, antianjiyogenik olarak
bildirilen Talidomid ve Propranolol ilag uygulamalarinin anjiyogenez
mekanizmalarinda yer alan VEGF, NOS ve ERK yolaklari ile iligkisinin indirek
immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik yontemlerle degerlendiriimesi
yapildi. Antianjiyogenik ilag uygulamalari ile kanser hicre hatlarinda
immunoreaktivitelerin azalmis oldugu izlendi.

Kadinlardaki dort kanserden biri memede yerlesmekte olup, meme
kanseri en sik kanserden 6lim nedenidir (126). Meme kanserinin tlkemizdeki
sikliginin mevcut verilere gére, 20-40/100.000, oldugu tahmin edilmektedir.
Bu nedenle meme kanserine yonelik teshis ve tedavi ¢alismalari ginumuzde
onemli bulunmaktadir. Meme kanserinin etyolojisinide baslica genetik
faktorler, yas, benign meme hastaliklari, diyette yag igerigi fazla besinlerin
tuketilmesi, hormonal faktorler yer almaktadir (11, 20). Meme kanseri
tedavisinde son yillarda 6nemli gelismeler olmustur; cerrahi, kemoterapi,
radyoterapi, hormonal, genetik tedavi yaklagimlari uygulanmaktadir (1).
Hedefe yonelik tedavide, daha ¢ok timdre 6zgu ve daha az yan etkili
tedaviler amaglanilmaktadir. Yapilan galismalarda meme kanserinin
tedavisinde ¢esitli kemoterapoétik ilag uygulamalari yapilmakta ancak ilaca
karg! duyarsizlik ve ¢oklu ilag direnglerinin gelismesi nedeniyle meme
kanserinin tedavisinde, invazyon ve metastazlarin 6nlenmesinde yetersiz
kalmaktadir. Meme kanseri gelismesinde tumoérlerin bliyime hizi erken
donemde yuksektir. Ancak buyumeye devam ettikge beslenmesini ve oksijen
ihtiyacini kargilayacak olan damarsal yapilar ayni hizla gelismediginden

tumorun buylime hizi giderek yavaslar. Malign timarlerin hem blydme hizini
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hem de varliklarini sirdirmelerini saglayan damarlarin olusumunun
Onlenmesi ve hatta ortadan kaldirilmasi, son zamanlarda kanser tedavisinde
yeni bir yaklagim olarak anjiyogenezi ve antianjiyogenik ilaglarin
gelistiriimesini gindeme getirmistir (103). Bizim ¢alismada da antianjiyogenik
acgidan yeni kullanilan ilaglar tek basina ve kemoterapdtik ilaglarla kombine
olarak kullanild1.

Dokularda anjiyogenez, stimulasyon ve inhibisyon arasindaki dengenin
bozulmasi sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir. Anjiyogeneze yol agan
uyaranin inhibisyonu, antianjiyogenik ilaglarla saglanabilmektedir (127).
Tumor hicrelerinin buyumesine neden olan anjiyogenez sirasinda gesitli
blylume faktorleri, prostaglandinler, HIF gibi molekiller ortama salinarak
anjiyogenez uyarimini baslatabilir. Anjiyogenez uyaraninin
etkisizlestiriimesiyle, henuz kapiller dizeyde blyume evresinde iken tumor
anjiyogenez cevabi onlenebilir. Bu durum, etkin bir basamakta inhibisyon
yaratilmasiyla anjiyogenezin tamamiyla ortadan kaldirilabilecegini
dusundiartmastir (127). Calismada anjiyogenez mekanizmasinda énemli
olan yolaklara isik tutulmaya calisildi.

Meme kanseri gibi solid tumarlerin gelisim, invazyon ve metastaz
yetenegdine sahip olabilmeleri, anjiyogenez varligina baglidir. Metastaz
olusumunda tumor hucreleri, dnce primer tumor bolgesinde ¢ogalir,
interstisyel stromaya girer, buradaki kan damarlari yoluyla dolagima katilirlar.
Dolasima katilan kanser hucreleri hedef organa ulagarak, hedef organin
prekapiller venullerinde endotel bazal membranina penetre olarak metastatik
kolonileri baglatirlar (128). Kanser hicreleri anjiyogenezi hizlandiran biyime
faktorleri salgilamaktadir. Bylece artan oksijen ve besin gereksinimi yeni
damar olusumlariyla karsilanmis olur. Bu olay tumaor hicrelerinin dolasima
katilmasina ve metastatik yayiliminin baslamasina olanak saglar.

Calismada, MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hicre hatlarinda
anjiyogenik yolaklarin ( VEGF, VEGFR2, NOS, ERK) varligini ve
antianjiyogenik ilaglarin (Paklitaksel (PX), Propranolol (PR), Talidomid (TD),
PX+PR ve PX+TD) bu yolaklar Gzerine etkilerini degerlendirmek tzere,

uygun kaltdr ortaminda hucreler gogaltilarak, ikiienme zamanlari MDA-MB-
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231 i¢in 24 saat, MCF-7 igin ise 72 saat olarak belirlendi. Metastaz
Ozelliginin, hiicre gogu potansiyelinin ve cogalmasinin daha fazla oldugu
bildirilen MDA-MB-231 hicrelerinin daha az invaziv olarak bilinen MCF-7
(129) hucrelerine gére daha hizli gogaldigi gézlendi. Furtado ve
arkadaslarinin yaptigi ¢calismada da MDA-MB- 231 hlcresinin daha hizl
¢ogaldigi ve konfluent oldugu bildirilmistir (130).

Calismada; MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri hicre
hatlarinda, meme kanseri tedavisinde kemoterapatik olarak en sik kullanilan
ve etki mekanizmasi mikrotubul organizasyonunu etkilemek olan paklitaksel
secilmistir. Kemoterapotik olarak kullanilan pakltaksele additif olarak
antianjiyogenik ozellikleri oldugui ileri surulen talidomid ve propranolol
belirlenmistir. Uygulanan ilag dozlarinin %50 inhibitdér konsantrasyonunu
(ICsp) tespit etmek amaciyla 6ncelikle literatiire uygun olacak sekilde doz
araliklari belirlenmisg ardindan MTT testi yapilarak ¢calismamizda uygulanacak
optimum dozlar belirlenmisgtir.

Antikemoterapotik tedavide meme kanserinde kullanilan en énemli
ajanlardan biri paklitaksel’dir (131). Paklitakselin baslica etki mekanizmasi,
tubulin dimerlerinde mikrotubdulleri etkileyerek mikrotubul
depolimerizasyonunu durdurmak ve normal hicresel dinamik
reorganizasyonu inhibe etmektir. Bu etkisi, G2/M’ safhasinda hlicre
senkronizasyonuna sebep olur ve sonugta apopitoz yoluyla hiicre olumu
gergeklesir (132). Paklitakselin doz bagimli etkisinin; in vitro ortamda endotel
hdcrelerinin gogalmasini inhibe ettigi, fare korneasinda yapilan deneyde b
Fibroblast Buyuime Faktorl (bFGF) ile uyarilan yeni damar olusumu sirecini
azalttig ve invivo olarak transgenik meme kanserinde tumor anjiyogenezini
engelledigi gosterilmigtir (133). Bu yuzden paklitakselin ya apopitozu
uyararak ya da anjiyogenezi engelleyerek kanser tedavisinde kullanilan
onemli bir ajan oldugu dugunulmektedir (134).

MDA-MB-231 ve MCF-7 hucre hatlariyla ilgili yapilan galismalarda
ICso’lerin MDA-MB-231igin 2.4 nM; MCF-7 hlcrelerinde ise 7.2 nM oldugu
bulunmustur (135). Pires ve arkadaslarinin MCF-7/DX1 hucreleri ile ilgili
yaptiklari galismada paklitaksel dozunu 7.5 nM olarak belirlemiglerdir (136).
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Baska bir makalede paklitaksel iin ICso mpa-ms-231 = 6.5 + 1.4x10™° M ve 1Cs
verr = 2.2 £ 0.7x107 M olarak bulunmustur (137). Tommasi ve arkadaglarinin
yaptigi bir calismada ise paklitaksel dozu MDA-MB-231 igin 2 + 0.14nMol,
MCF-7 igin ise 25 + 2.35 nMol olarak belirlenmigtir (138).

Calismada, paklitaksel uygulama dozu MCF-7 i¢in 3.7 nm, MDA-MB-231
icin ise 5 nm olarak belirlendi. Daha yuksek uygulanan Paklitaksel dozlarinda
hicre 6limu ¢ok oldugu belirlendigi icin, tam etkiyi gérmek amaciyla ICsp’ye
uygun olacak sekilde dusuk doz uygulanmistir.

Bir beta blokor olarak bilinen ve bu amagla uygulanan propranolol’iin
anjiyogenik mekanizmalari etkileyerek anjiyogenezi inhibe ettigi gosterilmistir
(104). Propranolollin infantil hemanjiyom vakalarinda kullanilan yeni bir ajan
olmasi ve meme kanseri vakalarinda da denenmeye baglanmasi agisindan
bizim ¢alismamizda yer almistir. Propranolol ile ilgili yapilan bir calismada
MDA-MB-231 dahil dokuz insan kanser hucre hattinda yapilan deneyde doz
araliginin 50-100 yM arasinda oldugu bulunmustur (110). Ayrica T
hicreleriyle yapilan bir calismada uygulanan Propranolol dozu 100 microM
olarak belirlenmistir (139). Calismamizda yapilan MTT testinde Propranolol
icin 400 ile 25 microM arasindaki doz araliklarinda ilag uygulamalari yapildi
ve 50 uM dozunun ICs’ye uygun oldugu goruldi ve hicrelere bu belirlenen
propranolol dozu uygulandi.

Talidomid ise kullanimi gebe kadinlarda uygun olmamakla birlikte, varolan
kapillerlerden yeni kan damarlari olugsmasini (anjiyogenez) engellemesi
Ozelliginin saptanmasi sonucu, gebe olmayan kanser hastalari igin uygun bir
ilag olarak yeniden kullanimi giindeme gelmistir (120). Birgok solid timoérde
kullanilan ve denenen bu ilacin meme kanserindeki etkisi calismamizda
incelenmigtir. Vacca ve arkadaslari yaptiklari ¢caligmalarda talidomidin multipl
myelomlu hastalarda otokrin ve parakrin anjiyogenik dUgumu azaltan
antianjiyogenik anahtar bir ajan oldugunu géstermislerdir (140). Diger bazi
hastaliklarin tedavisinde oldugu gibi kanser tedavisinde de, iki ve daha fazla
ilac kombinasyonlari kullaniimaktadir. ilag kombinasyonlarinin kullanim

nedeni, tek bir ilagla tedavide etkin bir sonug¢ alinamamasidir.
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Kanserli hastalarda toksik etkileri farkl olan sitotoksik ilaglar ve etkilerini
farkh bolgelerde ve farkli mekanizmalarla gosteren ilaglar, daha guglu etki
gOstermelerini saglamak amaciyla kombinasyon seklinde kullaniimaktadirlar.
Boylece ilaglarin artiriimis ve guglendirilmis sitotoksik etkileri tumorun kontrol
altina alinmasini kolaylastirirken,diger taraftan da herbiri daha disuk dozda
kullanilarak hastaya olan toksik etkilerin de en aza indirgenmesi
saglanmaktadir (141). Bu nedenle bizim ¢alismamizda da antikemoterapotik
ilag olan paklitaksel ile antianjiyogenik oldugu ileri strilen talidomid ve
propranololin birlikte kullanimi uygun gorulmastar.

Talidomid klinik galismalarin farkli agsamalarinda hematolojik kanserler,
solid tumorler dahil renal hucreli karsinom, over, meme ve prostat kanseri
gibi malign hastaliklarin tedavisinde antianjiyogenik etkisi nedeniyle
kullaniimaktadir (142). Talidomidin &-globin tzerine etkisini incelemek igin
yapilan bir calismada hucrelere son konsantrasyon 0.01 to 100 uM olacak
sekilde verilmistir (143). Talidomidin embriyonik bodylerde antianjiyogenik
etkisine bakilan bir ¢galismada ise embriyonik bodyler 3-8 gin boyunca 10 ile
100 pg/ml arasinda tedavi edilmigtir (144).

Calismada; talidomid uygulama dozu MCF-7 i¢in 10 ym, MDA-MB-231
icin ise 12,5 ym olarak belirlendi. Yapilan MTT testinde talidomidin yluksek
dozlarda da paklitaksel kadar hicre sayisini azaltmadigi gorulda.
Paklitakselin hiicre siklusunun mitoz safhasini etkilediginden huicreleri
apoptoza goturdugu ancak talidomidin daha ¢ok antiinflamatuar 6zellikte
olmasi nedeniyle hlcre 6limune neden olmadigi dusunulda.

Belirlenen ilag dozlarinin kanser hicre hatlarina uygulamalari sonucunda
48. saatte, hucrelerin yarisina yakininin kultir tabagina yapigsmis oldugu ve
canhhigini strdardugu izlendi. Bu hicreler paraformaldehit ile fikse edilerek
immunohistokimyasal uygulamalar gergeklestirildi.

Calismamizda indirek immunohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda,
kontrol grubu MDA-MB 231 ve MCF-7 meme kanser hucrelerinde VEGF
immunoreaktivitesi siddetli gézlenirken; her iki hlicre hattinda da ilag
uygulamalari ile (Paklitaksel (PX), Propranolol (PR), Talidomid (TD), PX+PR

ve PX+TD) anjiyogenik yolak olan VEGF immunoreaktivitesinin anlaml
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olarak azaldigi1 goruldu. Ancak metastatik MDA-MB-231 ve metastatik
olmayan MCF-7 hucre hatlarinda VEGF immunoreaktiviteleri agisindan
istatistiksel farkhlik bulunmadi. Kanser hicrelerinin kendine gerekli olan
blylume sinyallerini Uretebilme, apopitozdan kagabilme, sinirsiz godalma,
surekli anjiyogenez, genomik kararsizlik gibi gesitli 6zellkleri vardir.
Anjiyogenik yolaklar bunlardan sadece birinin etkisini gostermektedir.
Kanser hicrelerinin bunun diginda da bir ¢ok faktérden etkilendiginden
anlamli bir fark olusmadigi disunuldu.

Vaskuler endotelyal buylime faktort (VEGF) guglu ve selektif bir
endotelyal mitojen faktor olup endotel hicrelerin gogu ve gcogalmasinda
onemli rol oynamaktadir (145). Normal ve malign dokuda yeni kan damari
olusumunu saglayarak anjiyogenik cevabin tamamlanmasini saglamaktadir.
VEGF akciger, tiroid, meme, gastrointestinal sistem, over ve diger timorlerde
(146) salgilanabilmekte ve endotel hucrelerinde VEGFR1 (Flt-1) ve VEGFR2
(FIk-1) olmak Uizere baslica iki tirozin kinaz reseptoéru ile yeni damar
olusumunu saglamaktadir (147). Meme kanseri hlicreleri ve meme stromal
hicrelerinden de salgilandigi gosterilmis olup, bu da VEGF’in meme kanseri
gelisimi ve anjiyogenezde aktif rol oynadigini géstermektedir (148).

Galismamizda kontrol grubu MDA-MB 231 ve MCF-7 insan meme kanser
hicre hattinda VEGFR2 immunoreaktivitesi hafif/orta gozlenirken; ilac
uygulanan gruplarda ise hafif olarak izlendi. Her iki hiicre hattinda da kontrol
grubu ile ilag uygulamalari yapilan gruplar arasinda immunoreaktivitelerin
siddeti agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.

VEGF/VEGFR yolagi Gzerine yapilan son galismalar yeni antianjiyogenik
ajanlarin gelismesine yol agcmistir. Klinik ¢alismalar bu yolaklarin
inhibisyonunun tumar ¢apini, metastazi ve kan damari olusumunu azalttigini
gOstermistir (149). VEGF/VEGFR yolagini iceren PISK/AKT, Ras/Raf/MAPK
ve fosfolipaz -Cg/protein kinaz C (PLCg/PKC) gibi ¢esitli molekdler yolak ve
sinyal kaskadlari vardir (150,151).

Hem VEGFR1 hem de VEGFR2 damar endotelinden salgilanmasina
ragmen VEGF’in anjiyogenik aktivitesi esas olarak VEGFR2 yoluyla
olmaktadir. VEGFR2 anjiyogenik sinyalde predominant bir reseptordur.
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Aktivasyonu endotel hiicre gogu, gogalmasi, farklilagsmasi, yasam suresi
kadar damar gegirgenligi ve dilatasyonunu dizenlemektedir (152). Soltau ve
arkadaslarina gére; VEGFR1*’inaktivasyonu VEGF’in bliyime ve yasam
suresi Uzerine etkili olmakta bu yizden VEGFR1 VEGF’e baglanarak ve
VEGF'’in VEGFR2’ye baglanmasini engelleyerek anjiyogenez Uzerinde
negatif bir dizenleyici olarak fonksiyon gorebilmektedir (152, 153).

Calismamizda VEGFR2'nin immunohistokimyasal dederlendirmesinde
kontrol grubunda immunoreaktivitenin ¢ok fazla olmamasi VEGFR1
aktivitesinin ¢ok arttigi icin VEGF’in VEGFR2'ye baglanmasini engellemis
olabilecegini dusundurda.

Anjiyogenez meme kanseri dahil birgok kanser tipinde invazyon ve
metastaz acisindan énemli bir sregtir (154). Tumor ¢evresindeki
mikrodamar yogunlugu artmadigi strece tumorlerin belirli bir boyuta gegerek
blylUmesi muimkuin olmayabilir (155), ve tumdre yakin damarlarin yogunlugu
metastaz yetenegini etkileyebilmektedir (156). Meme kanseri ile ilgili olarak
VEGEF gibi anjiyogenik faktorlerin ekspresyonunun birgok meme kanser
turlerinde yuksek oldugu (157); primer meme tumorlerinde VEGF
ekspresyonu ile mikrodamar yogunlugu arasinda bir korelasyon oldugu;
meme kanserli hastalarinin sag kalim oraninin VEGF ekspresyonu ile ters
iliskili oldugu ve ylksek VEGF seviyelerine sahip hastalarin prognozunun
koth oldugu bildiriimigtir (158).

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hucre hatlarinda prolin, arginin,
askorbik asit ve epigallokatesin gallat (NM) gibi maddelerin anjiyogenez
etkisine bakilan bir calismada VEGF yolagina bakilmis ve bu maddelerin
meme kanserinde anjiyogenezi ve invazyonu azalttigi gosterilmigtir (159).

Calismada VEGF kanser hicre hattinda artmig iken, talidomid
uygulamasinda daha fazla olmak Uzere azalmis olarak bulunmustur.
Talidomidin etki mekanizmasi olarak VEGF'i inhibe ettigine dair yayin
bulunmaktadir (160). Talidomidin hem direk olarak hem de kombinasyonda
VEGF azalmasina neden oldugu ve bunun ileri kanser tedavisinde
kullanilabilecegi dustuntlmustur. Lenalidomid (Revlimid Celgene) oral immin

duzenleyici ilag olup talidomid derivesidir. TUmor hicre hatlarinda kaspaz
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bagimli apoptoza neden oldugu, in vivo ortamda yeni damar olusumunu
saglayan bFGF ve VEGF'i inhibe ettigi ve andotel hlicre migrasyonu igin
gerekli olan AKT/PKB fosforilasyonunu engelledidi, proanjiyogenik TNF-a
dretimini inhibe ettigi gosterilmistir (161).

Calismamizda, meme kanseri hicre hatlarinda VEGF
immunoreaktivitesinin artmig olarak bulunmasi yukarida belirtilen literatlrler
ile (157, 158) uyumlu bulunmus olup, metastatik MDA-MB-231 ve daha az
metastatik olan MCF-7 hucre hatlarinda VEGF immunoreaktivitelerinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigr goruldu.

VEGF'nin pek ¢ok insan meme tumarlerinde ekspresyonu ve bunun
dizeyi, hastalik icin dnemli bir dizi klinik 6zellik ile iligkilendiriimektedir. Meme
kanseri hicrelerinde VEGF salgisini kontrol eden mekanizmalarin
tincelenmesi, bu hastaligin bazi temel 6zelliklerinin anlagiimasi agisindan
onemli olacaktir.

Calismada, INOS ve eNOS immunoreaktiviteleri kontrol grubunda MDA-
MB 231 ve MCF-7 meme kanser hticrelerinde ¢ok siddetli izlenirken, her iki
hdcre hattinda da ilag uygulamalari ile INOS ve eNOS
immunoreaktivitelerinin istatistiksel olarak anlamli azaldigr goruldu.

Nitrik oksid’in (NO) endotel hiicre buyumesi (162), apoptoz, go¢ (163), ve
Ozellikle anjiyogenez (164) Gzerine 6nemli farkli biyolojik fonksiyonlari oldugu
gosterilmistir. NO’nun fonksiyonu diger serbest radikaller,metal iyon ve
proteinlerle etkilesime, konsantrasyona ve hucre tipine ve genetik yapiya
bagdli oldugu igin, karsinogenezdeki spesifik rolinu tespit etmek zordur. iINOS
salgisinin gesitli insan kanserlerinde arttigi bulunmustur (165). Ancak e NOS
farkli kanserle ilgili olaylari (anjiyogenez, apoptozis, hiicre déngusu, invazyon
ve metastaz) duzenledigi ileri surtlmustur (166). Kronik inflamasyonunun
tumor gelisimi ve kanserin ilerlemesine yol actigi bilinmektedir (167).

INOS (NOS2) da kronik inflamasyona bagli kanserin ilerlemesinde dnemli bir
proinflamatuar medyatérdir (168). NOS2’nin ekspresyonunun artigi
prekanseroz lezyonlarda gosterilmistir (167) ve birgok ¢alismada NOS2’nin
potansiyel bir kanser belirteci olarak kullanildigini ve timoérde eksprese

edilen yuksek NOS2’'nin melanom, prostat ve meme kanseri gibi birgok
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kanser tipinde hastanin kotu prognozu ile iligkilendirilmistir (169, 170). Son
calismalarda NOS2 ekspresyonunun tumorun evresi, P53 mutasyonu ve
timor damarlanmasini iceren yasam suresini belirleyici genel belirtecler ile
korele oldugu ve ER negatif meme kanserli hastalarin bes ve on yillik yagsam
suresini belirleyici oldugu bulunmustur (171). Ayrica, proinflamatuar
mikrogevre ile iligkili tumor NOS2 direk olarak tumaor pAkt seviyesi ve p-
kaspaz-9 ve pBAD'I iceren yolaklari ayni meme kanseri timorlerinde aktive
etmektedir (172). Akt sinyal yolagina ek olarak NO’nun esik seviyesinin p53
fosforilasyonu, HIF-1 alfa, protein translasyonu ve proliferasyon yolaklarini
iceren kanserin ilerlemesi ve anjiyogenezi belirleyen medyatorleri indukledigi
bulunmustur (173, 174).

eNOS NOS’un timor vaskuler endotel hiicrelerinde etkili olan baglica
izoformudur. Patolojik durumlar altinda, eNOS B16 melanomada
anjiyogenezi uyaran dominant uyaricidir (175). Brouet ve arkadaslarinin
yaptiklari bir calismada kaveolin-1 tarafindan bazal eNOS’un inhibe edilmesi
eNOS’u pargalayan bir proteininin, timordeki NO-bagimli kan akimini
azalttigi ve tumaorun blyumesini geciktirdigi gosterilmigtir (176).

eNOS’un L-arginin analoglari ile inhibe edilmesi meme kanserinde hem
tumor kan akimini hem de mikrovaskuler gegirgenligi azaltmaktadir (177).
eNOS aktivasyonu proanjiyogenik VEGF tarafindan endotel hiicre
fosforilasyonu ile olabilmektedir (178). VEGF’in uyariimasina cevap olarak
fosfoinositol 3-kinaz (P13K) ve ardindan Akt fosforilasyonu olmaktadir. Akt
aktivasyonu direk olarak eNOS’u fosforile etmekte ve buda gegcici olarak NO
artisina yol agmaktadir (179). Bizim calismada da NO sentezinin kanserli
hicrelerde artmig olmasina ragmen ilag verilen gruplarda azalmasinin
VEGF’e yanit olarak Akt ve ERK fosforilasyonu sonucu oldugu disunaldu.

ERKZ1/2 immunoreaktivitesi kontrol grubu MDA-MB 231 ve MCF-7 meme
kanser hucrelerinde siddetli olarak gozlenirken; PX grubunda hafif/orta,
TD ve PR gruplarinda orta olarak izlenmistir, MCF-7 hucre hattinda TD ve
PR gruplarinda ise hafif olarak izlenmistir. ilaglarin kombine uygulandigi
gruplarda ise her iki hiicre hattinda da immunoreaktiviteler kontrol grubuna

gOre azalmig olarak izlenmistir.
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VEGF endotel hucrelerinde MEK-ERK yolaginin guglu bir aktivatoradar
(180). Bresslin ve arkadasglari yaptiklari in vitro bir galismada VEGF’in
ERK1/2 ve NO tarafindan da etkinliginin arttigini yani bu yolaklarin etkilesim
icinde olduklarini ve sonugta anjiyogenezde 6nemli olduklarini
vurgulamiglardir (181). ERK1/2’nin anjiyogenez ile iligkisine bakilan farkli bir
calismada VEGF’in Ras yolagini aktive ettigi bu asamanin VEGF tarafindan
uyrilmasinin anjiyogenez, migrasyon gibi hucresel degisiklikler icin gerekli
oldugu gdsterilmistir (182). Endotel hicreleri anjiyogenezde, dokuda olusan
iskemiye yanit olarak meydana gelen fizyolojik ve patolojik yeni damar
olusumunda ve tumor blyumesi ve metastazda kritik rol oynamaktadirlar
(183). invitro olarak planlanan calismamizda kullandi§imiz anjiyogenik
yolaklarin meme kanseri hicre hatlarinda artmis olmasina ragmen ilag
gruplarinda azalmis olmasi uygulanan ilaglarin bu yolaklar Gzerinden etki
ederek anjiyogenezi azaltabillecegi dusunulda.

Raf fosforilenmis bir ajan olarak mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK)
kaskadini aktive eden ve Ras etkisini azaltan bir ajandir. Raf'in ¢ izoformu
vardir; A-Raf, B-Raf ve Raf-1. Bunlarin %7si insan kanserlerinde rapor
edilmistir. Sorafenib (Bay 43-9006) VEGFR1, 2, 3, PDGFR}, c-kit ve flt-3 gibi
diger hedefler ile Raf kinaz aktivitesini inhibe eden bdylece hicre
proliferasyonunu ve anjiyogenezi bloke eden ve apoptoza sebep olan kiiguk
bir molekildir (184). Metastatik meme kanserli (MMK) faz Il calismalarda,
sorafenib hastaligin ilerlemesini durdurmus ve bunu tumaor hacmini azaltip
tumor buyume hizini degistirerek saglamistir. Boylece, sorafenibin standart
tedavilerle kombinasyonu hastaligin stabilizasyonu gibi hedef ajanlarin
etkisinin daha hassas olmasini saglamistir. MMK'i olan hastalar en azindan
bir kez kemoterapi rejiminden sonra oral sorafenib tedavide minimal bir
ilerleme saglamistir (185). Sorafenibin tek-ajan olarak kullanildigi hastalarda
sonug, gelecekteki arastirmalar igin cesaret kirici olmustur. Buna ragmen,
sorafenibin kapesitabin ile kombinasyonu meme kanserli hastalarda PFS'i
(progresyon free survival) 4.1’ den 6.4 aya ilerletmistir. Su anda, faz lli

calismalar sorafenibinin kapesitabin veya plasebo ile kombinasyon tedavisini



84

lokal ilerlemis veya metastatik HER2-negatif meme kanserinde
kargilastirmaktadir ( 186).

Propranolol ile ilgili yapilan bir calismada p-adrenergik blokajin ERK/AKT
yolagini etkileyerek gugcli bir antiproliferatif etki gésterdigi vurgulanmistir
(187). Ayrica Seya ve arkadaglarinin yaptiklar bir galismada umblikal ven
endotel hiucrelerine Propranolol uygulamasinin VEGF, NOS, ERK yolaklarina
etkisine bakilmis olup ilacin bu yolaklari baskiladigi gosterilmigstir (188).

Calismada; Propranolol uygulanan kanser hicre hatlarinda VEGF, NOS
ve ERK1/2 olan anjiyogenik yolaklardaki boyanma siddetinin kontrol grubuna
gOre azalmis oldugu goéruldd. Bunun da 6zellikle hemanjiyom tedavisinde
kullanilan Propranololtin B-blokér etkisinden dolayr meydana gelen
vazokonstriksiyon, antianjiyogenik ve olaylar sonucunda olustugu disunaldu.
Propranololun Paklitakselle kombine uygulandigi gruplarda da yine kontrol
grubuna gore immunoreaktivite siddetinde azalma oldu ancak bu azalmanin
Propranololiin tek uygulandigi gruplara gére anlamli bir farkliik géstermedi.
Pasquier ve arkadaslarinin Propranolol ve kematerapatik olarak 5-fluorouracil
(5-FU) veya Paklitaksel uyguladiklari meme kanseri hicre hatlari dahil farkh
hicre hatlarinda Propranololin antianjiyogenik etkisinin kombine uygulanan
gruplarda daha fazla oldugunu géstermiglerdir. Ancak bu ¢alismada
uygulanan paklitaksel dozlari yuksek doz olarak uygulanmis olup dusuk doz
uygulandiginda kombinasyonun anlamli bir fark géstermedigi gértlmusttr
(189).

ince yap! diizeyindeki incelemelerde, kontrol grubu olan meme kanser
hdcre hatlarinda sitoplazmalarinin oldukga genis ve organelden zengin
olduklari, sitoplazma iginde yaygin mikroflamanlar yer aldigi ve aktif ¢cekirdek
icerdikleri gorulmustar. Paklitaksel uygulamasinin apoptozisi indukleyerek
hicre gogalmasini azaltmig oldugu elektron mikroskop altindaki
incelemelerde morfolojik olarak izlenmisgtir.

Calismada; meme kanseri hiicre hatlarinda VEGF, ERK1/2 ve NOS
yolaklari incelenmigtir. TUm bu yolaklarin immunohistokimyasal incelenmesi
sonucunda kontrol grubu olarak sectigimiz MDA-MB-231 ve MCF-7 meme
kanser hucre hatlarinda artmig immunoreaktivite gostermiglerdir. Ancak iki



85

hdcre hatti arasinda bu yolaklarda immunoreaktivitenin siddeti agisindan
anlamli bir fark gézlenmemistir. invitro sartlarda kanser hiicrelerinin gogalma
ve anjiyogenik faktorleri salgilamak icin aktive olabildikleri ancak invivo
sartlarda, farkli mikrogevrede invazyon yonunden farkli davranis 6zellikleri
sergileyebilecekleri disunulmustar.

Meme kanserinde anjiogenezin duzenlenmesinin anlagiimasi timor
blylmesi ve metastazi, farmakolojik tedaviler ve timor insidansinin
azalmasi igin alinacak onlemler agisindan sorumlu mekanizmalarin

anlasiimasinda 6nemli ipuglari verebilecektir (190).
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olan MCF-7 insan meme kanseri hucre hatlarinda uygulanan antianjiyogenik

ilaglarin birbirleriyle etkilesim icinde olan VEGF, NOS (vazodilatasyon) ve
ERK1/2 (hicre gogalmasi ve gogu) gibi anjiyogenik yolaklar Gzerinden etki

gOstererek tumor hucrelerinin gogalmasini engelledigi sonugta uygulanan bu

ilaglarin meme kanseri gelisimi ve metastazi Uzerine etkili olabilecegi

diisunildi (Sekil 6). in vitro yaptigimiz ¢alismanin desteklenmesi ve ilag

etkilerinin daha belirgin olarak gorulebilmesi igin in vivo ¢alismalara da ihtiyag

vardir.
VEGF
integrinler Sk InEE
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Karsilikli \
/ etkilesim PLC
PI3K ¢
¥ PKC
Akt
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/ | enos ERK/MAPK
iNOS \
Yasam sliresi ve ¢

go¢
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Hicre ¢ogalmasi
ve gog¢

ANJIYOGENEZ

Sekil 6. VEGF, NOS ve MAPK (ERK) sinyal yolaklar ve anjiyogenez.
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OZET

Meme kanseri hiicre hatlarinda antianjiyogenik tedavinin VEGF, NOS
ve ERK yolaklarina etkisinin degerlendirilmesi

Kadinlarda en sik gorulen ve 6ldirucl olan kanserlerden olan meme
kanserinin gelismesi ve ilerlemesindeki kesin nedenler, bu konuda birgok
calisma yapilmasina karsin tam olarak bilinmemektedir. Yapilan
calismalarda, anjiyogenez mekanizmalarinin kanser gelisimi ve
¢ogalmasinda énemli oldugu, kanser hicrelerinin invazyon ve metastazi igin
anjiyogenez mekanizmalarinin aktive olmasi gerektigi belirtimektedir. Son
yillarda, antikemoterapotik tedaviye adjuvan olarak antianjiyogenik tedavinin
eklenmesinin tumor gelisimini engelledidi ileri surulmektedir.

Bu calismada; invitro olarak invazyon yonunden farkli iki meme kanseri
hdcre hattinda (MDA-MB-231 ve MCF-7) antikemoterapdtik (Paklitaksel)
tedaviye adjuvan olarak uygulanan antianjiyogenik (Talidomid ve
Propranolol) tedavinin VEGF, NOS ve ERK yolaklarina etkisinin indirek
immuno-histokimyasal ve ince yapi dizeyinde arastiriimasi amaclandi.

Soguk zincir ile laboratuvara ulastirilan hucreler uygun sartlarda
acildiktan sonra %10 FCS, %1 L-glutamine, %1 penisilin-streptomisin igeren
RPMI-1640 kiltar vasatina alinarak, 37°C ve % 5 CO; iceren inkiibatorde
kultare edildi. Her iki ginde bir kaltur vasatlari degistirildikten sonra 2.
haftada hicreler pasaj yapilarak ¢ogaltildi ve ikilenme zamanlari belirlendi.
Kulture devam edilen hicreler yeterli miktara ulastiklari zaman Paklitaksel,
Talidomid ve Propranolol ilag uygulamalari ICsy dozlari belirlenerek yapildi ve
48 saat sonunda degerlendirildi. Hucreler Uzerindeki ilag etkileri MTT testi ile
ve avidin-biyotin-peroksidaz yontemi ile anti-VEGF, anti-VEGFR2 (KDR),
anti-eNOS, anti-iINOS ve anti-ERK1/2 primer antikorlari indirek
immunohistokimyasal olarak incelendi. Yari-kantitatif olarak elde edilen
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sonuglar ANOVA ve Tukey-Kramer Multipl kargilastirma testi ile
karsilastirmali olarak degerlendirildi. ince yapi diizeyinde degerlendirmek
uzere hucreler tripsinle kaldirilarak toplandi ve %2,5’ luk gluteraldehit ile fikse
edildi. Ardindan saf araldit ile kapsullere gémduldu. Ultramikrotomla alinan
ince kesitler, JEOL 1014 elektron mikroskobu ile degerlendirildi.

Tripan mauvisi ile hlicre sayimi yapilarak ¢cogalma hizlarina bakilan
hicrelerin ikilenme zamanlari MDA-MB-231 igin 24 saat, MCF-7 icin ise 72
saat oldugu belirlendi. MTT testi ile hlcrelere uygulanacak ilag dozlarinin
ICso de@erleri MDA icin; PX: 5 nmol, PR: 50 um, TD: 12,5 pm ve MCF- 7 i¢in
PX: 3,7 nmol, PR: 50 um, TD: 10 uym olarak bulundu.

immunohistokimyasal uygulamada MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde
kontrol gruplarinin VEGF, iINOS, eNOS ve ERK1/2 immunoreaktivitesi
siddetli ve/veya ¢ok siddetli artmis iken PX, PR, TD ve kombine uygulanan
ila¢ gruplarinda boyanma siddeti anlamli veya ¢ok anlamli olarak azaldi.
VEGFR2'nin immunohistokimyasal degerlendirmesinde kontrol grubu ve ilag
uygulanan gruplar arasinda anlamli bir fark gorilmedi. Elektron mikroskop ile
incelemede meme kanseri hlicre hatlarina uygulanan paklitaksel
uygulamasinin mikrotubul organizasyonunu bozarak ve apoptozisi
indUkleyerek hicre ¢gogalmasini azaltmis oldugu gozlendi.

Sonugta bu calisma ile kemoterapdtik olarak uygulanan paklitaksele ek
olarak anti anjiyogenik ila¢c uygulamalarinin damarlarda vazodilatasyon,
hicre ¢cogalmasi, gogu ve yagsam suresini etkilemesi sonucunda anjiyogenezi
azaltmasi veya dnlemesi agisindan meme kanserinin tedavisinde dnemli

oldugu dusunulmagtar.
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INGILizZCE OzZET

Evaluation of anti-angiogenik therapy on the effects of VEGF, NOS
ve ERK pathway in breast cancer cell line

Breast cancer is one of the most common cancer types in the world.
Although a lot of studies have been done about the development and the
progression of breast cancer, the exact cause of the issue is not known
exactly. In various studies it has been reported that angiogenesis
mechanisms are important in cancer development and invasion and for
cancer growth and progression, angiogenesis mechanisms should be
activated. It has also been reported that in addition to anti chemotherapeutic
treatment, anti angiogenic treatment usage is effective for the prevention on
the tumor progression.

The aim of this study was to investigate the evaluation of the pathways in
the mechanisms of angiogenesis and in addition to anti-chemotherapeutic
(paclitaxel) to anti-angiogenic treatment (thalidomide and propranolol) in the
breast cancer cell lines which are differents with regard to invasion (MDA-
MB-231 and MCF-7 ), by using immunohistochemical and ultrastructural
methods.

After opening under suitable conditions the transported to the laboratory in
cold chain cells were reproduced in RPMI-1640 medium with 10% FBS, 1%
L-Glutamine, 1% antibiotic, including 5% CO in a 37°C humid incubator.

When the cells which are continue to culture reached a sufficient level, drugs
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of ICso were calculated and paclitaxel, propranolol and thalidomide were
applied and at the end of 48 hours was evaluated. The cells mediums
changed every two days,then in the second week the cells were replicated by
subculturing and the doubling time of the cells were determined.

Drug effects on cells by MTT assay with avidin-biotin-peroksidaz method
with anti-VEGF, anti-VEGFR2 (KDR), anti-eNOS, anti-INOS and anti-ERK1/2
primer antibodys investigated by indirect immunohistochemical method.
Semi-quantitative scores will be used to compare and the groups evaluated
using the ANOVA statistical and Tukey Kramer Multiple Comparisons Test .
The cells were trypsinized and fixed with %2,5 gluteraldehyde for the
investigation of ultrastructural level and embeded in to pure araldite.
Semi-thin sections from ultramicrotome were evaluated by JEOL 1014
electron microscobe.

Seen from the growth rates of the cells with trypan blue cell counts, the
doubling time were determined 24 hours for MDA-MB-231 cells and 72 hours
for MCF-7 cells. With MTT test, IC50 values are applied to the cells dosage
for MDA-MB-231 cells; PX: 5 nmol, PR: 50 ym, TD: 12,5 ym and for MCF- 7
cells PX: 3,7 nmol, PR: 50 ym, TD: 10 um were established.

We observed that, immunoreactivity of control group of VEGF, iNOS,
eNOS and ERK1/2 in the cells of MDA-MB-231 ve MCF-7 cell line was
increased with strong and/or stronger, while those of in PX, PR, TD and
combine treatment was decreased either significant or very significant. There
was no significant differences among groups including control for the
VEGFR2 immunoreactivity.

The results from electron microscope showed that paclitaxel treatment
disturbed microtubule organization and induced apoptosis to reduce cell
proliferation in breast cancer cell line

Eventually 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.
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