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1. GIRIS

Kanser geligimi, normal hiicrenin neoplastik hiicreye doniigtlizli baglangic evresi,
neoplastik hiicrenin ¢ogaldig1 gelisme evresi ve malign 6zelliklerin kazanildig: ilerleme evresi
olmak fizere ii¢ asamada gergeklesmektedir. Organizmada normal ya da patolojik metabolizma
sonucu olusan serbest radikaller DNA, lipid ve proteinlerde hasara yol agarak karsinogenezin ilk
iki evresinde etkili olurlar.”" DNA ve proteinlerde in vivo olarak olugan oksidatif hasarmn, lipid
hasarindan daha dnemli oldugu bildirilmistir.”* Serbest radikallere bagli enzim inaktivasyonu ile

okside proteinlerin birikmesi hiicresel fonksiyonlarm bozulmasi ve hiicre Sliimiinde 6nemli rol

oynar. 2!

Proteinler oksidatif hasarin major hedefleri olarak tanimlanmaktadirlar.®
Oksidatif olarak modifiye olan proteinler inflamatuar hastaliklar, ateroskleroz, norolojik
hastaliklar, iskemi-reperfiizyon hasar1 ve kanser gibi farkli patolojik durumlarda birikirler’.27
fyonize radyasyon, metal katalizli oksidasyon, fotokimyasal proges ve enzim Kkatalizli redoks
reaksiyonlarinin olusturdugu reaktif oksijen tiirleri protein oksidasyonuna neden olabilmektedir.*’
Aminoasit yan zincirlerinin karbonil tlirevlerine modifikasyonu, polipeptit zincirinin
fragmantasyonu, protein-protein ¢apraz bagmmn olusumu gibi olaylar protein oksidasyonunun
muhtemel sonuglaridir.”” Oksidatif hasarin belirteci. olarak protein karbonil gruplarmin
kullanilmasi diger oksidasyon {iriinleri ile kiyaslandiginda goreceli olarak daha stabil olmasi, daha
erken olugmasi gibi nedenlerle bazi avantajlara sahiptir."® Protein oksidasyonunun firiinii olan
karbonil gruplari alzheimer hastaligi, diabet mellitus, inflamatuar kemik hastalii, artrit gibi baz
hastaliklarda bir belirteg olarak goriilmektedir.®

Protein oksidasyonunun degisik kanser tiirlerinde gosterildifi ¢alismalar
vardir.'"™ Bu cahismalar genelde kanserli hastalarla saglikli kontrol gruplarmin karsilagtiriimast
seklindedir. Meme kanseri tarusi konan hastalarin tedavi oncesi ve 3 kiir kemoterapi sonrasindaki
serum protein karbonil grubu diizeylerinin saglikli kontrol gruplariyla karsilagtirilmas: amaciyla bu

caligma yapiimigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Serbest Radikaller
Atomlardaki elektronlar orbital adi verilen bdlgelerde yer alir. Her orbital
birbirine zit ydnde yerlesmis en fazla iki elektron igerebilir. Serbest radikaller, bir ya da daha fazla
ortaklasmamis elektron igeren atom veya molekiillerdir. Biyolojik molekiillerin gogu
nonradikaldir, yani sadece ¢ift elektronlar igerirler 33%33:97
Kararli bir molekiil 3 yolla serbest radikal halini almaktadir.®’
1- Homolitik pargalanma
XY->X+Y:
2- Tek bir elektron kaybetme
A A+ e
3- Tek bir elektron alma
A+ e A
Cogu serbest radikaller tarafindan olusturulan pro-oksidan maddeler ile bu
molekiillere kars1 koruyucu olarak bulunan antioksidan aktivite arasinda bir denge bulunmaktadir.
Bu dengenin  pro-oksidan  yapilar lehine  bozulmasi  oksidatif stres  olarak
adlandirilir.’Organizmada artan serbest radikaller DNA, protein ve lipid gibi molekiilleri
etkileyerek, hiicre aktivitelerinde bozulmaya neden olur,>1726:54.5%,102
2.1.1. Serbest Radikal Kaynaklan
a. Endojen Kaynaklar
Serbest radikaller hiicrenin tiim fraksiyonlarinda olusabilme ozelligindedirler.”
8 Radikal olusumu hiicre tiplerine gore degisiklik gdstermesine ragmen, tiim aerobik hiicrelerde
belirli diizeylerde radikal olugmaktadur 2125485357
Mitokondriyal elektron transport zinciri
Mikrozomal elektron transport zinciri
Fagositik hiicreler
Ksantin oksidaz gibi oksidan sistemler

Iskemi / reperflizyon gibi oksidatif stres yapic1 durumlar



Otooksidasyon reaksiyonlar:
b. Ekzojen Kaynaklar

Tyonize radyasyon

Sigara ve hava kirliligi

Alkol, ilaglar, agirt demir ve bakir alim1 gibi diyetsel nedenler

Asbest, giines 15181, 151 soku, stres gibi nedenler

2.1.2. Serbest Radikal Cesitleri

Radikaller, Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Reaktif Nitrojen Tirleri (RNS)
olarak bulunabilirler. Aerobik organizmalarda, radikaller daha gok oksijen radikalleri seklinde
goriiliir.>” Ctinkti oksijen ortamda stirekli bulunan, elektrofilik ataklara en miisait olan
molekiildiir.'**” Normal metabolizmada oksijenin % 98°i oksidaz yoluyla suya indirgenirken,
kalan1 oksijenaz yoluyla potansiyel olarak toksik reaktif tiirlere doniigtir, 24443 Oksijen atomu,
toplam sekiz elektron igermektedir. Bunlardan iki tanesi dis yoriingede eslesmemis olarak bulunur.
Oksijenin bu 6zelligi diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar.'
Siiperoksit Radikali (O,)

Oksijenin tek bir elektron alarak indirgenmesi ile karasiz bir yap: olan siiperoksit
radikali (O ) olusur."

0, +1 e - Oy

Siiperoksit radikali, her ne kadar bir serbest radikal ise de Ozellikle hasar
olusturucu bir tiir degildir. Bunun nedeni yar1 émriiniin uzun olmasina karsin bulundugu yerden
uzaklagma yeteneginin az olmasidir. Asil 6nemi hidrojen peroksiti (H,0,) olugturmas1 ve gegis
metal iyonlarimin rediikleyicisi olmasidir.”®

O,, mitokondriyal elektron transport zinciri sirasinda oksijenin otooksidasyonu
sonucu olusur. Ayrica, sitozolde Ksantin Oksidaz, NADPH Oksidaz ve Cyt P450 tarafindan da
olugturulur. Makrofajlar ve polimorfoniikleer I8kositler (PMNL) tarafindan gerceklegtirilen

fagositoz sirasinda oksijenin tliketimi artar. Bu da plazma membranimda bulunan NADPH Oksidaz

tarafindan O, olusumunu tetikler.®



Hidrojen Peroksit (H,0,)

Oksijenin 2 elektron alip rediiklenmesi veya O,’e bir elektron ilave edilmesi
sonucu olugur.”

0,+2 e +2H - H,0,

0, +1 e +2H - H,0,

Elektronlar: ¢iftlesmis oldugu igin radikal olarak kabul edilmez. Asil 6nemi, Fe
ve Cu gibi gecis metal iyonlarinin varhiginda hidroksil radikalini olusturmasidur.”
Hidroksil Radikali (OH)

Yarilanma 6mrii gok kisadir. Ancak ¢ok giiglii bir oksidan oldugundan kuvvetli
hasarlar olugturur.”®> DNA’da serbest radikal zincir reaksiyonlart ve kimyasal baz degisiklikleri
yaparak mutasyonlara ve onkojenik aktivite artmasina neden olur.5*®

OH, iyonize radyasyon ile suyun elektrolizi sirasinda olugabilir.

H,0 — H + OH
Toksik OH olusumunda demir, bakir gibi bazi metal iyonlari da rol alabilir.

Fe*"iin 0,”e indirgenmesi ile olugan Fe** , H,0, ile reaksiyona girerek OH"i olusturabilir. Bu
reaksiyon “Fenton Reaksiyonu’; olarak isimlendirilir.

Fe** + 0, - Fe*' + 0,

Fe** +H,0, —» Fe** + OH + OH

Demir tarafindan Kkatalizlenen bir diger reaksiyonda “Haber Weis
Reaksiyonu”dur. Bu reaksiyon sonucunda da hidroksil radikali olugur.>*

0, + H,0, - 0, + OH + OH
Hipoklorik Asit (HOCI)

Viicutta aktive olmug notrofillerden olugur ve giigli oksidandir. Hem igeren
myeloperoksidaz, fagositik hiicrelerin sitoplazmasinda H,O, ve CI' iyonlarindan HOCI
olusturur. 3’

H,0, + HCl — HOCl + H,0



Singlet Oksijen

Yapisinda ortaklanmamig elektron bulundurmamasi sebebiyle serbest oksijen
radikali olmayip reaktif oksijen tiirleri grubunda yer alan bir molekiildiir. Serbest radikal
reaksiyonlarmin baglamasina sebep olmast agisindan nemlidir.'

Singlet oksijenin, O, radikallerinin dismutasyon ve H,O,’nin hipokloritle
reaksiyonlarinda olugtugu gosterilmistir. > Ayrica, oksijenin elektronlarnin disaridan enerji almast
sonucu kendi doniis yoniiniin ters ydniinde olan farkli bir ydriingeye yer degistirmesi ile de
olusabilir.*’

Perhidroksil Radikali (HO;)

Siiperoksit radikaline direkt olarak bir proton verilerek perhidroksil (HO, )
radikali olusturulabilir. Perhidroksil radikali siiperoksitten daha kuvvetli oksidandir.'>?
Karbon Merkezli Radikaller

OH, vag asitleri, niikleik asitler, karbonhidratlar ve proteinler gibi gesitli
molekiillerden bir proton ¢ikarip karbon merkezli radikallerin olusmasma neden olur.”
Peroksil Radikali (ROO’)

Karbon merkezli radikaller hizli bir sekilde oksijenle reaksiyona girerek peroksil
(ROO) radikalini olugtururlar. ROO’, ¢ok uzun Omiirlii olup lipid peroksidasyonunu baglatan
radikaldir.”®
Alkoksil Radikali (RO")

Peroksil radikalinden bir oksijen atomunun g¢ikarilmast sonucu alkoksil (RO’
radikali olugur."

Till Radikali (RS’)
OH”in thioilerle reaksiyona girerek bir proton koparmas: sonucu merkezinde

siilfiir atomu igeren till (RS’) radikali olugur. 1



Nitrik Oksit ve Tiirevleri

Nitrik oksit (NO’) ve Nitrojen dioksit (NOy) giftlesmemis elektronlara sahiptir,
bu yiizden serbest radikaldirler. Nitrdz oksit- (N,0) ise serbest radikal degildir. Nitrik oksit viicutta
ozellikle endotel hiicreleri olmak lizere pek ¢ok hiicre tarafindan fretilir. Nitrik oksit, yar
esansiyel bir amino asit olan L-Arjininden, molekiiler oksijen ve kofaktdr olarak NADPH
varliginda, nitrik oksit sentaz (NOS) etkisiyle sentezlenir.>?%%

L-Arg — L-Sitrulin + NO’

NO' zay1f rediiktan, NO, kuvvetli oksidandir. Nitrik oksit, siiperoksit radikaliyle
reaksiyona girerek reaktif ara basamak triinii olan peroksinitriti (ONOO’) olugturur. Peroksinitrit,
gliclii oksidandir ve birgok biyolojik molekiilde hasar meydana getirir.”’

NO '+ O, - ONOO

ONOO' +H" — OH +NO'

2.1.3. Serbest Radikallerin Olusturdugu Hiicre Hasan

Serbest radikaller oldukga reaktif molekiillerdir. Hiicrenin cesitli bilesenleri ve
hiicre dis1 makromolekiillerle etkileserek hiicrede yapisal ve fonksiyonel bozukluga neden olurlar®
(Tablo 1). Oksijen radikallerinden etkilenen baglica hiicre komponentleri arasinda niikleik asitler,
proteinler, ndrotransmitterler, DNA ve yag asitleri bulunmaktadir.**7

2.1.3.1. Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu, reaktif oksijen tiirleri veya oksidatif stresin sekonder
tirtinleri tarafindan indiiklenen, proteinlerin kovalent modifikasyonu olarak tanimlanmaktadur.”!
Fizyolojik ve gevresel faktorlerin etkisiyle olusan, ROS ve diger reaktif maddeler, proteinlerin
yapisini degistirebilmektedir. ROS un proteinler lizerinde olusturdugu oksidatif hasar, dort sekilde
gergeklesebilir.**

Protein Iskeletinin Oksidasyonu: Protein zincirinin oksidatif atagi, ROS
varliginda, protein iskeletinde bulunan a hidrojen atomunun HO' formunda ¢ikmasiyla baglamakta

ve karbon merkezli radikal olugsmaktadir. Karbon merkezli radikal sirasiyla, alkil peroksi ve

alkoksi radikallerini olusturmak iizere molekiiler oksijenle reaksiyona girmekte ve bu radikallerin



her biri aym1 ya da farkli proteinlerin amino asit artiklarryla karbon merkezli yeni radikaller

olugturmaktadir.”*

Tablo 1. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri

Hedef

Sonug

Mikromolekiiller

Ansature thiol igeren amino asitler

Protein denatiirasyonu

Karbonhidratlar Hiicre yiizeyi reseptor degisiklikleri

Niikleik asit bazlar1 Hiicre siklusu degisiklikleri

Ansature lipidler Kolesterol ve yag asidi oksidasyonu lipid
gapraz baglanma, organel ve permeabilite
degisiklikleri

Kofaktérler Nikotinamid ve flavin igeren kofaktdrlerin
kultanimi ve aktivitesinin azalim:

Norotransmitterler Norotransmitter kullanimt  ve  aktivitesinin
azalmasi

Antioksidanlar Kullanim azalmasi

Makromolekiiller

Protein Peptid zinciri boltinmesi, denatiirasyon

DNA Iplikcik bsliinmesi, baz modifikasyonu

Hiyaliironik asid Sinoviyal siv1 viskozitesinde degisme

Peptid Baglarimin Kirilmasi:

olusturulmasi, peptid baginn kirilacagi yeri

Protein molekiilii iizerinde alkoksi radikalinin

belirtmektedir. Peptid bagmin kirilmas: alfa

amidasyon veya diamid ismi verilen mekanizmalarla gergeklesmekte ve yeni olugsan peptid

zincirlerinin C- ve N- terminallerinde dogal protein yapisinda bulunmayan diamid, izosiyanat,

amid ve alfa ketoagil gruplarindan birisi olusmaktadir.’




Amino Asit Yan Zincirlerinin Oksidasyonu: Protein yapisindaki amino
asitlerin yan zincirleri de ROS tarafindan oksidasyona ugrayabilmektedir.® Oksitlenmeye en
duyarl: amino asit yan zincirlerinden bir kismi, Tablo 2°de gﬁsterilmigtir.9

1.Alifatik Yan Zincirler: ROS ataf sonucunda, amino asitlerin alifatik yan
zincirlerinden hidroperoksitler, peroksi radikalleri, alkoller, karbonil bilesikleri olugmaktadur. 1

2.Aromatik Yan Zincirler: Tirozin, triptofan, fenilalanin ve histidin, serbest
oksijen radikallerinin baglica hedefleri arasindadir. ROS un bu amino asitlerle etkilesimi, aromatik
halkanm oksitlenmesi ile sonuglanir.”

Tirozin artiklanmn peroksinitritle reaksiyonu sonucunda ditirozin ve 3-

nitrotirozin tiirevieri olugur. 3-nitrotirozin reaktif nitrojen tiirlerinin olusumunda onemlidir.””

Tablo 2. Oksitlenmeye En Duyarli Amino Asitler

Amino Asitler Oksidasyon Uriinleri

Sistein Disiilfitler, sisteik asit

Triptofan 2-,4-,5-,6-,7- Hidroksitriptofan, nitrotriptofan

Metiyonin Metiyonin-siilfik asit, metiyonin siilfon

Tirozin 3,4-Dihidroksifenilalanin, tirozin-tirozin ¢apraz
baglanmalar:

Fenilalanin 2,3-Dihidroksifenilalanin, 2-,3-,4-
hidroksifenilalanin

Histidin 2-Oksohistidin

Arjinin Glutamik semialdehit

Prolin 2-Pirolidon,4- ve 5- hidroksiprolin
piroglutamik asit, glutamik semialdehit

Lizin o~Aminoadipik semialdehit

Treonin 2-Amino-3-ketobiitirik asit

Glutamat Piruvik asit, oksalik asit




3. Heteroatom iceren Yan Zincirler: Treonin ve serinin oksidasyon triinleri
hakkinda yeterli bilgi olmamasina ragmen, karbonil grubu igeren {iriinlerin olustugu
giisterilmistir.19

Sistein ve metiyonin ise birgok ROS tirevi tarafindan oksidasyona
ugrayabilmektedirler. Uygun sartlarda metiyonin yan zincirleri metiyonin-siilfik asite, sistein yan
zincirleri de disiilfid yapisina doniisebilmektedir,>***°

Capraz Baglanma Reaksiyonlari: ROS’un- indiikledigi aym ya da farkh
proteinler arasinda farkli mekanizmalarla ¢apraz bagl: tiirevler olugabilmektedir. Bu mekanizmalar
sunlardur:®®

4 Bir proteinin serbest amin grubuyla, glikolize bir proteinin karbonil grubunun
etkilesimi

¢ iki farkhh protein molekiilindeki lizil artiklarnin &-NH, gruplariyla
Malondialdehitin (MDA) etkilesimi

¢ Sistein siilfidril gruplarmin oksidasyonu yoluyla ¢apraz disiilfid baglarinin
olugmasi

¢ Proteine bagli ya da serbest HNE’ nin aidehit grubu ile diger bir proteindeki

lizinin e-NH, grubu arasindaki etkilesim

¢ iki farkli protein molekiiliiniin karbon merkezli radikallerinin etkilegimi ile

karbon-karbon kovalent baglarmin olusmasi
2.1.3.1.1. Protein Oksidasyonunun Siniflandiriimas:

Proteinlerin oksidatif modifikasyonlar1 igin genel kabul géren bir siiflandirma

yoktur. Ancak, oksitlenen kalitin ve olusan tirtiniin dzelligine gore iki gruba ayrilabilir.”’
2.1.3.1.1.1. Global Modifikasyon (Karbonil Gruplarimin Olusumu)

Birden ¢ok kalitin degistigi ve birden ¢ok iiriiniin olustugu modifikasyonlardir.
Karbonil gruplarmin olugumu bu tiire 6rnek verilebilir.

Oksidatif stresin, proteinleri geri déniisiimsiiz ve nonenzimatik olarak modifiye
ettigi bilinmektedir.”*' Son yillarda amino asitlerin yani sira karbonhidrat ve lipidlerin

oksidasyonuyla olugan ve reaktif karbonil bilegikleri (RCC) olarak isimlendirilen karbonil
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tiirevlerinin de, proteinleri ayni sekilde modifiye ettigi ve protein karbonil bilesiklerini olusturdugu
gosterilmistir.! Karbonhidrat ve lipidlerden tiireyen ve organizmada biriken reaktif karbonil
bilesiklerinin basta proteinler olmak iizere, biyomolekiiller iizerinde olusturdugu geri dénilisiimsiiz

nonenzimatik modifikasyonlarin tiimii “karbonil stres™ olarak adlandirilmaktadir.” (Sekil 1)

Sekil 1. Hiicresel Karbonil Stres

Protein Amino Gruplar1 + Rediiktan Seker

Erken Glikasyon Uriinleri

© l l
)

Oksidatif Yollar € Non-oksidatif Yollar

I_}_I

Hiicresel Reaktif Karbonil Ttirleri ROS  Lipid Peroksidasyonu

Metabolizma —> < K hidrat otooksidasyonu
UV Hasar1

Ileri Glikasyon Son Uriinleri (AGE)

A\ 4

Hiicresel Karbonil Stres

Karbonil strese yol agan modifikasyonlar birkag mekanizma ile
gerc;eklesebilmektedir:61

1. Proteinlerin, ROS tarafindan oksitlenmesi aracilifiyla peptid baglarmin
yikilmasi sonucunda karbonil gruplar ortaya ¢ikabilir.® Protein ana yapisin oksidasyonu
sirasinda olugan alkil peroksit tiirevleri ve alkoksil radikalleri peptid bagmi ya diamid ya da o
amidasyon yolu ile yikabilirler. (Sekil 2, Reaksiyon A) Diamid yolu iizerinden parcalanmada
proteinin C- terminal bdlgesinden derive olan peptid fragmani N- terminal kisminda bir isosiyanat
yapiya sahipken, proteinin N-terminal bdlgesinden derive olan peptid fragmam: C-terminal

kisminda diamid yapiya sahiptir. o amidasyon yolu iizerinden yikilmada ise proteinin N-terminal
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bolgesinden elde edilen peptid fragmani C-terminal kisminda bir amid grubuna sahipken, proteinin
C-terminal klsmmdan derive olan fragmandaki N-terminal amino asit kalit: ise o ketoagil derivesi
~ olarak yerini alir. 2

Ayrica aspartil, prolil ve glutamil yan zincirlerine ROS atag1 sonucunda da
peptid bagmin yikimi gergeklesebilir. (Sekil 2, Reaksiyon C)*?

Proteinlerin radyolizisi sirasinda olusan peptid fragmanlarinin sayisinin prolil
kalitlanimin sayisina yaklagik olarak esit oldugu gozlenmis, prolil kalitimin oksidasyonu ile peptid
baginin pargalanmasinin baglayabilecegi ileri stiriilmiistiir.” Prolil kalitlarmin oksitlenmesi sonucu
2-pirolidon olugumuyla birlikte peptid bagi yikimmn olugabilecegi gosterilmistir. (Sekil 2,
Reaksiyon B) 2-pirolidon asit hidrolizi ile 4-aminobiitirik asit ortaya ¢ikarir. Protein
hidrolizatlarimin igerisinde 4-aminobiitirik asidin varligi, prolinin oksidasyonu sonucu peptid
baginm ayrildiginin kanit olarak kabul ed‘ilmek'cedir.95

2. Metal kataliz aracili oksidasyon sistemleri ile, protein yapisinda bulunan
prolin, lizin, arjinin, treonin gibi amino asit yan zincirlerinin oksidasyonu, peptid bag1 yikim
iiriinlerine benzer sekilde karbonil bilegiklerinin olusumuyla sonuglanmaktadir.®®** Histidinin
metal katalizli oksidasyonu sonucunda ise 2-oxo-histidin olustugu gézlenmistir.”’ E.coli glutamin
sentetaz ile yapilan ¢alismalar sonucu enzim Uzerinde metal baglanma bolgesinde yer alan amino
asit kalitlarinin bdlge spesifik bir mekanizma ile metal katalizli oksidasyona olduk¢a duyarli
oldugu gosterilmistir.”® Lizin kalitimn amino grubuna Fe (IT)'nin baglanmasi sonucu olusan selat
kompleksinin H,O; ile reaksiyonu sonucunda OH olusur. OH ’n lizin kalit1 ile reaksiyonu sonucu
ise 2-amino-adipik-semialdehit olusur. Fe(II) ile bazi amino asitlerin benzer reaksiyonlan
sonucunda da karbonil gruplar1 olugur.”®

Ancak ROS tiirevlerinin hepsi, karbonil gruplar: olugturacak kadar reaktif
degildir.' Sonugta, redoks siklusu olugturabilen Fe(II)/Cu(I) gibi metal iyonlarmin protein
iizerindeki katyon baglanma bolgelerine tutunmasi, karbonil gruplarinin olusumuna yol agan metal
katalizli oksidasyon reaksiyonlarmin baslamasina neden olmaktadir.”

3. Reaktif karbonil grubu igeren proteinler ayn: zamanda, indirgeyici sekerler veya

onlarin oksidasyon riinleri ile proteinlerin lizin rezidiilerinin primer amino gruplarmin sekonder
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reaksiyonlar1 sonucu (sekil 4, Reaksiyon A) olusabilecegi gibi,® poliansature yag asitlerinin
peroksidasyonu esnasinda olusan a-p ansature aldehitler ile sistein, lizin ya da histidin kalitlarinin
Michael ekleme reaksiyonlar1 sonucu da olugabilir.”® (sekil 4, Reaksiyon B)

Sekil 2. Polipeptid zincirin serbest radikal aracili yikilmasi
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Sekil 3. Protein amino asit rezidiilerinin blge-spesifik metal katalizli oksidasyonu
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Sekil 4b . Amino asitler ile o-B-ansature aldehitlerin reaksiyonu aracilifiyla protein karbonil

tiirevlerini tiretilmesi.
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2.1.3.1.1.2. Spesifik Modifikasyon

Hem oksitlenen kaliin hem de olugan {iriiniin olduk¢a spesifik oldugu
modifikasyonlardir. Fenilalanin kalitlarinin o-tirozine ve tirozinin ditirozine doniistimleri spesifik
modifikasyona drnek olarak verilebilir.”’

3-nifrotirozin, ditirozin, klorin deriveleri ve ¢esitli mono/di hidroksi fenilalanin
deriveleri i¢in kullanilan metotlar spesifik modifikasyon tiirlerinin analizi igin kullanilan
metotlardir.®’

2.1.3.1.2. Karbonil Gruplarinin Tayini

Protein oksidasyon miktarm belirlemek igin birgok farkli yOntem
bulunmaktadir.¥’ En ¢ok kullanilan protein oksidasyon yontemi, oksidasyon sonucu olugan
karbonil gruplarinin dinitrofenilhidrazin ile birlesip dinitrofenilhidrazon olusturmas ile karbonil

grubu diizeylerinin Slgtilmesi esasina dayanmaktadir.'®

H,N-NH-2,4ADNP

Protein-C=0 —» Protein=N-NH-2,4-DNPH + H,O

Total protein karbonil grubu diizeylerinin 8l¢iimii, DNPH ile reaksiyon sonrasi
spektrofotometre, ELISA ve Western blot immiinoassay yontemleri ile yapilabilir.®' Karbonil
gruplarmm .tayini i¢in DNPH disinda; borohidrit ile karbonil gruplarmm alkole indirgenmesi,
floresein amin ile karbonil gruplarinin reaksiyonu sonucu schiff baz olusumu, siyanoborohidrit ile
sekonder amine indirgenmesi, floreseintiosemikarbazid ile tiosemikarbazon olugmasi gibi
alternatif metodlar bulunmaktadir.>®

Protein karbonil gruplarini tayin metodlar: normal olarak donanimli herhangi bir
biyokimya laboratuvarinda uygulanabilir, pahali ekipman gerektirmez. Karbonil gruplari stabildir
ve protein preparatlarinda diisiik miktarlarda (1 nmol/mg protein, 1/3000 amino asit)

bulunmaktadir. in vivo oksidatif hasar sartlarinda ise diizeyleri 2 -8 kat daha yiiksek gozlenebilir.*!
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Tablo 3. Proteinlerin oksidasyon miktarlarmimn tayini i¢in bazi metodlar

Modifikasyon Tayin Metodu
Karboniller DNPH ile yapilan analizler
-Spektroskopi
-HPLC
-ELISA
-Western blotting
-immiinohistokimya
Distilfit SDS-jel elektroforez ,DTNB
Capraz baglar, agregatlar SDS-jel elektroforez
Fragmanlar HPLC

2-oxo-histidin

Amino asit analizi

Metiyonin siilfoksit

ZnBr ile ayrilma / amino asit analizi

Klorotirozin Hidrolizis / nitrozo naftol / HPLC
Nitrotirozin Immiinoassay, Hidrolizis — HPLC
HPLC/ elektrokimyasal tayin
Ditirozin Floresans
Proteolizis veya hidrolizis- HPLC
2.1.3.1.3. Proteinlerin ileri Oksidasyon Uriinleri

Proteinlerin ileri oksidasyon iiriinleri (advanced oxidation protein products;

AOPP), ilk defa Witko-Sarsat'® ve arkadaslari tarafindan, hemodiyaliz hastalarinin plazmasinda

tanimlanmuigtir.

AOPP, klorlu oksidanlarin proteinlerle ileri reaksiyonu sonucu olusan bir
tiriindiir. Klorlu oksidanlarin baslica kaynag: da, Myeloperoksidaz enzimi (MPO) aktivitesine

sahip fagositik hiicrelerdir. Ciinkii MPO organizmada, in vivo klorlu oksidan (retebilen tek

enzimdir.>!
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Fagositik hiicreler tarafindan olusturulan HOCI, ROS tiirleri icerisinde, en toksik
ve en reaktif olan ajandir. Baglica hedefi membran proteinleri ve onlarm.thiol gruplar1 olan
hipoklorik asit, kloraminleri olusturmak {izere endojen aminlerle reaksiyona girerek, kloraminlerle
okside olan proteinler iizerinde AOPP olusturmaktadir.”

2.1.3.1.4. Okside Proteinlerin Birikimi

Oksidatif hasara ugrayan proteinlerin onarimi miimkiin olmadigindan, endojen
proteazlarla proteolitik yolla yikilmalar1 gerekir.¥ Ancak oksidatif hasarm derecesi, proteinlerin
metabolik sonlarini belirlemekte ve kismi oksidasyon, proteinlerin hidrofilik 6zellifini artirirken;
ileri derecelerdeki oksidasyon, proteinlere hidrofobik ozellik kazandirmaktadir. Bu nedenle,
kismen denatiire ya da hafif derecede okside olan proteinler, proteolitik ataga kargi daha duyarl
iken ileri derecede okside olanlar ise daha direnglidir.”!

Proteolitik yikima direngli okside proteinlerin yam sira; g¢apraz bagh ya da
glikozile protein konjugatlari tarafindan, endojen proteazlarin inhibe edilmesi de, okside
proteinlerin birikimine sebep olmaktadir.*

Bu nedenle, hiicrelerdeki okside protein diizeylerinin, protein oksidasyon hizi ile
proteolitik yikim hizi arasindaki dengeye bagli oldugu ve dengenin bozulmasiyla, okside
proteinlerin birikmeye basladigi soylenebilir.®

Diger taraftan oksidasyon, bireysel olarak proteinlerde biyolojik aktivite kaybina
sebep olsa da; okside proteinlerin organizmada birikimi, biyomolekiillerin katalitik ve yapisal
biitiinliigiiniin kaybina ve metabolik diizenleyici yollarin kesintiye ugramasima neden olmakta ve
boylece tiim hiicre fonksiyonlar1 bozulmaktadir.”

Stabilitelerinin ve yar1 Smiirlerinin uzun olmasi nedeniyle, okside proteinlerin, in
vivo oksidatif stresin gostergesi olarak kullanilabilecegi 6ne sﬁrﬁlmektedirfg

2.1.3.1.5. Protein Oksiasyonunun Onemi

Oksidasyon arastirmalarinda bugiin en biiyiik iddialardan biri in vivo oksidatif

stresin tayinidir. Proteinler tiim doku ve hiicrelerde yer almalari ve oksidatif modifikasyona

duyarhiliklar1 nedeniyle oksidatif hasarin yararli bir belirteci olarak kullamlabilirler.” Proteinler
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oksidatif hasara muhtemelen en duyarli molekiillerdir ve hasarin etkisi diger molekiillere oranla
oldukga fazladir."®

Proteinlerde in vivo olarak meydana gelen oksidatif degisiklikler proteinlerin rol
oynadig cesitli hlicresel fonksiyonlar etkilerler. Ateroskleroz, romatoid artrit, iskemi-reperfiizyon
hasari, amfizem, nérodejeneratif hastaliklar, alzheimer, parkinson, muskuler distrofi, yaglanma,
akut pankreatit, kataraktogenez ve kanser gibi hastaliklarin protein oksidasyonu ile iligkili oldugu
bilinmektedir.*! Bu hastaliklarda okside proteinlerde bir artis olduunu gSsteren calismalar
mevcuttur.®!

2.1.3.1.6. Oksidatif Hasarin Belirteci Olarak Protein Oksidasyonu Kullanilmasinin
Avantaj ve Dezavantajlar

Lipid peroksidasyonu ve DNA oksidatif baz modifikasyonlarinin iirlinlerinin
Olgtimiine oranla, proteinler oksidatif hasarin belirteci olarak bazi avantajlara sailiptir. Proteinlerin
her biri kendine 6zgii biyolojik fonksiyonlara sahip olduklarindan, modifikasyonlar: sonucu 6zgfil
fonksiyonel bozukluklar ortaya ¢ikar. Proteinlerin oksidatif modifikasyonu sonucu agifa ¢ikan
tirlinler goreceli olarak stabil olup duyarli analizlerle diizeyleri Slgiilebilir. Bu nedenle protein
oksidasyonu oksidatif hasarin diizeyini géstermede uygun bir belirteg olarak kullanilabilir.

Protein modifikasyonunun sekli oksidanin tipi hakkinda 6nemli bilgiler verebilir.
Ornegin; lizin rezidileri tizerindeki aminoagil eklentiler ve klorotirozil gruplari, nétrofil ve/veya
monosit kaynakli oksidasyonu yansitir ve HOCI ile oksidasyonun spesifik belirtecleridir.
Oksidasyon iirinlerinin bu her iki tipi de insan ateroskleroz lezyonlarlnda bulunmustur.®"

Oksidatif hasarm bir belirteci olarak protein, lipid veya DNA’nimn hangisinin
kullanilacaginin belirlenmesinde oksidatif stresin yapis1 énemli bir rol oynar. Ornegin; HOCI
protein oksidatif modifikasyonunun g¢ok iyi bir indiikleyicisi iken lipid ve DNA modifikasyonuna
neredeyse hi¢ neden olmaz. Bu nedenle oksitleyici olarak HOCI 6n planda oldugunda, proteinier
belirteg olarak kullamimahidir.

Karboniller ROS’un hemen hemen tiim tipleri tarafindan indiiklenebilir. Bu

nedenle oksidatif hasarin kaynag1 hakkinda énemli bilgiler vermezler. Protein karbonil gruplarinin
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diizeylerinin yliksek bulunmasi yalnizca oksidatif stresin degil hastaliklarla baglantili fonksiyon
bozukluklarinin da bir igaretidir.

Protein oksidasyonunun olduk¢a spesifik olan yapisi, ayn1 zamanda oksidatif
hasarin gostergesi olarak bu makromolekiillerin kullaniminm dezavantajlarindan birini olugturur.
Protein oksidasyon f{iriinlerinin g¢esitliligi nedeniyle oksidatif hasarin tipini belirleyebilmek
amaciyla farkl: analiz metodlar1 gelistirme ihtiyac: dogmugtur.®!

2.1.3.1.7. Protein Oksidasyonunun Belirteci Olarak Karbonil Gruplarimin
Kullanilmasinin Avantajlar

Protein karbonil grubu icerigi genel bir indikatSrdiir ve protein oksidasyonunun
en yaygin kullanilan belirtecidir. Protein karbonil gruplarinin birikimi alzheimer, romatoid artrit,
diabetes mellitus, sepsis, kronik bébrek yetmezligi, respiratuar distres sendromu ve kanser gibi
bazi hastaliklarda gosterilmistir.'® .

Global modifikasyonlar, spesifik bir proteinin kalitlarinin  yapisal bir
fraksiyonunu siklikla etkilerken, spesifik modifikasyonlar yalnizca risk altindaki kaliti veya
proteinlerin ¢ok kiigiik bir kismint etkilerler. Ornegin, ditirozinin insan aortasinin AS bslgelerinde
belirgin bir sekilde arttig1 belirlenmigtir.”” Tirozinin gergek igerigi her 3300 tirozin kaliti igin 1
kalittir ve ditirozin diizeylerinin 6lgiimii stabil izotop diliisyon gaz kromatografisi mass
spektrometriyi kullanan oldukga hassas bir metod gerektirmektedir. Oysa protein karbonil grubu
igerigi kolaylikla Slgiilebilir.”

Bir belirteg olarak protein karbonil gruplarmin kullanimi lipid peroksidasyonu
irlinleri ile karsilagtirildiginda bazi avantajlar saglayabilir. Ciinkii protein oksidasyonunun yaygin
gostergesidirler, goreceli olarak erken oluguriar ve daha stabildirler. Okside olmus proteinler
hiicreler tarafindan saatler ya da giinler iginde yikilirlar.*>*® Oysa lipid peroksidasyon triinleri
dakikalar igerisinde yikilabilir.* Protein karbonil gruplar1 erken olusumlarina ragmen uzun siiregte
yikilirlar.* Protein karbonillerinin kimyasal stabilitesi karbonillerin laboratuvar Slgtimleri igin
uygun ve saklanmalar igin faydali bir yoniidiir. Depolandiklarinda -80°C’de stabilitelerini 3 ay

boyunca koruduklar1 kantlanmugtir.>*
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Protein karbonil gruplart ROS’un ¢ogu tipi i¢in oksidatif hasarin bir belirteci
olarak gorev yapmaktadirlar. Ciinkii oksidanlarin hemen hemen tiim {irlinleri tarafindan in vitro
olarak indiiklenebilmektedirler. Bu nedenle oksidatif hasarin kaynagini tam olarak agiklayamazlar.
Protein oksidasyonunun tayini i¢in spesifik veya global modifikasyon segimi, yapilacak olan
aragtirmanin amacma bagl olup, birgok durumda oksidatif hasarin iyi bir belirteci olabilir. Bu
giine kadar bildirilmis spesifik modifikasyonlar risk altinda bulunan kalitlarin veya proteinlerin
kiigtik bir bolimiinli etkilerken global modifikasyonlar proteinlerin dnemli bir boliimiinii
etkilemektedir.'®

2.1.3.2. Serbest Radikallerle Olusan Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baglatilan ve membran
yapisindaki poliansature yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir olaydir. Olay
otokatalitik olarak bir kez basladlélnda zincirleme olarak yiiriitiilmektedir. ’

Lipid peroksidasyonu organizmada olusan kuvvetli oksitleyici bir radikal
etkisiyle zar yapisindaki poliansature yag asit (PUFA) zincirindeki a-metilen gruplarindan bir
hidrojen atomunun uzaklagmasiyla baglamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu serbest radikalin
stiperoksit anyonu ve hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Bununla birlikte, lipid
peroksidasyonunun uyarilmasinda asil etkili radikal hidroksil radikalidir.*’

LH+OH — L +H0O

Olugan lipid radikali dayaniksiz bir bilegiktir ve bir dizi degisiklige ugrar.
Molekiiler oksijen ile birlesen L’ (lipid radikali) LOO’ (peroksil radikali)ni olugturur.%*

L +0, - LOO

LOO, membran yapisindaki difer poliansature yag asitlerini etkileyerek yeni
lipid radikali olusumuna neden olur. Bu sirada kendileri de, agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak
LOOH ‘e (lipid hidroperoksit) doniigiir. Bdylece olay kendi kendine katalizienerek devam eder.
Lipid peroksitlerinin yikimi, gegis metalleri iyon Katalizini gerektirir. >

‘LOO'+LH - LOOH + L’

L' +0,—>LOO
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Lipid hidroperoksitierinden aldehitler ve diger karbonil bilesikleriyle etan,
pentan gibi ugucu gazlar olusur.’®® Aldehitler iginde en 6nemlileri malondialdehid (MDA) ve
4hidroksinonenal (4-HNE)dir. Aldehitler, sitotoksik, hepatotoksik, mutojenik ve genotoksik
. 8zelliklere sahiptir, 2394041

Lipid peroksidasyonu g¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapisina indirekt olarak da firettigi reaktif aldehitlerle diger hiicre bilesenlerine zarar
verir, Bdylece birgok hastalipa ve doku hasarina sebep olur. Membran permeabilitesi ve
mikroviskositesi dnemli dlgiide etkilenir.” Serbest radikallerin lipid peroksidasyonuna yol agarak

gesitli hastaliklarin olusumunda rol oynadigini gésteren ¢aligmalar mevcuttur.”

Sekil 4: Lipid peroksidasyonu®
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2.1.3.3. Serbest Radikallerle Olusan DNA Hasar

Cok basamakli bir olusum olan karsinogenezisin onkojenik teorisinde serbest
radikal reaksiyonlarmin Snemli etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Insan vertebra hiicre
DNA’sinda, normal olarak inaktif ve transkripsiyonlari kisith olan onkojenler mevcuttur.
Onkojenik aktivatdrler serbest radikal mekanizmasiyla DNA zincirinde kiriklar ve baz
mutasyonlari olugturarak baglatic: ve ilerletici reaksiyonlar1 meydana getirirler.®

Karsinogenezis olusumunda yer alan karsinojenik maddelerin olugturdugu etki
mekanizmalarmin, serbest radikal araciligi ile oldugu gdsterilmistir.*'>? DNA, okside edici
radikaller tarafindan kolaylikla hasara ugratilabilmektedir."

Serbest radikal bilegikleri DNA bazlar1 lizerinde geri dontistimsiiz degisikliklere
neden olurlar. DNA hasarmin bir gostergesi olarak kabul edilen, timin ile OH nin olusturdugu
“timin glikol” ve guanin ile OH ’nin olugturdugu “8-hidroksi guanin” Snemli bilesiklerdir. Bu
bilesikler insan ve rat idrarinda tespit edilebilmektedirler.'®

2.1.3.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkisi

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine de ©nemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojenperoksit, peroksitler ve okzoaldehitler meydana
gelir. Okzoaldehitler, DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz baglar
olusturma &zelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler. Boylece yaslanma ve kanser
etiolojisinde rol oynarlar. Serbest radikallerin olusturdugu karbonhidrat hasari, sinoviyal sivinin
Snemli bileseni olan hiyaliironik asit ve diger proteoglikanlarn pargalanmasina neden olup,
romatoid artrit patogenezinde Snemli role sahip olduklar1 gosterilmistir.>'*®

2.2. Antioksidan Sistem

Oksijenli yagamla birlikte aerobik organizmalar oksijen kaynakli radikalleri
olusturmaya baglamiglardir. Bununla es zamanh olarak, serbest radikallerin zararli etkilerini
engellemek iizere, organizmada antioksidan savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak
adlandirilan gesitli savunma mekanizmalar gelismistir. Serbest radikallerin ve antioksidanlarm
diizeyleri arasindaki dengenin korunamadigi durumlarda, hiicre hasar ve 6liimiine kadar giden

birgok patolojik degisiklik meydana gelmektedir.”®’
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Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri, membran yapisinda bulunan lipidlerin
peroksidasyona karst korunmasi olmustur. Bunun sonucunda, baslangigta antioksidanlar lipid
peroksidasyonunu  engelleyen molekiiller olarak tamimlanmiglardir. Giiniimiizde ise,
antioksidanlarin tamimu lipidlerin yani sira proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar gibi diger
hedef molekiilleri koruyucu etkilerini de igerecek gekilde genisletilmistir. Bylece antioksidaniar,
hedef .molekiildeki oksidan hasar1 engelleyen veya geciktiren maddeler olarak
tammlanmaktadir.”>*

Antioksidanlar, etki mekanizmalarina gore dort gruba ayrilirlar:™

1. Sipiiriicli etki gdsterenler: Olugturduklari etki ile yeni radikal olusumunu
engeller ve olugmus olan radikalleri daha az zararli hale getirirler.
Glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz, ferritin ve seruloplazmin gibi
metal baglayici proteinler siipiiriici etkiye drnektir.

2. Giderici etki gosterenler: Oksidan ile etkilesip onlara bir hidrojen atomu
aktararak aktivitelerini inhibe eden bilesiklerdir. B-karoten, C ve E
vitaminleri bu tiir etkiye drnektir.

3. Zincir kiric1 etki gosterenler: Zincirleme olarak devam eden reaksiyonlar:
belli yerlerinde kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Urik asit, bilirubin ve
albumin bu etkiye Srnektir.

4. Onarict etki gosterenler: Bu grupta DNA tamir enzimleri ve metiyonin
siilfoksit rediiktaz sayilabilir.

Antioksidaniar cesitli kriterlere gore gruplana.bilirler:103

1. Yapilarina gore

a. Enzimler
b. Enzim olmayan proteinler
2. Kaynaklarma gore
a. Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)
b. Disaridan alinanlar (eksojen antioksidanlar)

3. Coziintirliiklerine gore
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a. Suda goziinenler
b. Lipidlerde ¢dziinenler
4. Yerlesimine gore
a. Hiicre iginde bulunanlar
b. Plazma ve diger ekstraseliiler sivilarda bulunanlar

Enzimatik yapida olan 6nemii bazi endojen antioksidanlar:

Siiperoksit Dismutaz (SOD) : 2 molekiil siiperoksitin, 2 molekiil proton ile
reaksiyonunu katalizleyerek, hidrojenperoksite doniistimiinii saglar. Sitozolik SOD’un ve vaskiiler
endotele bagli olarak bulunan ekstraseliiler SOD’un kofaktorleri ¢inko ve bakirdir. Bu enzimlerin
aktivitesinden Cu, stabilitesinden ise Zn sorumludur. Mitokondrial SOD’un kofaktorii ise
mangandir.*

Katalaz (CAT) : Hidrojenperoksitin oksijen ve suya rediiksiyonunu saglar.
Ozellikle yiiksek konsantrasyonlardaki H,O,’ye daha fazla etkilidir. Glutatyon peroksidazdan
farkl: olarak organik hidroperoksitlere etki etmez.*

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) : Aktif merkezinde selenosistein bulunan
glutatyon peroksidaz, substrat olarak GSH’1 kullanir. HO,’yi suya rediikte eder.”

Nonenzimatik yapida olan antioksidanlar :

Ekzojen kaynakh nonenzimatik antioksidanlar; B-karoten, E ve C vitamini gibi
molekiillerdir.

Endojen kaynakli nonenzimatik antioksidanlar; ferritin, tirik asit, bilirubin,
laktoferrin, transferrin, melatonin, askorbik asit, albumin ve glutatyon gibi molekiillerdir.?

Glutatyon: Hiicre i¢i thioller arasinda en sik bulunanidir. Tripeptid (L-glutamil-
L- sisteinil glisin) bir yapiya sahiptir.

Biyolojik sistemlerde direkt ve indirekt fonksiyonlar1 vardir."® GSH
homeostazisi thiol/ disiilfid dengesinin korunmasinda &nemlidir. Yapilan pek ¢ok g¢aligmada,
GSH’1n azalmasinin ¢egitli oksidanlara bagli sitotoksisiteyi artirdif1 g&sterilmistir. Bunun tam tersi

olarak GSH diizeyi artirilirsa sitotoksisitenin énlendigi goriilmiigtiir.>%
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Tablo 4. Antioksidanlarin gruplandiriimasr™>®®

Ekzojen Antioksidanlar

Endojen Antioksidanlar

Yiyeceklerdeki dogal antioksidanlar
Vitamin A

B-karoten

Vitamin C

Vitamin E

Enzimler

Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
Stiperoksit dismutaz

Katalaz

Glutatyon peroksidaz
Glutatyon-S-transferaz

Hidroperoksidaz

Antioksidan yiyecek aditifleri
Biitile hidroksitoluen (BHT)
Biitile hidroksianizol (BHA)
Etoksikin

Sodyum benzoat

Propil galat

Fe-siiperoksitdismutaz (bakteriyel)

Enzim olmayanlar

a. Lipit fazda bulunanlar

B-karoten, o~tokoferol

b. S1v1 fazda bulunanlar(hiicre sitozolii veya kan
plazmasinda)

Askorbik  asit, melatonin, {irat, sistein,
seruloplazmin, transferrin, laktoferrin,
myoglobin, hemoglobin, ferritin, metionin,

albiimin, bilirubin, glutatyon

2.3. Kanser ve Protein Oksidasyonu

Kanser anormal doku biiylimesidir. Kanser hiicreleri ayrica lokal dokulara

invazyon ve viicudun diger dokularina metastaz dzelliklerine sahiptirler. Biiylimesi, hizli gelisen

tlimorlerde bile normal dokulardan ¢ok farkli degildir. Ancak biiyiimenin kontrolsliz olmasi ve

apoptozisin bulunmamasi nedeniyle tiimor geligim gostermektedir.”

Kanserin nedeni tam olarak bilinmemekle beraber insanda tiimorlerin biiyiik bir

kisminin gevresel fakitrlere bagi oldugu ileri stiriilmektedir. Bu etkenler kimyasal ajanlar, viriisler

ve radyasyondur. Ayrica kanser gelisiminde genetik faktSrlerin de rol oynadig bilinmektedir.*®
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Serbest radikallerin karsinogenezde oynadigi rol ¢oklu biyokimyasal

etkilesimlerin bir sonucudur. Ozetlenecek olursa:

1.

2.

3.

DNA’daki niikleotidlerle etkilesim sonucu mutasyonlarin olugmas:®
Premalign ve malign hiicrelerde direkt olarak hiicre proliferasyonunun artig®
Hiicre igi sinyal transdiiksiyonunun degismesi12

Hiicre proliferasyonunda, adhezyon ve apoptozis direncinde gorevli
transkripsiyon faktorlerinin aktiflenmesi®*

Kalsiyum bagiml ve kalsiyumdan bagimsiz onkogen a,k'tivasyonu25

DNA polimerazi aktive eden poliaminlerin sentezinde gorevli ornitin
dekarboksilaz enziminde eksiklik®

Siklooksijenaz inflamasyon enziminin indiiklenmesi ile tiimor hiicreleri icin
otokrin bir bilylime faktrii olarak degerlendirilen pro;toglandinlerin miktarinda
ar‘c1§64

Nitrotirozin gibi serbest radikaller sonucu olusan protein rezidiilerinin
anjiyogenez icin uyarici nitelik tasima olasilig*

Prostaglandin sentezi artigt nedeniyle immiin sistemde genel bir supresyon
52,105

durumu olugmasi

Yukarida sayilan durumlardan en Snemlisi kalicilig: itibariyle proteinler iizerine

olan hasardir, ¢iinkii mitokondri DNA’sinin histonlarla sarili olmayig1 ve elektron tagima sistemine

yakinlig1 dolayistyla zaten normal somatik DNA’ya oranla daha fazia mutasyona maruz birakici

etkenle kargilagma olasitigi vardir. Bu olgu, elektron tagima sistemindeki proteinlerin okside

olarak kalic1 hasara maruz kalmastyla iyice artacaktir.”®

2.3.1. Karbonil Gruplan ve Kanser iliskisi

Deney hayvanlarinda yapilmis karsinogenez aragtirmalari protein oksidasyonu ve

karsinogenez arasindaki iligkiye dikkat gekmektedir. Ornegin, karsinojen benzoapiren uygulanan

rat’larda DNA’daki nilkleotid hasarini gdsteren 8-hidroksideoksiguanozin diizeylerinin yiikselmesi

protein karbonil gruplar yitkselmesiyle es zamanli gergeklesmektedir.
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Ayrica renal karsinojen ve ayni zamanda renal ve hepatik bir tiimor promotdrii
olan ferrik nitriloasetat, kinon rediiktaz aktivitesini diisiiricken protein karbonil seviyelerini
anlamh miktarda yiikseltmektedir.”’ Bu bulgular, karsinogenez asamasinda karbonil gruplar:

olusumunun siirece katilabilecegine isaret etmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢aligma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Aragtirma Laboratuvarinda gergeklestirilmigtir.

3.1. Kullamilan Gerecler

3.1.1. Hasta Kanlan

Deneylerde kullamilan hasta kanlart Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi

Medikal Onkoloji Poliklinigi’nden (24 hasta) temin edildi. Hastalardan alinan kan numuneleri

serumuna ayrildiktan sonra deney yapilincaya kadar yaklagik —80 °C’de saklandi.

Kontrol grubu, dykiistinde higbir hastahg1 olmayan, ilag kullanmayan, sigara ve

alkol aligkanligi olmayan saglikli bireyler arasindan segilerek kan numuneleri alindi.

3.1.2. Deneylerde Kullanilan Araclar

1.

2.

6.

7.

Santrifiij (Hermle Z 380)

Sogutmal: Santrifiij (Hermle Z 323 K)
Etiiv (Niive EN 400)

Hassas Terazi ( Schimadzu)

Vorteks (Heldolf Reax 200)
Spektrofotometre (Schimadzu, UV 1601)

Derin Dondurucu (Argelik 2020D)

Ve aragtirma laboratuvarinda biyokimyasal tetkikler i¢in gerekli olan diger

malzemeler kullanilds.

3.1.3. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Hidroklorik asit, bakir siilfat, sodyum hidroksit, sodyum karbonat, Na-K tartarat,

etanol, etil asetat, trikloroasetik asit, 2,4-DNPH i¢in Merck tercih edildi.

Bovin Serum Albumin (BSA) ve Folin Ciolteu’s Fenol Reaktifi i¢in Sigma

kullanildi.



-28 -

3.2. Uygulanan Yontemler
3.2.1. Hasta Kanlarn
Cerrahi tedavi uygulanmamig, yeni teshis edilmis aktif tiimdrii bulunan 24
hastanin kanlar1 alinarak; bu hastalara 3 kiir 5-fluorouracil, adriamicin, siklofosfamid tedavisi
uyguland1 ve bu hastalarin kemoterapi sonrasinda tekrar kanlar1 alindi. Kontrol grubu mamografi
ile memesinde benign veya malign bir lezyon bulunmadid: saptanan saglikli bireylerden secildi.
(n:10)

Tablo 6: Hasta Ozellikleri

YAS PATOLOJIK EVRE
n %
MEDIAN 46 T 12 50
RANGE 27 -74 1B 2 83
IIA 3 125
IIB 1 416
IIC 4 16,6
TAM REMISYON 2 8.3

3.2.2. Kan Alma ve Serum Hazirlama Protokolii
Serum protein karbonil gruplari igin 9 ml kapasiteli, steril, Vacuette marka hazir
tiipler kullanildi. Alinan kanlar, 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Serum numuneleri

ayrilarak, ependorf tiiplerde analiz giintine kadar —80 °C’de muhafaza edildi.
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3.2.3. Metodlarin Uygulanmas:
3.2.3.1. Serum Protein Karbonil Gruplarinin Tayini
Protein karbonil grubu diizeyleri Levine® ve arkadaglarmin, 2,4-
dinitrofenilhidrazinin karbonil gruplari ile reaksiyonu sonucu 2,4-dinitrofenilhidrazon olusmast

prensibine dayanan spektrofotometrik metoduna gore tayin edilmigtir.

H,N-NH-2,4DNP
Protein-C=0 > Protein=N-NH-2,4-DNPH -+ H,O
Reaktifler:
1. %20 TCA
2. 2MHCI

3. 10 mM 2,4-DNPH ( 2 M HCI’de hazirland1)
4. Etanol/Etilasetat (1/1)
5. 2N NaOH

Denevin Yapilisi:

Tiiplere 3,9 ml distile su, 0,1 mi serum konularak diltisyonlar hazirlandi. Analiz
i¢in kullamlacak olan numunelerin her biri igin iki ayr1 ependorf tiipii hazirlandi. Tiiplere 500 pl
numune, 500ul %20°lik TCA eklenerek vortekslendi ve sogutmali santrifiiide +4 °C’de
11.000g’de 3 dakika santrifiijlendi. Stpernatan kisimlar1 ayrilarak ¢alismaya pellet kismiyla
devam edildi. Tiiplerden birisine 500 pl 10 mM 2,4-DNPH, digerine 500nl 2 M HCI eklendi ve 5 -
10 dakikada bir vortekslenmek suretiyle 1 saat oda sicakliginda bekiendi. Daha sonra her bir tiipe
500 ul %20 TCA eklendi, 11.000g’de 3 dakika santrifiijlenerek siipernatanlar: ayrildi. Elde edilen
pelletler, tizerlerine 1 ml etanol/etilasetat karisumi eklendikten sonra 11.000g’de 3 dakika
santrifiijlenerek yikandi. Siipernatanlari ayrildiktan sonra 1 ml etanol/etilasetat eklenip yikama
islemi iki kez daha tekrarlandi. Bundan sonra pelletlerin iizerine 1 ml 2 N NaOH eklenerek
¢oziinene kadar vortekslendi. Numuneler 37 °C’de etiivde 30 dakika bekletildikten sonra

spektrofotometrede 380 nm’de, her bir numunenin 2 M HCl ilave edilerek hazirlanan ikinci tiipline
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karsi okundu. Ardindan numunelerde protein tayini yapildi. € =22000 M cm™ almarak
hesaplanan sonuglar elde edilen protein miktarlartyla nmol/mg protein olarak ifade edildi.
3.2.3.2. Siipernatandaki Protein Miktarmn Tayini
Protein tayini Lowry®® metodu ile yapilds.
Reaktifler:
1. A reaktifi:%2 Na,COj3 (0,1 M NaOH igerisinde)
2. BI reaktifi:%2 Na-K tartarat
3. B2 reaktifi:%1CuSO, 5H,0O
4. Folin ciocalteu’s Fenol: Distile su ile 1/1 oraninda diliie edildi
5. Standart: Img/ml bovin serum albumin (BSA)
Deneyin Yapiligi:
32 kistm A reaktifi, 1 kisim B1 reaktifi ve 1 kisim B2 reaktifi olacak sekilde
B1,B2,A sirasiyla karigtirilmak suretiyle reaktif karigimi elde edildi. Numune, kor, standart 1,2 ve
3 tiipleri hazirland1. Numune tiipiine 80 ul, kore 100 pl, standart 1°e 90ul, standart 2°ye 80 ul ve
standart 3’e 60 pl distile su konuldu. Standart tliplerine sirastyla 10 pl, 20 pl ve 40 ul olarak BSA
eklendi. Numune tiiptine 20pl numune eklendikten sonra her tiipe 2 ml reaktif karigimi konularak
iyice karigtiriip 20 dakika oda sicakliginda karanlhikta bekletildi. Uzerlerine Folin ciocalteu’s
Fenol eklenip 40 dakika daha oda sicakliginda karanlikta bekletildi. 750 nm’de spektrofotometrik
olarak &l¢tim yapild:.
Numune absorbansi

Hesap: X standart konsantrasyonu = mg protein /ml
Standart absorbansi

3.3. Sonuclarin Analizi
Verilerin istatistiki bilgileri Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 10.0 for
Windows programu ile elde edilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar Kruskal-Wallis varyans
analizi kullanilarak degerlendirilmistir. kili grup karsilastiriimasmda Mann-Whitney U analizi

kullanilmagtir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada meme kanserli hastalarda kemoterapi 6ncesi ve kemoterapi sonrasi
serum protein karbonil grubu diizeyleri incelenerek, saglikli kontrol grubuyla kargilagtirildi.
Gruplarm serum protein karbonil grubu degerleri nmol/mg protein olarak Tablo 7°de, istatistiksel
degerlendirme ise Tablo 8’de gosterilmistir. Olglimlerde de goriildtigii gibi; kemoterapi dncesi ile
kemoterapi sonrasinda serum protein karbonil diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark (p <0,05) vardir.

Saglikli bireylerden olusan kontrol grubu ile kemoterapi 6ncesi karsilagtirildiginda serum
protein karbonil grubu diizeylerinin arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
(p <0,001) goriilmektedir. Kontrol grubu ile kemoterapi sonras: karsilastiriidiginda serum protein
karbonil grubu diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir. ( p > 0,05)
Ancak goreceli olarak serum protein karbonil grubu diizeyi kemoterapi sonrasinda kontrol

grubundan daha yiiksektir ve kontrol < sonra < 6nce olacak sekilde yiikselmektedir. ( Sekil 5)
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Tablo 7: Serum protein karbonil gruplarmnin degerleri, ortalama ve standart sapmalari ile median

degerleri.

Sira'N Kontrol KT. Oncesi , KT. Sonrasi

1 0,70 ‘ 0,911 B 0,806

2 0,55 3,12 1,376

3 0,61 2.6 1,245

4 0,69 2,5 2,028

5 0,62 2,003 1,134

6 0,64 0,991 0,494

7 0,53 3,596 2,246

8 0,68 2,755 2,379

9 0,54 3,1 2,358

10 0,67 1,874 1,556

11 - 1,895 1,122

12 - 1,333 1,055

13 - 1,353 0,638

14 - 1,377 0,645

15 - 0,866 0,107

16 - 2,42 0,344

17 - 1,566 0,516

18 - 0,928 0,194

19 - 0,527 0,244

20 - 0,947 0,803

21 - 2,27 1,931

22 - 1,807 1,166
23 - - 0,633 0,331 ?
24 - 2,762 2,127 |
Ort+SD 0,62 £ 0,06 ‘ 1,83 +£0,87 ©1,11£0,73 ;
Median 0,63 1,84 1,09 i

Tablo 8: Protein karbonil gruplarinin istatistiksel degerlendirilmesi.

GmmetemKarboml = , Pdfgen ity

g Ort+ SD Kontrol Once
| Kontrol 0,62 = 0,06 10 - 0,00 0,118

Grup A 1,83 0,87 24 0,00 - 0,005° |
|Grup B 1,11£0,73 24 _0118 0005 -

!: nmol/mg protein

*: istatistiksel olarak farkli
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Sekil 6: Serum protein karbonil grubu diizeyleri.

A

T

KONTROL ~ KT.ONCESI KT.SONRASI
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5.TARTISMA VE SONUC

Norodejeneratif hastaliklar, diyabet, romatoid artirit, sepsis, kronik bd&brek
yetmezligi ve kanser gibi birgok hastalifin etiopatogenezinde oksidatif stres onemli rol
oynamaktadir.>* Kanser hastalarinda tiimor biiytimesi ve olusumu ile oksidan-antioksidan denge
arasmnda bir iligki vardir.’ Ozellikle reaktif oksijen tiirevlerinin kanserin baglangig doneminde
artabilecegi bilinmektedir. Ancak kanser etiolojisi birgok faktSre dayali bir hastaliktir, sadece
serbest radikaller sorumlu tutulmamaktadir.’

Giniimiizde oksidatif hasar belirteci olarak, lipid tiirevleri yerine daha stabil ve
uzun Omirli olan protein oksidasyon iirlinlerinin kullanim giderek yaygnlagmaktadir.'®"
Proteinlerin oksidatif modifilasyonlars, hidroksil, peroksil, alkoksil, hidroperoksit, hipoklorik asit
ve peroksinitrit gibi ROS tiirevleri varliginda, direkt ve indirekt birgok yolla gergeklesebilir.>*

Oksidatif hasarin nispe:cen erken asamasinda olusan ve malondiald-ehit, okside
glutatyon gibi diger hasar parametrelerine gére, dolagimda daha uzun siire ve stabil olarak
kalabilen protein karbonil gruplar1’®, giivenilir bir belirteg olarak kabul edilmektedir.’** Protein
yapisindaki aminoasitlerin yan zincirlerinin oksidasyonu ya da peptid baglarinin oksidatif yikimi,
protein karbonil gruplarmi olusturabilmektedir.®®* Protein karbonil gruplarimin olusumunda
gozlenen diger bir yol da, sistein, histidin, lizin aminoasitlerinin niikleofilik yan zincirlerinin, lipid
veya karbonhidratlardan tiireyen reaktif karbonil bilesikleri ile etkilegimidir.>*®

Kanser ve protein karbonil gruplar iligkisini inceleyen ilk g¢alisma ¢ocukluk ¢ag1
kanserleri tizerine Polonya’da yapilmistir. 25’1 beyin timérii, 25°1 kemik tiimérit, 5°i karaciger
timori, 5°i lenfoma ve 5°i de germ hiicre tlimérii olmak {izere toplam 65 vakada serum protein
karbonil grubu seviyeleri &lgiilerek ayn1 yag ortalamasindaki 40 saglikli ¢ocugun verileriyle
kiyaslanmis ve kanserli grupta protein karbonil grubu diizeyleri saglikli gruptakinden iki kat
yiiksek olarak bulunmustur. istatistiksel fark ileri diizeyde anlamli olarak belirlenmistir.”” Biz de
meme kanseri olan 24 hastayla yaptigimiz ¢alismada, hasta grubunun serum protein karbonil

diizeylerini saglikli bireylere gbre istatistiksel olarak anlamli yliksek bulduk.( p<0,001 ).Meme

kanserli hastalarin kemoterapi aldiktan sonraki serum protein karbonil diizeyleri, tedavi oncesi
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déneme gore anlamhi olarak diiglis gosterirken (p<0,05 ) , kontrol grubu diizeyine
ulagamamaktadir.

Invivo sartlarda proteinler oksidatif ve nitrozatif hasarin baglica hedefleridir.
Pignatelli ve arkadaglar1 westernblot analizi ve immiinopresipitasyon teknigi kullanarak yaptiklari
" galismada akciger kanseri olan hastalarda 6zellikle fibrinojenin okside oldugunu, major plazma
proteini olan albuminin okside olmadifimi gostermiglerdir. Akciger kanseri olan hastalarin
plazmalarinda fibrinojen ve seriiloplazmin diizeylerinin artisinin sonucu olarak, bu proteinler
oksidatif hasara kargi daha uygun hedefler olmaktadir. Okside olan fibrinojen, trombinin
katalizledigi pihtt olusumuna engel olmaktadir.Bir ¢ok protein ve enzimin amino asit rezidiileri
okside olduklarinda konformasyonel degisime ugramakta ve fonksiyonlarmi kaybetmektedirler.”

Heidelberg Alman Kanser Arastirma Merkezi Klinigi’nde hastalar iizerinde ve
tiimor implante egiilmis deney hayvanlarinda yapilmig gallsrrialarda da serum protein karbonil
grubu diizeylerinin saglikli kontrol grubuna kiyasla anlamli Slgiide ylikseldigi gosterilmistir.'®

Karbonil gruplar1 ¢ok reaktiftir ve protein ile niikleotidlerde artefaklar olusturabilirler.
Bazi karbonil bilesikleri de DNA’ da olugturduklar1 modifikasyonlar yoluyla gen diizeyinde
mutasyona yol agmaktadir.*

Proteinlerde meydana gelen oksidatif hasar enzimatik fonksiyonlarm azalmasma ve
protein katabolizmasinin artigma neden olur. Ozellikle kirmizi kiirelerde meydana gelen protein
oksidasyonu membran hasarindan bagimsiz olarak daha erken dénemde olugur ve lipid
peroksidasyona gore oksidatif hasarin daha erken bir gostergesidir.*”

Oksidatif stres belirteci olarak DNA, lipidler veya proteinlerin kullamlmas: ortamda
bulunan ROS’ un yapisina baglidir. Myeloperoksidaz sistemi tarafindan iiretilen hipoklorik asit
(HOCI) karbonil gruplarinin olusumuna neden olurken, lipid ve DNA {izerindeki oksidan etkisi
azdur. '®

Protein karbonil diizeylerinin artigi sadece oksidatif stresi gostermez ayni zamanda
protein disfonksiyonunun da gostergesidir.'®

Mesane kanserli hastalar iizerine yapilan bir galigmada proteinlere baglh tiol gruplan

kanser hastalarinda, sagliki bireylere gore yilksek bulunmugtur.'® Ozellikle hiicre igi tiol
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aktivitesinin saglanmasinda rol oynayan glutatyon diizeylerinin birgok kanser hastasmda diistik
oldugu tespit edilmistir. Bu hastalarda serum proteinlerinin ve tiol gruplarmm azaliginin, protein
katabolizmasimin ve degredasyonunun artistyla beraber proteinlerde meydana gelen oksidatif
modifikasyonlar sonucu oldugu diisiiniilmektedir.'®

Ushmorov ve arkadaglar1 fibrosarkomlu farelerde, kaseksinin etiopatogenezini
arastirmuslardir. Protein katabolizmasinin artigiyla beraber albumin diizeylerinin azalist kanser
kageksisinin izlenmesinde kullamimaktadir. Albumin diizeyinin azahigi, viicut kitlesinin
azalmastyla ve prognozla koreledir. Albuminin fonksiyonu onkotik basincin saglanmasi ve 8demin
Onlenmesidir. Fibrosarkomlu farelerde albuminin katabolizmasmmn artigi, protein oksidasyonu
sonucu olabilir. Azalmig albumin diizeylerinin yani sira bu farelerde sistein/tiol ve glutatyon
disiilfid/glutatyon oranlar1 da artmaktadir.'™

Karbonil gruplarinin olusumuA ve tiol oksidasyonu ile ilgili bu g¢aligmalar protein
oksidasyonu ve kanser arasinda iligki oldugunu gdstermektedir. Bizim ¢aligmamizda da meme
kanserli hastalarda tam1 konduktan hemen sonra alman kan 6rneklerindeki karbonil gruplar diizeyi,
hastalara tedavi verildikten sonraki dénemde bakilan karbonil diizeylerine gore anlamlr yiikseklik
gostermekiedir. Ancak kullamilan kemoterapttik ajanlaria oksidatif hasar arasindaki iligkiyi
inceleyen caligmalar kisithdir. Li ve arkadaglar: tarafindan yapilan bir ¢aligmada oksidatif hasar
belirteglerinden olan MDA diizeyinir.l tedavide kullanilan ilaglarla ilgisi tam olarak
belirlenememistir. *®

Zoli ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada meme kanseri hastalarinda 5-FU ve
adriamisin kullanilmis, kemoterapi 6ncesi ve sonrasi apoptozis aragtirillmis ve anlamli bir fark
bulunamamigtir. * Burcombe ve arkadaslar: tarafindan meme kanserli hastalarda yapilan bir diger
calismanin sonucunda ise kullamilan kemoterapdtiklerle apoptozis arasinda klinik, patolojik ve
radyolojik Kriterlerde sonuglar arasinda kayda deger bir fark olmadig: bildirilmigtir. 106

Radyoterapi sonrasinda saatler icerisinde piknoz ve karyoreksis gelismekte ve hiicre
kayb:i meydana gelmektedir® Radyasyona bagli enteropatinin incelendigi bir calismada,

aktinomisin-D, adriamisin, metotreksat, vinka alkaloidleri, 5-FU, hidroksiiire, bleomisin,
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siklofosfamid ve nitroz iire grubuna dahil ajanlarin radyasyon tedavisinin barsak mukozas: {izerine
olan bu olumsuz etkileri artirdig1 belirlenmistir. ™!

Bunun yam sira; radyasyonun da dahil oldugu ¢ogu kemoterapttik ajanlarin apoptozisi
indiikledigi bilinmektedir. Apoptozisi indiikleyebilmek kanser tedavisinde istenen bir durumdur.
Kiiglik hiicreli olmayan akciger tiimorlerinde cisplatin, topotekan, gemsitabine gibi antikanser
ilaglarm apoptozisi indiiklerken, caspase -8 aktivasyonuna neden olduklar gosterilmistir.* Bunlara
ilaveten, Tanaka ve arkadaglar1i postoperative ve adjuvan 5-FU uygulamasmin etkinligini
gostermek igin apoptozis ve P53 genini incelemisler, apoptozisin bu uygulamalarla indiiklendigini
gdstermislerdir. %

Sonug olarak galismamizda meme kanserli hastalarda oksidatif hasarm belirteci olan ve
protein oksidasyonunu gdsteren karbonil grubu diizeylerinin arttiim1 ve kemoterapi sonrasinda bu
diizeylerde anlan;h bir diisiis oldugunu belirledik. Bu hastalarin komplikasyonlar ve prognozu

agisindan izlenmesinde serum protein karbonil gruplarinin kullanilabilecegini diiglinmekteyiz. Bu

amagla hasta gruplarinin daha uzun stireli takibi uygun olabilir.
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6. OZET

Protein oksidasyonu, protein disfonksiyonu ve hastaliklar arasindaki iligki bilyiik ol¢lide
belirsizdir, ancak hastaliklarin etiolojisinde enzimlerin ve yapisal proteinlerin oksidatif
modifikasyonlarinin rol oynadigi bilinmektedir. Bu ¢aligmanin amaci meme kanserli hastalarda
oksidatif stresle protein karbonil gruplar: arasindaki iliskiyi gostermektir.

Protein karbonil gruplan 2,4-dinitrofenilhidrazin ile karbonil gruplarimn derivatasyonu
sonucu olusan stabil 2,4-dinitrofenilhidrazon {iriinfiniin tesbitiyle gergeklesir. Bu iiriin
spekrofotometrik olarak Sl¢iiliir.

Burada sunulan sonuglar proteinlerin oksidatif modifikasyonunun gostergesi olan 2,4-
dinitrofenilhidrazinle reaksiyona girmis karbonil {iriinlerinin tedavi almamis meme kanserli
hastalarin serumlarinda, tedavi alan meme kanserli hastalara oranla arttigini géstermektedir.

Bu calismanin sonuglari meme kanserinde serbest radikal birikimini ve proteinlerin
oksidasyonuyla hasar olusumunu gdstermektedir. Serum protein karbonil gruplari meme

kanserinin tedavisiyle iligkilidir.
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7. SUMMARY

The relationship among protein oxidation, protein dysfonction and diseases remain
largely unclear, however, it is known that oxidative modification of enzymes and structural
proteins may play a significant role in the aetiology of diseases.

The aim of this study was to investigate the relation between oxidative stress and protein
carbonyl group in patients with breast cancer.

The assay for detection of protein carbonyl groups involve derivatisation of the carbonyl
group with 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH), which leads to formation of a stable dinitrophenyl
(DNP) hydrazone product. This product was detected by a spectrophotometric assay.

The result presented here show that the serum level of 2,4-dinitrophenylhydrazone-
reactive carbonyl derivates, as a marker of oxidative modification of proteins, increased in plasma
of patients with breast cancer before treatment compared to patients with breast cancer after
treatment with chemotherapy.

The results presented support the statement that in breast cancer accumulation of free
radical species and an oxidation of susceptible protein injury occurs. Serum protein carbonyl

groups level corralates with the treatment of breast cancer.
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