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1 G

Oksidatif stres ve antioksidanlar günümüzde yayg n çal lan
konulard r. Oksidatif stres k saca; oksidan üretimi ile antioksidan savunma
sistemi aras ndaki dengenin oksidanlar lehine bozulmas  olarak
tan mlanabilir1. Oksidatif stresin ba ca kayna  olan oksidanlar reaktif
oksijen türleri (ROS), reaktif nitrojen türleri (RNS), sülfür merkezli radikaller
ve di erleri olarak s fland rabilir3.

ROS ve RNS biyolojik sistemlerin hem yarar na hem de
zarar na çal an bile iklerdir4. ROS dü ük konsantrasyonda mitojenik
etkiye sahip iken yüksek konsantrasyonda hücrenin protein, nükleik asit
lipit ve membran gibi yap lar na zarar verir5. Bu oksidatif hasar n birikerek
artmas  sonucu lipitler, proteinler ve DNA’da bozulmalar görülür. Bu
de iklikler kanser, ateroskleroz, artrit, nörodejeneratif hastal klar gibi
durumlar n geli mesinde önemli rol oynar1.

ROS ve RNS hücre içerisindeki pek çok yap ya zarar verir
fakat ana hedefi DNA’d r. Bu sebeple de ya lanma ve kanser sürecinde
önemli rol oynar76. ROS; tek veya çift zincir DNA k na, pürin ve
pirimidinlerde modifikasyonlara, deoksiriboz-fosfat iskeletinde hasara,
DNA-protein ve DNA-DNA çapraz ba lant lar na neden olabilir. DNA
hasar  transkripsiyonun indüklenmesi veya durmas , sinyal yollar n
indüklenmesi, replikasyon hatalar  ve genomik instabilite ile sonuçlan r.
Bütün bunlar da karsinogenez ile ili kilidir77-80. Hidroksil radikali DNA’da
bulunan dört baz ile de reaksiyona girebilir77, ancak guanin en kolay
oksitlenebilen bazd r84-86.

Organizmada olu an DNA hasar  ölçebilmek için kullan lan
de ik belirteçler ve yöntemler vard r. Bu belirteçler içinde en çok
kullan lanlar 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), timin glikol (Tg), 5-
hidroksiurasil (5-OHUra) ve 8-oxoadenin (8-oxoA)’dir. Çal mam z için 8-
OHdG’ni tercih etmemizin sebebi; 8-OHdG olu umunun organizmaya,
ROS tipine ve etkiye maruz kalma süresine ba  olmaks n di er DNA
modifikasyonlar  ile orant  olmas r. Bu yüzden 8-OHdG ölçülerek
oksijen radikallerinin indükledi i hasar n hesaplanmas  çok kullan
olacakt r165.

Bu çal man n amac  sa kl  bireylerdeki 8-OHdG seviyeleri
ile benign ve malign tümör kaynakl  8-OHdG seviyelerini kar la rmakt r.
Ayr ca cerrahi giri im ile tedavi edilen malign vakalardaki 8-OHdG seviyesi
düzeylerini ara rmakt r.
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2 GENEL B LG LER

2.1 Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Oksidatif stres, oksidan üretimi ve organizman n kendi
savunma sistemi aras ndaki dengesizlik olarak tan mlanabilir1.  Bütün
hücreler sürekli olarak endojen ve ekzojen kaynakl  oksidanlara maruz
kal rlar ve in vivo ortamlarda serbest radikaller üretirler2.

Oksidanlar, reaktif oksijen türleri (ROS), reaktif nitrojen türleri
(RNS), sülfür merkezli radikaller ve di erleri olarak s fland labilirler.
Ancak bütün reaktif türler radikal de ildir. Fakat bu radikal olmayan reaktif
türler pek çok durumda radikal gibi davran rlar ve biyomoleküllere
oksidasyon yolu ile zarar verirler. Bu tehlikeli reaksiyonlar sonucunda
olu an oksidasyon ürünlerine radikaller denir ve bunlar ba ka
reaksiyonlar n olu mas na neden olarak daha büyük hasarlar meydana
getirirler3.

Tablo 1: Reaktif oksidan türleri3

Radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil •OH Peroksinitrit ONOO
Alkoksil L(R)O• Hipoklorid OCl
Hidroperoksil a HOO• Hidroperoksit b L(R)OOH
Peroksil L(R)OO• Singlet oksijen 1 O2
Nitrik Oksit c NO• Hidrojen peroksit d H2O2
Süperoksit d O2
a Hidroperoksil radikali süperoksit anyonunun konjuge asididir ve sulu ortamlarda
konsantrasyonu pH’a ba r.
b Geçi  metal iyonlar  varl nda hidroperoksit, alkoksil ve peroksil radikallerine dönü ür.
c NO• kendi ba na reaktif de ildir ve lipit peroksidasyonunda antioksidan gibi davran r.
Süperoksit varl nda peroksinitrite dönü ür ki bu formu güçlü bir oksitleyicidir.
d Süperoksit iyi bir oksidan olmaktan ziyade redüktand r. Geçi  metal iyonlar  hem
okside hem de redükte edebilir ve bu iyonlar n varl nda H2O2’nin •OH’a dönü mesine
sebep olur.

ROS ve RNS’nin biyolojik sistemlerde hem yararl  hem de
zararl  olmak üzere iki çe it etkileri bulunmaktad r4. ROS’un fizyolojik
yararl  etkileri aras nda enfekte ajanlara kar  savunma ve hücresel sinyal
sisteminde de ik fonksiyonlar say labilir. Buna ilaveten ROS dü ük
konsantrasyonlarda mitojenik cevab  ba lat r. Buna kar k yüksek
konsantrasyondaki ROS lipitler ve membranlar, proteinler, nükleik asitler
(oksidatif stres) gibi hücrenin önemli yap lar na zarar verir5. ROS’un bu
zararl  etkileri non-enzimatik ve enzimatik antioksidanlarla dengelenir6.
Hücredeki antioksidan savunma sistemine ra men oksidatif hasar
hücrenin ya am döngüsü boyunca birikir ve radikal hasar na ba  olarak
DNA, protein ve lipitlerdeki bozulmalar ya a ba  görülen hastal klar n
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geli mesinde (kanser, ateroskleroz, artrit, nörodejeneratif hastal klar ve
di er durumlar) önemli rol oynar1.

Oksidanlar pek çok de ik yolla meydana gelebilirler: (i) UV,
X ve gama nlar  ile olu an iyonize radyasyon; (ii) metal katalizörlü
reaksiyon ürünleri; (iii) hava ve suyu kirleten kimyasallar; (iv) inflamasyon

ras nda olu an nötrofil ve makrofaj ürünleri; (v) mitokondrideki elektron
transport sistemi ürünleri ve di er mekanizmalar7.

2.1.1 ROS ve RNS’nin Kaynaklar  ve Reaksiyonlar

Serbest radikaller, yörüngesinde bir veya daha fazla
le memi  elektron içeren molekül veya molekül gruplar  olarak

tan mlan rlar. Yap nda e le memi  elektron içeren bu serbest radikaller
yüksek derecede reaktif olma e ilimindedirler. Bu radikallerin en önemlileri
canl  sistemlerde oksijen ile elde edilmektedirler4.

ROS hem endojen hem de ekzojen maddelerden
üretilmektedir. Endojen kaynaklar içerisinde mitokondri, sitokrom P450
metabolizmas , peroksizomlar ve inflamatuar hücre aktiviteleri bulunur8.
Mitokondrinin yüksek oranda hidrojen peroksit üretti i uzun süredir
bilinmektedir. Ancak hidrojen peroksit e le memi  elektron içermez ve bu
nedenle de radikal bir tür de ildir. Fizyolojik artlar alt nda hidrojen
peroksit üretimi için organizmadaki oksijenin ~%2’si kullan r. Bununla
birlikte mitokondrideki yüksek SOD aktivitesi nedeniyle meydana gelen
süperoksit radikalini ölçmek çok zordur.

Mitokondri serbest radikal üretiminde önemli bir organel
oldu u için yap nda yüksek miktarda antioksidan (glutatyon (GSH)) ve
antioksidan enzimler (süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GPx)) içerir. Bu enzimler mitokondri membran n her iki taraf nda da
bulunur ve organeli oksidatif stresten korur9. Süperoksit radikali mitokondri
iç membran n her iki taraf nda bulunan CuZn-SOD (SOD1, membranlar
aras  bo lukta bulunur) ve Mn-SOD (SOD2, matrikste bulunur) ile önce
hidrojen perokside sonra da suya dönü türülerek zarars z hale getirilir.

Mitokondride bir ba ka süperoksit radikal kayna  olan
ksantin oksidaz (XO) enzimi de bulunmaktad r. XO çok yönlü bir enzim
olup bakteriden insana kadar pek çok türde ve memelilerde de ik
dokularda bulunur10. XO, oksijen serbest radikalleri için önemli bir
kaynakt r. XO, hipoksantinden ksantin ve ksantinden ürik asit
reaksiyonunu katalizler. Her iki ad mda da moleküler oksijen kullan r ve
birinci ad mda süperoksit anyonu, ikinci ad mda hidrojen peroksit olu ur4.

Nötrofiller, eozinofiller ve makrofajlar di er endojen ROS
kaynaklar r. Aktive makrofajlarda oksijen tüketimi yükselir ve dolay yla
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süperoksit anyonu ve nitrik oksit gibi radikalleri ile hidrojen peroksit aç a
kar11. Sitokrom P450’de endojen ROS kayna  olarak dü ünülebilir.

P450’nin katalitik döngüsünde meydana gelen bir ayr lma veya aksamada
süperoksit anyonu ve hidrojen peroksit olu umu olas r. Ayr ca
mikrozomlar ve peroksizomlarda endojen ROS kayna r. Mikrozomlar in
vivo hiperoksia alanlar nda üretilen H2O2’nin %80’inden sorumludur12.
Peroksizomlar n fizyolojik artlarda H2O2 üretti i bilinmektedir.

ROS üretimi ekzojen kaynakl  da olabilmektedir. Çevresel
ajanlardan genotoksik olmayan karsinojenler do rudan veya dolayl  olarak
hücrede ROS üretirler. Çe itli ksenobiyotiklere maruz kalmay  takiben
oksidatif stres ve hasar meydana geldi i gözlenmi tir. Bu maddelerin
içinde klorlu bile ikleri, metal iyonlar  (redoks veya redoks olmayan),
radyasyonu ve barbitüratlar  sayabiliriz. Örne in 2-bütoksietanol’ün dolayl
olarak ROS üretti i bilinmektedir ve farelerde kansere neden olmaktad r13.

ROS’un Kimya ve Biyokimyas :

Süperoksit radikal iyonu polipeptitler, ekerler ve nükleik
asitlerle do rudan reaksiyona girmezken, lipitlerle olan reaksiyonlar
tart ma konusudur. Süperoksit radikali a daki reaksiyon ile mutasyon
olmadan ortamdan uzakla r14:

2O2•¯ + 2H+ SOD     H2O2 + O2

SOD enzimi bu reaksiyonu biyolojik sistemlerde 4 kat na
kadar h zland r. Ancak SOD bu reaksiyonu gerçekle tirirken katalaz
(CAT) ve GPx gibi H2O2’yi temizleyen enzimlerle birlikte çal r15.

Pek çok serbest radikalin olu umu redoks-aktif metallerin
kat  ile yak ndan ba lant r16. Hücre redoks durumundayken demir
(bazen de bak r) redoks çiftleri ile büyük ölçüde ba lant r ve bu durumu
fizyolojik limitler dahilinde korur. Normal artlar alt nda hücre içerisinde
serbest demir bulunmaz. Fakat stres alt nda a  süperoksit sal
demir içeren moleküllerden serbest demir aç a ç kmas na neden olur17.
Aç a ç kan Fe(II) Fenton reaksiyonuna kat r ve çok reaktif olan hidroksil
radikalini olu turur.

Fe(II) + H2O2            Fe(III) + •OH + OH¯

Süperoksit radikali, Fe(III)’ün süperoksit taraf ndan
indirgendi i ve oksijen ile Fe(II) meydana geldi i Fenton reaksiyonu ile
kombine olan Haber-Weiss reaksiyonuna kat r18.

O2•¯ + H2O2             O2 + •OH + OH¯
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Fe(III) + O2•¯             Fe(II) + O2

Hidroksil radikali çok reaktiftir ve sulu ortamlardaki yar  ömrü
1 ns’den daha azd r19. Bu nedenle olu tuktan sonra yak n oldu u
substratlarla reaksiyona girer. Hidroksil radikali de ik mekanizmalarla
olu abilir. Su molekülü (H2O) iyonize radyasyon ile parçalan r ve •OH ve
hidrojen atomu olu ur. •OH ayn  zamanda alkilhidroperoksitlerin fotolitik
parçalanmas  ile de olu ur. DNA’ya yak n olan •OH radikalleri DNA bazlar
veya deoksiribozil iskeleti ile reaksiyona girebilir. Bu ekilde bazlara veya
DNA zincirine hasar verir. •OH taraf ndan olu turulan DNA k n
büyüklü ü yine DNA üzerinde bulunan ula labilir hidrojen atomlar n
alan  ile ilintilidir.

Canl  sistemlerde oksijenden olu an radikallere ba ka bir
örnekte peroksil radikalidir (ROO•). Peroksil radikali içerdi i R grubuna
ba  olarak yüksek enerjili bir radikaldir, redoks potansiyeli +0,77 ile +1,44
aras r20.  Bu tip moleküllerin kimyas  içeri indeki R grubuna, bulundu u
çevreye, oksijen konsantrasyonuna ve di er reaktanlar n varl na göre
de kenlik göstermektedir21. Peroksil radikali DNA ayr lmas  ve protein
iskeletinin modifikasyonu olaylar na da kar maktad r. Peroksil radikali
süperoksit taraf ndan olu turulan DNA hasar n indüklenmesini artt rarak
onunla birlikte çal r.

RNS’nin Kimya ve Biyokimyas :

Nitrik oksit (NO•) çok yönlü bir reaktif radikaldir.
Nörotransmisyon, kan bas nc  düzenlenmesi, savunma mekanizmas , düz
kas gev emesi ve immun regülasyon gibi pek çok biyolojik süreçte önemli
bir oksidatif biyolojik sinyal moleküldür22-25. NO• biyolojik dokularda
spesifik nitrik oksit sentaz (NOSs) enzimi taraf ndan üretilir. NOS, be
elektronluk yükseltgenme reaksiyonu ile L-arginin’den L-sitrulin ve NO•
olu turur26,27:

L-Arg + NADPH + H+ + O2  NOHLA + NADP+ + H2O
NOHLA + ½ NADPH + ½ H+ + O2  L-citrulline + ½ NADP+ + NO• + H2O

Reaktif nitrojen türlerinin a  üretimine nitrosatif stres
denir28. Nitrosatif stres, nitrosilasyon reaksiyonlar na neden olur ve protein
yap lar nda de iklikler meydana gelir. Bu sebeple proteinler normal
fonksiyonlar  yerine getiremezler.

NO• yar lanma ömrü sulu çözeltilerde sadece birkaç
saniyedir29. Ortamda dü ük konsantrasyonda oksijen varsa NO• daha
uzun süre istikrarl  kalabilir (yar lanma süresi > 15 sn). Bununla birlikte
sulu ortamda ve lipit içerisinde çözünebilir ve kolayl kla sitoplazma ve
plazma membran na difüze olabilir. NO• santral sinir sisteminde nöronal
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iletim üzerinde etkilidir. Hücreleraras  bo lukta NO• oksijen ve su ile
reaksiyona girerek nitrat ve nitrit anyonlar na dönü ür.

mmun sistem hücreleri,  inflamatuar sürecin oksidatif yanma
ile tetiklenmesi s ras nda hem süperoksit anyonu hem de nitrik oksit üretir.
Bu artlar alt nda süperoksit ve nitrik oksit anyonu birlikte reaksiyona
girerek daha oksidatif aktif bir molekül olan peroksinitrit anyonu (ONOO¯)
olu tururlar. ONOO¯, DNA ayr mas na ve lipit oksidasyonuna sebep
olabilir30:

NO• + O2•¯           ONOO¯

Nitrik oksit baz  geçi  metal iyonlar na kolayl kla ba lanabilir.
NO• fizyolojik etkilerinin ço unu guanilat siklaz enziminin Fe(II)-hem
grubuna ba lanmas  sonucunda gösterir.

Fe(II) + NO•          Fe(II)-NO

Nitrik oksit pek çok radikalle h zl  bir ekilde reaksiyona girer.
Buna tirozin radikalini örnek verebiliriz. Buna kar k pek çok radikal
olmayan bile iklerle reaksiyon vermez.

2.2 Metal ndükleyici Oksidatif Stres

Pek çok çal ma metallerin toksik ve kanserojen oldu unu,
biyolojik sistemlerde reaktif oksijen ve nitrojen türlerin olu mas nda rolü
bulundu unu söylemektedir16,31-36. Metal arac kl  serbest radikal olu umu
DNA bazlar nda çe itli modifikasyonlara, lipit peroksidasyonunda art a,
kalsiyum ve sülfidril homeostaz na neden olabilir.

Demir:
Hayvansal ve insan kaynakl  yap lan çal malardaki bilgiler

göstermi tir ki;  vücuttaki demir oran n yüksek olmas  ile vasküler
hastal klar, kanser ve baz  nörolojik hastal klar n görülme olas n
artmas  aras nda ili ki vard r37,38. Demirin normal fonksiyonlar ndaki a
art  (dokulara oksijen ta mas ) sonucu demir arac kl  ROS olu ur. Bu
da DNA ile lipit hasar na neden olur. Demirin indüklemesi sonucu olu an
DNA hasar  kanser geli mesinde önemlidir ve kanser hücrelerinin demire
yan t olarak h zl  geli ti i bilinmektedir39.

Bak r:
Bak r baz  endojen antioksidan enzimler için esansiyel bir

bile endir. Diyetle al nan bak r seviyesinin kanser geli imine etkileri çe itli
çal malara konu olmu tur40. n vivo ve in vitro çal malar göstermi tir ki
bak r (bak r tuzlar ) genotoksik de ildir41. Fakat yüksek bak r içeren
çevrede bulunan tümörün kolayca geli ti ini gösteren in vitro çal malar
vard r42,43.
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Krom:
Krom (III) do ada bulunur ve kan glukozunun

düzenlenmesinde rol alan önemli bir esansiyel elementtir. Krom (VI) ise
yüksek dozda toksik ve karsinojenik olma potansiyelindedir44-46. Yaln z
krom (VI) in vitro DNA veya izole edilmi  nükleus ile do rudan reaksiyona
girmez. Fakat hücre içerisine girdi inde (hücresel indirgeyicilerin
varl nda) krom-DNA birle mesi, DNA-protein ve DNA-DNA çapraz
ba lar  ve oksidatif hasara neden olur16.

Kobalt:
Kobalt n kalp için toksik oldu u bilinmekte ve yüksek

miktarlarda verildi inde hayvanlarda karsinojenik oldu undan
üphelenilmektedir. Kobalt sülfat teneffüs eden rat ve farelerde

alveolar/bron iyal neoplazm ve inflamasyon spektrumu, solunum
alanlar nda fibrotik ve proliferatif lezyonlar n görülme s kl  artm r47.
Co(II) enjekte edilen ratlarda, Fenton reaksiyonu yolu ile olu an hidroksil
radikali oksidatif DNA baz hasar na neden olur48. Ayr ca kobalt’ n DNA
tamir sürecine engel oldu u bulunmu tur49. Fakat eser miktarda kobalt
diyetle al nmak zorundad r çünkü vitamin B12 yap nda bulunur50.

Vanadyum:
 Vanadyum geçi  metal elementidir, çe itli oksidatif

durumlarda meydana gelir ve serbest radikal olu um reaksiyonlar n
içerisinde yer al r51.

Kadmiyum:
Kadmiyum oldukça toksik bir metaldir. Tek ba na do rudan

serbest radikal olu turmaz fakat dolayl  olarak süperoksit radikali, hidroksil
radikali ve nitrik oksit olu turdu u rapor edilmi tir52. Baz  çal malarda
hidrojen peroksit (nonradikal) olu turdu u bulunmu tur ve hidrojen
peroksitte Fenton reaksiyonu yoluyla önemli bir radikal kayna r53.

Arsenik:
Arsenik (arsenik trioksit, As2O3) iyi bilinen bir zehir ve

insanlar için kanserojen oldu u ispatlanm  bir maddedir. Pek çok çal ma
arseni in hücre içi metabolizmas  s ras nda serbest radikal olu turdu unu
göstermi tir. Arsenik arac  ROS olu umu kar k bir süreçtir ve süperoksit
(O2•), singlet oksijen (1O2), peroksil radikali (ROO•), nitrik oksit (NO•),
hidrojen peroksit (H2O2), dimetilarsinik peroksil radikali ([(CH3)2AsOO•]) ve
dimetilarsinik radikali ((CH3)2As•) gibi de ik ROS olu umlar  içine
almaktad r54.

Nikel:
nsan için kanserojen bir maddedir ve bunu mutajenik

mekanizmalardan daha ziyade DNA metilasyonu ve s mas  artt rma
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yoluyla gen ekspresyonunu de tirerek yapar55. Çözülemeyen nikel sülfit
tozlar  ve nikel oksitler, nikel karbonil buhar  ile çözülebilen aerosoller olan
nikel sülfat, nitrat ve klorit potensiyel karsinojen olan nikel bile ikleridir56.

Serbest radikal hasar  ürünleri ekil 1’de, reaktif türlere
maruz kalma süresine göre hücresel cevap ekil 2’de gösterilmi tir.

ekil 1: Serbest radikal hasar  ürünleri57. Serbest radikaller çe itli makro moleküllerle
(örn: DNA, hücre membranlar , proteinler) reaksiyona girerler ve sonunda pek çok farkl
moleküllerin olu mas na neden olurlar.
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ekil 2: Reaktif türlere maruz kalma süresine göre hücresel cevap58. Dü ük
seviyedeki reaktif türlerin stimüle etti i ço alma ile çoklu protein fosforilasyonunun
artmas  aras nda bir ili ki vard r. Çünkü reaktif türler, protein fosfataz enzimlerini inaktive
eder59 ve bazen de protein kinaz aktivitesini artt r60. Hücre genellikle indirgenmi  bir
ortamda bulunur, özellikle mitokondri GSH/GSSG>100 ve sitozol GSH/GSSG>100’dür.
Fakat endoplazmik retikulum lümeni daha oksidedir GSH/GSSG 3. Çünkü protein
katlanmalar  ve disülfit köprülerinin olu abilmesi için okside bir çevreye ihtiyaç vard r.
1 Reaktif tür ortak bir terimdir ve reaktif oksijen, nitrojen, halojen ve sülfür türlerini içerir.
ROS oksijen merkezli radikalleri (hidroksil, süperoksit, peroksit vb) ve baz  radikal
olmayan oksitleyici ajanlar  ve/veya kolayl kla radikale dönü ebilenleri (peroksinitrit,
hipokloröz asit vb) içerir. RNS nitrik oksit, nitrojen dioksit radikalleri ve radikal olmayan
nitril klorit ile nitroksil anyonu’nu bar nd r. Birçok reaktif tür (hepsi de il) güçlü oksitleyici
ajanlard r, DNA ve di er biyomoleküllere hasar verebilirler. 2 Oksidatif stres antioksidanlar
ile reaktif türlerin seviyesi aras ndaki dengenin reaktif tür lehine bozulmas r ve ciddi
hasarlara sebep olur. 3 Reaktif türün do rudan sald  sonucu biyomoleküllerde oksidatif
hasar olu ur. Bu durum, hücredeki hasar oran  ile tamir ve hasarl  biyomoleküllerin yerine
konulmas  oran  aras nda denge ile kontrol edilir. 4 Kaspaz aktivitesi, reaktif tür taraf ndan
etkilenen hücre içi pH de imleri ile kontrol edilebilir61,62.
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Hafif oksidatif stres 2

Daha fazla oksidatif stres

Daha fazla oksidatif stres

 oksidatif stres

Koruyucu sistem
hatas

Çok
indirgenmi

Dinlenme halindeki hücre
Genellikle indirgenmi  (yüksek
konsantrasyonda GSH, askorbat, vs.)
Baz  okside mikroçevreler, ör: ER

Ço unlukla Ca+2 art  ve protein
fosforilasyonunu ile uyar lan doku ço almas

Oksidatif hasar seviyesinde artma 3.
Oksidatif hasar n erken döneminde serbest
kalan geçi  metal iyonlar  serbest radikal
reaksiyonlar  katalizlerler. Baz  metaller
DNA ba lanabilir ve OH• yoluyla hasar
verebilir. yon transferindeki oksidatif
hasardan dolay  serbest Ca+2 anormal
derecede artar.

RS taraf ndan daha fazla
mitokondrial/oksidatif hasar ve a  Ca+2’un
neden oldu u mitokondiral permiabilite
geçi i ve/veya sitokrom C sal nmas . A
DNA hasar  hücre döngüsünü durdurur
(örn. p53 proteini ile) ya da apoptozisi
ba lat r.

Ciddi oksidatif hasar/mitokondrial hasar ya
da a  DNA hasar  (örn. p53 ile)
ço unlukla apoptozis ba lam r.

Aktif bölgelerindeki –SH gruplar n
oksidasyonu ile Kaspazlar kapan r 4.

Transkripsyon faktörlerinin
aktivasyonu. Uyarlamal  cevap.
Koruyucu sistem seviyesinin
yükselmesi (örn. aperonlar,
antioksidan enzimler, HO-1,
ferritinin demir depolamas ) ve
hücrenin sonraki sald lara kar
daha dirençli olmas . Hücre
döngüsünün durmas  ve DNA
hasar n tamirine izin vermesi

Apoptozis durur. Çok kötü hasarl
hücreler hayatta kal r, nekrotik hücre
ölümü, son metal iyonlar  sal r ve
di er toksinler çevredeki hücrelere
zarar  (oksidatif hasar ) yayarlar.

Çok
oksitlenmi
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2.3 Biyomoleküllerin Oksidatif Hasar

2.3.1 Lipit Peroksidasyonu

Serbest radikaller hücre içerisinde DNA, protein ve hücre
membran  gibi de ik moleküllere zarar verir ve lipit peroksidasyonu tüm
bu zarar gören moleküller içinde belki de en fazla ara lan süreçtir.
Membran fosfolipidlerinin çok oldu u alanlar radikallere, özellikle ROS’a
kar  hassast r. Radikaller bu noktalardan hücre içi hedeflerine kolayl kla
ula abilirler ve orada oksidatif hasara neden olurlar. Özellikle çoklu
doymam  ya  asitleri (PUFAs) serbest radikal reaksiyonlar na kar  çok
dayan ks zd r63,64. Ya  asitlerindeki lipit peroksidasyonu radikal zincir
reaksiyonuna neden olur.

Lipit peroksidasyon süreci üç a amadan olu ur: ba lang ç,
ço alma ve sonlanma ( ekil 3)65,66. Zincir içi yer de tirme reaksiyonlar
ile hidroksil radikalleri yeniden düzenlenebilirler. Bu yolla peroksidasyon
sürecinin son ürünlerinden biri olan malondialdehit (MDA) olu ur ( ekil
3)64. Lipit peroksidasyonun bir di er önemli son ürünü ise 4-hidroksi-2-
nonenal (4-HNE)’dir ( ekil 3). MDA, bakteri ve memeli hücreleri için
mutajenik iken ratlar için karsinojeniktir. MDA, DNA bazlar  G, A ve C ile
reaksiyona girerek M1G, M1A ve M1C olu turur ( ekil 3). 4-HNE ise daha
az mutajenik olmas na ra men daha toksik bir üründür. Ayr ca 4-HNE’nin
sinyal yollar na çok güçlü etkileri vard r. Lipit peroksidasyonu otokatalitik
bir süreçtir ve sonlanmas  için radikallerin birle mesi (R• + R•       radikal
olmayan ürün) veya ortamdaki substrat n tükenmesi gerekir64,67.

2.3.2 Protein Oksidasyonu

Amino asit yan zincirlerinin oksidatif modifikasyonu, reaktif
oksijen arac  peptid ayr lmalar  ve lipit ve karbonhidrat oksidasyon
ürünleri ile reaksiyon sonucu protein oksidasyon ürünleri ile protein
karbonil türevleri olu abilir. Proteinlerdeki tüm aminoasit rezidülerinin yan
zincirleri iyonize radyasyon ve ROS/RNS ile olu an oksidasyondan çok
çabuk etkilenirler. De ik ROS ve RNS ile etkilenme sonucu baz
aminoasit rezidülerinde u de iklikler meydana gelebilir68:

• Arjinin          Glutamik semialdehit,
• Glutamat          4-hidroksi-glutamat,
• Histidin          2-oxo-histidin,
• Tirozin          3,4-dihidroksi fenilalanin, tyr-tyr çapraz ba , 3-

nitrotirozin,
• Valin          3,4-dihidroksi valin,
• Sistein            cys-S-S-cys, cys-S-S-R disülfid
• Prolin          Glutamik semialdehit, 2-pyrrolidone-4-hidroksi prolin
• Methionin           methionin sülfon ve sülfoksit.
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ekil 3: Lipit peroksidasyonunda çe itli yollar67. Çoklu doymam  ya  asidindeki
metilen gruplar  oksidasyondan çok çabuk etkilenirler. Yap daki hidrojen atomlar  radikal
(R•) ile etkile ime girer ve yap dan ayr larak karbon merkezli radikal 1• olu ur (Reaksiyon
1). Karbon merkezli radikal moleküler oksijen ile reaksiyona girerek peroksil radikalini
olu turur (Reaksiyon 2 ve 3). Peroksil radikali çift ba n sonunda bulunuyorsa (3•)
hidroperoksite indirgenir ve bu molekül metal yoklu unda nispeten daha stabildir
(Reaksiyon 4). Peroksil radikali zincir içerisinde yer al yorsa (2•) yer de tirme
reaksiyonu ile biti inde siklik yap da yeni bir karbon merkezli radikal olu turur
(Reaksiyon 5). Bu yap  ya bir basamak daha indirgenerek hidroperoksite dönü ür
(Reaksiyon 6) ya da ikinci bir yer de tirme reaksiyonu ile bisiklik peroksite dönü ür
(Reaksiyon 7). Bu malondialdehite (MDA) dönü meden önce olu an ara bir moleküldür
(Reaksiyon 8). MDA DNA bazlar  G, A ve C ile reaksiyona girebilir (Reaksiyon 9-11).
Peroksil radikali zincir içerisinde yer alan yap  (2•) yer de tirme reaksiyonundan ba ka
kom u ya  asidi molekülünden hidrojen alarak lipit hidroperoksiti olu turabilir (Reaksiyon
12). Daha sonra redoks metallerle reaksiyona girerek alkoksil radikali (RO•) (Reaksiyon
13) ve sonras nda ayr larak gaz halinde pentan olu abilir (Reaksiyon 14). Pentan lipit
peroksidasyonu için iyi bir belirteçtir.

Bundan ba ka proteinlerin prolin, histidin, arjinin, lizin ve
sistein rezidüleri redoks metallerle oksidasyona çok hassast rlar67.

Protein karbonil gruplar  pek çok de ik mekanizma ile
olu maktad r ve geli en teknoloji ile yüksek hassasl kta ölçümler
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yap labilmektedir. Protein karbonil gruplar  konsantrasyonu ROS arac
protein oksidasyonu için iyi bir belirteçtir ve romatoid artrit69, Alzheimer70,
solunum yetmezli i71, Parkinson72 ve ateroskleroz73 gibi hastal klarda
artt  gözlenmi tir.

Protein oksidasyonu ile ya a ba  hastal klar ve ya lanma
aras nda ili ki oldu unu gösteren ba ka çal malar da vard r74,75. Hayvan
çal malar na göre ya lanma sürecince proteinlerin okside formlar n
birikmesi söz konusudur. Bu birikim çe itli sebeplerle olabilir; (i) kararl
(steady-state) durumunda ROS/RNS düzeylerinin artmas  ve/veya
organizmada antioksidan kapasitenin azalmas ; (ii) proteaz
konsantrasyonunun azalmas  ve/veya proteaz inhibitörlerinin artmas na
ba  olarak okside proteinlerin parçalanma kapasitesinin azalmas 67.

2.3.3 DNA Hasar

ROS hücredeki hemen hemen bütün yap  ve molekülleri
etkiler. Fakat DNA ana hedefidir, bu sebeple de ya lanma ve kanser ile
ilgilidir76. ROS; tek veya çift zincir DNA k na, pürin ve pirimidinlerde
modifikasyonlara, deoksiriboz-fosfat iskeletinde hasara, DNA-protein ve
DNA-DNA çapraz ba lant lar na neden olabilir. DNA hasar
transkripsiyonun indüklenmesi veya durmas , sinyal yollar n
indüklenmesi, replikasyon hatalar  ve genomik instabilite ile sonuçlan r.
Bütün bunlar da karsinogenez ile ili kilidir77-80.

Oksidatif baz modifikasyonlar  mutasyon ile sonuçlanabilir.
Halbuki deoksiriboz parçalar n oksidasyonu baz sal nmas na ve DNA
zincir k na sebep olabilir81-83. Singlet oksijen guanini kolayca
oksitleyebilir ve guanin DNA’daki en kolay oksitlenebilen bazd r84-86.
Hidroksil radikalinin DNA molekülünün bütün bile enleri ile reaksiyona
girdi i bilinir: pürin, pirimidin bazlar na ve deoksiriboz iskeletine hasar
verir87. Hidroksil radikali dört bazdan birçok ürün olu turabilir, ör. 5-
hidroksimetilurasil, 8-hidroksiadenin, timidin glikol vb77, ancak guanine belli
pozisyondan sald r88 ( ekil 4).

ekil 4: Guanin’in hidroksil radikali ile reaksiyonu67

8-OH-G insan idrar nda bulundu u ilk kez Ames ve ark.
taraf ndan gösterilmi tir89. Bu okside DNA ürünü önemlidir çünkü hem
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mutajenik hem de karsinojenik forma kolayl kla dönü ebilir.
Organizmadaki oksidatif stres için iyi bir belirteçtir, karsinogenez için ise
potansiyel bir belirteçtir. 8-hidroksiguanin keto-enol tautomerizme u rar ve
bu nedenle de birkaç isimle an r. Bunlar 8-hidroksiguanin (8-OH-G) ve 8-
oxoguanine (8-oxoG)’dir. Normal bir hücrede bu baz modifikasyonu
yakla k olarak 105 guanin baz ndan birinde meydana gelir. Hem idrarda
hem de lökositlerde iyonize radyasyon, karsinojenik ve ekzojen kaynakl
ROS’a ba  oksidatif DNA hasar na ba  olarak görülebilir1. Sigara, di er
ROS kaynakl  karsinojenler oksidatif DNA hasar  artt rlar ve idrarla 8-
oxo-G at  %35-50, lökositteki oran  ise %20-50 oran nda artar67.

ROS’tan ba ka reaktif nitrojen, klorin, bromin ve sülfür türleri
de DNA’ya sald rarak hasar yapabilirler90,91. RNS, örn. peroksinitrit ve
nitrojen oksit DNA hasar  yapabilirler92. Peroksinitrit guanin ile reaksiyonu
sonucu 8-nitroguanin olu turur ( ekil 5). Bu yap dan dolay  G:C       T:A ile
yer de tirebilir. DNA’da bu lezyonun stabilitesi k sa sürelidir ancak
RNA’da bu nitrojen ba lanmas  stabildir. 8-nitroguanin ile karsinogenez
süreci aras ndaki ba lant  tam olarak bilinmemektedir67. Reaktif klorin
türleri klorinat sitozin ve adenin olabilirler90. Reaktif türler protein ve lipitleri
etkileyerek DNA hasar  daha da kötüle tirebilirler ( ekil 6).

ekil 5: Guanin’in RNS ile reaksiyonu93

Hasar görmü  DNA endonükleaz ve glikozilazlarca
deoksinükleotid ve bazlar n uzakla lmas  ile tamir edilebilir ( ekil 7).
Bazlar do rudan idrarla at rken, deoksinükleotitler mono-nükleozitlere
metabolize olduktan sonra idrarla at r89,94.

   Bunlara ek olarak mitokondrial DNA (mtDNA)’n n oksidatif
hasar  karsinogenez sürecinin de içinde bulundu u çe itli hastal klarda
önemli rol oynayabilir8. Kompleks I, III, IV ve V’e ait mitokondrial genlerin
de ifre edilmesi s ras ndaki de iklikler ve mutasyonlar, mitokondrial DNA
üzerindeki de iklikler çe itli kanserlerde tespit edilmi tir. Mitokondrial
DNA’n n nükleer DNA’dan daha fazla oksidasyona u ramas öyle
aç klayabiliriz8: (i) mitokondri fizyolojik artlarda oksijenin ~ %5’ini
süperoksit anyonuna ve sonras nda da hidrojen perokside dönü türür; (ii)
mtDNA’n n tamir kapasitesi s rl r, bu nedenle hasarl  nükleotid
tamamen ç kart lamaz; (iii) mtDNA histonlar taraf ndan korunmaz.
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ekil 6: Reaktif türlerin kanser geli imini kolayla rmas  gösteren baz  yollar58.
Üstteki ekil: 1.Do rudan DNA’da oksidatif hasar. 2.Lipit peroksidasyonu son ürünlerinin
(ör. MDA, 4-HNE) DNA bazlar na mutajenik ba lanmas . Radikallerde (RO• ve RO2•) lipit
peroksidasyonu süresince DNA’ya sald da bulunur. 3.Reaktif türler pro-kanserojenlerin,
DNA bazlar  ve fosfat gruplar  ile kovalen ba  yapabilen “ultimate kanserojen”e
dönü mesine yard mc  olabilir. Baz lar  ise daha güçlü reaktif türlerin olu mas na neden
olabilir. 4.Reaktif türler kromatin proteinleri, DNA tamir enzimleri ve DNA polimerazlar gibi
proteinlerin hasar na neden olabilir ve bu durum replikasyon hatas  görülme oran
artt rabilir. 5.4-HNE pro-proliferatifdir ve güçlü bir redoks modülatördür95 ve baz  di er lipit
peroksidayon ürünleri de benzer etki gösterebilir90. Alttaki ekil: Reaktif türlerin arac k
etti i DNA de imi nas l mutasyona neden olabilir? *Ba ka muhtemel bir mekanizma ise
(burada gösterilmemi tir) reaktif türler gen metilasyonunu etkileyebilir.

2
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ekil 7: Nonspesifik endonükleazlar ve spesifik glikozilazlarca DNA hasar n
tamiri78

DNA’n n do rudan kimyasal modifikasyonu reaktif oksijen /
nitrojen / klorin türlerinin zarar verme yollar ndan sadece biridir ve bu
durum mutasyonlara ve karsinojenik durumlar n ilerlemesine neden
olabilir96-98. Baz  reaktif türler (ör. H2O2,  O2•¯) dü ük düzeylerde hücre
ço almas  stimüle ederken yüksek düzeylerde bunu durdurmaktad r99.
Reaktif türlerin indükledi i lipit peroksidasyonu sonucu olu an son ürünler
(ör. MDA ve doymam  aldehitler) DNA’ya ba lanarak mutajenik lezyonlar
olu turabilirler100-102. DNA polimerazlar98,103 ve tamir enzimleri97 reaktif
türler taraf ndan hasara u rat labilir, replikasyonun do rulu u azalabilir ve
lezyonlar n tamiri yava layabilir.

Tablo 2: Oksidatif hasar tamiri104

Hasar gören yap Tamir sistemi

DNA
OH• DNA’n n bütün bile enlerine
sald rken singlet O2 guanin’i tercih eder.
H2O2 ve O2 DNA’ya sald rmazlar.

DNA ligaz, 8-hidroksideoksiguanozin
glikozilaz ve apurinik/apirimidinik
endonükleazlar gibi pek çok enzim
DNA’daki anormallikleri fark eder ve onlar

kararak uzakla r, tekrar sentezler ve
DNA zincirine tekrar dahil eder.

Proteinler
Birçok ROS –SH gruplar  okside edebilir.
•OH radikali birçok aminoasit rezidüsüne
sald r. Proteinler ço unlukla geçi  metal
iyonlar  ile ba lanarak, •OH radikalinin
hedefi haline gelirler.

Okside metionin rezidüleri metionin
sülfoksit redüktaz enzimi ile tamir edilir.
Okside proteinler belirlendikten sonra
hücresel proteazlarca y r.

Lipitler
Baz  reaktif oksijen türleri (O2 ve H2O2 dahil
de il) lipit peroksidayonunu ba latabilir.

Zincir k  antioksidanlar (özellikle alfa-
tokoferol) zincir uzat  peroksil radikallerini
uzakla rlar. Fosfolipit hidroperoksit
glutatyon peroksidaz ve baz  fosfolipazlar
membrandan peroksitleri uzakla rabilir.
Normal membran döngüsü hasarl  lipitleri
uzakla rabilir.
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2.4 Oksidatif Stres ve Kanser

2.4.1 Reaktif Türler ve Hücre Proliferasyonu

Reaktif türler hücre davran lar  birçok yolla etkilerler.
Reaktif türlerin tipi ve düzeyi, ne kadar süreyle maruz kal nd , bunlar
ortadan kald racak olan hücrenin antioksidan savunma düzeyi ve oksidatif
hasar  düzeltecek olan hücrenin tamir mekanizmas n aktivitesine ba
olarak hücre bu reaktiflerce de tirilir. Bunun sonucunda proliferasyonda
art , hücre döngüsünde durma, ya k, apoptozis ve nekroz görülebilir

ekil 2). Reaktif türler kanserin ba lamas , yükselmesi ve ilerlemesi
amalar na kat r ve böylece bunlar n etkisiyle hücre döngüsü, gen

ekspresyonu, do rudan veya dolayl  DNA hasar  ve apoptozis ve di er
ekillerde hücre ölümü gerçekle ir ( ekil 2). Reaktif türlerin düzeyi

hücrenin normal proliferasyonundan hücre döngünün durmas na geçi inde
(veya hücreye özgü ba ka olaylar n ba lamas nda) “ alter” görevi görür.

ekil 8: p53 proteinin pro- ve antioksidan fonksiyonlar 105

a) Stres olmad nda veya hafif streste, dü ük düzeyde p53 baz  genlerin ekspresyonu
sa lar. Bunlar antioksidan proteinleri de ifre ederler ve reaktif türlerin düzeyi azal r. p53
DNA tamirini de kolayla r. b) iddetli veya süresi uzam  stresten sonra p53
aktivitesinde görülen art  reaktif türlerin çe itli mekanizmalarca olu mas na sebep olur.
Bunun sonucunda reaktif tür seviyesinde art  olur ve bu durumda ya k veya ölüm
sürecine katk da bulunur. Her iki mekanizma da tümör bask lanmas na katk  sa lar. c)
p53 fonksiyonunun kaybolmas ndan sonra malign tümörde hücre içi reaktif tür seviyeleri
artar, DNA hasar  ve mutasyon oranlar  yükselir. Bu onkogenik de ikliklere kar k
olarak p53’ün indükledi i apoptozisin yetersiz kalmas  sonucunda kanser geli ir.
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p53 ve Reaktif Türler:

p53’ün kanser ve reaktif türler ile olan yak n ili kisi ekil 8’de
gösterilmi tir105. lk olarak; normal dü ük düzeydeki p53 aktivitesi hücresel
antioksidan savunman n sürdürülmesini, okside peroksiredoksinleri
rejenere edecek olan MnSOD, GPx1 ve proteinlerin genlerinin
trankripsiyonla de ifre edilmesini sa lar. kinci olarak; reaktif türler p53
aktivitesini artt rabilir. Böylece ras onkogenlerin ekspresyonu O2  üretimini

zland rabilir ki bu durum baz  durumlarda p53 aktivitesini artt rken
ya lanmay  tetikleyebilir. Üçüncü olarak; yüksek p53 aktivitesi baz
mekanizmalarla reaktif türlerin üretimine neden olabilir ve bu reaktif türler
bazen p53’ün sitostatik ve pro-apoptotik etkilerine katk da bulunabilir.

Fakat çok fazla okside reaktif türün olu mas  p53 aktivitesini
inhibe eder. p53 on tane sistein rezidüsü içerir ki proteinin aktif olabilmesi
için bunlardan baz lar n çinko iyonu ile ba  yapmas  gerekir. Sistein’in
oksidasyonu p53’ün transkripsiyon faktör etkisini inhibe eder.

2.4.2 Apoptozisin Reaktif Türler ile Düzenlenmesi

Il ml  düzeydeki reaktif türler (“ ml ” seviye hücre tipine göre
de ebilir) normal hücrelerde apoptozisin ilerlemesine ( ekil 2) veya
hücre ölümüne neden olur106,107. Fakat baz  malign hücrelerde reaktif türler
tam kar  bir etki yapabilirler. Örne in melanoma M14 hücresinde
CuZnSOD’un a  ekspresyonu ile dü en O2  apoptozisi ilerletirken
CuZnSOD seviyesinin dü mesi ile apoptozis inhibe olur61.

Bazen kaspazlar n oksidatif inaktivasyonu gerçekle ebilir
ekil 2). Baz  hücrelerde artm  O2  seviyesi sitozolik pH’ n da

yükselmesine neden olur ki bu durumda kaspaz aktivitesi engellenir62.
Buna kar  H2O2 sadece DNA’ya sald rarak (geçi  metal iyonlar  ile
reaksiyona girerek dönü tü ü O2  DNA hasar  yapar90) de il mitokondri
hasar  ve sitozolik pH’  dü ürerek de apoptozisi ilerletebilir. O2  ve
H2O2’nin hücre pH’  üzerindeki artt rma ve azaltma etkileri hücre
membran nda bulunan Na+/H+ sistem ile olabilir62. Ba ka bir mekanizma
da ise reaktif türler PTEN’i (fosfataz ve tensin homolog; tümör bask lay
gen) inaktive ederler. Bu durum Akt (protein kinaz B; sinyal molekülü)
yolunun aktivasyonunu artt r ki hücrenin hayatta kalmas  sa lar108.
Fakat Akt sinyal yolunun karsinojenik süreç ile olan ili kisi karma kt r,
örne in baz  çal malar göstermi tir ki bu yolun aktivasyonu invazyon ve
metastaz  bask layabilir108.

2.4.3 Metastaz ve Reaktif Türler

Reaktif türlerin hücresel etkileri pek çok laboratuar
çal mas nda gösterilmi tir. Peki, gerçekten kanserle ili kili midir? Baz
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çal malara göre invazyon ve metastazla ili kilidir109-115. Reaktif türlerin
de ik etki mekanizmalar ndan biri integrin ekspresyonunu ayarlamak,
ba ka bir tanesi ise “anoikis”i (hücrenin normal çevresi ile ili kisinin
kesilmesi ve apoptozisin ba lamas ) bask lamakt r. Hücre yüzeyi
morfolojisinin de mesi, hücre içi ileti im, hücre hareketi ve vasküler
geçirgenli in artmas  metastaz n kolayla mas  temin eder. Ayr ca
ekstraselüler matriks, tümör hücreleri ve fagositler özellikle makrofajlar116

taraf ndan sal nan matriks metalloproteinazlarca (MMP) bozulur. MMP
reaktif türler taraf ndan aktifle tirilir90. MMP enzimleri serbest kalan
büyüme faktörlerinin matriks bile enleri ile ba lanmas  sa layabilir.
Örne in MMP3 (stromelsyin-1) düzeyi birçok meme tümöründe yükselir.
ROS ürünlerinin yükseltti i bu enzime maruz kalan fare meme epitelyum
hücrelerinde oksidatif DNA hasar  ve genomik instabilite görülmü tür114.
nsan metastatik prostat kanser hücrelerinde primer malign hücreye göre

daha fazla reaktif türlerin ürünü varl  tespit edilmi tir113. Ayr ca 8-OHdG,
4-HNE ve 3-nitrotirozin daha yüksektir117.

2.4.4 Malign Hücrelerde Pro-Oksidan Durum

Baz  malign hücreler apoptozisi bask lamak, proliferasyonu,
metastaz  ve anjiyogenezisi artt rmak ve genetik instabiliteyi ilerletebilmek
için ROS’u kullan r61,90,110-115,118-120. Birçok malign hücre kültüründe yüksek
düzeyde ROS üretilmi tir121. Fakat hücre kültürlerindeki ROS,
kontaminasyonla m  artm  yoksa in vivo da malign hücrelerde ROS
yap  gerçekten fazla m , tart ma konusudur. Baz  ara lar bu verileri
destekler sonuçlar bulmu tur. Örne in, kronik lenfositik lösemi
hücrelerinden yeni al nan örneklerdeki ROS üretimi normal lenfositlerden
daha yüksektir122. Fakat solid tümörlerde, in vivo reaktif türlerin üretiminin
artt  göstermek metodolojik yetersizliklerden dolay  zordur90,123, bu
yüzden pek çok ara rmac  ROS üretimi yerine oksidatif hasar düzeyini
incelemi tir. Birçok çal ma insan ve hayvan tümörlerinde 8-OHdG
seviyelerinin artt  göstermi tir90,124-128.

Malign hücrelerde oksidatif hasar seviyesinin yükselmesi
çe itli nedenlerle olabilir: (i) reaktif tür olu umunun art  ile antioksidan
savunmada de iklik olmamas ; (ii) reaktif tür olu umunda de iklik
olmamas  ancak antioksidan savunmada azalma; (iii) hücre düzeyinde
oksidatif hasar tamirinde hata olmas  ve hasar n artmas ; (iv) yukar daki
kombinasyonlardan herhangi biri.

Reaktif Türlerin Olu umunda Art :

Eldeki verilere göre en az ndan baz  in vivo malign tümörler
normal hücrelere göre daha fazla ROS üretmektedir109,115,120,129,130. ROS
kaynaklar  içinde lizil oksidaz129, prolin oksidaz131, mitokondrial O2
olu umundaki art  ve NADPH oksidaz (NOX) sisteminin olu turdu u O2
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vard r132. Örne in baz  prostat kanserleri mitokondrial DNA mutasyonu
içerir ve mitokondrial ROS üretimi artar133.

DNA Tamir Oran ndaki De im:

DNA tamirindeki hatalar ve DNA tamir enzimlerindeki olas
polimorfizimler baz  kanserlerin ba lamas na katk da bulunur134. Ancak
baz  kanserlerde ise di er çal malardakinin tersine DNA tamir
enzimlerinin aktivitelerinde art  oldu u belirtilmi tir134-137. DNA tamiri
bazen ileri evre tümörlerde down regüle edilebilir, bu durumda genetik
instabiliteyi ve tümör progresyonunu ilerletebilir134,138,139.

Antioksidan Savunmadaki De im:

Kültürdeki tümör hücreleri genellikle dü ük MnSOD aktivitesi
gösterirler. Transenfekte edilmi  MnSOD geni bu tip hücrelerde
(tamam nda de il) malign fenotipi bask layabilir140,141. Baz  ara lara
göre artm  MnSOD daha fazla H2O2 üretir ki bu durum da (bazen p53
aktivasyonu ile) proliferasyonun inhibisyonuna neden olur. Buna uygun
olarak CAT fazla salg lanmas  bu hücrelerdeki MnSOD’un a  etkilerini
engeller141. Dönü türülmü  hücrelerde CuZnSOD, CAT ve GPx1
aktivitelerinin dü ük oldu u da rapor edilmi tir141-143.

Sonuç olarak; en az ndan baz  malign hücrelerde reaktif
türler in vivo olarak daha fazla yap lmaktad r. Antioksidan savunma ve
tamir aktiviteleri bazen yükselmesine ra men bu art  reaktif türlerle ba
etmek için yeterli de ildir. Malign hücrelerde fazla miktarda bulunan reaktif
türler olas kla bu hücrelerin kendi yarar nad r. Fakat miktar belli bir
seviyenin üzerine ç kt nda oksidatif hasar ciddi boyutlara gelir ve hücre
fonksiyonlar  bozulur ( ekil 2).

2.4.5 Oksidatif Stres, Hücre Sinyal letimi ve Kanser

Hücreler birbirleriyle ileti im halindedir ve ekstraselüler
uyaranlara kar  cevap verirler. Bu biyolojik mekanizmaya sinyal iletimi
denir4,144. Sinyal iletimi hücre d ar ndaki çe itli fonksiyonel elementlerin
hücre içine geçi i ile bilginin sa lanmas  sürecidir. Sinyal iletimini
ekstraselüler sinyaller ba lat r, örne in hormonlar, büyüme faktörleri,
sitokinler ve nörotransmittörler gibi145. Sinyaller, transkripsiyon faktörlerinin
ekspresyonundan sorumludurlar. Bunlar hücre çekirde ine geçerek DNA
üzerindeki özel ba lanma bölgelerine ba lan rlar ve RNA polimeraz II
aktivitesini düzenlerler. Bu sinyal iletimi kas kontraksiyonu, gen
ekspresyonu, hücre büyümesi ve sinir iletimi gibi çe itli biyolojik aktiviteleri
içerebilir146.
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ROS türleri hücre hasar na yol açmakla birlikte asl nda hücre
içindeki sinyal iletiminin ve düzenlenmesinin baz  safhalar nda önemli bir
fizyolojik rol oynarlar147. Yüksek konsantrasyondaki ROS hücre ölümüne
veya nekroza neden olur. Buna kar k dü ük veya geçici
konsantrasyondaki radikaller hücre ço almas na sebep olabilir. Dü ük
konsantrasyondaki O2  ve H2O2 ço almay  uyarabilir ve pek çok hücre
tipinde hayatta kalma olas  artt rabilir. Bu nedenle ROS ikincil
habercilerin fonksiyonlar nda önemli bir fizyolojik rol oynayabilir148. Ayr ca
sitozolik kalsiyum konsantrasyonunun düzenlenmesi, protein
fosforilasyonunun düzenlenmesi ve baz  transkripsiyon faktörlerinin (NF-
B ve AP-1 faktör ailesi gibi) aktivasyonunda rol al r110.

ROS ve metal iyonlar  öncelikle fosfoserin/treonin-,
fosfotirozin- ve fosfolipit-fosfatazlar  inhibe eder. Büyük olas kla onlar n
sistein rezidülerindeki sülfidril gruplar yla etkile ime girerek (molekül içi
veya moleküller aras  disülfit ba lar  okside ederek) bunu yapar5,144. Bu
yap sal de im protein konformasyonunu de tirir ve bu da baz  sinyal
dizilerinde (özellikle growth faktör kinaz-, src/Ab1 kinaz-, MAPK- ve PI3
kinaz’a ba  sinyal yollar ) upregülasyona neden olur. Bu sinyal dizileri
redoks ile düzenlenen transkripsiyon faktörlerinin (AP-1, NF- B, p53, HIF-
1, NFAT) aktivasyonuna neden olur.

ekil 9: ROS ve metal iyonlar n indükledi i sinyal yollar 67
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2.5 Üç Evre Modeli ve Karsinogenez Mekanizmas

Karsinogenez karma k ve çoklu ad mlar içeren bir süreçtir.
Sa kl  bir hücre önce prekanseröz evreye son olarak da erken evre
kansere dönü ür148. Karsinogenez için birkaç teori vard r. Eski teori,
kanseri “hücre farkl la mas  hastal ” veya “stem cell hastal ” olarak
tan mlar. Bu teori kanserin “tek hücre kayna ” oldu u noktas ndan destek
almaktad r149.

Kanser indüksiyonunda iki mekanizma önerilmektedir.
Birincisi, nongenotoksik karsinojenler bölünmekte olan hücrelerde yanl
tamir ile mutasyonlar  indükleyebilir ve DNA sentezi ve mitoz artabilir.
Mutasyonlar ve ayr ca klonlar  geni leyerek preneoplastik hücre
durumundan neoplastik hücre durumuna geçi i ba latabilir150-152. Di er
mekanizma hücre proliferasyonu ve hücre ölümü aras ndaki e itli i aç klar.

er DNA hasar  çok fazla ise de ime u ram  hücreler seçilerek
elimine edilir. Bu sürece “apoptozis” denir. Karsinojenik süreç hücre
proliferasyonu ve hücre ölümü aras ndaki dengenin hücre proliferasyonu
lehine de mesi olarak tan mlanabilir.

Bu mekanizmalara ek olarak gap junction (GJIP;
hücreleraras  ileti im), hücre büyümesinin düzenlenmesinde,
farkl la mas nda ve projenitör hücre apoptozisinde önemli rol oynar153.
Aktive olan (onkogen) ve olmayan (tümör bask lay  gen) genler,
ba layan stem cell’e klon geni lemesi ile katk da bulunurlar.

Epidemiyolojik ipuçlar  ve hayvan deneyleri sonuçlar na göre
karsinogenez çe itli ve birbirinden farkl  evrelerden olu maktad r. Her bir
evrenin farkl  bir karakteristi i vard r ve bu çoklu evre veya mekanizma
hipotezine “initiation – promotion – progression” (ba lang ç – yükselme –
ilerleme) denir148,154. Kimyasal karsinojenler, bu sürecin çe itli evrelerinde
hücresel modifikasyonlar ve moleküler olaylar ile etkili olur. Kimyasal
karsinojenleri genotoksik ve epigenik (non-genotoksik) olarak ikiye
ay rabiliriz. Genotoksik ajanlar DNA’ya do rudan hasar verirler ve
mutasyonlara ve/veya klastogenik (kromozom hasar ) de ikliklere neden
olurlar. Non-genotoksik ajanlar ise dolayl  DNA reaksiyonlar  ile etki
ederler. Bu moleküller hücre büyümesi ve hücre ölümünü kontrol ederler
ancak tam olarak mekanizma anla lamam r.

Kanser geli iminin çok a amal  süreci, tek bir hücrede
meydana gelen olaylar n birikmi  etkisi ile karakterizedir ve üç a amadan
olu ur; ba lang ç, yükselme ve ilerleme. ROS karsinogenezin bütün
evrelerinde etkindir154. Karsinogenezin üç evre modeli ekil 10’da
gösterilmi tir.
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ekil 10: Karsinogenezin üç evre modeli ve karsinojenik etkilerin seviyesi &
karsinojenik sürecin çe itli evrelerinde serbest radikal seviyeleri67

Ba lang ç evresinde ölümcül olmayan DNA mutasyonlar
vard r. De ime u rayan hücredeki baz  mekanizmalar (DNA sentezi gibi)
tamir sistemleri ile düzeltilir. Bölünmeye devam eden hücredeki hasar
giderilemez ise hücre döngüsü G1, S veya G2 evresinde kesilerek hasar
tamir edilir ve bölünme devam eder155. ROS etkisi ile oksidatif DNA hasar
meydana gelebilir. Benign tümörlerde yap lan baz  çal malara göre tümör
boyutu ile 8-OH-G olu um miktar  aras nda korelasyon vard r155. Ba lang ç
süreci oksidatif stresin indükledi i Ca(II) de imi ile daha ileri gider. Bu
de im, hücre içi depolardan Ca(II) sal nmas  ve hücre d ndan Ca(II)
içeri girmesi ile olur. Neticede hücre içi serbest kalsiyum miktar  artar156.

Yükselme evresi hücre proliferasyonun indüklenmesi ve/veya
hücre ölümünün (apoptozis) inhibe olmas  ile karakterizedir. Bu süreç
sonucunda tan mlanabilir fokal lezyonlar olu ur. Bu evrede doza ba
olarak tümör yükselme uyar n sürekli olmas  gerekmektedir. Bu
nedenle de geri dönü ümlü bir süreçtir155. Birçok tümör geli tiriciler
(promotor) antioksidan savunma sistemi etkileri için güçlü inhibitörlerdir.
Yüksek düzeydeki oksidatif stres hücre için sitotoksiktir ve apoptoz veya
nekroz sürecinin ba lamas  da engeller. Halbuki dü ük düzeydeki
oksidatif stres yükselme evresinde hücre bölünmesini uyar r ve böylece
tümör büyümesini destekler156. Buradan u anlam  ç karabiliriz;
karsinogenezin bu evresindeki ROS üretimi tümör geli imindeki ana hatt
olu turur.

lerleme evresi karsinogenezin üçüncü ve son a amas r154.
Bu evrede hücresel ve moleküler de ikler vard r ve preneoplastik
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durumdan neoplastik duruma geçi  söz konusudur. Bu a ama geri
dönü ümsüzdür ve birikmi  fazla miktarda genetik hasar ile karakterizedir.
Bu durum hücrenin benign halden malign hale geçmesine neden olur. Bu

amada genetik instabilite ve kromozom bütünlü ü bozulur.

2.6 Antioksidan Savunma

Reaktif oksijen ve nitrojen türlerinin etkileri nonenzimatik ve
enzimatik antioksidanlar ile dengelenmektedir. Antioksidan savunma
serbest radikallerin do rudan temizlenmesinde önemli rol oynarlar ve
böylece organizman n maksimum korunmas n sa larlar. yi bir
antioksidan: (i) özellikle serbest radikalleri temizleyebilmeli; ( ) redoks
metallerle elat yapabilmeli; (iii) di er antioksidanlarla reaksiyona
girebilmeli (rejenere) (iv) gen ekspresyonu üzerine pozitif etkisi olmal ; (v)
kolayl kla absorbe edilmeli; (vi) doku ve vücut s lar nda yeterli
konsantrasyonda olmal ; (vii) sulu ortamlarda ve/veya membranda
çal abilmelidir.

En etkili enzimatik antioksidanlar süperoksit dizmutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidazd r157. Nonenzimatik antioksidanlar ise
vitamin C, vitamin E, karotinoidler, tiol antioksidanlar  (glutatyon,
tioredoksin ve lipoik asit), do al flavonoidler, pineal bez hormonlar  olan
melatonin ve di er bile iklerdir158. Baz  antioksidanlar hidrofilik ortamda,
baz lar  hidrofobik ortamda, baz lar  ise her iki ortamda etkilidirler. Örne in
vitamin C süperoksit ile sulu ortamda reaksiyona girerken vitamin E lipofilik
fazda girer. Buna kar k -lipoik asit hem suda hem de ya da çözünebilir
ve bu nedenle hücre membran nda ve sitozolde çal abilir.

Baz  antioksidanlar di er antioksidanlarla yeniden
üretilebilirler. Bu yüzden orijinal fonksiyonlar na geri dönebilirler. Bu sürece
“antioksidan network” denir. Vitamin C ve E’nin redoks döngüsü
antioksidan network’e örnektir. Bir antioksidan n rejenere kapasitesi çiftin
redoks potansiyeline ba r. Tümör hücrelerinde ROS seviyesinin
yüksekli i ile enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar n bozulmas
aras nda bir ba  vard r.

2.6.1 Enzimatik Antioksidanlar

2.6.1.1 Süperoksit Dismutaz

Süperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) hücre içi enzimatik
antioksidanlar n en etkililerindendir. SOD, süperoksit anyonunu hidrojen
peroksit ve moleküler oksijene dismute eden bir metalloenzimdir160.

O2•¯ + O2•¯ SOD    H2O2 + O2
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Tablo 3: Enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma sistemleri

Enzimatik antioksidanlar Etkileri
Sitokrom oksidaz sistemi Hücrelerdeki O2’nin %95-99’nun detoksifikasyonu
Süperoksit dismutaz (SOD) Süperoksit anyonunun detoksifikasyonu
Katalaz (CAT) Hidrojen peroksitin detoksifikasyonu
Glutatyon peroksidaz (GPx) Hidrojen peroksitin detoksifikasyonu
Glutatyon redüktaz Okside glutatyonun indirgenmesi
Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz NADP’nin NADPH’a dönü mesi

Nonenzimatik antioksidanlar Etkileri
α-tokoferol Zincir k  antioksidan
β-karoten Radikal tutucu
Askorbik asit •OH radikali tutucu
Glutatyon Hücre içi sülfidril tamponu
Albümin Hem ve bak r ba lar
Seruloplazmin Bak r ba lar
Haptoglobulin Hemoglobin ba lar
Transferrin Dola mdaki demir iyonlar  ba lar
Ferritin Dokudaki demir iyonlar  ba lar
Hemopeksin Hem ba lay  proteindir
Bilirubin Peroksil radikali tutucu
Ürat Radikal tutucudur, metal iyonlar  ba lar
Glukoz •OH radikali tutucudur
Sistein Radikal tutucu
Koenzim Q Antioksidanlarla etkile ebilir

nsanlarda üç de ik SOD izoformu bulunur: sitozolik
CuZnSOD; mitokondrial MnSOD ve ekstraselüler SOD (ECSOD)161.

2.6.1.2 Katalaz

Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) bitki, hayvan ve aerobik bakteri
hücrelerinde bulunur157. Katalaz hücrede peroksizomlarda bulunur.
Hidrojen peroksiti su ve moleküler oksijene çevirmede çok etkilidir. Katalaz
bütün enzimler içinde en yüksek turnover oran na sahip enzimlerden
birisidir, bir molekül katalaz dakikada ~6 milyon molekül hidrojen peroksidi
su ve oksijene çevirir:

2H2O2
CAT     2H2O + O2

Çe itli tümörlerde hidrojen peroksidi detoksifiye etme
kapasitesindeki azalma ile katalaz seviyesinin azalmas  aras nda bir ili ki
vard r.
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2.6.1.3 Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz n iki formu vard r: (i) selenyumdan
ba ms z glutatyon-S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18); (ii) selenyum ba ml
(GPx; EC 1.11.1.19)157. Bu iki enzim alt gruplar n say , aktif merkezde
selenyumun ba lanmas  ve katalitik mekanizmalar  ile birbirlerinden
farkl rlar. Glutatyon (GSH) metabolizmas , antioksidan savunma
mekanizmas  için zaruridir. GPx, bir tripeptid olan GSH ile birlikte hareket
eder. GSH hücre içerisinde yüksek konsantrasyonlarda (mikromolar)
bulunur. GPx substrat olarak hidrojen peroksiti kullan r ve organik
peroksite ROOH çevirir. Daha sonra GPx, peroksiti suya (veya alkol)
parçalar:

2GSH + H2O2
GPx     GSSG + 2H2O

2GSH + ROOH GPx     GSSG + ROH + H2O

GPx katalaz ile hidrojen peroksit için yar r ve dü ük
seviyedeki oksidatif stresten korunmada ana etkenlerden biridir.

2.7 DNA Hasar n Ölçülmesi

Hayvan veya insan hücre ve dokular ndan DNA izole edilip
oksidatif hasar ürünleri ölçüldü ünde asl nda hasar ve tamir
mekanizmalar  aras ndaki denge ölçülmü  olur. Bu yüzden oksidatif DNA
hasar ndaki art  hasar n artmas  ve/veya tamirin azalmas ndan dolay r.
Bu ölçümler toplam DNA hasar  hakk nda göstergeler verir, inaktif genler
veya dura an DNA hasar  hakk nda bilgi vermez162.

Serbest oksijen radikallerinin DNA’ya sald rmas  sonucu
olu an be  oksidatif baz çal labilir; 8-hidroksideoksiguanozin, timin glikol,
5-hidroksimetilurasil, formilamidopirimidin ve 8-hidroksideoksiadenin163,164.

2.7.1 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG)

Oksidatif DNA hasar  göstergesi olarak en çok çal lan
parametre 8-OHdG’dir. Fakat pek çok ara , ROS’un mutasyon
yapabilme kapasitesinin tamam  ölçebilmek için her bir DNA
modifikasyonunu çal ma e ilimindedir. Fakat muhtemelen 8-OHdG
olu umu organizmaya, ROS tipine ve etkiye maruz kalma süresine
bakmas n di er DNA modifikasyonlar  ile orant r. Bu yüzden 8-OHdG
ölçülerek oksijen radikallerinin indükledi i hasar n hesaplanmas  çok
kullan  olacakt r165.

Pek çok çevresel mutajen ve karsinojenin DNA bile ikleri ile
metabolik aktivasyon olsun veya olmas n reaksiyona girdi i bilinmektedir.
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Sonuç olarak adenin, guanin, sitozin ve timin ile yeni bile ikler olu turur.
Tüm bu hedefler içinde bilinen en reaktifi guanindir166. n vitro DNA sentezi
çal malar nda, DNA replikasyonu s ras nda nokta mutasyon olu turan 8-
OHdG’nin yanl  okunmas ndan dolay  potansiyel mutajen oldu u
gösterilmi tir. Okside guanin baz  in vitro modelde DNA replikasyonu

ras nda G-T ve A-C de imine sebep olmu tur. Bu çal ma in vivo
ortamda hücre DNA’s nda 8-OHdG olu umunun karsinogenez ile ili kili
oldu unu göstermesi bak ndan önemlidir. Farelerle yap lan bir
çal mada tüm vücuda radyasyon verilmi  ve karaci er hücre DNA’s  ile
HeLa hücre DNA’s nda 8-OHdG olu umu saptanm r. Aç a ç kan 8-
OHdG in vitro deneyden yap landan yakla k 1000 kez daha azd r167.

2.7.2 Timin glikol (Tg)

hNTH1 (insan homolog endonükleaz III) bir glikozilazd r ve
AP liyaz aktivitesi ile ili kilidir. Bu enzimin görevleri aras nda Tg gibi okside
pirimidinlerin tamiri vard r168-171.

drarla d ar  at lan Tg (2’-deoksinükleozid) analiz
edilebilir172,173. Böbrek transpalantasyonu yap lan alt  hasta ve alt  sa kl
ki iyle idrarda zamana ba  olarak Tg at m oran ndaki de im takip
edilmi tir. Transplantasyondan sonra idrarda Tg at  yükselmi tir ve bu
yükseklik nakil yap lan böbrekteki oksidatif hasara ba  olabilir.

2.7.3 5-hidroksiurasil (5-OHUra)

5-OHUra’in DNA lezyonu olan sitozil glikolden su kayb  ve
deaminasyon yolu ile olu tu u san lmaktad r. Modifiye bir pirimidin olan 5-
OHUra de hNTH1’in substrat r ve hücre ekstrelerinde bu lezyonlar n
tamirinin erken bir göstergesidir170,174,175. Bundan ba ka 5-OHUra insan
urasil DNA N-glikozilaz ile de tamir edilebilir176.

2.7.4 8-oxoadenin (8-oxoA)

8-oxoA daha önce insan idrar nda çal lm  olmas na
ra men177 bu lezyonun tamir mekanizmas  ve kal nt lar n at  tam
olarak aç klanmam r. Buna sebep olarak bu lezyonun olu umunun ve
hücre DNA’s nda tespitinin zor olmas  gösterilmektedir. u ana kadar 2’-
deoksinukleozid formu olan 8-oxo-2’-deoksiadenozin (8-oxodA) idrarda
tespit edilememi tir. Detayl  çal lm  olmamas na ra men 8-oxoA ve 8-
oxodA’nin DNA tamirinden dolay  idrarda at lm  aç klayan iki yol (kesin
olmayan) vard r. Birincisi, hMTH1 (insan MutT homolog protein 1) substrat
olarak 8-oxo-dGTP’ye benzer etkinlik gösteren 8-oxodATP’yi kullan r ve 8-
oxodA olu abilir. Daha sonra da at r177. kincisi, sitozin kar  ile

le ti inde muhtemelen 8-oxodATP’nin yanl  birle tirilmesi sonucu
olu an 8-oxoA, hOgg1 (8-oxoguanin DNA glikozilaz)’ n substrat  olur178.
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2.8 drar 8-OHdG Nas l Ölçülür?

8-hidroksideoksigunazinin nas l ölçüldü üne geçmeden önce
baz  terimler ve k saltmalar hakk nda aç klamalar yapmak gerekmektedir.

• 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin ve 8-hidroksiguanaozin, 8-OHdG’dir.
• 8-OHdG DNA’n n okside ürünü iken 8-OHG RNA’n n okside

ürünüdür.
• 8-OHGua serbest guanin baz n okside ürünüdür.
• 8-OHGua ve 8-oxoGua ayn r.
• 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), 8-oxo-2’-deoksiguanozin

(oxo8dG), 7,8-dihidro-8-oxo-2’-deoksiguanozin (8-oxo-dG) ve 8-
oxo-7,8-dihidro-2’-deoksiguanozin (8-oxodG) ayn r.

• 8-oxo-guanin, 8-oxoG, 8-hidroksiguanin, 7,8-dihidro-8-oxo-guanin
ve 7-oxo-7,8-dihidroguanin ayn  okside serbest bazd r179.

ekil 11: 8-OHdG ve analoglar n kimyasal yap lar

2.8.1 Yüksek Performansl  S  Kromotografisi (HPLC)

u ana kadar elektrokimyasal detektörlü HPLC sistemi 8-
OHdG ölçümü için en çok kullan lan cihazd r. HPLC metodu ile doku,
plazma ve lenfositlerdeki 8-OHdG miktarlar  ölçülebilir. Lenfosit ve doku 8-
OHdG ölçümü için, nükleer DNA’daki 8-OHdG’nin enzimatik yollarla
çözülebilir bile iklere sal nmas  gerekir. Bu metodun avantaj  ayn  anda
birden çok okside ürünün ölçülebilmesidir.
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HPLC metodu ile plazma ve idrarda enzimatik haz m
(digestion) i lemi olmadan serbest 8-OHdG de çal labilir. Fakat bu
prosedür 8-OHdG izolasyonu s ras nda çok ayr nt  ekstraksiyon ve
ay rma i lemleri içermektedir180,181.

2.8.2 Tandem Mass Spektrometre

Son zamanlarda guanin’in 8-hidroksile ürünlerini ölçmek için
ekstraksiyon i lemlerini ortadan kald ran teknikler geli tirilmi tir. Bu
metotta idrar HPLC-tandem mass spektrometre sistemine do rudan
enjekte edilmektedir182. Bu metot 8-hidroksile bazlar , ribonükleozidleri,
deoksinükleozidleri ve benzer nonokside türleri ölçebilmektedir.

2.8.3 ELISA

drar 8-OHdG ve analoglar  ölçmek için HPLC-tandem
mass spektrometre sistemi geli tirilmi  olmas na ra men klinik
laboratuarlarda kullan m için hala çok komplekstir. Bu nedenle serbest 8-
OHdG ölçebilmek için daha basit olan ELISA yöntemi geli tirilmi tir183. u
anda doku, idrar, serum ve plazma 8-OHdG ölçümleri yapabilmek için
ELISA kitleri mevcuttur.

2.9 Ürolojik Kanserler ve S fland lmas

2.9.1 Prostat Kanseri

Prostat kanseri günümüzde erkek toplumunu ilgilendiren
ba ca sa k problemlerinden biridir. Avrupa’da her y l yakla k 2,6 milyon
yeni kanser tan  konulmaktad r. Avrupa’daki tüm erkek kanserlerinin
%11’ini prostat kanseri olu turmaktad r184 ve bu de er Avrupa Birli i’ndeki
(AB) kanser ölümlerinin %9’unu olu turmaktad r185.

Gleason Skoru:

Prostat adenokarsinomunun derecelendirilmesinde en s k
kullan lan sistem Gleason skorlamas r186. ki en az agresif, 10 en fazla
agresif olmak üzere sistem 2–10 aras  bir de er vererek skoru belirtir. Bu
skor tümörde en çok bulunan iki desenin toplam r (derece 1–5). Grade 1
en iyi diferansiye (farkl la ) ve grade 5 en az diferansiye
(farkl la mam ) olan  göstermek üzere 1’den 5’e kadar s ralanan
derecelerden ibarettir. Biyopsi materyali (i ne biyopsisi veya cerrahi
materyal) Gleason skorunu de erlendirebilmek için gereklidir, sitolojik
örnekler kullan lmamal r.
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fland rma:

Tablo 4: Prostat kanseri TNM s fland rmas

T: Primer Tümör
Tx Primer tümör de erlendirilemez
T0 Primer tümör kan  yok
T1 Klinik olarak saptanamayan, palpe edilemeyen ve görüntülenmeyen tümör
    T1a Re rezeke edilen dokunun %5 veya daha az nda rastlant sal olarak histolojik

tümör saptanmas
    T1b Rezeke edilen dokunun %5’inden fazlas nda rastlant sal olarak histolojik tümör

saptanmas
    T1c ne biyopsisinde tümör saptanmas  (örn. yükselmi  prostat spesifik antijen

(PSA) seviyesi nedeniyle)
T2 Prostat’ta s rl  tümör
    T2a Bir lobun yar  veya daha az  kapsayan tümör
    T2b ki lobu birden kapsamayan yaln z bir lobun yar ndan fazlas  kapsayan

tümör
    T2c Her iki lobu kapsayan tümör
T3 Prostat kapsülünü a  tümör
    T3a Ekstrakapsüler yay m (tek veya çift tarafl )
    T3b Tümör seminel vezikülü(leri) tutmu
T4 Tümör fiske veya seminel vezikülün d ndaki kom u yap lara yay lm : mesane

boynu, ekternal sfinkter, rektum, levator kaslar veya pelvik duvar

N: Bölgesel lenf nodlar
Nx Bölgesel lenf nodlar  de erlendirilemez
N0 Bölgesel lenf nodu metastaz  yok
N1 Bölgesel lenf nodu metastaz  mevcut

M: Uzak Metastaz
Mx Uzak metastaz de erlendirilemez
M0 Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz
    M1a Bölgesel olmayan lenf nod(lar )
    M1b Kemik(lere)
    M1c Di er alan(lar)

2.9.2 Mesane Kanseri

Mesane tümörleri farkl  kategorilerde de erlendirebilirler:
TaT1 papiller tümörler (kas-invaziv olmayan mesane kanseri), üst üriner
sistem tümörleri, karsinoma in situ (CIS), kas-invaziv mesane tümörleri.
Mesane kanserli hastalar nda yakla k %75-85’inde hastal k mukoza (evre
Ta-CIS) veya submukoza ile (evre T1) s rl r. Mesane tümörlerinin
geli imindeki etiyolojik faktörlerin ço u bilinmemektedir. Ancak ürotelial
kanserojenlere maruz kalan baz  meslek gruplar  risk alt ndad r187. Bunlar
matbaac k, demir ve alüminyum i lemecili i, endüstriyel boyac k, gaz ve
katran üretimidir.
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fland rma:

2002 y nda UICC (The Union International Contre le
Cancer) taraf ndan yap lan bu s flama188 büyük ölçüde kabul görmü tür
ve 1992 ve 1997’de yap lan s flamalardan T2 evresi bak ndan
farkl r.

Tablo 5: Mesane kanserinin 2002 TNM s fland rmas

T: Primer Tümör
Tx Primer tümör de erlendirilemez
T0 Primer tümör kan  yok
    Ta Non-invaziv papiller karsinoma
    Tis  Karsinoma insitu: “düz tümör”
T1 Tümör subepitelial ba  dokusunu tutar
T2 Tümör kas  tutar
    T2a Tümör yüzeyel kas  tutar (iç yar )
    T2b Tümör derin kas  tutar (d  yar )
T3 Tümör perivezikal dokuyu tutar
    T3a Mikroskobik olarak
    T3b Makroskobik olarak (mesane d  kitle)
T4 Tümör u dokulardan herhangi birini tutar: prostat, uterus, vajen, pelvik duvar,

abdominal duvar
    T4a Tümör prostat, uterus veya vajeni tutar
    T4b Tümör pelvik duvar veya abdominal duvar  tutar

N: Bölgesel lenf nodlar
Nx Bölgesel lenf nodlar  de erlendirilemez
N0  Bölgesel lenf nodu metastaz  yok
N1 En büyük boyutu 2 cm veya alt nda tek bir lenf nodu metastaz
N2 En büyük boyutu 2 cm’den büyük ama 5 cm’den küçük tek bir lenf nodu

metastaz  veya hiç biri 5 cm’den büyük olmayan çok say da lenf nodu
N3 En büyük boyutu 5 cm’den fazla olan lenf nodu metastaz

M: Uzak metastaz
Mx Uzak metastazlar de erlendirilemez
M0 Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz

2.9.3 Böbrek Hücreli Karsinom

Böbrek hücreli karsinom (BHK) tüm kanserlerin %2-3’ünü
olu turur189 ve en yüksek insidans geli mi  ülkelerde görülür. Böbrek
hücreli karsinom böbrek içinde en s k geli en lezyondur ve belirli
histopatolojik ve genetik özellikleri olan de ik BHK tiplerinden olu ur190.
Erkeklerde kad nlara göre 1,5:1 oran nda daha s k görülür ve en yüksek
insidans 60-70 ya  aras r.
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fland rma:

Tablo 6: Böbrek hücreli karsinom 2002 TNM s fland rmas

T: Primer Tümör
Tx Primer tümör de erlendirilemiyor
T0 Primer tümör kan  yok
T1 Tümör en büyük çap  7 cm, böbrek içinde s rl
    T1a Tümör en büyük çap  4 cm, böbrek içinde s rl
    T1b Tümör en büyük çap  > 4 cm ancak  7 cm, böbrek içinde s rl
T2 Tümör en büyük çap  > 7 cm, böbrek içinde s rl
T3 Tümör büyük venler içine uzan yor veya do rudan adrenal bez veya böbrek

çevresi dokulara yay yor ancak Gerato fasyas  d na ç kmam
    T3a Tümör do rudan adrenal bez veya böbrek çevresi dokulara yay yor ancak

Gerato fasyas  d na ç kmam
    T3b Tümör makroskobik olarak böbrek ven(ler)inin veya segmental dallar n veya

vena kavan n diyafragma alt ndaki k sm  içine uzan yor
    T3c Tümör makroskobik olarak vena kavan n diyafragma üsütndeki k sm n

içine veya duvar na uzan yor
T4 Tümör do rudan Gerato fasyas  d na yay yor

N: Bölgesel lenf nodu
Nx Bölgesel lenf nodlar  de erlendirilemez
N0 Bölgesel lenf nodu metastaz  yok
N1 Tek bir bölgesel lenf nodunda metastaz var
N2 Birden fazla lenf nodunda metastaz var

M: Uzak metastaz
Mx Uzak metastazlar de erlendirilemez
M0 Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz
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3 GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çal ma, Gazi Üniversitesi T p Fakültesi T bbi Biyokimya
Ana bilim Dal nda gerçekle tirilmi tir.

3.1 Kullan lan Gereçler

3.1.1 Hasta Gruplar

Çal maya kat lan gönüllüler, üriner sistem kanser ve ta
rahats zl  ile Gazi Üniversitesi T p Fakültesi Hastanesi Üroloji Ana bilim
Dal  Klini ine ba vuran hastalar ve bu hastalara benzer özellik gösteren
sa kl  bireylerden seçilmi tir. Bu çal ma, Gazi Üniversitesi T p Fakültesi
Etik kurulunun 16.04.2006 tarih ve 146 numaral  izni ile yap lm r.

Çal madaki gönüllüler be  gruba ayr ld  (Tablo);

Grup I: Prostat, mesane ve/veya böbrek kanseri tan  alm  ama henüz
tedavi almam  hastalar (n=25).

Grup II: Prostat, mesane ve/veya böbrek kanseri tan  alm  ve cerrahi
giri im ile kanserli doku uzakla lm  hastalar (n=14). Bu on dört
hastan n alt  tanesi prostat kanserli olup radikal retropubik prostatektomi
(RRP) ve transüretral prostat rezeksiyonu (TurP), dört tanesi mesane
kanserli ve transüretral mesane tümör rezeksiyonu (TurM), dört tanesi de
böbrek hücreli karsinom (BHK)’dur ve radikal nefroktomi ile laporoskopik
parsiyel nefroktomi (LPN) yöntemleri uygulanm r.

Grup III: Benign prostat hiperplazisi (BPH) tan  alm  ancak tedavi
edilmemi  hastalar (n=9).

Grup IV: Üriner sistemde ta  bulunan hastalar (n=6).

Grup V: Kontrol grubu (n=10).

Tablo 7: Hasta özellikleri
Grup I Grup II Grup III Grup IV Grup V

n=25 n=14 n=9 n=6 n=10

Cinsiyet
    Kad n
    Erkek

5

20

4

10

--

9

1

5

5

5

Ya
    Kad n
    Erkek

64,0 ± 13,4

53,2 ± 20,9

66,8 ± 9,7

62,1 ± 15,3

54,8 ± 23,8

65,1 ± 10,7

68,8 ± 10,7

--

68,8 ± 10,7

41,8 ± 10,3

50

40,2 ± 10,7

29,8 ± 1,9

29,2 ± 1,9

30,4 ± 1,8
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Tablo 8: Grup I ve II hasta özellikleri
Tan Grup I Grup II
Mesane Ca Cinsiyet Erkek 9 3

Kad n 1 1
Evre G1 1 --

G2 5 3
G3 4 1

TNM T1N0M0 7 3
T2aN0M0 1 --
T3bNxM0 1 --
TaN0M0 1 1

Tedavi R.Sistektomi 1 --
TurM 9 4

Prostat Ca Cinsiyet Erkek 9 6
Kad n -- --

Evre G2+2 2 1
G3+2 3 3
G3+4 2 --
G4+3 1 1
G5+4 1 1

TNM T2aN0M0 5 3
T3aN0M0 4 3

Tedavi RRP 8 5
TurP 1 1

Böbrek Hücreli Ca Cinsiyet Erkek 2 1
Kad n 4 3

Evre G1 4 2
G2 1 1
G3 1 1

TNM T1aN0M0 3 2
T1N0M0 3 2

Tedavi LPN 1 1
R.Nefroktomi 5 3

Tüm gönüllülerden yirmi dört saatlik idrar topland  ve bu
örneklerden idrar kreatinin çal ld . Daha sonra idrar örneklerinden 5 ml
al nd  ve be  alt  damla 2 M HCl asit eklenerek idrar pH’s  4–5 civar na
dü ürüldü. Ayr lan numuneler -20 °C’de analiz gününe kadar sakland .
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Grafik 1: Grup I hasta da

Grafik 2: Grup II hasta da
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3.1.2 Kullan lan Aletler

• Santrifüj (Nüve CN 180)
• Hassas terazi (Precisa 205A SCS)
• pH metre (Mettler Toledo MP220)
• Vakum pompas  (Waters)
• Vortex (Velp Scientifica)
• Derin dondurucu ( ndesit)
• Biyokimya oto analizörü (Abbot Aeroset)
• Sonikatör (Virtis)
• Konsantratör
• HPLC (Thermo Finnigan)
• Elektrokimyasal dedektör (Recipe EC3000)
• Kolon (Phenomenex)
• Ön kolon (Waters)
• Ka t filtre (Bio-Crom)

Ayr ca ara rma laboratuar nda biyokimyasal analizler için
gerekli olan malzemeler kullan ld .

3.1.3 Kullan lan Kimyasallar

8-OHdG standard  Sigma; asetonitril (HPLC grade), metanol
(HPLC grade), KH2PO4, HCl, NAOH Merck; idrar kreatinin kiti Abbott
kullan lm r. Yüksek safl kta azot gaz  BOS’ tan temin edilmi tir.

3.2 Uygulanan Yöntemler

3.2.1 Metotlar n Uygulanmas

3.2.1.1 drar Kreatinin Ölçülmesi

Kreatinin ölçüm metodu, kreatinin ile sodyum pikrat
aras ndaki tepkimeye dayanmaktad r191. Bu metotta; örnekte bulunan
kreatinin alkali pH’da pikrat ile kreatinin-pikrat bile i olu turur. 500 nm’da
bu bile e ba  olu an absorbans yükselmesi örnek içindeki kreatinin
miktar  gösterir. Sonuçlar mg/dl olarak verilir.

V= 24 saatlik idrar hacmi (ml)
c= idrar kreatinin konsantrasyonu (mg/dl)

24 saatlik idrar kreatinin hesaplanmas = [(V x c) / 100] mg / gün
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3.2.1.2 drar 8-Hidroksi-2'-Deoksiguanozin (8-OHdG) Ölçülmesi

drar 8-OHdG seviyeleri pek çok metotla ölçülebilmektedir.
Ancak biz Germadnik ve ark.180 geli tirdi i yöntemin bizim artlar za
göre de tirilmi  halini kulland k.

HPLC cihaz parametreleri:

• Kolon: Phenomenex C18 LiChrospher/Superspher, 125 x 4 mm, 4
µm

• Kolon S cakl : 40°C
• Örnek yükleme: Otomatik
• Enjeksiyon: 30 µl
• Ak  h : 0,7 ml/dk
• Dedektör: Elektrokimyasal dedektör (Recipe EC 3000)

Resim 1: Thermo Finnigan HPLC cihaz  ve elektrokimyasal dedektör

8-OHdG standard n haz rlanmas :

• 5 mg 8-OHdG standard  100 ml distile su içinde çözülerek 176 µM’
k ilk stok standart haz rland .

• Daha sonra bu stok standart 1/10 suland ld  (17,6 µM) ve e it
miktarlarda ayr larak -20°C’de sakland .

• Çal ma standartlar  500, 250, 125 ve 62,5 nM olacak ekilde distile
su ile stok standarttan haz rland .

Denemeler s ras nda 8-OHdG’nin kolondan kaç nc  dakikada
kaca  tespit edebilmek için hiçbir i lemden geçmemi  125 nM 8-
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OHdG standard  verildi. Yakla k olarak 8-10 dk civar nda 8-OHdG piki
elde edilmi tir. Standart daha sonraki çal malarda numunelerle ayn

leme tabi tutulmu  ve yine 8-10 dk aral nda pik elde edilmi tir. Yap lan
her denemede standartlar n alan ölçümleri birbirine yakla k ç km r.

Tablo 9: 8-OHdG standartlar
Konsantrasyon (nM) Alan

62,5 1625,4
125 3115,3
250 5418,1
500 9574,4

ekil 12: 8-OHdG standart e risi

ekil 13: Hiçbir i lemden geçmemi  125 nM 8-OHdG standard na ait kromatogram

ekil 14: 62,5 nM 8-OHdG standard na ait kromatogram
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ekil 15: 125 nM 8-OHdG standard na ait kromatogram

Solüsyonlar n haz rlanmas :

• Mobil faz: 50 mM KH2PO4 (pH: 3,5), %2,5 asetonitril, %1 metanol
• Y kama solüsyonu: 50 mM KH2PO4 (pH: 3,5), %25 asetonitril, %25

metanol
• Tampon solüsyon: 50 mM KH2PO4 (pH: 7,5)
• %5 metanol: 5 ml metanol al r ve son hacim 100 ml’ye tampon

solüsyon ile tamamlan r.
• %15 metanol: 15 ml metanol al r ve son hacim 100 ml’ye tampon

solüsyon ile tamamlan r.
• %20 metanol: 20 ml metanol al r ve son hacim 100 ml’ye tampon

solüsyon ile tamamlan r.
• 2 M HCl
• 2 M NaOH

Haz rlanan solüsyonlar 5 gün içinde kullan lmal r.

Solüsyon ak emas :

Bir numunenin kolondan ç kmas  ve kolonun tamamen
temizlenmesi 47 dk sürmektedir. 0-17 dk aras  %100 mobil faz, 18-27 dk
aras  %0-50 y kama solüsyonu, 28-32 dk aras  %50 y kama solüsyonu,
33-42 dk aras  %50-0 y kama solüsyonu, 43-47 dk aras  %100 mobil faz
akmaktad r ve ak  h  0,7 ml/dk’d r.
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ekil 16: Ak emas (A:Mobil faz, B:Y kama solüsyonu)

Numunelerin haz rlanmas :

a) lk olarak çözülen idrarlar 1500 g’de 5 dk boyunca santrifüj edilir.
Süpernatanda çal r.

b) Kolon artlama: Her bir numune için iki tane ön kolon kullan r.
• 10 ml metanol ön kolona eklenir ve süzülmesi beklenir.
• 5 ml distile su eklenir ve süzülmesi beklenir.
• 10 ml 50 mM KH2PO4 (pH:7,5) tampon eklenir ve süzülmesi

beklenir.

c) I. Ekstraksiyon:

• Temiz bir tüp içerisinde 2 ml idrar veya standart, üzerine 0,5
ml 500 nM 8-OHdG standard  eklenir. Yakla k 30 sn
vortekslenir.

• Bu kar m daha önceden artlanm  ön kolona eklenir ve
süzülmesi beklenir.

• 3 ml tampon ile ön kolon y kan r ve süzüntü at r.
• 3 ml %5 metanol-tampon kar  ile y kan r ve süzüntü

at r.
• Kolon temiz bir tüpe aktar r ve %15 metanol-tampon

kar  ile y kan r.
• Süzüntü 5 ml distile su ile dilüe edilir. Yakla k 30 sn

vortekslenir.

d) II. Ekstraksiyon:

• Dilüe edilmi  süzüntü temiz ve daha önceden artlanm  ön
kolona eklenir.

• Vakum alt nda kurutulur.
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• Ön kolon temiz bir tüpe aktar r ve 1,5 ml %20 metanol-
tampon kar  eklenir.

• Toplanan süzüntüde ki metanol 1,5 saat süresince
buharla larak numune konsantre edilir.

• Konsantre edilen numune 1,5 ml tampon solüsyon ile
suland r ve yakla k 1 dk vortekslenir. Enjeksiyona haz r
hale gelir.

8-OHdG sonuçlar  nM olarak verilmi tir.

ekil 17: Bir hastaya ait kromatogram

Hesaplanmas :

8-OHdG / 24 saatlik idrar kreatinin= nM / mg kreatinin

3.3 statistiki Analiz

Verilerin istatistiki bilgileri Statistical Packege for Social
Sciences (SPSS) 11,0 for Windows program  ile elde edilmi tir. Gruplar
aras  farkl klar Kruskal-Wallis varyans analizi kullan larak
de erlendirilmi tir. kili grup kar la lmas nda Mann-Withney U analizi
kullan lm r. Hastalar n ameliyat öncesi ve sonras  de erlendirmeleri
Wilcoxon analizi ile yap lm r.



41

4 BULGULAR

Çal mam zda üriner sistem kanser (prostat, mesane
ve/veya böbrek hücreli), benign prostat hiperplazisi (BPH) ve ta
rahats zl  olan hastalar ile sa kl  gönüllülerden olu an kontrol grubunda
8-OHdG çal lm r. Ç kan sonuçlar ve idrar kreatinine bölünerek elde
edilen de erler ortalama ± SD ve ortanca (minimum - maksimum) olarak
tablo 10’da verilmi tir. Grafik 3 ve 4’de s ras yla 8-OHdG ve 8-OHdG /
kreatinin ortalamalar  gösterilmi tir.

Tablo 10: Gruplar n 8-OHdG ve 8-OHdG / Kreatinin de erleri (Ortalama ± SD)
n 8-OHdGa 8-OHdG / Kreatininb

Grup I 25
123,4 ± 48,8

106,1 (85,8 – 279,2)
0,143 ± 0,097

0,115 (0,057 – 0,428)

Grup II 14 105,0 ± 12,7
100,5 ( 86,2 – 124,2)

0,092 ± 0,034)
0,080 (0,052 – 0,161)

Grup III 9 95,7 ± 16,5
98,2 (65,8 – 117,0)

0,067 ± 0,017
0,065 (0,048 – 0,098)

Grup IV 6 109,9 ± 8,7
109,7 (99,4 – 123,0)

0,067 ± 0,029
0,064 (0,031 – 0,111)

Grup V 10
107,7 ± 11,0

110,5 (89,9 – 124,9)
0,084 ± 0,036

0,073 (0,039 – 0,145)
a nM; b nM / mg kreatinin

Grafik 3: Gruplar n 8-OHdG ortalamalar
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Grafik 4: Gruplar n 8-OHdG / Kreatinin düzeylerinin kar la lmas

8-OHdG ve 8-OHdG / kreatinin seviyeleri için grup I, III, IV ve
V kendi aralar nda Mann-Whitney U testi ile incelenmi  ve sonuçlar tablo
11’de gösterilmi tir. Buna göre grup I’in 8-OHdG de erleri grup III’den
anlaml  olarak daha yüksektir (p<0,05). Grup I’in 8-OHdG düzeyi IV. ve V.
gruba göre göreceli olarak yüksek olmas na ra men istatistiki bir fark
bulunamam r. Grup III, IV ve V’in kendi aralar nda anlaml  bir fark
yoktur. 8-OHdG/kreatinin de erleri incelendi inde grup I; III, IV ve V. gruba
göre anlaml  derecede daha yüksektir (p<0,05, p<0,001). Grup III, IV ve
V’in ise kendi aralar nda anlaml  bir fark yoktur.

Tablo 11: Gruplar aras  8-OHdG ve 8-OHdG/Kreatinin p de erleri
n Grup I Grup III Grup IV Grup V

8-OHdG Grup I 25 -- 0,049 * 0,745 0,985
Grup III 9  -- 0,099 0,072
Grup IV 6 -- 0,664
Grup V 10  --

n Grup I Grup III Grup IV Grup V
8-OHdG/Kreatinin Grup I 25 -- 0,001 * 0,012 * 0,021 *

Grup III 9  -- 1,000 0,514
Grup IV 6 -- 0,448
Grup V 10  --

statistiki olarak anlaml  fark vard r (Mann-Whitney U testi).
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Grup I’e ait veriler de erlendirilirken genel ortalama ile erkek
ve kad n hastalara ait ortalamalar incelenmi tir. Ayr ca ald klar  tan ya
göre ayr  ayr  ortalamalar  hesaplanm r. 8-OHdG ve 8-OHdG/kreatinin
ortalamalar  s ras yla grafik 5 ve 6’de gösterilmi tir. Grup I hastalar
ald klar  tan ya göre kendi aralar nda ve di er gruplarla Mann-Whitney U
testi ile kar la lm  ve sonuçlar tablo 12’de sunulmu tur. Bu verilere
göre mesane kanseri tan  alm  olan hastalar n 8-OHdG seviyeleri, BPH
ve böbrek hücreli karsinom tan  alm  hastalardan anlaml  olarak daha
yüksektir (p<0,05). Ancak grup IV ve V’den göreceli olarak yüksek
olmas na ra men istatistiki olarak fark yoktur. Benzer ekilde prostat
kanserli hastalar nda sonuçlar  böbrek hücreli karsinom tan  alan
hastalardan, grup IV ve V’den göreceli olarak yüksektir ama istatistiki
olarak bir fark yoktur. Mesane ve prostat kanserli hastalar aras nda 8-
OHdG aç ndan anlaml  bir fark bulunamam r. 8-OHdG/kreatinin
düzeyleri kar la ld nda mesane kanserli hastalar; BHK hastalar ,
grup III, IV ve V’den anlaml  olarak yüksek (p<0,05, p<0,001) iken prostat
kanserli hastalarla herhangi bir fark yoktur. Prostat kanserli hastalarda
grup III, IV ve V’den anlaml  olarak daha yüksektir, BHK hastalar ndan
göreceli olarak yüksek olmas na ra men herhangi bir fark bulunamam r.
BHK hastalar n grup III, IV ve V ile aras nda istatistiki olarak fark yoktur.

Tablo 12: Grup I tan ya göre p de erleri
 n Mesane ca Prostat ca BHK

8-OHdG Mesane ca 10 --
Prostat ca 9 0,624 --
BHK 6 0,017* 0,099 --
Grup III 9 0,022* 0,070 0,814
Grup IV 6 0,480 0,906 0,055
Grup V 10 0,384 0,806 0,129

 n Mesane ca Prostat ca BHK
8-OHdG / Kreatinin Mesane ca 10 --

Prostat ca 9 0,514 --
BHK 6 0,030* 0,289 --
Grup III 9 0,001* 0,015* 0,099
Grup IV 6 0,005* 0,045* 0,262
Grup V 10 0,013* 0,050* 0,515

statistiki olarak anlaml  fark vard r (Mann-Whitney U testi).
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Grafik 5: Grup I 8-OHdG ortalamalar

Grafik 6: Grup I 8-OHdG / Kreatinin ortalamalar
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bu hastalar n tedavi öncesi ve sonras  8-OHdG ve 8-OHdG/kreatinin
de imi s ras yla grafik 9 ve 10’da; ortalama ± SD de erleri, ortanca
(minimum – maksimum) ve Wilcoxon istatistik sonuçlar  tablo 13’de
verilmi tir. Bu sonuçlara göre tedavi sonras  8-OHdG seviyeleri 14
hastan n 8’inde azal rken 6 tanesinde yükselmi tir. Tedavi sonras  8-
OHdG düzeyi göreceli olarak azalmas na ra men istatistiki olarak anlaml
de ildir. Ancak 14 hastan n 12 tanesinde (%85,7) 8-OHdG/kreatinin
düzeyi azal rken sadece 2 tanesinde yükselmi tir ve bu azalma istatistiki
olarak anlaml r (p<0,05).

Grafik 7: Grup II 8-OHdG ortalamalar

Grafik 8: Grup II 8-OHdG / Kreatinin ortalamalar

85,0

90,0

95,0

100,0

105,0

110,0

115,0

Grup II

105,0 105,9
102,8

111,5
107,4

94,9

nM

8-OHdG

Genel (n=14) Erkek (n=10) Kad n (n=4)

Mesane Ca (n=4) Prostat Ca (n=6) Böbrek Hücre Ca (n=4)

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

Grup II

0,092 0,089
0,099

0,090 0,088
0,099

nM
 /

 m
g 

Kr
ea

ti
ni

n

8-OHdG / Kreatinin

Genel (n=14) Erkek (n=10) Kad n (n=4)

Mesane Ca (n=4) Prostat Ca (n=6) Böbrek Hücreli Ca (n=4)



46

Tablo 13: Tedavi öncesi-sonras  8-OHdG ve 8-OHdG/kreatinin ortalamalar
Tedavi Öncesi Tedavi Sonras p

8-OHdGa 123,2 ± 48,0
106,0 (85,8 – 246,4)

105,0 ± 12,7
100,5 (86,2 – 124,2) 0,363

8-OHdG / Kreatininb 0,135 ± 0,093
0,110 (0,062 – 0,428)

0,092 ± 0,034
0,080 (0,052 – 0,161) 0,026 *

a nM; b nM / mg kreatinin
statistiki olarak anlaml  fark vard r (Wilcoxon testi).

Grafik 9: Tedavi öncesi-sonras  8-OHdG / Kreatinin düzeyleri

Grafik 10: Tedavi öncesi-sonras  8-OHdG / Kreatinin düzeyleri
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5 TARTI MA

Bütün canl  organizmalar hayatlar  boyunca endojen ve
ekzojen kaynakl  oksidanlara maruz kal rlar ve bunun sonucu olarak
serbest radikaller üretilir2. ROS ve RNS en önemli oksidanlard r ve dü ük
düzeylerde organizma için faydal  moleküllerdir4. Yüksek
konsantrasyonlarda ise oksidatif ve nitrosatif stres meydana getirirler ve
ba ta DNA olmak üzere proteinler, lipit ve membranlar gibi hücre
bile enlerine zarar verirler5. Hücredeki antioksidan savunma sistemine
ra men hasar hücrenin ya am döngüsü boyunca birikir ve radikal
hasar na ba  olarak DNA, protein ve lipitlerdeki bozulmalar ya a ba
görülen hastal klar n geli mesinde (kanser, ateroskleroz, artrit,
nörodejeneratif hastal klar ve di er durumlar) önemli rol oynar1.

ROS hücredeki bütün yap  ve moleküllerle reaksiyona
girmesine ra men DNA ana hedefidir, bu sebeple de ya lanma ve kanser
ile ili kilidir76. ROS; tek veya çift zincir DNA k na, pürin ve pirimidinlerde
modifikasyonlara, deoksiriboz-fosfat iskeletinde hasara, DNA-protein ve
DNA-DNA çapraz ba lant lar na neden olabilir. DNA hasar
transkripsiyonun indüklenmesi veya durmas , sinyal yollar n
indüklenmesi, replikasyon hatalar  ve genomik instabilite ile sonuçlan r.
Bütün bunlarda karsinogenez ile ili kilidir77-80. DNA’da bulunan dört baz
içinden en kolay ve çok reaksiyona giren guanin baz r84-86. DNA’daki
guanin’in •OH radikali ile reaksiyonu sonucu 8-OHdG olu ur. Bu lezyon
önemlidir çünkü di erlerine göre daha kolay olu ur ve mutajeniktir.
Bundan dolay  karsinogenez için potansiyel bir belirteçtir. DNA mutasyonu
karsinogenez için kritik bir ad md r ve artm  oksidatif DNA lezyonu de ik
tümörlerde gözlenmi tir67.

Reaktif türlerin in vivo DNA’da hasar meydana getirdi i
kararl  hal “steady-state” durumundaki tüm aerobik hücrelerde
gösterilmi tir192-198. Bu hasar n bir k sm ndan da •OH radikali
sorumludur192,193,199,200. n vivo olu an bu DNA hasar  tamir edecek çoklu
enzim sistemleri vard r ve bu sistemlerde olu abilecek bir hasar mutasyon

kl  artt rabilir201-207. Bir çok ara  idrardaki 8-OHdG ölçümünü tüm
vücut oksidatif DNA hasar n göstergesi olarak kullanmaktad r196,208-211.
Ancak 8-OHdG sadece hasarl  DNA’dan kaynaklanmaz. DNA yap nda
kullan lan nükleotid havuzundaki okside guanin’in hidrolizi sonucu da
olu abilir ve bu nedenle DNA yap na da giremez205.

8-OHdG düzeyi DNA’daki olu um ve onar m aras ndaki
dengeyi de gösterir. 8-OHdG düzeyi sadece oksidatif DNA hasar nda de il
ayn  zamanda tamir h n azald  durumlarda da artar93. 8-OHdG

nda idrarda bir çok DNA baz hasar  ürünü bulunmaktad r; 8-
hidroksiadenin, 8-hidroksiguanin ve 7-metil-8-hidroksiguanin bunlardan
baz lar r212. Bunlar n bir k sm  (en çok 8-hidroksiguanin) diyetle al r.
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Özellikle g dalar n pi irilmesi s ras nda DNA oksidasyona u rayabilir ve
gastrointestinal sistemde (GIS) DNA hidrolizinden sonra okside baz
absorbe edilebilir. Ancak idrardaki 8-OHdG diyetten etkilenmez, çünkü
nükleozidler normal artlarda GIS’den emilmezler93.

8-OHdG seviyeleri her zaman DNA’daki guanin rezidüsünün
oksidatif hasar n göstergesi de ildir. 8-OHdG düzeyi hücrenin redoks
durumundan etkilenir ve reaktif türler bunu aç a ç kart r. DNA, •OH,
ONOO¯, NO2Cl ve HOCl gibi reaktif türlerden etkilenir ve pek çok ürün
meydana gelir. Son üç türün ana ürünü 8-OHdG de ildir213-216. ONOO  ve
HOCl, DNA’da önceden olu mu  8-OHdG'yi yok edebilir. Çünkü hidroksile
guaninler, guanininin kendisinden daha kolay okside olabilirler.

Bütün bunlara ra men tersini gösteren çal malar da vard r.
8-OHdG seviyelerinde de me olmaks n oksidatif DNA hasar  meydana
gelebilir hatta hasar artarken 8-OHdG seviyeleri dü ebilir217,218. Örne in C
vitamini verilen sa kl  gönüllülerin lenfosit DNA’lar nda 8-OHdG seviyeleri
azal rken 8-hidroksiadenin seviyeleri artm r217.

Hücrede bir günde 200 kadar guanin modifikasyonu olur208.
Ancak normal artlarda bu lezyonlar h zl  bir ekilde tamir edilir. Oksidatif
guanozin modifikasyonu ile tamir mekanizmas  aras ndaki dengenin ya la
beraber bozulmas na ba  olarak 8-OHdG birikebilir. Baz  ara lar
ya la ili kili olarak baz hasar n artt  bulurken219-222 di erleri 8-OHdG
seviyelerinde de im bulamam  veya azalma tespit etmi tir208,223,224.
Bundan ba ka de ik organlarda farkl  sonuçlar ortaya ç km r. Bir veya
birkaç organda 8-OHdG hasar  artarken di erlerinde tamir mekanizmas
daha aktiftir ve DNA modifikasyonu izlenmemi tir221,225. Nükleer DNA’daki
oksidatif stres organ spesifik ve ya a ba r225. Ayr ca enerji
metabolizmas ndan dolay  mtDNA ROS hasar na daha fazla maruz kal r.
Bununla beraber mitokondrial fonksiyon bozuklu unun ya lanma
sürecindeki rolü tam olarak anla lamam r221.

Ya am tarz  ve vücut yap  idrar 8-OHdG seviyelerini çe itli
ekillerde etkiler. Sigara, kilo, çal ma artlar  ve egzersiz ile 8-OHdG

seviyeleri aras ndaki ili ki çe itli çal malarla gösterilmi tir. Sigara kullanan
ki ilerde kullanmayan ve/veya ara s ra kullananlara göre oksidatif hasar
daha fazlad r. Zor çal ma artlar nda (a  fizik gücü gerektiren ve gece-
gündüz vardiyal  i lerde çal anlarda) ve mental stres alt ndaki ki ilerde de
8-OHdG seviyeleri yüksektir. Buna kar k orta derecede spor yapanlarda
(<5 saat/hafta) egzersiz yapmayanlar ve a r egzersiz yapanlara göre
oksidatif hasar daha azd r. Buna ek olarak yüksek vücut kitle indeksine
(BM ) sahip ki ilerde zay f insanlara göre daha dü ük 8-OHdG seviyeleri
bulunmu tur226,227.
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8-OHdG de ik laboratuarlarda de ik metotlarla
çal lmaktad r (HPLC, ELISA, Tandem-Mass spektrometre,
immünohistokimyasal yöntemler vb). Bu metotlar n birbirlerine kar
avantaj ve dezavantajlar  olmakla beraber en çok kullan lan HPLC ve
elektrokimyasal dedektör metodudur. Yaln z 8-OHdG çal mas  yapan her
laboratuar n temel ald  8-OHdG seviyeleri birbirinden farkl r. 8-OHdG
için henüz ortak bir kalite kontrol yöntemi geli tirilmemi tir. Bu nedenle
laboratuarlar ve metotlar aras nda ciddi farklar meydana
gelebilmektedir228.

Bizim çal mam zda idrar 8-OHdG seviyelerini ölçmek için
HPLC-ECD metodu kullan lm r. Çal maya kat lan hastalar, hastanede
kald klar  süre boyunca hastane yemekleri yedikleri için benzer bir diyet
alm lard r. Ayn ekilde kontrol grubunu olu turan ki iler hastane
personeli oldu u için diyet yönünden fazla bir farkl k gözlenmemi tir.
Hastalar ve kontrol grubu sigara kullanmayan ki ilerden seçilmi tir.

Bu çal mada kanserli hastalar n bulundu u grup I’in 8-
OHdG/kreatinin seviyeleri hem kontrol grubundan hem de BPH ve ta
hastalar ndan anlaml  olarak daha yüksek ç km r. Buna ek olarak kanser
hastalar  kendi içinde gruplayarak de erlendirdi imizde mesane ve
prostat kanserli hastalar n idrar 8-OHdG/kreatinin düzeyleri kontrol, BPH
ve ta  hastalar ndan anlaml  olarak yüksektir. Benzer bir çal mada, hem
prostat hem de mesane kanserli hastalar n 8-OHdG seviyeleri sa kl
kontrolden daha yüksek bulunmu tur229. Bizim çal mam zda BHK
hastalar  ile kontrol ve di er gruplar aras nda bir fark bulunamam r.
Ancak bu durum BHK hasta say n az olmas ndan kaynaklan yor
olabilir. Çünkü Miyake ve ark. (2004) yapt klar  çal mada BHK
hastalar nda 8-OHdG seviyelerini daha yüksek bulmu lard r230. Ayn
çal mada 8-OHdG seviyeleri ile tümör boyutu, klinik evresi, uzak
metastaz, patolojik evresi, tümör grade evresi ve mikroskobik venöz
invazyon aras nda anlaml  ili ki bulmu lard r. Fakat hastalar n cinsiyeti,
ya  ve tümörün histolojik alt grubu ile 8-OHdG aras nda bir ili ki
bulunamam r.

2006 y nda Wada ve ark. mesane ve böbrek kanserli
hastalarda mtDNA’n n D-loop bölgesindeki mutasyonlar  ve doku 8-OHdG
içeri ini çal lard r. 8-OHdG seviyeleri radikal sistektomi veya
nefroktomi ile ç kar lan örneklerde çal lm  ve kanserli dokularda
yan ndaki kanser olmayan dokuya göre daha yüksek düzeyde
bulunmu tur231.

Kuo ve ark. (2007) meme kanserli hastalarla yapt klar
çal mada, idrar 8-OHdG, 8-OHdG/kreatinin ve 8-OHdG/kilo düzeyini
çal lar ve üç de eri de meme kanserli hastalarda kontrol grubuna
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göre yüksek bulmu lard r. Ancak hastalar kendi aralar nda evre I, II ve III
olarak kar la ld nda herhangi bir fark gözlenmemi tir232.

2005 y nda de ik kanser gruplar  ile yap lan bir çal mada
akci er, jinekolojik ve kolorektal kanserlerde idrar 8-OHdG seviyeleri
sa kl  kontrol grubuna göre daha yüksek bulunmu tur233. Oral skuamoz
hücre karsinoma hastalar n tükürük salg nda 8-OHdG çal lm  ve
sa kl  bireylere göre %65 yükseldi i, ayr ca karbonil düzeylerinde de
anlaml  art  oldu u gözlenmi tir234.

Cerrahi giri im kanser tedavisindeki önemli yollardan bir
tanesidir ve ba ar , takip eden tedavinin etkinli i için de önemlidir. Bizim
çal mam zda da 14 hastaya, hastal na ba  olarak standart cerrahi
giri imde bulunulmu  ve tedavi öncesinde ve sonras nda bu hastalardan
idrar 8-OHdG düzeyleri çal lm r. Cerrahi tedavi sonras nda 8-
OHdG/kreatinin seviyeleri anlaml  derecede azalm r. Yaln z bu grupta
mesane, prostat kanseri ve böbrek hücreli karsinom hastalar  say lar  az
oldu u için ayr  ayr  de erlendirilmemi tir. Benzer bir çal mada ameliyat
olmam  ve olmu  hastalar idrar 8-OHdG seviyeleri bak ndan
kar la lm , ameliyat olan hastalarda anlaml  olarak dü me
gözlenmi tir. Ayn  çal mada sa kl  grup ile ameliyat olan hastalar
aras nda bir fark bulunamam r233.

2005 y ndaki bir çal mada mesane kanserli hastalardan
transüretral elektro rezeksiyon (TurN) ile ameliyat edilmeden önce ve
sonrada 3 kez olmak üzere 4 defa idrar örnekleri al nm  ve 8-OHdG
çal lm r. Ameliyat öncesi idrar 8-OHdG seviyeleri kontrol grubundan
daha yüksek bulunmu tur. Ameliyattan 2 hafta sonraki örneklerde azalma
olmas na ra men istatistiki fark yoktur. 6 hafta sonraki idrar 8-OHdG
seviyeleri anlaml  derecede dü mü tür235.
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6 SONUÇ

Çal mam za 25 kanserli hasta, 10 sa kl  kontrol, 9 benign
prostat hiperplazisi ve 6 ta  rahats zl  olan gönüllü kat lm  ve 24 saatlik
idrar örnekleri toplanm r. 25 kanser hastas ndan ameliyat olan 14
tanesinin ameliyat sonras nda da idrar örnekleri toplanm r. drar
örneklerinde kreatinin ve HPLC-EC metodu ile 8-OHdG çal lm r. 8-
OHdG/kreatinin oranlar  hesaplanm r. Gruplar aras  istatisti i Mann-
Whitney U testi, ameliyat öncesi-sonras  de erlendirmeleri ise Wilcoxon
testi ile yap lm r. p<0,05 istatistiki olarak anlaml  kabul edilmi tir.

Kanserli hasta grubunun 8-OHdG/kreatinin ortalamalar  BPH
(p<0.001), ta  hastalar  ve kontrol grubundan (p<0.05) daha yüksek
bulunmu tur. Mesane ve prostat kanserli hastalar n 8-OHdG/kreatinin
seviyeleri de kontrol grubu, BPH ve ta  hastalar ndan anlaml  olarak daha
yüksektir (p<0.05). Kontrol grubu ile hem BPH hem de ta  hastalar
aras nda anlaml  fark bulunamam r.

Ameliyat edilen 14 hastan n 8-OHdG/kreatinin düzeyleri
incelendi inde, 12 tanesinin 8-OHdG/kreatininleri azal rken sadece 2
hastada art  olmu tur. Bu azalma (0,135 ± 0,093 & 0,092 ± 0,034)
istatistiki olarak da (p<0,05) anlaml r.

Bu sonuçlar bize idrar 8-OHdG/kreatinin de erlerinin kanser
hastalar ndaki oksidatif DNA hasar  ölçebilecek potansiyel bir belirteç
olabilece ini göstermektedir. Ayr ca yap lan tedaviye verilen cevab
de erlendirebilmek içinde 8-OHdG takibi yap labilir. Böylelikle tedavinin bir
sonraki a amas n daha kolay ve etkili planlanmas  sa lanabilir. Fakat bu
ve/veya benzer çal malar ileride daha fazla say da hasta ile daha uzun
süreli planlanmal r. Bu sayede hastal n de ik evrelerindeki tüm
etmenlerle olan ili kisi daha kolay aç klanabilir.
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7 ÖZET

Üriner Sistem Kanser Hastalar nda Cerrahi Tedavi Öncesi ve Sonras
drar 8-Hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) Seviyeleri

8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG) DNA lezyonlar nda
en çok tespit edilen ve çal lan üründür. Okside DNA, tamir sistemleri ile
kendini onar rken okside bazlar idrar ile at rlar. drar 8-OHdG düzeyleri,
kanser gibi dejeneratif hastal klara ba  hücresel oksidatif stresi ölçmek
için iyi bir belirteçtir.

Çal mam zda mesane, prostat ve böbrek hücreli
karsinomdan  (BHK) olu an hastalar n ameliyat öncesi ve sonras  idrar 8-
OHdG düzeylerini ölçerek tedavi etkinli ini görmeyi amaçlad k. Ayr ca
sa kl  kontrol, benign prostat hiperplazisi (BPH) olan hastalar ile ta
rahats zl  olan ki ileri de kar la rma için çal maya dahil edildi.
Hastalardan toplanan idrarlar yüksek performansl  s  kromatografisi ve
elektrokimyasal dedektör (HPLC-EC) ile çal ld .

Kanser hastalar ndan (mesane, prostat ve böbrek hücreli
karsinom) olu an grup I’in ortalama 8-OHdG/kreatinin seviyeleri (0,143 ±
0,097) s ras yla kontrol, BPH ve ta  hastalar ndan daha yüksek
bulunmu tur (0,084 ± 0,036, 0,067 ± 0,017, 0,067 ± 0,029, p<0,05).
Kontrol grubu ile BPH ve ta  hastalar  aras nda ise bir fark
bulunamam r. Ayr ca mesane ve prostat kanserli hastalar nda 8-
OHdG/kreatinin seviyeleri kontrol grubuna göre daha yüksektir (p<0.05).
Ameliyat olan 14 hastadan 12 tanesinde (%85,7) 8-OHdG/kreatinin
azalm r ve bu dü  istatistiki olarak anlaml r (0,135 ± 0,093 & 0,092 ±
0,034, p<0,05).

Bizim bulgular za göre 8-OHdG/kreatinin de erleri, kanser
hastalar nda olu an oksidatif DNA hasar  ölçebilecek potansiyel bir
belirteçtir. Ayr ca cerrahi tedavi sonras nda bak lacak 8-OHdG/kreatinin
seviyeleri tedavinin ne kadar etkili oldu unu gösterebilir.
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8 SUMMARY

Urinary excretion of 8-hydroxydeoxyguanosine in patients undergoing
surgery for urological cancer

8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) is the most
frequently detected and studied DNA lesion. Upon DNA repair, 8-OHdG is
excreted in the urine. Urinary 8-OHdG is now considered as a biomarker
of generalized, cellular oxidative stress and is linked to degenerative
diseases including cancer.

In this study it is aimed to analyze efficiency of assaying
urinary excretion of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine in patients undergoing
surgery for urological cancer (bladder, prostate and renal cell cancer
(RCC)). We have also assay groups including benign prostatic hyperplasia
(BPH), healthy control and the patients with renal stone. Urinary samples
were studied with high-performance liquid chromatography and
electrochemical detector (HPLC-EC).

Group 1 included cancer patients (bladder, prostate and
RCC) with an average of 8-OHdG/creatinine rate (0,143 ± 0,097) is
sequentially found to be higher than control, BPH and renal stone groups
(0,084 ± 0,036, 0,067 ± 0,017, 0,067 ± 0,029, p<0,05). On the other hand,
no significant difference is observed within control group, BPH and renal
stone patients. Furthermore, bladder and prostate cancer patients’ 8-
OHdG/creatinine rates has found to be higher than control group (p<0,05).
Within 14 patients undergoing surgery 12 (85,7%) had decreasing values
of 8-OHdG/creatinine rates, indicating a statistical significance (0,135 ±
0,093 & 0,092 ± 0,034, p<0,05).

As a result of our findings, it is concluded that 8-
OHdG/creatinine rates are potential biomarkers for detecting oxidative
DNA damage in cancer patients.  8-OHdG/creatinine rates can also be
used as an indicator of surgical therapy.
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