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SIMGE VE KISALTMALAR
ADMA : Asimetrik Dimetilarginin
DNA  : Deoksiribonukleik asit
DDAH : Dimetilarginin Dimetilaminohidrolaz
cGMP : Siklik Guanozin Monofosfat
GTP : Guanozin Trifosfat
HCC : Hepato Cellular Carcinoma (Hepatoselller Karsipom
HIV : Humanimmunodeficiency Virus
HPLC : High Performance Liquid Chromotography (Yuksekf&xenans Likit
Kromotografisi)
IS : Internal Standart
MMA : Monometil Arginin
NADP : Nikotinamid Adenin Dinukleotid Fosfat
NO - Nitrik Oksit
NOS : Nitrik Oksit Sentaz
eNOS : Endotelyal Nitrik Oksit
INOS  : Induiklenebilir Nitrik Oksit
NNOS : Noronal Nitrik Oksit
OPA  : Ortofitaldialdehid
PRMAT : Protein Arginin Metil Transferaz
SDMA : Simetrik Dimetilarginin
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor (Vaskuler Etatigal Blyume Faktori)



GiRiS VE AMAC

Meme tumord dinyada ve Turkiye’'de kadinlar arasiedasik gorilen tumor olup
kadinlarda gorilen tim kanser tiplerinin yaikka %30’'unu olgturmaktadir (1). Ayni
zamanda meme kanseri, kadinlardaki kanser dlumntedarasinda dinyada ve Turkiye'de
ilk sirada bulunmaktadir. GiUnimuzde tim kanserl&s82’si, kansere @ 6limlerin ise %
18'i meme kanserine gadir (2-4).

Bu nedenle meme kanseri ¢ok o6nemli biglda sorunu olma Ozelini halen
surdurmektedir (5). Kanserle sata etiyolojik faktorler, kanser 6ncesi lezyonla@nker
oncdullerini bilmenin yani sira, 6nemli bir ghka faktdr de tghisinin erken ve dgru
konabilmesidir (6). Metastazlarin erken doénemde irlbaimesi yapilacak tedavinin
planlanmasi ve RBarisi agisindan ayni derecede 6nemlidir (7). Eriénemde metastaz
bulunan hastalarin ganlugunun belirti gostermemesi ve gorintileme yontemieribu
donemde yalanci negatif sonuclar verebilmesi, bamkimyasal belirteclerin bu konudaki
onemini giindeme getirmektedir (7,8). Kanser hastélgerinde yapilan agarmalar kanserin
bu hastalarin karbonhidrat, lipit ve protein metaoalarinda bir takim bozukluklara neden
oldugunu gosterngtir (9).

Asimetrik Dimetilarginin (ADMA), metillenmg arginin aminoasididir ve protein
arginin metiltransferaz tip-1 (PRMAT-1) etkisiylelugur. insan viicudunda ginde 300
mikromol ADMA Uretimi olmaktadir. ADMA nitrik oksisentaz (NOS) enziminin kompetetif
inhibitoradr (10). NOS enzimini inhibe ederek rikitoksit (NO) salinimini azaltir (11).

Nitrik oksit’in pek ¢cok hayati Gnem geyan gorevi vardir. En dnemli rollerinden birisi
de endotel fonksiyonunun devaminglsanaktir. Ortamda NO azafginda, endotel homeostaz
vazokonstriksiyon lehine bozulur ve endotel diswydn balar (12). Bu yolak Uzerinde en
etkin molektl ADMA’dir. Kanser hastalarindaki enyiiilk problemlerden biri olan endotelyal
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disfonksiyonlar ADMA duzeylerinde aga neden olurlar. ADMANO'yu inhibe ederek
damar kompliyansini azaltmakta, damar direncini irragkta ve kan akimini
sinirlandirmaktadir (13).

C ve E vitaminleri antioksidan 6zellikteki vitamantir, serbest oksijen radikallerini
azaltarak kanseri onleyici etkileri bilinmektedk4(15). Amerika’'da yapilngibir calsmada
meme kanseri ojumu ve E vitamini ile olan gkisi argtiriimis, 6 hafta E vitamini alan
grupta timaorin anlamh olarak kucugliirapor edilmgtir (16).

Yillar icerisinde yapilan pek ¢ok gtamada, C vitamininin etkili bir anti-kanser ajani
olabilecegsi gosterilmitir. Cevrede bulunan pek cok toksik atik ve kiklilietkenleri,
karsinojenik ve mutajenik etkilere neden olabilBir baska calsma da C vitamininin
mutajenlerin olgmasini engelledi gosterilmitir. C vitamini, immun sistemin kanser
hicrelerini tanimasina da yardimci bir rol oynaradkt (17). Ayrica C vitamininin
nitratlardan, karsinojen bir maddeye déelilen nitrozamin olgumunu anlamh bir bicimde
engelledgi bulunmytur (17). Yapilan bgka bir aratirmada ise C vitamininin gastrik kanser
gelisme riskini % 30-60 oraninda azaiitone surilmgtir (18).

C ve E vitaminlerinin sinerjik etki gosterdikleriedgosterilmgtir (19). Serbest
radikallerin etkilerini 6nleyen ve diyetimizde s&pulunmasi gereken C ve E vitaminlerinin,
kanser gibi toplumda erken olimlere yol agcan hddtain olsumunu onledikleri ileri
surdlmdtar (16).

Bu calsmada deneysel olarak meme timord situlmus farelerde C ve E
vitaminlerinin ADMA duzeyleri Uzerine etkisi atailmistir. Tumor olgumu nedeniyle
artmasi beklenen ADMA dizeylerinin, antioksidanawmiinler olan C ve E vitaminleri
verilerek kontrol altina alinmasi ve bu vitamintekanser olgumu yoninde bu mekanizma

Uzerinden olgabilecek, olasi olumlu etkilerinin agtariimasi planlannstir.



GENEL BILGILER

MEME KANSER i

Kanser, gunimuzin en onemligbl problemlerinden biridir. Gejimis Ulkelerde
oldugu gibi Turkiye’'de de butln gagruplarina gore kardiovaskuler hastaliklardan aar
sik ikinci 6lum sebebi kanser olgtur (Tablo 1) (20-22).

Tablo 1. Turkiye’de 1995 yilinda butin ya gruplarinda en sik 6lim sebepleri (22)

Olum sebebi %
Kardiovaskuler hastaliklar 36
Kanser 11
Serebrovaskiiler hastaliklar 7
Infeksiyon hastaliklar 7
Kalaazar 4
Diger sebepler 3

2002 yilinda, varolan insidans ve mortalite venilerdayanarak, diinyada 10,9 milyon
yeni vaka, 6,7 milyon Ol vaka ve 24,6 milyonsggan kanser hastasi offlu tahmin
edilmektedir. Dinyada en yayginstés edilen kanserler sirasi ile ager (1,35 milyon),
meme (1,15 milyon) ve kolon-rektum (1 milyon) kareedir (1).

Meme kanseri gorilme sikgh dinyada ulkeden tlkeye farklilik gostermekte§ek(l
1). Insidansi, Japonya hari¢ sosyoekonomik olarak ifisimpés olan Kuzey ve Bati Avrupa
ulkelerinde, Amerika Birlgik Devletleri'nde yuksektir. Kaliforniya, USA ve Kada yilda
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yuz binde 80-90 goérulme sigliile ilk siralarda yer alirken, ayni gler Japonya’da sadece
yuz binde 12-15 arasindadir (23,24). Avrupa Uulketksr ise gorilme sikli kuzey
Ulkelerinden glineye ve bati tlkelerindergdga dgru azalmaktadir (25). Buna kamn meme
kanseri gorulme siklinin, sosyoekonomik dizeyi glik toplumlarda, yuksek toplumlara
gore daha belirgin bir agtgostermesi, yillar icinde bati Glkelerindesggan kadinlarla, diu
ulkelerinde yaayan kadinlar arasindaki meme kanseri gorulmegsitdrkinin kapanagani
gostermektedir (25,26).

insidans Mortalite Prevalans

9
1% 1%

6% 8% 1%

4%

25% 30%

50%

14% 9%

21%

Sekil 1. 2002 yili diinya capinda kanser verileri (1)Kirmizi: Asya; Sari: Latin Amerika; Pembe:
Afrika; Yail: GUney Amerika; Mavi: Avrupa; Mor: Okyanusya'iemsil etmektedir.

2002 yili verilerine dayanarak, cinsiyete gore didey kanser gorilme sigina
bakildginda, erkeklerde en sik aker ve mide, kadinlarda ise meme ve kolorektal
kanserlerin bgta geldgi gozlenmektedir. Her iki cins icin kanser gorulreskhgl sirasiyla
akciger, meme ve kolorektal kanserlggklindedir. 2002 yili verileri, 1995 yili verilety
karsilastirildiginda her iki cinste kanser gorilme sikhida 3. sirada yer alan meme
kanserinin, mide kanserleriyle yer gigirerek 2. siraya yukselgi gozlenmgtir (Tablo 2)
(1,22).

Tablo 2. 1995 yil verilerine gore dinyada kanserdytlme sikligi (22)

Sira Erkek Kadin Hi Cins
1 Akciger Meme Akaier
2 Mide Kolorektal Mide
3 Kolorektal Serviks uteri Meme
4 Prostat Mide Kolorektal
5 Karagier Akciger Karacger
6 Agi1z/Farinks Over Prostat
7 Ozefagus Korpus uteri Serviks uteri
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Kanserden 6lum sebepleri arasinda dinyada en yalantari sirasi ile; akger (1,18
milyon), mide (700,000) ve kara@r (598,000) kanserleridir. Meme kanseri goreckdrak
olumlu prognoza sahip olgundan, 6lum sebebi olarak siralamada 5. siradalyeaktadir
(1). Meme kanseri dinyada kadinlar arasinda emy&ilen kanser gédi olup, kadinlarda
gorulen tim kanserlerin yakli&k %30’'unu olgturmaktadir. Dinya capinda mortalitesinin
insidansa orani %35'dir. ¥ayan 4,4 milyon kanser hastasi ile meme kanseryatim
prevalansi en yuksek kanser tipidir (1,23).

Ulkemizde mevcut kayit sisteminin yeterli olmamasdeniyle kanser insidansi
hakkinda yeterli bilgi yoktur. $hk Bakanlgl kanser kayit merkezine bildirilen kanser orani
yuz binde 35-40 civarindadir (27). Ancak bu oragemncekte yiiz binde 150-200 civarinda
oldugu ve bu oran dikkate alinginda Ulkemizde yilda ylz bin civarinda yeni kanser
olgusunun ortaya ciki1 tahmin edilmektedir (22). Turkiye'de 8& Bakanlginin 2005 yili
verilerine gore, tim kanserler arasinda meme kang@&mtlme orani % 17.96 olarak
bulunmutur (Tablo 3) (28).

35+

30,13

insidans (100,000'nde)

Prostat
Deri
Meme
Mide
Mesane
Kolon
Over

Kemik ili gi

Akci ger ve Bron s
Endometriyum

Sekil 2. 2005 yili Turkiye’de en ¢ok goriilen kansevakalari (28)



Memenin Anatomik Yapisi

Meme, sayisi yakigk 20 kadar olan ve lob diye adlandirilan bélimadmsmustur.
Her lob kendi icinde daha kucik boélumler olan Ioéi@d ayrilir Sekil 2). Lobdller sit
Uretimini yapan yapilardir. Her bir lobuliin sttgalnin akmasini giyan bir sut kanal
(duktus) vardir. Her lobulin sut kanallari bjdeek meme bana kadar uzanan ana sit
kanalini olgturur. Sat kanallarinin ve lobullerin gevresgy@okusu ile sarilidir (29,30).

. Gégls Duvari
. Gogls kaslari
. St bezleri
.Meme basgi
.Areola

. St kanallan
.Yag dokusu

. Cilt

W~ 3N ) b=

Sekil 3. Memenin anatomik yapisi (30)

Meme dokusu iginde normal kan damarlarinin yama enf damarlari da vardir. Lenf
damarlari, vicudun belirli bolgelerinde gruplarihdé bulunan mercimekeklindeki lenf
dugumlerine ulairlar. Meme icindeki lenf damarlari, memenin or@aalt kenari, koltuk alti
ve koprucuk kengi boyunca dizilmg lenf digimd gruplarina ukarlar. Memedeki lenf
akiminin yaklaik %75’ koltuk altindaki lenf dgimu gruplarina dgru olur (31).

Meme kanseri iki ana tipe ayrilmaktadir: Duktaldtaom (infiltratif duktal karsinom
ve non-infiltratif duktal karsinom) ve lobuler kamem (infiltratif lobuler karsinom ve non-
infiltratif lobuler karsinom) $ekil 3) (32). Memede en sik olarak sit kanallarmda
kaynaklanan duktal kanser gorilur. Daha az sikskiireten keseciklerinden kaynaklanan
lobular kanser gejebilir. Diger meme kanseri tirleri ise olduk¢a nadir gorilragkt(33).
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Memenin tarifi yapilirken 5 farkl alandan s6zetile: Ust dis kadran, tst i¢ kadran,
alt ds kadran, alt i¢c kadran, merkez alan. Meme dokusia#a ust dy kadranda bulunur. Bu

nedenle kanserler de en sik burada gorulir (31,34).

invaziv duktal kanser invaziv lobuler kanser

Sekil 4. Meme kanseri tipleri (30): A: Normal duktus hicreleri; B: Kanser hicreleri;
C: Bazal membran; D: Lumen.

Insanlarda meme kanserinin nedeni bilinmemektedtneBk, cevresel, hormonal ve
psikolojik etkenlerin olgumunda rol aldii kabul edilmekle birlikte, meme kanserli kadintari
%70-80'i bu risk faktorlerine sahip giédir. Meme kanserinin okmasinda rol oynayan kesin

ve olasi risk faktorleriggidaki gibi siralanabilir (Tablo 3) (35-41).



Tablo 3. Meme kanseri gekimindeki kesin ve olasi risk faktorleri (35-41)

Rolatif .
Faktor _ Yuksek risk grubu
risk
Yas >10 50 ya ve uzeri
I Meme kanserlerinin %99’'u kadinlarda
Cinsiyet
Cografi lokalizasyon 5 Gelgmis tlkelerde
Menas yasi 3 12 yaindan 6nce mengr
Menapoz ya 2 55 yaindan sonra menapoz
N 5 Birinci cocgunu 30 yaindan sonra
Birinci cocuk dgurma yai 3 da@urma
Anne ve/veya kiz kargte meme kanseri,
Aile hikayesi 3=2 BRCA-1, BRCA-2 ve P53 genlerinde
Mutasyon
Onceden varolan bening hastali 2-6 Atipik hiperplazi
Diger memede kanser >4
Sosyo ekonomik grup 2 l. ve Il. Gruplar
Diyet 1.5 Yuksek doymuyag alimi
Vucut girhgi:
Premenopozal 0.7 Vicut kitle indeksi >35
Postmenopozal 2 Vicut kitle indeksi >35
Alkol tuketimi 1.3 Asirt alinmasi
Radyasyona maruziyet 3 Ozellikle 30 yaaltinda ve puberteden 6n¢
Ekzojen alim:
. Erken veya uzun sireli oral kontraseptif
Oral kontraseptif 1.24 kullanimi
Hormon replasman tedavisi 1.35 10 yildan fazla kullanim
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SAGLIKLI ENDOTEL iN YAPISI VE FONKSTYONU

Endotel kan damarlarinin i¢ ylzeyinisggen, tek tabaka halinde dizigriicrelerden
meydana gelen bir organdir. Bu organ ysikiaolarak 1 kg girliginda olup, 1 trilyon hicre
icermekte ve 5000 fryer kaplamaktadir (42, 43).

Vazodilatér ve vazokonstriktor substratlarin yapola etkili olarak, vaskiler
hemostazin gganmasinda temel rol oynar. Son yapilansgaélarda bgta ateroskleroz olmak
uzere birgok hastalikta endotelin rolU ortaya &gdr “endotel ateroskleroza kaen onemli
savunma sistemidir” denmektedir (44). Normal emdlotkan akimina kar hem
tromborezistans bir ylizey gorevi goérirken hem den ke damar duvari arasinda
makromolekuler bir bariyer vazifesi yapar. Enddtétreleri morfolojik yapilari ve stratejik
pozisyonlari dolayisiyla vaskuler diz kas hicrelégi kan dolaiminin komponentleri
arasinda selektif permeabl bir bariyergtlmur. Bunun icin endotel hiicreleri luminal yiizeyde
dolasim icin nonadheziv bir yapida bulunmaldir. Bu gérganinda endotel hiicreleri damar
tonusunun didzenlenmesi, koagulasyon, hiicre buylreeslimui, I6kosit migrasyonu ve
¢ssitli vazoaktif maddelerin yapilmasi gibi g#i olaylarda rol oynar (45).

19.YUzyilin bainda endotelin sadece kan ile organlar arasindabdiiyer oldgu
disunulmekteydi (46). Ancak, 1976’da Moncada ve arkkataendotel kaynakli vazodilator
ve antiagregan ozellikleri olan prostasiklinsfemislerdir (47). 1980 yilinda ise Furchgott ve
Zawadzki asetilkolinin yalnizca glam endotele sahip arterlerde vazodilatasyon gaptve
burada “Endotel kaynakli gestici faktér olarak isimlendirdikleri bir faktoriin rol oynagni
soylemglerdir. Moncada ve arkaglari tarafindan bu maddenin nitrik oksit oflu1987'de
gosterilmitir (47). Endotelden 6nemli rollere sahip farkli cdeler de salgilanmaktadir
(Tablo 4).

ENDOTEL DiSFONKSIYONU

Vaskiler tonusun belirlenmesi, hemostazin aktiiralt kontrol edilmesi, endotel
gecirgenlginin kontroll ve vaskuler diz kasin biylimesinin tkolli, endotelin en 6nemli
fonksiyonel ozellikleridir (45). Endotel disfonksigu; endotelin fonksiyonel 6zelliklerinin
bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Endotelyal aikéoyonda ilk gorilen, NO aragil ile
olan endotel bamli vazodilatasyonun bozulmasidir (46). NO Uretweya aktivitesindeki
bozuklyzun, endotelyal disfonksiyonun ana mekanizmasi @idee aterosklerozu tetiklegi

one surulmektedir (42-47). gkl endotelde, asetilkolin, endotel doanli NO aracilgi ile



Tablo 4. Endotel hiicrelerinden salgilanan maddele43).

1- Vazokonstriktorler 2- Vazodilatorler
-Angiotensin dongtirtct enzim (ACE) -Nitrik oksit (NO=EDRF)
-Endotelinler (ET-1, ET-2, ET-3) -Adrenomediillin
-Angiotensin Il -Endotel kaynakli hiperpolarizan faktorler
-Tromboksan A -Prostasiklin (PG)
-Asetilkolin, argidonik asit, PGH, -Bradikinin, asetilkolin, serotonin,
trombin, nikotin histamin, P maddesi
3- Buyime modulatér / mediyatdrleri 4- Inflamatuar mediyatorler
a) Buyume uyaricilari -Adezyon molekiilleri;
PDGF Endotelyal Lokosit Adezyon Molekilu
Basic FGF (ELAM)
IGF-1 -Intraselller Adezyon Molekili (ICAM)
IL-1 -Vaskiler Hiicre Adezyon Molekdlleri
Endotelin (VCAM)
A-ll -Antijenler ;
Major histokompatibilite kompleks P
b) Buyume inhibitorleri (MHCII)
Heparin silfat
TGFB
NO
Bradikinin
Prostasiklin
5- Antitrombotik (homeostaz) Maddeler 6-Redoksisite
-Trombomodilin
-Plazminojen aktivator inhibitor tip 1 (PAI-1

vazodilatasyon meydana gelir.@&siz endotelde ise NO'nun etkisi azajtm ve kasliliksiz

muskarinik diiz kas hticrelerinin aktivasyonu vazakaikstyona yol acafékil 5).

Sekil 5. Endotel disfonksiyonu
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NITRIK OKSIT

Nitrik oksit uzun yillar arabalarin egzos gazinfeil yakitlarinin dumaninda ve sigara
dumaninda bulunan ve ozon tabakasinin azalmasiedammlu tutulan zararli bir cevre
kirleticisi olarak gorulmekteydi. Ancak, iki atomlbu basit molektlin fizyolojik roliine
yonelik ilgi, 1980 yilinda Furchgot ve Zawadskinbulduzu endotel kdkenli geetici
faktorin, 1987 yilinda NO olgunun gosterilmesinden sonra agtm NO, 1992 yilinda
Science dergisi tarafindan yilin molekuli segtimi 1998 yilinda Furchgot, Zawadski, Louis,
Ignora ve Ferid Murada’nin NO’nun kardiyovaskulesteamde sinyal molekili olmasiyla
ilgili kesifleri Nobel fizyoloji 6duli kazanmasina neden oktuu.

Nitrik oksit, depolanmayan ve etki bdlgesine setbe difiize olan [ga bash 2 atomlu
bir gazdir. Yarilanma suresi sadece 3-5 saniyedd@®. endotelden sentezlendikten sonra
vaskiler duz kas tabakasinda diflize olur. Buradmitat siklazin hem icefine balanarak
bu enzimi aktif hale getirir. Aktif hale gelgiguanilat siklaz, guanozin 5-trifosfat (GTP)
molekilinden siklik guanozin monofosfat (cGMP) solosnumu sglar. cGMP hicre igi
kalsiyum miktarini dglirerek vaskuler diiz kasin gewmesine (vazodilatasyon) neden olur.

Nitrik oksit vicutta bulunan bir aminoasit olarakgininden sentezlenmektedir. Bu
metabolik yolda rol alan enzim ise nitrik oksit t&taz (NOS) enzimi olup bu enzimin 3site
izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlar indiklenebiNO sentaz (iNOS), néronal NO sentaz
(nNOS), ve endotelyal NO sentaz (eNOS) olarak smdiriimektedirler (Tablo 5) (48).

NOS
L-Arginin  — Sitrdlin + NO

Sekil 6. NO sentezi

Nitrik oksit sentaz’'in katalizledi reaksiyonda arginin terminal guanido nitrojeni
oksidasyona gramakta, reaksiyonun sonunda ise NO ve sitrilin dapg gelmektedir.
NO’nun sentezlendi reaksiyonda kofaktdr olarak flavin mono niukleofEMN), flavin
adenindintkleotit (FAD), kalmodulin (CAM), tetralm@biopterin (BH), kosubstrat olarak ise
nikotinamid adenin dinukleotit indirgengisekli (NADPH) ve oksijen kullaniimaktadir.
Reaksiyon sirasinda gln sitrulin, endotel hicre kultiriinde yapilan gahlar sonucunda

Ureden gelen bir azot atomunu eklenmesiyle argirgeei dongmektedir. Bu her ¢
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izoformun da NO sentezleyebilmesi icin kalsiyumiiegpr protein olan kalmoduline ihtiyaci
vardir. eNOS ve nNOS'un kalmoduline gtenabilmesi icin ortamda artgikalsiyuma

ihtiyaci varken, ortamda dik konsantrasyonda kalsiyum bulunmasi durumundaibiDS

kalmodiline balanabilmektedir. Dolayisiyla intraselller kalsiyumiktari eNOS ve nNOS

aktivitesini regule etmektedir.

Tablo 5. NOS izoformlari (49)

NOS Diger

miyokard, endokard,
mast hicreleri,
notrofiller

izoform | adi Salinim Kaynak Regtlasyon NO | Kromozom
Tip1l NNOS | Devamli Sinir hucreleri Caa baimh | Disuk 12
| Makgsalj’ g:m:: AUz gitokinler,
Tip 2 INOS Ig?'l:rl?f: endoteli,miyokard, egfs?é%ﬁ::ﬂ\;e yuksek 17
& endokard, immun |

. .| indiklenme

hicreler, hepatosit

Vaskiuler endotel

hicreleri,

Tip3 | eNOS| Devaml trombositler, Ca™'a baymh | yilksek 17

NADPH ' :
e_
, / Arginin
NADP+ FAD _
H+ ; FMN _ BH, |

Rediiktaz [/

o]

" Sitriilin
NO (or NO")

Sekil 7. NO sentezi ve sentezde rol alan molekiiller
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eNOS, hicre zarinin invajinasyonuyla saln ve icinde transmembran protein olan
kaveolinin bulundgu kaveola diye isimlendirilen yerde bulunmaktad®); Kaveola endotel
hiicre zarinin en 6nemli Ozgjini tasimaktadir. Ayni yapi kalp miyozitlerinde ve birgok
hiicrede bulunmaktadir. Normalde kaveolin eNOS'ureg&apmasini engellemektedir, fakat
bu etkiyi kalsiyum kalmodulin kompleksi ortadan damaktadir. Endotele ghrdan uyari
geldiginde hicre ici kalsiyum ygunlugu armakta, kalsiyum ile kalmodulin kompleks
olusturarak eNOS’a hdanmak suretiyle bu etkiyi ortadan kaldirmaktadNO sentezi
ortamda kalsiyum miktari glinceye kadar devam etmektedir. Kalsiyum belli egele
ulastiktan sonra kalmodulin-eNOS ayrilmakta ve eNOS Mkiaveolin tekrar kompleks

olusturmaktadir.

\ 2. Y74

Asetilkaoling, serotonin, = Shear stres

e,
tramhbin, bradikinin f \ m
\ / : \ w.
/" . Caveolin J
Ca“ N
TEe Cap
NADPH f L-sitrulin
BHa T Endotel hiicresi
elOs
//f"’-’-‘(‘f-‘_— 'ﬂ%-“‘"--_.__‘__i\‘.
- ““\‘
L-argini NO

o

Guanilat siklaz

+
-+

GTP » CGMP \ waskiler diz kas
hicresi
Relaksasyon
-‘"-u

-

NO: Nitrik oksit, eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz, BH, : Tetrahidrobiopterin, NADPH:
Nikotinamid adenin dintkleotid fosfat CaM: Kalmodulin, GTP: Guanozin trifosfat, cGMP:

Siklik guanozin monofosfat, Ca*™

: Kalsiyum

Sekil 8. Endotel hiicreleri tarafindan nitrik oksit G retimi
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Nitrik oksit'in vaskuler tonusun belirlenmesindetaliiniin yaninda l&a etkileri de
bulunmaktadir. Trombositlerin damar duvarina yagasi ve birikmesini engellemesi ve
|6kositlerin endoteline yagmasini engelleyerek antiadheziv ve antiaterosklerozellik
gostermesi bunlardan bazilaridyekil 9).

Nitrik oksit'in kalp damar sistemi, beyin, perifiersinir sistemi ve immun sistem

tzerinde 6nemli etkileri mevcuttur (Tablo 6).

Tablo 6. NO'nun sistemler lUzerine etkile

Sistem NO'in fonksiyonu

Tonik vazodilatasyon, damar duvarina hticre
. _ adezyonunun engellenmesi, trombosit aktivasyonunun
Kalp damar sistemi o o '
inhibisyonu, ateroskleroz gjumunun geciktiriimesi,

anjiyogenez stimilasyonu

Beyin Norotransmisyon

o _ Agri olusumunun regulasyonu, barsak ve damarlarda
Periferik sinir sistemi - o _
nonadrenerjik, nonkolinerjik transmisyon

Immun sistem Sitotoksisite, immun hicre fonksiyonunun regUIasyo‘n

Vazodilatasyor Platelet agregasyonu

0-0

O—% .| P

LDL oksidasyonu

Suiperoksit radikallerinin -,.'
salinimi c::g:::x::::

" N . Monosit adezyonu
Duz kas hicre proliferasyonu

Sekil 9. Nitrik oksitin 6nemli rolleri (50)
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ASIMETR IK DIMET ILARG iNIN (ADMA)

Asimetrik dimetilarginin (ADMA) ilk olarak 1922 {inda Londra’da Patrick Vallance
ve arkadglar tarafindan, insan plazma ve idrarinda NOS'undogen inhibitéri olarak
tanimlanmgtir (51).

Asimetrik dimetilarginin translasyon sirasindatpinlerin yapisina giren arginin’in,
postranslasyonel modifikasyonla metillenmesi estmsisentezlenir. ADMA’nin yani sira
simetrik dimetilarginin (SDMA) ve N-monometil L-argn (L-NMMA) de sentezlenir §ekil
10). Hepsi, protein arginin metil transferaz (PRMeRzimi tarafindan sentezleniekil 11).
L-NMMA, NOS enzimini ADMA ile ayni gugcte inhibe eddakat plazma konsantrasyonu
ADMA’'dan 10 kat daha diiiktir. SDMA'nin plazma konsantrasyonu ADMA ileite
seviyededir ancak NOS uzerine bir etkisi yoktuDMA, SDMA ve L-NMMA, PRMT
enzimi tarafindan sentezlenir. Bu enzim sistemgd8nozilmetiyoninden (SAM) bir metil
grubunu S-adenozilhomosistein (SAH) glumak (zere arginine transfer eder ve

homosisteine hidrolize olur.

CHs HsC CH CH; CH;

HN NH- HN rqu |—|N3 S N I‘I\IH
\\C/ \\C/ NP \C/
ik ik e i
L, &, L, &,
o L, L, &,
L, L, L, L,
J A Ju A

H,N COOH HoN COOH  H-N COOH HoN COOH

Arginin L-MMA ADMA SDMA

Sekil 10. Metilenmis arginin turevleri (L-MMA, ADMA, SDMA).

Asimetrik dimetilarginin sentez ve metabolizmasi

Asimetrik dimetilarginin sentezinde rol alan PRM@&nziminin 2 farkh tipi
tanimlanmgtir. Bunlar PRMT-1 (Protein Arginin Metiltransferdd ve PRMT-2 (Protein
Arginin Metiltransferaz-2) dir. PRMT-1 histon ve RNoinding proteini metiller ve ADMA
ve L-NMMA olusturur. PRMT-2 ise sadece miyelin basic proteiniiieetve SDMA ve L-
NMMA olusturur. ADMA ve L-NMMA, dimetilarginin dimetil aminbidrolaz (DDAH) ile
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sitrilin ve dimetilamin ya da monometilamine indiny Sekil 10). DDAH'In 2 formu
bulunmaktadir. DDAH-1 daha ¢ok nNOS iceren dokwdafdDAH-2 ise eNOS ya da iINOS
iceren dokularda bulunur. Biyokimyasal olarak DDAiHinhibisyonu ADMA'y1 artirirken
NO dretimini azaltmaktadir. DDAH bhlca, endotel hiicreleri, beyin, pankreas gibi pek ¢
organda bulunur. ADMA metabolizmasindan sorumlusliba organlar karager ve
bobreklerdir. ADMA, NOS’un ¢ t¢ formunun da komgtgtinhibitorudar.

ADMA dlzeylerindeki artyi 4 teorik mekanizmayla aciklayabiliriz

* PRMT tarafindan artrgiprotein metilasyonu

* Bozulmu; renal atilm

* DDAH’In bozulmu; metabolizmasi

» Uzams proteoliz ve 6nceden aiturulmus metilarginin salinimi

Protein arginin metiltransferaz regulasyonu hak&ipék azey bilinmektedir. Shear
stresin PRMT ekspresyonunu ve aktivitesini argirdve endotel hicrelerinde
transkripsiyon faktori nikleer faktér kappa-B'yitialke ederek ADMA Uretimini
stimile ettgi bilinmektedir. Shear stres, bébrek yetmgizlikoroner arter hastaj,
yuksek tuz iceren diyet gibi durumlarda ADMA duzayhde arga sebep olabilir
(52,53).

Asimetrik dimetilarginin birikimine ©6ncilik edemekanizma bozulmu DDAH
metabolizmasidir. Pek cok gahada ADMA birikimi, azalny DDAH aktivitesi ile
birliktedir. Sisteinden indirgenen sulfhidril (SHyubu DDAH aktivitesi icin dnemlidir. Bu
enzim de oksidatif strese duyarlidir. Oksidatif esin ADMA olusumunu, endotel
hiicrelerinde artgi PRMT-1 ekspresyonuyla serbest oksijen turlergagikararak stimile
edebildgi aciklanmaktadir. Ayrica DDAH inaktivasyonu, SHubunun nitrozilasyonuyla,
INOS tarafindan @ri miktarda NO Uretimi oldgunda meydana gelebilir. INOS tarafindan
proinflamatuar sitokinler okturuldusunda NO dretimi sinirlanabilir bu da ADMA birikimen
sebep olabilir. DDAH aktivitesindeki agtise NO sentezini daha da artirir bu da ADMA
sentezinde azalmaya neden olur (54).

Asimetrik dimetilarginin’in endotel disfonksiyongin yeni bir risk faktéri olabilege
ileri surdlmektedir. Ateroskleroz, konjestif kalpetynezlgi, hipertansiyon, preeklampsi,
erektil disfonksiyon ve pek cok kardiyovaskuler tah&larda plazma ADMA dizeylerinin
arttig1 gosterilmgtir (55-59).
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000000

CH,
l proteoliz
ADMA sSsDMA L-NMMA
DDAH l \ l / l DDAH
Sitrilin idrar Sitriilin
-+ -+
dimetilamin monometilamin

Sekil 11. ADMA sentez ve metabolizmasi

Tablo 7. ADMA'nin yukseldigi durumlar

1. Kardiyovaskiler sistem hastaliklari (hipertansiydiperkolesterolemi v.b)

2. Diabetes mellitus

3. Multiple organ yetmezlikleri

4. Hipertroidizm

5. Kronik bobrek yetmezgi

6. Instilin rezistansi ve metabolik sendrom
7. Preeklampsi

8. Erektil disfonksiyon

Diabetes mellitus ve ADMA

Tip 1, Tip 2 ve gestasyonel diyabette ADMA'nin gttt bilinmektedir. Yapilan
calsmalarda diabetes mellitus’da bozulan nitrik oksientsiz yolu incelenniir.
Streptozotosinle induklenen diyabetik ratlardazpia ADMA, diabetik olan ratlardan daha
yuksek bulunmgtur. Yuksek glukoza maruz birakilgnihticre kulttrlerinde diyabetik
ratlardaki DDAH aktivitesinin normalden daha yukselklugu, vaskiler diz kas ve insan
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endotelyal hucrelerinde polietilen glikol ile komlbi stperoksid dismutaz eklepidide
DDAH aktivitesi ve ADMA birikiminin geri dondgu gosterilmgtir (58).

Obesite ve ADMA

Obesite, sigara gibi ciddi kardiyovaskiler hagtalsk faktorleri ile plazma ADMA
duzeyleri arasinda gki gosterilmitir. Gastroplastik cerrahi sonrasi morbid obezlerapilan
calismada kilo vermeden 6nce ve kontrollere gore plaABRMA dizeyleri arasinda kuvvetli
iliski gosterilmgtir. YUksek karbonhidrath diyet ve alkol alan geulgére plazma ADMA
duzeyleri diguk bulunmutur (59).

Periferal arteriyel hastalik ve ADMA

Periferal arteriyel hastalik ve kronik hiperhonstsinemili hastalarda endotel
disfonksiyonunda ADMA'nin potansiyel rolunin snaldigl bir calsmada, ADMA, total
kolesterol, diabetes mellitus, sigara, sistolik kasinci arasindaki gki bulunmutur. Ayrica
akim bagmh dilatasyon ile regresyonu yapggnda anlamh ikki bulunmutur. ACE
inhibitorleri ve anjiyotensin reseptdr blokdrlemmADMA ve argininf/ADMA oranini azaltg

gOsterilmitir (60).

Bbbrek yetmezlgi ve ADMA

Yapilan cagmalarda bobrek yetmegli olan hastalarda plazma ADMA dizeylerinin
arttigi gérulmdsttir, ancak bu agin kardiyovaskuler olay gslmi ile pozitif iliskili olmadigi
disunulmdgtir. Ayrica ADMA’nin C-reaktif protein ve beta-natretik peptit ile birlikte
aterosklerotik  komplikasyonlarin ~ 6nlenmesi ve saptasinda kullanilabilege
dUsunulmdgtar (52).

Yaslilar ve ADMA

Yashlarla ilgili, aterosklerotik hastaliklarin ciddayi ile ADMA arasinda bir ikki
gosterilemese de, artgnkardiyovaskuler mortalite ile gkisi gosterilmgtir. Yaslanmanin
renal hemodinamiklerin @gsimine slik ettigi post glomertler damarlarin zayiflamasi ile
renovaskiler tonusunun artisonucu, yglilarda NO'nun azalmasi kan basinci artve
renovaskiler dirence neden olmaktadir. Yapilarsipalarda yglanan bireylerde ADMA'nIn

arttig1 gosterilmgtir (61).
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VITAM IN C (ASKORBIK ASIT)

Askorbik asit, suda c¢cozinen vitaminler arasinda ale. Kimyasal yapi bakimindan
gulonik asidin endiol laktonudur. Suda ¢6zinen mitder arasinda en az stabil olma
Ozelligine sahiptir ve 6zellikle 1siya kardayaniksizdir (62).

Askorbik asit memelilerde karageirde glukronik asit tizerinden sentezleiisanlarda
sentezi yoktur. Cunkii C vitamini sentezinde goralfa gulonolakton enzimi insanlarda
bulunmamaktadir. [@er primatlarda ve kobaylarda da esansiyeldir. Asikorasit ince
bagirsaklardan kolayca emilir. Hiucre zarini gecmegside ¢cozinebilir dehidroaskorbik asit
seklinde olur. Dehidroaskorbik asit hicre icine ditdn sonra askorbik asitekline
indirgenir.

Insanda kan plazmasindaki askorbik asit orani %lkautardir. Ber fazla miktarda
askorbik asit alinirsa %1.5 mg olan bobrekgi@i asabilir. Oral yolla 9 g askorbik asit
alinmasindan sonra idrarla atilan oksalik asikéina ¢ikar. Askorbik asit insanda oksalata
cevrilebilir ve idrarla atilan oksalatin kalsiyuoeti bobrek tgar olusturabilir.

Sekil 12. Askorbik Asidin kimyasal yapisi

Askorbik asit, demirin ince barsaklardan emilimwve depolardan mobilizasyonunu
artirir.  Glukozdan glikojen okwmunda 6nemli rol oyangh bildirilmistir. Ayrica
antienfeksiyoz etkisinden de stz edilmektettisanlarda guinliik askorbik asit ihtiyacinin 30-
40 mg oldgu kabul edilmektedir. En 6nemli askorbik asit kaslaa; yesil sebzeler
turuncgiller ve domatestir. Eksikinde skorbit hastai meydana gelebilir. Bu hastalik
yaralar, stingerimsi glietleri, dg kaybi, kan damarlarinin kolayca zedelenmesi venayie
karakterizedir. Bu belirtilerin giu bag dokusunda zayiflikla sonuglanan kollajenin

hidroksilasyonundaki eksiklikle aciklanabilir.
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C vitamini, antioksidanlar olarak bilinen ve E antini ve beta karoteni iceren bir
grubun uyesidir. Bu bilkgklerin besinlerle fazla alinmasi, koroner kalp taag ve bazi
kanserler gibi kronik hastaliklarin gortlme sgikii azaltir. Vitamin C, E ve beta karoten’in
baslica kimyasal 6zellikleri, toksik oksijen serbeatikallerini inaktive etme yetenekleridir.
Serbest radikallerin lipid membranlara, proteinlere hicre DNA’'sina zarar vefdi
bilinmektedir. Ayrica serbest radikallerin kanserdekciger ve kalp hastaliklarinda ve
yashlikta rol aldgl distindlmektedir. Askorbik asidin toksisitesi gozlenmgm Fakat
askorbik asidin okside olnggekli olan dehidroaskorbik asit toksik etkiye sahigBu sebeple
yiuksek dozda C vitamini alinmasi, dehidroaskorlaakorbata tekrar okside eden enzim
sisteminde eksiklik olan kilerde, dehidroaskorbikasit birikimine yol agahilir

Askorbik asidin katildil biyokimyasal reaksiyonlar; kollajen sentezi, ziran yikilimi,
tirozinden epinefrin sentezi, safra asidi sentadrenal korteks steroidlerinin sentezi, demirin

barsaklardan absorbsiyonu, sindirim esnasindazaitnin olgyumunun 6nlenmesidir.

0 0
I |
HDHC,C\ D%CHCED
1 fD H = Lo H b P
G=et Tk G Rl
: - BT [_“;”"
HOo . e =G G s
H &% 2T
H/ Y OH H oy
OH
Dehidroaskorbik asit

Sekil 13. Dehidroaskorbik asidin kimyasal yapisi

VITAMIN E

Dogal olarak bulunan, E vitamini olarak adlandirlarfaBkli tokoferolden biyolojik
olarak aktif olania-tokoferoldir. Vitamin E’nin bglica fonksiyonu, hicre bifenlerinin
molekiler oksijen ve serbest radikaller tarafindamzimatik olmayan oksidasyonundan
korumada bir antioksidan olmasidir (62).

Tokoferoller sarimsi ygardir; suda ¢ozinmezler, §@da ¢cozindrler, oksitlenmeye kar
duyarhidirlar, oksijensiz isiya 208Cye kadar dayanirlar, UVsikta yikilirlar. Caitli
tokoferollerin biyolojik etkinlikleri arasinda fald bulunmaktadir. Dgada en yaygin olarak
bulunan ve en buyuk biyolojik aktiviteye sahip olakoferol, a-tokoferoldir. Tokoferoller,

yagda c¢Ozinen vitaminler olarak lipidlerle birliktesdrndan besinlerle alinirlan-tokoferol
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ince barsaktan kolayca emilgijomikronlar icinde kara@ere ve buradan periferik dokulara
lipoproteinler icinde tg@nir. Bitkisel ya&lar vitamin E’den zengindir. Karagger ve yumurta
orta derecede E vitamini icerit-tokoferol icin 6nerilen gunlik gereksinim erkelkderl0 mg,

kadinlarda 8 mg’dir. Coklu doymagnyag asidi alimi art@finda E vitamini gereksinimi de

artar.
OH Ha
OH CH,
CH,.CH,-CH,-CH)3—CH,4
CH_ CH,-CH,-CH);—CH
0
Hjy H,C 0
Ha
CH,4
Tokol o, tokoferol
CH oH
OH ’ OH §
N N
i R H,C @) "
0] H o) . 3 H,
: 3 CH
CHs CH, 3
8 tokoferol 5 tokoferol y tokoferol

Sekil 14. Tokoferollerin kimyasal yapilar

Vitamin E eksiklgi hemen hemen tamamen prematir yenjasobebeklere 6zgudur.
Yetiskinlerde genellikle kusurlu lipid emilimi ve gmmasiyla birliktedir. insanlarda E
vitamini eksikligi belirtileri, eritrositlerin peroksitlere kar duyarliligi ve anormal hicre
membranlarinin okmasidir. E vitamini kalp hastgh gelismesine kan koruyucu etki
gOsteriyor gibi gorinmektediiki yildan daha uzun siire giinde 400 U vitamin Eitgsi en
fazla korumay! sgar. Takviye yapilmayanlarla kiyaslagechda kalp krizi sikiginda %40
azalma gozlenmektedir. E vitamininin antioksidannkigiyonu, LDL oksidasyonunu
engellemektedir. Okside LDL’nin kalp hasgahi ilerlettigi disintUlmektedir. Vitamin E,
Vitamin C ve beta karoten, birlikte kataraktslaagicini geciktirmedeslev gérmektedir.
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Vitamin E, ya&da ¢ozlinen vitaminlerin en az toksik olanidir. 30§/giin dozlarda toksisite

gOzlenmenmtir.

Vitamin C ve vitamin E’nin kanser Uizerine etkileri

C ve E vitaminleri antioksidan etki gosteren vitatardir, 6zellikle vitamin E guclu
bir antioksidan madde olarak 6ne ¢ikmaktadir (63,&drbontetraklorir, etanol, trikloretilen,
metanol (65), krom ve kromat gibi pek cok cevregatarli maddenin hicre Uzerinde
olusturdusu kromozom hasari ve gbr lezyonlarin 6nlenmesindestokoferol bir antioksidan
olarak etkilidir (66).

C ve E vitaminlerinin kanseri énlemedeki roli hakamntsmali olsa da, hayvan ve
insanlarda yapilan bircok csina, tokoferollerin deri (67), mide, mesane, kolkaracger
(68), akcger (69), meme ve prostat (70) kanseri gibi denegylsebk olgturulan veya spontan
meydana gelen tumorlerin gghesini geciktirici, hatta iyilgirici bir etkiye sahip oldgunu
gostermgtir. Henning ve ark (71) oksidatif stres giurulan ratlarda kanser gghni ve bata
a-tokoferol olmak Uzere tim antioksidanlarda yetnkegbzlediklerini bildirmglerdir. Squali
Houssaini ve arkadkarina (72) gore, ozellikle-tokoferollin antioksidan aktivitesi kanserle
negatif korelasyon gostermektedir. Kanserli orgaailarda azalan antioksidan kapasite,
kansere bgi olarak bozulan metabolizma, periferik beslennizehsizlgi ve inflamasyon
islevleriyle iliskilendiriimektedir.

Epidemiyolojik calsmalarda diyetteki C vitamini ile kanser riski arada ters bir ikki
gosterilmitir  (73). Yapilan bir cabmada askorbik asidin, ak@r kanserlerinde
kemoterapotik ajanlara karkazanilmg direnci dgistirebildigi bildirilmi stir (74). Farelerde
yapilan deneysel camalarda apex heterozigot mutant hicrelerin okdidgtes argina
anormal sensitif oldgu ve serumdaki oksidatif stres belirteclerinin yeéikigsi ve antioksidan

verilmesiyle bu diizeylerin normale igdgozlenmitir (75).

Vitamin C ve vitamin E’'nin plazma ADMA dizeyleri iz erine etkileri

Antioksidan ajanlar ADMA yikilimini hizlandirmaktad Medikal tedavide ADMA'yi
azaltan ajanlar olarak; L-arginin, folik asit, vian Bs ve By, kullanilmaktadir (76). Ayrica
oksidan stresi azaltan egzersiz gildetidurumlarin da ADMA'y1 azalts distntlmektedir.
Sicanlarda, E vitamini ile yapilan 6n tedavi (10§/gtin 5 gun sireyle), LDL enjeksiyonuyla

olusturulan ADMA duzeylerinin argini 6nlemektedir.
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Yapilan bir caimada ise E vitamininin kronik renal yetmgzlolan hastalarda ADMA
dizeyini anlaml olarak dardigt bulunmuytur (77).

23



GEREC VE YONTEMLER

Bu calsma; yerel etik kurul onayi alindiktan sonra (EkTkpkya Universitesi Tip

Fakultesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarindargeklgtirilmi stir.

Deneklerin Ozellikleri ve Calsma Gruplarina Ayrilmasi

Calsmada toplam 50 adet, 8-10 haftalik (25 g), erkekbMa albino fare
kullanilmistir. Bu fareler Trakya Universitesi Tip Fakulteserf®y Hayvanlari Ardirma
Laboratuvarindan temin edildi. Denekler rastgeleileeek, 10’ar fareden ofan be grup
olusturuldu. Tum fareler deneyin sonuna kadar ayri afee, %50-60 nem orani, 22+1 °C
Isida, 12 saat gece-12 saat gungik periyodu olan ortamda tutuldu. 8gruba da standart
fare yemi gunluk olarak verildi. C vitamini tedayiubunda 10. ve 11. ginde 6len, E vitamini
tedavi grubunda 14. ve 16. giinde dlen, C+E vitameidavi grubunda 3. ve 14. ginde 6len ve
tumor kontrol grubunda 14. ve 15. ginde 6len fargddsma dgi birakiimstir,

Meme kanseri okturulacak olan grup 2, 3, 4 ve 5’deki farelerin agék i¢ bolgesine
0.2 ml Erhlich asit timor hicresi enjekte edildi.glinde timor ¢capi yakik olarak 1 cm
oldugunda gruplara gore serum fizyolojik, C vitamini, \BHBamini yada C+E vitamini
intraperitoneal olarak veriimeye $iandi.

1. Grup (n=10): Szikl kontrol grubu olarak kabul edildi. Bu grub® fjiin boyunca
her hangi bir tedavi uygulanmadi.

2. Grup (n=8): Meme kanseri kontrol grubu olarabll edildi. Bu gruba 15 gin
boyunca hergiin ayni saatte 0.2 ml intraperitonkeak serum fizyolojik enjekte edildi.

3. Grup (n=8): Meme kanseri + C vitamini tedavulgn olarak kabul edildi. 15 gin
boyunca hergln ayni saatte 200 mg/kg/gun intrapesdl olarak C vitamini enjekte edildi.
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4. Grup (n=8): Meme kanseri + E vitami@davi grubu olarak kabul edildi. 15 gin
boyunca hergin ayni saatte 300 mg/kg/gun intrapesdl olarak E vitamini enjekte edildi.

5. Grup (n=8): Meme kanseri + C + E vitaintedavi grubu olarak kabul edildi. 15 gtin
boyunca hergin ayni saatte 200 mg/kg/gin C vitam@i300 mg/kg/gin E vitamini
intraperitoneal olarak enjekte edildi.

Deney hayvanlarindan intrakardiyak kan alindi venskea dokusu cikarildi.
Sakrifikasyon oncesi, ksilazin (10 mg/kg), ketanf@® mg/kg) im olarak anestezi amacli
verildi. Alinan kanlarin plazmalari ayrildi ve -8@’de deneyin yapilaga gine kadar
saklandi. Daha sonra meme tumor dokulari ¢ikavedio 0.9'luk sguk serum fizyolojik ile
yikanip -80 °C’de deneyin yapilagagine kadar saklandi.

Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Amonyak (Merck&Co., Inc., DarmdtaAlmanya)

Asimetrik dimetilarginin (Sigmalgkich Chemie GmbH, Seinheim, Almanya)
Asetonitril (Merck&Co., Inc., Dastadt, Almanya)

Homoarginin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Seinheim, Almanya)
3-Merkaptopropionik asit dBia-Aldrich Chemie GmbH, Seinheim, Almanya)
Metanol (Merck&Co., Inc., Darmstadt, Alma)y

Monometilarginin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Seinheim, Almanya)
Ortofitaldialdehit (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Seinheim, Almanya)
Simetrik dimetilarginin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Seinheim, Aimanya)
Sodyum asetat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Seinheim, Almanya)

Alet ve Malzemeler

Cam malzemeler : Deney tupleri, balon jojelehdyter v.b.

Distile su cihazi : Millipore (France)
Elektronik tarti : Metler PE 200 (i)
Guard kolon : Waters 3.9x20 mm (ABD)
Homojenizator : DIAX 900 (ABD)
HPLC cihazi : Waters 2690 Alliance, Seperatiorie (ABD)
Manyetik karstirici : DAIHAN Scientific (Almanya)
Otomatik pipetler : Finnpipette, Eppendorf

pH metre : pH level 1 (Inolab WTW giheim-Almanya)
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Sasutmali santrif(j : Multifuge 3 S-R Heraeus (Almanya)

Su banyosu : GFL 1083 (Almanya)
UV detektor : Waters 2487 duabhbsorbance detector (ABD)
Vorteks . Elektro-mag M-16 (Tarkiye)

Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi

Tim gruplardan elde edilen meme tumor dokularinamdjenizasyonunda PBS
(Phosphate Buffered Saline) kullanildi. Derin dandudan cikarilan dokular DIAX 900
model oto homojenizatdr kullanilaragidiklarinin 4 kati sguk PBS (pH: 7) ile homojenize
edildi. Homojenize edilen doku Ornekleri 5000xg'd&C’de 20 dakika sure ile santrifij

edilerek stpernatantlar elde edildi.

YONTEMLER

Meme Dokusu Protein Diizeyinin Lowry Yoéntemille Olciilmesi

Doku protein dizeyleri Lowry yontemi ile saptanBu yontem alkali bakir tartarat
aylracinin peptit gdari ile kompleks yapmasi prensibine dayanmakt&anol ayiraci; alkal
bakir tartarat ayiraci ile muamele edgrkarsima ilave edildiinde mavi-mor renk okur. Bu

renginsiddeti 660 nm’de spektrofotometrik olarak olculur.

Gerekli Ayiraclar

Fenol ayiraci: 2N folin ayiracindan 2.5 ml alinadagtile su ile 45 ml'ye tamamlanir.
Bu ayirag her kullanim igin taze olarak hazirlanchal

Alkali bakir tartarat ayiraci: 10 g NaOs, 0.25 g Na-K tartarat, 0.05 g CugQ@yri
ayri tartilarak 0.5 N NaOH cozeltisi icinde balasjede ¢ozulir ve cozelti 0.5 N NaOH
cozeltisi ile 100 ml'ye tamamlanir. Bu ¢cozeltiCide 1 ay saklanabilir.

%5 mg’lik Albumin standarti: %5 mg’lhik albimin stderti hazirlamak igin mevcut
5g/dl'lik albimin standarti kullaniimgtir. Aloimin solisyonundan 0.1 ml alinarak ve dgsti
su ile 100 ml'ye tamamlanarak %5 mg'lik albiminnstart ¢ozeltisi elde edilmiolur.
Deneyde kullanilacak standart protein konsantrasyi2 mg olarak, stok protein standart
¢Ozeltisinin sulandiriimasi ile elde edilir.

Islemler

Doku supernatantlari 1/10 oraninda serum fizyoldgksulandirilip vorteks yardimi
ile iyice Kkarstirilarak protein 6lcumu icin elveti hale getirildi. Numaralandiriingideney,

kor ve standart tdpleri hazirlandi. Deney tipindOZl/oraninda sulandirigi olan
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supernatanttan 0.25 ml, standart tiptine %2 mgtakdart ¢ozeltisinden 0.25 ml ve kor
tupune de 0.25 ml distile su konuldu. Ardindan tigre 0.25 ml alkali bakir ayiraci ilave
edildi. Oda 1sisinda 10 dakika bekletildikten sohea tipe 1 ml fenol ayiraci eklendi ve
tekrar vortekslendi. 30 dakika 3C'de su banyosunda bekletildikten sonra; tuplerimek

karsi absorbanslari 660 nm dalga boyunda spektrofotenietokundu.
Protein Dlzeyinin Hesaplanmasi
Deneyde dl¢ulen absorbansgdderi daha sonrasagidaki formilde yerine konarak

protein diizeyi hesaplandi.

Deney absorbansi x 10 x 2 x 2

Protein miktar1 (Y%omg protein) =
Standart protein ¢ozeltisi@bsnsi

10 : SUpernatantin serum fizyolojik ile sulandmnal katsayisi
2 : SUpernatantin 1 ml'ye tamamlanma kassay
2 : Protein standart ¢ozeltisinin konsantrasyonu

0.536 : Standart protein ¢ozeltisi abaasi

Protein miktari (% mg protein) = Deney Absorban3®.62 olarak formule edilrtir.
Elde edilen % mg protein, 100 ml'deki proteingdeadir. Sonu¢c 100’e bollinerek protein

miktari mg/ml olarak hesaplandi.

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

absorbans

1 1.2 14 1.6 1.8 2

protein (mg/ml)

Sekil 15. Protein standart calsmasi regresyon grafgi

HPLC yontemi ile ADMA 6lguimu
ADMA, HPLC yontemi ile Teerlink tarafindan gsirilen bir metod ile dl¢uldi (78).
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Ekipman: ADMA duzeyleri Waters Alliance 2690 XE Seperatiorofiile ve Model
474 fluorescence dedektor ve Milennium 32 Softvkaréanilarak olgildii. Orneklere kati faz

ekstraksiyonu (20 kolon kapasiteli vakum manifol8RE, Waters) uygulandi.

Solusyonlar

Arginin: (MA: 174.20 g), 174 mg arginin 10ml HCI (10 mMjnde ¢6zunduraldu ve
100 mM stok ¢ozelti elde edildi. Bu ¢ozelti 1:100Gid edilerek 1 mM’luk cozelti elde edildi.

Homoarginin (MA: 224.69 g), 225 mg homoarginin 10 ml HCI (10M) icinde

¢Ozunduraldi ve 100 mM stok ¢ozelti elde edildi. &diisyon 1:100 dilie edilerek 1 mM’lik
cOzelti elde edildi.

ADMA: (MA: 275.18 g), 50 mg ADMA 18.17 ml HCI (10 mMginde ¢ozundurulda
ve 10 mM stok ¢ozelti elde edildi. Bu ¢Ozelti 10zkailtie edilerek 1 mM’luk ¢ozelti elde
edildi.

SDMA: (MA: 758.82 g), 25 mg SDMA 33 ml HCI (10 mM) i@e ¢6zunduraldi ve
1mM stok c¢ozelti elde edildi.

MMA : (MA: 248.28 g), 5 mg MMA 20.1 ml HCI (10 mM) igite ¢6zuldu, 1 mM stok
cOzelti elde edildi. Stok ¢ozeltiden 50 adet eppehtliptine her birine 50 mikrolitre alinarak
pipetlendi, kalani (17.5 ml) bir tlp icinde saklarfHler ygin calsmada 1 eppendorf alinip
Uzerine 1200 mikrolitre PBS eklenerek gl final konsantrasyon elde edildi, artan sollisyon
saklanmadi; hergiin taze hazirlandi).

PBS 1 mM NakPO, + 9 mM NaHPQO, + 137 mM NacCl hazirlandi. pH gderi, 1M
NaOH ve HCl ile 7’ye ayarlandi.

Potasyum Borat Buffe200 mM konsantrasyonda 50 ml borik asit icindeiftandi. 3
M KOH eklenerek pH 9.5’e getirildi ve 100 ml'ye tamlandi.

OPA Stok (Derivatizasyon ReageniMA: 134.13 g), 10 mg orto-ftaldialdehid (OPA)
0.2 ml metanol icinde ¢Ozundaruldd. 1.8 ml 200 mMtaByum Borat Buffer (pH:9.5)

eklendi. Daha sonra 1l 3-merkaptopropionik asit eklendi. Bdylece 0.2 ael’20 mg OPA
iceren stok soltsyon elde edildi.

OPA Cozeltisi: OPA stok turevlendirmeden hemen dnce borat bulded kez diliie

edildi ve boylece OPA final soliisyonu elde edmidu. Solisyon 48 saat icinde kullanildi.
Mobil Faz A 6.8 g KHPO, 980 ml suda ¢ozindurildi. 3 M KOH ile pH 6.5
ayarlandi, filtreden sizilerek ve hacim 1 L'ye tamendi. Hazirlanan tampona 95.3 ml

asetonitril eklendi ve ultrasonik banyoda 30 dalbk#letildi.
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Mobil Faz B Su ve asetonitrilin hacimce yari yariya (50/5@yikirilmasiyla elde
edildi.

Kromatografi: Ayirim icin Symmetry Gg kolon (3.9 x 150 mm; &n partikdl
kullanildi. Mobil faz A %8.7 asetonitril iceren 56M potasyum fosfat tampon (pH: 6.5);
mobil faz B ise asetonitril/su (50/50, v/v) olaradeperasyon izokratik kollarda, %100
mobil faz A ile, 1.1 ml/dak hiz ve 30 °C kolon sb@ deserlerinde yapildi. Son analitin
ctkisindan sonra guclu biekilde retansiyonagrayan bilgikler gicli solvent akimi (%50 B
mobil faz, 20-22 dakikalar arasi) ile elie edil@@. ve 23. dakikalar arasinda gradient
baslangi¢c dgerlerine donddirtlerek kolon 7 dakika daha dengetymbirakildi. Boylece her
bir 6rnek icin toplam cajma slresi 30 dakika olarak gerceakleEnjeksiyon hacmi 2d
olarak uygulandi. Fluoresans eksitasyon ve emigialga boylar sirasiyla 340 ve 455 nm

olarak ayarlandi. Elde edilen pikler, pik alanlargdre dgerlendirildi.

Kalibrasyon: Metod validasyonu icin kalibrasyon 9 kombine keadikyon standardi
kullanilarak (konsantrasyon ar@liarjinin icin 1-200uM; ADMA, SDMA i¢in 0.1-20 uM)
yapildi. Internal standardin eklenmesinden sonra standar®R&, derivatizasyon ve
kromatografi uygulanarak bunlara ait pikler alindiazma drneklerinin dlgimu igin 1QM
arjinin ve 10uM homoarjinin, ADMA ve SDMA ile tek-nokta kalibrasyu yapildi.

Tablo 8. Mobil faz gradient tablosu

Zaman (dakika)  Akihizi (ml/dk) E"zoe/or;t A E"g;gt B
0 11 100 0
G 11 100 0
19 11 50 50
27 11 50 50
23 11 100 0
30° 1.1 100 0
35 1.1 100 0
36 11 0 100
50 11 0 100

#18-23. dakikalar arasinda guiclii solventsakkalan bilgiklerin cikariimasi igin
kullanildi. ®30. dakikada bir sonraki enjeksiyona gecildi. Turmalaler yapildiktan sonra
kolonu temizlemek icin 30. dakikadan sonraki kisiygulandi.

29



Ornek Saflastirma ve Turevlendirme

0.2 ml 6rnek (veya standart) + 0.1 ml internal 8@ah4 + 0.7 ml PBS cam tipe
konuldu ve vortekslendi. Oasis MCX SPE (vakum dinl ml/dak hizda) den gegcirildi.
Daha sonra sirasiyla 1 ml 1200 mM HCI ve 1 ml met&asis MCX SPE’den gegirildi ve
atildi. Daha sonra temiz tupler konuldu ve 1 mldamtre amonyak/su/metanol (10/40/50)
karisimi Oasis MCX SPE’den gegcirildi. Tupteki solvent-80 °C sicaklikta nitrojen ile
ucuruldu. Sonra 0.1 ml KO, (200 mM) eklenerek vortekslendi. Son olarak 0.10/RA
reaktifi konularak vortekslemeglemi tekrarlandi. 3 dakika beklenerek tekrar vostekdi ve

ornekler viyallere konup HPLC kompartmanina ygitadi (4 °C).

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calsmamizda sglanan verilerin istatistiksel analizi, Trakya Unisgesi Tip Fakultesi
Biyoistatistik Anabilim Dal’'na kayith STATISTICA7.0 (Lisans no: 31N6YUCV38)
istatistiksel paket programi kullanilarak yapildi.

Tumor kontrol ve tedavi gruplari arasindaki ArginkDMA ve SDMA dlzeyleri
arasindaki farkliliklar nonparametrik bir test gldvtann Whitney-U testi ile dgrlendirildi.
Elde edilen ‘p’ dgerleri 0.05’den kuculk oldiunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Calsmamizda timér ve tedavi gruplarindaki farelerin zpla meme kanseri

BULGU

LAR

dokusundaki arginin, ADMA ve SDMA duzeyleri atauldi. Gruplarin arginin, ADMA ve
SDMA dizeyleri, ortalama ve standart sapmgederi ile birlikte Tablo 9,12,13 v8ekil 18-
22'de gosterilmytir.

Tablo 9. Plazma ve doku ortalama arginin, ADMA, SDNMA duzeyleri (orttstd)

Arginin ADMA | SDMA Arginin ADMA SDMA
GRUP | umol/lL  |pmol/L | pmol/L | pmol/mg pr. | pmol/mg pr. | pmol/mg pr.
Plazma Doku

Kontrol | 100+42.2 | 0.97+0.2 0.21+0.05

Tamor | 52.2+22.8| 1.38+1.2| 0.45+0.49| 6.2 +2.6 1.54+0.78 | 0.25+0.12
C vit 48.4+23.7| 1.23+0.3| 0.36+0.09 6.4+1.3 2.15+0.65 | 0.32+0.10
E vit 53.0+19.4| 1.11+0.2| 0.30+0.06 7.916.7 2.12+0.78 | 0.2940.10
C+Evit | 35.9£19.0| 1.12+0.2 0.31+0.07 6.7+2.8 1.73£0.53 | 0.27+0.09
Tablo 10. Plazma arginin, ADMA ve SDMA dgerlerinin istatistiksel olarak
karsilastiriimasi

Arginin ADMA SDMA
GRUPLAR z p z p z P

Kontrol/Kanser -2.557 0.009 -0.089 0.965 -2.357 0.016
Kanser/C vit -0.420 0.721 -0.840 0.442 -1.050 0.328
Kanser/E vit -0.105 0.959 -0.735 0.505 -0.158 0.878
Kanser/C+E vit -1.680 0.105 -0.840 0.442 -0.630 0.574
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Meme kanseri okturulan grup kontrol grubu ile kafastirildiginda, plazma arginin
diuzeylerin istatistiksel olarak anlaml bgekilde d@tugii saptandi. SDMA dizeyleri ise
kanser olgturulan grupta anlamli olarak yuksek bulundugddigruplar arasinda anlamli bir
fark saptanmadi (Tablo 10).

Tablo 11. Doku arginin, ADMA ve SDMA deserlerinin istatistiksel olarak
karsilastiriimasi

Arginin ADMA SDMA
GRUPLAR z p z p z P
Kanser/C vit -0.420 0.721 -1.365 0.195 -1.47( 0.161
Kanser/E vit -0.105 0.959 -1.050 0.328 -0.631 0.574
Kanser/C+E vit -0.525 0.645 -0.525 0.645 -0.42¢ 0.721

Gruplar arasi doku arginin, ADMA ve SDMA dizeylemasinda anlamli bir fark
bulunamadi (Tablo 11).

Arginin, internal standart, ADMA ve SDMA standartlaverildiginde alinan tipik
kalibrasyon grisi Sekil 16’da g0Osterilmgtir. Diger yandan gruplara ait bireysel veriler Tablo
12 ve 13'de gOsterilrgiir.

32



Floresans

o 2 @ ] & 8 & 3 & 2

o k=] =] S (=} =} S k=] k=] =] o
o 8 8 8 8 3 8 8 3 8 8 8
E ‘ ‘
N
o
o
e
o
o
(2]
2|
o
o
e
o

Arginin - 8,699
=)
=d
o
X .
o ot
3 ;
- Homarginin - 13,685
24
o
g_ ADMA - 16,015
SDMA - 16,995

®
.
o
N
_O—
[=3
o
N
N
D
(=]

Sekil 16. Arginin, ADMA ve SDMA icin standart HPLC grafi gi
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Sekil 17. Plazma arginin dizeyleri. Hata cizgileri neareSEM'i ifade etmektedir.
**p<0.01
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Sekil 18. Plazma ADMA dlizeyleri. Hata cizgileri meaaeSEM'i ifade etmektedir
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Sekil 19. Plazma SDMA duzeyleri. Hata cizgileri meatiSEM’i ifade etmektedir. *p<0.05
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Sekil 20. Doku arginin diizeyleri. Hata cizgileri mea+SEM'i ifade etmektedir
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Sekil 21. Doku ADMA dtizeyleri. Hata cizgileri meantSEM'i ifade etmektedir
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Tablo 12. Plazma arginin (umol/L), ADMA (umol/L) ve SDMA (umol/L) dizeyleri

GRUP ARGININ ADMA SDMA
167,11 1.12 0.26

17,56 0.72 0.15

115,56 1.32 0.25

118,61 1.11 0.24

1.GRUP 68,96 1.20 0.26
(Saghkl Kontrol) 71,46 0.66 0.16
104,17 0.98 0.19

147,52 1.08 0.25

89,82 0.73 0.17

99,39 0.81 0.13

63.57 4.40 1.66

66.06 1.05 0.31

50.84 0.94 0.27

2.GRUP 37.76 1.10 0.32
(TUmor) 5.37 0.72 0.27
47.50 0.66 0.15

72.69 0.86 0.22

74.29 1.34 0.40

15.19 0.85 0.30

46.93 1.73 0.51

59.79 0.95 0.30

3.GRUP 36.39 1.12 0.38
(C Vitamini) 21.44 0.84 0.23
50.47 1.17 0.34

75.96 1.84 0.48

81.25 1.33 0.34

31.04 0.79 0.18

83.72 1.46 0.33

28.38 1.02 0.31

4.GRUP 57.23 0.97 0.23
(E Vitamini) 76.67 1.11 0.30
50.19 1.03 0.31

49.39 1.19 0.34

47.52 1.31 0.37

46.48 1.37 0.32

11.71 1.30 0.45

30.03 1.11 0.32

5.GRUP 44.57 0.70 0.18
(C+E Vitamini) 70.90 1.22 0.30
41.64 1.0 0.28

16.87 1.26 0.36

25.74 1.01 0.31
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Tablo 13. Doku arginin, ADMA, ve SDMA, duizeyleri

Arginin (umol/mg ADMA(umol/mg SDMA (umol/mg
GRUP protein) protein) protein)
4.09 0.45 0.09
5.66 1.56 0.21
5.96 1.19 0.19
2.GRUP 8.85 2.52 0.45
(TGmor) 2.76 0.55 0.12
10.77 1.57 0.22
4.61 2.16 0.35
6.97 2.36 0.37
5.93 2.07 0.33
7.30 1.39 0.23
6.53 2.20 0.29
3.GRUP 7.47 1.78 0.24
(C Vitamini) 5.52 2.60 0.46
6.24 1.93 0.30
8.37 3.51 0.50
3.99 1.72 0.24
6.72 1.46 0.19
6.80 3.19 0.35
2.68 1.20 0.17
4.GRUP 8.66 2.11 0.36
(E Vitamini) 5.47 1.79 0.23
23.87 2.12 0.29
5.49 3.39 0.48
3.59 1.68 0.21
10.14 2.60 0.40
8.17 2.11 0.33
3.08 1.08 0.15
5.GRUP 4.62 1.84 0.25
(C+E Vitamini) 9.81 1.70 0.30
2.81 0.96 0.12
7.65 1.63 0.29
7.66 1.91 0.30
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TARTI SMA

Asimetrik dimetilarginin, endojen NOS inhibitoridiMOS’un vicuttaki fonksiyonu,
L-Arginin'den NO sentezinin gganmasidir (79). Vaskller endotelde gercgite bu
reaksiyonda ADMA, NOS aktivitesini inhibe ederekAkgininin hicre icine alimini engeller.
Guclu vazodilator etkisi olan NO; platelet agregasy, I6kosit migrasyonu, hiicresel adezyon
ve vaskuler duz kas proliferasyonunu inhibe eddéd-88). Vaskiler tonus ve yapinin
surduridlmesinde temel roli oyng@cha dair pekcok kanit bulunmaktadir. Ortamda NO
azaldginda endotel hemeostaz vazokonstriiksiyon lehinellboxe endotelyal disfonksiyon
baslar (12). NO major endotel kaynakli vazoaktif medidir ve hayati 6nem geg/an
antiaterosklerotik etkileri de bilinmektedir. Dolayla NO sentezini inhibe eden ADMA’nIn
endotel disfonksiyonuyla ilgili anahtar roli oynayeacesi distinilmektedir.

Son yillarda ADMA’nin arti, hipertansiyon, hiperkolesterolemi, diabetes )
sigara gibi koroner arter risk belirteclerinden klaédilmektedir. 1.75 pmol/L plazma ADMA
duzeyinin Uzeri gk deger olarak belirlennstir. Plazma ADMA dizeyinin 2.35 Kkati
yukselmesi ise koroner arter hagtahcisindan yuksek risk giindirmektedir (82).

Asimetrik dimetilarginin argininin posttranslasy@n metilasyonunun ardindan
hidrolize yramasiyla olgur. Klirensi ise bébrekler kanali ile yapilir. B&lryetmeziginde,
ADMA klirensinin azalmasiyla endotel vazodilatorsfdinksiyonun bgadigi gosterilmstir
(11). ADMA’'nin stereoizomeri olan SDMA s# miktarlarda olsa bile NO olum
reaksiyonunu engellememektedir. DDAH enzimi ADMAinklirensinde gorevlidir. DDAH
ile ADMA, L-Sitrilin ve dimetilamine hidrolize oluf83). Farkl renal hiicrelerde NOS ile
beraber gosterilngiir. Invitro hiperglisemide bu enzimin aktivitesinin analsi, vaskiiler diiz
kas tonusu ve endoteli bozarak ADMA duzeylerinitisara yol agmytir (84).
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Nitrik oksit sentaz enzimi, L-arginini NO ve siliie parcalayan enzimdir. NOS,
arginaz enzimiyle ayni substrati kullanmaktadirngexde artg bilinen NOS ve arginaz
enzimi, arginini tiketmek icin birbirleriyle ygmaktadirlar. NOS enziminin L-arginin igin
Km deseri 1-20 uM olup, bu dger arginaz icin 2-20 mM’dir. Fakat arginaz enzimini
fizyolojik pH'da Vmax deeri, NOS enziminden 1000 kat daha fazla glchdan bu iki
enzimin, digtk L argininin konsantrasyonlarinda bile, onu rakkt kullanabilecgini ortaya
koymaktadir (85).

Bu calsmada, meme kanserli farelerde azalan plazma argiixeeyleri bu teorileri
desteklemektedir. Kanserli hayvanlarda gakilde plazma arginin dizeyi giiaektedir. Daha
once bircok capmada, argininin ornitine déginesinde etkili olan arginaz enzim aktivitesinin
meme kanserinde ol@u gibi bir ¢ok farkli kanser tiriinde agitbulunmuytur (86-87). Erba
ve arkadglarinin yaptgl calsmalarda, meme kanseri gturulmus farelerde ve meme kanseri
gelisimi yonunden yuksek risk grubundaki kadinlarda,ireag enzim aktivitesinin ytksek
bulundwgu gosterilmgtir (87-88).

Yapilan bir cagmada, kanserli hayvanlarda arginaz enzim aktivisgsarken, NO
diuzeylerinin azalgn bulunmy, bunun NOS ihibisyonu ile birlikte yagian ornitin Uretimine
ve dolayisiyla kanser metabolizmasinda etkili giddistintlen, poliamin sentezindeki g
neden olabileggé vurgulanmstir (89). Bu cakmada da meme kanserli hayvanlarda
istatistiksel olarak gosterilen glik arginin diizeyi bu teoriyi destekler niteliktedie arginaz
enzim aktivitesine kg olarak plazmadaki argininin hizla tuketigthin bir gdstergesidir.
Mekanizmanin dier bir tarafi ise NOS’un inhibisyonudur. Bu sayegezitif etkileri
gosterilen NO Uretimi azalmaktadir.

Son vyillarda Ozellikle populer bir belirte¢ olmaolynda 6nemli adimlar atan
ADMA’nIn bir ¢ok hastalikla ilkisi ortaya konmstur. insilin ba&mli, bazimsiz ve
gestasyonel diyabette ADMA'nin agiti Lin ve arkadglarinin yaptg bir calsmada
gosterilmitir. Bu calsmaya gore diabetes mellitus'ta bozulan NOS yolueleemi ve
streptozotosinle induklenen diyabetik ratlardazpia ADMA, diyabetik olmayan ratlardan
daha yuksek bulunmtur. Yuksek glukoza maruz birakilgnhiicre kdilttrlerinde diyabetik
ratlardaki DDAH aktivitesinin normalden daha yuksadugu, vaskiler diz kas ve insan
endotelyal hiicrelerinde DDAH aktivitesinin bozugduve ADMA akimilasyonu oldiw
gOsterilmitir. insan endotelyal hiicrelerinde polietilen glikol kiembine suiperoksit dismutaz
eklendginde DDAH aktivitesi ve ADMA birikiminin geri dondiu gosterilmgtir (90). Ayrica
diyabetik hastalarda serum TNF-ve VEGF'nin yani sira ADMA duzeylerinin de
yukseldgini gosteren cagmalar vardir (91,92). Bu tip hastalardaki ortak taockepsinde
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endotelyal disfonksiyonlarin goértlmesidir. Kanserastalarinin da en onemli
problemlerinden biri olan endotelyal disfonksiyanlayasam Kkalitesini olumsuz yodnde
etkilemektedir. Bir cok cadmada endotel disfonksiyonu, arttADMA dizeyleriyle iligkili
bulunmutur (55-59).

Periferal arteriyel hastalik ve kronik hiperhonsbsinemili 76 hastada yapilan bir
calsmada ADMA'nin endotel disfonksiyonunda ki roli  gralmis ve plazma total
homosistein, ADMA ve total kolesterol, DM, sigagstolik kan basinci arasinda anlamli bir
ili ski bulunmutur. Ayrica bu cabmada akim bamli dilatasyon ile regresyonu yapgtnda
anlamh bir ilski saptanmgtir (93). Bir bgka calsmada ise ACE inhibitérleri ve AT1 reseptor
blokdrlerinin ADMA duzeylerini ve arginin/ADMA orani azalttg gosterilmgtir.

Yilmaz ve arkaddarinin yapmyg oldugu bir calsmada transplantasyonun ardindan
ADMA duzeylerinin digtugl ve endotel fonksiyonlarinin dizeldi gosterilmitir (94).
ADMA'nin kronik bobrek yetmezfiinde arttgina dair ¢almalar mevcuttur. Kanser ve
kronik bobrek yetmez#i gibi endotel hasari gorulen hastaliklarda, tréarsjasyon veya
tedavi edici ajanlarla endotelde iywfee gorilmekte ve ADMA duzeylerinde dig
gozlenmektedir (55).

Obesite, sigara gibi ciddi kardiyovaskiler haktaisk faktorleri ile plazma ADMA
dizeyleri arasinda gki gosterilmgtir (95). Dolgimdaki metilarjininlerin arti ile insdlin
direncinde protein turnover artmasi arasindgkiiliolabilecegine dair hipotezle, obez ve
yaslilarda bu etkininsiddetlendgini distinen arstirmacilar, dolamda ADMA, SDMA ve
NMMA diizeylerinin obez ve ydlarda artgini gostermilerdir (96).

Asimetrik dimetilarginin’in kanserle olan gkisi konusunda ise mevcut literattirde ¢ok
fazla kaynak bulunmamaktadir. Szuba ve ariladietarafindan yapilan bir catnada I6semili
hastalarda ADMA duzeylerinin yuksefdigosterilmitir (97). ADMA’nin gucli bir NOS
inhibitérd oldyu bilindiginden yukarida s6zi edilen mekanizma tzerinde kendnemli bir
yer edinmektedir. Oyle ki kanserde artabilecek ADMA sentezi, NOS'un inhibisyonuna
neden olabileggnden NO Uretimini dgtirebilecektir. Dger yandan yol@n arginaz arfina
bagli olarak, ornitin Uretimine kaydirilmasi, akabingeliamin Uretiminin artarak, kansere
gidis yoniunde dnemli bir@manin sglanmasi s6z konusu olabilir.

Bu calsmada da bu gosler dasrultusunda kanserli hayvanlarda ADMAglerinin,
istatistiksel olarak anlamli olmasa da g&itsaptanmgtir. ADMA kadar etkisi olmasa da, ayni
grupta istatistiksel olarak anlamli gkilde artan SDMA oranlarinin bu iki molekilin heme
hemen git oranda bulunduklari bilgisi ile birlikte, ADMA iizeylerindeki argin anlamli

olabilecei fikrini guglendirmektedir. Artan bu ADMA duzeylein tekrar normal sinirlara
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cekilmesi kanserde koruyucu bir faktor olabilir nB9 etkiyi elde etmek tzere hangi ajanlar
kullanilabilir?

Kanser konusunda antioksidan aktivite gosterenmiitber dikkat cekicidir. Bu
vitaminlerin bir antikanser veya kansere gkakoruyucu bir ajan olarak kullanimi halen
tartismall olsa da, antioksidan Ozellikteki C ve E vitahari bunlardan bazilandir. Bugin
vitamin E’nin radikal giderme, baskilama, onarma eadojen savunmayi arttirma
mekanizmalarinin timunt kullanabigdi bu nedenle cok hizli ve ganibir antioksidan etki
kapasitesine sahip olgu gosterilmgtir (98). Vitamin E katkili yemle beslenen ratlarda
intraseliler antioksidan enzimler olan Superoksitnditaz (99) ve katalaz (100) duzeylerinin
arttigi gosterilmg, bu yolla vitamin E’nin endojen antioksidan savunrperformansini
yukselttigi ileri surdlmisttr. Tokoferollin antioksidan aktivitesi, bircok erkisidan savunma
elemaninin yetersiz kalgly oksijenin yiksek konsantrasyonlarinda bile atkil Eritrositler
ve alveolar membranlar bu durumu aciklayan 6nemiekier olarak gosterilngiir (100).
Yapilan pek ¢ok calmada E vitamininin meme, prostat ve a&esi kanserinde tumorin
gelisimini geciktirici hatta iyilatirici bir etkiye sahip oldgu gosterilmgtir (67-70). Gung
Isinlari ile yggun olarak kap kariya kalinmasi, lipid oksidasyonu dizeyini artiraeaken
yaslanma, kanser, kalp hasgalriskini arttirmaktadir. Guneisinlari ve dger sik kaynaklari
ile ozonun bu tip sakincali tesirlerine &avitamin E 6nemli bir antioksidan olarak kabul
edilmeye bganmstir (101). Havug, domates ve konsantre portakalusig beslenen
hayvanlarinda karsinogenez sgkhin kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldrrtaya
konmutur (68).

Bir calismada, serum askorbik asit diuizeyleri vagittiekanser tipleri arasindaki olasi
ili ski arastirilmis ve serum askorbik asit dizeyleri gk kanserli hastalarda, @&l kontrol
grubuna gore anlamli olarak dik bulunmgtur. Ayrica akcger kanserli olgularda, serum
askorbik asit duzeyini yukseltecek vitamin C deleRin, antioksidan savunma
mekanizmalarini guclendirerek tedaviye katkida bahilecegi gosterilmitir (102). Fontes ve
ekibinin yaptgl bir calsmada, timor tayan farelere C vitamini enjekte edilgnve kontrol
grubuna gore hayatta kalma siresinin daha uzungo)dayrica C vitamini verilen grupta
kanser hicrelerinin @galmasinin yawdadigi gosterilmgtir (103). Diger bir aratirmada;
damardan verilen yiiksek doz C vitamininin son dork@mser hastalarinin gam kalitesini
bariz bir sekilde artirdgl bildirilmistir (104). Cameron ve Pauling, terminal donemdeki
kanserli hastalara 10 gin sireyle damardan, oliéndeadar da @zdan C vitamini
verdiklerinde, bu hastalarin gam surelerinin uzagini gostermilerdir (105-107). Casciari ve

arkadalar yaptiklari argtirmada, vitamin C kan seviyesi 11.2 umol/l ikenstadarin
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%42.9'unda tumor hicresi apopitozu, %24.4'Undetlse0dr hicresi nekrozu saptayarak, kan
C vitamini dizeyi 37.7 umol/l'ye yukselnde, bu oranlarin sirasiyla %57.6 ile %33.1'e
yukseldgi gosterilmitir (107). C vitaminin kollajen sentezini artirarddanser hicrelerinin
blylumesini dnleyebile@e 6ne surdlmgtur (108). C vitamini enfeksiyona karsavaan
hiicrelerin sayisini ve alfa-interferon duzeyintieabilir. BOylece kanser hicrelerinin ortadan
kaldiriimasina yardimci olabilir (109). Yapilan Balsmada, C vitamininin enerjiyi arttirarak
kisinin kendini iyi hissetmesini gtadigi gosterilmitir (110). Porto Richo Universitesinde
yapilan bir argtirmada, yuksek dozda C vitamini yakka 30 yil kanserli hastalarda
kullaniimis ve bariz bir komplikasyonla kgtasilmamstir (111).

Diger yandan, antioksidanlarin ADMA vyikilimini hizlardigi gosterilmgtir.
ADMA'yl azaltan ajanlar olarak; L-Arginin, folik @s vitamin Bs ve B, kullaniimaktadir.
Ayrica oksidan stresi azaltan egzersiz gibgedi durumlarin da ADMA'yl azalt
disinulmektedir (112). Dolayisi ile bu gghada ADMA dretimi tGzerinde potansiyel inhibe
edici etkileri bulunan C ve E vitaminleri kullaniighr. Ancak cama sonunda C ve E
vitaminlerinin bu modelde gerek ADMA gerekse arginte SDMA duzeyleri Uzerinde
anlamh bir fark olgturmadgi gozlenmitir.

Yukarida da belirtildii Uzere; halen kanserdeki tam etkisi tamali olan C ve E
vitaminlerinin, bazi argirmalarda saptanan olumlu etkilerinin ADMA senteaiinhibisyonu
Uzerinden olmayabilege sdylenebilir. Eger bu vitaminlerin kansere karolasi bir koruyucu
etkileri varsa, bu etki farkli mekanizmalar Gzeendlwabilir.

Bu calsma daha onceki camalara paralel olarak ve meme kanseri sgali
mekanizmasi igerisindeki bir fagu daha doldurmgiur. Kanserde artan arginaz aktivesi ile
birlikte ornitin Uzerinden poliamin sentezinin famtgl, bunun da kanser aglumu yoninde
onemli bir etken olabileg daha ©6nceki caimalarla gosterilngtir. Ayni zamanda artan
arginaz enzim aktivitesi ile birlikte ygten bu yone ilerledii, dolayisi ile NO sentezinin
azaldgl, bunun da yine kanser ggini yoninde olumsuz bir faktor olabilegie
vurgulanmgtir. Bu ggamada argininden NO alumunda gdrev yapan NOS enziminin kanserli
hastalarda inhibisyonunu s6z konusu olabge@kla gelmektedir. Bu inhibisyonda dnemli
bir etken olan ADMA'nin kanserli hastalarda argnolarak bulunmasi yine kanser gati
yoninde yukarida Ozetlenen mekanizmayi destekketlikiedir. Artan ADMA duzeyi ile
birlikte NOS inhibisyonu olabilecek, bu da NO seié azalmasina neden olabilecektir.

Bu bulgular giginda; kanserde artan ADMA duzeylerinin ileri gaialarla daha
ayrintili  olarak incelenmesi yararli olacaktir. ABMIn kanserde anahtar bir rol

oynayabilecgi fikrinden hareketle, bu maddenin inhibe edilesgz konusu inhibisyonun
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ortadan kaldinimasi, kanser icin koruyucu ve/vedavi edici yeni ajanlarin ggliriimesine
temel olabilecek, bu konu kansergnanalarinda yeni bir yol agabilecektir.
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SONUCLAR

Antioksidan ve antikanser 0zeliortaya konmg olan C ve E vitaminlerinin, deneysel
olarak meme kanseri ggiriimis farelerde ADMA dlzeylerine etkisinin gtallmasi
amaclanan bu ¢ama sonucunda;

1) Plazma arginin duzeyleri, timor grubundaldd gruba gore anlamli olarak ik
bulundu.

2) Plazma ADMA dizeylerinde, timor grubunda yikselntga doile bu yikselmenin
istatistiksel olarak anlamli olmagigézlendi.

3) Plazma SDMA duzeyleri timor grubunda anlamli olaraksek bulundu.

4) Tedavinin gerek plazma gerekse doku arginin, ADMA 8DMA dizeylerine

istatistiksel olarak anlamli bir etki yapmgdbulundu.

Kanserde artan arginaz aktivesi ile birlikte omitizerinden poliamin sentezinin
hizlandgl, bunun da kanser clumu yoninde 6nemli bir etken olabilgcedaha 6nceki
calismalarla gosterilngtir. Bunun sonucu olarak NO sentezinin azaldbunun da yine
kanser gefimi yonunde olumsuz bir faktor olabilegievurgulanmgtir. Onemli bir NOS
inhibitori olan ADMA duzeylerinin kanserli hastadar artmg olarak bulunmasi 6nceki
calismalar destekler niteliktedir. ADMA’nin kanserde adwar bir rol oynayabilege
fikrinden hareketle, bu maddenin inhibe edilerek Nibisyonun ortadan kaldiriimasi,
kanser icin koruyucu ve/veya tedavi edici yeni ian gelitiriimesine temel olabilecek, bu

nokta kanser agairmalarinda yeni bir yolun agilmasinigtayabilecektir.
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OZET

Meme kanseri, dinyada kadinlar arasinda en sikeggomalign timor olup kadinlarda
gorulen tim kanserlerin yakli&k %30'unu olgturmaktadir. Asimetrik dimetilarginin
(ADMA) nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin endojenhibitérudir. Nitrik oksit (NO)
sentezini yagmali olarak inhibe eder. ADMA duzeylerinin kanserde endotel hasari
gorulen dger hastaliklarda arfit bildirilmistir. Bu calsmada meme kanseri glurulmus
farelerde antioksidan olarak bilinen ve antikanstileri gosterilmg C ve E vitaminlerinin,
ADMA duzeyleri tzerine etkileri asairiimistir.

Balb/c cinsi farelerin sol ayak i¢ bolgesine 0.2 erhlich asit timor hicresi enjekte
edildi. Denekler rasgele secilerek 10’ar faredasan 5 grup olgturuldu. Gruplardan birine
C vitamini 200 mg/kg/gun, derine E vitamini 300 mg/kg/gin, gr bir gruba ise C+E
vitaminleri intraperitoneal olarak enjekte edildi.

Tumorli hayvanlarin plazmalarinda arginin dizeyistatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmy, SDMA duzeyleri ise artmiolarak bulundu. ADMA dizeyleri ise kanserli
hayvanlarin plazmalarinda istatistiksel olarak amiaolmasa da yikselgiiolarak bulundu.
Gerek plazma, gerekse doku orneklerinde tedaviabklareriien C ve E vitaminlerinin
araggtirllan parametreler tizerine anlamli bir etki yapiiagozlendi.

Kanserde artan arginaz aktivesi ile birlikte omitizerinden poliamin sentezinin
hizlandgl, bunun da kanser alumu yoninde 6nemli bir unsur olabilgcedaha 6nceki
calismalarla gosterilngtir. Bunun sonucu olarak NO sentezinin azaldbunun da yine
kanser gefimi yoniinde olumsuz bir faktor olabilggievurgulanmstir. Onemli bir NOS
inhibitoérd olan ADMA’nin kanserli hastalarda arymolarak bulunmasi 6nceki cginalar
destekler niteliktedir. ADMA’nin kanserde anahtar ol oynayabilecgi fikrinden hareketle,

bu maddenin inhibe edilerek NO inhibisyonun ortad@ahdiriimasi, kanser icin koruyucu
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velveya tedavi edici yeni ajanlarin gglilmesine temel olabilecek, bu nokta kanser
arggtirmalarinda yeni bir yolun acilmasina neden o&daktir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, ADMA, SDMA, arginin C vitamini, E arnini.
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EFFECT OF VITAMIN C AND E ON PLASMA ASYMMETRIC
DIMETHYLARGININE LEVELS IN BREAST CANCER INDUCED MICES
Aylin TURKSEVER

SUMMARY

Breast cancer is the most common malignity in worseth constitutes about 30 % of
all women cancers. Asymmetric dimethylarginine (ABMs an endogenous inhibitor of the
nitric oxide synthase (NOS). It inhibits nitric ob@ (NO) synthesis competatively. It has been
reported that ADMA levels increases either in tlaacers or diseases that associated with
endotelial disfunction. In this study, we havedrie evaluate the effects of vitamin C and E
in which it has been shown their antioxidant anticancer effects, on ADMA levels in breast
cancer induced mices.

0.2 ml Ehrlich acid tumor cells were injected te lbft medial side of food of Balb/c
mices. Five groups were randomly formed and evesygconsisted of 10 mices. Vitamin C,
200 mg/kg/day, vitamin E, 300 mg/kg/day and vita@GiE intraperitoneally applied.

While plasma arginine levels were significantly &sed, symmetric
dimethylarginine (SDMA) levels were significantlityceased in tomour group. There was an
increase in ADMA levels in the animals with tumobut this was not statistically significant.
There was no statistically significant difference glasma and tissue arginine, ADMA and
SDMA levels for the treatment groups.

It has been shown that the arginase enzyme activityases in cancer patiens and
this leads to the formation of polyamines throughitbine which may be important for
cancer development. As a result of this mechanié@ level decreases and this mechanism
also may play a role in cancer development. Finddhgncreased level of ADMA as a

important NOS inhibitor in animals with cancer igpporting the previous studies. As an idea
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that ADMA may have a role in cancer developmeniyatlld be important to inhibit ADMA
synthesis and therefore removing of NO inhibitidhis stage may have a starting point to

develop possible new agents for the cancer prememii treatment and open a new line for
the cancer research.

Key words: Breast cancer, ADMA, SDMA,Vitamin C, Vitamin E.
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