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1. GIRIS

Serbest radikallerin ve antioksidanlarin, fizyolojik olaylardaki fonksiyonlar ile ilgili
deliller her gecen giin artmaktadir. Serbest radikaller en dig yoriingesinde ortaklanmamisg
elektron bulunduran kimyasal maddelerdir. Serbest radikaller organik veya inorganik
molekiiller olabilirler. Normal olarak metabolizma sirasinda invivo {iretilebildikleri gibi,

endiistriyel ¢aligmalar sirasinda da olusabilirler.

En Onemli serbest radikaller oksijen radikalleridir. Serbest radikaller lipid
peroksidasyonuna sebep olarak membranlarii, 6zellikle hiicre zarinin yapisim bozarlar,
. mutajenik etkileri ile gen programlarim degistirerek kansere sebep olurlar. Giinlimiizde
serbest radikallerin yol agtifi hastaliklarla baglantili arastirmalar 6nem kazanmigtir.
Serbest radikallerin reaksiyon kapasitesi yiikksek olup kanser olusumu yaninda,
ateroskleroz, katarakt, Parkinson hastalifi, Alzheimer hastalifi, romatizma, enflamasyon

ve diabet gibi hastaliklarin olusumunda da rol aldiklan diigiintilmektedir.

Hiicrelerde, serbest radikal olusumunu engellemeye veya zararl: etkilerini azaltmaya
yonelik enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma mekanizmalar1 vardir.
Antioksidan enzimlerden en 6nemlileri siiper.oksit. dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve katalaz (CAT)’dur. Vitamirilerden ise E ve C vitaminleri kuvvetli
antioksidandirlar. Serbest radikallerin ¢esitli hastaliklarin olugumunda rol aldif diisiincesi,

Onlenmelerinde ve tedavilerinde antioksidanlarin kullamlabilecegi fikrini dogurmustur.

Bu ¢alisgmada, larinks kanserli hastalarin kanser6z ve nonkanserdz larinks
dokularindaki SOD ve GSH-Px aktiviteleri arastirildi. Bu enzimlerin kanserli hiicre ve
dokulardaki aktivite degisikliklerinin belirlenmesi, kanser metabolizmasinin anlagilmasinin

yanisira, hastaligin teshisi, tedavisi ve prognozun degerlendirilmesinde yardimci olabilir.



2. LITERATUR BILGIi

2.1. Serbest Radikaller

Atomun yapisi bir ¢ekirdek ve onun ¢evresinde “orbital” adi verilen uzaysal bolgede
¢ift olarak bulunan elektronlardan olugur. Her orbitalde en fazla iki elektron bulunur ve bu
elektronlar zit spinlidir. Kimyasal bir kovalent bag olusurken, bagi meydana getiren
atomlarin dig orbitallerindeki elektronlar ortaklasa kullanilirlar. Molekiillerin ¢ogu son
yoriingesinde ¢ift elektronlu olup, az sayidaki molekiil ise tek yani eksik elektronludur. Bir
baska deyisle dig yoriingelerinde ortaklanmammg bir veya daha fazla elektron
bulundururlar. Ortaklanmamis elektron genellikle iist kisma yazilan nokta ile gosterilir.
Eksik elektronlu olan bu molekiiller bulabilecekleri herhangi bir molekiil ile iletisime girer
ve bu molekiilden ya bir elektron alir veya ona bir elektron verirler. Eksik elektronlarindan
dolay1 bu molekiiller son derece reaktif olup kisa Omiirliidiirler. Bagka molekiiller ile
kolayca elektron alis verisine girip onlarin yapisim1 bozan bu molekiillere “Serbest
radikaller, oksidan molekiiller veya reaktif oksijen partikiilleri” denir (Southorn ve Powis
1988, Halliwell 1991, Ozdemir 1993, Cheeseman ve Slater 1993).

Bir atomdan digerine elektron ge¢mesi ile bag olusmus ise buna iyonik bag denir.
NaCl buna dmektir. Elektron ortaklanmasi varsa buna da kovalent bag denir. iki oksijen
atomu yan yana gelerek kovalent bag yaparlar (Dargel 1992).

Ozet olarak serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelir.

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin her bir fragmanda ortak elektronlardan biri
kalarak hemolitik béliinmesiyle olugur.

X:Y —» X-+Y-

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi. Bu olay ¢ogunlukla heterolitik
béliinmede goriiliir. Kovalent bag:1 olusturan her iki elektron atomlarin birinde kalirlar.
Bdoylece serbest radikaller degil iyonlar meydana gelir.

XY — p X +Y
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesiyle olugur.
X+e —» X

Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak nétral
olabilirler. Organik veya inorganik molekiil seklinde olabilirler. Cu*?, Fe™, Mo*’, Mn*?,
gibi gecis metallerinin de ortaklanmamis elektronu oldugu halde serbest radikal olarak
kabul edilmezler (Deby ve Pincemail 1988, Lunec ve Blake 1990, Halliwell ve Gutteridge
1990, Cheeseman ve Slater 1993).



2.1.1. Serbest oksijen radikalleri ve reaktif oksijen tiirleri

Aktif oksijen bilesiklerinin ¢ogu serbest radikaldir ve bunlara serbest oksijen
radikalleri denir. Molekiiler oksijen (O;) birer elektronu eksik iki oksijen atomundan
olusmustur. Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler;
oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlan1 ve hidroksil
radikalidir. Oksijenin elektronlar1 6yle dagilmiglardir ki bu elektronlarin iki tanesi
eslesmemigtir. Bundan dolayr oksijen bir “diradikal” olarak da degerlendirilir. Ancak bu
molekiiliin reaktif bir 6zelligi yoktur. Ciinkii her iki atom denge halindedir. Oksijenin bu
Ozelligi diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini, radikal olmayan
maddelerle yavas reaksiyona girmesini saglar (Cheeseman ve Slater 1993). Oksijen en son
suya indirgenirken beraberinde birgok reaktif radikal iiriinleri olusur (Klebanoff 1980, Bast
ve ark 1991).

2.1.2. Siiperoksit radikali

Oksijen molekiiliiniin, ¢evresindeki herhangi bir molekiilden bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu siiperoksit radikal anyonu (SOR) meydana gelir (Sekil 2.1-a).
Stiperoksit radikali hem ¢evresel etkenler hem de organizmadaki enzimatik ve
nonenzimatik reaksiyonlarla en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikalidir (Yigit ve
Yurdakok 1996). Siiperoksit radikalinin bu reaksiyonunu ksantin oksidaz ve respiratuar
zincir komponentleri katalize ederler. Yani en biiyiik kaynag: elektron transport zinciridir
(Deby ve Pincemail 1988, Halliwell ve Gutteridge 1990, Halliwell 1991, Cheeseman ve
Slater 1993, Halliwell 1994). Bir serbest radikal olmasina karsin kendisi ¢ok zedeleyici
degildir. Yap1 olarak rediikleyici olan siiperoksitin asil 6nemi hidrojen peroksit (H202)
kaynagi olmasinda ve metal iyonlarimi rediikleyici etkisinden kaynaklanmir. (Yigit ve
Yurdakok 1996).

20r+2H ——————p H202 + O2



A10-Ol+1e — 1Q-0l

Dogal Oksijen Siiperoksit
B-I0-0l +2e¢ — 10 -0l
Dogal Oksijen Peroksid
veya , 10-01+1e —— 10-0Ol
Siperoksit Peroksid
= = +
C-0-01 +2H ——  H,0,
Peroksid Hidrojen Peroksit

D- 01 + H —— OH-

Singlet Oksijen Hidroksil Radikali

E- 101 +2H —— H,0

Singlet Oksijen Hidroks:zl Radikali
Sekil 2.1. Dogal oksijenden tiireyen oksidan molekiiller

Bu reaksiyonlar sonucunda siiperoksit radikalleri ortamdan temizlenir ve sonugta
radikal ortaya ¢ikmadigindan bu reaksiyonlar dismutasyon reaksiyonlar1 olarak bilinir.
Dismutasyon reaksiyonlar1 kendiliginden olabilecegi gibi, SOD enzimi tarafindan da
katalizlenebilir (Yigit veYurdakdk 1996). SOD bu reaksiyonun hizim 4000 kat artinir
(Freeman ve Crapo 1982, Flohe ve Otting 1984, Matkovics ve ark 1985). Siiperoksit
radikali pKa’si zayif oldugundan pH’dan 6nemli O&lglide etkilenir. Asidik ortamda
dismutasyon daha hizlidir. Oysa nétral pH ve yiiksek pH ’da dismutasyon zayif ¢alisir
(Yigit ve Yurdakok 1996).

Endotel kaynakl bir radikal olan nitrikoksit (NO) ile siiperoksidin birlegmesi sonucu
basta proteinlere zarar veren birgok toksik iiriin meydana gelir. Diisiik pH degerlerinde
oksidan perhidroksil radikali olusur. Perhidroksil ile reaksiyona girince biri indirgenirken
digeri okside olur. Bu dismutasyon reaksiyonunda oksijen ve hidrojen peroksid olusur

(Klebanoff 1980, Halliwell ve Gutteridge 1990, Cheeseman ve Slater 1993).
HO»+02 +H+ —3p  O2+ H202

Indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit meydana getirebilir. Bu

reaksiyonlar reversibldir.

Fe? + 02 — 3 Fe® + Ox



Cu+ + O2 - 5 Cu™ + O

Stiperoksit radikalinde kendiliginden dismutasyon olabilir, ortamdan proton alarak
perhidroksi radikalini olusturabilir, hidrojen peroksitle birleserek hidroksil radikali ve
singlet oksijen olusturabilir veya diger tepkimelerle singlet oksijen yapimina sebep olabilir.

Stiperoksit radikalinin olusumuna neden oldugu radikaller diger radikalik
tepkimeleri baglatir ve stiperoksitin kendisinden ¢ok daha reaktif ve toksik etkilidirler. Bu
nedenle siiperoksit radikalleri olustuklan anda uzaklastirilmazlarsa diger radikallerin
olusumu kagimilmazdir. Siiperoksit radikalleri gevresel etkiler, kimyasal bilesikler ve
fiziksel etkenlerle olusabilir. Baz1 sartlarda goriiniir bélge isinlar1 da dahil olmak {izere
biitiin yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar, her oksijenli ortamda SOR olustururlar.
Cevresel etkiler izole edilse bile oksijeni metabolize eden canlilarda siiperoksit olusur.
Ozellikle hidrokinonlarin, katekolaminlerin, tiollerin, indirgenmis boyalarin ve
hemoproteinlerin otooksidasyon tepkimelerinde, ¢esitli enzimatik tepkimelerde, oksidaz ve
hidroksilaz enzimlerinin katalitik etkisi sirasinda siiperoksit yapim olur (Yigit ve
Yurdakék 1996) .

2.1.3. Hidrojen peroksit radikali

Oksijen iki elektron alarak peroksit molekiiliinii olusturur. Bu molekiiliin olugsmasi
bazen stiperoksidin bir elektron alis1 ile de olabilmektedir (Sekil 2.1-b). Peroksit molekiilii
iki hidrojen atomu ile birlesecek olursa hidrojen peroksit olusur. Bu molekiil bir radikal
olmayip hafif reaktif 6zellikte bir oksidandir (Sekil:2.1-c) (Ozdemir 1993). H,0,
membranlardan kolayca gegebilen uzun 6miirlii bir oksidandir (Lunec ve Blake 1990).

O2 + 2¢ +H2 —»» HO2

Oz + 2H — H02 +O2

Bir radikal olmadig: halde hidrojen peroksitin serbest radikal biyokimyasinda énemi
biiyiiktiir, ¢iinkii stiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve organizmaya en zararh
reaktif oksijen partikiilit olan hidroksil radikali ve singlet oksijen olugturmak {izere kolayca
yikilabilir.

H202 + O —3» OH + OH +02



Haber-Weiss reaksiyonu adi verilen bu reaksiyon demir ile katalizlendiginde gok
daha hizhidir (Klebanoff 1980, Weiss ve Lobuglio 1982, Deby ve Pincemail 1988, Lunec
ve Blake 1990, Sies 1991, Cheeseman ve Slater 1993, Yigit ve Yurdakok 1996).

0, + Fe® —>» Fe? + 0,

Fe? + H,0, ——» Fe* + OH + OH

0y +H,O, ——3p OH + OH + O

Bu reaksiyonlardan da anlasilacag: iizere siiperoksit hem hidrojen peroksit kaynagi
hem de gecis metalleri iyonlarimn indirgeyicisidir. Indirgenmis gegis metalleri okside

formlara gére hidrojen peroksit ile daha reaktiftirler (Cheeseman ve Slater 1993).

2.1.4. Hidroksil radikali

Hidroksil radikali (OH’), Fenton reaksiyonu adi verilen reaksiyonla ge¢is
metallerinin varliginda hidrojen peroksitin indirgenmesiyle meydana gelir (Sekil:2.1-d).
Son derece reaktif bir oksidan molekiildiir. Olustugu yerde biiyiik hasar meydana getirir.
Difiizyon kontrollii hizlarda kargilagtifi molekiillerin ¢ogu ile reaksiyona girer. Yar
Omriiniin kisa olmasi nedeniyle reaksiyona girmeden etrafa fazla yayillamaz. Ancak,
tiretim bolgesinde Onemli zedelenmeye sebep olur. Hidroksil radikalinin yiiksek
reaktivitesi nedeniyle istenmeyen toksik etkileri olmasma ragmen iiretilmesi normal
biyolojik fonksiyonlar i¢in gereklidir. Fagositoz ve pekgok enzimatik katalizin zorunlu bir
pargasi olarak hidroksil radikali tiretilir (Yigit ve Yurdaksk 1996, Lunec ve Blake 1990).

2.1.5. Singlet oksijen

Ortaklanmamis elektronu olmayan, tek atom halinde reaktif bir molekiildiir. Serbest
radikal degildir. Serbest radikallerin reaksiyonlar1 sonucu olusabilir veya serbest radikal
reaksiyonlarim baslatabilir. Uyarilmis elektronlarinin daha diigiik enerji seviyelerine
inmestyle 151k yayar. Singlet oksijen iki hidrojen atomu alirsa su meydana gelir (Sekil:2.1-
e). Singlet oksijenin kimyasal bir bilesikle etkilesimi sonucu kemiluminesans meydana

gelmesi ve bunun Slgiilmesi ile reaktif oksijen tiirlerinin direkt tayini yapilabilmektedir



(Klebanoff 1980, Babior 1984, Lunec ve Blake 1990, Halliwell ve Gutteridge 1990, Sies
1991, Cheeseman ve Slater 1993).

Serbest oksijen radikalleri diginda, karbon merkezli radikaller (R’), peroksil
radikalleri (ROO *), alkoksil radikalleri (RO °), thiyl radikalleri (RS *) gib 6nemli serbest
radikaller de vardir (Sies 1991)

2.2, Hiicrede Serbest Radikal Olusumu ve Sebepleri

Baslica glukozun oksidasyonu sirasinda olmak iizere organizmada tiim anabolik ve
katabolik reaksiyonlar sirasinda siirekli olarak oksidan molekiiller olusurlar, glinkii canh
organizma, gerek dis ve gerek i¢ etkenlerin (6r: stres, salgi maddeleri) uyarilmast ile her an
zorlanmaktadir. Bu zorlamalar sirasinda ve kirli havanin ig¢indeki molekiillerin etkisi ile
normal yasam siireci iginde zaman zaman oksidan molekiiller belirli bir diizeyin {istiine
¢cikmaktadir. Serbest radikaller hem tabii yoldan hem de endiistriyel iglemler sirasinda ¢ogu
oksijen reaksiyonlarinda olugsmaktadirlar. Ornegin, organik maddelerin havada ¢iiriimesi,
plastiklerin iglenmesi, boyalarin kurumasi sirasinda ve mitokondrilerdeki oksidatif
fosforilasyon siirecinde, aragidonik asitten tromboksan, prostoglandinler ve 16kotrienlerin
olusumunda, yabanci maddeler ve mevcut substratlarin metabolizmas1 sirasinda,
enflamatuar reaksiyonlarda, makrofajlarin ve graniilositlerin solunumsal patlamasi yolu ile
tiretilmektedirler (Klebanoff 1980, Weiss ve Lobuglio 1982, Babior 1984, Halliwell 1994).

Hava kirliligi, sigara, cesitli karsinojenler, asbestos, fenobarbital, baz1 kanser ilaglar,
181, agir egzersiz, radyasyon, enflamasyon, diyet yaglan gibi bir ¢ok faktor radikal
olusumunu ve bunlara bagh hasan baglatabilirler (Tablo 2.1) (Jacobson 1987, Ozdemir
1993, Yigit ve Yurdakdk 1996).



Tablo 2.1. Oksidanlarin kaynaklar

A- Normal biyolojik islemler
- Oksijenli solunum
- Katabolik ve anabolik iglemler
1-Kiigiik molekiillerin otooksidasyonu (tioller, hidrokinonlar,
tetrahidroproteinler, antibiyotikler, katesolaminler ve flavinler)
2- Enzimler ve proteinler (ksantinoksidaz, triptofandioksijenaz, hemoglobin)
3- Mitokondriyal elektron transportu
4- Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri
(stokrom P4s¢, stokrom Bs)
5- Peroksizomlar
6- Plazma membram (Lipoksijenaz, Prostoglandin sentetaz, Fagositlerde NADPH
oksidaz, Lipid peroksidasyonu)
B- Oksidatif stres yapict durumlar
1- iskemi, hemoraji, travma, radyoaktivite, entoksikasyon
2- Ksenobiyotik maddelerin etkisi
a- Inhale edilenler
b- Aligkanlik yapan maddeler
c- Ilaglar
3- Stres ile artan katesolaminlerin oksidasyonu
4- Fagositik enflamatuar hiicrelerden salgtlanma
5- Uzun stireli metabolik hastaliklar
6- Diger nedenler: Sicak soku, giines 151m
C- Yaslanma

Hiicrelerde en biiylik serbest radikal kaynag elektron transport zincirinden elektron
sizintisidir. Iskemi, hemoraji, travma, entoksikasyonlar, radyoaktivite etkisi veya allerjik
durumlarda mitokondrideki aerobik oksidatif fosforilasyon dengesi etkilenir ve “elektron
tasima sistemi”ndeki elektron kagaklari daha ¢ok olur. i¢ mitokondriyal membranda
lokalize oksidatif fosforilasyon zincir komponentleri biiyiik oranda indirgendigi zaman
mitokondriyal siiperoksit radikali agiga ¢ikar (Freeman ve Crapo 1982, Erden 1992,
Cheeseman ve Slater 1993, Yigit ve Yurdakék 1996).

Serbest radikaller birgok enzimin katalitik sikluslan sirasinda da agiga ¢ikar. Bu
enzimlerden biri ksantin oksidazdir. iskemi sonras1 olusan siiperoksit radikal fazlaligimn
primer kaynagi ksantin dehidrogenazdir. Bu enzim, normalde elektronlarin piirin
bazlarindan nikotinamid diniikleotid (NAD)‘in oksitlenmis formlarina transferini saglar.
Hipoksi esnasinda bu enzim hizla ve irreversibl mekanizma ile ksantin oksidaza déniigtir.
Ksantin oksidaz, elektronlarimi direkt olarak oksijene transfer ederek ¢ok fazla miktarda
SOR olusturur (Freeman ve Crapo 1982). Bu degisim intraseliiler kalsiyum arttifinda

enzimin proteolitik saldiriya ugramasi ile olur ve otuz saniyelik bir iskemi sonrasinda dahi



olabilir Hipoksi esnasinda seliiler ATP yeni olusan ksantin oksidaz i¢in mitkkemmel bir

elektron kaynag olan hipoksantine doniigmektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Iskemide siiperoksit olusumu hipotezi

Molekiiler oksijen, stiperoksit i¢in gerekli olan son substrattir ve oksijenlenmis kanla
dokunun reperfiizyonu esnasinda temin edilir. Non iskemik dokularda ksantin oksidaz ve
hipoksantinle perfilizyon hasan iki katina ¢ikmaktadir. Ksantin dehidrogenaz, tiim viicuda
dagilmigtir ve Ozellikle barsak, karaciger ve akcigerlerde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunur. Son zamanlardaki veriler, benzer mekanizmalarla iiretilen SOR’nin kalp, b&brek,
karaciger, deri ve beyin gibi organlarda da postiskemik hasarin énemli bir boliimiinden
sorumlu oldugunu gostermektedir (Bulkley 1983,Yigit ve Yurdakék 1996). Ksantin
oksidaz enzimi diisiikk basingta aktif degildir (<20 mmHg). Reperfiizyonda pO:2 arttifinda
ksantin oksidaz aktiflesir ve SOR olusur (Bakan 1985).

SOR, oksijenin hidrojen perokside rediiksiyonu sirasinda da meydana gelir. Aldehit
oksidaz, ksantin oksidaza benzer ve SOR {iretir, ayrica dihidroorotatdehidrogenaz,
flavoprotein dehidrogenaz, triptofandeoksijenaz gibi enzimler de siiperoksit radikal
olusumuna sebep olurlar (Freeman ve Crapo 1982, Erden 1992, Cheeseman ve Slater

1993).



Reaktif oksijen tiirlerinin 6nemli bir kaynag: da aragidonik asit metabolizmasidir.
Fagositik hiicrelerin uyarilmas: fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna, plazma
membranindan aragidonik asitin salimmina yol acar. Arasidonik asitin enzimatik
oksidasyonu ile serbest radikal ara iiriinleri olugur (Freeman ve Crapo 1982, Lunec ve
Blake 1990).

Alkol ve uyusturucu gibi aligkanhk yapici maddeler, 6zellikle homeostazisi bozarak
asin oksidan olusumuna yol agmaktadirlar. Sitotoksik ilaglardan nitrofrontain, bleomisin,
doksorubicine, adriamisin’in faydalarinin yanisira oksidanlarn artirdiklar1 vurgulanmstir.
Basta enfeksiyéz ajanlar olmak iizere bir¢ok nedenle artmis olan lSkotrienler, platelet
aktive edici faktor (PAF), prostoglandinler gibi mediatdr maddeler, graniilositleri aktive
ederler. Bu hiicreler aktive olunca hem doku lezyonunun oldugu yerde birikir, hem de

oksidan molekiilleri olustururlar (Ozdemir 1993).
2.2.1. Serbest radikallerin aktifligi

Serbest radikaller, aktiflikleri bakimindan farklilik gosterirler. Bazilann oldukga
stabildir, ancak biiyiik bir kismu tamamen aktif ve anstabildirler. Bu sebeple saniyenin
fraksiyonlariyla 6l¢iilebilecek sekilde ¢ok kisa omiirliidiirler. Cok aktif olmalar1 sebebiyle
¢ogu diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar (Pryor 1986).

Serbest radikallerin hiicre i¢i ve dis1 etkilerini, ¢6ziinebilirligi ve difiizyon mesafesi
gibi faktorler belirler. Serbest radikallerin etkinligi baglica difiizyon mesafesi ile ilgilidir.
Serbest radikaller, basta membran fosfolipidleri olmak tizere biitlin biyomolekiilleri
etkileyerek ¢esitli derecede doku hasarina yol acarlar (Southorn ve Powis 1988).

Stiperoksit radikali ve hidrojen peroksit, hiicre iginde tretildikleri yerden hiicre
disina gikarak uzak mesafelere difiize olabildikleri i¢in etkilerini hiicre i¢inde ve diginda
genis alanlarda gosterirler. Hidroksil radikali ise, aktivitesinin fazla olmasi sebebiyle etki
stiresinin ¢ok kisa olmasindan dolay1 kaynagindan fazla uzaklagamadan civarindaki tiim

biyolojik mokeliillerle reaksiyona girebilir (Halliwell 1989).
2.3. Serbest Radikallerin Etkileri
Serbest radikaller, bagta membran fosfolipidleri olmak iizere proteinler, niikleik

asitler, lipidler, lipoproteinler, bag dokusu makromolekiilleri gibi biitiin biyomolekiilleri
etkileyerek ¢esitli derecelerde doku hasarina yol agarlar. Serbest radikaller, diger bir
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radikal veya baska molekiillerle gesitli sekillerde etkilesebilirler. Iki radikalin bir araya
gelip ortaklanmamus elektronlarin paylagilmasi ile stabil bir molekiil meydana
getirebilecekleri gibi, nonradikal molekiillerle reaksiyona girerek bagka serbest radikalleri
de olusturabilirler. Boylece poliansatiire yag asitlerinin lipid peroksidasyonunda oldugu
gibi bir dizi serbest radikal zincir reaksiyonu ortaya ¢ikarirlar. Sonug olarak ilk tegekkiil
eden serbest radikaller sadece lokal etkiler olusturdugu halde, bundan tiireyen sekonder
radikaller ve serbest radikal i¢eren reaksiyonlarda ortaya ¢ikan yikim tiriinleri, ilk radikalin
olustugu bolgeden uzakta etki yaparlar (Southorn ve Powis 1988).

Etkilenen doku hiicrelerinde, etyolojik ajan ne olursa olsun birgok metabolik
degisiklik meydana gelir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Tetiklenen metabolik degisiklikler

-Membran depolarizasyonu,

-Adenozin miktan artis1,

-Voltaja bagli Ca kanallarinin agilmasi,
-Eksitator transmitterlerin salgilanmast,
-Endojen opiyatlarin arts1,

-Endotel mediyatorlerin salgilanmasi,
-Litik enzimlerin aktive olmasi,

-Lipit peroksidasyonu olugmasi,

-Protein dekarboksilasyonu olugmast,
-Ksantinin {irik asite doniislimiinan artmasi,
-Mitokondrial fosforilasyonun dengesinde bozulma,
-Reaktif oksijen partikiillerinin artnmasi.

Bu metabolik basamaklara bakildiginda hiicre igindeki serbest kalsiyum miktarinin
artmasinin metabolik basamaklarin tetiklenmesinde 6nemli bir rol oynadid: goriilmektedir.
Hiicre i¢i kalsiyumun bu yollardan biri veya birkaginin birlikteligi ile artigi, litik enzimleri
aktive edici etki gostermektedir. Hiicrenin temel yap1 taglar1 olan lipitler ve proteinler
yikilmaya baglamakta ve bu iglem sirasinda reaktif oksijen partikiillerinin dokudaki diizeyi
artmaktadir. Partikiillerin hem bu artis1 bagka zararli metabolik iglemleri tetiklemekte hem
de litik enzimlerin baglattigi yikimi hizlandiric1 etkiye yol agmaktadir. Bu olaylar artmus
olan partikiillerin daha da artmasina neden olur ve bdylece oksidan molekiillerin artis1 ile
yikict metabolik olaylarin hizlanmasi seklinde bir kisir dongii meydana gelir (Sekil 2.3)
(Ozdemir 1993).
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Hiicre i¢i Ca artis1

l

Litik enzimlerin aktivasyonu
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Lipid Protein Ksantin Mitokondriyal
peroksidasyonu dekarboksilasyonu fosforilasyon
FL l OD l X0 l
Eikosanoidler Putressin Urik asit
OKSIDAN MADDELER

(FL: Fosfolipaz, OD: Ornitin Dekarboksilaz, XO: Ksantin oksidaz)

Sekil 2.3. Hiicre igi Ca'un artis1 ile litik enzimlerin aktivasyonu sonucu oksidan
molekiillerin olusmasi

Organizmamn yabanci maddeler ve enfeksiy6z ajanlara kars1 savunmasinda 6nemli
rolleri olan oksidan molekiiller, belirli diizeyde kaldiklan siirece faydalidirlar. Nétrofil,
monosit ve graniilositler tarafindan salinarak, fagositozda bakterisidal etki gosterirler.
Ancak belirli diizeyin fizerinde olusurlar veya antioksidanlar yetersiz olur ise, yani
homeostazis bozulursa s6z konusu oksidan molekiiller organizmanin yap1 elemanlar olan
protein, lipid, karbonhidrat, genetik materyaldeki niikleik asitler ve faydali enzimleri
bozarak organizmaya zararh hale gelirler (Tablo 2.3) (Ozdemir 1993).

Tablo 2.3. Artmis oksidanlarin zararlan

-Hiicre organelleri ve membranindaki lipit ve protein yapisini bozarlar

-Hiicre i¢i yararli enzimleri etkisizlestirirler

-DNA'y1 tahrip ederler

-Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar

-Litik enzimleri aktive ederler (elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipooksijenaz,
siklooksijenaz, ksantin oksidaz, indolamin deoksijenaz, triptofan deoksijenaz,
galektoz oksidaz)

-Hiicrenin K kaybim artirirlar

-Platelet agregasyonunu artirirlar

-Dokulara fagosit toplanmasim artirirlar

-Hiicre digindaki kollajen doku komponentlerini, savunma enzimlerini (antiproteaz
vs.) ve transmitterleri yikarlar

-Kapiller permeabiliteyi bozarlar
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2.3.1. Membran lipidlerine etkileri

Hiicre membranlan serbest radikallerden en g¢ok ve en gabuk etkilenen kisimdir.
Membranlardaki poliansatiire lipitlerde genelde birden fazla ¢ift bag bulunur. Bu baglar
oksijen tiirevi serbest radikallerin atagina karsi duyarlidir. Lipid-radikal etkilesmesi ile
peroksitler olusur. Bu peroksitler oldukga labil ve reaktif olup, hiicresel zedelenmeye yol
acan otokatalitik reaksiyon zincirleri olustururlar. Yani kendi kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu seklinde ilerlerler. Bu yolla olusan membran hasar1 geri dontistimsiizdiir (Oski
1980, Freeman ve Crapo 1982, Fritsma 1983, Halliwell ve Gutteridge 1984, Lunec ve
Blake 1990, Winrow ve ark 1993, Cheeseman ve Slater 1993).

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan oksijen tiirevi radikallerin etkisiyle
membran yapisindaki poliansatiire yag asiti (PUFA) zincirinden bir hidrojen atomu
uzaklastirilmasiyla baslar. Bunun sonucu yag asiti bir lipid radikali 6zelligi kazanir. Bu
lipid radikali dayaniksiz olup bir dizi degisiklige ugrar. Molekiiler oksijenle etkilesmesi
sonucu lipid peroksil radikali meydana gelir. Bu da diger poliansatiire yag asitlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna neden olur. Bu arada lipid peroksil
radikalleri agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksitlerine déniigiirler. Bu
olay kendi kendine katalizlenerek devam eder (Hassun 1983, Deby ve Pincemail 1988).

Cogu biyolojik olarak aktif olan aldehidler, lipid hidroperoksitlerin yikimiyla olusur.
Bu bilesikler, hasar1 baglangigtaki etki alanindan hiicrenin diger kisimlarina yayabilir.
Boylece bir ¢ok doku hasar1 ve hastalifa sebep olur (Bagdage ve ark 1974, Deby ve
Pincemail 1988, Lunec ve Blake 1990, Winrow ve ark 1993, Cheeseman ve Slater 1993,
Halliwell 1994). Hiicre igi ve hiicre dis1 gesitli yapilan etkileyebilir. Lipid peroksidasyonu
sirasinda ortaya ¢ikan aldehidlerden en iyi bilinenleri malondialdehid (MDA) ve 4
hidroksialkeral (6zellikle 4 hidroksi nonenal, HNE) 'dir (Halliwell 1994). Ug ya da daha
fazla ¢ift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonu malondialdehid meydana getirir.
Bu da tiobarbiitirik asit (TBA)le olgiilir. Bu yontem lipid peroksit diizeylerinin
Olgiilmesinde sik kullanmilir. MDA, yag asiti oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir
indikatorii degildir. Ama lipid peroksidasyonunun derecesiyle korelasyon gosterir
(Freeman ve Crapo 1982, Erden 1992). Peroksidasyonla olusan MDA membran
komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olur. Bu da deformasyon,
iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilegenlerinin agregasyonu gibi intrinsik
membran O6zelliklerini degistirir. Bu etkiler MDA'min mutajenik, genotoksik ve

karsinojenik etkilerini izah eder (Freeman ve Crapo 1982). Plazma membram ve organel
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lipid peroksid:ayonu daha Once bahsedilen serbest radikal kaynaklarinin hepsiyle stimiile
olur ve metallerin varlig1 ile artirilir. Bu metaller stiperoksit ve hidrojen peroksidin daha
giiclii oksidanlara doniigiimiinii katalizlerler (Freeman ve Crapo 1982, Halliwell ve

Gutteridge 1984).

2.3.2. Niikleik asitler ve DNA iizerine etkileri

DNA iizerinde mutasyonlara neden olan serbest radikaller hiicrenin 6liimiine yol
acarlar (Perchellet ve ark 1988). Sitotoksitite, biiyikk oranda niikleik asit baz
modifikasyonlarina baglh olusan kromozom degisiklikleri ve DNA’daki diger bozukluklar
sonucu meydana gelir. Aktif fagositlerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan
kolayca gegerek hiicre ¢ekirdegine ulasir. Burada DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna,
hatta hiicre 6liimiine yol acar (Lunec ve Blake 1990, Winrow ve ark 1993, Cheeseman ve

Slater 1993, Halliwell 1994).

Ozellikle hidroksil radikali olmak tizere serbest radikaller niikleik asit bazlarmin
modifikasyonu ve DNA seridi kirilmasina neden olurlar. DNA polimerazi inhibe ederler.
Karsinojenezis, hiicre yaslanmasi ve hiicre Oliimiine kadar giden siiregleri baslatip
ilerletebilirler (Draper ve ark 1983). Tekrarlanan hipoksi ve yeniden perfiizyon
epizotlarinin sonugta kisir bir dongii olusturan bir dizi zararhh olayr baglattigy ileri
stirilmektedir. Vaskiiler daralma sonucu gelisen hipoksi, oksidatif fosforilasyona zarar
verir. Yeniden perflize oldugu epizotlar ise asir1 miktarda serbest radikal birikimine yol
acar. Serbest radikallerin mitokondrial DNA ve ayrica oksidatif fosforilasyona katilan
enzimler ve mitokondri zan {izerinde mutajenik etkisi oldugu bilinmektedir. Bu durum
hiicrelerin oksijen kullanabilme giiciinii azaltirken, serbest radikallerin ileride yol agacaf
hasara kars: onlan daha duyarli hale getirir. Bu déngli devam ederken hiicre hasara
ugramig oksidatif fosforilasyon enzimlerini yenilemek i¢in hasara ugramis mitokondrial
DNA' y1 kullanamamaktadir (Randall 1992).

2.3.3. Proteinlere etkileri

Serbest radikal etkisine karsi poliansatiire yag asitlerinden daha az hassas olan

proteinlerde zarar verici zincir reaksiyonlanmin hizla ilerleme ihtimali daha azdur.

14



Proteinlerin serbest radikal etkisinden ne derece etkilendigi amino asit kompozisyonuna
baglidir. Doymamis bag ve siilfiir igeren molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi
yiiksek oldugundan triptofan, trozin, fenil alanin, histidin, metionin, sistein gibi amino
asitleri igeren proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenirler. Stoplazmik ve membran
proteinleri, ozon ve protoporfirin IX gibi okside edici ajanlara maruz kaldiktan sonra
dimerlere veya daha biiyiik agregatlara ¢apraz baglanabilirler. Prolin ve lizin, siiperoksit,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikali iireten reaksiyonlara maruz kaldiklart1 zaman
nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilir (Freeman ve Crapo 1982, Lunec ve Blake 1990,
Erden 1992, Yigit ve Yurdakdk 1996).

2.3.4. Karbonhidratlara etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H,0,, peroksitler ve oksaldehitler
meydana gelir. Bunlar 6zellikle diyabetin patogenezinde 6nemli rol oynar (Lunec ve Blake

1990).

2.4. Serbest Radikallerle Miicadele

Baghica glukozun oksidasyonu sirasinda olmak iizere organizmada oksidanlar, tiim
anabolik ve katabolik reaksiyonlar sirasi ve sonrasinda siirekli bir olusum ve "Endojen
Antioksidanlar" adi verilen molekiiller tarafindan stirekli etkilsizlestirme siireci
icindedirler. Ciinkii canli organizma gerek dis gerek i¢ etkenlerin uyarilmas: ile her an
zorlanmakta ve travmatize edilmektedir. Bu zorlamalar sirasinda veya kirli havanin
icindeki molekiillerin etkisi ile normal yasam siireci iginde zaman zaman oksidan
molekiiller belirli diizeyin tstiine ¢gikmaktadir. Oksidan molekiil artig1, yine viicutta daima
belirli bir diizeyde bulunan dogal endojen antioksidan molekiiller tarfindan etkisiz hale
getirilmektedirler. Boylece saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin
bunlan etkisizlestirme giicii bir denge igindedir. Antioksidanlarin, oksidan molekiiller ile
miicadelede ©nemli bir yeri vardir. Dogal antioksidanlar bagta olmak tlizere tiim
antioksidanlar etkilerini dort yolla gergeklestirmektedirler.

1.Scavenging (toplayic) etki

2.Quencher (bastiricr) etki

3.Repair (onarict) etki

4.Chain Breaking (zincir kiric1) etki (Ozdemir 1993).
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Scavenging etki, oksidanlarla etkilesip onlari tutma ve ¢ok daha zayif yeni bir
molekiile ¢evirerek etkisiz hale getirmeye denir. Dogal antioksidanlardan enzimler, trakea-
brongial mukus ve kiigiik molekiiller bu tip etki ile oksidan molekiillerin miktarlarim
azaltmaya c¢alisirlar (Ozdemir 1993). Ornegin, stiperoksit ve HyO,'yi temizleyen spesifik
antioksidan enzimlerden siiperoksit dizmutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) bu yolla etki gosterirler. Bu enzimler hiicre stoplazmasinda, mitokondrilerde ve
ekstra seliiler kompartmanda bulunurlar.

SOD

200+ 2H —p H202 + O2

SOD, siiperoksitin hidrojen peroksite dismutasyonunu katalize eden bir metalo
enzimdir (Yavuzer 1993).

Quencher (Bastiric) etki, oksidanlarla etkilesime girip onlara bir hidrojen aktararak
" aktivitelerini sondiiren ve inaktif hale getiren molekiillerin etkinligidir. Vitaminler,
flavanoidler, trimetazidin ve mannitol bdyle etki olusturan gruptur. Omek olarak, peroksi
(ROO) ve alkoksi (RO’ radikaller ile reaksiyona girerek lipit peroksidasyonunu
engelleyen vitamin E verilebilir. Vitamin E lipit radikalle reaksiyona girerek onu radikal

olmayan bilesik haline doniistiiriirken kendisi radikal haline gelir (Ozdemir 1993).

ROO + VitE 5 ROOH +VitE

Vit E radikali nisbeten stabil, reaktivasyonu az olan bir radikaldir. Vitamin C
tarafindan gergeklegtirilen bir tamir olay: ile Vit E'ye rediikte olur. Siklus vitamin C
radikalinin (semiaskorbat radikali) semiaskorbat rediiktaz tarafindan rediiksiyonu ile
tamamlanur.

VitE + VitC ———» VitE + VitC

Haber-Weis reaksiyonlarini katalize eden metalleri baglayan hemoglobin,
seruloplazmin, haptoglobin, albumin gibi bilegikler, antioksidan etki tiplerinden bir
digerini olustururlar. Bunlar oksidanlar1 kendilerine baglar, zincirlerini kirar (Chain
Breaking) ve fonksiyonlarnnm engelleyici etki gosterirler. Iste makromolekiil
antioksidanlardan seruloplazmin ve albumin bakiri, plazmadaki transferrin demiri, ferritin
hiicre i¢i demiri, hemoglobin ise eritrositlerdeki demiri baglayarak, oksidan olugumunun
asirt olmasim engellemek suretiyle antioksidan etki yaparlar (Yavuzer 1993, Ozdemir
1993).
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2.5. Antioksidanlarim Siniflandirilmasi

Antioksidanlar endojen kaynakli (dogal) ve eksojen kaynakl (ilaglar) olmak {izere

iki ana grubta toplanabildigi gibi, serbest radikal olusumunu

Onleyenler (ferritin

transferrin, seruloplazmin, hemopeksin, haptoglobin gibi metal iyonlarim baglayan

molekiiller ve peroksitleri ortadan kaldiran maddeler) ve mevcut serbest radikalleri ortadan

kaldiranlar (enzimler ve nonenzimatik faaliyet

stmflandinlabilirler (Tablo 2.4) (Ozdemir 1993,Yigit ve Yurdaksk 1996).

Tablo 2.4. Antioksidanlarin simflandirilmast

A.DOGAL ANTIOKSIDANLAR

L.LEnzimler
1.Siiperoksit dismutaz (SOD)
2.Katalaz
3.Glutatyon peroksidaz
4.Glutatyon reduktaz
5.Hidroperoksidaz
6.Sitokrom-C oksidaz

I1.Makromolekiiller (Metal iyonunu
baglayanlar)
1.Seruloplazmin
2.Transferrin
3.Ferritin
4 Hemoglobin
5.Myoglobin

II1.Mikromolekiiller (Enzim
olmayanlar)
1.E vitamini ve analoglart
2.C vitamini
3.Thiol igerenler
-Glutatyon
-N. Asetil Sistein
-Metionin
-Kaptopril
4.A vitamini-Beta karoten
5.Urik asit
6.Ubiquinon

7.Glukoz
8.Bilirubin

B.ILACLAR

1.Rekombinant h- SOD
2.Ebselen
3.Amino steroidler
4.Demir selatérleri :
Phenantroline, Desferrithionin,
Desferroksamin, Dimethylthiourea,
Alfa-ketohydroksipyridine
5.Sitokinler :
TNF ve Interlokin I
6.Ksantin oksidaz inhibitérleri:
Allopurinol, Oksipurinol, Tungsten
7.Mannitol
8.Barbitiiratlar
9.Flavonoidler
10.Trimetazidin
11.Iindopamid

C.GIDA ANTIOKSIDANLARI

1.Butylated hydroxitoluene (BHT)
2.Butylated hydroxianisole (BHA)
3.Sodyum benzoat

4.Ethoxiquin

5.Propyl galate

6.Fe siiperoksit dismutaz

yapan maddeler) seklinde de
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Scavenger etki yapan dogal enzimler hiicrede, stoplazmada, mitokondride
bulunduklar gibi ekstra seliiler kompartmanda da bulunurlar (Freeman ve Crapo 1982,
Packer ve Landvik 1990, Cheeseman ve Slater 1993, Isbir 1994).

2.6. Antioksidan Tepkimeler ve Antioksidanlar

Organizmada siirekli bir oksidan molekiilii yapilir ve bu molekiiller dogal endojen
enzimlerle ilk basamakta etkisiz hale getirilmektedirler. Dolayisiyle bu basamaga "endojen

p- e 1]

enzimler basamag1" denir.

202"+4H+ +4e —>» 2H0
20, " +2H" ——p H;0,+0;
H,0, —_» H,O + O, veya

H,0,+GSH ____, 2H,0+GSSG

iki siiperoksit, dért hidrojen ve dort elektron ile birlesip iki molekiil suya veya iki
hidrojen ile reaksiyona girip daha zayif oksidan olan hidrojen peroksite doniistiiriiliir. Bu
reaksiyonda SOD ve stokrom C oksidaz enzimleri kataliz6rdiir. Normal kogsullarda
mitokondrilerde bulunan stokrom sistemi, hiicre i¢i stoplazmik yapilari siirekli olarak
oksidanlarin zararli etkilerinden korumakta, bunun yetersiz kaldig1 durumlarda, SOD ve
diger dogal enzimler devreye girerek yardim etmektedirler (Marklund 1990,0zdemir
1993).

H,0, ise katalaz enzimi katalizorliigiinde su ve oksijen molekiillerine doniistiirtiliir
veya GSHaz enzimi aracilifiyla glutatyon molekiilii ile etkilesime girer ve su molekiiliine
doniigiir. Glutatyon ise rediikte hale (GSSG) gelir (Stryer 1988, Lunec ve Blake 1990). Bu
sirada doku hasarimin oldugu bélgede dogal enzimlerden kagabilmis olan oksidan
molekiiller hiicre veya Kkapiller membranindaki lipidleri etkileyerek lipid
peroksidasyonunu baglatirlar. Azda olsa baglamis olan bu reaksiyonun artmamasi igin

engelleyici mekanizmalar devreye girer.

VitE + LOO- —» LOOH + VitE-

LOOH+GSH —» GSSG +20H + H,0
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Dogal enzimlerden kagan oksidan molekiillerle, scavenger etkileri olan kiigiik
molekiiller miicadele ederler. Akut dénemde azda olsa baslayan lipid peroksidasyonu ile
agiga ¢ikan LOO -, lipofilik 6zelliginden dolayr membranda erimis halde bulunan vit E ile
reaksiyona girer ve daha zayif oksidan olan LOOH'ya, vit E ise yine zayif radikal etkinlikli
radikal vit E- 'ye doniisiir. Ortamda yeterli diizeyde bulunan GSH, LOOH ile reaksiyona
girer ve onu etkisizlestirirken yine ortamda bulunan vit C zayif oksidan molekiil olan
radikal vit E- 'yi tekrar aktif vit E 'ye doniistiiriir. Kendisi ise zayif oksidan olan radikal vit
C- 'ye doniigiir. Radikal vit C- ise iki hidrojen ile reaksiyona girerek tekrar aktiflesir.

VitE-+Vit. C —» VitE+VitC:
VitC-+2H —p VitC

VitE-+GSH ——»p VitE +GS:

Radikal vit E- ortamda vit C bulamazsa GSH ile reaksiyona girerek aktif vit E 'ye
doniigiir. Ancak bu reaksiyonda olduk¢a 6nemli olan GSH harcanacagindan vit C'nin
ortamda yeterince bulunmasi ¢ok daha yararli olacaktir, ¢iinkii GSH hem akut dénemde
olusan LOOH i¢in hem de daha sonraki asamada olusacak olan hidrojen peroksid ve
‘OH'nin etkisiz hale getirilmesi i¢in gereken 6nemli bir molekiildiir. Radikal vit E- miktan
agir1 hale gelir veya vit C yetersiz olursa, radikal vit E: LOOH ile reaksiyona girer ve onu
daha kuvvetli radikal olan LOO- 'ya doniistiiriir (Lunec ve Blake1990, Packer 1991).

VitE- + LOOH 3 LOO- +VitE

Vit Cnin direkt olarak O- ve OH- radikallere scavenger etki gosterdigi
vurgulanmistir. Iskemi ve enflamasyon bolgesinde akut dénemde veya reperfiizyon
déneminde dogal enzimler ve GSH miktann yetersiz ise, Opr ve H0O,, ortamda
serbestlesmis halde bulunan Fe™ veya Cu'® Katalizorliigiinde birbirleriyle reaksiyona
girerek en gii¢lii radikal olan OH- molekiiliinii olustururlar. Bu reaksiyona Haber-Weiss
reaksiyonu denir (Freeman ve Crapo 1982, Halliwell ve Gutteridge 1990, Sies 1991).

0, + H,0, — OH:+OH + O, veya

O, radikali dogrudan Fe™ ile reaksiyona girer ve olusan Fe* ile H,0, etkileserek
OH- molekiilii olusur. Bu reaksiyona da Fenton Reaksiyonu denir. Bazen H,O; ile Fe*? 'nin
etkilesimi OH- radikalinin olusumu ile sonuglanmayip FeO" (ferril demir) molekiiliine

déniisiim ile sonuglanabilmektedir. Buna da “Alternatif Reaksiyon” denir.
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H,0, + Fe? — 3 FeO'+H,0

H,0, molekiiliiniin etkisiz hale getirilmesinin diger bir yolu, ortamda klor, metionin
ve oksipurinol gibi maddelerin bulunmasina baglidir.

H,0, +C1 —» HOCI +OH:

HOCI + Metionin/Oksipurinol —®  Radikal inaktivasyonu

En etkili ve en zararh radikal olan OH- molekiiliiniin inaktivasyonu yaninda 6zellikle
akut donemde veya reperfiizyon sirasinda GSH'dan bagka vit E ve vit C'nin birlikte ve
yeterli diizeyde bulunmalarn, nekrozun yayilmasinin engellenmesinde olduk¢a onemlidir

(Ozdemir 1993).

Cu+2

OH-+GSH —» H,0+GS:

GS-+VitE —>» GSH+ VitE-

Memeli hiicrelerinde radikallerin detoksifikasyonunda rol alan siiperoksit dismutaz
SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px)ve katalaz (CAT) olmak iizere {i¢ enzim vardir.
Bunlar, antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir kismimi olustururlar. Bu enzimler,

antioksidan etkilerini serbest radikal tiretimini etkilemeden gosterirler (Niki 1987).
2.6.1. Siiperoksit dismutaz

Mc Cort ve Fridovich tarafindan ilk olarak 1968 yilinda tamimlanan SOD
(Ec:1.15.1.1, Ec-SOD) enzimi superoksidin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
doniisiimiinti  katalizler. Hiicresel fragmanlardaki enzim hiicrede birkag degisik
kompartmanda bulunur ve superoksid seviyesini kontrol etmede onemli rol oynar
(Beckman ve ark 1973, Stryer 1988, Marklund 1990, Halliwell 1994).

20y +2H+ —p H;0,+ 0,

Superoksit bu reaksiyonda hem oksidan hem de rediiktan olarak hareket eder.
Dokularda superoksidin kimyasal etkisi serbest radikal zincir reaksiyonlan tarafindan
kuvvetlendirilir. Enzimin fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri
superoksid radikallerinin zararh etkilerinden koruyup lipid peroksidasyonunu
engellemektir (Niwa ve ark 1990). Bu reaksiyon sponton olarak olusabilir. Ancak SOD
enzimi sayesinde hiz1 4000 kat daha hizli ger¢eklesir. Enzim hiicrelerde birka¢ degisik
kompartmanda bulunur. Bunlardan sitozolik enzim her biri igerisinde bir eq (ekivalan)

Cu'? ve Zn*? tagiyan birbirine benzer iki alt iiniteden meydana gelir (Cu-Zn SOD). Halbuki
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mitokondriyal enzim sadece Mn ihtiva eder (Mn-SOD). Hiicrede en ¢ok bulunan izomer
sitozolik Cu-Zn SOD'dur. Cu-Zn SOD 21 nolu kromozomda, Mn SOD ise 6 nolu
kromozomda lokalizedir (Freeman ve Crapo 1982, Flohe ve Otting 1984, Matkovics ve ark
1985). Her iki SOD'nin katalizledigi reaksiyon aymdir. Ancak Cu-Zn SOD siyanid ile
inhibe edilebilirken, Mn SOD siyanid ile inhibe edilemez (Salin ve McCord 1974).

Yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda SOD aktivitesi fazladir ve doku PO; artisi
ile artar. SOD'un ekstraseliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir. Normal metabolizma sirasinda
hiicreler tarafindan yiiksek oranda SOR olugurken intraseliiler SOD diizeyleri diigiik tutulur
(Beckman ve ark 1973, Lunec ve Blake 1990). Siiperoksit anyonu Cu*? ve bir arginin
rezidiisiiniin guanido grubuna baglanir. Bu baglanma sonucunda siiperoksitten bir elektron
Cu'?ye geger, sonugta Cu" ve molekiiler oksijen meydana gelir. ikinci bir siiperoksit
anyonu Cu' 'dan bir elektron, baglanma ortagindan ise iki elektron alarak H,O,
olugtururken enzim tekrar Cu*? formuna déniismiis olur (Stryer 1988).

SOD-Cu*?+0,, —» SOD-Cu’+0;,

SOD-Cu* + Oy +2H" —» SOD-Cu** + H,0,

Fagositer graniilositlerin fonksiyonu i¢in SOD ¢ok 6nemlidir. Bakterilerin fagositer
graniilositler tarafindan oldiiriilmesinde 6nemli rol oynar. Lenfositlerde graniilositlerden
daha fazla miktarda SOD bulunur (Kobayashi ve ark 1977). Bazi aragtirmacilara gore
polimorf niiveli l6kositler (PNL) tarafindan artmis siiperoksit salimimi, PNL'lerin
stiperoksit toplayici aktivitesinin azalmasindan sorumlu olabilir. Antifagositik aktivitesi
olan kolsisinin PNL'de siiperoksit iiretimini bloke ettigi, siiperoksit toplayici aktivitenin
azalmasim onledigi gbzlenmistir (Rister ve ark 1978, Hiramatsu ve Arimori 1988, Pronai
ve ark 1991).

2.6.2. Glutatyon peroksidaz

Hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu olan glutatyon peroksidazin yapisinda
dort atom selenyum bulunur. Bu, énemli bir kismim olusturur ve bir ¢ok dokuda bulunan
major sitozolik selenyumlu enzimdir (Flohe ve Otting 1984, Lunec ve Blake 1990,
Spallholz 1990,). Bu enzim rediikte glutatyonu (GSH) H,O, kargisinda oksitlenmis
glutatyona (GSSG) ¢evirir. Bu enzim biinyesindeki selenyum sayesinde yag asidi
hidroperoksitlerinin ve hidrojen peroksitin yikilmasim saglar :

H,0, + 2GSH —» GSSG +2H,0
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ROOH + 2GSH ———™ GSSG +ROH +H,0O

Heksoz monofosfat santinda elektron alicis1 olarak NADP gérev yapar. ilk olarak
“Respiratuar Burst” (solunumsal patlama) sirasinda elektron vericisi olarak NADPH

kullanilarak oksijenin siiperokside indirgenmesi sonucu NADP {iretimi artar.

NADPH Oksidaz.
20, + NADPH » 20, +NADP+H"

NADPnin diger kaynag: hidrojen peroksitin detoksifikasyonundan sorumlu olan

glutatyon  peroksidaz-glutatyon rediiktaz = sistemidir (Babior 1984). Ayrnca
hidroperoksitlerin rediikte olmasiyla meydana gelen GSSG glutatyon rediiktaz araciligiyle
GSH'a doniistir.

GSH-Px-
2GSH + H,0, —p GSSG + 2H,0

GSH-Red.
GSSG + NADPH+H," ———» 2GSH + NADP"

Hidroperoksitlerin rediikkte olmasiyla meydana gelen GSSG Glutatyon rediiktaz

aracihgiyle GSH'a donigiir.
GSH-Red.

GSSG + NADPH +H, —» 2GSH + NADP'
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSHPx), molekiil agirligi 20000
dalton olan, monomerik, selenyum atomu ihtiva eden, sitozolik bir enzimdir. Membran

fosfolipit hidroperoksitlerini alkollere indirger (Spallholz 1990).

PLGSH-Px
H,0, + 2GSH ———p GSSG + 2H,0

PLGSH-Px
ROOH + 2GSH ——¥®» GSSG + ROH+H,0

PLGSH-Px
PLOOH +2GSH —» GSSG + PLOH +H,0

Vit E, membrana bagli en 6nemli antioksidandir ve simirli oldugu zaman PLGSH-Px
membranin peroksidasyona karst korunmasim saglar (Spallholz 1990). Yani vit E ve GSH-
Px 'in biinyesindeki peroksidasyonu onlemede esas rol alan kismui olan selenyum ile
sinerjetik etki gosterir. Bdylece birbirlerinin viicut gereksinimlerini azaltirlar. Yapisinda

selenyum bulunduran GSH-Px hiicre hasar1 olusturan peroksitlere kargi bir savunma hatti
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olusturur. Ayrica vit E, viicuttan kaybim engellemek veya aktif formdaki devamhiligini
saglamak suretiyle organizmanin selenyum ihtiyacim azaltmaktadir (Pryor ve Castle 1984,
Leonard ve Watson 1986).

GSH-Px'in selenolat formu (E--Se-) peroksit substratimi alkole indirger iken, kendisi
okside senik aside doniisiir (E-Se-OH). Glutatyon bu evrede reaksiyona girerek selenostilfit
olusturur (E-Se-S-G). Ikinci bir glutatyonun selenosiilfite baglanmasi ile enzim, aktif
formu olan selenofat formuna dénerken, glutatyon okside hale doéniisiir (Spallholz 1990).

GSH-Px'in fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px sonumsal patlama sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu
fagositik hiicrelerin zarar gérmelerini engeller (Spallholz 1990). GSH-Px aktivitesindeki
azalma H,0,'nin artmasina ve hiicre hasarina yol agar (Kashiwagi ve ark1994).

GSH-Px aktivitesi yaglilarin 16kositlerinde diisiik, eritrositlerinde yiiksek, esansiyel
hipertansiyonlu hastalarin 16kositlerinde ise diigiik bulunmugtur (Kobayashi ve ark 1977,
Matkovics ve ark 1985, Forslid ve ark 1989, Ceballos ve ark 1992, Niwa ve ark 1993).

2.6.3. Katalaz

Katalaz (CA), H,0,: H,O; oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6) 4 tane hem grubu bulunan
bir hemoproteindir. Gorevi, hidrojen peroksidi oksijen ve suya pargalamaktir. Peroksidaz
aktivitesine sahip olusuna ek olarak, bu enzim bir molekiil hidrojen peroksidi elektron
verici bir substrat olarak digerini de oksidan veya elektron alicis1 olarak kullanabilir.

Peroksizomlarda lokalizedir (Gaetani ve ark 1989).

katalaz
2H, 0 ———3p 2H,0 + O,

2.6.4. C vitamini

C vitamini (askorbik asit), kapali formiilii, C¢HzOg olan bir ketolaktondur. Suda
eriyebilir vitaminlerden olan askorbik asit, 6zellikle yesil renkli taze sebze, meyve ve
turunggillerde bol miktarda bulunur (Niki 1991, Akkus 1995).

Normal plazma miktar1 %0.6 - 1.5 mg. kadardir. Lokositlerde ise bu miktar %16 mg.
kadardir. Giinliik askorbik asit miktar1 yaga ve cinse gore, degisiklik gosterir (Taner 1975,
Koen ve ark 1977). Insanda C vitamini seviyesini anlamak i¢in plazma ve 16kosit askorbat

konsantrasyonlan &lgiiliir. Lékosit konsantrasyonlarinin ise C vitamininin doku depolarim
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yansittifina inanilmaktadir. Lokosit askorbik asit (LAA) seviyeleri plazma seviyesinden
25-80 kat daha yiiksektir (Baggiolini 1980, Evans ve ark 1982, Markert ve ark 1984, Jacob
ve ark 1987, Murata 1991, Dogan ve ark 1994). Bazi hastaliklarin etyopatogenezinin
agiklanmasinda ILLAA seviyesinin bilinmesi 6nemlidir. C vitamini eksikligi olan
hayvanlardan elde edilen 16kositlerde frajilitenin arttifi ve fagositozun bozuldugu tesbit
edilmistir (Evans ve ark 1982).

C vitamini fagositoz igin olduk¢a onemlidir. Oksidatif patlama sirasinda notrofiller
C vitamini alirlar ve aktivasyonu takiben C vitamini konsantrasyonlan azalir. C vitamini
eksikligi olan hayvanlarin lokositlerinde kemotaksis ile bakterisidal aktivitenin deprese
oldugu gosterilmigtir. Saglikli kisilerde C vitamini alimi kemotaktik cevabi arttinr
(Bendich 1990).

Cok giiclii indirgeyici bir ajandir. Bu 6zelligi yapisindaki 2. ve 3. karbonlara bagh
hidrojen iyonlarim1 kolaylikla vermesinden kaynaklanir (Taner 1975, Klebanoff ve ark
1982, Lunec ve Blake 1990, Vera ve ark 1994). Giiglii rediiktan etkisi nedeniyle aym
zamanda iyi bir antioksidandir. Siiperoksit ve OH radikali ile kolayca reaksiyona girer
(Klebanoff ve ark 1982, Lunec ve Blake 1990). Insan 16kositleri dehidroaskorbat1 yakalar
ve hizla askorbik aside indirger. Bunun sonucu heksoz monofosfat santi1 aktive olur (Evans
ve ark 1982). ‘

Askorbirk asit (AA) organizmada bir ¢ok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici
ajan olarak rol oynar. AA kollajen sentezinde lizin hidroksilaz ve Prolin hidroksilaz
enzimleri igin kofaktor olarak gorev yapar (Taner 1975, Cameon ve Pauling 1979, Lunec
ve Blake 1990, Niki 1991, Vera ve ark 1994, Dogan ve ark 1994).

Trozin yikiliminda P hidroksi fenil piruvatin homojentisata oksidasyonu, maksimal
aktivite igin lizumlu olan indirgenmisg bakiri bu hali ile muhafaza edebilen AA'e
gereksinim gosterir (Lunec ve Blake 1990, Niki 1991, Dogan ve ark 1994). Bunun
ardindan gelen basamagi, yine AA'e ihtiyag gosteren ferr6z demir (Fe*?) igerikli bir enzim
olan homojentisat dioksijenaz katalizler. AA siiperoksid radikali gibi ferri demiri ferréz

demire indirger.

Asc + Fe™--protein ——p DHAsc + Fe™ + protein

Bu reaksiyondan sonra AA proteine bagli ferri demiri (Fe*®) fenton reaksiyonunda
H,0, ile etkilesmeye miisait olan ferro demire (Fe*?) doniistiiriir. Boylece serbest radikal

reaksiyonunun énemli bir katalizatoriidiir (Lunec ve Blake 1990).
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H,0, + Fe* —» OH + Fe* + OH.

Safra asiti olusumunda kolestroliin 7- - hidroksilasyonu ilk basamaktir ve AA'e
ihtiyag gosterir (Davies ve Newson 1974, Ginter 1979, Lunec ve Blake 1990, Niki 1991,
Dogan ve ark 1994).

AA varhiginda demir emilimi belirgin olarak artar. Enzimatik olmayan bir yol ile
midede ferri demirin ferro demire indirgenip, absorbe edilmesinde rol alir (Jacob ve ark
1987, Lunec ve Blake 1990, Niki 1991).

Oksidasyon-reduksiyon reaksiyonlarinda ve hiicre solunumunda 6nemli rol oynar
(Beattie ve Sherlock 1976, Vera ve ark 1994). Sigara igenlerde, koroner arter hastalig:
olanlarda ve kanserli hastalarda plazma AA diizeyinin normalden diisik oldugu
kaydedilmistir (Lunec ve Blake 1990, Murata 1991, Akyiiz ve ark 1993, Babette ve
Weksler 1993). AA- DHAsc. Sistemi dokulardaki oksidasyon-reduksiyon reaksiyonlarinin
optimal diizeyde devamini saglar (Chappell ve ark 1988).

Askorbik asit, bagta adrenal korteks steroid hormonlar1 olmak {izere steroid hormon
biyosentezinde rol alir. Adrenalin gibi bazi hormonlarin oksidatif olarak tahribini &nler
(Taner 1975). Ayrica stres esnasinda da bu bezde AA'in arttifn gézlenmigtir (Porter 1984,
Pryor ve Castle 1984, Blake ve ark 1993).

2.6.5. E vitamini

Dokularda en 6nemli zincir kiric1 antioksidan olan E vitamini, lipit peroksidasyonuna
kars1 ilk sirada yer alan korunma mekanizmasidir. Erken dénemde serbest radikalleri
tutarak, hiicre membranlarina zarar vermelerini engeller (Horwitt 1986, Kurian ve ark
1988). Plazma E vitamini seviyeleri siklikla 6l¢iilmekte ve normal populasyonlarda 0.5-1.6
mg/dl diizeyinde ortaya ¢ikmaktadir (Cheeseman ve Holley 1993).

E vitamini, siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijen, lipit peroksi
radikallerini ve diger radikal 6rneklerini indirger (Freeman ve Crapo 1982, Packer ve
Landvik 1990, Packer 1991, Mayes 1993, Gey 1993).

Hiicre membranlarindaki diisiik konsantrasyonlarina kargilik, tabiatta bulunan en
etkili yagda eriyen antioksidandir (Burton ve ark 1982). Hiicre membram igindeki
doymamig yag asitlerini korur. Artmig vitamin E alimmi immun cevaplar

giiclendirmektedir. Bu 6zelligi viicudun kansere kars1 savunmasi ile ilgili olabilir.
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E vitamininin insan graniilositlerindeki NADP oksido-reduktaz enzim sisteminin
selektif bir inhibitorii oldugu kaydedilmistir (Lunec ve Blake 1990). E vitamini lipit
peroksil radikallerini (LOO’) pargalamak ve boylece lipit peroksidasyon zincir
reaksiyonlarim1 sonlandirmak suretiyle antioksidan etki gosterir (Marklund 1990,
Ozdemir1993).

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

E vitamininin, niikleik asit ve protein metabolizmasinda, mitokondriyal fonksiyonlar
ve hormonal iiretimde de rolii oldugu gosterilmistir. Ayrica glutatyon peroksidaz enziminin
bir pargasi olan selenyumun tutulmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Pryor ve Castle 1984,

Leonard ve Watson 1986).

2.6.6. Diger antioksidanlar

Belli bash diger antioksidanlar ve ozellikleri Tablo 2.5°de gosterilmistir (Ozdemir

1993).
Tablo 2.5. Maj6r antioksidanlar ve 6zellikleri

Antioksidan Yapisi Bulundugu yer Ozellikleri

Glutatyon reditktaz =~ Dimerik protein Sitozol, mitokondri  GSSG’yi GSH’ye doniistiiriir

Beta karoten Vit A metabolit Membranlarda .0.; scavenger’i, Direk
prekiirsorii peroksillere etkili

Bilirubin Hemoprotein Kan ve doku Reaksiyon zincirini kirar,
metabolizma tiriinii LOO. ‘yu inaktive eder

Urik asit Ksantin Yaygindir .0, .OH ve peroksil scavenger’i
oksidasyonu Vit C’nin oksadisyonunu engeller

Glukoz Karbonhidrat Yaygindir .OH scavenger’i

Sistein Amino asit Yaygindir Elektron vererek organik

" molekiilleri indirger

GSH Tripeptid Hiicre i¢i ve .0, .OR’ye direk etkili,

alveoller enzimler i¢in substrat
Taurine Beta amino asit Radikal salgilayan ~ HOCI ile reaksiyon,
hiicrelerde ksenobiotiklere baglamr

Trakeobronsial Protein ve Ust solunum yollar1 inhale edilen oksidanlara

mukus glikoprotein scavenger etki

Albumin Protein Yaygin Transition metalleri baglar
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2.7. Larinks Kanseri

Larinksten kaynaklanan malign neoplazmlarin biiyiik bir ¢ogunlugu (% 90-95) yass1
hiicreli karsinomdur. Diinya genelinde larinks karserleri, biitiin kanserlerin % 1-2’sini
olustururlar. Birlesik Devletler’de 1997 yilinda 10900 yeni vaka teshis edilmis ve bu
hastaliktan 4230 6liim meydana geldigi bildirilmigtir. Yine Birlesik Devletler’de laringeal
kanserler, dudakla ilgili kanserlerden 4 kat daha fazla goriilmekte ve dudak kanseriyle
iligkili oliimlerden 41 kat daha fazla Olim meydana getirmektedir. Dil ile ilgili
kanserlerden ise yaklagik 2 kat daha fazla goriilmekte ve laringeal kanserlere bagh
oliimlerin, dil ile iligkili kanserlerden dolayr meydana gelen 6liimlerin 2 katindan fazla
oldugu bildirilmistir (Parker ve ark 1997).

Larinks karserleri erkeklerde kadinlardan 3,5 kat daha fazla goriilmekle birlikte son
yillarda kadinlardaki insidansin arttifa bildirilmis ve bunun kadinlar arasindaki sigara’
tiiketiminin artmasinin bir gostergesi olabilecegi diigtiniilmiistiir (Parker ve ark 1997).

Diinyanin farkli bolgelerinde larinks karserlerinin yas ve cisiyet insidanslarinda
belirgin degisiklikler goriilmesi, c¢evresel etkilerin patogenezde 6nemli rol oynadigim
diistindtirmektedir. Tiitiin ve alkoliin, 6zellikle birlikte kullanildiklarinda bu hastalik igin
potent risk faktorleri olduklar bildirilmistir (Falk ve ark 1989, Muscat ve Wynder 1992).
Tiitiin tek bagina alkolden daha 6nemli bir risk faktériidiir. Alkol tiitiinle iligkili kanserleri
potansiyelize etmekle birlikte, kendisi de baghh basna bir risk faktoriidiir. Sigara
icmeyenler i¢inde laringee}l kanserlerin insidans ve mortalitesinin nispeten diisiik olmasi ve
laringeal kanserli hastalér icinde sigara i¢meyenlerin oranmnin diigiik olmasi, sigara
kullaniminin patogenezde Gnemli bir rolii oldugunu diistindiirmektedir (Wynder ve ark
1976). Sigara aligkanliginin akciger kanserinin en Onemli sebeplerinden biri oldugu ve
laringeal kanser gelisiminde 6nemli bir rol oynadig1 bildirilmistir. Bununla birlikte bazi
aragtirmacilar , larinks ve akciger kanserlerinin cografi dagilimlanimin degisik olabilecegini
ve bu degisikligin, akciger kanserinden ¢ok larinks kanseri olusturmada sinerjik etki
gosteren alkol tiikketimindeki farliliklara bagh olabilecegini bildirmiglerdir (Doll 1982).

Bir aragtirmada larinks kanserlerinin insidansimin kirsalda yasayanlara oranla
sehirlerde yasayanlar arasinda daha yiiksek oldugu bulunmus ve bu farkin sehirlerde alkol
ve sigara kullannmimin daha ¢ok olmasina bagh olabilecegi Gne siiriilmiigtiir. Bunun
yaninda giintimiizde yiiksek laringeal kanser riskiyle iligkili oldugu diisiiniilen irritan
maddelere mesleki olarak maruz kalma orani gehirlerde daha yiiksektir (Ramadan ve ark
1982). Mesleki risk faktorleri olarak kereste tozu komiir ve katran tiriinleri (Maier ve ark
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1992), deri ve deri firiinleri (Decoufle 1979), boya maddeleri, eksoz dumam (Brown ve ark
1988) sayilabilir.

Beslenme aligkanliklar1 da laringeal kanser patogenezinde rol oynayabilir.
Epidemiyolojik c¢aligmalar, beta-karoten alimmin koruyucu olabilecegini géstermistir ve
sebze-meyve tiiketimiyle laringeal kanser insidansi ters orantilidir (La Vecchia ve ark
1990).

Gecgmis birka¢ yil ig¢inde larinks ve bas-boyun bolgesindeki diger yasst hiicreli
karsinoma vakalarindaki karsinogenezisin degisik safhalarinda sitogenetik kanitlar elde
edilmigtir. 3p ve 18q kromozomlarinda bozulmalar (Cowan ve ark 1992), ilaveler ve
yeniden diizenlenmeler belirlenmis (Cowan ve ark 1992, Kaya ve ark 1990), baz1 laringeal
karsinomalarda epidermal biiylime faktorii reseptér geni (c-erb-B)’de amplifikasyon ve
over-expresyon bulunmustur (Irish ve Bernstein 1993). Laringeal yass1 hiicreli
karsinomalarin yaklagik % 60’1inda bir tiimér baskilayici gen olan p53°de mutasyonlar

goriilmiigtiir (Maestro ve ark 1992).

2.8. Serbest Radikallerin Kanser Olusumundaki Rolleri

Serbest radikallerin zararli etkileri molekiilde, organelde ve hiicre diizeyinde
olabilmektedir. Bu zararh etkiler enzim inaktivasyonu, membran harabiyeti ve diger
degisikliklerle hiicresel fonksiyonu etkilemektedir (Dogan ve ark 1989). Bir¢ok karsinojen
maddenin hiicre etrafindaki oksidan stresi arttirarak kansere sebep oldugu ileri
stirlilmektedir (Guyton ve Kensler 1993). Serbest radikal iireten birgok bilesigin, peroksit
ve hidroperoksitlerin, in vivo tiimérleri ilerlettikleri gésterilmigtir. Aktif oksijen tiirlerinin
tiretimini artiran demir gibi gegis metallerinin kullanimi hayvanlarda ve insanlarda kanser
gelisimi ile korelasyon gostermektedir. Nikel ve krom da benzer etkiye sahiptir (Guyton ve
Kensler 1993).

Radyasyonun karsinojenezdeki etkisinin temelinde DNA hasarn1  oldugu
varsayllmaktadir. Kanser olusumunda DNA'daki direkt etkilerden ayr olarak X ve y
isinlan dokularda serbest radikallerin olugmasina neden olur. Sonugta meydana gelen
hidroksil, siiperoksit ve dier radikalller DNA ve diger baska makromolekiiller ile
etkileserek molekiiler hasara yol agar ve bdylece 1ginlama enerjisinin karsinogenik
etkilerine katkida bulunur (Robert ve Murray 1991).

Insanlar ve hayvanlarda inflamasyon ve karsinojenezis arasinda kuvvetli bir iligki

vardir. PNL'ler formol esterlerine maruz birakildiklarinda fazla miktarda O ve H,0, gibi
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reaktif oksijen tiirleri ile aragidonik asitin okside {iriinlerinin salindig1 bildirilmektedir.
Formol esterlerinin, oksidanlarin fazla miktarda salinmasina neden olarak epidermal
hiicrelerde DNA hasarim uyarabilecegi ileri siiriilmiistiir (Adams ve Lewis 1987, Fulton ve
ark 1989). Tiimor promotorleri ile hizla aktive olan PNL'ler, fazla miktarda aktif oksijen
tiirlerini olusturmak suretiyle komsu hiicrelerin makromolekiilleri (DNA'y1 da kapsayan)
tizerinde zararh etkiler gosterirler ve DNA zincir kirilmasi uyarilir. Bu tip DNA hasarinda
oksijen tiirlerinde H,0, sorumlu tutulmaktadir. H,O, kendisi DNA ile iligki kurmamakta
fakat DNA'y1 etkileyecek (HOCI, O ve OH) diger molekiilleri olusturmaktadir. H,O,
metal iyonlann varlhiginda OH radikali olusturur. Bu da DNA kromatinlerin proteinlerini
etkileyerek DNA kirilmasina neden olur. Piirin ve pirimidin bazlarina saldirarak
mutasyonlara sebep olurlar. Oksidatif stresten en gok etkilenen bazlar DNA'daki guanin ve
sitozindir. Deoxiguanozindeki 8 numarali karbona bir oksijen atomunun baglanmasi ile
hidroxiguanozin olusur. Bu bilesik fizyolojik ph'da 8 oxoguanozine doniisiir ki bu da DNA
da anormal baz dizilisine ve bdylece mutasyonlara neden olur (Sekil 2.4) (Akkus 1995).

8 Hidroksiguanin
(Mutajenik lezyon)
. Oksidasyon
Guanin + OH p (Guanin - OH)
8Hidroksiguanin Radikali Rediiksiyon
Halka yapisi agilmig
guanin

Sekil 2.4. Hidroksil radikalinin DNA'ya etkisi

Guanindeki halka yapisinin agilmasi DNA replikasyonunu durdurur ve bu bilesigin
DNA'y1 tamir edici enzimler tarafindan ortadan kaldirilmasi yeni bozukluklara sebep olur
(Akkus 1995).

Reaktif oksijen tiirlerinin en 6nemli intraseliiler kaynag: mitokondridir. Mitokondrial
DNA, ROP ile agir hasar goriir. Peroxide mitokondrilerin DNA extraktlarinda
mutasyonlara neden olan 8 hidroksiguanin igeriginin 6nemli derecede arttif1 gosterilmistir
(Richter 1992, Hrusckewycz 1992).

Lipid peroksidasyonuyla uyarilan DNA harabiyetinin karsinojenezise neden
olabilecegini agiklayan mekanizmalar vardir. Lipid peroksidasyon diriinleri ve DNA

arasmdaki iligki mutasyonlarin bir kaynag: olarak biyolojik bakimdan 6nemli olmaktadir.
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Mutajenlere ve karsinojenlere kargt savunma mekanizmalarinin en Onemlisinin oksijen
radikalleri ve lipid peroksidasyonuna kars1 yapilan islemler oldugu bildirilmektedir. Bunlar
arasinda antioksidanlar 6nemli rol oynarlar (Knuutila1984, Vaca ve ark 1988).

Lipid peroksidasyon {iriinleri ile reaksiyon sonucu  prekarsinojenlerin son
karsinojenlere aktivasyonu tesbit edilmigtirr N hydroxi -N asetil amino fluorene'nin
aktivasyonu buna ornektir. Linoleik asit, hidroperoksid ve katalitik olarak aktif demirin
bulundugu reaksiyon sistemi igerisinde 2 nitrosofluorene ve N asetoksi -N-asetil-2 amino
fluoren olmustur (Floyd ve ark 1976).

Malondialdehid ve lipid peroksidasyonunun diger aldehitik iiriinlerinin mutajenik
etkisi invitro ¢aligmalarda gosterilmigtir. Lipid peroksidasyonuyla olusan DNA hasari ve
karsinojenezisin baglama ve ilerlemesi arasindaki iligkinin varliin1 gésteren kamtlar vardir
(Vaca ve ark 1988).

Lipidler DNA ve RNA polimeraz aktivitesini de etkilerler. Karsinojenezisin erken
basamaklarinda lipid antioksidatif dzelliklerinin degismesinden dolay: fosfolipidlerde olan
degisiklikler normal hiicreninkinden farklidir. Lipid kompozisyonu ile enzim aktivasyonu
arasindaki bag kolay etkilenmez. Ancak bu bagdaki bozukluk sadece tiimor olusumundan
onceki son evrelerde goriiliir (Burlakova ve ark 1980).

Lipid peroksidasyon iiriinlerinin karsinojenik etkileri ve DNA hasarinda 8
hidroksideoksi guanozin (OH Gua) 'nin olugumu 6nemli bir faktor olarak goériilmektedir,
¢iinkii OH Gua gen ifadesini degistirmekte ve mutasyonlara neden olmaktadir (Griffith ve
ark 1993).

Oksijen metabolizmast tiimorlerde normal olmayip oksijen toksisitesine baglica
sebebin antioksidan savunmada azalmanin olabilecegi ileri silirtilmektedir (Casali ve ark
1988). Lipidlerin oksidatif reaksiyonlarinin hizi, lipid kompozisyonu ve lipide bagimli
enzimlerin miktar1 arasindaki korelasyon, karsinojenlerle bozulmaktadir. Kimyasal
karsinojenlerin bu etkisi glukoz 6 fosfataz ve sitokrom Pyso modelleri segilerek
arastirilmigtir. Glukoneojenezisin anahtar enzimlerinden olan glukoz 6 fosfataz lipide
bagimhi bir enzimdir. Aktif glukoz 6 fosfataz fosfatidil etanolamine gereksinim duyar.
Antioksidanlarla veya karsinojenlerle muamele edildiginde glukoz 6 fosfataz
aktivitesindeki degisiklikler ile fosfatidil etanolamin konsantrasyonu arasinda kuvvetli bir
korelasyon bulunmustur. Benzer bir iligki pirofosfataz glukoz 6 fosfataz ve fosfatidil serin

arasinda da izlenmistir (Burlakova ve ark 1980).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Hasta gruplarimin se¢imi

Bu ¢alismada, Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak-Burun-Bogaz servisinde
yatan ve tedavi amaciyla opere edilen 10 adet larinks kanserli hastadan operasyon sirasinda
alinan kanser dokusu ve cerrahi sinira ait saglam kontrol dokusu kullanmildi. Bu hastalar
haricinde Selguk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz-Dig-Cene Hastaliklan ve
Cerrahisi A.D. klinigine kronik total protez irritasyonu sonucu gelismis oral mukozaya ait
fibroz hiperplazik kitlelerin eksizyonu igin bagvurmus 10 hastadan elde edilen dokular
" ikinci kontrol grubu olarak kullamld:.

Larinks kanserlilerin olusturdugu gruptaki 10 hastanin yaglar1 43 ile 76 arasinda
degismektedir (ortalama 60.2). Hastalarin hepsi erkektir ve 30-60 yillik 1-2 paket/giin
sigara ve nadiren de alkol kullanicisidirlar. Hastalarin tiimii yass1 hiicreli kanserdir ve
higbiri cerrahi tedavi oncesi radyoterapi veya kemoterapi gérmemistir. 1 hasta daha 6nce
opere olmus ve niiks meydana gelmistir.

Fibroz hiperplazi grubu da 10 hastadan olusmaktadir. Yaglar1 40-69 arasinda
degismektedir (ortalama 56.1). Hastalarin doérdii erkek, altis1 ise bayandir ve tiimii 1
paket/giin olmak iizere sigara kullamicisidir. Bu gruptaki hastalarin higbirinde alkol
aligkanlify yoktur ve higbirisi herhangi bir sebeple radyoterapi veya kemoterapi
gormemigtir.

Elde edilen kanser6z dokular, aym hastalardan alinan nonkanser6z komsu dokular ve
fibr6z hiperplazik dokular, kullanilincaya kadar kiiciik tiipler iginde —80 °C’de muhafaza
edilmisgtir.

3.1.2. Kullamilan cihazlar

1- Derin Dondurucu : Esarsan
2- Ultrasonik Homojenizatér  : Misonix Incorporated,
Model XL 2007, Seri No: M 7084
3- Sogutmal1 Santrifiij :Hettich Universal 30 RF
4- Otoanalizor :Technicon RA-XT
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3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

1 - Siiperoksit Dismutaz tayini igin kullamlanlar:
-Superoxide Dismutase Kiti: Randox-Ransel

2 - Glutatyon Peroksidaz tayini i¢in kullanilanlar:
-Glutathione Peroxidase kiti:Randox-Ransel
-Potasyum siyaniir (KCN), Merck
-Potasyum ferri siyaniir (K3 Fe(CN)s), Merck
-Sodyum bikarbonat (NaHCO3), Merck

3 - Protein tayini i¢in Olympus marka kit (OSR 6170).

3.2.METOD
3.2.1. Doku rneklerinin enzim aktivitesi tayini i¢cin hazirlanmasi

Dokular 3 ml distile su i¢ginde homojenize edildi. Homojenizasyon igin Misonix
marka hiicre pargalayici kullamldi (Model: XL 2007 Seri no: M 7084). Homojenizat 11000
rpm +4 °C’ de 1 saat siireyle santrifiij edildi. Sonugta olusan siipernatandan Randox marka
SOD ve GSH-PX Kkitleri kullamlarak aktivite Ol¢timii yapildi. Sonuglar mikroprotein

basina verildi.
3.2.2. Siiperoksit dismutaz tayini

SOD tayini, Randox marka ticari kit kullanilarak yapilda.

Deneyin Prensibi: Siiperoksit kaynagi olarak ksantin-ksantinoksidaz kullamlir.
Ksantin oksidaz'in katalizledigi reaksiyonla ksantinden iirik asit ve siiperoksid radikali
olugur. Olugan stiperoksid radikali kirmiz1 renkli formazon bilesigi olusturmak igin 2- (4-
iodofenil), 3 (4-nitrofenol) -5-feniltet-razolium klorid (I.N.T.) ile reaksiyona girer. SOD

aktivitesi bu reaksiyonun inhibisyon derecesiyle olgiiliir.

XOD
Ksantin —® Urik asit + O,
Oy
INT —» Formazon renkli bilesigi
SOD

02' + 02' —» 02 + HzOz
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Caligma, kit prospektiisiine uygun bir sekilde  Technicon RA-XT marka

otoanalizorde yapilip, sonuglar agagidaki formiile uygulandi ve hesaplandi.

A(numune)/dakika x 100
100 - = % inhibisyon
A kor / dakika

A (standart)/dakika x 100
100 - = % inhibisyon
A kor / dakika

Elde edilen her bir standart konsantrasyonuna karsi, yiizde inhibisyonu ile gizilen
egriden enzim aktivitesi U/L olarak bulundu. Bu degerler litredeki protein miktarina
béliinerek, sonuglar U mg protein™ olarak hesaplandi.

SOD aktivitesinin direkt 6l¢timii de miimktindiir. Ancak bu metod 6zel cihazlar
gerektirdiginden her laboratuvar igin uygun degildir. Bu nedenle genellikle SOD tayini i¢in
kullanilan metodlar SOD’nin, siiperoksitin baglattig1 bir reaksiyonu inhibe etme yetenegine
dayanir. Stiperoksitin meydana gelmesi i¢in enzimatik ya da enzimatik olmayan metodlar
kullanmlir. SOD’un reaksiyon hizim1 azaltma giicii, enzim aktivitesinin yetenegine baghidir.
Bundan baska SOD tayini i¢in, luminometrik, polografik yada kolorimetrik teknikler
uygulanabilir (Paoletti ve Mocali 1990). SOD'un enzimatik aktivitesinin 6l¢iimiindeki asil
zorluk, SOD substrat1 olan siiperoksitin 6l¢lim ortamu igerisinde iiretilmesidir, fakat pratik

ve kolay uygulanabildigi i¢in sik kullanilmaktadir (Flohe ve Otting 1984).
3.2.3. Glutatyon peroksidaz tayini

Caligmamizda GSH-Px tayini Randox marka ticari kit kullanilarak yapildi.

Deneyin prensibi yliksek spesifiteye sahip Paglia Velentine'nin metoduna
dayanmaktadir (Paglia ve Valentine 1967).

Deneyin Prensibi: Glutatyon peroksidaz, cumen hidroperoksid tarafindan
glutatyonun oksidasyonunu katalizler. Okside glutatyon NADPH varliginda, glutatyon
reduktaz tarafindan indirgenir. Bu arada NADPH, NADP'ye oksitlenir.

GSH-Px
2GSH + ROOH —» ROH + GSSG + H,0

GSH- Red.
GSSG + NADPH + H —» NADP + 2GSH

33



NADPH'1In azalmasina bagh olarak 340 nm'de meydana gelen absorbans degisimi
dlgiilerek enzim aktivitesi hesaplamr. U/L cinsinden bulunan enzim aktivitesi litredeki
protein miktarina béliinerek U-mg protein™ olarak hesaplandi. Okumalar Technicon RA-

XT marka otoanalizérde, kit prospektiisiine uygun bir sekilde yapildi.
3.2.4. Protein tayini

Olympus marka ticari kit (OSR 6170) kullanilarak yapildu.

Deneyin Prensibi: Pyrogallol red maksimum absorbansla kirmizi bir kompleks
olusturmak i¢in molibdat iyonlariyla birlegir. Test sartlan altinda, protein varliginda 600
nm’de maksimum absorbansla mavi-mor renkli bir kompleks olusur. Bu kompleksin

absorbansi numunedeki protein konsantrasyonuyla direkt olarak orantilidir.
3.3. istatistiksel Analiz Metodu

Veriler bilgisayar ortamina aktarilarak “SPSS for Windows 10.0” paket programm
yardimiyla istatistik analiz yapildi.

Veriler  ortalama + standart sapma seklinde oOzetlendi. Coklu gruplarn
karsilagtirllmas: “Kruskal-Wallis varyans analizi” ile yapildi. Farklilik tespit edilen
degiskenin (GSH-Px) ikili karsilagtirmas: “Bonfermoni diizeltmeli Mann-Whitney U” testi
ile yapildi. Anlamlilik seviyesi 0.05 olarak alind1 (p<0.05).
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4. BULGULAR
4.1. Larinks Kanser Grubu SOD Sonuglan

Larinks kanseri sebebiyle opere edilen 10 hastanin kanser dokusu numunelerinde

6l¢iilen SOD enzim aktivite degerleri Tablo 4.1‘de verilmistir.

Tablo 4.1. Kanser grubu SOD sonuglar

No [sim Yas / Cinsiyet SOD Aktivitesi (Umg protein™)
1- LK. 62/E 0,013
2- N.H. 62/E 0,006
3- H.A. 76/ E 0,006
4 - H.A. 65/E 0,008
5- O.K. S0/E 0,006
6 - K.A. 67/E 0,007
7- LG 62/E 0,007
8- M.S. 57/E 0,007
9- M.T. 43 /E 0,007

10 - S.0. 60/E 0,009

4.2. Larinks Kontrol Grubu SOD Sonuclan

Larinks kanseri sebebiyle opere edilen 10 hastanin non-kanser6z komsu doku

numunelerinde Sl¢iilen SOD enzim aktivite degerleri Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Larinks kontrol grubu SOD sonuglari

No Isim Yas / Cinsiyet SOD Aktivitesi (U'mg protein™)
1- LK. 62/E 0,010
2- N.H. 62/E 0,008
3- H.A. 76 /E 0,010
4 - H.A. 65/E 0,011
5- OX. 50/E 0,003
6 - K.A. 67/E 0,007
7 - L.C. 62/E 0,009
8- M.S. 57/E 0,008
9- M.T. 43/ E 0,009

10 - S.0. 60/E 0,011
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4.3. Larinks Kanser Grubu GSH-Px Sonuclar:
Larinks kanseri sebebiyle opere edilen 10 hastanin kanser dokusu numunelerinde

Ol¢iilen GSH-Px enzim aktivite degerleri Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. Larinks Kanser Grubu GSH-Px sonuglari

No Isim Yas / Cinsiyet GSH-Px Aktivitesi (U'mg protein™)
1- LK. 62/E 1,824
2- N.H. 62/E 0,236
3- H.A. 76/ E 2,983
4 - H.A. 65/E 0,530
5- OK. 50/E 3,023
6- K.A. 67/E 2,232
7- L.C. 62/E 3,213
8- M.S. 57/E 0,570
9- M.T. 43 /E 3,940

10 - S.U. 60/E 0,382

4.4. Larinks Kontrol Grubu GSH-Px Sonug¢lar

Larinks kanseri sebebiyle opere edilen 10 hastanin non-kanser6z komsu doku

numunelerinde dl¢iilen GSH-Px enzim aktivite degerleri Tablo 4.4°de verilmistir.

Tablo 4.4. Larinks kontrol grubu GSH-Px sonuglar

No Isim Yas / Cinsiyet GSH-Px Aktivitesi (Umg protein™)
1- LK. 62/E 0,223
2- N.H. 62/E 0,165
3- H.A. 76/ E 0,135
4 - H.A. 65/E 0,062
5- O.K. 50/E 0,344
6 - K.A. 67/E 0,370
7 - L.C. 62/E 0,113
8- M.S. 57/E 0,082
9- M.T. 43 /E 0,084

10 - S.U. 60/E 0,127
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4.5. Fibroz Hiperplazi SOD Sonuclarn
Kronik total protez irritasyonuna bagli olarak oral mukozada gelisen fibroz

hiperplazik kitlelerden 6l¢giilen SOD enzim aktivite degerleri Tablo 4.5°de verilmigtir.

Tablo 4.5. Fibroz hiperplazi SOD sonuglar

No Isim Yas / Cinsiyet SOD Aktivitesi (U'mg protein™)
1- O.A. 42/E 0,008
2- AK. 68/E 0,005
3- S.U. 50/K 0,014
4 - F.P. 40/K 0,011
5- U.0. 59/E 0,015
6- N.O. 62/K 0,014
7- D.A. 62/E 0,005
8 - E.A. 40/K 0,006
9- AQ. 69/K 0,010

10 - M.B. 69/K 0,005

4.6. Fibroz Hiperplazi GSH-Px Sonuglan
Fibroz hiperplazik kitle 6rneklerinde 6lgiilen GSH-Px enzim aktivite degerleri Tablo

4.6’da verilmigtir.

Tablo 4.6. Fibroz hiperplazi GSH-Px sonuglar

No Isim Yas / Cinsiyet SOD Aktivitesi (U"mg protein™)
I- 0.A. 42 /E 0,099
2- AK. 68 /E 0,245
3- S.U. 50/K 0,141
4- F.P. 40/K 0,174
5- 0.0. 59/E 0,104
6 - N.O. 62/K 0,112
7- D.A. 62/E 0,082
8- E.A. 40/K 0,074
9- A.D. 69 /K 0,132

10 - M.B. 69 /K 0,113
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4.7. Gruplara Ait Aritmetik Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Tablo 4.7. Gruplara ait aritmetik ortalama ve standart sapma degerleri

Grup SOD (U'mg protein™)  GSH-Px (U'mg protein™)
I- Kanser dokusu (n=10) 0,00760 = 0,00212 1,893 + 1,377
II- Kontrol dokusu (n=10)  0,00860 = 0,00237 0,17050 + 0,10865
III- Fibr6z Hiperplazi (n=10) 0,00930 * 0,00406 0,12760 + 0.05046

“Mann-Whitney U” Testi’ne gore gruplar arasi iligkiler Tablo 4.8°de gosterilmistir.

Tablo 4.8. Gruplar arasi iligkilerin istatistiksel analiz sonuglar

1- I-SOD / II-SOD Anlamsiz p>0,05
2- 1-SOD / H1I-SOD Anlamsiz p>0,05
3- II-SOD / TI-SOD Anlamsiz p> 0,05
4- I-GSHPx / II-GSHPx Anlamh p <0,05
5- I-GSHPx / III-GSHPx Anlamh p <0,05

6- II-GSHPx /III-GSHPx Anlamsiz p> 0,05




5. TARTISMA ve SONUC

Kanser gelisimi, malign tiimoér formasyonuyla sonuglanan bir dizi biyokimyasal,
hiicresel ve dokusal degisikliklerden olugur (Pitot 1979, Farber ve Cameron 1980).
Kanserde baglangi¢ (initiation), ilerleme (promotion) ve gelisme (progresion) olaylarinin
aydinlatilabilmesi igin aragtirmalar yapilmus, fakat birgok soru hala cevaplandinnlamamigstir
(Welsch 1985).

Karsinojenezis iizerinde yapilan ¢aligmalarda, piirin ve DNA metabolizmas: yaninda
(Durak ve ark 1993, Dolanmaz 1998, Biri ve ark 1999), serbest radikaller {izerinde
durulmus, 6zellikle molekiiler oksijenin kanser olusumunda rol oynadig: diistintilmiistiir

(Ames 1983, Clemens 1991, Dreher ve Junod 1996). Asint iretilmeleri veya metabolize

edilmelerindeki basansizhiga bagh olarak, siiperoksit radikali (O,=~ ), hidroksil_radikali
(*OH), sinélet oksijen radikali (O*) ve hidrojen peroksit radikali (H,O;) gibi molekiiler
oksijenin aktif formlarinin hiicre i¢inde artmasi, hiicresel yapilarda molekiiler hasara yol
agabilir. Bunun sonucunda mutasyonlar, kromozomal sapmalar ve karsinojenezis olusabilir
(Player ve ark 1977, Guyton ve Kensler 1993, Dreher ve Junod 1996). Aktif serbest
radikallerin bunun yaninda biiyiime ve farklilagsmay1 kontrol eden spesifik genlerde hasar
yapip, hiicrelerin daha c¢abuk biiylimesini ve malign forma ge¢melerini stimiile
edebilecekleri bildirilmistir (Freeman ve Crapo 1982, Heckler ve ark 1982, Guyton ve
Kensler 1993, Dreher ve Junod 1996).

Hiicresel yapilarin serbest radikallerin zararli etkilerinden korunabilmesi enzimatik
ve nonenzimatik savunma mekanizmalariyla olur. Bu mekanizmalar reaktif ara iirtinlerin
yok edilmesinde ¢ok dnemlidirler (Halliwell ve Gutteridge 1984a, Dreher ve Junod 1996).
Enzimatik savunma mekanizmasinda primer rolii oynayan enzimler, SOD ve GSH-Px ve
CAT’dir. SOD, toksik siiperoksit radikalinin (O,* ) hidrojen perokside (H,0,)
doniistiiriilmesini katalizlerken, GSH-Px ve CAT hidrojen peroksitin su ve molekiiler
oksijene (O,) aynigtirilmas: reaksiyonunu katalizlerler (Vo ve ark 1988).

Karsinojenezisle serbest radikal metabolizmas1 arasindaki iligki hakkinda bir¢ok
calisma mevcuttur (Cerutti 1985, Kozumbo ve ark 1985, Corrocher ve ark 1986, Vo ve ark
1988, Guyton ve Kensler 1993). Bir¢cok kanserdz doku ve hiicrelerde soz konusu
antioksidan enzimlerin aktiviteleri aragtirilmig ve birbiriyle uyumlu olmayan sonuglar elde
edilmigtir. Kanser6z dokularda SOD ve GSH-Px aktiviteleri genelde diisiik bulunmug
olmakla birlikte (Peskin ve ark 1978, Van Balgooy ve Roberts 1979, Bize ve ark 1980,
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Corrocher ve ark 1986, Vo ve ark 1988, Aceto ve ark 1989, Durak ve ark 1994, Durak ve
ark 1996, Durak ve ark 1997, Durak ve ark 1998, Oztiirk ve ark 1998), bu enzimlere ait
aktivitelerin kanser6z dokularda ve hiicrelerde yiikseldigini (Singh ve ark 1990, Howie ve
ark 1990, Durak ve ark 1993, Kanbagh ve ark 2000, Balasenthil ve ark 2000,
Skrzydlewska ve ark 2001) ve anlamli degigiklikler gostermedigini bildiren sonuglar da
mevcuttur (Hoffman ve ark 1985, Nakada ve ark 1988, Biri ve ark 1999). Bazi
arastirmacilar da, antioksidan potansiyel (AOP) diizeyi 6l¢limiiniin, kanserli dokulardaki
oksidan-antioksidan durumun degerlendirilmesinde daha dogru sonuglar verebilecegini
ileri siirmektedirler (Kagmaz ve ark, 1998).

Caligmamizda, larinks kanserli hastalarin kanser dokularindaki SOD aktiviteleri,
nonkanser6z komsu dokulardakinden diisiik ¢ikmug fakat bu fark anlamli bulunmamais olup,
GSH-Px aktivitesi kanserli dokuda anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Tablo 4.8). Bu
bulgular, kanserdz larinks dokusunda antioksidan enzim metabolizmasinin bozuldugunu
gostermektedir.

Biri ve ark (1999), prostat kanserli hastalarda yaptiklar1 ¢alismada, kanserli prostat
dokusunda SOD aktivitesinin degismemis, GSH-Px ve katalaz aktivitelerinin ise normal
prostat dokusuna goére artmis oldugunu bulmuslardir. GSH-Px ve katalaz enzim
aktivitelerinin artmasinin kanserli prostat dokusunda ortaya g¢ikan serbest radikallerin
olusturdugu metabolik stresi azalttifini, ancak kanserli prostat dokusunun enzimatik
antioksidan sisteminin karsinojenezis esnasinda ortaya ¢ikan oksidan faktorlerle basa
cikamadigini ve hiicresel peroksidatif reaksiyonlan 6nleyemedigini 6ne siirmiiglerdir.

Aceto ve ark (1989), yaptiklann c¢aligmada prostatik karsinomali Kkisilerin
testislerinden alinan 6rneklerde, timor dokuda glutatyon transferaz aktivitesinin yiiksek
diizeyde oldugunu, ancak selenyuma bagli enzim olan GSH-Px aktivitesinin tiimor
dokuda, tiimér olmayan dokudan daha diigiikk bulundugunu bildirmislerdir. Buna benzer
sonuglan gogiis, akciger ve bobrek dokularinda da elde etmiglerdir.

Canbolat ve ark (1997), kanserli deri dokusu, kanser komgsulugundaki saglam doku
ve kansere uzak saglam doku iizerinde yaptiklari ¢aligmada her ti¢ dokuda da SOD ve
tiobarbiitirik asitle reaksiyon veren madde (TBARS) diizeylerinin degismedigini
bulmuglardir. Dolayisiyla serbest radikal metabolizmasinin insan deri tlimorii olusumunda
6nemli bir yerinin olmadigim veya kanserli dokunun reaktif oksijen tiirlerini nonenzimatik
mekanizmalarla elimine etlmig olabilecegini ifade etmislerdir.

Nakada ve ark (1988), kanserli bobrek dokusu ve komsu saglam dokular iizerinde
yaptiklar ¢aligmada her iki dokuda da gerek Cu,Zn-SOD, gerek Mn-SOD ve gerekse total
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SOD aktiviteleri arasinda anlaml bir fark olmadigini, kanser diferansiyasyon derecesinin
SOD aktivitesine etkili olmadigim1 bulmuglar ve buradan hareketle renal hiicreli kanser
olusumunda SOD’un 6nemli bir rol oynamadigim bildirmislerdir.

Howie ve ark (1990), akciger, kolon, mide, meme, bobrek ve karacigere ait kanserli
ve kanser igermeyen komsu dokular iizerinde yaptiklar1 galigmada, karaciger kanseri
haricindeki kanser dokularinda sGSH-Px (selenyuma bagli GSH-Px) aktivitesinin normal
dokuya gore birkag kat arttigim, karacigere ait kanserli dokuda ise azaldigini bulmuslardar.
Bu artisi, sGSH-Px’in organik hidroperoksidlerin detoksifikasyonunda baskin rolii
oynadig1 yoniinde yorumlamislardir.

Singh ve ark (1990), yaptiklar1 ¢aligmada, 6 meme kanserli hastanin 4 tanesinde
GSH-Px aktivitesinin 6 kata varan oranlarda arttigini, 1 tanesinde diistiigtinii, 1 tanesinde
de birbirine yakin oldugunu, aym sekilde glutatyonla iligkili diger enzimlerin (glutatyon s-
transferaz, glutatyon rediiktaz) kanser ve komsu dokularda farkli aktiviteler gosterdigini
bulmuglar ve insan meme Kkanserinde bu enzimlere ait aktivitelerin farkliliklar
gosterebilecegi sonucuna varmiglardir.

Kanserz bébrek dokusunda Durak ve ark (1997), Kagmaz ve ark (1999)’nin elde
ettikleri gibi her iki enzim aktivitesini de Nakada ve ark (1988)’nin sonuglartyla uyumsuz
olarak diigiik bulmugslardir. Bu diisiik enzim aktivitelerinin kanser$z prosesin kendisinden
kaynaklandifim, kanser hiicrelerindeki degismis hemostaz ve metabolizmanin bu
enzimlerin aktivasyon veya sentezini bir¢ok yolla etkileyebilecegini bildirmislerdir.
Buradan hareketle, kanser hiicrelerinde degisiklige ugramis hemostaz ve metabolizmanin
serbest radikal savunma sisteminde zayiflamaya sebep olabilecegini, ve zayiflamig serbest
radikal defans mekanizmasimin Karsinojenezisin farkli safhalarinda rol oynayabilecegini
One stirmiiglerdir.

Yine Durak ve ark (1998), kanserdz karacifer dokusunda SOD ve GSH-Px
aktiviteleriyle birlikte TBARS seviyelerini de diisikk bulmuslardir. Buradan hareketle
kanser6z karaciger dokusunda oksidan stres olmadi1 sonucuna varmislar ve kanserdz
karaciger dokusunun, muhtemelen nonenzimatik antioksidan savunma mekanizmalarinin
yardimiyla serbest radikalleri elimine etmede ve boylece hiicresel peroksidasyon
reaksiyonlarimi 6nlemede basarili oldugunu diisiinmiislerdir.

Corrocher ve ark (1986), insan hepatomasinda, antioksidan molekiillerden en
Onemlisi olan glutatyonu (GSH) ve serbest radikal temizleyici enzimlerden CAT ve GSH-
Px aktivitelerini diigiik bulmuglardir. Bu aktivite azalmasinin, neoplastik mutasyona sebep

olacak serbest radikallerin birikmesine yardimci olabilecegini, fakat bu azalmamn
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karsinojenezisin erken dénemlerinde mi, yoksa ge¢ dOnemlerinde mi oldugunun
bilinmedigini bildirmigler.

Brawn ve Fridovich (1981), enzim sistemlerindeki degisikliklerin malignant
degisiklikten ©6nce olmasi durumunda, toksik serbest radikal birikiminin malign
transformasyonla sonuglanan DNA hasarindan sorumlu olabilecegi iizerinde durmusglardir.

Novi (1981) ile Brada ve Bulba (1982), farelerde deneysel olarak olusturulan
hepatomada glutatyon (GSH) tedavisinin belirgin bir diizelmeye ve sonugta tiimoriin
kaybolmasina sebep oldugunu, Kawano ve ark (1984) ise yliksek dozda glutatyon (GSH)
ile inoperabl kabul edilen bir hepatoma vakasini tedavi ettiklerini bildirmiglerdir.

Bize ve ark (1980), ratlardaki Morris hepatomada SOD aktivitesini diisiik
bulduklarim, ¢alismaya dahil edilen ratlardaki en diisiik SOD aktivitesinin, tiimdrii en izl
biiyliyen deney hayvaminda oldugunu, ayrica hem Cu,Zn—-SOD hem de Mn-SOD’un
spesifik aktiviteleri ile tiimérlerin bilyiime oranlan ve farklilasma dereceleri arasinda
kuvvetli bir korelasyon tespit ettiklerini ve bu sebeple ratlardaki Morris hepatomada SOD
aktivitesi ile malignensi derecesi arasinda bir baglant1 olabilecegini bildirmislerdir.

Koen ve ark (1977) oksidatif hasara kars1 ilk savunmay1 yaptig1 diistiniilen GSH-Px
ve SOD aktivitesi iizerine yaptiklan ¢alismada, hepatoma 27 sitozol ve mitokondrisinde
GSH-Px seviyesinin ¢ok diisiik oldugunu, SOD aktivitesinin ise tiimér mitokondrisinde ve
tiimor hiicre stoplazmasinda normal dokular ile karsilagtinldiginda daha diisiik oldugunu
bulmuglardir.

Oztiirk ve ark (1998), kanserdz insan kolorektal dokusunda her iki enzim aktivitesini
de nonkanseréz komsu dokudan diigiik bulmuslar, bunun sonucu olarak kanser6z dokularin
radikalik strese daha fazla maruz kaldiklarim ve MDA konsantrasyonu artisinin da
gosterdigi gibi, kanserdz dokularda peroksidatif reaksiyonlarin énemli 6lgtide hizlandigim
ileri stirmiiglerdir.

Hoffman ve ark (1985), 23 kansertz insan kolorektal dokusunda nonkanser6z komsu
dokulara oranla SOD aktivitesini diigiik, GSH-Px aktivitesini ve MDA seviyesini ise
degismemis olarak bulmuglar, buna dayanarak insan kolorektal kanserlerinde oksidatif
mekanizmanin diisiik oldugunu, bu sebeple tiimér dokularinda detoksifikasyon enzimlerine
olan ihtiyacin azalma egiliminde olabilecegini bildirmiglerdir. Aym zamanda enzim
aktivitelerine cinsiyet ve kanser farklilagma derecesinin etkili olmadifim1 bildirmisler,
aragtirmalarda elde edilen farkli sonuglarin (Baur ve Wendel 1980) farkli 6lgme metodlar

kullamlmasina bagli olabilecegini 6ne siirmiislerdir.
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Durak ve ark (1996), insan tiroid karsinomasinda s6z konusu olan her iki enzime ait
aktiviteyi de diisik bulunmasmin kanserdz olaymn kendiliinden kaynaklanabilecegini,
kanser6z dokudaki degismis seliiler hemostaz sonucu olabilecegini bildirmiglerdir.

Yine Durak ve ark (1994), insan kanser6z mesane dokusu ve nonkanserdz komsu
dokudaki SOD aktivitesini, kanser olmayan insanlarla karsilistirildiginda diistik bulmuglar,
fakat bunun kanser hiicrelerinin evrensel bir karakteristidi olmadigimi, ¢alisilan organ ve
calisma teknigine gore degisik sonuglar elde edilebilecegini bildirmislerdir.

Yang ve ark (2002), oral kanserlerde yaptiklar1 ¢aligmada az diferensiye tiimor
hiicrelerindeki antioksidan enzim miktarinin iyi diferensiye tlimor hiicrelerindekinden
diistik oldugunu bulmuglar ve dokudaki antioksidan enzimlerin belirlenmesinin, oral
kanserlerin molekiiler teshisinde faydali olabilecegini bildirmiglerdir. Bunun aym
zamanda, s6z konusu enzimlerin koruyucu ve tedavi edici etkilerinin belirlenebilmesi
yaninda tiimér rekiirrensinin gézlenebilmesine de imkan verebilecegini 6ne stirmiislerdir.

Portakal ve ark (2000), meme kanserli hastalarda SOD ve GSH-Px aktivitelerinin
kanserli dokuda daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Bunun, reaktif oksijen tiirlerinin
kanser dokusunda arttif1 goriisiinii destekledigini ve antioksidan enzim miktarlarinda artiga
sebep olabilecegini bildirmislerdir. Artmig antioksidan enzim aktivitelerinin, hiicrelerin
karsinojenik ajanlara hassasiyetiyle iligkili olabilecegini ve tiimor hiicrelerinin
kemoterapétik ajanlara cevabi olabilecegini bildirmiglerdir.

Perchellet ve ark (1987), ¢esitli antioksidanlarin kombinasyonunun (selenyum,
Glutatyon, vitamin E) epidermal GSH-Px ve ornitin dekarboksilaz ilizerine tiimér
promotérlerinin  yaptigi etkiyi inhibe ederek deri tiimor olusumunu azalttifim
bildirmislerdir.

Sainkin ve ark (1991)’na gore nikelin SOD aktivitesini siiratle inhibe ettigi ve
inhibisyon derecesinin nikel konsantrasyonu ile dogru orantili oldugunu bildirmiglerdir.
Nikel ile calisanlarda kanser insidansi yiiksektir. Bu kigilerde SOD aktivitesinde
inhibisyon ve serbest radikal tiretiminde artig gbzlenmistir.

Kokoglu ve ark (1989)’nin Misra ve Fridowich’in epinefrin metodunu kullanmak
suretiyle, akut ve kronik 16semilerde SOD aktivitesini géstermek igin yaptiklar1 ¢aligmada,
I6seminin tiim g¢esitlerinde SOD aktivitesinin normallerden belirgin bir sekilde artmus
oldugunu, bununla beraber remisyonda bu seviyelerin normale déndiigiinii géstermislerdir.
Bu durumun dogrudan 16semi ile SOD aktivitesi arasindaki bir baglantidan ziyade bagka

faktorlerin sonucu oldugunu bildirmiglerdir.
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Nishiura ve ark (1992) nin AML ve ALL’li hastalarin serum Mn-SOD seviyeleri ile
ilgili yaptiklar1 ¢alismada, 16semili hastalarda Mn-SOD seviyesinin normallere gére daha
yiksek oldugunu tesbit etmislerdir. Loseminin regresyon doneminde serum SOD
seviyesinin distiiglinii, bu durumun hastalifin aktivitesine yardimci oldugunu ifade
etmislerdir.

Gonzales ve ark (1984)’min degisik hematolojik malign hastalii olanlarin (AML,
KML, Hodgkin hastalifi, lenfosarcom ve degisik visseral kanserler) eritrositlerinde
yaptiklari ¢aligmada, 16semi disinda SOD, GSH-Px ve katalaz aktivitelerinin normal
stnirlarda oldugunu, ancak losemide SOD aktivitesinin belirgin sekilde arttigim tesbit
etmiglerdir.

Batke ve ark (1988)’nin fare hiicre Kkiiltiirlerinde invitro olusturulan lenfoma
tiplerinde yaptiklar1 ¢alismalarda, hiicre iginde SOD aktivitesinde diigiis oldugunu, GSH-
Px aktivitesinde ise artig oldugunu tesbit etmiglerdir. Bu durumun, lenfoma olusturmak igin
kullanmilan ilaglar sebebiyle hiicre igindeki siiperoksid radikal konsantrasyonunun artigina
bagh olabilecegini ifade etmislerdir.

Tihan ve ark (1989)’nin insan miyeloid l6semisinin bes farkli tipinde yaptiklari
caligmada, 16kosit SOD ve GSH-Px aktivitesinin bazi 16semi tiplerinde digerlerine oranla
artmis oldugunu, buna gére miyeloid 16seminin farkli fazlarinda SOD ve GSH-Px
aktivitelerinin degisiklik gosterebilecegini bildirmislerdir.

Durak ve ark (1993), kanser6z laringeal dokulardaki SOD ve CAT aktivitesini
nonkanser6z dokulara oranla yiiksek bulmuslar ve bu artig1, diger kaynaklardan dogan

yiiksek siiperoksit (O, ) ve hidrojen peroksit (H>0;) konsantrasyonuna baglamslardir.

Yigitbas1 ve ark (2000), larinks kanserlerindeki SOD aktivitesinin normal larinks
dokusundan daha diisik oldugunu ve malignensi derecesi arttikga SOD aktivitesinin
azaldigim bulmuglardir. Bunun, kanser dokusunda artmig serbest radikal tiretiminin bir
sonucu olabilecegini ileri siirmiisler ve mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte,
elde edilen bu bulgunun, kanser dokusunda antioksidan savunma sisteminin zayifladig:
hipotezini destekledigini bildirmiglerdir.

Bu ¢alismada ise, larinks kanserli hastalarin kanserdz ve nonkanseroz dokularindaki
GSH-Px aktiviteleri arasinda tiimér dokusu lehine bir artigla birlikte her iki dokudaki SOD
aktiviteleri arasinda anlamli bir fark olmadigi bulundu. GSH-Px’in fibroz hiperplazi
grubundaki aktiviteleri ile nonkanser6z komsu dokulardaki aktiviteleri arasinda
beklenildigi gibi anlamh bir fark olmadig: tespit edildi (Tablo 4.8).
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SOD aktivitesindeki azalma, ilerlemis karsinojeneziste ya da son dénemde doku
antioksidan enzimlerinin DNA diizeyinde transkripsiyon veya translokasyonlarinda bir
yetersizlik olabilecegini diisiindiirmektedir. SOD aktivitesinin tiimér dokusunda diisiik
¢ikmasi, karsinojeneziste olugan tiimér promotérlerinin 6nemli derecede baskilanmasinin
veya inhibitér etkilerinin bir sonucu da olabilir. GSH-Px aktivitesindeki artig ise
karsinojeneziste daha etkin rol oynamasi, 6zellikle glutatyon metabolizmasinin
hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda daha baskin olmasi sonucudur. Ayrica glutatyon,
transkripsiyona ugramadan sentezlenen bir tripeptiddir. Dolayisiyla karsinojeneziste DNA
diizeyinde meydana gelen tiimoér promotorlerinin deprese etkisinden bagimsizdir.
Karsinojeneziste GSH-Px’in antioksidan enzimler iginde daha etkili olmast buna bagh
olabilir. Serbest radikallerin normal hiicrelerin DNA’larinda kansere yol agan
mutasyonlara sebep oldugu bilinmektedir. Ancak in vivo sartlarda kanser hiicrelerinde
artan serbest radikal {iretiminin hastalifin sebebi mi yoksa sonucu mu oldugunu séylemek
zordur.

Bu aragtirma ve literatiirdeki diger ¢alismalarda da goriildiigii gibi kanserde SOD ve
GSH-Px enzim aktiviteleri hakkinda bir genelleme yapmak miimkiin degildir. Bir ¢ok
aragtirmaci tarafindan elde edilen farkli sonuglar, farkli dokularda, farkl tekniklerle
caligslmis olmasindan kaynaklanabilir. Doku numunelerinin karsinojenezisin hangi
safhasinda alindig1 da antioksidan enzim aktiviteleri agisindan 6nemli olabilir. Bu sebeple,
aym hastadan farkli zamanlarda alinacak doku Orneklerinde enzim aktivitelerinin
incelenmesi yerinde olabilir.

Biitiin kanserli hastalardaki SOD ve GSH-Px aktiviteleri hakkinda genelleme
yapmak yerine aym kanser tiirlerindeki enzim aktivitelerini dikkate almak daha dogru
sonuglara ulagilmasim saglayabilir. Enzimlerle ilgili arastirmalarin bu sekilde artmasi ve
genel bir goriisiin kabul edilmesi, klinisyene hastalifin teshisinde ve prognozun takibinde
yardimcr olacaktir. Bununla birlikte kanserde enzimlerle ilgili genel kabullerin ortaya
konulmasinin, tedavide kullamilabilecek antimetabolitlerin gelistirilmesine yardimci

olabilecegini diigiinmekteyiz.
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Sonug :

Kanser gelisgimi bir dizi biyokimyasal degisiklikler sonucu meydana gelir.
Karsinojeneziste asin radikal iiretimi, 6zellikle siiperoksit ve hidrojen peroksit tiretiminin
artmasi ve buna bagh olarak ayn1 hizda metabolize edilememeleri sonucu hiicresel diizeyde
modifikasyonlar meydana gelmektedir.

Bu ¢alismada da SOD ve GSH-Px aktivitelerindeki degigiklikler karsilagtinlmig ve
SOD aktivitesinin degismedigi, GSH-Px aktivitesinin ise kanserli dokuda arttif1 tespit
edilmigtir. Bu degisikliklerin muhtemelen DNA diizeyindeki hasara bagh olusabilecegi
veya tiimdr promotérlerinin inhibitér etkisi sonucu geligebilecegi sdylenebilir. Ancak
GSH-Px aktivitesinin tiimoér promotorlerinin baskilayici etkisinden bagimsiz oldugunu

diisiinmekteyiz.
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6. OZET

S.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii
Ag1z-Dis-Cene Hastaliklar1 ve Cerrahisi Anabilim Dali
DOKTORA TEZi / KONYA - 2002
Abdullah KALAYCI

Kanseroz ve Nonkanserdz insan Larinks Dokularinda
Siiperoksit Dismutaz ve Glutatyon Peroksidaz

Enzim Aktivitelerinin Aragtirilmasi

Bu ¢aligma, kanser6z ve non-kanserdz dokularda SOD ve GSH-Px aktivitelerinin
aragtirllmas1 amaciyla, 43-76 yaslan arasindaki larinks kanserli 10 hasta (10 erkek) ve
ikinci kontrol grubu olarak da, baska herhangi bir sistemik hastalif1 olmayan , irritasyonel
fibroz hiperplazik kitleler igin bagvurmus 40-69 yaslar1 arasindaki 10 hasta (4 erkek, 6
kadin) tizerinde gergeklestirildi.

Larinks kanserli 10 hastadan, operasyon sirasinda kanser dokusu ve cerrahi sinira
ait saglam dokudan drnekler alind1. Ikinci kontrol grubu olarak da, farkli 10 hastadan elde
edilen oral mukozaya ait fibr6z hiperplazik dokular kullanildi. Elde edilen doku 6rnekleri
ultrasonik bir homojenizatorle homojenize edildi. Homojenatlar 11000 rpm ve 4 C*de 60
dakika santrifiij edildi. Homojenatlarda ticari kit kullamilarak mg cinsinden protein tayini
yapildi. Daha sonra SOD ve GSH-Px’e ait spesifik aktiviteler ticari kitlerle dl¢iildi.

Sonugta, kanserdz dokulardaki GSH-Px aktivitesinin, hem non-kanserdz komsu
dokulara hem de fibroz hiperplazik dokulara gére Onemli oranda arttifi goriiliirken
(p<0,05), SOD aktiviteleri arasinda anlamli bir fark olmadig: tespit edildi (p>0,005).
Bununla birlikte non-kanseréz komsu dokulardaki GSH-Px aktiviteleri ile fibr6z hiperplazi
dokularindaki GSH-Px aktiviteleri arasinda da anlamli bir fark bulunmadi (p>0,005).

Bu degisikliklerin DNA diizeyindeki hasara bagli oldugu veya timor
promotorlerinin  inhibitér etkisi sonucu gelismis oldugu sdylenebilir. GSH-Px
aktivitesindeki artig ise bu enzimin tiimdr promotorlerinin baskilayici etkisinden bagimsiz
olmasindan kaynaklanabilir. Bu aragtirma ve literatiirdeki diger ¢caligmalarda da goriildigii
gibi kanserde SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri hakkinda bir genelleme yapmak miimkiin
degildir. Enzimlerle ilgili genel yargilara varilmasi, klinisyene teshis, tedavi ve prognozun

takibi agisindan yardimci olacaktir.
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7. SUMMARY

Selguk University The Institute of Health Sciences
Oral and Maxillofacial Surgery Department
PhD THESIS / KONYA -2002
Abdulah KALAYCI

Investigation of Superoxide Dismutase and Glutathione Peroxidase Enzym Activities

In Cancerous and Noncancerous Human Laryngeal Tissues

This study was carried out on 10 patients (10 M) with laryngeal carcinoma,
between 43-76 years old and 10 healthy controls with intraoral hyperplastic fibrous tissue
(4 M, 6 F) between 40-69 years old to investigate the activities of SOD and GSH-Px
enzymes in cancerous and non-cancerous tissues.

Cancerous and non-cancerous adjacent larynx tissue samples were obtained from
ten patients who had laryngeal carcinoma during operation. As a second control group ten
fibrous hyperplastic tissue samples of the oral mucosa were obtained from ten healty
patients. Tissue specimens were homogenised by an ultrasonic homogenisator. The
homogenates were centrifugated 60 min at 11000 rpm and at 4 °C. Protein content of the
homogenates were determined by a commercially available kit. After that, homogenate
superoxid dismutase and glutathione peroxidase activities were measured by commercially
available Kkits.

At the end of the study, GSH-Px levels were significantly increased in the
cancerous tissues compared with cancer free adjacent tissues and fibrous hyperplasia
tissues (p<0,05), whereas there was no significant differences between SOD activities
(p>0,005). There was also no significant differences between cancer-free adjacent tissue
GSH-Px activity and fibrous hyperplasia GSH-Px activity (p>0,005).

It can be concluded that these changes are related to the demage at the DNA level
or inhibitory effect of tumor promoters. Increases in the GSH-Px activity may be related to
the independence of this enzym from supressive effect of tumor promoters. This study and
other studies in literature shows that, it is not possible to generalize the activities of SOD
and GSH-Px in cancer. Generalized considerations about enzymes may help the clinician

for diagnosis, treatment and follow up of prognosis.
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