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SIMGE VE KISALTMALAR
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: Noronal nitrik oksit sentaz
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GIRIS VE AMAG

Memede meydana gelen patolojik degisiklikler, insanlarin ve hekimlerin ilk
¢aglardan beri dikkatini c¢ekmigtir. Bu da, onemli sayilacak olan gozlemlerin
yapilmasini saglamigtir.

Meme kanseri; sik gorultyor olmasi, sikhdinin giderek artmasi, erken evrelerde
tani konulup tedavi edilebilir olmasi gibi Ozellikleri nedeniyle énemini giderek
arttirmaktadir (1,2). Tarama programlari sayesinde kanserin erken evrede teshis
edilmesinin ve etkin bir tedavi ile de tamamen yok edilmesinin mimkin oldugu
belirtiimektedir. Bununla birlikte hastalar sigarayr birakmak, saglikli beslenme
aligkanliklari kazanmak gibi yasam bicimlerinde yapacaklar degisikliklerle, kansere
yakalanma riskini Gnemli oranlarda azaltabilmektedir (3).

Tumorun tedaviye verdigi yanitin degerlendiriimesinde ve metastazlarin erken
dénemde oOnlenebilmesinde tumor belirtegleri kullanilir. Arginaz enzimi aktivitesi,
kanser turlerinde artar. Bu da arginaz enziminin, kanserde belirte¢ olarak kullaniima
potansiyelini ortaya koymaktadir (4).

L-Arginin’in Ure ve L-Ornitin’e hidrolizinden sorumlu olan Arginaz, bir
metalloenzimdir. Memelilerde Arginaz’in; Arginaz | (Hepatik) ve Arginaz |l
(Ekstrahepatik) olarak iki izoformu bulunur (5). Birinci izoenzim olan Arginaz |
karacigerde baskin olan sitozolik enzimdir, tre déngisiinden sorumludur. ikinci
izoenzim olan Arginaz |l ise birgok dokunun mitokondrisinde yer alir, hicredeki
arginin/ornitin konsantrasyonun duzenlenmesinde gorev alir (6).

Nitrik oksit (NO)'in kanserle yakindan iligskisi bulunmaktadir. NO, nitrik oksit
sentaz (NOS) araciligiyla sentezlenmektedir. Bu enzim arginaz ile ayni substrati yani
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arginini  kullanmaktadir (7). NO, normal fizyolojik kosullarda dengenin
surdurulmesinde 6nemlidir (8). NO’nun onemli fonksiyonlari vardir. Bunlar arasinda;
vaskuler tonusun saglanmasi, trombosit aktivasyonunun &énlenmesi ve endotele
|6kosit adezyonunun sinirlandirilmasi sayilabilir (7).

Yesil cay ve onun igerdigi katesinlerin, kanser olusmamasi igin bazi koruyucu
etkilere sahip oldugu ileri surtlmustur. Bu etkiler; hicre ¢ogalmasini énleme, hicre
dongusinl bloke etme (9), etken reseptorleri baski altina alma, sitokinlerin salinimini
azaltma (10), mitotik uyarilari baski altina alma, mutajenite ve genotoksisite
onlenmesi, detoksifikasyon enzimlerini etkin hale getirme, serbest radikalleri
temizleme, kanser hucrelerinin apoptosisini hizlandirma (11) ve yeni damar
olusumunu engelleme (12) gibi mekanizmalarla agiklanmaktadir. Yesil cay
polifenolleri, proteinlere baglanma o6zellikleriyle belirli enzim ve reseptorleri
etkileyebilir. Yesil gayin, tumor metastazina engel olarak, kanserin yayilmasina karsi
etkili olabilecegi bildirilmigtir (13).

Yesil cayda bulunan, fenolik yapida olan katesinlerin en dnemlilerinden biri
Epigallokatesin-3-gallat (EGCG)'tir. EGCG, en ¢ok miktarda bulunan ve yesil ¢ayin
farmakolojik etkinliklerinden sorumlu olan katesindir (14). EGCG; C vitaminine gore
100 kat, E vitaminine gore 25 kat daha fazla antioksidan aktiviteye sahiptir (15). Cay
katesinlerinin; antimikrobiyal, antioksidan, anti-HIV, anti-mutajenik, antikanserojen
ozellikleri ve kalp-damar hastaliklarini engelleyici etkileri oldugu yapilan ¢alismalar ile
gosterilmistir (15-17). EGCG’nin, kanser Onleyici bir madde oldugu Ulusal Kanser
Enstitusu (NCI) tarafindan bildirilmigtir (15).

Bu calismada; dnceki ¢alismalarda antikarsinojenik 6zelligi ortaya konmus olan
EGCG’nin, meme kanseri (izerindeki etkilerinin arastiriimasi planlanmistir. ilk kez bu
calisma ile EGCG’nin, kanser ile iligkili bulunan arginaz enzim aktivitesi, ornitin ve NO
mekanizmasi Uzerine olan etkileri, immunohistokimyasal parametreler ile

desteklenerek incelenmistir.



GENEL BILGILER

MEME KANSERI

Viucudu olugturan hucrelerin bir dizen iginde, aralarinda is bolumu yaparak bir
araya gelmeleriyle organ ve dokular meydana gelir. Hlcreler, organizmanin esas
birimidir. Hucreler belirli bir hizda kontrolli olarak ¢ogalirken, yaslanan hucreler ise
ayni sekilde yikima ugramaktadir (1,18,19).

Viucudumuzdaki bu hicrelerin gorevlerini yerine getirmesi, DNA'nin kontrolinde
olur. Cesitli sebeplerle DNA'da gorulen degisimler, hucrelerin gogalmasini kontrol
eden mekanizmanin ortadan kalkmasina neden olur. Hucrelerde, kontrol disi asiri
cogalmanin baslamasina neden olur. Kontrolsiz olarak ¢odalim gdsteren bu
hdcreler, ‘kanser’ adi verilen tabloya neden olur. Kadinlarda meme dokusu, kanserin
gelistigi en 6nemli dokulardandir. Bunun yani sira, birgok iyi huylu timoér ve akut
inflamasyon da bu dokuda goérilmektedir (1,19,20).

Meme kanseri, meme dokusunda baslayan bir kanser tlrlidir. GlUnumuzde,
sekiz kadindan birine meme kanseri teshisi konulmaktadir (21). Dinyada kadinlar
arasinda en ¢ok gorulen malign timor olmasi agisindan da meme kanseri dnemlidir.
Kadinlarda tim kanserlerin yaklasik olarak %29’unu olusturmaktadir. Kadinlarda
kansere bagh élimlerin %14’ine meme kanseri neden olmaktadir. Akciger ve brons
kanserlerinden sonra ikinci sirayl meme kanserine bagl olumler almaktadir (22).
Erkeklerde de kadinlar kadar ¢cok olmasa da meme kanserinin gorulme ihtimali vardir.
Meme kanseri, her 100 kadina kargilik 1 erkekte gorulebilmektedir. Erkeklerde risk

faktorleri olarak; radyasyona maruz kalma, BRCA 1/2 gen mutasyonlari, Klinefelter



sendromu, testikiler bozukluklari, diyabet, jinekomasti, aile Oykusu ve obezite
sayilabilir (23,24).

DSO'ye bagli olan International Agency on Cancer for Research’un (IARC)
2012 yilinda yapmis oldugu degerlendirmede; bir yil iginde yaklasik 1.672.000 yeni
meme kanseri olgusu ve 522.000 meme kanserinden olum oldugu hesaplanmigtir.
Meme kanserli hastalarda hesaplanan 5 yillik sag kalim oranina bakildiginda; bu
oranin gelismis Ulkelerde gelismekte olan Ulkelere gore daha yuksek oldugu tespit
edilmistir. Aradaki bu o6nemli farkin sebebi, gelismis olan Ulkelerde tarama
mamografisi sayesinde erken tani konmasi ve daha iyi tedavi olanaklari
bulunmasidir. Meme kanseri fatalite hizi gelismis olan Ulkelerde %25 iken (197.618
0lum/788.200 olgu), az gelismis ulkelerde ise %37 olarak bildiriimigtir (324.289
0lim/882.949 olgu) (25).

Tarkiye’nin bati bolgelerindeki yagsamin bati toplumundakilerine benzerliginden
dolayi, Ulkenin dogusu ile batisi arasinda meme kanseri sikligi farki goralmektedir.
Bati tipi yagsam biciminde meme kanserinin insidans hizinin artmasi ile ilgili 6geler
olarak; kadinlarda erken menars (12 yasindan kuglik olmasi), ge¢ dogum (30
yasindan buylk olmasi), ge¢ menopoz (55 yasindan buyuk olmasi), daha fazla
hormon replasman tedavisi alinmasi, daha kisa laktasyon slresi ve beslenme
aliskanliklarindaki dedgisiklikler sayilabilir. Kadinlardaki dort kanserden biri memede
yerlesmektedir. Meme kanseri, Turkiye’de kadinlarda en sik gortlen kanserden olum
nedenidir (Sekil 1) (26-28).

Dunya uzerinde gorulen meme kanseri sikligi, ulkeler agisindan bakildiginda
farkhlik gostermektedir (22). Yilda yeni olgu sayisi Avrupa’da 459.000, Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)'nde ise 233.000 olarak saptanmistir (25). 1970 yilindan
itibaren Japonya, Singapur ve Cin’de ekonominin bati tarzi gelisim gdstermesiyle
birlikte dogurganlik bati Glkelerine benzemeye baslamistir. Bu nedenle meme kanseri
gorulme oranindaki fark giderek azalmaktadir (18). Avrupa ulkelerinde meme kanseri
gorulme sikhgi, kuzey ulkelerinden glineye ve bati Ulkelerinden doguya dogru gittikce
azalmaktadir (25).
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Sekil 1. 2014 yili Tiirkiye kanser verileri (28)

MEMENIN ANATOMIK YAPISI

Erigkin olan bir kadinda meme bezi, genellikle 6n gégus duvarinin yutzeyel
pektoral fasyasinin yuzeyel ve derin katmanlari arasinda bulunur (29). 2. ve 7.
kaburgalarin arasinda memeler konumlanir. Sternumun kenarindan, 6n ve orta
aksiller gizgiye degin yer alirlar.

Memenin Ust-dig tarafi, diger kisimlara gore daha fazla salgi bezi niteliginde
olan eleman igerir. Benign ve malign timaorler bu kadranda ¢ok gorulir. “Spence’nin
aksiller kuyrugu”, meme dokusunun koltuk altina dogru olan uzantisidir. Bu yapi,
Langer deligi denen agikliktan derin fasyayi gecerek aksillaya kadar devam eder.
Memede meydana gelen fizyolojik olaylar burada da goérualar.

Meme; lobuller ve ductuslar seklinde iki bolim icerir. Lobuller ve ductuslar
arasindaki boslukta destek ve yag dokusu bulunmaktadir. Memede sit salgilayan
kisim olan lobdller, ductuslar ile beraber memenin tam orta yerinde bulunan areola
denilen koyu renkli bolgede meme basina acilirlar. Memede lobdllerin birlesmesiyle
loblar meydana gelir (Sekil 2) (30). Areola denilen gembersel pigment alan, memenin
bas cevresini olusturur. Areola epitelinde yer alan unsurlar; kiguk tuyler, yag ve ter
bezleri, aksesuar meme bezleri. En yogun meme dokusu, Ust dis kadranda yer alir.
Aksiller bolge de Ust dis kadran igerisindedir. Meme dokusu fazla oldugu igin bu

bélimde daha ¢ok timaor olugsumu gdzlenir (31-33).
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Sekil 2. Memenin anatomik yapisi (30)

Memenin ¢api ortalama 10-12 cm arasinda olup, en fazla kalinhgi santral
bbélgede gdstermekte ve 5-7 cm arasinda degismektedir. Laktasyon dénemi disinda
iken bir meme 150 ile 200 gram, laktasyon doneminde ise 400 ile 500 gram
agirhgindadir (29). Memenin genigligi ve sinirlari her kadin icin degisim gosterir. Yine
gebelik, emzirme, sismanlama, zayiflama ve yashlik nedenleri ile de ayni kadin igin
degisiklik gorulebilir.

Memenin kanlanmasini saglayan damarlar; lateral torasik arter, arteria
mamoria interna ve arteria interkostalislerdir. Aksiller lenf bezleri, internal mamarian
lenf bezleri, supraklavikular lenf bezleri, intraklavikular lenf bezleri ise memenin lenf
bezleridir (31-33).

Meme kanseri; duktal karsinom (infiltratif duktal karsinom ve non-infiltratif duktal
karsinom) ve lobuler karsinom (infiltratif lobuler karsinom ve noninfiltratif lobuler
karsinom) olmak Uzere iki ana sinifa ayriimaktadir (34). Memede en fazla st

kanallarinin neden oldugu duktal karsinom gorulir. Sat Greten keseciklerin neden



oldugu lobular karsinom ise daha az siklikla da olsa gorulebilir. Meme kanserinin

Oteki turleri ise ender olarak gorulmektedir (35).

Risk Faktorleri

Meme kanserine yol agan nedenler tam olarak bilinmemektedir. Fakat bazi
faktorlerle iliskisi oldugu tespit edilmistir. Bazi risk faktorleri hasta tarafindan kontrol
edilebilirken, bazilarinin kontroll mimkuin degildir.

1- Kontrol edilemeyen risk faktorleri

a- Yas: Bireyin yasinin ilerlemesine bagli olarak meme kanseri olma riski artis
gOstermektedir. Meme kanseri, 20 yas altinda pek gorulmez. Cogunlukla hastalar 50
yasin Uzerindedir. Meme kanseri olgulari siklikla postmenopozal donemde goérulir
(36).

b- Cinsiyet: Meme kanserlerinin yaklasik %99’u kadinlarda, %21 kadarlik kismi
da erkeklerde gorulur. Meme kanseri yalnizca kadinlara 6zgu degildir (37).

c- Genetik faktorler: Meme kanserinin genetik faktorlerle ilgisi hastalarin %10
kadarinda olur. BRCA1 geni tim yas gruplarindaki meme kanserlerinin %4'Unde, 40
yas ustundeki meme kanserlerinin ise %25'inde bulunmaktadir. BRCAZ2 geni ailevi
olgularda; meme kanserinin ortaya ¢ikisinda ve bilateral olusumunda gorev alan bir
gendir (36).

d- Diger memede kanser varsa: Memenin birinde goérulen kanser, 6teki memede
de kanser gorulme riskini saglikli insanlara gére yaklasik 2-6 kat arttirmaktadir (37).

e- Erken menstriiasyon ve geg menopoz: ilk menstriiasyonun 12 yagindan énce
olmasi ve menopoz donemine 50 yasindan sonra girilmesi, kadinlarda meme kanseri
riskini arttirmaktadir. Erken menars ve ge¢ menopoz, kadinlarin hormonlara maruz
kaldigi sureyi arttirmaktadir. Bu da meme kanseri riskini arttirmaktadir. Menarsin
geciktirildigi her yil, meme kanseri olma tehlikesini %20 azaltmaktadir (36).

f- Dogum hikayesi: Kadinlar icerisinde hic dogum yapmamis olanlar, meme
kanseri bakimindan tehlikeli sinifta yer alirlar. ilk dogum yapma yasi 30 ve {izerinde
olanlarin meme kanseri olma tehlikesi, ilk dogum yapma yasi 20 olan kadinlara
oranla 4-5 kat daha yuksektir (36).

g- Irk: Meme kanseri, beyaz irka mensup kadinlarda siyah irka gore daha
yuksek bulunmaktadir (38).



2- Kontrol edilebilir risk faktorleri:

a- Alkol: Alkol kullanmanin meme kanseri olma riskini arttirdigi ispatlanmigtir.
Gunde 15 gr veya daha fazla alkol tiketiminin meme kanseri riskini %50 arttirdigi
bildirilmistir. Ozellikle de alkol kullanimina 30 yasindan 6énce baslanmasinin, cok
daha tehlikeli bir faktor oldugu vurgulanmistir (36).

b- Yagh diyet ve sismanlk: Yuksek yagli diyet meme kanseri olma riskini
arttirmaktadir. Obezite postmenapozal kadinlarda meme kanseri riskini 2 kat
arttirmaktadir. Premenapozal kadinlarda ise insidans, obezlerde duslk iken
zayiflarda yuksektir (39).

c- Radyasyon: Meme kanserine neden olan unsurlardan biri de, 30 yasin
altinda ve ergenlikten énce radyasyona maruz kalmaktir (36).

d- Oral kontraseptiflerin kullaniimasi: 35 yas altinda uzun sure oral kontraseptif
kullanimi, meme kanseri riskini hafifte olsa arttirmaktadir. Birinci dereceden
akrabalarinda meme kanseri gorulen kadinlarin, gerek olmadikga oral kontraseptif
kullanmamalari tavsiye edilmektedir (39).

e- Menopoz sonrasi hormon tedavisi: Hormon replasman tedavisinin uzun sure
kullanimi ile meme kanseri riskinde bir artis oldugu dustnilmektedir. Ostrojenin tek
basina kisa sureli kullanimi meme kanserinde risk artisina neden olmaz. Fakat bazi
calismalarda uzun sureli dstrojen kullaniminda meme kanserinde risk artisi oldugu
bulunmustur (36).

f- Egzersiz: Haftada 4 saat veya daha fazla egzersiz yapan 40 yasin altindaki
kadinlarin meme kanserine yakalanma oranlarinin, hi¢ egzersiz yapmayan kadinlara

gore %60 oraninda azalmis oldugu gosterilmigtir (36).

ARGINAZ ENZiMmi

Amonyak, nitrojen metabolizmasinda merkezi rol oynar. Baslica amino asitlerin
yikimindan olusan amonyak diger kaynaklardan da meydana gelmektedir. Cok toksik
olmasi nedeni ile canli organizmasindan en kisa surede atilarak uzaklastiriimaktadir.
Amonyagin organizmadan atilma sekli, canlinin hayatini surdirdugu ortamdaki
suyun miktarina gore degisir. Suda yasayan canlilar (memeliler harig), amonyagi hig
bir degisiklige ugratmadan atarlar. Karada yasayan canlilar ise ortamda yeterli

miktarda su varsa amonyagi Ure halinde atarlar. Su dizeyi ¢ok az ise canlilar



amonyagi urik asit halinde vicuttan atarlar. Canlilar; azot metabolizmasi son
urintne gore amonyatelik, Ureotelik ve Urikotelik olarak ayrilirlar (40,41).

Ure donglsu, nitrojenin dizenlenmesinde ve amonyak detoksifikasyonunda
g6rev alir. Bu déngundn blyuk bir bolimu, Gre sentezinde gorevli olan enzimlerle
beraber karacigerde bulunur. Ure donglsinin son enzimi Arginaz (L-arginin
amidinohidrolaz E.C. 3.5.3.1) olup, L-arginini Ure ve ornitine hidrolize eder (41,42)
(Sekil 3). Arginaz, iki izoenzime sahiptir. Arginazin sitozolik formu Arginaz I'dir.
Arginaz |, karacigerde yuksek dizeylerde bulunur. Amonyagin detoksifikasyonundan
sorumludur. Arginaz Il ise arginazin mitokondrial formudur. Ure déngusi bulunmayan
ekstrahepatik dokularda bulunmaktadir. Ozellikle bulundugu yerler; bobrek, beyin,
testis, deri, ince bagirsak, prostat, akciger ve Idkositlerdir. Toplam arginaz
aktivitesinin ufak bir bolimini meydana getirir (43). Arginaz, Co*?> ve Mn*?
elementleri tarafindan aktiflenir (44). Arginaz Il, proteinlerin yapisinda yer alan prolin
ve hidroksiprolinin sentezinin 6nculu olan ornitin sentezinde (45,46), poliaminlerin
biyosentezinde, immun cevap olusumunda goérev yapar. Tumor biyolojisinde de
gorev aldigi tespit edilmistir (47-49).

Arginin, cesitli dokularda farkli metabolik olaylara katilir ve bazi onemli
bilesiklerin yapilarinda da bulunur. Protein sentezi, glukoz ve glikojen olusumu,
ornitin, ure, NO, kreatin, agmatin, prolin ve glutamat sentezi, poliaminlerin

biyosentezine katilir, antiditiretik hormon (ADH) yapisinda da bulunur (43,44,50,51).

!"NH“'!, + HCO, —_— » Karbamoilfosfat
2@D 2 o +®
+3 B9
Ornitin _\
® — ¥
Sitriillin
- Aspartat
ave)+ € 4
Arginin Arginosiksinat

”

Fumarat

Sekil 3. Ure dongiisii (42)



Ince bagirsak limeninden enterositler tarafindan ekzojen arginin alnir, aktif
transportla emilimi gergeklesir. Argininin kiguk bir kismi enterositlerde metabolize
olup protein sentezinde kullanilir. Portal dolagsimla karacigere tasinan metabolize
olmamis arginin ise bir miktar daha metabolize olur. Karacigerde metabolize olmamig
arginin sistemik dolagsima gecer. Cesitli dokulara dagilir ve metabolik olaylara katilir.
Glomeruler filtrasyona ugrayan argininin neredeyse tamamina yakininin geri emilimi
olur (44,52). Agiz yolu ile alinan arginin, yaklasik 1 veya 2 saat sonra plazmada en
ust seviyelere ulasir (53).

Vucutta endojen argininin sentezi, U¢ sekilde gergeklesir: Sitrulinden arginin
sentezi seklinde, glutamattan arginin sentezi geklinde ve proteinlerin yikihmi ile
arginin olusur (43,44).

ince bagirsak, bébrek ve ire déngisinin bir pargasi olarak karacigerde,
sitralinden arginin sentezi gergeklesir. Sitrulin, ince bagirsakta glutaminden olusur ve
sistemik dolagima gecer. Bobrekler tarafindan alinan sitralinin proksimal tubullerde
arginine c¢evrilimi gerceklesir. Sentez sirasinda goérevli enzimler; arginostksinat
sentetaz (ASS) ve arginostksinat liyaz (ASL)'dir. Gerekli enerji, ASS’nin katalizi
sonucu ATP’den saglanir (44).

o) o)
Karbamoil fosfat ” ||
HCOz + NH4* + 2ATP sentetazl HAN—C—-O—P -0 + 2ADP + Pi +H*
|
o

Sekil 4. Karbamoil fosfat olusumu (54)

Sitralinin karbamoil kismina (Sekil 4) (54) aspartatin amino grubu baglanir ve
bdylece arginosuksinat bilesigi meydana gelir. Argininosiksinat ise ASL tarafindan
arginin ve fumarata dénasturular. Olusan arginin, plazma arginin dizeyine yaklagik
%10 kadar katki saglar. ASS ve ASL, karacigerde Ure siklusunun pargasi olarak
gorev alirlar. Bdbrekteki tepkimelerin aynisi burada da meydana gelmektedir (44).
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CH2NH3* lTle COO-
| |
(CH2)2 C=0 HsN*—_CH
ornitin ]
CH —NHs* + 0O transkarbamoilaz (C|H2)3 +Pi+ H*
|
COO O— P=0O I\|IH
7°°
NHz*
Ornitin Karbamoilfosfat Sitrdlin

Sekil 5. Ornitinden sitrilin olusumu (54)

Glutamatin a amino grubuna, asetil KoA aktarilir. Boylece N-asetil-glutamat
olusur. Reaksiyonda gorevli enzim N-asetil glutamat sentazdir. N-asetil glutamat, N-
asetil glutamat kinaz tarafindan fosforilasyona ugratilir ve N-asetil-y-glutamil fosfat
olusur. Fosfat grubu, ATP’den saglanir. N-asetil-y-glutamil fosfat, N-asetilglutamat
dehidrogenazla indirgenir ve N-asetil-glutamat-y-semialdehit olusur. N-asetilglutamat-
y-semialdehitin aminotransferaz tarafindan transaminasyonu ile N-asetilornitin olusur.
N-asetilornitinin asetil grubunun N asetil ornitaz ile hidrolizi sonucu da ornitin
meydana gelir. Ornitinin arginine doéntsimui, 3 basamakta Ure dongusinde
gerceklesir. Karbamoilfosfatin karbamoil grubu ornitin transkarbamilaz tarafindan
ornitine aktarilir ve sitralin olugur (Sekil 5) (54). Sitrilinden arginosuksinat (Sekil 6)
(54), arginosuksinattan da arginin ve fumarat (Sekil 7) (44,54) olusur.

Arginin glikojenik bir aminoasittir. Arginaz araciligi ile ornitin ve Ureye ¢evrilir.
Karacigerde, Ure dongusunun parcasi olarak bu reaksiyon gergeklesir. Ornitin
transaminasyonla glutamat-y-semialdehit Uzerinden a-ketoglutarata (Sitrik asit
siklusunun bir metaboliti olup glukoneogenez substratidir) gevrilir. Olusan glukoz ise

ihtiya¢c durumuna gore karaciger ve kasta glikojene donuglr (44).
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COO

COO- HsN*—CH
H3N+_C|2H COoO ((|:H2)3
| Argininosiiksinat |
(CH2)s + HsN*—CH NH
NH C|ZH2 C|Z = NHz2*
C|3:O (|ZOO' I\||H
I\|IH3+ C|ZH— COO
CH2
lZOO‘
Sitralin Aspartat Argininosuksinat

Sekil 6. Arginosiiksinat olusumu (54)

COO-

|
HsN*__CH

|
((|3H2)3

HaN*— CH

l|\|H

I|—IC— COOr

(|3H2

COOr
Argininosuksinat

NH
é N Argininosiksinat liyaz
=NH2

COO

COO
CH

CH

COO-

+

C=NH2"*

NH2

Arginin Fumarat

Sekil 7. Arginin ve fumarat olusumu (54)




Arginaz Enziminin Tibbi Agidan Onemi ve Kanserle Olan Bag:

Saglikh yetigkinlerde arginin esansiyel degildir, noksanligina pek rastlanmaz.
Fakat; asiri negatif azot dengesine bagl olarak vicutta noksanhgi gelisebilir. Arginaz
eksikligi nedeni olan durumlar; ¢ok hizli biyime, hamilelik, travma, sepsis, kanda
asirl amonyak, arginine rakip olan lizinin varligi ve malnutrisyondur (55,56). Saglarin
kirllmasi ve dokulmesi, kotu yara iyilesmesi, konstipasyon, muskuler distrofi benzeri
kassal zayifliklar ise, arginaz eksikligi belirtileridir. Karacigerde, glukoz ve lipid
metabolizmasinda anormallikler goralir. Karaciger yaglanmasi, hepatik siroz ve
hepatik koma gelisebilen durumlardandir. Boyle durumlarda argininin dig ortamdan
alinmasi zorunludur (56).

Hiperargininemi, otozomal resesif kalitim gdsteren arginaz eksikligine bagh
olarak gelisir. Enzimde kismi veya tam bozukluk vardir. Cok ender goérilen bir genetik
hastaliktir. Dogum sonrasi ilk yil arginin fazlahdi asemptomatiktir. Bulgularin ortaya
cikmasi diyetteki protein miktar artigsina baghdir. Mental gerilik, epileptik ndbetler,
spastik dipleji gorilebildigi gibi hiperammonemik koma da gelisir. Kan, idrar ve
serebrospinal sivida arginin ve amonyak yukselmesi ile kendine 6zgu bir tablo gelisir.
Eritrositlerde, arginaz aktivitesi azalmig olarak tespit edilir. Bu hastalara, arginin ve
proteinden fakir diyetin yaninda semptomatik tedavi de uygulanir (44,57,58).

Argininin esas gorevi nitrik oksit (NO) sentezinde bir 6ncu madde olmasidir.
L-arginin endotel hicrelerinde NO yardimi ile vazokonstriksiyonu, trombotik aktiviteyi,
diz kas hucresi proliferasyonunu, enflamasyonu, intimal lezyon olusumunu baskilar
(59,60).

Arginaz enzim aktivitesi Uzerinde hormonlarin nasil etki yaptigini arastirmak
uzere cesitli calismalar yapilmistir. Glukokortikoidlerin; protein yikihmina neden
olarak Ure dongusu enzimlerini ve arginazi yukselttigi, kortikosteroidlerin karaciger
arginazini aktive ettigi saptanmigtir. Fakat; glukokortikoidlerin bdbrek arginazi
uzerinde etkili olmadigi tespit edilmistir (61,62).

Cesitli kanser tlrlerinde arastirmacilarin yapmis olduklari c¢alismalarla,
arginazin kanserle olan yakin iligkisi ortaya c¢ikariimigtir. Meme kanseri olan
kadinlarin ameliyat Oncesinde serum arginaz duzeyinin, hasta olmayan
kadinlarinkine gore 4 kat daha yuksek oldugunu Stratus ve ark. (63) bildirmistir.
Kolorektal kanserli hastalarda ise serum arginaz duzeyini Leu ve ark. (64)

arastirmiglardir. Kolorektal kanserli dokularda saglikli mukozal dokulara oranla 2 kat
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artmig arginaz aktivitesi bulunmustur. Gastrik kanserli hastalarda, Wu ve ark. (65)
plazma arginaz aktivitesini arastirmislar ve beklenenden fazla bir aktivite
bulunmustur. Hepatobilier kanalda kotu huylu tumoér bulunan hastalarin serum
arginaz aktivitesinde artis olmustur. Bu durum da, arginaz bakimindan zengin olan
karaciger hucreleri tarafindan enzim salgilandigini gostermektedir. Akut hepatitte de
ayni durum, serum arginaz aktivitesinde artisa neden olmaktadir.

Bu calismalar nedeniyle arginazin olgimunun, kanserin tanisinda bir belirteg
olabilecegi bildirilmistir (63,64).

NiTRIK OKSIT

Furchgott ve Zawadski adh arastirmacilar 1980 vyilinda endotel hucreleri
tarafindan asetil kolin uyarisiyla yapilan damar diz kasini gevsetici bir madde
bulduklarini bildirdiler. Bulduklari maddeye endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF:
Endotel Derived Relaxing Factor) adi verildi. Palmer ve arkadaglan 1987’'de
EDRF’nin bilinen biyolojik etkilerinde nitrik oksit (NO) adl bir gazin sorumlu oldugunu
buldular (66-69).

Gecen son on yilda NO ile ilgili yapilan galismalar; bu gazin eskiden bilindigi
gibi sadece hava Kkirliligine neden olmadidini, aslinda pek c¢ok biyolojik islemde
onemli rolu oldugunu gostermistir (70,71).

Nitrik oksit, renksiz bir gazdir. NO ylksek konsantrasyonunda oksijensiz
ortamda oldukga stabildir, suda erime 6zelligi gosterir. NO dusik konsantrasyonunda
ise oksijen varliginda bile stabildir. Havadaki NO, kisa slUrede O: ile oksitlenir ve
nitrojen dioksite gevrilir. Nitrojen dioksit, dokular igin oldukga zararli bir bilesiktir. Nitrik
oksit, lzerinde ciftlenmemis elektron bulundurur. Bu &zellikleri, ona higbir bariyerle
karsilasmadan hucreden hucreye kolaylikla gecmesini saglamaktadir. Nitrik oksit,
ayni zamanda tasididi ciftlenmemis elektron nedeniyle radikal molekul olarak kabul
edilir. Hucreler icin serbest radikallerin her konsantrasyonda zararl etkileri vardir.
NO’nun ise duslUk konsantrasyonlarda énemli fizyolojik islevleri vardir. Fazla ve
kontrol disi olan NO sentezi de hucrelere zarar vermektedir. NO, sahip oldugu bu
Ozellikleri ile iyi bir fizyolojik haberci molekilu 6zelligi kazanmaktadir (72).

Oksijene kiyasla dusuk konsantrasyondaki NO, hemoglobine 3000 kat fazla
olan bir affiniteyle baglanir. Oksi formundaki hemoglobin ise, NO’yu kisa surede
nitrata (NOs’) oksitleyerek etkisiz duruma getirir. Ozellikle de dolagimdaki
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oksihemoglobin, NO igin gugla bir inhibitérdar. NO, nitrite de (NO2") okside olabilir;
ancak nitrit tekrar oksitlenir ve kisa surede nitrata donusur (73). Diger serbest
radikaller gibi NO’'da ¢ok kisa yarilanma suresine sahiptir. 2-30 saniye gibi kisa bir
sure icinde de daha stabil bir yapi olan nitrata oksitlenir (74,75).

Nitrik oksit; duz kas, endotel hucresi ve diger memeli hucrelerinde L-arginin
amino asidinin guanido nitrojeninin nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi yardimi ile
oksitlenmesi sonucunda sentez edilir (Sekil 8) (72). Sentez i¢in nikotinamid adenin
dindkleotid fosfat (NADPH), kalmodulin, oksijen ve dort kofaktore ihtiya¢ vardir. Bu
kofaktorler; hem, flavin  mononukleotid, flavin adenin dinukleotid ve

tetrahidrobiyopterindir (76).

L-Arginin \<' Sitrdlin
*N=0
Post-translasyonel (Nitrik oksity  NO2™ + NOg3"
modifikasyon (nitrit + nitrat)

(NO sentaz proteini)
Translasyon
(NO sentaz mRNA’sI)

Transkripsiyon

(NO sentaz geni)

Sekil 8. NO’nun L-argininden NOS geni tarafindan sentezi (72)

Asetil kolin, bradikinin, glutamat, adenozin difosfat (ADP) gibi fizyolojik uyarilar
endotel hucrelerinde NOS’u aktif hale getirirler. Bu enzim Kalsiyum-kalmoduline
bagdimlidir. Aktiflesince, L-arginin ve oksijenin reaksiyona girerek L-sitrilin ve NO’ya
doénusmesini saglar (66-70). NOS enzimini yarismali yol ile inhibe eden L-arginin
anologlarinin bulunmasi, c¢alismalarda kullaniimasi nedeniyle NO’nun genis olarak
biyolojik rolini arastirma olanagdi bulunmustur. Bu reaksiyon sonucu olusan NO,
damar duz kasi hucrelerine diffize olur. Guanilat siklaz enziminin hem grubuna

baglanir ve enzimi aktif duruma getirir. Aktiflesen guanilat siklaz enzimi ise guanozin
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trifosfati siklik guanozin monofosfata (cGMP) cevirir. cGMP’de kas gevsemesine
sebep olur (66) (Sekil 9).

Havayolu NO
I
Kasilmig l
Damar l CGMP — sce | — GTP
diz kasi Gevsek \

Oksijen \

— 3/ NOS |— NO

Endotel L-Arginin
Damar

L-Sitriilin

Asetilkolin

Sekil 9. Nitrik oksitin damar duz kasindaki fizyoloik ve farmakolojik etkileri (66)

Nitrik oksit sentaz (NOS)'in g izoformu vardir. Bunlardan ikisi yapisal formudur.
Digeri ise sitokin ve diger bilegikler tarafindan uyarilabilen formudur. Yapisal
izoformlari; endotelyal NOS (eNOS veya NOS3) ve noéronal NOS (nNOS veya
NOS1)'tur (77). Hlcrede infeksiyon ve inflamasyon gibi anormal durumlarda ise
indUklenen izoformu (iNOS veya NOS2) uyarilir (78).

1) Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS): Enzim ilk kez endotel hicrelerinde
tanimlanmistir. Aktif hale gelmesi icin kalsiyuma ihtiyag vardir. eNOS ve nNOS’un
sentez suresi kisadir ve Uretilen NO miktari ¢ok dusuktlr. Bunun nedeni, hicre igi
kalsiyum konsantrasyonunun dismesiyle enzimin inaktif hale gegcmesidir (79).

Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS), 134 kDa'lik iki benzer monomerden
meydana gelen bir dimerdir. eNOS monomeri, fonksiyonel olarak iki farkl bdlgeye
sahiptir. Bu bolgeler; N-terminal oksijenaz bdlgesi ve C-terminal rediktaz bélgesidir.
eNOS enzimi yalnizca dimerik formda iken fonksiyoneldir (80,81). Redlktaz bdlgesi;
NADPH, FAD ve FMN flavinleri ve kalmodulin igin baglanma bdlgelerine sahiptir. N-
terminal oksijenaz bolgesi katalitik bolge icerir. Bu bdlge; L-arginin, BH4 ve hem igin
baglanma bolgelerine sahiptir. Reduktaz bdlgesi, flavinlerden oksijenaz bdlgesine
bagh “hem” grubuna elektron transferi yapar.
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“‘Hem” moleklulunun baglanmasi ile enzim dimerik hale gelmeye baslar. Hem'in
yoklugunda ise enzim monomer halde kalir. Enzime dimerik halde iken BH4
baglanabilir ve dimeri kararli hale getirir. Ayni zamanda ¢inko iyonlari ile de kararli
hale gecis saglanir. eNOS dimerinin fonksiyonel aktivitesi BH4 molekdllerinin
baglanma sayisi ile iligkilidir. Bir eNOS dimerine BH4 baglanmamig ise O2™ Uretmeye
egilimlidir. eNOS dimerine BH4 molekulunun birinin baglanmasi ise NO ve O2"nin
her ikisini de Uretme egilimi ile sonuglanir. Yiksek seviyede BH4 varliginda ise
doymus bir dimer olusturulur ve yalnizca NO sentezleyen bir enzim olusmasi
saglanir. Hucre igi artan Ca duzeyleri kalsiyum/kalmodulin kompleksinin olugsmasini
saglar. Bu kompleks kaveolinle yer degistirir. NOS enzimindeki kalmodulin bdlgesine
baglanarak enzimi aktif hale getirir (80-82) (Sekil 10).

# Acetylcholine

Caveolin

4 - — <
PO X Nk
T — s
5 2
- ,
T TN DAG
Pi

Inactive m M
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gl

Sekil 10. eNOS enziminin etki mekanizmasi (82)

2) indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS): 130 kDa'lik sitozolik bir enzimdir
(80). Endotoksin ve sitokinler (IL-1, TNF, IF-y) tarafindan indiklenir. indiklendiginde
daha uzun sirede ve blyik miktarlarda NO Uretir, Ca*?’den bagimsiz bir sistemdir.
iINOS makrofajlarda, epitelyum hticrelerinde ve damar diz kas hicrelerinde yer alir
(83).

L-argininden NO olusumu, N-monometil-L-arginin (L-NMMA), N-nitro-L-arginin

metil ester (L-NAME), N-nitro-L-arginin (L-NA), L-amino-N-arginin (L-NAA) ve
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N-iminoetil-L-ornitin (L-NIO) gibi ajanlar tarafindan kompetitif olarak inhibe edilebilir
(73).

Sentezlenen NO, hicre membranlari arasina difize olur. Henliz depolanma
mekanizmasi kesin olarak bilinmemektedir. NO dokularda ve oksijenlenmis fizyolojik
sivilarda hizli bir sekilde yikima ugrar. NO’nun eliminasyon yarilanma suresi, dokuya
ve ture gore degismektedir. Bu sure 10-60 saniye arasinda degismektedir. NO’nun
inaktivasyonunu hizlandiran serbest oksijen radikallerinin noétralize edilmesi
Superoksit dismutaz enziminin ortama katilmasi ile gergeklesir. NO yikimi yavaslar,
etkisi potansiyalize edilir (82,84) (Sekil 11).
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Sekil 11. iNOS enziminin etki mekanizmasi (82)

3) Noronal nitrik oksit sentaz (nNOS): 160 kDA’lik polipeptiddir. Enzim, sitokrom
P450 ile %36 benzerlik gbéstermektedir. NADPH, FAD, FMN ve kalmodulin igin
baglanma bdlgesine sahiptir (Sekil 12) (82). nNOS basta beyin, spinal kord, sempatik
gangliyon gibi sinir sisteminde yer alir.

Solunum fonksiyonlarinda, gastrointestinal sistem (GiS) motilitesinde, tiim
dokularin kan basinglarinin ve akis hizinin dizenlenmesinde nNOS gorev alir (79).
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Long-Term Potentiatior
Neurotransmissicon

Sekil 12. nNOS enziminin etki mekanizmasi (82)

EPIGALLOKATESIN-3-GALLAT

Cay, dinya uzerinde sudan sonra en fazla tiketilen igcecektir (85). GUnumuzde
ticari olarak uretilen caylar; siyah gay (%76), yesil cay (%22) ve oolong ¢ay1 (%2) dir
(86). Camellia sinensis bitkisinin yapraklarindan elde edilirler. Cesitli bilesikler
icerirler; fakat en énemlisi polifenollerdir (87). Yesil cayin diger bilesenleri olarak
kafein, theanin, vitaminler, organik asitler, polisakkaritler, protein, lignin, florid ve
mineraller sayilir (86,88) (Tablo 1). Polifenollerin miktari genetik 6zelliklere baglidir.
Ancak iklim, 1sik, yagis miktari gibi gevresel faktorlerden de etkilenip degisiklik
gOsterir (89).

Cin mitolojisine gore; M.O. 2737’de imparator Shen Nung cayi ilk bulan kisidir.
M.O. 2700’lerde yesil gayin sadliga faydalari ile ilgili ilk bilgiler vardir. M.S. 1211
yihinda ise Japon rahip Eisai tarafindan ilk bilimsel yayin yazilmigtir. 16. yuzyilda
Avrupalilar tarafindan, yesil cayin tedavi edici oldugu sdylenen etkileri kesfedilmistir.
Ates, bas agrisi, mide agrisi ve kesiklerin agrisini azaltmaya calisirken etkileri
anlasiimigtir (90).

Yapilan galismalar ile yesil ¢ayin; antioksidan, antienflamatuar, antimutajenik,
antikanserojenik, antianjiyogenik, apoptotik, obezligi onleyici, kolesteroli dusurucd,
damar sertligini onleyici, antidiabetik, antibakteriyel, antiviral ve yaslanmay geciktirici
etkiye sahip oldugu goésterilmistir (13,91). Yesil cayin saglik agisindan faydali olan

etkilerine, 6zellikle igeriginde yer alan katesinlerin neden oldugu belirtiimektedir.
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Tablo 1. Gay yapraginin kimyasal icerigi (86)

Bilesen % Kuru Madde

Flavanoller (Katesinler) 17-30
Katesin (C) 1-2
Gallokatesin (GC) 3-4
Epikatesin (EC) 1-3
Epikatesin gallat (ECG) 3-6
Epigallokatesin (EGC) 3-6
Epigallokatesin gallat (EGCG) 3-9
Leykoantosiyaninler 2-3
Flavonoller ve flavonol glikozitleri 3-4
Aminoasit ve protein 15-19
Basit karbohidratlar 4
Kafein 3-4
Polifenolik asitler ve depsitler 5
Kdal 5
Polisakkaritler 13
Sellloz 7
Lipitler 2-3
Lignin 6
Pigmentler 0,5
Organik asitler 0,5-1,5
Toplam polifenoller 30-36

Yesil cay ve icerigindeki katesinlerin, kansere karsi koruyucu etkisi oldugunu
ifade eden yayinlar vardir. Bu etki; hlicre déngustni durdurma, hiicre gogalmasini
engelleme (9), sitokinlerin salinimini azaltma, etken reseptoérleri baskilama (10),
mitotik uyarilari baskilama (92), detoksifikasyon enzimlerini etkinlestirme,
mutajeniteyi ve genotoksisiteyi oOnleme, serbest radikal temizleme, kanser
hicrelerinin apoptosisini hizlandirma (11) ve anjiojenesisi engelleme (12) gibi
mekanizmalarla ifade edilmektedir.

Katesinler polifenoller grubundandir. Sarap, g¢ikolata, meyve ve c¢ay icinde yer
alan flavanollerdir. Ayrica meyveler ve meyve sulari da polifenolik katesinleri
icermektedir (93,94). Katesinler, yesil ¢cayin kuru agirhginin %30-42’sini olusturur.
Epigallokatesin-3-gallat (EGCG) (Sekil 13) (82), epigallokatesin (EGC), epikatesin-3-
gallat (ECG) ve epikatesin (EC) ¢ay yapraklarinda bulunan katesinlerdir (87). Cay
flavanolleri, farkli antioksidan etkilere sahiptir. Hidroksil gruplarinin sayisi, bag

yaptiklari yerler ve galloil pargalarinin varligina bagh olarak bu etkiler gorulmektedir
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(95,96). Cay yapraklarinda bulunan major katesinlerin (Sekil 14) (97) antioksidan
aktiviteleri; epigallokatesin gallat>epigallokatesin>epikatesin gallat>epikatesin olarak
siralanir. Epigallokatesinin molekil formuli C22H18011’dir ve molekdl agirhdi ise
458,4 Dalton’dur. Bitkilerde bulunan katesinler, dodal antioksidan aktiviteleriyle
bilinirler ve gastrointestinal, vaskuler, viral, inflamatuar hastaliklarda tedavi amaciyla
kullantlirlar (93,94).

OH
OH

Ho O
OH

o

OH OH

OH
OH

Sekil 13. EGCG’nin kimyasal sekli (82)

Yapilarinda yer alan ¢ift bagdan dolayi, flavanoidlerin 8 farkh yapisi

bulunmaktadir (98-102). Bunlar;
. Katesin (K),
. Epikatesin (EC),
. Gallokatesin (GC),
. Epigallokatesin (EGC),
. Katesingallat (KC),
. Epikatesingallat (EKC),
. Gallokatesingalat (GCG),
. Epigallokatesingallat (EGCG).

Yiyeceklerde oldugu gibi canli organizmalarda da oksidasyon reaksiyonlari

0o N o o0~ WN -

gerceklesmektedir. Oksidasyon, insanlarda hucrelere enerji saglar. Bu olay sirasinda
cesitli hastaliklara sebep olan serbest radikaller de meydana gelmektedir. Lipitlerin
oksidasyonu, serbest radikal zincir tepkimesidir. Reaktif radikal ile hidroksitlerin

artisina sebep olur. Bunlar; LDL’nin oksidasyonunu, membran ve trombosit
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fonksiyonunu etkiler. Serbest radikaller, DNA’da mutasyonlara da yol agabilirler. Cay
katesinleri, hidrojen atomundan serbest radikal alicisi gibi yaparak zincir oksidasyon
reaksiyonunu keserek antioksidan etki gosterirler (99).

Cay bilesimindeki katesinler; kimyasal olarak suda ¢o6zunebilir, renksiz
molekullerdir (98,100). Heterosiklik oksijen halkasinin molekuldeki
konformasyonundan dolayi, molekullerde kimyasal farkhliklar géralmektedir.

Kateginler, A halkasinda meta-5,7-dihidroksil ve B halkasinda di veya tri-hidroksil
gruplariyla kendilerine 6zgudurler. EC; B halkasinda 3’ ve 4’ karbonlarinda orto-hidroksil,
EGC,; B halkasinda tri-hidroksil grubu tagsimaktadir. ECG; B halkasinda di-hidroksil grubu
ve C halkasi 3. karbonuna bagli gallat grubu tasimaktadir. EGCG; B halkasinda tri-
hidroksil ve C halkasinda gallat grubu tasimaktadir. EGCG ve ECG’deki antioksidan
aktivitelerini arttiran gallat halkasidir (98,103,104).

“f?j’&m o

(-)-Epikatesin (-)-Epikatesin-3-gallat

- P
“@E} R?**ﬁ'%‘

o

(-)-Epigallokatesin  (-)-Epigallokatesin-3-gallat

Sekil 14. Yesil gayda bulunan major polifenoller (97)

Katesinler ince barsaktan absorbe edilirler. Metilasyon, glukuronidasyon ve
sulfasyon ile hizla konjuge metabolitlerine doénudsurler. Safraya atilan konjuge
katesinler, kolondaki bakteriler tarafindan dekonjuge edilerek daha basit
metabolitlere parcalanir. EGCG safra yolu ile atilirken, EC ve ECG ise safra ve idrar

yolu ile atilmaktadir. Kateginler igin oral, intravenoz (iv), intraperitoneal (ip) uygulama
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sonrasi faz Il reaksiyonu tanimlanmis; fakat faz | reaksiyonu gosteriimemigstir
(98,103).

Katesinlerin biyoyararlanimi, dusuk absorpsiyon ve yluksek eliminasyon
Ozellikleri nedeniyle sinirlidir. Yari dmru en fazla olan katesin, EGCG (173 dk)'dir
(105).

Yesil cayda bulunan, fenolik yapida olan katesinlerin en 6nemlilerinden biri
EGCG’dir. Bu katesin, yesil cayin farmakolojik aktivitelerinden sorumlu olup, en fazla
oranda bulunan katesindir (14).

Epigallokatesin-3-gallat (EGCG)’In, yesil cayda bulunan en etkin katesin oldugu
ve C vitaminine gore 100 kat, E vitaminine gore 25 kat daha fazla antioksidan
aktiviteye sahip oldugu 6ne surllmustir (15). Cay katesinlerinin; antimikrobiyal,
antioksidan, anti-HIV, anti-mutajenik, antikanserojen 6&zellikleri ve kalp-damar
hastaliklarini dnleyici etkileri oldugu ¢alismalarla gosterilmistir (15-17). Ulusal Kanser
Enstitusi (NCl)ne gbére, EGCG’nin kanser Onleyici bir madde oldugu belirtilmistir
(15).

Polifenoller; hlcrelerde olusan serbest radikallerin oksidatif hasarindan
koruyan, timdrlesme karsiti, fonksiyonel antioksidan molekullerdir. EGCG; kanser
genlerinin ekspresyonuyla iligkili enzimlerin, hucrelerin sinirsiz yagsama yetenekleriyle
ilgili olan telomerazi ve DNA metiltransferazi baskilar. EGCG’nin anti-mutajenik, anti-
anjiyojenik, anti-proliferatif, pro-apoptotik etkileri vardir. in vivo ve in vitro ortamda bu
etkilerin goéruldigu éne surulmustar (106).

Mevcut literatlr bilgisine gore, EGCG’nin hucre ¢ogalmasi veya hucre olumu
uzerindeki etkilerine 6nem verilmistir. EGCG’nin apoptoza yonlendiren etkileri; insan
prostat kanseri hicre serilerinde (107), insan epidermoid karsinoma A431
hicrelerinde (108), meme karsinoma MCF-7 hucreleri (109), melanoma hucreleri
(110) ve pankreas kanser hucreleri (111) gibi birgcok insan hicre hattinda
gOsterilmisgtir.

Epigallokatesin-3-gallat'in antioksidan etkinliklerinin, aromatik halkalara ve
hidroksil gruplarina bagli olabilecegi vurgulanmigtir. Bu 0Ozelliklerine bagli olarak
serbest radikalleri yakaladigi ve noétr hale getirdigi ileri strdimustlr. Apoptoz
indUksiyonu ve hucre replikasyonunun inhibisyonu tumor baslangici ve yayilmasinin
biyokimyasal isaretgileridir. Bunlar tumorun gelisimini ve buyumesini engeller.

EGCG'nin, proteaz olan lrokinazi da inhibe ettigi ileri stirtiimustir. Urokinaz, kanserli
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hdcrelerin  metastaz amaciyla kullandiklari enzimdir. EGCG ve ECG'nin,
metalloproteinaz-2 (MMP-2) (gelatinaz-A olarak da bilinir) ve metalloproteinaz-9
(MMP-9) (gelatinaz-B)'u inhibe ettidi ileri strtlmus olup bu enzimler, timor invazyonu
ve metastazinda gérev almaktadir. EGCG’nin anti-matriks metalloproteinaz ve anti-
anjiojenesis etkileri de vardir (112). EGCG’nin; insanda antioksidan (113-115), anti-
mutajenik, anti-karsinojenik (116) ve anti-HIV (17) etkileri de vardir.

Cay polifenolleri sahip olduklari nitelikleri ile kanserin baglama ve ilerleme
evrelerine karsi etki gosterirler (17). Yesil ¢cayda bulunan, ana yapilari birbirine
benzeyen fakat yan zincirlerinde farkli gruplar tagiyan katesginlerin anti-kanser etkileri
de degisik olmaktadir. Kateginlerin anti-kanser etkileri yapiya 6zgudur (107). EGCG
ile islem yapildidinda, telomerazin kisaldigi ve aktivitesinin azaldi§i sonucu
bulunmustur. Bu da telomeraz inhibisyonunun EGCG kaynakli oldugunu belirtir.
Telomeraz hedefli sonuglar bize kanser tedavileri i¢in yeni fikirler verebilir (109).

Epigallokatesin-3-gallat ve diger katesinler prooksidan etki de gosterirler.
Katesinlerin metabolize olmalar radikal tretimine (fenolik radikal ve Oz formuna
donuserek) katki saglamaktadir. Béylece hlicre apoptozuna sebep olabilmektedir.
Katesinler organizmada ikiylzlu davranis sergiler. Katesinlerin karacigerde toksik
veya koruyucu etki gostermesinin, uygulanan doza ve uygulama yoluna bagl oldugu
gorusu ileri surulmektedir (117,118).

Apoptozis; hasarli veya normal olmayan yapidaki hucreleri ortadan kaldiran
mekanizmadir. EGCG’nin oksidatif strese karsi koruma saglarken, apoptik yolaklar
etkiledigi gosterilmistir (98). EGCG, programli hiicre 6luminu birgok mekanizmalar ile
indUkler. Bu mekanizmalar; GO/G1 fazi hicre dongusu arresti yaparak NFkB (119) ve
TUumor nekroze faktor (TNF) gen ekspresyonu ve saliminin inhibisyonu (120),
mitokondrial depolarizasyon (121), blyume faktérlerinin sinyalizasyonunun (122),
kaspaz-8 (123) ve kaspaz-3 (124) aktivasyonunun dnlenmesi gibi mekanizmalardir.

Epigallokatesin-3-gallat'in kanserli hucrelerin hucre dongusunu duraklattigi,
apoptoza goétirdagu goézlemlenmistir. Bu sirada normal hicrelere etki etmemekte
veya etkisi az olmaktadir (125). Bu durumda EGCG, timdr hucrelerini apoptoza
g6turebilir. Sahip oldugu sec¢imli apoptotik yetenegiyle EGCG, arastirilmasi gereken
anti-neoplastik bir ajandir (15).
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TNF, timorin meydana gelmesinde temel bir sitokindir. AP1 ve NFkB, hucre
digi sinyallere hizli bir sekilde yanit veren transkripsiyon faktorleridir. EGCG, AP1 ve
NFkB aktivasyonunu baskilar, TNF gen ekspresyonunu engeller (119,126).

Epigallokatesin-3-gallat, bitki tlrevi katesin olup endotele bagdimli damar
gevsemesine neden olur. Buna ait protein fosforilasyonunu arttirarak, endotel
hdcrelerinde dogal eNOS aktivatoru olarak gorev yapar (127).

Calismamizda, deneysel olarak  olusturulmus meme tumorinde
antikanserojenik etkisi oldugu dusunidlen EGCG’nin; arginaz enzim aktivitesi, ornitin,
NO duzeyleri ve eNOS uzerindeki etkileri incelenerek, EGCG’nin kanserde olasi
koruyucu vel/veya tedavi edici bir ajan olarak kullanilabilirliginin arastirilmasi

planlanmigtir.
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GEREG VE YONTEMLER

Bu ¢alisma; yerel etik kurul onay! alindiktan sonra (Ek 1) Trakya Universitesi
Tip Fakultesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal Arastirma Laboratuvarinda
gerceklestirildi.

GERECLER

Calisma Gruplari

Calismada 7-8 haftalik, ortalama agirliklari 27-32 gram arasinda degisen
(ortalama 30 gram), Balb/c cinsinden olan 50 tane disi fare kullanildi. Calismada
kullanilan farelerin temini, Trakya Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Laboratuvarindan saglandi. Denekler rastgele secildi ve her bir grup 10’ar
fareden olusmak Uzere bes grup olusturuldu. Tum fareler deneyin sonuna kadar ayri
kafeslerde tutuldu. Nem oraninin %50-60, I1sinin 22+1 °C olmasina dikkat edildi.
Fareler 12 saat gece-12 saat gundiz 1sik periyodu olan ortamda tutuldu. Standart
fare yemi gunlik olarak bes gruba da verildi.

Hayvanlarin 8 haftalik olmasi beklendi. 3., 4. ve 5. gruplarda meme kanseri
olusturuldu. Meme kanseri olusturmak igin, sol bacaga subkutan olarak 200 ul Ehrlich
asit tumor hdcresi enjekte edildi. 7. glinin sonunda timor ¢apinin 1 cm oldugu tespit
edildi. 7. gunden sonra tedavilere baslandi.

1. Grup (n=10): Saglikh kontrol grubu olarak kabul edildi. Bu gruba tim deney

suresi olan 16 glin boyunca, her gun intraperitoneal olarak serum fizyolojik verildi.
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2. Grup (n=10): Saglikh tedavi grubu olarak kabul edildi. Bu gruba tum deney
suresi olan 16 gun boyunca her gun intraperitoneal olarak dusuk doz EGCG (5
mg/kg) verildi.

3. Grup (n=10): Meme kanseri kontrol grubu olarak kabul edildi. Bu gruba
Ehrlich asit tumoru enjekte edildikten bir hafta sonrasindan baglanarak, tim deney
suresi olan 16 gun boyunca her gun intraperitoneal olarak serum fizyolojik verildi.

4. Grup (n=10): Tedavi grubu 1 olarak kabul edildi. Bu gruba Ehrlich asit timoéru
enjekte edildikten bir hafta sonrasindan baslanarak, tim deney silresi olan 16 gln
boyunca her gun intraperitoneal olarak dusuk doz EGCG (5 mg/kg) verildi.

5. Grup (n=10): Tedavi grubu 2 olarak kabul edildi. Bu gruba Ehrlich asit timoru
enjekte edildikten bir hafta sonrasindan baslanarak, tim deney siresi olan 16 gln
boyunca her gun intraperitoneal olarak ytuksek doz EGCG (30 mg/kg) verildi.

3. ve 4. gruptan birer fare tedavi baglamadan 6nce 6ldu. Tedavinin 7. gunu 5.
gruptan bir fare, tedavinin 13. guinu 4. ve 5. gruplardan birer fare oldugu igin
calismadan gikarildi.

Deney 17. gunde sonlandirildi, intrakardiyak kan alimi ve doku c¢ikariimasi
islemleri gergeklestirildi. Sakrifikasyon oncesinde ksilazin (5 mg/kg) ve ketamin (60
mg/kg) im olarak anestezi amacl olarak farelere verildi. Meme tumor dokulari
cikarildi ve buzlu %0.9’luk serum fizyolojik ile yikandi. Kan drnekleri 3000xg'de 10
dakika santriflij edildi. Elde edilen serum ve doku 6rnekleri deneylerin yapilacagi
gline kadar -80 °C'de saklandi. Cikarllan meme tumdr dokulari histopatolojik

inceleme igin formaldehitte saklandi.

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetik asit (CH3COOH) (Merck, Almanya)
Bakir sulfat (CuSQOa) (Merck, Almanya)
Benzoik asit (C7Hs02) (Merck, Almanya)
Demir-3-klortr (FeCls) (Merck, Almanya)
Diasetilmonoksim (C4H7NO2) (Merck, Almanya)
Fosforik asit (HsPOa) (Merck, Almanya)
Hidroklorik asit (HCI) (Merck, Almanya)
Mangan klorir (MnClz) (Merck, Almanya)
Ninhidrin (CoHsO4) (Merck, Almanya)
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L-Ornitin hidroklortr (CsHIsCIN202)
Potasyum klorar (KCI)
L-Sitrulin (CeH13N303)

Sodyum karbonat (Na2CO3)
Sodyum bikarbonat (NaHCO3)
Sodyumhidroksit (NaOH)
Trikloroasetik asit (CCIzCOOH)
Tiyosemikarbazid (CHsN3S)
Tiyotre (H_2NCONH>)

Ure (H-NCONH>)

L-arginin (CsH14N40O2)

(Merck, Almanya)
(Merck, Almanya)
(Merck, Almanya)
(Merck, Almanya)
(Merck, Almanya)
(Merck, Almanya)
(Merck, Almanya)
(Merck, Almanya)
(Merck, Almanya)
(Merck, Almanya)
(Merck, Almanya)

Silfirik asit (H2S0a4) (Sigma, Almanya)
Folin (Sigma, Almanya)
AlbUimin (Sigma, Almanya)
Na-K tartarat (NaK(COO)2(CHOH)z2) .(Panreac, ispanya)
Triton-X-100 (Merck, Almanya)

Tris (Hidroksimetil) aminomethan (NH2C(CH20H) (Carlo Erba Reagenti, Milano)

a-lsonitro-sopropiophenone (CoHaNO2) (Sigma, Almanya)

Alet ve Malzemeler

Etdv: Memmert 400 (GmbH+Co KG, Schwabach-Almanya)
Homojenizator: DIAX 900 (Heidolph, Almanya)
Manyetik karistirici: lkamag RH (Janke&Kunkel GmbH&CO, Almanya)
Sogutmal santrifdj: Universal 30 RF (Hettich Zentifuge, Tuttlingen-Almanya)

Spektrofotometre: UV-160A (Shimadzu Corporation, Japonya)
Su banyosu: Elektromag GFL-1083 (Geselschaft fur Labortechnik, Almanya)
Elektronik tarti: Sartorius (Sartorius AG, Gottingen-Almanya)
pH metre: pH level 1 (Inolab WTW, Weilheim-Almanya)

Cam malzemeler: Deney tipleri, balon joje, mezir, beher v.b

Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi
Gruplardan elde edilen meme timér dokularinin homojenizasyonunda Tris

tamponu kullanildi. Derin dondurucudan ¢ikarilan dokular DIAX 900 model
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otohomojenizator kullanilarak agirliklarinin 10 kati kadar miktarda olan soguk 0.05 M
Tris/HCI tamponu (pH: 8.05) ile homojenize edildi. Supernatantlarin elde edilmesi
icin, doku homojenizatlari 8000xg’de ve 4 °C'de 20 dakika santrifij edildi.

YONTEMLER

Meme Dokusu Arginaz Aktivitesinin TDMU Yéntemi ile Olgiimii

Substrat olan argininin érnekteki arginazla hidrolizi sonucunda ure olusur.
Olusan ure miktarinin TDMU yontemi (128) ile spektrofotometrik olarak
saptanmasiyla arginaz aktivitesi belirlenmistir.

TDMU yontemi de, dre igin kullanilan birgok kimyasal metod gibi Feron
reaksiyonunu esas alir. Diasetilmonoksim, Ure ile direkt reaksiyon vermez. Oncelikle,
asit ortamda 1sinin da etkisi ile hidroksilamin ve diasetile hidrolize olur. Diasetil, asit
¢cOzeltide Ure ile kondanse olduktan sonra, H20 ve renkli bir bilesik olan diazin
meydana gelir. Tiyosemikarbazid ve Fe*? iyonlari, bu rengi stabilize etmek igin

kullanilir.

Diasetil + Hidroksilamin
Diazin (renkli bilesik) + H20

Diasetilmonoksim

v

v

Ure + Diasetil

Ornekteki tre diizeyinin 0.3 ymol/ml’den fazla oldugu konsantrasyonlarin, Beer-
Lambert kanununa uymamasi ise bu metodun dezavantajidir. Ancak bu olumsuz

durum, yuksek absorbans degeri veren érneklerin dilisyonu ile dnlenebilmektedir.

Gerekli ayiraglar

Asit karisimi hazirlanmasi: 3.24 g FeCls.6H20, bir miktar distile su ile birlikte bir
balon jojede ¢ozindurilir. Uzerine %85'lik HsPO4'ten 39.1 ml ilave edilir. Daha sonra
da distile suyla 100 ml'ye tamamlanir. Oda isisinda saklanir.

Hazirlanan ¢o6zeltiden 1 ml alinir ve Uzerine 999 ml %20’lik (v/v) H2SO4 ilave
edilir. Deney asamasinda asit karigsimi olarak kullanilir. Oda isisinda saklanir.

Renk ayiraci (3.6 mM Tiyosemikarbazid (TSC) + 61.7 mM Diasetilmonoksim
(DAM)) hazirlanmasi: Bu karisim 0.0036 M TSC (91.14 g/mol) ve 0.0617 M DAM
(101.1 g/mol) igermektedir. 6.238 g diasetiimonoksim ile 0.328 g tiyosemikarbazid
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karigtinlarak, bir miktar distile suda ¢ozundurdalir ve yine distile su ile litreye
tamamlanir. Oda isisinda koyu renkli sise icerisinde uzun sure saklanabilir.

Karbonat tamponu (pH: 9.7 100 mM COs/HCQO3) hazirlanmasi:

a) 1.06 g Na2COs bir miktar distile su ile balon jojede ¢6zundurulir ve daha
sonra yine distile su ile 100 ml'ye tamamlanir. Bdylece 0.1 M Na2COs ¢ozeltisi elde
edilir.

b) 0.84 g NaHCOs bir miktar distile su ile balon jojede ¢6zUndurulir ve yine
distile su ile 200 ml'ye tamamlanir. Bdylece 0.1 M NaHCOs ¢ozeltisi elde edilir.

Karbonat tamponunun hazirlanmasi i¢in; 100 ml 0.1 M Na2COs ¢ozeltisi Uzerine
0.1 M NaHCOs eklenir ve pH 9.7'ye ayarlanir. Hazirlanan tampon ¢ozelti 4 °C 1sida
saklanir.

Arginin ¢ozeltisi (50 mM)hazirlanmasi: 0.87 g L-arginin, balon joje igerisinde bir
miktar distile su ile ¢ézundarulir. 0.1 M HCI ile pH’1I 9.7'ye ayarlanir. Daha sonra
distile suyla 100 ml'ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 4 °C isida saklanir.

MnCl2 ¢dzeltisi (9 mM) hazirlanmasi: 1.456 g MnCl2.2H20, bir miktar distile su
ile balon jojede ¢oézundurilerek 1000 ml'ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 4 °C isida
saklanir.

Ure standardi (0.5 ymol tre/ml) ¢ézeltisi hazirlanmasi: 3 mg (re, 100 ml 0.016
M benzoik asit iginde g¢o6zunduralir. Deney sirasinda kullanilan standart
konsantrasyonu 0.2 upmol ure/ml olarak belirlenmigtir. Bu nedenle stok c¢ozelti
sulandirilarak kullanilacak olan konsantrasyon elde edilir. Ure standart ¢ézeltisi 4 °C

iIsida saklanmalidir.

Deneysel iglemler

Dokudaki arginaz enzim aktivitesinin tayini icin iki deney dizenegi kuruldu.
Numaralandiriimis deney tupleri birinci dizenegde, kor, standart ve sifir zaman tupleri
ise ikinci dizenede konuldu. ilk diizenekte yer alan deney tipleri Ugll, ikinci
dizenekte bulunan deney tupleri ise ikili olacak sekilde hazirlandi. Sifir zaman
tupleri, enzim kaynagindaki endojen ure aktivitesinin eliminasyonu amaciyla
hazirlandi.

Enzim kaynagi olarak kullanilacak olan supernatanta, 9 mM MnCl: ile 1/50
oraninda sulandirima yapildi. Ornek, 55 °C'lik su banyosunda 20 dakika

preinkiibasyona birakildi. Bu asamada deney ve sifir zaman tiplerine, 0.4 ml 50
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mM’lik arginin ¢ozeltisi ve 0.4 ml 100 mM'lik karbonat tamponundan konuldu. Kor
tupune 1 ml distile su konuldu. Standart tipune ise 1 ml Gre standardi (0.2 pmol/ml)
konuldu. Ardindan da sifir zaman, standart ve kor tuplerine enzimatik reaksiyonu
engellemek igin 3'er ml asit karigsimi konuldu.

20 dakikalik preinkiubasyondan sonra, enzim kaynagi ve hazirlanmis olan
deney tupleri 37 °C'de su banyosunda 3 dakika bekletilerek, numunelerin ayni isilara
gelmeleri saglandi.

Daha sonra, 37 °C'de bulunan enzim kaynagindan, deney ve sifir zaman
tuplerine 0.2 ml konuldu, vorteks karistirici ile iyice karistirildi. Enzimatik reaksiyonun
olusmasi igin, deney tupleri sallanti su banyosunda 37 °C'de 15 dakika inkibe
edildi. 15 dakika inkibe edilen deney dizenegdine, slrenin bitiminde hemen 3'er ml
asit karisimi eklenerek, reaksiyon durduruldu.

Bu islemlerden sonra, her iki duzenekteki tiplere 2'ser ml renk ayiraci eklendi
ve tupler vorteks karistirici ile karistirildi. Daha sonra tum tuplerin agizlari parafilm ile
kapatildi. Tupler 10 dakika boyunca kaynar su banyosunda birakilarak renk olusumu
saglandi.

Deney sonunda tupler musluk suyu altinda sogutuldu. TUplerdeki ¢ozeltilerin

absorbanslari 520 nm dalga boyunda, spektrofotometre ile dl¢uldu.

Doku arginaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi

Gergek arginaz absorbans degerini bulmak icin, deney tlplerinin absorbans
degerinden sifir zaman tuplerinin absorbans dederleri ¢ikartilarak hesap yapildi. Net
absorbans degerini elde etmek igin de, tum deney tuplerinin absorbans degerlerinden
kendi sifir zaman absorbans degerleri cikartildi. Bdylece enzim kaynagindaki

endojen urenin verdigi absorbans degeri hesabin disinda birakildi.

(0.2 pymol tre/ml) x 50 x 5 x 4

= Faktor
0.2 ymol Gre/ml'nin absorbansi

50: Supernatantin MnCl2 sulandiriima katsayisi
5: Stpernatantin inkiibasyon ortamindaki sulanma katsayisi
4: inkiibasyon siiresinin 1 saatte tamamlanma katsayis|

0.2 ymol Ure/ml’'nin absorbansi: 0.587 olarak okunmustur.
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Faktor = (0.2 ymol Gre/ml) x 50 x 5 x 4 / 0.587
Faktor = 340.72 olarak hesaplandi.

Enzim aktivitesi, timor dokusu igin Unite olarak tanimlanmistir. Bir Unite enzim
aktivitesi; 1 saatte 37 °C’de substrat olarak kullanilan L-arginin’den 1 ymol ure olusturan
enzim aktivitesinin, mg protein cinsinden ifadesidir. Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda,
net ornek absorbanslari faktor (340.72) ile carpilmigtir. Tumoér dokusu igin; pmol
ure/ml/saat olarak enzim aktiviteleri bulundu ve Unite olarak tanimlandi.

Unite = umol Gre/ml/saat

Enzim aktiviteleri, ml'deki protein miktarina boélinerek standardize edildi ve
Ozgul Unite olarak tanimlandi.

Bir 6zgul Unite; enzim aktivitesinin mg/ml protein cinsinden ifadesidir.

Ozgiil tinite = Unite/mg protein (umol tre/mg protein/saat); olarak belirtilmistir.

y =2,933x - 0,000
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Sekil 15. Ure standart gcalismasi regresyon grafigi

Meme Dokusu Ornitin Diizeyinin Chinard Yéntemi ile Ol¢iimii
Bu yontemde; ornitin, ninhidrin ile mor renkli kompleks olusturur. Olusan mor
renkli kompleksin kolorimetrik olarak olgimu ile meme dokusu ornitin dizeyi olgulir

(129).
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Gerekli ayiraglar

%10’luk trikloroasetik asit (TCA) ¢oOzeltisi: 10 g TCA tartildiktan sonra distile su
ile gozundurulip 100 ml'ye tamamlanir.

Ninhidrin ayiraci: 2.5 g ninhidrin tartihr. 40 ml 6 N HsPO4 ve 60 ml glasiyel
asetik asitin icinde ¢ozundurular.

Derisik glasiyel asetik asit: Deneyde kullanilan tlp sayisina gore glasiyel asetik
asitten bir miktar alinir.

0.3 umol/ml standart ornitin solisyonu: 0.0506 g L-ornitin tartilir. Distile suda
¢ozundurulerek 1 litreye tamamlanir. Boylece 0.3 pmol/ml'lik ornitin konsantrasyonu
elde edilmis olur. Deneyde kullanilan standart konsantrasyonu 0.18 pmol/ml olarak

belirlendigi igin, stok ornitin ¢dzeltisi sulandirildi ve bu konsantrasyon elde edildi.

Deneysel islemler

Doku homojenizati, %10’luk TCA ile 1/1 oraninda sulandirildiktan sonra 3000
rom’de 5 dakika santrifij edilerek supernatant elde edildi. 1 ml slpernatant deney
tipdne, 1 ml distile su kor tipune ve 1 ml 0.18 pmol/mllik ornitin standarti ise
standart tUpune konuldu. Ardindan tuplere sirasiyla 2.5 ml glasiyel asetik asit ve 0.25
ml ninhidrin ayiraci eklendi. Tium tlpler vorteks ile karistirildiktan sonra, 30 dakika
kaynar su banyosunda tutuldu. Su banyosundan cikarilan tipler hizla sogutuldu.
Tlplerdeki numunelerin absorbanslari, 515 nm dalga boyunda spektrofotometre

yardimi ile élgulda.

Ornitin dizeyinin hesaplanmasi

Ornitin deg@erinin hesaplanmasi igin su formul kullaniimistir.

Deney absorbansi x 2 x (180 nmol/ml)

Ornitin (umol/ml) =
Standart ornitinin absorbans degeri

2: TCA ile sulandiriima katsayisi
180 nmol/ml: Standart ornitin konsantrasyonu

1.162: Standart ornitin absorbans degeri
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Ornitin (umol/ml) = Deney numuneleri absorbansi x 0.310 olarak formule edildi.
Elde edilen ornitin degerleri protein miktarina bolunerek (umol/mg protein)

standardize edildi.
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Sekil 16. Ornitin standart caligmasi regresyon grafigi

Meme Dokusu Protein Diizeyinin Lowry Yontemi ile Olgiilmesi

Dokularin protein dizeyleri Lowry yontemi ile ol¢ildd (130). Bu ydntemin
prensibi; alkali bakir tartarat ayiracinin peptid baglari ile kompleks yapmasina
dayanmaktadir. Her yedi ya da sekiz amino asit artigi bir bakir atomunu baglar. Fenol
ayiraci; alkali bakir tartarat ayiraci ile muamele edilmis karisima eklendiginde mavi-
mor bir renk olusur. Olusan renk konsantrasyonu, 660 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak olguldu.

Gerekli ayiraglar

Fenol ayiraci: 2 N folin ayiracindan 2.5 ml alinir. Distile su ile 45 mlye
tamamlanir. Bu ayirag her kullanim igin taze hazirlanmahdir.

Alkali bakir tartarat ayiraci: 10 g Na2CO0s, 0.25 g Na-K tartarat ve 0.05 g CuSOa
ayri ayri tartilir. 0.5 N NaOH iginde balon jojede ¢ozulur. Cozelti 0.5 N NaOH ile 100
ml'ye tamamlanir. Hazirlanan bu ¢ézelti 4 °C'de 1 ay saklanabilir.

Albumin standarti (5 mg/dl): %5’lik albumin standarti hazirlamak i¢cin mevcut 5
g/dl'lik albumin standarti kullaniimistir. 0.1 ml albumin solisyonundan alinir, distile su

ile 100 ml'ye tamamlanir. Sonugta 5 mg/dI'lik albumin standarti elde edilmis olur.
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Deneyde kullanilan standart protein konsantrasyonu 2 mg/dl oldugu igin, stok

protein standarti sulandirilarak istenilen konsantrasyon elde edildi.

Deneysel iglemler

Doku supernatantlart 1/50 oraninda serum fizyolojik ile sulandirildi. Vorteks
yardimi ile iyice Kkaristirildi ve protein &lgimd icin uygun duruma getirildi.
Numaralandirilmis deney, kor ve standart tapleri hazirlandi. Deney tlpine 0.5 ml
1/50 oraninda sulandirilmis olan sdpernatanttan, standart tUpine 0.5 ml %Z2’lik
standarttan ve kor tipune ise 0.5 ml distile su konuldu. Daha sonra her tipe 0.5 ml
alkali bakir tartarat ayiraci ilave edildi. Tuplerin vorteks ile iyice karismalari saglandi.
Tlpler 10 dakika oda isisinda bekletildi. Her tiipe 2 ml fenol ayiraci eklendi ve tekrar
vorteks iglemi yapildi. Tupler 30 dakika, 37 °C’lik su banyosunda bekletildi.
Taplerdeki numunelerin absorbanslari kore karsi 660 nm dalga boyunda

spektrofotometre yardimi ile élgulda.
Protein diizeyinin hesaplanmasi
Deneyde odlgulen absorbanslar, asagidaki formulde yerine konarak protein

duzeyleri hesaplandi.

Deney absorbansi x 50 x 2 x 2

Protein miktar1 (% mg protein) =
Standart protein absorbansi

50: Supernatantin serum fizyolojik ile sulandirilma katsayisi
2: Supernatantin 1 ml’ye tamamlanma katsayisi
2: Protein standartinin konsantrasyonu

0.085: Standart proteinin absorbansi

Deney absorbansi x 50 x 2 x 2

Protein miktari (% mg protein) =
0.085
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Protein miktari (% mg protein) = Deney Absorbansi x 2353 olarak formule
edilmigtir. Elde edilen % mg protein, 100 ml'de bulunan protein degeridir. Sonucun

100’e bélinmesi ile protein miktari mg/ml olarak hesaplandi.
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Sekil 17. Protein standart regresyon egrisi

Serum Arginaz Enzim Aktivitesinin Munder Yéntemi ile Olgiilmesi
Substrat olan arginin 6rnekteki arginazla hidroliz olur. Bunun sonucunda olusan
ure miktarinin spektrofotometrik olarak saptanmasiyla serum arginaz aktivitesi

belirlenmistir (131). Yontemde birtakim yenilikler yapiimistir (132).

Gerekli Ayiraglar

%0.1'lik Triton-X-100 ¢oézeltisi: 0.1 ml Triton-X-100 ¢dzeltisi alinir, 100 ml'ye
distile su ile tamamlanir.

Asit karisimi: H2SO4 (%96), HsPOa4 (%85), H20 1:3:7 oranlarinda alinir, asit
karisimi hazirlanir.

%9'luk a-lsonitro-sopropiophenone (ISPF) ¢dzeltisi: 0.9 g ISPF tartilir, %100'lUk
etanol igerisinde ¢ézunduarulir ve 10 ml'ye tamamlanir.

2 N HCI: 8.28 ml HCI alinir ve 50 ml'ye distile su ile tamamlanir.

0.5 M arginin ¢ozeltisi: 8.71 g L-arginin balon jojede bir miktar distile su
icerisinde ¢ozunduraltr. 0.1 M HCI ile pH 9.7'ye ayarlanir. Daha sonra distile su ile

100 ml'ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 4 °C 1sida saklanir.
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10 mM MnClz ¢ozeltisi: 1.6187 g MnCl2.2H20 bir miktar distile su ile balon jojede
¢ozunduraltr, 1000 ml'ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 4 °C 1sida saklanir.

25 mM Tris-HCI ¢ozeltisi: 3.0285 g tris tartilir ve bir miktar distile su ile balon
jojede ¢dzunduralir. Daha sonra 1000 ml'ye tamamlanir. 2 M HCI ile pH 7.5'e

ayarlanir.

Deneysel islemler

Numaralandirilmig deney, kor ve standart tlpleri hazirlandi. Deney tuplerine
100 pl 6rnek Uzerine 100 pl triton-X-100 ¢ozeltisi konuldu. Tupler 30 dakika oda
Isisinda galkalamaya birakildi. Daha sonra bu tuplerdeki numunelerden 100 pl alindi
ve Uzerine 100 pl tris ¢ozeltisi ilave edildi. Tum tuplerden 100 ul ¢ozelti ¢ekildi ve
uzerine 10 pyl MnCl2 c¢ozeltisi ilave edildi. Sonra tupler 10 dakika 56 °C’de
preinkibasyona birakildi. TUplerin Gzerine 100 ul arginin ¢ozeltisi ilave edilerek, 37
°C’de 1 saat boyunca inklbe edildi. Daha sonra bunlarin Gzerine de 900 pl asit
karisimi ve 40 pl ISPF ¢ozeltisi ilave edildi ve tupler 30 dakika kaynar su banyosuna
birakildi. TuUplerdeki numunelerin absorbansi, mikro ELISA plaka okuyucu

kullanilarak 540 nm dalga boyunda 6lguldu.

Serum arginaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi

Serum arginaz enzim aktivitesi, Ure standart grafigi zerinden hesaplandi.

NO Tayini
NO tayini: Cortas ve Wakid yontemi (133) kullanilarak spektrofotometrik olarak

Blguldi.

Gerekli ayiraglar

Kadmiyum grandulleri: 0.1 M H2SOz icinde saklandigi muddetcge 9 ay stabildir.

Glisin-NaOH c¢ozeltisi: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢ézinduruldukten
sonra, 2 N NaOH c¢ozeltisi ile ¢dzeltinin pH’1 9.7’ye ayarlandi. Bu ¢dzelti 0-8 °C’de 1
ay saklanabilir.

Silfanilamid ¢oézeltisi: 5 g sulfanilamid, 3 M sicak HCI iginde ¢dzindurulerek,
ardindan sogumaya birakildi. Bu ¢ozelti oda sicakliginda 1 yil saklanabilir.
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N-Naphthylethylene diamine (NNDA) ¢ozeltisi: 50 g NNDA 250 ml distile suda
¢Ozunduruldu. Bu ¢ozelti 0-8 °C’de 2 ay saklanabilir.

Cinko sulfat (ZnSQOa4) (75 mmol) ¢dzeltisi: 10.8 mg ZnSOq tartildi, distile suda
¢bzundurilerek, distile su ile 500 ml'ye tamamlandi.

Bakir sulfat (CuSOa4) (5 mmol) g¢ozeltisi: 250 mg CuSOaq tartildi, distile suda
¢ozundurulerek, distile su ile 200 mI'ye tamamlandi.

Sodyum hidroksit (NaOH) (55 mmol) ¢dzeltisi: 1.1 g NaOH tartildi, distile suda
¢bzundurilerek, distile su ile 500 mI'ye tamamlandi.

Standartlar: NaNO2 standardi, sodyum tetra borat ¢ozeltisi (10 mmol) iginde
hazirlandi (69 mg NaNO:2 ve 380 mg sodyum tetra borat (Na2B4O7.10H20) tartildi ve
100 ml distile su iginde ¢oztndurulda).

KNOs standardi: 102 mg potasyum nitrat tartildi ve 100 ml sodyum tetra borat

¢Ozeltisi (10 mmol) iginde ¢ézundurulda.

Deneysel islemler

Deproteinizasyon: Test tipune 0.5 ml distile su, 2 ml ZnSO4 ¢dzeltisi ve 2.5 ml
NaOH ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks cihazinda karigtirildi. Numuneler 10 dakika oda
Isisinda bekletildikten sonra 4000 rpm’de 4 °C’de 10 dakika santrifuj edildi.

Kadmiyum grandllerinin aktivasyonu: Granuller 3 defa distile su ile yikandi. 1-2
dakika CuSOa4 ¢ozeltisi icinde galkalanarak bekletildi. 3 defa da glisin-NaOH ¢ozeltisi
ile yikandi. 10 dakika iginde kullaniimak Uzere kurutma kagidi ile kurutuldu.

Sonucun hesaplanmasi: KNOz'un 10 milimolarhk ¢ozeltisinden 1; 5; 10; 25; 50;
75; 100; 200 milimolarlik seri dilisyonlar hazirlandi. Numunelere uygulanan tim
islemler standartlara da uygulandi. Tum tiplere 1ml glisin-NaOH ¢dzeltisi konuldu.
Deproteinize numunelerden ve standartlardan 1 ml alindi. TUm tuplerin Uzerine 2-3 g
tartilan, aktivasyon isleminden gecirilen kadmiyumlardan konuldu, vorteks cihazi ile
90 dakika oda isisinda karistirildi, beklendi. Nitrit dlcimad icin sure sonunda bu
tiplerden 2'ser ml alindi. Uzerine 1 ml silfanilamid ve 1 ml NNDA ¢ozeltileri ilave
edilerek kanigtinldi. 30 dakika beklendi ve 545 nm’de numunelerin konsantrasyonlari
spektrofotometrik olarak tayin edildi.

Direkt nitrit dlcimut: NaNO: standartlarini 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200
milimolarlik seri dilusyonlar hazirlandi. Deproteinize numunelerden kadmiyum ile

reaksiyona sokmadan direkt olarak 2’ser ml alindi ve ayri tiiplere konuldu. Uzerine 1
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ml sulfanilamid ve 1 ml NNDA c¢ozeltileri eklendi. 30 dakika sonra 545 nm’de

numunelerin konsantrasyonlari spektrofotometrik olarak tayin edildi.

Nitrat aktivitesinin hesaplanmasi
Bulunan nitrat degerlerinden nitrit degerleri ¢ikarildi. Daha sonra sulandirma
faktord olan 20 ile ¢arpip yine nitrat standardindan elde edilen faktor ile garptiktan

sonra ¢ikan sonug¢ milimol/litre olarak hesaplandi.

immiinohistokimyasal Yontem

immiinohistokimya; imminolojik ilkelere dayanarak, varh§ arastirilan
antijenlere karsi gelistirilmis, poliklonal veya monoklonal antikorlar aracihgi ile
dokudaki antijeniteyi gdsteren bir yontemdir. Calismamizda immunohistokimyasal
boyamalar tam otomatik immunohistokimya boyama cihazi (Roche Ventana,

Benchmark XT) kullanilarak asagidaki islem basamaklari ile uygulanmistir.

Yontemin uygulanigi

1. TUmor ve tiumor gevresi dogal dokulari en iyi érnekleyen kesite ait parafin
bloklardan 4 ym kalinhginda kesitler yapildi. Kesitler pozitif sarjli lamlara alindi.

2. Kesitler 1 gece 37 °C etuvde bekletilerek deparafinizasyon islemine baslandi.

3. Deparafinizasyona ksilen ile devam edildi. Bu islem 60 °C etuvde 3 kez 10’ar
dakika ksilende bekletme ve her 10 dakikanin ardindan 5’er dakika sollsyon
yenilenerek disarida sogumaya birakma seklinde uygulandi.

4. Ksilenin giderilmesi icin %96’lik alkol muamelesine gecildi. Kesitler alkolde 60
°C etlvde 4 defa her seferinde solusyon yenilenerek, 10’ar dakika tutuldu.

5. Lamlar 3 kez distile sudan gegirildi.

6. eNOS antikorlari igin 1 saat antijen geri kazanimi iglemi yapildi. Bu islem igin
1/10 oraninda distile su ile dilie edilen (90 mL distile su + 10 mL EDTA buffer),
“EDTA buffer 10X pH 8,0” (Kod: 15-M820, Lot.50930) sollusyonu kullanildi.

7. Dokularda bulunan endojen peroksiti bloke etmek icin 10 dakika 37 °C etuvde
metanolde hazirlanmis %3’lik H202 uygulamasi yapildi.

8. Lamlar 3 kez distile sudan gegirildi.

9. Lamlar pH 7,4 olarak hazirlanmig PBS solisyonunda 10 dakika bekletildi.
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10. Reaktiflerin kesit digina tasmasini engellemek igin lamlardaki kesitlerin etrafi
Pap-pen ile gizildi.

11. Her bir lama Large Volume Ultra V Blok (Kod No: TA-125-UB, Neomarkers,
Fremont, CA, ABD) damlatildi ve 7 dakika bekletildi. Sonra solisyon lamlar
uzerinden PBS ile uzaklastirildi.

12. Her bir vaka i¢in ayri ayri numaralandiriimis lamlara eNOS antikorlari
damlatilarak oda sicakliginda, ancak nemli ortamda (“‘chamber” icinde) 60 dakika
inkibasyon yapildi.

13. Lamlar Uzerindeki antikorlar distile su ile uzaklastinlip PBS sollisyonuna
alinarak 5 dakika bekletildi.

14. Zemin boyanmasini engellemek icin, Super Block Sensi Tek Anti Polyvalent
HRP kitinin (Scy Tek, Kod. SHP 125, Utah, USA) 1 nolu Super Block (Ref: AAA125,
lot.18325) damlatildi ve 10 dakika bekletildi.

15. PBS solusyonu ile 5 dakika yikanan lamlara, yukarida tanimlanan kitin 2
nolu biotine baglanacak olan isaretleyici solisyonu Anti-Polyvalent Biotinylated
antibody, (Ref: ABF125, Lot. 18452) damlatildi ve 20 dakika daha bekletildi.

16. Tekrar PBS solusyonu ile 5 dakika yikanan lamlara, yine ayni kitin 3 nolu
solusyonu, Sensi Tek HRP Streptavidin biotinylated peroxidase-complex, (Ref:
ABG125, Lot. 18452) damlatildi ve 20 dakika bekletildi.

17. Lamlar PBS ile 3 dakika yikandi.

18. ultraView Universal DAB Detection Kit-Ventana Medical Systems,
Inc.(Catalog Number: 760-500) damlatilarak 10 dakika bekletildi.

19. Lamlar musluk suyunda 5 dakika yikandiktan sonra, Harris hematoksilen
solusyonunda 1.5-2 dakika tutularak zit boyama yapildi.

20. Lamlar tekrar musluk suyunda yikandi.

21. Lamlar %5’lik amonyak solusyonunda 15 saniye tutularak, morartma
islemine tabi tutuldu.

22. Lamlar musluk suyunda yikandi.

23. Aqueous-Mount (Ref: AML030, Lot. 13457) kullanilarak lamel ile kapatildi.
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Histopatolojik ve immunohistokimyasal degerlendirme yontemi

Her tGmor orneginin birer kesiti oncelikle hematoksilen eosine ile boyanarak
tumor hasari, nekroz ve kast oranlari 1sik mikroskopu altinda degerlendirildi (Nikon
Eclipse E 600).

Calisma bloklari boyanmadan Once, Ozellikle yeni arastirma antikorlarinin
calisip galismadigini kontrol etmek amaciyla, katalogda belirtilen kontrol dokulari
argivden temin edilerek test boyama yapildi. Bu antikorlar igin nukleer boyanma
Ozelligi esas alindi.

Her bir antikor icin tim orneklerde boyanma yayginhgi yuzdesi belirlendi. Ayrica
boyanma yogunlugu “0: Yok, 1: Hafif, 2: Orta, 3: Kuvvetli” seklinde siniflandirildi. Bu
iki degerin carpilmasi ile boyanma skoru elde edildi. Tum histopatolojik ve
immunohistokimyasal incelemeler dijital sistem altinda gérintilendi (NAVI FLUO

Brighfield and Fluorescence Slide Scanner for Digital Pathology).

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismamizda elde edilen verilerin istatistiksel analizi, Trakya Universitesi Tip
Fakultesi Biyoistatistik Anabilim Dal’'nda kayith SPSS 20.0 (Lisans No: 10240642)
istatistik programi kullanilarak yapildi.

Tumor kontrol ve tedavi grubu arasindaki arginaz enzim aktivitesi, ornitin ve NO
dizeyleri arasindaki farkliliklar non parametrik Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi.

Elde edilen “p” degerleri 0.05'ten kuguk oldugunda, istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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BULGULAR

Calismamizda; kanser kontrol ve tedavi gruplarindaki farelerin tumor
dokularinda arginaz enzim aktiviteleri, ornitin, nitrik oksit duzeyleri ve
immunohistokimyasal olarak eNOS skorlari dlguldi. Tdm gruplarin  serum
orneklerinde ise, arginaz enzim aktiviteleri ve nitrik oksit duzeyleri saptandi.

Serum orneklerinde arginaz enzim aktiviteleri ve nitrik oksit dizeylerine ait
ortalama ve standart sapma dederleri Tablo 2’de go6sterilmistir. Doku 6rneklerinde
arginaz enzim aktiviteleri, ornitin ve nitrik oksit duizeyleri, eNOS skorlarina ait

ortalama ve standart sapma degerleri ise Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 2. Gruplara ait serum NO diizeyleri ve arginaz enzim aktiviteleri

Grup Serum NO Duzeyi Serum Arginaz Aktivitesi

(mmol/L) (U/L)
ORT+SD ORT+SD

1. Grup (n=10) 5.14+£1.79 3.98+1.71

2. Grup (n=10) 3.70+0.83 3.96+1.91

3. Grup (n=9) 2.87+1.0 6.03+1.18

4. Grup (n=8) 3.91+£1.69 5.3410.96

5. Grup (n=8) 5.44+1.92 5.86+1.21

Tablo 3. Serumda galigilan parametreler igin istatistiksel karsilagtirmalar

Gruplar Serum Arginaz Aktivitesi Serum NO Duzeyi

p z p Z
Grup 1ve 2 0.971 -0.076 0.052 -1.928
Grup 1ve 3 0.006 -2.694 0.008 -2.613
Grup 3ve 4 0.200 -1.347 0.200 -1.347
Grup3ve5 1.000 0.000 0.002 -2.983
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Serum arginaz enzim aktivitelerinin tumor grubunda saglikli gruba gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde artis gosterdigi saptanmistir (p=0.006). Tedavi
gruplarinda EGCG tedavisinin, serum arginaz aktivitesini tumér grubuna goére
dusurdigu goézlenmis; fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
saptanmistir (p>0.05) (Sekil 18).

**k

Serum Arginaz Enzim Aktivitesi

Saghkh Kontrol Saglikli + Tedavi Kanser Kanser + Dlstk Kanser + Yiksek
Doz Doz

Sekil 18. Serum arginaz enzim aktiviteleri: a: Saglikli kontrol grubu ile,

*p<0.01.

Serum nitrik oksit dlzeylerinde, tumoér grubunda saglikli gruba gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde azalma oldugu saptanmistir (p=0.008). Duslk doz tedavi
grubunda tumor grubuna gore; nitrik oksit dizeyinde artis oldugu goézlenmis fakat
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). YUksek doz tedavi
grubunda ise EGCG tedavisinin serum nitrik oksit diuzeyini timor grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde arttirdid1 bulunmustur (p=0.002).

Saglikli grup ile saglikli olup tedavi uygulanan grup arasinda serum arginaz
enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunamamistir (p>0.05).

Saglikli olup tedavi uygulanan grubun serum nitrik oksit dizeylerinde saglikli gruba
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gOre bir azalma oldugu gozlenmis; fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlaml

olmadigi saptanmistir (p>0.05) (Tablo 3) (Sekil 19).

Serum NO Diizeyleri

-b**

Saglikh Kontrol

Saglikli + Tedavi

Kanser

Kanser + Dlstk Kanser + Yiiksek

Doz

Doz

Sekil 19. Serum NO diizeyleri: a: Saglikli kontrol grubu ile, b: Tumor kontrol

grubu ile, “p<0.01.

Tablo 4. Gruplarin doku ornitin, NO duzeyleri, eNOS skorlari ve arginaz enzim

aktiviteleri
Doku
Arginaz | Doku Ornitin | b\, NO Diizeyi | Doku eNOS
Aktivitesi Duzeyi .
Grup . (Mmol/mg protein) Skoru
(U/mg (Mmol/mg protein) ORT+SD ORT+SD
protein) ORTxSD - -
ORT+SD
3. Grup (n=9) | 17.554#4.76 0.054+0.015 1.17+0.23 161.67+26.92
4. Grup (n=8) | 16.56+7.21 0.040+0.01 1.41+0.69 176.25+10.61
5. Grup (n=8) | 11.0943.06 0.03+0.01 1.40+0.20 176.25+10.61

Tablo 5. Dokuda galigilan parametreler igin istatistiksel karsilagtirmalar

Gruplar Doku_A_rgin_az Doku"Orn.itin Do.lfu NO Doku eNOS
Aktivitesi Duzeyi Duzeyi Skoru
p Z p Z p z p Z
Grup 3ve 4 0.541 -0.674 | 0.021 | -2.267 | 0.481 | -0.771 | 0.200 | -1.497
Grup 3ve 5 0.011 -2.502 | 0.002 | -2.938 | 0.114 | -1.641 | 0.200 | -1.497
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Doku arginaz enzim aktivitelerine bakildiginda; tumor grubunda ylkselen
arginaz enzim aktivitesinin EGCG tedauvisi ile duguk doz grubunda azaldig1 gozlenmisg
fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamh olmadi§i saptanmistir (p>0.05).
Yuksek doz grubunda ise azalan arginaz enzim aktivitesi, istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0.011) (Tablo 5) (Sekil 20).

25

20

[EnY
(6]
|

Doku Arginaz Enzim Aktivitesi
(U/mg protein)
S

Kanser Kanser + Dlsik Doz Kanser + Yiiksek Doz

Sekil 20. Doku arginaz enzim diizeyleri: a: TUmor kontrol grubu ile, "p<0.05.
Doku ornitin duzeylerinde ise; tumor grubunda artmis olan ornitin duzeyi, EGCG

tedavisi ile her iki grupta da azalmigtir. Bu azalma, dusuk ve yuksek doz tedavi
grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05) (p=0.002) (Sekil 21).
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e

Doku Ornitin Diizeyleri
(nmol/mg protein)
o
o

Kanser Kanser + Diistk Doz Kanser + Yiksek Doz

Sekil 21. Doku ornitin diizeyleri: a: Tumor kontrol grubu ile, b: TUmor kontrol

grubu ile, "p<0.05, “p<0.01.

Kanser grubunda azalan nitrik oksit duzeyleri, EGCG tedavisi ile artmig, ama bu

artis istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir (p>0.05) (Sekil 22).
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=
Q 0,5 -

O .
Kanser Kanser + Diistik Doz Kanser + Yiiksek Doz

Sekil 22. Doku NO diizeyleri

Kanser grubunda azalan eNOS skoru tedavi gruplarinda artis gostermigtir; fakat

bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05) (Sekil 23).
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Doku eNOS Skorlari

155

150

145

Kanser Kanser + Diislik Doz Kanser + Yiiksek Doz

Sekil 23. Doku eNOS skorlari

Kanser olusturulan gruplar histopatolojik olarak immunokimyasal yontem ile

eNOS duzeyleri agisindan degerlendirilmistir. (Sekil 24-27).

Sat .4.«“ k2 aVise S obe R s =~y

Sekil 24. Malign tumor hucreleri (siyah ok) ve nekroz (kirmizi ok)
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Sekil 27. Kanser + Yiiksek doz grubu eNOS boyama (X200)
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TARTISMA

Kanser; gunumuzun en 6nemli saglik problemlerinden biri olarak devam eden,
bir halk saghgl sorunudur. Bunun en buyuk nedeni ise sik gorulmesi ve olumcul
olmasidir (134). Yillar icinde kansere yakalanan insan sayisinin gostermis oldugu
artis, 2025 yilinda kansere yakalanan insan sayisinin dunya genelinde 25 milyondan
fazla olacagini dusundurmektedir. Bu nedenle kanser Uzerine surekli gcalismalar
yapillmakta ve yan etkilerinin daha az oldugu, daha etkili tedavi arayislari devam
etmektedir (135).

Kanser bir hiicre hastaligidir. insan viicudu milyonlarca hiicreden olusmakta ve
vicudumuz da devaml olarak vyeni hucreler Uretmektedir. Yeni hucrelerin
uretiimesinin amaci; buyuyebilmek, 61U hicreleri yenilemek ya da yaralanma sonucu
zarar gormusg olan hucreleri onarmaktir. Kanser, kisaca hucrelerin kontrolsuz olarak
¢ogalmalaridir. Anormal olarak ¢ogalmaya baslayan hucreler, bulunduklari yerdeki
doku ve organlari isgal ederler. Hatta uzaklarinda bulunan doku ve organlari da isgal
ederek, bu bdlgelerde iglevsel bozukluklara neden olurlar. Kanser vakalarinda
mortalitenin fazla olmasi ise konunun énemini daha da arttirmaktadir (136).

Hucrelerin iglevlerini yonlendiren pargalar, genlerdir. Hucreler, genlerden
aldiklari bilgi ve komutlara uyarak ¢odalim gosterirler. Kansere, bozuk olan genler
neden olur. Yedigimiz yiyecekler, gunes i1sinlarina fazla maruz kalma ya da sigara
icme gibi etmenler nedeniyle genlerin mevcut yapilari degisime ugrar. Normal genler,
hlcrelerin ¢cogalip Olecegi zamani belirler. Bu ise, vicudumuzda surekli olarak
meydana gelen bir olaydir. Bozuk genler ise bazen hucrelerin asirn ¢ogalmasina

neden olurken, bazen de yok olmasi gereken hiicrelerin 8limiine engel olur. Olmesi
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gereken hucreler ise surekli ¢cogalarak tumor adi verilen kitleleri meydana getirirler
(137). Tumorun tedaviye verdigi yanitin degerlendiriimesi ve metastazlarin erken
donemde belirlenebilmesi amaciyla tumor belirtecleri kullaniimaktadir.

Yesil gay ve bilesiminde bulunan katesinlerin kanser olusumuna karsi koruyucu
etkileri oldugu one surulmagstir. Bu katesinlerin en dnemlilerinden biri de EGCG’dir
(14). Bazi galismalar; ODC/RAS transjenik farelerde normal hucreler ile tumor
hicreleri karsilastirildiginda, EGCG’nin tGmor hdcrelerinde apoptozu uyardigini
gOstermistir (119,138,139). Tumor gelisiminde EGCG tedavisinin inhibe edici etkisi
oldugu tespit edilmistir. Cesitli calismalarda, yesil gay ve polifenolik bilesenlerin ODC
enzim aktivitesi ve poliamin seviyeleri Uzerinde inhibe edici Ozelliklerinin oldugu
belirtiimistir (140,141). EGCG gibi yesil ¢ay polifenollerinin NF-kB aktivasyonunun
inhibisyonu, Fas baglanma, timoér nekroz faktori a-aracili kaynakli sinyalizasyon
yolunun aktivasyonu, GO/G1 hicre dongusunun durdurulmasi, ve baglanma ve anti-
apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri baskilamasi dahil olmak Uzere, gesitli yollardan
apoptosisi tesvik ettigi gosterilmistir (119,139,142). Yaptigimiz ¢galismada; EGCG’nin,
deneysel olarak olusturulmus meme timdrinde tedavi amacglh kullanilarak arginaz
enzim aktivitesi, ornitin, nitrik oksit duzeyleri Uzerindeki etkileri arastirilan
parametrelerden bazilaridir.

Arginazin tetikledigi tepkime; Ure ve ornitin seklinde iki Gran verir. Argininden
olusan ornitin, poliaminlere donusur. Bu dénistim; akut inflamasyona cevap olmak ve
hicre proliferasyonunu saglamak icindir (143,144).

Meme kanserinde ameliyat 6ncesi donemde serum arginaz aktivitesinin, hasta
olmayan kadinlarin serum arginaz aktivitesinden 4 kat fazla oldugunu Straus ve ark.
belitmislerdir. Bu arastirmacilar, serum arginaz aktivitesinin meme kanserinde
duyarl bir belirteg oldugunu bildirmislerdir (63). Kelesoglu'nun yaptigi calisma
sonucunda ise, Ehrlich asit meme tumoru olusturulan hayvanlarda kanser grubunda
arginaz enzim aktivitesinin saglikl gruba gore artis gosterdigi bulunmustur (4). Cesitli
kanser turlerinde yapilan calismalarla serum ve doku arginaz duzeyinin arttigi
bulunmustur. Arastirmacilar arginazin kanserle yakindan iligkili oldugunu ve kanser
vakalari i¢in arginazin belirleyici bir enzim olabilecegini ileri surmektedirler (64,145-
149). Calismamizda da, kanser olusturulan hayvanlarda serum ve doku arginaz
enzim aktiviteleri daha onceki ¢alismalara benzer olarak yuksek bulunmustur. Bu

modelde kullanilan EGCG’nin; serum arginaz aktivitesi Uzerindeki etkisinin sinirli
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oldugu ancak doku arginaz duzeylerinin ise uygulanan tedavi dozuna bagli olarak
anlamli sekilde azaldigi gozlenmistir.

Bobrek ve meme bezini igeren diger dokularda, argininin arginaz ile
hidrolizinden ornitin olusur. Ornitin; kollagen ve kazein gibi bazi énemli proteinleri
olusturan prolin ve hidroksiprolinin sentezinde (45,46,150), amonyum iyonu
transportunda, enerji metabolizmasinda ve amino asitlerin birbirine ¢evrilmesinde ¢ok
onemli bir ara metabolit olan glutamatin biyosentezinde kullaniimaktadir (45).
Poliaminlerin (spermin, spermidin ve putresin) éncli maddesi ornitindir. Poliaminler,
hicrelerde nukleotit ve protein sentezini uyararak hucre proliferasyonunda gorev
alirlar. Poliaminlerin hicre buyumesi ve farklilagsmasinda gerekli olduklari yapilan
calismalarda gosterilmistir (54,143). Poliaminlerin kanser gelisimi ile iligkisi
bulunmustur (151). Poliamin dlzeylerinin meme kanserinde artis gosterdigi
bulunmustur. TUmor poliamin duzeyleri ile timoran tekrarlanabilirligi arasinda pozitif
bir iliskinin var oldugu, meme kanserinde poliamin duzeylerinin biyolojik bir belirte¢
olarak kullanilabilecegi belirtiimistir (152). Anabilim dalimizda daha énce yapilan bir
calismada da, kanser olusturulan hayvanlarda, doku poliamin ve ornitin dizeyleri
yuksek olarak bulunmustur (153). Yaptigimiz calisma sonucunda, Ehrlich asit timaoru
olusturulan farelerde doku ornitin duzeylerine, uygulanan EGCG tedavisinin etkili
oldugu gozlenmisgtir.

Nitrik oksit sentaz (NOS), arginaz enzimi ile ayni substrati kullanir. NOS; L-
arginini, nitrik oksit (NO) ve sitriline pargalayan enzim olarak bilinir (49). Kanserde
artis gosteren arginaz enzimi ve NOS, arginin icin birbirleriyle yaris halindedirler
(154). Arginazin; L-arginin icin Km degeri 2-20 mM, NOS i¢cin Km degeri 1-20 yM’dur
(155). Fizyolojik pH’'da arginaz enziminin Vmax degeri, NOS enzimininkinden 1000
kat fazladir (156). Bu nedenle, bu iki enzimin L-argininin disuk konsantrasyonlarinda
bile onu rahatlkla kullanilabilecegini gostermektedir (6).

Nitrik oksitin birgok biyolojik etkisi oldugu bulunmustur (157). NO’nun timor
olusumu mekanizmasi Uzerine olan etkisi tam olarak bilinmemektedir. Birgok
fizyolojik mekanizmada NO ve NO metabolitlerinin (nitrat, nitrit, S-nitrotiyoller,
nitrozaminler ve peroksinitrit), NO’nun sitotoksik ve genotoksik etkilerini ortaya
clkarmada onemli oldugu ortaya konmustur. Bu etkileri; mitokondrial solunumun

inhibe edilmesi, DNA ve protein hasari sonucu gen mutasyonu, protein
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fonksiyonunun kaybi, nekroz ve hicre 6lumu seklindedir (158). Kanserin geligimi
uzerinde NO’nun negatif etkisinin oldugu saptanmisgtir (154).

Nitrik oksit, birgok fizyolojik mekanizmanin gerceklesmesi igin gereklidir. Fakat
asir miktarda dretimi radikalik etki gdsterir. NO, organizma iginde ¢ift yonll etkiye
neden olmaktadir (154). NO’nun, immunolojik reaksiyonda da goérevi oldugu
dugunulmektedir. Artmis NO’nun, (vazodilatasyon, trombosit agregasyonunun
engellenmesi ve dokularin oksijenlenmesi) birgok yénden yararl etkileri bulunmustur
(159). NO ve NO metabolitleri, timor dokularinda hicre buylimesini ve metastazi
inhibe eder (160). NO’'nun yuksek konsantrasyonlarinda tumor gelisimini inhibe
edebilecedi (160), timor hdcrelerinde ise bu yolla apoptozisin indiklenebilecegi
belirtiimistir (161). NO’'nun immunoterapi ve kemoterapide etkili olabilecegi yapilan
calismalarda belirtiimistir (157). Calismamizda serum NO dlzeyinin saghkh
hayvanlara gore kanser grubunda anlamli olarak dusik bulunmasi, NO’nun kanser
mekanizmasinda olasi bir roline isaret etmektedir. Uygulanan tedavi ile; Ehrlich asit
meme timoér modelinde EGCG tedavisi, serum NO dizeylerinde uygulanan doza
bagdimli bir etki gostermistir. NO Uzerindeki bu arttirici etki; dislik doz tedavi
grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmazken, ylksek doz tedavide anlamh
bulunmustur. Doku NO duzeyleri ise benzer sekilde kanserde azalmig olarak
bulunurken, tedavi ile bu durum yukselme egilimine girmig, fakat artis anlamli
bulunamamistir. Bu sonug; NO’nun kanser mekanizmasinda etkin bir unsur
olabilecegini ve kanser olusumunu Onlemede potansiyel bir ajan olarak
kullanilabilirligini vurgulamaktadir.

Hipertansif hastalarda; cay turevi katesin olan EGCG ile doza bagh olarak
tedavi yapildiginda, endotelyal hicrelerde eNOS degerlerinde aktivasyona cevap
olarak gucli bir artis meydana geldigi gorulmektedir. eNOS aktivitesinde bir kag
dakika icinde ortaya cikan artis mekanizmasinda altta yatan neden olarak eNOS
posttranslasyonel dizenleme gorulmektedir (162). Ancak, katesinlerin vaskuler
etkileri ile ilgili deneysel veriler tutarlihk gostermemektedir. Raporlar; kateginlerin
vazoreaktivite Uzerindeki etkisinin (163) yani sira, asetilkolin kaynakli endotele
bagimlh damar geniglemesi inhibisyonu da oldugunu bildirmektedir (164). Verilerin
tutarsizhigi, deneysel kurulum farkhliklari (inkiUbasyon suresi, dozu, tirleri) ile
aciklanabilir (165). EGCG; endotele bagiml damar basincinin azalmasina neden

olur, protein fosforilasyonunu arttirarak endotel hucrelerinde dogal eNOS aktivatoru
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olarak hareket ettigi dusunulmektedir. Bu durum, c¢ay turevli flavonoidlerin kalp ve
damar hastaliklari Uzerinde koruyucu etkilerini agiklayabilir (166).

Arginaz ile yarisan ve sonucunda NO olusumuna yol agcan diger bir enzim
NOS’tur. NOS, o6zellikle eNOS aktivitesinin artmasi ve azalmasina bagh olarak NO
duzeyinde de degisme kaginilmazdir. Bu galismada da kanserli hayvanlarda eNOS
aktivitesi azalirken ve NO duzeyi duserken, bu durumun tedavi ile anlamli olmasa da
olumlu yénde geri dondugu, yani yukseldigi goriimustir. Bu sonug da, yine daha
once ifade ettigimiz ve édnemini vurguladigimiz NO Uretimi ve kanser iligkisini, eNOS
uzerinden desteklemektedir.

Tumor dokusu ve serumdaki arginaz enzim aktiviteleri ile ornitin duzeyleri;
meme kanserli hastalarda incelendiginde, anlamli bir artis oldugu bulunmustur. Bu
mekanizmanin sonucu olarak poliamin biyosentezinin artacadi, bu durumun da
kanserin gelisimi yoninde c¢alisan mekanizmayi harekete gecirebilecegi cesitli
calismalarda ifade edilmistir (63,146,167). Ayrica, kanser olusumunda koruyucu rolu
oldugu bildirilen NO dulizeyinin, artan arginaz enzim aktivitesine bagli olarak azaldigi
bulunmustur. Bu durum da kanser gelisimi yonundeki mekanizmayi tamamlayan bir
unsur olarak gosterilebilir (157,167). Bu ¢alismada; kanser grubunda artmig ornitin
duzeyleri, devaminda kanser olusumunda etkileri gosterilmis olan poliaminleride
yukseltmesi agisindan bu teoriyi desteklemektedir.

Yaptigimiz g¢alismada; Ehrlich asit tumor modelinde tedavi amagli olarak
kullanilan EGCG, serum arginaz aktivitesini istatistiksel olarak anlamli olmasa da
azaltmistir. Doku arginaz duzeylerinde ise EGCG’nin artan tedavi dozuna bagh
olarak azalma go6zlenmistir. Doku ornitin dizeylerinde ise, uygulanan EGCG
tedavisine bagli olarak azalma gozlenmigtir. Ehrlich asit meme tumor modelinde
EGCG tedavisi, serum NO dulzeylerini doz miktarina bagh olarak arttirmistir. TUmor
doku NO duzeyleri ve eNOS skorlarini istatistiksel olarak anlamli olmasa da
arttirmigtir.

Uygulanan tedavi sonrasinda; tumor doku ve serum arginaz enzim aktiviteleri ile
ornitin duzeylerinde azalma gorulmustur. Bunun sonucu olarak poliamin sentezinin
azalmasi, mekanizmanin kanser gelisimini durduracak yo6ne kaymasi mumkin
olabilecektir. NO duzeyinin ise azalan arginaz enzim aktivitesine bagl olarak artmasi
beklenen bir sonug olarak gorulmektedir. Bu ¢alismada, uygulanan tedavi sonrasi
kanser grubunda azalan ornitin dizeyi bu teoriyi desteklemektedir.
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Uygulanan tedavi suresinin yetersiz olmasi ve tedavi amagli verilen EGCG’nin
uygulanan doz miktarlarinin yetersiz gelmesi, c¢alismanin kisithliklari olarak
dusunulebilir. Bagka bir ¢alismada, tedavi suresinin uzatilmasi bu mekanizmanin
daha belirgin olarak ortaya ¢ikmasini saglayabilecektir.

Yapilan ¢alismalar; ¢ay katesinlerinin antioksidan, antimikrobiyal, anti-HIV, anti-
mutajenik, antikanserojen Ozellikleri ve kalp-damar hastaliklarini onleyici etkileri
oldugunu goéstermistir (15-17). Kanser tedavisinde umut verici bir madde olan
EGCG’nin bu alandaki etkileri, yapilacak daha kapsamli ¢alismalar ve parametreler
ile desteklenmelidir.

Meme kanserinde artan arginaz enzim aktivitesine bagl olarak, artan ornitin ve
dolayisi ile artan poliamin miktarlari, diger taraftan kanserde koruyucu etkisi bulunan
NO dretiminin, azalan NOS enzim aktivitesi ile birlikte azalmasi, bu mekanizmalarin
tumunun birlegtiriimesi ile toplam etkiye bagh olarak yolagin kanser olusumu yonine
kaymasi s6z konusu olabilecektir.

Epigallokatesin-3-gallat tedavisi ile kanserde artan arginaz enzim aktivitesinin
inhibe edilerek poliamin Uretiminin azaltiimasi, diger taraftan NOS Uzerinden NO
uretiminin arttinimasi kanser tedavisinde bir strateji olarak ortaya konulabilir.

Epigallokatesin-3-gallat'in bu mekanizma igindeki koruyucu veya tedavi edici
roli net olmamakla beraber, arginaz enzim aktivitesini baskilamasi, ornitin
dizeylerinde azaltici etki yapmasi, eNOS aktivitesini arttirarak NO Uretimini arttirmasi
gibi faktorlerin timu dikkate alindiginda, EGCG’nin kanser mekanizmasi iginde

potansiyel koruyucu/tedavi edici bir molekul olma potansiyelini ortaya koymaktadir.
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SONUGLAR

Bu calismada; deneysel olarak gelistiriimis meme kanserli farelerde EGCG’nin
arginaz enzim aktivitesi, ornitin ve NO duzeyleri ve immunohistokimyasal olarak
eNOS skorlari Gzerindeki etkileri arastiriimistir. Yapilan deneysel ¢alisma sonucunda;

1) Serum arginaz enzim aktivitesinin, meme kanseri kontrol grubunda saglikh
kontrol grubuna gore anlamh olarak yuksek oldugu bulundu.

2) Tedavi gruplarinda EGCG tedavisinin serum arginaz enzim aktivitesini,
meme kanseri kontrol grubuna goére dustrdigu gézlendi, fakat bu azalmanin anlamli
olmadigi saptandi.

3) Saglikh kontrol grubu ile saglkh olup tedavi uygulanan grup arasinda, serum
arginaz enzim aktivitesi yonunden anlamli bir fark bulunmadigi saptandi.

4) Serum nitrik oksit dizeylerinde, meme kanseri kontrol grubunda saglikli
kontrol grubuna gore anlamli olarak azalma oldugu saptandi.

5) Tedavi gruplarindan diusuk doz grubunda meme kanseri kontrol grubuna
gore serum nitrik oksit duzeylerinde artis oldugu gozlendi, fakat anlamli bir fark
bulunamadi.

6) Tedavi gruplarindan olan ylksek doz grubunda ise, EGCG tedavisinin serum
nitrik oksit duzeyini meme kanseri kontrol grubuna gére anlamh sekilde arttirdigi
bulundu.

7) Saglikh olup tedavi uygulanan grupta saglikli kontrol grubuna gére; serum
nitrik oksit dizeylerinde bir azalma oldugu gézlendi, fakat bu azalmanin anlamli

olmadigi bulundu.
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8) Meme kanseri kontrol grubunda yukselen doku arginaz enzim aktivitesinin
EGCG tedavisi ile dusuk doz grubunda azaldigi gézlendi, ancak bu azalma anlamli
bulunmadi.

9) Epigallokatesin-3-gallat tedavisi ile ylksek doz grubunda azalan doku
arginaz enzim aktivitesi anlamh bulundu.

10) Meme kanseri kontrol grubunda artmis olan doku ornitin duzeyinin EGCG
tedavisi ile tedavi gruplarinda anlamli olarak azaldigi saptandi.

11) Meme kanseri kontrol grubunda azalan nitrik oksit dizeyi EGCG tedavisi ile
her iki grupta da artti, fakat bu ylikselme anlaml bulunmadi. EGCG tedavisi ile doku
nitrik oksit degerlerinin meme kanseri kontrol ve tedavi gruplarinda farklilik
gOstermedigi saptandi.

12) Meme kanseri kontrol grubunda azalan doku eNOS skoru tedavi
gruplarinda artis gosterdi; fakat bu artis anlamli bulunmadi. EGCG tedavisi ile doku
nitrik oksit degerlerinin meme kanseri kontrol ve tedavi gruplarinda farklilik
gOstermedigi saptandi.

13) Meme kanserinde artan arginaz enzim aktivitesine bagl olarak, artan ornitin
ve dolayisi ile artan poliamin miktarlari, diger taraftan kanserde koruyucu etkisi
bulunan NO dretiminin, azalan NOS enzim aktivitesi ile birlikte azalmasi, bu
mekanizmalarin timunudn birlestiriimesi ile toplam etkiye bagli olarak, yolagin kanser
olusumu yénlne kaymasi s6z konusu olabilir.

14) Epigallokatesin-3-gallat tedavisi ile kanserde artan arginaz enzim
aktivitesinin inhibe edilerek poliamin dretiminin azaltilmasi, diger taraftan NOS
uzerinden NO Uretiminin arttirlmasi, kanser tedavisinde bir strateji olarak ortaya
konulabilir. Epigallokatesin-3-gallat'in bu mekanizma igindeki koruyucu veya tedavi
edici roli net olmamakla beraber, arginaz enzim aktivitesini baskilamasi, ornitin
dizeylerinde azaltici etki yapmasi, eNOS aktivitesini arttirarak NO Uretimini arttirmasi
gibi faktorlerin tumu dikkate alindiginda, EGCG’nin kanser mekanizmasi iginde

potansiyel koruyucu/tedavi edici bir molekll olma potansiyelini ortaya koymaktadir.
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OZET

Meme kanserine yol agan nedenler tam olarak bilinmemekle birlikte dinyada
kadinlar arasinda yaygin olarak gorulir. Kadinlarda gorulen kanserlerin yaklasik
%29’unu olusturmakta ve kansere baglh olumlerin de %14’Une neden olmaktadir.
Arginaz enzimi ile argininden ornitin ve ardindan poliaminler olusur. Poliaminler
kanser gelisimi yonunden tehlikeli molekullerdir. Nitrik oksit sentaz enzimi ise arginaz
ile ayni substrati kullanir ve yolagi nitrik oksit olusumu yonune gevirir. Nitrik oksit
kansere karsi koruyucu bir molekul olarak bildirilmigtir. Antikarsinojenik ozellikleri
gOsterilmis olan epigallokatesin-3-gallat meme kanserine karsi koruyucu/tedavi edici
bir ajan olabilir.

Bu galismada, deneysel olarak olusturulmus meme tUmoriu dokularinda; arginaz
enzim aktivitesi, ornitin ve nitrik oksit duzeyleri ve endotelyal nitrik oksit skorlari ile
serum orneklerinde arginaz, nitrik oksit duzeyleri aragtirilmistir.

Meme kanserli hayvanlarin serumunda artmis bulunan arginaz enzim
aktivitesinin epigallokatesin-3-gallat tedavisi ile birlikte azaldigi goérildiyse de bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu. Azalan nitrik oksit
diuzeylerinin epigallokatesin-3-gallat tedavisi ile verilen doza bagl olarak yuUkseldigi
saptandi. Doku arginaz enzim aktivitesi epigallokatesin-3-gallat tedavisi ile verilen
doza bagli olarak azalmigtir. Ornitin dlzeyleri, tedavi gruplarinda timér gruplarina
g6re anlaml olarak diusuk bulundu. Epigallokatesin-3-gallat tedavisinin, doku nitrik
oksit degerleri ve nitrik oksit sentaz duzeylerini arttirmasina ragmen bu artisin anlamli

olmadigi saptandi.
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Kanserli dokularda artan arginaz enzim aktivitesi ve ornitin miktarlarinin
epigallokatesin-3-gallat tedavisi ile dugmesi yine kanserde azalan nitrik oksit sentaz
aktivitesinin tedavi ile artarak nitrik oksit Uretiminin ylkselmesine yol acmasi,
epigallokatesin-3-gallatin meme kanseri gelisiminde koruyucu ve/veya tedavi edici bir
ajan olarak kullanilabilecegi dusunulmektedir. Epigallokatesin-3-gallatin bulunan bu

olumlu etkilerinin ileri galigmalar ile desteklenmesi yararli olacaktir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, arginaz, ornitin, nitrik oksit, epigallokatesin-3-

gallate.
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THE POSSIBLE THERAPEUTICAL
ROLE OF EPIGALLOCATECHIN-3-GALLATE IN
EXPERIMENTAL BREAST CANCER

SUMMARY

Although causes of breast cancer are not fully understood, it is commonest
disease amongstthe women in the world. It constitutes approximately 29% of cancers
and causes 14% of cancer-related deathsin women.The arginase enzyme forms
ornithine and then polyamines from the arginine. Polyamines are dangerous
molecules in terms of cancer development. Nitric oxide synthase enzyme uses the
same substrate as arginase and translocates nitric oxide formation. Nitric oxide has
been reported as a protective molecule against cancer development.
Epigallocatechin-3-gallate,anticarcinogenic properties have been demonstrated, may
be a protective/therapeutic agent against breast cancer.

In this study, in the experimentally induced breast tumour tissues,arginase
enzyme activity, ornithine and nitric oxide levels and endothelial nitric oxide scores; in
serum samples, arginase and nitric oxide levels were investigated.

Although the increased arginase enzyme activity in the serum of animals with
cancer was reduced with epigallocatechin-3-gallate treatment, this reduction was not
statistically significant. Decreased nitric oxide levels were found to be elevated by
epigallocatechin-3-gallate treatment in the dose basis. Tissue arginase enzyme
activity was decreased by epigallocatechin-3-gallate treatment in the dose basis.

Ornithine levels were significantly lower in the treatment groups while it compared
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with tumour. Although epigallocatechin-3-gallate treatment increased tissue nitric
oxide and nitric oxide synthase levels, this increase was not significant.

Together with the all findings ofincreased arginase enzyme activity and
ornithine levels in tumour tissues were reduced with epigallocatechin-3-gallate
treatment and low nitric oxide synthase activitywas increased whichleads to an
increase in the nitric oxide productionwith the same treatment may indicate to
potential use of epigallocatechin-3-gallate as a protective and/or therapeutic agent in
the development of breast cancer. It would be useful to investigate these positive

effects of epigallocatechin-3-gallate by further studies.

Key words: Breast cancer, arginase, ornithine, nitric oxide, epigallocatechin-3-

gallate.
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