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SIMGE VE KISALTMALAR

: Hepatik arginaz

: Ekstrahepatik arginaz

: Asimetrik dimetil arginin

: Siklik guanidin monofosfat
: DeoksiribonUkleik asit

: Endotelyal nitrik oksit

: Flavin adenin dinukleotid

: Flavin mononukleotid
Homo-NOHA :

N“-Hidroksi-homo-L-Arginin

: a-Isonitro-sopropiophenone
- indUiklenebilir nitrik oksit

: Nitro-L-arginin metilester

: N-G-monometil arginin

: N-G-nitro-L-arginin
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: Noronal nitrik oksit

- Nitrik oksit
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- Nikrik oksit sentaz

: Ornitin aminotransferaz



ODC
RNA
SAM
TCA

: Ornitin dekarboksilaz
: Ribonukleik asit
: S-Adenosylmethionine

: Trikloroasetikasit



GIRIS VE AMAG

Arginaz (L-arjinin amidinohidrolaz; E.C.3.5.3.1), memelilerde bulunan L-
Argininin Gire ve ornitine hidrolizinden sorumlu bir metalloenzimdir. Aktivitesi icin Mn?*
(manganez) gereksinimi vardir. Arginazin A1 (Hepatik) ve A2 (Ekstrahepatik) olmak
uzere iki izoformu vardir. A1 karacigerde baskindir ve sitozolik bir enzimdir. Daha ¢ok
ure sentezi ile ilgilidir. A2 ise ekstrahepatik dokularda yer alir ve mitokondride
bulunur. Glutamat ve poliamin sentezinden sorumludur (1). Tim memeli hicrelerinde
bulunan poliaminler hdcre buyumesi icin gerekli molekuillerdir.  Hucre
proliferasyonunun arttigi fizyolojik ve patolojik durumlarda poliamin duzeylerininde
arttig1 gosterilmistir. Arginaz ifadesi inflamasyon sirasinda ve immun yanit

regulasyonunda meydana gelir (2).

Kanser kabaca hucrelerin kontrolsiz ¢ogalmasidir. Meme kanseri dunyada
kadinlar arasinda en sik goérilen kanser cesididir (3). Tumorin tedaviye verdigi
yanitin degerlendiriimesi ve metastazlarin erken donemde 6nlenebilmesi i¢in bazi
tumor belirtegleri kullanilir. Kanser turlerinde artan arginaz enzim aktivitesi, arginaz
enziminin kanserde bir belirte¢ olarak kullanilma potansiyelini ortaya koymaktadir.
Stratus ve arkadaslari yaptiklari bir calismada meme kanserinde preoperatif
donemde serum arginaz aktivitesinin saglikh kadinlara oranla 4 kat daha fazla

oldugunu bulmusglardir (4). Kanserli hastalarda ylkselen arginaz aktivitesi ile hicre



uremesinde 6nemli olan poliaminler arasindaki iligki; kanserojenik gelisimin artan

poliamin sentezine bagl olabilecegdi yargisini destekler niteliktedir.

Diger yandan yine kanserle yakindan iligkisi bulunan nitrik oksit (NO), nitrik
oksit sentaz (NOS) vasitasi ile sentezlenmekte ve bu enzim arginaz enzimi ile ayni
substrat yani arginini kullanmaktadir (5). NO, normal fizyolojik kosullarda dengenin
surdurtulmesinde onemli bir etkendir (6). Nitrik oksitin dnemli fonksiyonlari arasinda,
vaskuler tonusun saglanmasi, trombosit aktivasyonunun &énlenmesi ve endotele
l6kosit adezyonunun sinirlandiriimasi vardir (5). indiklenebilir NOS (iNOS) ile
uretilen yuksek konsantrasyonlardaki NO ise hasar artirir. Bundan dolayr NO akut
inflamatuar olaylarda hem koruyucu hemde hasar verici bir molekul olarak etki
gOsterebilir (6). Patolojik kosullarda iNOS’a bagh asirn NO dretimi; lipid
peroksidasyonuna, serbest radikal olusumuna, DNA hasarina, mitokondrial elektron
transport zinciri enzimlerine etki ederek mitokondrial solunumun durmasina ve
dolayisiyla hucresel enerji kaybina, DNA replikasyonunu inhibe ederek hicre
olimuane yol acabilir (7). NO’in, kanser gelisiminde koruyucu rol oynadidi, kanser
hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkisi ve anti-proliferatif 6zellik gdsterdigi
belirtiimektedir (8).

Nor-NOHA (N“-Hidroksi-nor-L-Arginin) yiksek affinite gosteren, gliclii ve geri
dénlisimli bir arginaz inhibitdriidiir. Enzimin aktif bélgesindeki Mn?* dizilerine
spesifik olarak baglanir ve enzimi inhibe eder. Nitrik oksit sentazin substrati veya
inhibitéru degildir (9).

Bu calismada deneysel olarak olusturulan meme timorlerinde arginaz enzim
inhibitdrd olan nor-NOHA’nin arginaz enzim aktivitesi, ornitin dizeyleri ve nitrik oksit
duzeylerine etkileri arastirilacak, bir enzim inhibitdéri olarak nor-NOHA’nin kanser

tedavisinde potansiyel bir ajan olarak kullanilabilirligi sorgulanacaktir.



GENEL BILGILER

MEME KANSERI

Meme kanseri kadinlarda en sik gorulen kanser ¢esidi olarak bir¢cok ulkede
kadinlarda kanserden olumlerin baslica nedenidir. DiUnyada meme kanseri gorulme
orani giderek artmaktadir. Bati toplumlarinda yaklasik her 8 kadindan biri hayatinin
bir ddbneminde bu hastalia yakalanmaktadir (3). Meme kanserinin kadinlarda yasam
boyu gorulme riski yaklasik %12’dir. Ginumuzde kadinlarda ortaya ¢ikan kanserlerin

%32’si ve kansere bagh dlimlerin %18’i meme kanserine baghdir (10).

2002 verilerine dayanarak; cinsiyete gore dunyada kanser gorulme sikligi ve
olum oranlarina bakildiginda, erkeklerde en sik akciger ve mide kanseri, kadinlarda
ise meme ve kolorektal kanserler basta gelmektedir. Her iki cins i¢in kanser gorulme
sikligi ise sirasiyla akciger, meme, kolorektal kanserler seklindedir (Sekil 1) (11,12).
Meme kanseri gorilme sikhgi tlkeden ulkeye farklilik gésterir. Japonya hari¢ gelismis
olan Kuzey ve Bati Avrupa Ulkelerinde ve ABD’de goérilme sikligi yuksektir (13).
Avrupa ulkelerinde ise gorulme sikligi kuzeyden guneye ve batidan doduya dogru
gidildikce azalmaktadir (14). Fakat meme kanseri insidansi dusuk olan toplumlardaki
meme kanseri artisi, meme kanseri insidansi yuksek olan toplumlardaki artisa oranla
belirgin olarak yuksektir. Bu nedenle yillar icinde bati Ulkelerinde yasayan kadinlarla,

dogu Ulkelerinde yasayan kadinlar arasindaki meme kanseri gorulme sikligi farkinin
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Sekil 1. Dinyada gelismis ve gelismekte olan lilkelerdeki kanser vakalarinin

2002 yili insidans ve Mortalite degerleri (11).

kapanmasi beklenmektedir (15). Meme kanseri yasla da iligkili olup 30 yasindan
once nadir olarak gorullrken, bu yasi takip eden reproduktif yillarda hizli bir artis
gOstermektedir. Menopoz dénemindeki hafif bir azalmayi takiben, menopoz sonrasi

yillarda yavas bir egimle surekli devam eden bir artis gosterir (11).



2010 yili ABD istatistiklerine gore, ABD’de kadinlar arasinda gozlenen en
yaygin kanser turleri meme ve kolorektal kanserlerdir (16). Turkiye saghk
istatistiklerine bakildiginda ise yillara gore 6lum nedenleri siralandiginda kanser ikinci

sirada yer alir (17).

Ulkemizde kadinlar arasinda gozlenen kanserler arasinda meme kanseri
birinci sirada yer alirken (Sekil 2) kanser 6lumleri arasinda akciger kanserinden sonra

ikinci sirada yer alir (10,18).
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Sekil 2. Turkiye’de kadinlarda goriilen ilk 10 kanser tiirii (2005) (18).

MEME ANATOMISI

Memeler toraksin Uzerinde ve sternumun iki yaninda 2. ve 6. kostalar
arasinda yer alir. Her bir meme tabani pektoralis major ve pektoralis minor kaslari
Uzerine oturur. Meme bezinin dnunde yuzeyel fasya, arkasinda derin fasya bulunur.
Meme derisinden derin fasyaya dogru uzanan ligamentlere “cooper ligamentleri”
denir. Bu ligamentler memeyi yerine tespit ederler. Kanserin gerek yayilma gerekse
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ilk belirtilerini ortaya koymada 6nem tasirlar. Meme lobduller (sut bezleri) ve ductuslar
(sut kanallari) olmak Uzere iki kisimdan olusur. Lobuller ve ductuslar arasi boslugu
destek ve yag dokusu doldurmaktadir (Sekil 3) (10).

Kopriciik
kemigi
Fasya
y Pektoralis
kasi
Yag dokusu
Laktifer
sinisler
Areola Pektoralis
kasi

Laktifer kanallar

Meme lobiilii

Cooper ligamentleri

Sekil 3. Meme anatomisi (20).

Meme malign timorlerinin 6nemli bélimU adenokarsinomlardir. GUnumuzde
bunlarin memenin terminal duktal lobuler Unitesinden kdken aldigi kabul edilmektedir.
Skuamoz hucreli karsinom, phyllodes timor, sarkom ve lenfoma gibi adenokarsinom

digi diger malign timorler ise %5’den az bir grubu olugturmaktadir (10).

Meme kanserinin histolojik 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
- Musinoz karsinom
- Invaziv papiller karsinom
- Invaziv mikropapiller karsinom
- Apokrin karsinom
- Sekretuar (juvenil) karsinom
- Adenoid kistik karsinom
- Metaplastik karsinom
- Noroendokrin karsinom

- inflamatuar karsinom olarak siniflandiriimistir (19).

Memenin Kan Dolagimi
Arteryal dolagsim

Memenin arteryal beslenmesini saglayan internal torasik arterin perforan
dallari, posterior interkostal arterlerin lateral dallari, aksiler arterin dallari olmak Uzere

3 ana arter bulunmaktadir.
Venoz dolagim

Memenin venoz drenaji, meme kanserinin metastazi agisindan onemlidir.

Vendz damarlar, arterlere ve lenfatik damarlara eslik ederler.
Memenin lenfatik drenaji

Memenin lenfatik drenaj sisteminin izledigi primer yol aksiler lenf

ganglionlarindan geger. Tum memenin lenfatik akiminin  %3-25'inin internal



mammaryan, %75-97’sinin aksiler lenf ganglionlarina drene oldugu gosterilmistir

(21). Meme kanserlerinde aksiler lenf nodlarinin degerlendiriimesi ¢ok énemlidir.

Tumorli hastada aksillasinda tutulum yoksa 10 yillik sag kalim %75-80’dir.
Meme kanserleri %5’den az bir oranda sadece aksiler metastazlar ile bulgu verebilir.
(22). Meme dokusunun ana kitlesi genellikle Ust yarida ve daha ¢ok dig kadranda
yerlesmistir. Bu nedenle Lee ve arkadaslari da malign lezyonlarin Ust dig kadranda
daha sik olarak gérilmesini, Ust dis kadranda daha fazla meme dokusu bulunmasiyla

acgiklamiglardir (23).

Risk Faktorleri

insanlarda meme kanserinin sebebi bilinmemektedir. Genetik, cevresel,
hormonal, sosyobiyolojik ve psikolojik etkenlerin olusumunda rol aldigi kabul
edilmekle birlikte, meme kanserli kadinlarin %70-80’i bu risk faktorlerine sahip
degildir. Kromozomal mutasyonlarin insanda kanser ortaya c¢ikis ve gelisimi ile

yakindan iligkili oldugu goésterilmistir (Tablo 1) (24).

ARGINAZ ENZiMi

Ure doénglsinin son enzimi olan Arginaz (L-arjinin amidinohidrolaz; E.
C.3.5.3.1) azot metabolizmasinin anahtar enzimidir (1). Ana substrati olan L-arjininin
ure ve L-ornitine hidrolize olmasini katalizler (Sekil 4) (28). Arginazin A1 ve A2 olmak
uzere iki izoformu vardir. Bunlardan A1 (hepatik arginaz) sitoplazmik kokenli ve
agirhikli olarak karacigerde bulunurken, A2 (ekstrahepatik arginaz) ise mitokondriler
icinde yerlesim gdstermektedir. A1 Ure sentezi ve amonyagin zehirsizlestiriimesi ile
sorumlu iken A2 ise ornitin, prolin, glutamat gibi biyosentetik fonksiyonlarla ilgilidir
(29).



Tablo 1. Meme kanseri olusumunda 6nemli risk faktorleri (21,25-27).

Faktor Risk Aciklama

Yas Arttirir Meme kanseri genellikle postmenapoz dénemde
gorulmektedir. Yas arttikga risk artmaktadir,
bundan dolayi yas en énemli risk faktoridir.

Aile hikayesi Arttirir a) Anne kiz kardes ve kizinda meme kanseri

a) Birinci derece olanlarda risk 2 kat artmaktadir.

akrabalarda meme kanseri b) Her iki gende herediter meme kanserinin

b) BRCA1 ve BRCA2 geni %60’indan, tim meme kanserlerinin ise %5 ile

mutasyonlari %10’undan sorumludur.

Endojen hormonal Arttinir a) Erken yasta (11 yasindan 6nce) menars

faktorler E) Geg mel?apoz (54 yasindan sonra) meme

anseri riskini arttirir.

E; m:gzrpigaf;& c)ilk dogum yasi 35'ten sonra olanlar ve hi¢

c) Dogum ve ilk dogum yasi cocuk sahibi olmayanlar yiiksek risk gurubunda
yer almaktadir.

Eksojen hormonal Tart|§ma|| a) Uzun sureli ve erken yasta oral konrtaseptif

faktorler kullanimi riski arttirmaktadir.

a) Oral kontraseptifler b) Ostrojen replasman tedavisi 5 yil ve tizerinde

b) Ostrojen replasman kullanimda postmenapozal kadinda meme

tedavisi kanseri riskini arttirir fakat meme kanserinin
gelisimini uyarmakta, ama yoktan bir kanser
olusumuna sebebiyet vermemektedir.

Obezite Tartismal Postmenapozal kadinlarda riski 2 kati
arttirmaktadir, buna kargin premenapozal
kadinlarda insidans obezlerde diisiik, zayiflarda
fazladir.

Diyet Arttinir Yuksek yagh diyet meme kanseri riskini arttirir.

Alkol Arttirir Ginde ortalama 1 tane alkolll igki tiketen
kadinlarda meme kanseri riski %7 oraninda
artmaktadir.

Bening meme Arttirir Proliperatif epitelyal degisikligi mevcut

hastahgi kadinlarda 2 kat, atipik hiperplazi mevcut
olanlarda 4 kat meme kanseri riski vardir.

Gegirilmi§ meme Arttirir Meme kanseri olusan bir kadinda hayati

kanseri boyunca ikinci meme kanseri olma riski %25-30
civarindadir.

Qevresel faktorler Arttinir a) Mesleki olarak maruz kalma riski arttirir.

a) Elektromanyetik alanlar b) Nikleer savas veya tani ve tedavi nedeniyle

b) iyonizan radyasyon radyasyona maruz kalma riski arttirir.

Sosyo-ekonomik Arttirir Yiksek sosyo-ekonomik gruba sahip gruplardaki

grup

kadinlarda risk yuksektir.
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Arginin Ornitin + Ure

Sekil 4. Argininden Ornitin ve Ure olusumu (38).

Karaciger, arginaz aktivitesinin en yuksek oldugu dokudur. Ekstraheptik
dokulardaki aktivitesi, karacigere oranla belirgin olarak dusuktar. Bu dokularin
basinda eritrositler, I0kositler, trombositler, plazma, bobrek, iskelet ve kalp kasi,
beyin, bagirsak, pankreas, akciger, tukrik bezleri, meme bezi ve testisler gelmektedir
(30). Arginaz enzimi gu¢lu bir immun sistem inhibitdru olup lenfosit proliferasyonunda
inhibitor etkiye sahiptir. Kanser hucrelerinin sitoplazmasi iginde normal htcrelere

gore ¢ok fazla miktarda bulunmaktadir (31).

Arginazin katalizledigi tepkimenin tUre ve ornitin olmak Uzere iki Grunu vardir
(1). Ure insanlarda non protein azot katabolizmasinin temel azotlu metabolik
urnadar. Ure biyosentezi, amino azotundan elde edilen amonyaktan olusur ve ire
siklusunun hepatik enzimleri tarafindan ydratalir. Amonyagin toksik etkisi
karacigerde Krebs-Henseliet (re déngisi ile ortadan kaldirilir (Sekil 5). Urenin
%90’dan fazlasi bdbreklerden atilirken geri kalan kismi gastrointestinal traktis ve
ciltten atiir (32). Ornitin ise ornitin dekarboksilaz (ODC) tarafindan poliaminleri
olusturmak ve ornitin amiotransferaz (OAT) enzimi ile glutamat ve proline
donustirilmek tzere kullanilir (Sekil 6) (33). Prolin, kollajen ve kazein gibi énemli
proteinlerin yapisina katilirken, glutamat ise enerji metabolizmasi, aminoasitlerin

birbirine ¢gevriimesinde énemli rol oynayan bir ara metabolittir (34).
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ARGININ T — ORNITIN + URE

OoDC OAT

POLIAMIN GLUTAMAT
PROLIN

Sekil 6. Ornitinden Poliamin , Glutamat ve Prolin sentezi. ODC: Ornitin

dekarboksilaz; OAT: Ornitin aminotransferaz.
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Arginaz Enziminin Kinetik Ozellikleri

Arginazin, tam aktivite gosterebilmesi, alt birimlerine ayriimamasi ve
kuaterner yapisinin sekillenmesi icin her alt birimin bir mol manganez (Mn*?) icermesi
gerekmektedir (35). 1 mol arginaz enzimine 4 mol Mn*? baglanarak enzime tetramer
yapl! kazandirir (36). Arginaz enziminin tam aktivite gosterebilmesi i¢in kofaktor olarak
Mn*? iyonlarina ihtiyag vardir. Bu da enzimin tetramerik yapida olmasindan
kaynaklanmaktadir. Mn*? iyonlari, arginaz enzimine baglanarak enzimi dayanikli hale
getirmektedir (37,38). Arginaz ¢ok stabildir ve uzun sureler boyunca dusuk sicaklikta

saklandiginda aktivitesini yitirmemektedir (39).

Fe*?, Co*™, Ni*? gibi metal iyonlarinin da arginaz enzimini aktive ettigi veya
stabilitesini sagladigi gdsterilmistir (40). Hg*?, Ag* gibi agir metaller ise enzimin

aktivitesini azaltmaktadir (41).

Arginazin optimum pH’1 alkalidir. Enzim maksimum hizint pH 9.0-9.5
arasinda gostermektedir (42). pH 7’nin altinda ise enzim aktivitesi kaybolmaktadir
(43). Arginazin katalizérligu ile olusan ornitin, arginazi inhibe ederken Urenin
inhibisyon etkisi bulunmamaktadir. Ornitin disinda; 16sin, iz6ldsin, lizin, prolin, sistein,
valin, tirozin gibi L-amino asitlerin de arginaz Uzerine inhibitor etkisi vardir. Bunlardan
ornitin ve lizin yarigmali; valin, izolosin, 10sin ve sistein yarigmasiz inhibisyon gosterir
(44).

Arginaz Enziminin Klinik Onemi ve Kanserle Olan iliskisi

Arginaz ure dongusunun son basamagini katalizler ve bu nedenle de esas
olarak karacigerde bulunur (45). Arginaz salinimi esas olarak kritik hastaliklar
sirasinda inflamatuar suregte ve hicrelerde immun cevap regulasyonunda meydana
gelir. Arginaz ayrica nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesini de indukler (46) ve NOS ile
beraber yara iyilesmesi, immun cevap, tumor biyolojisi ve yanginin dizenlenmesinde
rol oynamaktadir (47). Serum arginaz aktivitesi saglikl kigilerde dusuktir (39).
Arginaz  aktivitesinin  sedef hastaligi gibi bazi cilt hastaliklarinda ve

hiperkeratinizasyonda arttigi belirtiimistir (48). Ayrica karacigerin malign ve benign
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hastaliklarinda, akut hepatitte, memenin benign hastaliklarinda serum arginaz
aktivitesi artmaktadir (4). Hepatobilier kanaldaki malign timorli hastalarda serum
arginaz aktivitesinin artmasi, arginazdan zengin karaciger hucrelerinden enzim
salindigini géstermektedir. Bu durum akut hepatitte de serum arginaz aktivitesinin
yukselmesine yol agmaktadir (49). Plazma ve eritrosit arginaz aktivitesinin
hematolojik hastaligi olan c¢ocuklarda ylksek oldugu, plazma ve eritrosit arginaz
aktivitesi olgumunun hemolitik igleyisin ortaya konmasinda ve tanida iyi bir belirte¢
olabilecegi belirtilmistir (50). Baska bir ¢galismada, plazma arginaz aktivitesinin orak

hicre anemisi hastaliklarinda 6nemli dlgude artis gosterdigi bulunmustur (51).

Arginazin kanserle olan yakin iligkisi, bircok arastirmaci tarafindan cesitli
sekillerde ortaya konmustur. Meme kanserinde preoperatif ddnemde serum arginaz
dizeyinin saglikli kadinlardan 4 kat yuksek oldugu bulunmustur (4). Primer kolorektal
kanserli ve karacigere metastazi olan hastalarla yapilan bir calismada, sagliklilara
gOre serum arginaz aktivitesinin yuksek oldugu ve ayrica primer kolorektal kanserli
hastalarin tanisinda bu enzimin faydali bir belirte¢ olabilecedi gosterilmistir (45).
Peptik Ulser ve gastrik kanserli hastalarda serum arginaz aktivitesi incelenmis ve
serum arginaz aktivitesinin gastrik kanserli hastalarda peptik Ulserli hastalardan ve
saglikh kigilerden 6nemli oranda yuksek oldugu saptanmistir. Ayni arastirmacilar
gastrik kanserin evresi ile serum arginaz aktivitesi arasindaki iliskiyi arastirmislardir.
Gastrik kanserin evresi ilerledikce serum arginaz aktivitesinin ylikseldigini
bulmuslardir. Serum arginaz aktivitesindeki artisin kanserin boyutu ile ilgili oldugu
dusunmektedirler (52). Benzer sekilde gastrik kanserli hastalarin dokularinda arginaz
aktivitesinin normal gastrik mukozal dokulara oranla énemli dl¢lide yuksek oldugu
bulunmustur (53). Baska bir calismada da, kiguk htcreli veya kiguk hiicreli olmayan
akciger kanserinde ornitin ve arginaz enzim aktivite dlzeyleri ylksek bulunmus ve

arginaz enziminin kanserde bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi belirtiimistir (54).

Yapilan birgok calismada cgesitli kanser turlerinde serum ve doku arginaz
enzim duzeyleri incelenmig, arginaz enzim aktivitesinin kanserle iligkili olabilecedi
sonucuna ulasiimistir. Hatta bazi arastirmacilar kanserli hastalari belirlemede arginaz
enzim aktivitesinin dnemli bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini vurgulamislardir (4,52-
54).
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Poliaminler

Poliaminler, hicrelerin buyume ve gelismesi icin dnemli biyomolekullerdir (2).
Argininden sentezlenen ve ¢ok sayida amino grubu igceren putresin, spermin ve
spermidin hucre buyumesi igcin gerekli olan transkripsiyon, translasyon ve protein
sentezinin baglamasini kolaylastiran poliaminlerdir. Poliaminler baslica hucre
batdnligunuan stabilizasyonu, DNA ve RNA sentezinin uyarimasi, DNA’nin
stabilizasyonu, hlicre doéngusunidn duzenlenmesi, protein kinaz inhibisyonu gibi

onemli etkilerden sorumludur (54).

Putresin iki yoldan olugur: Birinci yolda; arginin, arginaz ile ornitin ve Ureye
gevrilir. 5 karbon ve 2 amino gruplu bir aminoasit olan ornitin, protein yapisina
katilmaz. Ornitin, ornitin dekarboksilaz tarafindan dekarboksile olarak 4 karbon ve 2
amino grubu tasiyan putresine doénusir (55). Ikinci yolda; arginin, arginin
dekarboksilaz ile dekarboksilasyona ugrayarak agmatin olugur. Agmatin, bir imino-
hidrolaz ile N-karbamoil putresine, bu da N-karbamoil-putresin amido-hidrolaz ile

putresine cevrilir (56).

Poliamin sentezine katkisi olan diger bir aminoasit metiyonindir. SAM’'dan,
adometdekarboksilaz ile adenozilmetiltiyopropilamin olusur. Bunun propilamino grubu
putresine aktarilarak, 7 karbon ve 3 amino gruplu spermidin, ikinci bir propilamino
grubu spermidine eklenerek 10 karbon ve 4 amino gruplu spermin elde edilir (Sekil 7)
(55). Arginaz aktivitesinin yukselmesinin poliamin biyosentezinde hiz kisitlayici enzim

olan ODC aktivitesini arttirdigi gosterilmigtir (57).

ODC, poliaminler tarafindan pozitif ve negatif feedbackle regule edilir.
Yuksek poliamin konsantrasyonlarinda ODC aktivitesi azalirken, disuk poliamin
konsantrasyonlarin da ise ODC aktivitesi artmaktadir (58). Hicre poliferasyonunun
arttigi fizyolojik ve patolojik durumlarda poliamin dizeylerinin de arttigi gosterilmistir.
Poliamin duzeylerinin, artmis kanser hacreleri poliferasyonunda, inflamatuar
durumlarda, infeksiyon ve travma durumlarinda, otoimmun hastaliklarda yukseldigi
gosterilmistir (59). Ayrica, poliamin Uretiminin hiicre hasari tamir fazinin siddeti ile
paralel oldugu bildiriimigtir (60). Poliaminler hicre buyumesi icin hayati 6neme sahip
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olmakla beraber artan arginaz aktivitesine bagh olarak ornitin dizeyinin ylkselmesi

kanserin ortaya ¢ikmasi ile ilgili olabilir (28).

Poliaminler esas olarak kirmizi kan hicrelerinde (RBCs) taginmaktadir (62).
Hucre ici poliamin metabolizmasinin ve dolasimdaki poliamin miktarinin malign
olaylarda arttigi, Ozellikle de eritrosit poliamin miktarinin klinikte hlcre
proliferasyonunun bir indeksi olarak kullanilabilecegi gosterilmigtir (63). Poliaminler,
karaciger peroksizomlarinda bulunan poliamin oksidaz enzimi ile once sperminin
spermidine ve ardindan spermidinin de putresine okside olmasi ile katabolize olur
(Sekil 8) (41).

NITRIK OKSIT

Nitrik oksit (NO), yarilanma omri kisa olan ve tim memeli hlcrelerinde
bulunan énemli bir haberci molekuldur. L-argininden nitrik oksit sentazin (NOS) etkisi
ile sentezlenir. Bu tepkimede molekuler O, NADPH, FAD, FMN, tetrahidrobiopteridin,
Ca'™®, hem kompleksi ve tiyol gibi cesitli kofaktorlere ihtiyag vardir (5,55,64). Bu
kofaktorler, L-argininin 5 elektron-oksidasyonunu basararak, NO ve sitruline gevirirler
(Sekil 9). NOS’in Ug izoformu bulunmaktadir:

1. Tip 1 néronal NOS (nNOS)
2. Tip 2 induklenebilir NOS (iNOS)
3. Tip 3 endotelyal NOS (eNOS)

nNOS, ilk olarak santral ve periferik sinir hicrelerinde bulunmustur. eNOS,
endotel hiicreleri icin spesifikti. NANOS ve eNOS, Ca* bagimli olup surekli ve az
miktarda NO sentezlerler. Fizyolojik olaylarin meydana gelmesinde ve hicreler arasi
haberlesmede &nemli rol oynarlar. Ca*? bagimli olmayan iNOS; makrofaj, miyosit,
duz kas hucreleri ve hepatositlerde; belirli sitokinlerin ve lipopolisakkarit iceren
mikrobiyal Grunlerin uyarisiyla NO dretimini katalizler. INOS immunolojik savasta ve
noéronal hasar sonrasinda etkili olmaktadir. NOS tarafindan NO’ nun bazal salinimi

suregelen vazodilatator etki olusturur.

15



. Ornitin
. ? dekarboksilaz .
gNH/\/L-..‘_ e HoNNNH;

|: w -
(.} R
Ornithine Putresin

MNH,
M
T Y
I [y 7 i

+ J;—S+ PR
-,

o ‘O
S-Adenosyl
methioninamine

Spermidin Sentaz

MH,,
N —
|

| ™
+ O
H:J M B T i S + S+ A\U
[V} - MH.,
Hy - . £

o o
Spermidin S.methylthioadenasine
NHI

N N

I
| HN O I
- 7 S+w

3 -, \ /

o ©

S-Adenosylmethioninamine

Spermin Sentaz

S'-methyithioadenosine

Y

+ -
HoM o~ N — -
& — — Hi \"/\\""/\‘N* o ‘HNH;
H2

Spermin

Sekil 7. Poliamin Sentezi (94).

16



H>

+
H?

*H

Spermin

POLIAMIN 0,
OKSIDAZ

@)
H202 U\/\NH3+

B-Aminopropionaehid

H,
+
Spermidin
POLIAMIN.
LU’\MIN| 02
OKSIDAZ

H,0, B-Aminopropionaldehid

+H3N\/\/\NH3+

Pitresin

l
l

NH} + CO,

Sekil 8. Poliamin Katabolizmasi (41).

17




?00_ ?3()0'~ Co0™
+ , |

HSN—?—H woe et HNTC—H HN—C—H

|
(|CH2)3 (?Hz)s (?Hz)a + NO ’
0, +NH oS NH /vos i NH Nitrik

! N H0 ' + I Oksit
f|3=NHz (|J=NH-OH //c\
HN HN L
Arginirr N-o-Hidroksiarginin Sitrilin

Sekil 9. Argininden NO ve sitriilin olusumu (69).

Makrofajlarda iINOS tarafindan sentezlenen NO, bunlarin timor hcreleri
uzerine olan sitotoksik aktivitelerine katkida bulunur. Makrofajlarin antitimoral
aktivitesi NO Uretimlerine bagimhdir (6,7,65,66).

Cogunu arginin analoglarinin olusturdugu, kompetitif inhibisyon ile etkili olan,
deneysel arastirmalarda c¢ok sik kullanilan gesitli NOS inhibitorleri vardir. Bunlar,
asimetrik dimetil arginin (ADMA), N-G- monometil arginin (L-NMMA), N-G- nitro-L-
arginin (L-NNA), N-G- nitro-L- arginin metilester (L-NAME) dir (67,68).

NO, molekul agirhgr 30 dalton olup yari é6mri 3-5 saniye olan, -151 °C
kaynama noktasina sahip, hem yagda hem suda ¢ozunebilme 06zelligi sayesinde
membranlardan kolayca gegen ve bu sayede ¢ok dnemli biyolojik roller Ustlenen gaz
tabiatinda bir maddedir, hizla nitrit (NO2) ve nitrata (NOg3) okside olur. NO
oksidasyonu (inaktivasyonu), stperoksid (O,) anyonu gibi diger serbest radikaller
araciligiyla da olur (66).

NO bircok etkisini guanilat siklazi aktive ederek cGMP yoluyla gerceklestirir
(67,69). Baslica etkileri arasinda diz kas relaksasyonu, trombosit agregasyon ve
adezyonunun inhibisyonu, Iokosit adezyon ve migrasyonunun azalmasi,
antiaterojenik etki, norotransmitter etki, sitotoksik etki, ereksiyon yapici etki sayilabilir
(65,67,70).
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Nor-NOHA

Memeli Arginazi, katalitik aktivite icin bir Mn?-Mn? kdpriisiine ihtiyac duyar ve
L-Argininin Ure ve ornitine hidrolizini katalizler (71). Son c¢alismalar, rat karaciger
arginazinin kristal yapisini gostermistir. 2 Mn iyonu, proteinin aspartat kalinitisinin
yan zincirinin iki karboksilat kalintisi ve bir su molekuilu ile kdpra kurar. L-Arginin bu
Mn koprusunun yakinlarina baglanir. L-Argininin  guanidinium karbonu Mn
koprialerinin hidroksil iyonuna nukleofili atak yaparak baglanir (Sekil 10) (72). L-
Argininden farkli molekullerin Mn képrusune baglanabilirligi birgok arastiricinin ilgisini
cekmigtir. ilk tanimlanan molekil borat olmustur (73). Bu inhibitérler genellikle
enzimin aktif bolgesine baglanir. Arginaz igin uzun bir sdre en iyi inhibitdor L-Valin
olarak tanimlanmistir ve Ki degeri (milimolar dlizeyde) en dusuktir (74).

NOHA (N®-Hidroksi-L-Arginin); L-Argininden NO sentezi sirasinda olusan bir
ara urundur. Ayni zamanda arginazin kuvvetli bir inhibitoraduar (Ki = 20-50 ym). Nor-
NOHA’nin (N*-Hidroksi-nor-L-Arginin ) homologu olan homo-NOHA (N“-Hidroksi-
homo-L-Arginin) ile inhibitdr etkileri karsilastiriimis ve nor-NOHA’nin en iyi inhibitor
oldugu bulunmustur (Ki = 0.5 ym). Nor-NOHA rat karaciger arginazi icin homo-NOHA
ve NOHA'dan daha kuvvetli bir inhibitor olarak gosterilmistir. Nor-NOHA ayni
zamanda fare makrofajlari icinde NOHA’dan daha kuvvetli bir inhibitérdar. Nor-NOHA
ve NOHA arginaz i¢in kompetitif ve geri dontistmli inhibitérlerdir. NOHA’nin arginaz
tarafindan taninmasi igin aminoasidi baglayan zincir uzunlugu ¢cok énemlidir. Grnegin
ek bir CH, grubu (homo-NOHA) bu taninmada dramatik bir azalmaya yo! agarken
(yaklagik 75 kat), bir CH, ¢ikarilmasi (nor-NOHA) ise belirgin bir artisa neden olur
(yaklagik 20 kat) (Sekil 11). Ozellikle nor-NOHA’nin arginaz icin yiiksek affinitesi

enzimin aktif bolgesindeki Mn kopristu ile spesifik etkilesiminden kaynaklanir (9).
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Sekil 10. Arginazin gegis halinin sematik goriiniimi, nor-NOHA

ve NOHA ile etkilesimi (9).
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Sekil 11. Nor-NOHA’nin sentezi ve NOHA ile homo-NOHA’nin formiul
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GEREG VE YONTEMLER

Bu calisma; yerel etik kurul onay! (Ek-1) alinarak Trakya Universitesi Tip

Fakultesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarinda gergeklestirildi.

GERECLER
Calisma Gruplari

Calismada ortalama agirliklari 25-30 gram arasinda degisen (ortalama 27
gram), 7-8 haftalik 50 adet erkek Balb/c cinsi fare kullanildi. Calismada kullanilan
fareler Trakya Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuvarindan temin edildi. Denekler rastgele segilerek, 10’ar 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 gunduz 1sik periyodu olan ortamda
tutuldular. Bes gruba da standart fare yemi gunluk olarak verildi. Hayvanlar 8 haftalik
oldugunda meme kanseri olusturulacak olan 3. 4. ve 5. gruplara 200 pl ehrlich asit
tumor hucresi subkutan sol bacaga enjekte edildi. 9. gunin sonunda tumor ¢capinin 1
cm oldugu tespit edildi. ikinci grupta 15. giinde, lclincii grupta 18. ve 23. giinde,
dordincu grupta 23. gunde, besinci grupta ise 21. ve 23. gunde Olen hayvanlar

gruptan gikarildi.

1.Grup (n=10): Saglikl kontrol grubu olarak belirlendi.
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2.Grup (n=10): Saglkli tedavi grubu olarak belirlendi. Bu gruba 10. glnden
itibaren 13 guin boyunca intraperitonel nor-NOHA (10 mg/kg) herglin bir defa olacak

sekilde enjekte edildi. Tedavinin 3. gunu Olen hayvan gruptan ¢ikarildi.

3.Grup (n=10): Meme kanseri kontrol grubu olarak belirlendi. Bu gruba 13
gun boyunca her gun bir defa olacak sekilde 0.2 ml intraperitonel serum fizyolojik

enjekte edildi. Tedavinin 6. ve 11. gunu o6len iki hayvan gruptan cikarildi.

4.Grup (n=10): Tedavi grubu 1 olarak belirlendi ve deney suresince 13 gun
boyunca intraperitonel nor-NOHA (10 mg/kg) her guin bir defa olacak sekilde enjekte

edildi. Tedavinin 11. gunu 6len hayvan gruptan ¢ikarildi.

5.Grup (n=10): Tedavi grubu 2 olarak belirlendi ve deney siresince 13 glin
boyunca intraperitonel nor-NOHA (20 mg/kg) her gun bir defa olacak sekilde enjekte

edildi. Tedavinin 9. ve 11. gunu Olen iki hayvan gruptan cikarildi.

Deney bes calisma grubundaki farelerden anestezi altinda intrakardiyak kan
alinmasi ve tumor dokusu gikarilimasi iglemi ile sonlandirildi. Sakrifikasyon dncesi;
rompun (10 mg/kg) ve ketamin (60 mg/kg) intraperitonel olarak anestezi amagcli
verildi. Ardindan meme timor dokulari ¢ikarildi ve %0.9’luk soduk serum fizyolojik ile
yikandi. Alinan kan ornekleri 4000 rpm’de ve 10 dak. santriflj edildikten sonra ayrilan

serum ve doku ornekleri - 80 °C’de deneyin yapilacagi gune kadar saklandi.

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetik asit (CH3COOH) (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
Bakir stlfat (CuSQ,) (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
Benzoik asit (C7HsO5) (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
Demir klorur (FeCls) (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
Diasetilmonoksim (C4H;NO,) (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
Fosforik asit (HzPO,) (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
Hidroklorik asit (HCI) (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
Mangan klorar (MnCly) (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
Ninhidrin (CoHgO4) (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)

L-Ornitin hidroklortr (CsHI;CIN2O5) (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
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Potasyum klorur (KCI)
L-Sitrulin (CeH13N303)
Sodyum karbonat (Na,CO3)
Sodyum bikarbonat (NaHCO3)
Sodyumhidroksit (NaOH)
Trikloroasetik asit (CClIzCOOH)
Tiyosemikarbazid (CH5N3S)
Tiyoure (HNCONHy)

Ure (H,NCONH,)

L-arginin (CgH14N40>)

Sulfirik asit (H2SO4)

Folin

AlbUmin

(Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
(Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
(Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
(Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
(Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
(Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
(Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
(Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
(Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
(Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
(Sigma Aldrich GmbH, Seelze - Almanya)
(Sigma Aldrich GmbH, Seelze - AlImanya)
(Sigma Aldrich GmbH, Seelze - AlImanya)

Na-K tartarat (NaK(COO),(CHOH),)(Panreac Montplet&Estaban, Madrid ispanya)

Triton-X-100
Tris (N HzC(CHzOH)3)

(Merck KgaA, Darmstadt - Almanya)
(Carlo Erba Reagenti - Milano)

a-lsonitro-sopropiophenone (CgHgNO,) (Sigma Aldrich GmbH, Seelze - Almanya)

Alet ve Malzemeler

Etav : Memmert 400
: Polytron PT 2100
Manyetik karisitirici : Ilkamag RH

Homojenizator

Sogutmal santriflij : Universal 30 RF

Spektrofotometre : UV-160A

Su banyosu
Elektronik tart . Sartorius
pH metre : pH level 1

(GmbH+Co KG, Schwabach-Almanya)
(Kinematica AG, Littau-Luzern)
(Janke&Kunkel GmbH&CO, Almanya)
(Hettich Zentifuge, Tuttlingen-Almanya)
(Shimadzu Corporation, Japonya)

. Elektromag GFL-1083 (Geselschaft flr Labortechnik, Alm.)

(Sartorius AG, Goéttingen-Almanya)
(Inolab WTW, Weilheim-Almanya)

Cam malzemeler : Deney tupleri, balon joje, mezur, beher v.b

Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi
Tdm gruplardan elde edilen meme tumor dokularinin homojenizasyonunda
Tris tamponu (0.05 M) kulanildi. Derin dondurucudan gikarilan dokular Polytron PT
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2100 model oto homojenizator kullanilarak, agirhlarinin 10 kati kadar soguk Tris-HCI
tamponu (0.05 M, pH:8.05) ile homojenize edildi. Doku homojenizatlari, 4 °C’de
11.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek supernatantlar elde edildi.

YONTEMLER

Meme Dokusu Arginaz Aktivitesinin TDMU Yéntemi ile Olgiimii

Arginaz aktivitesi; substrat olan argininin ornekteki arginaz ile hidrolizi
sonucunda olugan ure miktarinin TDMU yontemi (75) ile spektrofotometrik olarak
saptanmasi ile belirlenmistir.

Ure icin kullanilan bircok kimyasal metod gibi, TDMU yodntemi de Feron
reaksiyonunu temel alir (Sekil 12). Diasetiimonoksim, Ure ile dogrudan reaksiyona
girmez. ik 6nce asit ortamda 1si etkisi ile hidroksilamin ve diasetile hidrolize olur.
Diasetil, asit ¢ozeltide Ure ile kondanse olur ve H,O ve renkli bir bilesik olan diazin

meydana gelir. Bu rengi stabilize etmek icin tiyosemikarbazid ve Fe*? iyonlari

kullanilir.
Diasetilmonoksim »  Diasetil + Hidroksilamin
Ure + Diasetil »  Diazin (renkli bilesik) + H,O

Sekil 12. Feron Reaksiyonu (95).

Ornekteki Ure diizeyinin 0.3 umol/mL ‘den fazla oldugu konsantrasyonlarin
Beer-Lambert kanununa uymamasi bu metodun dezavantajidir. Ancak bu
olumsuzluk, yuksek absorbans degeri veren orneklerin sulandiridiktan sonra

Olgulmesi ile onlenebilir.
Gerekli Ayiraglar

Asit karisimi: 3.24 g FeCls;.6H,O bir miktar distile su ile bir balon jojede
¢ozundurullip, Uzerine %85’lik H3PO,ten 66.7 ml eklenir. Daha sonra distile su ile

100 ml'ye tamamlanir. Oda isisinda saklanir.
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Hazirlanan ¢ozeltiden 1 ml alinir, Gzerine 999 ml %20’lik H,SO/'ten ilave
edilir. Bu olusum deney asamasinda asit karisimi olarak kullanilir. Oda 1sisinda

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 (101.1 g/mol)
icermektedir. 6.238 g DAM ile 0.328 g TSC kangtirilarak bir miktar distile suda

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

uzun sure saklanabilir.

Karbonat tamponu (pH:9.7 100 mM CO5/HCOs):

a) 1.06 g Na,COg3 bir miktar distile su ile balon jojede ¢oztindurulir ve distile

su ile 100 ml'ye tamamlanir. 0.1 M Na,COg3 ¢ozeltisi elde edilir.

b) 0.84 g NaHCOg3 bir miktar distile su ile balon jojede ¢ézindurilir ve distile

su ile 100 ml'ye tamamlanir. 0.1 M NaHCOj3; ¢ozeltisi elde edilir.

Karbonat tamponu hazirlanmasi i¢in; 100 ml 0.1 M Na,CO3 ¢oOzeltisi Uzerine,
0.1 M NaHCO;s; ilave edilerek pH 9.7°ye ayarlanir. Hazirlanan tampon ¢ozelti 4 °C

iIsida saklanir.

Arginin cozeltisi (50 mM): 0.87 g L-arginin balon jojede bir miktar distile suda

¢ozunduraltr. 0.1 M HCI ile pH 9.7’ye ayarlanir. Distile su ile 100 mI'ye tamamlanir.

Hazirlanan ¢ozelti 4 °C i1sida saklanir.

MnCl, cdzeltisi (9 mM): 1.456 g MnCl,.2H,O bir miktar distile su ile balon

jojede ¢dzindurulur ve 1000 mlI'ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 4 °C isida saklanir.

Ure standardi (0.5 ymol tre/ml): 3 mg tre, 100 ml 0.016 M benzoik asit

¢Ozeltisi iginde ¢dzundurulur. Deney sirasinda kullanilan standart konsantrasyonu 0.2
pmol Ure/ml olarak belirlendiginden, stok ¢ozelti sulandirilarak kullanilacak olan

konsantrasyon elde edilir. Ure standart ¢gozeltisi 4 °C i1sida saklanir.
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Deneysel islemler

Doku arginaz enzim aktivitesi tayini i¢in iki deney duzenegi kuruldu. Birinci
dizenege; numaralandiriimis deney tlpleri, ikinci dizenege ise kor, standart ve sifir
zaman tupleri konuldu. ik diizenekteki deney tiipleri Ucli, ikinci diizenekteki deney

tapleri ikili hazirlandi.

Enzim kaynagindaki endojen ure aktivitesinin eliminasyonu amaci ile sifir
zaman tupleri hazirlandi. Enzim kaynagi olarak kullanilacak olan supernatant 9 mM
MnCl, cdzeltisi ile 1/50 oraninda sulandirildi. Ornek 55 °C’lik su banyosunda 20

dakika preinkubasyona birakildi.

Bu asamada deney ve sifir zaman tlplerine, 0.4 ml 50 mM’lik arginin ¢ozeltisi
ve 0.4 ml 100 mM’lik karbonat tamponundan konuldu. Koér tipine 1 ml distile su,
standart tipune ise 1 ml Ure standardi (0.2 pmol/ml) konuldu. Ardindan da enzimatik
reaksiyonu engellemek amaci ile sifir zaman, standart ve kor tlplerine 3’er ml asit

karigimi konuldu.

20 dakikalik preinktibasyonun ardindan, enzim kaynagi ve hazirlanmig olan
deney tupleri 37 °C’'de su banyosunda 3 dakika bekletilerek ayni i1silara gelmeleri
saglandi.

Daha sonra 37 °C’ye gelen enzim kaynagindan, deney ve sifir zaman
tiplerine 0.2 ml konarak, vorteks Kkaristirici ile iyice kanistirildi. Deney tapleri
enzimatik reaksiyonun olusmasi igin sallantili su banyosunda 37 °C’de 15 dakika
inkibe edildi. 15 dakika inkube edilen deney duzenegine, surenin sonunda hemen
3’er ml asit karisimi ilave edilerek reaksiyon durduruldu.

Bu islemleri takiben her iki dizenekteki tliplere 2’ser ml renk ayiraci ilave
edildi ve vorteks karigtirici ile karistirildi. Ardindan tum tuplerin agizlari kapatildi ve
tupler 10 dakika kaynar su banyosunda birakilarak renk olusumu saglandi. Deney
sonunda tupler musluk suyu altinda sogutularak, numunelerin absorbanslari 520 nm

dalga boyunda spektrofotometre ile dlgulda.
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Doku arginaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi

Gergek arginaz absorbans degerini bulmak igin, deney tupleri absorbans
degerinden sifir zaman tlplerinin absorbans dederleri ¢ikarilarak hesap yapildi. Tim
deney tuplerinin absorbansindan, kendi sifir zaman absorbansi c¢ikarilarak net
absorbans elde edildi. Bdylece enzim kaynagindaki endojen urenin verdigi absorbans

hesabin disinda birakildi.

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

0.2 ymol Gre/ml’nin absorbansi

50: Supernatantin MnCl, sulandiriima katsayisi
5: SUpernatantin inkiibasyon ortamindaki sulanma katsayisi
4: inkiibasyon siiresinin 1 saatte tamamlanma katsayisi

0.2 ymol Gre/ml’nin absorbansi: 0.685 olarak okunmustur.

Faktor = (0.2 ymol tre/ml) x 50 x 5 x 4 / 0.685
Faktor = 291.97 olarak hesaplandi

Tumor dokusu icin enzim aktivitesi; unite olarak tanimlanmigtir. Bir Unite
enzim aktivitesi, 1 saatte 37 °C’de substrat olarak kullanilan L-Arginin’den 1 umol Ure
olusturan enzim aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesidir. Enzim aktivitesinin
hesaplanmasinda net 6rnek absorbanslari faktor (291.97) ile carpimistir. TUmor
dokusu igin; umol Ure/ml/saat olarak enzim aktiviteleri bulundu ve Unite olarak
tanimlandi.

Unite = ymol tre/ml/saat

Enzim aktiviteleri, mlI'deki protein miktarina bolinerek standardize edilmeye
caligildi ve 6zgul Unite olarak tanimlandi.

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

Ozgil Unite = Unite/mg protein (umol (re/mg protein/saat); olarak

belirtilmigtir.
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Meme Dokusu Ornitin Diizeyinin Chinard Yéntemi ile Olgiimii

Chinard yontemi (76) prensibi; Ornitinin ninhidrin ile olusturdugu mor renkli

kompleksin kolorimetrik olarak élgimuine dayanir.

Gerekli Ayiraglar

Trikloro asetik asit (TCA) cozeltisi (%10): 10 g TCA tartilir, bir miktar distile

suda ¢ozunduralir ve 100 ml'ye tamamlanir.

Ninhidrin ayiraci: 2.5 g ninhidrin, 40 ml HzPO4 (6 N) ve 60 ml glasiyel asetik

asit icinde ¢ozundurular.

Derisik glasiyel asetik asit: Deney tlpu sayisina gore bir miktar alinir.

Stok ornitin_solisyonu (0.3 umol/ml): 0.0506 g L-ornitin tartilir. Bir miktar

distile suda c¢o6zinduralir ve litreye tamamlanir. Boylece 0.3 pmol/ml’lik ornitin
konsantrayonu elde edilir. Deneyde kullanilan standart konsantrasyonu 0.18 pmol/ml

oldugundan, stok ornitin ¢ozeltisi dilie edilerek bu konsantrasyon elde edilir.

Deneysel iglemler

Calisilacak doku homojenizati %10’luk TCA ile 1/1 oraninda sulandirilarak
3000 rpm’de 5 dakika santriflij edildi ve bdylece supernatant elde edilmis oldu. Deney
tipune 1 ml sUpernatant, kor tupune 1 ml distile su ve standart tipune de 1 ml 0.18
pmol/ml’lik ornitin standarti konuldu. Sonra tiplere sirasiyla 2.5 ml glasiyel asetik asit
ve 0.25 ml ninhidrin ayiraci eklendi. Butun tupler vortekslenerek karistirildiktan sonra
30 dakika kaynar su banyosunda tutuldu. Su banyosundan g¢ikarilan tupler hizla
sogutularak, 515 nm’de tuplerdeki numunelerin absorbanslari spektrofotometre

yardimi ile dlgulda.
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Ornitin Diizeyinin Hesaplanmasi

Ornitin degerinin hesaplanmasi igin su formult kullaniimistir.

Deney absorbansi x 2 x (0.18 pymol/ml)
Ornitin (umol/ml) =

Standart ornitinin absorbans degeri

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

0.848: Standart ornitin absorbans degeri

Ornitin (umol/ml) = Deney numuneleri absorbansi x 0.424 olarak formule edildi. Elde
edilen ornitin degerleri protein miktarina bolunerek (umol/mg protein) standardize
edildi.

Meme Dokusu Protein Diizeyinin Lowry Yontemi ile Olgiilmesi

Doku protein duzeyleri Lowry yontemi ile tayin edildi (77). Bu yontem alkali
bakir tartarat ayiracinin peptid baglari ile kompleks yapmasi prensibine
dayanmaktadir. Her yedi ya da sekiz aminoasit artigi bir bakir atomunu baglar. Fenol
Ayiracl; bakir ile muamele edilmis karisima ilave edildiginde mavi-mor renk olusur.

Olusan renk konsantrasyonu 660 nm’de spektrofotometrik olarak olgulda.

Gerekli Ayiraglar

Fenol ayiraci: 2 N folin ayiracindan 2.5 ml alinarak, tUzerine 42.5 ml distile su

ilave edilir. Bu ayira¢ her kullanim igin taze hazirlanmalhdir.
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Alkali bakir ayiraci: 10 g Na,COg3, 250 mg Na-K Tartarat, 50 mg CuSOQOy; ayri
ayri tartilarak, bir miktar 0.5 N NaOH ¢dzeltisi icinde balon jojede ¢ozundr ve 0.5 N

NaOH cozeltisi ile 100 mI'ye tamamlanir.

Albumin standardi (%5 mq): 5 mg albumin tartilarak bir miktar distile suda

¢ozundurulur ve distile su ile 100 ml'ye tamamlanir. Deneyde kullanilacak olan
standart %2 mg olarak belirlendiginden, stok protein standardi dilie edilerek istenilen

konsatrasyon elde edildi.

Deneysel islemler

Doku supernatantlari 1/50 oraninda serum fizyolojik ile sulandirihip vorteks
yardimi ile iyice karnigtirlarak protein Olgimu i¢in elverigli hale getirildi.
Numaralandirilmis deney, koér ve standart tlpleri hazirlandi. Deney tiptne 1/50
oraninda sulandiriimig olan supernatanttan 0.5 ml, standart tipine %2 mg’lik
standarttan 0.5 ml ve kor tipune 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 tiipe 2 ml fenol ayiraci eklendi ve tekrar
karistinldi. 30 dakika 37 °C’lik su banyosunda bekletildikten sonra; tlplerin kore karsi

absorbanslari 660 nm dalga boyunda spektrofotometre ile okundu.

Protein diizeyinin hesaplanmasi
Deneyde Olgllen absorbanslar daha sonra asagidaki formulde yerine

konarak protein dizeyleri hesaplandi.

Deney absorbansi x 50 x 2 x 2

Protein miktari (% mg protein) =
Standart protein absorbansi

50: SUpernatantin serum fizyolojik ile sulandiriima katsayisi
2: SUpernatantin 1 ml'ye tamamlanma katsayisi

2: Protein standartinin konsantrasyonu
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0.220: Standart proteinin absorbansi

Deney absorbansi x 50 x 2 x 2

Protein miktari (% mg protein) =
0.220

Protein miktari (% mg protein) = Deney Absorbansi x 909.1 olarak formule
edilmigtir. Elde edilen % mg protein, 100 ml'deki protein degeridir. Sonu¢ 100’e

bollinerek protein miktari mg/ml olarak hesaplandi.

Serum Arginaz Enzim Aktivitesinin Olgiilmesi
Serum arginaz aktivitesi; substrat olan argininin érnekteki arginazla hidrolizi
sonucunda olusan Ure miktarinin spektrofotometrik olarak saptanmasiyla

belirlenmistir (78). Yontemde bazi revizyonlar yapilmigtir (96).

Gerekli ayiraglar
Triton-X-100 (%0.1): 0.1 ml Triton-X-100 alinip, distile su ile 100 ml'ye

tamamlanir.

Asit karisimi: H,SO4 (%96), H3PO4 (%85), H,O 1:3:7 oranlarinda alinarak asit
karisimi hazirlanir.

ISPF (a-lsonitro-sopropiophenone) (%9): 0.9 g ISPF tartilir ve %100’lUk

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

¢6zunduraltr. 0.1 M HCI ile pH 9.7’ye ayarlanir. Distile su ile 100 ml’'ye tamamlanir.
Hazirlanan ¢dzelti 4°C isida saklanir.
MnCl, cdzeltisi (10 mM): 1.6187 g MnCl,.2H,0 bir miktar distile su ile balon

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

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

jojede ¢dzulur ve 1000 ml'ye tamamlanir. 2 M'hk HCI ¢bzeltisi ile pH 7.5’e ayarlanir.
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Deneysel islemler

Numaralandirilmis deney, kor ve standart tlpleri hazirlandi. Deney tlplerine
100 upl 6rnek Uzerine 100 pl triton-X-100 konuldu ve 30 dak. Oda isisinda
calkalamaya birakildi. Daha sonra bu tuplerden 100 ul alinarak Gzerine 100 pl tris
¢ozeltisi ilave edildi ve bu tuplerden 100 pl gekilerek tzerine 10 uyl MnCl, g¢ozeltisi
ilavesi edildi. 10 dak 56 °C’de preinkiibasyona birakildi. Uzerine 100 pl arginin
¢cozeltisi ilave edildikten sonra 37 °C’de 1 saat boyunca inkliibe edildi. Daha sonra
dzerine 900 pl asit karigsimi ve 40 pl ISPF ¢ozeltisi ilave edilerek, 30 dakika kaynar su
banyosuna birakildi. Ttlplerdeki numunelerin absorbansi mikro ELISA plaka okuyucu
kullanilarak 540 nm dalga boyunda dlgildu.

Serum arginaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi

Serum arginaz enzim aktivitesi, Ure standart grafigi Gzerinden hesaplandi
(Sekil 13).

Absorbans

0 500 1000 1500 2000 2500

Serum arginaz (U/L)

Sekil 13. Ure standart galismasi regresyon grafigi (96).
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NO Tayini

NO tayini: Cortas ve Wakid yontemi (79) kullanilarak spektrofotometrik olarak

olgulda.
Gerekli ayiraglar

Kadmiyum grandlleri: 0.1 M H,SO,i¢inde saklandigi surece 9 ay stabildir.

Glisin-NaOH c¢dzeltisi: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢6ztndu. 2 M NaOH

cOzeltisi ile pH’s1 9.7’ye ayarlandi. Bu ¢ozelti 1 ay 0-8 °C’de saklanabilir.

Sulfanilamid: 5 g sulfanilamid, 3 M sicak HCI i¢cinde ¢6zundu ve daha sonra
sogumaya birakildi. Bu ¢ozelti 1 yil oda sicakhiginda saklanabilir.

N-Naphthylethylene diamine (NNDA): 50 g NNDA 250 ml distile su iginde
¢cOzundurildi. Bu ¢ozelti 2 ay 0-8 °C’de saklanabilir.

Cinko sulfat (ZnSQO,4) (75 mmol): 10.8 mg tartildi ve distile su ile 500 ml'ye
tamamlandi.

Bakir_sulfat (CuSQO,4) (5 mmol): 250 mg tartildi ve distile su ile 200 ml'ye
tamamlandi.

Sodyum hidroksit (NaOH) (55 mmol): 1.1 g tartildi ve distile su ile 500 ml’'ye

tamamlandi.

Standartlar: NaNO, standardi, sodyum tetra borat ¢ozeltisi (10 mmol) icinde
hazirlandi (69 mg NaNO, ve 380 mg borat (Na,B;07.10H,O) 100 ml icinde
¢OzUnduralda).

KNOj3 standardi: 102 mg potasyum nitrat tartildi, 100 ml sodyum tetra borat

(20 mmol) iginde ¢dztndurulda.

Deneysel iglemler
Deproteinizasyon: Test tuptne 0.5 ml distile su, 2 ml ZnSO,4, 2.5 mL NaOH

ilave edilip 10 dakika oda isisinda beklettikten sonra 4000 rpm’ de 20 dakika santrifj
edildi.

Kadmiyum granallerinin aktivasyonu: Granuller 3 defa distile su ile yikandi. 1-

2 dakika CuSO, icinde calkalanarak bekletilip, 3 defa da Glisin- NaOH c¢ozeltisi ile

yikanip 10 dakika i¢inde kullaniimak Uzere kurutma kagidi ile kurutuldu.

33



Sonucun hesaplanmasi: KNOz'un 10 milimolarlik ¢dzeltisinden 1; 5; 10; 25;

50; 75; 100; 200 milimolarhk seri dilisyonlar hazirlandi ve numunelere uygulanan
tim iglemler standartlara da uygulandi. 1ml glisin-NaOH ¢ozeltisi tium tlplere
konuldu. Deproteinize numunelerden ve standartlardan 1 ml alindi. 2.5 g tartilan ve
aktivasyon isleminden gecirilen kadmiyumlardan tum tuplerin Uzerine konuldu. 90
dakika oda isisinda karistirilarak beklendi. Sire sonunda nitrit 6lcimuU icin bu
tiplerden 2’ser ml alinarak Uzerine 1 ml silfanilamid ve 1 ml NNDA c¢ozeltisi ilave
edildi. Karistinldi ve 45 dk. beklendikten sonra 545 nm’de numunelerin
konsantrasyonlari tayin edildi.

Direkt nitrit olcimu: NaNO, standartlarini 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200

milimolarlik seri dilusyonlar hazirlandi ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile

reaksiyona sokmadan direkt olarak 2'ser ml alinarak ayri tiiplere konuldu. Uzerine 1
ml sulfanilamid ve 1 ml NNDA eklendi. 45 dk. sonra 545 nm’de numunelerin

konsantrasyonlari tayin edildi.

Nitrat aktivitesinin hesaplanmasi
Bulunan nitrat degerlerinden nitrit degerleri ¢ikarildiktan sonra sulandirma
faktord olan 20 ile carpip yine nitrat standardindan elde edilen faktor ile ¢arptiktan

sonra ¢ikan sonug¢ milimol/litre olarak hesaplandi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismamizda saglanan verilerin istatiksel analizi, Trakya Universitesi Tip
Fakultesi Biyoistatistik Anabilim Dal’'nda kayith STATISTICA 7.0 (Lisans no:
31N6YUCV38) istatistik programi kullanilarak yapildi.

Tumor kontrol ve tedavi grubu arasindaki arginaz enzim aktivitesi, ornitin ve
NO dulzeyleri arasindaki farkliliklar Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi. Elde edilen

p” degerleri 0.05°den kuguk oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

34



BULGULAR

Calismamizda tumor ve tedavi gruplarindaki farelerin tumoér dokusunda
arginaz enzim aktiviteleri, ornitin ve NO duzeyleri dlgulirken, serum dérneklerinde ise
arginaz enzim aktiviteleri ve NO dulzeyleri 6lglldi. Gruplar arasi ikili karsilastirmalar
non-parametrik bir test olan Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Serum
orneklerinde arginaz enzim aktiviteleri ve NO duzeylerinin ortalama ve standart
sapma degerleri Tablo 2’de, doku Orneklerinde arginaz enzim aktiviteleri, ornitin ve

NO dizeylerinin ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 4’de gdsterilmistir.

Tablo 2. Gruplarin serum NO duzeyleri ve arginaz enzim aktiviteleri

Grup Serum NO Duzeyi Serum Arginaz Aktivitesi

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

1. grup (n=10) 7.56%0.65 30.0£7.01

2. grup (n=9) 8.10+0.70 26.2+2.29

3. grup (n=8) 8.21+0.76 57.4+13.5

4. grup (n=9) 8.30+1.89 41.8+10.4

5. grup (n=8) 10.3+1.13 44.3+7.62
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Serum arginaz enzim aktivitelerinin tumor grubunda saglikli gruba gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde artis gosterdigi saptanmistir (p<0.001). Tedavi
gruplarinda ise nor-NOHA tedavisinin serum arginaz aktivitesini timor grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli gekilde dusurdugu gozlenmigtir (p=0.015).

Serum NO duzeylerinde, tumor grubunda saglikli gruba gore istatistiksel
olarak anlamh bir fark bulunamadi (p>0.05). 4. grupta ise timoér grubuna goére bir
artis goézlenmis fakat bu artigin istatistiksel olarak anlamh olmadigi saptanmistir
(p>0.05). 5. grupta ise nor-NOHA tedavisinin tumor grubuna gore NO duzeyini
istatistiksel olarak anlamli sekilde arttirdid1 bulunmustur (p=0.003) (Tablo 3).

Tablo 3. Gruplar arasi istatistikler karsilagtiriimalar

Gruplar Serum Arginaz Aktivitesi Serum NO Duzeyi

Y Z Y z
Grup 1ve 3 <0.001 -3.465 0.083 -1.734
Grup 3ve 4 0.015 -2.406 0.606 -0.577
Grup 3ve 5 0.015 -2.415 0.003 -2.840

Tablo 4. Gruplarin doku ornitin, NO diizeyleri ve arginaz enzim aktiviteleri

Doku Arginaz Doku Ornitin Diizeyi | Doku NO Diizeyi
Aktivitesi (Mmol/mg protein) (Mmol/mg protein)
Grup (U/mg protein) ORTxSD ORTxSD
ORT+SD
3.grup (n=8) 62.8123.4 0.073+0.052 52.4114.2
4. grup (n=9) 43.5+18.4 0.059+0.040 53.0+£9.67
5. grup (n=8) 35.8+13.9 0.048+0.019 48.4+17.2

Doku orneklerine bakildiginda, tumor grubunda artmis olan arginaz enzim
aktivitesinin nor-NOHA tedavisi ile 5. grupta istatistiksel olarak anlamli sekilde
azaldigi gézlenmistir (p=0.01). 4. grupta ise azalan enzim aktivitesi istatistiksel olarak
anlamh bulunmamigtir (p>0.05).

Doku ornitin duzeylerinde ise tumdr grubunda yukselen ornitin dizeyi nor-
NOHA tedavisi ile azalmis fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05).
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Doku NO duzeyleri ele alindiginda; tedavi ve tumor gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Tablo 5).

Tablo 5. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar

Gruplar Doku Arginaz Doku Ornitin Doku NO Duzeyi
Aktivitesi Duzeyi
p 4 Y z p Z
Grup 3ve 4 0.167 -1.443 0.541 -0.674 0.963 -0.096
Grup 3ve 5 0.010 -2.521 0.645 -0.526 0.645 -0.525
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Serum Arginaz Enzim Aktivitesi
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Sekil 14. Serum Arginaz Enzim Aktiviteleri: a: Grup 1 ile, b: Grup 3 ile,
***n<0.001, *p<0.05.
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Sekil 15. Serum NO Diizeyleri: a: Grup 3 ile, **p<0.01.
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Doku Arginaz Enzim Aktivitesi
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Sekil 16. Doku Arginaz Enzim Aktiviteleri: a: Grup 3 ile, **p=0.01.
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Doku Ornitin Duzeyleri
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Sekil 17. Doku Ornitin Duzeyleri
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Sekil 18. Doku NO Duzeyleri
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TARTISMA

Arginaz; Ure sentezinden sorumlu L-arginini substrat olarak kullanan bir
enzimdir (1). L-arginin; NO, sitrallin, agmatin, kreatin ve protein sentezi icinde
substrat olarak kullanilir. Fakat L-arginin metabolizmasinda baskin olan yolagin,
arginazin ure sentezinde anahtar enzim olarak kullanilan reaksiyon oldugu
belirtiimistir (80). Arginaz enzim aktivitesi varli§i, meme bezi, barsak, beyin, bébrek
ve akciger gibi ekstrahepatik organlarda da bulunmustur (81). Ekstrahepatik
arginazin hucre uremesi ve doku tamiri gibi dizenleyici mekanizmalarda rol oynadigi
one surdlmustar (82).

Arginazin kanserle olan iligkisi de birgok calismada belirtilmigtir. Yapilan bu
calismalar; kalin barsak, kolorektal, prostat, mide ve akciger kanseri gibi cesitli
kanser vakalarinda serum ve doku arginaz aktivitesinin arttigini gostermis, bu bilgiler
Isiginda arginazin kanser vakalarinda belirleyici bir enzim olabilecegi 6ne
surtlmastir (31,52,54,83). Meme kanserli hastalarda yapilan ¢alismalarda da serum
arginaz aktivitesi, saglkh kadinlarin serum arginaz aktivitesinden ylksek
bulunmustur (28,84).

Ornitin, poliaminler denilen grubun 6ncll maddesidir. Poliaminlerin (spermin,
spermidin ve putresin), hicrelerde nukleotit ve protein sentezini uyararak hucre
proliferasyonunda énemli rol oynadiklari, hiicre buyimesi ve farklilagsmasi igin gerekli

olduklari yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir (41,58). Poliaminlerin ayni zamanda
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kanser gelisimi ile yakindan iligkisi bulunmustur (85). Poliamin dizeylerinin meme
kanserinde arttidi, timor poliamin konsantrasyonlari ile timértn yeniden niksetmesi
arasinda pozitif bir iliski oldugu, meme kanserinde poliamin dizeylerinin biyolojik bir
belirte¢ olarak kullanilabilecegi belirtiimistir (84).

Meme tumor dokusunda poliamin sentezinin artis nedeni bilinmemektedir.
Yuksek ostrojen igeriginin poliamin sentezini indukleyerek meme kanser geligsimine
yol agabilecegi 6ne surtimustir (29).

Arginaz enzimiyle ayni substrati kullanan NOS, L-arginini NO ve sitruline
parcalayan enzimdir (80). Kanserde arttidi bilinen arginaz enzimi ve NOS, arginin igin
birbirleriyle yarisirlar (86). Arginazin L-arginin igin Km’i 2-20 mM, bu deger NOS igin
ise 1-20 uyM’dir (87). Fakat arginaz enziminin fizyolojik pH'da Vmax degderi NOS
enzimininkinden 1000 kat fazla oldugundan (88) bu iki enzimin, L-argininin dusuk
konsantrasyonlarinda bile onu rahatlikla kullanilabilecegini gostermektedir (29).

iiging bir biyomolekiil olan NO’in birgok biyolojik etkisi bulunmustur (8). NO’in
timor olusumu mekanizmasi UGzerine etkisi tam olarak bilinmemekle birlikte, birgok
fizyolojik mekanizmada NO ve NO metabolitlerinin (nitrat, nitrit, S-nitrotiyoller,
nitrozaminler ve peroksinitrit), NO’in sitotoksik ve genotoksik etkilerini ortaya
¢lkarmada onemli oldugu ortaya konmustur. Bu etkiler mitokondrial solunumun inhibe
edilmesi, DNA ve protein hasari sonucu gen mutasyonu, protein fonksiyonunun
kaybl, nekroz ve hucre 6lumu seklindedir (89). NO’in kanser gelisimi yunuinde negatif
etkisinin oldugu gdsterilmistir. Hem birgok fizyolojik mekanizmanin gergeklesmesi igin
gerekli olan, hem de asiri miktarda Uretimi durumunda radikalik etki gésteren NO;
organizmada c¢ift yonll etki olusturmaktadir (86). NO’in immunolojik reaksiyonda da
fonksiyonu oldugu dusunulmektedir. Artmis NO'’in, vazodilatasyon, trombosit
agregasyonunun engellenmesi ve dokularin oksijenlenmesi yonunde yararh etkileri
oldugu bulunmustur (90). Ayni zamanda NO ve NO metabolitlerinin timoér
dokularinda hicre buyimesi ve metastazi inhibe ettigi (89), NO’in yuksek
konsantrasyonlarinda tUmor geligimini inhibe edebilecegi (91) ve tUmor hlcrelerinde
bu yolla apoptozisin induklenebilecegi belirtiimistir (92). NO’in kanser tedavisinde
immunoterapi ve kemoterapide etkili olabilecegi yapilan ¢aligmalarda belirtiimigtir (8).

Meme kanserli hastalarda, tumor dokusu ve serum arginaz aktiviteleri ile

ornitin duzeylerinde anlamli bir artig oldugu ve bunun sonucunda artan poliamin
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sentezinin kanser gelisimi yonundeki mekanizmay! tetikleyebilecegi yapilan
calismalarla bildirilmistir (4,54,93). Bizim ¢alismamizda da timoér grubunda artmis
arginaz aktivitesi bu teoriyi desteklemektedir.

Nor-NOHA (N®-Hidroksi-nor-L-Arginine) yiksek affinite gosteren, gigli ve
geri doéniisiimli bir arginaz inhibitéridir. Enzimin aktif bélgesindeki Mn?* dizilerine
spesifik olarak baglanir ve enzimi inhibe eder. NOS’'un substrati veya inhibitdru
degildir (9).

Meme kanserli hayvanlara uyguladigimiz nor-NOHA tedavisinin serum
arginaz enzim aktivitesini anlamli bir sekilde azalttigini gozlemlerken, ayni sekilde
NO dlzeylerinde tiumoér grubuna goére iki kat fazla madde verilen grupta anlaml
sekilde bir artma gdzlendi. Nor-NOHA’nin serum arginaz enzim aktivitesini
dugurirken NO duzeyini arttirmasi, kanserin gelisiminin engellenmesi yonunde
olumlu bir etki olarak degerlendirilebilir. Doku 6Orneklerinde ise yine uyguladigimiz
nor-NOHA tedavisinin arginaz enzim aktivitelerini anlamli sekilde dusurduguana
gbzlemledik. Arginaz enzim aktivitesi ile beraber dusmesi beklenen ornitin
duzeylerinde azalma meydana gelmis fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunamamigtir. Doku NO duzeylerinde ise anlamli bir fark gdzlemlenmemistir.
Arginaz enzim inhibisyonu sonucunda azalan ornitin ve bunun sonucu olarak
azalacak poliamin dlzeyleri, ayrica kanserde olumlu etkileri belirtiimis olan artmis NO
duzeyleri, kuvvetli bir arginaz inhibitord olan nor-NOHA’nin antikarsinojenik bir ajan
olarak kullanilabilme potansiyeli olduguna isaret edebilir.

Sonug olarak, arginaz enzim inhibitdéri olan nor-NOHA’'nin, meme kanserli
hastalarda yukselen arginaz enzim aktivitesini inhibe ederek yolagi NOS lzerinden
NO olugsumuna kaydirmasi, bu sayede karsinojenik rolu belirtilen poliaminlerin dncu
maddesi olan ornitin sentezini azaltmasi ve kanserde koruyucu etkileri galismalarla
goOsterilmis olan NO Uretimini arttirmasi, nor-NOHA’nin antikarsinojenik etkisini
gOsterebilmesindeki mekanizmalardan biri olabilir. Kanser tedavisinde umut verici bir
ajan olan nor-NOHA'nIn bu alandaki etkileri daha ileri gcalismalar ve yeni parametreler

ile desteklenmelidir.
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SONUGLAR

Yapilan ¢alismalarda; kalin barsak, kolorektal, prostat, mide ve kiguk htcreli

akciger kanseri gibi cesitli kanser vakalarinda arginaz enzim duzeyinin arttigi

belirtiimistir. Nor-NOHA yuksek affinite gésteren gucli ve geri dontsumli bir arginaz

inhibitoradar.

Bu calismada; meme kanseri gelistiriimis farelerde arginaz enzim aktivitesi,

ornitin ve NO duzeyleri Uzerinde nor-NOHA’nin etkileri arastirilmistir. Yaptigimiz bu

deneysel ¢calisma sonucunda;

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Serum arginaz enzim aktivitesi, timoér gruplarinda saglikli kontrol gruplarina goére
anlamli olarak yuksek bulunmustur.

Serum NO duzeyinde iki kat doz verilen tedavi grubunda, timor grubuna goére
anlaml bir artis gozlenmistir.

Serum arginaz enzim aktivitesinin tedavi sonrasi istatistiksel olarak anlamli
sekilde azaldigi saptandi.

Tumor doku oOrneklerinde nor-NOHA tedavisi sonucunda arginaz enzim
aktivitesinde dusts meydana gelmis, bu disUsun iki kat doz tedavi verilen grupta
istatistiksel olarak anlamli oldugu go6zlenmisgtir.

Nor-NOHA tedavisi sonucunda azalan arginaz aktivitesi dogrultusunda, ornitin
dizeylerinde de azalma meydana gelmis fakat bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir.

Nor-NOHA tedavisinin doku NO dlzeylerine etkisi olmamistir.
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7)

8)

Nor-NOHA'nin meme kanserinde serum arginaz enzim aktivitesini inhibe ederek
poliamin sentezini baskilamasi ve kanserde koruyucu roli bilinen NO dizeyini
arttirarak kansere kargl koymada koruyucu rol oynayabilecegi dugunulebilir.

Nor-NOHA'nin  meme kanserine kargi potansiyel bir koruyucu ajan olarak
kullanilmasinin arginaz/poliaminler/NO mekanizmasi agisindan olumlu bazi
etkileri olabilir. Fakat bu olumlu etkilerinin daha net bir sekilde ortaya konulmasi
gerekmektedir. Bu da ancak nor-NOHA’nin diger kanser parametreleri ve
mekanizmalari Uzerindeki etkilerinin ileri galigmalarla incelenmesi ile mumkin

olabilecektir.
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OZET

Meme kanseri, dinyada kadinlar arasinda en sik gortlen malign timor olup

kadinlarda gorulen tim kanserlerin yaklasik %30’unu olusturmaktadir.

Ure dénglsinin anahtar enzimi olan arginaz, nitrik oksit sentaz ile ayni
substrati kullanarak L-argininden Ure ve ornitin olusturmaktadir. Kanserli hastalarda
arginaz enzim aktivitesinin arttigr ve arginazin kanserde biyolojik bir belirte¢ olarak
kullanilabileceg@i bildirilmistir. Bu ¢alismada meme kanseri olusturulmus farelerde
serum arginaz enzim aktivitesi ve nitrik oksit dizeylerine, dokuda ise arginaz enzim
aktivitesi, ornitin ve nitrik oksit diizeylerine, bir arginaz enzim inhibitérii N*-Hidroksi-

nor-L-Arginin’in etkileri arastinimistir.

Calismada 50 tane erkek Balb/c cinsi fare kullanildi. Farelerin sol ayak i¢
bolgesine 0.2 ml ehrlich asit tumor hucresi enjekte edildi. Fareler saglikli kontrol,
saglikli tedavi, tumor kontrol, tedavi 1 ve tedavi 2 gruplari olmak Uzere 5 gruba
ayrildi ve kontrol gruplari hari¢ diger gruplara 10 mg/kg ve ikinci tedavi grubuna 20

mg/kg N*-Hidroksi-nor-L-Arginin 13 glin boyunca intraperitonel olarak verildi.

TUmorlh hayvanlarin serumunda artmis bulunan arginaz enzim aktivitesinin
N®-Hidroksi-nor-L-Arginin tedavisi ile birlikte istatistiksel olarak anlamli sekilde
azaldi§1 gozlendi (p<0.05). Serum nitrik oksit diizeylerinin, N“-Hidroksi-nor-L-Arginin

tedavisi ile yukseldigi saptandi. Doku arginaz enzim, tedavi grubunda tUmor grubuna
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gore anlamli olarak duguk bulunurken (p=0.01), doku ornitin duzeylerinin tedavi
grubunda timor gruplarina gére azalma gozlendi fakat bu azalma istatistiksel olarak

anlamli bulunmad..

Sonug olarak, N“-Hidroksi-nor-L-Arginin’in arginaz enzim aktivitesini inhibe
ederek yolagi nitrik oksit sentaz Uzerinden nitrik oksit olusumuna kaydirdigi, bu
sayede poliaminlerin 6ncl maddesi olan ornitin sentezini azalttigi ve nitrik oksit
uretimini tesvik ederek kansere karsi koruyucu bir rol oynayabilecegi ifade edilebilir.
Kanser tedavisinde umut verici bir ajan olan N“-Hidroksi-nor-L-Arginin’in bu alandaki

etkileri daha ileri galismalar ve yeni parametreler ile desteklenmelidir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, arginaz, ornitin, nitrik oksit, N*-Hidroksi-nor-L-

Arginin.
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EFFECTS OF nor-NOHA ON ARGINASE ENZYME ACTIVITY,
ORNITHINE AND NITRIC OXIDE LEVELS IN THE EXPERIMENTAL
BREAST CANCER

Giirer KELESOGLU

SUMMARY

Breast cancer forms almost 30% of all the cancer types which makes it the

most frequent tumor type found in women around the world.

As a key enzyme of the urea cycle, it leads to the formation of urea and
ornithine from L-arginine by using the same substrate with nitric oxide synthase. In
the patients with cancer, arginase has been found to be higher and was reported to
be a useful biological marker. The aim of this study was to investigate the possible
effects of N“-Hydroxy-nor-L-Arginine which as an arginase inhibitor, on arginase
enzyme activity, ornithine and nitric oxide levels in the experimental model of breast

cancer in mice.
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In the study, 50 male Balb/c mice were used 0.2 ml Erhlich acid tumor cell

was injected into the subcutan part of their left foot.

Mice were divied into five groups as healty control group, healty treatment,
tumour control, treatment 1 and 2 groups. 10 mg/kg and 20 mg/kg dose N“-Hydroxy-

nor-L-Arginine were given intraperitonel.

Increased serum arginase activity was statistically significantly decreased
with N“-Hydroxy-nor-L-Arginine treatment. On the other hand, serum nitric oxide
levels were increased with N“-Hydroxy-nor-L-Arginine treatment. In the tumour
tissue, arginase activity were significantly decreased with N*-Hydroxy-nor-L-Arginine

treatment, but a decrease in the ornithine levels were statistically unsignificant.

As a conclusion, we may suggest that N“-Hydroxy-nor-L-Arginine may have
some protective effect on breast cancer development as inhibitis arginase enzyme
activity and ornithine levels, precursor of poliamines, and therefore inducing nitric
oxide production via nitric oxide synthase. As a promising anticancer agent, the net
effects of N“-Hydroxy-nor-L-Arginine in this mechanism should be supported by more

advanced studies and new parameters.

Key words: Breast cancer, arginase, ornithine, nitric oxide, N“-Hydroxy-nor-L-

Arginine.
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