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Hemin ile Eritroid Farkhlastirlmis Kronik Miyeloid Losemi K562 Hiicre
Soylarinin Cogalmasinda Beta Adrenerjik Reseptorlerin Rolii

Ogrenci: Yigit Ant UGURDAG

Damisman: Dog. Dr. Hillya CABADAK

Anabilim Dali: Biyofizik

1. OZET

Amag: Bu calismada K562 kronik miyeloid l6semi hiicreleri hemin ile eritroid
farklilasmaya indiiklenerek farklilastirilmistir ve farklilastirilmis insan eritrolosemi
hiicrelerinin  ¢ogalmasinda [B-adrenerjik reseptorlerin  roliinii  belirlemek ig¢in
izoprenalin ve/veya propranolol varliginda hiicre sayim deneyleri yapilmasi
amaglanmistir. Eritroid farklilastirilmis insan eritrolésemi hiicrelerinde Bl ve p2-

adrenerjik reseptor ekspresyon diizeyinin de belirlenmesi amaglanmustir.

Gereg ve Yontem: K562 kronik miyeloid 16semi hiicreleri ¢ogaltildiktan sonra heminle
eritroid farklilagtirilmistir. Farklilasmanin olup olmadigini belirlemek {izere benzidin
boyama ve glikoforin A gen ekspresyonu c¢aligmalari yapilmistir. Hemin ile
farklilagtirllan K562 kronik miyeloid 16semi hiicrelerinde propranololiin hiicre
cogalmasina etkisini belirleyebilmek icin farkli konsantrasyonlarda propranolol
ve/veya izoprenalin ile 24 ve 48 saat muamele edilen hiicreler, BrDU yo6ntemi ile
sayilmistir. Farklilagtirilmis hiicre gruplarindan hazirlanan kesimlerinde Lowry
yontemi ile protein tayini yapildiktan sonra Western emdirimi yontemi ile 1 ve 2
reseptor protein diizeyi belirlenmistir.

Bulgular ve Sonug: Bu ¢alismada, eritroid farklilasmaya indiiklenen K562 kronik
miyeloid 16semi hiicrelerinde B-adrenerjik reseptorlerin hiicre ¢ogalmasindaki rolii
saptanmigtir. B-adrenerjik agonist ve antagonistlerinin farklilagtirilmis hiicre
cogalmasindaki rolii belirlenmistir. Eritroid farklilasmanin olup olmadiginin
gostergesi olan benzidin boyama ile pozitif hiicreler, ayrica glikoforin A gen
ekspresyonu gosterilmistir. Eritroid farklilastirilmis insan eritrolosemi hiicrelerinde
B1-adrenerjik reseptdr ekspresyon diizeyinin B2-adrenerjik reseptorden fazla oldugu
bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: G protein kenetli reseptorler, kanser, izoprenalin, propranolol,
gen ekspresyonu



The role of p-adrenergic receptors on erythroid differentiated chronic myeloid
leukemia cell lines K562 proliferation with hemin

Student: Yigit Ant UGURDAG

Supervisor: Dog. Dr. Hiillya CABADAK

Department: Biophysics

2. SUMMARY

Obijective: In the present study, K562 chronic myleoid leukemia cells induced
erythroid differentiation with hemin. The aim of this study is to do the cell proliferation
assay in the presence of isoprenaline and propranolol to evaluate the role of f1/p2-
adrenergic receptors on proliferation of differentiated cells. Moreover, the expression
level of B1/B2-adrenergic receptors are also aimed to be investigated on human
erythroid differentiated K562 chronic myeloid leukemia cells.

Materials and methods: After the K562 cells are proliferated, these cells are
differentiated with hemin (50 uM). In order to detect if there is a differentiation or not,
benzidine staining and detection of glycophorin A expression investigations are done.
To understand the affect of propranolol on the proliferation of the hemin induced
eritroid differentiated K562 cells, the cells are incubated with the different
concentrations of propranolol and/or isoprenaline for 24 and 48 hours long and counted
with BrDU method. The lysate of differentiated K562 cell groups are prepared. After
the protein levels are detected with Lowry method. The B1, B2 reseptor protein level
is detected by Western blotting.

Results and conclusion: In the present study, we detected that the role of B-adrenergic
receptors in erythroid differentiated cell proliferation. The effects of the nonselective
antagonist and agonist B-adrenergic receptor on the proliferation of human erythroid
differentiated K562 chronic myeloid leukemia cells are detected. Positive cells are
shown with benzidine staining method which displays the erythroid differentiation.
Moreover, the gene expression of glycophorin A is shown. The results showed that the
expression level of B1-adrenergic receptors are higher than the expression level of f2-
adrenergic receptors in human erythroid diffrentiated K562 chronic myeloid leukemia
cells.

Key Words: G protein coupled receptors, cancer, isoprenaline, propranolol, gene

expression



3. GIRIS VE AMAC

G protein kenetli reseptorlerle (GPCR) hiicre biiylimesi, cogalmasi ve
farklilagsmasi gibi siirecler diizenlenmektedir. G protein kenetli reseptdr siiper ailesinin
liyesi olan [-adrenerjik reseptorlerin kanser hiicre ¢ogalmasinda rolii oldugu
gosterilmistir (Alberts ve ark., 2008). Hipertansiyon, iskemik kalp hastaligi ve aritmi
tedavilerinde kullanilan B-adrenerjik reseptor blokeri propranololiin insan pankreas
kanseri hiicre ¢ogalmasinda inhibisyona neden oldugu bildirilmistir. Propranololiin
tedavide yeni hedeflerinin belirlenmesi sayesinde hemanjioma tedavisinde
kullanilmas1 miimkiin olmustur (Léauté-Labréze ve ark., 2008; Sloan ve ark., 2010;
Sanchez-Carpintero ve ark., 2011; Madden ve ark., 2011; Pérez Pifiero ve ark., 2012;
Kim-Fuchs ve ark., 2014; Akbar ve Alorainy, 2014).

Beta adrenerjik reseptor agonist ve antagonistlerinin normal insan eritrolésemi
hiicre ¢ogalmasinda rolii oldugu 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir (Gauwerky ve
Golde, 1980). K562 kronik miyeloid 16semi hiicreleri hemin ile eritroid farklilasmaya
indiiklenerek farklilastirilacak ve farklilastirllmis insan eritroldsemi hiicrelerinin
cogalmasinda B-adrenerjik reseptorlerin roliinii belirlemek i¢in B-adrenerjik reseptor
agonisti (izoprenalin) ve antagonisti (propranolol) varlifinda hiicre sayim deneyleri
yapilmasi amag¢lanmustir. Eritroid farklilastirilmis insan eritrolosemi hiicrelerinde 1

ve f2-adrenerjik reseptor ekspresyon diizeyinin de belirlenmesi amaglanmistir.

Yeni yapilan ¢alismalar, kanser hiicre ¢ogalmasinda birkag reseptoriin bir arada
rolii oldugunu gostermektedir. Alinan sonuglar, B-adrenerjik reseptorlerin eritroid
farklilagtirillmis insan eritrolosemi hiicre c¢ogalmasinda roliiniin olup olmadigi
hakkinda bilgi verecektir. P-adrenerjik reseptorlerin farklilastirilmis eritrolosemi
hiicrelerin ¢cogalmasinda rollerinin belirlenmesi bundan sonra yapilacak sinyal ileti
calismalarma da temel olusturacaktir. Insan eritroldsemi tedavisinde yeni hedeflerin
belirlenmesi; var olan ilaclarin yeni mekanizmalarinin anlasilmasi hem ekonomiye

hem de tedavi siirecine ve literatiire katki saglayacaktir.
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4. GENEL BILGILER

4.1. G Protein Kenetli Reseptorler

G protein kenetli reseptorler (GPCR) hakkinda gectigimiz yarim yiizyilda, ¢ok
cesitli yaymlar yapilmustir. insanlarda bulunan GPCR siiper ailesi yaklasik 800 iiyeden
olusmaktadir (Dohlman, 2015). Memeli genomunda membrani yedi kez kateden
GPCR’ler biiyiik bir protein ailesidir (Freedman ve Weight, 1988; Bjarnadottir ve ark.,
2006). Hiicre yiizey reseptorleri ailesinin {iyesi olan GPCR’lerin hiicresel sinyal

iletiminde 6nemli rolleri vardir (Rask-Andersen ve ark., 2011).

G protein kenetli reseptorler fotonlar, tekli iyonlar, u¢ucu kokular, lipidler,
hormonlar, ndrotransmitterler ve proteazlar da dahil olmak iizere bunlarin araciligr ile
hiicre dis1 sinyalleri iletirler (Neves ve ark., 2002; Milligan ve Kostenis, 2006;
Dohlman, 2015). GPCR’ler gesitli endojen ve ekzojen ligandlar ile ¢oklu fizyolojik
siirecler boyunca uyarilarak diizenlenirler. Bu nedenle GPCR’ler tiim klinik alanlarda
onemli ila¢ hedefleri haline gelmislerdir (Ellis, 2004; Jacoby ve ark., 2006; Insel ve
ark., 2007; Heilker ve ark., 2009; Jafurulla ve Chattopadhyay, 2015). Regete edilerek
satilan ilaglarin dortte biri GPCR hedeflidir ve yine bu ilaglarin yarisi GPCR’lerin
agonist veya antagonistleridir (Thomsen ve ark., 2005; Schlyer ve Horuk, 2006;
Dohlman, 2015).

Ligand GPCR’lere baglanir ve Ga’dan GDP salinimi tetiklenir ve Ga alttipine
GTP baglanir. GTP-bagh Ga (Ga-GTP), GPy’ya kars1 diislik afiniteli olup GPBy’dan
ayrilir. G proteinin bagimsiz bilesenleri Ga-GTP ve GPy efektorleri ile etkileserek
sinyalleri iletir. a-alttipinden GTP, GDP’ye hidrolize olur ve Ga-GDP ile Gy
birleserek inaktive olmaktadir. Agonist GPCR’ye bagli durumda ise bagli olan
GDP’den Ga alttipinin ayrilmasi, siklik reaksiyonu ile tekrardan baslatilmaktadir
(Gilman, 1987; Koelle ve Horvitz, 1996; Oldham ve Hamm, 2008). Bu reseptorler bir
kez aktive olduktan sonra G protein heterotrimerinin alt birimleri -arrestin’ler ve bazi
durumlarda da protein kinazlar gibi aksesuar proteinler ile kenetlenirler. G protein
sinyalini diizenleyici proteinler (Regulator of G-protein signaling) ise GPCR’ye karsi

yonde bir etki ederek G proteinlerinin GTPaz aktivitesini arttirir (Dohlman, 2015).



Cogunlukla GPCR farmakolojisi ile ilgili literatiir ¢alismalar1 goreceli olarak az
sayidaki hormon ve nétransmitter reseptorlerine odaklanmistir. Bunlar arasinda 6ne
¢ikanlar ise adrenalin, histamin, adenozin, asetilkolin, dopamin, serotonin ve opioid
reseptorleri gibi GPCR’lerdir (Dohlman, 2015). GPCR’nin hiicre disina bakan amino
ucu ve hiicre i¢ine bakan karboksil ucu vardir. Ligandin GPCR’ye baglanmasiyla G
proteinleri aktive olur ve sinyal ileti yolaklar1 uyarilir (Sekil 1) (Inanobe ve Kurachi,
2014).
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Sekil 1: G proteini aracili sinyal iletimi.

(Inanobe ve Kurachi, 2014‘den degistirilmistir).

4.1.1. G proteinleri

Biiyiik GTPaz ailesi iiyelerinden olan heterotrimerik G proteinleri bakteri ve
benzeri diigiik yapili organizmalardan memelilere kadar genis bir skalada oldukga iyi
korunmustur. Hiicre ylizeyindeki zara gomiilii olarak bulunan reseptorler ve
efektorlerin birbirine kenetlenmesi ile hiicresel sinyal iletiminde énemli rolleri vardir.
G proteinleri GTP’nin baglandigi ve hidrolize edilerek ayrildig: bir adet a-alttipi ile
bir By-kompleksinden olugsmaktadir (Gilman, 1987; Kiiciikkaya ve Kan, 2007; Oldham
ve Hamm, 2008). Giiniimiize kadar G proteinlerinin 23 farkli a-alttipi, 6 B-alttipi ve
14 y-alttipi oldugu tanimlanmistir. Heterotrimerik G proteinleri a-alttiplerinin birincil
yapilarina gore siniflandirilip, dort aileye ayrilmislardir. inaktif durumda G proteinleri,
GDP’nin bagh oldugu bir a alttipi ile Py alttiplerinin birbirine sikica baglandigi
heterotrimerik bir yapidadir. GPCR aracili G proteini aktivasyonunda GDP ile GTP
yer degistirir, ardindan By alttipleri a-alttipinden ayrilir. GTP bagh a-alttipi ile Py



kompleksinin ikiside 6zgiin efektorleri ile etkileserek sinyal yolaklarini aktive ederler
(Hamm, 1998; Milligan ve Kostenis, 2006; Kiigiikkaya ve Kan, 2007; Subramaniam
ve ark., 2016). Fizyolojik kosullarda Gf ve Gy birbirleriyle etkileserek GBy dimeri
halinde bulunmaktadir. Ga dizi benzerligi, efektdr kenetlenmesi ve toksinlerle ADP
ribozillenme 6zelligine gére gruplanmaktadir (Gas, Gai, Gag ve Gaiz) (Gilman, 1987,
Sprang, 1997; Oldham ve Hamm, 2008).

G protein kenetli reseptorlerin dnemli bir kismi membrana gémiilii olan integral
membran proteinleridir. Membran lipidleri GPCR’lerin fizyolojik yap1 ve
fonksiyonunun diizenlenmesi ile ilgili dnemli katkida bulunurlar (Burger ve ark.,
2000; Pucadyil ve Chattopadhyay, 2006; Paila ve Chattopadhyay, 2010; Oates ve
Watts, 2011; Jafurulla ve Chattopadhyay, 2013; Chattopadhyay, 2014; Jafurulla ve
Chattopadhyay, 2015). G proteinin alttipine gore hiicresel sinyal yanitlar1 degisir ve
farkli G proteinleri ile etkilesirler. G proteinlerini a-alttipine gore siniflandirilmis olup
Gas, Gairn, Goga1 ve Gaizis olmak tizere dort adet alttipi vardir (Neves ve ark. 2002;
Milligan ve Kostenis, 2006). G protein alt tipleri ve etkilestigi sinyal yolaklar1 Sekil
2’de gosterilmektedir.
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Sekil 2: G proteinleri Gas, Gaio, Gagi11 ve Gaazas alttipleri ve efektor
molekiilleri.
(Dorsam ve Gutkind, 2007 ile Chattopadhyay, 2014’den degistirilmistir).



Heterotrimerik G proteinlerin alt tipleri ve etkilestikleri sinyal ileti yolaklar1 Tablo 1
ve Tablo 2’de gosterilmektedir.

Tablo 1: Heterotrimerik G Proteininin Ga ailesi alttipleri ve etkilestikleri sinyal ileti
yolaklari.

Gao ailesi alttipleri Efektorleri
Goais Adenilat siklazi inhibe eder
Goiz Adenilat siklaz1 inhibe eder
Gaoas Adenilat siklaz1 inhibe eder
Go; Adenilat siklazi inhibe eder
Goy PDE’yi aktive eder (Gorsel gomak hiicrelerini)
Gay PDE’yi aktive eder (Gorsel gomak hiicrelerini)
Gogust PDE’yi aktive eder (Gorsel comak hiicrelerini)
Gos Adenilat siklaz1 uyarir
Gololf Adenilat siklazi uyarir (Olfaktori-koklama duyusu)
GosxL Adenilat siklaz1 uyarir
Gayg PLCP’y1 uyanr
Goug PLCP’y1 uyarir
Gaus-16 PLCP’y1 uyarir
Gou Rho guanin niikleotid degisim faktorlerini uyarir

(Malbon, 2005).

Tablo 2: Heterotrimerik G Proteini G ve Gy ailesi alttipleri ve etkilestikleri sinyal
ileti yolaklari.

Gﬁl.s ve G’Y1-12

Adenilat siklazi inhibe eder
Ca*"ve K* kanallarin1 uyarir
P13K aktivitesini uyarir
PLCP’y1 uyarir
GRK2 ve GRKa3 ile etkilesir

(Malbon, 2005).

Heterotrimerik G proteinleri Ga ve Gy inaktif durumda birbirleriyle kenetlidir.
Inaktif durumda Go, GDP’ye bagl durumdadir (Ga-GDP). Aktive olmus GPCR, G
proteini ile etkilesir. Ga’ya GTP baglanir ve Ga, By’dan ayrilir. Boylece inaktif G
proteini aktive olarak, 6zglin sinyal yolaklarin1 aktive eder (Tuteja, 2009). a, B, ve v
olmak fizere ii¢ alttipten olusan G proteinlerinin aktivasyonu sinyal ileti yolaginda
salter gorevi gorlir. Ligandin GPCR’ye baglanmasi sinyal iletim yolaklarinin

aktivasyonunu tetiklemektedir (Sekil 3) (Boularan ve Kehrl, 2014).
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Sekil 3: GPCR’ler aracili heterotrimerik G proteinlerinin aktivasyon ve inaktivasyon

mekanizmasi.
(Tuteja, 2009).

4.2. Adrenerjik Reseptorler

Insan viicudunda yaygin olarak goriilen adrenerjik reseptérler, adrenoseptorler
olarak da adlandirilmaktadir. Bagisiklik sistemindeki ¢esitli hiicrelerin adrenalin ve
noradrenalin gibi endojen ligandlar1, bu reseptorlere baglanirlar (Besedovsky ve ark.,
1979; Lefkowitz ve Caron., 1990; Caron ve Lefkowitz, 1993; Elenkov ve ark,. 1996).
Cesitli hiicrelerde bulunan G protein kenetli reseptor siiper ailesinin {iyesi olan
adrenerjik reseptorler endojen katekolaminlerin hedefidir (McGraw ve Liggett, 2005;
Schuller, 2008).

B-adrenerjik reseptorler GPCR siiper ailesinin bir liyesi olup diiz kas gevsemesi,
kalp kasilmas1 gibi bir¢cok hayati fonksiyonun diizenlemesine katkida bulunurlar. Pek
cok farkli doku ve tiimorlerde de adrenerjik reseptorler bulunmaktadir (Reiter, 2004).
Katekolaminlerle etkilesen GPCR’lerden olan adrenerjik reseptorler ¢ok fazla sayida
hiicre dis1 adrenerjik ilaglarla da aktive olurlar. Adrenerjik reseptorler, GPCR’ler
arasinda en fazla calisilmig reseptorlerdendir (Stiles ve ark., 1984; Dohlman ve ark.,
1991).



Ahlquist 1948°de adrenerjik aktivasyon ve inaktivasyon gibi ¢esitli farmakolojik
Ozellikleri temel alarak alfa (a) ve beta (P) adrenerjik reseptorler olmak {izere
adrenerjik reseptor ailesini iki biiyiik gruba ayirmistir (Ahlquist, 1948; Bylund ve ark.,
1998). Yirmi yil sonra ise Lands ve arkadaslari, Ahlquist’in uyguladigina ¢ok benzer
bir metotla B-adrenerjik reseptorleri B1 ve B2 alttiplerine ayirmislardir (Lands ve ark.,
1967). 1980’lerden sonra ise B3-adrenerjik reseptor olarak bilinen ii¢iincii bir alttip
tanimlanmistir (Wilson ve ark., 1984; Johnson, 1998). Adrenerjik reseptor ailesi alA,
alB, alD, a2A, 02B, a2C, B1, B2 ve B3 olarak adlandirilmistir (Bylund ve ark., 1994;
Bylund ve ark., 1998). Adrenerjik reseptorlerin kesfinin kronolojik tarihgesi ve

medikal olarak klinik uygulamalar1 Sekil 4’de gosterilmistir.
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Alfa ve beta reseptorlerinin kesfi 1975
Waagstein 2001
Kalp yetmezliginde f-blokerlerin ilk klinik testi CAPRICORN testi
1900 2002
Ehtlich 1960 yallar COPERNICUS testi
Reseptirlerin selektif oldugunu Anjina, aritmi, post-MIL HTN icin 1997 2003
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Abel Sir James Black
. S 1982
Adrenalinin izolasyonu Anjina igin f-blokerler BHAT testi
Bristow
HF'de beta reseptor
dovnregulasyonu
1875
Langley
Reseptir teorisini bildirmistir

Sekil 4: B-adrenerjik reseptorlerin tarihgesi ve klinik uygulamalari.
(Wachter ve Gilbert, 2012).

Adrenerjik reseptor ailesi iiyeleri lizerine yapilmis caligmalarda yapisal ve
dagilimsal farkliliklarina ragmen birincil yapilarindaki benzerliklerden 6tiirii, yapisal
proteinler ile birka¢ benzer noktay1 ortak olarak paylastiklar1 belirlenmistir. Tiim bu
reseptor alttipleri yaklagik 400-500 adet amino asit uzunlugunda tek bir polipeptid
zincirinden olusur. Tiim adrenerjik reseptorlerin birincil yapisi yedi katmanli olup,
hidrofobik amino asit bolgeleri igermektedir. Hiicre iizerindeki lipid tabakasina
yerlesik halde bu ¢ok 1yi korunmus hidrofobik katmanlara karsilik olarak gelen yedi
tane alfa helikal transmembran bélgesi tanimlanmistir (Lefkowitz ve ark., 1985;
Lefkowitz ve ark., 1988; Caron ve ark., 1993).



Tiim adrenerjik reseptorler iiger adet hiicre ici ve hiicre dis1 ilmek igerir. Her bir
adrenerjik reseptoriin hiicre disinda bir amino terminal bolgesi ve hiicre i¢ine bakan
bir karboksil ucu vardir. Bu her iki terminal bolgelerin uzunlugu ve dizisi adrenerjik
reseptor alttipine gore degismektedir (Lefkowitz ve ark., 1988; Strosberg, 1993).
Hiicre dis1 ve transmembran bolgeler ligand baglama bolgesini diizenleyip, stabilize

ederler (Lefkowitz ve Caron, 1990; Oberbeck, 2006).

G proteinleri ile iligkili hiicre ic¢i bolgeler ¢ok farkli sinyal kaskadlari ile
kenetlenirler (Lefkowitz ve Caron, 1990; Oberbeck, 2006). ikincil ulak sistemlerin
aktivasyonuyla hiicre i¢i kalsiyum salinimi, iyon kanali/pompa aktivasyonu, kinaz
aktivasyonu, fosforilasyon, gen transkripsiyonu da dahil ¢esitli aktiviteleri vardir
(Hein ve Kobilka, 1995). Yapisal benzerliklerine ragmen her bir adrenerjik reseptoriin
alttipi sadece kendilerine 6zgii ligandlarina degil G proteinleri ve sonraki ikincil ulak
sinyal iletimi sistemlerini de etkilerler. Adrenerjik reseptor alttipleri sadece tek bir G
proteinine ait olmayip birden ¢ok G proteinine, ¢oklu olarak baglanabilir ya da hig
baglanmayabilir. Boylece tiim bu farkli sinyallesme kaskadlarini aktive edebildikleri

son yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Hall ve ark., 1998; Tan ve ark., 2007).
4.2.1. Adrenerjik reseptorlerin simiflandirilmasi ve tanimlanmasi

Adrenerjik reseptorler, alfa (o) ve beta () adrenerjik reseptorler olarak iki biiyiik
kategoride siniflandirilirlar. Bircok farkli alttipler sekilde belirtildigi gibi bu
smiflandirilmaya dahil edilirler (Sekil 5) (Bylund ve ark., 1994; Bylund ve ark., 1998;
Kin ve Sanders, 2006; Tan ve ark., 2007).

Giliniimlize kadar yapilan c¢alismalarda [-adrenerjik reseptorler ¢ alttipe
ayrilmaktadir. Bu alttipler B1, p2 ve B3 olarak adlandirilmistir. Son yapilan
arastirmalarda dordiincii bir alttipten p4 olarak bahsedilmektedir (Kaumann ve
Molenaar, 1997; Bylund ve ark., 1998; Johnson, 1998).
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Sekil 5: Adrenerjik reseptorlerin siniflandirilmasi.
(Bylund ve ark., 1994; Bylund ve ark., 1998; Kin ve Sanders, 2006; Tan ve ark., 2007).

4.2.2. Adrenerjik reseptor genlerinin kromozomal lokalizasyonu

G protein kenetli reseptor ailesi liyesi olan B1-adrenerjik reseptorlerin, adrenalin
ve noradrenalin benzeri katekolaminlerin fizyolojik etkilerine aracilik ettigi ve kalpte
eksprese olduklart bildirilmistir (Yang-Feng ve ark., 1990; Ramu ve ark., 2010).
Sirastyla, B1-adrenerjik ve B2-adrenerjik reseptorleri intronsuz 477 ve 413 amino asitle
kodlanmaktadir. En az bir intron igeren f3-adrenerjik reseptorleri ise 408 amino asitli
proteindir (Granneman ve ark., 1992; Lelias ve ark., 1993; van Spronsen ve ark.,
1993).

Yapilan son c¢aligmalar, insanlarda Pl-adrenerjik reseptor genlerinin 10.
kromozomun uzun kolu iizerinde (10924 - q26) konumunda lokalize oldugunu
gostermektedir (Frielle ve ark., 1987; Yang-Feng ve ark., 1990; Ramu ve ark., 2010).
B2-adrenerjik reseptorlerinin ise 5. kromozomun uzun kolu iizerinde (5q31 - 32)
konumunda ve yaklasik olarak 1,200 baz ¢ifti uzunlugundaki intronsuz bir gen bolgesi
tarafindan kodlandig: belirlenmistir (Lefkowitz ve ark., 1976; Johnson, 1998). 2-
adrenerjik reseptorler yaklasik 46,5 kDaltondur. (Lefkowitz, 1976; Yang-Feng ve ark.,
1990; Strosberg, 1993; Johnson, 1998). B-adrenerjik reseptorlerin kromozomal

lokalizasyonlar1 ve etki mekanizmalar1 Tablo 3’de 6zetlenmistir.
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Tablo 3: Beta adrenerjik reseptorlerin kromozomal lokalizasyonlar1 ve etki

mekanizmalari.

p-adrenerjik reseptoriiniin alt tipi p1 B2 B3

Gen Kromozom No 10 5 8
Intronlarin Varlig Yok Yok Var
Protein Yapisinin Uzunlugu 477 413 408
Glikozilasyon Bolgeleri (N-terminal) 2 2 2
Fosforillenme Bolgeleri PKA, PKA, 0

BARK BARK
Etki Mekanizmalari cAMP artist cAMP artist  ¢cAMP artisi

(Strosberg, 1993).
4.2.3. Adrenerjik reseptorlerin yapisal ozellikleri

Beta 1 adrenerjik reseptorler kalp atis orani ile kasilma giiciinii kontrol eden kalp
dokusunda (Machida ve ark., 1990) ve bobreklerde lokalizedir. Bobreklerde bu
reseptorler renini arttirmaktadir (Rohrer ve ark. 1996). Bl-adrenerjik reseptorleri,
karaciger, akciger ve beyin (André ve ark., 1996) ile gastrointestinal sistemin sfinkter
kisminda (Li ve ark., 2004) da bulunur. Ayrica tiikiiriik bezlerinden amilaz salgisinin
olusumunu da saglarlar (Carls66 ve ark., 1978). Bl-adrenerjik reseptorlerinin
presinaptik aktivasyonu sonucu noradrenalin salinimi yapilir
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPRO00507, Erigim tarihi: 24.04.2016). [2-

adrenerjik reseptorleri, G protein kenetli reseptor ailesinin bir tiyesidir. f2-adrenerjik
reseptorlerinin, zar1 yedi kere kat eden ii¢ hiicre i¢i ve {li¢ hiicre dis1 ilmekleri
bulunmaktadir (Sekil 6) (Strosberg, 1993; Elenkov ve ark., 2000; Johnson, 2006;
Oberbeck, 2006). Amino ucu hiicre disina, karboksil ucu hiicre i¢ine bakar. Kirmizi
ile gosterilen dort amino asit rezidiisii ligand baglanma bolgesidir. Yesil ile belirtilmis
olan amino asit rezidiileri ise G protein kenetlenmesi ile iliskilidir (Sekil 6) (Strosberg,

1993; Elenkov ve ark., 2000; Johnson, 2006; Oberbeck, 2006).
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Sekil 6: f2-adrenerjik reseptor yapisi.
(Johnson, 2006’dan degistirilmistir).

Beta 3 adrenerjik reseptor alttipi araciliiyla kalp kasilmasinin zayiflatabilecegi
ve orta derecede bile olsa kardiyovaskiiler etkide bulunabilecegine dair yeni veriler
bulunmaktadir (Weiser ve ark., 1997; Vendrell ve ark., 1998 ; Tonolo ve ark., 1999;
Gauthier ve ark., 2000; Gauthier ve ark., 2000).

4.3. Adrenerjik Reseptorlerin Fizyolojik Fonksiyonlar: ve Dokularda Dagilimi

Adrenerjik reseptorlerin, adrenalin ve noradrenalin araciligi ile kompleks
biyolojik islevleri vardir. Viicutta yaygin olarak bulunan adrenerjik reseptorler sadece
tek bir doku veya hiicre tipi ile kisitli olmayip bagisiklik sistemi hiicreleri de dahil ¢ok
cesitli hiicre tiplerinde bulunurlar (Caron ve Lefkowitz, 1993; Strosberg, 1993; Bylund
ve ark., 1998; Oberbeck, 2006; Tan ve ark., 2007). Adrenerjik reseptorlerin doku

dagilimlar1 Tablo 4’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4: Adrenerjik reseptorlerin doku dagilimlari.

oz alttipi Fizyolojik Konumu/Doku
Q1A: Diiz Kas, Kan Damarlari
01B: Kalp
01D: Tanimlanmamis
o alttipi Fizyolojik Konumu/Doku
O2A: Trombosit, Beyin, Sinir Dokusu
012B: Tanimlanmamis
0L2C: Dalak
B alttipi Fizyolojik Konumu/Doku
B1: Kalp
B2: Akciger
Ba: Adipoz doku

(Caron ve Lefkowitz, 1993; Strosberg, 1993; Oberbeck, 2006; Tan ve ark., 2007).

Beta adrenerjik reseptor antagonistleri (B-blokerler), B-adrenerjik reseptorlere
selektif olarak baglanarak cesitli organlar iizerine kompetitif ve geri doniisiimlii
antagonizma etkileri bulunmaktadir (José Lopez-Sendon ve ark., 2004) (Tablo 5). Bu
adrenerjik reseptorlerin sempatik tonda ve ¢esitli dokulardaki aktivite yanitlariin
bilgisi ile bunlarin farmakolojik etkileri de agiklanmistir (Tamargo ve Delpon, 1990;
Cruickshank ve Prichard, 1996).

Beta blokerlerin dinlenim halinde kalp atis hiz1 ve kasilmasina fazla bir etkisi
olmazken, egzersiz sirasi veya stres altinda bulunma gibi sempatik sinir sisteminin
aktive oldugu durumlarda kalp atis hizini diistiriicii ve kalp kasilmasini azaltici etkileri

bulunmaktadir (José Lopez-Sendon ve ark., 2004).

Beta blokerlerin, B1 ve B2-adrenerjik reseptorlere kompetetif inhibisyon yapanlari
nonselektif olarak siniflandirilir. Genellikle B1-adrenerjik reseptorii selektif olarak
isimlendirilenler ise B2-adrenerjik reseptorlere gore, B1-adrenerjik reseptore yiiksek
afiniteli olarak siniflandirilirlar (Tablo 6) (Tamargo ve Delpon, 1990; Frishman ve
ark., 1991; Cruickshank ve Prichard, 1996; Frishman, 1998). Ancak selektiflik doza
bagimlidir ve selektiflik azaldig1 ya da ortadan kalktig1 zaman ¢ok daha yiiksek dozlar
kullanilir. Paradoksal olarak zayif agonist yaniti olan intrinsik sempatomimetik

etkinlik (ISA) gosteren bazi B-blokerler, B-adrenerjik reseptorleri hem uyarip hemde
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bloke edebilirler. Birkag B-bloker, al-adrenerjik reseptor blokaji (carvedilol, labetalol)
aracili periferal vazodilator aktivisine sahip f2- adrenerjik reseptor agonizmi veya [3-
adrenerjik reseptoér blokajindan (bucindolol, nebivolol) bagimsiz mekanizmalar
araciligryla gerceklesir. Bunlara ek olarak, B-blokerler lipofilik veya hidrofilik olarak
da siiflandirilabilirler (José Lopez-Sendon ve ark., 2004). B-blokerler arasinda
bulunan 6nemli farmakokinetik farkliliklar Tablo 5’de gosterilmektedir (Tamargo ve
Delpon, 1990; Frishman ve ark., 1991; Cruickshank ve Prichard, 1996; Frishman,
1998). Bl ile P2-adrenerjik reseptorlerin doku dagilimi ve etkileri Tablo 5’de

Ozetlenmistir.

Tablo 5: B1 ve B2-adrenerjik reseptor araciligiyla olusan etkiler.

Doku Reseptorler Etkileri

Kalp /SA Nodu B1, B2 Kalp atig oranini arttirir
Kalp /AV Nodu B1, B2 Kalp atig hizini arttirir
Kalp /Atrial B1, B2 Kalp kasilmasini arttirir
Kalp /Ventrikiiller B1, B2 Kasilma, atis hiz1 ve idioventrikiiler

’ pacemakerlarin artisi
Arterler B2 Vazodilatasyon
Venler B2 Vazodilatasyon
Iskelet kasi Vazodilatasyon, Kalp kasilmas artisi,

B2 Glikojenoliz, K* alim

Karaciger B2 Glikojenoliz ve Glikoneojenez
Pankreas (3 hiicreleri) B2 Insulin ve Glukagon salinimi
Yag hiicreleri B1 Lipoliz
Brons B2 Bronkodilatasyon
Bobrek B1 Renin salmimi
ig:::} I';:?SGS' ve p2 Relaksasyon
Idrar torbasi kasi B2 Relaksasyon
Uterus B2 Relaksasyon
Gastrointestinal B2 Relaksasyon
Sinir uglar B1, B2 Noradrenalin salinimini destekler
Paratiroid bezleri p1, p2 Parathormon salinimi
Tiroid bezleri B2 T4’den T3’e doniigiim

SA: Sino-Atrial; AV: Auriculo-Ventrikiiler
(José Lopez-Sendon ve ark,. 2004).

Ariens ve arkadaglari, sempatik sinirlerden noradrenalin salinmasinda p1-

adrenerjik reseptoriin, adrenal medulladan adrenalin salimiminda ise B2-adrenerjik

reseptoriin etkili oldugunu bildirmislerdir (Ariens ve ark., 1979) (Sekil 7).
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Sempatik Sinir Uyanlmasi —— "> Noradrenalin Beta-1

Reseptorleri
(Kalp ve Adipoz Dokm
[ > Adenilat Siklaz
Beta-2
Reseptorleri

(Bronsial ve Vaskiiler Diiz Kaslar)

Adrenal Medulla Uyarilmasi —— == Adrenalin

Sekil 7: B1 ve B2-adrenerjik reseptor yanitlarinin farklilagmasi.
(Fain ve Garcia-Sainz, 1983).

Katekolaminler ozgiin  reseptorlerine  baglanarak ¢esitli  sinyal ileti
mekanizmalarint GTP baglayan G proteinleri araciligiyla aktive ederek adenilat siklaz
veya fosfolipaz C (PLC) gibi efektorleri diizenlerler (Strosberg, 1993). Adrenalinin
adrenerjik reseptorlere baglanmasi ile G proteinleri araciligtyla adenilat siklaz enzimi
aktive olarak cAMP sentezi gerceklesir. cAMP molekiilleri, protein kinaz A (PKA)’y1
aktive eder. PKA’lar ¢ekirdege girerek transkripsiyonu da etkilerler. Fosforilasyon
reaksiyonlar1 araciligiyla hiicre igerisinde hem uzun hem de kisa siireli yanitlar
verilirken, kaskadin her bir basamagi ise baslangictaki sinyali daha fazla amplifiye
eder (Sekil 8). Fosfodiesteraz enzimi, cCAMP sinyali iletimini sonlandirmaktadir.
Ikincil ulaklarin diger orneklerinden olan diagilgliserol (DAG) ve inositol 1,4,5-
trifosfat (IP3)’1n her ikisi de bir membran proteini olan PLC enziminin aktivasyonu ile
iiretilmektedir. IPs hiicre i¢i depolardan Ca®" salmmmina neden olur. DAG ve Ca?*
birlikte protein kinaz C (PKC) enzimini aktive ederler (Erisim tarihi: 30 Mart 2016,
http://www.nature.com/scitable/topicpage/cell-signaling-14047077).
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Sekil 8: Adrenerjik reseptor aracili sinyal iletimi.
(Erisim tarihi: 30 Mart 2016, http://www.nature.com/scitable/topicpage/cell-
signaling-14047077).

Beta 2 adrenerjik reseptér sinyal yolaginda da cAMP artisi oldugu
belirtilmektedir. Bu sinyal yolagi Gs veya Gi proteinleri araciligi ile gerceklesir. Gs
proteinin a-alttipi adenilat siklaz1 aktive eder ve cAMP regiilasyonu sonucunda PKA
aktive olur. Gi ise By altbirimleri ile diger sinyal yolagi molekiillerinden scaffold
fonksiyonu olan aksesuar molekiilii B-arrestine ihtiya¢ duyar. B-arrestin araciligi ile
MAPK (mitojen aktiveli protein kinaz) yolag: uyarilir (Sekil 9) (Raymond ve ark.,
1990; Johnson, 2006; Kin ve Sanders, 2006; Tan ve ark., 2007).
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Sekil 9: B2-Adrenerjik reseptor sinyal yolaklari.
(Johnson, 2006).

Beta 2 adrenerjik reseptorlerin agonist aktivasyonu i¢in ligandin reseptore
baglanmas1 geleneksel anahtar ve kilit teorisine uyar. Bu teori ile agonistin 2-
adrenerjik reseptorlere baglanmasinin, reseptoriin daha iyi bir konformasyonda
bulunarak Gs ile etkilesmesine sebep oldugu bildirilmistir (Nagatomo ve ark., 2001;
Liggett, 2002; McGraw ve Liggett, 2005). Ligandinin olmadigi durumda ise B2-

adrenerjik reseptorii farkli bir konformasyonda bulunmaktadir (Onaran ve ark., 1993).

Beta 2 adrenerjik reseptorlere ait bazi ¢alismalarda agonistinin yoklugunda bile
reseptor aktif olabilmektedir (Soudijn ve ark., 2005). Aktif ve inaktif durumlar
arasindaki dengede, dinlenim kosullarinda dahi inaktif durum ¢ok daha fazla
baskindir. f2-adrenerjik reseptdr agonistlerinin, reseptdre baglanarak ve reseptoriin
aktif formunu stabilize ederek etkilerini gosterdikleri diisiiniilmektedir. f2-adrenerjik
reseptor agonistleri inaktif formdaki reseptore baglanarak dengenin P2-adrenerjik
reseptorii aktif formuna dogru gitmesini saglar (Johnson, 2001; McGraw ve Liggett,
2005). Teknik olarak B2-adrenerjik reseptor agonistleri ve antagonistlerinin ayni
reseptor icin rekabet etmedikleri diistiniilmektedir. Bunun yerine bu ligandlar, 2-

adrenerjik reseptoriiniin farkli formlarina baglanarak reseptorii degistirip dengeyi

18



kendi lehine ¢evirirler. (Onaran ve ark., 1993; Houslay ve Kolch, 2000; Spreng ve ark.,
2001; Leineweber ve Brodde, 2004;). Ozetle, agonist veya antagonistin reseptdre bagl
olup olmadigr duruma gore konformasyonu degismektedir. B1 ve P2-adrenerjik
reseptorlerin, BxPC-3, MIA PaCa-2, ve Panc-1 hiicre soylarinda eksprese olduklari
belirlenmistir (Weddle ve ark., 2001; Schuller ve Al-Wadei, 2010; Zhang ve ark.,
2010).

PanCa hiicrelerinde B-adrenerjik agonist olan nikotin tiirevli nitrozamin keton
veya katekolaminler -adrenerjik reseptorlere baglanarak cAMP ve PKA yolaklarini
aktive ederek hiicre ¢ogalmasini indiiklemektedir. PKA sinyal yolagi olan CREB
(cAMP yanit baglayict protein), aktivatér protein-1 (AP-1) veya NF-«xB
transkripsiyonu ile hiicre ¢ogalmasini aktive etmektedir (Weddle ve ark., 2001,
Schuller, 2002; Askari ve ark., 2005; McCubrey ve ark., 2007; Schuller ve Al-Wadei,
2010; Zhang ve ark., 2010).

Adrenerjik reseptor alttiplerinin bir ¢ok hiicrede bulunmasi immiinolojik agidan
oldukga onemlidir (Oberbeck, 2006). Ciinkii bu reseptdr alttiplerinin fizyolojik olarak
aktivasyonu hem saglik hem de hastaliklar acisindan da biiylik 6nem tagimaktadir.
Adrenerjik reseptorler kan basinci, solunum yolu reaktivitesi, miyokard kasilma giicii
ve orani gibi fizyolojik aktivite diizenlemelerine katkida bulunurlar (Caron ve
Lefkowitz, 1993; Oberbeck, 2006). Ote yandan p-adrenerjik reseptorler,
vazodilatasyon ve bronkodilatasyon gibi inhibisyon fonksiyonlarin1 da diizenlerler.
Ancak, uyarict ve inhibe edici etkileri her zaman gecgerli degildir. B-adrenerjik
reseptorlerin uyarici roliiniin baglica istisnasi ise kardiyak fonksiyonu diizenlemesidir
(Philipp ve Hein, 2004). Diiz kaslarda B-adrenerjik reseptdr agonistinin, B-adrenerjik
reseptorii uyarmasi diiz kas gevsemesine sebep olmaktadir. Albuterol veya
noradrenalin gibi adrenerjik agonistler B-adrenerjik reseptorlere baglanirlar ve uyarici
Gsproteini ile aktive olurlar. Gs proteini aracilig1 ile adenilat siklaz aktivasyonu ikincil
ulak olan cAMP’nin sentezini artirir (Sekil 10). Bunun sonucunda diiz kas gevsemesi

ve bronkodilasyon meydana gelmektedir (Gardenhire, 2012).
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Sekil 10: Diiz kaslarda beta adrenerjik reseptor aracili sinyal iletisi.
(Gardenhire, 2012).

4.4. Adrenerjik Reseptorlerin Hiicre Cogalmasindaki Rolleri

Daha once yapilan bir calismada bulunan (2-adrenerjik reseptdr agonistinin
farklilasmamig K562 kronik miyeloid 16semi hiicrelerinde hiicre g¢ogalmasini
indiikledigi Gauwerky ve arkadaslan tarafindan gosterilmistir (Gauwerky ve ark.,
1980). 3T3-F44-2A fare fibroblastlar1 B1 ve P2-adrenerjik reseptorleri eksprese
etmektedir. 3T3-F44-2A fare fibroblastlarinin adipositlere farklilasmasinin
indiiklenmesiyle bu hiicreler baskin olarak B3-adrenerjik reseptorlerini eksprese
etmeye baglarken, f2-adrenerjik reseptorlerinin ekspresyonu ise ¢ok azalmistir (Feve

ve ark., 1991).

Glukokortikoid deksametazon uygulanan adiposit benzeri diger 3T3-F44-2A
hiicrelerinde P2-adrenerjik reseptorii ekspresyonunun arttigi, pl1 ve B3-adrenerjik

reseptorlerinin baskilandigi saptanmustir (Feve ve ark., 1992).

Beta 1 adrenerjik ve p2-adrenerjik reseptorlerde PKA tarafindan fosforillenen en
az bir bazen iki tane hedef bolgesinin oldugu belirlenmistir. Bu bolgelerin Arg/Lys-

Arg-X-(X)-Ser/Thr dizileri i3 (hiicre i¢i i¢iincii ilmek) veya karboksil terminal
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domenlerininde G protein baglanma bolgesine yakin olduklari belirtilmistir (Emorine
ve ark., 1989; Strosberg, 1993; Nantel ve ark., 1993).

Agonist tarafindan 1 ve [p2-adrenerjik reseptorlerin uyarilmasinin PKA

fosforilasyonuna neden oldugu ve bu fosforilasyonun reseptoriin mRNA seviyelerini

azalttig bildirilmistir (Bouvier ve ark., 1989; Hadcock ve ark., 1989).

4.5. Kanser ve Beta Adrenerjik Reseptorler

Yaygin kanser tiplerinde, f-adrenerjik sistem ile iligkisi olan sinyal molekiilleri

ve reseptor alttipleri Tablo 6’da 6zetlenmistir (Tang ve ark., 2013).

Tablo 6: Farkli kanser tiplerinde B-adrenerjik reseptorler ve etki mekanizmalari.

P B-AR P .
Tiimor Tipi Alttipi Tiimore EtKisi Blokerler
Propranolol,
- . . ICI1118,551,
Pankreas B1,B2 Cogalma, Migrasyon, Invazyon Metoprolol,
Celecoxib, GABA
Anti-Apoptoz(B,)”, Migrasyon, Propranolol
Meme Bl. B2 Adezyon, Metastaz
Anti-Apoptoz, Tiimor bityiimesi,  Propranolol
Yumurtalik B2 Anjiyogenez, Migrasyon,
Invazyon
Hiicre ¢ogalmasi, Timor Atenolol,
Kolorektal B1, B2 biiylimesi, Migrasyon(B2)?, 1CI1118,551
Metastaz
- Hiicre ¢ogalmasi Atenolol,
Ozefagus B1, g2 IC1118,551
Propranolol,
Mide B1,B2 Hiicre gogalmasi IC1118,551,
Atenolol
Akciger B1, B2 H}mfe ' ¢ogalmasi, Timoér  Propranolol, GABA
biiylimesi
Prostat 82 Anti-Apoptoz, Migrasyon, 1CI1118,551,
Metastaz Propranolol
Nazofarinks B1,B2 Anjiyogenez, Invazyon Propranolol
Melanoma B1,B2 Anjiyogenez, Invazyon Propranolol
Lésemi B1, B2 T.I.III'I.OI' b1.1yum651, Timor Propranolol
biiyiimesi
.. Hiicre ¢ogalmasi 1CI1118,551,
Hemanjiyom B1, g2 Metoprolol
B1, Hiicre cogalmasi Propranolol
Hemanjiyom, endotelyum  B2(B2
baskin)
Anjiyosarkom B1, B2 Hiicre ¢ogalmasi Propranolol

" Tlgili fonksiyonlarn B2-adrenerjik reseptor aracilifiyla yapildigi bildirilmistir. Metoprolol, p1-
adrenerjik reseptor selektif antagonisti; Celeceoxib, siklooksijenaz-2 inhibitorii; GABA ise y-
aminobiitirik asit inhibitorii ndrotransmitteridir.

(Tang ve ark., 2013).
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Beta adrenerjik reseptdor antagonistlerinin  (B-bloker) kardiyovaskiiler
hastaliklardaki yaygin kullaniminin yani sira anksiyete, migren, glokom tedavisinde

de kullanilmaktadir (Lowenthal ve ark., 1984; Reiter, 2004).

Beta adrenerjik reseptor antagonistleri kullanan hastalar iizerinde yapilmis dnceki
calismalarda, kanser riskinin azaldigi gosterilmistir (Algazi ve ark., 2004; Perron ve
ark., 2004). Yeni arastirmalarda da [-adrenerjik reseptorlerin pek c¢ok kanser
hiicresinin gogalmasina etkisinin oldugu gosterilmistir (Masur ve ark., 2001; Zhang ve
ark., 2011).

Ayrica, insan eritrolosemi hiicrelerinde de al-adrenerjik  reseptor
antagonistlerinin hiicre ¢ogalmasini inhibe edici yonde etki gdstererek, apoptozu

uyardiklari ifade edilmistir (Fuchs ve ark., 2009; Jemal ve ark., 2011).

Stres, kronik depresyon ve sosyal destek eksikligi gibi faktorlerin kanser baglangic
ve gelisimi (Antoni ve ark., 2009) {izerine etkisinin -adrenerjik reseptorler ile iliskisi
oldugu pek ¢ok klinik galismada da gosterilmistir (Antoni ve ark., 2006; Thaker ve
ark., 2006).

Beta adrenerjik reseptorler deney hayvanlarinin meme tiimérlerinde (Marchetti ve
ark., 1989; Marchetti ve Labrie, 1990; Marchetti ve ark., 1991) ve normal meme
bezinde karakterize olmaktadir (Clegg ve Mullaney, 1985; Lavandero ve ark., 1985).
Insan meme kanseri MDA-MB-231, MCF-7, VHB-1, T47-D ve BT-20 hiicre
soylarinda p-adrenerjik reseptorler tanimlanmistir. MDA-MB-231 insan meme kanseri
hiicrelerinde ~ f-adrenerjik  reseptér  agonistlerinin  B-adrenerjik  reseptor
ekspresyonlarinda artisa neden oldugu ve bu reseptorlerin uyarilmasi ile DNA
sentezini azaltarak hiicre ¢ogalmasini inhibe ettikleri belirlenmistir (Slotkin ve ark.,
2000). Ostrojene duyarli (MCF-7, ZR-75-1, MDAMB-361) ve 6strojene duyarsiz
(MDA-MB-453, MDAMB-435, MDA-MB-468) insan meme kanseri hiicre soylarinin

¢ogalmasini B-adrenerjik reseptor antagonistleri inhibe etmistir (Cakir ve ark., 2002).

Bir agonist bazen cAMP diizeyinde az etki gosterirken, transkripsiyon diizeyinde
ise ¢ok etki gostermistir (Baker ve ark., 2003). Dimetilbenzantrasen (DMBA) ile

indiiklenmis tiimorlerde B-adrenerjik reseptor miktari ile timor gelisimi arasinda iliski
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bulunmustur. Timoriin cerrahi olarak ¢ikarilmasi ile gerilemesi arasinda da

korelasyon saptanmustir (Marchetti ve ark., 1989; Marchetti ve ark., 1991).

Noradrenalin, invazyon ve migrasyonda dahil olmak iizere tiimor metastazinin
onemli agsamalarinda 6ne ¢ikmaktadir. Deneysel in vitro modellerde adrenalin ile
kolon kanseri hiicre migrasyonu artarken, 3-blokerler bu etkiyi inhibe etmektedirler
(Masur ve ark., 2001; Antoni ve ark., 2006). Adrenalin ve noradrenalinin her ikiside
matriks metalloproteinaz 2 (MMP2) ve matriks metalloproteinaz 9 (MMP9)
seviyelerini arttirarak in vitro yumurtalik kanseri hiicrelerinin invazyonunu
arttirmaktadirlar (Sood ve ark., 2006; Antoni ve ark., 2006). Meme ve yumurtalik
kanserlerinde tanimlanan f-adrenerjik reseptorlerin ¢ogu katekolaminlerin etkilerine
aracilik etmektedirler (Sood ve ark., 2006; Badino ve ark., 1996; Antoni ve ark., 2006).

Meme ve yumurtalik kanseri tizerine yapilan bu iki ¢alismada da B2-adrenerjik
reseptorlerin baskin adrenerjik reseptor oldugu gosterilmistir (Badino ve ark., 1996;
Antoni ve ark., 2006; Sood ve ark., 2006).

Hiicre disindan hiicre i¢ine bilginin iletilmesinde G protein kenetli reseptorlerden
olan B-adrenerjik reseptorlerin adenilat siklazin aktivasyonu ve ikincil ulak cAMP’nin

artiginda rolii bulunmaktadir (McDonald ve Lefkowitz, 2001; Antoni ve ark., 2006).

Memeli tiimoérlerinde, tiimor biiylimesinin  hizlanmas1 ile p-adrenerjik
reseptorlerin  aktivasyonu arasinda iliski bulunmustur (Badino ve ark., 1996;
Vandewalle ve ark., 1990; Marchetti ve ark., 1991; Antoni ve ark., 2006). Disaridan
gelen uyarilara yanit olarak; stres hormonlari da dahil ¢oklu sinyal iletimi yolaklartyla,
onemli bir transkripsiyon faktorii olan CREB proteini aktive olmaktadir (Abramovitch
ve ark., 2004; Lang ve ark., 2004; Antoni ve ark., 2006). Viral onkogenlerin
ekspresyonunun yani sira (Enserink ve ark., 2004; Antoni ve ark., 2006), CREB ailesi
proteinlerininde tiimor hiicresi ¢ogalmasi, migrasyonu, anjiyogenezi ve apoptoz
inhibisyonu {izerine rolii oldugu birka¢ c¢alisma ile gosterilmistir (Jean ve Bar-Eli,
2000; Abramovitch ve ark., 2004; Lang ve ark., 2004; Antoni ve ark., 2006).

Ornegin akciger karsinoma hiicrelerinde kortizol, P-adrenerjik reseptdr
yogunlugunda artisa ve izoprenalin ile de cAMP artigina neden olur (Nakane ve ark.,
1990; Antoni ve ark., 2006).
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Kronik stres ile indiiklenen B-adrenerjik sinyal iletimi aktivasyonu etkisi, B-blokaj
ile tersine cevrilmektedir. Boylece, kronik stresin pankreas kanseri progresyonu
lizerine yaptig1 etki de geri ¢evrilmis olacaktir. Noral B-adrenerjik sinyal iletimi ile
diizenlenen pankreas kanseri progresyonu i¢in 3-bloker ilaglari ile B-blokaj miidahalesi
pankreas kanserini tedavi etme yeni ve etkili bir strateji olarak géziikmektedir (Kim-

Fuchs ve ark., 2014).

Birlesik devletlerde her yil yaklasik 40,000 kadar 6liim vakasi ile pankreas
kanseri, kanserle iliskili 6liimlerde dordiincii siray1 almaktadir (Siegel ve ark., 2012;
Kim-Fuchs ve ark., 2014). Vakalardaki toplam yasam siiresi %5’ten daha az
oldugundan, mevcut klinik ¢iktilar1 iyilestirmek i¢in efektif yeni stratejilere ihtiyac
duyulmaktadir. Pankreas kanseri hastalarinin primer tiimoriiniin cerrahi olarak
¢ikarilmasina bagl olarak hastalarin 5 y1llik yasam stirelerinin %20-30 oraninda arttig1
bildirilmistir (Gaedcke ve ark., 2010; Kim-Fuchs ve ark., 2014). Ancak cerrahi
miidahale ile tiimorden arindirilan bolgeler olsa bile tekrar niikksetme oraninin artmasi
ile timor sinirlart genisler ve sonunda ¢ogu hasta bu lokal tiimor niiksetmesi veya
metastazik hastaliklar sonucu hayatini kaybetmektedir (Hishinuma ve ark., 2006; Han
ve ark., 2006; Kleeff ve ark., 2007; Kim-Fuchs ve ark., 2014).

Kronik stres sirasinda hiicre davranislarini diizenlemek iizere sempatik sinir
sisteminin aktive olmasi ve katekolaminerjik norotransmitterlerin salgilanmasiyla
adrenerjik reseptorler etkilenmektedir. B-adrenerjik reseptorler pankreas timor
hiicrelerinde bulunurlar ve in vitro g¢alismalarla timor hiicresi davraniginin -
adrenerjik sinyal iletimine kars1 duyarlilig1 bildirilmistir (Guo ve ark., 2009; Zhang ve
ark., 2010; Schuller ve Al-Wadei, 2010; Kim-Fuchs ve ark., 2014). Kronik stresin -
adrenerjik sinyal iletim yolaklar1 araciliiyla pankreas timdr biliylimesi ve
invazyonunu arttirdig1 bildirilmistir (Takahashi ve ark., 1995; Sperti ve ark., 1997;
Hishinuma ve ark., 2006; Kim-Fuchs ve ark., 2014).
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Propranolol, B-adrenerjik sinyal iletiminde farmakolojik blokaj yaparak timor
hiicrelerinin pankreasin yakinina invazyonunu durdurur. B-blokerlerin kemoterapi
stratejilerinin tamamlayicis1 olarak pankreas tiimor biiylimesi ve invazyonunu
engelleyip, pankreas kanseri hastalarinin yasam siirelerini arttirabilecegi bildirilmistir
(Sloan ve ark., 2010; Madden ve ark., 2011; Pérez Pifiero ve ark., 2012; Kim-Fuchs ve
ark., 2014). p-adrenerjik blokaj ile invazif genlerin ekspresyonu ve pankreas kanseri
hiicrelerinin dagilimi engellemektedir (Al-Wadei ve ark., 2009; Schuller ve ark., 2011,
Lin ve ark., 2012; Kim-Fuchs ve ark., 2014).

Kronik stres ile transgenik deney model sistemlerinde spontan pankreas kanseri
gelisimi saglanarak, pankreas kanserinin baslangicinin B-adrenerjik sistem tarafindan
diizenlendigi bildirilmistir (Herreros-Villanueva ve ark., 2012; Kim-Fuchs ve ark.,
2014).

Hastalarda kronik stresi yonetebilme konusunun, primer timor biliylimesi ve
pankreasin ¢evresini saran tlimoriin lokal invazyonuna etkisi oldugundan hastanin
yasam siiresi ile dogrudan iliskilidir. Uziintii gibi olumsuzluk igeren duygu
durumlarinin yiiksek diizeyde goriilmesi (Zabora ve ark., 2001; Carlson ve ark., 2004)
ile pankreas kanserinin teshisi arasinda ¢ok yakin bir iliski bulunmaktadir (Kim-Fuchs
ve ark., 2014).

Bu stres ve liziintii durumu ile ileride ortaya ¢ikabilecek kanser riskini azaltmak
icin B-bloker tedavisi tek segenek olarak goziikmektedir (Lindgren ve ark., 2013; Kim-
Fuchs ve ark., 2014).

Stres yanit1 yolaklara karsi; yasam kalitesinde artis ve -bloker tedavisi ile
kanser progresyonu etkilenebilecektir (Kim-Fuchs ve ark., 2014). Meme kanseri ve
progresyonu ile iliskili olan hiicre dis1 matriks invazyonu, inflamasyon, kemotaktik
sitokinlerin ekspresyonu, anjiyogenez ve tiimdr bagisiklik yanitlar: gibi ¢oklu hiicresel
stireglerin B-adrenerjik reseptor sinyal iletimini inhibe ettigi preklinik ¢alismalarda

gosterilmistir (Barron, 2012).
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Farmakoepidemiyolojik ¢alismalarda, B-blokerlere maruz kalma ile meme kanseri
progresyonu arasinda da iligski bildirilmistir. Bu sonuglardan dolay1 B-adrenerjik
reseptor yolagi da meme kanserinin hedeflerindendir (Barron, 2012). Kronik stres ve
depresyon gibi psikososyal faktorlerin kanser baglangici ve progresyonu ile iligkisi
oldugu epidemiyolojik ve klinik ¢aligmalarla gosterilmistir (Spiegel ve ark., 2007;
Chida ve ark., 2008; Barron, 2012).

Epidemiyolojik ¢alismalarda stresli durumlar ile kanser prognozu arasinda yakin
bir iliski bulunmasina ragmen stresin kanser baslamasina sebep oldugu ile iliskili

gorece az veri bulunmaktadir (Antoni ve ark., 2006; Chida ve ark., 2008).

Stresin olmadig1r durumlarda B-adrenerjik agonistlerin in vivo olarak timor
progresyonu ve metastazini arttirdigi goriilmiistiir (Thaker ve ark., 2006; Palm ve ark.,
2006; Sloan ve ark., 2010; Kulik ve ark., 2011).

4.6. Beta Adrenerjik Agonist ve Antagonistler

Kalp fonksiyonlarint modiile eden [B-bloker ilaglar (antagonistler ve invers
agonistler) Bl ve P2-adrenerjik reseptor sinyal iletimini engellemektedirler. B2-
adrenerjik reseptorleri araciligiyla akcigerde bronsial konstriksiyona sebep
oldugundan, yan etkileri daha az olan selektif B1-adrenerjik reseptor antagonistleri

tercih edilmektedir (Black, 1989; Warne ve ark., 2008).

Beta 3 adrenerjik reseptorleri, 1 ve p2-adrenerjik reseptorlerinin aksine adipoz
dokuda bulunmaktadirlar. Adrenalin ile uyarilan bu adipoz metabolizmasi, obezite

tedavisi i¢in potansiyel bir hedeftir (Cherezov ve ark., 2007; Warne ve ark., 2008).

Farkli B-adrenerjik reseptor alttiplerine karsi farkli afinitesi olan ilaglarin
bulunmasiyla ¢ok daha az yan etkili ve farkli B-adrenerjik reseptor alttiplerine karsi

selektif B-blokerler gelistirilebilecektir (Baker, 2005; Warne ve ark., 2008).

Ligand baglayici cebin yapisi ile f2-adrenerjik reseptoriin yapist tanimlanmis olup
carazolol antagonisti bu yapilarin her ikisine de yiiksek afinite gostermektedir.
Ornegin, B1 ve B2-adrenerjik reseptorlerinin ligand baglayan cebini dogrudan saran

rezidiilerinin goriiniimleri benzer olup, yine her iki reseptoriin transmembran bolgeleri

%67 oraninda benzerdir (Baker, 2005; Warne ve ark., 2008).
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CGP 20712A gibi biiyiik antagonistler, p2-adrenerjik reseptorlere gore B1-
adrenerjik reseptorlerine 500 kez daha giiclii baglamalarina ragmen; ICI 118551, B1-
adrenerjik reseptorlerine gore, f2-adrenerjik reseptorlerde 550 kat 6zgiinliik gosterir
(Baker, 2005; Warne ve ark., 2008).

Sadece Pl ve P2-adrenerjik reseptdrlerine 6zgiin agonistler de bulunmaktadir
(Sugimoto ve ark., 2002). Alttipe ait olan 6zgiinliiglin anlasilmas1 i¢in 6nce BI1-
adrenerjik reseptorlerinin yapist ¢alisilmistir (Baker, 2005; Warne ve ark., 2008).
Carazolol ile siyanopindololun yapilar1 birbirine benzerdir ve her iki ligand tiim (-
adrenerjik reseptorlere ¢ok yiiksek afinitelidir (Strader ve ark., 1989; Sato ve ark.,

1999; Liapakis ve ark., 2000; Rosenbaum ve ark., 2007; Warne ve ark., 2008).
Beta adrenerjik reseptor agonist ve antagonistleri Tablo 7°de 6zetlenmistir.

Tablo 7: B-adrenerjik reseptor agonist ve antagonistleri.

B-AR Alttipi B1-AR B2-AR B3-AR
Izoprenalin > Bucindolol, Clenbuterol, Epinefrin > Izoprenalin >
Farmakolojik Potent Agonist Noradrenalin Izoprenalin Noradrenalin,
Bucindolol
Selektif Agonist Xamoterol Procaterol CL316,243
Selektif Antagonist CGPP20712A ICI 118551 Bupranolol”

Acetabulol, Betaxolol,
Bisoprolol, Celiprolol,

Selektif Antagonistler Esmolol, Metoprolol,

Nevibolol

Carteolol, Nadolol, Carteolol, Nadolol,
Nonselektif Antagonistler Penbutolol, Pindolol, Penbutolol, Pindolol,

Propranolol, Sotalol, Propranolol, Sotalol,

Timolol Timolol

“Bupranolol: B3-adrenerjik reseptor icin tammlanmus en iyi antagonisttir fakat B3-adrenerjik reseptor
icin selektif degildir.
(Strosberg, 1993; José Lopez-Sendon ve ark., 2004’ den degistirilmistir).

Beta adrenerjik reseptor antagonistleri olan B-blokerler hipertansiyon, anjina
pektoris ve kalp ritim bozuklugu tedavisinde yaygin olarak kullanimimin yaninda
migrenin Onleyici tedavisinde, titremenin Onlenmesi, anksiyete tedavisinde ve
hipertiroidizmin yan etkilerinin engellenmesinde de kullanilmaktadirlar Siroz
hastalarindaki portal hipertansiyonun tedavisi iginde yine nonspesifik B-blokerler
onerilmektedir. B-blokerler, B-adrenerjik reseptor bolgelerine f-adrenerjik agonistleri
ile (adrenalin ve noradrenalin) kompetetif ~ olarak baglanirlar
(http://livertox.nih.gov/Beta-Adrenergic_Blocking_Agents.htm, Erisim tarihi: 15
Mart 2016).
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Beta blokerler kalp kasindaki Bl-adrenerjik reseptorlerini bloke etmesine veya
brons ile diiz kaslardaki f2-adrenerjik reseptorlerde bulunmalarina gore selektif ya da
nonselektif olarak smiflandirilmaktadirlar Siroz ve portal hipertansiyonu olan
hastalarda varis kanamasinin tekrarlamasini Onleyici tedavi olarak nonselektif B-
blokerler tercih edilirken, kalp hastaliklarinda selektif 31-blokerleri tercih edilir. Tablo
8 ve 9°da Birlesik Devletler’de kullanim onay1 alan ve genel ticari marka isimleri ile
yillart  birlikte  selektif ~ ve  nonselektif  p-blokerleri  gosterilmistir
(http://livertox.nih.gov/Beta-Adrenergic_Blocking_Agents.htm, Erisim tarihi: 15
Mart 2016).

Tablo 8: Nonselektif B1-blokerler.

Propranolol (Inderal, 1967)

Nadolol (CorGard, 1979)

Pindolol (Visken, 1982)

Labetalol (Normodyne, Trandate, 1984)

Penbutolol (Levatol, 1987)

Sotalol (Betapace, 1992)

Carvedilol (Coreg, 1995)

Timolol (Biocarden, 1995)
(http://livertox.nih.gov/Beta-Adrenergic_Blocking_Agents.htm, Erisim tarihi: 15
Mart 2016).

Tablo 9: Selektif f1-blokerler.

Metoprolol (Lopressor, Toprol, 1978)

Atenolol (Temormin, 1981

Acebutolol (Sectral, 1984)

Betaxolol (Kerlone, 1985)

Esmolol (Brevibloc, 1986)

Bisoprolol (Zebeta, 1992)

Nebivolol (Bystolic, 2008)
(http://livertox.nih.gov/Beta-Adrenergic_Blocking_Agents.htm, Erisim tarihi: 15
Mart 2016).

Beta blokerler tedaviye verilen yanit bakimindan tipta en sik kullanilan ilaglardir.

Bradikardi, yorgunluk, bas donmesi, depresyon, hafiza kaybi, uykusuzluk, impotens,
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kollarda iistime ve siddetli hipotansiyon, kalp yetmezligi ile akut bronkospazm ise

daha nadir olarak goriilen B-adrenerjik blokajin etkileridir.

Serumda asgari oranda aminotransferaz artist ve klinik olarak nadir olsa da
karaciger hasar1 P-blokerler ile iliskilidir. Bazi vakalarda karacigerdeki
hepatotoksisitesinin B-bloker kaynakli olabilecegi ve hasar baslangi¢ karakteristiginin
ise 2 ile 24 hafta arasinda serum enzimininin hepatoseliiler yiikselisi seklinde stirdiigii
belirlenmistir. Oliimciil vakalar bildirilmis olmasina ragmen, ¢cogu genellikle hafif ve
kendi kendini kisitlayan vakalardir (http://livertox.nih.gov/Beta-
Adrenergic_Blocking_Agents.htm, Erisim tarihi: 15 Mart 2016).

Yaygin olarak kullanilan B-adrenerjik reseptor antagonistlerinin (B-bloker) ISA,
lipit ¢oziinebilirligi, periferal vazodilatasyon ve intravendz (IV) uygulamasi ve

ortalama giinliik oral dozajina iligkin siniflandirilmasinin 6zeti Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10: Yaygin kullanimi olan B-adrenerjik reseptor antagonistlerinin (-bloker)

siiflandirilmasi.

B-bloker ISA Lipit Periferal i.v. Ortalama Giinliik Oral Doz
coziinebilirligi  Vazodilatasyon

Non selektif (B1 + B2) adrenerjik antagonistleri

Carteolol + Diisiik 2,5-20 mg giinde bir-iki kez
Nadolol 0 Diisiik 40-320 mg giinde bir kez
Penbutolol + Orta 20-80 mg giinde bir-iki kez
Pindolol ++ Yiiksek 10-40 mg giinde iki kez
Propranolol 0 Yiiksek + 40-180 mg giinde iki kez
Sotalol 0 Diisiik + 5-40 mg giinde iki kez
Timolol 0 Yiiksek
Selektif p1-adrenerjik antagonistleri
Acebutolol + Orta 200-800 mg giinde bir-iki kez
Betaxolol 0 Diisiik + 5-20 mg giinde bir kez
Bisoprolol 0 Orta 2,5-10 mg giinde bir kez
Celiprolol + Orta + 200-600 mg giinde bir kez
Esmolol 0 Diisiik + Sadece i.v
Metoprololol 0 Yiiksek + 50-100 mg giinde bir-iki kez
Nevibolol 0 +

ol- ve p—adrenerjik antagonistleri
Bucindolol + Orta + 25-100 mg giinde iki kez
Carvedilol 0 Orta + 3,125-50 mg giinde iki kez

Labetalol + Diisiik + 200-800 mg giinde iki kez

(José Lopez-Sendon ve ark,. 2004).
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4.6.1. Izoprenalin

Yapisal olarak adrenalin ile iligkili sempatomimetik bir amin olan fakat sadece 3-
adrenerjik reseptorleri ile etkilesen izoprenalin; 3,4-dihidroksi-o-[(isopropilamino)
metil] bir benzil alkol hidroklorittir. [zoprenalinin molekiiler formiilii ise C11H17NO3 ¢

HCI ve molekiiler agirhigi 247,72 olup, yapisal formiilii Sekil 11°de gosterilmistir.

HO— [|IH ——CHz —— NHCH(CHz); = HCI

OH
HO

Sekil 11: izoprenalinin formiilasyonu.

(http://www.rxlist.com/isuprel-drug/clinical-pharmacology.htm, Erisim tarihi: 24
Subat 2016).

Hayvanlarda izoprenalinin akut toksisitesi, adrenalinden daha azdir. Insan veya
hayvanlardaki asir1 dozlar1 kan basincini diisiirebilir ve yiiksek dozlarda hayvanlara
tekrar verilmesi ise kardiyak genislemeye, fokal miyokarditeye neden olabilir. Kazara
yiiksek doz verildigi takdirde temel olarak tasikardi veya diger ritim bozukluklari,
carpintilar, anjina, hipotansiyon veya hipertansiyon etkileri belirtilmis olup, hastanin
durumu stabil olana kadar izoprenalin enjeksiyonunun durdurulmasi veya azaltilarak

uygulanmasimna devam edilir  (http://www.rxlist.com/isuprel-drug/overdosage-

contraindications.htm, Erisim tarihi: 24 Subat 2016).

Izoprenalin, alfa adrenerjik reseptdrlerine ¢ok diisiik afiniteli selektif olmayan bir
beta adrenerjik agonisttir. insanlarda birincil olarak iskelet kas1 olmak iizere, renal ve
mezenterik vaskiiler yataklarda (akciger kan damarlar1) dahi izoprenalinin intravendz
inflizyonu periferal vaskiiler dirence sebep olur. Diastolik basinci digiiriir ve
normotensif bireylerde renal kan akisi azalmaktadir fakat sok da belirgin olarak
artmaktadir. Sistolik kan basinct degismeden kalirken yada ylikselmesine ragmen
arteryel kan basinci ise siklikla diismektedir. ilacin pozitif inotropik ve kronotropik

etkilerinin periferal vaskiiler direnci azaltmas: ile kars1 karsiya gelindiginden dolay1
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kardiyak ciktilar da artmaktadir. Kalp ¢arpintisi, siniis tasikardisi ve pek ¢ok ciddi ritim
bozuklugu gibi kardiyak etkilerin arasinda hayvanlarda da yiiksek doz izoprenalin
miyokardiyal nekroza sebep olabilmektedir. Izoprenalin, neredeyse kasili durumdaki
tim diiz kas cesitlerini gevsetebilir. Ancak bu durum genellikle brongial ve
gastroinstestinal diiz kaslar i¢in daha fazladir. Izoprenalin, insanlarda adrenalinden
daha az hiperglisemiye sebep olur. Serbest yag asitlerinin uyarilip salinmasi ve enerji
{iretimi bakimindan izoprenalin ve adrenalinin her ikisi de denktir. Izoprenalin,
katekol-0-metil transferaz (COMT) enzimi tarafindan karaciger ve diger dokularda
metabolize edilir  (http://www.rxlist.com/isuprel-drug/clinical-pharmacology.htm,
Erisim tarihi: 24 Subat 2016).

Izoprenalin, B-adrenerjik reseptorleri ile etkileserek, adenilat siklaz1 aktive eder
ve cAMP seviyesinde artisa sebep olarak, PKA’y1 aktive eder (Tseng, 1988; Davey,
2001; Shen ve ark., 2004; Diaz ve ark., 2004; Pak ve ark., 2004; Goldhaber ve ark,.
2005; Brembilla-Perrot ve ark., 2005; Shen, 2006; Sato ve ark., 2006; Weiss ve ark.,
2006; Tusscher ve ark., 2006; Keldermann ve ark., 2008; Lu ve ark., 2011; Takano ve
ark., 2012).

4.6.2. Propranolol

Propranolol  hidroklorit ~ kimyasal  olarak  1-[(1-metiletil)amino]-3-(1-
naftalenoksi)-, hidroklorit,(+) olarak tanimlanmis sentetik bir B-adrenerjik reseptdr

blokeridir. Molekiiler ve yapisal formiilii Sekil 12°de gosterilmistir.

OH
QCH, CHCH,NHCH (CHa),

©© - HC|

CisHa™N 0z « HCI

Sekil 12: Propranololiin formiilasyonu.

Propranolol, 295,80 molekiiler agirliga sahip kararli, beyaz ve sert kristallin

yapida bulunmaktadir ve etanolde ¢oziinebilmektedir (http://www.rxlist.com/inderal-

drug.htm, Erisim tarihi: 29 Subat 2016).
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Propranolol ilaci, hipertansiyonu kontrol etmek i¢in kullanilan [B-adrenerjik
reseptor blokeridir. Yan etkileri olarak mide bulantisi, kusma, ishal, kabizlik, mide
kramplari, dokiintii, yorgunluk, bas donmesi, uyku problemleri veya olagan disi
riiyalar, goriis degisimleri ile impotens benzeri rahatsizliklar goriilebilir. Bir¢ok farkli
ilag ile etkilesen propranololiin diger kalp ilaglart ile beraber kullanim
kardiyomiyopati, konjestiv kalp yetmezIligi veya kalp krizine neden olabilmektedir.
Propranololiin yavas ve diizensiz kalp atis1, hipotansiyon, gogiis agrisi, nefes darligi,
kanama, el ve ayaklarda sisme, bronkospazm ve glokom gibi siddetli yan etkileri de
bulunabilir. Propranolol kullanan yeni dogan bebek annelerinin dogum sirasinda
bradikardi, hipoglisemi veya solunum depresyonuna girebildigi de gorilmiistiir
(http://www.rxlist.com/inderal-side-effects-drug-center.htm, Erisim tarihi: 29 Subat
2016).

Kalbin aksiyon potansiyelini etkileyen, kinidin veya anestezik benzeri zar
etkilesimi gosteren propranololiin B-blokaji i¢in yiliksek dozlar1 gerekmektedir. p2-
adrenerjik reseptor yolaklar1 araciliiyla propranololiin tedavi edici etkilerinin fazla
oldugu bildirilmistir (Tang ve ark., 2013; Melhem-Bertrandt ve ark., 2011).

Nonselektif B-adrenerjik reseptoér antagonisti propranolol, tiimor biiylimesinde
kronik stresin negatif etkilerini tamamen bozmaktadir (Sood ve ark., 2010; Tang ve
ark., 2013). Melhem-Bertrandt ve arkadaslari tiim meme kanseri ve ti¢clii meme kanseri
(6strojen reseptorii-negatif/progesterone reseptorii-negatif/insan epidermal biiylime
faktorii-negatif) hastalarinin yasam siirelerini  B-blokerlerin arttirdigini  tespit
etmiglerdir (Melhem-Bertrandt ve ark., 2011; De Giorgi ve ark., 2011; Lemeshow ve
ark., 2011; Tang ve ark., 2013). ki farkli grupla yapilan ¢alismada B-blokerlerin
melanoma hastalarinin yagsam stirelerini arttirdigi ve kalin melanoma gelisim riskini

azalttig1 gosterilmistir (De Giorgi ve arl., 2011; Lemeshow ve ark., 2011).

Sir James Black 1964 yilinda Kkarsinojenik etkisi olmayan ilk [-bloker
propranololiin tanitimin1 ve ilk klinik kullanimmi anjina pektoris tedavisinde
denemistir (Bundan dolay1 1988 yilinda Nobel Odiilii alan Dr. Black, 2000 yilinda da
Ingiltere Kralige’si tarafindan sdvalye ilan edilmistir) (Akbar ve Alsharidah, 2014).
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Beta blokerlerin tiim kanserler iizerine baskilayici etkisi oldugu gosterilmistir
(Perez-Sayans ve ark., 2010). B-adrenerjik sinyal yolaklarinin hiicre gogalmasi,
farklilagmasi ile hiicre gociinde ¢ok Onemli rolleri saptanmistir (Herlenius ve
Lagercrantz, 2001; Kim ve ark., 2008). Nikotinik asetilkolin reseptdrleri (¢7nAChR)
ile adrenalin ve noradrenalinin her ikisininde sentez ve salimimlar1 diizenlenir
(Schuller, 2009). Adrenalin, hiicre i¢i cAMP artis1 araciligiyla in vitro akciger
adenokarsinom hiicrelerinin ¢ogalmasini saglar (Park ve ark., 1995). B-blokerlerin
vaskiiler endotelyal biiyltime faktorii (VEGF), matriks metalloproteinazlar (MMP2 ve
9) ve interlokinlerin (IL-6, IL-8) iiretilmesini azaltarak tiimor biiyiimesi ve metastazi
inhibe ettigi bir¢ok in vitro ve in vivo ¢alismalarda gosterilmistir (Sood ve ark., 2006;
Yang ve ark., 2006; Yang ve ark., 2009; Quoc Lu’0’ng ve Nguyen, 2012). Selektif f1-
adrenerjik reseptor blokeri olan atenolol ile selektif f2-adrenerjik reseptor blokeri ICI
118,551 tarafindan bu ¢ogaltic1 etki inhibe olmustur (Wong ve ark., 2011). Prostat
kanseri hiicre tiplerinde baskin olan f2-adrenerjik reseptorlere selektif olmayan [3-
blokerlerden CGP 12177 ve propranololiin bu cAMP aktivitesini 80-96% oraninda
engelledigi belirtilmistir (Nagmani ve ark., 2003).

Noradrenalin ile indiiklenen PB2-adrenerjik reseptor ekspresyonunu propronolol
engellemektedir (Shang ve ark., 2009). Fare prostat kanseri modelinde, noradrenalin
ile artan insan prostat karsinom hiicrelerinin metastazi propranolol tarafindan inhibe
edilmektedir (Palm ve ark., 2006). Oral skuamoz hiicre karsinomundaki 32-adrenerjik
reseptorleri ekspresyonunun; servikal lenf nodlar1 metastazi, tiimoér boyutu ve

timorlerin klinik asamasi ile anlamli korelasyonu vardir.

Pasquier ve arkadaslar1 2011 yilinda bir ¢ok insan kanser tipi ve normal hiicre
soylarinda, propranolun doza bagimli ¢ogalma ve anjiyogenezi Onleyici etkileri
oldugunu bildirmislerdir (Plummer ve ark., 2004; Pasquier ve ark., 2013; Akbar ve
Alsharidah, 2014).

Pérez Pifiero ve arkadaglari 2012 yilinda B-adrenerjik reseptorlerin selektif
olmayan agonisti izoprenalin ve selektif agonist salbutamol ile B-adrenerjik reseptor
aktivasyonun meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini azalttigin1 ve bu agonistlerin
inhibe edici etkilerinin P-adrenerjik reseptdr antagonisti propranolol ile geri

cevrildigini rapor etmiglerdir (Pérez Pifiero ve ark., 2012; Akbar ve Alsharidah, 2014).
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Son zamanlarda, katekolaminlerin dendritik hiicre (Maestroni, 2000) ve notrofil

graniilosit hareketiyle iliskisi tanimlanmistir (Elferink ve ark., 1996).

Nonselektif bir B-bloker olan propranolol genellikle ¢ocuklarda kalp ritm
bozuklugu, hipertansiyon, konjestiv kalp yetmezligi, Fallot tetralojisi, tirotoksikoz, ve
migren bas agrilarini tedavi etmek i¢in kullanilir (Love ve Sikka, 2004). 2008 yilinda
Labreze ve arkadaslarinin tanimlamis oldugu propranolol tedavisi uygulanmasi
sonucunda hipertrofik miyokardiyopati ve nazal ¢ocuk hemanjiyomu bulunan bir
bebekte hemanjiyomun hizlica gerileyip, engellendigi tespit edilmistir (Léauté-
Labréze ve ark., 2008). Erken ¢ocukluk donemi hemanjiyomlarinin tedavisinde oral 3-
bloker propranololiin etkili oldugu bildirilmistir. Propranolol hipoglisemi,
hipotansiyon, diyare, reflii, soguk el ve ayak, bronkospazm gibi tanimlanmis birkag
kiiclik yan etkisi haricinde giivenilir bir ilactir. Genel olarak bakildiginda bu yan etkiler
onemli degildir. Kalp, pankreas, karaciger, ¢evresel kan damarlari ve brons gibi
organlardaki reseptorlerin B-adrenerjik reseptor yolaklar B-bloker antagonizmast ile
engellenir. Oksiprenolol, pindolol, acebutolol, celiprolol gibi bazi intrinsk
sempatomimetik ilaclarin, adrenerjik reseptorleri hem uyarma hem engelleme gibi
etkileri vardir. Dolayisiyla, kollar ile bacaklarda {isiime ve bradikardi gibi diisiik risk
etkileri oldugu tamimlanmustir. B-blokerler, kardiyoselektif yada nonkardiyoselektif,
lipofilik veya hidrofilik olarak gruplanirlar. Ag1z yoluyla a¢ karnina alinan propranolol
ise maksimum plazma konsantrasyonuna 1 veya 2 saat sonra ulasarak tamamen
absorbe olur. Nadolol ve acebutolol gibi diger birkag grup p-blokerde
hemanjiyomlarda propranolole benzer etkiler gostermistir (Sanchez-Carpintero ve
ark., 2011).
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4.7. K562 Kronik Miyeloid Losemi Hiicreleri

Kronik miyeloid 16semi, pluripotent bir kok hiicre hastaligidir (Rowley, 1973).
1975’te Lozzio ve Lozzio’nun (Lozzio ve Lozzio, 1975) yetiskin kronik miyeloid
16semi hastasindan izole edilen K562 kronik miyeloid 16semi hiicre soyu, eritroid
hiicre soyunun fenotipik markirlarin1 eksprese etmektedir. Ayni zamanda hem
indiiklenmis hemde spontan globin sentezini de gostermektedir (Koeffler ve Golde,
1980).

Lozzio ve arkadaslan tarafindan 1975 yilinda blastik kriz evresine girmis bir
kronik miyeloid 16semi hastasinin plevra sivisindan alinarak hazirlanan K562 kronik
miyeloid 16semi hiicre soyu giiniimiizde model hiicre soyu olarak gelistirilip, yaygin

sekilde ticari tiretimi yapilmaktadir (Lozzio ve Lozzio 1975).

Terminal blast krizi evresindeki bir kronik miyeloid 16semi hastasindan elde
edilen insan K562 kronik miyeloid 16semi hiicre soyunun eritroid 6zellikte oldugu
Andersson ve arkadaglari tarafindan da gosterilmistir (Andersson ve ark., 1979;
Andersson ve ark., 1979).

Kronik miyeloid 16semi hiicre soyu olan K562 hiicrelerinin hemoglobin
sentezleyen hiicrelere farklilasma potansiyeli olan bir model oldugu da gosterilmistir
(Rutherford ve ark., 1981). Kronik miyeloid 16semi hiicreleri olan K562’ler normal
olgunlasma sirasinda graniilositik, megakaryositik ve eritroid hiicrelere de

farklilasmaktadir (Lozzio ve Lozzio, 1975; Green ve ark., 1993).

Model sistem olarak kullanilan K562 hiicreleri; miyeloid 16semi, normal miyeloid
gelisimi, farklilasmanin kontroli ve gen ekspresyonu c¢aligmalarinda da
kullanilmaktadir (Koeffler ve Golde, 1980). K562 kronik miyeloid 16semi hiicre

soyunun Ozellikleri Tablo 11°de 6zetlenmistir.
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Tablo 11: K562 kronik miyeloid 16semi hiicre soyunun 6zellikleri

K562 Kronik Miyeloid Losemi Hiicresi

Hiicre kaynagi Blast krizindeki kronik miyeloid 16semi hiicresi
Morfoloji ve Histokimyasi Farklilagsmamuisg blast hiicresi
Kopyalanma siiresi 12 saat

Kromozom numarast Modal 70 (Ph" kromozomu)

Lenfosit marker1 Yok

CSF sorumlulugu Yok

Farklilasmanin indiiklenmesi Eritroid

“APL, akut promiyeldsitik 16semi, Filadelfiya kromozomu

(Koeffler ve Golde, 1980)

K562 kronik miyeloid 16semi hiicreleri, demir kloriir tuzu hem olan hemin
uygulanmast ile eritorid soyuna farklilagsmaktadir (Andersson ve ark., 1979; Lozzio ve
Lozzio., 1975).

Kronik miyeloid 16seminin blastik kriz evresinde standart kanser kemoterapisine
kars1 direnclidir (Fialkow ve Singer., 1989). Bu hiicreler eritroid farklilagma ve eritroid
farklilagtirict ajanlarin molekiiler mekanizmalarinin aktivitesi igin in vitro model
olarak kullanilmaktadir. Hemin (Fibach, 1995), antrasiklinler (Morceau ve ark., 1996;
Aries ve ark., 1996; Morceau ve ark., 1996), fenilasetatlar (Samid ve ark., 1992), 5-
azasitidin riboniikleozit (del Senno ve ark., 1984) ve biitirik asit (Chenais ve ark.,
1997; Xu ve Zimmer, 1998) gibi ajanlar fetal globin gen ifadesinin arttirarak K562

kronik miyeloid 16semi hiicrelerini farklilagtirmaktadir (Morceau ve ark., 2000).

Eritroid fenotipli insan K562 kronik miyeloid 16semi hiicreleri, guanin, guanozin
ve guanin niikleotidlerinin toksik olmayan konsantrasyonlari ile verimli bir sekilde

ekspresyonu indiiklenebilmektedir (Osti ve ark., 1997).

Losemi hiicrelerinin  farklilasma silirecinde birgok indikleyici iligkili
transkripsiyonel mekanizmalar aracilifiyla gen ekspresyonu da diizenlenmektedir.
Antrasiklin, aklarubisin ajanlarmin K562 kronik miyeloid 16semi hiicrelerindeki
globin geni transkripsiyonunu arttirdig1 bildirilmistir (Morceau ve ark., 1996; Aries

ve ark., 1996; Morceau ve ark., 1996; Morceau ve ark., 2000).
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Kronik miyeloid 16semi hiicreleri olan K562’lerde hemin ile (Charnay ve
Maniatis., 1983), murine eritrolésemi hiicrelerinde (MEL) ise hekzametilen bis-
asetamit ve biitirat (Profous-Juchelka ve ark., 1983) ile benzer sonuglar alinmigtir
(Morceau ve ark., 2000).

Biiyiime ve farklilasma sinyallerinin her ikisinin koordinasyonuyla, hiicreye
spesifik gen ifadesinin kontroliindeki pluripotent hiicrelerin fenotipik degisimler

kazanmasiyla eriskin kan hiicrelerinin olusumu saglanir (Metcalf, 1989).

Biiyiik oranda artan hiicre gruplarinin ¢gogalma ve farklilagsma siireci tamamen bir
hiyerarsi sistematigi seklinde gerceklesmektedir. Baslangicta hematopoetik kok
hiicreler olan, sonrasinda ise progenitor hiicrelere gelisen hiicreler, en son durumda ise

olgun hiicrelere doniistiikleri gézlenmektedir (Metcalf, 1989).

Kronik miyeloid 16semi hiicresi K562, insan eritrolésemi hiicre soyu (HEL) ve
MEG-01 hiicreleri (Filadelfiya kromozomu pozitif hiicreli megakaryoblastik hiicre
soyu) de dahil olmak iizere bir¢ok hiicre soyunda megakaryositik ve eritroid
farklilagmanin oldugu gosterilmistir (Murate ve ark., 1993; Alitalo, 1990; Murate ve
ark., 1991; Long ve ark., 1990; Shelly ve ark., 1998).

Hemin, PMA veya biitirik asit uygulanmasi ile bu hiicre soylarinin farklilagmasi
modiile edilebilmektedir (Long ve ark., 1990). PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate)
ile K562 kronik miyeloid 16semi hiicrelerinin megakaryositik farklilagsmasi kemik
iligindeki fizyolojik siireglerde ¢esitli uyarimlara verilen yanitlarida kismen taklit eder

(Long ve ark., 1990).

Megakaryositik hiicrelerin farklilasma stireci; hiicre biiylimesinin durdurulmasi,
endomitoz ve hiicre ile iliskili markirlarin eksprese olmasi seklinde hiicrenin
morfolojisi ve adheziv 6zellikleri ile karakterize olmaktadir (Fukuda,1981; Tetteroo
ve ark., 1984; Colamonici ve ark., 1986; Long ve ark.,1990; Butler ve ark., 1990;
Hocevar ve ark., 1992; Shelly ve ark.,, 1998). K562 kronik miyeloid 16semi
hiicrelerinin eritroid farklilagmasinin daha az karakterize oldugu tespit edilmistir.
Normal eritroid soya gore K562 kronik miyeloid 16semi hiicrelerinin in vitro olarak
eritroid farklilastirilmasi ¢esitli ajanlar veya manipiilasyonlar ile de yapilabilmektedir

(Rowley ve ark., 1981).
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4.7.1. Eritroid farkhlasma

Kirmizi kan hiicreleri tiim omurgali canlilarda oksijen tagima gibi ¢ok 6nemli bir
gorevi TUstlenirler. Embriyonik, fetal, neonatal, adolesan ve yetiskinlik de dahil
yasamin ¢ok onemli tiim donemlerinde gerekli olan hiicrelerdir. Yetiskinlerdeki
kirmizi kan hiicrelerinin hematopoetik progenitorlar1 eritroid soyun son
farklilagsmalarim1  da gegirerek hiyerarsik siralamalarindaki formunu alirlar.
Organizmanin giinliik ihtiyacini karsilayabilmek icin yaklasik olarak 2 x 10! adet yeni
eritrosit Uretilebilmesi gerekir. Bunun igin eritroid farklilasma esnasinda eritroid
progenitorlarlar1 artarlar. Hemoglobin iireten kirmizi kan hiicrelerinde tanimlanan bu

gelisimsel ve farklilasma olaylar1 olduk¢a 6nemlidir (Dzierzak ve Philipsen, 2013).

Kirmizi kan hiicrelerinin mikroskobik olarak kesfi ile eritroid soyun hiyerarsik
tanimlanmasinin da yolu ac¢ilmistir. Gegici bir embriyonik doku olan yolk kesesinde,
erken evre eritroid soy hiicreleri olusturulmaktadir. Eritroid hiicreleri, ¢ekirdekli ve
kisa omiirliidiir. Eritroid hiicreler, mezodermal hiicrelerden koken almaktadir (Lawson

ve ark., 1991; Kinder ve ark., 1999).

Yeni olusan mezordermal hiicreler, sonrasinda yolk kesesine goc edip igerisine
girerek endoderm hiicreleri ile yakin iligki kurarlar. Eritropoezin baslamasi i¢in bu iki
hiicre katmaninin etkilesimi gereklidir (Belaoussoff ve ark., 1998). Kan adaciklarindan
yolk kesesine go¢ eden mezodermal hiicreler sadece kirmizi kan hiicreleri degil
endotel hiicrelerinide beraberinde tasimaktadir. Eritroid ve endotel hiicrelere
farklilasma potansiyeline sahip ortak bir mezodermal 6ncili olan hemanjioblasttan

koken alan soylarin ontojenik goriiniimleri 6rtiismektedir (Sabin 1920; Murray 1932).

Kemik iliginden iiretilen nadir bir hematopoetik kok hiicre kohortunun tiretimi
yetiskin yagami boyunca siirer. Yetiskin kirmizi kan hiicreleri, lenfositler, makrofajlar,
graniilositler, megakaryositler ve hematopoetik kok hiicreler gibi diger birgok
fonksiyonu olan belirli tipteki farklilastirilmis kan hiicresi soylarini tiretmek, yogun,
hiicresel farklilasma ve ¢ogalma i¢in uzun siiregler gegirirler (Muller ve ark. 1994,

Medvinsky ve Dzierzak 1996).
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Eritropoezin insanlarda sabit bir durum olarak kemik iliginde olustugu diisiiniiliir,
farelerde ise onemli bir eritropoetik organ olan dalakta hayat boyunca devam eder.
Ornegin, diisiik oksijen veya anemi gibi eritroid stres kosullar1 altinda, hem insan
hemde farenin dalaginda olusan bu acil eritropoetik kapasiteyi karsilamaktadir

(Socolovsky 2007).

Fetal globin ekspresyonu yetiskin eritropoezinde sessizlesmektedir. Tiim yetiskin
eritrositlerinin hemoglobinin %97’si a ve B-globin (0232, HbA1) iceren hemoglobin
tetramerlerinden olusur. Yetiskinlerin bircogunun toplam hemoglobinin %2’sini

HbA2 (0262) ve %1’ini ise HbF olusturur (Papayannopoulou ve ark. 1977).

Yetiskin kanindaki en yaygin hiicreler eritrositlerdir. 120 giinlilkk omrii olan
eritrositler, insan kaninda mikrolitre basina yaklasik 5 x 108°dir. Erkeklerde 4.7 x 10°
-6.1 x 10° kadinlarda ise 4.2 x 10° - 5.4 x 10° hiicre bulunmaktadir (Wu ve ark. 1995;
Bunn, 2013; Dzierzak ve Philipsen, 2013).

AML (Akut miyeloid 16semi) hiicrelerinin in vitro ¢alismalarinda, ¢alisma siiresi
sadece bu hiicrelerin hayatta kalabildigi siire ile kisithidir. Graniilosit soyunun erken
farklilagma evresini ifade eden K562 kronik miyeloid 16semi hiicre soyu insan natural
killer hiicre tayini yapmak amaciyla hassas hedef hiicre olarak da kullanilmaktadir
(Andersson ve ark., 1979). Hematopoetik kok hiicrelerin bazilarindan tiim
hematopoetik kok hiicre soylarina olgunlasmis kendi kendini yenileyebilme ve
iretebilme yetenegine sahip yeni soylar olusumu siirecine hematopoez denilmektedir

(Abdelhay ve ark., 2012).

Hematopoetik kok hiicrelerin kok hiicreye dayali tedavilerde ilgi ¢ekici bir kaynak
olmasini saglayan iki adet 6zelliginden biri kendini yenilemesi iken, digeri ise ¢coklu
hiicre soyuna farklilasma yetenegidir. Hematolojik, bagisiklik ve genetik hastaliklar
ile ¢ok genis bir spektrumdaki rahatsizliklarin tedavileri de dahil olmak iizere spesifik
bir soyun genisletilmis progenitérlarinin ex vivo olarak hematopoetik kok hiicre
transplantasyonu ve infiizyonu seklinde uygulanmasi prosediirii hayat kurtarici
olacaktir (Hino ve ark., 2000; Lippi ve ark., 2011; Siddiqui ve ark., 2011; Walasek ve
ark., 2012;).
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Bu nedenle hematopoetik progenitorlar ve farklilastirilmig alt populasyonlar
lizerinde yeni stratejiler gelistirilmesi aktif arastirma alanlaridir. Eritroid hiicre ve bu
hiicrenin olgunlagma evresi onceki spesifik hematopoetik soya aittir. Bu bakimdan
transkripsiyon faktorleri, epigenetik diizenleyiciler ve hiicre dongiisii diizenleyicileri
gibi hematopoetik kok hiicrelerin kaderini belirleyen ¢oklu proteinler tanimlanmistir

(Walaseket ve ark., 2012; Kubota ve Kimura, 2012).

Miyeloid hiicre soylari, miyeloid hiicre farklilagsmasi c¢alismalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Ancak, bu farklilagan hiicreler onlarin normal myeloid hiicrelerinden
son derece farkli anormal karyotip ve fonksiyonel degisikliklere sahiptir (Choi ve ark.,
2009). Eritroid farklilastiklarinda, eritrositlerin spesifik belirteci olan hemoglobin
sentezi yapmaktadirlar (Samet ve ark., 2015). Giinden giline sayilar1 siirekli olarak
artan transkripsiyon faktorlerinin eritroid farklilagmada ¢ok 6nemli rolleri vardir.
GATAL (Palis, 1999; Katsumura ve ark., 2013; Moriguchi ve Yamamoto, 2014) ve
KLF1 transkripsiyon faktorlerinin (Palis, 1999; Yien ve Bieker, 2013; Tallack ve
Perkins, 2013) eritroistlerin yasamsallig1 ve farklilasmasinda rolleri tespit edilmistir
(Wang ve ark., 2015). Hemine yanit veren K562 kronik miyeloid 16semi hiicrelerinin
eritroid farklilagmada sabit bir yol izledigi ve embriyonik hemoglobini sentezledigi
fakat erigkin globin sentezinin ise baskilandig1 goriilmiistiir (Presley ve ark., 1980;
Rutherford ve ark., 1981). Bununla birlikte in vitro olarak hemoglobin
indiikleyicilerinin uygulanmasi farkli hiicre soylarinin hemoglobin {iretimini

saglanmaktadir (Rutherford ve ark., 1981).

Kronik miyeloid 16semi hiicre soyu olan K562’ler normal hiicresel biiylime
kosullarinda diisiik oranda hemoglobin sentezleyen hiicrelerdir, ancak hemin
(Rutherford ve ark., 1979; Gambari ve ark., 1983), sitozin arabinozid (Bianchi ve ark.,
1986), biitirik asit ve 5-azasitidin (Gambari ve ark.,1984) gibi bilesikler ile bu hiicreler
eritroid farklilagmaya indiiklenebilmektedir (Osti ve ark., 1997).
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Hematopoetik farklilasma hiyerarsisi Sekil 13°de gosterilmistir.

/ @ —>» @& Eritrositler

b | MER \ - Trombositler
- Megakaryositler
@ o— . Mast Hiicreleri
/V . Bazofiller

—> @ étrofiller

\ . Eozinofiller
@ —>' Makrofajlar
Monositler

@ Dendritik Hiicreler

Pluripotent Committed Farkhlasan Farkhilasms
Hiicreler Progenitorlar Hiicreler Hiicreler

Sekil 13: Hematopoetik farklilagma.
(Dzierzak ve Philipsen, 2013)

Farklilasma stireci ile iliskili sinyal ileti yolaklar1 halen agiklanilmaya
calisilmaktadir. K562 kronik miyeloid 16semi hiicre soylar1 da dahil olmak {izere ¢ok
cesitli malignant hiicrelerin farklilagsma ve ¢ogalma siiregleri iizerinde arastirmalar

stirmektedir (Hocevar ve ark., 1992; Murray ve ark., 1993; Zauli, ve ark., 1996).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Kimyasal Maddeler
Akrilamit

Alfa-Globiilin

Amonyum persiilfat
Anti-Tavsan Immunoglobulin G
Aprotinin

Asetik Asit

Benzidin

Beta aktin

Birincil antikor

Bis-akrilamit

Bromfenol mavisi

Bromo kloroindol fosfat (BCIP)
B1-AR (V-19)

B2-AR (H-20)
B-Merkaptoetanol

Coomassie parlak mavisi R250
Etanol

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
Fenilmetilstilfonil floriir (PMSF)
Fetal sigir serumu (FBS)

Glasiyal asetik asit
Glikoforin A
Gliserol

Glisin

Hemin

HEPES

Hidrojen peroksit
Hidroklorik asit

Ikincil antikor

42

Sigma-Aldrich
Santa Cruz
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Santa Cruz
Santa Cruz
Sigma-Aldrich
Merck
Promega
Santa Cruz
Santa Cruz
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Biological Industries

Merck

Santa Cruz
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Santa Cruz
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich


http://www.bioind.com/fetal-bovine-serum-fbs-us-origin/

Izoprenalin

Leupeptin

L-glutamin

Magnezyum klortir

Metanol

NP-40

Ponceau S

Potasyum dihidrojen fosfat
Potasyum hidroksit
Potasyum Klortir
Propranolol

Protein Ladder markiri
RPMI-1640

Si1g1r serum alblimini (BSA)
Sodyum bikarbonat
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum floriir

Sodyum fosfat dibazik
Sodyum kloriir

Sodyum orthovanadat
TEMED (N, N, N’, N’,-tetrametiletilendiamin)
Tripan mavisi

Tris

Tween 20
Nitroblutetrazolyum (NBT)
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Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Santa Cruz
Horasan Kimya
Horasan Kimya
Sigma-Aldrich
Fermentas
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Santa Cruz
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Promega



5.2. Caliymada Kullanilan Cihazlar

© © N o g A~ L -

N NN NN NN NN R R R B B B B R R
0 N o 00N WN EFP O © 0N O 00 W N Pk o

Derin dondurucu (-20°C) (Argelik)
Derin dondurucu (-20 °C) (Siemens)
Derin dondurucu (-30 °C) (Sanyo)
Derin dondurucu (-80 °C) (So-Low)
Distile su cihazi (GFL)

Etiiv (Memmert)

Fotograf makinas1 (Sony)

Gii¢ kaynagi (Dan-Kar)

Gii¢ kaynagi (LKB)

. Hemositometre

. Istticilt manyetik karistirict (Kotterman)

. Isik Mikroskobu (Inverted mikroskop) (Olympos CKX41)

. Karbondioksit Etiivii (Sanyo MCO-19AIC)

. Karistirict (Janke & Kunkel)

. Laminar Akim Seviye Il Biyogiivenlik Kabini (TEZSAN)

. Mikrosantrifiij (Beckman Coulter Microfuge 22R)

. Multiskan Ascent Microplate Okuyucu (ELISA) (Thermo Fisher Scientific)
. Otoklav (Niive)

. Otomatik mikropipetler (Gilson, Eppendorf, Rainin)

. pH metre (WTW)

. Santrifiij (Beckman Coulter Allegra X-30R)

. Santrifiij (Hettich Universal 30 RF)

. Spektrofotometre (LKB Biochrom Ultrospec IIE)

. Spektrometre (LKB)

. Su banyosu (Kotterman)

. Synergy H1 Microplate Okuyucu (ELISA) (BioTek)

. TC20 Otomatik Hiicre Sayim Cihaz1 (Bio-Rad)

. Terazi (Oertling NA-114)

29.
30.

Vorteks (IKA)
XCell Sure Lock Mini-Hiicre Elektroforez Sistemi (Invitrogen)
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5.3. Tampon ve Cozeltilerin Bilesimi

5.3.1. Calismada kullanilan Kitler
Smart BCA Protein Kiti (Lowry) (iNtRON Biotechnology Company, Kore)

Cell Proliferation (ELISA), BrDU kiti (Roche)

5.3.2. K562 kronik miyeloid losemi hiicre kiiltiirii hazirlama ve cogalmasinda

kullanilan c¢ozeltiler

Hiicre kiiltiirii

RPMI-1640 100 mL

NaHCOs %?2

Fetal Dana Serumu %10

Penisilin/Streptomisin 10000 1U/mL + 10000 pg/uL
L-Glutamin 200 mM

Hepes 20 mM

Is1 ile komplemani inaktive edilmis %10 FDS (fetal dana serumu), 2 mM L-glutamin,
1000 U/mL penisilin-streptomisin, 200 mM hepes ve sodyum bikarbonat eklenmis
RPMI-1640 hiicre kiiltiir medyumu.
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5.3.2.1. Heminle eritroid farkhilasmada kullanmilan ¢ozeltiler

Hemin stok c¢ozeltisi

Hemin, pH=8,0 1 mM

1IN KOH 0,2 mL
1M Tris HCL, pH=7,8 0,1 mL
1IN HCI 0,2 mL
dH20 0,4 mL

Toplam 1 mL hacimde (1 mL hacim i¢in) 1 N KOH ile pH=8,0’a ayarlanur.
5.3.2.2. Benzidin Boyama

Benzidin stok cozeltisi

Benzidin %3
Glasiyal asetik asit %90
dH20 %10

Benzidin Boyama Cozeltisi

Benzidin (stok) 20 uL
H20: 20 uL
dH20 100 pL

10 uL benzidin boyama ¢ozeltisi + 90 pL hiicre 6rnegi = 5 dk beklenir ve hiicre sayimi

hemositometride yapildi.
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5.3.3. Hiicre sayiminda kullanilan cozeltiler
5.3.3.1. Tripan mavisi

Tripan mavisi ile hiicre saymm

Tripan Mavisi %0,5 (W/v)
Sodyum kloriir %0,9 (W/v)
5.3.3.2. BrDU

BrDU ile hiicre sayim
5-Bromo-2-deoksi-iiridin etiketli hiicre sayim kiti (Roche) kiti ile hiicre sayimi yapildi.
5.3.3.3. Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)

Sodyum kloriir 140 mM
Potasyum kloriir 3mM
Sodyum bikarbonat 8 mM
Potasyum bikarbonat 2 mM
pH=7.4

1 litre distile su igerisinde ¢oziildii.
5.3.4. Protein izolasyonunda kullanmilan c¢ozeltiler

5.3.4.1. TE (Tris-EDTA) gozeltisi

TE (Tris-EDTA) cozeltisi
Tris, pH=8,0 10 mM
EDTA 1 mM

1 litre distile su igerisinde ¢oziildii.
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5.3.4.2. Homojenlestirme tamponu (taze hazirlanir)

Hepes 20 mM, pH: 8,0
PMSF 0,1 mM

EDTA 1 mM
Leupeptin 10 ug/mL
Aprotinin 2 pg/mL

5.3.5. Lowry metodunda kullanmilan cozeltiler

Protein miktarlar1 Lowry yontemi ile Smart BCA protein kit protokolii kullanilarak

562 nm’de okunmustur (Lowry ve ark., 1951).
5.3.6. Elektoforez ve Western emdirimi analizlerinde kullanilan cozeltiler

5.3.6.1 Ornek tamponu (4X)

Tris-HCI, pH 6,8 125 mM
Gliserol %30 (V/v)
Ure 6M
[-merkaptoetanol %10 (w/v)
Sodyum dodesilsiilfat (SDS) %2 (W/v)
Bromfenol mavisi %0,01 (w/v)

5.3.6.2. Akrilamid-Bisakrilamid ¢ozeltisi

Akrilamid 309
N, N-metilen bis akrilamid 08¢
Tepkime hacmi 100 mL
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5.3.6.3. Ayirma jeli tamponu (2X)
Tris-HCI, pH 8,8

SDS

5.3.6.4. Yiikleme jeli tamponu (2X)
Tris-HCI, pH 6,8

SDS

5.3.6.5. Yiiriitme tamponu (2X)
Tris

Glisin

SDS

Tepkime hacmi: 1000 mL

5.3.6.6. Elektroforez tamponu (5X)
Tris

Glisin

Tepkime hacmi: 500 mL

5.3.6.7. Aktarma tamponu, pH 8.5
Tris, pH:8.3

Glisin

Metanol

0,75M

%0,2 (w/v)

0,25M

%0,2 (wW/v)

69

30¢g

19

25 mM
192 mM

%20
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5.3.6.8. Tris tuz tamponu (TBS), pH 8.0

NaCl 136,75 mM
KCI 2,68 mM
Tris-HCI 21,26 mM

5.3.6.9. Blok tamponu
BSA %1
Tween 20 %0,05

5.3.6.10. TBS-T tamponu

TBS-T tamponu %0,1
TBS
Tween 20 %0,1

5.3.6.11. Birincil antikor tamponu

Anti-beta adrenerjik reseptor 1 antikoru: Bloklama ¢6zeltisi ile 1:100 seyreltilmis.
Anti-beta adrenerjik reseptor 2 antikoru: Bloklama ¢6zeltisi ile 1:100 seyreltilmis.
Anti-beta aktin antikoru: Bloklama ¢ozeltisi ile 1:100 seyreltilmis.
Anti-glikoforin A antikoru: Bloklama ¢6zeltisi ile 1:500 seyreltilmis.

Anti-gama globin antikoru: Bloklama ¢ozeltisi ile 1:500 seyreltilmis.

5.3.6.12. ikincil antikor tamponu

Alkalen fosfataz eslenik tavsan poliklonal IgG TBS ile 1:1000 seyreltilmis

Tween 20 900,05

50



5.3.6.13. NBT/BCIP gelistirici tampon
Tris, pH:9,5

NaCl

MgCl:

NBT (50 mg/mL)

BCIP (50 mg/mL)

5.3.6.14. Jel boyama ¢ozeltisi
Coomassie mavisi

Metanol

Asetik asit

5.3.6.15. Jel boya ¢ikarma cozeltisi
Metanol

Asetik asit

5.3.6.16. Ponceau S ¢ozeltisi
Asetik Asit

Ponceau S

dH20
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100 mM
100 mM
5 mM
66 ul

33 ul

%0,2 (W/v)
%50 (v/v)

%10

%10 (v/v)

%10 (v/Vv)

2,5mL
0,05¢g

50 mL’ye tamamlanir.



5.4. Yontem
5.4.1 Calismada kullamilan yontemler

5.4.1.1 Hiicre kiiltiirii ve hiicrelerin ¢ogaltilmasi

K562 kronik miyeloid 16semi hiicreleri ATCC (CCL-243) susu olup ticari olarak
satin alind1. K562 kronik miyeloid 16semi hiicreleri %10 fetal dana serumu, 10000
U/uL penisilin, 10000 pg/uL streptomisin, 200 mM L-Glutamin igeren RPMI-1640
kiltiir ortaminda, 37°C’de %5 COz2 igeren karbondioksit etiiviinde inkiibe edilmistir.
Hiicreler haftada ii¢ kere kiiltiir ortami degistirilerek 1x10° hiicre/mL olacak sekilde
cogaltilmistir (Rooney, Czepulkowski 1978). Hiicre canlilig1 tripan boyamasi ile
belirlenmistir. Hiicre canliligi >%95 oldugu kosullarda deneylere baslanmistir. Hiicre

sayimlarinda TC20 hiicre sayim aleti ve hemositometre kullanilmustir.

5.4.1.2. Hiicre farkhlastirilmasi

Hiicreler 50 uM hemin varliginda 72 saat eritroid farklilasmaya uyarilmislardir.
K562 kronik miyeloid 16semi hiicrelerinin eritroid farklilasmasi benzidin sitokimyasal
testi ile belirlenmistir. 3 uL. %30’luk hidrojen peroksit, 500 pL benzidin soliisyonu ile
karistirildiktan sonra esit hacimde hiicre silispansiyonu eklenmistir. Karisim, oda
sicakliginda 3-5 dk inkiibe edilmis ve benzidin pozitif hiicrelerin yilizdesi mikroskopta
incelenerek belirlenmistir. Eritroid farklilagtirilmis hiicrelerde, y-globin ve glikoforin

A protein ekspresyonu Western emdirimi ile denenmistir.
5.4.1.3. Hiicrelerin agonist ve antagonistlerle muamelesi

Serumsuz kiiltiir ortamina ekilen hiicreler bir gece sonra farkli konsantrasyonlarda
agonist ve antagonist ile 24 ve 48 saat inkiibe edildi. Serumsuz kiiltiir ortamina ekilen
hiicreler bir gece sonra 100 uM konsantrasyonda propranolol ile 30 dk sonra ise 100

uM izoprenalin ile 24 saat muamele edilmistir.
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5.4.1.4. Hiicre sayimi

Hiicreler 3 giin %10 FBS iceren kiiltiir ortaminda c¢ogaltildi. Agonist ve
antagonistlerin hiicre ¢ogalmasina etkisi i¢in; serumsuz Kkiiltiir ortamina ekilen
hiicreler bir gece sonra %1 serum ve farkli konsantrasyonlarda propranolol (0-100
uM), antagonist veya izoprenalin, agonist ile 24 saat muamele edildikten sonra
BrDU yo6ntemi ile hiicre sayimi yapilarak belirlenmistir. Hiicre sayimlarinda “Cell
Proliferation ELISA, BrDU (kolorimetrik), Roche Kit” ve Kkitin protokolii
kullanilmigtir.  Olgiimler ELISA okuyucuda yapilmustir. Deneyler alt1 kere

tekrarlanmugtir.
5.4.1.4.1. Hiicrelerin BrDU ile sayilmasi

5-Bromo-2-deoksi-iiridin etiketli hiicre sayim kiti (Roche) protokoiine uygun
olarak hiicreler sayildi. Her bir kuyuda en fazla 100 pL besiyeri olacak sekilde %5
COz2 varliginda 37°C’ta hiicreler kiiltiire edildi.

Yiiz mikrolitre kiiltiir ortamina 10 uLL BrDU (son konsantrasyonu 10 uM BrDU)
isaretleme tamponu (soliisyon I) eklendi. Hiicreler 2-18 saat inkiibe eldikten sonra
isaretleme tamponu uzaklastirildi. Hiicreler 2 saat 60°C’da kurutuldu. Onceden
sogutulmus 200 pL fiksatif ile 30 dakika -20°C’ta hiicreler fikse edildi. Hiicreler 250
ul %10 FBS iceren yikama tamponu ile 3 kere yikandi ve tampon uzaklagtirildi.
Hiicreleri 100 pL niikleaz tamponu ile 30 dakika 37°C’ta inkiibe edildi. Niikleaz
muamelesi CO2 olmayan ortamda yapildi. Niikleaz tamponu 250 ul %10 FBS igeren
yikama tamponu ile 3 kere yikanarak uzaklastirildi. 100 uL. Anti-BrDU-POD, "Fab
fragments", ¢alisma tamponu ile 30 dakika 37°C’ta inkiibe edildi. Antikor konjugati 3
kere 250 pL yikama tamponu ile yikandi (soliisyon II). Ornekler 403 nm dalga
boyunda ELISA okuyucuda okundu.
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5.4.1.5. Hiicrelerin toplanmasi

Kiiltiir ortaminda yetistirilen hiicre soyu 1x10° hiicre/mL yogunluguna ulasinca
protein drnekleri icin 30x10° hiicre toplanmistir. Hiicreler 700g’de 10 dakika santrifiij
edildi. Ust faz atilip {izerine 5 mL PBS ¢ozeltisi eklenip 700g’de 10 dakika santrifiij
edildi ve bu islem 3 kez tekrarlandi. Hiicreler Lowry yontemi ile protein tayini ve

Western emdirimi yapmak i¢in -80°C’ta derin dondurucuda saklandi.

5.4.1.6. Hiicre oziitlerinin hazirlanmasi

Gerekli kosulda hazirlanip -80°C’ta saklanan hiicrelere bolim 5.3.4.2.°de
anlatildig1 gibi hazirlanan homojenizasyon tamponundan 100 uL eklendi. Dounce ile
hiicreler patlatildi. Homojenlestirme tamponunu 1 mL’ye tamamlandi ve hiicre
patlatma isi tekrarlandi. 20 dakika buzda bekletildikten sonra 400g’de 10 dakika
boyunca 4°C’ta santrifiij edildi. Ust faz ependorf tiipe alind1. 12000g” de 30 dakika
boyunca 4°C’da santrifiij edildi. Pelette olusan ham zar kesimi ~500 pL
homojenlestirme tamponu ile tekrar ¢oziildii. 12000g’de 10 dakika boyunca 4°C’da
santrifiij edildi. Peleti 50 pL. homojenlestirme tamponu ile tekrar ¢oziildii. Protein

ornekleri Lowry yontemi ile protein miktar tayini yapilmak tizere -80°C’ ta saklandi.

5.4.1.7. Western emdirimi
Hemin ile eritroid farklilastirilan hiicreler ¢ogaltildiktan sonra fosfat tamponu ile
yikanmig ve dondurulmustur. Dondurulan hiicrelerden hiicre homojenatlari

hazirlanmistir. Lowry yontemi ile protein miktar tayini yapilmistir (Lowry ve ark.,
1951).

5.4.1.8. Elektroforez

Yiikleme tamponu ile karistrilan, 100 pug protein iceren ornekler 100°C’ta 3-5
dakika kaynatilarak denatiire edilmistir. Ornekler, %12’lik SDS-PAGE jeline
yuklenerek elektroforez sivisi i¢cinde, 70 Volt’ta 1 saat yiiriitilmiistiir.
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5.4.1.8.1. Islak elektroforetik transfer diizenegi ile elektroforetik transfer

Jelin biytkligiine uygun olarak nitroselilloz membranlar hazirlanmistir.
Elektroforez sonrasi {ist jeli kesilen jel, nitroseliiloz membran, filtre kagitlar1 ve
stingerler 10 dakika aktarma tamponu icinde bekletilmistir. Jel kasetindeki pozitif
elektrodun (anot) tizerine sirastyla siinger, 3MM filtre kagidi, nitroseliiloz membran,
jel, 3MM filtre kagidi ve siinger konularak kaset kapatilmistir. Kaset transfer
diizenegine yerlestirildikten sonra kasetin iist kismini1 kaplayacak sekilde aktarma
tamponu ile doldurulmustur. Diizenek gili¢ kaynagina baglanip 150 V’da 1,5 saat

stiresince aktarma yapilmustir.
5.4.1.8.2. Western emdirimi analizi

Membranlar BSA TBS-T blok tamponunda oda sicakliginda 4°C’ta gece boyu
inkiibe edilmistir. Ardindan B-adrenerjik reseptor alttipleri, B1 (1:100), B2 (1:100)
reseptorlerine ve B-aktin’e (1:1000) 6zgii protein antikorlari (Santa Cruz) ile gece boyu
etkilestirildi. Ardindan membran TBS-T tamponuyla {i¢ kez 10’ar dakika yikanmustir.
Membranlar alkalen fosfataz eslenik anti-tavsan IgG ile 1 saat etkilestirildikten sonra,
TBS-T tamponuyla ii¢ kez 10’ar dakika yikandi. Birincil antikor (Santa Cruz) ve
ikincil antikor (Sigma) ile etkilestirilen membran BCIP/NBT yontemi ile
goriintiilenmistir. B1, B2 ve B-aktine (internal kontrol) 6zgiin bantlarin LI-COR Image

Studio 5 ticretsiz yazilimi ile densitometrik analiz yapilmustir.
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6. BULGULAR
6.1. Eritroid Hiicre Farkhlastirilmasi

Hemin ile eritroid farklilastiritlan K562 kronik miyeloid 16semi hiicrelerinin
farklilagip farklilagsmadiklar1 benzidin boyama yontemi ile belirlenmistir (Resim 1).
Hiicre canlilig1 ise tripan mavisi boyama ile belirlenmistir (Resim 2). Hemin (50 uM)
ile eritroid farklilagtirilan kronik miyeloid 16semi K562 hiicrelerinin benzidin ile

boyanmasi sonucundaki goriintiisii Resim 1’de gosterilmistir.

. Benzidin
Boyama

Resim 1: Eritroid K562 kronik miyeloid 16semi hiicrelerinin normal mikroskop ve
benzidin boyama sonrasi goriintiisii.

K562 kronik miyeloid 16semi hiicrelerinin, tripan mavisi boyama teknigi ile hiicre

canlilig1 Resim 2’de gdsterilmistir.
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Resim 2: Tripan mavisi ile boyanmis K562 kronik miyeloid 16semi
hiicrelerinin hemositometredeki goriintiisii.

6.2. Hiicre sayimi sonuclari

Eritroid farklilastirilmis K562 kronik miyeloid 16semi hiicreleri kiiltiir ortaminda
propranolol, antagonist veya izoprenalin, agonist varliginda ve yoklugunda 24 ve 48
saat muamele edilen hiicreler BrDU yo6ntemi ile hiicre sayimi yapilarak belirlenmistir.

Deneyler dort kere tekrarlanmustir.

6.2.1. Propranololiin eritroid farkhlastirilmis K562 kronik miyeloid losemi hiicre

cogalmasindaki rolii

Eritroid farklilagtirilmis K562 kronik miyeloid 16semi hiicreleri bir gece serumsuz
ortamda tutulduktan sonra propranololiin konsantrasyona bagli hiicre ¢ogalmasina
etkisini saptamak igin hemin ile eritroid farklilagtiritlmis hiicreler %10 FBS igeren
kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmistir. Serumsuz kiiltiir ortamina ekilen hiicreler bir gece
sonra 0-100 uM konsantrasyon araliklarinda propranolol ile 24 saat muamele
edilmistir. Hiicre sayimi BrDU yontemi ile ELISA okuyucuda yapilmistir (n=4).

Kontrol hiicreleri steril distile su ile muamele edilmistir (Sekil 14).
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Propranolol (24 saat)

0.3

o 0.24

0.1

0.0-

Konsantrasyon

Sekil 14: Eritroid farklilastirilmis K562 kronik miyeloid 16semi hiicre
cogalmasinda 24 saat sonra propranololiin konsantrasyona bagl etKisi
(P>0,001).

Propranololiin 24 saat eritroid farklilastirilmis hiicreler ile muamele edilmesi
sonrasinda hiicre sayimlart BrDU yontemi ile belirlendi. Propranololiin hiicre

cogalmasina etkisinin konsantrasyona gore degismedigi belirlenmistir (P>0,001).

Hemin ile eritroid farklilastirlmis hiicreler %10 FBS igeren Kkiiltiir ortaminda
cogaltilmigtir. Serumsuz kiiltiir ortamina ekilen hiicreler bir gece sonra 0-100 uM
konsantrasyon araliklarinda propranolol ile 48 saat muamele edilmistir. Hiicre sayimi
BrDU yontemi ile ELISA okuyucuda yapilmistir (n=4) Kontrol hiicreleri steril distile

su ile muamele edilmistir (Sekil 15).
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Propronolol (48 saat)
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Sekil 15: Eritroid farkhilastirilmis K562 kronik miyeloid losemi hiicre
cogalmasinda 48 saat sonra propranololiin konsantrasyona bagli etkisi
(P>0,001).

Propranololiin 48 saat eritroid farklilastirilmis hiicreler ile muamele edilmesi
sonrasinda hiicre sayimlar1 BrDU yontemi ile belirlendi. Propranololiin inhisiyon

etkisinin konsantrasyona gore anlamli olmadigi belirlenmistir (P>0,001).

6.2.2. izoprenalinin eritroid farklilastirilmis K562 kronik miyeloid 16semi hiicre

cogalmasindaki rolii

Eritroid farklilastirilmig hiicreler bir gece serumsuz ortamda tutulduktan sonra
izoprenalinin konsantrasyona bagli hiicre ¢ogalmasina etkisi i¢in; hemin ile eritroid
farklilagtirilmis hiicreler %10 FBS iceren kiiltlir ortaminda ¢ogaltilmistir. Serumsuz
kiiltiir ortamina ekilen hiicreler bir gece sonra 0-100 uM konsantrasyon araliklarinda
izoprenalin ile 24 saat muamele edilmistir. Hiicre sayimi BrDU yo6ntemi ile ELISA
okuyucuda yapilmistir (n=4). Kontrol hiicreleri steril su ile muamele edilmistir (Sekil

16).
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Sekil 16: Eritroid farkhilastirilmis K562 kronik miyeloid losemi hiicre

cogalmasinda 24 saat sonra izoprenalinin konsantrasyona bagl etkisi
(P>0,001).

Izoprenalin ile muamele edilen hiicrelerde 24 saatte hiicre ¢ogalmasinda

konsantrasyona gore fark goriilmemistir (P>0,001).

Hemin ile eritroid farklilastirlmis hiicreler %10 FBS igeren kiiltiir ortaminda
cogaltilmigtir. Serumsuz kiiltiir ortamina ekilen hiicreler 1 gece sonra 0-100 uM
konsantrasyon araliklarinda izoprenalininin ile 48 saat muamele edilmistir. Hiicre
sayimi BrDU yontemi ile ELISA okuyucuda yapilmistir (n=4), Kontrol hiicreleri steril

distile su ile muamele edilmistir (Sekil 17).
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Sekil 17: Eritroid farklilastirilmis K562 kronik miyeloid 16semi hiicre
cogalmasinda 48 saat sonra izoprenalininin konsantrasyona bagl etkisi
(P>0,001).

48 Saatte 10* M izoprenalin hiicre sayisinda artis egiliminin anlamli olmadig
belirlenmistir (P>0,001).

Hemin ile eritroid farklilastirlmig hiicreler %10 FBS igeren kiiltiir ortaminda
cogaltilmistir. Serumsuz kiiltiir ortamina ekilen hiicreler bir gece sonra 100 pM
konsantrasyonda propranolol ile 30 dk sonra 100 uM izoprenalin ile 24 saat muamele
edilmistir. Hiicre sayimi1 BrDU yontemi ile ELISA okuyucuda yapilmistir (n=4) (Sekil
18).
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Eritroid hiicre (24 saat)
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Sekil 18: Eritroid farklilastirilmis K562 kronik miyeloid 16semi hiicre ¢ogalmasinda
propranolol ile izoprenalinin 24 saatteki etkisi (P>0,001).

Propranolol ve izoprenalinin birlikte wverildigi hiicre gruplarinda hiicre

¢ogalmasinin inhibe olma egilimi vardir (P>0.001).

Hemin ile eritroid farklilastirlmis hiicreler %10 FBS igeren Kkiiltiir ortaminda
cogaltilmistir. Serumsuz kiiltir ortamina ekilen hiicreler bir gece sonra 100 uM
konsantrasyonda propranolol ile 30 dk sonra izoprenalin ile 48 saat muamele

edilmistir. Hiicre sayimi1 BrDU yontemi ile ELISA okuyucuda yapilmistir (Sekil 19).
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Sekil 19: Eritroid farklilastirilmis K562 kronik miyeloid 16semi hiicre ¢ogalmasinda,
propranolol ile izoprenalinin 48 saatteki etkisi (P>0,001).

Kontrole goére propranolol ve izoprenalinin birlikte verildigi hiicre gruplarinda ise

hiicre ¢ogalmasinda inhibisyon egilimi vardir ancak anlamli degildir (P>0,001).
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6.3. Western emdirimi sonuclari

Hiicreler ii¢ giin %10 FBS iceren kiiltiir ortaminda c¢ogaltilmistir. Hemin ile
eritroid farklilastirilan K562 kronik miyeloid 16semi hiicreleri PBS ile yikanmis ve
dondurulmustur. Daha sonra bu dondurulmus hiicrelerden hiicre homojenatlar
hazirlanmistir. Lowry yontemi ile protein miktar tayini yapilmistir. Yiikleme tamponu
ile karistirilan, protein igeren ornekler SDS-PAGE jelinde yiiriitilmiistir. Jelde
yuriitiilen Ornekler nitroselilloz membranlara aktarilmistir. Membranlar BSA ile
bloklanmigtir. Ardindan B1 (1:100), B2 (1:100) glikoforin A(1:500) ve [B-aktin’e
(1:500) oOzgii protein antikorlar1 ile gece boyu etkilestirilmistir. Gorilintiileme
BCIP/NBT yontemi ile yapilmistir. Farklilagtirilmamis K562 hiicreleri ile heminle
eritroid farklhilagtirllmis K562 hiicreleri  reseptér ekspresyonu bakimindan
karsilagtirildiginda  farklilagtirilmis  hiicrelerde B1 adrenerjiklerin  arttigi, f2
adrenerjiklerin ise azaldigi belirlenmistir. 1 (65 kDa), B2 (56-85 kDa)

ekspresyonunun B-aktin’e oranlanmis degerleri grafikte gosterilmektedir (Resim 3).

2) p1 by B2
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Resim 3: a) Farklilastirilmamis ve eritroid farklilastirilmis K562 kronik miyeloid
16semi hiicrelerinde B1 ekspresyonu. b) Farklilastiriimamis ve eritroid farklilastirilmis
K562 kronik miyeloid 16semi hiicrelerinde 2 ekspresyonu. €) Eritroid farklilastiriimis
K562 kronik miyeloid 16semi hiicrelerinde 1, B2 ve B-aktin ekspresyonu.

Eritroid farklilastirilmis hiicrelerde, B1-adrenerjik reseptor ekspresyonunun 2-

adrenerjik reseptor ekspresyonundan %245 fazla oldugu gosterilmistir.

Eritroid farklilagsmanin markirlarindan olan y-globin gen ekspresyonlari yapilmis

fakat antikordan ile yeterince giiglii sinyal alinamamistir. Antikor ile ilgili problem
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oldugu i¢in eritroid farklilasmanin gostergesi olan diger gen, glikoforin A ekspresyonu

calisilmistir (Resim 4).

Glikoforin A

Resim 4: Eritroid farklilagtirtlmig K562 kronik miyeloid 16semi hiicrelerinde
glikorofin A (38 kDa) ekspresyonu.

6.4. istatistiksel Analiz

Deneyler alt1 kere tekrarlanmis olup GraphPad Prism 5.0 programinda One-way
ANNOVA ve Bonfferoni post test istatiksel analizleri kullanilmistir. Densitometrik

analizlerde LI-COR Image Studio 5 iicretsiz yazilimi kullanilmustir.
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7. TARTISMA

Adrenalin ve noradrenalin, timor Oncesi ve metastaz Oncesi etkiler araciligiyla 3-
adrenerjik reseptdr sinyal iletimi yolagina etki ederler. B-adrenerjik reseptor
antagonisti olan [-blokerlerin kanser ilerleyisini iyilestirici yonde etki ettigi
bildirilmistir (Entschladen ve ark., 2004; Antoni ve ark., 2006; Thaker ve ark., 2007,
Armaiz-Pena ve ark., 2009; Lutgendorf ve ark., 2010; Barron, 2012). p-blokerler
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini; biiyiime faktorii {iretimini inhibe ederek ve timor
hiicrelerinin apoptoza gidisini indiikleyerek tiimor gelisimini azaltmaktadir (Benish ve

ark., 2008; Hajighasemi ve Mirshafiey, 2009).

Beta adrenerjik reseptorlerin B1, B2 ve B3 olmak {izere her biri kendi fizyolojik
Ozelliklerine gore ii¢ adet alttipi bulunmaktadir (Barron, 2012). p-adrenerjik
reseptorler aracili sinyal iletimi kanser gelisimi ve prognozu ile iligkilidir (Tang ve
ark., 2013). B-adrenerjik sistemin aktivasyonu farkli kanser hiicrelerinde birden fazla
sinyal ileti yolagi ile tetiklenmesine ragmen bu sinyal yollar1 arasindaki sinerjistik
etkiler gbz ard1 edilemez (Tang ve ark., 2013). Beta adrenerjik uyarilma ile apoptozun
inhibisyonu, anjiyogenez, invazyon ve metastaz gibi pro-onkogenik etkilere sebep
olan cAMP diizeyinde artisa ve PKA/CREB aktivasyonuna neden olmaktadir (Al-
Wadei ve ark., 2012). Fitzgerald’in hipotezine gore birgok kanserin etiyolojik faktorii
noradrenalindir ve kanser ile noradrenalin arasindaki baglanti retrospektif ¢aligsmalarla
gosterilmistir (Fitzgerald, 2009; Fitzgerald, 2010; Akbar ve Alsharidah, 2014). Kanser
hastalarinda yapilan klinik ¢alismalarda, B-blokerlerin kanser riski ve kanserin
goriilme sikligini azalttig1 gosterilmistir (Perron ve ark., 2004; Algazi ve ark., 2004;
Thaker ve Sood, 2008). Kardiyovaskiiler hastalar {izerinde yapilan bir ¢alismada -
bloker kullanan hastalar ile hi¢ kullanmayanlar arasinda kanser riskinde %49 oraninda
azalma goriilmiistiir. Ayrica, B-bloker kullanimi her yil boyunca kanser riskini %6
oraninda azaltmaktadir (Algazi ve ark., 2004; Thaker ve ark., 2007). Ancak diger bir
popiilasyon tabanli meme karsinomasi kontrol ¢alismasinda ise hastalarin [3-bloker
kullanimi 1ile risk faktoriiniin degistigi noktasinda herhangi bir iliski oldugu kesin
olarak belirlenmemistir (Meier ve ark., 2000; Li ve ark., 2003; Thaker ve ark., 2007).
Cesitli kanser tiirlerinde, B-blokerlerin kanseri dnleyici ve kanser hastalarinin yasam

stirelerini arttirict etkilerinin  gosterilmesi, yeni hedeflerin belirlenmesinde rol
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oynayacaktir (Akbar ve Alsharidah, 2014). Kortizol ve glukokortikoidler gibi
katekolaminler sinerjistik olarak etkileserek kanser hiicre ¢ogalmasini

hizlandirmaktadirlar.

Adrenalin ve noradrenalinin 1 ve P2-adrenerjik reseptorlerine olan etkisini
propranololiin tamamiyla inhibe ettigi belirtilmektedir (Léauté-Labréze ve ark., 2008;
Wolter ve ark., 2014). In vitro pankreas, meme, mide kanseri gibi bir¢ok hiicre
soylarinda, bas ve boyundaki skuamoz hiicre karsinomalari ile I6semide propranololiin
timor Onleyici etkisi gosterilmistir (Zhang ve ark., 2009; Hajighasemi ve Mirshafiey,
2009; Powe ve ark., 2010; Liao ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2010; Wolter ve ark.,
2012; Wolter ve ark., 2014). B-adrenerjik reseptorlerin eksprese oldugu malignant
hiicre soylarmin propranolol ile tedavisinin, timor yasam siiresini azalttigi hatta bazi
pankreas, mide, 16semi melanoma ve oral skuamoz hiicre karsinomasi gibi vakalarda
ise apoptozun indiiklendigi bildirilmistir (Weddle ve ark., 2001; Zhang ve ark., 2009;
Hajighasemi ve Mirshafiey, 2009; Zhang ve ark., 2010; De Giorgi ve ark., 2011,
Wolter ve ark., 2012; Wolter ve ark., 2014).

Akciger karsinoma hiicrelerinde kortizoliin etkisiyle, cAMP konsantrasyonu, [3-
adrenerjik reseptor miktart ile IL-1a, IL-1f ve TNFoa’nin artisina benzer olarak,
izoprenalinde ayni etkiyi yapmaktadir (Nakane ve ark., 1990; Thaker ve Sood, 2008).
Adrenalin ve noradrenalin gibi katekolaminlere benzer olarak, izoprenalininde
akciger, pankreas ve oral skuamoz hiicre karsinomalarindan tiirevlenen kanser hiicre
soylarinda pro-proliferatif etki yapmaktadir (Park ve ark., 1995; Chan ve ark., 2008;
Liu ve ark., 2008; Shang ve ark., 2009; Bernabe ve ark., 2011; Huang ve ark., 2012;
Pérez Pifero ve ark., 2012; Wolter ve ark., 2014).

Adrenalin ve noradrenalin Oncelikli olarak B2-adrenerjik reseptorleri olmak lizere,
B-adrenerjik reseptorler aracilifiyla kolorektal kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
uyardig1 gosterilmistir (Wong ve ark., 2011; Wu ve ark., 2005). Meme kanserinde ise
bu etkilesimin tam aksi yonde etkileri oldugu belirtilmistir. Bu caligmalarda B-
adrenerjik reseptor agonistleri ile in vitro olarak hiicre gogalmasi ve in vivo olarak da

timor biiylimesinin azaldig1 gosterilmistir (Pérez Pifiero, 2012; Carie ve Sebti, 2007).
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Fare meme kanseri modelinde nonselektif izoprenalin, metastazi 22 kat artmistir
(Sloan ve ark., 2010). Insan prostat kanseri hiicrelerindeki cAMP seviyesindeki artis
yanitinda ve B-adrenerjik reseptdr agonistlerine yanitta terbutalinden izoprenaline,
adrenalinden noradrenaline dogru azalma oldugu goriilmistiir (Nagmani ve ark.,

2003).

Beta adrenerjik reseptorlerin meme tiimorii bliylimesini hem inhibe (Slotkin ve
ark., 2000; Carie ve Sebti, 2007) ettigi hem de uyardigi belirtilmistir. Son yapilan
caligmalarda B-adrenerjik reseptdrler aracili sinyal iletisi, meme tiimorii biiylimesine
(Re ve ark., 1992; Cakir ve ark,. 2002; Thaker ve ark,. 2006; Shi ve ark,. 2011) in vivo
etkisi oldugu ancak in vitro etkisinin ise 6nemsiz oldugu bildirilmistir (Sloan ve ark.,
2010; Madden ve ark., 2011; Barron, 2012). Meme kanserinin farmako-
epidemiyolojik analizleri ile nonselektif [B-adrenerjik antagonistlerin (Melhem-
Bertrandt ve ark., 2011) selektif B1-adrenerjik ajanlardan daha fazla koruyucu etkisi
gosterilmistir (Barron ve ark., 2011; Cole ve Sood, 2012). Bu etkinin birincil timor ve
nodal/metastatik olusumlari azalttig1 tespit edilmistir (Barron ve ark., 2011; Melhem-
Bertrandt ve ark., 2011). Yiiksek tansiyondan dolay1 B-bloker kullanan meme kanseri
hastas1 kadinlar iizerinde on y1l boyunca yapilmis bir ¢alismada hastaligin niiksetmesi
ile metastaz gelisimi ve 6liim oranini azalttig1 bildirilmistir (Powe ve ark., 2010; Tang
ve ark., 2013; Wolter ve ark., 2014). Diger bir retrospektif ¢alismada B1-adrenerjik
reseptor antagonistleri kullanmayan nonselektif B-bloker propranolu kullanan meme
kanseri hastas1 kadinlarin geligsmis timor seviyelerinde olsalar bile gozle goriiliir bir
iyilesme kaydettikleri bildirilmistir (Barron ve ark., 2011; Wolter ve ark., 2014).
Ornegin, meme karsinomasinda hizlandirilmis tiimoér biiyiimesi ile B-adrenerjik
reseptorlerin aktivasyonu birbirleriyle iliskilidir (Vandewalle ve ark., 1990; Marchetti
ve ark., 1991; Badino ve ark., 1996; Thaker ve ark., 2007).

Beta adrenerjik reseptorlerin uyarilmasi ile DNA sentezini azaltarak hiicre
cogalmasimi inhibe ettikleri belirlenmistir (Slotkin ve ark., 2000). Ostrojene duyarl:
(MCF-7, ZR-75-1, MDAMB-361) ve ostrojene duyarsiz (MDA-MB-453, MDAMB-
435, MDA-MB-468) insan meme kanseri hiicre soylarinin ¢ogalmasini $-adrenerjik

reseptOr antagonistleri inhibe etmistir (Cakir ve ark., 2002).

67



Prostat kanserinde B-blokerlerin kanser teshisi 6ncesi kullaniminin, teshis sonrasi
kullanimindan daha koruyucu oldugu bildirilmistir (Akbar ve Alsharidah, 2014). Fakat
yapilan diger iki ¢aligmada ise iki biiyiik popiilasyondaki prostat kanseri riskinde
azalma veya kanser riskinde 6nemli bir artigin B-blokerler ile iligkisi saptanamamigtir

(Rodriguez ve 2009; Bangalore ve ark., 2011).

Yumurtalik kanseri modellerindeki p-adrenerjik sinyal iletimi ile tiimor
gelisiminin f2-adrenerjik reseptor ekspresyonu ile iliskili oldugu bildirilmistir (Thaker
ve ark., 2006; Barron, 2012). Adipoz doku ve yumurtalik kanseri hiicre soylarinda,
noradrenalinin B-adrenerjik reseptor araciligryla PKA yolagi ve cAMP ile VEGF
artisindan sorumlu oldugu gosterilmistir. Propranolol bu etkiyi ortadan kaldirir.
Izoprenalinin katekolaminlere benzer etkisi B-adrenerjik reseptdr aracili oldugunu
gostermektedir (Fredriksson ve ark., 2000; Lutgendorf ve ark., 2003; Antoni ve ark.,
2006). Sood ve arkadaglari, B-adrenerjik reseptor agonistleri olan adrenalin ve
noradrenalinin yumurtalik tiimori hiicrelerini apoptozdan korudugunu ve bu koruyucu

etkinin propranolol ile inhibe edildigi bildirilmistir (Sood ve ark., 2010; Barron, 2012).

Panc-1, BxPC-3, HDPE6-C7, MIA Paca-2 ve PC-2 dahil insan pankreas hiicre
soylarindaki stromal hiicrelerde bulunan makrofajlar, fibroblastlar ve endotel hiicreleri
B1 ve B2-adrenerjik reseptorleri eksprese ederler (Weddle ve ark., 2001; Turner ve
ark., 2003; Askari ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2009; Schuller ve Al-Wadei, 2010;
Schuller ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2011; Lamyel ve ark.,
2011; Lin ve ark., 2012; Stiles ve ark., 2012; Kondo ve ark., 2013; Chang ve ark.,
2015).

Selektif B1-adrenerjik reseptor antagonistlerinin kullanimi ise nonselektif (2-
adrenerjik reseptor antagonisti olan [-blokerlere esit oranda benzer inhibisyon
gostermemektedir (Masur ve ark., 2001; Drell ve ark., 2003; Lang ve ark., 2004; Zhang
ve ark., 2010; Barron, 2012). Onceki c¢alismalarda B-adrenerjik reseptor
antagonistlerinin PanCa hiicrelerinin ¢ogalmasi, invazyonu ve apoptozunu indiikledigi
belirtilmektedir (Zhang ve ark., 2009; Hu ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2010; Zhang
ve ark., 2011). Ancak, PanCa hiicre 6liim mekanizmasinin f2-adrenerjik reseptor
antagonisti ile indiiklendigi kesin degildir (Zhang ve ark., 2011). Beta adrenerjik

reseptdr  antagonistlerinin  PanCa  hiicrelerinin  ¢ogalmasini,  apoptozunun
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indiiklenmesini ve hiicre boliinmesinin G1/S asamasinda durdurdugunu gostermistir.
Zhang ve arkadaslari, MIA PaCa-2 ve BXPC-3 hiicrelerinde B2-adrenerjik reseptor
antagonisti ile hiicre 6limiiniin indiiklendigini gostermislerdir (Zhang ve ark., 2011).
Kemoterapik ajanlar1 tamamlayict olan ve pankreas kanseri hastalarindan cerrahi
miidahale ile tiimorin almmasinin  Oncesinde verilen PB-blokerlerin, artan
norotransmitter seviyelerini diisiirdiigii ve inflamasyonu sinirlayarak kanseri

tyilestirici yonde ¢iktilar sagladigr anlagilmistir (Chang ve ark., 2015).

Izoprenalin tedavisi, doza bagimli Panc-1 pankreas kanseri hiicrelerinin zarm
zeminine invazyonunu arttirmaktayken, propranolol -blokeri ise bu invazyon etkisini
engeller (Bloomston ve ark., 2002; Egeblad ve ark., 2002; Kessenbrock ve ark., 2010;
Chang ve ark., 2015). Izoprenalinin, kiiltiirdeki timér hiicrelerinde MMP2 ve MMP9
ekspresyon diizeyini sirasi ile 2 ve 4 kat arttirdigi bildirilmistir (Kim-Fuchs ve ark.,
2014; Chang ve ark., 2015). B-adrenerjik sinyal iletiminin aktivasyonuna aracilik eden
(Askari ve ark., 2005; Schuller ve ark., 2008; Lin ve ark., 2012) endojen
norotransmitterlerin in Vitro pankreas kanseri hiicresi ¢ogalmasina sebep oldugu
gosterilmistir (Huang ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2009; Chang ve ark., 2015).
Nonselektif B-adrenerjik reseptor agonisti izoprenalin ile aktive olan B-adrenerjik
reseptorleri in vitro pankreas kanseri hiicre gogalmasini uyardigi belirlenmistir (Askari
ve ark., 2005; Schuller ve ark., 2008). Pankreas kanseri hastalarinin tedavisi ve
iyilesmesi i¢in B-blokerlerin kullanimiyla yeni bir tedavi segenegi olacagi belirtilmistir
(Chang ve ark., 2015). Cogalma (Zhang ve ark., 2009; Huang ve ark., 2012), motilite
(Huang ve ark., 2012; Guo ve ark., 2013) ve invazyon (Guo ve ark., 2009; Huang ve
ark., 2012; Guo ve ark., 2013) gibi in vitro calisilmis pankreas kanser hiicresi
davraniglar1 iizerine adrenerjik sinyal iletiminin belirgin bir etkisi vardir (Chang ve

ark., 2015).

Noroblastoma hiicre soylar1 ve birincil timor dokusunda [2-adrenerjik
reseptoriiniin ekspresyon seviyesindeki artis ile yasam siiresindeki artis arasinda iliski
bulunmustur. Wolter ve arkadaslar1 insan noroblastoma hiicre soylarinin propranolol
ile hiicre ¢ogalmasiin inhibisyonunu ve apoptozunun indiiklenmesi ile yasam

siiresinin  azaldigin1  gostermiglerdir (Wolter ve ark., 2014). Propranololiin
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topoizomeraz | inhibitorii SN-38 ile sinerjistik olarak kullanimi ile néroblastoma

biiyiimesini inhibe ettigi bildirilmistir (Wolter ve ark., 2014).

Literatiirde propranolol ile ilgili farkli sonuclar bulunmaktadir. Ornegin,
ndroblastoma hiicre soylarimin biiyiik cogunlugunda ve birincil tiimdrlerde eksprese
olan B2-adrenerjik reseptdrlerin mRNA seviyelerinin artisi ile hasta yasam siiresinin
artig1 arasinda bir korelasyon bulunurken, ekspresyon seviyeleri ve propranolole karsi
in vitro hassasiyet arasinda herhangi bir korelasyon bulunamamistir (Wolter ve ark.,
2014) Son yapilan caligmalarda kanser hiicre ¢ogalmasinin baskilanmasi, biiylime
faktorii iiretiminin inhibisyonu ve tiimdr hiicrelerinin apoptozunun indiiklenmesi gibi
etkiler araciligiyla B-blokerlerin tiimoér ilerleyisini azalttigr bildirilmistir (Benish ve
ark., 2008; Hajighasemia ve Mirshafiey, 2009). Propranololiin tiitiin indiiklii pulmoner
adenokarsinom gelisimi (Schuller ve ark., 2000), uterin leiomyoma baslangici, insan
akciger karsinoma hiicre soyu ¢ogalmasi (Schuller ve Cole, 1989), cerrahi miidale ile
artan akciger tiimoriiniin durdurulmasi (Benish ve ark., 2008) ve sigcan C6 glioma
hiicrelerinin timor nekrdz faktor alfa (TNFa) indiikli ¢ogalmasini (Lung ve ark.,
2005) inhibe edici etkide bulundugu bildirilmistir (Hajighasemia ve Mirshafiey, 2009).
Ayrica propranololiin sican ve insan akciger hiicreleri (Kastelova ve ark., 2003), insan
derisi keratinositleri, kornea ve retina epitel hiicre soylar1 (Cheong ve ark., 2008) ve
tiimdr hiicrelerindeki sitotoksik etkileri oldugu tespit edilmistir (Finney ve ark., 2000;
Hajighasemia ve Mirshafiey, 2009). 30 uM konsantrasyondaki propranololiin 48
saatlik inkiibasyonu sonrasinda, 16semili insan T hiicreleri (Molt-4 ve Jurkat) ve
monosit hiicrelerinde (U937) VEGF’nin gozle goriiliir oranda azaldigi tespit
edilmistir. Adipoz dokudaki noradrenalin aracili VEGF ve noradrenalin uyarimiyla
nazofaringeal karsinoma tiimor hiicrelerindeki fonksiyonel anjiyojenik faktorlerin
saliniminin propranolol ile inhibe edildigini bildiren Fredriksson ve arkadaslari
(Fredriksson ve ark., 2000) ile Yang ve arkadaslarinin (Yang ve ark., 2006)
calismalari ile de bu 6nceki bulgular uyumludur (Hajighasemi ve Hajighasemi, 2009).

Insan 16semi hiicre soylarinda doza bagl olarak propranololiin hiicre ¢ogalmasini
onemli derecede azalttigini tespit etmislerdir (Hajighasemia ve Mirshafiey, 2009).
Sonuglarimiza gore, farklilagtirlmamigs K562 hiicreleri ile heminle eritroid

farklilagtirllmig K562  hiicreleri  karsilastirildiginda  B1-adrenerjik  reseptor
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ekspresyonunun arttigi ancak [2-adrenerjik reseptor ekspresyonu ise eritroid
farklilagtirilmamis hiicrelere gore eritroid farklilastirilmis hiicrelerde azalmistir.
Hemin ile eritroid farklilastirilmis K562 hiicrelerinde P2-adrenerjik reseptorlerin
ekspresyonunun Pl-adrenerjik reseptorlerinden daha az oldugu belirlenmistir.
Noroblastoma hiicrelerinde 2-adrenerjik reseptorlerinin artisi ile yasam siiresindeki

art1s arasinda korelasyon bulunmustur.

Eritroid farklilagtirilmig K562 kronik miyeloid 16semi hiicrelerinde propranolol
ile 48 saatte doza bagimli inhibisyon egilimi goriilmiistir. Propranolol ile azalma
trendi olmasina ragmen anlamlilik belirlenemedi. 48 saatte propranololiin 10 ile 10*
arasinda fark olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir. Ayrica
diger konsantrasyonlarda ve 24 saatlik inkiibasyon ile anlamli degisim
belirlenememistir. Propranololiin ISA degeri olmadig: i¢in, 48 saatte doza bagiml

azalmadaki bu etkinin -adrenerjik etki olmadigini sdyleyebiliriz.

Insan 16semi T hiicreleri (Molt-4 ve Jurkat) ve monosit hiicrelerinde (U937) 30
UM propronolol ile beta adrenerjik reseptor aracili VEGF artisinin inhibisyonu, hiicre
bliyiimesinin ve g¢ogalmasimin inhibisyonu ile iligkili bulunmustur. Bizim
bulgularimiza goére de eritroid farklilagtirllmis K562 kronik miyeloid 16semi
hiicrelerinde 10 ve 10° M konsantrasyonlarda hiicre ¢ogalmasi inhibe olmustur
ancak istatistiksel olarak anlamli. Bu verilerimiz diger I6semi hiicrelerindekine benzer
bulunmustur. Ancak bu hiicrelerde propronololun cAMP, PKA ve VEGF diizeyine

etkisinin arastirilmasi daha aydinlatici bilgiler verecektir.
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