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OZET

Cesitli kanser hastalarindan (n = 31) elde
edilen plazmada radioimmunoassay metodu ile
3', 5'Siklik Guanozin M o no fosfat (cGMP) sevi-
yeleriincelendi

Hasta grupta elde edilen platma cGMP
degerlerinin (14,09 * It,63 pmolfml), kontrol
grubuna gore (n = 20) (6,41 t 3,50 pmol/ml)
istatistiki agidan onemli oldugu tespit edildi.

Sonu¢ olarak, kanserde siklik niikleolid
seviyelerinin onemli olgiide degistigi kanaatine
varild.

Anahtar kelimeler: c¢GMF. kanser, siklik niikleoud,

radioimmunoassay

T. Ki. Tip Bil. Arast. Dergisi C.3.S.2, 1985,159 -164

Hiicre i¢i metabolizma olaylarinin diizenlenme-
sinde, hiicrenin biiyiime ve gelismesinde siklik niikleo-
tidlerin 6nemli rol oynadiklari son yillarda yapilan ca-
Iismalarla ortaya konulmustur. Ozellikle kanser biyo-
kimyasina molekiiler seviyede yaklasmak amaciyla
doku ve hiicre Kiiltiirii ¢alismalarina hiz verilmis du-
rumdadir. Genel anlamda malign tiimorlii vak'alarda
ekstraselliiler sivi 3', 5-siklik guanozin monofosfat
(cGMP) olgiilmesi, hastaligin
konumu ve uygulanan tedavinin ayarlanmasi1 bakimin-
dan ayri1 bir 6neme sahiptir. Maalesef bu maksatla ya-
pilmis olan calismalar oldukc¢a azdir (1).

konsantrasyonlarinin

Neoplastik hiicrelerde, normal sartlarda hiicre i¢i
endojen bilesikler olan siklik niikleotidlerin metabo-
lizmalarimin degisebildigini goésteren son gozlemler-
den dolayr calismalar siklik niikleotidler, ozellikle
3', 5'-siklik adenozin monofosfat (cAMP) ve 3', 5-
siklik guanozin monofosfat (cGMP) iizerinde yogun-
lasmistir (2).

Memeli hiicrelerinin genel bilesenleri olan cAMP

Tiirkiye Klinikleri Tip Bilimleri ARASTIRMA Dergisi
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THE DETERMINATION OF THE LEVELS OF
PLASMA 3", 5 'CYCLIC G UANOSINE
MONOPHOSPHATE  (cGMP) IN CANCER  PATIENTS
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In plasma obtained from patients with vari-
ous cancers, cGMP levels were assayed by radio-
immunoassay method.

It was found that there were a statistically
significant high levels of cGMP in patient group
(14,09 = 11,53 pmol/ml) compared with control
group (6,41 t 3,50 pmol/ml).

Accordingly, we concluded that in) cancer,
cyclic nucleotide levels varied significantly.

Key words: c¢CiMP, cancer, cyclic nucleotide, radioim-

munoassay
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ve ¢cGMP, insan kaninda, idrarda, beyin omurilik si1-
visinda, semende, tiikriikte, siitte, pankreatik ve safra
salgilarinda mevcuttur (3, 4). Siklik niikleotiklerin
ekstraselliiler siviya karismalarina dair mekanizma
tam manésiyla acikhiga kavusturulamamis olmakla
beraber bu molekiillerin ¢ok diisiik konsantrasyon-
larda basta plazma ve idrar olmak iizere diger ekstra-
selliiler sivilarda bulundugu yapilan c¢aliymalarla
gosterilmistir. Viicutta hemen her dokunun hiicrele-
rinde yaygin olarak bulunan siklik niikleotidlerin bazi

onemli fonksiyonlar: oldugu bilinmektedir (5, 6).

Malign tiimoérler, muhtemelen organizmadaki
cGMP seviyelerini genelde etkileyebilecek organik
maddeler salgilar; bu isi ya cGMP'in diger dokularda-
ki iiretimini etkilemek ya da ekstraselliiler sividaki
metabolizmasini degistirmek suretiyle yapiyor (2).

Tiimorlerde diisik cAMP ve yiiksek ¢GMP kon-

santrasyonlarinin, malign hiicre biiyiimesinin goster-
geleri olduguna dair bir genelleme yapilmamasinarag-
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men yine de bazi tiimorler i¢in bu ifade kullanilabilir
(7,8).

Losemik hiicrelerde siklik niikleotid metaboliz-
masinda meydana gelen karmasik durumun izahi giig-
tir; ¢ilinkii siklik niikleotid sistemi ile hiicre prolife-
rasyonu ve farklilagmasi arasindaki mevcut iligki sim-
diki halde bir fikir olarak ortaya atilmistir. Yapilacak
olan daha spesifik ileri ¢alismalarla insan 16semisi pa-
togenezinin daha iyi bir sekilde anlasilmasi saglana-

bilir (2).

Bu calismanin amaglan Kkisaca soyle o6zetlenebi-
lir:

1. Cesitli kanser hastalarinin plazma ¢cGMP kon-
santrasyonlarini 6l¢mek suretiyle kontrol grubu de-
gerleri ile onemli bir fark teskil edip etmedigini tes-
pit etmek,

2. Plazma c¢GMP seviyeleri ile yas arasinda bir
iliskinin olup olmadigini belirlemek.

MATERYAL ve METOT)

Calismamizda, yas ortalamast 53,2 ¢ 11,8 olan
klinik muayene ve laboratuvar bulgular: ile kanser tes-
hisi konulmus 11 erkek, 20 kadin toplam 31 hasta-
nin, kontrol grubu olarak yas ortalamas: 34,85 + 6,10
olan klinik hi¢ bir sikdyeti ve bulgusu olmayan 16 er-
kek, 4 kadin toplam 20 saglam sahsin vendz kanlarin-
da plazma cGMP tayini yapildi.

Kontrol grubu Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma Hastanesinin personeli ve aragtirma gorev-
lilerinden tegskil edildi.

Kanserli vak'alari, Tip Fakiiltesi Arastirma Hasta-
nesinin, SSYB Numur.; Hastanesinin ve S S K Hastane-
sinin ¢esitli servislerinde yatmakta olan ve klinikte
kanser teshisi konulmus ve heniiz bir tedavi gormemis
hastalar olusturdu.

Kullanilan Reaktifler:

1. % 10'hik Triklora.setikasit (TCA) Cozeltisi:
100 gr TCA tartilarak bir miktar redistiie suda ¢oziil-
dii ve son hacim yine redistiie su ile litreye tamamlan-
d.

2. Su ile Doyurulmus Eter: Hacimce 1:1 oranin-
da hazirlanan su-eter karigimi bir ka¢ dakika kuvvetle
calkaland1 ve, fazlarin ayrilmasi i¢in bir siire beklendi.
Ustte tesekkiil eden faz su ile doyurulmus eter fazi-
dir. Calismamizda bu faz alinarak kullanildi.

3. "1-eGMP Radioimmunoassay Kit'i: Calis-
mamizda New England Nuclear firmasmin hazirladig:
kit'i (Cat. No. Nex-133) kullandik.

Numunelerin Deneye Hazir Hale Getirilmesi:

Yaklagik 3 ml vendz kan, heparinle 1slatilmis en-
jektorle alimarak sogutmali santrifiijde 4°C'da 2000-

3000 devirde 10 dakika siireyle santrifiijlenerek plaz-
manin ayrilmas:t saglandi. Ayrilan bu plazma bir
baska tiipe alinarak bundan sonra asagidaki islemler
sirastyla yapildi.

1. Plazma hacmine esit hacimde % 10'luk TCA
sogutulmus olarak tiiplere ilave edildi ve vorteksle
iyice karistirildi. 4°C'da 2500 x g'de 15 dakika siirey-
le santrifiije edildi, ayrilan supernatant bir baska tiipe
alind1.

2. Supernatant 5 ml su ile doyurulmus eter ile
muamele edildi. Iyice ¢alkalanan bu karisim bir miid-
det kendi haline birakildi. Ust kisimda tesekkiil eden
eter fazi aspirasyonla uzaklastirildi. Geriye kalan ki-
sim ikinci defa 5 ml su ile doyurulmus eter ile iyice
karistirildi ve yine ayni islemler tekrarlandi. Bu eks-
traksiyon islemi toplam bes defa tekrarlandi.

3. Tiipte kalan kalinti, plastik evaporasyon tiiple-
rine aktarildi ve 70-80 C'da ayarli su banyosuna yer-
lestirilerek evaporasyon cihazi yardimiyla buharlasti-
rild1.

4. Plastik tiiplerin dibinde kalan ve siklik niikle-
otidlerce zengin olan kalintinin agz: parafilmle kapa-
tilarak ¢alisma giiniine kadar —20 C'da derin dondu-
rucuda muhafaza edildi.

¢GMP Radioimmunoassay Tayini:

Siklik niikleotidleree zengin kalintinin bulundugu
plastik tiiplere 1 ml sodyum asetat tamponu (ph 6,2;
0,05 M) ilave edilerek iyice karistirildi. Elde edilen
¢ozeltiden 0,1 ml almak suretiyle cGMP'a gore hazir-
lanmis RIA deney protokoliine dahil edildi. Standart
numuneler yardimiyla olusturulan grafikten direkt
¢GMP konsantrasyonlar) tayin edildi.

BULGULAR

Bulgular "istatistiki olarak kantitatif ortalamala-
rin incelenmesi metodu” ile degerlendirildi (9,10,11,
12). Vakalarin istatistiki agidan nem arz eden bulgu-
lar1 Tablo - I'de 6zetlendi.

Tablo - I'den de goriildiigii gibi normal ve kanserli
sahislar arasinda yapilan "t" testinde istatistiki yon-
den 6nemli farklar bulundu. Sonuglar ayrica Sekil - 1'-
de degisim araliklariyla gosterildi.

Normal ve kanserli sahislarin plazma cGMP se-
viyeleri ile yaslan arasinda korelasyonlar arandi ve
degerler Tablo - H'de gosterildi. Netice itibariyle ge-
rek hasta pup gerekse kontrol grubunun, plazma
cGMP konsantrasyonlar: ile yas arasinda istatistiki
olarak onemli bir ilgi teskil etmedigi goriildii.

TARTISMA

Organizma sivilarinda siklik niikleotid konsantras-
yonlarimi kantitatif olarak tayin etmek i¢in gelistiril-
mis herhangi bir kolorimetrik ve spektrofotometrik

Tirkiye Klinikleri Tip Bilimleri ARASTIRMA Dergisi C3,sS.2, 1988
Turklsh Journal of RESEARCH in Medlcil Selene» V.3, S.2, 1985
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Tablo - 1

Normal ve Kanserli Sahislarin Plazma ¢cGMP Degerleri

Parametre Grup Vak'a sayisi X SD t onemlilik derecesi
Plazma ¢cGMP Normal 20 6,41 3,50 2,89
(pmol/ml) Kanserli 31 14,09 11,53 4,97 p <001
Tablo - II

Normal ve Kanserli Sahislarin Yaslar1 ve Plazma cGMP Seviyeleri Arasindaki Korelasyonlar

Parametreler Grup Vak'a sayisi X
Yas(x) Normal 20 34,85
Plazma cGMP (y) Kanserli 31 53,20

metod yoktur. Ayrica s6z konusu olan molekiiller, bi-
yolojik sivilarda ¢ok az miktarlarda bulunduklarindan
oldukc¢a hassas bir sekilde tayin edilmeleri zorunlu ol-
maktadir.

¢GMP'In Kkantitatif tayini icin baslica su hassas
metodlar gelistirilmistir:

1. Enzimatik radyoizotopik yer degistirme me-
todu (13)

2. Kompetetif (yarismali) protein baglama (CPB)
metodu (14,15)

3. Radioimmunoassay metodu (RIA) (16,17,18)

Bunlarin icerisinde uygulama bakimindan en
kolayi, en siiratli netice vereni ve en hassasi1 RIA tek-
nigi oldugundan biz de caliymamizda bu teknigi kul-
landik.

Plazma cGMP
(Pmol/mi)
5

Sekil -1. Plazma c¢GMP (pmol/ml)  seviyeleri
Tirkiye Klinikleri Tip Bilimleri ARASTIRMA Dergisi
Turkisn Journal of RESEARCH in Medical Sciences

C.3, 8.2, 1985
V.3, 8.2, 1985

y r t Onemlilik derecesi
6,41 -3,7x10-' 0,016 p > 0,5
14,09 9,1x10"" 0,049 p > 0,5

Arastirmamizda yas ortalamasi 34,85 + 6,10 olan
20 saglam sahsin vendéz kaninda plazma cGMP tayini
yapildi. Elde edilen veriler kanserli hasta grubu icin
kontrol grubu degerleri olarak kullanildi.

Saglam sahislara ait ortalama plazma ¢cGMP dege-
ri 6,41 + 3,50 pmol/ml olarak bulundu. Bu sonug
Tablo - H'de verilen literatiir degerleri ile karsilastiril-
di.

Tablo - IU'den de goriilecegi gibi kontrol grubu
icin buldugumuz deger, mevcut literatiir bulgulari ile
uyum icerisindedir. Literatiirdeki farkliliklarin biiyiik
dlciide metodolojiden kaynaklandiginitahmin ediyo-
ruz; meseld, Latner ve ark. (15) ekstraksiyon i¢in
iyon degistirme kolonlarimi1 kullanmislardir. Lin (21),
ayn1 islem icin Dowex S50WXS8 kolonunu denemis,
Cailla ve ark. (18) hazir ticari kit kullanmayip liizum-
lu tiim reaksiyon bilesenlerini kendileri hazirlamislar-
dir. Ayrica Bruynzeel ve ark. (22), antikoagiilan ajan
olarak kullanilan EDTA'nin ¢cGMP deneyini interfere
ettigini tesbit etmisler, Ogawa ve ark. (19), calisma-
larinda antikoagiilan madde olarak 0,5 M EDTA kul-
lanmislardir. Biitiin bunlar, Tablo - IH'te verilen lite-
ratiir degerleri arasindaki farklhiliklari izah etmektedir.

Saglam sahislarda plazma cGMP seviyelerinin
yas, cinsiyet, bolge ve hayat sartlarina gore degisti-
gine dair birbirini destekleyen yayina rastlayamadik.
Latner ve ark. (15), plazma cGMP seviyeleri ile yas
arasinda bir ilgi bulamadiklarini belirtirlerken Tsuchi-
ya ve ark. (20), plazma ¢cGMP seviyeleri ile yas ara-
sinda ¢ok zayif bir korelasyonun (p<0.02; r= 0.296)
var oldugunu bildirmislerdir. Yine, Zimmer ve ark.
(24), yas ile ekstraselliiler sivi ¢cGMP seviyeleri arasin-
da bir iliskinin bulunmadigini tespit etmislerdir.

Biz de kontrol grubu olarak sectigimiz saglam sa-

hislarin  plazma c¢GMP Kkonsantrasyonlar: ile yas
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arasinda yaptigimiz korelasyon analizleri neticesinde
istatistiki bir ilgi bulamadik (p > 0.5). Ayn1 analizi
kanserli hasta grubunda yaptigimizda yine 6nemli bir
ilgi tesbit edemedik (p > 0.5).

Arastirmamizda yas ortalamasi 53,2 + 11,8 olan
yeni teshis edilmis ve herhangi bir tedavi gormemis
31 kanserli vak'anin ven6z kanindan elde edilen plaz-
mada cGMP tayini yapildi. Kanserli hastalara ait de-
gerler kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur
(Tablo - I), bu fark istatistiki olarak 6nemlidir (p <
0.01).

Chawla ve ark. (23)'nm 34 Kkisilik muhtelif kan-
ser vak'alarinda tespit ettikleri plazma ¢cGMP konsan-
trasyonlari, kontrol grubuna gore oldukg¢a yiiksek bu-
lunmustur (13,7 £ 8,8 pmol/ml). Bu ise bizim c¢alis-
mamizda buldugumuz degere (14,09 = 11,3 pmol/ml)
uygunluk gostermektedir.

Gennari ve ark. (4)'nin 26 kanserli hastada plaz-
ma siklik niikleotid seviyelerinin incelenmesiyle ilgili
yaptiklar: bir calismada kanserli vak'alarm bir ¢cogun-
da plazma ¢cGMP konsantrasyonlarinda 6nemli artislar
kaydedilmistir.

ilk defa Murad ve ark. (4), tiimér varhginda eks-
traselliiler siv1 siklik niikleotid seviyelerinin etkilene-
bilecegini gosterdiler. Bu arastirmacilar, Morris hepa-
toma 3724A tasiyan sicanlarda iiriner cGMP itrahinin
tiimor boyutu ile ilgili oldugunu ve irradyasyon, ke-
moterapi veya cerrahi miidahale ile paralel olarak azal-
digini tespit etmislerdir.

Chawla ve ark. (23) ve Peracchi ve ark. (2), tii-
mor nekrozunun kanserde genel bir bulgu olmasi fik-
rinden hareket ederek, plazmadaki cGMP yiikselmesi-
nin muhtemelen kanser hiicrelerinden disariya sizma
hizinin artmasina bagh olmasi1 gerektigini ifade et-
mislerdir (2, 23). Bu durumun asagidaki olaylarla ilgi-
si oldugu diisiiniilebilir:

1. Guanilat siklaz enzimi tarafindan ¢cGMP iire-
timinin artmasi

2. cGMP-fosfodiesteraz enzimi tarafindan cGMP
yikiminin azalmasi

3. Hiicre membraninin intraselliiler cGMP'a ge-
¢irgenliginin artmasi

4. Yukarida ifade edilen ii¢c faktoriin bir kombi-
nasyonundan kaynaklanabilir.

Bes tip kanserde (akciger, kolon, akut myelositik
l6semi, meme, Hodgkin's) artmis plazma cGMP bul-
gusu, bu siklik niikleotidin malign hiicre proliferasyo-
nunda rolii oldugunu diisiindiirmektedir.

insan idrarmdaki cGMP'in hemen hemen tamamu,
glomeriiler filtrasyon vasitasiyla plazmadan kaynak-
landigindan dolayr (25, 26, 27), idrar cGMP seviyele-
rindeki artis, plazma cGMP konsantrasyonlarinin yiik-
sek oldugu kanaatini uyandiriyor.

Ekstraselliiler sivi cGMP seviyesi ve tiimor biiyiik-
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ligii arasindaki iliskinin diagnostik ve terapétik aras-
tirmalarda 6nemli bir belirti olabilecegi Murad ve ark.
(28) tarafindan bildirilmistir.

Turner ve ark. (29), kanserlesmis dokularda
c¢GMP seviyelerinin yiikseldigini ve bu hastalarin idrar-
larinda ¢cGMP itrahinin arttigin1 bulmuslardir.

Wood ve ark. (30), 74 kisilik kanserli hasta gru-
bunda plazma ve idrar cGMP seviyelerini tayin etmis-
ler ve cAMP'de 6nemli bir fark bulunmamasina rag-
men, hem idrar hem de plazma c¢cGMP seviyelerinde
onemli artislarin oldugunu miisahade etmislerdir.

Bizim sonuclarimiz da onlarinkine uymaktadir;
ancak, s6z konusu calismada saglam sahislarin plaz-
ma cGMP seviyeleri hem bizim bulgularimiz hem de
Tablo - IH'de verilen literatiir degerlerine gore diisiik
verilmistir x — 2,7 pmol/ml). Bu uyumsuzluk, muh-
temelen arastirmacilarin uyguladiklar: metod farkin-
dan kaynaklanmis olabilir. Zira onlar, hi¢ bir depro-
teinizasyon ve ekstraksiyon islemi yapmaksizin direkt
olarak plazmadan siklik niikleotid tayiniicin RIA ¢a-
Iismislardir. Oysa ki plazmada bulunan proteinler ve
lipid tiiriindeki molekiiller, reaksiyonlari interfere ede-
rek neticelerin hatali ¢ikmasina sebep olabilmektedir-
ler.

Baska bir arastirmada primer hepatomal1 hasta-
larda ekstraselliiler sivi ¢cGMP seviyelerinin 6nemli
olgiide yiikseldigi ve malign hastaligin diagnoz ve taki-
binde bu degerlerin 6nemli olabilecegi ifade edilmis-
tir (30). Hepatomali hastalarda goézlenen yiiksek
¢GMP itrahinin (2, 4) tiimorle ilgili olmaktan ziyade
bozulmus karaciger metabolizmas1 ile ilgili olmasi
daha mantikli goziikiiyor. Hastaligin seyri ve uygula-
nan tedaviye verilen cevab1 takibetmek ac¢isindan
plazma ve idrar cGMP seviyelerinin ayarlanmasi
onemli olabilir (2,4).

Yukarida bahsedilen ¢alismalardan anlasilacag

Tablo - III

Kontrol Grubu Plazma ¢cGMP Degerlerinin
Mevcut Literatiir Degerleri ile Karsilastirilmasi

Referans Plazma ¢cGMP Degerleri (pmol/ml)
Ogawa(19) 4,20 £ 0,20 pmol/ml
Tsuchiya (20) 4,30 £ 0,20 pmol/ml
Lin(21) 9.40 + 0,58 pmol/ml
Latner (15) 9,70 + 2,20 pmol/ml
Steiner (16) 1,80 / 6,00 pmol/ml
Cailla(18) 8,32 + 3,6.0 pmol/ml
Chawla (23) 5,50 £1,00 pmol/ml
Bruynzeel (22) 3,00 / 4,00 pmol/ml
BiZiIM BULGUMUZ 6.41 +£3,50 pmol/ml

Tirkiye Klinikleri Tip Bilimleri ARASTIRMA Dergisi C.3, S.2, 1985
Turkisri Journal of RESEARCH in Medlcal Sciences V.3. §.2, 1985
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gibi bir ¢ok Kkanserli vak'alarda hiicre ici ve doku
cGMP seviyesi artmaktadir. Doku c¢GMP muhtevasi
arttiginde ekstraselliiler siviya sizma olacagindan (20,
31), plazma ve idrar cGMP seviyelerinde bir artis bek-
lenir ki bizim bulgularimiz da bu diisiinceyi destekler

mahiyettedir.

Fizyolojik hadiselerde goriilen bozukluklarin
daha iyi bir sekilde anlasilmasi bakimindan cGMP
seviyelerinin bilinmesi 6nem arzeder. Fakat baz
vak'alarda gerek cAMP ve gerekse cGMP'daki degis-
melerin klinik bulgularda aydinlatici role sahip bulun-
duklar: bilinmekle beraber diger bazi durumlarda on-
lardan yalmiz birisindeki degismenin maksada Kkafi

geldigi kanaati mevcuttur. Ancak, ekseri arastirmaci-

lar, cAMP ve cGMP'm mutlak degerlerinden ziyade
bu iki siklik niikleotidin birbirlerine olan relatif oran-
larinin daha 6nemli olabilecegini savunmaktadirlar
aas).

Netice itibariyle hem bizim ¢alismamizin sonucg-
larindan, hem de yukaridan beri bahsedilen literatiir
bulgularindan anlasilacag iizere Kkanserde siklik niik-
leotid metabolizmasinin bir hayli degisiklige ugradi-
gina inanmak gerekiyor. Sebep ne olursa olsun, bu
anormalliklerin etraflica a¢ikliga kavusturulmasi kan-
ser etiyolojisine niolekiiler seviyede yaklasmakla
miimkiin olacak gibi g6ziikmektedir. Bunun icin daha
ileri seviyede ve seri arastirma ¢aliymalarinin yapilma-

s1 icabeder.
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