T.C.

TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU
BIYOKIMYA ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS PROGRAMI

Tez Yoneticisi
Yrd. Dog. Dr. Hakan ERBAS

MEME KANSERI OLUSTURULMUS FARELERDE
N-ASETILSISTEININ ARGINAZ ENZIM AKTIiVITESI,
ORNITIN VE URE DUZEYLERI UZERINE ETKISI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Sevil DEMIRKIRAN ERKUT

EDIRNE-2006



T.C.

TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTIiTUSU
BIYOKIMYA ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS PROGRAMI

Tez Yoneticisi
Yrd. Dog. Dr. Hakan ERBAS

MEME KANSERI OLUSTURULMUS FARELERDE
N-ASETILSISTEININ ARGINAZ ENZIM AKTIiVITESI,
ORNITIN VE URE DUZEYLERI UZERINE ETKISI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Sevil DEMIRKIRAN ERKUT

Tez No : 2005-115

EDIRNE-2006



T.C.

TRAKYA UNIVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitii Miidiirliigii

ONAY

Trakya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Anabilim Dal yiiksek
lisans programi cergevesinde ve Yrd.Do¢.Dr. Hakan ERBAS damgmanhginda yiiksek lisans
dgrencisi Sevil DEMIRKIRAN ERKUT tarafindan tez bashgi “Meme kanseri olugturulmus
farelerde N-asetilsisteinin arginaz enzim aktivitesi, ornitin ve iire diizeyleri lizerine etkisi”
olarak teslim edilen bu tezin tez savunma sinavi 03/10/2006 tarihinde yapilarak agagidaki jiiri

iiyeleri tarafindan “Yiiksek Lisans Tezi” olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Erbl R
JURI BASKANI
Yrd.Dog.Dr. Hakan AS Yrd.Dog.Dr. Nurettin AYDOGDU
UYE UYE

Yukandaki imzalarin ad1 gegen 6gretim liyelerine ait oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. Ismet DOKMECH
Enstitli Mudiirii



TESEKKUR

Trakya  Universitesi Tip  Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali’ndaki tez ¢alismamda
ve egitimimde biiyiik katkilar1 olan saymn hocam
Yrd. Dog¢. Dr. Hakan ERBAS’a, yiiksek lisans
egitimim siiresince yetismemde emegi gecen
hocalarim Prof. Dr. Erol CAKIR, Prof. Dr.
Sendogan GULEN, Prof. Dr. Selma SUER
GOKMEN, Yrd. Dog. Dr. Sevgi ESKIOCAK’a
bu calismada benden yardimlarini esirgemeyen
Yrd. Dog. Dr. Ufuk USTA, Aras. Gor. Dr. Oya
ERTEN’e ve Deney Hayvanlar1 Arastirma
Laboratuvari calisanlarina tesekkiirlerimi
sunarim.

Sevil DEMIRKIRAN ERKUT



SIMGE VE KISALTMALAR

A-1 : Arginaz tip 1

A-IT : Arginaz tip 2

ADP : Adenozin difosfat

AMP : Adenozin monofosfat

ASL : Argininosiiksinat liyaz

ASS : Argininosiiksinat sentaz

ATP : Adenozin trifosfat

GSH : Glutatyon

NAC : N-asetil-L-sistein

NAD+ : Nikotinamid adenin dintikleotid (okside)
NADH : Nikotinamid adenin dintikleotid (rediikte)
NADP+ : Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (okside)
NADPH : Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (rediikte)
NH4+ : Amonyum iyonu

NO : Nitrik oksit

NOS : Nitrik oksit sentaz

OAT : Ornitin amino transferaz

ODC : Ornitin dekarboksilaz

oTC : Ornitin transkarbamoilaz

SAM : S- adenozil metiyonin

SF : Serum fizyolojik

SH : Stilthidril
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GIRIS VE AMAC

Meme kanseri gilinlimiizde 6nemli bir sorun olmaya devam etmektedir (1).
Gliniimiizde ortaya cikan kanserlerin %32’si ve kansere bagli oliimlerin %18’1 meme
kanserine baghdir (2,3,4).

Meme kanseri, en ¢ok lobiil ile terminal duktus birlesme yerindeki epitelden kdken
alan bir adenokanserdir. Buglinkii bilgilere gére meme kanseri (invaziv duktal kanser)
gelismeden Once duktus epiteli, atipik duktal hiperplazi, duktal karsinoma in situ gibi
evrelerden geger ve sonunda meme kanseri gelisir (5).

Kanserle savasta etiyolojik faktorler, kanser dncesi lezyonlar, kanser prekiirsorlerini
bilmenin yaninda, 6nemli bir baska faktor de teshisinin erken, dogru ve kolay konabilmesidir
(6). Metastazlarin erken donemde belirlenmesi, yapilacak tedavinin planlanmasi ve basarisi
acisindan ayni derecede Onemlidir (7). Erken donemde metastaz bulunan hastalarin
cogunlugunun asemptomatik olmasi ve goriintiileme yontemlerinin bu dénemde yalanci
negatif sonuglar verebilmesi, bazi biyokimyasal belirleyicilerin bu konudaki ©nemini
giindeme getirmektedir (7,8). Cesitli kanser hastalarinda yapilan arastirmalar, kanserin bu
hastalarin karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmalarinda bir takim bozukluklara neden
oldugunu gostermistir (9).

Ure dongiisiiniin bir enzimi olan arginaz, argininin iire ve ornitine hidrolizini
katalizler. Karaciger dis1 arginazin, poliamin saglanmasinda rol oynadigi ileri siiriilmiistiir
(10). Poliaminler kanser hiicreleri gibi hizla boliinen ve ¢ogalan hiicreler tarafindan fazla
miktarlarda sentezlenen organik katyonlardir. Arginaz aktivitesinin bazi kanser tiplerinde

degistigi gosterilmistir (10).



N-asetilsistein (NAC)’ in serbest radikaller tarafindan olusturulan doku hasarina karsi
koruyucu etkisi oldugu ve bu etkisini glutatyon (GSH) diizeyini arttirarak, direkt “scavenger”
olarak etki gdstererek veya stabil nitrozil tiirevi olusturarak gerceklestirdigi bildirilmektedir
(11,12).

Son yillarda kanserde biyokimyasal parametrelere ait arastirmalarin giderek artmasi
dikkat cekmektedir. Arginaz enzim aktivitesi, ornitin ve poliaminlerin kanserli dokularla
iligkili oldugu yapilan calismalarla saptanmis ve bu maddelerin akciger, prostat, kolon, mide
ve meme kanserli hastalarda arttig1 gosterilmistir.

Bu caligmanin amaci; antikarsinojenik 6zelligi cesitli ¢aligmalarda gosterilmis olan
NAC’1in meme kanseri lizerindeki etkilerini arastirmak, bu baglamda kanserli dokularda arttig1

bilinen arginaz enzim aktivitesi , ornitin ve lire diizeyleri {izerine olan etkilerini incelemektir.



GENEL BIiLGILER

MEME KANSERI

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen tiimor olup, kadinlarda
goriilen tlim kanser tiirlerinin yaklasik %30’unu olusturmaktadir (Sekil 1) (13). Meme kanseri

kadinlarda en ¢ok goriilen kanser olup, ayn1 zamanda bir¢ok iilkede kanserden Oliimlerin

baslica nedenidir.
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Sekil 1. Kanserlerin 2002 yihi insidans ve prevalans degerleri (13).




Son yiizyilda kanser insidans1 ve mortalitesinde belirgin artis gozlenmektedir. Kanser
ve komplikasyonlarindan o6liim  kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci siraya
yerlesmistir (14). 2000 yili insidans ve mortalite degerleri, 1990 yili insidans ve mortalite
degerleri ile karsilastirildiginda %22 oraninda arttig1 goriilmektedir (15-17). Meme kanserinin
diinya ¢apinda mortalitesinin insidansa orani %36°dir. Yasayan 3.9 milyon kanser hastasi
kadin ile meme kanseri diinyada prevalansi en yiiksek kanser tipidir (16).

Insidans: en yiiksek olan ii¢ kanser tipi ve oranlari sdyledir: %12,3 akciger kanseri,
%10,4 meme kanseri, %9,4 kolon rektum kanseri (16). Tiirkiye’de; 1990-1995 yillar1 arasinda
Olim sebepleri siralamasinda ikinci sirayr kanser almistir. Gergek kanser mortalitesi daha
ylksek olmasia ragmen, 1995 yili verilerine gore Tiirkiye’de kanser mortalitesi yiizbinde
67.7 olarak saptanmistir (18).

Tiirkiye’de Saglik Bakanliginin 1999 ve 2001 yili verilerine gore, kadinlarda meme
kanseri insidansi; yiizbinde 7.32’den yiizbinde 12.87’ye yiikselmistir (Tablo 1 ve 2). Bu oran
kadinlarda kanser olgular1 icinde meme kanserinin %24.1°den %25.42’oranina yiikseldigini

gostermektedir (19).

Tablo 1. 1999 yili Tiirkiye’de kadinlarda en ¢ok goriilen kanser vakalari (19).

Kanser Tipi Yih | Vaka Sayis1 | Yiizde il;;:idzall;isnl;llzm
Meme 1999 2390 24.10 7.32
Over serviks 1999 866 8.73 2.65
Mide 1999 693 6.99 2.12
Cilt 1999 684 6.90 2.10
Akciger 1999 404 4.07 1.21
Diger 1999 4882 49.21 14.96
Toplam 1999 9919 100.00 30.39




Tablo 2. 2001 yih Tiirkiye’de kadinlarda engok goriilen kanser vakalari (19).

Kanser Tipi Yih | Vaka Sayis1 | Yiizde Insidans Hiz1
Yiiz Binde
Meme 2001 4307 25.42 12.87
Over serviks 2001 1414 8.34 4.53
Mide 2001 903 5.32 2.70
Cilt 2001 963 5.68 2.88
Akciger 2001 811 4.78 242
Diger 2001 8552 50.46 27.44
Toplam 2001 16950 100.50 50.66

Meme parankimi 15-20 kadar radikal olarak konumlagmig segmentten olusur. Her
segment meme basina birlesen bir duktus ile drene olur. Bu segment veya loblarin her biri 20-
40 kadar lobulden olusur (Sekil 2). Her bir lobulde ise 10 ila 100 alveol vardir (20). Meme
dokusu en fazla iist dig kadranda bulunur. Aksiller bolgeyi de kapsayan iist dig kadranda genis
Olciide meme dokusu bulunmasi bu boliimde tiimorlerin daha fazla olusmasina neden olur

@1).
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Sekil 2. Meme anatomisi (21).

Meme kanserinin etiyolojisi tam olarak anlagilamamasina ragmen bazi faktorler ile
iligkisi oldugu bilinmektedir. Bu risk faktorleri (Tablo 3), kanserden koruyucu programin
gelistirilmesinde O6nemlidir. Meme kanserinin olugmasinda rol oynayan risk faktorleri

asagidaki gibi siralanabilir (23-27).



Tablo 3. Meme Kanseri Gelisimindeki Risk Faktorleri (23-27).

Faktor

Risk

Acgiklama

Cinsiyet

Kadin olmak

Artirir

Tim meme kanserlerinin %99’u kadinlarda
%11 erkeklerde goriiliir

Yas

50 yas ve lizeri

Artirir

Yas ilerledikge risk artar
Yeni vakalarin %77°si, meme kanserinden
oltimlerin %841 50 yas ve iizeri olusur.

Maling
/Bening
Meme
Kanseri

Oykiisii olmas1

Artirir

Bir memede kanser varligi ortalama
popiilasyona gore diger memede kanser
riskini 2-6 kez artirir

Aile oykiisii

Anne ve / veya Kiz
kardeste meme kanseri,
BRCA-1, BRCA-2, P53
genlerinde mutasyon,

Artirir

Anne veya kiz kardesten herhangi birinde
meme kanseri riski %2-3 artirirken, her
ikisinde kanser olmasi riski %8 artitir.
Meme kanserlerinin sadece %10-151
herediter kokenli iken, bunlarin %50-601
BRCA-1 genindeki mutasyondan %10-30 ‘u
ise BRCA-2 genlerinin DNA tamirinde ve
kopyalanmasinda énemli rolleri vardir.

Irk

Beyaz kadmlarda meme kanseri gelisme
riski daha yiiksek olmasina ragmen Afrika
kokenli Amerikali kadinlarin bu hastaliktan
Olme riski daha yiiksektir.

Menstiiral
oykii

12 yagtan dnce menarj
55 yas sonrasi menapoz

Artirir

Menars ve menapoz arasindaki intervalin
uzamast meme kanseri riskini yiikseltir.

Dogum

Dogum yapmayan, ilk
gocugunu 30 yasindan
sonra doguranlar

Artirir

Dogum yapmamis kadinlar meme kanseri
acisindan yiiksek riskli gruba girer

Emzirme

Tartigmal1

Meme kanseri riskini azaltmada
emzirmemenin etkisini inceleyen
caligmalarda sonuglar tartigmalidir.

Ostrojen
alimi

Oral kontraseptifler ve
hormone replasman
tedavisi

Tartigsmali

Erken veya uzun siireli oral kontraseptif
kullanimi ve uzun siireli (10-15 y1l iizeri)
Ostrojen replasman tedavisinin riski artirdigi
saptanmistir.

Ostrojen ve progesteron kombine kullanilan
preparatlarn meme kanseri riskini
etkilemedigi saptanmistir.

Alkol

Artirir

Giinde 2 bardaktan fazla alkol alinmasi riski
artirmaktadir.

Diger olasi bir neden de alkoliin meme
dokusundaki hiicre permabilitesinde
degisiklige yol agmasi olduguna
inantlmaktadir.

Yagh diyet

Tartismali

Ozellikle asir1 yagh diyetin meme kanserini
artirdig1 diisiiniilmektedir.

Obezite

Tartigmal1

Meme kanseri riskini artirdig1 bildirilmesine
ragmen hala tartistimaktadir.  Ostrojen
adipos dokuda birikmekte bu da endojen
Ostrojen {retimini artirmakta ve meme
dokusunun daha fazla Ostrojene maruz
kalmasina neden olmaktadir

Radyasyon

Artirir

Ozellikle 30 yas altinda ve puberteden 6nce
radyasyona maruz kalmak riski artirir




Meme kanserinin birgok tiirii bulunmaktadir. En sik olarak siit kanallarindan (duktus)
kaynaklanan duktal kanser goriiliir. Daha az siklikla siit {ireten keseciklerinden lobiiler kanser
gelisebilir. Diger meme kanseri tiirleri ise olduk¢a nadir goriilmektedir (28).

Kalitsal meme kanserlerinin pek ¢ogu BRCA-1 ve BRCA-2 genlerinden birini
etkileyen bir mutasyona baglidir. Nadir durumlarda p53 geninin kalitsal mutasyonu Li-

Fravmeni sendromu kapsaminda meme kanserine yol agabilir (29).

ey "'rﬁ*, o ._ o
'/ SUPRAKLAVIKULAR LENF

SEVIYE 1 LENF BEZLER] |

Sekil 3. Memenin lenfatik drenaji (22).

Lenf memeden koltuk altina yol alirken, ilk dnce seviye-1 bezlere dokiildiikten sonra
diger seviyedeki bezlere ulasir (Sekil 3). Meme kanseri hiicreleri lenf sivisi igerisinde

ilerleyerek lenf bezlerinde kiimelenirler (21).

ARGINAZ ENZIMI
Ure siklusunun son enzimi olan arginaz (L-Arginin amidino hidrolaz; EC 3.5.3.1); L-

arginini, ire ve ornitine hidrolize eder. Memeli karacigerinde amonyagin zehirsizlestiril-




mesinden sorumludur (30-32). Giigli bir immiin sistem inhibitorii olup lenfosit

proliferasyonundada inhibitor etkiye sahiptir (33).

COO NH;"
H3N+—C|H (|?Hz

(|;H2 (|:H2 NH,
| Arginaz | |
CH, + H,0O » CH, + C=0
(|JH2 H—é—NHf I|\IH2
(|J=NH2+ (|:00'

i,

Arginin Ornitin Ure

Sekil 4. Argininden iire ve ornitin olusumu (34).

Arginaz enzimi karaciger diginda; eritrosit, 10kosit, trombosit, beyin, bagirsak, bobrek,
pankreas, akciger, meme bezi, testis, tiikiliriik bezi, plesenta, deri, iskelet ve kalp kasi gibi
dokularda da bulunmaktadir (30-32).

Eritrosit arginaz aktivitesinin, serumun arginaz aktivitesinden yaklasik 200 kat fazla
oldugu tespit edilmistir. Tiikiiriik arginaz aktivitesi ise eritrosit aktivitesinin 1/6’s1 kadardir
(35). Cesitli kanser tiirlerinin kan plazmalarinda eritrosit arginaz aktiviteleri ve iire diizeyleri
Olclilmiis, L-argininin eritrosit membranlarindan gecerek arginaz ile hidrolize oldugu ve
olusan iirenin de siipernatant iirelerini arttirdig1 deneysel olarak gosterilmistir (36).

Eritrositler {ire dongiisii ile lire sentez edememelerine ragmen; insan, koyun ve sigir
eritrositlerinde aktif bir arginazin varlig1 tespit edilmis, ancak keci ve tavuk eritrositlerinde bu
enzime rastlanmamustir (37,38).

Arginaz enziminin katalizledigi reaksiyonun iki iiriinii; lire ve ornitindir (Sekil 4)(30).
Ure bobrek yolu ile atilirken, ornitin de prolin ve poliamin sentezinde rol oynar (Sekil 5).
Ornitin dekarboksilaz (ODC) araciligi ile poliaminlerin, ornitin aminotransferaz (OAT)

araciligi ile de prolin ve glutamatin sentezini saglar (39,40).




Arginaz Poliaminler

Arginin » Ornitin <

Prolin ~——— Peptitler

Sekil 5. Arginaz enziminin katalizledigi reaksiyon ve iiriinleri (39,40).

Poliaminler

Hiicrelerin biiylime ve gelismesi i¢in 6nemli biyomolekiiller olan poliaminler
(putressin, spermin ve spermidin) tiim memeli hiicrelerinde bulunurlar (41). Putressin,
spermin ve spermidin; hiicre biiylimesi i¢in gerekli olan transkripsiyon, translasyon ve protein
sentezinin baglamasini kolaylastiran alifatik poliaminlerdir (42). Poliaminler bakteri ve
memeli hiicre kiiltiirleri i¢cin biiylime faktorleridir. Farmakolojik dozlarda hipotermik ve

hipotansif etkilidirler (34).

SAM 5’metiltiyoadenozin

COO’
| oDC NV

H;N—-CH — > H;N'—(CH,),~N'H; — » H3N'—(CH,)4~NH," — (CH,);-NH;"

| Putressin Spermidin
(CH2)s
| S-adenozilmetiyonin
NH;" (SAM)
Ornitin 5’metiltiyoadenozin

H3N"~(CH,)4~NH,'~(CH2)4s~NH, ~(CH,);-NH"
Spermin

Sekil 6. Poliaminlerin sentezi (34).

Poliamin sentezinin ilk basamaginda ODC enzimi, ornitinden putressin olusumunu
katalizler. Bu enzim; arginaz enzim aktivitesinin yiikselmesi ile dogru orantili olarak aktive
olmaktadir. Poliamin biyosentezinde hiz kisitlayici enzimdir (34,43,44). Putressin, daha sonra
spermidin sentaz ile spermidini, spermidin de spermin sentaz ile spermini olusturur (Sekil 6).
Poliaminler hiicre biitiinliigiiniin, hiicre i¢i organel ve membranlarinin stabilizasyonundan
sorumludurlar. Cok sayida pozitif yiik tasidiklari i¢in, polianyonik 6zellikte olan DNA ve
RNA’larla kolayca birleserek, DNA ve RNA’ nin biyosentezinin uyarilmasi, DNA




stabilizasyonu ve bakteriyofajlarda DNA paketlenmesi gibi temel olaylarda baslica roli
oynarlar (34).

Hiicre i¢i poliamin metabolizmasinin ve dolasimdaki poliamin miktarinin malign
olaylarda artt181, 6zellikle de eritrosit poliamin miktarinin hiicre proliferasyonunun bir indeksi
olarak kullanilabilecegi ve eritrosit poliamin diizeylerinin tiimdriin gelisimi ile dogrudan
iliskili oldugu bildirilmistir (44). Poliaminler i¢in en ideal tasiyicinin eritrositler oldugu ve
genis bir poliamin depolama kapasitelerinin bulundugu belirtilmistir (45).Poliamin ve protein
sentezinin ilk basama@i arginaz enzimi tarafindan katalizlenen argininin ornitine

donisimidiir(Sekil 7).

Arginin
l Arginaz

Ornitin— Glutamat Semialdehit — Glutamat — Prolin— Kollagen , Kazein
ve diger proteinler

Sekil 7. Protein Sentezi (34).

URE SENTEZI

Ure biyosentezi, karacigerde meydana gelen iire dongiisii ile amonyagin
detoksifikasyonu ile gerceklesir (46). Ilk basamak amino grubunun ayrilmasidir. Ayrilan
amino gruplarmi o-ketoglutarat toplar ve glutamat meydana gelir. Olusan glutamat, glutamat
dehidrogenaz enzimi ile tekrar o-ketoglutarata dontisiir (Sekil 8). Amino asitler
transaminasyona ugrayarak a-keto asite doniigiirler ve L-glutamat meydana gelir. Geriye
kalan oa-keto asitin karbon iskeleti asetil-CoA’ ya veya sitrik asit dongiisiiniin ara
metabolitlerine doniiserek yikima ugrar. L-glutamat ise L-glutamat dehidrogenaz ile -
ketoglutarat ve amonyum iyonuna (NH,") doniisiir. Toksik etkileri kanitlanmis olan amonyum
iyonu, karacigere transfer edilerek detoksifiye edilir. Bir dizi reaksiyon sonrasinda iireye

dontstiiriiliir (34).

Glutamat Dehidrogenaz
Glutamat + NAD" + H,O < » o-ketoglutarat + NH, + NADH + H"

Sekil 8. Glutamattan amonyagin serbestlesmesi (34).
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Periferde meydana gelen amonyak, glutamin sentetaz enzimi varliginda glutamatla
birleserek glutamini meydana getirir. Glutamin karacigere gelerek, glutaminaz enziminin
varliginda tekrar glutamat ve amonyum iyonuna ayrilir. Meydana gelen amonyak Krebs-
Henseleit lire dongiisiine girerek karacigerde iireye doniisiir ve lire idrarla atilir (Sekil 9) (34).

Ure suda kolayca ¢dziinen ve amonyaga gore toksik olmayan bir maddedir. Ureotelik
bir canli olan insanda iire sentezi karacigerde iire dongiisii ile meydana gelmektedir. Bu

dongiiniin varligi, Krebs-Henseleit tarafindan 1932 yilinda ortaya konmustur (46,47).

= arbamoil Fosfat *

if*NHI’ + HCOj, /\

2@ 200+®

Drnitinq—\
® ‘-/v
Sitrdllin
Arginaz 6 Aspartat x
Ho» @

Arginininosiksinat

. W
Lre

Arginin

Fumarat

Sekil 9. Ure dongiisii (48).

Amonyagin non-toksik sekilde karacigere tasinmasinda alanin 6nem tasir. Dokularda
olugsan amonyak, glutamat dehidrogenaz enzimi varliginda glutamat amino asidinin amino (-
NH>) grubu haline déniisiir. Iskelet kasinda glikoliz sonucu ortaya ¢ikan piruvata, glutamatin
amino grubu alanin transaminaz enzimi varligiyla verilir ve alanin meydana gelir. Karacigere

taginan alanin aminoasidinin amino grubu, alanin transaminaz enzimi varliginda yeniden o-
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ketoglutarata aktarilir, piruvat ve glutamat olusur. Glutamat dehidrogenaz enziminin etkisiyle
glutamat deaminasyona ugrayarak a-ketoglutarat ve amonyagi olusturur. Meydana gelen
amonyak {ire haline doniistiiriilerek viicuttan atilirken, piruvat da glikoneogenez ile glikoza
cevrilir. Bu ¢evrime; glikoz-alanin dongiisii ad1 verilmektedir (43).

Bagirsak bakterileri de diyet i¢inde bulunan proteinlerden ve gastrointestinal kanala
salgilanan tireden amonyak olusturmaktadir. Bu amonyak portal sistem araciligi ile karacigere
gelir ve detoksifiye edilir.

Amonyagin beyinde ortadan kaldirilmasi ile ilgili baslica mekanizma glutamin
olusumu olsa da, bu yol karaciger icin iire sentezidir. Kan amonyak diizeyi yiikseldiginde,
beyine kan yoluyla saglanan glutamat destegi glutamin sentezi icin yeterli olmayabilir. Bu
nedenle beyinde o-ketoglutarattan glutamat sentezlenmesi zorunludur (34).

Karaciger hiicrelerinin mitokondrilerinde bulunan glutamat dehidrogenaz enzimi
varliginda glutamattan oksidatif deaminasyon sonucu olusan serbest amonyum grubu {ire
sentezine giren ilk amino grubudur. Meydana gelen amonyum iyonu (NH;"), karbamoil fosfat
sentetaz | enzimi varliginda mitokondride bikarbonat (HCO5) iyonlar ile yiiksek enerjili bir
bilesik olan karbamoil fosfat1 olusturur (Sekil 10). Ure dongiisiiniin hiz kisitlayici enzimi,

karbamoil fosfat sentetaz I enzimidir.

Karbamoil fosfat 0] @)
sentetaz | I I
HCO; + NH; + 2ATP y HN-C-O-P-O+2ADP+Pi+H"
|
o

Sekil 10. Karbamoil fosfat olusumu (34).

Karbamoil fosfat bir sonraki basamakta, karbamoil grubunu ornitine verir ve sitriilini
olusturur (Sekil 11). Bu sirada ortofosfat grubu meydana gelir. Bu reaksiyonu ornitin

transkarbamoilaz (OTC; C.2.1.3.3) enzimi, kofaktor Mg iyonu varliginda katalizler.
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CH,NH;" NH, COO
| | |
(CH,), C=0 H;N"— CH
| | Ornitin |
CH-NH;" 0 transkarbamoilaz (CHy); + Pi+ H'
| | > |
COO O -P=0 NH
| |
O cC = 0O
|
NH;"
Ornitin Karbamoilfosfat Sitrilin

Sekil 11. Ornitinden sitriilin olusumu (34).

Mitokondri i¢ zar tastyiciligi ile sitriilin sitoplazmaya geger. a-ketoglutaratin diger
amino asitlerden amino grubunu transaminasyon reaksiyonu ile almasi sonucu olusan L-
glutamatin ikinci amino grubu kondensasyon olusturarak sitriiline gecer. ATP gerektiren
reaksiyonda; argininosiiksinat sentaz (ASS;EC.4.3.2.1) enzimi ve Mg" iyonu gorev alir
(Sekil 12).

COO
|
COO H;N" - CH
| |
H;N" - CH COoO Argininosiiksinat (CH,) 3
| | sentetaz |
(CH,); + H3N'—CH > NH
| | |
NH CH, C = NHy
| | |
C=0 COO NH
| |
NH;" CH - COO
|
CH,
|
COO
Sitriilin Aspartat Argininosiiksinat

Sekil 12. Argininosiiksinat olusumu (34).
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Argininosiiksinat, bir sonraki basamakta ¢ift yonlii bir reaksiyonla argininosiiksinat

liyaz (ASL;EC.6.3.4.5) enzimi varliginda arginin ve fumarati meydana getirir (Sekil 13).

COO° COO°
H;N' —ClH HiN' — (|:H COO
(C|H2)3 (|3H2 (‘JH
N o H
| Argininosuksinat liyaz I y
C=NH," < > CH + COO
N i
}|IC—COO' (|J=NH2+
(lez I|\IH2
(|IOO'
Argininosiiksinat Arginin Fumarat

Sekil 13. Arginin ve fumarat olusumu (34).

Fumarat; sitrik asit dongiisiine girerek, malati olusturur. Ure déngiisiiniin son
reaksiyonunda arginaz, arginini iire ve ornitine hidrolize eder. Olusan ornitin, tekrar
mitokondriye girer ve lire dongiisii tamamlanmis olur (34).

Ornitin tire dongiisiinden baska; hiicre gelisimi ve proliferasyonunda rol oynayan
poliaminlerin ve kollajen yapisinda yer alan prolin amino asitinin sentezinde onciil madde
olarak gorev yapmaktadir. Ornitin, protein yapisinda bulunmayan bir amino asittir
(30,39,49,50).

Ure dongiisiiniin son basamagm katalizleyen arginaz enzimi, baslica karacigerde
olmak {izere, iire dongiisiiniin gerceklesmedigi bir¢ok doku ve organda da bulunmaktadir.

Ancak bu dokulardaki aktivitesi, karacigere gore daha diisiiktiir (51).
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Arginaz Enziminin Kinetik Ozellikleri

Arginaz enzimi tetramerik bir yapiya sahiptir. Bu yapmin olusmasi, enzimin isiya
dayamkliligmin artmasi ve inaktive olmasini onleyebilmek icin Mn' iyonlarma ihtiyag
vardir. Mn'" iyonlar arginaz enziminin maksimum aktivite gdstermesini saglamaktadir
(40,52,53). Arginazin dogal substrati olan arginini hidrolize edebilmesi i¢in, optimal pH’sinin
9.4-9.8 arasinda olmasi gerekmektedir (32,54). Enzim aktivitesi pH 7.4’te %10-30 oraninda
azalirken, pH 7’nin altinda ise ortadan kalkmaktadir (55,56).

Preinkiibasyon uygulanmis insan tiikiiriiglinde ortalama aktivite, preinkiibasyon
uygulanmamusg tiikiiriik aktivitesine gore yaklagik olarak 3 kez daha yiiksektir. Maksimum
enzim aktivasyonu i¢in Mn' ' iyonlar1 yaninda; preinkiibasyon 1sisinin da 55°C de olmasi
gereklidir. Bu durumda enzim aktivitesi %110 civarinda gergeklesmektedir (32,35,56).

Yapilan c¢aligmalarda tiikiiriik bezleri ve karacier arginazimin Mn'  iyonlar ile
aktivasyona ugradiklari, ancak eritrosit arginazinda bu oranda bir aktivasyonun gézlenmedigi
ortaya konmustur (56). Mn' iyonlar ile aktivasyonun; karaciger arginaz aktivitesinde 4-5
kat, eritrosit arginaz aktivitesinde 2-6 kat arttig1 bildirilmistir (57).

Arginaz aktivitesini, Mn"™" iyonlarindan baska, Co™,Cd™", Ni"", Mg++, Ca™ iyonlari
da artirmaktadir. Hg™", Ag'" gibi agir metal iyonlar1 ise enzimin aktivitesini azaltmaktadir
(34). Arginaz enzimi katalizorliigiinde meydana gelen reaksiyonun iiriinlerinden ornitin,
arginazi inhibe ederken; diger {iriin olan iire ise inhibe etmemektedir. Ornitin diginda; 16sin,
izol6sin, lizin, prolin, sistein, valin, tirozin gibi L-amino asitlerin de arginaz iizerine inhibitor
etkisi vardir. Ornitin ve lizin yarigmali; valin, izoldsin, l0sin ve sistein ise yarigmasiz
inhibisyona neden olur (52).

Arginaz enziminin iki izoenzimi oldugu tespit edilmistir. Bunlar arginaz tip 1 (A-I) ve
arginaz tip 2 (A-I1)’dir (58). A-I izoenzimi sitozolik form olup, karacigerde baskin olan tiptir
ve iirogenezde primer rol alir. A-II izoenzimi ise eritrositlerde ve ekstrahepatik dokularda
bulunur. Poliamin sentezinde rol oynar. Toplam arginaz aktivitesinin %98’inden A-I

izoenzimi sorumludur (59).

Klinik Olarak Arginaz Enzimi

Arginaz enzimi iire dongiisiiniin anahtar enzimidir ve ana kaynag karacigerdir. Ure
dongiisiiniin gergeklesmedigi bir¢ok doku ve organda da bulunmaktadir. Serum arginaz
diizeyleri, saglikl kisilerde oldukg¢a diisiiktiir (60). Akut hepatit, karaciger metastazlari, siroz,
safra kanallarinin malign tiimorleri gibi hiicre harabiyetine sebep olan bening ve malign

karaciger hastaliklarinda serum arginaz aktivitesi artar (61).
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Eritrosit arginaz aktivitesinin pernisy0z anemi, talesemi major, megaloblastik anemi,
orak hiicreli anemi gibi hematolojik hastaliklarda arttig1 gosterilmistir (62).

Kalitsal olarak arginaz enzimi eksikligine nadir olarak rastlanmaktadir. Eksikliginde
hiperamonyemi ataklari, sistein ve lizin kaynakli aminoasidiiri gézlenir. Ure déngiisiiniin
bozulmasina ve sonug olarak hiperargininemiye yol acar. Hiperargininemik hastalarda enzim
aktivitesi yoktur. Plazma arginin diizeyinde 5-10 kat artis olmasi ve eritrosit arginaz
aktivitesindeki azalma, hastaligin tanisinda 6nem tasir. Amniyon sivisinda arginaz aktivitesi
dogru olarak olclilemediginden hastaligin prenatal tanist zordur (39,59). Kalitsal arginaz
enzimi eksikliginde, karaciger, eritrosit, lokosit ve tikiiriikte arginaz enzim eksikligi
gozlenirken, bobrek arginaz aktivitesinde belirgin bir artis saptanmistir (39,59,63,64).

Hormonlarin, arginaz enzim aktivitesi iizerine etkisini arastirmak iizere yapilan
calismalarda, glukokortikoidlerin protein katabolizmasina yol acarak iire dongiisii enzimlerini
ve arginazi artirdigi, kortikosteroidlerin karaciger arginazini aktive ettigi, ancak bdbrek
arginazi iizerine bir etkisi olmadig1 saptanmistir (65,66).

Arginazin kanserle olan yakin iligkisi, bircok arastirmaci tarafindan cesitli kanser
tirlerinde ortaya konmustur. Stratus ve ark. (61), meme kanserinde preoperatif donemde
serum arginaz diizeyinin saglikli kadinlardan 4 kat yiiksek oldugunu bulmuslardir. Leu ve ark.
(33), kolorektal kanserli hastalarda serum arginaz diizeyini arastirmiglardir. Arastirma
sonucunda kolorektal kanserli dokularin normal mukozal dokulara gore 2 kat fazla arginaz
aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Wu ve ark. (67), gastrik kanserli hastalarda plazma
arginaz aktivitesini normale oranla yiliksek saptamislardir. Hepatobilier kanaldaki malign
timorlii  hastalarda serum arginaz aktivitesinin artmasi, arginazdan zengin karaciger
hiicrelerinden enzim salindigim1 gostermektedir. Bu durum akut hepatitte de serum arginaz
aktivitesinin yiikselmesine yol agmaktadir.

Bu uygulamalar gosterilerek arginazin kanser hastalari igin belirleyici bir enzim

olabilecegi ileri stiriilmektedir (33,61).
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NAC ( N-asetil-L-sistein)

NAC, aminoasit L-sistein’in asetile edilmis bir varyantidir ve siilthidril (-SH)
gruplarinin milkemmel bir kaynagidir. Viicutta glutatyon (GSH) sentezini simiile edebilecek
metabolitlere ¢evrilir. Boylece detoksifikasyonu baglatir ve dogrudan serbest radikal
scavenger olarak davranir (68).

N-asetilsistein hiicre membranin1 gegip hiicre i¢inde sisteine donerek GSH iiretimini
arttirir (17). GSH’1n fizyolojik dnciisii olan sisteinin, kimyasal mutajenler ve radyasyona kars1
koruyucu ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Ancak sistein; hem hizli metabolizmasi hem
de toksik olusu nedeniyle insanlara uygulanmasi dogru bulunmamaktadir (69).

NAC, yapisal olarak potansiyel bir antioksidan ve antienflamatuar 6zelliktedir (70).
Redoks, sensitif degisim faktorlerini hizla aktive ederken; inflamasyon, immiin ve akut faz
yanitini igeren genleri aktive eder (70,71).

Ayrica; L-sistein ve rediikte glutatyon oncilisii olan NAC’1in, hidrojen peroksit,
hipoklordz asit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen molekiilleri ile direkt etkileserek
onlarin zararlt etkilerini engelledigi bildirilmektedir (72,73,74). Bu nedenle de son yillarda
birgok antitoksik 6zelligi bilinen NAC’1n, ayn1 zamanda antimutajenik ve antikarsinojenik

ozelliklere sahipligini sorgulamak yoniinde arastirmalar artmaktadir.

H,C O

HS O

OH CsHoNOsS

Sekil 14. NAC’1n yapisal formiilii (103).

Yapilan c¢alismalardan bazilarinda; NAC’in preprogelinaz (MMP-2)’1n, aktif formu
progelinaza donilismesini ve enzim aktivitesini inhibe ederek epitel hiicrelerinin karsinogenez,
invasyon ve metastazini onledigi gosterilmistir. Ayrica NAC, endotel hiicrelerinde apoptozu

tetiklemeden, tiimor gelisimi i¢in dnemli bir mekanizma olan anjiyogenezi dnler (75,76).
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NAC, in vitro olarak tiimoér hiicre invazyonunu, in vivo olarak da metastaz olusumunu,
salgilanan matriks metalloproteinaz aktivitesini inhibe ederek engelleyebilmektedir. Yine
metalloproteinaz inhibisyonu yoluyla anjiyogenezi de onleyebilmektedir. Boylelikle yayilimi
damarlanmaya bagli olan kanser hiicrelerinin biiyimesini ve diger dokulara metastazini
engeller (77). Hiicre dongiisiinii interfere ederek de yayilma ve metastaz Onleyici etkiler
gosterir (75). Ayrica NAC’in endotelyal disfonksiyon, pulmoner fibroz, inflamasyon,
invasyon, kikirdak erozyonu ve asetaminofen detoksifikasyonu azaltici terapotik etkileri
vardir(77). Transplant reddini azaltic1 yonde yararli olabilmektedir (75).

Daha onceki calismalarla, kanser vakalarinda doku arginaz diizeyinin arttig1
belirtilmistir(33,61,67). Bu calismada, meme kanseri gelistirilmis dokulardaki arginaz enzim
aktivitesi, ornitin ve lire diizeylerine, antikarsinojenik etkisi ¢esitli caligmalarda gosterilmis

olan NAC tedavisinin etkileri arastirilacaktir.
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GEREC ve YONTEMLER

Bu calisma; yerel etik kurul onayir almarak Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi

Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarinda gergeklestirilmistir (Ek 1).

GERECLER

Calisma Gruplar

Calismada ortalama agirliklar1 25-30 gram arasinda degisen (yaklasik 28 gram), 8-10
haftalik, 20 tane erkek Balb/c cinsi fare kullamlmistir. Bu fareler Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Aragtirma Laboratuvarindan temin edildi.

Denekler rastgele secilerek, 10 fareden olusan iki grup olusturuldu. Tim fareler
deneyin sonuna kadar ayr kafeslerde, %50-60 nem orani, 22+1 °C 1s1da, 12 saat gece-12 saat
giindiiz 151k periyodu olan ortamda tutuldular. Iki gruba da standart fare yemi giinliik olarak
verildi. NAC tedavi grubunda 11. giinde 6len fare ¢alisma dis1 birakilmistir.

8-10 haftalikken alinan farelerin sol ayak i¢ bolgesine 0.2 ml Erhlich asit timor
hiicresi enjekte edildi. 9. giinde tiimor ¢ap1 1 cm oldugunda fareler iki gruba ayrildi.

1. Grup (n=10): Tiimdr kontrol grubu olarak kabul edildi. Bu gruba 15 giin boyunca
herglin ayni saatte bir defa olacak sekilde 0.2 ml intraperitoneal serum fizyolojik enjekte
edildi.

2. Grup (n=9): Tedavi grubu olarak kabul edildi. 15 giin boyunca hergiin ayni saatte
bir defa olacak sekilde 200 mg/kg intraperitoneal NAC enjekte edildi.

Deney iki grup fare i¢in de anestezi altinda doku ¢ikarilmasi islemi ile sonlandirildi.
Sakrifikasyon Oncesi; ksilazin (10 mg/kg), ketamin (80 mg/kg) IM olarak anestezi amagh

verildi. Ardindan meme tiimdr dokular1 ¢ikarildi. Bir grup doku 6rnegi %10’luk formaldehit
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icerisine konarak timor gelisiminin incelenmesi i¢in patoloji laboratunarina génderildi. Bir
kismi da %0.9’luk SF ile yikanip -80 °C’de deneyin yapilacagi giine kadar saklandi.

Grup 1 ve 2’de makroskobik olarak gdriinen meme kanseri, histo-patolojik yonden de
incelendi ve belirgin meme kanseri hiicreleri gozlendi (Sekil 15).
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Sekil 15. Meme kanseri dokusunun (Grup 1) histopatolojik goriiniimii. Kanser dokusu

belirgin olarak izlenmektedir (x10).

Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi

Arginaz aktivitesi 6l¢limiinden hemen 6nce derin dondurucudan ¢ikarilan meme timor
dokularinin homojenizasyonunda Tris Tamponu kullanildi. Dokular DIAX 900 model oto
homojenizator kullanilarak agirliklarinin 10 kati soguk 0.05 M Tris/HCI tamponu (pH: 8.05)
ile homojenize edildi. Doku homojenizatlar1 11.000 rpm ve 4°C’de 20 dakika siire ile (Hettich
Universal-30 RF) santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi.
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Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetik asit (CH;COOH) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Bakair stilfat (CuSOy) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Benzoik asit (C7H¢O,) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Demir kloriir (FeCls;) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Diasetilmonoksim (C4H7NO,) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Fosforik asit (H3PO4) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Hidroklorik asit (HCI) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Mangan kloriir (MnCl,) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Ninhidrin (CoHgO4) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
L-Ornitin hidrokloriir (CsH1;CIN,O,) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Potasyum kloriir (KCl) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
L-Sitriilin (C¢H;3N303) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Sodyum karbonat (Na,COs3) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Sodyum bikarbonat (NaHCOs3) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Sodyumbhidroksit (NaOH) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Triklorasetik asit (CC13COOH) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Tiyosemikarbazid (CHsN3S) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Tiyotire (H,NCONH;) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Ure (H,NCONH2) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
L-arginin (C¢H;4N4O3) (Merck KgaA, Darmstadt- Almanya)
Siilfirik asit (H,SO4) (Sigma Aldrich GmbH, Seelze- Almanya)
Folin (Sigma Aldrich GmbH, Seelze- Almanya)
Albumin (Sigma Aldrich GmbH, Seelze- Almanya)

Na-K Tartarat (NaK(COO),(CHOH),) (Panreac Montplet&Estaban, Madrid-Ispanya)

Alet ve Malzemeler

Etiiv : Memmert 400 (GmbH + Co KG, Schwabach-Almanya)
Homojenizator : DIAX 900 (Heidolp-Almanya)
Manyetik karistirict  : Ikamag RH (Janke&Kunkel GmbH&CO, Almanya)
Sogutmalr santrifiij : Universal 30 RF (Hettich Zentifuge, Tuttlingen-Almanya)
Spektrofotometre : UV-160A (Shimadzu Corporation, Japonya)
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Su banyosu : Elektromag GFL-1083 (Geselschatft fiir Labortechnik, Alm.)

Vorteks : Elektro-mag M-16 (Tiirkiye)
Elektronik tart1 : Sartorius (Sartorius AG, Gotting-Almanya)
pH metre : pH level 1 (Inolab WTW, Weilheim-Almanya)
Cam malzemeler : Deney tiipleri, balon jojeler, beherler v.b.

Otomatik pipetler : Finnpipette

YONTEMLER

Meme Dokusu Arginaz Aktivitesinin TDMU Yoéntemi ile Ol¢iimii

Arginaz aktivitesi; substrat olan argininin Ornekteki arginazla hidrolizi sonucunda
olusan iire miktarinin TDMU yontemi (78) ile spektrofotometrik olarak saptanmasi ile
belirlenmistir.

Ure igin kullanilan bircok kimyasal metod gibi TDMU yoéntemi de Feron
reaksiyonunu temel alir (Sekil 16). Diasetilmonoksim, iire ile direkt olarak reaksiyona girmez.
Ik 6nce asit ortamda 1s1 etkisi ile hidroksilamin ve diasetile hidrolize olur. Diasetil, asit
cozeltide iire ile kondanse olur ve H,O ve renkli bir bilesik olan diazin meydana gelir. Bu

rengi stabilize etmek igin tiyosemikarbazid ve Fe™" iyonlar1 kullanilir.

Diasetilmonoksim ——  »  Diasetil + Hidroksilamin

Ure + Diasetil — > Diazin (renkli bilesik ) + H,O

Sekil 16. Feron reaksiyonu (78).

Ornekteki iire diizeyinin 0.3 pmol/ml’den fazla olmasi sebebi ile Beer-Lambert
kanununa uymamasi bu metodun dezavantajidir. Ancak, bu olumsuzluk yiiksek absorbans

degeri veren Orneklerin sulandirildiktan sonra 6l¢iilmesi ile onlenebilir.

Gerekli Ayiraglar
Asit Karigimi: 0.12 M FeCl; (%56.7 lik H;POy icinde) ve 3.24 g FeCl;.6H,0 bir miktar
distile su ile bir balon jojede ¢oziindiiriiliip, lizerine 85’lik H3PO4 ten 39.1 ml eklenir. Daha

sonra distile suyla 100 ml’ye tamamlanir. Oda 1sisinda saklanir.
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Hazirlanan ¢ozeltiden 1 ml alinip iizerine 999 ml %20’lik (v/v) HSO4’ten ilave edilir.

Deney asamasinda asit karisimi olarak kullanilir. Oda 1s1sinda saklanir.

Renk ayiract (3.6 mM Tiyosemikarbazid (TSC)+61.7 mM Diasetilmonoksim (DAM):
Bu karisim 0.0036 M TSC (91.14g/mol ) ve 0.0617 M DAM (101.1 g/mol ) igermektedir.
6.238 g diasetilmonoksim ile 0.328 g tiyosemikarbazid karistirilarak bir miktar distile suda
coziildiikten sonra yine distile su ile litreye tamamlanir. Oda 1s1sinda ve koyu renkli sisede

uzun stre saklanabilir.

Karbonat tamponu (pH 9.7 , 100 mM CO3;/HCO3):

a) 1.06 g Na,COs bir miktar distile su ile balon jojede ¢oziindiiriiliir ve distile su ile
100 ml’ye tamamlanir. 0.1 M Na,COs elde edilir.

b) 0.84 g NaHCO; bir miktar distile su ile balon jojede ¢oziindiiriiliir ve distile su ile
100 mI’ye tamamlanir. 0.1 M NaHCO; elde edilir.

Karbonat tamponunun hazirlanmasi i¢in; 100 ml 0.1 M Na,COj; iizerine, 0.1 M

NaHCO; ilave edilerek pH 9.7’ ye getirilir. Hazirlanan tampon ¢ozelti 4°C 1s1da saklanir.

50 mM arginin ¢ozeltisi: 0.87 g L-arginin balon jojede bir miktar distile suda
coziindiiriiliir. 0.1 M HCI ile pH 9.7°ye getirilir. Distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

Hazirlanan ¢ozelti 4°C 1s1da saklanir.

9 mM MnCl, ¢ozeltisi: 1.456 g MnCl,.2H,0O bir miktar distile su ile balon jojede

¢Oziindiiriiliir ve 1000 ml’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 4°C 1s1da saklanir.

Ure standard1 (0,5 pmol iire/ml): 3 mg iire, 100 ml 0.016 M benzoik asit i¢inde
¢Oziindiiriiliir. Deney sirasinda kullanilan standart konsantrasyonu 0.2 pumol {ire/ml olarak
belirlenmistir. Bu nedenle stok c¢ozelti sulandirilarak kullanilacak olan konsantrasyon elde

edilir. Ure standart ¢ozeltisi 4°C 1s1da saklanmalidir.

Deneysel islemler
Arginaz enzim aktivitesi tayini i¢in iki deney diizenegi kuruldu. Birinci diizenege;
numaralandirilmis deney tiipleri, ikinci diizenege ise kor, standart ve sifir zaman tiipleri

konuldu. Ilk diizenekteki deney tiipleri iiclii, ikinci diizenekteki deney tiipleri ikili hazirlandi.
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Enzim kaynagindaki endojen {ire aktivitesinin eliminasyonu amaci ile sifir zaman tiipleri
hazirlandi.

Enzim kaynagi olarak kullanilacak olan siipernatant 9 mM MnCl; ile 1/10 oraninda
sulandirildi. Ornek 55°C” lik su banyosunda 20 dakika preinkiibasyona birakildi. Bu asamada
deney ve sifir zaman tiiplerine, 0.4 ml 50 mM’lik arginin ¢dzeltisi ve 0.4 ml 100 mM’lik
karbonat tamponundan konuldu. Ko6r tiiptine 1 ml distile su, standart tiipiine ise 1 ml iire
standardi (0.2 pmol/ml) konuldu. Ardindan da enzimatik reaksiyonu engellemek amaci ile
sifir zaman, standart ve kor tiiplerine 3’er ml asit karisimi konuldu.

20 dakikalik preinkiibasyon ardindan enzim kaynag1 ve hazirlanmis olan deney tiipleri
37 °C’de su banyosunda 3 dakika bekletilerek ayni 1silara gelmeleri saglandi.

Daha sonra 37°C’ye gelen enzim kaynagindan, deney ve sifir zaman tiiplerine 0.2 ml
konarak, vorteks karistirici ile iyice karistirildi. Deney tiipleri enzimatik reaksiyonun olusmasi
icin sallantili su banyosunda 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. 15 dakika inkiibe edilen deney
diizenegine, siirenin sonunda hemen 3’er ml asit karisimi ilave edilerek reaksiyon durduruldu.

Bu islemleri takiben her iki diizenekteki tiiplere 2’ser ml renk ayiraci ilave edildi ve
vorteks karistirict ile karistirildi. Ardindan tiim tiiplerin agizlar1 kapatildi ve tiipler 10 dakika
kaynar su banyosunda birakilarak renk olusumu saglandi.

Deney sonunda tiipler musluk suyu altinda sogutularak, absorbanslari 520 nm dalga

boyunda spektrofotometre ile 6l¢iildii.

Arginaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

Tim deney tiiplerinin absorbansindan, kendi sifir zaman absorbansi ¢ikarilarak net
absorbans elde edildi. Boylece enzim kaynagindaki endojen iirenin absorbansi hesabin diginda
birakildi. Standartin absorbansi, standarttaki iire miktar1 ve sulandirma katsayilarindan ortak

bir faktor bulundu. Faktor hesaplamasi su sekilde yapild;

(0.2 pmol tire /ml) x 10x 5 x 4

Faktor =
0.2 pmol tire / mI’nin absorbansi

10: Stipernatantin MnCl, sulandirma katsayist

5: Siipernatantin inkiibasyon ortamindaki sulandirma katsay1s1
4: Inkiibasyon siiresinin 1 saate tamamlanma katsayis1

0.2 pmol tire/ml’nin absorbansi: 0.637 olarak okunmustur.

Faktor = 62.79 olarak hesaplandi.
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Meme dokusu i¢in enzim aktivitesi; linite olarak tanimlanmistir. Bir {inite enzim
aktivitesi, 1 saatte 37°C’de substrat olarak kullanilan L-arginin’den 1 pmol iire olusturan
enzim aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesidir. Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda net
ornek absorbanslar1 faktor (62.79) ile carpilmistir. Meme dokusu i¢in; pmol iire/ml/saat
olarak enzim aktiviteleri bulundu ve {inite olarak tanimlandu.

Unite = umol iire/ml/saat

Enzim aktiviteleri, ml’deki protein miktarina bdliinerek standardize edilmeye calisildi
ve 0zgiil linite olarak tanimlandi.

Bir 6zgiil inite; enzim aktivitesinin mg/ml protein cinsinden ifadesidir.

Ozgiil iinite = Unite/mg protein (umol iire/mg protein/saat); olarak belirtilmistir.

Meme Dokusu Ure Diizeyinin TDMU Yontemi ile Olgiilmesi

Meme doku iire diizeylerinin belirlenmesi i¢in; 20 kat diliie edilmis siipernatantlardan
1’er ml deney tiiplerine konuldu. Standart tiipiine iire standartindan 1 ml kondu (0.1 pmol/ml).
Kor tiipiine ise 1 ml distile su konduktan sonra deney tiiplerine 3 ml asit karisimi1 konularak
37°C’de 15 dakika sallantili su banyosunda bekletildi. Bu islemin hemen ardindan biitiin
tiiplere 2 ml renk ayiract ilave edildi ve kaynar su banyosunda 10 dakika tutuldu. Musluk
suyu altinda sogutulduktan sonra 520 nm dalga boyunda spektrofotometrede kore karsi
absorbanslar1 okundu.

. (0.2 pmol tire/ml) x 20
Ure diizeyi (umol iire/ml) = Deney absorbansi x

0.2 pmol tire/ml’nin absorbansi

20: Homojenatin 0.05 M Tris/HCI ( pH 8.05) tamponu ile sulandirma katsayisi

0.2 pmol tire/ml’nin absorbansi: 0.637 olarak okunmustur.

(0.2 pmol tire/ml) x 20

Ure diizeyi (umol iire/ml) = Deney absorbans1 x
0.637

Ure diizeyi (umol iire/ml) = Deney absorbansi x 6.28 olarak formiile edilmistir.

Ure standart ¢alismasi regresyon grafigi Sekil 17°de gosterilmistir.
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y = 3.0154x + 0.0341
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Sekil 17. Ure standart calismasi regresyon grafigi.

Meme Dokusu Ornitin Diizeyinin Chinard Yontemi ile Ol¢iimii
Chinard Yontemi (79) prensibi: Bu yontem ornitinin ninhidrin ile olusturdugu mor

renkli kompleksin kolorimetrik olarak dl¢iimiine dayanmaktadir.

Gerekli Ayiraclar

%10’luk triklor asetik asit (TCA) c¢ozeltisi: 10 gr TCA tartilir, distile su ile
¢oziindiiriiliir ve 100 ml’ye tamamlanir.

Ninhidrin ayiraci: 2.5 gr ninhidrin; 40 ml 6N H3PO4 ve 60 ml glasiyel asetik asitin
icinde ¢oziindiirtiliir.

Derisik glasiyel asetik asit: Deney tiipii sayisina gore glasiyel asetik asitten bir miktar
almnir.

0.3 wmol/ml standart ornitin soliisyonu: 0.0506 g L-ornitin tartilir ve distile su ile
¢Oziindiiriiliir ve 1 litreye tamamlanir. Boylece 0.3 pmol/ml’lik ornitin konsantrasyonu elde
edilir. Deneyde kullanilan standart konsantrasyonu 0.18 pmol/ml olarak belirlendiginden, stok
ornitin ¢ozeltisi sulandirilarak bu konsantrasyon elde edildi.

Calisilacak doku homojenat1 %10’luk TCA ile 1/1 oraninda muamele edildikten sonra

3000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi ve boylece siipernatant elde edilmis oldu.
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Deney tiipiine 1 ml siipernatant, kor tiiptine 1 ml distile su ve standart tiipiine de 1 ml
0.18 umol/ml’lik ornitin soliisyonu konuldu. Tiiplere sirayla 2.5 ml glasiyel asetik asit ve 0.25
ml ninhidrin ayiract konuldu. Tiim tiipler vortekslenerek karistirildiktan sonra 30 dakika
kaynar su banyosunda tutuldu. Su banyosundan ¢ikarilan tiipler hizla sogutularak 515 nm’de

absorbanslar1 spektrofotometrede 6l¢iildii.

Ornitin Diizeyinin Hesaplanmasi

Ornitin degerinin hesaplanmasi i¢in su formiil kullanilmistir.

Deney absorbansi x 2 x (0.182 pumol ornitin/ml)

Ornitin (umol/ml) =
Standart ornitin absorbans degeri

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

0.872: Standart ornitin absorbans degeri

Ornitin (pmol/ml)= Deney absorbansi x 0.413 olarak formiile edildi. Elde edilen
ornitin degerleri protein miktarina boliinerek (umol/mg protein) olarak standardize edildi.

Ornitin standart ¢calismasi regresyon grafigi Sekil 18’da gosterilmistir.

y= 0,005x - 0,0276
0.6 /
0.4 //
0.2

30 60 S0 120 150 180
ornitin {(nanomol/ml)

absorbans

Sekil 18. Ornitin standart ¢alismasi regresyon grafigi.
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Meme Dokusu Protein Diizeyinin Lowry Yontemi ile Ol¢iilmesi

Doku protein diizeyleri Lowry yontemi ile saptandi (80). Bu yontem alkali bakir
tartarat ayiracinin peptid baglar1 ile kompleks yapmasi prensibine dayanmaktadir. Her 7 yada
8 amino asit artig1 1 bakir atomunu baglar. Fenol ayiraci; bakir ile muamele edilmis karigima

ilave edildiginde mavi-mor renk olusur. Bu renk 660 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iiliir.

Gerekli Ayraclar
Fenol ayiraci: 2N folin ayiracindan 2.5 ml alinarak distile su ile 45 ml’ye tamamlanir.

Bu ayirag her kullanim i¢in taze hazirlanmalidir.

Alkali bakir ayiract: 10 gr Na,COs, 0.25 g Na-K Tartarat, 0.05 g CuSOy; ayrt ayr
tartilarak 0.5 N NaOH i¢inde balon jojede ¢oziiliir ve ¢ozelti 0.5 N NaOH ile 100 ml’ye

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

%35 mg’lik Albumin standarti: %5 mg’lik albumin standarti hazirlamak i¢in mevcut
5g/dl’lik albumin standarti kullanilmigtir. Albumin soliisyonundan 0.1 ml alinarak ve distile
su ile 100 ml’ye tamamlanarak %35 mg’lik albumin standarti elde edilmis olur. Deneyde
kullanilacak standart protein konsantrasyonu %2 mg olarak belirlendiginden, stok protein

standart1 sulandirilarak istenilen konsantrasyon elde edildi.

Islemler

Doku siipernatantlar1 1/10 oraninda serum fizyolojik ile sulandirilip vorteks yardimi
ile iyice karistirilarak protein dl¢iimii i¢in elverisli hale getirildi. Numaralandirilmis deney,
kor ve standart tiipleri hazirlandi. Deney tlipline 1/10 oraninda sulandirilmis olan
siipernatanttan 0.5 ml standart tlipline %2 mg’lik standarttan 0.5 ml ve kor tiiptine de 0.5 ml
distile su konuldu. Ardindan her tiipe 0.5 ml alkali bakir ayiraci ilave edildi. Tiipler
vortekslenerek iyice karismalar1 saglandi. 10 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra her tiipe
2 ml fenol ayiract eklendi ve tekrar vortekslendi. 30 dakika 37°C’lik su banyosunda
bekletildikten sonra; tliplerin kore karst absorbanslart 660 nm dalga boyunda spektro-

fotometre ile okundu.

Protein Diizeyinin Hesaplanmasi
Deneyde olgiilen absorbanslar daha sonra asagidaki formiilde yerine konarak protein

diizeyi hesaplandi.
28



Deney absorbans1 x 10 x 2 x 2

Protein miktar1 (% mg protein) =
Standart protein absorbansi

10: Stipernatantin serum fizyolojik ile sulandirilma katsayis1
2 : Siipernatantin 1 ml’ye tamamlanma katsay1s1
2: Protein standartinin konsantrasyonu

0.536: Standart proteinin absorbansi

Protein miktar1 (% mg protein) = Deney Absorbansi x 74.62 olarak formiile edilmistir.
Elde edilen % mg protein, 100 ml’deki protein degeridir. Sonug¢ 100’e bdliinerek protein
miktar1 mg/ml olarak hesaplandi.

Protein standart caligsmasi regresyon grafigi Sekil 19°de gosterilmistir.

y = 3,3686x - 0,1373
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Sekil 19. Protein standart calismasi regresyon grafigi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismamizda saglanan verilerin istatiksel analizi, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Dekanligi Bilgi Islem Merkezi’nin kullandigi MINITAB (Release 1332 paket programi-
Lisans No: WCP 1331.00197) kullanilarak yapildi.

Tiimor kontrol ve tedavi grubu arasindaki arginaz enzim aktivitesi, ornitin ve {ire
diizeyleri arasindaki farkliliklar Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Elde edilen “p”
degerleri 0.05°den kiigiik oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calismamizda tiimor ve tedavi gruplarindaki farelerin meme dokusundaki arginaz
enzim aktivitesi, ornitin ve {iire diizeyleri arastirildi. Her iki grubun da arginaz enzim
aktivitesi, ornitin ve iire diizeylerinin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 (SD) belirlendi (Sekil
20-23) (Tablo 7).

Meme dokusu arginaz enzim aktiviteleri; tiimor grubunda ortalama 1218.07+703.91
U/mg protein, tedavi grubunda ise ortalama 400.14+97.91 U/mg protein olarak bulundu
(Tablo 4). Arginaz enzim aktivitesinin; tedavi grubunda, tiimoér grubuna gore anlamli olarak

diistiigii gézlendi (p<0.05).

Tablo 4. Meme dokularindaki ortalama arginaz enzim aktivitesi.

Grup Argina