Dergisi 2009; 40(3): 88-96 ARASTIRMA

ISSN: 1300-5227

MDAH-2774 insan Over Kanseri U¢ Boyutlu Hiicre
Kiiltiriinde Farkh ila¢ Etkilerinin Nitrik Oksit Sentaz
Degisiklikleri ile Incelenmesi

Sule Ayla', Giilperi Oktem’, Ayhan Bilir’

'Sanliurfa Kadin Hastaliklari ve Dogum Hastanesi, Sanliurfa
*Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, izmir
“Istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, istanbul

Ozet

Amac: MDAH-2774 insan over kanseri iki ve ti¢ boyutlu hiicre kiltirtinde farkli ilag etkilerinin hiicre proliferasyonu ve nitrik oksit sentaz
degisiklikleri ile incelenmesidir.

Yontem: iki boyutlu kiiltiirlerde ilaclarin ayri ayri ve birlikte kullanimlari 24, 48, 72 ve 96. saatlerde hiicre cogalmasi acisindan, Uc boyut-
lu kiiltirlerde 24 ve 96. saatlerde uyarilabilir (indiiklenebilir) nitrik oksit sentaz ve endotelial nitrik oksit sentaz aktivitesi acisindan immii-
nohistokimyasal yontemle incelendi.

Bulgular: Parasetamol, Gemsitabine ve Gemsitabine + Parasetamol ve Gemsitabine + Resveratrol kombinasyon gruplarinda bu ilaglarin kul-
lanilmasi kontrole gore tiim saatlerde hiicre sayisini anlamli bir sekilde azaltti (p< 0,05). Yapilan immunohistokimyasal analizler Gemsita-
bine’in MDAH-2774 hiicreleri ile tek basina veya ilag kombinasyonu ile karsilastirildiginda nitrik oksit sentaz ve endotelial nitrik oksit sen-
taz immunoreaktivitesinde artisa neden oldugunu gostermistir. Immunoreaktivite 96 saatte, 24 saate gore belirgin olarak artmustir.

Sonug: ilaclarin tek tek ve kombinasyon halinde kullanimi tiim saat dilimlerinde hiicre proliferasyonunu azaltmis, nitrik oksit sentaz ve en-
dotelial nitrik oksit sentaz aktivitesini artirmistir.

Anahtar kelimeler: indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, endotelial nitrik oksit sentaz, MDAH-2774, gemsitabine, resveratrol, parasetamol
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Examination of the different medicine effects at MDAH-2774 human ovary cancer three dimensional cell culture
with nitric oxide synthase changing
Abstract
Obijectives: The purpose of our study is to examine the effects of the various medicines at the three dimensional MDAH-2774 human ovary
cancer culture with cell proliferation and nitric oxide synthase changing.

Methods: Using of medicines at the two dimensional cultures jointly or severally was examined by immunohystochemical method in terms
of cell increasing at the 24", 48", 72" and 96" hours and in terms of activities of excitable (inducible) nitric oxide synthase and endothelial
nitric oxide synthase at the tree dimensional cultures.

Results: Using of these medicines in Paracetamol, gemsitabine and Gemsitabine + Paracetamol and Gemsitabine + Resveratrol combina-
tion groups, reduced the number of the cells at all hours according to the control (p<0,05). When performed immunohystochemical analy-
ses were individually compared with the cells of MDAH-2774 or medicine combination, it indicated that caused increasing at inducible
nitric oxide synthase and endothelial nitric oxide synthase immunoreactivity. Immunoreactivity increased markedly at the 96" hour in com-
parison with the 24" hour.

Conclusion: Using of the medicines one by one or in combination, reduced the cell proliferation at all hour time zones and increased
inducible nitric oxide synthase and endothelial nitric oxide synthase activity.

Key words: Inducible nitric oxide synthase, endothelial nitric oxide synthase, MDAH-2774, gemsitabine, Resveratrol, paracetamol
Cerrahpasa | Med 2009; 40: 88-96

O ver kanserleri jinekolojik kanserler arasinda ¢ok

Al UGS 14 (Eim 2008 yiiksek mortalite oranina sahiptir. Evre II-

Yazisma Adresi (Address): Dr. Sule Ayla L B . .

Sanlurfa Kadin Hastaliklari ve Dogum Hastanesi Sanhurfa | timorlerde 5 yl”lk yasam suresi %28 olarak bilinmek-

f;:I)Isl::-asuIeayla@istanbuledu " tedir ve hastalarin %60'1n da timor son evresinde tes-
his edilebilmektedir. Cerrahi ve sitotoksik tedavinin si-

doi:10.2399/ctd.09.88
88 http://www.ctf.edu.tr/dergi/online/2009v40/s3/a2.pdf



nirli basarisi nedeniyle, over kanser hiicresinde duyarli-
lik yaratacak sitotoksik ajanlar tedavide adres olmustur
[1]. Diger solid timorlerde oldugu gibi, over kanserinin
bluyime ve metastazi, hticreler arasi yapinin bozulma-
si, hticresel yapisma, hiicre gocti, invazyon, cogalma ve
yeni damar olusumu ile devam eden ve timor cevresin-
de gelisen bir dizi olaylar zincirini gerektirir [2].
Kanser tedavisinde kullanilmayan ancak yapilan ca-
lismalarda kanser hticreleri tizerinde sitotoksik veya an-
ti-proliferatif etkileri gosterilmis ilaclar klasik kemotera-
pi ajanlariyla birlikte kullanildiginda umut verici sonug-
lar dogurabilmektedir. Bu ilaclardan biri olan Paraseta-
mol, para-aminofel tiirevi nonsteroid (steroid olmayan)
antiinflamatuar (NSAI) ve narkotik olmayan, agri kesici
(analjezik ) ve ates dustrtici (antipiretik) etkisi yiksek
olan bir ilagtir. Yapilan calismalarda timor hicreleri
Uzerine anti-proliferatif etkisi oldugu gosterilmistir [3].

Gemsitabine (2’-deoxy-2’,2’-difluorocytidine mo-
nohydrochloride, Gemzar®) deoksisitidin analogu, piri-
midin nikleozidi yapisinda bir antimetabolittir. Gemsi-
tabine baslica etkisini, DNA polimeraz ve ribontkleotid
rediiktaz enzimleri Gzerinden DNA sentezini engelleye-
rek gosterir [4]. S fazina spesifik bir ilactir ve sitotoksik
etki gosterir [5].

Resveratrol (3,4,5 trihidroksistilben) ise tiziim tane-
lerinde bol miktarda bulunan polifenol yapida dogal bir
antioksidan maddedir. Resveratrol’tin antioksidan, anti-
tiimor ve ostrojenik etkiye sahip oldugu yolunda bir cok
literattir bulunmaktadir [6,7]. Kanser tedavisinde cesitli
dogal veya sentetik maddeler, hiicre poliferasyonunu
engellemesi ve apoptozu tetiklemesi nedeniyle kullanil-
maktadirlar. Polifenolik bilesiklerden resveratroliin de
hiicre sinyal kaskatinda cesitli mekanizmalarla kanseri
onleyici aktivitesi gosterilmistir [8].

Nitrik oksit (NO) son yillarda taninan, bircok biyolo-
jik olayda onemli rolt olan, ¢ok kisa yari omirla bir
serbest radikaldir. NO ve diger bir son Grtin olan sitrtil-
lin, argininden NO sentaz (NOS) enzimi aracihgi ile
sentezlenir [9,10]. NOS bircok anti-patojenik ve anti-
timoral aktivite de rol oynamaktadir. NOS'in genetik
olarak farkh ti¢ izoformu tesbit edilmistir: Uyarilabilir
(indiiklenebilir) nitrik oksit sentaz (iNOS), endotelial
nitrik oksit sentaz (eNOS) ve noronal nitrik oksit sentaz
(NNOS). eNOS endotelial hiicrelerden, kardiak miyosit-
lerden ve hipokampal piramidal hiicrelerden uretilebi-
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lir. iNOS ilk olarak endotoksin ve sitokinler tarafindan
uyarilan makrofaj ve karaciger hticrelerinde tanimlan-
mustir, timor hicrelerine sitotoksik ve sitostatik etki
olusturur [11].

Bu calismada Parasetamol ve Resveratroliin, pirimi-
din nukleozidi yapisinda bir antimetabolit olan Gemci-
tabine (2’-deoxy-2’,2’-difluorocytidine monohydroch-
loride, Gemzar®) ile etkilesimleri, tek tek ve kombinas-
yon tedavilerine verdigi yanit incelenecektir. ilac etkile-
ri iINOS ve eNOS immuinoreaktiviteleri degerlendirile-
rek gosterilecektir.

Gerec ve Yontem
Hiicre Kiiltiirii Kosullar1 ve Kullanilan ilaglar

Bu arastirmada Amerikan Hayvan Hiicre Kiltir Ko-
leksiyonu (ATCC) hiicre bankasindan saglanan MDAH-
2774 (CRL no: 10303) hicre soyu kullanildi. MDAH
2774 over tumor hicreleri igin besi ortami, inaktive
edilmis %10 FCS (Fotal Sigir Serumu), %1 NaHCO3 (Fe-
nol kirmizisi ilaveli), 0.2 mM glutamin, 100 1U/ml peni-
lisin ve 100 pg/ml streptomisin iceren RPMI-1640 (Bi-
ological Industries) medyumu kullanildi. Hucreler bu
besi ortamini iceren 25 cm® ve 75 cm”lik flasklarda, ic
ortami %5 COz2, %95 nem iceren, 37°C olan inkiibator
(Sanyo) icinde haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak dretil-
di. Resveratrol (Sigma Saint Louis, USA) etanol icerisin-
de hazirlandi, Parasetamol (Laboratories UPSA- Bristol
Myers Squibb Company) saf su, Gemcitabine (Gemzar;
Eli Liliy Company) steril serum fizyolojik ile diltie edil-
di.

Deney Protokolleri

Calismanin ilk asamasinda, 6 kuyucuklu kilttr kap-
larinin her bir kuyucuguna %100 canli 500.00 MDAH-
2774 hiicresi 5 ml RPMI 1640 medyumu icinde ekildi.
Gemcitabine ve resveratroliin her biri icin 0.1; 1; 10;
100 pg/ml konsantrasyonlari 100"er pl’lik esit hacimler-
de hiicrelere verildi. Parasetamol 40 pg/ml dozu hazir-
landi. Kontrol grubuna ise herhangi bir ilag uygulamasi
yapilmadi.

Her ilacin her bir dozu icin 3’er kuyucuga ekim ya-
pildi. Tim gruplar 24, 48, 72 ve 96. saatler icin ekildi
ve 37°C’de %5 COz2 hava karisiminda rutubetli ortamda
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inktbe edildi. Tim saatlerin sonunda kuyucuklarda bu-
lunan htcreler %0.05 tripsin ile ayri ayri toplanip san-
trifij edildi. Stpernatant kisimlari atildiktan sonra 1 ml
medyum ile stispansiyon haline getirilip sayma kamara-
siyla (hemasitometre) sayildi. Toplam hiicre sayilari
kaydedildi. ID50 (inhibition dose %50) degeri, Gemci-
tabine igin 10 pgr/ml, Resveratrol i¢cin 10mM/ml, Para-
setamol igin 40 pgr/ml olarak saptandi.

Sferoid Model, Doku Takibi ve immiinohistokimya

Uc boyutlu kiiltir modelinde, her bir grup icin agar-
la kaplanmis 6 kuyucuklu kultir kaplarinin her bir ku-
yucuguna 5 ml medyum igerisinde 1.000.000 canli
MDAH-2774 hicresi ekildi. Hucreler rutin bakimlari
yapilmak kaydiyla nemli %5 CO2 hava karisimli ortam-
da 37°C'de 7 gtin sureyle sferoid olusumu icin bekletil-
di. Deney grubu sferoidlerine etkin dozlarda ilaclar uy-
gulanirken kontrol grubu sferoidlerine ise herhangi bir
ilac uygulamasi yapilmadi. 24. ve 96. saatlerin sonunda
gruplardaki sferoidler %10 formaldehitte (Sigma Chemi-
cal Co., St. Louis, Missouri, U.S.A.) tespit edildi. Rutin
takip islemlerinden sonra parafinde bloklandi.

Fiksasyon sonunda rutin takibine alindi ve hazirla-
nan parafin bloklardan 5 pym kesitler (Leica MR 2145)
elde edildi. Rutin protokole uygun olarak etanol serile-
rinden gegcirildi ve immunohistokimyasal analiz i¢in ha-
zir hale getirildi. Dokular 6nce distile su ardindan 10
dk. Fosfat tamponlu salin (PBS) uygulandi. Sonrasinda
50 mM Tris buffer (pH 7.5) icerisindeki %2 tripsin’de
(Sigma chemical Co. St. Lois, Missouri, USA) 37°C 15
dk. bekletildi. Kesitlerin cevresi Dako pen (Dako, Glos-
trup, Denmark) ile cizilerek gortintr hale getirildi ve %3
H20:2 soliisyonunda 15 dk. endojen peroksidaz aktivite-
si icin bekletildi. Sonrasinda kesitler primer antikorlar
ile inkiibe edildi. iNOS (1:100 Santa Cruz Biotechno-
logy, Santa Cruz CA), eNOS (1:100 Santa Cruz Biotech-
nology, Santa Cruz CA) antikorlari kullanildi. Kesitler
Biotinli sekonder antikorla ve Streptavidin konjuge hor-
seradish peroxidase ( her ikisi de Santa Cruz Biotechno-
logy, Santa Cruz CA) ile en az 30 dk. inktbe edildi. Son
olarak Diaminobenzidine (DAB) (DeadEnd Colorimet-
ric TUNEL system, Promega, Madison, USA) eklendi ve
5dk. kadar beklenerek immuinohistokimyasal isaretlen-
mesi saglandi. Batin diltsyonlar ve yikama basamakla-
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rinda PBS kullanildi. Kesitlere Mayer hematoksilen
(Zymed Laboratories, U.S.A.) ile zit boyama yapildi. Su-
dan gecirildikten sonra etanol serilerinden gecirilerek
dehidrate edildi.

(Merck) ile kapatildi. immiinoreaktivite, negatif (-), zayif

Ksilen ile temizlenerek entellan
(+), orta (++) ve giiclii (+++) olarak degerlendirildi. im-
munohistokimyasal (IHC) analizi icin ID 50 dozlari kul-
lantimustir.

Bulgular

Hiicre Proliferasyonunun Kinetik
Deneylerinin Bulgulari

Kontrol grubunda 24. ve 96. saatler arasindaki za-
man dilimi boyunca hiicre sayisinda, beklenildigi tizere
saglikli bir yukselis gozlendi.

Resveratrol grubu ilk 24 saat icin hticre proliferasyo-
nu tzerine etki etmedi (p>0.05). Ancak diger tim saat-
ler icin anlamli 6lctide hiicre tutunmasini azaltti (24, 48
ve 96. saatler icin p< 0.05).

Parasetamol grubu 24. ve 96. saatler arasinda hiicre
sayisini azaltmak Gzerinde anlamli bir etki gosterdi (24,
48, 96. saatler icin p< 0.05).

Gemcitabine grubu 24. ve 96. saatler arasindaki tim
zaman dilimleri boyunca kontrol grubuna gore anlaml
derecede (p<0.05) hiicre sayisinda azalma gosterdi.

Gemcitabine + Parasetamol ve Gemcitabine + Res-
veratrol kombinasyon gruplarinda bu ilaclarin birlikte
kullanilmasi kontrole gore tiim saatlerde hiicre sayisini
anlamli bir sekilde azaltti (p<0.05) (Tablo 1).

immiinohistokimyasal Bulgular

MDAH 2774 insan over kanseri ti¢ boyutlu hiicre
kaltar modelinde iINOS ve eNOS immiinoreaktivitesi
degerlendirilmistir. Immiinohistokimyasal analiz sonug-
lari her iki molekdl icin benzerlik gostermektedir.

24. saatte iNOS ve eNOS immiuinoreaktivitesi Para-
setamol (Sekil 1-2 c) ve Resveratrol (Sekil 1-2 d) grubun-
da kontrol grubu (Sekil 1-2a) ile benzer sekilde zayif po-
zitif olarak gozlenmektedir. Gemcitabine’in tek kullani-
minda ve ilag kombinasyonlarinda her iki molekdlin
immunoreaktivitesi orta (++) diizeyde artmis olarak be-
lirlenmistir (Sekil 1-2 b,d,e) ( Tablo 2).
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Tablo 1. Zamana bagl hiicre cogalma verileri.

Gemcitabine ve parasetamoliin tek tek kullanimla-
rinda 96. saatte iNOS immdunoreaktivitesi gicli (+++)
(Sekil 3b,c), Resveratrol grubunda ise immuhistokimya-
sal analiz kontrol grubuna yakin bulunmustur (+) (Sekil
3d). Kombinasyon gruplarinda ise immunoreaktiviteleri
glcli (+++) olarak izlenmektedir (Sekil 3e,f) (Tablo 3).
96 saatte eNOS grubuna ait kontrol grubu (Sekil 4a) ve
Resveratrol (Sekil 4d) grubunda imminoreaktivite zayif-

tir (+). ilac kombinasyon gruplarinda ise immiinoreakti-
viteleri guclt (+++) olarak bulunmustur (Sekil 4e,f)
(Tablo 3). Yapilan immiunohistokimyasal analizler
Gemcitabine’in MDAH-2774 hiicreleri ile tek basina
veya ilag kombinasyonu ile karsilastinldiginda iNOS ve
eNOS imminoreaktivitesinde artisa neden oldugunu
gostermistir. immiinoreaktivite 96 saatte, 24 saate gore
belirgin olarak artmustir.

Sekil 1. iNOS 24 saat Kontrol (a), Gemsitabine (b), Parasetamol (c), Resveratrol (d), Gemsitabine + Parasetamol (e),

Gemsitabine + Resveratrol (f) (immuinreaktif hiicreleri gostermektedir).
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Sekil 2. eNOS 24 saat, Kontrol (a), Gemsitabine (b), Parasetamol (c), Resveratrol (d), Gemsitabine + Parasetamol

(e), Gemsitabine + Resveratrol (f).

Sekil 3. iINOS 96 saat, Kontrol (a), Gemsitabine (b), Parasetamol (c), Resveratrol (d), Gemsitabine + Parasetamol
(e), Gemsitabine + Resveratrol (f).

Tartisma

Klasik tedavi yontemlerinin kanser tedavisindeki
onemi tartisilmazdir. Bununla birlikte, kanser vakalari-
nin sayisinin artisi ve kullanilan ilaclara karsi direncg, ye-
ni teshis ve tedavi yontemlerine duyulan ihtiyag, basta
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“geleneksel bitkisel tip” gibi alternatif tedavi yontemle-
rinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur [8].

Son yillarda calismalar 6zellikle tiziim cekirdeginde
ve kabugunda bol miktarda bulunan ve antioksidan

ozelligi iyi bilinen resveratrol gibi maddelerin kanser-



Cerrahpasa Tip Derg 2009, 40(3): 88-96

Sekil 4. eNOS 96 saat, Kontrol (a), Gemsitabine (b), Parasetamol (c), Resveratrol (d), Gemsitabine + Parasetamol
(e), Gemsitabine + Resveratrol (f)

den koruyucu etkiden sorumlu olabilecegini ortaya
koymustur [12]. Literatirde 1-100 mikroM resveratro-
[tin hematopoetik ve solid organ timor hiicre dizilerin-
de, sitotoksik ve apoptozisi indukleyici 6zellikleri olabi-
lecegine dair yayinlar bulunmaktadir [12]. Yine bazi ya-
yinlarda kanser hiicre soylarinda resveratroliin apopto-
zise neden olabilecegi ve bu etkisi ile kanser hticreleri-

nin proliferasyon oranini dustirebilecegi gosterilmistir
[13,14,15].

Resveratroliin 1 nanoM-100 mikroM arasinda degi-
sen dozlari ile yapilan bir calismada, ID50 degerleri de-
gisen hicre dizilerinde 1-100 mikroM olarak bulunmus
ve tek basina kullanilmasi durumunda, epitelyal ve he-
matolojik tiimor hiicre dizilerinde proliferasyon oranini

Tablo 2. 24 saat, Kontrol, Gemsitabine, Parasetamol, Resveratrol ve kombinasyon gruplarinda, iNOS ve eNOS icin immii-
nohistokimyasal analiz sonuglari semikantitatif olarak degerlendirilmistir.

Kontrol Gemsitabin Parasetamol Resveratrol Gemsitabin+ Gemsitabin+
Parasetamol Resveratrol
iNOS + ++ + + ++ ++
eNOS + ++ + + ++ ++

Tablo 3. 96 saat, Kontrol, Gemsitabine, Parasetamol, Resveratrol ve kombinasyon gruplarinda, iNOS ve eNOS icin immii-
nohistokimyasal analiz sonuglari semikantitatif olarak degerlendirilmistir.

Kontrol Gemsitabin Parasetamol Resveratrol Gemsitabin+ Gemsitabin+
Parasetamol Resveratrol
iNOS + +++ +++ + +++ +++
eNOS + ++ ++ + +++ +++
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dastrdgi ve sitotoksik oldugu gortlmustir [12]. Calis-
mamizda Sahih ve ark. [12]'nin bu bulgularina paralel
olarak, resveratroliin, 10 mikroM’lik dozunun tim za-
man dilimlerinde hicre proliferasyonunu azalttigi go-
rildi (Tablo 1).

DNA replikasyonunu ve tamirini engelleyen bir ilag
olan Gemcitabine ile 5-florourasili (5-FU) karsilastiran
randomize bir calismada, bu ilacin hem sagkalim orani-
ni artirdigi, hem de hastalarda yan etkiye daha az neden
olmasi acisindan daha dsttin oldugu gosterilmis ve pan-
kreas kanserlerinin tedavisinde, birinci secenek olarak
kullanilmasi onerilmistir. Gemcitabine ayni zamanda
timor hicrelerinin radyoterapiye karsi duyarliligini da
arttiran bir ilactir ve radyoterapi ile birlikte kullanilan
Gemcitabine, timor hiicrelerinin DNA sentezinin inhi-
bisyon stiresini uzatmaktadir [16].

Bizim calismamizda da Gemcitabine, MDAH- 2774
over timor hiicreleri tizerine ileri derecede etkili bir ilag
oldugunu gosterdi, hiicre proliferasyonunun inhibisyo-
nuna (p<0.05) neden oldu (Tablo 1).

C6 ve U138-MG gliom hiicre kilturlerinde indome-
tazinin, hiicre siklusunun degisik evrelerinde hiicre pro-
liferasyonunu baskiladigi ve bu durumun ERK gibi cesit-
li hiicre ici sinyal yollarini inhibe etmesiyle iliskili oldu-
gu gosterilmistir [17]. Parasetamoliin de gliom hiicre
kiltirinde proliferasyonu engelledigi ve apoptoza ne-
den oldugu bilinmektedir [18,19]. Calismamizda da pa-
rasetamol izlenen tim zaman dilimlerinde hticre proli-
ferasyonunu azaltmaktadir (Tablo 1).

Parasetamol glutatyon S- transferaz enziminin aktivi-
tesini azaltabilir [20]. Bu enzimler over kanserinde cisp-
latin ve carboplatin gibi antikanser ilaclara karsi direng
olusturan mekanizmada yer almaktadir. 2002 senesinde
Bilir ve ark.[21] tarafindan yapilan bir calismada, para-
setamoliin MDAH-2774 insan over kanser hiicresinde
carboplatin duyarliligini artirdigi gosterilmistir.

Kombinasyon gruplarimizda hiicre proliferasyonun-
da azalma gorildi. Meydana gelen bu azalma parase-
tamolin Gemcitabine etkisini sensitize etmesi seklinde
yorumlayabiliriz. NSAI ilaclarin pankreas kanserinde
Gemcitabine duyarlihigini artirdigini, bunun da siklook-
sijenaz enziminin inhibisyonuyla baglantili oldugu gos-
terilmistir [22]. Parasetamoliin ve resveratroliin hicre-
lerde apoptozisi arttirarak tutunmus hiicreleri azaltmasi
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ve gemcitabin varliginda hiicre 6limini daha da hiz-
l[andirmasi bunu belirleyen bir diger mekanizma olabi-
lir.

Bu calismada yapilan diger deneyde resveratrol, pa-
rasetamol ve Gemcitabine uygulanan MDAH-2774 in-
san over kanseri hiicrelerinin, uyarilabilir (indtklenebi-
lir) nitrik oksit ve endotelial nitrik oksit sentaz ekspres-
yonundan nasil etkilendigi arastirildi. 1980’den bugtine
kadar yapilan calismalarda , nitrik oksitin kisa omdirli
inorganik serbest radikal bir gaz oldugu ve tim memeli
organlarinda intraselliler ikinci haberci gibi etki goster-
digi, vaskiler hemostazin bir pargasi oldugu, norotrans-
misyon ve antimikrobiyal defansta roltintin oldugu bil-
dirilmistir [23,24]. Farais-Eisner ve ark. [25] ile Stuer ve
ark. [26] Nathan tarafindan salgilanan efektor bir mole-
kil oldugu ve timor gelisimini inhibe edici etkisinin bu-
lundugu bildirilmistir. Ancak son yapilan calismalarda
bunun tam tersini 6ne siiren makaleler de yayilanmis-
tir. Bazi calismalar NO'in solid timorlerin gelisimini ve
progresyonunu arttirdigini gostermistir [27,28]. Xie ve
ark. [29] tarafindan yapilan calismada NO'’in yuksek
diizeylerde bulunmasinin apoptozisi bagslatarak timor
hticrelerinin metastatik potansiyelini yok ettigi gosteril-
mistir. iNOS bazal seviyesindeki dustik veya ara diizey-
deki artis timor gelisimini olumlu etkilemekte neovas-
kilarizasyonu ve angiogenezisi indikleyerek timor kan
akimini arttirmakta ve sonucta vasktler permiabilitede
artisa neden olmaktadir. iNOS diizeyinde yiksek mik-
tarlardaki artis timor gelisimi ve platelet aktivasyonu in-
hibe olmakta bu da sitostatik, sitotoksik ve apoptotik bir
etki yaratmaktadir [30].

iNOS ve eNOS, MCF-7 meme kanseri gibi bir cok
farkli malign insan timor hicrelerinden salinmaktadir
[31]. Dahr ve ark. [32]’nin yaptigi bir calismada yiksek
konsantrasyon NO’in DNA ve proteinler tizerine hasar-
layici bir etkisi olabilecegi soylenmistir. Zeybek ve ark.
[33]’nin yaptigl bir calismada Gemcitabine ve Gemcita-
bine+ vinaralbin uygulanan MCF-7 hiicrelerinde im-
munpozitif eNOS artisi goézlenmistir [33]. Biz de calis-
mamizda MDAH-2774 over timor hicrelerinde iNOS
ve eNOS expresyonunu gozlemledik, calismamizda
Gemcitabine ve parasetamoliin tek tek ve kombinasyon
uygulamalarinda iNOS ve eNOS immunopozitif isaret-
lenmis hticre sayilarinda artis gozlemledik, resveratro-



[tin tek basina uygulanisinda kontrolden farkli olmadigi
gozlenirken, Gemcitabine ile kombinasyonunda giiclu
bir imminoreaktivite gostermesi Gemcitabine’in sito-
toksik etkisine timor hicrelerin verdigi bir yanit olarak
distintlmastir. Gemcitabine solid timorlerde S- fazin-
da etkili ve apoptozisi tetikleyen bir ajandir [33]. Litera-
tirde 1-100 mikroM resveratroliin hematopoetik ve so-
lid organ timor hiicre dizilerinde, sitotoksik ve apopto-
zisi indukleyici 6zellikleri olabilecegine dair yayinlar
bulunmaktadir [12]. Parasetamoliin de gliom hiicre kiil-
tirtinde proliferasyonu engelledigi ve apoptoza neden
oldugu bilinmektedir [18,19].

insan kanserlerinin gelismesinden sorumlu molekii-
ler mekanizmalar konusunda bugln ulastigimiz bilgi
diizeyine ragmen, kanser bilimsel ilgi alaninin 6tesinde,
pek cok insanin hayatini elinden alan korkutucu bir
hastalik olmaya devam etmektedir. Bu yiizden hem gii-
nimizde, hem de gelecekteki arastirmalarin baslica he-
defi, bilgimizin bu hastaliktan korunma ve sagaltim ko-
nusunda pratik gelismelere dontismesi olmalidir. Kanse-
rin molekdler biyolojisini aydinlatmaya yonelik gelis-
meler, kanserden korunma ve tedavi konusunda yeni
yaklasimlarin ortaya ¢ikmasina katkida bulunmaktadir
[34].

Kaynaklar

1. Altunoz MA, Bilir A. Inflamation, nonsteroid and
steroid anti-inflammatory agents and ovarian cancer
In: Bardos PA, ed. Treatment of Ovarian Cancer. New
York: Nova Science Publishers; 2005. p. 97-111.

2. Liotta LA, Steeg PS, Stetler-Stevenson WG. Cancer
metastasis and angiogenesis: an imbalance of positive
and negative regulation. Cell 1991; 64: 327-336.

Tedavi Yoninden Tibbi
Farmakoloji. Ankara: Giines Basimevi; 2000.

3. Kayaalp O. Rasyonel

4. Gemcitabine®, Preparat recetesi ( Lilly).

Ali S, El-Rayes BF, Aranha O, Sarkar FH, Philip PA.
Sequence dependent potentiation of gemcitabine by
flavopiridol in human breast cancer Cells. Breast
Cancer Res Treat 2005; 90: 25-31.

6. Ikizler M, Dernek S, Erkasap N, Kaygisiz Z, Sevin B,
Kural T. The hemodynamic efficacy of resveratrol on

reperfiizyon. Injury in isolated rat hearts. Turk Gogis
Kalp Damar Cerrahisi Dergisi 2003; 11: 91-99.

Cerrahpasa Tip Derg 2009, 40(3): 88-96

10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

Wenzel E, Somoza V. Metabolism and bioavailability
of trans-resveratrol. Mol Nutr Food Res 2005; 4: 49.

Aggarwal BB, Shishir S. Molecular targets of dietary
agents for prevention and therapy of cancer. |
Biochem Pharmacol 2006; 71: 1397-1421.

ignorro JJ, Byrns RE, Wood KS. Biochemical and phar-
macological propeties of endothelium-derived relax-
ing factor and its smilarity to nitric oxide radicals. In:
Vanhoutte PM, ed. Vasodilatation. New York: Raven
Press; 1998. p. 427-436.

Palmer RMJ, Ferrige AG, Moncada S. Nitric oxide
release accounts for the biological activity of
endotelium derived relaxing factors. Nature 1988;

327:524-526.

Vakkala M, Kahlos K, Lakkari E, Paakko P. Inducible
nitric oxide synthase expression, apoptosis, and angio-
genesis in in situ and invasive breast carsinoma. Clin
Canser Res 2000; 6: 2408-2416.

Sahin F, Avcu F, Saydam G, ve ark. Kirmizi Gzim
cekirdegi ekstrakti ve ana bilesenlerinden resveratrol
ve boraks malign hiicre dizileri tizerinde sitotoksik etki
gostermektedir. Turkish Journal of Haematology;
2004; 21 Suppl 3: 53-54. [Abstract]

http://en.wikipedia.org/wiki/Resveratrol

Benitez DA, Pozo-Guisado E, Alvarez-Barrientos A,
Fernandez-Salguero PM, Castellon EA. Mechanisms
involved in resveratrol-induced apoptosis and cell
cycle arrest in prostate cancer-derived cell lines. )
Androl 2006; 7: 333-335.

Riles WL, Erickson ], Nayyar S, Atten MJ, Attar BM,
Holian O. Resveratrol engages selective apoptotic sig-
nals in gastric adenocarcinoma cells. World )
Gastroenterol 2006; 12: 5628-5634.

Turna H., Demir G. Pankreas Kanseri Tedavisine
Medikal Onkolojik Yaklagim. istanbul: i.U. Cerrahpasa
Tip Fakdiltesi Strekli Tip Egitim Etkinlikleri; 2002. s.
231-236.

Zhu GH, Wong BCY, Ching CK, Lai KC, Lam SK.
Differential apoptosis by indomethacin in gastric
epithelial cells Trough the constiyuve expression of
wild-Type p53 and/or Up-regulation of c-myc.
Biochem Pharmacol 1999; 58: 193-200.

Bernardi A, Jacques- Silva MC, Delgada- Canedo A,
Lenz G, Battastini M. Nonsteroidal anti- inflammatory
drugs inhibit the growth of C6 and U138-MG glioma
Cell Lines. Eur J Pharmacol; 2006; 532: 214-222.

95



S. Ayla, G. Oktem, A. Bilir

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

96

Joki T, Carrol RS, Dunn IF, Zhang J, Abe T, Black PM.
Assesment of alteration in gene expression in reccur-
rent malignant glioma after radiotherapy using com-
plemantary deoxyribonucleic acid microarrays.
Neurosurgery 2001; 48: 195-201.

Ozdemirler G, Aykac G, Uysal M, et al. Liver lipid per-
oxidation and glutathione-related defence enzyme
systems in mice treated with paracetamol. ] Appl
Toxicol 1994; 14: 297-299.

Bilir A, Altinoz MA, Atar E, Erkan M, Aydiner A.
Acetaminophen modulations of chemotherapy effica-
cy in MDAH 2774 human endometrioid ovarian can-
cer cells in vitro. Neoplasma 2002; 49: 38-42.

Yip-Schneider TM., Sweeney ], Jung S, Crowell PL,
Marshall MS. Cell cycle effects of nonsteroidal anti-
inflammatory drugs and enhanced growth inhibition in
combination with gemcitabine in pancreatic carcino-
ma cells. ] Pharmacol Exp Ther 2001; 298: 976-985.

Oktem G. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Hattinda
Doksorubisin ve Dositakselin Sitotoksisitesi ve indik-
lenebilir Nitrik Oksit Sentaz FEkspresyonu Uzerine
Etkileri. Uzmanhk Tezi. izmir: Ege U. Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali: 2002.

Nathan C. Nitric oxide as a secretory product of mam-
malian cells. FASEB ] 1992; 6: 3051-3064.

Farais-Eisner R, Sherman MP, Aeberhard E, et al. Nitric
oxide is an important mediator for tumorocidal activi-
ty in vivo. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91: 9407-
9411.

Stuehr DJ, Nathan JF. Nitric oxide: a macrophage
product responsible for cytostasis and respiratory inhi-
bition in tumor target cells. ] Exp Med 1989; 169:
1543-1545.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Thomsen LJ, Lawton FG, Knowles RG. Nitric oxide
synthase activity in human gynecological cancer.
Cancer Res 1994; 54: 1352-1354.

Thomsen LJ, Scott JMJ, Topley P, Knowles RG, Keerie
AJ, Frend AJ. Selective inhibition of inducible nitric
oxide sythase inhibits tumor growth in vivo: studies
with 1400 W, a novel inhibitor. Cancer Res 1997; 57:
3300-3304.

Xie K, Huang S, Dong Z, Gutman M. Direct correla-
tion between expression of endogenous inducible
nitric oxide synthase and regression of M5076 reticu-
lum cell sarcoma hepatic metastases in mice treated
with liposomes containing lipopeptide CGP 31362.
Cancer Res 1995; 55: 3123-3131.

Thomsen LL, Miles DW. Role of nitric oxide in tumor
progression: Lessons from human tumors. Cancer and
Met Rew 1998; 17: 107-118.

Lechner M, Lirk P,Rieder J. Inducible nitric oxide syn-
thase (iNOS) in tumor biology: the two sides of the
same coin. Semin Cancer Biol 2005; 15: 277-89.

Darh A, Brindley JM, Stark C, Citro ML, Keefer LK.
Nitric oxide does not mediate but inhibits transforma-
tion and tumor phenotype. Mol Cancer Ther 2003; 2:
1285-1293.

Zeybek DN, Inan S, Ekerbicer N, Vatansever SH. The
effects of gemcitabine and vinoralbine on inducible
nitric oxide synthase (iNOS) and endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) distribution of MCF-7 breast
cancer cells. Acta Histochem 2009;
doi:10.1016/j.acthis.2009.07.006

Cooper MG, Hausman ER. Hucre - Molekiler

Yaklagim. Cev. ed.: Sakizli M, Atabey N. izmir: izmir
Tip Kitabevi; 2006. s. 664-665.



