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OZET
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CESITLI KANSERLERDE “GLUTATYON SiISTEMI”NIN ARASTIRILMASI
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Cumbhuriyet Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Seker DAG

2013; xv + 73 sayfa

Antioksidan savunmada oOnemli rolii olan “glutatyon sistemi”nin yetersizligi
organizmadaki antioksidan/oksidan dengesini oksidan tarafa kaydiracaktir. Dolayisiyla
olusan serbest radikaller canliya zarar vererek cesitli hastaliklara neden olabilecektir.
Kanser de bu hastaliklardan birisidir.

Calismamizda kolon, mide ve kan kanseri teshisi konmus; 18-75 yas araligindaki
bireylerden kan 6rnekleri alinarak okside ve rediikte glutatyon miktarlari ve glutatyon
bagimli enzim aktiviteleri ¢alisildi. Hasta ve kontrol grubu bireylerinden alinan 3ml’lik
kan orneklerinden zaman kaybedilmeden eritrosit izolasyonu yapildi ve elde edilen
eritrosit hemolizatlar1 biitlin analizlerde kullanilmak iizere 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere
boliinerek -20°C’de saklandi.

Hemoglobin miktarlari, methemoglobinin siyaniir varliginda siyanomethemoglobine
dontisiimiiniin 540 nm’de izlenerek, c¢izilen standart grafikten belirlendi. Glutatyon S-
transferaz aktivitesi, CDNB kullanilarak dakikada olusan S-2,4 dinitrofenilglutatyonun
1 pmol’ilinii katalizleyen enzim miktarimin dlgiilmesiyle belirlendi. Glutatyon peroksidaz
ve glutatyon rediiktaz aktiviteleri NADPH’1n oksidasyonunun 340 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak izlenmesiyle belirlendi. G6PD enziminin aktivitesi NADP**nin
indirgenerek NADPH olusturmasi sirasinda meydana gelen reaksiyon 340 nm dalga

boyunda izlenmesiyle belirlendi. Ayrica okside ve rediikte glutatyon miktarlar1 da



meydana gelen sar1 renkli 2-nitro-5-tiyobenzoik asit olusumunun 412 nm dalga boyunda
izlenerek, ¢izilen standart grafikten belirlendi.

Kanser hastalarmin calistigimiz parametrelerinde saglikli bireylere gore onemli
degisiklikler oldugu saptandi. Kanser hastalarinda GST, GR ve GSSG degerleri kontrol
gruplarina gore istatistiksel olarak 6nemli derecede artis gosterirken, GPx, G6PD, GSH
ve GSSG artigsina bagli olarak GSH/GSSG orani istatistiksel olarak 6nemli derecede
azalis gostermektedir.

Okside ve rediikte glutatyon miktarlar1 ve glutatyon bagimli enzimlerin
aktivitelerindeki bu degisiklikler kanser hastalarinin énemli derecede oksidatif strese
maruz kaldigini1 bizlere gostermektedir. Glutatyon sistemindeki bu degisikliklerin
kanser olusumunda tetikleyici mi yoksa kanserin sonu¢ mu oldugunu tesbit etmek i¢in
bu verilerin, genetik ¢aligmalar ve daha ¢ok sayida kanserli bireylerle ¢alisma yapilarak

desteklenmesi daha dogru olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, serbest radikaller, oksidatif stres, glutatyon sistemi
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Cumbhuriyet University, Graduate School of Natural Sciences
Department of Biology
Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Seker DAG

2013, xv + 73 pages

Inefficiency of glutathione system that has an important role to defend antioxidant
would slide antioxidant/oxidant balance which is in organism to the side of oxidant.
Therefore free radicales that has constructed would cause various ilnesses giving harm
to organism. Cancer is one of these ilnesses.

In our study; colon; stomach canser and leukemia has been diagnosed; taking blood
examples from individuals whose ages are among 18-75, oxidized and reduced
glutathione amounts and enzyme activities that addicted to glutathione has been studied.
Erythrocyte isolation has been made without any loss of time from 3 ml blood exapmles
that were taken from patient and control group’s individuals and erythrocyte hemolizats
that were obtained, were kept at —20°C, dividing to eppendorf tubes for each 1,5 ml for
using in the whole analyses.

Haemoglobin amounts has been specified from diagram which was drawn watching
transformation to siyanomethemoglobine in 540 nm in existence methemoglobin
cyanure. Glutathione S-transferase activity has been specified measuring enzyme
amount that has catalysed 1 umol of S-2,4 dinitrofenilglutathione which has formed in
minute using CDNB. Glutathione peroxidase and glutathione reduced activities has
been designated watching oxidation of NADPH in 340 nm wavelength as
spectrophotometric. GGPD enzyme activity has been designated watching the reaction
that has occured in 340 nm wavelength during the constitution NADPH reducing the

NADP. Also oxide and reduced amounts has been designated from drawn diagram
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watching formation of yellow colour 2-nitro-5-tiyobenzoic acid that has occured in 412
nm wavelength.

In cancer patient’s parameters that we has studied, has been stated significant
changes according to healthy individuals. While GST, GR, GSSG values in cancer
patients show increase significantly as statistically according to their control groups;
depending on the increase of GPx, G6PD, GSH and GSSG, the rate of GSH/GSSG
show decrease significantly as statistically.

These changes in activities of enzymes that are addicted to glutathione and oxidized
and reduced glutathione amounts showes us that cancer patients are exposed
substantially to oxidative stres. It has been truer to be supported these datas doing more
genetic studies and studies with more number cancer patients to establish whether these
changes in glutathione system are precipitating for formation of cancer or cancer is a

result.

Key words: Cancer, Free Radicals, Oxydative Stress, Glutathione System
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1. GIRIS

1.1. Kanser ve Gelisimi
Gilinlimiiziin 6nde gelen hastaliklarindan biri olan kanser ililkemizde 1970’li yillarda
O0lim nedenleri arasinda 4. sirada yer alirken son 10 yilda ilk siraya yerlesmeye
baslamistir (Saygili, 1997).

Kanser olusumu, somatik hiicrelerin biiyiime ve farklilasmasini diizenleyen karmasik
mekanizmalarin kontroliinden kurtularak hizli ve siirekli bir sekilde ¢ogalmasi olarak

tanimlanmaktadir. Kanser gelisiminde 3 evre bulunmaktadir. Bunlar;

1- Normal hiicrenin neoplastik hiicreye doniistiigii baslama evresi.
2- Neoplastik hiicrenin ¢ogaldig1 gelisme evresi.

3- Maling 6zelligin kazanildigi gelisme evresi (Giray ve ark., 1996).

1. Baslangi¢: Bu donem neoplazi olusum basamagini ifade eder. Normal bir
hiicrenin biiyiime, gelisme ve ¢cogalma mekanizmalarindan bagimsiz bir sekilde
fonksiyonlarinda degisikliklerin ortaya c¢iktigi donemdir. Bu donemde
mikroskobik olarak herhangi bir bulgu saptanamaz.

2. Gelisme: Belli bir siire sonra hiicre fonksiyonlarinda, 6zellikle gen ifadesinde
daha ileri anormalliklerin goriildiigii donemdir. Bu isleme yol agan bilesikler
prokiirsor (6nciil) olarak adlandirilir.

3. lIlerleme: Bu donemde neoplazma mikroskobik ve makroskobik olarak
saptanabilir bir tiimor haline gelir ve ortamdan uzaklastirilmadikca viicudun
diger kisimlarina yayilarak gelisme gosterir. Bu olay metastaz olarak adlandirilir

(Bomfard ve ark., 1983).

Son 20 yilda elde edilen ¢ok sayida veri kanserin ana nedenlerinin yasam tarzi ile
ilgili oldugunu gostermektedir. Epidemiyolojik calismalar diinyanin farkli yerlerinde
farkl1 kanser tiplerinin goriilme sikliginin farkli oldugunu ortaya koymustur. Ornegin
meme ve Kkolon kanserinin nadir goriildiigii Japonya’da, mide kanseri sik goriiliir.
ABD’de ise bunun aksi bir durum s6z konusudur. Diger yandan ABD’ye go¢ eden
Japonlarda 1-2 nesil i¢inde bu kalibin degistigi ve bunun ana nedeninin diyetsel
aliskanlik ve yasam tarzindaki degisiklikler oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda

kanser tipine iliskin mortalite hizlarinin ¢esitli degiskenlerle iliskisi incelenmis ¢esitli



kanser tipleri ile diyetsel degiskenler arasinda 6zellikle de kirmizi et tiiketimi ile kolon
kanserleri, yag tiiketimi ile meme ve uterus kanserleri (Giray ve ark., 1996), tuzlu ve
titstilenmis yiyeceklerin yenmesi ile mide kanseri arasinda kuvvetli bir kolerasyon
oldugu gozlenmistir.

(http://thsk.gov.tr/tr/index.php/kanser-tipleri/329-midekanseri?showall)

1.1.1. Kolorektal Kanser

Kolon ve rektum, sindirim sisteminin kalin barsak boliimiinii olusturur. Son 20 cm’lik
kismi rektum, buradan ince barsaklara kadar olan kismi ise kolon olarak adlandirilir.
Toplam yaklasik 1,5 m uzunlugundadir. Kolonun rektumla birlestigi yer sigmoid
kolondur. Kolonun ince barsakla birlestigi yere ¢ekum adi verilir. Kismen sindirilmis
gidalar ince barsaktan kolona gelir. Kolon su ve mineralleri besinden ayirir, geri kalanm
aniisten atilmak iizere depolar.

Kolondan baslayan kansere kolon kanseri, rektumdan baslayan kansere rektal kanser
denir. Kolon ve rektum kanserleri bu organlarin i¢ yiizeyini orten tabakayi olusturan
hiicrelerden gelisir. Saglik Bakanligi'nin istatistiklerine gore en sik goriilen ilk 5 kanser
arasindadir. Her yasta goriilebilmelerine ragmen en sik 50 yasindan sonra
gozlenmektedir. Ortalama goriilme yas1 63°diir. Kadin erkek arasinda goriilme sikligi
acisindan pek bir fark yoktur. Kolorektal kanser kolon ve rektumun digina ¢iktiginda,
kanser hiicreleri genelde yakindaki lenf bezlerinde bulunabilir. Kanser hiicreleri bu lenf

bezlerine ulasabilirse diger bezlere, karaciger ve uzak organlara da ulasabilir.

1.1.1.1. Risk Faktorleri
Kolorektal kanserin kesin sebebi bilinmemektedir. Kolorektal kanser i¢in bazi risk
faktorleri vardir. Bunlar;

Yas: Kolorektal kanser, genelde yaslilarda goriiliir. Hastalarin %90°1 50 yasindan
sonra tani alir. Ortalama yas 60’11 yaslardir.

Polipler: Polip iyi huylu bir timordir. Kolon veya rektumun i¢ duvarindan
kaynaklanir. 50 yasin iizerindeki insanlarda yaygindir. Bazi polipler (adenomlar)
kanserlesebilir. Bu durumda, kanserlesme riski nedeniyle polip ¢ikartilmali ve diizenli
araliklarla kontrol edilmelidir. Poliplerin tan1 ve alinmasi, kolorektal kanser riskini
azaltir.

Ailede kolorektal kanser dykiisii: Bir kisinin yakin akrabalarinda kolorektal kanser
Oykiisii varsa bu hastalia 6zellikle daha geng yasta yakalanma riski artar.

Genetik bozukluklar: Belli genlerdeki degisiklikler kolerektal kanser riskini arttirir.
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http://thsk.gov.tr/tr/index.php/kanser-tipleri/329-midekanseri?showall

1. Herediter nonpolipozis kolon kanseri (HNPCC) kalitimsal kolorektal kanserin
en yaygin tipidir. Tiim kolorektal kanser vakalarinin %2’sini olusturur. HNPCC
genindeki degisiklikler nedeniyle olur. Degismis HNPCC genli hastalarin
%75 inde kolorektal kanser gelisir, kanserin ortalama tan1 yas1 44°diir.

2. Familyal adenomat6z polipozis (FAP) kolon ve rektumda kalitimsal poliplerle
karakterize nadir bir durumdur. Adenomatozis polipozis coli (APC) adinda 6zel
bir gendeki degisiklikler sonucu olur. Tedavisi kalin barsagin tamaminin
cikarilmasidir. FAP tedavi edilmez ise 40 yas civarinda kolorektal kanser gelisir.
FAP tiim kolorektal kanser vakalarinin %1°den azin1 olusturur.

Daha 6nceden kolorektal kanser ge¢irmis olmak: Kolorektal kanser 6ykiisii olan bir
kiside tekrar kolorektal kanser gelisebilir. Yumurtalik, rahim ve meme kanseri dykiisii
olan kadinlarda kolorektal kanser riski artmistir.

Ulseratif kolit veya Crohn hastalig1: Barsakta ad1 gegen iltihabi hastalig1 olanlarda
kolorektal kanser riski artmistir. Bu kisilerde normal topluma gore 10 kat artmis risk
mevcuttur.

Diyet: Hayvansal yagdan zengin, kalsiyum, folat ve liften fakir diyetle beslenenlerde
kolorektal kanser riski artmigtir. Meyve sebzeden fakir beslenmek de riski artirir.

Sigara: Sigara igen hastalarda polip ve kolorektal kanser riski artmistir.

1.1.1.2. Korunma

Kalin barsak kanserlerinden korunmada tarama yontemlerinin yani sira riski azaltici
bazi basamaklar da mevcuttur. Ornegin fiziksel egzersiz, asir1 kilolardan kurtulmak,
sigara ve alkol kullanmamak, yiiksek lifli diisiik yag icerikli gidalar1 tiikketmek

bunlardan birkagidir.

1.1.1.3. Evreleme
Evreleme tiimoriin yakin dokulara ve viicudun diger bolgelerine yayilma derecesine
gore yapilir. Kolerektal kanser evreleri asagidaki gibi tanimlanir:

Evre 0: Kanser sadece kolon yada rektumun en i¢ duvarindadir (karsinoma in situ
olarak da adlandirilir).

Evre I: Kanser kolonun veya rektumun daha i¢ duvarindan gelisir. Tiimdr kolonun
daha dis duvarina ulasmaz (Dukes A evre I kolorektal kanserin diger ismidir).

Evre II: Timor kolon veya rektumun daha derin duvarina yayilmistir ancak kanser

hiicreleri lenf nodlarina yayilmamaistir (Dukes B).


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Adenomatozis_polipozis_koli&action=edit&redlink=1

Evre III: Kanser yakin lenf nodlarma yayilmis ancak viicudun diger bolgelerine
yayilmamistir ( Dukes C).

Evre IV: Kanser akciger ve karaciger gibi viicudun diger bolgelerine yayilmistir
( Dukes D).

1.1.1.4. Tedavi
Kalin barsak kanserlerinin tedavisinde cerrahi, radyasyon ve kemoterapi basglica
kullanilan tedavi yontemleridir.

Cerrahi: Cerrahi tedavi, kanserin tedavisinde ana basamagi olusturur. Ama bunun
icin, kanserin uzak dokulara (karaciger, akciger, beyin, kemik vb.) yayilmamis
olmalidir. Cerrahi yontemde tiimorlii kisim etrafindaki saglam dokuyla beraber
¢ikartilir. Bunun yaninda barsagi viicuda baglayan mezenter denilen doku ve lenf
bezleri de ¢ikartilir.

Kemoterapi: Kemoterapi kanser hiicrelerini Oldiirmek i¢in antikanser ilaglar
kullanmaktir. Sistemik tedavi olarak adlandirilir, ¢iinkii ilaglar kan dolasimina gecerek
viicuttaki kanser hiicrelerini oldiiriir. Kolon kanserinin bazi evrelerinde ve viicudun
baska yerine sigramis oldugu durumlarda siklikla kullanilan bir tedavidir. Antikanser
ilaglar agiz ya da damar yoluyla verilebilir. Hastalar sadece kemoterapi ya da, cerrahi,
radyoterapi ile kombine olarak alabilir.

Radyasyon Tedavisi: Radyoterapi olarak da adlandirilir. Iyonize radyasyonla tiimér
hiicrelerinin tahribatina yol agan lokal bir tedavidir. Tedavi edilen alandaki kanser
hiicrelerini yiiksek enerjili 1ginlarla 6ldiirmek amaglanr.

(http://thsk.gov.tr/tr/index.php/kanser-tipleri/324-kalin-barsak-kanseri?.showall)

1.1.2. Mide Kanseri

Mide kaburganin altinda karnin {ist bolgesinde yer alan i¢i bos biiyiik bir organdir.
Yiyecekler agizdan O6zofagus (yemek borusu) araciligiyla mideye ulasir. Midede
yiyecekler sivi hale gelir. Sivi hale gelmis yiyecekler ince bagirsaga hareket eder ve
oradan da diger sindirim agamalarina devam edilir.

Mide kanseri hizli seyreden ve yayilan bir kanser tiiriidiir. Genellikle bir tlser
seklinde baglar. Mide kanseri ¢evre organ ve lenf bezlerini etkileyebilir. Direk
komsulukla, lenfatik yolla ve kan yoluyla yayilabilir. Mide tiimorii midenin dis
tabakasinin i¢inden biiyiiyerek pankreas, Osefagus veya barsak gibi ¢evre organlarin

icine uzanabilir. Mide kanseri hiicreleri kan yoluyla karaciger, akcigerler ve diger



organlara yayilabilir. Kanser hiicreleri ayrica lenfatik sistem araciligiyla viicuttaki tiim
lenf bezlerine yayilabilir.

Mide kanserine diinyanin her bolgesinde rastlanmakla beraber bazi bolgelerde daha
siktir. Japonya, Malezya, Sili, izlanda bu bolgelerden bazilaridir. Bircok iilkede
erkeklerde kadinlara oranla iki kat daha fazla goriiliir. En sik goriildiigii yaslar 50-60’11
yaslardir. Ayrica diisiik sosyoekonomik diizeyli toplumlarda siklig1 yiliksektir. Diinyada
kansere bagli oliimlerde ilk sirada yer almaktadir. ABD’de yemek aliskanliklardaki
diizelmeler ve gevresel faktorlerin diizelmesi ile yedinci siraya diismiistiir. Ozellikle
Japonya’da mide kanserine bagli 6liim oranlar1 gerek erken tarama ve gerekse halkin bu
konuda duyarli olmasi nedeniyle ¢ok azalmistir. Beslenme aligkanligindaki tuzlu ve

tiitstilenmis yiyeceklerin yer almasi nedeniyle mide kanseri Japonya’da yiiksektir.

1.1.2.1. Risk Faktorleri
Mide kanserinin tam sebebi bilinmemektedir. Mide kanseri i¢in kabul goren risk
etkenleri sunlardir;

Yas: Mide kanseri hastalarinin ¢cogu 72 yas veya iizerindedir.

Cinsiyet: Erkeklerde kadinlara gore daha fazla gelismektedir.

Irk: Asya ve Afrika toplumunda Amerikan toplumuna goére daha fazla goriilmektedir.

Diyet: Risk faktorleri arasinda en ¢ok arastirilmis olan diyettir. Caligmalar
titsillenmis, tuzlanmis, salamura yapilmis veya asir1 tuzlu yiyeceklerden zengin
yiyecekleri yiyenlerde mide kanseri gelisme riskinin arttirdigini gostermektedir.

Helicobakter pylori (HP) infeksiyonu: HP genelde midede yasayan bir bakteri
cesitidir. HP infeksiyonu mide iltihab1 ve mide iilseri riskini artirmaktadir. Ayrica mide
kanseri riskini de artirmaktadir, fakat bu bakteriyle enfekte olan kisilerin sadece ¢ok
kiigiik bir kisminda mide kanseri gelisir. HP infeksiyonuna kars1 antikorlarin varliginda
mide kanseri riskinin 6 kat arttigi tespit edilmistir. infeksiyonun kanser riskini
artirmasina ragmen, kanser bulasic1 degildir.

Sigara: Sigara i¢enlerde icmeyenlere gére mide kanseri gelisme riski daha fazladir.

Belli saglik problemleri: Midede iltihaba ve diger problemlere sebep olan durumlar
da mide kanserine sebep olabilir. Bunlar;

1.Gegirilmis mide ameliyati

2.Kronik atrofik gastrit (mide yiizeyinin uzun siireli iltithab1)

3.Pernisiydz anemi (mideyi etkileyen ve vitamin B12’nin emilim bozukluguyla

giden bir kan hastalig1)



4.Adenomatdz polipler

Aile hikayesi: Mide kanserinin nadir tiirii ailesel gegislidir.

Diger faktorler arasinda radyasyon, aflatoksin, A kan grubu ve Epstein-Barr viriisi
infeksiyonlar1 da sayilabilir.

Mide tiimorlerinin tipi ne olursa olsun klinik 6zellikleri ve tanisal agidan benzerlik
gosterirler. Mide kanseri genellikle sinsi seyirli bir hastaliktir. Genellikle oldukg¢a geg
belirti verir ve belirtiler hastaliga 6zgii degildir. Karinda mide bélgesinde belirli-belirsiz
bir rahatsizlik hissi en sik baslangi¢c belirtidir. Hastaligin ileri evrelerinde en sik

belirtiler kilo kayb1 ve karmn agrisidir.

1.1.2.2. Korunma
Taze sebze meyvelerin yenilmesi, yiikksek doz C vitamini alimi, sarimsak, yesil ¢ay bu

hastaliga kars1 koruyucu olabilmektedir.

1.1.2.3. Evreleme
Evre 0: Kanser sadece midenin i¢ tabakasinda bulunur. Bu karsinoma in situ olarak
tanimlanir.
Evre I: Asagidakilerden herhangi birinin olmasi durumunda:
-  Timdr sadece submukoza tabakasina kadar yayilmigtir. Kanser hiicreleri 6’ya
kadar lenf bezinde bulunabilir.
- Veya, tiimor kas tabakasi veya subserozaya yayilmistir. Kanser hiicreleri lenf
bezlerine veya diger organlara yayilmistir.
Evre II: Asagidakilerden herhangi birinin olmast durumunda:
- Timor sadece submukozadadir. Kanser hiicreleri 7-15 lenf bezine yayilmistir.
- Veya, tiimor kas tabakasi veya subserozaya yayilmistir. Kanser hiicreleri 1-6 lenf
bezine yayilmistir.
- Veya, timér midenin dis tabakasimi delip ge¢mistir. Kanser hiicreleri lenf
bezlerine veya diger organlara yayillmigtir.
Evre I11: Asagidakilerden herhangi birinin olmasi durumunda:
- Tiumor kas tabakasi veya subserozaya yayilmistir. Kanser hiicreleri 7-15 lenf
bezinde bulunmaktadir.
- Veya, timor midenin dis tabakasini delip ge¢cmistir. Kanser hiicreleri 1-15 lenf
bezine yayilmistir.
- Timor karaciger veya dalak gibi yakinindaki organlara sicramistir. Kanser

hiicreleri lenf bezlerine veya uzak organlara yayilmamistir.
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Evre IV: Asagidakilerden herhangi birinin olmasi durumunda:
- Kanser hiicreleri 15’den fazla lenf bezine yayilmistir.
- Veya, tiimor ¢evre organlara ve en az 1 lenf bezine yayilmustir.
- Veya, kanser hiicreleri uzak organlara yayilmistir

(http://thsk.qgov.tr/tr/index.php/kanser-tipleri/329-midekanseri?showall).

1.1.2.4. Tedavi
Mide kanserlerinin tedavisinde cerrahi, radyasyon ve kemoterapi baslica kullanilan
tedavi yontemleridir.

Cerrahi: Cerrahi tedavi, kanserin tedavisinde ana basamagi olusturur. Ama bunun
icin kanserin uzak dokulara (karaciger, akciger, beyin, kemik vb.) yayilmamis olmalidir.
Cerrahi yontemde tiimorlii kisim etrafindaki saglam dokuyla beraber ¢ikartilir.

Kemoterapi: Kemoterapi kanser hiicrelerini Oldiirmek i¢in antikanser ilaglar
kullanmaktir. Sistemik tedavi olarak adlandirilir, ¢iinkii ilaglar kan dolasimina gecerek
viicuttaki kanser hiicrelerini oldiirir. Mide kanserinin bazi evrelerinde ve viicudun
baska yerine sigramis oldugu durumlarda siklikla kullanilan bir tedavidir. Antikanser
ilaglar ag1z ya da damar yoluyla verilebilir. Hastalar sadece kemoterapi ya da, cerrahi,
radyoterapi ile kombine olarak alabilir.

Radyasyon Tedavisi: Radyoterapi olarak da adlandirilir. Iyonize radyasyonla timér
hiicrelerinin tahribatina yol agan lokal bir tedavidir. Tedavi edilen alandaki kanser
hiicrelerini yiiksek enerjili 1sinlarla 6ldiirmek amaglanir

(http://thsk.gov.tr/tr/index.php/kanser-tipleri/324-kalin-barsak-kanseri?.showall).

1.1.3. Losemiler

Losemiler (kan kanserleri), kan hiicrelerinin 6zellikle de akyuvarlarin normalin {izerinde
cogalmasi ile kendini gosteren bir kanser tiiriidiir. Yiiksek sayidaki olgunlasmamis ve
malign hiicrelerin normal ilik hiicrelerinin yerini almasi ile iliklerde hasar meydana
gelir. Boylece kan pihtilagsmasinda rol oynayan plateletler ve savunmada rol oynayan
l6kositlerin sayis1 azalmaya baslar. Bu da ldsemi hastalarinda zedelenmelerin ve
kanamalarin yogun goriilmesine, hastalarin kolay enfeksiyon kapmasina neden olur.
Savunma mekanizmasi zayiflar. Ileri asamalarda kirmizi kan hiicresi eksikligi anemiye,
nefes darligina neden olabilir. Bunun disinda zayiflik ve yorgunluk, ates, bazi nérolojik

semptomlar, dis etlerinde siskinlik ve kanamalar gibi belirtileri de vardir.


http://thsk.gov.tr/tr/index.php/kanser-tipleri/329-midekanseri?showall

Genel olarak 16semiler tiim kanserlerin %2 ‘sini olustururlar. Erkeklerde l16semi daha
stk gozlenmektedir. Ayrica beyaz irkta da daha siktir. Yetigkinlerde 16semi tanisi konma
siklig1 cocuklardan 10 kat daha fazladir ve risk yasla birlikte artar. Cocuklar arasinda ise

4 yas altinda daha sik gozlenir.

1.1.3.1. Risk Faktorleri

Kesin nedenleri bilinmemekle birlikte hem genetik hem de ¢evresel faktorlerin 6nemli
rol oynadig diisiiniilmektedir. Somatik hiicrelerdeki deoksiriboniikleik asit (DNA)'lerde
meydana gelen mutasyonlar onkogenlerin aktive olmasi ya da timor baskilayici
genlerin inaktive olmasina neden olur. Boylece hiicre boliinmesi ve Oliimiiniin
regiilasyonu hasara ugrar. Bu hasara genetik sebeplerin disinda, petrokimyasallarin,
radyasyonun, kanserojen maddelerin ve bazi viriislerin (6rn. Human Immunodeficiency
Virus = HIV) neden oldugu diisiiniilmektedir.

Loseminin kismen de olsa ailevi olabilecegine dair bulgular vardir; 6zellikle kronik
lenfoid 16semi (KLL) gibi belirli tiirlerinde, bazi ailelerde yogunlasma gozlenmektedir.
Belirli genetik hastaliklarda (Down sendromu gibi) da bazi 16semi tiplerinin daha sik
gozlendigi bilinmektedir. Bununla birlikte, kesin bir genetik ve ailevi risk heniiz
saptanmamistir. Myeloid 16semi olgularinda, iyonize edici radyasyona ve benzene

maruziyetin hastaligin gelismesinde etkili oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir.

1.1.3.2. Siiflandirma

Losemiler, viicuttaki kan tretim sistemini (lenfatik sistem ve kemik iligi) etkileyen
kanserlerdir. Losemiler akut veya kronik olarak mikroskopta kan hiicrelerinin
goriintiglerine, timoriin yayilim ve gelisim 6zelliklerine gore siiflandirilirlar. Genel
olarak, akut losemiler cocuklarda ortaya cikarken, kronik losemiler daha ¢ok

yetigkinlerde goriilme egilimindedir.

1.1.3.2.1. Akut Losemiler

Akut 16semide, kemik iliginin ¢ok sayida lenfoblast veya myeloblast (olgunlasmamis
l6kositler) iirettigi kan ve kemik iliginin bir kanseridir. Sonugta saglikli normal kan
hiicrelerinden bu hiicreler daha fazla hale gelmektedir. Bu anormal hiicreler diger
organlara da yayilarak, organlari fonksiyonlarini yapamaz hale getirebilirler. Akut
l6semilerin siniflandirilmasi temel olarak olgunlagsmayan hiicrelerin tipleri esas alinarak

yapilir.



Akut Lenfoid Losemi (ALL) : Normalde lenfosit ad1 verilen olgun kan hiicresi tipine
doniismesi gereken lenfoblast isimli olgunlasmamis kan hiicrelerinin artmasi ile
karakterizedir. Bu lenfoblastlarin sayilar1 ¢ok miktarda artar ve genelde lenf
diigtimlerinde birikerek sisliklere neden olurlar. ALL, en sik gozlenen ¢ocukluk ¢agi
kanseridir ve 15 yas altindaki ¢ocuklarda gozlenen 16semilerin %80°i ALL dir. Bazen
yetiskinlerde de goriilebilmekle birlikte, 50 yasin iizerinde ALL son derece nadirdir.

Akut Myeloid Losemi (AML) : Akut myeloid 16semi, anormal hematopoietik onciil
hiicreler tarafindan kemik iligi infiltrasyonu (tikanma) ile karakterize bir hastaliktir. Bu
hiicreler normal de oldugu gibi myeloid, eritroid ve megakaryotik hiicre dizilerine
diferansiye (farklilasma) olabilme kabiliyetine sahip degillerdir ve normal Onciilerin
aksine vital organlara infitre olabilme kabiliyetine sahiptirler. Bunlar ayn1 zamanda
diger normal 6ncii hiicrelerin farklilasmasini bloke ederek, trombositopeni, anemi ve
granulositopeniye neden olurlar. Tedavi edilmezse hasta nadiren 612 aydan fazla yasar
ve kemik iligi yetmezligi nedeniyle 6liimle sonuglanir. AML nadir goriilen (4/100000)
bir hastalik olup, siirekli yeni tedavi yoOntemlerinin gelistirilmis olmasina ve
biyolojisinin 1yi anlasilmasi konusundaki ilerlemelere ragmen tedavi géren hastalarin

%801 6liimle sonuglanir (Schiffer ve ark., 1989).

1.1.3.2.2. Kronik Losemiler

Kronik 16semi, goriiniiste olgun ancak normal olgun kan hiicrelerinin yaptiklarini
yapamayan kan hiicrelerinin asir1 tiretimi ile karakterizedir. Kronik 16semi daha yavag
ilerler ve sonuglar1 daha az dramatiktir. Temel olarak iki alt grubu vardir:

Kronik Lenfoid Losemi (KLL) : Olgun goriiniise sahip lenfositlerin kemik iliginde
asir1 liretimi ile kendini gosterir. Bu anormal hiicreler tam olarak olgunlasmis normal
lenfositler gibi goriiliirler, ancak normal lenfositler gibi viicudumuzu enfeksiyonlara
kars1 koruyamazlar.

Kronik Myeloid Losemi (KML) : Kronik myeloid 16semi klonal hematopoietik stem
cell hastaligidir ve farklilasmanin ¢esitli  evrelerinde myeloid elemanlarin
cogalmasindaki artma ile karakterizedir. Eriskinlerde biitiin lI6semilerin % 15-20‘sinden

sorumludur. 50-60 yas arasinda sik goriiliir (Yalgin ve ark., 2001).

1.1.3.3. Tedavi
Hastaligin tedavisinde, son yillarda olduk¢a Onemli adimlar atilmigsa da sebepler
bilinemedigi icin sebebe yonelik tedavi yapilamamaktadir. Gilintimiizde uygulanan

tedavilerin temel amaci, habis hiicreleri ortadan kaldirmaktir. Tedavi semalar1 hastaligin
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tiplerine ve safhalarina gore degisiklik gosterir. Radyasyon tedavisi; cesitli kanser
ilaclarinin uygulanmasi, bagisiklama (immiinoterapi) tedavisi, kemik iligi nakli baglica

tedavi sekilleridir (http://thsk.gov.tr/tr/index.php/kanser-tipleri/326-16semi).

1.2. Serbest Radikaller

1.2.1. Serbest Radikallerin Tarihsel Siireci

Serbest radikallerin kimyasal olarak varligi hakkinda, yaklasik 100 y1l 6nce bir sonuca
vartlmasina karsin kimyasal olarak varliklar1 ilk 30-40 yil boyunca tim bilim
diinyasinda kabul gormemistir. Biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin 6nemi
1950’lerin ortasina kadar kabul gormese de reaktif oksijen biyokimyasini kuran bir grup
bilim adamimin katki saglamasi ile Onemleri ve varliklari aciga kavugsmustur. 20.
yiizyilin ikinci yarisinin biiyiik kisminda reaktif oksijen tiirevlerine, doku hasar1 ve buna
bagli hastaliklara yol agan bir ¢esit biyokimyasal “oksitleyici ajan” goziiyle bakilmistir.
Gilintimiize gelindiginde ise hemen her hastaligin belirli bir yere kadar oksidatif stresle

bir ilgisi oldugu kabul edilmektedir (Cakatay ve ark., 2006).

1.2.2. Serbest Radikaller Hakkinda Genel Bilgi

Notron ve protonu igeren g¢ekirdek ve cevresinde donen elektronlar atomun yapisini
olusturmaktadir. Bu yapida cekirdegin etrafinda bulunan elektronlarin bulundugu
bosluga orbital adi verilmektedir. Her orbitalde birbirine zit spinli ortaklanmis veya
eslesmis iki elektron bulunabilir (Tekkes,2006).

Serbest radikaller ortaklanmamis elektronlarindan dolayr oldukg¢a reaktif olup,
karsilastigi birgok radikal olmayan atom veya molekiille reaksiyona girebilir. Omiirleri
kisa olmasina ragmen, girdikleri bir reaksiyonla zincir reaksiyonlar meydana getirerek,
birgok radikal atom veya molekiil ortaya ¢ikarabildikleri i¢in ¢ok tehlikelidirler (Holley
ve ark., 1993).

Serbest radikaller bir¢ok fizyolojik veya patolojik olaylar sonucunda iiretilen, tek
veya daha fazla eslesmemis elektronu bulunan herhangi bir atom veya molekiillerdir
(Lohr, 1991). Herhangi bir bilesik bir elektron vererek veya ilave bir elektron alarak
serbest radikal olusturabilir. Homolitik parcalanmada, kovalent bag simetrik olarak
ayrilir ve ortaya c¢ikan iki parcada da birer elektron kalir ve serbest radikal olusur.
Serbest radikaller pozitif, negatif veya noétral olarak bulunabilirler (Jesberger ve ark.,
1991). Radikaller daha biiyiik bir yapinin pargasi olabilir, daha immobil olabilir veya
kiiclik ve serbestcge diflize olabilen tiirler halinde olabilirler.
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Serbest radikaller 3 yolla meydana gelebilirler (Cheeseman ve ark., 1993).

1. Kovalent baglh radikal olmayan bir molekiiliin her bir pargasinda ortak
elektronlarindan birisi kalmak suretiyle homolitik boliinmesi sonucunda
meydana gelmesi (homolitik ayrilma ile radikal olusumu),

Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal
baglarin kirilmasina neden oldugundan bag yapisindaki iki elektronun her biri
ayr1 ayri1 atomlar iizerinde kalmakta ve iki adet yiiksek reaktiviteli iki radikal

olusmaktadir (Woo ve ark., 1993).

2. Radikal olmayan bir molekiilden yine tek bir elektronun kaybi veya bir
molekiiliin heterolitik boélinmesi sonucunda meydana gelmesi (heterolitik
ayrilma ile iyon olusumu),

Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiiliin elektron kaybetmesi sonucu dig
orbitalindeki eslesmemis eclektron serbest radikalleri olustururken, heterolitik
boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektronun atomlarindan birinde

serbest radikaller degil iyonlar olugsmaktadir.

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi veya transferi yine
ortaklanmamis elektronlar meydana getirmesi ile olusumu (elektron transferi ile
radikal olusumu),

Ornegin molekiiler oksijenin radikal formu olan siiperoksitin olusumu, molekiiler

oksijenin tek elektron ile indirgenmesi sonucu gézlenmektedir.
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1.2.2.1. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikallere oksidan molekiiller veya reaktif oksijen tiirleri (ROT)’de
denilmektedir. Oksijen atomunun dis yoriingesinde (p orbitali) iki elektron eksik
oldugundan serbest radikallerle hizli reaksiyona girebilmektedir. Serbest olmayan
radikallerle daha yavas bir reaksiyon seyri izler. Reaktif oksijen tiirleri, ¢esitli serbest
radikallerin serbest radikal zincir reaksiyonlarini baglatabilirler ve hiicrede karbon
merkezli organik radikaller (R"), peroksit radikalleri (RSO"), tiyil peroksit radikalleri
(ROS;") gibi ¢esitli serbest radikallerin olusumuna neden olabilmektedirler (Cheeseman
ve ark., 1993; Yerer ve ark., 2000; Akkus, 1995; Dikici, 1999).

Serbest oksijen radikalleri tablo 1°de gosterildigi gibi radikaller ve non-radikaller

olarak 2’ye ayrilir.

Tablo 1. Reaktif oksijen tiirleri (Yekkes, 2006)

RADIKALLER NON-RADIKALLER
Stiperoksit radikali (O, ") Hidrojen peroksit (H20,)
Hidroksil radikali (OH") Lipit hidroperoksit (LOOH)
Peroksit radikali (ROO") Hipoklor6z asit (HOCI)
Alkoksil radikali (RO") N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon radikali (HQ) Singlet oksijen (*0,)
Hemoproteine bagli serbest | Ozon (Os)

radikaller Azotdioksit (NOy)

1.2.2.2. Radikaller

1.2.2.2.1. Siiper Oksit Anyon Radikali ( O;")

Normal oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu siiperoksit radikali (O;")
meydana gelir. Stiperoksit radikali bir oksitleyici gibi davranarak bir elektron daha
alabilir. Olusan peroksi anyonu iki proton alarak hidrojen peroksit (H202) olusturabilir.
Stiperoksit radikali yine aldigi elektronu uygun kosulda elektron alicisina transfer
ederek oksijene oksitlenebilir. Bu durumda indirgeyici (rediiktor) karakteri gosterebilir.
Stiperoksit bir serbest radikal olmasina karsin kendisi dogrudan zarar vermez.

Stiperoksit radikalinin 6nemi hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri
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iyonlarmin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit radikalleri rediiktan oldugu gibi aym

zamanda oksidandirlar (Akkus, 1995).

1.2.2.2.2. Hidroksil Radikali (OH")
Hidrojen peroksitin, siiperoksit ile indirgenmesi sonucu olusur. Bu reaksiyona Haber-

Weiss reaksiyonu adi verilir (Dikici, 1999).
H,O,+ 0, — OH +OH + 0O,

Hidroksil radikalinin yapimina Sebep olan 6nemli tepkimeler (Sengil ve ark., 1992).

a) Iyonlastirict radyasyonun suya etkisi:

H,O — H20+ +e
H20+ +H,0 — 'OH+ H30+

b) Fenton tepkimesi:
Fe'?+H,0, — Fe*®+ OH+HO

c) Hidrojen peroksidin fotolizi:
HzOz — 20H°

d) Ozona elektron transferi ile OH" olusabilmektedir. Bu nedenle ozon
toksisitesinde OH"’1n 6nemli rolii vardir.

e) In vivo da OH iiretimi acisindan en énemli tepkime Haber-Weiss tepkimesidir.

In vivo da O, radikalinin H,O, ile OH' iiretmesi selat yapmis demir tarafindan

katalizlenir.

Fe (selat)®* + 0, — Fe (selat)™" + O,

Fe (selat)2+ + H,0, — Fe (§elat)3+ +OH" + OH
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f) Radikal tepkimeleri sonucu olusabilen bir organik radikal, H,O, ile tepkimeye
girerek OH" iiretebilir.

COOH +H,0, — CO,+H,0+ OH"

Hidroksil radikalinin mekanizmasi ise iki reaksiyon sonucunda gercgeklesir.

Fe*¥(veya Cu*?) +indirgeyici ajan (O, ", Cvit., NAD(P)H+H") — Fe**(veya Cu®) (1)
Fe*? (veya Cu") + H,0, — Fe*¥(veya Cu*?) + OH" + OH ()

Anlasildigi gibi O, radikalinin elektron verici oldugu tepkime Haber-Weiss

tepkimesi diginda da biyolojik molekiiller, metal iyonlarin1 indirgeyerek H,0,
varliginda OH" olusumunu saglarlar (Czapski, 1984).

Hidroksil radikali en reaktif ve en zarar verici oksijen radikalleridir. Su dahil
ortamda rastladig1 her molekiil ile tepkimeye girer. Hidroksil radikalinin sebep oldugu
en Onemli hasar, lipit peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir
reaksiyonudur. Hiicre zar su icermediginden hidroksil radikalinin baglica hedefi yag
asididir. Zar lipitlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gegirgenligini artirip

hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir (Altintas,2006; Nishiyama ve ark., 1998).

1.2.2.3. Non-Radikaller

1.2.2.3.1. Singlet Oksijen (*O,)

Ortaklanmamis elektronu olmadigi igin serbest radikal olmayan ancak serbest

radikallerin reaksiyonlar1 sonucu olusan veya serbest radikal reaksiyonlarim

baslatabilen tek atom halinde bulunan reaktif bir molekiildiir (Gutteridye, 1995).

1. Molekiiler oksijende paylasilmamis iki dis elektron ayni1 yonde, ayr
yoriingelerde bulunurken singlet oksijende ise iki dis elektron ayr1 ayr1 veya ayni
orbitali iggal edebilmektedir.

2. Iki elektron ayni orbitalde bulunur ve spinleri birbirine zit ise biyolojik olarak
daha uzun 6mre sahip olan delta singlet oksijen formu olusurken, iki elektron ayri
ayr1 orbitallerde ise ¢ok kisa Omiirlii olan sigma singlet oksijen formu olusmaktadir

(Halliwell ve ark., 1989).
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Sekil 1.1. Oksijenin elektron dagilimi ve orbital icerisindeki elektron spinleri (Halliwell

ve ark., 1989)

1.2.2.3.2. Hipokloroz Asit (HOCI)
Hidrojen peroksit molekiiliiniin bir klor atomu (CI') ile reaksiyona girmesi ile

hipoklor6z asit olusabilmektedir.

H,0,+Cl — HOCI+OH

1.2.2.3.3. Hidrojen Peroksit (H,0)
Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasiyla ya da siiperoksit
anyonu bir elektron alarak peroksit olusturabilir. Peroksit molekiilii de iki hidrojen

atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O,) meydana getirebilir.

0,+2¢e + — 0 (peroksit)
veya

Oz'-'l‘le_ — 0_22

Peroksit molekiilii, iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksiti meydana

getirir.

0% +2H* — H,0, (hidrojen peroksit)
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H,0,, hiicre zarindan kolay gecebilen omrii uzun olan bir oksidandir. Notr ve
boyutlarinin kiiciik olmasi1 nedeniyle biyolojik membranlardan gegisi nispeten daha
kolaydir. Ge¢is metal iyonlar1 varliginda gergeklesen bir reaksiyonla siiperoksit anyon
radikali ile birlikte en reaktif ve en zarar verici serbest radikal olan hidroksil radikaline
kolaylikla yikilabilir (Cheeseman ve ark., 1993; Akkus, 1995).

Peroksizomlar ¢ok 6nemli hiicre i¢i H,O, kaynagidirlar. Bu organeldeki D-amino
asid oksidaz, tirat oksidaz, L-hidroksil asid oksidaz ve yag asidi a¢il-CoA oksidaz gibi
oksidazlar siliperoksit liretmeden bol miktarda H,O, {iretimine sebep olurlar. Fakat
peroksizomlarda katalaz aktivitesi ¢ok yiiksektir. Bu sebeple bu organelden sitozole ne

kadar H,0, gegtigi bilinmemektedir (Akkus, 1995).

Bu reaktif maddeler bazi biyolojik molekiilleri hasara ugratabilirler. Etrafindaki
molekiiller ile reaksiyona girerek onlardan elektron alip kararli hale gelirler. Reaktif
oksijen tiirleri, maruz kalinan miktar ve siireye bagli olarak hiicre fonksiyonlarinin

bozulmasina neden olurlar (Tekkes, 2006; Yanbeyi, 1999).

1.2.3. Serbest Radikallerin Kaynaklar:

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin seyri
sirasinda  meydana  geldigi gibi  organizmada bazi yabanct maddelerin
(ksenobiyotiklerin) metabolize edilmesi sirasinda ve organizmanin radyasyon gibi dis
etkenlere maruz kalmasiyla da meydana gelebilir. Serbest radikallerin baslica kaynagi
molekiiler oksijendir (Akkus, 1995; Ozdemir, 1993).

Temel olarak serbest radikallerin kaynaklar1 agsagidaki gibi siniflandirilmaktadir.

A) Eksojen Kaynaklar

- Bagimlilik yapan maddeler: Alkol, uyusturucu vs.

- Radyasyon etkisi

- Ksenobiyotikler: Hava kirliligi, pestisitler, solventler, anestezik maddeler,
aromatik hidrokarbonlar, sigara dumana, vs.

- Antineoplastik ajanlar

- Stres: Streste katekolamin diizeyi artar, artan katekolamin oksidasyonu ile radikal

uretimi artmaktadir.
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B) Endojen Kaynaklar

- Mitokondrial elektron transport sistemi

- Oksidatif stres durumlari (iskemi, travma gibi durumlara bagl olarak)

- Peroksizomlarda bulunan enzimler

- Enzimler ve proteinler : Triptofan dioksijenaz, hemoglobin vs.

- Kiigiik molekiillerin otooksidasyonu: Tioller, katekolaminler, hidrokinonlar,
flavinler, tetrahidroproteinler, antibiotikler vs.

- Endoplazmik retikulum ve niikleus membran elektron transport sistemleri
(sitokrom p-450)

- Makrofaj gibi fagositik hiicrelerin aktivasyonu ile meydana gelen solunumsal
patlama

- Plazma membram1 enzimleri: NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin

sentetaz, lipit peroksidasyonu vs.
1.2.4. Serbest Radikallerin Hiicresel Yapilara Etkisi

1.2.4.1. Proteinlere EtKkisi

Doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek
oldugundan dolay1 triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, methionin, sistein gibi
aminoasitleri i¢eren proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Glutatyon
rediiktaz ve gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz gibi reaktiviteleri i¢in yukaridaki
aminoasitlere bagimli oldugundan bu enzimler serbest radikallerden etkilenerek inhibe
edilirler (Akkus, 1995; Kankofer, 2002).

1.2.4.2. Niikleik Asitler ve DNA

Radyasyon etkisi ile hiicre i¢inde enerji depolanmasi sonucu iyonlar, aktif molekiiller ve
serbest radikaller meydana gelebilmektedir. Iyonize edici radyasyonla meydana gelen
serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyon ve oliime yol agabilirler.
Sitotoksisite, biiylik oranda ya niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozom
degisikliklerine, ya da DNA’daki diger bozukluklara baghdir. Normal metabolizma
sirasinda, hidroksil ve g¢evresel faktorler ornegin fotokimyasal hava kirliligi etkisiyle
aciga ¢ikmig olan serbest radikallerin yol ag¢tigi mutasyonlara ve hiicre O6liimiine

DNA’nin katildig1 da iddia edilmektedir (Blakely, 1990; Mason, 1990).
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Sekil 1.2. Serbest radikal aracili oksidatif DNA hasar1 (Mates ve ark., 1999).

1.2.4.3. Membran Lipidlerine Etkisi

Membran kolesterolii ve doymamis yag asitlerinin baglari, serbest radikaller ile

reaksiyonu sonucu peroksidasyon meydana getirirler. Lipid peroksidasyonu organizma

da olusan kuvvetli yiikseltgen bir radikalin, membran yapisinda bulunan poliansature

yag asidi zincirindeki metilen gruplarindan bir hidrojen atomu uzaklastirilmasi ile

baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu radikalin siiperoksit radikali ile hidroksil

radikali oldugu kabul edilmektedir. Hidrojen peroksit de hidroksil radikaline doniiserek

etkili olmaktadir. Benzer sekilde siiperoksit radikali de hidroksil radikaline doniistiigi

bilinmektedir. Bu nedenle lipit peroksidasyonunu baslatan baslica radikalin hidroksil

radikali oldugu goriisii benimsenmektedir (Piretti ve ark., 1987; Maede ve ark., 1987).
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1.2.4.3.1. Lipit Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu bir zincir reaksiyonu olmasinin yaninda daha ileri peroksidasyonu
baslatan serbest radikaller icin siirekli bir kaynak saglar. Lipit peroksidasyonu;
fosfolipit, glikolipit, gliserid ve steroidlerin yapisinda bulunan doymamis yag asitlerinin
oksidan maddeler aracilig: ile alkol, aldehit, hidroksi asit, etan ve pentan gibi lirilinlere
yikilmasini kapsayan, potansiyel olarak yikict etkileri olan zincir reaksiyonudur. Bu
sekilde meydana gelen membran hasar1 geri doniistimsiizdir (Yerer ve ark., 2000;
Akkus, 1995).

Serbest oksijen gruplarmin dokular {iizerinde olusturdugu hasar ve bunun
sonuglarindan biri olan lipit peroksidasyonu siddetinin derecesinin anlasilmasi igin
uygulanan  kriterlerden biri malondialdehit diizeyinin  belirlenmesidir.  Lipit
peroksidasyonun neticesinde olusan malondialdehit kan plazmasinda kolaylikla teshis

edilebilmektedir (Akkus, 1995).

Doymarmug Yag Asidi I — —

Lipit Radikal

Dien Eonugat \N__/ : /\__/
Lipit Peroksil Radikal \ / : /\ /

HOO H \ /N /\ /
Hidroperoksid '

0—0 Endoperoksid

Y
0 0
Malondialdehit

Sekil 1.3. Lipit peroksidasyonunun kimyasal yolu (Murray ve ark., 1996).
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1.2.4.3.2. Lipit Peroksidasyonunun Mekanizmasi
Biyolojik membranlarda serbest radikallerle uyarilan lipit peroksidasyonu baslama,
yayillma ve sonlanma reaksiyonlar1 olmak iizere ii¢ asamada ger¢eklesmektedir (Kose
ve ark., 1992).
Baslama
Peroksidasyon, serbest radikallerin doymamis yag asitlerinin yan zincirindeki metil
karbonlarindan bir hidrojen atomu koparmasiyla baslar. Peroksidasyonun baglamasi i¢in
demir ve bakir gibi eslenmemis elektronlara sahip olan gec¢is iyonlarinin varligina
ihtiya¢ vardir. Hidrojen atomunun zincirinden koparilmasi karbon atomu iizerinde
eslenmemis bir elektron birakir ve karbon merkezli radikal (L.) olusumuna yol agar.
Aerobik hiicrelerde sik karsilagilan bu olay radikallerin molekiiler diizenlenme ile
konjuge dien sekline ¢evrildikten sonra molekiiler oksijenle reaksiyona girerek peroksi
radikalini (LOO.) iiretmesi ile devam eder (Kose ve ark., 1992).
Yayilma
Uretilen peroksi radikali bagka bir peroksi radikali ile birlesir ya da membran proteinleri
ile etkilesebilir. Peroksi radikallerinin asil énemi membrandaki komsu yan zincirlerden
hidrojen atomu koparabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonunu yaymalaridir.
Boylece yan zincirlerden hidrojen atomunun ¢ikarilmas: ile her defasinda lipit
hidroperoksitleri (LOOH) ve yeni bir peroksi radikali olugsmaktadir. Peroksidasyon, bir
kere bagladiktan sonra otokatalitik olarak yayilabilmekte ve yiizlerce yag asidi zinciri
lipit hidroperoksitlerine ¢evrilebilmektedir (Kdse ve ark., 1992). Yayilma zincirinin
uzunlugu bir¢ok faktore baglidir. Bunlar;

1. Membrandaki lipit/protein oran

2. Oksijen konsantrasyonu

3. E vitamini gibi zincir reaksiyonlarini kiran antioksidanlarin varligidir.
Sonlanma
Demir ve bakir iyonlar1 veya bu iyonlarin fosfat esterleriyle olusturdugu basit selatlari
(Fe*?, ADP), “hem” iceren bazi demir proteinleri (hemoglobin ve miyoglobin) lipit
hidroperoksitlerini bozarak peroksidasyonu sonlandirmaktadir. Bu kompleks bozunma
reaksiyonlariin iriinlerin; etan, pentan gibi hidrokarbon gazlari, hidroperoksit
(ROOH), karboksilik asit (RCOOH), hidroksil (ROH) ve aldehit (RCHO) gruplarini

iceren kisa zincirli yag asitleridir (Kdse ve ark., 1992).
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Sekil 1.4. Biyomembranlarda serbest radikallerin uyardig: lipit peroksidasyonu (Kose
ve ark., 1992).

1.2.4.4. Karbonhidratlara EtkKisi

Serbest radikallerin karbonhidratlar tizerinde de Onemli etkileri vardir. Oksidan
maddelerin karbonhidrat metabolizmas1 tiizerine etkisi, glikolitik ATP sentezinin
azalmas1 ve ATP kullaniminin artmasi yoniindedir. Monosakkaritlerin otooksidasyonu
sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler meydana gelir. Bunlar diabet ve
sigara i¢imi ile iligkili kronik hastaliklarda 6nemli rol oynarlar. Okzoaldehitler DNA,
RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma 6zelliklerinden
dolay1 antimitotik etki gostererek kanser ve yaglanma olaylarinda rol oynayabilmektedir

(Yerer ve ark., 2000; Akkus, 1995).
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Tablo 2. Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararli etkileri (Yanbeyi, 1999)

Doymamis Yaglar e Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
e Lipitlerde ¢apraz baglanmalar

e Organel ve hiicrelerde ¢apraz baglanmalar

Karbonhidratlar e Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

Proteinler e Peptid zincirlerinde kopma

e Denatiirasyon

Kiikdiirtlii Aminoasitler ¢ Protein denatilirasyonu ve ¢apraz baglanma

e Enzimlerde inhibisyon

Niikleik asitler e Tek ve cift iplik kirllmalart
e Proteinlerde ¢apraz baglar

e Baz icermeyen bolgeler

Niikleik asit bazlar e Hidroksilasyonlar

e Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar

e Sekerlerde benzer reaksiyonlar

1.2.5. Serbest Radikaller ve Kanser

Radyasyon, ¢evresel kimyasallar ve diger toksik maddelere maruz kalmak diger birgok
patolojik proseste oldugu kadar kanser gelisiminde de onemli roller oynamaktadir.
Karsinogenez i¢in yapilan c¢alismalar bu kimyasallarin etkilerini gostermeleri ig¢in
viicudun enzim sistemlerini  kullanarak  metabolize edilmeleri  gerektigini
vurgulamaktadir. Kabul edilen hipotez bu kimyasallarin viicutta elektrofilik
metabolitlere doniistligii bunlarinda niikleofilik DNA ile kovalent baglanmak suretiyle
reaksiyona girdigi ve sonugta ortaya cikan DNA daki lezyonlarin onkogen
aktivasyonuna yol a¢tig1 seklindedir.

Gerek cevredeki ve gerekse viicuda giren kimyasallarin metabolize edilmesi, sonugcta
ortaya ¢ikan serbest radikallerin hiicreleri tahrip ettigi ve gen programlarini degistirdigi
gosterilmistir (Hassun, 1983).

Son ¢alismalarda canli organizmalarda olusan serbest radikallerin kalp hastaliklari,
Parkinson, Alzheimer hastaligi, serebrovaskiiler hastaliklar, nrosensoriyel bozukluklar,

katarakt, romatoid artrit ve kanser gelisiminde de 6nemli rol oynadiklar1 gosterilmistir
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(Brody, 1988). Hiicrede ¢esitli olaylarin sonucunda meydana gelen serbest radikallerin

zararli etkilerine kars1 bir¢ok antioksidan savunma sistemleri vardir.

1.2.6. Antioksidan Savunma Sistemleri
Organizma maruz kaldig1 reaktif oksidanlara ve bunlarin hasarina karsi ¢esitli savunma

sistemleri gelistirmistir.

GSSH
H,0
02
GPX
CA
NADP* » 32 o~ H,O
= 0," 0,
Is} Fe*
| | —_—
& Cu*
1= ! MPO
- oxidase Fe’t -OH
] 0.~ —
Rl 0 1 2 Cu®t
2 anion 02
channel
gih:chondrial i il 1.0
eetron transport chain . O Mn-SOD GPX 2
2 Hypoxia . Hiot CAT 0,

Sekil 1.5. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve olusan hasara karst savunma

mekanizmalar1 (Mates ve ark., 1999).

1.2.6.1. Okside ve Rediikte Glutatyon (GSH ve GSSG)
Glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisinden olusan, intraseliiler konsantrasyonu daha
fazla olan bir tripeptitdir (Beutler ve ark., 1963).

Glutatyon (y-glutamil-sisteinil-glisin=GSH) beyaz renkli, kristal yapili kati bir
maddedir. Erime noktasi 192-195°C arasindadir. Molekiil agirhigi 307,33 g’dir ve suda
kolay ¢oziiniir. Erime noktast 178-182°C olan okside glutatyon (GSSG) nun ise molekiil
agirlig1 612,63 g’dir.
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Sekil 1.6. Okside ve rediikte glutatyon tripeptidinin yapisi (Sener, 2009)

GSH molekiilii iki peptit bagy, iki karboksilik asit grubu, bir amino grubu ve birde
tiyol grubu igerir. Diisiik molekiil agirligi yaninda hidrofilik fonksiyonel gruplarin gok
sayida olmast GSH’1n suda ¢oziinlirliigiinii arttirir.  y-Glutamil bagi proteazlara karsi
GSH molekiiliinii daha direngli yapar.

GSH’1n Sir Frederick Gowland Hopkins tarafindan 1920’lerde kesfi biyokimyacilar,
fizyologlar ve klinisyenler arasinda genis bir ilgi uyandirmistir. Bu tripeptidin
biyokimyas1 ve fonksiyonlariin incelenmesi biyokimyadaki gelismelere paralel olarak
bircok bulusa zemin hazirlamistir. GSH hayvan ve bitki hiicrelerinde dogal olarak
sentezlenir. Biitiin memeli hiicreleri GSH sentezleyebilmelerine karsin, GSH karaciger,
lens, bobrek ve eritrositlerde belirgin olarak yiiksek oranda bulunur.

GSH tam kanda da yiiksek oranda bulunur. Tam kandaki bu miktarin %98’ den
fazlasi eritrositlerde bulunur. GSH biitiin hiicrelerin bir bilesenidir. GSH, hiicre i¢inde
1-10 mM arasinda hiicre disinda ise 1-10 uM arasinda bulunur. Safra ve alveol sivisinda
200-800 mM arasinda bulunan GSH, hiicre dis1 degerlerine bir istisna olusturur. Hiicre

i¢ci GSH’1n %85°1 sitozolde, %15°1 de mitokondride bulunur.
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1.2.6.1.1. Glutatyon Sentezi ve y- Glutamil Siklusu
GSH, hiicre icinde hizl1 bir “turnover”a sahiptir, yani bir yandan siirekli olarak yikima
ugrarken, bir yandan da yeniden sentezlenir. Bu metabolik aktivite y-glutamil siklusu
olarak tanimlanmaktadir. y-Glutamil siklusu, bazi hiicreler tarafindan, aminoasitlerin
hiicre igine tasinmasinda kullanilan bir mekanizmadir.

Bu siklus araciligi ile bir serbest aminoasit, GSH’1n y-glutamil grubu ile bir isopeptid
olusturarak hiicre i¢ine girerken, bu arada sisteinilglisin serbestlesir. Bu reaksiyon hiicre
zarinda bulunan y-glutamil transpeptidaz (y-GT) enzimi tarafindan katalizlenir. Daha
sonra y-glutamil aminoasitten, siklotransferaz enzimi etkisi ile aminoasit ayrilir ve
glutamil kalintisinin halkali bir tiirevi olan 5-oksoprolin olusur. Sisteinilglisin ise
dipeptidaz etkisi ile sistein ve glisine, oksoprolin oksoprolinaz ile glutamik aside
dontistir. Glutamik asit de, sirast ile siklusun diizenleyici enzimi olan y-glutamilsistein
sentetaz (y-GCS) ve GSH sentetaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlar sonucu tekrar
sistein ve glisin ile birleserek GSH’1 olusturur.

y-Glutamil siklusunun galigmasi i¢in aminoasitler ve ATP gereklidir. Bu siklusta 3
ATP kullanilir.

ADP +P, ATP

Amino
asit
‘ glutatyon

yY—Glutamilsistein
y—glutamil
transpeptidaz

Glisin

/‘ ADP + P,

sisteinilglisin \

sistein ATP

y—Glutamilaminoasit
S-oksoprolinaz

. Glutamat
S-oksoprolin
; ATP ADP + P,
Amino
asit

Sekil 1.7. Glutatyon sentezi (Murray ve ark., 1996)
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1.2.6.1.2. Glutatyon’un Fonksiyonlari

1. Aminoasit Transportu: y-Glutamil siklusu hiicre membraninda, y-glutamil
transpeptidazlarin etkisi ile intraseliiler glutatyon ve ekstraseliiler aminoasidin -
glutamil aminoasidini olusturarak, aminoasidin hiicre i¢ine taginmasina olanak
saglamaktadir (Jendryazko ve ark., 1993; Tiirkmen ve ark., 1996).

2. Tiyol Disiilfit Etkilesimi: Bazi metabolik ve fizyolojik fonksiyonlar tiol disiilfit
degisimini gerektirmektedir. Ornegin enzimlerin aktivasyonu ve inaktivasyonu
(Meister ve ark., 1983).

3. Glutatyon Konjugatlari: Glutatyon konjugatlariin olusumunda etkili olan enzim
glutatyon S- transferazdir. Bu reaksiyon bazi ilaglarin etkisi ve detoksifikasyonu
acisindan onem tasir. Elektrofilik bir merkez tasiyan bilesikler GSH ile konjugat
olusturabilir. GSH konjugatlar tipik olarak y -glutamin transpeptidazin etkili
oldugu bir reaksiyonla merkaptiirik asitlere donistiiriiliir (Roger ve ark., 1993).

4. Radyoaktivite: Yapilan arastirmalarda tiollerin, ¢ok kolay okside olabildikleri ve
radyasyonun hiicrelerde tiol gruplarim1 hizli bir sekilde iyonize ettigi ortaya
konulmustur. Radyasyon, hiicrenin GSH konsantrasyonunda diismeye ve okside
glutatyon (GSSG) konsantrasyonunda artisa yol agar (Hubert ve ark., 1994).
Cesitli gozlemler hiicrelerin radyosensitivitesinin intraseliiler tiol diizeylerine
bagl oldugunu géstermistir. Iyonize edici radyasyon bir molekiilden hidrojeni
cikarir ve radikal olusturur. Tioller hidrojeni tekrar radikale kazandirarak
toksisiteyi azaltir (Konukoglu ve ark., 1995). Serbest radikaller ve genotoksik
elektrofilik molekiillerin kanserogenezdeki zararli etkilerinin 6nlenmesinde
GSH’mm roliine iliskin arastirmalar son yillarda olduk¢a dikkat ¢ekmektedir
(Tirkmen ve ark., 1996). GSH metabolizmasindaki bozuklugun kanser

patogenezinden sorumlu olabilecegi ileri stiriilmektedir (John ve ark., 1991).

Oksijen radikalleri reversibl veya irreversibl olarak niikleik asitler, protein ve serbest
aminoasitler, lipitler ve lipoproteinler, karbonhidratlar ve bag dokusu molekiilleri
tizerinde zararli etkiler olusturur. Siiperoksit radikalinin ve hidrojen peroksitin
konsantrasyonunda meydana gelen artis dogrudan hiicresel harabiyet yapar. Bunun
sonucunda rediikte NAD, GSH ve ATP konsantrasyonundaki diismeler hasarin

biiylimesine yol agar (Konukoglu ve ark., 1995).
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Sekil 1.8. Glutatyon ve glutatyon bagimli enzimler (Nural, 2005)

1.2.6.1.3. Azalmis Glutatyonun Muhtemel Sebepleri

Dokulardaki diisik GSH seviyesi azalmig sentezin, artmis yikimin, GSSG ve bilesik
distilfitlere oksidasyonun, GSSG’nin GSH’a doniistiiriilmesindeki  yetersizligin,
detoksifikasyon reaksiyonlarinda kullanimin veya bu yollardan birkaginin birlikte

sonucu olarak ortaya cikabilir.
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Buna gore GSH’1n azalma sebeplerini sOyle siralayabiliriz;

1- Azalmis sentez (sistein eksikligi, ATP eksikligi, enzim eksikligi, ozellikle
v-glutamilsistein sentetaz eksikligi)

2- Artmis yikim

3- GSSG ve PSSG’ye (protein disiilfit) oksidasyon

4- GSSG’den GSH’ye rejenerasyondaki yetersizlik (NADPH+H" eksikligi, glutatyon
rediiktaz aktivitesinin diigiik olmasi)

5- Sizint1 / kayip

6- Detoksifikasyon reaksiyonlarinda kullanim (glutatyon S-transferaz)

Azalmis sentez yetersiz beslenmenin sonucu olarak dokulardaki azalmis sisteine
bagli olabildigi gibi, hiicreye sistein alinimindaki bir yetersizlikte GSH sentezinde
azalmaya yol agabilir. GSH transportunun engellenmesi dokuya bagli olarak farkli
etkiler gosterir.

ATP eksikligi de, sentezlenen her GSH basina 3 molekiil ATP gerektiren GSH
sentezini azaltacaktir. GSH sentezi ATP nin kullanildig1 baslica yollardan biridir.

Azalmig GSH sentezi sentez yolundaki iki enzimin diisiik aktivite gostermesinden de
kaynaklanabilir. Kalitsal olarak y-glutamilsistein sentetaz eksikligi olan hastalarda ¢ok
diistik eritrosit GSH seviyesi ve non-sferosilik hemolitik anemi gozlenir. GSH eksikligi
ise hafif bir hemolitik anemi ile birlikte seyreder.

Antioksidan olarak GSH hem enzimatik hem de non-enzimatik olarak GSSG ve
PSSG olusumuna yol agar. GSSG’nin birikimi normal olarak glutatyon rediiktaz
reaksiyonundaki rejenerasyon ile Onlenir, fakat glutatyon rediiktaz veya NADPH

seviyeleri diiserse rejenerasyon yeteri kadar gerceklesmez.

1.2.6.2. Glutatyon S- Transferaz

Glutatyon S-transferaz (GST) biotransformasyon enzimi olup, gastrointestinal sistemin
epitelyum dokularinda yaygin olarak bulunur. Fonksiyonlar1 arasinda zehirsizlestirme
reaksiyonlari, organizmayi karsinojenik bilesimlerden veya dokudaki ve kandaki toksik
etkilerden korumak sayilabilir.

Glutatyon S-transferaz enziminin molekiil agirligr 50.000 daltondur. GST ailesi alfa
(o), mii (p), pi (w) ve beta (B) siniflarindan olusmaktadir. GST lipit peroksidasyonunda
aldehit yapisindaki tirtinleri dahil, reaktif elektrofilik mutajenleri inaktive eder (Nitsu ve
ark., 1989).
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Potansiyel olarak zehirli baz1 elektrofilik ksenobiyotikler bircok reaksiyona
ugrayarak niikleofilik GSH ile konjuge olurlar.

Bunlardan ilki R + GSH — R-S-G reaksiyonudur. Burada R elektrofilik
ksenobiyotiktir. Bu reaksiyonlar1 katalize eden enzim glutatyon S-transferazdir. GST
karaciger sitozoliinde yiiksek, diger dokularda daha diisiik miktarlarda bulunur. Serum
ve eritrosit GST diizeylerinin 6l¢limiiniin bir¢ok kanserde glivenilir ve hassas bir marker

olabilecegi ileri stiriilmektedir (Konukoglu ve ark., 1995; Nitsu ve ark., 1989).

1.2.6.3. Glutatyon Peroksidaz
Organizmada serbest radikal hasar1 ve oksidatif strese kars1 olan savunma sisteminde
yer alan GSH ile ilgili enzimlerden biri de glutatyon peroksidazdir (GPx). GPx’in
selenyuma (Se) bagimli ve bagimsiz olmak tizere iki sekli vardir. Antioksidan etki
GPx’in selenyuma bagimli enziminin aktivitesindeki degisiklikten kaynaklanabilir. Se
bagimsiz enzim yalnizca organik peroksitleri, bagimli enzim hem hidrojen peroksidi
hem de organik peroksitleri (LOOH) metabolize eder. Boylece GPx bir yandan hidrojen
peroksiti metabolize ederek lipit peroksidasyonunun baslamasini dnlerken, diger yandan
lipit hidroperoksitlerini de metabolize ederek olayin gelismesini 6nlemektedir (Meister
ve ark., 1983; Wintrobe ve ark., 1991).

GPx okside edici ajanlarin eritrosit iizerine yapacagi etkiden korunmada anahtar rol
istlenir. GPx, indirgenmis glutatyonun oksidasyonunu, H,O; ve peroksitlerin yikimini
saglayan bir enzimdir. H,O, ve ¢esitli organik hidroperoksitlerin GPx ile indirgenmesi

reaksiyonunda indirgenmis glutatyon kosubstrat olarak goérev alir.

GPx
H,0, + 2GSH » 2 H,O+ GSSG

GR
GSSG + NADPH + H* » 2GSH + NADP”

Katalitik reaksiyon sonucu H,O ve oksitlenmis glutatyon disiilfit (GSSG) olusur.
Hiicresel GSH’1n eksikligine yol acan GSSG diflizyonu GPx aktivitesindeki artisin bir
sonucudur. Eritrosit veya karaciger hiicrelerinde GSSG’nin ¢ok az miktar1 hiicreler
tarafindan atilir. Bu miktar hidroperoksit metabolizmasi sirasinda yiikselir. GSSG’nin
hiicre icinde birikimi ve difiizyonu hiicresel NADPH+H/NADP" redoks orani ile
iliskilidir. Sitozolik NADPH+H*/NADP" redoks oranini azaltan metabolik olaylar
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GSSG/GSH oranini artirarak hiicreden GSSG ¢ikisinin hizlanmasina yol agar (Meister
ve ark., 1983).

Glutatyon peroksidaz genotoksik ve mutajen elektrofilik maddelerle konjugasyona
girerek onlarin zehirsizlestirilmesinde rol oynar (Tiirkmen ve ark., 1996). Oksidan ve
genotoksik maddelerin artmasmin 6zellikle kimyasal kanserogenezin tiim safhalarinda

yer aldigina dair ¢alismalar bulunmaktadir (Goodwin ve ark., 1983).

1.2.6.4. Glutatyon Rediiktaz
Antioksidan savunmanin etkinligini siirdiirebilmesi i¢in oksitlenmis glutatyonun
(GSSG) tekrar indirgenmis sekle donlismesi gerekir. Glutatyon rediiktaz (GR)

NADPH+H" varliginda oksitlenmis glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizler.

GR

GSSG + NADPH + H* 2GSH + NADP?

v

Bu oksidorediiksiyon enziminin koenzimi NADPH, prostetik grubu FAD’dir.
Dimerik bir yapida bulunan GR’nin molekiil agirligi yaklasik 104.800 daltondur.
Sitozol ve mitokondride lokalizedir. GR bir flavin enzim olup FAD ile aktive edilir. GR
oksitlenmis glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizlerken, elektronlar 6nce
NADPH’dan FAD yolu ile GSH’ye daha sonra ise iki sistein kalintis1 arasindaki
disiilfid baglarina en son ise oksitlenmis glutatyona transfer olmaktadir (Meister ve ark.,
1983).

Stoplazmik ara iriinler olan NADPH ve GSH konsantrasyonlart hiicrenin redoks
durumunun akut degisikliklerini yansitir. NADPH+H'/NADP* ve GSH/GSSG
oranlarindaki degisiklikler akut pro-oksidan stres ile antioksidan savunma arasindaki

dengesizligin belirtisidir.

1.2.6.5. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz

Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PD) enziminin yap1 ve sentezini kontrol eden genler

X kromozomu iizerinde bulunurlar. Enzimin N ucundaki aminoasit terminalinde

piroglutamik asit, karboksi terminalinde ise glisin bulunur (Wintrobe ve ark., 1991).
Heksoz monofosfat yolunun kilit enzimi olarak bilinen G6PD enzimi reaksiyonu

kataliz ederken kofaktdr olarak NADP® kullanmaktadir. Reaksiyon sonunda iiretilen

NADPH ise hiicre zarinin oksidan ajanlara karsi korunmasinda goérev alan GSH

yapiminda ve diger bir¢ok reaksiyonda (methemoglobinin hemoglobine doniligmesinde,
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birgok aminoasidin yapiminda, pentozlarin sentezinde vs.) gérev almaktadir (Wintrobe
ve ark., 1991; Choremis ve ark., 1966).

Bir¢ok indirgeyici biyosentez tepkimelerinin olusmasinda, siilfidril gruplarinin
sirekliliginin saglanmasinda, serbest radikallerin ve peroksitlerin detoksifikasyonun da
rol oynayan rediikte glutatyonun olusumunda rediikleyici kaynagi gorevini iistlenen
NADPH temel olarak pentoz fosfat yolunun ilk enzimi G6PD tarafindan glukoz-6
fosfatin (G6P) 6-fosfo glukonata (6PG) doniisiimii sirasinda olusmaktadir.

Enzim, G6P’dan 6PG’a doniisiimiinii saglarken NADP"’nin rediikte NADP*
(NADPH+H") haline ge¢mesini saglar ve meydana gelen NADPH hiicreye GSH
saglamak icin gerekli olup, ayni zamanda bir¢ok enzimatik olayin diizenlenmesinde
gorev alir. GSSG’yi GSH’a ¢eviren glutatyon rediiktaz enzimi bu olaylar zincirini
katalize ederken NADPH’1 koenzim olarak kullanir. G6PD enzim eksikligi sonucu
NADPH’1n yetersiz iiretimi neticesinde GSH iiretimi azalacagindan hiicre oksidatif
hasara kars1 kendini koruyamayacak ve hemoliz baslayacaktir (Oztiirk, 1996).

G6PD eksikligine baglanan patolojik bulgulardan bazilar1 akut hemolitik anemi,
favizm, kanser insidansinda artig, kan basinci degisiklikleri ve mental bozukluklardir
(Takizawa ve ark., 1986).

Biz de bu bilgilerden yola ¢ikarak g¢esitli kanserlerde glutatyon sisteminde
olusabilecek degisiklikleri tesbit etmek, bu konudaki akademik literatiire katkida

bulunmak amaciyla bu ¢aligmay1 gerceklestirdik.
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2. MATERYAL VE METOD

Bu calisma 2010 — 2012 tarihleri arasinda Cumhuriyet Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii Arastirma Laboratuvar’larinda yapilmistir. Aragtirmamizda kullanilan
kan Ornekleri CU Tip Fakiiltesi Hematoloji ve Onkoloji Béliimiine gelen hastalardan
toplanmigtir. Bu c¢alismaya ait etik kurul raporu, 07.07.2010 tarih ve 2010/109 karar
nolu Cumhuriyet Universites Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalari Degerlendirme

Kurulu karari ile onaylanmigtir (EK-1).

2.1. Calismada Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeleri
- NADPH (AppliChem, Almanya)
- NADP (AppliChem, Almanya)
- KH2POq4 (Carlo Erba, 1talya)
- KyHPO4 (Carlo Erba, 1talya)
- Na;HPO, (Merck, Almanya)
- NaH;PO4 (Merck, Almanya)
- NaHCOj3; (Merck, Almanya)
- GSSG (AppliChem, Almanya)
- GSH (Sigma, ABD)
- FAD (AppliChem, Almanya)
- Etanol (Merck, Almanya)
- Hidrojen Peroksit (Merck, Almanya)
- Dipotasyum EDTA (Molekula)
- Disodyum EDTA (Merck, Almanya)
- Tris hidroksimetil aminometan (Multicell)
- Hemoglobin (Sigma, ABD)
- Potasyum ferrisiyanid (Sigma, ABD)
- Potasyun siyanid (Sigma, ABD)
- MgCl; (Merck, Almanya)
- Glukoz-6 fosfat (Sigma, ABD)
- NaCl (Carlo Erba, italya)
- HCI (Carlo Erba, italya)
- NaOH (Merck, Almanya)
- 5-Siilfo salisilik asit (Sigma, ABD)
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- Cift distile su (Merck, Almanya)

- Sodyum azide (AppliChem, Almanya)

- Glutatyon rediiktaz (Sigma, ABD)

- 5’ 5 dithio-bis (2-nitrobenzoik asit) (Sigma, ABD)
- 1-kloro-2,4 dinitro benzen (CDNB) (ABCR)

- KCI (Merck, Almanya)

- Acrylic kiivet

- Kuartz kiivet (Q-401)

- Pipet uglar1 (1000 ul, 100 pl, 10 pl’lik)

- Antikoagiilanli kan toplama tiipii (K3 EDTA’I1)
- Eppendorf tiip (0,5 pl, 1,5 pl, 2 pl’lik)

- Parafilm (50x75 mm)

- Kan tasima ¢antasi

2.2. Calismada Kullanilan Cihazlar
- Spektrofotometre (Cecil 5000 Series, CE 5502)
- Sogutmal1 santrifiij (Selecta Centrofriger BL II)
- Hassas terazi (Dikomsan)
- pH Metre (AZ pH/MV meter)
- Vorteks (Fisons)
- Manyetik karistiric1 (Chiltern Hotplate Magnetic Stimer HS31)
- Etiiv (Jeio Tech Versiyon 5.0)
- Derin dondurucu (Argelik 2020 MD)
- Buzdolabi (Argelik 4263 N)
- Ayarlanabilir otomatik pipetler (IntroLab, 2-20 ul, 20-200 pl, 100-1000 ul)

2.3. Kan Orneklerinin Ahnmasi

Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerden 3 ml ven6z kan ornekleri K3-EDTA
igeren tiiplere alnip, tiipler +4°C’de laboratuvara nakledildi. Laboratuvara ulasan
numunelerde eritrosit izolasyon islemine vakit kaybedilmeden baslandi. Kan 6rnekleri
+4°C’de 2500 xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant alindiktan sonra tiipte kalan
sekilli elemanlar {izerine hacminin 3 kat1 kadar izotonik (% 0,9’luk) NaCI soliisyonu

ilave edildi. Yavasca alt {ist edilerek eritrositler yikandi ve tekrar +4°C’de 2500 xg’de
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10 dakika santriflij edildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Daha sonra eritrositler 1:5 v/v
oraninda distile su eklenerek donma ¢6zme yontemi ile hemoliz edildi. Bu islemden
sonra hemolizat +4°C’de 22.000 xg’de 60 dakika santriflij edilerek hiicre zarlarmin
ayrilmasi saglandi. Olusan eritrosit hemolizatlar1 biitiin analizlerde kullanilmak iizere

1,5 mI’lik eppendorf tiiplere boliinerek -20°C’de saklandi (Canbay ve ark., 2002).

2.4. Hemoglobin Miktar: Tayini
Prensip: Ferrisiyaniir, hemoglobindeki demiri oksitleyerek methemoglobine doniistiiriir.
Methemoglobin de siyaniir varhiginda 540 nm’de absorpsiyon piki veren

siyanomethemoglobine doniisiir.

Cozeltiler
- Drabkin ¢ozeltisi: 0,20 g potasyum ferrisiyaniir, 0,05 g potasyum siyaniir ve 1 g
sodyum bikarbonat tartilir. Son hacim 1 L’ye distile su ile tamamlanir.
- Hb Standardi: 60 mg/dl
- % 0,9’luk NaCI

Yontem

Ayiraglar deney tiiplerine tabloda belirtilen oranlarda ilave edilir.

Cozeltiler (ml) St; | St St3 Sty Sts Kor Ornek
Drapkin ¢oz. 5 5 5 5 5) 5) 3)
Standart (60 mg/dl) 2 4 6 8 10 0 -
Hemolizat - - - - - - 20 ul
Serum fizyolojik 8 6 4 2 0 10 9,980

Tiipler karigtirilir. 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir. 540 nm’de absorbanslari
olgiiliir. Cizilecek standart grafikten yararlanilarak hemolizatlarin hemoglobin seviyeleri

belirlenir (Umudum ve ark., 2009).
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Hesaplama

Asagidaki hemoglobin standartlarindan elde edilen grafikten yararlanilarak hemoglobin

miktarlar1 hesaplanmistir.

0,3
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0
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2 0,1
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(7]
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<

0,05

Hemoglobin Miktarlari

y=0,735x - 0,0238
R*=0,9964

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Konsantrasyon (mg/dl)

Sekil 2.1. Hemoglobin standart egrisi

2.5. Glutatyon S-Transferaz Aktivitesi

Prensip: GST, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile glutatyonun —SH grubu arasindaki
tepkimeyi katalizler. Enzim aktivitesi 340 nm’de 37°C’de GSH ve CDNB kullanilarak

dakikada olusan S-2,4 dinitrofenilglutatyonun 1 pmol’iinii katalizleyen enzim

miktarinin dl¢tilmesiyle belirlenir.

CDNB + GSH

Cozeltiler

- 20mM GSH
- 20mM CDNB

GST

» S-2,4 dinitrofenilglutatyon + HCI

- 0,2 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 6,5)
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Yontem

Ayrraglar 3 ml’lik kiivetlere tabloda belirtilen oranlarda ilave edilir.

Cozeltiler Kor (ul) Ornek (pl)

Sodyum Fosfat Tamponu 1000 1000

GSH 100 100

Hemolizat — 40

Saf Su 800 760

CDNB 100 100
340 nm’de 5 dakika boyunca absorbans artis1 izlenir (Antmen, 2005).

Hesaplama

AOD/ dak - VToplam
10 Virnek

GST Aktivitesi (U/ml) =

AOD = Optik Dansite Fark1
€ 340 = 10 L/mol/cm (CDNB’nin molar absorbsiyon katsayist)

Vioplam = TOplam Hacim

Vsmek = Hemolizat Hacmi

GST Aktivitesi
Hb Degeri

GST Spesifik Aktivite (U/g Hb) =

2.6. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi

Prensip: GPx, hidrojen peroksit varliginda GSH’1in GSSG’ye ylikseltgenmesini kataliz
eder. Hidrojen peroksidin bulundugu ortamda GPx’in olusturdugu GSSG, glutatyon
rediiktaz ve NADPH yardimiyla GSH’a indirgenir. GPx aktivitesi, NADPH’in

NADP*‘ya yiikseltgenmesi sirasinda absorbans farkinin 340 nm’de okunmasiyla

Olgiiliir.
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Cozeltiler
- 150 mM GSH
- 1M NaN3
- 3mM NADPH
- Glutatyon Rediiktaz (seyreltme yapilmaksizin kullanilir)
- 50 mM H;0;
- 50 mM Potasyum Fosfat Tamponu (pH 7,5)

Yontem

Ayrraglar 3 ml’lik kiivetlere tabloda belirtilen oranlarda ilave edilir.

Cozeltiler Kor (ul) Ornek (ul)
Potasyum Fosfat Tamponu 2680 2640
GSH 100 100
NADPH 100 100
GSH-Rediiktaz 10 10
NaN3 (sodyum azid) 10 10
Hemolizat — 40
Tiipler iyice karistirilir. 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.
H>0, 100 100

340 nm’de numunelerin absorbansindaki azalis 5 dakika siireyle izlenir (Nural, 2005)
Hesaplama

AOD/ dak VToplam
6,22Xx103 Vornek

GPx aktivitesi (U/ml) =

AOD = Optik Dansite Farki
€340= 6,22x10° L/mol/cm (NADPH’n molar absorbsiyon katsayisi)

Vioplam = Toplam Hacim
Vsmek = Hemolizat Hacmi

GPx Aktivitesi
Hb Degeri

GPx Spesifik Aktivite (U/g Hb) =
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2.7. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi
Prensip: Glutatyon rediiktaz, NADPH varliginda GSSG’nin GSH’a indirgenmesini
katalizler. GR aktivitesi, NADPH’in NADP"a yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans

farkinin 340 nm dalga boyunda okunmasi esasina dayanir.

Cozeltiler
- 0,1 M Potasyum Fosfat Tamponu (pH 7,4)
- 3mM NADPH
- 7,5mM GSSG
- 0,25mM FAD"
- 80 mM EDTA

Yontem

Ayrraclar 3 mI’lik kiivetlere tabloda belirtilen oranlarda ilave edilir.

Cozeltiler Kor (ul) Ornek (ul)
FAD" 100 100
Potasyum Fosfat Tamponu 2050 2000
EDTA 50 50
Hemolizat — 50
GSSG 100 100
8 dakika 37 °C’de inkiibe edilir.
NADPH 100 100

340 nm’de numunelerin absorbansindaki azalis 10 dakika siireyle izlenir (Saygil,

1997)

Hesaplama

o AOD/ dak VTopl

GR aktivitesi (U/ml) = AOD/dak~ TToplam
6,22x103 Virnek

AOD = Optik Dansite Farki

€340= 6,22x10° L/mol/cm (NADPH’1n molar absorbsiyon katsayist)

Vioplam = Toplam Hacim
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Vsmek = Hemolizat Hacmi

GPx Aktivitesi
Hb Degeri

GR Spesifik Aktivite (U/g Hb) =

2.8. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Aktivitesi
Prensip: G6PD enziminin G6P’dan 6PG olusturulmasinda NADP’nin indirgenerek

NADPH olusturmasi sirasinda meydana gelen reaksiyon 340 nm dalga boyunda izlenir.

Cozeltiler
- 1M Tris-HCI 5mM EDTA (pH 8.0)
- 0,2 M MgCl,
- 2mM NADP*
- 6 mM Glukoz 6 Fosfat

Yontem

Ayiraglar 3 ml’lik kiivetlere tabloda belirtilen oranlarda ilave edilir.

Cozeltiler Kor (ul) Ornek (pl)
Tris-HCI-EDTA tamponu 300 300
MgCl, 300 300
NADP* 500 500
Saf Su 1400 1340
Hemolizat — 60
37 °C’de 10 dakika inkiibe edilir.
G6P 500 500

340 nm’de numunelerin absorbansindaki artis 10 dakika siireyle izlenir (Umudum ve
ark., 2009).

Hesaplama

AOD/ dak VToplam
6,22x103 Vornek

G6PD aktivitesi (U/ml) =

AOD = Optik Dansite Farki
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€a10= 6,22x10° L/mol/cm (NADPH’1n molar absorbsiyon katsayist)

Vioplam = Toplam Hacim
Vsmek = Hemolizat Hacmi

GPx Aktivitesi
Hb Degeri

G6PD Spesifik Aktivite (U/g Hb) =

2.9. Rediikte Glutatyon Miktari

Prensip: GSH, DTNB tarafindan okside edilirken, ortamda bulunan GSSG ve diger
¢cOziinlir tiyol bilesikleri ile GSH’mn olusturdugu disiilfid baglanmalart GR enzimi
varliginda NADPH n oksitlenmesi ile GSH’a doniistiiriilmektedir. Meydana gelen sari
renkli 2-nitro-5-tiyobenzoik asitin miktar1 412 nm’de Olg¢iilmektedir. Elde edilen

absorbans degerleri standart GSH grafigi ile derisim degerlerine doniistiiriilmektedir.

Cozeltiler
- 6,3mM EDTA igeren 143 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5)
- 0,3mM NADPH
- 6mMDTNB
- 50 U/ml Glutatyon Rediiktaz
- 10 nmol/mI’lik GSH

Yontem

Ayrraglar 3 mI’lik kiivetlere tabloda belirtilen oranlarda ilave edilir.

Cozeltiler Kor (ul) Ornek (ul)
Sodyum Fosfat Tamponu 1400 1400
NADPH 200 200
DTNB 200 200
Hemolizat — 50
Saf Su 1180 1130
Calkalanir ve 30 °C’de 3 dakika inkiibe edilir.
Glutatyon Rediiktaz 20 20

Calkalanarak 412 nm dalga boyunda, 30 “C’de, 0. ve 3. dakikalardaki absorbanslari
kaydedilir. Sonuclar GSH ile hazirlanan standart egriden degerlendirilir (Piner, 2005).
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Hesaplama

Calisma tamponu ile 10 nmol/ml’lik GSH stok ¢o6zeltisi hazirlanir. Hazirlanan bu
¢Ozeltiden 0,1 nmol/ml, 0,2 nmol/ml, 0,4 nmol/ml, 0,8 nmol/ml, 1,6 nmol/ml, 3,2
nmol/ml, 6,4 nmol/ml’lik derisimlerde seyreltmeler yapilir. Bunlar c¢alisma
standartlarinin hazirlanmasinda kullanilir. Elde edilen absorbans degerleri standart

grafik kullanilarak derisim degerlerine doniistiirtiliir.

GSH miktan

y=0,1994x + 0,0219
R?=0,9926

Absorbans (412 nm)

0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Konsatrasyon ( nmol/ml )

Sekil 2.2. GSH’1n Standart Grafigi

2.10. Okside Glutatyon Miktari

Prensip: Okside glutatyon miktari, total GSH miktarinin 6l¢iilmesinde kullanilan
yontem ile belirlenmektedir. Farkli olarak, 5-siilfosalisilik asit homojenat1 kullanimdan
once asagidaki gibi 2-vinilpiridin ile tiirevlendirilmektedir. GSH’m 2-vinilpiridin ile

tiirevlendirilmesiyle sadece GSSG miktar1 6l¢iilmektedir.

Ornek Hazirlanmasi
100 ul &rnek iizerine 2 pl 2-vinilpiridin eklenir ve pH 7.0’ye ayarlanir. Ornekler oda
1s1sinda 1 saat inkiibe edilir.
Cozeltiler
- 6,3mM EDTA igeren 143 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5)
- 0,3mM NADPH
- 6mMDTNB
- 50 U/ml Glutatyon Rediiktaz
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Yontem

Ayrraglar 3 ml’lik kiivetlere tabloda belirtilen oranlarda ilave edilir.

Cozeltiler Kor (ul) Ornek (ul)
Sodyum Fosfat Tamponu 1400 1400
NADPH 200 200
DTNB 200 200
Hemolizat — 50

Saf Su 1180 1130

Calkalanir ve 30 °C’de 3 dakika inkiibe edilir.
Glutatyon Rediiktaz 20 20

Calkalanarak 412 nm dalga boyunda, 30 "C’de, 0. ve 3. dakikalardaki absorbanslari
kaydedilir. Sonuglar GSH ile hazirlanan standart egriden degerlendirilir (Piner, 2005).

Hesaplama
Elde edilen absorbans degerleri total GSH i¢in hazirlanan standart grafik kullanilarak

derisim degerlerine doniistiiriiliir.
Bulgular SPSS (Ver. 14.0) programina yiiklenerek verilerin degerlendirilmesinde

varyans analizi, Tukey Testi, Kuruskal-Wallis Testi, Man Whidney U Testi ve

korelasyon analizi kullanilmis ve yanilma diizeyi 0,05 olarak alinmistir.
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3. BULGULAR

Yapilan bu ¢aligmada kolon, mide ve kan kanseri hastalarinda eritrosit GST, GPx, GR,
G6PD, GSH, GSSG ve GSH/GSSG diizeyleri arastirilmis ve iki tekrar sonrasinda elde
edilen sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Kontrol grubu (n=30) , kolon
kanseri (n=30), mide kanseri (n=30) ve kan kanseri (n=30) hastalarinin ¢aligilan
degerleri ortalama (X) ve standart sapma (SD) olarak X+SD seklinde tablo 3’de

gosterilmistir.

Kontrol grubunda GST aktivitesi ortalama 0,59 + 0,13 U/gHb, GPx aktivitesi
ortalama 10,52 + 2,22 U/gHb, GR aktivitesi ortalama 0,86 + 0,18 U/gHb, G6PD
aktivitesi ortalama 7,12 + 1,63 U/gHb, GSH degeri ortalama 11,43 £ 1,9 nmol/gHb,
GSSG degeri ortalama 3,09 + 0,48 nmol/gHb ve GSH/GSSG degeri ortalama 3,86 + 1,3

olarak saptanmuistir.

Kolon kanserli bireylerde GST aktivitesi ortalama 1,28 + 0,23 U/gHb, GPx aktivitesi
ortalama 5,64 £ 1,49 U/gHb, GR aktivitesi ortalama 1,41 + 0,39 U/gHb, G6PD
aktivitesi ortalama 4,07 + 0,93 U/gHb, GSH degeri ortalama 6,96 = 1,45 nmol/gHb,
GSSG degeri ortalama 7,20 + 1,17 nmol/gHb ve GSH/GSSG degeri ortalama 1,04 +

0,49 olarak saptanmustir.

Mide kanserli bireylerde GST aktivitesi ortalama 1,20 + 0,30 U/gHb, GPx aktivitesi
ortalama 5,80 + 1,40 U/gHb, GR aktivitesi ortalama 1,36 + 0,33 U/gHb, G6PD
aktivitesi ortalama 5,55 + 1,26 U/gHb, GSH degeri ortalama 7,66 = 1,19 nmol/gHb,
GSSG degeri ortalama 6,33 + 1,18 nmol/gHb ve GSH/GSSG degeri ortalama 1,29 +

0,46 olarak saptanmustir.

Kan kanserli bireylerde GST aktivitesi ortalama 1,90 = 0,47 U/gHb, GPx aktivitesi
ortalama 6,07 + 1,47 U/gHb, GR aktivitesi ortalama 1,04 + 0,18 U/gHb, G6PD
aktivitesi ortalama 3,04 + 0,79 U/gHb, GSH degeri ortalama 7,51 + 1,13 nmol/gHb,
GSSG degeri ortalama 7,79 + 0,80 nmol/gHb ve GSH/GSSG degeri ortalama 0,98 +

0,22 olarak saptanmustir.
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Gruplara ait GST degerleri karsilastirildiginda gruplar arasi farklilik tablo 3°de
gosterildigi gibi 6nemli bulunmustur (p < 0,05). GST aktivitesi kanser hastalarinda
kontrol grubuna gore artmistir.

Gruplara ait degerler ikiserli karsilastirildiginda tablo 3’de gosterildigi gibi, kontrol
grubuyla kolon, mide ve kan kanserleri arasindaki farklilik, kolon kanseri ile kan
kanseri arasindaki farklilik, mide kanseri ile kan kanseri arasindaki farklilik istatistiksel
olarak 6nemli bulunurken (p < 0,05), kolon kanseri ile mide kanseri arasindaki farklilik

istatistiksel olarak onemsiz bulunmustur (p > 0,05).

U/gHb y .
e GST Degerleri

1,5 -

0,5 -

Kontrol Grubu Kolon Kanseri Mide Kanseri Kan Kanseri

Sekil 3.1. Hasta ve kontrol gruplarina ait GST degerleri

Gruplara ait GPx degerleri karsilastirildiginda gruplar arasi farklilik tablo 3°de
gosterildigi gibi istatistiksel olarak Oonemli bulunmustur (p < 0,05). GPx aktivitesi
kanser hastalarinda kontrol grubuna gore azalmigstir.

Gruplara ait degerler ikiserli karsilastirildiginda tablo 3’de gosterildigi gibi, kontrol
grubu ile kolon, mide ve kan kanserleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemli
bulunurken (p < 0,05), diger kanser tiirleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak

O6nemsiz bulunmustur (p > 0,05).
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U/gHb
12 -

GPx Degerleri

Kontrol Grubu Kolon Kanseri Mide Kanseri Kan Kanseri

Sekil 3.2. Hasta ve kontrol gruplarina ait GPx degerleri

Gruplara ait GR degerleri karsilastirildiginda gruplar aras1 farklilik tablo 3’de
gosterildigi gibi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0,05). GR aktivitesi kanser
hastalarinda kontrol grubuna gore artmistir.

Gruplara ait degerler ikiserli karsilastirildiginda tablo 3’de gosterildigi gibi, kontrol
grubu ile kolon ve mide kanserleri, kolon kanseri ile kan kanseri, mide kanseri ile kan
kanseri arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunurken (p < 0,05), kontrol
grubu ile kan kanseri, kolon kanseri ile mide kanseri arasindaki farklilik istatistiksel

olarak 6nemsiz bulunmustur (p > 0,05).

U/gHb
16 -

GR Degerleri
1,4 -
1,2 -

1]
0,8 -
0,6 -
0,4 -

0,2 -

0 .
Kontrol Grubu Kolon Kanseri Mide Kanseri Kan Kanseri

Sekil 3.3. Hasta ve Kontrol Gruplarina ait GR degerleri
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Gruplara ait G6PD degerleri karsilastirildiginda gruplar aras1 farklilik tablo 3’de
gosterildigi gibi istatistiksel olarak Oonemli bulunmustur (p < 0,05). G6PD aktivitesi
kanser hastalarinda kontrol grubuna goére azalmistir.

Gruplara ait degerler ikiserli karsilastirildiginda tablo 3’de gosterildigi gibi, kontrol
grubu ile kolon, mide ve kan kanserleri arasindaki farklilik, kolon kanseriyle mide ve
kan kanserleri arasindaki farklilik, mide kanseriyle kan kanseri arasindaki farklilik

istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p < 0,05).

U/gHb
8 -

G6PD Degerleri

7 -

6 -

Kontrol Grubu Kolon Kanseri Mide Kanseri Kan Kanseri

Sekil 3.4. Hasta ve kontrol gruplarina ait G6PD degerleri

Gruplara ait GSH degerleri karsilagtirildiginda gruplar arasi farklilik tablo 3’de
gosterildigi gibi istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p < 0,05). GSH miktar1 kanser
hastalarinda kontrol grubuna gore azalmistir.

Gruplara ait degerler ikiserli karsilastirildiginda tablo 3’de gosterildigi gibi, kontrol
grubu ile kolon, mide ve kan kanserleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemli
bulunurken (p < 0,05), diger kanser tiirleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak

onemsiz bulunmustur (p > 0,05).
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nmol/gHb GSH Degerleri

12 -

10 A

Kontrol Grubu Kolon Kanseri Mide Kanseri Kan Kanseri

Sekil 3.5. Hasta ve kontrol gruplarina ait GSH degerleri

Gruplara ait GSSG degerleri karsilastirildiginda gruplar arasi farklilik tablo 3’de
gosterildigi gibi istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p < 0,05). GSSG miktari
kanser hastalarinda kontrol grubuna gore artmustir.

Gruplara ait degerler ikiserli karsilastirildiginda tablo 3’de gosterildigi gibi, kontrol
grubu ile kolon, mide ve kan kanserleri arasindaki farklilik, kolon kanseri ile mide
kanseri arasindaki farklilik, mide kanseri ile kan kanseri arasindaki farklilik istatistiksel
olarak 6nemli bulunurken (p < 0,05), kolon kanseri ile kan kanseri arasindaki farklilik

istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p > 0,05).

nmollgrip GSSG Degerleri
8 -
7 -
6 -
5
4 -
3 -
2 -
1 -
0 -
Kontrol Grubu Kolon Kanseri Mide Kanseri Kan Kanseri

Sekil 3.6. Hasta ve kontrol gruplarina ait GSSG degerleri
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Gruplara ait GSH/GSSG orani karsilastirildiginda gruplar arasindaki farklilik tablo
3’de gosterildigi gibi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0,05). GSH/GSSG
orani kanser hastalarinda kontrol grubuna goére azalmistir.

Gruplara ait degerler ikiserli karsilastirildiginda tablo 3’de gosterildigi gibi, kontrol
grubu ile kolon, mide ve kan kanserleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemli
bulunurken (p < 0,05), diger kanser tiirleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak

Onemsiz bulunmustur (p > 0,05).

GSH/GSSG Degerleri

45 -
3,5 -
2,5 -
1,5 -

0,5 -

Kontrol Grubu Kolon Kanseri Mide Kanseri Kan Kanseri

Sekil 3.7. Hasta ve kontrol gruplarina ait GSH/GSSG degerleri

Her bir grupta cinsiyete gore biitiin parametreler tablo 4’de gosterildigi gibi
istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p > 0,05).

Konrol grubunda sigara i¢gme durumuna gore bireylerin GPx degerleri
karsilagtirildiginda tablo 5°de gosterildigi gibi farklilik istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (p < 0,05). Yine kontrol grubunda sigara i¢gme durumuna gore diger
parametreler karsilastirildiginda farklilik istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p >
0,05).

Kolon, mide ve kan kanseri olan bireylerde sigara igme durumuna gore biitiin
parametreler tablo 5’de gosteridigi gibi istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p >
0,05).

Sigara kullanan kontrol grubu bireylerle sigara kullanan kolon ve mide kanserli
bireyler karsiklastirildiginda biitiin parametreler tablo 6’da gosterildigi gibi istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p < 0,05).
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Sigara kullanan kontrol grubu bireylerle sigara kullanan kan kanserli bireyler
karsilastirildiginda GR hari¢ diger parametreler tablo 6’da gosterildigi gibi istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p < 0,05).

Sigara kullanmayan kontrol grubu bireylerle sigara kullanmayan kolon, mide ve kan
kanserli bireyler karsilastirildiginda biitiin parametreler tablo 6’da gosterildigi gibi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0,05).

Her bir hasta grubunda hastaligin evresine gore biitiin parametreler tablo 7’de
gosterildigi gibi istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p > 0,05).

Kolon kanseri olan bireylerde tedavi sekline gore bireylerin GPx degerleri
karsilastirildiginda farklilik tablo 8’de gosterildigi gibi, istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (p < 0,05).

Gruplara ait degerler ikiserli karsilastirildiginda tablo 8’de gosterildigi gibi, tedavi
almayanlarla kemoterapi alanlar arasinda, kemoterapi alanlarla kemoterapi ve
radyoterapi alanlar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0,05).

Kolon kanserli bireylere tedavi sekline gore bakildiginda tablo 8’de gosterildigi gibi,
GPx harig diger parametreler yoniinden anlamsiz bulunmustur (p > 0,05).

Mide kanseri olan bireylerde tedavi sekline gore biitiin parametreler tablo 8’de
gosterildigi gibi istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p > 0,05).

Kan kanseri olan bireylere sadece kemoterapi tedavisi uygulandigindan dolay:
herhangi bir istatistiksel karsilastirma yapilamamistir (Tablo 8).

Her bir grupta yas ile Olciilen parametreler arasindaki iliski katsayilari istatistiksel

olarak anlamsizdir (p > 0,05).
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Tablo 3. Olgiilen parametrelere gore gruplarin karsilastiriimasi

Parametreler GST GPx GR G6PD GSH GSSG GSH/GSSG
(U/gHb) (U/gHb) (U/gHb) (UlgHb) (nmoligHp) | (nmol/gHb)
X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD X +SD
Kontrol Grubu | 0,59£0,13 | 1052£222 | 086+018 | 7.12%163 143219 | 309048 | 3.86%13
Kolon Kanseri | 128+023 | 5.64=149 | 1414039 | 4074095 | 696=145 | 720+1,17 | 1,04=049
Somug P=0,001 P =0,001 P = 0,001 P = 0,001 P = 0,001 P=0001 | P=0001
Kontrol Grubu | 0,59 £ 0,13 1052+ 2.22 0.86 % 0.18 712+ 1.63 1143+ 1.9 3.09+ 048 | 3.86+13
Mide Kanseri | 1204030 | 580+140 | 136%033 | 555+126 | 7.66=1,19 | 633=118 | 1,29%046
Somug P=0,001 P =0,001 P =0,001 P =0,001 P =0,001 P=0001 | P=0,001
Kontrol Grubu | 0,59 0,13 | 10522222 | 086+018 | 7,122 1,63 143619 | 3.090048 | 386%13
KanKanseri | 1.90+047 | 607+147 | 1,04=018 | 3044079 | 751+1,13 | 779£080 | 0,98%022
Somug P =0,001 P =0,001 P =0,061 P =0,001 P =0,001 P=0001 | P=0,00L
Kolon Kanseri 1,28 +0,23 5,64 = 1,49 1,41 +£0,39 4,07 £ 0,93 6,96 + 1,45 7,20+ 1,17 1,04 = 0,49
Mide Kanseri | 1,20£030 | 580+140 | 136£033 | 555:126 | 7.66=1,19 | 633<118 | 129046
Somug P=0,787 P =0,982 P =0,901 P = 0,001 P=0,249 P=0004 | P=0568
Kolon Kanseri | 128+023 | 5.64=149 | 1414039 | 4074095 | 696=145 | 720:1,17 | 1,04=049
KanKanseri | 190047 | 607147 | 1,04=018 | 3,00079 | 751+0,13 | 7.79%080 | 0.98%022
Somug P =0,001 P=0,757 P =0,001 P =0,007 P = 0,462 P=0083 | P=0991
Mide Kanseri | 1,20 < 0.30 5.80 = 1,40 1.36 %033 555+ 1.26 7.66 - 1.19 633+ 1.18 | 1.29+046
Kan Kanseri 1.90 = 0,47 6.07 =147 1.0420.18 3.04£079 751+ 113 779+0,80 | 0,98+022
Somug P =0,001 P=0927 P = 0,001 P = 0,001 P=0,978 P=0001 | P=0,388

P < 0,05 Istatistiksel olarak anlamli, P > 0,05 istatistiksel olarak anlamsiz
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Tablo 4. Cinsiyete gore kontrol ve hasta gruplarinin degerlendirilmesi

GST GPx GR G6PD GSH GSSG GSH/GSSG
Parametreler (9/gHb) (9/gHb) (9/gHb) (y/gHb) (an]oI/gHb) (nrDOI/gHb) _
X=£SD X=£SD X=£SD X=£SD X=£SD X=£SD X=£SD

Erkek (n=12) | 0,55+0,10 9,97 + 1,47 0,86 +0,18 6,68 + 1,64 10,77 £ 0,75 3,22+0,26 3,36 0,38

'f;orﬁtéﬁ' Bayan (n=18) | 0,61+0,14 | 10,89+2,58 | 0,85+0,18 | 741+1,60 | 11,87+230 | 3,00+£0,57 | 4,19+1,58
Sonug P =0,390 P=0,553 P =0,866 P =0,236 P=0,472 P =0,099 P=0,138

Erkek (n=16) | 1,35+0,17 5,75 +1,52 1,43+£0,43 | 4,40+1,04 6,71 = 1,23 7,59+£0,63 | 0,89 +0,21

é?]lgzr;i Bayan (n = 14) 1,19 £0,25 5,51 +£1,50 1,38 +£0,36 3,69 + 0,62 7,23+ 1,67 6,74 £1,48 1,20+ 0,67
Sonug P =0,061 P =0,647 P =1,000 P =0,052 P =0,257 P =0,085 P=0,110

_ Erkek (n=21) | 1,15+0,24 | 552+1,42 | 132+0,33 | 551+1,31 748 £ 1,23 6,45+122 | 1,24+047

K'ZIr:g:ri Bayan (n =9) 1,32 +0,40 6,45+ 1,18 1,44 £ 0,34 5,64 £1,20 8,08 £1,02 6,06 = 1,09 1,40 + 0,44
Sonug P=0,331 P=0,074 P=0,483 P=0,700 P=0,213 P =0,402 P=0,331

Erkek (n=19) | 2,00+ 0,49 5,81 £1,52 1,05 +£0,18 3,13+ 0,68 7,58 1,02 7,73 £0,81 1,00 + 0,22

K;g;ri Bayan (n=11) | 1,73+0,40 6,50 = 1,33 1,04 £ 0,19 2,90 £ 0,97 7,37 1,33 7,89 £ 0,81 0,95+ 0,24
Sonug P =0,089 P =0,107 P =0,897 P =0,220 P=0,561 P =0,591 P=0,591

P < 0,05 Istatistiksel olarak anlamli, P > 0,05 istatistiksel olarak anlamsiz
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Tablo 5. Sigara igme durumlarina gore gore kontrol ve hasta gruplariin degerlendirilmesi

GST GPx GR G6PD GSH GSSG GSH/GSSG
Parametreler (EJ/gHb) (EJ/gHb) (EJ/gHb) (y/gHb) (nrpol/gHb) (nrDoI/gHb) _
X+SD X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD

Sigara i¢enler (n=13) 0,59 £0,16 9,27 + 1,53 0,87+0,19 | 7,09+1,69 | 11,61+2,06 | 3,08+0,52 | 3,98 +1,49

lg:’rllggl Sigara icmeyenler (n=17) | 0,58 £0,10 11,47+2,22 | 0,84+0,17 | 7,14+1,64 | 11,30+1,82 | 3,10+£0,46 | 3,77+1,17
Sonug P =0,691 P =0,005 P =10,630 P =10,950 P =0,851 P =0,950 P=0,818

Sigara igenler (n=11) 1,23 +£0,21 598+1,24 | 1,47+0,44 | 450+0,99 | 6,88+1,55 | 7,22+1,53 | 1,08+0,73

Kﬁl?\lsir:’i Sigara icmeyenler (n=19) | 1,30+ 0,23 5,44 +1,62 1,38 +0,37 | 3,83+0,82 7,00 + 1,43 7,18+0,95 | 1,01 +0,31
Sonug P=0,426 P=0,355 P=0,621 P =0,061 P=0,189 P =0,426 P=0,378

_ Sigara igenler (n=15) 1,15+£0,26 6,30+1,46 | 1,30+0,34 | 558+ 1,18 | 7,48+ 1,06 | 6,58+0,97 | 1,18+0,32

K'\;Ir:g:ri Sigara icmeyenler (n=15) | 1,25 +0,34 5,29 +1,18 1,42+0,32 | 551+1,37 | 7,83+1,32 6,08+1,34 | 1,40+ 0,56
Sonug P =0,443 P=0,071 P =0,443 P=0,756 P =0,494 P =0,330 P=0,419

Sigara igenler (n=9) 2,10+ 0,51 548+1,26 | 0,96+0,13 | 295+0,80 | 7,80+1,23 | 7,58+0,81 | 1,04+0,23

K;%r;ri Sigara icmeyenler (n=21) | 1,81 £0,44 6,32 + 1,51 1,08 0,19 | 3,08+0,81 7,38 £ 1,09 7,88 +£0,80 | 0,95+0,22
Sonug P=0,108 P =10,081 P=0,113 P =0,483 P=0,378 P=0,154 P=0,213

P < 0,05 Istatistiksel olarak anlamli, P > 0,05 istatistiksel olarak anlamsiz
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Tablo 6. Kontrol grubunda sigara kullanan ve kulmayan bireylerle, hasta gruplarindaki sigara kullanan ve kullanmayan bireylerin

karsilastirilmast
Parametreler GST GPx GR G6PD GSH GSSG GSH/GSSG
X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD

Kontrol Grubu (n=13) | 0,59+0,16 | 9,27+1,53 | 0,87+0,19 | 7,09+1,69 | 11,61+2,06 | 3,08+0,52 | 3,98 + 1,49

Kolon Kanseri (n=11) | 1,23 +0,21 | 598+1,24 | 1,47+044 | 450+099 | 6,88+1,55 | 7,22+1,53 | 1,08+0,73

Sonug P =0,001 P =0,001 P =0,001 P =0,001 P =0,001 P=0,001 | P=0,001
Sigara Kontrol Grubu (n=13) | 0,59+0,16 | 9,27+1,53 | 0,87+0,19 | 7,09+1,69 | 11,61+2,06 | 3,08+0,52 | 3,98 + 1,49
Kullanan " Mide Kanseri (n=15) | 1,15+ 0,26 | 6,30+ 1,46 | 130+034 | 558+1,18 | 748+1,06 | 6,58+0,97 | 1,18+0,32

Bireyler Sonug P =0,001 P =0,001 P =0,001 P=0,013 P =0,001 P=0,001 | P=0,001
Kontrol Grubu (n=13) | 0,59+0,16 | 9,27+1,53 | 0,87+0,19 | 7,09+1,69 | 11,61+2,06 | 3,08+0,52 | 3,98 + 1,49

Kan Kanseri (n=9) | 2,10+0,51 | 548+126 | 0,96+0,13 | 2,95+0,80 | 7,80+1,23 | 7,58+0,81 | 1,04+0,23

Sonug P =0,001 P =0,001 P=0,231 P =0,001 P =0,001 P=0,001 | P=0,001

Kontrol Grubu (n=17) | 0,58 +0,10 | 11,47+222 | 0,84+0,17 | 7,14+1,64 | 11,30+ 1,82 | 3,10+ 0,46 | 3,77+ 1,17
Kolon Kanseri (n=19) | 1,30+0,23 | 544+1,62 | 1,38+037 | 3,83+0.82 | 7,00+1,43 | 7,18+0,95 | 1,01 £0,30

Sonug P = 0,001 P = 0,001 P = 0,001 P =0,001 P =0,001 P=0,001 | P=0,001

Sigara Kontrol Grubu (n=17) | 0,58 +£0,10 | 11,47+222 | 0,84+0,17 | 7,14+1,64 | 11,30+ 1,82 | 3,10+ 0,46 | 3,77+ 1,17
Kullanmayan [~ Mide Kanseri (n=15) | 1,25+0,34 | 529+ 1,18 | 1,42+0,32 | 551+1,37 | 7,83+1,32 | 6,08+ 1,34 | 1,40+ 0,56

Bireyler Sonug P =0,001 P =0,001 P =0,001 P = 0,005 P =0,001 P=0,001 | P=0,001
Kontrol Grubu (n=17) | 0,58 +£0,10 | 11,47+222 | 0,84+0,17 | 7,14+1,64 | 11,30+ 1,82 | 3,10+ 0,46 | 3,77+ 1,17

Kan Kanseri (n=21) | 1,81+0,44 | 6,32+1,51 | 1,08+0,19 | 3,08+081 | 738+1,09 | 7.88+0,80 | 0,95+0,22

Sonug P = 0,001 P = 0,001 P = 0,001 P =0,001 P =0,001 P=0,001 | P=0,001

P < 0,05 Istatistiksel olarak anlamli, P > 0,05 istatistiksel olarak anlamsiz
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Tablo 7. Hastaligin evresine gore gore hasta gruplarinin degerlendirilmesi

GST GPx GR G6PD GSH GSSG GSH/GSSG
Parametreler (EJ/gHb) (EJ/gHb) (9/gHb) (9/gHb) (anoI/gHb) (nrDoI/gHb) _
X+=SD X=+SD X +=SD X +=SD X+SD X+£SD X+=SD
Evre 3(n=17) 1,25+0,21 5,14 £ 1,60 1,41 +0,37 4,06 + 0,90 6,72+ 1,46 | 7,42+0,96 | 0,94 +0,31
Kﬁl?llsoer;i Evre 4(n=13) 1,31+0,25 6,29 + 1,06 1,42+ 0,44 4,09 + 1,00 727+1,44 | 6,90+1,38 | 1,17 +£0,66
Sonug P =0,368 P =0,057 P=0,754 P=0,786 P=0,490 P =0,250 P =0,305
_ Evre 3(n=15) 1,19+0,28 | 586+153 | 1,47+0,34 558+1,17 | 7.46+1,11 | 6,53+1,13 | 1,20+037
K'ZIF:S:ri Evre 4(n=15) 1,21+0,32 5,73 £ 1,31 1,25+ 0,29 5,52 +1,38 7,85+1,27 | 6,13+1,23 | 1,37 £0,53
Sonug P =0,917 P =0,885 P =0,059 P=0,724 P=0,494 P=0,419 P=0,419
Evre 1(n=8) 1,90 + 0,55 5,80 £ 1,37 1,09 £0,18 2,69 £ 0,59 755+133 | 7,93+£0,71 | 0,95+0,23
K:nasgri Evre 2(n=22) 1,90 + 0,45 6,16 1,53 1,03+0,18 3,17+ 0,83 7,53 +£1,08 | 7,73+0,84 | 0,99 £0,23
Sonug P =0,925 P=0,778 P =0,205 P =0,205 P=0,511 P =0,453 P =0,542

P < 0,05 Istatistiksel olarak anlamli, P > 0,05 istatistiksel olarak anlamsiz
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Tablo 8. Tedavi sekillerine gore hasta gruplarinin degerlendirilmesi

GST GPx GR G6PD GSH GSSG GSH/GSSG
Parametreler (U/gHb) (U/gHb) (U/gHb) (U/gHb) (nmol/gHb) | (nmol/gHb)
X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X +SD X+SD
Tedavi almamis 1,27 £ 0,21 6,23+ 1,01 1,52 +0,51 4,44 + 1,01 7,17+£094 | 7,33+1,00 | 1,01 £0,29
(n=9)
Kemoterapi almis 1,3+0,23 4,86+ 1,72 1,43 £0,30 3,83 +£0,78 6,49+ 1,45 | 7,40+0,82 | 0,90+0,27
Kolon (n=13)
Kanseri Kemoterapi ve 1,27 £0,22 6,23 £1,02 1,25+ 0,37 4,05+ 1,04 7,48 £1,83 6,71 +1,73 | 1,29+ 0,83
radyoterapi almis (n=8)
Sonug P =0,866 P =0,035 P =0,203 P =0,348 P=0,213 P =0,586 P=0,326
Tedavi almamisg 1,26 0,35 5,41 £1,37 1,41 +0,29 5,76 £ 1,27 7,95 +1,18 6,10+1,23 | 1,40+0,53
(n=14)
Kemoterapi almis 1,23 +0,25 6,44 + 1,38 1,25+0,24 5,19+ 1,25 7,75 0,88 6,23 +0,99 | 1,29+0,37
Mide (n=9)
Kanseri Kemoterapi ve 1,07 £ 0,25 5,66 £ 1,57 1,05+0,42 6,39 + 1,65 6,78+ 1,54 | 6,99+1,59 | 1,04 +£0,45
radyoterapi almis (n=7)
Sonug P=0,319 P=0,526 P=0,152 P=0434 P=0,601 P=0,539 P=0,535
Kan Kemoterapi alanlar 190+047 | 6,07+147 1,04 £0,18 3,04 +0,79 751+1,13 | 7,79+0,80 | 0,98 +0,22
Kanseri (n=30)

P < 0,05 Istatistiksel olarak anlamli, P > 0,05 istatistiksel olarak anlamsiz
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4. TARTISMA VE SONUC

Fizyolojik kosullarda serbest oksijen radikalleri aerobik organizmalarda bulunmakta ve
hiicresel redoks sistemleri ve antioksidanlar araciligi ile yiiksek oranda kontrol altinda
tutulabilmektedir. Buna ragmen, oksijen radikallerinin artmasi ve hiicresel redoks
dengesinin zayiflamasi sonucunda oksidatif stres olusmaktadir. Antioksidan savunmada
onemli rolii olan “glutatyon sistemi” nin yetersizligi organizmadaki antioksidan/oksidan
dengesini oksidan tarafa kaydiracaktir. Dolayisiyla olusan serbest radikaller canliya
zarar vererek cesitli hastaliklara neden olabilecektir. Kanser de bu hastaliklardan
birisidir. Calismamizda kolon, mide ve kan kanserli hastalarin glutatyon ve glutatyon
bagimli enzimlerinin saglikli bireylere gore nasil degistigi gdzlemlenmeye calisildi.

Glutatyon metabolizmasindaki bozuklugun kanser patogenezinden sorumlu
olabilecek etkenlerden biri olarak gosterilen pek ¢ok calisma vardir. Roger ve ark.
(1993), meme tiimorlerinde glutatyon igeriginin normal dokuya goére artis gosterdigini
bildirirken, Cook ve ark. (1980), tiimérlii doku ve normal doku glutatyon igeriginde bir
degisiklik olmadigini bildirmislerdir. Kagak¢1 ve ark. (2006), larenks kanseri olan ayni
bireylerin tiimorlii dokulart ile saglam dokulart arasinda GSH diizeyleri agisindan fark
bulamamiglardir. Ayni arastiricilar bu hastalar ile saglikli bireylerin kan GSH
diizeylerini  karsilastirdiklarinda kanserli bireylerin GSH diizeylerini  diisiik
bulmuslardir. Akciger karsinomlu hastalarda yapilan bir bagka calismada ise hasta
bireylerin eritrosit GSH degerlerinin saglikli bireylere gore onemli miktarda azaldigi
gozlemlenmistir (Sener, 2009).

Kolon kanserli hastalarda yapilan ¢alismalarda Upadhya ve ark. (2004) ile Saygili ve
ark. (2003), eritrosit GSH diizeylerinin hasta bireylerde saglikli bireylere gore azalmis
oldugunu bulmuslardir. Scibior ve ark. (2008), mide kanserli bireylerin serumlarindaki
GSH miktarimi saglikli bireylere gore daha diisiik bulurken, kolon kanserli bireylerin
serum GSH miktarinda 6nemli bir farklilik bulamamislardir. Dadiik ve ark. (2006) ile
Kisagam ve ark. (2010), mide kanserli hastalarda yapmis oldugu ¢alismalarda eritrosit
GSH diizeylerini saglikli bireylere gore mide kanserli hastalarda daha diisiik
bulmusglardir. Akut 16semili hastalarda yapilan bir ¢alismada da lenfositlerdeki GSH
seviyeleri saglikli bireylere gore daha diisiik bulunmustur (Ghalaut ve ark., 1999). Yine
kronik lenfoblastik 16semili hastalarla yapilan bir diger calismada hasta bireylerin kan

GSH degerleri saglikl bireylere gére daha diisiik bulunmustur.
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Navarro ve ark. (1999), farelerde yapay tiimor olusturarak yaptiklar caligmada,
timor olusturmadan onceki degerlerle karsilastirildiginda, tiimdrli farelerde kan GSH
miktarinda onemli bir azalma, kan GSSG miktarinda ise 6nemli bir artis oldugunu
gozlemlemislerdir. Kanser hastalariyla yapilan pek ¢ok calismada hasta bireylerin
eritrosit GSH miktarlarinda 6nemli bir azalma oldugunu yukarida belirtilen ¢aligmalar
gostermektedir. GSH miktarindaki bu azalmaya bagli olarak okside glutatyon (GSSG)
miktarlarinda da artis olmasi beklenmektedir. Bizde kolon, mide ve kan kanserli
hastalarla yaptigimiz bu calismada kanserli bireylerin eritrosit GSH miktarlarinin
saglikli bireylere gore onemli derecede azaldigi, buna karsilik beklendigi gibi kanserli
hastalarin eritrosit GSSG degerlerinin de saglikli bireylere gore onemli derecede arttigi
goriilmistiir (Tablo 3).

Oksidatif strese cevapta GSH miktarinda azalma ve GSSG miktarinda artma olmasi
beklenir. GSH ve GSSG konsantrasyonlarindaki karsilikli degisim oksidatif stresin
isaretlerinden biri olarak diisiiniilen GSH/GSSG oraniyla ifade edilir (Nural, 2005). Ne
zaman hiicreler yliksek diizeyde oksidatif strese maruz kalirsa GSSG birikir ve GSH’1n
GSSG’ye orani azalir. Bu nedenle GSH/GSSG oranini saptamak hiicre ve dokulardaki
oksidatif stresin gostergesidir. Yaptigimiz bu ¢alismada da kanserli bireylerde
GSH/GSSG orani saglikli bireylere gore oOnemli derecede azalmistir (Tablo 3).
GSH/GSSG oranindaki bu azalma kolon, mide ve kan kanserli bireylerin 6nemli
derecede oksidatif strese maruz kaldigini bizlere gostermektedir.

Glutatyon bagimli bir enzim olan glutatyon peroksidaz genotoksik ve mutajen
elektrofilik maddelerle konjugasyona girerek onlarin zehirsizlestirilmesinde rol
oynamaktadir. Oksidan ve genotoksik maddelerin artmasmin 6zellikle kimyasal
karsinogenezin tiim sathalarinda yer aldigina dair ¢alismalar bulunmaktadir (Goodwin
ve ark., 1983). Yapilan bu calismalarda genel anlamda kanserli doku ve kanda saglikli
bireylere gore glutatyon peroksidaz miktarinin anlamli derecede azalis gosterdigi
bildirilmistir. Canbay ve ark. (2002), larinks kanserli hastalarda yaptiklar1 ¢alismada
hasta bireylerin eritrosit GPx degerlerinin saglikli bireylere gore dnemli derecede diisiik
oldugunu bulmuslardir. Yine ayni sekilde Canbay ve ark. (2003), tiroit kanserli
hastalarda yaptig1 calismada hasta bireylerin GPx aktivitesinde kontrol grubu bireylere
gore onemli bir azalma oldugunu bildirmislerdir.

Hopkins ve ark. (1973), kolon kanserini de igine alan bir kanser g¢alismasinda
eritrosit GPx aktivitesinin ¢ok genis varyasyonlar gdsterdigini, ancak genel anlamda

normal diizeylerden daha diisiik oldugunu ileri siirmiislerdir. Saygili ve ark. (2003),
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kolorektal kanserli hastalarda yapmis oldugu calismada da kontrol grubu ve hasta
grubunda eritrosit GPx miktarin1 karsilastirdiklarinda hasta grubunda ileri derecede
anlamli bir diisiis saptamiglardir. Yine bu yonde yapilan bir baska ¢alismada da Scibior
ve ark. (2008), mide ve kolon kanserli bireylerin kan serumlarindaki GPx aktivitesinin
saglikli bireylere gore 6nemli derecede diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Gonzales ve ark. (1984), akut miyeloid 16semi, kronik lenfoid 16semi, hodgking
hastalig1, lenfosarkoma ve viseral kanserlerde eritrosit GPx diizeyinin degismedigini
gozlemlerken, Bakan ve ark. (2003), kronik lenfoblastik 16semili hastalarin serum GPx
miktarlarinin saglikli bireylere gére 6nemli derecede azaldigini bildirmistir. GPx enzimi
aktivitesindeki azalmanin c¢esitli kanser tiirleri ile iliskili oldugunu gosteren ¢aligmalar
bulunmaktadir (Raun-Harren ve ark., 2006).

Antioksidan kapasiteyi olusturan GSH ve GPx miktarlari, ¢alisti§imiz kolon, mide
ve kan kanserli bireylerde azalmistir (Tablo 3). GPx aktivitesinin azalmasi, okside edici
ajanlarin eritrosit lizerine yapacagi etkinin artmasina neden olmaktadir. Kanserli
bireylerin eritrositlerindeki GPx aktivitesinin azalmis olmasi, H,O, ve diger oksijen
radikallerinin birikimine neden olarak, oksidatif stres yiikiinii arttirmis oldugunu
gostermektedir.

GSH diizeylerinin belirlenmesi kanser hastaligi da dahil ¢esitli hastaliklarda iyi bir
gostergedir. GSH serbest radikalleri direkt olarak ortamdan uzaklastirabilecegi gibi
H,0; ve lipithidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu bir enzim olan GPx i¢in
yardimer substrat olarak 6nemli bir rol oynamaktadir. Kolon, mide ve kan kanserli
hastalarin eritrosit GSH diizeylerinde goriilen bu azalma GPx aktivitesinde goriilen
azalmay1 da aciklamaktadir.

Sigara kullanimi, beslenme aligkanliklari, yasam sitili ve selenyum miktarindaki
azalisin GPx enzim aktivitesinde azalmaya neden oldugunu gdsteren caligmalar
bulunmaktadir (Neve, 1995). Bu ¢alismada da kontrol grubunda sigara i¢en bireylerde
GPx aktivitesinin igmeyen bireylere gore 6nemli derecede azaldigi gosterilmistir. Ancak
kanser hastalarinda sigara igen ve igmeyen bireyler arasinda GPx aktivitesi bakimindan
onemli bir fark bulunmamistir (Tablo 5). Bunun nedeni olarak da kanser hastalarindaki
antioksidan sistemin gesitli nedenlerle yetersiz olmasi diistiniilmektedir.

Glutatyon sistemi igerisindeki bir diger enzim olan glutatyon S-transferaz cesitli
elektrofilik bilesikleri glutatyona aktaran biotransformasyon enzimi olup, organizmay1
karsinojenik bilesimlerden veya doku ve kandaki toksik etkilerden korumak gibi pek

cok fonksiyonu vardir. Kanserli hastalarla yapilan birgok ¢alismada kanserli bireylerin
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doku ve eritrositlerindeki GST miktarinin saglikli bireylere gore daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. Patel ve ark. (2005), oral kanserli hastalarla ve Gromadzinska ve ark.
(2003), akciger kanserli hastalarla yaptiklar1 ¢alismalarda eritrosit GST aktivitesini
kanserli bireylerde saglikli kontrol gruplarina oranla daha yiiksek bulmuslardir. Yine
Upadhya ve ark. (2004) ile Saygili ve ark. (2003), kolon kanserli bireylerde yapmis
olduklar1 caligmalarda da, kolon kanserli bireylerdeki GST miktarinin saglikli
bireylerden anlamli derecede yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayn1 sekilde Scibior ve ark.
(2008), da gastrointestinal sistem tiimorleri olan hastalarla yaptiklari ¢alismada mide ve
kolon kanserli dokularda GST aktivitesini kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugunu bulmuslardir.

Kolon, mide ve kan kanserli hastalarda yaptigimiz bu ¢alismada, kanserli bireylerin
eritrositlerindeki GST miktarin1 saglikli kontrollere gore O6nemli derecede yiiksek
oldugunu gozlemlendi. Literatiir taramalari sirasinda kan kanserli bireylerin GST
aktivitesindeki degisikligi gosteren higbir bilgiye rastlanmadi. Ancak kanser hastalarinin
doku ve eritrositlerinde GST miktarinin arttigin1 gosteren ¢ok sayidaki calismaya
dayanarak kan kanseri bireylerde de GST aktivitesinin artabilecegi diistiniilmektedir.
Calismamizdaki bulgularimizda bu diisiinceyi desteklemektedir (Tablo 3).

Dokulardaki ve kandaki diisitk GST diizeylerinin karsinojenlerin detoksifiye edilme
kapasitesini azalttigi ve daha yiiksek timor riski tasidigr disiintilmektedir (Peters ve
ark., 1993). Hawie ve ark. (1990), GST aktivitesinin yliksek oldugu dokularda tiimor
riskinin daha az olacagini gozlemlemislerdir. Ancak yukarida da belirtildigi gibi pek
cok calismada kanserli doku ve eritrositte GST miktarinin saglikli dokulara gore
oldukca yiiksek oldugu gosterilmistir. Artmis GST seviyesi kemoterapi ve diger ilag
tedavilerinde bu sistemle metabolize olan pek cok ilacin (adriamisin, klorambusil,
melfalan ve diger nitrojen ilaclar vs.) metabolizmasini hizlandirarak zararli yan
etkilerinin ortadan kaldirilmasini saglamaktadir. Bu nedenle kemoterapi tedavisi alan
kanser hastalarinda GST aktivitesi artmaktadir (Tozkoparan ve ark., 2007). Bizim
yaptigimiz ¢alismada ve diger pek cok calismada da kanser vakalarmin biiylik bir
cogunlugunun tedavi silirecinde olmasindan dolayt GST miktarinin  arttigi
gozlemlenmistir (Tablo 3).

Son zamanlarda GST’nin farkli insan tiimorlerinde (kolon, akciger, bobrek, over,
Ozefagus ve mide) fazla miktarda salgilandig1 ve artmis GST seviyelerinin kemoterapi
ilaglarinin metabolizmasin1 hizlandirarak, ilagla hedeflenen etkiye ulasilamamasina,

baska bir ifadeyle ilaca kazanilmis diren¢ gelisimine sebep oldugu gosterilmistir
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(OBrien ve ark., 1996; Tew ve ark., 1997). Bu nedenle kemoterapide geleneksel
elektrofilik kanser ilaclarinin (alkilleyici bilesiklerin) etkinliginin diizenlenmesinde,
GST inhibitorlerinin kullaniminin faydali olabilecegi diisiincesi dogmus ve bu sistemi
hedef alan ¢esitli bilesikler gelistirilmistir (Townsend ve ark., 2003; Zhao ve ark.,
2006). Sonug olarak tiimorlii dokularda ve eritrositlerde artan GST miktar1 kemoterapi
ilaclarinin etkilerini azaltmakla birlikte bu ilaglara karsi tiimorlii hiicrelerde direng
olusmasina da neden olmaktadir.

Antioksidan savunmanin etkinligini siirdiirebilmesi icin oksitlenmis glutatyonun
tekrar indirgenmis hale dondiiriilmesi gerekir. Glutatyon rediiktaz, NADPH varliginda
oksitlenmis glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizler. Kanser hastalariyla yapilan
bir¢cok ¢alismada glutatyon rediiktaz miktar1 farkliliklar gostermektedir. Yapilan bazi
caligmalarda kanser hastalarnin GR miktarinin saghikli bireylere gore arttigi
gozlemlenirken, bazi ¢alismalarda ise 6nemli bir farklilik bulunamamstir. Patel ve ark.
(2005), oral kanserli hastalarda yaptiklar1 ¢alismada kanser hastalarinin GR aktivitesinin
saglikli bireylere gore daha yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir.

Scibior ve ark. (2008), ise gastrointestinal sistem tiimorlii hastalarla yaptiklar
caligmada mide kanserli hastalarin GR aktivitesinin kontrol grubuna gére 6nemli bir
degisiklik gostermedigini ancak kolon kanserli hastalarin GR aktivitesinin kontrol
grubuna gore onemli derecede yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Yine Saygili ve ark.
(2003) ile Skrzydlewska ve ark. (2001), da kolon kanserli hastalarin GR miktarinin
saglikli kontrollere gore anlamli derecede yiiksek oldugunu goézlemlemistir. Kronik
lenfoblastik 16semili hastalarla calisan Bakan ve ark. (2003), kanserli hastalarin
serumundaki GR aktivitesinin kontrol grubuna gore énemli bir farklilik gostermedigini
bulmuslardir.

Bizde kolon, mide ve kan kanserli hastalarla yaptigimiz bu ¢alismada, kolon ve mide
kanseri hastalarinin eritrosit GR aktivitesinin saglikli bireylere gére énemli derecede
arttigini, ancak kan kanserli bireylerdeki eritrosit GR aktivitesindeki artisin kontrol
grubu bireylerine gore istatistiksel olarak bir anlam ifade etmedigi gozlemlendi (Tablo
3).

Heksoz monofosfat yolunun Kilit enzimi olarak bilinen glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
enzimi reaksiyonu kataliz ederken kofaktér olarak NADP™yi kullanmaktadir.
Reaksiyon sonucunda iiretilen NADPH+H" ise hiicre zarinin oksidan ajanlara karsi
korunmasinda gorev alan GSH’1n okside formdan GR enzimi yardimiyla rediikte forma

dontistiirilmesinde ve diger pek c¢ok reaksiyonda gorev almaktadir. G6PD eksikligi,
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l6semi hastalart basta olmak {izere, kanser hastalariyla yapilan bir¢ok caligmada

gosterilmigtir.

Cheng ve ark. (2001), nazofarengeal kanserli hastalarla yaptigi c¢alismada hasta
bireylerdeki G6PD aktivitesinin normal yetiskinlere oranla daha diisiik oldugunu
bulmuslardir. Rzymowska ve ark. (1992) da meme kanser dokusunda G6PD
aktivitesinin azaldigini bildirmiglerdir. Yine Sharma ve ark. (2011), akut myeloid
16semi, akut lenfoblastik 16semi ve kronik myeloid 16semili hastalarda yaptigi
calismada, bu hastalarin trombosit G6PD enzimi eksikligini istatistiksel olarak anlamli
bulmuslardir. Wurzel ve ark. (1961) tarafindan yapilan ¢alismada da 16semi hiicrelerinin
trombosit ve eritrositlerinde diisitk GOPD aktivitesi saptanmuistir.

Kolon, mide ve kan kanserli hastalarla yaptigimiz bu ¢alismada hasta bireylerdeki
G6PD enzimi aktivitesini saglikli bireylerden anlamli derecede diisiik oldugu bulundu
(Tablo 3).

Eritrosit GR aktivitesi kolon, mide ve kan kanserli hastalarda artmistir. Bu bulgu
glutatyon rejenerasyonunda rol oynayan enzim miktarinin artmasina karsin, glutatyon
diizeyindeki azalma ile beraberdir. Ancak GR enziminin aktivite gostererek okside
glutatyonu rediikte hale getirebilmesi icin NADPH’a ihtiya¢ duymaktadir. GR
oksitlenmis glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizlerken elektronlar once
NADPH dan FAD yolu ile glutatyona daha sonra ise iki sistein kalintis1 arasindaki
distilfid baglarina en son ise oksitlenmis glutatyona transfer olmaktadir. Kanserli
hastalarda, NADPH saglayict enzim olan G6PD enziminin azligt NADPH’1n yetersiz
tretimine neden olmaktadir. NADPH’in yetersiz lretimi neticesinde GR enzimi
ortamda bol miktarda olsa bile yeterli aktiviteyi gosteremedigi i¢in ortamdaki GSH
miktar1 azalacak ve GSSG miktar1 artacaktir. Calismamizda da gordiigiimiiz gibi kanser
hastalarinda G6PD aktivitesinin 6nemli derecede diisiik olmasi ortamdaki NADPH’1n
azalmasina neden olmakta ve sonug¢ olarak bu durum GR aktivitesini kisitlamakta ve
GSH miktarindaki azalmay1 da beraberinde getirmektedir.

Sonu¢ olarak, kolon, mide ve cesitli kan kanserlerinde yaygin olarak glutatyon
sistemindeki degisikliklerin kanser olusumunda tetikleyici mi yoksa sonu¢ mu oldugunu
tesbit etmek i¢in bu verilerin, genetik caligmalar ve daha ¢ok sayida kanserli bireylerle

calisma yapilarak desteklenmesi daha dogru olacaktir.
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