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1. GIRIS VE AMAG

Viicutta fizyolojik sartlarda serbest radikaller belli bir oranda tretilmekte fakat hucreler,
kendi yapilari iginde yer alan radikal yokedici sistemleriyle bu radikalleri enzimatik veya non-
enzimatik yollarla yok etmektedirler. Dolayisiyla bu metabolizma kontrol altindadir, tretim ve
titketim denge altinda tutulmaktadir. Uretimde bir artma veya tiretilmis radikallerin titketiminde

bir azalma oldugunda toksik etkileri ortaya ¢ikmaktadir.

Kanserin gelismesi bir seri biyokimyasal, hiicresel ve dokusal degisikliklerle meydana
gelmektedir. Bu degisiklikler malign tiimoriin olusumuyla sonuglanmaktadir (36,40,99). Bu
konuda serbest radikallerin, 6zellikle de molekiiler oksijenden kaynak alanlarinin karsinojenik
siiregte rol aldigina dair bir hayli bilgi vardir (16,73). Klinik ve epidemiyolojik bulgular ve
deneysel sistemlerde yapilan arastirmalar kanser etyolojisinde serbest radikallerin de bir rolii
olabilecegini gostermigtir. C ve E vitaminleri gibi serbest radikalleri yok edici vitaminlerin
hayvan modellerinde kanser gelisimine karsi koruyucu etkileri oldugu gosterilmigtir. Yine bu
vitaminler insanlarda koruyucu olarak kullanilabilir (2,140). Serbest radikal yokedici diger
sistemlerin ve inhibitérlerin neoplastik stireci geciktirdii ve hatta onledigi, yapilmakta olan
caligmalarla gosterilmigtir (64,96,111). Aktif oksijen tiirlerinin tiretimini hizlandiran demir gibi
gecis elementlerinin viicuda alinmast ile insan ve hayvanlarda kanser geligimi arasinda yakin bir
ilgi vardir (88,123). Nikel ve krom gibi diger metallerin karsinojen etkisinin, oksidatif stresi
arttirma kapasitelerine bagli olabilecegi hakkinda gorigler vardir. Ayrica oksidatif stresin agirt
arttigi kronik enflamasyon durumlan da insan malignensilerinin geligmesiyle ¢ok yakindan
iligkilidir. Bitiin bunlarin diginda, birgok kimyasal karsinojenlerin, serbest radikal metabolitleri

veya serbest radikallerle iligkili olaylar Gizerinden etki ettifi goriilmistir.

Hiicrede aktive olmus oksijen formlarinin, agirt yapium veya tiiketimdeki yetersizlik
nedeniyle artmasi, molekiiler yapinin siddetli bir sekilde hasara ugramasina yol agabilmektedir.
Bunlarin sonucu olarak mutasyonlar, kromozomal anormallikler, hiicresel hasar (37,83) ve

karsinojenezis meydana gelebilmektedir (42,54,100). Bunlardan bagka aktif radikaller,



promosyon fazinda hiicrelerin bilytime ve farklilagmasini kontrol eden spesifik genleri hasara

ugratabilmektedirler.

Hiicrelerin en énemli savunma mekanizmalar; serbest radikalleri yok edici enzimler ve
glutatyon, C vitamini, tokoferoller, karoten, vs. gibi bazi rediikleyici maddelerdir. Katalaz
(KAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) serbest radikalleri yok
eden primer enzimlerdir. Bu enzimlerin aktivitesi, hiicrelerin serbest radikallere maruziyetinin
derecesini yansﬁabiiir. Boylece bu enzimlerin viicudun degisik dokularindaki aktivitelerinin
élcﬁlinesi; doku dejenerasyonu, kanser olusumu ve kanserin gelisim sireglerine onemli bir

bakis agis1 saglayabilecektir.

Bugiine kadar gerek kanserin etyolojisini aydinlatmak, gerekse belli tedavi protokolleri
olusturabilmek amaciyla yukarida bahsi gegen 3 enzim birgok aragtirmada ya birlikte veya ayn
ayri galistmistir. Degisik organ ve doku galigmalarinda elde edilen sonuglar birbirleri ile tam bir
uyum gostermemektedir. Bir kisim aragtirmalarda kanserli dokularda stiperoksit dismutaz ve
katalaz enzim aktiviteleri azalmus olarak bulunurken (23,56,103,130,131,136) diger bazi
arastirmalarda kanserli hiicre ve dokularda bu enzimlerin aktivitesinde artma tesbit edilmistir
(8,70,89). Bu farklilik, galisilan dokularin farkliligindan olabilecegi gibi enzim g¢aligmalarinin

farkli sartlar altinda yapilmis olmasindan da kaynaklanabilir (29).

Beyin tiimorlerinde gerek beyin dokusunun kendisi, gerekse beyin-omurilik sivisinda,
plazma ve idrar gibi degisik viicut sivilarinda birgok enzim ve enzim digi parametre aragtiniimig
olmasina ragmen (18,52,69,74,78,92,97,104) serbest radikalleri yok edici SOD, KAT ve GSH-
Px gibi enzimler tek tek veya toplu olarak ¢ok az aragtirict tarafindan galigilmustir. Literatiirde
bu konu ile ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadir. Kokoglu, E. ve arkadaglart yaptiklart bir
arastirmada tamorli ve normal beyin dokularinin subselliiler fraksiyonlarinda KAT enziminin
aktivitesini arastirmiglar ve timorli dokularin normal dokulara gore daha az enzim aktivitesi
ierdigini gostermislerdir (48). Yapilan aragtirmalarda genellikle bir tek enzimin aktivitesi
¢aligildigindan ve aralarinda bulunmast muhtemel korelasyonlar arastinlmadigindan bu konu

halen tam olarak aydinlatilamamustir.

Bu tez ¢aligmasi, timorli beyin dokularinda oksidatif stresin indirekt bir gostergesi olan
radikal yokedici enzimlerin aktivitesini olgmek igin planlanmistir. Ayrica birbirinden farkl
timor tipleri g¢aligmaya dahil edilerek (astrositoma, glioblastoma multiforme, meningioma,
melanoma, metastatik kanser ) galigmamin kapsami genis tutulmaya galigiimistir. Malign



hiicrelerde meydana gelen yapisal, fonksiyonel ve metabolik degigiklikler hiicrenin hemen
hemen biitiin organel ve metabolik yollarini etkilemektedir. Bu metabolik yollarin iginde serbest
radikal metabolizmasi beyin dokusunda énemli bir yere sahiptir. Ciinki beyin dokusu lipid
yoniinden ¢ok zengindir ve serbest radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna biiytk bir
yatkinlik gostermektedir. Oncelikle, timér tipini goz oniine almaksizin genel olarak beyin
timorlerinde hiicre ve dokulart serbest radikallere karst koruyan enzim sistemlerinde meydana
gelen degisiklikleri tesbit etmenin faydah olacagini diisiiniiyoruz. Bu agsamadan sonra, farkh
hiicrelerden koken almig beyin tiimorleri , adi gegen enzimler agisindan arastirilarak -eger
varsa- farkliliklar ortaya konarak tartigtlacaktir. Bu son nokta birkag yonden onemlidir: Bazi
timor tipleri ¢ok hizli biyiime ve degisme gostermekte, diger bazilart ise daha yavag seyir
gostermektedir. Ayrica invazyon dereceside tiimorden timore degisiklik gostermektedir. Bu
farkliliklarin  serbest radikallerin tiimor hiicresindeki miktariyla baglantili  olabilecegi

diistincesindeyiz. Elde edilen sonuglara gore bu konu tartigilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beyin Tiimérleri:

2.1.1. Beyin Tiimorlerinin Etyolojisi: Beyin tiimorlerinin etyolojisi hakkinda kesin
birsey sdylenememektedir. Genetik faktorlerin de rol aldigi multifaktoriyel bir durum oldugu
siiphesizdir. Tamorler; tuberous sclerosis, von Hippel-Lindaus hemangioblastoma, veya
Recklinghausen's neurofibromatosis gibi kesin bir sekilde herediter oldugu ispatlanmug
bozukluklarla birlikte gorilebilmektedir. Hayvan modellerinde karsinojenler ve wiral
enfeksiyonlarin beyin timérii olusumundaki rolii kesin olarak gosterilmesine ragmen insanlarda
aym seyi iddia etmek olduk¢a zordur. Belli yas gruplaninda belli tip timorlerin gorilmesi, bazi
hormonal faktorlerin etkisi olabilecegini gostermektedir. Bazi tamorlerin spesifik  beyin
bolgelerinde gelismesi ise lokal bazi faktérlerin olayr etkileyebilecigini gostermektedir.
Tamériin - seyrinin, immiinolojik mekanizmalarin  bozuklugu ile ilgili olmasi, sistemik
kanserlerde oldugu gibi beyin tiimorlerinin etyolojisinde de bu fonksiyon bozuklugunun 6nemli

bir faktor olabilecegini gostermektedir.

2.1.2. Beyin Tiimorlerinin Insidanst ve Histolojik Olarak siiflandirilmas::
Amerikan Kanser Cemiyetinin yaptigi bir aragtirmaya gore; Amerika'da 1979 yilinda 11,600
yeni primer beyin tiimorii vakasi tesbit edilmig ve yine aym yil 9,500 sahis beyin kanserinden
olmiistir. Bu rakam biitiin kanserler arasinda %2 gibi bir orani tegkil etmektedir. 1985 yilinda
yayinlanan bir baska raporda primer kraniel timorlerin insidanst 17,000, metastatik beyin

timorlerinin insidansi 17,400 olarak bulunmustur.

Batin  beyin timorleri  erkeklerde kadinlardan biraz daha sik gortulmektedir.
Meningiomalar biraz farklilik gostermektedir,; kadin/erkek orani 2/1' dir. Ayrica beyin
timorlerinin insidansi yas ile artmaktadir. 55-64 yaslar arasi pik degerlere ulagmaktadir. Diger
taraftan intrakraniel tiimérler ¢ocuklarda ikinci en sik goriilen malignensi olma konumundadir.
Sadece l6semiler beyin timoérlerinden daha yiiksek insidansa sahiptir. Farkli histolojik yapiya

sahip beyin timorlerinin kendilerine ¢zgii yas insidansi, biiylime karakteristifi ve yerlesim



bolgeleri vardir. Cocukluk tiimérlerinin %70' infratentorialdir. Bunun aksine yetigkin beyin

tiimorlerinin %60'tan fazlasi supratentorialdir.

Bugiin gegerli olan smiflandirmalar, daha Onceden farkli calisma gruplari ve
aragtirmacilar tarafindan yapilan tekliflerden esinlerek yapilmigtir. Siniflandirma konusunda hala

devam eden kiigtk farkliliklara ragmen asagidaki konularda goéris birligine varilmigtir:
1. Tumorlerin ¢ogu noroektodermel kokenlidir.

2. lyi diferansiye noronlar siirh bityiime ve gogalma potansiyeline sahiptirler ve bunun sonucu

olarak glia gibi destek dokulardan geligen tiimorler gok daha siktir.

3. Tumorlerin  6nemli  bir . yiizdesi primitif noronal hiicre prekiirsorleri  (6rnegin

medullablastoma) ve vestigal dokulardan (6rnegin kraniofaringoma) gelismektedir.

Gliomalar biitiin intrakraniel timoérler iginde (hem primer hem de metastatik) %40-50
gibi bir yiizdeye sahiptir ve biitiin 'yas gruplarinda primer beyin timorlerinin %62'sini
olusturmaktadir. Beyin tumorleri ile ilgili istatistiklerin ortaya ¢ikardigi tablo soyledir

(109,110,133):

Tiimoriin yeri insidans: (%)
Noronal elemanlar (medullablastoma) 3-4

Noroglial elemanlar (gliomalar) 40-67
Meningeal elemanlar (meningioma) 12-20
Perinoral elemanlar (schwanoma) <2
Lenforetikiiler elemanlar <]

Vaskiiler elemanlar 2

Koroid pleksus <]

Pineal bez <2

Hipofiz bezi 2-17.8

Metastatik beyin tiimorlerinin istatistik sonuglari daha degiskendir (95). Metastatik

beyin timorlerinin son zamanlardaki insidans artigi, gelismis diagnostik tekniklere, daha iyi



aragtirithp rapor edilmesi igin gosterilen hassasiyete ve daha etkili sistemik tedavilerin
gelistirilmis olmasina baghdir. Malign hiicreler beyine ulagtift zaman kan-beyin bariyeri
nedeniyle sistemik kemoterapiden korunmaktadir. Malign hiicreler beyine hematolojik yolla
gelmektedir. En 6nemli kaynak akcigerdir. Daha az siklikla kanser hiicreleri beyine kafa derist
ve duradan direkt invazyon seklinde Batson'un venéz pleksusu yoluyla ulagirlar. En sik
metastazlar sirasiyla su organ veya dokulardan olmaktadit: Akciger, meme, melanositler,
genito-triner sistem (testis, bobrek). Akciger karsinomlar1 ve melanomalar beyine metastaz
yapmaya daha ¢ok meyillidirler. Melanoma gibi bazi timérler birden fazla yere metastaz
yapmaya meyilli itken metastatik renal htcre karsinomlari gibi timorler ise tek yerde gelismeye

meyillidirler.
2.1.3. En Sik Goriilen Bazi Santral Sinir Sistemi Tiimorleri

2.1.3.1. Glioblastoma Multiforme: Bitin gliomalarin %33-50'sini olustururlar.
Erkeklerde kadinlardan iki kat daha fazla goriilmektedir. Gliomalarm en malignidir. Geng bir
bayanda primer bir beyin tumori gelisiyorsa bu, ¢ok biiyik bir ihtimalle glioblastoma
multiformedir. Glioblastomanin orijini tam aydinlatilamamistir. Bazilart 'primer' bir kanser
olarak gelistigini ileri sirmektedir. Her ne kadar glioblast diye bir hiicre tipi olmasa da,
anaplastik hiicreler, hiicresel elemanlarin birgok sekline farklilagabilirler. Diger bazilarina gore
ise bu timorler biyiik bir ithtimalle iyi gelismis glial hiicrelerden (¢ogunlukla astrositlerden)
orijin almaktadir, veya agresif olarak yeniden farklilagmayla malign gliomlardan koken
almaktadirlar. Genellikle beyaz cevherden koken alirlar, fakat kortekse de uzanabilirler. En az

oksipital loblarda bulunurlar. Patolojik tanilart histolojik goriiniimleri ile konur.

2.1.3.2. Meningioma: Ikinci en sik: gorillen kafa i¢i timoridir. Glioma ve
meningiomalar tim erigkin primer intrakraniel tiimorlerin %80'ni teskil ederler. Her ne kadar
gergek orjinleri halen tartigma konusu ise de biitin siniflayicilar bunlarin  araknoid
elemanlardan koken aldiklari konusunda hemfikirdirler. Insidanslart yas ile artar ve 7. dekatta
maksimuma ulasir (134). Kadinda ortaya g¢ikmast daha erken olur, meme kanseri olan
kadinlarda insidansin biraz daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Her ne kadar parasagital bolge
en stk yerlesim yeri ise de (%25) bu timorler beyin kivrimlan iizerinde de gelisebilmektedir
(%18). Ayrica sfenoid ¢ikintida (%18) ve olfaktor olukta (%10) meydana gelme ihtimalleri de
vardir. Genellikle saglam bir kapsiille gevrilmislerdir, beyine invazyon gostermez ancak basi

yaparak korteksi irrite ederler. Histolojik gorinimdeki yaygin farkhiliklar birgok yolla
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siniflandirilmistir. Her ne kadar bu gruptaki timorlerin bir gogu yavag biyiiyen tipte ise de
bazilar1 oldukga hizh biyiirler ve potansiyel olarak malign karakter arzederler. Meningiomun

klinik davranigt ve histolojik goriniimi birbiriyle korelasyon gostermektedir.

2.2. Serbest Radikaller

2.2.1. Tanim ve Ozellikleri: Serbest radikaller ortaklanmamus bir elektron tastyan
kimyasal bir yap1 olarak tarif edilmektedir. Serbest radikaller, bir molekiiliin bir pargas: olarak

da kabul edilebilirler. Serbest radikaller 3 yolla meydana gelebilmektedir:

a) Normal bir molekiiliin kovalent bir baginin, her kisimda bir ortaklanmamug elektron kalacak

sekilde, homolitik pargalanmasi.
b) Normal bir molekdiliin tek bir elektronunu kaybetmest.
¢) Normal bir molekiile tek bir elektronun ilavesi.

Elektron transferi, biyolojik sistemlerde homolitik flizyondan ¢ok daha yaygindir.
Homolitik flizyon; yiiksek sicaklik, ultroviole 15181 veya iyonize radyasyondan elde edilecek
yiiksek enerjiye ihtiyag duymaktadir. Pargalanma olduktan sonra kovalent olarak bagh
elektronlarin ikiye ayrilmigs ana molekiilin kisimlarinin sadece birinde kaldigt heterolitik
fizyonda urtin olarak serbest radikaller olusmamaktadir. Uriinii sadece yiiklii | gruplardir.
Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiikli veya elektriksel olarak notral olabilirler. Serbest

radikaller ve iyonlarin olustugu reaksiyonlar soyledir:

Elektron transferiyle radikal olusumu: A+te— > A-
Homolitik fuzyonla radikal olusumu: X Y—X+Y
Heterolitik flizyonla tyon olusumu: X Y— > X-+Y+

Genellikle kangtirilan bir konu vardir: Serbest radikal biyokimyasindaki en Onemli
molekiillerden biri olan oksijenin elektronlarindan ikisi paylagilmamgtir. Boylece oksijen bazen
"diradikal" olarak kabul edilmektedir. Oksijen diradikal halde iken birgok diger serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girebilme yetenegine sahiptir. Genellikle diradikal oksijen,

radikal olmayan tiirlerle bagil olarak daha yavas bir sekilde reaksiyona girmektedir.

2.2.2. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri: Biyolojik

sistemlerdeki en dnemli serbest radikaller tartigmasiz oksijen radikalleridir. Tek bir elektronun
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transfer yoluyla oksijene verilip rediiklenmesi stiperoksit serbest radikal anyonunu (siiperoksit)

olusturmaktadir.
O;+e —F > O,

Oksijenin 2 elektronla rediiklenmesi hidrojen peroksiti olusturmaktadir.
O, +2e+2H ——> H,0,

Hidrojen peroksit biyolojik sistemlerde siklikla siiperoksitin tiretimi yoluyla olugturulmaktadir:
Iki siiperoksit molekilii birbiriyle, hidrojen peroksit ve oksijeni verecek gekilde reaksiyona

girerler.
20~ +2H ——— H;0,+0,

Serbest radikal reaktanlart, radikal olmayan tiriinler olusturdugu igin bu bir dismutasyon
reaksiyonu olarak bilinir. Bu islem spontan olarak olabilir veya Siiperoksidaz enziminin
kataliziyle gergeklesebilir. Hidrojen peroksit bir serbest radikal tarii degildir fakat 'reaktif
oksijen turler’ (ROS) kategorisine dahil edilir. ROS sadece serbest oksijen radikallerini degil,
ayni zamanda oksijen radikali Gretiminde gorev alan ve radikal olmayan oksijen tirevierini de

ithtiva etmektedir.

Hidrojen peroksit, serbest radikal biyokimyasinda onemli bir bilegiktir. Ciinki gegis
metal 1yonlarinin varliginda kolaylikla pargalanir; oksijen radikallerinin daha reaktifi ve

biyolojik sistemlerde daha fazla hasar olugturani olan hidroksil radikalini (-OH) olusturur.
H,0, + Fez##*  ————> .0+ OH- + F3+

Burada, yazilandan daha karmagtk olarak meydana geldigine inanilan yukaridaki reaksiyon
demir-katalizli Haber-Weiss reaksiyonu olarak adlandinilmaktadir. Bir diger mekanizma,

siiperoksitin direkt olarak hidrojen peroksitle reaksiyona girmesidir:
02" + HzOz ——» OH+OH-+ 02

Biyolojik sistemlerde daha az ihtimalle meydana gelen spontan reaksiyon, reaktanlarin
dustik denge konsantrasyonlarna bagimlidir. Demir (veya bakir) katalizli reaksiyon; hem
hidrojen peroksitin kaynagina (yukarda bahsedilen dismutasyon yoluyla) ve hem de gegis metal
tyonlarinin indirgeyici ozelliklerine baglt oldugu gibi aym zamanda stiperoksit yokluguna da

bagli oldugu halen kabul edilmektedir.



Oy + Fe3+ ———— Fe2r + 0,
02'~ + Cu2+ —> Cur+ 02

Ferroz demir (Fe'?) ve kiiproz bakir (Cu*) hidrojen peroksit ile, oksitlenmis esleri olan ferrik
demir (Fe*3) ve kuprik bakir (Cu+2) dan gok daha fazla reaksiyona girebilmektedir. Bu arada

gecis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit iiretebilmektedir:
F2 + O, —— > Fe3t + 0y
Cur+ 0, ———> Cu*+ 0Oy

Gegis metal iyonlarinin oksijen ile reaksiyonlart geriye donusli redoks reaksiyonlar
olarak kabul edilmektedir ve serbest radikal reaksiyonlarimin hizlanmasinda gok buyiik éneme

sahiptir (50).

Yukaridaki bilgilerden agikga gorilmektedir ki serbest oksijen radikallerinin
biyokimyasinda 'anahtar yapilar’, oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, gegis metal

iyonlari ve hidroksil radikalidir.

2.2.2.1. Siiperoksit radikali: Her ne kadar bir serbest radikal ise de ozellikle hasar
olusturucu bir tir degildir. Asil 6nemi; hidrojen peroksitin kaynagt olmast ve gegis metal
iyonlarinin rediikleyicisi olmasidir. NO-. ile reasiyonu sonucu, buginlerde tarif edilmeye
¢alisilan, 'Endothelium Derived Relaxing Factor' @n olustuguna inamilmaktadir (112).
Siiperoksit, diigiik pH degerlerinde daha reaktif olan perhidroksil radikaline (HO,) protonlanir,
fakat fizyolojik pH'da bu protonlanmig form %1'in altindadir.

2.2.2.2. Hidrojen peroksit radikali: Okside edici bir ajandir fakat ozellikle reaktif
degildir. Asil 6nemi, ge¢is metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikallerini olugturmasidir.
Metal katalizorlerin yoklugunda siiperoksit ve hidrojen peroksit kolaylikla uzaklagtirilir ve

hayat igin zararsiz hale getirilir.

2.2,2.3. Hidroksil radikali: Difuzyon kontrolli hizlarda hemen hemen biitiin
biyomolekullerle reaksiyona girebilen yiksek reaktiviteli bir yapidir. Reaksiyona girmeden once
hiicrede -6nemli ¢apta diflize olamaz, ¢ok kisa omdurlidir. Fakat kugiik miktarlarda bile

uretildigi yerde agiri hasar yapabilecek kapasiteye sahiptir.



13

2.2.2.4. Singlet oksijen: Radikal olmayan, siklikla serbest oksijen radikalleriyle birlikte
miitalaa edilen reaktif oksijen turudir. Serbest radikal reaksiyonlariyla iretilebilir. Onemli

diger bir kisim radikaller de vardir.

2.2.2.5. Karbon merkezli radikaller (R.): Lipid, nikleik asit, karbohidrat veya protein
gibi biyolojik bir molekiile okside edici bir radikalin (6rnegin OH.) etki etmesiyle olusur. Bunlar
oksijenle birlikte ¢ok hizli bir gekilde ilgili peroksil radikallerini (ROO.) olusturmak iizere
birlesirler. Diger taraftan bu peroksil radikalleri alkoksil radikalleri (RO) tireten reaksiyonlara
istirak edebilirler. Siilfiir atomlar, olugmus serbest radikaller (thiyl (tiyo) radikaller, RS') i¢in

merkez olabilirler (6r: glutatyonun oksidasyonunda).

2.2.3. Hiicrede Sebest Radikallerin Uretilmesi: Iyonize radyasyon gibi aligilmigin
disindaki durumlar hari¢ tutulacak olursa serbest radikaller hiicrelerde genellikle elektron
transfer zincir reaksiyonlarinda uretilirler. Bu islemler siklikla gecis metal iyonlarinin redoks

kimyast yoluyla enzimatik veya non-enzimatik yollarla yapilabilir.

Belli bazt 6zel durumlarda hayvan hiicreleri tarafindan serbest radikal Gretilir. Zira bu
radikaller belli yerlerde kullanilabilir. Bazi enzimler kataliz esnasinda aktif bolgelerindeki
serbest radikali kullanirlar. Buna 6rnek riboniikleotid rediiktazdir (106,126). Bu durumlarda
serbest radikaller gergekte 'serbest’ degildir. Ciinkii reaktivitesi spesifik bir reaksiyona dogru
yonlendirilmigtir. Aktive olmus fagositler bakterisidal fonksiyonunun bir geregi olarak
siiperoksit iretirler. Her ne kadar serbest radikaller yalnizca fagosit plazma membram ve
bakterinin i¢ ylizeyinde uretilse de siiperoksit, hidrojen peroksit ve diger reaktif oksijen

titrlerinin bazi sizintilan kaginilmazdir.

Normal sartlar altinda hiicrelerdeki serbest radikallerin ana kaynagi; siiperoksit
olusturmak tzere elektron transport zincirinden ve de mitokondri ve endoplazmik
retikulumdan molekiiler oksijene dogru olan elektron akigidir. Peroksizomlarda yerlesen flavin
oksidazlar tipindeki enzimler siperoksit veya hidrojen peroksit olustururlar. Hayvan
hiicrelerinde siiperoksitin diger bir kaynagi, igine askorbik asit (C vitamini), thioller (glutatyon,
sistein  gibi), adrenalin ve flavin koenzimlerinin de dahil oldugu, bazi bilesiklerin
otooksidasyonudur. Bu otooksidasyon reaksiyonlari gegis metal tyonlarinin varligiyla biyiik
oranda arttirilabilir. Serbest radikallerin bu sekildeki tretimi enzim kontrollii elektron
transferinin yitksek etkinligiyle ve metal iyonlannin kuvvetli baglanmasiyla minimumda tutulur;

bunlar 6nleyici savunmanin temelleridir.
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Hiicrede serbest radikal tretimi bazi yabanci toksik maddelerle bilyiik oranda
arttinlabilir. Buna klasik 6rnek karbon tetrakloriirdiir (CCly). CCly, karacigerde sitokrom p-
450'nin aktivasyonuyla triklorometil serbest radikaline metabolize edilerek aktive olur. Reaktif
serbest radikallerin Uretimi karacigerdeki antioksidan barajlart asar ve hiicresel membranlarin
oksidatif yitkimi ve ciddi doku harabiyetiyle sonuglanir. Serbest radikallerin Gretimi yoluyla
toksisite olusturan toksik bilesiklerin diger ornekleri hentiz iy1 aydinlatilamamustir. Bunlarin
birgogu serbest radikal olusturmak igin kolaylikla bir elektron alabilir ve daha sonra bu
elektronu sirastyla siiperoksit veya hidrojen peroksit olusturmak tizere molekiiler oksijene
transfer edebilirler. GSH-Px'in stirekli olarak iretilmekte olan hidrojen peroksiti uzaklastirmasi
sonucu GSH seviyesinde bir azalma meydana gelir ve bunu hiicrenin oksidatif hasari izler

(107,108).

2.2.4. Serbest Radikallerin Hiicrelerde Hasar Olusturan Reaksiyonlari: Molekiiler
seviyede, biitlin major biyomolekiil siniflart serbest radikallerce hasara ugratilabilmekle beraber

bunlarin i¢inde en hassas olani lipidlerdir.

2.2.4.1. Lipidlerde meydana gelen yapisal degisiklikler: Hiicre membranlari, okside
edici radikallerle kolaylikla etkilenebilen poliansatiire yag asitlerince (PUFAs) zengindir. Lipid
peroksidasyonu olarak bilinen PUFAs'nin oksidatif hasari, sonugta kendi kendine zincir

reaksiyonlar baglatarak igin kendiliginden devam etmesine yolagar. Hasar olusum mekanizmasi

soyledir:
LH + R. —— > L +RH
L+ 0, —— > LOO.

LOO.+L'H —— LOOH+L"
LOOH ~——— LO, LOO,, aldehitler
LH : hedef poliansatiire yag asidi
R : olayi bagslatici okside edici radikal
L. : yag asidi radikali
LOO- : peroksil radikali

LOOH : lipid hidroperoksitler
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Buradaki peroksil radikalleri (LOQO.) zincir reksiyonunun araglardir ve bir sonraki
PUFA'ni okside ederek yeni zincir reaksiyonlart baglatirlar. Bu iglemlerin sonunda olugan triin
hidroperoksitlerdir (LOOH) ve bunlar da daha siddetli radikal 6zelligi olan tiirlere, ozellikle
aldehitlere gevrilirler. Aldehitler daima lipid hidroperoksitler pargalandigi zaman olusurlar ve
¢ogu biyolojik olarak aktiftirler. Bunlardan en ¢ok bilineni 'hidroksialkenoller' dir ve bunun da
4-hidroksinonenal tyesidir (32,34). Bu bilegikler normal olarak olustuklart yerden difiize olmak
suretiyle hiicrenin diger kisimarina gidip hasar olusturabilirler. Lipid peroksidasyonu gok genis
bir doku yaralanmasi ve hastalik grubunda rol oynamaktadir. CCl,; hepatoksisitesi (102) ve

aterosklerozdur (75) bunun tipik misalidir.

2.2.4.2. Proteinlerde ve Niikleik Asitlerde meydana gelen yapisal degisiklikler:
Protein ve niikleik asitler serbest radikal saldirilarina PUFA'lerden daha az duyarhidir. Zira
bunlarda hasar olusturucﬁ zincir reaksiyonlarinin olugma ihtimali ¢ok azdir. Radikallerin
proteinlere yaygin olmayan ani saldirilart fazla hasar olugturmaz. Serbest radikallerin
proteinlere olan saldirilan; sayet radikal yigilimi varsa hiicrenin hayatint 6nemli 6lgiide etkiler.
Bu sonug ise ancak ozel proteinlerin spesifik bazi yerlerinde hasar oldugu zaman meydana
gelir. Sayet bir proton bir ge¢is metal iyonuna 6zel bir bolgesinden bagli ise -mesela bakirin bir
histidin bakiyesine baglanmasi- hasar olusturmanin tek yolu 6zel proteinin spesifik bolgelerine
odaklanmaktir. Bu durumda gegis metalinin hidrojen peroksitle olan reaksiyonu hidroksil
radikalini tretebilir. Bu da metal baglanma bolgesinde veya ona yakin olan bolgelerde
reaksiyon olugturur. Bu fikir 'alan-spesifik' hasar olarak bilinmektedir (81,122). Proteinlere olan
serbest radikal ataginin mekanizmasi son yillarda artan bir ilgi odagi haline gelmistir. Burada
peroksitlerin  (118) ve.  karbonillerin (111) olusumlarinda gozlendigi gibi bakiye
modifikasyonlan goriilebilir. Karbonillerin olgiilmesi, proteinlerin oksidatif hasar igin kullamgh
bir materyal olabilir. Proteinlerin serbest radikallerce etkilenmesinin mekanizmasint agtklamaya
yonelik birgok ¢aligma yapilmistir. Bunlarda en ¢ok goze garpant ise kataraktin patogenezinden

bazi serbest radikallerin sorumlu tutulmasidir (114,120,145).

DNA, okside edici radikaller tarafindan kolaylikla hasara ugratilabilmektedir. Bunun
sartt radyasyon biyologlarinca da a(;lkcé gésterildigi tizere radikallerin DNA'ya yakin
bolgelerde meydana gelmeleridir. Boylece DNA hiicuma agik ve kolaylikla etkilenebilir 6nemli
bir hedef olmaktadir. Proteinlerde oldugu gibi hizli zincir reaksiyonlarinin olma thtimali ¢ok

azdir. Hasarin olugmasi igin serbest radikallerin 'alan-spesifik’ yerlere yiksek konsantrasyonda
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baglanarak zincir kirilmalarina yol agmalan veya replikasyon olmadan once tamir sistemlerini
etkisiz hale getirerek mutasyonlara yol agmalan gerekir. Insanlarin idrarinda oksitlenmis
nukleobazlarin 6lgtimii DNA'ya olan ve devam eden ataklarn tesbiti agisindan biyiikk dneme
sahiptir (41,62). Tamir sisteminin ¢ok yiiksek seviyede g¢aligmasiyla bile bir insanin hayat
boyunca DNA'da hasar olusturup mutasyonlara ve sonunda kansere yol agabilecek yeterli DNA

degisiklikleri (iplik kopmalari, baz degisiklikleri) meydana gelebilmektedir.

2.2.5. Serbest radikallerden koruyucu enzimatik ve non-enzimatik sistemler:
Hayvan hiicrelerinde serbest radikal {retiminin kagimilmaz olmasindan ve ¢ok hasar verici
olmasindan dolay: serbest radikallerin bu saglia zararl etkilerine karst defans mekanizmalar
gelismistir. Bunlar antioksidan defanslar olarak bilinirler ve iki sinifa aynlirlar: Serbest
radikallerin retimini engelleyenler ve iiretilmig olanlar tiketenler (24). Hucrelerin hem akoz

hem de membran boliimlerinde bulunurlar ve enzim veya enzim dis1 yapilar olabilirler.

Serbest radikallerin tretilmesini onleyici sistemler elektron transferinin kusursuz bir
sekilde yapilmast ve gegis metal iyonlarimin zaptedilmesi olaylarini yonetir. Ornegin demir,
transferrin ve ferritin gibi 6zel proteinlere sikica baglanir (49,51). Onleyici antioksidan defans
mekanizmalarinin diger sekli, gegis metal iyonlariyla reaktif serbest radikallerini olusturmak
tizere reaksiyona giren peroksitlerin uzaklagtinimasidir. Bu sinifa hidrojen peroksit ve lipid
peroksidasyonu sirasinda tretilen lipid hidroperoksitler de dahildir. Katalaz ve glutatyon
peroksidaz peroksitlerin yapisini bozan ve onlart tiiketen enzimlerdir. Katalaz esas olarak
peroksizomlarda yerlesmistir ve hidrojen peroksit tizerine etkilidir. GSH-Px'in ¢ogu hiicrenin
sitozoliinde bulunur ve hem hidrojen peroksit iizerine hem de, sayet bir fosfolipaz tarafindan

membran fosfolipidlerinden ayrilmis ise, yag asidi hidroperoksitler tizerine etkilidir (139).

2H,0, . —— > 2H,0+0,

ROOH + 2GSH —— > ROH + GSSG

Diger defans mekanizmalarindan birisi substrat olarak bir serbest radikal kullanan
siiperoksit dismutazdir. Biitiin bunlarla beraber serbest radikalleri yok eden sistemlerin ¢ogu
enzim degildir. Hiicre membranlarinda en iyi tanimlanan ve muhtemelen en onemlisi alfa-
tokoferoldiir. Bu vitamin, E vitamini ailesinin major tyesidir (11,12,13). Lipid peroksil
radikallerini (LOO.) tutarak lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini durdurdugu i¢in 'zincir

kirict antioksidan' olarak bilinmektedir.



LOO. + alfa-tokofero-OH ——— LOOH + alfa-tokoferol-O-

Sonug tokoferoksil radikali bagil olarak stabildir ve normal sartlarda lipid
peroksidasyonunu baslatmaz. Bu da iyi bir antioksidanin esas kriteridir. Ubiquinol (124) gibi
diger lipidde eriyen zincir-kirici antioksidanlar fizyolojik ®nemini ortaya koyacak derecede

arastirilmamustir.

Akoz fazda diger bilesikler serbest radikal yok ediciler olarak islev gortrler. Askorbik
asit (C vitamini) plazmada ve hiicre iginde énemli bir antioksidandir (125). C vitamini, invitro
tokoferoksil radikalinden tekrar alfa-tokoferolii olusturur (91), fakat E wvitamini i¢in C
vitamininin bu bosaltici etkisi invivo olarak gosterilememistir (14). Plazma irik asit (125) ve

huicre sitozolinde glutatyon (49) kuvvetli radikal yokedici 6zellikler tasirlar.

Bir¢ok biyolojik bilesik okside edici serbest radikallerle reaksiyona girer ve bunlarin
hepsi antioksidan olarak digiiniilmelidir. Dogal antioksidan defansin 3. sinifi hasara ugramig
biyomolekiilleri, birikkmeden 6nce ve hiicre metabolizmasm ve canliligimi degistirmeden 6nce
uzaklagtiran tamir siiregleridir. Oksidatif olarak hasara ugramig nikleik asitler spesifik
enzimlerce tamir edilir, okside olmus proteinler proteolitik sistemlerce uzaklagtirilir ve okside

olmus membran lipidleri Gizerine lipazlar, peroksidazlar ve agil transferazlar etki ederler.

Son zamanlarda tedavi igin, etkili antioksidan ilaglarin bulunmasi ve boylece serbest
radikal kaynakli doku hasarinin dnlenebilmesi igin yogun ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu bilesikler
metal-selasyon yapici ajanlar ve radikal yok edicilerdir. Bu gesit bilegikler halen bazi tlkelerde
klinik olarak kullanilmakta, hatta uygun saglikli yiyecek maddeleri satan merkezlerden elde
edilebilmektedir. Bir o©rnegi probukoldiir. Klinikte lipid duguract bir 1lag olarak
kullaniimaktadir. Dusiik dansiteli lipoproteinlerin oksidasyonunu engelleyerek atheroskleroza

karst viicudu korumaktadir (94).

Epidemiyolojik aragtirmalarda dogal antioksidanlarin diigik seviyelerinin  kalp
hastaliklart ve kanser ile iliskisi bulunmustur. antioksidan ilaglarin diyetler yoluyla alinmasi veya
antioksidan vitamin ilaglari seklinde alinmasi bu hastaliklarin insidansinda etkili bir azalmaya

yol agmustir.
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2.2.6. Serbest radikallerin direkt olarak ol¢iilmesinde kullanilan metodlar:
1. Elektron spin rezonans ve radikal yakalayict metodlar (7,19,47)
2. Lipid peroksidasyon tranlerinin olgiilmesi
a. Lipid hidroperoksitlerin 6lgiilmesi (59,72)
b. Konjuge dienlerin 6lgtilmesi (22,28)
c. Thiobarbiitirik asit ile reaksiyon verebilen maddeler (TBARs) ve malondialdehitlerin
(MDA) olgiilmesi (31,142)
d. MDA disindaki diger aldehitlerin 6lgilmesi (33,143)
e. Ugucu hidrokarbonlarin 6lgiilmesi (67)
f. Lipid peroksidasyonunun floresan triinlerinin 6lgtilmest (66)
3. Protein hasarinin 6lgtilmest (77)
4. DNA hasarinin 6lgtlmesi (15,116)

5. Antioksidanlarin dlgilmesi (135).

2.3. Karsinojenezde oksidatif mekanizmalar

2.3.1. Cok safhah karsinojenez: Baslangig safhasinda tek bir somatik hiicre, oldiiriicii
olmayan genetik gecisli bir mutasyona ugrar. Biyiime veya farklilagmay: kontrol eden hiicresel
yapidaki mutasyon 'baglangi¢’ sathasinda gorilen genetik degisikligin ornek bir tipidir. Bu
baglatict mutasyon, ikinci safha olan 'ilerleme' sathasinda bir biyime avantaji saglayabilir.
Tumortn ilerlemesi bagil olarak benign bir seyir gosterir. Daha da ilerleyince malign degisimin

meydana geldigi Gglinci sathaya gelinmig olur, sonugta kanser olugur.

Oksidatif stres gok ¢esitli hiicresel etkilere sahiptir. Bu etkiler mutajenite, sitotoksisite
olusturabilir ve gen ekspresyonundaki degisiklikleri stimile edebilir. Ayrica bu etkiler
oksidanlar tarafindan karsinojenezisin gelismesinde rol oynamaktadirlar. Oksidanlar tarafindan
olusturulan mutasyonlar karsinojenezi baglatabilir, genetik materyalin oksidatif yolla

degistirtimesi vakanin benignden, malign neoplazmaya ilerlemesinde kendint gostermektedir.
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Oksidanlarca gen ekspresyonu kalibinin degistirilmesi, timorun ilerlemesinde ve baslangig

htcrelerinin uyariimasinda fonksiyon gorebilir.

2.3.2. Hidroksil radikallerinin DNA iizerine etkileri: Aktif oksijen tlrleri ireten
ajanlar (kimyasal maddeler, radyasyon) veya aktive olmus nétrofillerce retilen oksidanlarin
sebep oldugu hiperoksi'nin insan ve hayvan hiicrelerinde DNA hasari ve mutajenez olusturdugu
gosterilmistir (53,57,90,137,144). Bir adim daha ileri atilarak, kaltirii yapilmig hiicrelerde aktif
oksijen tiirlerinin malign transformasyon olugturdugu gosterilmigtir (138). Oksijenin mutajenik
kapasitesinin  hidroksil radikallerinin DNA ile direkt etkilesiminden kaynaklandig
diistiniilmektedir. Hidroksil radikallerinin tretim ve salintmini bloke eden metal selatorler;
" hidroksil radikallerini ve prekiirsorlerini detoksifiye edebilen ajanlara benzer olarak, hiicresel
sistemlerde ve hiicresiz ortamlarda aktif oksijen tiirfleri ile olusturulan DNA hasarmni,

mutasyonlari ve malign transformasyonu inhibe edebilir (4,10,76,87).

Hem demir hem de bakir iyonlar invitro aktif oksijen tiirleri yoluyla oksidatif DNA
hasarini arttirabilirler (5). Stabil olmayan bir radikal konumundaki hidroksil radikali DNA
molekiiliiniin biitiin birimleriyle higbir fark gézetmeksizin etkilesime girip biyiik bir DNA hasar

spektrumu olusturabilir.

2.3.3. G-C Etki Alanlari; Oksidatif DNA hasarinda hedef noktalar: Oksidatif
stresin G-C alanlarinda, replikasyon ve tamiri takiben de degismeyen mutasyonlar olusturma
egilimleri Moraes ve ¢alisma arkadaglart tarafindan bir mutasyon-gosterici plazmid sisteminde
gosterilmigtir. Fakat DNA'da G-C baz giftlerindeki mutasyonlarin sikligt bitiin - model
sistemlerinde tekdiize bir sekilde bulunamamistir. Mesela Moraes ve arkadaslan CV-I
hiicrelerinde demirli deney ortaminda esas lezyonlarin A ve T bolgelerinde oldugunu

gostermiglerdir. (85).

2.3.4. Oksidatif DNA hasarinda DNA'ya bagh olan Cu iyonlarimin fonksiyonu:
DNA ¢ozeltisine metal ilavesi DNA'daki bazlarda hasar yapabilen aktif oksijen tiirlerinin
gretimini hizlandirabilir. Demir ile karsilagtirildiginda, bakirin DNA ¢6zeltisine katilmasi daha
fazla mutasyonlar olugturur (129) ve oksidan maddelerin varliginda daha siddetli DNA baz
hasarinin olugmasina neden olur (5). Dogal DNA kuvvetlice bagh bakir iyonlart ihtiva
etmektedir (30). Bakirmn buradaki gorevi DNA'y1 stabilize etmektir. Gergekten bakir, invitro
sartlarda tek zincirden DNA'nin renatiirasyonuna araciltk etmektedir (98). Koordine baglar ile

bakir DNA ve niikleer proteinler arasinda bir baglayict olarak da kabul edilebilir. Genel olarak



kabul edilen gortuse gore bakirin DNA ile etkilesime girmesi, spesifik olarak DNA'daki G-C
bolgelerine baglanarak olmaktadir (98).

DNA'nin stabilizasyonu ve fonksiyonu igin bakirin baglanmasi sart olmakla beraber,
baglh bakir iyonlar siddetli hasar olugturucu redoks reaksiyonlari igin hedef bir alan saglayabilir.
Bakirin varliginda, elektronlarin metal katalizli redoks déngisi, daha az reaktif olan stiperoksit
ve hidrojen peroksitten, stabil olmayan agini reaktif hidroksil radikallerinin olusumunu

saglayabilir.

2.3.5. 8-0x0-G: Oksidatif stres ile olusturulan mutajenezin mediatérii: dG'nin
(deoksiguanin) 8-hidroksil tiri, invitro fizyolojik sartlarda tiretilmekte olan DNA'nin en yaygin
oksitlenmig Griintidur (4,5). Baz1 aragtirmalar; farklt deneysel karsinojen uygulamali protokoller
ile 8-hidroksi-G'nin olugtugunu gosterdiler (38). 8-hidroksi-G'nin idrar ile atilimi yas ile,
metabolik hiz, kalori alimi ve diyetin antioksidan igerigi ile iligkilidir (41,117,118). Bu
konudaki en belirgin bulgular Kuchino ve arkadaglarinin invitro gartlarda 8-oxo-G'nin mutajen

oldugunu gostermesiyle elde edilmigtir (71).

2.3.6. Tiimoriin ilerleme (progresyon) safhasinda serbest radikallerin rolii:
Karsinojenezisin daha ileri safthalarinda da serbest radikallerin onemli rolleri oldugu
diistiniilmektedir (43,65,86,127,141). lleri siirtilen hipotez sudur: Serbest radikaller direkt
olarak veya indirekt yollarla tiimor gelisimine aracilik edebilirler. Ozellikle bir gok ¢aligma
antioksidanlarin veya oksidan detoksifiye edicilerin "progresyon" ile baglantih birgok
biyokimyasal siireglerini inhibe ettiklerini gostermistir. Bu sonuglar, serbest radikallerin
neticede timor ilerlemesine yol agan birgok biyokimyasal ve molekiiler degisikliklerde onemli
roller1 olabilecegini géstenﬁektedir. Serbest radikal reten bilegiklerin, 6zellikle peroksitler ve
hidroperoksitler, invivo olarak tiimoriin sathasini ilerletme aktiviteleri oldugu ve timor

ilerlemesiyle ilgili hiicresel degigiklikleri etkileyebilecegi iddia edilmektedir.

2.3.7. Diger mekanizmalar: Kanser olusumunda oksidasyon ile baglantili bagka
mekanizmalar da vardir; a) Gen regilasyonunda oksidasyon-rediiksiyon mekanizmalarinin
fonksiyonu. b) Sistein bakiyelerinin tiimortn ilerlemesini saglayan maddelerce oksidatif olarak

modifikasyonu.



2.4. Beyin metabolizmasinda serbest radikallerin rolii:

Yukarida anfatilan mekanizmalarin hepsi organ ve doku farki olmaksizin butiin kanserlerde
gegerli olan mekanizmalardir. Dolayisiyla beyinde de ayni mekanizmalar mevcuttur. Yalniz,
beyini diger organlardan farkh kilan bazi 6zellikleri vardir. Bu ozellikleri nedeniyle serbest

radikal kaynakli olaylar diger dokulara gore daha siddetli olmaktadir.

Viicudun diger organlarina gore sinir sistemi reaktif oksijen metabolitlerinin (ROM)
hasarlarina biyokimyasal, fizyolojik ve anatomik agidan asagida belirtilen sebeplerden dolay:

(35) daha fazla maruz kalmaktadir:
|.Beyinde oksidatif metabolik aktivite yiiksektir.

2. Beyinde kolaylikla okside olabilen substratlar yiksek konsantrasyonda bulunur.

Ozellikle poliansatiire yag asitleri.

3. Koruyucu antioksidan enzimlerin miktarlarinin az olmas: (6zellikle katalaz ve

glutatyon peroksidaz).

4. Spesifik bazt ndrokimyasal reaksiyonlarla ROM'un endojen iiretimi. Ornek: Dopamin

oksidasyonu.
5. Membran yiizey alaninin sitoplazmik voliime oranla daha fazla olmasi.
6. Periferal hasar igin uygun genislemis akson morfolojisi.
7. Dagilip bozulmaya ve etkilenmeye yatkin néronal anatomik ag.
8. Noron hiicreleri son boliinmesini tamamlamigtir ve gogalma olay: yoktur.
Su hastaliklarin direkt veya indirekt olarak serbest radikallerle yakindan iligkisi vardir:
Parkinson hastaligi (101)
Down Sendromu (3)
Alzheimer Hastaligi (132)
Lipofuksin (61)
Multiple sklerozis (68)

Serebrovaskiiler yaralanma: Travma ve iskemi (9,26).
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2.5. Serbest radikal hasarina kargr koruyucu enzimler

2.5.1. Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1): Katalizledigi reaksiyon asagidaki
gibidir.
20,-+ 2H:! — > H,0,+0,

Stiperoksit radikallerinin  hidrojen peroksite dismutasyonunu katalizleyen enzim
grubudur. Metal ihtiva ettigi icin metalloenzim grubunda miitalaa edilmektedir. Insanda Cu,Zn-
SOD ve Mn-SOD bulunmaktadir. Fe-SOD ise mikroorganizmalarda ve bazi bitkilerde
bulunmaktadir. Cu,Zn-SOD ilk defa 1969'da McCord ve Fridovic tarafindan tanimlanmistir
(84). Hayvan (39), bitki (113) ve mayadan (46) saflagtirlmigtir. Hiicrenin sitoplazmasinda
bulunmaktadir. Molekiil kiitlesi 32,000 daltondur. 1ki alt iinitesi vardir ve bunlarin herbirinde
bir Cu ve bir Zn atomu bulunmaktadir. Ayrica her alt birimde bir zincir igi distlfur kopriisii, bir
siilfidril grubu ve bir de asetillenmis terminal amino grubu bulunmaktadir (44). Cu,Zn-SOD
enziminin ayri formlari bulunmaktadir: Sitoplazmada bulunanin disinda bazi hayvanlarin
plazmasinda tesbit edilmis olan 130,000 dalton molekil kiitleli Cu,Zn-SOD mevcuttur (80).
Mn-SOD mitokondrial bir enzimdir. Prokaryotlarin sitozoliinden elde edilebilmektedir. [lk kez
1970 yilinda Keele ve arkadaglari tarafindan izole edilmigtir (63). Buradaki Mangan +3
degerliklidir. 1ki alt birimden yapilmistir, her alt birimde bir Mn atomu vardir ve 23,000 dalton

molekiil kitlesine sahiptir.

2.5.2. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.9): Memeli eritrositlerinde
bulundugu ilk defa Mills (45,82) ve arkadaglari tarafindan gosterilmistir. Daha sonra yapilan
aragtirmalarla enzim hakkindaki bilgiler kesinlegtirmigtir (20,21,55). Prostetik grup olarak
Selenyum (Se) tagimaktadir. O yiizden metalloenzimler boliminde mitalaa edilir. Hidrojen
peroksitin invitro detoksifikasyonunu biiyiik bir spesifiklikle katalizlemektedir. Bu arada

rediikte glutatyon okside glutatyona gevrilmektedir. Enzimin katalizledigi reaksiyon soyledir:

2GSH + HzOg —> GSSG + 2H20

2.5.3. Katalaz (KAT, EC 1.11.1.6): (1)Tabiatta yaygin bir sekilde mevcut oldugu 1lk
kez 1901'de O.Leew tarafindan bulunmugtur. Yine ilk defa 1937'de Sumner ve Dounce
tarafindan karacigerden kristal formda elde edildi. Molekiil kiitlesi 240,000 daltondur. Doért alt

iiniteden olusmustur. Bu alt initeler ferriprotoporfirin gruplari seklindedir. Yani prostetik



grubunun yapisinda Felll bulunan protoporfirin IX ihtiva etmektedir. Doku katalaz aktiviteler:
buyiik farklilik gostermektedir. Karaciger ve bobrekte en yiksek aktivite degerleri vardir. En az
aktivite ise destek dokusunda bulunmaktadir. Dokularda esas olarak mitokondri ve peroksizom
partikiillerine bagli olarak bulunur. Oysa eritrositlerde ¢oziinmiis halde bulunmaktadir. Kandaki
katalaz aktivitesi biiyik olgiide eri‘trositlerden kaynakldnmaktadlr. Insan eritrositleri katalaz
yoniinden ¢ok zengindir. Karaciger hiicrelerinde enzim aktivitesinin en yiksek oldugu
organeller peroksizomlard‘lr. Ayrica sitoplazma ve endoplazmik retikulumda da aktivite vardir.
GSH-Px ile ayni fonksiyonu Ustlenmistir. Fakat hiicre i¢i dagihm agisindan farklilik vardir.
GSH-Px esas olarak mitokondri ve sitozolde bulunurken katalaz peroksizomlarda bulunur.

Eritrositlerde mitokondri olmadigi halde yiiksek aktivitede CAT ve GSH-Px vardur.
Katalizledigi reaksiyon:
2H,0, —— > 2H,0+ 0,
ROOH + AHy ————» H,0+ROH + A

(ROOH: metanol, etanol, formik asit, fenoller gibi bir elektron verict)



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Caligma gruplarn (Hastalar ve Kontrol Grubu)

Caligmada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Ankara Hastanesi ve Niimune Hastanesi
Beyin Cerrahisi Kliniklerine teshis ve tedavi amactyla yatirilmis olan beyin tiimorli 48 hastadan
operasyon ile alinmig beyin dokulart kullaniimistir. Yirmisekizi erkek ve 20'st kadin olan bu
hastalarin yas Qrtalamalan sirastyla 41.37+18.64 (yag siniri:11-74) ve 46.4+18.8 (yas sinirt:5-
68) idi. Calismaya 5 degisik timor tipine sahip hastalar dahil edilmistir:

e (6 melanoma

7 metastatik beyin timora (Akciger orjinli)

11 glioblastoma multiforme

10 astrositoma

14 meningioma

Tanilar histopatolojik incelemelerden sonra her hastanenin patoloji  kliniginde
konulmugtur. Caligmanin kontrol grubunu, 6liimii Gizerinden heniiz 6 saat gegmeden otopsi
amactyla Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Adli Tip Kurumuna getirilmis, yas ortalamas
44.14£16.82 (yas sinirn:12-63) olan 17 sahsin otopsileri sirasinda saglam beyin dokularindan

alinan 6rnekler olusturmustur.
Hastalarin klinige bagvurmalari genellikle tiimor basi bulgulart ortaya g¢iktiktan sonra

olmustur.

3.2. Arag ve Geregler

Caligmada su aletler kullanilmistir: Hitachi Model 100-30 Spectrophotometer, Beckman Model
25 Spektrofotometre, Linear Instruments Corp. Model 282 recorder (kaydedici), B.Braun

Melsungen AG Model 853202 homojenizator, Bosch Model S2000/10 hassas terazi, Sartorius



Basic Model BA210S hassas terazi, Ugur marka derin dondurucu, Cenco Whirlmix Vortex,
Beckman Expandomatic Model pH metre, Rihrwerk Martin marka manyetik karigtirici, AB

Lars Ljunberg & Co. marka kiigiik boy santriftij, Sorvall Superspeed Model SS-1 santrifty.

3.3. Beyin Dokusu Numunelerinin Hazirlanmasi

3.3.1. Deneylerde kullanilan maddeler: CuSQO,;.5H,0, Nas-sitrat, Na,CO3;, NaOH,
Sodyum tungstat (Na,Wo,.2H,0), Sodyum molibdat (Na;MoQ,4.2H,0), fosforik asit, H,SOy,
lityum stlfat, bromir, Tris (hydroxymethyl amino methane), HCl, Na,EDTA, Triton X-100
(Merk), Xanthine (Merk), NBT (Sigma), bovine serum albumine, Xanthine oxidase (Sigma),
(NH4),S04, CuCl,, H,0,, KH,PO4, NayHPO42H,0O, Redikte GSH (Sigma), NADPH
(Sigma), Glutatyon rediiktaz (GSH-Px)(Sigma), Sodium Azid (NaNj3).

3.3.2. Numunelerin korunmast ve homojenizasyon: Tiimorli beyin dokular ve
kontrol grubundan elde edilen normal beyin dokulart deneyler yapilacagt ana kadar -30 °C'ye
ayarli derin dondurucuda bekletildi. Dokular herhangi bir koruyucu sivi igerisine degil,
dogrudan temiz cam bir tipe kuru olarak konuldu. Her nimune en fazla bir hafta igerisinde
caligildi. Derin dondurucudan ¢ikarilan nimuneler dnce bir petrt kutu igerisinde bir bistiirt
yardimiyla kiigiik pargalara ayrildi. Soguk bidistile su ile yikanarak kontaminasyon materyali ve
kan bulasigt giderildi. Bu islem her niimune igin 3 defa tekrarlandi. Buradaki bittin islemler +4

°C'de yapild.

3.3.2.1. Homojenizasyonda kullanilan reaktifler: pH 7.5, 80mM Tris-HCI tamponu:
2.51g Tris bir miktar suda ¢ozalir, 253ml 0.IN HCI eklenir ve bidistile su ile 500ml'ye
tamamlanir. Uzerine koruyucu olarak (metal iyonlarini baglayic1) 93mg Na,EDTA ve ozellikle
katalaz enzimi i¢in subselltler yapilardaki enzimi ortaya ¢ikarmak igin membran pargalayici

ajan olarak 0.25ml Triton X-100 eklendi.

3.3.2.2. Homojenizasyonda yapilan islemler: Bir kistm doku ile 5 kisim tampon
karigtirilarak %20'lik bir homojenat hazirlandi. Homojenizasyonun sirest biitin enzimler igin
optimal olacak sekilde 10 dak. olarak belirlendi. Homojenizasyon iglemi tamamlandiktan sonra
homojenat tiiplere konarak 10,000xg'de 40 dak santriftij edildi. Ustte kalan stipernatan kismi
bir pipetle nazikge alindi ve ilk protein tayini ile katalaz enziminin aktivite tayini bu fraksiyonda

yapildi. Daha sonra bu stipernatan 1/] oraninda Kloroform-etanol (3/5, v/v) (128) ile



karigtinlarak yeniden 10,000xg'de 30 dak. santrifiij edildi. Ustteki etanol fazinda 2. protein
tayini ile GSH-Px ve Total SOD enzimlerinin aktivite tayini yapild:.

3.4. Ekstraksiyonlu ve ekstraksiyonsuz niimunelerde protein tayini:

Deneyin prensibi (Lowry Metodu): (79) Alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi
olugur. Bu kompleks fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifini)
redikler ve koyu mavi bir renk olusur. Burada rengin koyulugu ortamdaki protein
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Folin reaktifinin ilavesinde su onemli kaideye dikkat
etmek gerekir: Bu reaktif yalniz asit ortamda dayaniklidir. Tarif edilen bu redikleme ise pH
10'da gergeklesmektedir. Bundan dolayi folin reaktifi alkali bakir-protein ¢ozeltisine hemen
ilave edilmeli ve derhal siddetle kanstirilmalidir. Bu suretle fosfomolibdat-fosfotungstat (folin)

reaktifi pargalanmadan once rediiklenme olay1 gergeklesir.
Kullanilan reaktifler:
A Reaktifi: 0.5g CuSO,4.5H,0 ve 1.0g Nagsitrat 100ml bidistile suda ¢oziiliir.
B Reaktifi: 20.0g Na,COj; ve 4g NaOH 1L bidistile suda ¢ozilar.
C Reaktifi: 50.0ml B ¢ozeltisine 1.0ml a ¢ozeltisi ilave edilir (Taze hazirlanmahdir)

D Reaktifi: (Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifi): 1500ml lik bir balona 100g sbdyum tungstat
(Na2Wo,.2H,0), 25g sodyum molibdat (Na;Mo0Q,.2H,0), 700m! bidistile su, 50ml %85
fosforik asit ve 100ml konsantre hidroklorik asit (HCI) konulur. 10 saat geri sogutucu altinda
yavasga isitilir. Soguduktan sonra tizerine 100g lityum siilfat, SOml bidistile su ve 5 damla brom
ilave edilir. 15 dakika kaynatilarak bromun fazlasi ugurulur. Bu kaynatma geri sogutucusuz
olarak yapilir. Muhteviyat sogutulur ve 1L'lik balona aktarilir. Distile su ile litreye tamamlanir.
Koyu renkli sisede muhafaza edilir. Uygun sartlarda reaktifin rengi saridir. Yesil renk, reaktifin

bozuldugunu gosterir. Kullanilacagt zaman 1/1 oraninda bidistile su ile seyreltilir,
Not: Bu metod biiire metodunun gelistirilmis seklidir ve daha hassastir.

Deneyin yaplllslz Once defisik konsantrasyonlarda protein standarti kullamlarak
(bovine serum albiimin standartt kullanilmistir) "Optik dansite (OD) - mg/ml protein

konsantrasyonu" grafigi ¢izildi. Numunenin protein degerleri bu grafikten okundu.



Kor Niimune
Numune'(pL) - 10
Su (pL) 500 490
| C Reaktifi (ml) ’ 2.5 2.5

Karstirthr, 10 dakika beklenir

D Reaktifi (ml) 0.25 0.25

Tiiplerin agz1 parafilm ile kapatilarak 25 °C'de 20-30 dakika beklenir ve 700nm'de

nimunenin absorbansi kére karst okunur.

Hesab

Protein (mg/ml)= grafikten okunan deger x faktor

standart hacmi (0.5ml)
F (faktor)= =50
niimune hacmi (0.0 1ml)

Not: Faktor kullanilan numunenin miktarina gore degisir.

3.5. Superoksit dismutaz aktivitesinin tayini:

3.5.1. Deneyin prensibi: (128) Bu metodda siiperoksit dismutaz aktivitesi, ksantin-
ksantin oksidaz sistemi ile iretilen siiperoksitin nitroblue tetrazoliumu indirge mesi esasina
dayanir. Olugan stperoksit radikalleri NBT'yi indirgeyerek renkli formazani olusturur. Bu
kompleks 560nm'de maksimum absorbans verir. Enzimin olmadi@ ortamda bu indirgenme
meydana gelip mavi bir renk olusmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise indirgenme olay:
olmayip mavi-mor renk meydana gelmemekte veya enzimin miktar ve aktivitesine bagl olarak

acik renk olugmaktadir.



3.5.2. Kullanilan reaktifler:

. Cahgma Cozeltisi: Asagidaki maddeler (a,b,c.d,e) belirtilen molaritede hazirlanarak

kangtirilir ve buzdolabinda +4 °C'de saklanir.

a) 0.3mmol/L ksantin: 9.13mg ksantin alinip 200ml bidistile suda ¢oziliir. Cézme

islemi birkag damla 1M NaOH'li ortamda hafifge isitilarak yapilir.
b) 0.6mmol/L Na,EDTA: 25mg EDTA alinip 100ml bidistile suda ¢ozdlar.
¢) 150umol/L NBT: 12.3mg NBT alinip 100ml bidistile su ile ¢ozular.
d) 400mmol/L Na,CO;: 2.54g Na,CO; alinip 60ml bidistile suda ¢ozilir.
e) 1g/L bovine serum albumin (BSA): 30 mg alinip 30ml bidistile suda ¢oziiliir.

2. Ksantin oksidaz (167U/L): 10uL ksantin oksidaz (U, spesifik aktivite) alinp 1ml buz gibi

soguk 2M (NH,),S0, ile karstirihir. Enzim ¢ozeltileri deney esnasinda hazirlanir.
2M (NH4),SO4: 2.64g (NH,4),SO, alinip 10ml bidistile suda ¢ozulir. Buzlukta saklanir.

3. 0.8mmol/L CuCl,: 10.8mg CuCl, alinip bir miktar bidistile suda g¢ozilerek 100ml'ye

tamamlanir.

3.5.3. Deneyin yapihsi:

Kor Niimune
Caligma ¢ozeltisi (ml) 2.85 2.85
S(jﬁematan (ml) - 0.10
Bidistile su (ml) 0.10 -
Ksantin oksidaz (ml) 0.05 0.05

25 °C sicaklikta 20 dakika inkiibasyon

CuCl, (ml) 1.0 1.0

Numune ve kor 560nm dalga boyunda suya kargi okunur



3.5.4. Siiperoksit dismutaz aktivitesinin hesaplanmasi:

Absorbans(kdr) - Absorbans(niimune)
%inhibisyon = x 100
Absorbans(kor)

%inhibisyon
Aktivite (U/ml) =
50x0.1

U/ml
Spesifik aktivite (U/mg protein) =

mg/ml protein

Unite tarifi; Bir SOD initesi, NBT rediiksiyonunu %50 oraninda inhibe eden enzim

aktivitesidir.

3.6. Glutatyon peroksidaz aktivitesinin tayini:

3.6.1. Deneyin prensibi: (93) Deney, ortamda bulunan GSH-Px enziminin kataliziyle
H,05'nin H,O ve singlet oksijene gevrilmesi ve bunun da rediikte GSH" okside GSH'a (GSSG)
cevirmesinin hizi prensibine dayanmaktadir. GSSG'nin olusum hizi deney ortamindaki
NADPH'in NADP'ye ¢evrilmesi ile optik dansitede meydana gelen azalmanin 340nm'de
takibiyle hesaplanir.

N% )I)P

2GSH + H,0; ——— > H,0 +GSSG * 2GSH

Enzim tnitest: Birim zamanda okside olan NADPH'in mikromol miktandir.
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3.6.2. Deneyde kullamilan reaktifler:
GSH (150mM): 50mg GSH 1ml tamponda ¢6ziiliir
NaNj (IM): 65mg NaN; Iml tamponda gozulir
NADPH (3mM): Smg NADPH alinir Iml tamponda ¢oziiliir.

GSH-Reduktaz: Ticari preparattan (U/ml, spesifik aktivite) direkt olarak seyreltme olmaksizin

kullanilir.

H,0, (50mM): 15uL H;0, alinip S5ml tampona konulur.

Tampon (pH 7, 50mM fosfat tamponu):

A: Na,HPO,), S0mM, 7.1g/L B: KH,PO,, 50mM, 6.8g/L

600ml A +400mi B + 2.08g Na,EDTA seklinde hazirlanir.

3.6.3. Deneyin yapilisi:,

Numune Kor
Fosfat tamponu (ml) 2.65 2.67
Reditkte GSH (ml) 0.10 | ’ 0.10
NADPH (ml) 0.10 0.10
"GSH-Rediiktaz (ml) 0.01 [ 0.01
NaN; (ml) 0.01 0.01
Nmﬁune(SUpernatan) (ml) 0.02 -

Karngtirilip 25 °C sicaklikta 30 dakika inkiibe edilir

5 dakika boyunca 340nm'de meydana gelen optik dansite azalmasi recorder ile takip edilir.
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3.6.4. Enzimin aktivitesinin hesaplanmasz:

NADPH (epsilon)= 6.22 x 103M-1 = 6.22 mM-!

A OD / dak. = (AOD / dak)ngmune - (AOD / dak)yer

AOD/dak 1
umol/dakika/L = U/L= x 103 umol/L x
6.22 0.02

U/L = AOD/dak x 24.1 x 103

U/L

Spesifik aktivite (U/mg protein) =
mg/L protein

3.7. Katalaz aktivitesinin tayini

3.7.1. Deneyin prensibi: (1) Hidrojen peroksit (H,0,), ultraviole spektrumu araliginda
dalga boyunun azalmasi ile artan bir absorbsiyon verir. Deney ortaminda, katalaz enziminin
kataliziyle H,O»'nin pargalanmast, 240nm dalga boyunda (E,sy = 40.0cm2/pumol) bir azalma

olarak fakip edilir. Absorbanstaki dakikalik diigme hizt enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.

3.7.2. Kullamlan reaktifler:

Fosfat tamponu pH 7 (50mM): 50mM, 7.1g/LL Na,PO/in 600mlsi ile 50mM, 6.8g/L
KH,PO,'tin 400ml'si karigtirilir. Soguk ortamda muhafaza edilir.

H,0,: 100ml tampona optik dansite 0.50 olana kadar azar azar (mikrolitreler halinde) H,0,

eklenir. Her seferinde kiivete konarak optik dansite 6lgiilir.



3.7.3. Deneyin yapilisi:

Niimune Kor
Fosfat tamponu (ml) - 2.99
2.99 0.01
H,0, (ml)
Stpernatan (mf) 0.01 -

240nm'de 5 dakika recorder ile takip edilir.

3.7.4. Enzimin aktivitesinin hesaplanmasi

2 3log OD,/OD,

k/sec = k x sec-! =
60sn

k x sec-!

k/gram protein =
mg/ml protein x 1000 x 0.01
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4.SONUGLAR

Tablo 1'de kontrol grubunda ve farkl tiirde beyin tiimorlerinde beyin dokusunda enzim
aktiviteleri goriilmektedir. Tablo 2'de ise kontrol grubu enzim aktivitesi ortalamalar ile hasta
grubu enzim aktivite ortalamalarinin anlamliik testi olan Mann-Witney-U testinin sonuglar
gortilmektedir. Tabloda gorildiogi gibi, SOD aktivitesi glioblastoma multiforme grubunda
kontrol grubundan farklilik gostermemektedir (p<0.219). Astrositoma ve melanomada SOD
aktivitesi kontrol grubuna gore anlamh bir azalma gostermistir (sirastyla p<0.017, p<0.001).
Metastatik beyin tiimérii ve meningioma gruplarinda ise SOD aktivitesi kontrol dokularina
gore anlamh bir artig gostermigtir (sirastyla p<0.008, p<0.031). GSH-Px aktivitesi agisindan
astrositoma ve glioblastoma multiforme gruplarinda, kontrol grubu ile kargilastirildiginda
istatistiksel agidan anlamli bir farklilik gézlemﬁemektedir. Buna kargilik melanomada kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma mevcutken (p<0.014) ‘metastatik beyin
timoOri ve meningioma gruplarinda anlamli bir artma gozlenmektedir (sirastyla p<0.015,
p<0.008). Katalaz aktivitesi metastatik beyin tiiméri grubunda kontrole gore anlamh olmayan
bir azalma gostermigtir (p<0.071). Astrositoma grubunda kontrole gore anlaml bir azalma
oldugu gozlenmistir (p<0.004). Bunlara kargilk melanoma, meningioma ve glioblastoma
multiforme gruplaninda kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamh aktivite artmalan

gozlenmistir (sirastyla p<0.0004, p<0.0001, p<0.0001).

Degerlere dikkat“ edildiginde, kanserli dokularn tipleri esas alindifinda, serbest
radikallerden koruyu enzimlerin aktivitelerinde kontrol grubu degerlerine gore azalmalar ve
artmalar gortilmektedir. Ornegin Grup 2 ve 3'te SOD aktiviteleri kontrol grubundan daha
diigiik ve diger kanser gruplarinda kontrol grubundan daha yiiksektir. Buna benzer olarak Grup
2 ve 4'te katalaz aktivite degerleri kontrol grubuna goére diigiikkken diger gruplarda kontrole

gore daha yuksektir.

Beynin degisik bolgelerinde ve loblarinda, serbest radikallerden koruyucu enzimlerin

aktivitelerinde farkliliklar bulunabilecegi ihtimaline binaen kontrol grubunda beynin parietal,
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oksipital ve frontal loblarindan alinan 6rneklerde enzim aktiviteleri 6lgilmiis olup her ii¢ enzim
i¢gin de anlamli farkldiklar tesbit edilememistir. Bu deneme, hasta ve kontrol gruplarinia
gegmeden Once koyun beyninde de yapilmis olup SOD, GSH-Px ve katalaz enzimlerinde
lokal farkliliklar olmadig tesbit edilmistir. Boylece hasta gruplarinda ve kontrol grubunda
alinan materyalin bulundugu bolgeye bagli olarak gelebilecek bir yanilma ihtimali ortadan
kaldinilmis olmaktadir. Bu ylizden tiimér dokusunun veya kontrol dokusunun alindigr yer ile

ilgili herhangi bir siniflama yapilmamigtir,

Kontrol grubu ve kanser gruplart arasinda korelasyon katsayilar1 agisindan bazi dnemli
farkliliklar tesbit edilmigtir. Bunlar Tablo 3'te gorilmektedir. SOD/GSH-Px arasinda metastatik
akciger kanseri ve glioblastoma multiforme gruplarinda negatif korelasyonlar tesbit edilmistir.
SOD/KAT arasinda kontrol grubunda negatif, diger bitin kanser gruplan arasinda ise pozitif
korelasyonlar tesbit edilmistir. Son olarak GSH-Px/KAT arasinda kontrol ve glioblastoma
multiforme gruplarinda negatif korelasyon mevcutken meningiomada pozitif korelasyonlar

tesbit edilmistir.

Sekil 1, 2 ve 3'te ise kontrol ve timér gruplarnin ortalamalart grafik seklinde

verilmektedir.

Tablo 1. Kontrol grubu ve hasta gruplarinda SOD, GSH-Px ve KAT aktiviteleri.

SOD GSH- Px KAT
U/mg protein U/mg protein k/gr protein (x 10
1.Kontrol (n=17) 15.74+7.84 1.88%1.16 3.79£1.75
2. Astrositoma (n=10) 6.98+6.74 1.45+0.74 1.74+1.01
3. Melanoma (n=06) 8.05+1.26 0.68+0.33 16.4+4.51
4 MB.T. (n=7) 35.074£3.75 3.9441.53 2.12+1.74
5. Meningioma (n=14) 27.85+17.20 6.28+4.66 17.8+12.25
6. GM. (n=11) 16.15+3.79 1.15+0.33 23.15+7.69

M.B.T.: Metastatik beyin timo6ri, G.M.: Glioblastoma multiforme
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Tablo 2. Mann-Witney U Testinin Sonuglari.

SOD GSH-Px KAT
1-2 p<0.017 p<0.514 p<0.004
1-3 p<0.001 p<0.014 p<0.0004
1-4 p<0.008 p<0.015 p<0.071
(-5 p<0.031 p<0.008 p<0.0001
1-6 p<0.219 p<0.138 p<0.0001

1: Kontrol grubu

2: Astrositoma grubu

: Melanoma grubu

: Metastatik beyin timorii grubu
: Meningioma grubu

. Glioblastoma multiforme grubu

N W bW

Tablo 3. Kontrol ve hasta gruplarinda intra-korelasyon analizleri.

SOD/GSH-Px SOD/KAT GSH-Px/KAT
Kontrol k.y. -0.37 -0.45
Astrositoma k.y. 0.32 k.y.
Melanoma k.y. 0.93 k.y.
M.B.T. -0.33 0.46 k.y.
Meningioma k.y. 0.39 0.49
GM. -0.62 0.57 -0.40

k.y.: korelasyon yok, M.B.T.: Metastatik beyin timdrii, G.M.: Glioblastoma multiforme
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50 —

SOD Aktivitesi {U/mg protein)

Kontrol Astrositoma Melanoma M.B.T. Meningioma G.M.

Sekil 1. Kontrol ve hasta gruplarinda beyin dokusundaki SOD aktiviteleri
(M.B.T.: Metastatik beyin timéri, G.M.: Glioblastoma multiforme)

15

13 -+

GSH-Px Aktivitesi (U/mg protein)

4 -~ Kontrol Astrositoma Melanoma M.B.T. Meningioma G.M.

Sekil 2. Kontrol ve hasta gruplarinda beyin dokusundaki GSH-Px aktiviteleri
(M.B.T.: Metastatik beyin tiimérii, G.M.: Glioblastoma multiforme)
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35

30 +

20 +

10 -+

KAT Aktivitesi (k/g protein x 10-4)

Kontrol Astrositoma Melanoma M.B.T. Meningioma G.M.

Sekil 3. Kontrol ve hasta gruplarinda beyin dokusundaki CAT aktiviteleri M.B.T.:
Metastatik beyin tiimérii, G.M.: Glioblastoma multiforme)
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5.TARTISMA

Oncelikle sunu belirtmek gerekir ki, bu caligmada aragtinilan stiperoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri bagta akciger, karaciger ve kolon olmak tizere birgok
timor tipinde ¢aligtimasina ragmen beyin tiimorlerinde ¢ok az sayida aragtirma yapilmistir. Bu
ylizden galigma, literatir bulgulaniyla istenen ol¢iide mukayese edilememektedir. Karsilagilan bir
diger guglik ise bazi beyin timéri tiplerinin orjininin heniiz tam olarak aydinlatilamamig
olmasidir. Ornegin glioblastoma multiforme gliomalarin en maligni olmasina ragmen hangi
hiicreden koken aldig halen tartiyma konusudur. Bazi arastiricilar primer bir kanser olarak
gelistigini ileri stirmektedir. Her ne kadar glioblast diye bir htcre tipi olmasa da, anaplastik
hicrelerin, hicresel elemanlann birgok sekline farklilasabildigi bilinmektedir. Diger bazilarina
gore ise bu tamorler buytk bir ihtimalle iyi gelismis glial hiicrelerden (ozellikle astrositlerden)

koken almaktadir.

Viicutta tretilen serbest radikallerin, 6zellikle de serbest oksijen radikallerinin, kanserin
baglangic ve ilerleme safhalarinda onemli fonksiyonlari oldugu bazi arastiricilar tarafindan
gosterilmigtir. Bu konudaki ¢aligmalar birgok merkezde devam etmektedir (2). Serbest radikal
ureten bazi maddelerin kanseréz degisimi baglatict (119), bazi antioksidan ozellige sahip
maddelerin kullaniminin da kanser6z degisimin baglamasini onleyici (70) ozellige sahip olmalari
bu iddialar1 dogrulamaktadir. C ve E vitamini; gibi vitaminler insanlarda kofuyucu olarak
kullanilabilmektedir (2,140). Serbest radikalleri hyok edici diger sistemlerin ve inhibitorlerin
neoplastik siireci geciktirdigi ve hatta onledigi yapilan ve yapilmakta olan g¢aligmalarla

gosterilmigtir (64,111). Bu siiregte gorev alan enzimler ise SOD, KAT ve GSH-Px'tir.

Serbest radikallerin herhangi bir sebeple iretimlerindeki artma veya tiiketimlerindeki
azalma (bunun sebeplerinden biri enzimatik sistemin yeteri kadar aktif olmamasidir) DNA'nin
yapisinda degisikliklere (kirilmalar, baz degisiklikleri gibi), mutasyonlara, kromozomal
degisikliklere ve sonugta kansere yol agabilir (100). Yine serbest radikaller hiicre bilytimesini

kontrol eden ve farklilasmay: saglayan genleri stimiile edebilirler (42,54).
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Tkeda, 1. ve arkadaslan yaptiklan bir ¢aligmada; serbest radikallerin endotel hiicrelerinin
yapisin1 bozarak kan-beyin bariyerini ortadan kaldirdiklarini ve beyinde direkt hasar meydana
getirdiklerini, bunun da noron ve glialardaki yapisal degisikliklerin diginda beyin 6demine de
neden oldufunu gostermiglerdir (60). Bu vazojenik beyin ddeminden, bozulan kan-beyin
bariyeri ile vaskiler permeabilitenin artmast sorumtu tutulmustur (58,105). Beyin tiimérlerinde
de, once timorin iginde daha sonra da peritiimoral sahada ddem gelismektedir. Peritiimoral
odemden vaskiller permeabiliteyi arttirma ozellifine sahip olan serbest radikaller sorumlu
tutulmaktadir (17,25). Bunlann isi@inda, tiimér hiicrelerinin serbest radikal irettikleri ve serbest

radikaller1 yok eden sistemlerin bu hiicrelerde bozuldugu gdzlenmistir (6,8,16,27).

Bu caligmada temel amag, serbest radikalleri metabolize eden enzim sistemlerinin
degisik beyin tiimori dokularindaki durumunu ortaya ¢ikarmaktir. Bu amagla asagidaki tabloya

g0z gezdirdigimizde;

Tablo 4: Tumdrlt dokularda enzimatik degisim

Tamor tipi SOD GSH-Px KAT
Astrositoma 3 — $
Melanoma J \2 T
M.B.T. T 0 -
Meningioma T T T
G.M. —> —> T

M.B.T.: Metastatik beyin timoérii, G.M.: Glioblastoma multiforme

astrositomada GSH-Px, metastatik beyin timoriinde katalaz ve glioblastoma multiformede
SOD ile GSH-Px aktiviteleri degismeden kalmis, dolayisiyla timoral degisim dengeyi
bozmamugtir. Fakat bunlarin diginda kalan diger parametrelere bakildiginda enzim
aktivitelerinde hem artma hem de azalmalar goriilmektedir. Dolayistyla bir genelleme yapilarak,
"tamorli beyin dokularinda serbest radikalleri metabolize eden enzimlerin aktivitesi
azalmaktadir” veya "artmaktadir”" gibi bir sonuca varmak olduk¢a zordur. Bu zorluk nedeniyle
her grup kendi iginde degerlendirilmigtir. Ayrica meningioma diginda diger tiimérlerde tiimériin
koken aldig hiicre tipi ile enzim aktivitesi arasinda anlamli bir baglanti yoktur. Diger organ

timorlerinde elde edilen sonuglara bakildiginda (Tablo 5) bu enzim sistemlerinin hemen hemen
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timiintn baskilandigini gormekteyiz. Sadece akciger, mide ve meme kanserlerinde GSH-Px

aktivitesinde artma tesbit edilmistir. Diger timor tiplerinde azalma mevcuttur.

Tablo 5: Farkli tip organ timorlerinde enzimatik degisim

Kanser tipi SOD GSH-Px KAT

Deri tiimori (fare) o U
Akciger tumorii (fare)

Hepatoma (fare)

Kolorektal kanser (insan)

— & - o« =

Hepatoma (insan)

Bobrek kanserleri (insan) Lot

:><:(——¢
<_.

Akciger, mide ve meme kanseri

Tumér gruplart aynt ayn degerlendirildiginde; Astrositomada, serbest radikallerden
koruyucu sistemin bozuldugunu gormek mumkiindir. Melanomada ise SOD ve GSH-Px
aktiviteleri kontrole gore diigiik bulunurken KAT aktivitesinin kontrole gore yiiksek oldugu
bulunmugtur. Artmis KAT aktivitesi, azalmig GSH-Px aktivitesini kompanse etmek i¢in hiicre .
tarafindan segilen bir yol olabilir. Metastatik beyin timériinde (akciger orjinli), astrositoma ve
melanoma gruplarina gére tam ters bir durum sozkonusudur. SOD ve GSH-Px aktiviteler
kontrol grubu ile kargilastirildiginda yiiksek, KAT aktivitesi disiik bulunmugtur. SOD ve GSH-
Px'in inditksiyonunu saglayan bir faktor bu enzimlerde yiikselmeye sebep olmus olabilir. Yine
dusiik KAT aktivitesi artmig GSH-Px aktivitesinin bir sonucu olabilir. Ciinka her iki enzim de

substrat olarak H,O,1 kullanmaktadir.

Meningiomada biitiin serbest radikal enzimlerinin aktivitelen kontrole gore yiksek
bulundu. Muhtemelen, degisik kanserojenik siireglerle tretilerek artmis olan serbest radikalleri
yok etmek i¢in bu serbest radikal defans sistemi indiiklenmektedir. Glioblastoma multiformede
ise SOD ve GSH-Px aktiviteleri kontrole gore farklilik gostermezken KAT aktiviteleri 6nemli

bir artiy gostermistir.
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Tablo 3'te serbest radikal enzimlerinin degisik timor tiplerinde birbirleriyle hem pozitif

hem de negatif iligkiler gosterdigi gortlmektedir.

Giner, G. ve arkadaglan tarafindan yapilan bir aragtirmada (48) beyin timorlerinde
subselliler fraksiyonlarda katalaz aktivitesi olgiilmistiir. Sonugta total olarak kanserli
dokularda normal dokulara gére katalaz enzim aktivitesinde 6nemli bir azalma tesbit edilmigtir.
Buna karsilik subselliler yapilarin enzim aktivitesi aragtirildifinda siipernatan ve ribozomal
fraksiyonlarda kanserli dokularda katalaz enzim aktivitesi normal gruba gore ¢ok az yiksek

bulunmustur.

Sonug olarak, kanserli hiicrelerde birgok arastirict tarafindan gosterilen (29,64) serbest
radikal diizeyindeki artig, enzim dengesini degistirmektedir. Enzimatik serbest radikal sistem,
gelisen kanser tiirtine bagl olarak baskilanmakta veya indiiklenebilmektedir. Bu degisimlerin
karsinojenezin normal bir sonucu olabilecegini iddia eden aragtirmacilarin yanisira, bunun
kanserin olusumu ve gelismesinde ilave bir faktor olabilecegini iddia aragtirmacilar da
bulunmaktadir. Kanaatimize gore, her iki durumun bir arada olmasit da muhtemel
goziikmektedir. Yani bir taraftan karsinojeneze bagli olarak serbest radikal metabolizmasi
bozulabilmekte, diger taraftan da bozulan serbest radikal metabolizmasi karsinojenezisin
olugsmasi ve gelismesinde ilave bir faktor olabilmektedir. Bu konularin agikliga kavugturulmasi

igin ek caligmalara ihtiyag vardir.



6. OZET

Bu ¢aligmada, beyin tumorii olan hastalarin tiimor dokularinda serbest radikalleri yok
edici enzimler olan Superoksit dismutaz (SOD), Katalaz (KAT) ve Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) aktiviteler1 dl¢tlmustar. Bu amagla melanoma (6), metastatik beyin tumori (akciger
orjinli)(7), glioblastoma multiforme (11), astrositoma (10) ve menengioma (14) olmak tzere
toplam 48 hastadan postoperatif timoér dokusu 6rnekleri alinmigtir.  Caligmanin  kontrol

grubunu otopsi yapilan 17 sahistan alinan tiimorsiz beyin dokulart olusturmustur.

Astrositoma ve melanomada SOD aktivitesinde kontrol grubuna gore anlamli bir
azalma gozlenmigtir (sirastyla p<0.017 ve p<0.001). Metastatik beyin tiimorii ve menengioma
gruplarinda ise SOD aktivitesinde kontrol grubuna gore anlamh bir artig gozlenmistir (sirasiyla
p<0.008 ve p<0.031). Melanomada GSH-Px aktivitesinde kontrol grubuna gore anlamlt bir
azalma mevcutken (p<0.014) metastatik beyin timéri ve menengioma gruplarinda anlaml bir
artma tesbit edilmistir (sirastyla p<0.015 ve p<0.008). Son olarak katalaz aktivitesi astrositoma
grubunda kontrole gore dustik bulunurken (p<0.004) melanoma, meningioma ve glioblastoma

multiforme gruplarinda yiksek bulunmustur (sirastyla p<0.0004, p<0.0001 ve p<0.0001).

Enzim aktivitelerinde gruplar arasinda énemli farkliliklar mevcuttur. Bu yiizden beyin
timorlerinde serbest radikalleri yok edici enzimlerin durumu hakkinda genel bir sey soylemek
yerine her timor grubunu kendi iginde degerlendirmek daha uygun olacaktir. Enzim
aktivitelerinde grup iginde ve gruplar arasinda tesbit edilen bu artma-azalmalarin, enzimler
arasindaki kompensasyon mekanizmalarina, enzimlerin indiiksiyonuna ve bazi substratlarin

bir'den fazla enzim tarafindan ortak olarak kullaniimasina bagh olabilecegi distinilmustir.



7. SUMMARY

In this study, activities of some scavengers of free radicals . Superoxide dismutase
(SOD), Catalase (CAT) and Glutathione peroxidase (GSH-Px))are measured in human brain
tumor tissues. Forty-eight tumor tissue samples were obtained postoperatively and five different
groups were formed according to tumor histopathologically: Menengioma (14), glioblastoma
multiforme (11), astrocytoma (10), metastatic brain tumors (from lung)(7), and melanoma (6).

Brain tissues without tumor taken from 17 autopsied patients constituted the control group.

A significant decrease in SOD activity was observed in astrocytoma and melanoma
groups (p<0.017 and p<0.001, respectively) and a significant increase in same activity was
detected in menengioma and metastatic brain tumor groups compared to control group
(p<0.008 and p<0.03 1, respectively). While there was a significant decrease in GSH-Px activity
of melanoma group (p<0.014), a significant increase was observed in the metastatic brain
tumor and menengioma groups compared to control group (p<0.015 and p<0.008).
Finally, catalase activity in astrocytoma group was found decreased when compared to control
group (p<0.004), it was found increased in melanoma, menengioma, and glioblastoma

multiforme groups (p<0.0004, p<0.0001 and p<0.0001, respectively).

According to these results, instead of expressing a general concept about the state of
free radical scavenger enzymes in brain tumors, it will be much more acurate to evaluate every
individual tumor group within itself. It is suggested that these increases and decreases of
enzyme activities determined between groups or within groups may be due to compensation
mechanisms between enzymes, induction of enzymes, and utilization of some substrates by

more than one enzyme.
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