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SĠMGE VE KISALTMALAR 

 

A1  : Hepatik arginaz 

A2  : Ekstrahepatik arginaz 

ADMA  : Asimetrik dimetil arginin 

cGMP  : Siklik guanidin monofosfat 

DNA  : Deoksiribonükleik asit 

eNOS  : Endotelyal nitrik oksit 

FAD  : Flavin adenin dinükleotid 

FMN  : Flavin mononükleotid 

Homo-NOHA : Nω-Hidroksi-homo-L-Arginin 

ISPF  : α-Isonitro-sopropiophenone 

iNOS  : Ġndüklenebilir nitrik oksit 

L-NAME  : Nitro-L-arginin metilester 

L-NMMA  : N-G-monometil arginin 

L-NNA  : N-G-nitro-L-arginin 

NADPH  : Nikotinamid adenin dinükleotid fosfat 

NNDA  : N-Naphthylethylene diamine 

nNOS  : Nöronal nitrik oksit 

NO  : Nitrik oksit 

NOHA  : Nω-Hidroksi-L-Arginin 

Nor-NOHA : Nω-Hidroksi-nor-L-Arginin 

NOS  : Nikrik oksit sentaz 

OAT  : Ornitin aminotransferaz 



ODC  : Ornitin dekarboksilaz 

RNA  : Ribonükleik asit 

SAM  : S-Adenosylmethionine 

TCA  : Trikloroasetikasit 
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GĠRĠġ VE AMAÇ 

 

Arginaz (L-arjinin amidinohidrolaz; E.C.3.5.3.1), memelilerde bulunan L-

Argininin üre ve ornitine hidrolizinden sorumlu bir metalloenzimdir. Aktivitesi için Mn2+ 

(manganez) gereksinimi vardır. Arginazın A1 (Hepatik) ve A2 (Ekstrahepatik) olmak 

üzere iki izoformu vardır. A1 karaciğerde baskındır ve sitozolik bir enzimdir. Daha çok 

üre sentezi ile ilgilidir. A2 ise ekstrahepatik dokularda yer alır ve mitokondride 

bulunur. Glutamat ve poliamin sentezinden sorumludur (1). Tüm memeli hücrelerinde 

bulunan poliaminler hücre büyümesi için gerekli moleküllerdir. Hücre 

proliferasyonunun arttığı fizyolojik ve patolojik durumlarda poliamin düzeylerininde 

arttığı gösterilmiĢtir. Arginaz ifadesi inflamasyon sırasında ve immün yanıt 

regülasyonunda meydana gelir (2).  

Kanser kabaca hücrelerin kontrolsüz çoğalmasıdır. Meme kanseri dünyada 

kadınlar arasında en sık görülen kanser çeĢididir (3). Tümörün tedaviye verdiği 

yanıtın değerlendirilmesi ve metastazların erken dönemde önlenebilmesi için bazı 

tümör belirteçleri kullanılır. Kanser türlerinde artan arginaz enzim aktivitesi, arginaz 

enziminin kanserde bir belirteç olarak kullanılma potansiyelini ortaya koymaktadır. 

Stratus ve arkadaĢları yaptıkları bir çalıĢmada meme kanserinde preoperatif 

dönemde serum arginaz aktivitesinin sağlıklı kadınlara oranla 4 kat daha fazla 

olduğunu bulmuĢlardır (4). Kanserli hastalarda yükselen arginaz aktivitesi ile hücre 
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üremesinde önemli olan poliaminler arasındaki iliĢki; kanserojenik geliĢimin artan 

poliamin sentezine bağlı olabileceği yargısını destekler niteliktedir.  

Diğer yandan yine kanserle yakından iliĢkisi bulunan nitrik oksit (NO),  nitrik 

oksit sentaz (NOS) vasıtası ile sentezlenmekte ve bu enzim arginaz enzimi ile aynı 

substrat yani arginini kullanmaktadır (5). NO, normal fizyolojik koĢullarda dengenin 

sürdürülmesinde önemli bir etkendir (6). Nitrik oksitin önemli fonksiyonları arasında, 

vasküler tonusun sağlanması, trombosit aktivasyonunun önlenmesi ve endotele 

lökosit adezyonunun sınırlandırılması vardır (5). Ġndüklenebilir NOS (iNOS) ile 

üretilen yüksek konsantrasyonlardaki NO ise hasarı artırır. Bundan dolayı NO akut 

inflamatuar olaylarda hem koruyucu hemde hasar verici bir molekül olarak etki 

gösterebilir (6). Patolojik koĢullarda iNOS‟a bağlı aĢırı NO üretimi; lipid 

peroksidasyonuna, serbest radikal oluĢumuna, DNA hasarına, mitokondrial elektron 

transport zinciri enzimlerine etki ederek mitokondrial solunumun durmasına ve 

dolayısıyla hücresel enerji kaybına, DNA replikasyonunu inhibe ederek hücre 

ölümüne yol açabilir (7). NO‟in, kanser geliĢiminde koruyucu rol oynadığı, kanser 

hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisi ve anti-proliferatif özellik gösterdiği 

belirtilmektedir (8).  

Nor-NOHA (Nω-Hidroksi-nor-L-Arginin) yüksek affinite gösteren, güçlü ve geri 

dönüĢümlü bir arginaz inhibitörüdür. Enzimin aktif bölgesindeki Mn2+ dizilerine 

spesifik olarak bağlanır ve enzimi inhibe eder. Nitrik oksit sentazın substratı veya 

inhibitörü değildir (9). 

Bu çalıĢmada deneysel olarak oluĢturulan meme tümörlerinde arginaz enzim 

inhibitörü olan nor-NOHA‟nın arginaz enzim aktivitesi, ornitin düzeyleri ve nitrik oksit 

düzeylerine etkileri araĢtırılacak, bir enzim inhibitörü olarak nor-NOHA‟nın kanser 

tedavisinde potansiyel bir ajan olarak kullanılabilirliği sorgulanacaktır.   
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GENEL BĠLGĠLER 

 

MEME KANSERĠ 

Meme kanseri kadınlarda en sık görülen kanser çeĢidi olarak birçok ülkede 

kadınlarda kanserden ölümlerin baĢlıca nedenidir. Dünyada meme kanseri görülme 

oranı giderek artmaktadır. Batı toplumlarında yaklaĢık her 8 kadından biri hayatının 

bir döneminde bu hastalığa yakalanmaktadır (3). Meme kanserinin kadınlarda yaĢam 

boyu görülme riski yaklaĢık %12‟dir. Günümüzde kadınlarda ortaya çıkan kanserlerin 

%32‟si ve kansere bağlı ölümlerin %18‟i meme kanserine bağlıdır (10).  

2002 verilerine dayanarak; cinsiyete göre dünyada kanser görülme sıklığı ve 

ölüm oranlarına bakıldığında, erkeklerde en sık akciğer ve mide kanseri, kadınlarda 

ise meme ve kolorektal kanserler baĢta gelmektedir. Her iki cins için kanser görülme 

sıklığı ise sırasıyla akciğer, meme, kolorektal kanserler Ģeklindedir (ġekil 1) (11,12). 

Meme kanseri görülme sıklığı ülkeden ülkeye farklılık gösterir. Japonya hariç geliĢmiĢ 

olan Kuzey ve Batı Avrupa ülkelerinde ve ABD‟de görülme sıklığı yüksektir (13). 

Avrupa ülkelerinde ise görülme sıklığı kuzeyden güneye ve batıdan doğuya doğru 

gidildikçe azalmaktadır (14). Fakat meme kanseri insidansı düĢük olan toplumlardaki 

meme kanseri artıĢı, meme kanseri insidansı yüksek olan toplumlardaki artıĢa oranla 

belirgin olarak yüksektir. Bu nedenle yıllar içinde batı ülkelerinde yaĢayan kadınlarla, 

doğu ülkelerinde yaĢayan kadınlar arasındaki meme kanseri görülme sıklığı farkının 
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ġekil 1. Dünyada geliĢmiĢ ve geliĢmekte olan ülkelerdeki kanser vakalarının 

2002 yılı Ġnsidans ve Mortalite değerleri (11).  

 

kapanması beklenmektedir (15). Meme kanseri yaĢla da iliĢkili olup 30 yaĢından 

önce nadir olarak görülürken, bu yaĢı takip eden reprodüktif yıllarda hızlı bir artıĢ 

göstermektedir. Menopoz dönemindeki hafif bir azalmayı takiben, menopoz sonrası 

yıllarda yavaĢ bir eğimle sürekli devam eden bir artıĢ gösterir (11). 
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2010 yılı ABD istatistiklerine göre, ABD‟de kadınlar arasında gözlenen en 

yaygın kanser türleri meme ve kolorektal kanserlerdir (16). Türkiye sağlık 

istatistiklerine bakıldığında ise yıllara göre ölüm nedenleri sıralandığında kanser ikinci 

sırada yer alır (17). 

Ülkemizde kadınlar arasında gözlenen kanserler arasında meme kanseri 

birinci sırada yer alırken (ġekil 2) kanser ölümleri arasında akciğer kanserinden sonra 

ikinci sırada yer alır (10,18).  

 

ġekil 2. Türkiye’de kadınlarda görülen ilk 10 kanser türü (2005) (18). 

 

MEME ANATOMĠSĠ 

Memeler toraksın üzerinde ve sternumun iki yanında 2. ve 6. kostalar 

arasında yer alır. Her bir meme tabanı pektoralis major ve pektoralis minör kasları 

üzerine oturur. Meme bezinin önünde yüzeyel fasya, arkasında derin fasya bulunur. 

Meme derisinden derin fasyaya doğru uzanan ligamentlere “cooper ligamentleri” 

denir. Bu ligamentler memeyi yerine tespit ederler. Kanserin gerek yayılma gerekse 
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ilk belirtilerini ortaya koymada önem taĢırlar. Meme lobüller (süt bezleri) ve ductuslar 

(süt kanalları) olmak üzere iki kısımdan oluĢur. Lobüller ve ductuslar arası boĢluğu 

destek ve yağ dokusu doldurmaktadır (ġekil 3) (10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3. Meme anatomisi (20). 

Meme malign tümörlerinin önemli bölümü adenokarsinomlardır. Günümüzde 

bunların memenin terminal duktal lobuler ünitesinden köken aldığı kabul edilmektedir. 

Skuamöz hücreli karsinom, phyllodes tümör, sarkom ve lenfoma gibi adenokarsinom 

dıĢı diğer malign tümörler ise %5‟den az bir grubu oluĢturmaktadır (10).  

 

Meme kanserinin histolojik sınıflaması (WHO sınıflaması) : 

1. Ġn situ karsinom 

-    Ġn situ duktal karsinom 

-    Ġn situ lobuler karsinom 
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2. Ġnvaziv karsinom  

- Ġnvaziv duktal karsinom 

- Ġnvaziv lobuler karsinom 

- Tubuler karsinom 

- Ġnvaziv kribriform karsinom 

- Medüller karsinom 

- Müsinöz karsinom 

- Ġnvaziv papiller karsinom 

- Ġnvaziv mikropapiller karsinom 

- Apokrin karsinom 

- Sekretuar (juvenil) karsinom 

- Adenoid kistik karsinom  

- Metaplastik karsinom 

- Nöroendokrin karsinom 

- Ġnflamatuar karsinom olarak sınıflandırılmıĢtır (19).  

 

Memenin Kan DolaĢımı 

Arteryal dolaĢım 

Memenin arteryal beslenmesini sağlayan internal torasik arterin perforan 

dalları, posterior interkostal arterlerin lateral dalları, aksiler arterin dalları olmak üzere 

3 ana arter bulunmaktadır. 

Venöz dolaĢım 

Memenin venöz drenajı, meme kanserinin metastazı açısından önemlidir. 

Venöz damarlar, arterlere ve lenfatik damarlara eĢlik ederler. 

Memenin lenfatik drenajı 

Memenin lenfatik drenaj sisteminin izlediği primer yol aksiler lenf 

ganglionlarından geçer. Tüm memenin lenfatik akımının %3-25‟inin internal 
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mammaryan, %75-97‟sinin aksiler lenf ganglionlarına drene olduğu gösterilmiĢtir 

(21). Meme kanserlerinde aksiler lenf nodlarının değerlendirilmesi çok önemlidir. 

Tümörlü hastada aksillasında tutulum yoksa 10 yıllık sağ kalım %75-80‟dir. 

Meme kanserleri %5‟den az bir oranda sadece aksiler metastazlar ile bulgu verebilir. 

(22). Meme dokusunun ana kitlesi genellikle üst yarıda ve daha çok dıĢ kadranda 

yerleĢmiĢtir. Bu nedenle Lee ve arkadaĢları da malign lezyonların üst dıĢ kadranda 

daha sık olarak görülmesini, üst dıĢ kadranda daha fazla meme dokusu bulunmasıyla 

açıklamıĢlardır (23).  

 

Risk Faktörleri 

Ġnsanlarda meme kanserinin sebebi bilinmemektedir. Genetik, çevresel, 

hormonal, sosyobiyolojik ve psikolojik etkenlerin oluĢumunda rol aldığı kabul 

edilmekle birlikte, meme kanserli kadınların %70-80‟i bu risk faktörlerine sahip 

değildir. Kromozomal mutasyonların insanda kanser ortaya çıkıĢ ve geliĢimi ile 

yakından iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (Tablo 1) (24).  

 

 ARGĠNAZ ENZĠMĠ 

 Üre döngüsünün son enzimi olan Arginaz (L-arjinin amidinohidrolaz; E. 

C.3.5.3.1) azot metabolizmasının anahtar enzimidir (1). Ana substratı olan L-arjininin 

üre ve L-ornitine hidrolize olmasını katalizler (ġekil 4) (28). Arginazın A1 ve A2 olmak 

üzere iki izoformu vardır. Bunlardan A1 (hepatik arginaz) sitoplazmik kökenli ve 

ağırlıklı olarak karaciğerde bulunurken, A2 (ekstrahepatik arginaz) ise mitokondriler 

içinde yerleĢim göstermektedir. A1 üre sentezi ve amonyağın zehirsizleĢtirilmesi ile 

sorumlu iken A2 ise ornitin, prolin, glutamat gibi biyosentetik fonksiyonlarla ilgilidir 

(29).  

 

 



       

 

9 

 

Tablo 1. Meme kanseri oluĢumunda önemli risk faktörleri (21,25-27). 

Faktör Risk Açıklama 

YaĢ Arttırır Meme kanseri genellikle postmenapoz dönemde 
görülmektedir. YaĢ arttıkça risk artmaktadır, 
bundan dolayı yaĢ en önemli risk faktörüdür. 

Aile hikayesi 
a) Birinci derece 
akrabalarda meme kanseri 
b) BRCA1 ve BRCA2 geni 
mutasyonları 

Arttırır a) Anne kız kardeĢ ve kızında meme kanseri 
olanlarda risk 2 kat artmaktadır. 
b) Her iki gende herediter meme kanserinin 
%60‟ından, tüm meme kanserlerinin ise %5 ile 
%10‟undan sorumludur. 

Endojen hormonal 
faktörler 
a) MenarĢ yaĢı 
b) Menapoz yaĢı 
c) Doğum ve ilk doğum yaĢı 

Arttırır a) Erken yaĢta (11 yaĢından önce) menarĢ 
b) Geç menapoz (54 yaĢından sonra) meme 
kanseri riskini arttırır. 
c)Ġlk doğum yaĢı 35‟ten sonra olanlar ve hiç 
çocuk sahibi olmayanlar yüksek risk gurubunda 
yer almaktadır. 

Eksojen hormonal 
faktörler 
a) Oral kontraseptifler 
b) Östrojen replasman 
tedavisi 

TartıĢmalı a) Uzun süreli ve erken yaĢta oral konrtaseptif 
kullanımı riski arttırmaktadır. 
b) Östrojen replasman tedavisi 5 yıl ve üzerinde 
kullanımda postmenapozal kadında meme 
kanseri riskini arttırır fakat meme kanserinin 
geliĢimini uyarmakta, ama yoktan bir kanser 
oluĢumuna sebebiyet vermemektedir. 

Obezite TartıĢmalı Postmenapozal kadınlarda riski 2 katı 
arttırmaktadır, buna karĢın premenapozal 
kadınlarda Ġnsidans obezlerde düĢük, zayıflarda 
fazladır. 

Diyet Arttırır Yüksek yağlı diyet meme kanseri riskini arttırır. 

Alkol Arttırır Günde ortalama 1 tane alkollü içki tüketen 
kadınlarda meme kanseri riski %7 oranında 
artmaktadır. 

Bening meme 
hastalığı 

Arttırır Proliperatif epitelyal değiĢikliği mevcut 
kadınlarda 2 kat, atipik hiperplazi mevcut 
olanlarda 4 kat meme kanseri riski vardır. 

GeçirilmiĢ meme 
kanseri 

Arttırır Meme kanseri oluĢan bir kadında hayatı 
boyunca ikinci meme kanseri olma riski %25-30 
civarındadır. 

Çevresel faktörler 
a) Elektromanyetik alanlar 
b) Ġyonizan radyasyon 

Arttırır a) Mesleki olarak maruz kalma riski arttırır. 
b) Nükleer  savaĢ veya tanı ve tedavi nedeniyle 
radyasyona maruz kalma riski arttırır. 

Sosyo-ekonomik 
grup 

Arttırır Yüksek sosyo-ekonomik gruba sahip gruplardaki 
kadınlarda risk yüksektir. 
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ġekil 4. Argininden Ornitin ve Üre oluĢumu (38). 

 

Karaciğer, arginaz aktivitesinin en yüksek olduğu dokudur. Ekstraheptik 

dokulardaki aktivitesi, karaciğere oranla belirgin olarak düĢüktür. Bu dokuların 

baĢında eritrositler, lökositler, trombositler, plazma, böbrek, iskelet ve kalp kası, 

beyin, bağırsak, pankreas, akciğer, tükrük bezleri, meme bezi ve testisler gelmektedir 

(30). Arginaz enzimi güçlü bir immün sistem inhibitörü olup lenfosit proliferasyonunda 

inhibitör etkiye sahiptir. Kanser hücrelerinin sitoplazması içinde normal hücrelere 

göre çok fazla miktarda bulunmaktadır (31).  

 Arginazın katalizlediği tepkimenin üre ve ornitin olmak üzere iki ürünü vardır 

(1). Üre insanlarda non protein azot katabolizmasının temel azotlu metabolik 

ürünüdür. Üre biyosentezi, amino azotundan elde edilen amonyaktan oluĢur ve üre 

siklusunun hepatik enzimleri tarafından yürütülür. Amonyağın toksik etkisi 

karaciğerde Krebs-Henseliet üre döngüsü ile ortadan kaldırılır (ġekil 5). Ürenin 

%90‟dan fazlası böbreklerden atılırken geri kalan kısmı gastrointestinal traktüs ve 

ciltten atılır (32). Ornitin ise ornitin dekarboksilaz (ODC) tarafından poliaminleri 

oluĢturmak ve ornitin amiotransferaz (OAT) enzimi ile glutamat ve proline 

dönüĢtürülmek üzere kullanılır (ġekil 6) (33). Prolin, kollajen ve kazein gibi önemli 

proteinlerin yapısına katılırken, glutamat ise enerji metabolizması, aminoasitlerin 

birbirine çevrilmesinde önemli rol oynayan bir ara metabolittir (34).   
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ġekil 5. Üre Döngüsü (61). 

 

  ARGĠNĠN    ORNĠTĠN + ÜRE 

    ODC      OAT 

 

    POLĠAMĠN GLUTAMAT 
      PROLĠN 
 

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

dekarboksilaz; OAT: Ornitin aminotransferaz.  
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Arginaz Enziminin Kinetik Özellikleri  

Arginazın, tam aktivite gösterebilmesi, alt birimlerine ayrılmaması ve 

kuaterner yapısının Ģekillenmesi için her alt birimin bir mol manganez (Mn+2) içermesi 

gerekmektedir (35). 1 mol arginaz enzimine 4 mol Mn+2 bağlanarak enzime tetramer 

yapı kazandırır (36). Arginaz enziminin tam aktivite gösterebilmesi için kofaktör olarak 

Mn+2 iyonlarına ihtiyaç vardır. Bu da enzimin tetramerik yapıda olmasından 

kaynaklanmaktadır. Mn+2 iyonları, arginaz enzimine bağlanarak enzimi dayanıklı hale 

getirmektedir (37,38). Arginaz çok stabildir ve uzun süreler boyunca düĢük sıcaklıkta 

saklandığında aktivitesini yitirmemektedir (39).  

 Fe+2, Co+2, Ni+2 gibi metal iyonlarının da arginaz enzimini aktive ettiği veya 

stabilitesini sağladığı gösterilmiĢtir (40). Hg+2, Ag+2 gibi ağır metaller ise enzimin 

aktivitesini azaltmaktadır (41). 

Arginazın optimum pH‟ı alkalidir. Enzim maksimum hızını pH 9.0-9.5 

arasında göstermektedir (42). pH 7‟nin altında ise enzim aktivitesi kaybolmaktadır 

(43). Arginazın katalizörlüğü ile oluĢan ornitin, arginazı inhibe ederken ürenin 

inhibisyon etkisi bulunmamaktadır. Ornitin dıĢında; lösin,  izölösin, lizin, prolin, sistein, 

valin, tirozin gibi L-amino asitlerin de arginaz üzerine inhibitör etkisi vardır. Bunlardan 

ornitin ve lizin yarıĢmalı; valin, izölösin, lösin ve sistein yarıĢmasız inhibisyon gösterir 

(44). 

 

Arginaz Enziminin Klinik Önemi ve Kanserle Olan ĠliĢkisi 

 Arginaz üre döngüsünün son basamağını katalizler ve bu nedenle de esas 

olarak karaciğerde bulunur (45). Arginaz salınımı esas olarak kritik hastalıklar 

sırasında inflamatuar süreçte ve hücrelerde immün cevap regülasyonunda meydana 

gelir. Arginaz ayrıca nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesini de indükler (46) ve NOS ile 

beraber yara iyileĢmesi, immün cevap, tümör biyolojisi ve yangının düzenlenmesinde 

rol oynamaktadır (47). Serum arginaz aktivitesi sağlıklı kiĢilerde düĢüktür (39). 

Arginaz aktivitesinin sedef hastalığı gibi bazı cilt hastalıklarında ve 

hiperkeratinizasyonda arttığı belirtilmiĢtir (48). Ayrıca karaciğerin malign ve benign 
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hastalıklarında, akut hepatitte, memenin benign hastalıklarında serum arginaz 

aktivitesi artmaktadır (4). Hepatobilier kanaldaki malign tümörlü hastalarda serum 

arginaz aktivitesinin artması, arginazdan zengin karaciğer hücrelerinden enzim 

salındığını göstermektedir. Bu durum akut hepatitte de serum arginaz aktivitesinin 

yükselmesine yol açmaktadır (49). Plazma ve eritrosit arginaz aktivitesinin 

hematolojik hastalığı olan çocuklarda yüksek olduğu, plazma ve eritrosit arginaz 

aktivitesi ölçümünün hemolitik iĢleyiĢin ortaya konmasında ve tanıda iyi bir belirteç 

olabileceği belirtilmiĢtir (50). BaĢka bir çalıĢmada, plazma arginaz aktivitesinin orak 

hücre anemisi hastalıklarında önemli ölçüde artıĢ gösterdiği bulunmuĢtur (51).  

Arginazın kanserle olan yakın iliĢkisi, birçok araĢtırmacı tarafından çeĢitli 

Ģekillerde ortaya konmuĢtur. Meme kanserinde preoperatif dönemde serum arginaz 

düzeyinin sağlıklı kadınlardan 4 kat yüksek olduğu bulunmuĢtur (4). Primer kolorektal 

kanserli ve karaciğere metastazı olan hastalarla yapılan bir çalıĢmada,  sağlıklılara 

göre serum arginaz aktivitesinin yüksek olduğu ve ayrıca primer kolorektal kanserli 

hastaların tanısında bu enzimin faydalı bir belirteç olabileceği gösterilmiĢtir (45). 

Peptik ülser ve gastrik kanserli hastalarda serum arginaz aktivitesi incelenmiĢ ve 

serum arginaz aktivitesinin gastrik kanserli hastalarda peptik ülserli hastalardan ve 

sağlıklı kiĢilerden önemli oranda yüksek olduğu saptanmıĢtır. Aynı araĢtırmacılar 

gastrik kanserin evresi ile serum arginaz aktivitesi arasındaki iliĢkiyi araĢtırmıĢlardır. 

Gastrik kanserin evresi ilerledikçe serum arginaz aktivitesinin yükseldiğini 

bulmuĢlardır. Serum arginaz aktivitesindeki artıĢın kanserin boyutu ile ilgili olduğu 

düĢünmektedirler (52). Benzer Ģekilde gastrik kanserli hastaların dokularında arginaz 

aktivitesinin normal gastrik mukozal dokulara oranla önemli ölçüde yüksek olduğu 

bulunmuĢtur (53). BaĢka bir çalıĢmada da, küçük hücreli veya küçük hücreli olmayan 

akciğer kanserinde ornitin ve arginaz enzim aktivite düzeyleri yüksek bulunmuĢ ve 

arginaz enziminin kanserde bir belirteç olarak kullanılabileceği belirtilmiĢtir (54). 

Yapılan birçok çalıĢmada çeĢitli kanser türlerinde serum ve doku arginaz 

enzim düzeyleri incelenmiĢ, arginaz enzim aktivitesinin kanserle iliĢkili olabileceği 

sonucuna ulaĢılmıĢtır. Hatta bazı araĢtırmacılar kanserli hastaları belirlemede arginaz 

enzim aktivitesinin önemli bir belirteç olarak kullanılabileceğini vurgulamıĢlardır (4,52-

54).  
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Poliaminler 

Poliaminler, hücrelerin büyüme ve geliĢmesi için önemli biyomoleküllerdir (2). 

Argininden sentezlenen ve çok sayıda amino grubu içeren putresin, spermin ve 

spermidin hücre büyümesi için gerekli olan transkripsiyon, translasyon ve protein 

sentezinin baĢlamasını kolaylaĢtıran poliaminlerdir. Poliaminler baĢlıca hücre 

bütünlüğünün stabilizasyonu, DNA ve RNA sentezinin uyarılması, DNA‟nın 

stabilizasyonu, hücre döngüsünün düzenlenmesi, protein kinaz inhibisyonu gibi 

önemli etkilerden sorumludur (54). 

Putresin iki yoldan oluĢur: Birinci yolda; arginin, arginaz ile ornitin ve üreye 

çevrilir. 5 karbon ve 2 amino gruplu bir aminoasit olan ornitin, protein yapısına 

katılmaz. Ornitin, ornitin dekarboksilaz tarafından dekarboksile olarak 4 karbon ve 2 

amino grubu taĢıyan putresine dönüĢür (55). Ġkinci yolda; arginin, arginin 

dekarboksilaz ile dekarboksilasyona uğrayarak agmatin oluĢur. Agmatin, bir imino-

hidrolaz ile N-karbamoil putresine, bu da N-karbamoil-putresin amido-hidrolaz ile 

putresine çevrilir (56).  

Poliamin sentezine katkısı olan diğer bir aminoasit metiyonindir. SAM‟dan, 

adometdekarboksilaz ile adenozilmetiltiyopropilamin oluĢur. Bunun propilamino grubu 

putresine aktarılarak, 7 karbon ve 3 amino gruplu spermidin, ikinci bir propilamino 

grubu spermidine eklenerek 10 karbon ve 4 amino gruplu spermin elde edilir (ġekil 7) 

(55). Arginaz aktivitesinin yükselmesinin poliamin biyosentezinde hız kısıtlayıcı enzim 

olan ODC aktivitesini arttırdığı gösterilmiĢtir (57). 

 ODC, poliaminler tarafından pozitif ve negatif feedbackle regüle edilir. 

Yüksek poliamin konsantrasyonlarında ODC aktivitesi azalırken, düĢük poliamin 

konsantrasyonların da ise ODC aktivitesi artmaktadır (58). Hücre poliferasyonunun 

arttığı fizyolojik ve patolojik durumlarda poliamin düzeylerinin de arttığı gösterilmiĢtir. 

Poliamin düzeylerinin, artmıĢ kanser hücreleri poliferasyonunda, inflamatuar 

durumlarda, infeksiyon ve travma durumlarında, otoimmün hastalıklarda yükseldiği 

gösterilmiĢtir (59). Ayrıca, poliamin üretiminin hücre hasarı tamir fazının Ģiddeti ile 

paralel olduğu bildirilmiĢtir (60). Poliaminler hücre büyümesi için hayati öneme sahip 
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olmakla beraber artan arginaz aktivitesine bağlı olarak ornitin düzeyinin yükselmesi 

kanserin ortaya çıkması ile ilgili olabilir (28). 

Poliaminler esas olarak kırmızı kan hücrelerinde (RBCs) taĢınmaktadır (62). 

Hücre içi poliamin metabolizmasının ve dolaĢımdaki poliamin miktarının malign 

olaylarda arttığı, özellikle de eritrosit poliamin miktarının klinikte hücre 

proliferasyonunun bir indeksi olarak kullanılabileceği gösterilmiĢtir (63). Poliaminler, 

karaciğer peroksizomlarında bulunan poliamin oksidaz enzimi ile önce sperminin 

spermidine ve ardından spermidinin de putresine okside olması ile katabolize olur 

(ġekil 8) (41). 

 

 NĠTRĠK OKSĠT 

 Nitrik oksit (NO), yarılanma ömrü kısa olan ve tüm memeli hücrelerinde 

bulunan önemli bir haberci moleküldür. L-argininden nitrik oksit sentazın (NOS) etkisi 

ile sentezlenir. Bu tepkimede moleküler O2, NADPH, FAD, FMN, tetrahidrobiopteridin, 

Ca+2, hem kompleksi ve tiyol gibi çeĢitli kofaktörlere ihtiyaç vardır (5,55,64).  Bu 

kofaktörler, L-argininin 5 elektron-oksidasyonunu baĢararak, NO ve sitruline çevirirler 

(ġekil 9). NOS‟ın üç izoformu bulunmaktadır: 

1. Tip 1 nöronal NOS (nNOS) 

2. Tip 2 indüklenebilir NOS (iNOS) 

3. Tip 3 endotelyal NOS (eNOS) 
 

nNOS, ilk olarak santral ve periferik sinir hücrelerinde bulunmuĢtur.  eNOS, 

endotel hücreleri için spesifiktir. nNOS ve eNOS, Ca+2 bağımlı olup sürekli ve az 

miktarda NO sentezlerler. Fizyolojik olayların meydana gelmesinde ve hücreler arası 

haberleĢmede önemli rol oynarlar.  Ca+2 bağımlı olmayan iNOS; makrofaj, miyosit, 

düz kas hücreleri ve hepatositlerde; belirli sitokinlerin ve lipopolisakkarit içeren 

mikrobiyal ürünlerin uyarısıyla NO üretimini katalizler. iNOS immünolojik savaĢta ve 

nöronal hasar sonrasında etkili olmaktadır. NOS tarafından NO‟ nun bazal salınımı 

süregelen vazodilatatör etki oluĢturur. 
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ġekil 7. Poliamin Sentezi (94). 
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ġekil 8. Poliamin Katabolizması (41).
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ġekil 9. Argininden NO ve sitrülin oluĢumu (69). 

 

 Makrofajlarda iNOS tarafından sentezlenen NO, bunların tümör hücreleri 

üzerine olan sitotoksik aktivitelerine katkıda bulunur. Makrofajların antitümoral 

aktivitesi NO üretimlerine bağımlıdır (6,7,65,66).  

 Çoğunu arginin analoglarının oluĢturduğu, kompetitif inhibisyon ile etkili olan, 

deneysel araĢtırmalarda çok sık kullanılan çeĢitli NOS inhibitörleri vardır. 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, molekül ağırlığı 30 dalton olup yarı ömrü 3-5 saniye olan, -151 °C 

kaynama noktasına sahip, hem yağda hem suda çözünebilme özelliği sayesinde 

membranlardan kolayca geçen ve bu sayede çok önemli biyolojik roller üstlenen gaz 

tabiatında bir maddedir, hızla nitrit (NO2
-) ve nitrata (NO3

-) okside olur.  NO 

oksidasyonu (inaktivasyonu), süperoksid (O2
-) anyonu gibi diğer serbest radikaller 

aracılığıyla da olur (66). 

 NO birçok etkisini guanilat siklazı aktive ederek cGMP yoluyla gerçekleĢtirir 

(67,69). BaĢlıca etkileri arasında düz kas relaksasyonu, trombosit agregasyon ve 

adezyonunun inhibisyonu, lökosit adezyon ve migrasyonunun azalması, 

antiaterojenik etki, nörotransmitter etki, sitotoksik etki, ereksiyon yapıcı etki sayılabilir 

(65,67,70). 
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Nor-NOHA 

Memeli Arginazı, katalitik aktivite için bir Mn2-Mn2 köprüsüne ihtiyaç duyar ve  

L-Argininin üre ve ornitine hidrolizini katalizler (71). Son çalıĢmalar, rat karaciğer 

arginazının kristal yapısını göstermiĢtir. 2 Mn iyonu, proteinin aspartat kalınıtısının 

yan zincirinin iki karboksilat kalıntısı ve bir su molekülü ile köprü kurar. L-Arginin bu 

Mn köprüsünün yakınlarına bağlanır. L-Argininin guanidinium karbonu Mn 

köprülerinin hidroksil iyonuna nükleofili atak yaparak bağlanır (ġekil 10) (72). L-

Argininden farklı moleküllerin Mn köprüsüne bağlanabilirliği birçok araĢtırıcının ilgisini 

çekmiĢtir. Ġlk tanımlanan molekül borat olmuĢtur (73). Bu inhibitörler genellikle 

enzimin aktif bölgesine bağlanır. Arginaz için uzun bir süre en iyi inhibitör L-Valin 

olarak tanımlanmıĢtır ve Ki değeri (milimolar düzeyde) en düĢüktür (74).  

NOHA (Nω-Hidroksi-L-Arginin); L-Argininden NO sentezi sırasında oluĢan bir 

ara üründür. Aynı zamanda arginazın kuvvetli bir inhibitörüdür (Ki = 20-50 µm). Nor-

NOHA‟nın (Nω-Hidroksi-nor-L-Arginin ) homoloğu olan homo-NOHA (Nω-Hidroksi-

homo-L-Arginin) ile inhibitör etkileri karĢılaĢtırılmıĢ ve nor-NOHA‟nın en iyi inhibitör 

olduğu bulunmuĢtur (Ki = 0.5 µm). Nor-NOHA rat karaciğer arginazı için homo-NOHA 

ve NOHA‟dan daha kuvvetli bir inhibitör olarak gösterilmiĢtir. Nor-NOHA aynı 

zamanda fare makrofajları içinde NOHA‟dan daha kuvvetli bir inhibitördür. Nor-NOHA 

ve NOHA arginaz için kompetitif ve geri dönüĢümlü inhibitörlerdir. NOHA‟nın arginaz 

tarafından tanınması için aminoasidi bağlayan zincir uzunluğu çok önemlidir. Örneğin 

ek bir CH2 grubu (homo-NOHA) bu tanınmada dramatik bir azalmaya yol açarken 

(yaklaĢık 75 kat), bir CH2 çıkarılması (nor-NOHA) ise belirgin bir artıĢa neden olur 

(yaklaĢık 20 kat) (ġekil 11). Özellikle nor-NOHA‟nın arginaz için yüksek affinitesi 

enzimin aktif bölgesindeki Mn köprüsü ile spesifik etkileĢiminden kaynaklanır (9).    
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ġekil 10. Arginazın geçiĢ halinin Ģematik görünümü, nor-NOHA  

ve NOHA ile etkileĢimi (9). 

 

 

ġekil 11. Nor-NOHA’nın sentezi ve NOHA ile homo-NOHA’nın formül  

yapısı (9). 
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GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

Bu çalıĢma; yerel etik kurul onayı (Ek-1) alınarak Trakya Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı Laboratuvarında gerçekleĢtirildi. 

 

GEREÇLER 

ÇalıĢma Grupları 

ÇalıĢmada ortalama ağırlıkları 25-30 gram arasında değiĢen (ortalama 27 

gram), 7-8 haftalık 50 adet erkek Balb/c cinsi fare kullanıldı. ÇalıĢmada kullanılan 

fareler Trakya Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları AraĢtırma 

Laboratuvarından temin edildi. Denekler rastgele seçilerek, 10‟ar fareden oluĢan beĢ 

grup oluĢturuldu. Tüm fareler deneyin sonuna kadar ayrı kafeslerde, %50-60 nem 

oranı, 22±1 °C ısıda, 12 saat gece 12 saat gündüz ıĢık periyodu olan ortamda 

tutuldular. BeĢ gruba da standart fare yemi günlük olarak verildi. Hayvanlar 8 haftalık 

olduğunda meme kanseri oluĢturulacak olan 3. 4. ve 5. gruplara 200 µl ehrlich asit 

tümör hücresi subkutan sol bacağa enjekte edildi. 9. günün sonunda tümör çapının 1 

cm olduğu tespit edildi. Ġkinci grupta 15. günde, üçüncü grupta 18. ve 23. günde, 

dördüncü grupta 23. günde, beĢinci grupta ise 21. ve 23. günde ölen hayvanlar 

gruptan çıkarıldı. 

1.Grup (n=10): Sağlıklı kontrol grubu olarak belirlendi. 
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2.Grup (n=10): Sağlıklı tedavi grubu olarak belirlendi. Bu gruba 10. günden 

itibaren 13 gün boyunca intraperitonel nor-NOHA (10 mg/kg) hergün bir defa olacak 

Ģekilde enjekte edildi. Tedavinin 3. günü ölen hayvan gruptan çıkarıldı.  

3.Grup (n=10): Meme kanseri kontrol grubu olarak belirlendi. Bu gruba 13 

gün boyunca her gün bir defa olacak Ģekilde 0.2 ml intraperitonel serum fizyolojik 

enjekte edildi. Tedavinin 6. ve 11. günü ölen iki hayvan gruptan çıkarıldı. 

 4.Grup (n=10): Tedavi grubu 1 olarak belirlendi ve deney süresince 13 gün 

boyunca intraperitonel nor-NOHA (10 mg/kg) her gün bir defa olacak Ģekilde enjekte 

edildi. Tedavinin 11. günü ölen hayvan gruptan çıkarıldı. 

  5.Grup (n=10):  Tedavi grubu 2 olarak belirlendi ve deney süresince 13 gün 

boyunca intraperitonel nor-NOHA (20 mg/kg) her gün bir defa olacak Ģekilde enjekte 

edildi. Tedavinin 9. ve 11. günü ölen iki hayvan gruptan çıkarıldı.  

 Deney beĢ çalıĢma grubundaki farelerden anestezi altında intrakardiyak kan 

alınması ve tümör dokusu çıkarılması iĢlemi ile sonlandırıldı. Sakrifikasyon öncesi; 

rompun (10 mg/kg) ve ketamin (60 mg/kg) intraperitonel olarak anestezi amaçlı 

verildi. Ardından meme tümör dokuları çıkarıldı ve %0.9‟luk soğuk serum fizyolojik ile 

yıkandı. Alınan kan örnekleri 4000 rpm‟de ve 10 dak. santrifüj edildikten sonra ayrılan 

serum ve doku örnekleri   - 80 °C‟de deneyin yapılacağı güne kadar saklandı.  

  
 Kullanılan Kimyasal Maddeler  
 
Asetik asit (CH3COOH)    (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Bakır sülfat (CuSO4)    (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Benzoik asit (C7H6O2)    (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Demir klorür (FeCl3)    (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Diasetilmonoksim (C4H7NO2)   (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Fosforik asit (H3PO4)    (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Hidroklorik asit (HCl)    (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Mangan klorür (MnCl2)              (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Ninhidrin (C9H6O4)     (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

L-Ornitin hidroklorür (C5Hl3ClN2O2)    (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 
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Potasyum klorür (KCl)              (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

L-Sitrulin (C6H13N3O3)              (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Sodyum karbonat (Na2CO3)   (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Sodyum bikarbonat (NaHCO3)   (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Sodyumhidroksit (NaOH)   (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Trikloroasetik asit (CCl3COOH)             (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Tiyosemikarbazid (CH5N3S)   (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Tiyoüre (H2NCONH2)    (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Üre (H2NCONH2)     (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

L-arginin (C6H14N4O2)    (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Sülfirik asit (H2SO4)    (Sigma Aldrich GmbH, Seelze - Almanya) 

Folin       (Sigma Aldrich GmbH, Seelze - Almanya) 

Albümin      (Sigma Aldrich GmbH, Seelze - Almanya) 

Na-K tartarat (NaK(COO)2(CHOH)2)(Panreac Montplet&Estaban, Madrid İspanya) 

Triton-X-100       (Merck KgaA, Darmstadt - Almanya) 

Tris (NH2C(CH2OH)3)            (Carlo Erba Reagenti - Milano) 

α-Isonitro-sopropiophenone (C9H9NO2)   (Sigma Aldrich GmbH, Seelze - Almanya) 

  

Alet ve Malzemeler  

Etüv   : Memmert 400       (GmbH+Co KG, Schwabach-Almanya) 

Homojenizatör : Polytron PT 2100              (Kinematica AG, Littau-Luzern)    

Manyetik karıĢıtırıcı : Ikamag RH         (Janke&Kunkel GmbH&CO, Almanya) 

Soğutmalı santrifüj : Universal 30 RF     (Hettich Zentifuge, Tuttlingen-Almanya) 

Spektrofotometre : UV-160A      (Shimadzu Corporation, Japonya) 

Su banyosu  : Elektromag GFL-1083    (Geselschaft für Labortechnik, Alm.)  

Elektronik tartı : Sartorius     (Sartorius AG, Göttingen-Almanya) 

pH metre  : pH level 1      (Inolab WTW, Weilheim-Almanya) 

Cam malzemeler : Deney tüpleri, balon joje, mezür, beher v.b 

 

Doku Örneklerinin Homojenize Edilmesi 

 Tüm gruplardan elde edilen meme tümör dokularının homojenizasyonunda 

Tris tamponu (0.05 M) kulanıldı. Derin dondurucudan çıkarılan dokular Polytron PT 
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2100 model oto homojenizatör kullanılarak, ağırlılarının 10 katı kadar soğuk Tris-HCl 

tamponu (0.05 M, pH:8.05) ile homojenize edildi. Doku homojenizatları, 4 °C‟de 

11.000 rpm‟de 20 dakika santrifüj edilerek süpernatantlar elde edildi. 

  

 

YÖNTEMLER 

 Meme Dokusu Arginaz Aktivitesinin TDMU Yöntemi ile Ölçümü 

 Arginaz aktivitesi; substrat olan argininin örnekteki arginaz ile hidrolizi 

sonucunda oluĢan üre miktarının TDMU yöntemi (75) ile spektrofotometrik olarak 

saptanması ile belirlenmiĢtir. 

 Üre için kullanılan birçok kimyasal metod gibi, TDMU yöntemi de Feron 

reaksiyonunu temel alır (ġekil 12). Diasetilmonoksim, üre ile doğrudan reaksiyona 

girmez. Ġlk önce asit ortamda ısı etkisi ile hidroksilamin ve diasetile hidrolize olur. 

Diasetil, asit çözeltide üre ile kondanse olur ve H2O ve renkli bir bileĢik olan diazin 

meydana gelir. Bu rengi stabilize etmek için tiyosemikarbazid ve Fe+2 iyonları 

kullanılır. 

 

 

 

ġekil 12. Feron Reaksiyonu (95). 

  

 Örnekteki üre düzeyinin 0.3 µmol/mL „den fazla olduğu konsantrasyonların 

Beer-Lambert kanununa uymaması bu metodun dezavantajıdır. Ancak bu 

olumsuzluk, yüksek absorbans değeri veren örneklerin sulandırıldıktan sonra 

ölçülmesi ile önlenebilir.  

 Gerekli Ayıraçlar 

 Asit karıĢımı: 3.24 g FeCl3.6H2O bir miktar distile su ile bir balon jojede 

çözündürülüp, üzerine %85‟lik H3PO4‟ten 66.7 ml eklenir. Daha sonra distile su ile 

100 ml‟ye tamamlanır. Oda ısısında saklanır. 

 Diasetilmonoksim     Diasetil + Hidroksilamin 

 Üre + Diasetil   Diazin (renkli bileĢik) + H2O 
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Hazırlanan çözeltiden 1 ml alınır, üzerine 999 ml %20‟lik H2SO4‟ten ilave 

edilir. Bu oluĢum deney aĢamasında asit karıĢımı olarak kullanılır. Oda ısısında 

saklanır.  

Renk ayıracı (3.6 mM Tiyosemikarbazid (TSC) + 61.7 mM Diasetilmonoksim 

(DAM)): Bu karıĢım 0.0036 M TSC (91.14 g/mol) ve 0.0617 M DAM (101.1 g/mol) 

içermektedir. 6.238 g DAM ile 0.328 g TSC karıĢtırılarak bir miktar distile suda 

çözündükten sonra, distile su ile litreye tamamlanır. Oda ısısında koyu renkli ĢiĢede 

uzun süre saklanabilir. 

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

a) 1.06 g Na2CO3 bir miktar distile su ile balon jojede çözündürülür ve distile 

su ile 100 ml‟ye tamamlanır. 0.1 M Na2CO3 çözeltisi elde edilir. 

b) 0.84 g NaHCO3 bir miktar distile su ile balon jojede çözündürülür ve distile 

su ile 100 ml‟ye tamamlanır. 0.1 M NaHCO3 çözeltisi elde edilir. 

Karbonat tamponu hazırlanması için; 100 ml 0.1 M Na2CO3 çözeltisi üzerine, 

0.1 M NaHCO3 ilave edilerek pH 9.7‟ye ayarlanır. Hazırlanan tampon çözelti 4 °C 

ısıda saklanır. 

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

çözündürülür. 0.1 M HCl ile pH 9.7‟ye ayarlanır. Distile su ile 100 ml‟ye tamamlanır. 

Hazırlanan çözelti 4 °C ısıda saklanır.  

MnCl2 çözeltisi (9 mM): 1.456 g MnCl2.2H2O bir miktar distile su ile balon 

jojede çözündürülür ve 1000 ml‟ye tamamlanır. Hazırlanan çözelti 4 °C ısıda saklanır.  

Üre standardı (0.5 µmol üre/ml): 3 mg üre, 100 ml 0.016 M benzoik asit 

çözeltisi içinde çözündürülür. Deney sırasında kullanılan standart konsantrasyonu 0.2 

µmol üre/ml olarak belirlendiğinden, stok çözelti sulandırılarak kullanılacak olan 

konsantrasyon elde edilir. Üre standart çözeltisi 4 °C ısıda saklanır. 
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Deneysel ĠĢlemler 

Doku arginaz enzim aktivitesi tayini için iki deney düzeneği kuruldu. Birinci 

düzeneğe; numaralandırılmıĢ deney tüpleri, ikinci düzeneğe ise kör, standart ve sıfır 

zaman tüpleri konuldu. Ġlk düzenekteki deney tüpleri üçlü, ikinci düzenekteki deney 

tüpleri ikili hazırlandı.  

Enzim kaynağındaki endojen üre aktivitesinin eliminasyonu amacı ile sıfır 

zaman tüpleri hazırlandı. Enzim kaynağı olarak kullanılacak olan süpernatant 9 mM 

MnCl2 çözeltisi ile 1/50 oranında sulandırıldı. Örnek 55 °C‟lik su banyosunda 20 

dakika preinkübasyona bırakıldı.  

Bu aĢamada deney ve sıfır zaman tüplerine, 0.4 ml 50 mM‟lık arginin çözeltisi 

ve 0.4 ml 100 mM‟lık karbonat tamponundan konuldu. Kör tüpüne 1 ml distile su, 

standart tüpüne ise 1 ml üre standardı (0.2 μmol/ml) konuldu. Ardından da enzimatik 

reaksiyonu engellemek amacı ile sıfır zaman, standart ve kör tüplerine 3‟er ml asit 

karıĢımı konuldu.  

20 dakikalık preinkübasyonun ardından, enzim kaynağı ve hazırlanmıĢ olan 

deney tüpleri 37 °C‟de su banyosunda 3 dakika bekletilerek aynı ısılara gelmeleri 

sağlandı.  

Daha sonra 37 °C‟ye gelen enzim kaynağından, deney ve sıfır zaman 

tüplerine 0.2 ml konarak, vorteks karıĢtırıcı ile iyice karıĢtırıldı. Deney tüpleri 

enzimatik reaksiyonun oluĢması için sallantılı su banyosunda 37 °C‟de 15 dakika 

inkübe edildi. 15 dakika inkübe edilen deney düzeneğine, sürenin sonunda hemen 

3‟er ml asit karıĢımı ilave edilerek reaksiyon durduruldu.  

Bu iĢlemleri takiben her iki düzenekteki tüplere 2‟Ģer ml renk ayıracı ilave 

edildi ve vorteks karıĢtırıcı ile karıĢtırıldı. Ardından tüm tüplerin ağızları kapatıldı ve 

tüpler 10 dakika kaynar su banyosunda bırakılarak renk oluĢumu sağlandı. Deney 

sonunda tüpler musluk suyu altında soğutularak, numunelerin absorbansları 520 nm 

dalga boyunda spektrofotometre ile ölçüldü. 
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Doku arginaz enzim aktivitesinin hesaplanması 

Gerçek arginaz absorbans değerini bulmak için, deney tüpleri absorbans 

değerinden sıfır zaman tüplerinin absorbans değerleri çıkarılarak hesap yapıldı. Tüm 

deney tüplerinin absorbansından, kendi sıfır zaman absorbansı çıkarılarak net 

absorbans elde edildi. Böylece enzim kaynağındaki endojen ürenin verdiği absorbans 

hesabın dıĢında bırakıldı. 

 
 
(0.2 μmol üre/ml) x 50 x 5 x 4  
     = Faktör 
0.2 μmol üre/ml‟nin absorbansı 
 
50: Süpernatantın MnCl2 sulandırılma katsayısı 

5: Süpernatantın inkübasyon ortamındaki sulanma katsayısı                                      

4: Ġnkübasyon süresinin 1 saatte tamamlanma katsayısı                                            

0.2 μmol üre/ml‟nin absorbansı: 0.685 olarak okunmuĢtur. 

 

Faktör = (0.2 μmol üre/ml) x 50 x 5 x 4 / 0.685 

Faktör = 291.97 olarak hesaplandı 

Tümör dokusu için enzim aktivitesi; ünite olarak tanımlanmıĢtır. Bir ünite 

enzim aktivitesi, 1 saatte 37 °C‟de substrat olarak kullanılan L-Arginin‟den 1 μmol üre 

oluĢturan enzim aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesidir. Enzim aktivitesinin 

hesaplanmasında net örnek absorbansları faktör (291.97) ile çarpılmıĢtır. Tümör 

dokusu için; μmol üre/ml/saat olarak enzim aktiviteleri bulundu ve ünite olarak 

tanımlandı. 

Ünite = μmol üre/ml/saat 

Enzim aktiviteleri, ml‟deki protein miktarına bölünerek standardize edilmeye 

çalıĢıldı ve özgül ünite olarak tanımlandı. 

Bir özgül ünite;  enzim aktivitesinin mg/ml protein cinsinden ifadesidir. 

Özgül ünite = Ünite/mg protein (μmol üre/mg protein/saat); olarak 

belirtilmiĢtir. 
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Meme Dokusu Ornitin Düzeyinin Chinard Yöntemi Ġle Ölçümü 

Chinard yöntemi (76) prensibi; Ornitinin ninhidrin ile oluĢturduğu mor renkli 

kompleksin kolorimetrik olarak ölçümüne dayanır. 

  

 Gerekli Ayıraçlar 

  Trikloro asetik asit (TCA) çözeltisi (%10): 10 g TCA tartılır, bir miktar distile 

suda çözündürülür ve 100 ml‟ye tamamlanır.  

 Ninhidrin ayıracı: 2.5 g ninhidrin, 40 ml H3PO4 (6 N) ve 60 ml glasiyel asetik 

asit içinde çözündürülür.  

 DeriĢik glasiyel asetik asit: Deney tüpü sayısına göre bir miktar alınır. 

 Stok ornitin solüsyonu (0.3 µmol/ml): 0.0506 g L-ornitin tartılır. Bir miktar 

distile suda çözündürülür ve litreye tamamlanır. Böylece 0.3 µmol/ml‟lik ornitin 

konsantrayonu elde edilir. Deneyde kullanılan standart konsantrasyonu 0.18 µmol/ml 

olduğundan, stok ornitin çözeltisi dilüe edilerek bu konsantrasyon elde edilir. 

 

 Deneysel ĠĢlemler   

 ÇalıĢılacak doku homojenizatı %10‟luk TCA ile 1/1 oranında sulandırılarak 

3000 rpm‟de 5 dakika santrifüj edildi ve böylece süpernatant elde edilmiĢ oldu. Deney 

tüpüne 1 ml süpernatant, kör tüpüne 1 ml distile su ve standart tüpüne de 1 ml 0.18 

µmol/ml‟lik ornitin standartı konuldu. Sonra tüplere sırasıyla 2.5 ml glasiyel asetik asit 

ve 0.25 ml ninhidrin ayıracı eklendi. Bütün tüpler vortekslenerek karıĢtırıldıktan sonra 

30 dakika kaynar su banyosunda tutuldu. Su banyosundan çıkarılan tüpler hızla 

soğutularak, 515 nm‟de tüplerdeki numunelerin absorbansları spektrofotometre 

yardımı ile ölçüldü.  
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 Ornitin Düzeyinin Hesaplanması    

 Ornitin değerinin hesaplanması için Ģu formülü kullanılmıĢtır. 

     

    Deney absorbansı × 2 × (0.18 µmol/ml) 
Ornitin (µmol/ml) =  
    Standart ornitinin absorbans değeri 
 

 

  

2: TCA ile sukandırılma katsayısı 

 0.18 µmol/ml: Standart ornitin konsantrasyonu  

 0.848: Standart ornitin absorbans değeri  

 

Ornitin (µmol/ml) = Deney numuneleri absorbansı × 0.424 olarak formüle edildi. Elde 

edilen ornitin değerleri protein miktarına bölünerek (µmol/mg protein) standardize 

edildi. 

 

Meme Dokusu Protein Düzeyinin Lowry Yöntemi ile Ölçülmesi 

 Doku protein düzeyleri Lowry yöntemi ile tayin edildi (77). Bu yöntem alkali 

bakır tartarat ayıracının peptid bağları ile kompleks yapması prensibine 

dayanmaktadır. Her yedi ya da sekiz aminoasit artığı bir bakır atomunu bağlar. Fenol 

Ayıracı; bakır ile muamele edilmiĢ karıĢıma ilave edildiğinde mavi-mor renk oluĢur. 

OluĢan renk konsantrasyonu 660 nm‟de spektrofotometrik olarak ölçüldü. 

  

 Gerekli Ayıraçlar 

Fenol ayıracı: 2 N folin ayıracından 2.5 ml alınarak, üzerine 42.5 ml distile su 

ilave edilir. Bu ayıraç her kullanım için taze hazırlanmalıdır. 
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Alkali bakır ayıracı: 10 g Na2CO3, 250 mg Na-K Tartarat, 50 mg CuSO4; ayrı 

ayrı tartılarak, bir miktar 0.5 N NaOH çözeltisi içinde balon jojede çözünür ve 0.5 N 

NaOH çözeltisi ile 100 ml‟ye tamamlanır.  

Albumin standardı (%5 mg): 5 mg albümin tartılarak bir miktar distile suda 

çözündürülür ve distile su ile 100 ml‟ye tamamlanır. Deneyde kullanılacak olan 

standart %2 mg olarak belirlendiğinden, stok protein standardı dilüe edilerek istenilen 

konsatrasyon elde edildi.  

 

Deneysel ĠĢlemler  

Doku süpernatantları 1/50 oranında serum fizyolojik ile sulandırılıp vorteks 

yardımı ile iyice karıĢtırılarak protein ölçümü için elveriĢli hale getirildi. 

NumaralandırılmıĢ deney, kör ve standart tüpleri hazırlandı. Deney tüpüne 1/50 

oranında sulandırılmıĢ olan süpernatanttan 0.5 ml, standart tüpüne %2 mg‟lık 

standarttan 0.5 ml ve kör tüpüne de 0.5 ml distile su konuldu. Ardından her tüpe 0.5 

ml alkali bakır ayıracı ilave edildi. Tüpler vortekslenerek iyice karıĢmaları sağlandı. 10 

dakika oda ısısında bekletildikten sonra her tüpe 2 ml fenol ayıracı eklendi ve tekrar 

karıĢtırıldı. 30 dakika 37 °C‟lik su banyosunda bekletildikten sonra; tüplerin köre karĢı 

absorbansları 660 nm dalga boyunda spektrofotometre ile okundu. 

 

 

Protein düzeyinin hesaplanması 

Deneyde ölçülen absorbanslar daha sonra aĢağıdaki formülde yerine   

konarak protein düzeyleri hesaplandı. 

 

Deney absorbansı x 50 x 2 x 2 
Protein miktarı (% mg protein) = 

Standart protein absorbansı 
 
50: Süpernatantın serum fizyolojik ile sulandırılma katsayısı 

2: Süpernatantın 1 ml‟ye tamamlanma katsayısı 

2: Protein standartının konsantrasyonu 
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0.220: Standart proteinin absorbansı 

 
Deney absorbansı x 50 x 2 x 2 

Protein miktarı (% mg protein) = 
0.220 

 
 

Protein miktarı (% mg protein) = Deney Absorbansı x 909.1 olarak formüle 

edilmiĢtir. Elde edilen % mg protein, 100 ml‟deki protein değeridir. Sonuç 100‟e 

bölünerek protein miktarı mg/ml olarak hesaplandı. 

 

Serum Arginaz Enzim Aktivitesinin Ölçülmesi 

Serum arginaz aktivitesi; substrat olan argininin örnekteki arginazla hidrolizi 

sonucunda oluĢan üre miktarının spektrofotometrik olarak saptanmasıyla 

belirlenmiĢtir (78). Yöntemde bazı revizyonlar yapılmıĢtır (96). 

 

Gerekli ayıraçlar 

Triton-X-100 (%0.1): 0.1 ml Triton-X-100 alınıp, distile su ile 100 ml‟ye  

tamamlanır. 

Asit karıĢımı: H2SO4 (%96), H3PO4 (%85), H2O 1:3:7 oranlarında alınarak asit 

karıĢımı hazırlanır. 

ISPF (α-Isonitro-sopropiophenone) (%9): 0.9 g ISPF tartılır ve %100‟lük  

etanol içerisinde çözündürülerek 10 ml‟ye tamamlanır. 

HCl (2 M): 8.28 ml HCl alınır ve distile su ile 50 ml‟ye tamamlanır. 

Arginin çözeltisi (0.5 M): 8.71 g L-arginin balon jojede bir miktar distile suda 

çözündürülür. 0.1 M HCl ile pH 9.7‟ye ayarlanır. Distile su ile 100 ml‟ye tamamlanır. 

Hazırlanan çözelti 4°C ısıda saklanır. 

MnCl2 çözeltisi (10 mM): 1.6187 g MnCl2.2H2O bir miktar distile su ile balon 

jojede çözündürülür ve distile su ile 1000 ml‟ye tamamlanır.  Hazırlanan çözelti 4 °C 

ısıda saklanır. 

Tris-HCl çözeltisi (25 mM): 3.0285 g tris tartılır bir miktar distile su ile balon  

jojede çözülür ve 1000 ml‟ye tamamlanır. 2 M‟lık HCl çözeltisi ile pH 7.5‟e ayarlanır. 
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Deneysel iĢlemler 

NumaralandırılmıĢ deney, kör ve standart tüpleri hazırlandı. Deney tüplerine 

100 μl örnek üzerine 100 μl triton-X-100 konuldu ve 30 dak. Oda ısısında 

çalkalamaya bırakıldı. Daha sonra bu tüplerden 100 μl alınarak üzerine 100 μl tris 

çözeltisi ilave edildi ve bu tüplerden 100 μl çekilerek üzerine 10 μl MnCl2 çözeltisi 

ilavesi edildi. 10 dak 56 oC‟de preinkübasyona bırakıldı. Üzerine 100 μl arginin 

çözeltisi ilave edildikten sonra 37 °C‟de 1 saat boyunca inkübe edildi. Daha sonra 

üzerine 900 μl asit karıĢımı ve 40 μl ISPF çözeltisi ilave edilerek, 30 dakika kaynar su 

banyosuna bırakıldı. Tüplerdeki numunelerin absorbansı mikro ELISA plaka okuyucu 

kullanılarak 540 nm dalga boyunda ölçüldü. 

 

Serum arginaz enzim aktivitesinin hesaplanması 

Serum arginaz enzim aktivitesi, üre standart grafiği üzerinden hesaplandı 

(ġekil 13).  

ġekil 13. Üre standart çalıĢması regresyon grafiği (96). 
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NO Tayini 

NO tayini: Cortas ve Wakid yöntemi (79) kullanılarak spektrofotometrik olarak 

ölçüldü. 

Gerekli ayıraçlar 

Kadmiyum granülleri: 0.1 M H2SO4 içinde saklandığı sürece 9 ay stabildir. 

Glisin-NaOH çözeltisi: 7.5 g glisin bir miktar distile suda çözündü. 2 M NaOH 

çözeltisi ile pH‟sı 9.7‟ye ayarlandı. Bu çözelti 1 ay 0-8 oC‟de saklanabilir. 

Sülfanilamid: 5 g sülfanilamid, 3 M sıcak HCl içinde çözündü ve daha sonra 

soğumaya bırakıldı. Bu çözelti 1 yıl oda sıcaklığında saklanabilir.  

N-Naphthylethylene diamine (NNDA): 50 g NNDA 250 ml distile su içinde 

çözündürüldü. Bu çözelti 2 ay 0-8 oC‟de saklanabilir. 

Çinko sülfat (ZnSO4) (75 mmol): 10.8 mg tartıldı ve distile su ile 500 ml‟ye 

tamamlandı. 

Bakır sülfat (CuSO4) (5 mmol): 250 mg tartıldı ve distile su ile 200 ml‟ye 

tamamlandı. 

Sodyum hidroksit (NaOH) (55 mmol): 1.1 g tartıldı ve distile su ile 500 ml‟ye 

tamamlandı. 

Standartlar: NaNO2 standardı, sodyum tetra borat çözeltisi (10 mmol) içinde 

hazırlandı (69 mg NaNO2 ve 380 mg borat (Na2B4O7.10H2O) 100 ml içinde 

çözündürüldü). 

KNO3 standardı: 102 mg potasyum nitrat tartıldı, 100 ml sodyum tetra borat 

(10 mmol) içinde çözündürüldü. 

 

Deneysel iĢlemler 

Deproteinizasyon: Test tüpüne 0.5 ml distile su, 2 ml ZnSO4, 2.5 mL NaOH 

ilave edilip 10 dakika oda ısısında beklettikten sonra 4000 rpm‟ de 20 dakika santrifüj 

edildi. 

Kadmiyum granüllerinin aktivasyonu: Granüller 3 defa distile su ile yıkandı. 1-

2 dakika CuSO4 içinde çalkalanarak bekletilip, 3 defa da Glisin- NaOH çözeltisi ile 

yıkanıp 10 dakika içinde kullanılmak üzere kurutma kağıdı ile kurutuldu. 
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Sonucun hesaplanması: KNO3‟un 10 milimolarlık çözeltisinden 1; 5; 10; 25; 

50; 75; 100; 200 milimolarlık seri dilüsyonlar hazırlandı ve numunelere uygulanan 

tüm iĢlemler standartlara da uygulandı. 1ml glisin-NaOH çözeltisi tüm tüplere 

konuldu. Deproteinize numunelerden ve standartlardan 1 ml alındı. 2.5 g tartılan ve 

aktivasyon iĢleminden geçirilen kadmiyumlardan tüm tüplerin üzerine konuldu. 90 

dakika oda ısısında karıĢtırılarak beklendi. Süre sonunda nitrit ölçümü için bu 

tüplerden 2‟Ģer ml alınarak üzerine 1 ml sülfanilamid ve 1 ml NNDA çözeltisi ilave 

edildi. KarıĢtırıldı ve 45 dk. beklendikten sonra 545 nm‟de numunelerin 

konsantrasyonları tayin edildi. 

Direkt nitrit ölçümü: NaNO2 standartlarını 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 

milimolarlık seri dilusyonlar hazırlandı ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile 

reaksiyona sokmadan direkt olarak 2‟Ģer ml alınarak ayrı tüplere konuldu. Üzerine 1 

ml sülfanilamid ve 1 ml NNDA eklendi. 45 dk. sonra 545 nm‟de numunelerin 

konsantrasyonları tayin edildi. 

. 

Nitrat aktivitesinin hesaplanması 

Bulunan nitrat değerlerinden nitrit değerleri çıkarıldıktan sonra sulandırma 

faktörü olan 20 ile çarpıp yine nitrat standardından elde edilen faktör ile çarptıktan 

sonra çıkan sonuç milimol/litre olarak hesaplandı. 

 

ĠSTATĠSTĠKSEL DEĞERLENDĠRME 

ÇalıĢmamızda sağlanan verilerin istatiksel analizi, Trakya Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Biyoistatistik Anabilim Dalı‟nda kayıtlı STATISTICA 7.0 (Lisans no: 

31N6YUCV38) istatistik programı kullanılarak yapıldı. 

Tümör kontrol ve tedavi grubu arasındaki arginaz enzim aktivitesi, ornitin ve 

NO düzeyleri arasındaki farklılıklar Mann-Whitney U testi ile karĢılaĢtırıldı. Elde edilen 

“p” değerleri 0.05‟den küçük olduğunda istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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BULGULAR 

 

ÇalıĢmamızda tümör ve tedavi gruplarındaki farelerin tümör dokusunda 

arginaz enzim aktiviteleri, ornitin ve NO düzeyleri ölçülürken, serum örneklerinde ise 

arginaz enzim aktiviteleri ve NO düzeyleri ölçüldü. Gruplar arası ikili karĢılaĢtırmalar 

non-parametrik bir test olan Mann-Whitney U testi ile değerlendirildi. Serum 

örneklerinde arginaz enzim aktiviteleri ve NO düzeylerinin ortalama ve standart 

sapma değerleri Tablo 2‟de, doku örneklerinde arginaz enzim aktiviteleri, ornitin ve 

NO düzeylerinin ortalama ve standart sapma değerleri Tablo 4‟de gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 2. Grupların serum NO düzeyleri ve arginaz enzim aktiviteleri 

Grup Serum NO Düzeyi 
(mmol/L) 
ORT±SD 

Serum Arginaz Aktivitesi 
(U/L) 

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 tümör grubunda sağlıklı gruba göre 

istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde artıĢ gösterdiği saptanmıĢtır (p<0.001). Tedavi 

gruplarında ise nor-NOHA tedavisinin serum arginaz aktivitesini tümör grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde düĢürdüğü gözlenmiĢtir (p=0.015).  

Serum NO düzeylerinde, tümör grubunda sağlıklı gruba göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark bulunamadı (p>0.05). 4. grupta ise tümör grubuna göre bir 

artıĢ gözlenmiĢ fakat bu artıĢın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı saptanmıĢtır 

(p>0.05). 5. grupta ise nor-NOHA tedavisinin tümör grubuna göre NO düzeyini 

istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde arttırdığı bulunmuĢtur (p=0.003) (Tablo 3). 

 

Tablo 3. Gruplar arası istatistikler karĢılaĢtırılmalar 

 

Tablo 4. Grupların doku ornitin, NO düzeyleri ve arginaz enzim aktiviteleri   

 
 

Grup 

Doku Arginaz 
Aktivitesi 

(U/mg protein) 
ORT±SD 

Doku Ornitin Düzeyi 
(µmol/mg protein) 

ORT±SD 

Doku NO Düzeyi 
(µmol/mg protein) 

ORT±SD 

3.grup  (n=8) 62.8±23.4 0.073±0.052 52.4±14.2 

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 örneklerine bakıldığında, tümör grubunda artmıĢ olan arginaz enzim 

aktivitesinin nor-NOHA tedavisi ile 5. grupta istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde 

azaldığı gözlenmiĢtir (p=0.01). 4. grupta ise azalan enzim aktivitesi istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıĢtır (p>0.05).  

 Doku ornitin düzeylerinde ise tümör grubunda yükselen ornitin düzeyi nor-

NOHA tedavisi ile azalmıĢ fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır 

(p>0.05).  

 
Gruplar 

 
Serum Arginaz Aktivitesi 

 

 
Serum NO Düzeyi 

 

 p z p z 

Grup 1 ve 3 <0.001 -3.465 0.083 -1.734 

Grup 3 ve 4 0.015 -2.406 0.606 -0.577 

Grup 3 ve 5 0.015 -2.415 0.003 -2.840 
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 Doku NO düzeyleri ele alındığında; tedavi ve tümör grupları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamadı  (p>0.05) (Tablo 5).  

 

Tablo 5. Gruplar arası istatistiksel karĢılaĢtırmalar   

 

 

 

 

 
Gruplar 

 
Doku Arginaz 

Aktivitesi 
 

 
Doku Ornitin 

Düzeyi 
 

 
Doku NO Düzeyi 

 

 p z p z p z 

Grup 3 ve 4 0.167 -1.443 0.541 -0.674 0.963 -0.096 

Grup 3 ve 5 0.010 -2.521 0.645 -0.526 0.645 -0.525 
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ġekil 14. Serum Arginaz Enzim Aktiviteleri: a: Grup 1 ile, b: Grup 3 ile, 

***p<0.001, *p<0.05. 
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ġekil 15. Serum NO Düzeyleri: a: Grup 3 ile, **p<0.01. 
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ġekil 16. Doku Arginaz Enzim Aktiviteleri: a: Grup 3 ile, **p=0.01. 
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ġekil 17. Doku Ornitin Düzeyleri 
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ġekil 18. Doku NO Düzeyleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     3      4        5 

Gruplar 

D
o

k
u

 N
O

 D
ü

z
e

y
le

ri
 

(µ
m

o
l/

m
g

 p
ro

te
in

) 

60 

 

 

40 

 

20 

 

0 



       

 

43 

 

TARTIġMA 

 

 Arginaz; üre sentezinden sorumlu L-arginini substrat olarak kullanan bir 

enzimdir (1). L-arginin; NO, sitrüllin, agmatin, kreatin ve protein sentezi içinde 

substrat olarak kullanılır. Fakat L-arginin metabolizmasında baskın olan yolağın, 

arginazın üre sentezinde anahtar enzim olarak kullanılan reaksiyon olduğu 

belirtilmiĢtir (80). Arginaz enzim aktivitesi varlığı, meme bezi, barsak, beyin, böbrek 

ve akciğer gibi ekstrahepatik organlarda da bulunmuĢtur (81). Ekstrahepatik 

arginazın hücre üremesi ve doku tamiri gibi düzenleyici mekanizmalarda rol oynadığı 

öne sürülmüĢtür (82).  

Arginazın kanserle olan iliĢkisi de birçok çalıĢmada belirtilmiĢtir. Yapılan bu 

çalıĢmalar; kalın barsak, kolorektal, prostat, mide ve akciğer kanseri gibi çeĢitli 

kanser vakalarında serum ve doku arginaz aktivitesinin arttığını göstermiĢ, bu bilgiler 

ıĢığında arginazın kanser vakalarında belirleyici bir enzim olabileceği öne 

sürülmüĢtür (31,52,54,83). Meme kanserli hastalarda yapılan çalıĢmalarda da serum 

arginaz aktivitesi, sağlıklı kadınların serum arginaz aktivitesinden yüksek 

bulunmuĢtur (28,84).  

Ornitin, poliaminler denilen grubun öncül maddesidir. Poliaminlerin (spermin, 

spermidin ve pütresin), hücrelerde nükleotit ve protein sentezini uyararak hücre 

proliferasyonunda önemli rol oynadıkları, hücre büyümesi ve farklılaĢması için gerekli 

oldukları yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (41,58). Poliaminlerin aynı zamanda 
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kanser geliĢimi ile yakından iliĢkisi bulunmuĢtur (85). Poliamin düzeylerinin meme 

kanserinde arttığı, tümör poliamin konsantrasyonları ile tümörün yeniden nüksetmesi    

arasında pozitif bir iliĢki olduğu, meme kanserinde poliamin düzeylerinin biyolojik bir 

belirteç olarak kullanılabileceği belirtilmiĢtir (84).  

Meme tümör dokusunda poliamin sentezinin artıĢ nedeni bilinmemektedir. 

Yüksek östrojen içeriğinin poliamin sentezini indükleyerek meme kanser geliĢimine 

yol açabileceği öne sürülmüĢtür (29).  

Arginaz enzimiyle aynı substratı kullanan NOS, L-arginini NO ve sitrüline 

parçalayan enzimdir (80). Kanserde arttığı bilinen arginaz enzimi ve NOS, arginin için 

birbirleriyle yarıĢırlar (86). Arginazın L-arginin için Km‟i 2-20 mM, bu değer NOS için 

ise 1-20 µM‟dür (87). Fakat arginaz enziminin fizyolojik pH‟da Vmax değeri NOS 

enzimininkinden 1000 kat fazla olduğundan (88) bu iki enzimin, L-argininin düĢük 

konsantrasyonlarında bile onu rahatlıkla kullanılabileceğini göstermektedir (29).  

 Ġlginç bir biyomolekül olan NO‟in birçok biyolojik etkisi bulunmuĢtur (8). NO‟in 

tümör oluĢumu mekanizması üzerine etkisi tam olarak bilinmemekle birlikte, birçok 

fizyolojik mekanizmada NO ve NO metabolitlerinin (nitrat, nitrit, S-nitrotiyoller, 

nitrozaminler ve peroksinitrit), NO‟in sitotoksik ve genotoksik etkilerini ortaya 

çıkarmada önemli olduğu ortaya konmuĢtur. Bu etkiler mitokondrial solunumun inhibe 

edilmesi, DNA ve protein hasarı sonucu gen mutasyonu, protein fonksiyonunun 

kaybı, nekroz ve hücre ölümü Ģeklindedir (89). NO‟in kanser geliĢimi yününde negatif 

etkisinin olduğu gösterilmiĢtir. Hem birçok fizyolojik mekanizmanın gerçekleĢmesi için 

gerekli olan, hem de aĢırı miktarda üretimi durumunda radikalik etki gösteren NO; 

organizmada çift yönlü etki oluĢturmaktadır (86). NO‟in immünolojik reaksiyonda da 

fonksiyonu olduğu düĢünülmektedir. ArtmıĢ NO‟in, vazodilatasyon, trombosit 

agregasyonunun engellenmesi ve dokuların oksijenlenmesi yönünde yararlı etkileri 

olduğu bulunmuĢtur (90). Aynı zamanda NO ve NO metabolitlerinin tümör 

dokularında hücre büyümesi ve metastazı inhibe ettiği (89), NO‟in yüksek 

konsantrasyonlarında tümör geliĢimini inhibe edebileceği (91) ve tümör hücrelerinde 

bu yolla apoptozisin indüklenebileceği belirtilmiĢtir (92). NO‟in kanser tedavisinde 

immünoterapi ve kemoterapide etkili olabileceği yapılan çalıĢmalarda belirtilmiĢtir (8).  

 Meme kanserli hastalarda, tümör dokusu ve serum arginaz aktiviteleri ile 

ornitin düzeylerinde anlamlı bir artıĢ olduğu ve bunun sonucunda artan poliamin 
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sentezinin kanser geliĢimi yönündeki mekanizmayı tetikleyebileceği yapılan 

çalıĢmalarla bildirilmiĢtir (4,54,93). Bizim çalıĢmamızda da tümör grubunda artmıĢ 

arginaz aktivitesi bu teoriyi desteklemektedir.  

 Nor-NOHA (Nω-Hidroksi-nor-L-Arginine) yüksek affinite gösteren, güçlü ve 

geri dönüĢümlü bir arginaz inhibitörüdür. Enzimin aktif bölgesindeki Mn2+  dizilerine 

spesifik olarak bağlanır ve enzimi inhibe eder. NOS‟un substratı veya inhibitörü 

değildir (9).  

  Meme kanserli hayvanlara uyguladığımız nor-NOHA tedavisinin serum 

arginaz enzim aktivitesini anlamlı bir Ģekilde azalttığını gözlemlerken, aynı Ģekilde 

NO düzeylerinde tümör grubuna göre iki kat fazla madde verilen grupta anlamlı 

Ģekilde bir artma gözlendi. Nor-NOHA‟nın serum arginaz enzim aktivitesini 

düĢürürken NO düzeyini arttırması, kanserin geliĢiminin engellenmesi yönünde 

olumlu bir etki olarak değerlendirilebilir. Doku örneklerinde ise yine uyguladığımız 

nor-NOHA tedavisinin arginaz enzim aktivitelerini anlamlı Ģekilde düĢürdüğünü 

gözlemledik. Arginaz enzim aktivitesi ile beraber düĢmesi beklenen ornitin 

düzeylerinde azalma meydana gelmiĢ fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamlı 

bulunamamıĢtır. Doku NO düzeylerinde ise anlamlı bir fark gözlemlenmemiĢtir. 

Arginaz enzim inhibisyonu sonucunda azalan ornitin ve bunun sonucu olarak 

azalacak poliamin düzeyleri, ayrıca kanserde olumlu etkileri belirtilmiĢ olan artmıĢ NO 

düzeyleri, kuvvetli bir arginaz inhibitörü olan nor-NOHA‟nın antikarsinojenik bir ajan 

olarak kullanılabilme potansiyeli olduğuna iĢaret edebilir.   

Sonuç olarak, arginaz enzim inhibitörü olan nor-NOHA‟nın, meme kanserli 

hastalarda yükselen arginaz enzim aktivitesini inhibe ederek yolağı NOS üzerinden 

NO oluĢumuna kaydırması, bu sayede karsinojenik rolü belirtilen poliaminlerin öncü 

maddesi olan ornitin sentezini azaltması ve kanserde koruyucu etkileri çalıĢmalarla 

gösterilmiĢ olan NO üretimini arttırması, nor-NOHA‟nın antikarsinojenik etkisini 

gösterebilmesindeki mekanizmalardan biri olabilir. Kanser tedavisinde umut verici bir 

ajan olan nor-NOHA‟nın bu alandaki etkileri daha ileri çalıĢmalar ve yeni parametreler 

ile desteklenmelidir.     
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SONUÇLAR 

 

 Yapılan çalıĢmalarda; kalın barsak, kolorektal, prostat, mide ve küçük hücreli 

akciğer kanseri gibi çeĢitli kanser vakalarında arginaz enzim düzeyinin arttığı 

belirtilmiĢtir. Nor-NOHA yüksek affinite gösteren güçlü ve geri dönüĢümlü bir arginaz 

inhibitörüdür. 

Bu çalıĢmada; meme kanseri geliĢtirilmiĢ farelerde arginaz enzim aktivitesi, 

ornitin ve NO düzeyleri üzerinde nor-NOHA‟nın etkileri araĢtırılmıĢtır. Yaptığımız bu 

deneysel çalıĢma sonucunda; 

1) Serum arginaz enzim aktivitesi, tümör gruplarında sağlıklı kontrol gruplarına göre 

anlamlı olarak yüksek bulunmuĢtur.  

2) Serum NO düzeyinde iki kat doz verilen tedavi grubunda, tümör grubuna göre 

anlamlı bir artıĢ gözlenmiĢtir. 

3) Serum arginaz enzim aktivitesinin tedavi sonrası istatistiksel olarak anlamlı 

Ģekilde azaldığı saptandı. 

4) Tümör doku örneklerinde nor-NOHA tedavisi sonucunda arginaz enzim 

aktivitesinde düĢüĢ meydana gelmiĢ, bu düĢüĢün iki kat doz tedavi verilen grupta 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu gözlenmiĢtir.  

5) Nor-NOHA tedavisi sonucunda azalan arginaz aktivitesi doğrultusunda, ornitin 

düzeylerinde de azalma meydana gelmiĢ fakat bu azalma istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıĢtır. 

6) Nor-NOHA tedavisinin doku NO düzeylerine etkisi olmamıĢtır. 
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7) Nor-NOHA‟nın meme kanserinde serum arginaz enzim aktivitesini inhibe ederek 

poliamin sentezini baskılaması ve kanserde koruyucu rolü bilinen NO düzeyini 

arttırarak kansere karĢı koymada koruyucu rol oynayabileceği düĢünülebilir. 

8) Nor-NOHA‟nın meme kanserine karĢı potansiyel bir koruyucu ajan olarak 

kullanılmasının arginaz/poliaminler/NO mekanizması açısından olumlu bazı 

etkileri olabilir. Fakat bu olumlu etkilerinin daha net bir Ģekilde ortaya konulması 

gerekmektedir. Bu da ancak nor-NOHA‟nın diğer kanser parametreleri ve 

mekanizmaları üzerindeki etkilerinin ileri çalıĢmalarla incelenmesi ile mümkün 

olabilecektir. 
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ÖZET 

 

Meme kanseri, dünyada kadınlar arasında en sık görülen malign tümör olup 

kadınlarda görülen tüm kanserlerin yaklaĢık %30‟unu oluĢturmaktadır.  

Üre döngüsünün anahtar enzimi olan arginaz, nitrik oksit sentaz ile aynı 

substratı kullanarak L-argininden üre ve ornitin oluĢturmaktadır. Kanserli hastalarda 

arginaz enzim aktivitesinin arttığı ve arginazın kanserde biyolojik bir belirteç olarak 

kullanılabileceği bildirilmiĢtir. Bu çalıĢmada meme kanseri oluĢturulmuĢ farelerde 

serum arginaz enzim aktivitesi ve nitrik oksit düzeylerine, dokuda ise arginaz enzim 

aktivitesi, ornitin ve nitrik oksit düzeylerine, bir arginaz enzim inhibitörü Nω-Hidroksi-

nor-L-Arginin‟in etkileri araĢtırılmıĢtır.  

ÇalıĢmada 50 tane erkek Balb/c cinsi fare kullanıldı. Farelerin sol ayak iç 

bölgesine 0.2 ml ehrlich asit tümör hücresi enjekte edildi. Fareler sağlıklı kontrol, 

sağlıklı tedavi, tümör kontrol,  tedavi 1 ve tedavi 2 grupları olmak üzere 5 gruba 

ayrıldı ve kontrol grupları hariç diğer gruplara 10 mg/kg ve ikinci tedavi grubuna 20 

mg/kg Nω-Hidroksi-nor-L-Arginin 13 gün boyunca intraperitonel olarak verildi.  

Tümörlü hayvanların serumunda artmıĢ bulunan arginaz enzim aktivitesinin 

Nω-Hidroksi-nor-L-Arginin tedavisi ile birlikte istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde 

azaldığı gözlendi (p<0.05). Serum nitrik oksit düzeylerinin, Nω-Hidroksi-nor-L-Arginin 

tedavisi ile yükseldiği saptandı. Doku arginaz enzim, tedavi grubunda tümör grubuna 
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göre anlamlı olarak düĢük bulunurken (p=0.01), doku ornitin düzeylerinin tedavi 

grubunda tümör gruplarına göre azalma gözlendi fakat bu azalma istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmadı. 

Sonuç olarak, Nω-Hidroksi-nor-L-Arginin‟in arginaz enzim aktivitesini inhibe 

ederek yolağı nitrik oksit sentaz üzerinden nitrik oksit oluĢumuna kaydırdığı, bu 

sayede poliaminlerin öncü maddesi olan ornitin sentezini azalttığı ve nitrik oksit 

üretimini teĢvik ederek kansere karĢı koruyucu bir rol oynayabileceği ifade edilebilir. 

Kanser tedavisinde umut verici bir ajan olan Nω-Hidroksi-nor-L-Arginin‟in bu alandaki 

etkileri daha ileri çalıĢmalar ve yeni parametreler ile desteklenmelidir.  

  

Anahtar kelimeler:  Meme kanseri, arginaz, ornitin, nitrik oksit, Nω-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 

  

Gürer KELEġOĞLU 

 

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 Nω-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 Nω-Hydroxy-

nor-L-Arginine were given intraperitonel. 

Increased serum arginase activity was statistically significantly decreased 

with Nω-Hydroxy-nor-L-Arginine treatment. On the other hand, serum nitric oxide 

levels were increased with Nω-Hydroxy-nor-L-Arginine treatment. In the tumour 

tissue, arginase activity were significantly decreased with Nω-Hydroxy-nor-L-Arginine 

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

As a conclusion, we may suggest that Nω-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 Nω-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, Nω-Hydroxy-nor-L-

Arginine. 
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