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SIMGE VE KISALTMALAR

Al : Hepatik arginaz

All . Ekstrahepatik arginaz

ADC . Arginine decarboxylase

APT : Aminopropyl transferase

CDK : Cyclin dependent kinase

cGMP . Cyclic guanosine monophosphate
COX-2 : Cyclooxygenase-2

DNA : Deoksiribonukleik asit

DMSO : Dimetil sUlfoksit

eNOS . Endoteliyal nitrik oksit sentaz

GTP : Guanosine triphosphate

HPLC : High Performance Liquid Chromatography
ISPF . a-isonitro-sopropiophenone

INOS . induiklenebilir nitrik oksit sentaz
MDA : Malondialdehit

NADPH . Nikotinamid adenin dinUkleotid fosfat
NF-kB : NUkleer faktdr kabba B

NNDA : N-naphthylethylene diamine

NO . Nitrik oksit

NOS - Nitrik oksit sentaz

NNOS : Noronal nitrik oksit sentaz



oDC . Ornithine decarboxylase

RNA : Ribonukleik asit

ROS : Reactive oxygen species
SAM . S-adenozilmetiyonin
SOD . Superoksit dismutaz
TCA : Trichloroacetic acid

TNF-a : TUmor nekroz faktor a



GIRIS VE AMAG

Meme kanseri, akciger kanserinden sonra dinyada gorilme sikligi en yuksek
olan kanser turudur ve gelismis ulkelerde her 10 kadindan birinin, yasaminin

herhangi bir déneminde yakalandidi bir hastaliktir (1).

Meme kanseri, meme ve epitelyum dokusundan kaynaklanan malign bir
timordur (2). Tumoran tedaviye verdigi yanitin degerlendiriimesi ve metastazlarin
erken dénemde onlenebilmesi igin bazi timor belirtegleri kullanilir. Kanser turlerinde
artan enzim aktivitesi, arginaz enziminin kanserde bir belirte¢ olarak kullaniima

potansiyelini ortaya koymaktadir (3).

Arginaz, L-argininin ure ve L-ornitine hidrolizinden sorumlu bir metalloenzimdir.
Arginazin memelilerde arginaz | (hepatik) ve arginaz Il (ekstrahepatik) olmak tzere iki
izoformu vardir (4). Birinci izoenzim karacigerde baskin olan sitozolik bir enzimdir ve
tre déngusiinden sorumludur. ikinci izoenzim birgok dokunun mitokondrisinde yer alir
ve hdcredeki arginin/ornitin  konsantrasyonun duzenlenmesinden sorumludur. Bu
izoenzim ayrica hucreye prolin, glutamik asit, poliamin saglanmasinda rol

oynamaktadir (5).

Hucre igi poliamin seviyesi belli sinirlar igerisinde tutulmaktadir. Poliamin
seviyesindeki azalma hlcre buylUmesini engellerken, poliaminlerin asiri artigi da
hicreler igin toksiktir. Bu yuzden, hlcreler hizli ve hassas bir sekilde poliamin

seviyesini duzenleyici mekanizmalara sahiptir (6).
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Nitrik Oksit Sentaz (NOS) L-argininin, nitrik oksit (NO) ve L-sitrulline
oksidasyonunun katalizinden sorumlu enzimdir (7). NO, normal fizyolojik kogullarda
dengenin surdurtilmesinde dnemli bir etkendir (8). Nitrik oksitin dnemli fonksiyonlari
arasinda, vaskuler tonusun saglanmasi, trombosit aktivasyonunun onlenmesi ve
endotele l6kosit adezyonunun sinirlandiriimasi vardir (9). Indiiklenebilir NOS (iNOS)
ile Uretilen ylksek konsantrasyonlardaki NO ise hasari arttirir. Bundan dolayr NO
akut inflamatuar olaylarda hem koruyucu hem de hasar verici bir molekul olarak etki

gOsterebilir (8).

Luteolin (3',4',5,7-tetrahydroxyflavone), bitkilerde yaygin olarak bulunan,
antioksidan, pro-oksidan, antiinflamatuvar, anti kanserojen, anti anjiyogenez ve anti

metastatik aktivitelere sahip bir flavonoidtir (10,11).

Bu calismada antikarsinojenik Ozelligi ortaya konmus olan luteolinin; meme
kanseri (zerine olan etkilerinin arastirimasi planlanmistir. ilk kez bu galisma ile
luteolinin kanser ile iliskili bulunan arginaz enzim aktivitesi, ornitin, nitrik oksit ve

poliamin duzeyleri Gzerine olan etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir.



GENEL BILGILER

MEME KANSERI

Meme kanseri kadinlarda kanserin en sik gorulen tipidir, 06zellikle
postmenapozal donemdeki kadinlarda en sik gorulen kanserdir ve insidansi giderek
artmaktadir (12-14). 2006 yilinda Avrupa’da yapilan bir ¢alismanin sonuglarina
gore, kadinlarda ortaya cikan kanserlerin %28.9’'u, ve kansere bagh olumlerin
%17.6'sit meme kanserine baglidir (15,16). Ulkemizdeki kadinlarda ise kanser
vakalarinin %24.5’i ve buna bagli dlumlerin %5.7’sine meme kanseri neden
olmaktadir (17).

Kanser, hicrelerin kontrolsuz bir sekilde ¢odalmasi, invazif nitelik kazanmasi
ve metastaz yapmasi ile kendini gosteren ve halen gelismis ulkelerin 6lum
istatistiklerinde kalp ve damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer alan olduricu
bir hastaliktir (Tablo 1) (18,19). Meme kanseri 30 yasindan 6nce az gorulmekle
birlikte, 30 yasindan sonra gorulme hizi artmaktadir. Bir kadinin tim yasami
boyunca meme kanserine yakalanma ihtimali %10’dur (20). Uluslararasi kanser
arastirmalari ajansi tarafindan 2013’de yapilan calismaya bakildiginda, erkeklerde
en sik akciger ve prostat kanseri, kadinlarda ise meme ve kolorektal kanserler basta
gelmektedir (Sekil 1,2) (17).



Meme kanserinin mortalitesi, c¢esitli nedenlerle, olduk¢a sabit kalmistir;
mortalite 1971°den beri 50 yasin altindakilerde %6 artmistir. Ote yandan, insidansi

yilda %1 oraninda artig gostermektedir.

Erkekte meme kanseri Batili Ulkelerde tim meme kanserlerinin %1’ini
olusturur. Hastaligin biyolojisi ve etiyolojisi iyi anlasiimis olmasa da, Klinefelter
sendromu, hiperostrojenik durumlar, travma ve radyasyon etkisiyle iligkisi ileri

surdimustuar (21).

Kadin Erkek
Meme Akciger
Kolorektal Prostat
Serviks Kolorektal
N Mide
Akciger
Endometriyum Karaciger
Hzofagus
Mide €
Over Mesane
Tiroid Non-Hodgkin
Lenfoma
Karaciger Bobrek
Mon-Hodgkin Lasemi
Lenfoma Dudak ve
Lasemi oral kavite
Pankreas Pankreas
Ozofagus Larinks
Bdbrek Beyin
B insidans B insidans
Beyin B Giam orani Melanom B Siam orani
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 S0
Yuz Bin : Yz Bin

Sekil 1. 2012 yih diinya ¢apinda kanser tiplerinin cinsiyete gore insidans ve

olum oranlan (17).



Tablo 1. 2009 yilinda Tiirkiye’de 6lum nedenlerinin cinsiyete gore dagilimi

Kadin Erkek Toplam

Kalp ve damar hastaliklari 44.4 36.2 39.9

Kanser 16.0 24.4 20.7

Solunum yolu hastaliklari 7.4 10.1 8.9

Metabolik hastaliklar 8.3 4.8 6.4

Zehirlenme ve travma 2.0 4.9 4.0

Diger 21.0 19.6 20.2

Kadin Erkek
Memsz Akciger
Tiroid Prostat
Kolorektal Mesane
Mide Kolorektal
Endometriyum Mide
Akciger Non-Hodgkin
Lenfoma
Beyin Larinks
Over Lasemi
Mon-Hodgkin .
Lenfoma Bobrek
Lasermri Pankreas
Babrek Beyin
Serviks Karaciger
MMesane Gzofagus
Pankreas Tiraid
B insidans R B insidans
Gzofagus B Giim oran n[\wﬁiigllsﬁ W oiam orani
0 20 40 80 80 0 20 40 60 80
Yuz Bin YUz Bin

Sekil 2. 2012 yih Tiirkiye’de kanser tiplerinin cinsiyete gore insidans ve 6lum

oranlari (17).

MEME ANATOMISI

Memeler, klavikula ile altinci-sekizinci kostalar arasinda yer alirlar (22).
Mediolateral yerlesimleri de sternum ile orta ¢izgi arasindadir (23). Toraksin éninde
yuzeyel fasyadadirlar ve derinde pektoral kaslardan derin fasya ile ayrilirlar. Meme
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derin fasyadan kolayca ayrilabilir. Ancak Cooper ligamanlari ile cilde sikica
baglanmistir (24). Derinde memenin buylk kesimi pektoralis major kasi Uzerindedir.
Lateralde serratus anterior kasinin, medialde rektus kasi kilifinin st kismini orter
(Sekil 3) (25).

Kan Dolagimi

Arterler: Beslenmesi internal torasik arterin (internal mamarian arter) perforan

dallari, interkostal arterler ve aksiller arterden ¢ikan ¢ok sayidaki daldan olur (27).

Venoz drenaj: Drenajin blyuk bir kismi aksiller venedir. Ayrica internal

torasik, lateral torasik ve interkostal venedir (24).

Kopricik kemigi

Kaburga

Bag dokusu
Yag dokusu

Areola

Meme
i)asl
Sut kanah

Sut bezi
Cilt

Sekil 3. Meme anatomisi (26).



Lenfatik Drenaj

Lenf damarlarinin gcogu venleri aksillaya dogru takip ederler. Drenajin % 75
kadari aksiller lenf nodlarinadir (24). Dis yari anterior aksiller veya pektoral nodlara
drene olur. Medial yari interkostal bosluklari gecer ve toraksta yer alan internal
torasik arter boyunca uzanan nodlara drene olur. Bazilar posterior interkostal
nodlara, diger memenin lenf damarlarina ve anterior abdominal duvar lenf

damarlarina agihirlar (27).
Meme Kanserinin Histopatolojisi

Memeyi olusturan sut bezleri ve dretilen sutu tasiyan kanallari doseyen
hdcrelerin kontrolsuz olarak ¢ogalmalari sonucunda meme kanseri geligir (28).
Histolojik olarak meme karsinomlari insitu ve invaziv karsinomlar olmak Uzere iki ana
gruba ayrilmaktadir. Kanser hucreleri, cevresindeki bazal hicreleri astiginda invaziv,

asmadiginda in situ olarak isimlendirilir (Sekil 4) (29).

normal kanser Ba G
i hiicreleri 99, V¢
hiicreler AT / (’(o‘);

>

kanser 4
hijcreleri,/{;"

5 .
30
'rt

hiicre duvan hiicre duvari

Normal duktus veya lobul in situ karsinom invaziv karsinom

Sekil 4. Meme kanseri tipleri (30).

Memenin patolojik olarak siniflamasi (WHO siniflamasi) :
1. in situ karsinom
- In situ duktal karsinom

- In situ lobuler karsinom



2. invaziv karsinom

- invaziv duktal karsinom

- Invaziv lobuler karsinom

- Tubuler karsinom

- Invaziv kribriform karsinom

- Meduller karsinom

- Musin6z karsinom

- invaziv papiller karsinom

- invaziv mikropapiller karsinom

- Apokrin karsinom

- Sekretuar (juvenil) karsinom

- Adenoid kistik karsinom

- Metaplastik karsinom

- Noroendokrin karsinom

- Mikst tip karsinom

- Skuamoz tip karsinom

- inflamatuar karsinom olarak siniflandiriimistir (31).
Risk Faktorleri

Yas: Meme kanseri 20-30 yaslari arasinda ¢ok seyrek goralur. Bir kadinin
meme kanserine yakalanma olasiliyi yasa bagli olarak giderek artar. Genellikle

meme kanseri postmenapozal ddonemde gorulur (32).

Ailede meme kanseri oykusu: Bir kadinin ailesinde meme kanseri oykusu
bulunmasi, kendisinde de meme kanseri gelismesi olasiligini artirir. Bu olasilik aile

bireyleri arasinda genetik ve c¢evresel faktorlerin ortak olusuna baglidir. Birincisi
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spesifik bir genetik defektin dogrudan dogruya kalitimla gegmesi, ikincisi ise ¢evresel
faktorlere dayali bir egilim olabilir. Kalitimla gegen hastaliklarin birgogu gibi meme
kanserinin genetik tipleri de hastaligin daha erken yasta ortaya c¢ikmasi, bilateral

olusu ve yUksek bir penetrans ile karakterizedir (21).

Genetik faktorler: Dominant olarak kalitimla gegen meme kanserinin, ailesel
meme kanserinin kuguk bir dali oldugu vurgulanmahdir. Bu genetik tip, meme

kanserlerinin sadece %7-8'iyle ilgilidir.

BRCA1, meme ve over kanserlerine egilimi ¢ok artiran spesifik bir gendir.
Kalitimla gecen meme kanserlerinin dnemli bir kismindan sorumlu bu gen 17’nci
kromozomda lokalizedir. Mutasyona ugrayan bu gen otozomal dominant geger. 300
kadindan biri bu geni tagir. Tim yas gruplarindaki meme kanserlerinin %4’inde, 40

yasin altinda ortaya ¢ikan meme kanserlerinin %25’'inde bu gen bulunmaktadir (21).

Cevresel faktorler: Dinyanin gesitli bolgelerinde meme kanser insidanslari
farkhlik gosterir. Bu farklarin sadece genetik olmadigi, gé¢gmenlerde meme kanseri
insidansinin da degismesinden anlasilabilir. Ornegin, ABD’ye gé¢ eden Japon
kadinlarinda meme kanseri insidansi kendi yasamlari suresince pek degismez; ama
kendilerinden sonraki jenerasyonlarda insidans giderek artar ve beyaz Amerikan

kadinlarindaki insidansa ulasir.

Gelismis  Ulkelerde meme kanserinin  insidansi, gelismekte olan
ulkelerdekinden 6nemli derecede yuUksektir. Bu Ulkeler arasinda Japonya farklilik
gOsterir. Japonya’ da meme kanseri insidansi, Kuzey Amerika ve Kuzey
Avrupa’dakinin yarisi kadardir; fakat son yillarda Japonya’ da da artig gozlenmektedir
(21).

Diyet: Cevresel faktorler incelendiginde en c¢ok ele alinan diyetle ilgili
faktorlerdir. Yagdan zengin diyetle beslenen kadinlarda yapilan ¢alismalarin bazilari
meme kanseri insidansinin arttigi, bazilari da degismedigi sonucunu vermistir. Fazla
miktarda yag/kalori ile beslenmenin deney hayvanlarinda meme tumoru gelismesini

stimule ettigi kanitlanmigtir.

insanlar diyetlerinde kompleks bir karsinojenik ve antikarsinojenik karigim

almaktadirlar. Ornegin 1zgara ya da kizartma et ve kizartma bah@in gesitli mutajenik



heterosiklik aminler icerdigi bilinmektedir. Bu maddenin laboratuvar hayvanlarinda
meme kanserine neden oldugu kanitlanmistir ve insan karsinojenezinde de 6nemli
oldugu dustnulmektedir. Diger yandan antioksidan vitaminlerden C, E ve A’nin
meme kanseri riskini azalttigi ileri sUrllsede, prospektif ¢calismalarda bu vitaminlerin

meme kanseri insidansi Uzerinde etkisi gorilmemistir (21).

Alkol: Meme kanseri riski ile en gug¢li baglanti alkol alinmasidir. Cesitli
¢alismalarin sonuglarina topluca baktigimizda gunlik alinan alkol miktarinin artisiyla

rolatif riskin de arttigr gézlemlenmistir (21).

Sigara: Sigara ile meme kanseri arasinda net bir iliski saptanmamasina karsin
pasif sigara dumanina maruz kalmanin bazi calismalarda meme kanseri riskini

arttirdigi saptanmistir (32).

Radyasyon: Kadin memesinin iyonizan radyasyon etkisine kanser olusumu
bakimindan duyarlihgi, atom bombasindan sonra sag kalan Japonlarin ve tiberkuloz,
skolyoz tedavisi i¢in ya da selim hastaliklar igin radyoterapi uygulanan kadinlarin
incelenmesiyle gosterilmigtir. Toraks duvarina yuksek dozda iyonizan radyasyon

meme kanseri riskini artirir (21).

immiinosiipresyon: immiinosiipresyon yapilan hastalarda (6rnegin, organ

transplanti alicilarinda) genellikle kanser insidansi ylksektir.

Daha énce meme kanseri gecirmis olmak: invaziv kanser nedeniyle
mastektomi yapildiktan sonra oteki meme izlenirken, bu memede de bir kanser
ortaya ¢ikma riski her yil igin %0.5-1’dir. Bir meme kanseri gegiren kadin, olasi bir

ikinci meme kanserinin erken tanisi amaciyla dikkatle izlenmelidir (21).

Endojen endokrin faktorler: Hormonlar meme kanseri riskini ve prognozunu
etkiler, erkeklerin meme kanserine yakalanma riskinin distk olusu da farkli hormonal
ortami akla getirir. Bir kadinin regl olmaya basladigi yas (menars), menopoza girdigi
yag, dogum yapmig olmasi ve ilk dogum vyaptigi yas, meme Kkanserinin
belirlenmesinde énemli faktorlerdir. Menars ile ilk gebelik arasinda gegen zamanin
ileride meme kanseri riski bakimindan 6nemli olaylarin cereyan ettigi bir donem

oldugu belirtilmistir. Bu konuda "estrogen window" hipotezi vardir: ilk gebelikten
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onceki ovulatuvar sikluslerin sayisi bir kadinin yagami boyunca meme kanseri riskini
belirler (21).

Benign meme hastaligi: Benign meme hastaligi ile meme kanseri riski
arasindaki iliski proliferasyonun olup olmamasina bagli degisebilir. Atipik hiperplazi
olan kadinlarda 4-5 kat, atipik hiperplazi yaninda birinci derece yakininda meme

kanseri 6ykusu olanlarda 9 kez risk artigi bulunmustur (32).

Hormon replasman tedavisi: Hormon replasman tedavisinin meme kanseri

riski Uzerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gorulmemigtir (21).

Herediter sendromlar: Meme kanseri riski bazi sendromlarda artar. Bunlar;
Lynch Tip Il, Li-Fraumeni Sendromu, Cowden Hastaligi ve Ataksi Telenjiektazidir
(32).

ARGINAZ ENZiMi

Ure dénglisiinde L-argininin, (ire ve L-ornitine metabolize edilmesini saglayan
enzim olan Arginaz, ayni zamanda hucre ¢ogalmasi icin gerekli olan biyokimyasal
yollarda da bulunur (Sekil 5) (33,34). Arginaz enziminin A | (hepatik arginaz) ve A Il
(ekstrahepatik arginaz) olmak Uzere iki izoformu vardir. A | sitozolik bir enzimdir ve
karacigerde yer alir, A Il ise mitokondriyal matrikste lokalize olmustur (35). A I'in
primer gorevi Ure sentezi ve amonyagin detoksifikasyonu iken, A Il ornitin, prolin ve

glutamatin sentezi gibi biyosentetik fonksiyonlarda gorev alir (33).

Arginaz bakimindan en zengin organ ure dongusunun bulundugu karacigerdir
(36,37). Ancak, bobrek, beyin, tiroid bezi, tikruk bezi, eritrosit, trombosit, rumen,
meme dokusu, iskelet kasi, fibroblast, makrofaj, bagirsak, dalak, uterus, testis, brons
lavaj sivisi gibi ekstrahepatik dokularda da arginaz enziminin oldugu belirtiimigtir (38).
Arginin, metabolik olarak g¢ok yonlii aminoasitlerin en énemlilerinden biridir. Ure
sentezindeki gorevi disinda ornegin; nitrik oksit sentaz (NOS) ile nitrik oksit (NO) ve
L-sitrulin, arginin dekarboksilaz (ADC) ile agmatin ve karbondioksit (COz2) olusturur
(39-41).
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o NH, . CH,
o ARGINAZ | Q
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CH, :
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CoO™ COOH
L- arginin L- ornitin Ure

Sekil 5. L-argininden L- ornitin ve tre olusumu.

Ure, protein metabolizmasindaki son Uriindlr, karacigerde sentezlenir, kana
birakilir ve bobrekler tarafindan temizlenir; bu da, atilan azotun %80-90’ini olusturur
(42). Artan amonyak miktari santral sinir sistemi Uzerinde toksik etki
olusturdugundan, karaciger tarafindan hizlica treye doénusturilir. Bu donisum Ure
dongusu ile meydana gelir. Bu déngu Krebs ve Henseleit tarafindan bulundugu igin
ayni zamanda Krebs ve Henseleit dongusu olarak da isimlendirilir (Sekil 6) (43).
Arginazin katalizledigi basamagin diger urinu olan ornitin, bir sonraki Ure dongusu
cevrimi icin tekrar karaciger mitokondrilerine girer. Bu gorevine ek olarak 6zgun
memeli ve bakteriyel poliaminler olan spermidin ve sperminin onculleri olarak hizmet
gorur (Sekil 7) (42).

Arginaz Enziminin Kinetik Ozellikleri

Okaryotik ve prokaryotik orjinli tiim arginazlarin 6zellikleri aynidir. Fizyolojik
aktivatori Mn*? olan arginazin Ni*2, Co*?, V*?, Cd*? ve Fe*? gibi metal iyonlarinida
kofaktor olarak kullanmaktadir. Maksimum aktivite gosterebilmek igin metal iyonlarina
ihtiyag duyan arginaz, en yiksek aktiviteyi Mn*2 varliginda gosterir. Hg*? ve Ag*? gibi
agir metal iyonlari enzimin aktivitesini azaltmaktadir (44). Arginaz enzimi, maksimum

aktivitesini gosterebilmesi igcin Mn*? iyonlari yaninda 55°C’de preinkiibasyon
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gerektirmektedir. 55°C’de yapilan preinkiibasyon, enzim aktivitesini Mn*? varliginda
%110 artirir (46). Arginazin arginini hidroliz edebilmesi i¢in gerekli optimum pH, 9.4
ile 9.8 arasidir (38).

Metal iyonlari varliginda aktiflenen arginaz enziminin ornitin ve lizin kompetitif
inhibitor iken, valin, |6sin, izolésin gibi dalli amino asitler unkompetitif inhibitorleridir.
Arginaz enzimi katalizorliginde olusan urenin, ornitin gibi inhibitor etkisi yoktur.
Karacigerde ylksek miktarlarda bulunan arginaz I'in hem anyonik hem de katyonik
formlari tanimlanirken, bobrekte de arginaz II'nin katyonik ve anyonik formlari

belirlenmistir (47).

Arginaz enzim mekanizmasinda anahtar rol oynayan Ozellik, substrat
ozgulluguduar. Arginaz enzimi yan zincirinde bulunan aminoasit substrat 6zgulligunde
rol oynar. Arginaz enziminin yan zincirinde bulunan aminoasitin guanidium grubunun
olmasi, yan zincirin uygun uzunlukta olmasi ve hidrofobikligi substrat 6zgulliginde
onemli rol oynar. Arginaz enzim aktivitesi igin gerekli olan metal iyonlari bu aktiviteyi
hidroksil grubuna baglanarak saglar. Arginaz enziminin substrati olan guanidium,
yapisinda hidroksil iyonu igerir. Mn*? guanidium Gzerindeki hidroksil iyonunu aktive
ederek arginaz enzim aktivasyonu saglanir. Arginaz enziminin aktif bdlgesinde
bulunan aminoasit kalintilari ya direkt olarak ya da Mn*? {izerinde fonksiyon gorerek

kataliz icin kritik rol oynamaktadir (47,48).

Arginaz Enziminin Klinik Onemi ve Kanserle Olan iligkisi

Azot detoksifikasyonunda Onemli olmasi, NOS aktivitesini indiklemesi,
poliaminler, agmatin, prolin ve glutamat sentezi igin argininin kullanilabilirligini
dizenleme potansiyelinden dolayr duzenleyici enzim olarak arginaza olan ilgi

artmaktadir.

Arginaz enzimi ve NOS vyara iyilesmesi, inflamatuar sureg, hicrelerde immun
cevap regulasyonu, diyabet ve timor biyolojisinde dnemli rol oynamaktadir (50,51).
Arginaz, hucrelerin bliyumesi ve gelismesi icin 6nemli molekuller olan prolin ve
poliaminlerin sentezi i¢in ornitin saglarlar (52). Bagisiklik sisteminde Arginaz | ve

I’nin artisi, immuansitokin cevabina yol agar. Arginaz | ve II'nin artigi, bagisikhgin
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yetersizligi ile ilgili hastaliklarin patofizyolojisinin anlasiimasinda 6nemli rol oynayabilir
(50).

Co,
CO, + NH*

NH,
=
2Mg-ATP NHg*
=NH
e
CHy~NH
¢
¢H,
H-&-NH,*
CO0~
- L-Arginin HC-COO~
H,N-(IE—O-;"I;-O' 'OOC-éH
Karbomoil L
fosfat P,
?IJH C.OO'
C-NH-§-CH
1 1 ]
CHy~NH CHeNH  CH,
&H, CH, coo"
¢H-\ ¢“.~ Arginostiksinat
H-C-NH,* H-C-NH,*
CO0~ CO0~

AMP + Mg-PP,

L-Aspartat

Sekil 6. Ure dongiisii (45).

Saglikh kisilerde serum arginaz aktivitesi duguktur (53). Arginaz aktivitesinin
psoriasis hastaligi gibi bazi cilt hastaliklarinda ve hiperkeratinizasyonda arttigi
belirtiimistir (54). Serum arginaz aktivitesinin akut hepatitis, safra kanallarinin malign
tumora, karaciger metastazlari, siroz gibi hicre harabiyetine neden olan malign ve
benign karaciger hastaliklarinda arttigi gortulmuastir. Bazi kanser vakalarinda da,

serum ve doku arginaz duzeylerinin arttigi bildirilmistir (55,56).

Arginazin olasi kanser durumlari igin belirleyici enzim olabilecegi
dusundlmektedir. Birgok arastirmaci tarafindan arginazin kanserle olan yakin iligkisi,

cesitli calismalarla ortaya konmustur (55-57). Akciger kanserli hastalarda doku
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arginaz duzeyleri arastirilmig ve tumor dokularindaki enzim duzeylerinin saglikh
dokulara gore daha yuksek oldugu bulunmustur. Bu artig, poliamin biyosentezinin
hizlandirilmasi nedeniyle kanser gelisiminde onemli rol oynayabilecegi seklinde
aciklanmistir (58). Kolorektal kanserli hastalar Gzerinde yapilan bir ¢alismada, doku
arginaz aktivitesi normal dokudan daha yuksek bulunmustur (59). Kalin bagirsaktaki

kanserli dokularda da arginaz aktivitesinin yuksek oldugu gozlemlenmistir (60).

L-arginin \
\;V’“" Arginositiksinat
S |z
v 9]
v
L-ornitin Agmatin NO
Ure L-sitrulin
Glutamat
v
l Putresin
GABA Spermidin
Spermin
POLIAMINLER

Sekil 7. L-argininden poliamin, GABA ve NO sentezi (49).

Arginaz enzimi, karacigerde yuksek konsantrasyonlarda bulunan, karacigere
0zgu bir enzimdir. Ashamiss ve arkadaslarinin karaciger nakli olan hastalar Uzerinde
yaptiklari bir galismada nakilden sonra serum arginaz enzim aktivitesinin karaciger
fonksiyonlarini belirlemede kesin ve énemli bir parametre oldugu belirtiimistir (61).
Hormonlar ve arginaz enzim aktiviteleri Gzerinde vyapilan c¢alismalarda,

kortikosteroidler, glukagon ve ostrojen hormonlarinin arginaz aktivitelerini indukledigi
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ve bu hormon seviyelerindeki degisimlerin enzim aktivitelerinde de degisim meydana
getirdigini belirtmektedir. Yine yapilan c¢alismalarda kortikosteroidlerin karaciger
arginazini aktive ettigi, ancak hormonlarin bdbrek arginazi Uzerine bir etkisi olmadigi

saptanmistir (51,62).

Diyabet ve diyabetik retinopati Uzerinde yapilan galismalarda arginaz Il enzim
aktivitesinin bu hastaliklarin gelisiminde énemli rolinin oldugunu ve arginaz Il enzim
aktivitesinin inhibisyonunun terapotik amacli kullanilabilecegi belirtiimigtir (63).
Arginaz enzim aktivasyonunun NO sinyalizasyonu, kollajen sentezi, poliamin bagimh
vaskuler diz kas proliferasyonunu kapsayan mekanizmalarla yasa bagli vaskiler ve
kardiyovaskuller hastaliklarda 6nemli fonksiyonlara sahiptir (64,65). Orak hicre
hastaligina bagll olarak eritrosit arginazinda artis oldugu ve bu artisin heterozigot
grubun homozigot gruba gobre daha az aktivite gosterdigi tespit edilmistir (66).
Depresyon geciren hastalarda antidepresan ilag tedavisi oncesi ve sonrasindaki
arginaz aktivitelerine bakilmig ve meydana gelen arginaz aktivite artigi, arginaz ve

nitrik oksit arasindaki iliskiden kaynaklanacagi sonucuna variimistir (67).

insanda arginazi sifreleyen iki farkli yapisal gen lokusunun oldugu
bilinmektedir (68,69). Birinci lokus, eritrosit ve karacigerdeki enzim aktivitesinin
%90’ indan; bdbrek, mide, bagirsak ve beyindeki aktivitenin ise yaklasik %50’sinden
sorumludur. ikinci lokus ise karaciger ve eritrositlerdeki aktivitenin %5’'inden sorumiu

iken bobrek, mide, bagirsak ve beyindeki aktivitenin ise %50’sinden sorumludur (68).

POLIAMINLER

Memeli hucrelerinin timunde poliaminler bulunur. Bunlar putresin (diamin),
spermidin (triamin) ve spermin (tetraamin)’dir (Sekil 8) (70). Ornitinden ornitin
dekarboksilaz (ODC) enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonla putresin, spermin ve
spermidin gibi poliaminler sentezlenir (Sekil 9). ilk reaksiyon ODC araciligiyla bir
molekul CO2 ¢ikmasi ile putresin olusur. Putresin; spermidin sentaz ile spermidine,
spermidin de spermin sentaz tarafindan spermine donusturalur ki bu esnada her iki
reaksiyonda da dekarboksillenmis S-adenozilmetiyonin, metiltiyoadenozine gevrilir

(45). Fizyolojik pH’da poliaminlerin proton gruplari protonlanmaktadir. Yapisal olarak
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bakildiginda poliaminler pozitif yUkleri alifatik karbon zinciri boyunca dagilan
molekullerdir (73).

Poliaminler, tim hucrelerde buiyume, gelisme ve farklilagsma igin anahtar rol
oynar (74). Prokaryotlar putresin ve spermidine sahip iken, dkaryotlar bu poliaminlere
ek olarak spermine de sahiptirler. Arkeobakter, algler ve bazi yuksek bitkiler bu Ug¢

poliaminin homolog analoglarini igerirler. Poliaminlerin "vazgegilmez ubik" olarak

Putresin NH
HQNM’ 2
NH,CH,CH,CH,CH,H,N
Spermidin NH
NH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,CH,H,N H

Spermin

H
N NH
NH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,H,N HzNMHM’ SN2

Sekil 8. Poliaminlerin kimyasal yapilan (71,72).

adlandirilmalarinin nedeni, onlarin batan hacrelerde bulunmalarinin yani sira, evrimin
hem ilk evrelerinde hem de evrim boyunca varliklarini surdlirmelerinden
kaynaklanmaktadir. Poliaminlerin inaktive edilmesi, proliferasyonu ©nledigi gibi,
bdylime hizini da yavaslatir, hatta durmasina yol agar. Proliferasyonun durmasi ise

bir stire sonra o canli hiicre ya da organizmanin 6lumu ile sonlanacaktir.

Poliaminler  (rutin olarak) ihtiyaca yonelik sentezlenirler. Hucresel
konsantrasyonlari ¢ok hassas olarak dizenlenir (73). Poliamin seviyesindeki azalma
hicre buyumesini engellerken, poliaminlerin asiri artisi da hicreler icin toksiktir. Bu

yuzden, hucreler hizli ve hassas bir sekilde poliamin seviyesini duzenleyici
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mekanizmalara sahiptir. Hucreler ihtiyaclarina gore yeni poliaminler sentezleyebilirler
veya her bir poliamini birbirine donusturebilirler (6). Hizli gogalan hicrelerde buyume
faktorleri veya hormonlar ile meydana gelen uyarilma, hlcre i¢i poliamin seviyesinin

yukselmesine sebep olur (75).

oDC

ORNITIN —'T» Putresin Spermin

co,

S-Adenozilmetiyonin Metiltiyoadenozin

Metiltivoadenozin
S-Adenozilmetiyonin

Spermidin

Sekil 9. Ornitinden poliaminlerin sentezi.

Poliaminlerin fonksiyonlarinin cogu DNA, RNA protein ve membranin negatif
yukli molekulleri ile kurulan baglantilar ile gergeklesir (74). Cesitli kanser turleri
uzerinde yapilan ¢alismalarda hucre igi poliamin sentezinin arttigi belirtilmistir. Hlcre
buyumesi icin gerekli olan putresin, spermidin ve spermin, transkripsiyon, translasyon

ve protein sentezinin baglamasinda fonksiyon goren alifatik poliaminlerdir (51,76,77).

Poliamin Metabolizmasi

Poliamin biyosentezi iki yolla gergeklesir. Birinci yolda arginin ure kaybederek
dnce ornitin, daha sonra ODC ile CO2 kaybederek putresini olusturur. ikinci yolda ise
arginin, arginin dekarboksilaz tarafindan dekarboksile edilerek 6nce agmatin ve
bundan da ure cikisiyla putresin meydana getirilir. Spermidin ve spermin ise ya

putresinden ya da bazik bir amino asit olan metiyonin Gzerinden sentezlenmektedir.
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Metiyoninden 6nce S-adenozilmetiyonin (SAM) sentezlenir, sonra bundan SAM
dekarboksilaz enziminin katalizorligunde dekarboksile olmus SAM meydana gelir ve
bundan da aminopropil transferaz (APT) enzimi yardimiyla spermidin ve spermin
sentezi gerceklestirilir (Sekil 10) (78). ilk reaksiyonu katalizleyen ODC enzimi; arginaz
enzim aktivitesinin yukselmesi ile dogru orantili olarak aktive olmaktadir (42,79,80).
Cesitli biyokimyasal ¢alismalarda, her biri kalinti subunitten olugsmus, iki aktif alan
iceren homodimer yapisinda oldugu gosterilmistir (81). SAM dekarboksilaz, poliamin
biyosentezindeki ikinci hiz kisitlayici enzimdir (82). S-adenozilmetiyoninin
dekarboksilasyonu bu bilesigi poliamin sentezine sokar ve bir metil vericisi olarak
gorev alir. Bu yuzden, spermidin ve spermin biyosentezi igin gerekli bir enzimdir (83).
Her iki enzim de poliamin biyosentezi ve degragasyonunun hiz sinirlayici enzimleridir
(84).

Poliaminlerin Klinik Onemi ve Kanserle Olan iliskisi

Poliaminler hucrelerin buyumesi ve gelismesi igin dnemli biyomolekullerdir,
hizli baylyen hicre ve dokularda ylksek konsantrasyonlarda bulunurlar (86,87).
Buyume ile iligkili genler, drnegin; c-fos ve c-myc protoonkogenleri hiicresel cogalma
surecinde aktive edilirler. Mitojenik uyariyi takiben poliamin sentezinde es zamanli bir
artis ve c-fos protoonkogeninin transkripsiyonu gozlenmistir. Benzer olarak kotl
huylu dontsum poliamin sentezinde bir artiga neden olmaktadir. Poliaminlerin c-myc
ve c-fos transkripsiyonunu artirdigi gdsterilmistir (88). Poliaminler bu ylizden blylime
sureci icin gerekli maddeler olup ayni zamanda karsinogenezle de iliskilidir (89).
Biyolojik sivilarda poliamin 0olgimu, kanserlerin teshisinde, kanser tedavisinin
izlenmesinde ve yeniden nuksun degerlendiriimesinde vyararli bir ara¢ olarak
kullaniimaktadir. Poliamin konsantrasyonlarinin meme kanserinde de arttigi, tumor
poliamin konsantrasyonlari ile timdrin yeniden niks etmesi arasinda pozitif bir

korelasyon oldugu bulunmustur (90).

Poliaminlerin hlicre iginde anabolik etkileri ve ¢ogalmasi igin gerekli oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle otonom hicre ¢ogalmasi olan neoplastik hastaliklarda,
gerek kanserli dokularda gerekse vucut sivilarinda poliaminlerin yuksek olmasi

beklenir. 1800’lerde, 16semili hastalarin dalaginin spermin yoninden zengin oldugu,
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bundan 100 yil sonra lésemiden 6lmus bir hastanin kemik iligi ve karacigerinde
poliamin duzeylerinin yuksek oldugu bildirilmistir. 1971 yilinda Russel ve arkadaslari,
kanserli hastalarin idrarinda poliaminlerin artisini saptadiktan sonra c¢aligmalar,

kanserli hastalarin diger vicut sivilarina ve kanserli dokularina yénlendirildi (91).

Ekstraseliiler

f,-f"'_ bogluk
Poliamin \" Arginin
Transportu | Poliamin
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Sekil 10. Poliamin biyosentezi ve metabolizmasi: AdoMet DC: S-
adenozilmetiyonin dekarboksilaz, APAO: N-asetilpoliamin oksidaz, SMO:

Spermin oksidaz, SSAT: N-asetiltrasnferaz (92).

Indamar ve arkadaslari, erken donem meme kanserinde, serum putresini %59,
spermidini %39 ve spermini %94 oraninda yuksek bulmuslardir (93). Loser ve
arkadaslari, pankreas kanseri olan hastalarin idrarinda putresini %93.4 ve spermidini

%81.5 oraninda yukseldigini bulmuslardir. Ayni calismada idrardaki putresin
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konsantrasyonu ile timor boyutlar arasinda dnemli bir iligki saptanmistir (94). Yine
Loser ve arkadaglari kolon kanserli hastalarin serum, idrar ve kolon mukozalarinda,
poliamin seviyelerini hem kolon kanserli hastalarda, hem de malign olmayan

gastrointestinal hastaliklarda yiksek bulmuslardir (95).

Horn ve arkadaslari, meme, prostat, jinekolojik kdkenli ve orjini bilinmeyen
metastatik kanserli hastalardan alinan ornekleri incelemigler ve poliamin seviyelerini
anlamli derecede ylksek bulmuslardir (96). Kubota ve Umeki, Uriner poliamin
duzeylerinin malignitelerde tani ve tedaviyi takip agisindan iyi bir marker oldugunu
calismalarinda gostermislerdir (97,98). Sonug olarak poliaminlerin hicre kinetigi hizl
olan tumorlerde, vucut sivilarinda ve kanserli dokularda belirgin derecede arttig;
bunun tani agisindan 6zellikle de tedavi sonucunun ve nukslerin degerlendirmesinde

iyi bir marker oldugu ve klinikte kullaniimasi gerektigi dustuncesi yayginlagsmistir (85).

NiTRIK OKSIT

Nitrik oksit (NO), biyolojik membranlardan kolayca difize olabilen hem otokrin
hem de parakrin 6zellikte benzersiz bir molekuldar. NO, L-arginin’in 2 guanido
nitrojeninin birinden, nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi aracili§i ile L-sitrulin olusumu
esnasinda sentezlenir. Bu reaksiyonlarda NADPH kofaktor olarak rol oynar (Sekil 11)
(99).

NO Ug¢ farkli NOS enzimi kullanilarak Uretilir. Néronlarda baskin olarak bulunan
NOS-1 veya nNOS, sinapslar arasinda retrograd haberlesmeyi saglar. indiiklenebilen
bir form olan INOS veya NOS-2 ise bagisiklik hiucrelerinde ve diger birgok dokuda
bulunur. Hucresel bagisiklik yanitinda goérev alir (101). Endoteliyal dokuda baskin
olarak bulunan ise NOS-3 veya eNOS formudur ve birinci fonksiyonu vaskuler tonusu

ayarlamaktadir.

Nitrik oksit sentaz enziminin aktivasyonunda, asetil kolin gibi bir haberci
endotel hicreleri lzerindeki reseptoriine baglandiktan sonra, Ca*? iyon kanallari
acilarak, hiicre i¢i Ca*? dlzeyi yikselir. Kalsiyumun kalmoduline baglanmasiyla
olusan kompleks tarafindan, yapisal bir enzim olan eNOS uyarilir ve L-argininden NO

ve sitrillin olusur. Olusan NO, endotelden ¢ikarak komsu duz kas hucrelerine girer.
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Duz kas hucrelerinin sitozolindeki guanilat siklazin hem grubundaki demire baglanir,
onu aktiflestirir ve GTP’den cGMP olusumunun artmasina neden olur. Artan cGMP
damarlarda vazodilatasyona neden olur. Diger bir yapisal enzim olan nNOS’da ayni

mekanizma ile uyariimaktadir (Sekil 12) (102).

ll'.}'OO_ (l:OO- CO0™
. . .
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Arginimr N-w-Hidroksiarginin Sitrllin

Sekil 11. L-argininden nitrik oksitin sentezlenmesi (100).

Hucre i¢i kalsiyum konsantrasyonlari normal oldugunda iNOS ile NO dretimi,
yalniz var olan enzim, substrat veya kofaktér miktari ile sinirlidir (103). Tam tersi
eNOS ve nNOS normal kalsiyum konsantrasyonunda inaktiftir. Belli kosullarda NOS
enzimi oksijen radikali ve ONOO™ olusturarak in vitro hlcresel hasara neden olur
(104). Nitrik oksit aktivitesi buyuk oranda membran permeabilitesi ve difuzyonu ile
olusur. Difizyon kapasitesi herhangi bir biyolojik molekilden daha ylksektir ve
tasidigi eslesmemis elektron sebebiyle serbest radikal 6zelligi gosterir. Ozellikle
serbest radikallerle ve hem demiri gibi metallerle de reaksiyona girer. Nitrik oksit,
diger molekiillerle yiksek reaksiyon hizina sahiptir ve oksijen ve slperoksitle tepkime

vermesinden o6tura yari 6mru kisadir (105,106).

NO, insan vicudunda bazi organ ve hucrelerin fonksiyonunda énemli rol
oynar. Bir hormon, ROS, ndrotransmitter, mediator, sitoprotektif molekul ve sitotoksik

molekul olarak gorev yapan tek endojen molekuldur (107). Endotel kaynakh NO,
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damar duz kaslarinin gevsemesini saglayarak kan akigi ve basincinin ayarlanmasini
saglamaktadir. Bu etki, sistemik dolasimda meydana geldigi gibi lokal olarak kalp,

beyin, karaciger, gastrointestinal sistemde de izlenebilmektedir (108).

Nitrik oksit, merkezi sinir sisteminde hafiza olusumu, denge, uyari gegisi, koku
alma gibi bircok fonksiyonlari destekleyen bir ndrotransmitter olarak fonksiyon
g6stermektedir (109). Iimmiin uyartilara ve yangil mediatérlere kargi makrofajlar NO
salgilayarak cevap verirler. iINOS’un Urettigi NO’nun  major fonksiyonu,
mikroorganizmalar veya tumor hicrelerine sitotoksik ve sitostatik etki olugturmaktir
(110). NO, bakteri ve parazit gibi bircok patojenin ve timor hicrelerinin ATP Ureten
oksidatif fosforilasyonunun (ubikinon rediktaz), glikolizin (gliseraldehit-3-fosfot
dehidrojenaz), trikarboksilik asit (TCA) siklusunun demir iceren bazi enzimlerini (cis-
akonitaz) inhibe etmekte ve sonugta bakteri, parazit ve tumodr hacrelerini
oldirmektedir (Sekil 13) (111-113).

Ca(+2)_ Asetilkolin

| Endotel
\_-U
[Ca (+2)/ Kalmodulin |
=
eNOS
Arjinin + 02 NO + Sitrilllin
|
NO

Guanilat siklaz
GIpP , cGMP

Diiz kas

Gevseme :
hiicresi

Sekil 12. eNOS’un uyarilmasi ve diiz kas hiicrelerine etkisi.

indiiklenebilir NOS (iNOS) ile lretilen yiiksek konsantrasyonlardaki NO hasari
arttirir. Bundan dolayr NO akut inflamatuar olaylarda hem koruyucu hem de hasar
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verici bir molekul olarak etki gosterebilir (8). Patolojik kosullarda iNOS’a bagh asiri
NO dretimi; lipid peroksidasyonuna, serbest radikal olusumuna, DNA hasarina,
mitokondriyal elektron transport zinciri enzimlerine etki ederek mitokondriyal
solunumun durmasina ve dolayisiyla hicresel enerji kaybina, DNA replikasyonunu
inhibe ederek hucre 6liumune yol agabilir (115). NO’un, kanser gelisiminde koruyucu
rol oynadigi, kanser hucreleri Uzerindeki sitotoksik etkisi ve antiproliferatif 6zellik
gosterdigi belirtiimektedir (116).

MAKROFAJ HEDEF HUCRE

Lipopolisakkarit interferon gamma

' ™

Glikokortikoidler Mitokondrideki

solunum ile ilgili

- enzimler
Niikleer DNA
sentezinde
indiiksiyon kullanilan
NOS / \_ enzimler Y.
L-arginin NO

Sekil 13. Makrofaj kaynakli NO’nun parazit ve timor hiicre uizerine etkisi
(114).

LUTEOLIN

Luteolin (3',4',5,7-tetrahydroxyflavone), bitkilerde yaygin olarak bulunan
flavonoid bilesikler grubuna aittir (sekil 14) (10). Luteolin; kereviz, maydanoz, brokoli,
sogan yapraklari, havug, biber, lahana ve elma kabugu gibi sebze ve meyvelerde
bulunmaktadir (117,118,119). Flavonlarin genel antioksidan aktivitesi bilinmektedir.
Flavon halkasinda bulunan iki noktadan biri serbest radikallere hidrojen veya elektron
saglayarak notralizasyonda islev gorur, digeri de serbest radikallerin olugumunda rol

oynayan 8 gecis metalleri (bakir, demir) icin baglanma bdlgesi olusturur (120,121).
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Luteolinde hidroksile flavinoid olmasindan dolayi gugli antioksidan 6zelliktedir (122).
Ayni zamanda luteolin prooksidan enzimleri inhibe ederek, antioksidan enzimleri de
aktive ederek antioksidan etkinlik gosterir (123,124). Bu 6zellikleri luteolini glgli bir

antioksidan yapmaktadir.

OH
OH

HO O

OH O

Sekil 14. Luteolinin molekuler yapisi (125).

Luteolinin farmakolojik aktiviteleri fonksiyonel olarak birbirleriyle iligkilidir.
Ornegin, anti-inflamatuar etkisi ayni zamanda antikanser fonksiyonuyla baglantilidir.
Luteolinin antikanser 6zelligi; redoks duzenlemesi, DNA hasari, kanser hlcrelerinin
cogalmasini, metastazini ve anjiogenezini engelleyen protein kinazlar ile uyarilmis
apoptoz ile iligkilidir. Ayrica, luteolin gesitli kanser hucrelerini hicre sag kalim
yolaklarini baskilayarak ve apoptoz yolaklarini uyararak sitotoksisiteye duyarl hale
getirir. Luteolinin 6nemli 6zelliklerinden biri kan beyin bariyerini gecebilmesidir, bu
ozelligi nedeniyle beyin kanserlerinde, santral sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde
kullanilabilir (126).

Kanserler, genellikle hicre bolinmesinin kontrolsiz oldugu durumlarda ortaya
cikar. Diger flavonoidlerde oldugu gibi luteolinde, hemen hemen tum kanser
tiplerinde hlcre ¢ogalmasini inhibe etme yetenegindedir (127-129). Flavonoidlerin bu

islevlerini ya G1/S ya da G2/S kontrol noktasinda hicre bdélinmesini durdurarak
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yerine getirdikleri bulunmustur (130,131). Luteolin mide, prostat ve melanom
hucrelerde G1 fazinda iken hucre bolinmesini durdurma yetenegindedir (131,132).
Luteolinin yaptigi hicre G1 fazinda durdurulma melanom OCM-1 ve kolon kanseri
HT-29 hcrelerinin inhibisyonu ile iligkilidir. Bu durdurulma, CDK inhibitérleri p27/kip1
ve p21/waf1’nin up-regulasyonu ya da CDK2 aktivitesinde direk inhibisyon ile
gerceklestirilir (133,134). Luteolinin bu etkisi p53 aracili p21/waf1’in ekspresyonuyla
olur (133).

Luteolinin bir diger etkisi de, inflamasyon vyanitinin baglatiimasi ve
surdurtlmesinde rol oynayan birtakim sitokinlerin (TNF, IL-1, IL-6, IL-8) salinmasini
saglayan NF-kB transkripsiyonel sisteminin ekspresyonunu azaltmasi ve bu yolla
hicre kulturlerinde de gosterilebilmis bir antiinflamatuvar etkinlik gostermesidir (135).
Luteolinin bu yolla kanser hucrelerinin buyumelerini de engelledigi gozlemlenmistir
(136). Nukleer faktér kappa B (NF-kB) ayni zamanda hicre ¢ogalmasi, invazyonu,
metastaz ve anjiyogenezle ilgili gen ekspresyonu igin gerekli bir nuUkleer
transkripsiyon faktérudar (137). NF-kB’nin bazi kanser turlerinde apopitotik hicre
engellenmesinde 6nemli rol oynadigini belirten yayinlar mevcuttur (138). Yine
yapilan bir calismada luteolinin NF-kB’yi inhibe ederek NO in sekresyonunu artirdigi
belirtiimistir (139).

Yapilan bir diger c¢alismada da hucre kulturlerinde luteolinin  mikroglial
inflamasyonu inhibe ettigi ve noroprotektif oldugu gosterilmistir. Luteolin, bu etkilerini
INOS, COX-2, TNF-q, interlokin-1B inhibisyonu aracihdiyla yapmaktadir (Sekil 15)
(140). Yapilan bir diger galismada da ratlarda luteolinin karaciger dokusunda iskemi
reperflizyon hasarini serum MDA miktarini azaltarak, SOD aktivitesini arttirarak

engelledigi gosterilmigtir (141).

Luteolinin hucre koruyucu ve sinir dokulari tzerine koruyucu etkilerinden yola
cikilarak diger flavinoidlerle kombine ticari preparatlari bulunmaktadir ve bunlar
cocuklarda otizm, vyetigkinlerde sinir harabiyeti ile giden hastaliklarda
kullanilmaktadir. Ancak luteolin simdiye kadar Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA)
tarafindan onaylanmamustir. insanlar tizerinde yapilacak emilim, dagilim ve toksisite
galigmalarinin yeterli sayida yapilmasi luteolinin klinik kullanima girmesini

saglayacaktir (141).
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Sekil 15. Luteolinin etki mekanizmasi (142).

Bu calismada birgok iyilestirici etkisi onceki calismalar ile goOsterilmis bir

flavonoid olan luteolinin, meme kanseri Uzerindeki olasi tedavi edici

arastiriimasi amaclanmistir.
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GEREG VE YONTEMLER

Bu galismada yerel etik kurul onayi alinarak Trakya Universitesi Tip Fakuiltesi

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir (Ek 1).

GERECLER
Calisma Gruplari

Calismada ortalama agirliklari 25-30 gram arasinda degisen (ortalama 27
gram), 10-12 haftalik, 50 adet disi Balb/c fare kullanildi. Calismadaki fareler, Trakya
Universitesi Tip Fakdiltesi Deney Hayvanlari Laboratuvari’ndan temin edildi. Denekler
rastgele secilerek, her biri 10 fareden olusan bes grup olusturuldu. Tim fareler
deneyin sonuna kadar ayri kafeslerde, %50-60 nem orani, 22+1°C isida, 12 saat
gece — 12 saat glndiz 1sik periyodu olan ortamda tutuldu. Bes gruba da standart

fare yemi gunluk olarak verildi.

Hayvanlar 12 haftalik oldugunda 3., 4. ve 5. gruba Erhlich asit timor hicresi
200 pl subkutan olarak sol bacaga enjekte edildi. 8. gunin sonunda tumor ¢apinin 1

cm oldugu tespit edildi.

1) Grup (n=9): Saghkli kontrol grubu olarak kabul edildi. Tedavinin 3. Gunu

Olen hayvan gruptan ¢ikarild1.
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2) Grup (n=9): Saglikh tedavi grubu olarak kabul edildi. Bu gruba deney
suresince (12 gun) her gun intraperitoneal olarak 5 mg/kg luteolin verildi. Tedavinin

11. GUnU 6len hayvan gruptan cikarildi.

3) Grup (n=10): Tumor kontrol grubu olarak kabul edildi. Bu gruba Erhlich asit
tumoru enjekte edildikten bir hafta sonra baglamak Uzere, deney suresince (12 glin)

her gun intraperitoneal olarak 100 ul %8’lik dimetil sulfoksit (DMSQO) verildi.

4) Grup (n=9): Tedavi grubu 1 olarak kabul edildi. Bu gruba Erhlich asit timort
enjekte edildikten bir hafta sonra baslamak Uzere, deney suresince (12 gun) her gun
intraperitoneal olarak 5 mg/kg luteolin verildi. Tedavinin 3. gunu 6len hayvan gruptan

cikarildi.

5) Grup (n=10): Tedavi grubu 2 olarak kabul edildi. Bu gruba Ehrlich asit
tumoru enjekte edildikten bir hafta sonra baslamak Uzere, deney slresince (12 gln)

her gun intraperitoneal olarak 10 mg/kg luteolin verildi.

Deney bes grup fare icin de anestezi altinda intrakardiyak kan alinmasi ve
doku cikariimasi islemi ile sonlandirildi. Sakrifikasyon oncesi; ksilazin (5 mg/kg),
ketamin (60 mg/kg) im olarak anestezi amacli verildi. Ardindan meme tumaor dokulari
cikarildi ve buzlu %0.9’luk serum fizyolojik ile yikandi. Kan érnekleri 4000 rpm de 10
dakika santrifij edildikten sonra serum ve doku ornekleri —80°C’de deneyin

yapilacagi gune kadar saklandi.

Kullanilan kimyasal maddeler

1,7-diaminoheptan (NH2(CH2)7NH2) (Sigma, USA)
AlbUimin (Sigma, Almanya)
Asetik asit (CH3COOH) (Merck, Almanya)
Bakir sulfat (CuSOa) (Merck, Almanya)
Benzoik asit (C7HeO2) (Merck, Almanya)
Benzoil klorid (C7HsCIO) (Sigma, ABD)
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Demir klorur (FeCls)
Diasetilmonoksim (C4H7NO)
Fosforik asit (HsPOa4)
Hidroklorik asit (HCI)
Mangan klorir (MnClz)

Ninhidrin (CoHsOa4)

L-ornitin hidroklorir (CsHIzCIN202)

Potasyum klorur (KCI)
L-sitrulin (CsH13N303)
Sodyum karbonat (Na2CO3)
Sodyum bikarbonat (NaHCO3)
Sodyumhidroksit (NaOH)
Trikloroasetik asit (CClIzsCOOH)
Tiyosemikarbazid (CHsN3S)
Tiyolure (H2NCONH2)

Ure (H:-NCONH>)

L-arginin (CsH14N4O2)

Sdulfirik asit (H2SO4)

Folin

Na-K tartarat (NaK(COO)2(CHOH)2)

Triton-X-100

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

(Sigma, Almanya)

(Panreac, ispanya)

(Merck, Almanya)

Tris (NH2C(CH20H)3) (Carlo Erba Reagenti — Milano)

a-isonitrosopropiophenone (CoH9NO?2) (Sigma, Almanya)
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Metanol (CH40) (Sigma, Almanya)

Spermidin (C7H19N3) (Sigma, isvigre)
Spermin(C1oH26N4) (Sigma, Isvigre)
Putresin (NH2(CH2)aNHz) (Sigma, ABD)

Alet ve malzemeler

Etav
Homojenizator
Manyatik karigtiric
Sogutmali santrifd;
Sogutmali santrifd;
Spektrofotometre
Su banyosu
Elektronik tarti

pH metre

HPLC cihazi
Distile su cihazi
UV dedektor
Vorteks

Kolon

Guard kolon
Otomatik pipet

Cam malzemeler

Memmert 400, Almanya

DIA X900, Almanya

Daihan, Kore

Heraeus, Almanya

Hettich-mikro 220r, Almanya

UV-160A, Japonya

GFL-1083, Almanya

Sartorius, Almanya

pH levell, Almanya

Waters 2690, Milford, USA

Millipore, Fransa

Waters2487, Milford,USA

Velp, ltalya

Waters 15%0.46 cm (3 um) Taunton, MA USA
Waters 3x0.46 cm (5 um) Taunton, MA USA
Eppendorf, Almanya

Deney tlpleri, balon jojeler, beherler v.b
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Doku orneklerinin homojenize edilmesi

Tum gruplardan elde edilen tumor dokularinin homojenizasyonunda Tris
tamponu kullanildi. Derin dondurucudan g¢ikarilan dokular DIAX 900 model
otohomojenizator kullanilarak agirliklarinin 10 kati soguk 0.05 M Tris/HCI tamponu
(pH 8.05) ile homojenize edildi. Doku homojenizatlari 8.000%g 4°C’de 20 dakika slre

ile santriflj edilerek stupernatantlar elde edildi.

YONTEMLER

Meme Dokusu Arginaz Aktivitesinin TDMU Yontemi ile Olgiimii

Arginaz aktivitesi; substrat olan argininin ornekteki arginazla hidrolizi
sonucunda olusan Ure miktarinin Tiyosemikarbazid diasetiimonoksim (TDMU)

yontemi ile spektrofotometrik olarak saptanmasi ile belirlenmigtir (143).

Ure igin kullanilan bircok kimyasal metod gibi, TDMU yontemi de Feron
reaksiyonunu temel alir (Sekil 16). Diasetiimonoksim, Ure ile dogrudan olarak
reaksiyona girmez. ilk énce asit ortamda isi etkisi ile hidroksilamin ve diasetile
hidrolize olur. Diasetil, asit ¢ozeltide Ure ile kondanse olur ve H20 ve renkli bir bilesik
olan diazin meydana gelir. Bu rengi stabilize etmek icin tiyosemikarbazid ve Fe*?

iyonlari kullantlir.

Diasetilmonoksim ——> Diasetil + Hidrosilamin

Diasetil + Ure — Diazin + H,0

Sekil 16. Feron reaksiyonu (144).
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Ornekteki Gre dizeyinin 0.3 uM/ml'den fazla olmasi sebebi ile Beer-Lambert
kanununa uymamasi bu metodun dezavantajidir. Ancak, bu olumsuzluk yuksek

absorbans degeri veren orneklerin sulandirildiktan sonra olgtlmesiyle onlenebilir.

Gerekli Ayiraglar

Asit karisimi: 0.12 M FeCls (%56.7’lik HsPOs iginde) ve 3.24 g FeCls.6H20 bir
miktar distile su ile balon jojede ¢dzullr, Uzerine %85’lik HsPO4'den 39.1 ml eklenir.
Daha sonra distile suyla 100 ml'ye tamamlanir. Oda isisinda saklanir.

Hazirlanan ¢ozeltiden 1 ml alinip, dzerine 999 ml %20’lik (v/v) H2SO4 ilave
edilir. Deney asamasinda asit karisimi olarak kullanilir. Oda i1sisinda saklanir.

Renk ayiraci (3.6 mM Tiyosemikarbazid (TSC) + 61.7 mM Diasetilmonoksim
(DAM)): Bu karisim 0.0036 M TSC (91.14 g/mol) ve 0.0617 M DAM (101.1g/mol)
icermektedir. 6.238 g DAM ile 0.328 g TSC kangtirilarak bir miktar distile suda

¢6zundukten sonra, distile su ile litreye tamamlanir. Oda 1sisinda koyu renkli sisede

uzun sure saklanabilir.
Karbonat tamponu (pH:9.7 100 mM CO3/HCO3):

a) 1.06 g Na2COs bir miktar distile su ile balon jojede ¢dzulur ve distile su ile

100 ml ye tamamlanir, 0.1 M Na2COs elde edilir.

b) 0.84 g NaHCOs bir miktar distile su ile balon jojede ¢odzllur ve distile su ile
100 ml ye tamamlanir, 0.1 M NaHCOs3 elde edilir.

Karbonat tamponu hazirlanmasi i¢in; 100 ml 0.1 M Na2COs ¢ozeltisi Uzerine,
0.1 M NaHCOs ilave edilerek pH 9.7’ye ayarlanir. Hazirlanan tampon ¢ozelti 4 °C
Isida saklanir.

50 mM arginin ¢ozeltisi: 0.87 g L-arginin balon jojede bir miktar distile suda

¢ozulir. 0.1 M HCI ile pH 9.7'ye getirilir. Distile su ile 100 ml'ye tamamlanir.
Hazirlanan ¢ozelti 4 °C isida saklanir.
9 mM MnClz c¢ozeltisi: 1.456 g MnCl2.2H20 bir miktar su ile balon jojede

¢Ozulur ve 1000 ml'ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 4 °C 1sida saklanir.
Ure standardi (0.5 uM Gre/ml): 3 mg tre, 100 ml 0.016 M benzoik asit iginde

¢O6zullr. Deney sirasinda kullanilan standart konsantrasyonu 0.2 pyM dre/ml olarak

belirlenmistir. Bu nedenle stok ¢dzelti sulandirilarak kullanilacak olan konsantrasyon
elde edilir. Ure standart ¢dzeltisi 4 °C 1sida saklanmalidir.
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Deneysel islemler

Doku arginaz enzim aktivitesi tayini igin iki deney duzenegi kuruldu. Birinci
duzenege; numaralandiriimis deney tupleri, ikinci duzenege ise kor, standart ve sifir
zaman tupleri konuldu. ilk diizenekteki deney tiipleri tcli, ikinci diizenekteki deney
tapleri ikili hazirlandi. Enzim kaynagindaki endojen Ure aktivitesinin eliminasyonu

amaci ile sifir zaman tupleri hazirlandi.

Enzim kaynadi olarak kullanilacak olan sUpernatant, 9 mM MnCl: ile 1/10
oraninda sulandirildi. Ornek 55 °C su banyosunda preinkiibasyona birakildi. Bu
asamada deney ve sifir zaman tuplerine, 0.4 ml 50 mM’lik arginin ¢ozeltisi ve 0.4
mlI’hk 100 mM’lik karbonat tamponundan konuldu. Kér tliptine 1 ml distile su, standart
tipuine ise 1 ml Ure standardi (0.2 pM Ure/ml) konuldu. Ardindan da enzimatik
reaksiyonu engellemek amaciyla sifir zaman, standart ve kor tlplerine 3’er ml asit

karigimi konuldu.

20 dakikalik preinkubasyonun ardindan, enzim kaynagi ve hazirlanmis olan
deney tupleri 37 °C’de su banyosunda 3 dakika bekletilerek ayni isilara gelmeleri

saglandi.

Daha sonra 37 °C’deki enzim kaynagindan, deney ve sifir zaman tiplerine 0.2
ml konarak, vorteks Kkaristirici ile iyice karistirildi. Deney tupleri enzimatik
reaksiyonun olusmasi i¢in sallantili su banyosunda 37 °C’de 15 dakika inkube edildi.
15 dakika inkube edilen deney dizenegine, surenin sonunda hemen 3’er ml asit

karigimi ilave edilerek reaksiyon durduruldu.

Bu islemleri takiben, her iki duzenekteki tuplere 2’ser ml renk ayiraci ilave
edildi ve vorteks karistirici ile kangtirildi. Ardindan tupler 10 dakika kaynar suda

birakilarak renk olusumu saglandi.

Deney sonunda tupler musluk suyu altinda sogutularak, renkli ¢ozeltilerin

absorbanslari 520 nm dalga boyunda spektrofotometre ile dlguldu.
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Doku Arginaz Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Gergek arginaz absorbansi igin, deney tuplerinden sifir zaman tuplerinin
absorbansi ¢ikarilarak hesap yapildi. Tum deney tuplerinin absorbansindan, kendi
sifir zaman absorbansi c¢ikarilarak net absorbans elde edildi. Bodylece enzim

kaynagindaki endojen urenin absorbansi hesabin disinda birakildi.

(0.2 ymol tre/ml) x 50 x 5 x 4
Faktor =

0.2 pmol dre/ml’nin absorbansi

50: SUpernatantin MnCl2 sulandiriima katsayisi
5: Supernatantin inkiibasyon ortamindaki sulanma katsayisi
4: inkiibasyon siiresinin 1 saate tamamlanma katsayisi

0.2 ymol dre/ml’ nin absorbansi: 0.811 olarak okunmustur (Standart Grenin

absorbansi)
Faktor = (0.2 ymol dre/ml) x 50 x 5 x4/ 0.811

Faktor = 246.61 olarak hesaplandi.

TUmor dokusu igin enzim aktivitesi, Unite olarak tanimlanmistir. Bir Gnite enzim
aktivitesi, 1 saatte 37°C’de substrat olarak kullanilan L-arginin’den 1 pmol ure
olusturan enzim aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesidir. Enzim aktivitesinin
hesaplanmasinda net 6rnek absorbanslari faktor ile garpiimistir. Tamér dokusu igin,

pmol Ure/ml/saat olarak enzim aktiviteleri bulunmus ve Unite olarak tanimlanmigtir.
Unite = ymol ire/ml/saat

Enzim aktiviteleri, ml'deki protein miktarina bdlinerek standardize edilmeye

calisildi ve 6zgul Unite olarak tanimlandi.

Bir 6zgul Gnite, enzim aktivitesinin mg/ml protein cinsinden ifadesidir.
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Ozgul Unite = Unite/mg protein (umol tire/mg protein/saat) olarak belirtilmigtir.

Meme Dokusu Ornitin Diizeyinin Chinard Yéntemi ile Olgiimii

Doku ornitin duzeyleri Chinard yontemi ile tayin edildi. Bu yontemin prensibi;
ornitinin ninhidrin ile olugturdugu mor renkli kompleksin kolorimetrik olarak dlgimune
dayanir (145).

Gerekli Ayiraglar

%10Q’luk trikloroasetik asit (TCA) ¢dzeltisi: 10 g TCA tartilir, distile su ile
¢6zunduralur ve 100 ml'ye tamamlanir.

Ninhidrin ayiracr: 2.5 g ninhidrin, 40 ml 6 N H3sPOasve 60 ml glasiyel asetik

asitin icinde ¢ézunduralir.

Derisik glasiyel asetik asit: Deney tupu sayisina gore glasiyel asetik asitten bir

miktar alinir.

0.3 umol/ml standart ornitin solisyonu: 0.0506 g L-ornitin tartilir ve distile su ile

¢Ozunduralir ve 1 litreye tamamlanir. Boylece 0.3 umol/mllik ornitin konsantrasyonu
elde edilir. Deneyde kullanilan standart konsantrasyonu 0.18 pmol/ml olarak

belirlendiginden, stok ornitin ¢dzeltisi sulandirilarak bu konsantrasyon elde edildi.

Deneysel islemler

Calisilacak doku homojenati % 10’luk TCA ile 1/1 oraninda muamele
edildikten sonra 3000 rpm’de 5 dakika santriflij edildi ve bdylece supernatant elde
edilmis oldu. Deney tipune 1 ml supernatant, kor tipune 1 ml distile su ve standart
tuptine de 1 ml 0.18 pymol/ml’lik ornitin solisyonu konuldu. Tuplere sirayla 2.5 ml
glasiyel asetik asit ve 0.25 ml ninhidrin ayiraci konuldu. Tam tupler vortekslenerek
karigtinldiktan sonra 30 dakika kaynar su banyosunda tutuldu. Su banyosundan
cikarilan tupler hizla sogutularak 515 nm’de absorbanslari spektrofotometrede

slguild.
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Ornitin Diizeyinin Hesaplanmasi

Ornitin deg@erlerinin hesaplanmasi i¢in asagidaki formadl kullaniimistir:

Deney absorbansi x 2 x (0.18 pymol ornitin/ml)

Ornitin (umol/ml) =

Standart ornitin absorbans degeri

2: Homojenatin TCA ile sulandiriima katsayisi
0.18 umol/ml: Standart ornitin konsantrasyonu

1.104: Standart ornitin absorbans degeri

Deney absorbansi x 2 x (0.18)

Ornitin (umol/ml) =
1.104

Ornitin (umol/ml) = Deney absorbansi x 0.413 olarak formule edildi ve elde
edilen ornitin degerleri protein miktarina bdlunerek (umol/mg protein) olarak
standardize edildi.

Meme Dokusu Protein Diizeyinin Lowry Yontemi ile Olgiilmesi

Doku protein duzeyleri, alkali bakir tartarat ayiracinin peptid baglan ile
kompleks yapmasi prensibine dayanan Lowry yontemi ile saptandi (146). Her 7 yada
8 amino asit artigr 1 bakir atomunu baglar. Fenol ayiraci; bakir ile muamele edilmig
karisima ilave edildiginde mavi-mor renk olugur. Olusan renk 660 nm’de

spektrofotometrik olarak dlguldu.
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Gerekli Ayiraglar

Fenol ayiraci: 2 N folin ayiracindan 2.5 ml alinarak distile su ile 45 ml'ye
tamamlanir. Bu ayira¢ her kullanim igin taze hazirlanmahdir.

Alkali bakir ayiraci: 10 g Na2COs, 0.25 g Na-K Tartarat, 0.05 g CuSOg; ayri
ayri tartilarak 0.5 N NaOH iginde balon jojede ¢ozulir ve ¢ozelti 0.5 N NaOH ile 100

ml'ye tamamlanir. Bu ¢ozelti 4°C’de 1 ay saklanabilir.

%5 mg’lik Albumin standardi: %5 mg’lik albumin standardi hazirlamak igin

mevcut 5 g/dl' lik albumin standardi kullaniimigtir. Albumin solisyonundan 0.1 ml
alinarak ve distile su ile 100 ml'ye tamamlanarak %5 mg’lik albumin standardi elde
edilmis olur. Deneyde kullanilacak standart protein konsantrasyonu %2 mg olarak
belirlendiginden, stok protein standardi sulandirilarak istenilen konsantrasyon elde
edildi.

Deneysel islemler

Doku supernatantlari 1/50 oraninda serum fizyolojik ile sulandirilip vorteks
yardimi ile iyice karigtirlarak protein Olguimu igin elverisli hale getirildi.
Numaralandirilmis deney, kor ve standart tupleri hazirlandi. Deney tipine 1/50
oraninda sulandiriimig olan stpernatanttan 0.5 ml standart tiplne %Z2’lik standarttan
0.5 ml ve kor tupune de 0.5 ml distile su konuldu. Ardindan her tipe 0.5 ml alkali
bakir ayiraci ilave edildi. TUpler vortekslenerek iyice karismalari saglandi. 10 dakika
oda isisinda bekletildikten sonra her tipe 2 ml fenol ayiraci eklendi ve tekrar
vortekslendi. 30 dakika 37°C’lik su banyosunda bekletildikten sonra; tlplerin kore

kargl absorbanslari 660 nm. dalga boyunda spektrofotometre ile okundu.

Protein Duzeyinin Hesaplanmasi

Protein degerlerinin hesaplanmasi i¢in asagidaki formal kullaniimistir:

Deney absorbansi x 50 x 2 x 2

Protein miktari (% mg protein) =

Standart protein absorbans degeri
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10: Supernatantin serum fizyolojik ile sulandiriima katsayisi
2: Supernatantin 1 mlI' ye tamamlanma katsayisi
2: Protein standardinin konsantrasyonu

0.055: Standart proteinin absorbansi

Deney absorbansi x 10 x 2 x 2

Protein miktari (% mg protein) =
0.055

Protein miktari (% mg protein) = Deney Absorbansi x 727.27 olarak formule
edildi. Elde edilen % mg protein, 100 ml'deki protein degeridir. Sonu¢ 100’e

bollinerek protein miktari mg/ml olarak hesaplandi.

Serum Arginaz Enzim Aktivitesinin Munder Yéntemi ile Olgiilmesi

Serum arginaz aktivitesi, substrat olan argininin érnekteki arginazla hidrolizi
sonucunda olugsan ure miktarinin Munder yontemi ile spektrofotometrik olarak

saptanmasiyla belirlenmistir (147). Yontemde bazi revizyonlar yapiimistir.

Gerekli Ayiraglar

%0.1’lik_Triton-X-100: 0.1 ml Triton-X-100 alnip 100 ml'ye distile su ile

tamamlanir.

Asit karisimi: H2SOa4 (%96), H3sPO4 (%85), H2O 1:3:7 oranlarinda alinarak
karigim hazirlanir.

%9'luk ISPF _(a-isonitrosopropiophenone): 0.9 g ISPF tartiir ve %100’lUk

etanol igerisinde ¢ozllerek 10 mI'ye tamamlanir.
HCI (2 M): 8.28 ml HCI alinir ve distile su ile 50 ml'ye tamamlanir.
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Arginin c¢ozeltisi (0.5 M): 8.71 g L-arginin balon jojede bir miktar distile suda

¢ozunduralur. 0.1 M HCI ile pH 9.7’ye ayarlanir. Distile su ile 100 ml'ye tamamlanir.
Hazirlanan ¢ozelti 4 °C i1sida saklanir.
MnClz cdzeltisi (10 mM): 1.6187 g MnCl2.2H20 bir miktar distile su ile balon

jojede ¢ozundurulur ve distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 4°C

Isida saklanir.
Tris-HCI ¢ozeltisi (25 mM): 3.0285 g tris tartilir bir miktar distile su ile balon

jojede ¢dzllir ve 1000 ml'ye tamamlanir. 2 M’lik HCI ¢ozeltisi ile pH 7.5’e ayarlanir.

Deneysel islemler

Numaralandiriimis deney, kor ve standart tupleri hazirlandi. Deney tuplerine
100 pl Ornek Uzerine 100 pl triton-X-100 konuldu ve 30 dakika Oda Isisinda
calkalamaya birakildi. Daha sonra bu tuplerden 100 ul alinarak tzerine 100 pl tris
ilave edilerek vorteks yardimiyla karistirildi. Bu tlplerden 100 pl cekilerek tzerine 10
ul MnClz ilavesi yapildi. 10 dakika 56°C’de preinkiibasyona birakildi. Uzerine 100 pl
arginin ilavesinden sonra 37°C’de 1 saat boyunca inkibe edildi. Daha sonra Uzerine
900 ul asit karisimi ve 40 pl ISPF ilave edilerek 30 dakika kaynar su banyosuna
birakildi. Tuplerin absorbansi mikro ELISA plaka okuyucu kullanilarak 540 nm. dalga
boyunda olguldu.

Serum Arginaz Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Serum arginaz enzim aktivitesi, Ure standart grafigi Uzerinden hesaplandi
(Sekil 17).

NO Tayini
NO tayini: Cartos ve Wakid yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak
Olguldu (148).

Gerekli Ayiraglar

Kadmiyum grandlleri: 0.1 mol H2SO4 icinde saklandigi surece 9 ay stabildir.
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Glisin-NaOH buffer: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢6zuldi. 2 mol NaOH

cOzeltisi ile pH’s1 9.7’ye ayarlandi. Bu ¢dzelti 1 ay 0-8 *C’de stabildir.

Sulfanilamid: 5 g sulfanilamid 3 mol sicak HCl iginde ¢dzulur ve daha sonra
sogumaya birakildi. 1 yil oda sicakliginda stabil kalabilir.

N-naphthylethylene diamine (NNDA): 50 g NNDA 250 ml distile su icinde
¢Ozulda. 2 ay 0-8 °C’de stabildir.

Cinko sulfat (ZnS0O4): 75 mM; 10.8 mg alinip 500 ml'ye tamamlandi .

Bakir sulfat (CuSQOa4): 5 mM; 250 mg alinip 200 ml'ye tamamlandi .

Sodyum hidroksit (NaOH): 55 mM; 1.1 g alinip 500 ml ye tamamlandi.

Standartlar: NaNO2 standardi 10 mM’lik sodyum tetra borat ¢ozeltisi iginde
hazirlandi (69 mg NaNO2, 380 mg borat (Na2B4O7.10H20) 100 ml i¢inde ¢dzuldl).
KNOs standardi: 102 mg potasyum nitrat alinip 10 mM’lik 100 ml sodyum tetra

borat iginde ¢ézuldu.
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0,1 /

O T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Absorbans

Serum Arginaz (U/L)

Sekil 17. Ure standart galigmasi regresyon grafigi.

Deneysel islemler

Deproteinizasyon: Test tipune 0.5 ml distile su, 2 ml ZnSO4, 2.5 ml NaOH
ilave edilip 10 dakika oda isisinda beklettikten sonra 4000 g’de 20 dakika santrifj
edildi.

Kadmiyum grandullerinin aktivasyonu: Granduller 3 defa distile su ile yikanir. 1-2

dakika icinde CuSOus iginde ¢alkalanarak bekletilip, 3 defa da glisin-NaOH ile yikanip

10 dakika i¢inde kullaniimak Gzere kurutma kagidi ile kurutuldu.
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Sonucun hesaplanmasi: KNO3’Un 10 milimolarlik ¢ozeltisinden 1; 5; 10; 25; 50;

75; 100; 200 milimolarlik seri dilisyonlar hazirlandi ve numunelere uygulanan tum
islemler standartlara da uygulandi.

1 ml glisin-NaOH tamponu tum tdplere konuldu. 1’er ml deproteinize
numunelerden ve standartlardan alindi. 2.5 g tartilan ve aktivasyon isleminden
gegirilen kadmiyumlardan tum tuplerin Gzerine konuldu. 90 dakika oda isisinda
karistinlarak beklendi. Stre sonunda nitrit l¢imu igin bu tlplerden 2’ser ml alinarak
Uzerine 1 ml sdlfanilamid ve 1 ml N-napthiletiien diamin (NNDA) ilave edildi.
Karistirildi ve 45 dakika beklendikten sonra 545 nm’de okuma yapildi.

Direkt nitrit 6lcumu: NaNO:2 standartlart 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200

milimolarlik seri dilisyonlar hazirlandi ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile

reaksiyona sokmadan direkt olarak 2’ser ml alinarak ayri tiplere konuldu. Uzerine 1

ml sulfanilamid ve 1 ml NNDA eklendi. 45 dakika sonra 545 nm’de okuma yapildi.

Nitrat Aktivitesinin Hesaplanmasi
Bulunan nitrat degerlerinden nitrit degerleri c¢ikarildiktan sonra sulandirma
faktord olan 20 ile garpilip yine nitrat standardindan elde edilen faktor ile ¢arptiktan

sonra ¢ikan sonu¢ mMol olarak hesaplanmis olur.

Meme Dokusu ve Serum Poliamin Diizeylerinin HPLC ile Olgiilmesi
Poliamin duzeyleri, HPLC yontemi ile Taibi tarafindan gelistirilen bir metod ile
Olguldd (149). Yontem alkali ortamda benzoil kloridin poliaminlere baglanmasi

prensibine dayanmaktadir (Sekil 18).

Gerekli Ayiraglar
2 M NaOH: 20 g NaOH tartilir, distile suda ¢ozulur ve 250 ml’'ye tamamlanir.
0.1 M NaOH: 2 g NaOH tartilir, distile suda ¢ézunur ve 500 ml’'ye tamamlanir.

Benzoil klorid solusyonu: Benzoil klorid 1:1 oraninda metanol ile karistirilir. Bu

solusyon her kullanim igin taze olarak hazirlanmahdir.

1 M perklorik asit: 6.037 ml perklorik asit, distile su ile 100 mI'ye tamamlanir.

4 mM 1,7-diaminoheptan: 52.1 mg 1,7-diaminoheptan tartiir ve 1 M perklorik

asit ile 100 ml'ye tamamlanir.
Solvent A: %100 distile su igermektedir
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Solvent B: %100 metanol icermektedir.

0

NH o Il
2 + 2 c-Cl
Hsz\/\v @
putresin benzoil klond

i
OO

Dibenzoilputresin

Sekil 18. Benzoil kloridin putresine baglanma reaksiyonu.

Doku Ve Serum Orneklerinin HPLC i¢cin Hazirlanmasi

Deney tuplerine 0.1 ml serum uzerine 0.4 ml 1 M perklorik asit (40 uyM 1S/ml)
eklendi, vorteks yardimi ile iyice kanistirildiktan sonra 15 dakika sureyle 23,000%xg
4°C’de santrifuj edilerek, ultrafiltrat elde edildi.

Poliamin duzeyi 6lgumunden hemen 6nce derin dondurucudan ¢ikarilan meme
tumor dokularinin  homojenizasyonunda perklorik asit  kullanildi.  Dokular
homojenizator kullanilarak agirliklarinin 10 kati kadar 1 M perklorik asit (40 uM 1S/ml)
ile homojenize edildi. 15 dakika slreyle 23,000xg ve 4°C’de santriflj edilerek,
ultrafiltrat elde edildi.

Doku ve serum ornekleri ayni igslemlerden gegirildi. Deney tuplerine alinan 1 ml
doku homojenatlari Gzerine 1 ml 2 M NaOH ve 10 pl benzoil klorid solisyonu eklendi,
vortekslenerek iyice karismalari saglandi (Serum 6rneklerinde 1 ml doku homojenati
yerine serum ultrafiltratindan 0.4 ml aktarildi). 20 dakika oda isisinda bekletildikten
sonra, deney tuplerine 2 ml kloroform eklendi. 6 dakika boyunca vorteks ile
karigtinldiktan sonra 5 dakika sureyle, 2000xg’de santriflj edildi. Santriflij edilen
tuplerde iki faz oldugu goruldi ve Ust faz uzaklastirilarak deneye alttaki organik faz
ile devam edildi. Deney tuplerine 2 ml 0.1 M NaOH eklenerek, 10 dakika boyunca
vorteks ile karistirildi ve bu asama iki kez tekrarlandi. Bu agsama sonunda tlplerde
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yine iki faz olugtugu goruldu ve alt organik faz nitrojen ile uguruldu. Deney tuplerine
0.5 ml %60’lik metanol eklenerek vortekslendi. Serum orneklerinde %60’lik metanol
0.5 ml yerine 0.2 ml olarak degistiriimistir. Ornekler viallere por capi 0.2 um olan
filtrelerden gegirilerek aktarildi ve HPLC kompartimanina yerlestirildi.

Kromotografik ayrismanin yapilmasinda HPLC cihazi kullanildi. Analizler
ultraviyole detektor kullanilarak, 229 nm dalga boyunda yapildi. Waters spherisorb
Cis kolonu kullanildi. Solventlerin akis hizi 0.8 ml/dk, sistem basinci 2600-2800 psi
ve injeksiyon volumu 20 pl olarak uygulandi. Derivatize edilen poliaminler agagidaki

mobil faz gradienti kullanilarak ayristiriidi (Tablo 2).

Tablo 2. Mobil faz gradient tablosu

Zaman (dk) Akis hizi (ml/dk) Solvent A Solvent B
(%) (%)

0 0.8 39 61
4.01 0.8 33 67
14.01 0.8 39 61

15 0.8 39 61

Poliamin Diizeylerinin Hesaplanmasi

Serum ve doku poliamin miktarlari, numunelerden elde edilen HPLC
kromotogramindaki pik alanlarinin poliamin standart pik alanlari ile karsilastiriimasi
sonucu hesaplandi. Doku dizeyleri proteine oranlanarak ifade edildi (Tablo 3) (Sekil
19).

Tablo 3. Waters spherisorb Cis kolonundan standart ve orneklere ait poliamin cikis

zamanlari
Poliamin HPLC Kromatograminda Cikis Zamani (dk)
Putresin 5,61
internal standart (I1S) 7,90
Spermidin 8,36
Spermin 10,45
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Sekil 19. Poliamin kalibrasyon standartlarini gésteren HPLC kromatogrami:

1. Putresin (5,61) 2. IS (7,90) 3. Spermidin (8,36) 4. Spermin (10,45).

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismamizda saglanan verilerin istatistiksel analizi, Trakya Universitesi Tip
Fakultesi Biyoistatistik Anabilim Dal’na kayith STATISCA 7.0 (Lisans
no:31N6YUCV38) istatistik programi kullanilarak yapildi.

Tumor kontrol ve tedavi grubu arasindaki arginaz enzim aktivitesi, ornitin, nitrik
oksit ve poliamin dlzeyleri arasindaki farkhliklar Mann-Whithey U testi ile
kargilastirildi. Elde edilen "p” deg@erleri 0.05'den kuguk oldugunda istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calismamizda tumor ve tedavi gruplarindaki farelerin timoér dokusunda;
arginaz enzim aktiviteleri, ornitin, nitrik oksit ve poliamin duzeyleri, serum
orneklerinde ise arginaz enzim aktiviteleri ve poliamin dizeyleri 6lguldi. Serum
orneklerinde arginaz enzim aktivitesi ve poliamin duzeylerinin, doku 6rneklerinde ise
arginaz enzim aktivitesi, ornitin, nitrik oksit ve poliamin dizeylerinin ortalama ve

ortalamanin standart hatasi (SD) Tablo 4, 5 ve 6’da gosterilmigtir.

Tablo 4. Serum arginaz enzim aktiviteleri ve poliamin duzeyleri

Serum Serum Serum Serum
Grup Arginaz Putresin Spermidin Spermin
Aktivitesi Duzeyi Dizeyi Dizeyi
(U/L) (uM/ml) (uM/ml) (UM/ml)
ORT+SD ORT+SD ORTxSD ORTxSD
Grup 1 (n=9) 2.22+0.06 3.40+0.98 3.33+1.46 29,5648.72
Grup 2 (n=9) 2.85+0.76 3.97+2.14 3.01+1.44 28.4349.33
Grup 3 (n=10) 3.57+0.54 7.0614.45 4.80+1.50 43.74+14.71
Grup 4 (n=9) 2.40+0.53 3.72+1.66 2.38+0.73 27.58+1.63
Grup 5 (n=10) 3.160.74 5.50+1.98 2.64+1.22 33.5846.32
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Tablo 5. Doku ornitin, NO duizeyleri ve arginaz enzim aktiviteleri

Doku Arginaz Doku Ornitin Doku NO
Aktivitesi Duzeyi Duzeyi
Grup (U/mg prot.) (MM/mg prot.) (MM/mg prot.)
ORTxSD ORTxSD ORTxSD
Grup 3 24.65+8.30 0.020+0.006 320.67+203.69
(n=10)
Grup 4 35.86+£17.81 0.021+0.002 255.24+106.14
(n=9)
Grup 5 39.81£11.28 0.025+0.004 241.38+82.43
(n=10)

Tablo 6. Doku poliamin diizeyleri

Doku Putresin

Doku Spermidin

Doku Spermin

Duzeyi Duzeyi Duzeyi
Grup (MM/mg prot.) (MM/mg prot.) (MM/mg prot.)
ORTxSD ORTxSD ORT+SD
Grup 3 (n=10) 31.7649.62 164.80+49.07 135.98+42.24
Grup 4 (n=9) 24.99+8.86 184.65+51.63 127.31+41.82
Grup 5 (n=10) 38.96+13.26 265.10+54.19 174.69+58.10

Serum arginaz aktivitelerinin timdér grubunda saglikl gruba goére istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde ylUkseldigi gézlendi (p<0.001). Luteolin tedavisinin (grup 4),
serum arginaz aktivitesini istatistiksel olarak anlamli sekilde dustrdigu saptandi
(p<0.001).

Serum putresin dizeylerinin timoér grubunda saglikli gruba gore istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde ylUkseldigi goézlendi (p=0.017). TUmoér grubunda artan
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putresin duzeylerinin, dusuk doz tedavi grubunda istatistiksel olarak anlamlh bir

sekilde azaldigi saptandi (p<0.05).

Tablo 7. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar

Serum Serum Serum Serum

Gruplar Arginaz Putresin Spermidin Spermin
Aktivitesi Diizeyi Diizeyi Diizeyi

p z p z p z p Z

Gruplve3 |<0.001|-3.391 | 0.017 | -2.368 | 0.022 | -2.286 | 0.028 | -2.205

Grup3ve4 |<0.001|-3.267 | 0.043 | -2.041 | <0.001 | -3.472 | 0.035 | -2.123

Grup 3ve 5 0.218 | -1.285| 0.739 | -0.378 | 0.007 | -2.646 | 0.123 | -1.587

Grup 4 ve 5 0.035 | -2.126 | 0.053 | -1.960 | 0.780 | -0.286 | 0.028 | -2.205

Serum spermidin duzeylerinin timdr grubunda saglikli gruba gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde yulkseldigi saptandi (p=0.022). Tedavi gruplarinda ise
luteolin tedavisinin serum spermidin duzeylerini, tumor grubuna gore istatistiksel

olarak anlamh sekilde dugurdugu bulundu (p<0.008).

Serum spermin duzeylerinin tumor grubunda saglikli gruba gore istatistiksel
olarak anlamli bir gekilde ylkseldigi saptandi (p<0.028). Tumor grubunda artan
spermin duzeylerinin, dusuk doz tedavi grubunda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaldigi gézlendi (p=0.035).

Tumor arginaz aktivitelerine bakildiginda, yuksek doz tedavi grubunda
meydana gelen ylkselme istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.002). Yiksek doz
tedavi grubunun ornitin degerlerinde meydana gelen artisin da ayni sekilde
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.005). Ayni zamanda iki tedavi grubu
arasinda ornitin duzeyleri arasinda anlamli bir fark varken arginaz aktivitelerinde

anlaml bir fark bulunmamustir.
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Tablo 8. Doku arginaz enzim aktiviteleri, ornitin ve NO diizeylerinin istatistiksel

olarak karsilastiriimasi

Doku Arginaz Doku Ornitin Doku NO
Gruplar Aktivitesi Diizeyi Diizeyi
p z p z p z
Grup 3 ve 4 0.243 -1.225 0.400 -0.899 0.661 -0.490
Grup3veb 0.002 -2.948 0.043 -2.043 0.631 -0.529
Grup4veb 0.497 -0.735 0.035 -2.126 0.968 -0.082

Tablo 9. Doku poliamin duzeylerinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi

Doku Putresin Doku Spermidin Doku Spermin
Gruplar Duzeyi Duzeyi Duzeyi
p z Y z Y z
Grup 3ve 4 0.113 -1.633 0.315 -1.061 0.842 -0.245
Grup3ve5 0.247 -1.209 | <0.001 | -3.250 0.123 -1.587
Grup 4ve 5 0.022 -2.286 0.004 -2.776 0.053 -1.960

TUmor grubunda artan nitrik oksit degerleri her iki tedavi grubunda da dusus

gOstermesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir (p>0.05).

TUmor grubunda artan putresin duzeyleri, distuk doz tedavi grubunda dusus

gOstermesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Tamor spermidin  dizeylerine bakildiginda, yuksek doz tedavi grubunda
meydana gelen artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001). iki tedavi grubu

arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlendi.

Tumor grubunda artmis olan doku spermin duzeyleri tedavi grubunda belirgin

bir digus gostermesine ragmen istatistiksel olarak anlaml bulunmamigtir (p>0.05).
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Tablo 10. Deneklerin her birinin serum arginaz enzim aktivitesi ve poliamin diizeyleri

Serum Arginaz

Serum Putresin

Serum Spermidin

Serum Spermin

Grup Aktivitesi (U/L) Dizeyi (MM/ml) Duzeyi (uM/ml) Dizeyi (MM/ml)
Grup 1
1 3.33 3.23 2.09 19.54
2 2.16 2.28 2.80 36.16
3 1.66 3.96 5.85 45.10
4 2.00 5.31 3.35 33.44
5 2.65 2.49 2.88 23.36
6 2.76 2.94 2.15 24.99
7 2.16 2.53 2.55 20.67
8 1.40 4.12 2.53 25.78
9 1.82 3.70 5.80 37.02
Grup 2
1 3.37 0.83 2.67 28.07
2 2.83 8.33 4.47 31.85
3 3.10 3.78 5.86 49.35
4 3.37 2.41 3.97 26.26
5 3.48 2.30 1.95 17.98
6 3.75 3.95 1.95 28.32
7 1.97 4.44 1.66 24.71
8 1.55 5.49 2.02 31.44
9 2.27 4.24 2.58 17.91
Grup 3
1 3.59 7.10 5.62 36.87
2 4.28 4.72 4.13 29.51
3 2.84 2.59 2.94 25.74
4 2.80 3.14 4.53 41.30
5 3.78 11.16 8.14 57.75
6 3.33 16.47 6.17 66.21
7 3.67 5.55 3.95 48.91
8 4.43 10.98 3.90 45.87
9 3.18 3.77 4.82 24.82
10 3.75 5.10 3.83 60.45
Grup 4
1 1.51 5.72 3.01 25.80
2 1.93 2.54 2.94 26.63
3 2.23 2.69 2.84 26.75
4 2.39 3.37 2.70 28.57
5 2.99 2.21 2.49 27.83
6 2.23 1.92 1.45 25.91
7 2.35 3.74 1.59 26.82
8 2.69 4.60 1.30 29.48
9 3.29 6.73 3.11 30.50
Grup 5
1 3.14 4.32 4.61 42.95
2 1.97 5.85 3.97 41.18
3 3.90 4.78 1.25 34.07
4 4.09 4.51 1.72 26.42
5 231 3.53 2.28 31.58
6 4.01 2.62 2.54 31.44
7 3.56 6.51 4.03 41.08
8 3.29 5.88 3.09 33.20
9 2.69 8.05 1.48 24.73
10 2.61 9.03 1.45 29.19
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Tablo 11. Deneklerin her birinin doku ornitin, NO ve poliamin diizeyleri ve

arginaz enzim aktivitesi

Doku Doku Doku NO Doku Doku Doku
Grup Arginaz Ornitin Duzeyi Putresin | Spermidin | Spermin
Aktivitesi Duzeyi (MM/mg Duzeyi Duzeyi Duzeyi
(U/mg (MM/mg prot.) (MM/mg (MM/mg (MM/mg
prot.) prot.) prot.) prot.) prot.)
Grup 3
1 25.12 0.027 601.77 18.94 114.88 103.89
2 24.61 0.0222 772.4 41.27 237.43 167.93
3 22.23 0.0193 171.64 32.07 192.32 140.3
4 18.25 0.016 286.35 20.66 132.5 103.68
5 23.04 0.0222 227.37 27.59 168.86 120.4
6 15.93 0.0155 255.96 19.03 101.45 81.55
7 43.99 0.0334 201.9 41.99 122.6 124.53
8 28.52 0.0139 221.67 34.49 169.8 120.55
9 15.47 0.0197 147.05 41.34 244.01 170.62
10 29.38 0.0174 320.62 40.28 164.21 226.39
Grup 4
1 35.18 0.0238 254.35 18.66 142.43 94.83
2 58.83 0.0188 175.55 24.96 179.42 131.13
3 25.45 0.0231 132.88 37.76 222.14 145.77
4 15.36 0.022 174.63 18.84 119.92 108.36
5 17.52 0.022 162.05 30.65 197.58 131.3
6 21.09 0.02 378.84 19.49 132.77 108.7
7 34.60 0.0175 238.43 35.94 289.45 206.6
8 57.03 0.0224 418.68 27.71 193.88 159.27
9 57.70 0.02 361.83 10.92 184.29 59.83
Grup 5
1 23.71 0.0163 276.73 38.87 265.51 75.85
2 49.97 0.0241 419.11 29.68 259.29 150.37
3 62.39 0.0213 241.22 45.29 252.38 157.68
4 31.09 0.0244 241.22 60.91 342.98 221.24
5 39.81 0.0337 210.88 48.44 338.94 276.68
6 41.59 0.0284 267 27.73 297.31 225.25
7 29.73 0.0284 209.57 21.23 197.86 146.36
8 33.49 0.028 152.35 55.46 293.99 211.06
9 47.03 0.0216 114.16 35.87 211.56 130.22
10 39.35 0.0273 281.61 26.15 191.2 152.17
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TARTISMA

Kanser, hucrelerin kontrolsiz bir sekilde ¢godalmasi, invazif nitelik kazanmasi
ve metastaz yapmasi ile kendini gosteren ve halen gelismis Ulkelerin 6lum
istatistiklerinde kalp ve damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer alan oldurucu
bir hastaliktir (18,19).

Meme kanseri kadinlarda kanserin en sik gorulen tipidir (12). Memeyi
olusturan sut bezleri ve Uretilen sutl tagsiyan kanallari déseyen hicrelerin kontrolsuz
olarak ¢ogalmalari sonucunda meme kanseri gelisir (28). Tumorun tedaviye verdigi
yanitin degerlendiriimesi ve metastazlarin erken donemde Onlenebilmesi igin bazi

tumor belirtegleri kullanilr.

Arginaz ure siklusunun temel enzimlerinden biridir. Arginazin en ¢ok
bulundugu yerler memeli karaciger hucreleri ve her ne kadar Ure siklusuna sahip
olmasada meme bezleridir. Plazma arginaz ve NO seviyeleri birgok kanserde oldugu
gibi meme kanserlerinde de patolojik bir tanimlayici (marker) olarak belirlenmistir
(150,151). Meme kanserli hastalarda yapilan ¢alismalarda serum arginaz enzim
aktivitesi, saglikli kadinlarin serum arginaz aktivitesinden yuksek bulunmugtur
(4,152). Leu ve ark. kolorektal kanserli hastalarda serum arginaz aktivite duzeyini
arastirmiglardir. Arastirma sonucunda kolorektal kanserli dokularin normal mukozal
dokulara gore 2 kat fazla arginaz aktivitesine sahip oldugu gorulmustir. Wu ve ark.
gastrik kanserli hastalarda plazma arginaz aktivitesini kontrollere oranla yuksek

saptamiglardir (153). Yaptigimiz calismada Erhlich asit timor implanthi hayvanlarin
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serumlarindaki artmig arginaz olgumleri bu calismalari desteklemektedir. Saglikl
hayvanlarin serum arginaz degerleri ile karsilastirildiginda meme kanseri tasiyan

hayvanlarin serumundaki arginaz miktari %60 daha fazladir (p<0.001).

Arginaz enzimiyle ortak substrati kullanan NOS, L-arginini NO ve sitrilline
parcalayan enzimdir (40). Kanserde arttigi bilinen arginaz enzimi ve NOS, arginini
kullanmak igin birbirleriyle yarigmaktadirlar (154). Arginaz enziminin L-arginin i¢cin Km
degeri 2-20 mM iken, bu deger NOS icin ise 1-20 pM’dir (155). Fakat arginaz
enziminin fizyolojik pH'da Vmax degeri, NOS enziminden 1000 kat daha fazla
oldugundan bu iki enzimin, L-argininin duguk konsantrasyonlarinda bile, onu

rahatlkla kullanabilecegini ortaya koymaktadir (5).

NO’nun, kanser gelisiminde koruyucu rol oynadigi, kanser hicreleri Uzerindeki
sitotoksik etkisi ve antiproliferatif 6zellik gosterdigi belirtiimektedir (115,116). Diger
yandan NO ve NO metabolitlerinin timorli dokularda hicre buylimesi ve metastazi
inhibe ettigi, NO’nun ylksek konsantrasyonlarinda tumoér gelisiminin inhibe
edebilecegdi ve tumor hicrelerinin bu yolla apoptozunun induklenebilecedi belirtiimistir
(156-158). Ayni zamanda, NO’nun kimyasal duyarlihdr ve immuan duyarlihdi olan bir
ajan olarak kullanilabilecegini, kanser tedavisinde immunoterapi veya kemoterapide
sinerjik etki gostererek etkin olabilecegini belirten c¢alismalar bulunmaktadir
(103,115,116). Luteolinin NF-kB’yi inhibe ederek NO sekresyonunu arttirdigini
destekleyen calismalar mevcuttur (139,159). Deneylerimizde yaptigimiz olgumler
Erlish asit meme tiumodr modelinde luteolin tedavisinin timér doku NO duzeyleri

uzerinde etkisiz oldugunu gostermistir.

Arginazin hucre proliferasyonuna yonelik etkilerinin aracilarindan biri de
arginaz aktivasyonu ile olugsan ornitinin oncusu oldugu putresin, spermidin ve
spermin gibi poliaminlerdir. Arginazca olusturulan ornitin ya poliamin sentezinde ya
da prolin Uzerinden kollajen sentezinde kullanilir. Serumda yapilan poliamin
Olcumlerimiz artan bu arginazin aktivitesinin kanser dokusunun poliamin sentezi
yapmasi i¢in kullandigina isaret etmektedir. TUmorlu hayvanlarin serumunda olgulen
poliaminlerin total duzeyi saglikh hayvanlarin olgumleri ile kargilastirildiginda %53

oraninda fazla oldugu belirlenmistir (6l¢tlen her bir poliamin i¢in p<0.05).
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Kanser hastalarinin kan ve idrar analizlerinde poliamin derisiminin artmasi,
kanserli dokularda poliamin sentezinden sorumlu enzimlerin aktivitesiyle poliamin
sentezinin arttiginin  gostergesidir. Kanser hucreleri tarafindan sentezlenen
poliaminler, kan dolasimina ve bdbreklere gecgerler ve idrar yoluyla atilirlar (160). Bu
nedenle kan ve idrarda bulunan poliamin metabolitlerinin, kanser igin erken tani
yontemi olarak kullanilabilecegi ileri surtlmustar (161). Poliaminler hicre buyumesi
icin gerekli oldugundan poliamin sentezindeki artis tiGmor proliferasyonun bir
yansimasi olabilmektedir. Bu nedenle, poliamin sentezinin baskilanmasi kanser
hicre buyUumesini geciktirebilir. Hayvanlar Uzerinde yapilan denemelerde, ODC
inhibitort  olan  DL-a-difluoro-metilornitin - (DMFO) kullanilan farelerde timor
blylmesini baskiladigi ve yasam suresini uzatti§i tespit edilmistir (162). Jeong ve
ark. meme kanseri galismasinda serum poliamin duzeylerinin kanserli hastalarda
saglikhlarla kiyaslandiginda yuksek oldugunu saptamiglardir (163). Bu bilgiler
dogrultusunda, poliamin sentezinin inhibe edilmesi, poliamin kaynaginin azaltiimasi
veya yok edilmesi ve poliamin tastyicilari yoluyla poliamin aliminin inhibe edilmesi

kanser tedavisinde tUmit verici sonuglar ortaya ¢ikarmistir (164,165).

immiin hiicrelerde artan poliamin alinimi anti-tiimoér aktivasyonlar icin gerekli
olan sitokin Uretiminde azalmaya ve CD11 ve CD56 gibi anti-timér immunitesinde rol
oynayan adhezyon molekullerinin ifadelerinde azalmaya neden olur. Artmis bir
poliamin dlzeyine sahip bir ¢cevrede bulunan immun hucreler lenfokin aktivasyonlu
oldirme aktivitesi gibi anti-timor immun fonksiyonlarini kaybederler. Yakin slrecte
yapilan incelemelerin sonuglari artmis poliaminli ortamin immun hucrelerin anti-tumor
fonksiyonlarini baskilayarak kanser hicrelerinin yeni dokulari istila ederek metastaz
olusturmalarini indUkledigini gdstermistir (166). Bu da bizim deneylerimizde de
gOzlendigi gibi artan arginaz aktivasyonunun yonlendirdigi poliamin sentezindeki
artisin bir ifadesi olarak ylkselmis olan plazma poliamin dizeylerinin immin
baskilama yolu ile timor dokusunun immun sistemin hedefinden ¢ikarak daha rahat

cogalma konusunda pozitif konak ortami hazirladigini géstermektedir.

Kullandigimiz Balb/c farelerdeki Erhlich'in asit meme timdr modeli agresif,
kisa gogalma slresine sahip ve hizli metastatik yetenegi ile bilinmektedir. Yaptigimiz
dlgimler bu agresif doganin nasil gelisebilmis olabilecegini ortaya koymustur. ileride

eklenecek immun sisteme ait verilerinde katilmasi bu in vivo timér modelinin daha iyi
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degerlendiriimesini saglayacaktir. Yapilan literatur incelenmesinde luteolin ve
poliaminlerle ilgili bir c¢alisma bulunmamaktadir, fakat luteolinin Leishmania
kiltarlerinde arginaz enzim aktivitesinin inhibisyon fonksiyonunu goésterdigi Manjolin

ve ark. ca 2013 yilinda yayinlanmistir (167).

Erhlich asit meme timoérlu tasiyan farelerin luteolin uygulamasi ile tedavi
edilmesi azalmisg serum arginaz ve poliamin duzeyleri ile sonuglanmistir. Luteolin
tedavisi serum arginaz duzeylerinde %?20'lik bir baskilama meydana getirmigtir.
Serum arginaz duzeylerindeki azalmanin bir ifadesi olarak olgtugumiz serum
poliamin duzeyleri de anlaml bir dusus goOstererek arginazin inhibisyonu ile sentetik
yolunda baskilandigina isaret etmistir. Ozellikle spermidin [(saghkli grup 3.33+1.46;
tumor tasiyan grup 4.80+1.50; luteolin-tedavili grup 2.52+1.00); (tedavi grubu ile
tumor tasiyan grup p=0.000)] ve spermin [(saghkh grup 29,56+8.72; tUmor taslyan
grup 43.741+14.71; luteolin-tedavili grup 30.7415.5); (tedavi grubu ile timor tasiyan
grup p=0.008)] duzeyleri saghkh hayvanlarin serumlarindaki olcllen seviyelere
dismustdr.

Caco-2 insan epiteliyal kolerektal karsinoma hucreleri Uzerinde yapilan
caligmalar, luteolinin epiteliyal kolesterol transportorleri Uzerinde baskilayici etkiye
sahip oldugunu goéstermistir (168). CHO over hucreleri Gzerinde yapilan incelemeler
ise luteolinin monoamin transportorlerini aktive ettigini ortaya koymustur (169).
Monokarboksilat transportorleri veya MCT'ler laktat ve pirGvat gibi tek karboksil
tastyan guruplarin biyolojik membranlardan taginimini saglayan plazma membran
transportdrlerindendirler. Ozellikle hipoksik kosullara sahip olan malign timérlerdeki
artmig glikoliz gdosteren huicrelerin biriken laktattan kurtulmasi igin dnemlidirler (170).
Luteolini de iceren bazi flavanoidlerin hem in vitro hem de in vivo MCT fonksiyonunu
inhibe ettikleri belirtilmigtir (171). Kullanilan ilag direnci kanser tedavisi gdren
hastalarda en 6nemli klinik problemlerden biridir. Genellikle MDR olarak kisaltilan
bircok ilaca direng, ABC transportorlerinin artmis ifadeleri ile iligkilidir. Bu tlr
transportor proteinler hiicre membraninda konsantrasyon gradiyentinin ters yoninde
aktif olarak ilaglarin, ilag metabolitlerinin ve ksenobiotiklerin hicre digina
pompalanmasindan sorumludurlar Meme kanseri direng proteini olarak bilinen BCRP
(breast cancer resistance protein) bu transportor ailesinin Uyelerindendir ve luteolin
dogal bir BCRP inhibitérudir (172).
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Hucrede sentezlenen poliaminlerin disariya ¢ikisi ve hlcreye disaridan girisi
plazma membranindaki poliamin transportorleri ile saglanmaktadir. Su ana kadar
poliamin transportorleri Uzerinde luteolinin fonksiyonunu arastiran bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu galismamizda biz de poliamin transportorlerini incelememis
olsakta, deneylerimiz Erhlich asit meme tumor hicrelerinde luteolinin poliamin
transportorlerini bloklama ihtimalini desteklemistir. CUnkl tedavi olan gruplarda tumor
doku poliaminleri artmig fakat serum poliamin dizeyleri ise azalmistir. Bu da poliamin
hicre digina ¢ikiginin bloklanmasi ile agiklanabilir.

Luteolinin poliamin sentezini engellemesini belirten bir veri elde edilmemistir.
Muhtemelen bu da kullanilan meme kanser modelinde luteolinin sahip oldugu
Ostrojen agonistik aktivitesinden kaynaklanabilir (173). Yapilan bir¢gok ¢alisma hedef
dokularda 6strojen ve poliamin dizeyleri arasinda pozitif bir iliskinin oldugunu
gOstermigstir (174). Linsalata ve ark. da kanser hucrelerinde poliamin duzeyleri ve
Ostrojen reseptorleri arasinda iliski bulmuslardir (175). Erhlich’in asit meme timorleri
Ostrojen reseptor pozitif meme karsinoma hicrelerinden olusur (176). Deneylerimizde
kullandigimiz disi Balb/c farelerinin timoér dokularinda goézlemledigimiz  artmis
poliamin sentetik yol ve poliamin dluzeyleri, 6strojen yolagina bagimli olarak tUmor
dokusunda artmis olan poliamin sentezini isaret etmektedir.

Calismamizda literatur bilgisi ile dogru orantili olarak, tumoér grubunda
poliamin seviyeleri saglikli gruba kiyasla anlamli bir sekilde yukselmis, luteolin
tedavisi ile artan poliamin duzeylerinin anlamli bir sekilde azaldigi saptanmistir
(p<0.05). Kanser gruplarinda arginaz enzim aktivitesinin artmasiyla arginin, ornitine
ve sonrasinda poliaminlere metabolize olur. Deneylerimiz sirasinda hedeflerimiz
icinde olmadigi i¢in takip etmedigimiz tumor hacimlerindeki degisikliklerin kontrole
gére tedavi edilen gruplarda daha az buyumesi, kullanilan Erhlich’in asit timor
modelinde luteolinin diger bircok kanser modelinde de godzlendigi Uzere poliamin
yolagi disinda hicrenin yasamda kalim ve apoptik yolak Uyeleri Gzerinden etki

gOsterebilecegini dugundurmektedir.

Flavinoidler birgok bitki tarafindan dretilen difenilpropan yapisi igeren
maddelerdir. Flavinoidlerin birgok hastaligin 6nlenmesi ve tedavisinde etkili oldugunu
gOsteren preklinik ve klinik ¢alismalar mevcuttur. Antioksidan 6zellikleri B—halkali
katekol grubu ve C4’Un okso grubuyla etkilesen C2 ve C3 cift bag igeriklerindeki
yapilardan  kaynaklanmaktadir.  Bunlardan  birincisi  serbest  radikallere
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hidrojen/elektron dondru olarak, ikincisi ise metal iyonlara yani gecis metallerine bir
baglanma noktasi olarak iglev gorur. Flavonoidlerin antioksidan etkilerinin arastirildigi
Martino ve ark. yaptigi calismada antioksidan aktiviteleri rutin, morin, catechol,

quercetin ve luteolin siralamasiyla paralel olarak artmaktadir (121).

Kanserler, genellikle hucre bolinmesinin kontrolstiz oldugu durumlarda ortaya
cikar. Diger flavonoidlerde oldugu gibi luteolin de, hemen hemen tim kanser
tiplerinde hiucre ¢ogalmasini inhibe etme yetenegindedir (127-129). Flavonoidlerin bu
iglevlerini ya G1/S ya da G2/S kontrol noktasinda hicre bdlinmesini durdurarak
yerine getirdikleri bulunmustur (130,131). Bu durdurulma, CDK inhibitorleri p27/kip1
ve p21/waf1’nin up-reglilasyonu ya da CDK2 aktivitesinde direk inhibisyon ile
gerceklestirilir. Luteolin mide, prostat ve melanom hicrelerde G1 fazinda iken hicre
bdlinmesini durdurma yetenegindedir. Luteolinin bu etkisi p53 aracili p21/waf1’in
ekspresyonuyla olur (132-134). Bu bilgiler 1s1ginda degerlendirildiginde luteolin;
antioksidan, pro-oksidan, antiinflamatuvar, antikanserojen, antianjiyogenez ve

antimetastatik aktivitelere sahip bir flavonoidtir.

Sonug olarak, hayvanlardan tedavi suresi sonunda alinan tumoér dokularinda
yaptigimiz Olcimlerde de serum Olgumlerimizde de goézlemledigimiz paterni
beklerken deney sonuglarimiz surpriz bir tartismayi ortaya koymustur. Tedavi edilen
ve edilmeyen tumorli hayvanlarin timoér dokularinda oOlglilen NO degerlerinde bir
farkhlik yoktur. Bu luteolinin timdr dokusu duzeyinde NO sentetik yolagi Uzerinde
etkisiz oldugunu gdstermekle hucresel argininin ikinci yolak olan arginaz tzerinden
poliamin sentezine ydnlenebilecedini, dolayisi ile bu yolagin daha aktif hale
gecgecegine isaret etmistir. Takibinde yaptigimiz tumor doku arginaz ve poliamin
dizeylerinin 6lgimu bu tahminimizi dogrulamistir. TUmor dokusunun hem arginaz
icerigi hem de total poliamin dizeyleri luteolin tedavisi alan hayvanlarda daha ylksek
bulunmustur. Luteolin tedavisi sonucunda timoér doku arginaz miktari %53 artmigtir
(p=0.012). Ayni sekilde olgulen her bir poliamin dizeylerinde de artis gortlmekle
beraber Ozellikle poliamin yolaginin merkez Uyesi spermidin dizeyleri luteolin ile
tedavi edilen hayvanlarin timorlerinde %38 arttigi saptanmistir (p=0.009). Her ne
kadar ilk bakista serum ve doku oOlgumleri arasinda uyumsuzluk var gibi gézikmekte
ise de yaptigimiz incelemeler luteolinin plazma membran transportorleri Uzerinde de

fonksiyonel olabilecegini ve bu konunun gozlemlerimizin temelini olusturabilecegini
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ortaya koymaktadir. Kanser tedavisinde umut verici bir ajan olan luteolinin bu

alandaki etkileri daha ileri aragtirmalar ve yeni parametreler ile desteklenmelidir.
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SONUGLAR

Bu galisma Trakya Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Laboratuvar'inda gergeklestirilmistir. Luteolin’in deneysel olarak meme kanseri
gelistiriimis farelerde arginaz enzim aktivitesi, nitrik oksit, ornitin ve poliamin dizeyleri

uzerine olan etkilerinin arastiriimasi amaglanan bu ¢alisma sonucunda;

1) Serum arginaz aktivitesi meme kanserinde anlamli bir sekilde ytkselirken,

luteolin tedavisi ile anlamli olarak azaldigi saptandi.

2) Serum putresin dizeylerinin timoér grubunda anlamli olarak yukseldigi,

dUsuk doz luteolin tedavisi ile anlamli olarak dustigu saptandi.

3) Serum spermidin dizeylerinin tUmor grubunda anlamli bir gsekilde

yukseldigi, tedavi gruplarinda ise anlamli olarak azaldigi saptandi.

4) Serum spermin dizeylerinin tumér grubunda anlamli olarak yukseldigi,

luteolin tedavisi ile anlamli olarak dustugu saptandi.

5) Tumor doku arginaz enzim aktivitesinin tedavi grubunda anlamli bir sekilde

yukseldigi saptandi.

6) Luteolin tedavisi sonucunda artan arginaz enzim aktivitesi dogrultusunda,

ornitin duzeylerinde de bir artis gozlendi.
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7) Doku NO duzeyleri timor ve tedavi gruplarinda farkhlik gostermedigi

saptandi.

8) Doku putresin duzeylerinin timor grubuna kiyasla tedavi gruplarinda

anlamli dizeyde fark gdstermedigi saptandi.
9) Tumor grubunda doku spermin duzeylerinin, tedavi ile yukseldigi gozlendi.

10) Tumor grubunda doku spermidin duzeylerinin, tedavi grubunda anlamli

duzeyde yukseldigi gozlendi.

11) Serum ve doku oOrneklerinde arginaz ve poliamin duzeylerinin
calismamizda olgtigumuz degerlerinin birbirlerine uyumsuz degisimi, luteolinin Erlich
asit meme tumor modelinde plazma membran poliamin tasiyicilari Uzerine bloke edici

etki gosterdigini vurgulamigtir.
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OZET

Bu calismanin amaci in vivo Erhlich asit meme timoér modelinde, serum ve doku
orneklerinde luteolinin arginaz enzim aktivitesi, ornitin ve poliamin (putresin,
spermidin, spermin) duzeyleri Uzerine etkilerini incelemektir. Disi balb/c fareler,
saglikli kontrol, saglikh tedavi, tUmor kontrol, tumor tedavi 1 ve tumor tedavi 2 olmak
uzere gruplara ayrildi. Farelerin sol bacak i¢ bolgesine subkutan olarak 0.2 mL
Ehrlich asit tumor hiacresi enjekte edildi. Luteolin 5 mg/kg/gin ve 10 mg/kg/gun
dozlarinda 12 gun boyunca saglikli tedavi, tUmor tedavi 1 ve tumor tedavi 2

gruplarina intraperitoneal olarak verildi.

Luteolin hidroksile flavinoid yapisinda, gugli antioksidan, antiinflamatuvar,
antikanserojen aktivitelere sahip bir flavonoiddir. Luteolin, gesitli kanser hicrelerinin
hicre sad kalim yolaklarini baskilayarak ve apoptoz yolaklarini uyararak, tUmor
hdcrelerinin  6lumine neden olmakla birlikte sitotoksik tedaviye duyarli hale
gelmelerini de saglamaktadir. Daha 6nce yapilan birgok calismayi destekleyerek,
saglikh hayvanlara timor implantasyonumuz istatistiksel olarak artmis serum arginaz
ve poliamin duzeyleri ile sonuglanarak, bu artmig Uretimin sorumlusunun timor
hicreleri oldugunu gosterdi. (p<0.05). Luteolin tedavisi ise serumdaki arginaz ve
poliamin yukselisini ortadan kaldirdi (p<0.05).

Tumor implantll hayvanlarin serumlarindaki yukselen arginaz ve poliamin

duzeyleri luteolin tedavisi ile azalirken, dokulardaki olgiimlerimiz bu parametrelerin
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tedavi ile arttigini gostermistir. Sonuglarimiz dokuda artan bu arginaz ve poliamin
dizeylerinin luteolinin  kullanilan tumor modeli Uzerindeki agonist 0strojenik
etkisinden olabilecegini ve timorli dokuda artarken serumda azalan parametrelerde
timorli  dokudan poliamin effluksunun Iluteolinin plazma membran poliamin
transportorleri Uzerinde olusturdugu baskilayici etkiden meydana gelebilecegini

vurgulamistir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, arginaz, ornitin, poliamin, luteolin.
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INVESTIGATION OF THE POSSIBLE ROLE OF LUTEOLIN IN
BREAST CANCER

SUMMARY

The aim of this study is to investigate the effects of luteolin treatment on
enzymatic activity of arginase, ornithine and polyamine levels (putrescine, spermidine
spermine) in serum and cancer tissues in in vivo Erhlich ascites breast cancer model.
Balb/c female mice were divided randomly into following groups: healthy control,
healthy treatment, cancer control, treatment 1 and treatment 2. 0.2 mL Ehrlich
ascites tumor cells was inoculated subcutaneously to medial part of left hind leg.
Healthy treatment and treatment 1 groups, and the treatment group 2 were given 5
mg/kg and 10 mg/kg dose of luteolin, intraperitoneally, for a 12 days period,
respectively.

Luteolin has a hydroxylated flavonoid structure and shows potent antioxidant,
anti-inflammatory, and anticarcinogenic properties. Luteolin not only leads to cell
death in various tumors by suppressing cell survival pathways and stimulating
apoptotic pathways, but also sensitize them to cytotoxic therapy. Supporting various
previous studies, tumor implantation to healthy mice resulted in statistically significant
elevation of serum arginase and polyamine levels (p<0.05) indicating the tumor cells
as the main source of this production. Furthermore, luteolin treatment abolished this

increase in serum arginase and polyamine levels (p<0.05).
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Tissue measurements of arginase and polyamine levels indicated that luteolin
treatment resulted with an increase in these parameters of tumor tissue while the
serum levels of them showed a significant decrease. Our results revealed that
increased tissue arginase and polyamine levels might be related with estrogenic
agonistic effect of luteolin on utilized tumor model in this experiment; and decreased
serum levels of these parameters while there is a significant increase of them in
tissue levels might be a result of a suppression of polyamine efflux from the tumor

tissue by inhibitory effect of luteolin on plasma membrane polyamine transporters.

Key words: Breast cancer, arginase, ornithine, polyamine, luteolin.
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Numarasi: 1128304103

Anabilim Dali: Tibbi Biyokimya

Programi: & Yiiksek Lisans O Doktora

Tez baghgi/Konusu:

Luteolin’in Meme Kanserinde Olast lyilestirici Rolliniin Aragtiriimasi

Trakya Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisti Mudiirligtne

Yukarida agik adi bulunan tezimin “Kapak Sayfasi, Giris ve Amag, Genel Bilgiler, Bulgular, Tartisma, Sonuglar,
Ozet ve Summary” bolumlerinden olusan toplam 54 sayfalik kismina iliskin 24/11/2015 Tarihinde tez
danismanim tarafindan iThenticate adli intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanmis
olan orijinallik raporuna gére tezimin benzerlik orani % 16 olarak belirlenmistir.

Uygulanan filtrelemeler;

1-Kabul ve Onay Sayfasi harig 6-Kaynaklar harig
2-Tesekkar harig 7-Sekiller Listesi harig
3-igindekiler harig . 8-0zgecmis hari¢
4-Simge ve Kisaltmalar harig 9-tkler harig

5-Gereg ve Yontemler Harig
Trakya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez calismasi Orijinallik Raporu Uygulama Esaslarini inceledim ve
bu uygulama esaslarinda belirtilen maksimum benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi bir intihal
icermedigini, aksinin ispat edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tirlli sorumlulugu kabul ettigimi ve
yukarida vermis oldugum bilgilerin dogrulugunu beyan ederim. 24/11/2015

oA iﬁ/\” .
Ogrencinin Adi Soyadi, Imza

Nihayet KANDEMIR

Ek:Orijinallik Raporu (1 Sayfa)

UYGUNDUR
24/ 11/2015

&mmAdl Soyadi, imza

Dog. Dr. ilker DIBIRDIK




