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TESEKKUR

Inonii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda yapmis
oldugum tez calismam siiresince destegini esirgemeyen, karsilastiim biitiin
zorluklarda biiyiik bir olgunlukla ¢6ziim arayisina giren tez danigmanim Dog. Dr.
Kadir BATCIOGLU na, tez ¢alismam siiresince desteklerini benden esirgemeyen
Eczacilik Fakiiltesi ¢alisanlarma ve Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimine tesekkiirii borg bilirim.

Bana, bu siire¢ igerisinde maddi ve manevi her konuda destek olan sevgili

aileme ve degerli esime tesekkiir ederim.



7,12-DMBA ILE iINDUKLENEN RAT KARACIGERINDE ARJINAZ,
NIiTRIiK OKSIiT METABOLITLERI VE ORNITIiN DUZEYLERI UZERINE
iYON KANAL BLOKERLERI ETKIiSIiNiN INCELENMESI
OZET

Bu calismada karsinojenik bir ajan olan 7,12-DMBA ile ratlarda tiimor
gelisim prosesinin baslatilmasi ve karacigerde arjinaz ve NOS enzim aktiviteleri ile
ornitin diizeylerinin Olc¢lilmesi planlandi. NOS ile arjinaz aktivitelerinde ve ornitin
diizeylerinde ger¢eklesen degisimler ve iyon kanal blokeri uygulanmasinin muhtemel
etkileri arastirtldi. NOS aktivitesinin artirtlmasinin ve/veya iyon kanal blokeri
kullaniminin kanser tedavisinde ek bir strateji olabilecegi ya da olamayacagi

yoniinde bir yargiya varilmasi amaclandi.

Bu calismada; Sprague Dawley tiirii 4 aylik disi ratlar kullanildi. Kontrol
grubu (n=18), 7,12-DMBA grubu (n=14) ve 7,12-DMBA+ IKB (iyon kanal blokeri)
grubu (n=14) olmak iizere ratlar iic gruba boliindii. Kontrol grubuna sadece misirozii
yag1 i.p. olarak enjekte edildi, ikinci ve tiglincii gruptaki ratlara tek doz 10 mg/kg b.w.
dozda 7,12-DMBA 1i.p. olarak enjekte edildi. Ugiincii gruptaki ratlara 7,12-DMBA
enjeksiyonundan 150 giin sonra RS100642 kuyruk veninden enjekte edildi. Son
enjeksiyondan bir hafta sonra ise eter anestezisi altinda dekapite edilen ratlarin
karaciger dokular1 ¢ikarildi. Serum fizyolojik ile perfiize edilen dokular pH 7.4 PBS

tamponu icerisinde homojenize edildi.

Yapilan ol¢iimlerde, arjinin aminoasitini ortak substrat olarak kullanan
arjinaz ve NOS enzim sistemlerinin arasindaki balansin 7,12-DMBA grubunda
arjinaz lehine anlamli derecede arttigi gozlendi. 7,12-DMBA+ IKB grubunda ise
arjinaz aktivitesinin anlamli derecede azaldigi, NOS aktivitesinin ise arttig1 ancak

istatiksel olarak anlamli olmadig1 gozlendi.

Bu bulgular 1s1¢inda iyon kanal blokeri kullaniminin ve/veya NOS
aktivitesinin artirllmasinin kanser gelisimini yavaslatici etki gosterebilecegi kanisina
vardik. Ancak bu konuda daha kapsamli aragtirmalar yapilmalidir.

Anahtar kelimeler: Dimetilbenz [a] antrasen, Arjinaz, Ornitin Iyon Kanal Blokerleri,
Nitrik Oksit Sentaz
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ION CHANNEL BLOCKERS ON
ARGINASE, NITRIC OXIDE METABOLITES AND ORNITINE LEVELS IN
RAT LIVER WHICH IS INDICUED WITH 7,12-DMBA

ABSTRACT

In this study, it has been planned to initiate the tumour development process
in rats by using 7,12- DMBA which is a carcinogenic agent and to measure the
omithine levels and enzyme activity levels of NOS and arginase in liver. The
possible effects of ion channel blockers treatment and the changes occured in the
levels of omithine, arginase and NOS activities were also investigated. It has been
aimed to reach an answer whether induction of NOS activity and/or using ion
channel blocker is an additional strategy in cancer treatment. In the study, Sprague

Dawley type, 4 months old female rats were used.

The rats were divided into three grups as control (n=19), 7,12-DMBA (n=14)
and 7,12-DMBA+IKB (n=18) groups. The rats in control groups were treated with
only corn oil. The rats in the second group (7,12-DMBA) were treated with a 7,12-
DMBA single dose. The rats in the third group were treated with a 7,12- DMBA and
RS100642 (ion channel blocker) was injected in the tail vein. After a week from last
injection, the rats were sacrificed by decapitation under ether anaesthesia and the
liver tissues of the rats were dissected. The tissues perfused with isotonic solution

were homogenized in PBS ( PH:7.4) solution.

As a result, it has been observed that the balance between the arginase and
NOS enzyme systems which used arginine in common were disturbed in favour of
arginase significantly. In the third gruop, arginase activity was observed to decrease

significantly whereas NOS activity was observed to increase insignificantly.

Under the shed of those findings, we considered that using ion channel
blockers and/or the induction of NOS activities may have an inhibitory effect on
cancer development. But more comprehensive researches are stil needed in the same
subject.

Key Words: 7,12-Dimethylbenz [a] anthracene, Arginase, Ornithin, lon Channel
Blockers, Nitric Oxide Synthases
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

7,12-DMBA : 7,12-Dimetilbenz [a] antrasen

Arg : Arjinin

BSA : Bovin Serum Albumin

°C : Santigrad derece

dk : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik asit

eNOS : Endotelyal nitrik oksit sentaz
H,0, : Hidrojen peroksit

IKB : Iyon kanal blokeri

iNOS : Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
Kv : Voltaj bagimli potasyum kanallar1
L-NAME : N®-nitro L-arjinin metil ester

ug : Mikrogram

mg : Miligram

mL : Mililitre

NNDA : N-Naftiletilen diamin

nNOS : Noronal nitrik oksit sentaz

NO, : Nitrit

NO; : Nitrat

NO : Nitrik oksit radikali

NOS : Nitrik oksit Sentaz

O, : Siiperoksit radikali

OH : Hidroksil radikali

PAH : Polisiklik aromatik hidrokarbon
RNA : Riboniikleik asit

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

RS100642  : Meksiletin analogu sodyum kanal blokeri
TDMU : Tiyosemikarbazid Diasetil Monoksim Ure
VKSK : Voltaj kapili Na" kanallar1
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1. GIRIS

Cesitli organlarda geliserek her yastaki bireyleri etkileyen kanser,

kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik rastlanan 6liim nedenidir (1).

Tiimor gelisiminde hiicrenin kontrolsiiz gelismesi ve ¢ogalmasinda artan iyon
kanal ekspresyonu sonucu bozulan iyonik dengenin ve degisen membran
potansiyelinin etkili oldugu bilinmektedir (2). Tiimor gelisiminin baskilanmasi ve
metastaz riskinin en aza indirilmesi amaciyla iyon kanal blokerlerinin
kullanilmasinin son yillarda kanser tedavisinde mevcut tedavi protokollerine ek bir
yaklasim olarak degerlendirilip degerlendirilemeyecegi hala arastirilmakta olan bir

konudur.

7,12-Dimetilbenz [a] antrasen (7,12-DMBA) polisiklik aromatik hidrokarbon
siifi bilesiklerden olup potent bir karsinojen ajandir. 7,12-DMBA hem metabolitleri
tizerinden Deoksiriboniikleik asit (DNA) ile dogrudan etkileserek hem de yarattigi
oksidatif stres araciligiyla ozellikle meme ve deri tiimorii olusumunda 6nemli rol
oynamaktadir (3). Bu calismada ge¢mis donemlerde yapilan ¢aligmalar baz alinarak

karsinojenik ajan olarak 7,12-DMBA kullanilmistir.

Arjinin ve kanser arasindaki iliski uzun yillar 6nce kabul gérmiisken son
donemde arjinaz ve kanser arasindaki iligki ortaya cikarilmistir (4). Nitrik Oksit
Sentaz (NOS) ve arjinaz, substrat olarak arjinin aminoasitini kullanan iki 6nemli
enzim sistemini olusturmaktadirlar. Arjinazin, arjinaz I ve II olmak {izere iki
izoformu bulunurken NOS enzimi LII ve III seklinde 3 izoformdan olusmaktadir (5).
Kanser gelisim prosesinde NOS ve arjinaz arasindaki dengenin bozuldugu,
organizmanin bir savunma stratejisi olarak arjinazin baskilanmasi ve NOS’un
aktivasyonu yoniinde egilim gosterdigi ileri siiriilmektedir. Literatiirde yiiksek NOS
aktivitesiyle olusan nitrik oksit araciligiyla tiimor gelisiminin inhibe edildigi yoniinde
bulgular bulunmaktadir (6). Ote yandan Arjinaz II aktivasyonunun iiriinii olan
ornitin, ornitin dekarboksilaz etkisiyle poliaminlere metabolize olmakta ve
poliaminlerin hiicre proliferasyonu {izerinde stimiile edici etkiye sahip oldugu ileri

stiriilmektedir (7). Bu noktada karsinojen bir ajanin karacigerde NOS ve arjinaz



aktiviteleri lizerine olan etkisi ve bu etki sonucu ornitin diizeylerindeki muhtemel

degisim dikkate deger bir metabolik iligki olusturmaktadir.

Bu calismada karsinojenik bir ajan olan 7,12-DMBA ile ratlarda tiimor
gelisim prosesinin baslatilmasi ve karacigerde arjinaz ve nitrik oksit sentaz (NOS)
enzim aktiviteleri (NOx diizeyleri lizerinden) ile ornitin diizeylerinin ol¢iilmesi
amaglandi. Calisma bulgularimiz 1s181nda, NO ile arjinaz aktivitelerinde ve ornitin
diizeylerinde gergeklesen degisimler ve iyon kanal blokeri uygulanmasinin muhtemel
etkisi degerlendirilerek NOS aktivitesinin artirilmasinin ve/veya iyon kanal blokeri
kullannminin  kanser tedavisinde ek bir strateji olabilecegi ya da olamayacagi

yoniinde bir yargiya varilmasi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Tanim

Atomlarda elektronlar orbital adi verilen uzaysal bolgede elektron ciftleri
halinde bulunurlar. Atomlar arasinda etkilesim ile baglar meydana gelmekte ve
molekiiler yap1 olusmaktadir. Serbest radikal, atomik yada molekiiler yapilarda
ciftlenmemis tek elektron boliimleri iceren molekiillere verilen isimdir. Baska
molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverigine giren bu molekiillere "oksidan

molekiiller" veya "reaktif oksijen tiirleri (ROS)" denmektedir (8).

2.1.1. ROS Simiflandirilmasi

Organizmada pek ¢ok ROS olusabilir. Ancak en sik olarak lipid yapilarla
olusur. Doymamis yag asitlerinin alil grubundan bir hidrojen ¢ikarsa lipid radikali
meydana gelir. Olusan lipid radikali oksijen ile reaksiyona girer ve lipid peroksi
radikalini olusturur. Lipid peroksi radikali diger lipidlerle zincir reaksiyonu baslatir
ve lipid hidroperoksitler olusur. Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlar lipid
peroksidasyonunu hizlandirir (9). Lipid radikaller yiiksek derecede sitotoksik
tirtinlere de doniisebilir. Bunlar arasinda en ¢ok bilinen iiriin aldehid grubundan

malondialdehiddir.

Hidrojen peroksit membranlardan kolaylikla gegip hiicreler {izerinde bazi
fizyolojik rollere sahip olabilir, fakat ciftlenmemis elektrona sahip olmadigindan
radikal olarak adlandirilamaz. Bu nedenle "reaktif oksijen tiirleri", siiperoksit gibi
radikaller, ayrica hidrojenperoksit gibi radikal olmayanlar i¢in ortak olarak kullanilan
bir terimdir (10). Oksijen molekiilii, orbitalinde ¢iftlenmemis elektron tasiyorsa
stiperoksit radikali olarak adlandirilir. Diger ROS grubunda ise normal oksijenden
cok daha hizli bir biyolojik molekiil olan "singlet oksijen" bulunmaktadir. Singlet
oksijen molekiilii yapisinda iki adet ¢iftlenmemis elektron tasir. Singlet oksijen hiicre
membranindaki poliansatiire yag asidleriyle dogrudan reaksiyona girerek lipid

peroksitlerin olusumuna yol acar (8).



2.1.2. Reaktif oksijen tiirleri

ROS, normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda olusan siiperoksit
radikali (O,"), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH")’dir.
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Reaktif oksijen tiirleri, ¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal

zincir reaksiyonlarini baglatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller



(R), peroksit radikalleri (ROO"), alkoksi radikalleri (RO"), tiyil radikalleri (RS"),
siilfenil radikalleri (RSO, tiyil peroksit radikalleri (RSO,") gibi ¢esitli serbest

radikallerin olusumuna neden olurlar (11).

2.1.3. ROS Kaynaklar1

Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda oldugu gibi bir¢ok anabolik ve
katabolik islemler sirasindaki reaksiyonlarda molekiiler diizeyde elektron kacislari
olur ve bu sirada ROS'lar olusur. Asagida ROS'larin in vivo ortamda kaynaklari

goriilmektedir (12).

Reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklari,
2.1.3.1. Normal biyolojik islemler
1 - Oksijenli solunum

2 - Katabolik ve anabolik islemler

2.1.3.2. Oksidatif stres yapici durumlar
1 - Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite - intoksikasyon
2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi
a) Inhale edilenler
b) Aliskanlik yapan maddeler
¢) Ilaglar
3 - Oksidan enzimler
a) Ksantin oksidaz
b) indolamin dioksigenaz
¢) Triptofan dioksigenaz
d) Galaktoz oksidaz
e) Siklooksigenaz
f) Lipooksigenaz
g) Monoamino oksidaz
4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
5 - Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma (ndtrofil, monosit,

makrofaj, eosinofil, endotelyal hiicreler).



6 - Uzun siuireli metabolik hastaliklar

7 - Diger nedenler: Sicak yada soguk soku, giines 151n1, sigara

2.1.3.3. Yaslanma siireci

Iskemi, hemoraji, travma ve radyoaktivite gibi durumlarda mitokondrilerdeki
aerobik oksidatif fosforilasyon dengesi etkilenir ve elektron tagima sisteminden
elektron kacaklar1 daha fazla olur ve ROS diizeyi artar. ROS diizeyi, yaslanma siireci
ile paralel bir artis gosterir. Yaglanma ile protein karboksilasyonunun artisi ve

katalize edici tiim enzimlerin azalmasinin bu dengesizlikte 6nemli rolleri vardir (12).

2.1.4. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Etkileri

Reaktif oksijen tiirleri; proteinler, lipidler, lipoproteinler ve DNA dahil olmak
lizere gesitli biyomolekiillere saldirir ve oksidatif hasara sebep olur. Bu oksidatif
hasar 6nemli olup, kronik hastaliklar, kalp hastaliklari, romatizma, diyabet, kanser

olusumunda rol oynamaktadir.

Serbest radikal biyolojisine ilginin artmasi, kronik hastaliklar icin etkili bir
tedavi bulunamamasi ve bu hastaliklara kars1 korunmada antioksidanlarin yararl
oldugu bilinmektedir. Antioksidanlar, serbest radikallerin etkisini engelleme
yetenegine sahiptir ve bu nedenle kanser, damar sertligi, kalp hastalig1 ve baz1 diger
hastaliklara kars1 dokular1 korudugu diisiiniilmektedir (13). Son derece reaktif, kisa
omiirlii bir serbest radikal olan nitrik oksit 6nemli bir biyolojik molekiildiir. NO
metabolitleri nitrit ve nitrat, nitrik oksidin oksijenle ve siiperoksitle oksidasyonu

sonucunda olusur (14).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS)
karsinogenesisin hem baslatilmasinda hem de devam ettirilmesinde etkili olabilirler.
Antioksidanlar ROS ve RNS tarafindan hiicresel ve molekiiler diizeyde olabilecek

olan hasarlara karsi koruma gorevini {istlenir (15). Antioksidanlar bu koruma



gorevlerini peroksidasyon zincir reaksiyonlarini engelleyerek veya serbest radikalleri

ortamdan toplayarak yaparlar (16).
2.2. 7,12-Dimetilbenz[a]antrasen

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH) karsinojenik etkileri ilk olarak
1921 yilinda tespit edilmistir. Bu maddelerin 6zellikle tiimor gelisiminin baslangig

asamasinda etkili olduklar1 vurgulanmistir (17).

s
I~

-

CHs,

Sekil 2.1. 7,12-Dimetilbenz[a]antrasen molekiilii

Molekiil Formiila . C20H16
Molar kiitlesi : 256.34
Erime Sicakligi : 122-123 °C (18)

7,12-Dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) kanserojen bir madde olup, deneysel
meme tlimorleri olusumu ve gogiis kanseri ¢alismalarinda kullanilmaktadir (19).
DMBA metabolizmasi sirasinda meydana gelen serbest radikaller hiicre i¢inde ve
diger hiicrelere diffiize olarak da yayilabilirler. Bu radikaller lipit hasarlarina yol
acarak hiicrede zararli sonuglara neden olurlar. DMBA gibi maddeler, DNA’nin
yapisini bozarak ve lipit peroksidasyonuna neden olarak, hiicrede hidroksil ve
siiperoksit anyon radikalleri gibi radikallerin olugmasina neden olmaktadir (20).
DMBA ile yapilan ¢alismalarda bu maddenin tiimor hiicresi sayisinda 6énemli dlciide

artisa neden oldugu bildirilmistir (21).



2.3. Arjinin (Arg, R)

Arjinin bir o-aminoasittir. L-arjinin, dogada bulunan proteinlerin yapisini
olusturan 20 aminoasitten biridir. Memeli hayvanlarda, arjinin temel aminoasitlerden
biri olarak kabul edilmektedir. Organizmanin gelisim safhasina ve saglik durumuna
gore bazen disaridan beslenme yoluyla temin edilmesi kagiilmaz olabilmektedir.
Bebekler etkili bir sekilde arjinin sentezleyemediklerinden, bebekler ig¢in

esansiyeldir. Yetigkinler ise arjinini sentezleyebilirler (22).

Arjinin ilk olarak Isvigreli kimyac1 Ernst Schule tarafindan acibakla fidesi

ekstresinden izole edilmistir (22).

Sekil 2.2. L-arjinin aminoasidi (22)

Arjinin bazik oOzellik tasiyan aminoasitlerden biridir. Uzun yan zinciri
hidrofobik 6zellik tasimasina ragmen bu yan zincirin ucunda bir guanidyum grubu
bulunmaktadir. pK, degeri 12.48 olan guanidyum grubu bazik, ndtr ve hatta hafif
asidik ortamlarda dahi pozitif yik tasimaktadir. Cift bag elektronlart ve
nitrojenlerdeki yalniz elektron ciftleri arasindaki konjugasyon nedeniyle pozitif yiik
delokalize olabilmektedir. Guanido grubu ayrica birden fazla hidrojen bagi da

yapabilir (22).



2.4. Ajinaz ve Nitrik Oksit Sentaz

2.4.1. Arjinaz

Arjinaz (E.C. 3.5.3.1), lire dongiisiinlin son basamaginda L-arjinini, {ire ve
ornitine hidroliz eder. Memelilerde karaciger basta olmak iizere pek cok dokuda
aktivitesi belirlenmistir (24,25). Arjinazin aktif formu her biri 35.000 daltonluk ¢ alt
tiniteden olusan, farkli dokularda 105-120.000 daltonluk bir yapi olusturan, bir
mangan metalloenzimdir (26,27). Biyolojik sistemlerde arjinaz enziminin onem
tasidig1 baslica metabolik yollar, lire dongiisii, prolin ve poliaminlerin biyosentez
yolu (28) ve sitotoksik NO' radikalini sentezleyen NOS enzimiyle, paylastigi substrat
icin girdigi yarisma yoludur (29). Arjinaz enziminin kanserli hiicrelerde normal
hiicrelere gore daha fazla miktarda bulundugu, kolorektal kanserler, epidermal
papillomalar, sinir dokusu tiimoérleri, prostat karsinomu ve mide kanserlerinde
gosterilmigtir. Serum arjinaz aktivitesinin arttig1 diger baslica patolojik durumlar,

karaciger hiicre harabiyeti, hemolitik anemiler ve miyokard enfarktiisiidiir (30-36).

Ure dongiisiiniin bir enzimi olan arjinaz; arjininin iire ve ornitine hidrolizini
katalizler. Karaciger dist arjinazin poliamin saglanmasinda rol oynadigi ileri
stiriilmiistlir. Poliaminler kanser hiicreleri gibi hizla boliinen ve ¢ogalan hiicreler
tarafindan fazla miktarlarda sentezlenen organik katyonlardir. Arjinaz aktivitesinin

bazi tiir kanserlerde degistigi gosterilmistir (37,38).

Arjinaz enzim yapist sekil 2.3’te gdsterilmistir.
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Thr 135 Asn 130
Glu 186
" g Asp 183 Og

His 126

Sekil 2.3. Arjinaz enzimi (39)

Arjinaz’1n tetikledigi tepkimenin {ire ve ornitin olmak iizere iki {iriinii vardir.
Arjininden olusan ornitin, akut inflamasyona cevap olarak ve hiicre proliferasyonunu
saglamak tizere poliaminlere doniisiir. Poliaminler (putressin, spermin ve spermidin)
tiim memeli hiicrelerinde bulunur. Hiicre proliferasyonunun arttigi fizyolojik ve
patolojik durumlarda, poliamin diizeylerinin de arttig1 gosterilmistir. Poliaminlerin,
DNA ve RNA sentezi ile DNA’nin stabilizasyonunda uyarici etki gdstermelerine
paralel olarak, habis olaylarda artan hiicre yapimi nedeniyle hiicre i¢i poliamin
metabolizmasinin arttif1, 6zellikle eritrosit poliamin diizeylerinin timor gelisimi ile
dogrudan iligkili oldugu bildirilmistir (40,41). Diger yandan, arjinaz aktivitesi ile
kanser tiirleri arasinda yakin bir iliski oldugu bildirilmistir. Yapilan caligmalarda,
arjinaz aktivitesinin 6zellikle kalin barsak, kolorektal, prostat, pankreas, mide, kiigiik

hiicreli akciger ve meme kanserlerinde arttig1 gosterilmistir (30,33,42-47). Kanserli
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hastalarda yiikselen arjinaz aktivitesi ile hiicre iiremesinde 6nemli bir islevi olan
poliaminler arasindaki iliski, kanserojenik gelisimin artan poliamin sentezine bagl
olabilecegi yargisini giliclendirmistir (47). Dolayist ile arjinazin kanser gelisimi

stirecinde biyolojik belirte¢ olarak kullanabilecegi vurgulanmistir (45).

2.4.2. Nitrik OKksit Sentaz

Nitrik oksit ilk olarak 1980’lerde endotel gevsetici faktor olarak
tanimlanmistir; vazodilatasyon ve ndrotransmisyon gibi bir¢ok fizyolojik siirece
onciiliikk eden anahtar sinyal molekiiliidiir (48,49). Ayrica kanser gibi ¢esitli patolojik
hastaliklarda da rol oynamaktadir (50,51). NO; NOS diye adlandirilan bir enzim
ailesi tarafindan endojen olarak olusturulur (52). 3 izoformu bulunur. 2’si Ca™
bagimli [ndronal NOS (nNOS)], NOS3 [endotelyal NOS (eNOS)] ve biride Ca™ den
bagimsiz izoform [indiiklenebilir NOS2 (iNOS)] dur (53,54).

Sekil 2.4. Nitrik Oksit Sentaz (55)
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Indiiklenebilir NOS ve nitrik oksit diizeyleri in vivo daki hayvan ve insan
kanserlerinin gelisimi ile iliskilendirilebilir (56). NO kaynakli bir¢ok aktivite tiimor
artiric1 etkisine katilabilir, 6rnegin DNA hasarinin indiiklenmesi, artmis anjiyogenez,
apoptotik hiicre 6liimii ve immiin sistemin baskilanmasidir (57-60). Diger yandan
bazi raporlar NO’in tiimor hiicrelerine sitotoksik oldugunu ve tliimdriin biiytimesi ve
metastazin1 azalttigini gostermektedir. iNOS ve NO’mn tiimor gelisimindeki zit
etkileri konsantrasyona bagli bir fenomen olarak aciklanabilir ki diisiik
konsantrasyonlar tiimor hiicresi proliferasyonuna katki saglarken, ekzojen kaynakli

yliksek konsantrasyonlar tiimor ¢ogalmasinin inhibe ederler (51-64).

Shang ve ark (65) oral sukuamoz hiicreli karsinomlarda ekzojen NO’in
etkilerini bildirmislerdir. Yiiksek seviyelerdeki eksojen NO’in tiimor hiicrelerin
Olimiine neden oldugunu bildirmislerdir. Tim bunlar eksojen NO ile NO
seviyelerindeki manipiilasyonlarla gelecekte kanser tedavisinde yeni bir yol
acilabilecegini  gostermektedir.  Ancak eksojen NO’in  yiiksek  dozlar
limitlendirilmelidir. Ciinkli vazodilatasyon, hipotansyon ve bas agrist gibi yan

etkileri vardir (66).

Shang ve ark’na gére NO konsantrasyonlar1 da in vitro da oral kanser
hiicrelerinin Oliimiine neden olmakta ancak in vivo da sistemik komplikasyonlar
olmadan benzer etkiler yapmasi olasi degildir. Ancak gelecekteki muhtemel kanser
terapisi igerisinde baska bir potansiyel alan daha vardir; iNOS un farmakolojik
inhibisyonu NO {iretimini azaltacak ve tiimorlerdeki anjiogenezde oOnemli bir

azalmaya yol acacaktir (67,68).

Tim NOS’lar, NO ve L-sitrulin olusturmak ig¢in substrat olarak serbest L-
arjinin ve molekiiler oksijeni kullanmaktadirlar (69). Uretilen L-sitriilin serbest L-
arjinini lireten metabolik dongiiye katilir. L- arjinin analoglar1 terminal guanidin
nimojende degisiklik yapar ve/veya karboksil u¢ NO’in iiretiminin inhibe etmek i¢in
yaygin bir sekilde kullanilir. Bu bilesiklerin birinin 6rnegi metil ester analogu N°-

nitro L-arjinin metil ester (L-NAME) olan bu bilesik tiim NOS tiplerini selektif
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olmayarak inhibe etmektedir. Arastirmacilar aminoguanidini segici olarak inhibe
eden bazi maddelerde bulmuslardir. Aminoguanidin L-arjininle ayni guanidin
grubuna sahiptir. Aminoguanidin iNOS i¢in eNOS tan 10 kat daha secicidir ve nNOS

icin se¢iciligi minimaldir (70,71).

2.5. Tyon Kanallar

Iyon kanallar1 dokularin bir cogunda eksprese edilen ve sinyal iletiminde
onemli rol oynayan protein yapili molekiilleridir. Bu dokularda cesitli hiicresel
fonksiyonlarin  belirlenmesinde; proliferasyonda, sivi transportunda, volim
kontroliinde, enzim aktivitesinde, sekresyonda, invazyonda, gen ekspresyonunda,

uyar1 ve kasilmada, hiicre i¢i iletisimde 6nemli rollere sahiptir (72).

Daha onceden giiglii metastatik insan ve sican prostat kanser hiicrelerinin
fonksiyonel voltaj kapili Na' kanallarim1 (VKSK) asir1 eksprese ettigi gosterilmistir
(73,74). VKSK aktivitesi metastaza 0zgli olan hiicresel biiylime siireci, lateral
hareketlilik ve galvanotaksi, transver invazyon ve sekretuvar membran aktivitesi gibi
¢ogu hiicresel davraniglara baglidir. Buna uygun olarak, endojen VKSK
seviyeleri/aktivitesi 6nemli derecede daha biiyiilk invazyon yetenegi olan zayif
metastatik LNCaP hiicrelerinin etkisiyle artirtlir ve VKSK’nin tek bagma fazla
eksprese edilmesi in vitro hiicresel invazyon potansiyelini artirmada, VKSK
aktivitesinin kanser hiicresi invazyon yetenegi i¢in gerekli ve yeterli oldugunu

gosterir (75-81).

Membran iyon kanallar1 hiicre proliferasyonu i¢in esastir ve kanser
gelismesinde rolii vardir. Voltaj bagimli kanallarin onkojenik bir fonksiyonunun
oldugu rapor edilmistir. Ustelik, karsinogenez esnasinda, iyon kanallarinin
ekspresyonundaki ya da aktivitesindeki degisiklikler inflamasyon esnasinda goriilen
degisikler gibi epitellerdeki elektrolit transport Ozelliklerini etkiler. Potasyum
kanallar1 prostat, kolon, akciger ve meme kanserinin gelisiminde yer alir. K"
kanallari, Ca™’nin aktive ettigi ve voltaj bagimli potasyum kanallar1 (Kv), a go-go
ailesi ve 2P domain K" kanallar1 gibi farkli kanser dokularinda tanimlanmistir.

Bununla birlikte Kv kanallar1 tiimor hiicrelerinde merkezi bir rol oynamaktadir,
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ozellikle epitelyal orjinli olanlarda. Eag-1 kanallariyla diizenlenen hiicre dongiisii,
normalde sadece oositlerde ve kolay uyarilan dokularda bulunur ve de kanser
hiicrelerinde bulunur. Bu kanallarin aktivasyonu hiicre proliferasyonu i¢in esas olan
plazma membraninin  hiperpolarizasyonunu indiikler. Membran voltajinin
hiperpolarizasyonu Ca™ sinyalinin olusumuna yardim eder ve intraseliiler pH’nin
diizenlenmesi ve hiicre voliimii i¢in gereklidir. Bu degisikliklerin tiimii (Ca™, pH ve

voliim) acikea hiicre proliferasyonunu etkiler (82-89).

Na" reabsorbsiyonu ve K™ sekresyonu, iyon kanallari, Na-K-ATPaz gibi
transport proteinlerini igeren iki basamakl siireclerdir. Kanal aktivitesinde ya da Na-
K-ATPaz’m turnover oramindaki degisiklikler, K’ sekresyonu ve Na’
absorbsiyonunda biiyiik etkilere neden olurlar. Bu fonksiyonlar, bazolateral K
kanallariyla olur. Birincisi, hiicre membran potansiyelini olusumuna katilirlar. K
sekresyonu ve Na' absorbsiyonu elektrojenik siiregler oldugundan, hiicre membran
potansiyelinin degismesi K sekresyonu ve Na" absorbsiyonu iizerine 6nemli etkileri
olur. Bazolateral K’nin Ba' ile iletkenliginin inhibisyonunun Na' reabsorbsiyon
oranini diisiirdiigii bulunmustur. Tkinci olarak bazolateral membrandaki K" kanallari
bazolateral membran boyunca K"’nin tekrar dongiisiinde bulunur, bu tekrar dongii
Na-K-ATPaz’in fonksiyonunu anlamak i¢in énemli hale gelmektedir. K™’ nin tekrar

dongiisii kisa devreyi azaltir (90-93).

2.6. Sodyum Kanal Blokeri

Sodyum kanal blokerleri bu bilesiklerin membran stabilize edici
ozelliklerinden dolay1 tedavi olarak calisilmistir. Cogu terapdtik sodyum kanal
bloker bilesigi, inaktive olan bolgedeki tek dnemli blok kanallarina baglhidir (94).
Sonug olarak yiiksek frekanshi stimiilasyon azalirken, toksisiteyi diisiiren sodyum
kanal fonksiyonun bazal seviyede ya da diisiik siklikta olmasi neredeyse hig

etkilenmemistir (95).

Yeni bir sodyum kanal blokeri ve noro-protektif ajan olan RS100642

kullanima bagli sodyum blokeri meksiletinin bir analogudur. Daha 6nce yapilan in
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vitro ¢alismalar, hipoksi ya da hipoglisemiye ya da Na" kanal aktivatorii veratridinin
etkisiyle olusan hasara kars1 RS100642 ‘nin noron kiiltiirlerinde koruma sagladigi
rapor edilmis. Ayn kiiltiirlerde veratradin ya da KCI etkisiyle (glutamat haric)
intraselliiler Ca™ artisinda bir azalma olmustur bu da sodyum kanallarimin segici

diizenlendigini gosterildigi bildirilmektedir (96).

CHj CHj
O\)x
N 2 *NH,
H

CH4
2 NH,
o/\l-/
CHs CHs,

Sekil 2.5. Meksiletin (2-(2-aminopropoxy)-1,3-dimethylbenzene) (97)

Molekiil Formuliu : Ci1Hi7sNO
Molar kiitlesi : 179.259 g/mol

RS100642° nin meksiletine benzer olan sodyum kanal baglama 6zelliklerine
de sahip oldugu fakat sigan vagus siniri preparatlariyla belirlendigi gibi aksiyon
potansiyeli bilesiklerinde daha giiclii doza bagimli rediiksiyon sergiledikleri
belirlenmistir. 10 mM konsantrasyonlarina kadar ki RS100642 baglama affinitesi
sodyum kanallar1 i¢in segicidir ancak diger opiyat, glutamat, GABA ve diger voltaj

kapil1 iyon kanallarina 6nemli bir affinite gostermemistir (98-100).
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2.7. Poliaminler

Gilinlimiizde olast bir diizenleyici enzim olan arjinazla yapilan ¢aligmalarda
artis vardir. Bu ilginin nedeni, arjinazin nitrik oksit, poliamin, agmantin, prolin ve
glutamat sentezinde oynadigi olasi rol olabilir. Arjinaz enzimi, lire sentezindeki
vazgecilmez rolliniin yaninda, poliamin, prolin ve glutamat sentezi i¢in ornitin
tiretimini de saglar. Poliaminlerin hizli biiyliyen hiicre ve dokularda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunduklari ve hiicre biiylimesi ve farklilagsmasi icin gerekli

olduklar1 gdsterilmistir (40).

Biiylime ile iligkili genler, 6rnegin; c-fos ve c-myc protoonkojenleri hiicresel
cogalma siirecinde aktive edilirler. Mitojenik uyariy1 takiben poliamin sentezinde es
zamanlt bir artig ve c-fos protoonkojeninin transkripsiyonu gozlenmistir. Benzer
olarak habis doniigiim poliamin sentezinde bir artisa neden olmaktadir. Poliaminlerin
cmyc ve c-fos transkripsiyonunu artirdigi gosterilmistir (101). Poliaminler bu yilizden
biiyiime siireci i¢in gerekli maddeler olup ayni zamanda karsinogenezle de iliskilidir
(102). Biyolojik sivilarda poliamin 6l¢limii, kanserlerin teshisinde, kanser tedavisinin
izlenmesinde ve yeniden niiksiin degerlendirilmesinde yararli bir ara¢ olarak
kullanilmaktadir. Poliamin konsantrasyonlarinin meme kanserinde de arttigi, tiimor
poliamin konsantrasyonlar1 ile tiimoriin yeniden niiks etmesi arasinda pozitif bir

korelasyon oldugu bulunmustur (30).

Son yillarda yapilan caligmalarda kalin barsak, kolorektal, prostat, mide ve
kiictik hiicreli akciger kanseri gibi ¢esitli kanser vakalarinda serum ve doku arjinaz
diizeyinin arttig1 belirtilmekte ve arjinazin kanser vakalari i¢in belirleyici bir enzim
olabilecegi ileri siirlilmektedir (47,48). Meme kanserli hastalarda yapilan
calismalarda da serum arjinaz aktivitesi, saglikli kadinlardakinden yiiksek
bulunmustur (103). Dolayisi ile tiim bu ¢alismalar arjinaz enzimi ile kanser vakalari

arasinda yakin bir iligkinin varligini géstermektedir.

Arjinaz enziminin iizerinde durulan diger bir 6zelligi ise nitrik oksit sentaz

(NOS) enzimi ile ortak substrat olan arjinini kullanmasidir (104). NOS etkisi ile
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arjininden nitrik oksit iiretilmekte ve bu iki enzimin arjinini tiikketmek i¢in birbiriyle
yaristigl vurgulanmaktadir. Bu yolla olusan NO’ nun kanser gelisiminde etkisi
oldugu bildirilmistir (105). Birbiri ile yarigsma halinde olan bu iki enzimden biri olan
arjinaz enzim aktivitesinin artmasi, NOS enzimini baskilayarak tiretimi ornitin lehine
cevirebilir. Bu durum poliamin sentezini artirirken, NO {iretiminin azalmasina neden

olacaktir.

L-arginine
Nitric oxide
synthase
arginase
N-hydroxy-L-arginine ——
. 0,
citrulline + N0 —————  ornithine + urea
1 omithine decarboxylase
putrescine
1 spermidine synthase
spermidine
1 spermine synthase
Inhibition of tumor cell iper“""e
roliferation
P Tumor cell
proliferation

Sekil 2.6. L-Arjinini ortak substrat olarak kullanan iki enzim sisteminin

gosterimi (23)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada; Inénii Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilen, ortalama agirligi 205 + 13 g olan Sprague Dawley tiirii 4
aylik disi ratlar kullanildi. Ratlar oncelikle 30 giin boyunca normal olarak (ad
libitum) beslendi ve yasam ortamlarina uyum saglamalar1 saglandi. Daha sonra her
bir kafeste iki rat bulunacak sekilde ratlar {i¢ gruba béliindii: I. Kontrol grubu (n=19),
II. 7,12-DMBA grubu (n=14) ve III. 7,12-DMBA+ IKB (iyon kanal blokeri) grubu
(n=18). Kontrol grubuna sadece misirdzii yagi i.p. olarak enjekte edildi, ikinci
gruptaki ratlara tek doz 10 mg/kg b.w. dozda misirdzii yagi igerisinde ¢oziilmiis 7,12-
DMBA ip. olarak enjekte edildi. Ugiincii gruptaki ratlara 7,12-DMBA
enjeksiyonundan 150 giin sonra total doz 1 mg/kg b.w. olacak sekilde 500 pl serum
fizyolojik igerisinde ¢oziilen RS100642 (meksiletin analogu olan sodyum kanal
blokeri) birer hafta ara ile toplam dort dozda verilecek sekilde kuyruk veninden
enjekte edildi. Son enjeksiyondan bir hafta sonra ise eter anestezisi altinda dekapite
edilen ratlarin karaciger dokular1 ¢ikarildi. Serum fizyolojik ile derhal perfiize edilen
dokular pH 7.4 PBS tamponu igerisinde homojenize edildi ve +5 °C’de ve 14 000
g.’de santrifiij edilerek elde edilen silipernatantlar ii¢ ayr1 ependrof tiipe alinarak

olgiim zamanina kadar (15 giin boyunca) -40 °C’de saklandi.

3.1. Lowry Protein Tayini

Protein miktar tayini Lowry metoduna gore yapildi (106). Bu metod,
proteinin yapisinda bulunan tirozin ve triptofan aminoasitlerinin fosfotungstat
kompleksini molibden mavisine indirgemesi prensibine dayanir. Reaksiyon bakir

(Cu?") ile belirginlestirilir.
3.1.1. Cozeltiler
A Cozeltisi: %2’°lik Na;CO3’mn 0.1 N NaOH teki ¢ozeltisi

B Cozeltisi: %1°lik CuSO;4 ¢ozeltisi
C Cozeltisi: %2’lik Sodyum Potasyum tartarat ¢ozeltisi
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D Cozeltisi: 98 hacim A ¢ozeltisi + 1 hacim B ¢ozeltisi + 1 hacim C ¢ozeltisi
karigimi

E Cozeltisi: 1 hacim Folin Fenol belirteci + 1 hacim distile su karigimi

Bovin Serum Albumin (BSA) Cozeltisi: Standart protein ¢ozeltisi olarak
kullanilan BSA 10 mg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltiden 2,4,6,8,10 mg/ml’lik

¢oOzeltileri hazirlandi.

3.1.2. Deneyin yapilisi

Test ve standart tiiplerine 490 pl, kor tiipiine 500 pl distile su kondu. Tiim
tiplere 2.5 ml D ¢ozeltisi ilave edildikten sonra, test tiiplerine diliie edilmis
numuneden 10 pl; standart tiiplerine de 10 pl her bir standarttan ilave edildi ve tiipler
vorteks ile iyice karistirildi. Oda 1sisinda karanlikta 10 dk bekletildikten sonra, tim
tiplere 250 ul E ¢ozeltisi eklendi. 25 °C’de 30 dk bekletildikten sonra,
spektrofotometrede 650 nm’de kore karsi sifirlanarak okuma yapildi. Standart grafigi

yardimrtyla numunelerin protein icerikleri hesap edildi.

Lowry Std Grafigi y = 0,0477x

0.6 R?=0,9898

0,5

0,4 /
03 A/

0,2 /
0,1
0 ‘ ‘

0 5 10 15
C mg/ml

Abs

Sekil 3.1. Protein standart grafigi
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3.2. Nitrit Ve Nitrat Analizi

NO oksitlenerek nitrit (NO,) ve nitrata ( NOs3) dontisiir. Nitrat daha kararli bir
yapidir ve nitrik oksit tlirevlerinin biiylik ¢cogunlugu nitrat formundadir. Nitrit ve

nitrat tayini Cortas N.K. ve ark. gelistirmis olduklar1 metod uyarinca gergeklestirildi

(107).

3.2.1. Cozeltiler

Glisin-NaOH tamponu 500 ml pH= 9,7

3,2 gr NaOH tartilip 40 ml suda ¢oziilerek 2 M’lik NaOH c¢ozeltisi elde
edildi. 7,5 gram glisin bir miktar deiyonize suda ¢oziildii ve lizerine 2 M’lik NaOH
cozeltisi eklenerek glisinin pH s1 9,7’ye ayarlandi. Daha sonra ¢dzelti 500 ml’ye
tamamlandi. Bu tampon ¢6zelti 0 — 8 °C’de buzdolabinda saklanarak bir ay siire ile

kullanilabilir.

Sulfanilamid Cozeltisi
%37’lik HCI’den 66,2 ml HCI alinip bir meziir i¢erisinde hacmi 250 ml’ye
tamamlanarak 3M’lik HCI hazirlandi. Bu ¢ozelti i¢ine 2,5 gr siilfanilamid eklendi.

Siilfanilamid sicak HCl i¢inde iyice ¢oziildii. Bu ¢ozelti oda sicakliginda saklandi.

N-Naftiletilen diamin (NNDA) ¢ozeltisi
50 mg NNDA tartilip 250 ml deiyonize suda ¢6ziildii. Bu ¢ozelti, 0-8 °C’de

iki ay siireyle kullanilabilir.

Bakir stilfat (CuSOyuy ¢ozeltisi
250 mg CuS04.5H,0 alinarak deiyonize su ile 200 ml’ye tamamlandi. Bu
sekilde 5 mmol/L’lik ¢6zelti hazirlandi.

Cinko stilfat (ZnSO,) cozeltisi
10,8 gr ZnSO4 5H,0’dan alinarak deiyonize su ile 500 ml’ye tamamlandi. Bu
sekilde 75 mmol/L’lik ¢6zelti hazirlandi.
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Sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi
1,1 gr NaOH alinarak deiyonize su ile 500 ml’ye tamamlandi. Bu sekilde 55

mmol/L’lik ¢6zelti hazirlandi.

Sulfurik Asit (H,SO,) ¢ozeltisi
%98’1lik H,SO4’ ten 2,8 ml alinarak deiyonize su ile 500 ml’ye tamamlandi.
Bu sekilde 0,1 mol/L’lik ¢ozelti hazirlandi.

Standart sodyum nitrit (NaNO;) ¢ozeltisi

Standartlar hazirlanirken ¢oziicli olarak 10 mmol/L’ lik Na;,B4O; ¢ozeltisi
kullanildi. Oncelikle 0,0069 gr NaNO, alinarak 100 ml 10 mmol/L’ lik Na;B4O;
¢oOzeltisi i¢inde ¢oziilerek 1 mM’lik stok NaNO, ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu
stok ¢ozeltisi kullanilarak 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 5; 10 umol/L konsantrasyonlarinda

nitrit standartlart hazirlandi.

Standart potasyum nitrat (KNOs) ¢ozeltileri

Standartlar hazirlanirken ¢oziici olarak yine 10 mmol/L’ lik Na,B40O;
¢ozeltisi kullanildi. Oncelikle 0,0069 gr KNOj; alinarak 100 ml 10 mmol/L’ lik
Na,B407 ¢ozeltisi icinde ¢oziilerek 1 mM’lik stok KNOj ¢ozeltisi hazirlandi. Daha
sonra bu stok ¢ozeltisi kullanilarak 0,5; 1,0; 2,0; 5; 10; 25; 50; 100 pmol/L

konsantrasyonlarinda nitrat standartlar1 hazirlandi.

Kadmiyum Granullerinin Hazirlanmasi

Kadmiyum graniilleri 12 saat siiresince 0.1 M H,SO4 ¢dzeltisi igerisinde
bekletildi ve bu islem sonrasinda 5 kez deiyonize su ile iyice yikandi. Yikanan
graniiller 5 mM CuSOy ¢ozeltisinde 3 dakika vortekslendi ve CuSO, uzaklastirilarak
kadmiyumlar glisin-NaOH tamponu ile 3 defa yikandi ve kurutma kagidi ile

kurutularak hemen kullanildi.
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3.2.2. Deneyin Yapilhst

3.2.2.1. Deproteinizasyon

Bu islem i¢in her bir serumundan 0,5 ml alinip iizerine 2 ml ZnSO4 ¢6zeltisi
ve 2,5 ml NaOH cozeltisi eklendi. Boylelikle elde edilen deproteinize serum 10 kez
sulandirilmis oldu. Numuneler vortekslenip iyice karigsmasi saglandi. 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi daha sonra 3500 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Proteinler
coktiiriilerek, siipernatan kismi ayrildi. Bu siipernatanlar deneyin  bir sonraki

asamasinda numune olarak kullanildi.

3.2.2.2. Direkt nitrit o6l¢iimii

Ornek tiiplerine, deproteinize numunelerden kadmiyum ile reaksiyona
sokmadan direkt olarak 2’ser ml konuldu ve iizerine 1 ml siilfanilamid ve 1 ml
NNDA eklendi. Vortekslenerek 45 dk karanlikta bekletildi ve spektrofotometrede
545 nm’de okuma yapildi. Ayni islemler farkli konsantrasyonlara diliie edilmis olan
NaNO; standart ¢ozeltileri i¢in de uygulandi ve elde edilen Abs-C standart grafigi

yardimi ile numunelerin serbest nitrit konsantrasyonlart hesaplandi.

Nitrit Diizeyi Std Grafigi

04
0,35 y =0,0234x +0,0995

03 R?=0,9
0,25

0,15
0,1
0,05

0 2 4 6 8 10 12

c umol/ml

Sekil 3.2. Nitrit diizeyi standart grafigi
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3.2.2.3. Nitrat Olc¢iimii

I ml glisin-NaOH buffer tiim tiiplere konuldu ve 6rnek tiiplerine 1’er ml
deproteinize numunelerden, standart tliplerine ise farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan standartlardan eklendi. Aktivasyon isleminden gegirilen kadmiyumlardan
2.5 g tiim tiiplerin {izerine ilave edildi. 90 dk oda 1sisinda karistirilarak bekletildi.
Siire sonunda tiiplerden 2’ser ml alinarak iizerine 1 ml siilfanilamid ve 1 ml NNDA
ilave edildi. Vortekslendikten sonra 45 dk karanlikta bekletildi ve

spektrofotometrede 545 nm’de okuma yapild.

Bulunan total nitrit degerlerinden bir onceki asamada 6l¢iilen serbest nitrit

degerleri ¢ikarilarak nitrite doniistiiriilmiis olan nitrat miktarlar1 elde edilmis oldu.

Nitrat Diizeyi Std Grafigi

0,7
0,6 |
0,5
0,4 -
0,3 |
0,2 |
0,1

Abs

0 20 40 60 80 100 120

¢ umol/ml

Sekil 3.3. Nitrat diizeyi standart grafigi

3.3. Arjinaz Aktivesi Ol¢iimii

3.3.1. Kimyasal Maddeler

HCI
Na2C03
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NaHCO;

MnCl,

FeCl;

H;P0,4

Diasetilmonoksim
Tiosemikarbazid (CHsN3S)
Ure (H,NCONH,)
Benzoikasit (C7Hg0,)
CuSOq4

NaOH

L-arjinin (CsH4N40,)
H,S04

Folin

Albumin

Na-K Tartarat (NaK(COO),(CHOH),)

3.3.2. Deneyin Yapihsi

3.3.2.1. Homojenatin Arjinaz Aktivitesinin “TDMU (Tiyosemikarbazid

Diasetil Monoksim Ure) Yontemi” ile Olciimii

Arjinaz aktivitesinin Ol¢iimii; substrat olarak kullanilan arjininin 6rnekteki
arjinazla hidrolizi sonucu olusan iirenin miktarinin TDMU (Tiyosemikarbazid
Diasetil Monoksim Ure) yontemi ile spektrofotometrik olarak saptanmasi ile
gergeklestirildi. TDMU spektrofotometrik olarak lire diizeyini 6l¢en basit ve hassas
bir yontemdir (108).

Diasetilmonoksim, iire ile direkt olarak reaksiyona girmez. Ik 6nce asit
ortamda 1smin etkisi ile diasetil ve hidroksilamine hidrolize olur. Diasetil, asit
soliisyonda iire ile kondanse olur ve sar1 rengi stabilize etmek i¢in tiyosemikarbazid
ve Fe iyonlann kullanilir. Ortamdaki iire miktar1 0,3 pmol/ml’yi astifi zaman

dogrusalliginm1 kaybetmesi ve Beer-Lambert kanunundan sapmalar olmasi bu
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yontemin olumsuz bir yoniidiir. Ancak, bu olumsuzluk yiiksek absorbans degeri

veren Orneklerin sulandirildiktan sonra 6l¢iilmesi ile giderilebilmektedir.

3.3.2.2. Cozeltiler

50 mM Arjinin Cozeltisi
L-Arjinin balon jojede bir miktar distile suda ¢oziliir. 0,1 M HCI ile pH’1
9,7’ye getirilir, iizeri distile suyla 100 rnl’ye tamamlanir. Hazirlanan c¢ozelti

buzdolabinda +4°C’de saklanir.

Karbonat Tamponu: pH 9,7, 100 mM CO3'2H/CO3'1

1,06 Na,COs bir miktar distile su ile balon jojede ¢oziiliir, sonra distile su ile

100 ml’ye tamamlanir. 0,1 M Na,COs elde edilmis olur.

0,84 g NaHCOj3 bir miktar distile su ile balon jojede ¢oziiliir, sonra distile su
ile 100 ml’ye tamamlanir. 0,1 M NaHCOj; elde edilmis olur.

Karbonat tamponunun hazirlanmasi i¢in; 100 ml 0,1 M Na,COj iizerine; 0,1
M NaHCO; ilave edilerek pH 9,7’ye getirilir. Hazirlanan tampon ¢dzelti
buzdolabinda +4°C’de saklanir.

9 mM MnCl, Cozeltisi

1,456 g MnCl,.2H,0 bir miktar distile su ile balon jojede ¢oziiliir ve 1000

ml’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢6zelti buzdolabinda +4°C’de saklanir.
Asit Karisimi
0,12 M FeCl; (%56,7°1ik H3POy iginde): 3,24 g FeCl3.6H,O bir miktar distile

su ile bir balon jojede ¢oziiliir, lizerine %85’lik H3PO4’ten 66,7 ml eklenir. Daha

sonra distile suyla 100 ml’ye tamamlanir.
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Yukarida hazirlanan (a) ¢ozeltisinden 1,0 ml alinir ve {izerine 999 ml %20’°lik
(V/V) H,SOg4’ten ilave edilir. Deney asamasinda asit karigimi olarak bu ¢ozelti

kullanilir. Oda 1sisinda saklanabilir.

Renk Ayiraci

6,238 g (0,0617 M) diasetilmonoksim ile 0,328 g (0,0036 M )
tiyosemikarbazid karistirtlarak bir miktar distile suyla balon jojede ¢oziiliir. Daha

sonra iizeri 1000 ml’ye distile suyla tamamlanir. Ayirag¢ oda 1sisinda saklanabilir.

Ure Standardi (0,1 pmol iire/ml)

3 mg tire, 100 ml 0,016 M benzoik asit i¢ginde ¢oziiliir, stok olarak kullanilan
bu ¢ozelti, deney esnasinda 1/5 oraninda sulandirilarak 0,1 pmol iire/ml’lik iire

standardi elde edilir. Ure stok standart ¢dzeltisi +4°C’de buzdolabinda saklanmalidur.

3.3.2.3. islemler

Arjinaz enzim aktivitesi tayini amaciyla iki deney diizenegi kuruldu. Birinci
diizenege; numaralanmis deney tiipleri, ikinci diizenege; kor (blank), standart ve sifir
zaman (zero time blank) tiipleri konuldu. {1k diizenekteki deney tiipleri iiglii, ikinci
diizenekteki deney tiipleri ikili hazirlandi. Numaralandirilan tiiplerden sifir zaman
tiplerini hazirlamaktaki amacimiz, enzim kaynagindaki endojen {irenin arjinaz

aktivitesinin hesaplanmasi esnasinda goz ardi edilebilmesidir.

Hazirladigimiz slipernatant i¢erisinde Arjinaz aktivesi ¢cok fazla oldugundan,
oncelikle orneklerimizi belli oranda seyrelttik. Enzim kaynagi olarak kullanilmak
tizere hazirlanan siipernatant 9 mM MnCl, ile 1/3 oraninda diliie edildi. Boylece
ortamdaki MnCl, konsantrasyonu 6 mM’a getirilmis oldu. Diliie edilen 6rnek
55°C’lik su banyosunda 20 dakika preinkiibasyona birakildi. Bu sirada deney
diizenegindeki deney ve sifir zaman tiiplerine, 0,4 ml 50 mM’lik arjinin ¢6zeltisinden

ve 0,4 ml 100 mM’lik karbonat tamponundan konuldu. Kor tiipine 1 ml distile su,
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standart tiiptine ise 0,1 umol/ml’lik iire standardindan 1 ml konuldu. 20 dakikalik
preinkiibasyonun sonunda enzim kaynagi ve hazirlanmis olan deney tiipleri 37°C’lik
su banyosunda 3 dk bekletilerek ayni 1siya gelmeleri saglandi. Daha sonra 37°C’ye
gelen enzim kaynagindan, deney ve sifir zaman tiiplerine 0,2 ml kondu ve vortex
karistirict ile iyice karigtirildi. Deney tiipleri enzimatik reaksiyonun olusmasi igin

sallantil1 su banyosunda 37°C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonda 15 dakika bekleyen deney diizenegine, siirenin sonunda hemen
3’er ml asit karigimi ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Bu islemleri takiben her iki
diizenekteki tiiplere 2’ser ml renk ayiraci ilave edildi, vortex karistirici ile karistirildi,
tiim tiliplerin agizlar1 kapatildi ve tiipler 10 dakika kaynar su banyosunda birakilarak

renk olusumu saglandi.

Deney sonunda tiipler soguk su icinde sogutularak spektrofotometre de 520

nm dalga boyunda kore kars1 absorbanslar1 okundu.

3.3.2.4. Arjinaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

Her deney tiipiiniin absorbansindan, kendi sifir zaman (zero time blank)
absorbansi ¢ikartilarak net absorbans elde edildi. Bdylece enzim kaynagindaki
endojen iirenin absorbansi hesabin disinda birakildi. Standardin absorbansi,
standarttaki {ire miktar1 ve sulandirma katsayilarindan elde edilen seyrelme faktorii

hesaba katilarak enzim aktivitesi hesap edildi.

U/ml/saat arjinaz =A x F x 4 x (0,1/0,38)

A : Net absorbans

F : Toplam seyrelme ¢arpant

4 : 15 dakikanin 1 saate doniistiiriilmesi ¢arpant
0,1 : Standart tire konsantrasyonu

0,38 : Standart lirenin absorbansi
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Bir linite enzim aktivitesi, 1 saatte 37°C’de substrat olarak kullanilan L-
Arjiinin’den 1 pmol iire olusturan enzim aktivitesinin mg protein cinsinden
ifadesidir. Enzim aktiviteleri, ml’deki protein miktarina bdliinerek 6zgiil iinite olarak

tanimlanmistir.

Ozgiil Unite: Unite/mg protein (umol iire/mg protein/saat); olarak

belirtilmistir.

3.4. Ornitin Diizeyinin Ol¢iimii

Chinard Yontemi prensibi: Bu yontem ornitinin ninhidrin ile olusturdugu

mor renkli kompleksin kolorimetrik olarak 6l¢timiine dayanmaktadir (109).

3.4.1. Kimyasal Maddeler
Trikloro asetik asit (TCA)
Ninhidrin

H3POy4

Glasiyel asetik asit

L-ornitin

3.4.2. Cozeltiler

%10’luk trikloro asetik asit (TCA) ¢ozeltisi

10 g TCA tartilir, distile su ile ¢oziiliir ve 100 ml’ye tamamlanir.

Ninhidrin ayiraci
2.5 g ninhidrin: 40 ml 6 N H3;PO4 ve 60 ml glasiyel asetik asitin i¢inde

¢Ozilir.

Derisik glasiyel asetik asit

Deney tiipii sayisina gore glasiyel asetik asitten bir miktar alinir.
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0.3 pmol/ml standart ornitin soliisyonu

0.0506 g L-ornitin tartilir ve distile su ile ¢oziiliir ve 1 litreye tamamlanir.
Boylece 0.3 pumol/ml’lik ornitin konsantrasyonu elde edilir. Bu ¢ozeltiden belli
oranlarda seyreltmeler yapilarak 0,05; 0,1; 0,15; 0,2 ve 0,25 pumol/ml
konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler elde edildi ve standart grafiginin ¢izilmesinde

kullanildi.

3.4.3. Deneyin Yapihsi

Calisilacak doku homojenatt %10’luk TCA ile 1/1 oraninda muamele
edildikten sonra vortekslenerek 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Deney tiipiine
1 ml siipernatant, kor tiipiine 1 ml distile su ve standart tiipiine de 1 ml belli oranlarda
degisen konsantrasyonlarda omitin ¢dzeltisi konuldu. Tiiplere sirayla 2.5 ml glasiyel
asetik asit ve 0.25 ml ninhidrin ayiract konuldu. Tim tiipler vortekslenerek
karigtirildiktan sonra 30 dakika kaynar su banyosunda tutuldu. Su banyosundan
cikarilan tiipler hizla sogutuldu ve spektrofotometrede 515 nm’de kore karsi

absorbanslari 6l¢iildii.

Ornitin Std Grafigi y= 4,784x
1.4 R" =0,9998

1,2 /
1

0.8 / * Serit

0,6 Dogrusal (Seri 1)
!

o

0 ; :

0 0,1 0,2 0,3
C mmol/L

Abs

Sekil 3.4. Ornitin miktar1 standart grafigi
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Ornitin diizeyinin hesaplanmasi
Ornitin degerinin hesaplanmasi i¢in su formiil kullanildi;

Numunenin absorbansi x 2

Ornitin (pmol/ml)= 4784

2 : Homojenatin TCA ile sulandirilma katsayisi
4.784 : Standart grafigi yardimui ile belirlenen dontistiirme faktori
Elde edilen omitin degerleri protein miktarina bdliinerek (umol/mg protein)

olarak standardize edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada 7,12-DMBA ile ratlarda tiimor gelisim prosesi baglatildi ve karacigerde arjinaz ve NOS enzim aktiviteleri (NOx
diizeyleri lizerinden) ile ornitin diizeyleri 6l¢iildii. Elde edilen bulgular tablo ve grafikler halinde gosterilmistir.

Tablo 4.1. Deney gruplarinda karaciger dokusu nitrit, nitrat, ornitin diizeyleri ile arjinaz aktivitesi

NITRIT NITRAT ORNITIN ARJINAZ
GRUPLAR
pumol /ml pumol /ml pumol orn/mg prt U/ml/saat
Kontrol Grubu
(a=19) 8,8111+0,1517"¢ 129,0011 + 3,1982 " 0,1222 +5,591.10° P 707,3189 + 39,7290 ™€
DMBA Grubu
(n=14) 7,915+0,1887 * 114,3693 +4,3211 * 0,1641 +7,271.10° ¢ 883,0787 + 42,0340 **
DMBA-+IKB
Grubu 8,1211+0,1266 * 122,1478 + 3,5193 0,1312 +8,540.10° P 527,6514 + 35,8410 *P
(n=18)

Bulgular “x + standart hata” olarak verilmistir.
a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
b: DMBA grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
¢: DMBA+IKB grubu ile karsilastirildiginda p<0,05



4.1. Karaciger Dokusunda Arjinaz Aktivitesi

Arjinaz Aktivitesi
883,0787

900-

800+ 707,3189
5 700
£ _ 600 | 5276514
=5
% 2 500+ I
N E 400 /
g5
£~ 300 /
< 200

100-

0,
1 2 3
\m Seri 1 707,3189 883,0787 527,6514
Gruplar

32

Sekil 4.1. Kontrol grubu (1), DMBA grubu (2) ve DMBA+IKB (3) grubu arjinaz

aktiviteleri

Grafikte de goriildiigli tizere DMBA grubu arjinaz aktivitesi kontrol grubuna

kiyasla anlaml1 olarak yiiksek bulundu (p<0,05). Ayrica DMBA-+IKB grubu arjinaz

aktivitesi hem DMBA hem de kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde diisiik bulundu (p<0,05).
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4.2. Karaciger Dokusu Nitrat Diizeyleri

Nitrat Miktan

130+

125

120

115+

Nitrat miktan
mikromol/L

110

105

1 2 3
‘l Seri 1 129,0011 114,3693 122,1478

Gruplar

Sekil 4.2. Kontrol grubu (1), DMBA grubu (2) ve DMBA+IKB (3) grubu nitrat

miktar1

Grafikte DMBA grubu nitrat diizeylerinin kontrol grubuna oranla 6nemli
Olcide diisiik oldugu (p<0.05) goriilmektedir. Bununla birlikte bu diisiis
DMBA-+IKB grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli kabul edilebilecek
sinirlar i¢inde degildir (p<0.05).
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4.3. Karaciger Dokusu Serbest Nitrit Diizeyleri

Nitrit Miktan

9,
8,8
8,6
8,4
8,2-

8,
7,8
7,61
7,4-

8,8A111

Nitrit miktan
mikromol/L

‘DSeri 1 8,811 7,915 8,1211

Gruplar

Sekil 4.3. Kontrol grubu (1), DMBA grubu (2) ve DMBA+IKB (3) grubu nitrit

miktari.

Grafikte gosterildigi gibi kontrol grubu nitrit diizeyleri ile hem DMBA grubu
hem de DMBA-+IKB grubu nitrit diizeyleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). Bununla birlikte DMBA grubu ve DMBA+IKB

grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (p>0.05).
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4.4. Karaciger Dokusunda Ornitin Diizeyleri

Ornitin Miktari

0,18+ 0,1p41
0,161
0,141
0,121
0,1
0,081
0,06 |
0,041
0,021

0,

Ornitin miktar
pmol orn/mg prt

1 2 3

‘lSeri 1 0,1222 0,1641 0,1312

Gruplar

Sekil 4.4. Kontrol grubu (1), DMBA grubu (2) ve DMBA+IKB (3) grubu ornitin
diizeyleri.

DMBA grubu ornitin diizeyleri hem kontrol hem de DMBA-+IKB grubu
ornitin diizeylerinden istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundu
(p<0.05). Bununla birlikte DMBA grubu ile DMBA-+IKB gruplar1 arasindaki fark
anlamli1 degildi (p>0.05).
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5. TARTISMA

Son yillarda ve teknolojik gelismelere paralel olarak kanser vakalarinda ve
buna bagli mortalite oranlarinda Onemli artislar olmasi, arastirmacilari, kanseri
onlemek ve mortalitenin ana nedenlerinden biri olan metastaz potansiyellerini
sinirlandirabilmek amagli ¢alismalara yogunlagtirmistir. Bu amagla yapilan
calismalar genel anlamda kanserin gelisme siirecindeki belirli asamalara yonelik
olarak ya siireci baslamadan Onlemeye doniikk, ya da daha sonraki asamalarda
olugsmus olan tiimdrii yok etmeyi ve metastazi engellemeyi amacglayan calismalar
olmustur. Ancak tiimor hiicrelerinin normal hiicrelerden ¢cok daha dayanikli ve son
derece yliksek adaptasyon yetenegine sahip olmasi, bununla birlikte tiim ugraslara
ragmen heniiz saglikli hiicre ile tiimdr hiicresini birbirinden ayiracak, sadece timor
hiicresinde etkili segicilige sahip bir ilag gelistirilememis olmasi aragtirmalardaki

basar1 oranini1 6nemli 6l¢iide sinirlandirmaktadir.

Kanser gelisim siirecinin son derece multifaktoriyel olmasi, genetik
faktorlerin yan1 sira pek cok endojen ve ekzojen etkenin siirecte dogrudan ya da
dolayli rol oynamasi ise bir bagka onemli engeldir. Pek ¢ok arastirmaci oksidatif
stresin neden oldugu oksidatif hasarin kanser gelisiminin, 6zellikle baslangig
(promotion) ve ilerleme asamalarinda rol oynadigi gerceginden yola ¢ikarak cok
sayida farkli antioksidan molekiillerle gerceklestirmis olduklari ¢aligmalarda heniiz
tatmin edici bir sonu¢ almmamamistir. Kaldi ki pek c¢ok fizyolojik proseste
organizmanin lehine fonksiyonlar {istlenen bir takim serbest radikal molekiiliin
antioksidan molekiillerce tiimiiyle ortadan kaldirilmasinin belli diizeyde oksidatif
hasara ugramasi nedeniyle apoptozise ugrayabilecek bagkalagmis bir hiicrenin
apoptotik siirecini Onleyerek onun bir tiimor hiicresine doniismesine neden

olabilecegi olasilig1 da halen tartisma konusudur.

Bir baska alternatif tedavi yaklagimi organizmanin anabolik
reaksiyonlarinda substrat olarak kullanilan biyomolekiillerin  analoglarinin
kullanilarak bu proseslerin isleyisleri bloke edilmek suretiyle tiimor hiicrelerinin

cogalmalarinin baskilanmasidir. Ancak soziinii ettigimiz inhibitér analog molekiiller
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normal hiicrelerle tiimor hiicrelerini ayirma yetenegine sahip olmadiklarindan
sagliklt hiicrelerde de hiicre yenilenmesini baskilamakta ve 06zellikle immiin
sisteminin 6nemli Ol¢iide zayiflamasina neden olmaktadir. Antianjiojenik ajanlarin
kullanim1 tiimoriin beslenmede ve metastaz yapmasinda rol oynayan damarlarin
olusum siirecini baskilayarak hem tiimor gelisimini hem de metastaz potansiyellerini
sinirlandirmay1 amacglamaktadir. Son yillarda bu alanda yapilan ¢alismalardan umut

verici sonuglar elde edilmektedir.

Biz bu ¢aligmada kanser gelisim siirecinde cereyan eden proseslere farkli
bir noktadan yaklasarak arjinaz/nirtik oksit sentaz iliskisinin olas1 roliinii ve yeni
gelistirilmis olan bir sodyum kanal blokerinin siirece etkisini ortaya koymay1
amacladik. Arjinaz ve nitrik oksit sentaz, arjinaz aminoasitini ortak substrat olarak
kullanan farki iki enzim sistemi olup NOS aktivitesi nitrikoksit iiretimini saglarken
arjinaz aktivitesi ornitin lizerinden meydana gelen poliaminlerin liretimine neden

olarak hiicre proliferasyonunun regiilasyonunda rol oynamaktadir.

Hipotetik yaklasimimiz kanser gelisim siirecinde arjinaz/NOS dengesinin
arjinaz lehine bozuldugu ve NOS aktivitesinin baskilanmasi sonucu asir1 miktarda
tiretilen ornitinden tiireyen poliaminleri tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu
sitiimiile ettigi seklindedir. Calisma bulgularimiz da bu iddiamizi dogrular

niteliktedir.

Polisiklik aromatik hidrokarbon sinifi gii¢lii bir karsinojen olan 7,12—
DMBA enjekte ettigimiz grupta ornitin diizeyleri kontrol grubuna oranla anlaml
diizeyde yiliksek bulundu (p<0,05). Daha once yapilmis olan c¢alismalarda da
arastirmacilar benzer sonuglar rapor etmislerdir. Soyle ki; kolorektal ve meme
kanserli olgularda tiimor dokusu arjinaz aktivitesinin saglikli dokuya oranla daha
yiiksek diizeylerde bulundugu rapor edilmistir (48). Straus ve arkadaslari (110)
serum arjinaz  aktivitesinin kanser tanisinda yeni bir marker olarak
degerlendirilebilecegini iler1 slrmiislerdir. Poliaminlerin (putresin, spermin ve
spermidin) hiicre ¢ogalmasindaki ve gelisimindeki rolii kanitlanmis olmakla beraber

kanser gelisimindeki olas1 rolii heniiz kesin olarak ortaya konulabilmis degildir. Yine
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de eldeki bulgular kanser hiicrelerinin hizla ¢ogalma ve gelisme egilimlerinde
poliaminlerin sitimiilator ~ rol oynama olasiliginin ~ bulunabilecegini

diistindiirmektedir.

Arjinaz ve NOS’mm ortak substrat olarak arjinin amino asidini
kullanmalarinin dogal sonucu olarak artan arjinaz aktivitesi, NOS aktivitesinin
sinirlanmasina ve nitrik oksit liretiminde azalmaya neden olacaktir. Nitrik oksit ve
nitrit oksit metabolitleri (nitrit, nitrat, nitrozotiyoller, nitrozaminler ve peroksinitrit)
son derece sitotoksik ve genotoksik etkilere sahiptir. Ancak Fukumara ve ark (111)
nitrik oksit sentaz aktivitesindeki artisa paralel olarak artan toksik nitrikoksit
metabolitlerinin tiimor hiicrelerinin gelisimini ve metastaz yetenegini inhibe
edebilecegini bildirmislerdir. Ancak bu giine kadar yaymnlanmis olan caligsmalar
nitrik oksit diizeyleri ile kanser gelisimi arasindaki olan iliskiyi saglikli bir bigimde

degerlendirebilecek ve bir yargiya varabilecek doneler icermemektedir.

Bazi aragtirmacilar yiiksek nitrik oksit metabolitlerinin genotoksik etkileri
nedeni ile kansorejen etki gosterebilecegini iddia ederken (112), Jenkins ve
arkadaglar1 (113) yapmis olduklar1 ¢alismalarinda diisiik NO diizeylerinin timor
hiicrelerinin gelisimini ve ¢ogalmasini, Edwards ve ark (114) ise metastaz
kabiliyetlerini sitlimiile ettigini ortaya koymuslardir. Tiim bunlara ilaveten Bonavida
ve arkadaslar1 nitrik oksit donorlerinin kanser tedavisinde yeni bir tedavi yaklagimi

olarak degerlendirilmesi gerektigini rapor etmislerdir.

Bizim bulgularimiz da nitrik oksit diizeyleri ile kanser gelisimi arasinda
negatif bir korelasyon varligini diisiindiirecek niteliktedir. 7,12-DMBA enjekte
ettigimiz grupta nitrik oksit metabolit diizeyleri kontrol grubuna oranla anlaml
diizeyde diisiik bulunmustur. Bu sonu¢ bizim gergekten de kansorejen madde
maruziyeti sonrasinda arjinaz/NOS balansinin arjinaz yoniine kaydigi ve poliamin
tiretimine giden yolagin sitlimiile oldugunu ve nitrik oksit iiretim yolaginin
baskilandigini, sonugta olusan poliaminlerin tetikledigi asir1 hiicre ¢ogalmasinin da
kanser gelisim siireciyle oOrtiismekte oldugunu rapor edebilmemize olanak

vermektedir. Bu noktada arjinaz aktivitesindeki artigin baskilanmasi ve NOS
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aktivitesindeki azalmanin inhibe edilmesinin karsinojenezini baskilayabilecegini 6ne

surebiliriz.

Ote yandan, pek ¢ok hiicresel aktivitenin regiilasyonundan hiicre i¢i iyon
konsantrasyonu, ozellikle de kalsiyum, sodyum ve klor énemli rol oynamaktadir.
So6ziinli ettigimiz iyonlarinin her birinin intraselliiler konsantrasyonu bir digerininki
ile ilintilidir. Hiicre membramn {izerinde lokalize olan iyon kanal proteinleri hiicre i¢i
ve hiicre dig1 ortam arasindaki iyon dengesini devam ettirmekte rol oynamaktadir.
Ayrica iyon kanal aktivasyonunun regiilasyonu ayni zamanda hiicresel
fonksiyonlarin da diizenlenmesi ile iliskili bir stiregtir. Son yillarda yapilmis olan pek
cok caligmada tiimor hiicrelerinde iyon kanal proteinlerinin asir1 ekspresyonu sonucu
iyon dengesinin bozuldugu, membran polarizasyonunun degistigi ve hiicrelerin

tutunma kuvvetlerinin azaldigi rapor edilmistir (76,79).

Gilinlimiizde iyon kanallarinin hiicrenin yagam dongiisiinde ve onkojenik
faaliyetlerinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Malign transformasyon sirasinda
hiicresel baskalasim proseslerinden bir tanesi de iyon kanal proteinlerinin asiri
ekspresyonudur (115). Bu kanallarin artist dogal olarak hiicrelerin ¢ogalma
siireglerinde bir takim degisikliklere, kontakt inhibisyon 0&zelliklerini ve aym
zamanda biiylime faktorlerine olan bagimliliklarini yitirmelerine yol acgar. Sodyum
ve potasyum kanallarinin insan meme, akciger, prostat, kolon ve karaciger karsinomu
hiicre serilerinde asir1 miktarda eksprese oldugu, bu yapilarin kanal blokaj 6zelligi
olan ajanlarla inhibe edilmesi halinde ise sayilan tiimor serilerinde DNA sentezi ve

hiicre proliferasyonu siire¢lerinin yavagladig: gosterilmistir (116,117).

Biz ve calismamizda benzer bir yaklasimla calisma gruplarimizdan bir
tanesine kansorejen madde ile birlikte meksiletin analogu bir sodyum kanal blokeri
olan RS100642 kodlu bilesigi i.v. olarak enjekte ettik. Bulgularimiz daha &nceki
calismalar1 destekler niteliktedir. 7,12-DMBA enjekte ettigimiz grupta ornitin ve
arjinaz diizeylerindeki artis, 7,12-DMBA ile birlikte iyon kanal blokeri enjekte
ettigimiz grupta anlaml bir sekilde inhibe olmustur. Nitrit ve nitrat diizeylerinde ise

veriler kontrol grubuna daha yakin olmakla beraber 7,12-DMBA enjeksiyonuna bagl
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azalisin iyon kanal blokeri ile inhibisyonu istatiksel olarak anlamli diizeyde
bulunamamustir. Iyon kanal blokeri kullammi kanser gelisimini yavaslatici etki
gostermekle birlikte bu konuda molekiiler diizeyde daha kapsamli arastirmalara

ihtiya¢ bulunmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz ¢aligmada 7,12-DMBA verilen ratlarda arjinaz ve NOS enzim
sistemi arasindaki balansin bozuldugu yoniinde bulgular elde ettik. Kanserojen
madde enjeksiyonuna bagli olarak NOS enzim sisteminin aktivitesi azalirken, arjinaz
enzim sisteminin aktivitesi ve ornitin diizeyinin arttigin1 gordiik. Ornitin {izerinden
sentezlenen poliaminler hiicre proliferasyonunu sitiimiile ederek kanser gelisim

surecini hizlandiracaktir.

Iyon kanal blokeri enjekte edilen grupta arjinaz aktivitesi ve ornitin
diizeylerindeki artig inhibe olurken, NOS aktivitesi artarak kontrol grubu seviyelerine

yakin degerlere ulasti.

Bu bulgular 1s1ginda; kanser gelisim siirecinde, NOS aktivitesinin
indiiklenmesi ve/veya iyon kanal blokerlerinin kullanilmasinin bu siireci yavaslatici

etki gosterebilecegi kanisina vardik.
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