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ABSTRACT

The role of Nitric Oxide (NO) in tumour biology is not well understood. However, it has been proposed that NO is a
highly reactive free radical and plays important roles in growth, progression or metastasis of tumour. Nitric oxide synthases
(NOSs) are a family of enzymes that catalyzing the production of (NO) by converting L-arginine to L-citrulline. The aim of
present study was to examine Nitric Oxide Synthase 3 (NOS3) GIlu298Asp polymorphism in patients with breast cancer. For
this purpose, 49 patients with breast cancer and 89 healthy controls were included in the study. The NOS3 Glu298Asp
polymorphism were genotyped by PCR-RFLP using peripheral blood samples in our study groups. NOS3 Glu298Asp
genotype distribution in the breast cancer patients [GG: 2(4.1%), GT: 22(44.9%), TT: 25(51%)] was statistically different
from the healthy control group [GG: 25(28.1%), GT: 34(38.2%), TT: 30(33.7%)] (p=0.024). NOS3 GIlu298Asp gene
variation T allele frequency was significantly higher in breast cancer patients that of controls (¥2=7.229; p=0.007; OR:
1.228;%95 CI: 1.065-1.415).

Conclusion: Our finding suggest that NOS3 Glu298Asp might be associated with breast cancer risk.
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OZET

Nitrik Oksit’in (NO) tiimor biyolojisindeki rolli tam olarak anlagilamamis olmasina kargm tlimoriin biyiimesi, gelismesi
ve metastaz gibi durumlarda 6nemli rol oynayan bir serbest radikal oldugu ileri siiriilmektedir. Nitrik oksit sentaz (NOS)
enzim ailesi L-sitrulinin, L-arginine doniisiimii sirasinda Nitrik oksit (NO), sentezine aracilik eden bir grup katalizorlerdir.
Bu calismanin amact Nitrik Oksit Sentaz (NOS3) Glu298Asp polimorfizmini meme kanserli hastalarda aragtirmaktir. Bu
amagla 49 meme ve 89 saglikli kontrol grubu g¢aligmaya dahil edilmistir. Caligma gruplarimizda NOS3 Glu298Asp
polimorfizmi periferal kan ornekleri kullanarak PCR-RFLP yontemiyle tayin edilmistir. Meme kanserli hastalarda NOS3
Glu298Asp genotip dagilimi [GG: 2 (4.1%), GT: 22(44.9%), TT: 25(51%)] saglikli kontrol grubundan [GG: 25(28.1%), GT:
34(38.2%), TT: 30(33.7%)] istatistiksel olarak anlamli derecede farkli bulunmustur (p=0.024). NOS3 GIlu298Asp gen
varyasyonu T allel frekanst meme kanserli hastalarda kontrol grubuna gore anlamli sekilde yiiksek olarak saptanmustir
(x2=7.229; p=0.007; OR: 1.228;%95 CI: 1.065-1.415).

Calismamiz sonucunda NOS3 Glu298Asp polimorfizminin meme kanseri riski ile iligkili olabilecegi kanisina varilmistir.
Anahtar Sozcukler: oksidatif stres, NOS3 geni, varyasyon
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GIRIS

Meme kanseri diunyada yaygm olarak gorilen kanser
tirlerinden biri olup, kadinlarda 6lime sebebiyet veren
ikinci kanser truddr (1). Meme kanseri icin bilinen risk
faktorleri arasinda aile 8ykusu, yas, ilk gebelik yasi, alkol
tiiketimi, menopoz sonrasi obezite ve iyonize radyasyon
yer almaktadir. Fakat tim bu faktorler meme kanserinin
etiyolojisinin  ve cografik olarak varyasyonlarmin
anlasilmasi agisindan yeterli olmamaktadir (2). Oksidatif
stres ve karsinojenlerin metabolizmasiyla ilgili genlerdeki

heterojenite de meme kanserine olan yatkinligi
etkileyebilmektedir (3-4).

Serbest radikal nitrik  oksit (NO), apoptozun
uyarilmasinda ve g¢esitli  sitostatik ve sitotoksik

fonksiyonlarda rol oynayan o6nemli bir biyolojik
mediatordlr. Cesitli ¢alismalarda karsinogenez siirecinde
serbest radikal Oretiminin arttigi ve antioksidan savunma
sistemlerinin yetersiz kaldig ileri siirilmistiir. Nitrik oksit
(NO), Nitrik Oksit Sentaz (NOS) izoformlar: tarafindan
L-sitrulinin, L-arginine doniisiimi sirasinda
sentezlenmektedir  (5,6). Diisiikk  konsantrasyonlarda
timorin blylmesini, timor anjiyogenezini uyarici ve
metastaz1 aktive edici etkilere sahipken buna karsin
yuksek konsantrasyonlarda, tumér hicrelerinin apoptoza
yonlendirilmesinde ve timor blyumesinin
durdurulmasinda rol oynamaktadir (5,6). Homeostaz hiicre
proliferasyonu ve Oliimii arasindaki denge araciligi ile
saglanmaktadir. Hiicre proliferasyonu ve apoptoz
arasindaki denge degisiklikleri pek c¢ok hastaligin
patogenezine katkida bulunmaktadir. NO, bu dengeyi
degistirebilmektedir. Cilinkii NO konsantrasyon oranina,
hiicre tipine ve ¢evre sartlarina bagli olarak toksik veya
koruyucu nitelikte dzellik gosterebilmekte, apoptoza yol
acabilmekte ya da inhibe edebilmektedir (7). Endotel
hicrelerinde Nitrik Oksit Sentetaz’in (NOS) NOS2 geni
tarafindan kodlanan indiiklenebilir NOS ve NOS3 geni
tarafindan kodlanan endotelyal NOS olmak (zere iki
formu bulunmaktadir (8). NOS3 7. kromozomda 26
ekzonluk bir gen tarafindan kodlanir (9). NOS3
Glu298Asp bu gende goriillen yaygin polimorfizmlerden
biri olup 894’lincli nikleotidde kodon 298 icin (G-T)
glutamat-aspartat degisimi ile karekterizedir. Yapilan bazi
aragtirmalarda NOS3 Glu298Asp (894G>T) mutant TT
varyantinin meme kanseri ile iligkili olabilecegi kanisina
varilmustir (10).

Caligmamizda da meme kanserine yatkinlikta NOS3
Glu298Asp gen polimorfizminin 6nemini aragtirmak
amactyla, hasta ve kontrol bireylerde genotipleme ve
allelik frekanslarinin tespiti amaglanmigtir. Ayni zamanda
meme kanserli hastalarda hastaligin klinik ve prognostik
parametreleri ile NOS3 polimorfizmi arasindaki iligki olup
olmadig1 da incelenmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligmada iki 6rnek grubu kullanilmustir. Birinci
grupta 89 kisiden olusan herhangi bir rahatsizligi olmayan
saglikli bireyler kontrol grubuna alinmustir.

Ikinci grup ise 1.U.Onkoloji Enstitiisii Radyasyon
Onkolojisi, Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi
Cerrahi Klinigi tarafindan takip edilen meme kanserli
hastalardan olugmaktadir.

Projemize dahil edilmis meme kanserli hastalarin

patolojk olarak tanilar1 ve klinik degerlendirmeleri ve
ornek alimlart ilgili klinikler tarafindan
gerceklestirilmigtir. Polimorfizm ¢alismasi igin saglikli ve
meme kanserli bireylerin kan ornekleri EDTA’l tiipe
alinip DNA izolasyonu yapilmis ve 89 saglikli bireyde, 49
meme kanserli hastada NOS3 Glu298Asp gen polimorfizm
analizi yapilmistir.
Meme kanserli hasta ve normal bireylerden alinan kan
orneklerinden DNA izolasyonu amonyum asetat ve
proteinaz K’nin kullanildig: tuz ¢oktiirme metoduyla elde
edilmigtir (11).

NOS3 Gen Polimorfizmi

NOS3 Glu298Asp gen polimorfizm ilgili gen
bolgesinin c¢ogaltilmasinda 5’- AAG GCA GGA GAC
AGT GGA TGG A -3’ ve 5’- CCC AGT CAATCC CTT
TGG TGC TCA -3’ spesifik primer dizileri kullanilmistir.
PCR reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde, 50-100 ng
genomik DNA 1x PCR buffer, 0.2 mM dNTP, 3 mM
MgCI2, 0.2 mM primer and 0.5 U Taq polimeraz ( MBI
Fermentas, Lithuania) bilesenleri sirasi ile 0,2 ml’lik steril
tiipe konulmus ve reaksiyon karigimi hazirlanmigtir. PCR
karigiminin hazirlanma iglemleri buz iizerinde sogukta ve
steril kabin icerisinde yapilmistir. PCR reaksiyonu 95 °C 5
dakika denatlrasyonu takiben, 94 derecede 1 dak
sonrasi, 58 derecede 1 dak, 72 derecede 1 dak 35 dongu
72°C 5 dakika uzama evresi seklinde gerceklesmistir.

PCR sonrasi olugan amplifikasyon iriinleri %3’ lik
agaroz jelde yirGtalip kontrol edildikten sonra, Ban 1l
enzimiyle kesim uygulanmis ve kesim sonrasi elde edilen
Uriinler %3’lik agaroz jel elektroforezde yiiriitiilmiis ve
U.V goriintiileme sonrasinda genotiplendirilmistir. NOS3
Glu298Asp gen polimorfizminde 248 b¢’lik tek band
veren Ornekler homozigot (TT) olarak degerlendirilirken,
Ban Il enzim kesimi gergeklesen ve agaroz jel
elektroforezde 163 bg ve 85 bg¢’lik iki bant veren
orneklerde homozigot (GG) , 248 bg, 163 bg ve 85 bg
olmak uzere t¢ band veren drnekler ise heterozigot (GT)
olarak degerlendirilmistir (12).

Bu caligmanin istatistiksel analizleri SPSS 11 paket
programi kullanilarak yapilmugtir. Istatistiksel anlamlilik
smirt p<0.05 olarak alinmig olup NOS3 Glu298Asp
genotip ile allellerinin goriilme sikliginmn, gruplar arasi
farkliliklarla beraber degerlendirilmesinde Ki karex ),
sayisal  verilerin analizi icin ise student-t testi
kullanilmastir.
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BULGULAR

Calismamizda kullanilan saglikli kontroller ve
meme kanserli hastalara ait bilgiler Tablo 1’de
gosterilmigtir. Buna gdre meme kanserli hastalar ile
kontrol grubu arasinda aile hikayesi, cins, sigara kullanimi
ve diger parametreler agisindan istatistiksel anlamlilik
mevcut degildi Hasta ve kontrol gruplari arasinda yas
bakimindan da anlaml fark gézlenmemistir (p>0.05).

Tablo 1: CALISMA GRUPLARINA AIT BILGILER

MEME
KONTROL KANSERLI
—39 HASTALAR
n= n=49
Ornek Sayis1 64/ 25 49/49
(Kadin/Erkek)
'Yas Ortalamalar1 51.14+16.32 54.02+11.04
(v1)

Tablodaki degerler x+SD olarak verilmistir. Gruplararasi
onemlilik derecesi student t testi ile incelenmistir.

Caligmamiza katilan meme kanserli hastalarin %80’
invaziv duktal, %8.9’u invaziv lobuler , %11.1°i ise
kombine tipte oldugu saptanmustir. Hastalarin %29’u
menapoz 6ncesi , %71’i ise menapoz sonrasi kadinlardan
olusmaktaydi. Hastalarm %15.8’inde ER(-), %13.9’unda
da PR (-) olarak saptanmustir. Meme kanserli hastalarmn
%44.2’sinde vaskuler invazyon, %46.3’Unde perinodal
invazyon, %50’sinde ise kapsiil invazyonuna rastlanmigtir.

Tablo 2: CALISMA GRUPLARINA AIT GENOTIP
FREKANSLARI

MEME
KONTROL |[KANSERLI | p degeri
HASTA
N(%)
N(%)
n=89
n=49
NOS3
Glu298Asp
GG 25(28.1) 2(4.1) 0.024
GT 34 (38.2) 22 (44.9)
TT 30(33.7) 25(51.0)
ALLEL
G 84(47.2) 26(26.5)
T 94(52.8) 72(73.5) 0.007

Tablodaki degerler o6rnek sayist1 ve ylizde olarak
verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare testi ile
gosterilmistir. NOS3  Glu298Asp gen polimorfizmi
sonuglar1 gbz oniine alinarak, genotip dagilimi agisindan
caligma grubumuz incelendiginde, meme kanserli
hastalarda ve kontrol grubunda NOS3 GIu298Asp genotip
dagilimi Tablo 2’de gorulmektedir. Caligmamizda NOS3 T
allel frekansi1 meme Kkanserli hasta grubunda kontrol
grubuna gore daha yiiksek oranda gbzlenmis olup aradaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (¥2=7.229;
p=0.007; OR: 1.228;%95 CI: 1.065-1.415).

Tablo 3: Meme kanserli hastalarin 6zelliklerine gore
NOS3 Glu298Asp genotip dagilimi

NOS3  Glu298Asp

(%)

GG GT TT p

degeri
Yas
45< 3.1 424 545 p>0.05
45> 9.1 455 455
Ailede kanser hikayesi
Var 8.3 50 417 p>0.05
Yok 3.8 42.3 53.8
Sigara kullanimi

Evet 125 50 375 p>0.05
Hayir 3.0 44.1 529

NOS3 Glu298Asp varyasyonu genotip dagilmi ile
hastalarin yas, cins, aile hikayesi, sigara kullanimi gibi
parametreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamigtir. Meme kanserli hastalarin demografik
verileri gbéz Oniline alindiginda, saptanan genotip
dagilimlarinin yiizdeleri Tablo 3 ‘de gosterilmistir.
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Tablo 4: Meme kanserli hastalarin patolojik verilerine gore
NOS3 Glu298Asp gen polimorfizm analizleri

Patolojik veriler NOS3 Glu298Asp (%0)

Timor biyikligi GG GT TT
Tl 0 44.4 55.6
T2 0 52.9 47.1
T3 0 33.3 66.7
T4 50 50 0

N safhasi

NO 11.1 556 33.3
N1 0 50 50
N2 9.1 36.4 54.5
N3 0 0 100
Uzak metastaz

Var 0 33.3 66.7
Yok 5.6 47.2 47.2
ER

ER pozitif 6.9 51.7 41.4
ER negatif 0 33.3 66.7
PR

PR pozitif 7.1 60.7 32.1
PR negatif 0 0 100
Perinodal invazyon

Var 5.9 41.2 52.9
Yok 0 52.6 47.4
Vaskiler invazyon

Var 8.7 435 47.8
Yok 0 50 50

Calismamiza dahil edilmis olan meme kanserli
hastalardan Ostrojen reseptorii ER(-) olanlarn tiimiiniin
NOS3 Glu298Asp polimorfizmi T alleline sahip olmasi
ilging bir bulgu olarak karsimiza ¢ikmustir (¥2=:0.439;
p=0.980; OR:1.074;%95 CI: 0.973-1.186). Calismamizda
meme kanserli hastalardan progesteron reseptérii PR(-)
olanlarin tiimii TT genotipi tasimaktaydi.

Calismada incelenen lenf nodu tutulumu pozitif (N)
pozitif olan hastalarda NOS3 Glu298Asp polimorfizm TT
genotipi tasiyor olma olasiligi artmug fakat istatistiksel
olarak anlamli derecede fark bulunmamistir (p=0.697).
Ayni zamanda bu hastalarda NOS3 T alleli daha yiiksek
oranda gbzlenmis istatistiki a¢idan anlamli bir veriye
ulagilamamustir (2=:1.064; p=0.381).

Hasta grubumuzda T3+T4 evresinde olan bireylerde
NOS3 T alleli  frekans1 azalmis ancak istatistiksel
anlamhilik bulunamamigtir. Calismamiza dahil edilen

T3+T4 evresindeki meme kanserli hastalarda G alleli
frekansinda artis olup, meme kanserli hastalardaki bu veri
istatistiksel olarak anlamliliga ulasmamustir (X?=:0.023;
p=0.880). Hasta grubumuzda uzak metastaz varligina gore
NOS3 Glu298Asp gen varyasyonu incelendiginde, G alleli
uzak metastaz durumu negatif olan hastalarda pozitif
olanlara gdre daha yiiksek oranda saptanmig olup aradaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ayrica GG
genotipi tasiyan meme kanserli hastalarda vaskuller
invazyon daha ylksek oranda gozlenmis fakat istatistiksel
olarak anlamli bir veriye ulagilamamigtir. Ancak hasta
grubumuzda klinik ve prognostik parametreler ile NOS3
GIlu298Asp polimorfizmi genotip ve allel dagilimi arasinda
herhangi bir anlamli iligki bulunamamustir (p>0.05).
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TARTISMA VE SONUC

Tumor biyolojisinde nitrik oksidin rolti tam olarak
aydinlatilamamis olmasina karsin, vazodilatasyon, sinir
iletimi, immin sistem ve kanserle igili pek ¢ok fizyolojik
ve patofizyolojik siireglerde rol oynadig ileri stiriilmistiir
(10,13). Endotelyal nitrik oksit sentaz (NOS3) ve ndronal
izoformu (NOSI1) kalsiyum bagimli olarak bazal NO
iretimini diigiik seviyede tutan enzimlerdir. Aksine
indUklenebilir nitrik oksit sentaz (NOS2) (baslica
makrofajlarda bulunur) uygun fizyolojik uyar1 varliginda
yuksek seviyede NO uretmektedir. Tim (¢ izoform da
kalpte mevcut olup, NOS1 sempatik sinir uglarinda, NOS3
vaskdler endotel hiicrelerinde, NOS2 ise aktive makrofaj
ve miyositlerde mevcuttur (13-15). Cesitli ¢alismalarda
nitrik oksidin tumorlerin ilerlemesinde ve metastazda
tetikleyici rol oynadign ileri sirilmistir. TUmor
hicrelerinin,  antitiméral  etkileri  baskilayan  ve
anjiyogenezi uyaran NO aracili mekanizmalar1 geligim,
invazyon ve metastaz i¢in kullandigi bildirilmistir (16).
Hicre proliferasyonu ve apoptotik hicre 6lumi timor
gelisimini etkileyebilmektedir. Nitrik oksidin ylksek
konsantrasyonlarda apoptozu uyardigi  diistiniiliirken,
disiik konsantrasyonlarda anti-apoptotik etki
gosterebilecegi bilinmektedir (17). Mortensen (17) ve
arkadaslar1 NOS3’(in hem meme kanseri hiicrelerinde hem
de endotelyal hiicrelerde var oldugunu gostermis ve meme
kanseri etrafindaki normal dokularda NOS3 yiksek
yogunlugunu istatistiksel olarak anlamli bir bicimde daha
uzun siirvi ile iliskili bulmuslardir. Martin ve arkadaslari
(18) NOS3’in meme kanser tumdrlerinde eksprese
edildigini ve histolojik derece ve lenf nod durumu ile
negatif olarak iligskili oldugunu gdstermislerdir. NOS3
polimorfizmleri tizerine gilincelligini koruyan aragtirmalar
mevcuttur. En yaygin olarak arastirilan varyasyonlardan
biri ise 7. ekzon (zerindeki Glu298Asp polimorfizmidir
(19). Yang ve arkadaslarmm yaptigi 502 meme kanserli
hasta ve 505 saglikli bireyi kapsayan bir caligmada
Glu298Asp polimorfizmi ile meme kanseri arasinda
anlamli bir iliski bulunamamustir (20). ispanya’da yapilan
360 kolorektal kanserli hasta ve 550 saglikli bireyin dahil
edildigi bir aragtirmada da hasta ve kontrol grubu arasinda
Glu298Asp genotip dagilimi ve allel frekansi agisindan
anlamh bir fark rapor edilmemigstir (21). Medeiros ve
arkadaslan tarafindan Portekiz populasyonununda yapilan
bir calismada prostat kanseri riski ile Glu298Asp gen
polimorfizmi arasinda bir iligki bulunamamigtir (22). Bir
diger calismada ise Cheon ve arkadaglari (23) akciger
kanserinde NOS3 gen lokusunun plazma NO diizeylerini
etkileyebilecegi ve NOS3 polimorfizmi ile akciger kanseri
gelisimi  arasinda bir iliski olabilecegi goriislini
bildirmiglerdir ancak bu konuda zit korelasyon oldugunu
bildiren ¢aligmalar da mevcuttur (8).

Meme kanseri icin Ghilardi ve arkadaslar1 (8)
Italya’daki 71 hasta ve 91 kontroli kapsayan
caligmalarinda, NOS3 gen polimorfizmi ve meme kanseri
riski arasinda iligki bulunmadigini rapor etmislerdir.
Benzer sekilde Royo ve arkadaglart (24) Lu ve
arkadaglarida yaptiklart aragtirmada  (25) NOS3 gen
polimorfizmi ile meme kanser arasinda herhangi bir

iliskiye rastlamamiglardir. Ancak Avusturya’da 269 kisilik
meme kanserli ve 244 kontrolde yapilan ¢aligmada Hefler
ve arkadaglar1 (26) NOS3 GIu298Asp polimorfizminin 2
kat artmus riskle iligkili oldugunu rapor etmislerdir.

Caligmamiza dahil ettigimiz meme kanserli hastalar
ile kontrol grubu arasinda NOS3 Glu298Asp gen
polimorfizm dagilimi agisindan istatistiksel olarak anlaml
bir fark saptanmis olup (p=0.024), bulgularimiz Hefler ve
arkadaslarinin ¢aligsmalariyla uygunluk gdstermektedir.
Calismamizda NOS3 T allel tasima, 6zellikle meme kanser
hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel anlaml
olarak daha yiksek bulunmustur (p=0.007). Yas faktorii
ele alindiginda ise 6zellikle 45 yas ve altinda olan meme
kanserli hastalarda NOS3 GG genotipinin  diger
genotiplere gore daha yiiksek frekansta oldugu
saptanmigtir.  Calismamizda istatistiksel anlamliliga
ulagsmamasina ragmen, meme kanserli NOS3 TT genotipli
hastalarda, lenf nod metastazinin pozitif olma durumu
daha yiiksek bulunmustur. Diger ilgi ¢ekici bulgu da
Ostrojen veya progesteron reseptorii negatif olan tim
meme kanserli hastalarin TT genotipi tasimasidir. NOS3
GIlu298Asp polimorfizmi ile kanser riski arasinda yapilan
caligmalar literatiirde yer almakta olup sonuglar tartigmaya
aciktir (8,20-30).

Caligmamiz sonucunda NOS3 Glu298Asp
polimorfizminin meme kanseri riski ile iligkili olabilecegi
kanisina varilmigtir.  Ancak oksidatif stres ile ilgili
molekiller mekanizmalar1 aydinlatabilmek ve bulgular
teyit etmek Uzere daha biiyiik 6rnek gruplarinda yapilan
kapsamli ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir .
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