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OZET

Oksidan stresin kanser vakalarinda arttig1 bildirilmistir. Kanser hiicrelerinin
cogalmasinda hiicresel sinyal yolaklarinin aktivasyonunda veya inhibisyonunda oksidan
stresin rolii oldugu agiklanmistir. Calismamizin temel amaci, tiroit kanserlerinde HO-1
ve prolidaz enzimlerinin oksidatif stres ile iliskisini ortaya koymak ve bu enzimlerin
tanida tiimor markeri olarak ya da tedavi basarisinin degerlendirilmesinde

kullanilabilirligini aragtirmaktir.

Calismamiza 31 hasta ve 25 kontrol birey dahil edildi. Kontrol grubunda, PTK
hastalarda tiroidektomi Oncesi ve sonrasi 30. giinde; HO-1, prolidaz enzimlerine,
oksidan stres gostergeleri olarak malondialdehit (MDA) ve protein karbonil (PC)
diizeylerine ve antioksidan savunma sisteminin gostergesi olarak da siiperoksit dismutaz

(SOD) enzim diizeyine bakildu.

Papiller tiroit kanseri grubunda tiroidektomi sonrast MDA ve SOD serum
diizeylerinde anlamli bir azalma vardi ( p <0.001). Ayrica, ameliyat 6ncesi ve kontrol
gruplart arasinda MDA, PC, HO-1 ve SOD diizeyleri karsilagtirilmasinda anlaml fark
bulunmasi yaninda ( sirastyla p<0.001, p=0.003, p=0.006 ve p=0.025), ameliyat sonrasi
ile kontrol grubu karsilastirildiginda prolidaz, MDA, PC, SOD degerleri agisindan
anlaml fark bulundu (sirasiyla p=0.024, p<0.001, p=0.002, p=0.016).

Bu sonuglar esliginde; HO-1 enzim eksikliginin veya supresyonun papiller tiroit
kanseri patogenezinde rol aldifi, prolidaz enzim aktivitesinin PTK olusumunda rol
almadig: diisiiniilebilir. Fakat daha kesin bilgi elde etmek i¢in apoptotik markerlerin da

dahil edildigi, hasta sayisinin arttirildigi ileri arastirmalara ihtiyag vardir.

Kanser patogenezinde oksidatif stresin tartisilmaz rolii géz Oniine alindiginda
ileride, hastalarin serumlarinda goriilen parametrik degisimlerin oksidatif stresin yol

actig tiim degisikliklerle iliskilendirilmesi beklenmektedir.

Anahtar kelimeler: Papiller tiroit kanseri, oksidatif stres, HO-1, prolidaz



ABSTRACT

It has been reported that oxidative stress is increased in cancer cases and also
involved in the proliferation, activation and inhibition of signaling pathways in cancer
cells. The main purpose of our study to examine the relation between papillary thyroid
cancer, oxidative stress, HO-1, prolidase enzymes and investigate whether these
enzymes could be utilized as tumor markers for diagnosis or in the evaluation of

treatment’s success.

31 patients and 25 control subjects were included in this study. HO-1, prolidase,
one of the oxidant stress indicators malondialdenyde (MDA), protein carbonyl (PCO)
parameters and superoxide dismutase (SOD) as indicator of antioxidant defense system
were measured pre-operatively and 30 days after thyroidectomy in PTC patients and

healthy individuals.

In PTC group, significant decrease in the serum levels of MDA and SOD after
thyroidectomy is observed (each p<0.001). Also, significant difference is observed in
the serum levels of prolidase, MDA, PC, and SOD after operations between PTC and
control groups (p=0.024, p<0.001, p=0.002, p=0.016 respectively) in addition to
significant differences of MDA, PCO, HO-1 and SOD pre-operative serum levels
(p<0.001, p=0.003, p=0.006, and p=0.025 respectively).

In light of these findings, one can argue that the defiency or suppression of HO-1
enzyme plays a role in the pathogenesis of papiller thyroid cancer, yet has no role in the
pathogenesis of PTK prolidase enzyme activity. However, further research with a larger
number of patients is needed; such researches should include apoptotic markers in order

to obtain more precise information.

Given the unquestionable role of oxidative stress in the pathogenesis of cancer, in
the future it is expected to associate parametric changes in the serum of patients with all

the differences caused by oxidative stress.

Key words: Papillary thyroid cancer, oxidative stress, HO-1, prolidase



1. GIRIS VE AMAC

Tiroit karsinomlar: en sik goriilen endokrin karsinomdur (1). Tiroit kanserinin
yillik insidans1 diinyanin farkli bolgelerinde 100.000°de 0,5 ile 10 olgu arasinda
degismektedir. Tiroit kanseri malign endokrin neoplazmlarla iligkili 6liimlerin
%66’sindan sorumludur (2). En sik goriilen tiroit kanseri papiller tiroit kanseridir (PTK)
ve tiroit kanserlerinin yaklasik %80’nini olusturmaktadir (3). Kadinlarda erkeklere

oranla iki kat daha yiiksek goriilmektedir (3).

Yakin zamanda birgok ¢alisma oksidatif stresle (OS) tiroit kanserini
iliskilendirmistir (1,4,5). Bu ¢alismalar ¢esitli oksidatif ve antioksidan sistemlerin tiroit
kanseri ile arasindaki iliskiyi arastirmis ve bu kanserin oksidatif stresle olan iligkisini

gostermislerdir.

Serbest radikallerle antioksidanlar arasindaki dengenin radikaller yo6niinde
bozulmasiyla olusan oksidatif stres, bir¢cok hastaligin patogenezinde komplikasyonlarin
olusum mekanizmasinda rol oynamaktadir (6). Baslica siiperoksit anyonu, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalinden olusan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT), karsinojenik

potansiyel tagidiklari ve invazyonu tetikledikleri diistiniilmektedir (4,7).

ROT diizeyleri siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi
antioksidan enzimler tarafindan kontrol edilir. Malondialdehit (MDA) bir lipit
peroksidasyon belirtecidir ve diizeyleri hiicre ve dokularda oksidatif hasarin indikatorii
olarak siklikla kullanilmaktadir (4). Lipit peroksitlerin olusumu ve temizlenmesi
arasindaki denge, hiicrelerdeki peroksit diizeylerini belirlemektedir. Bu denge, hiicresel
savunma mekanizmalarin azalmasi ya da peroksidasyon reaksiyonlarinin artmasi

sonucu bozulabilir (8).

Oksidatif stres, tiroit dokusunda tiroksin sentezinde H,O, kullanimi sirasinda,

ROT iiretimi nedeni ile inflamasyonda ve tiimorlerin aktif proliferasyon fazinda siklikla

olusmaktadir (9,10).

Hemoksijenaz-1 enzimi hem yikilim yolunda etkin mikrozomal bir enzimdir. Bu
yolda fretilen karbonmonoksitin (CO) hiz kisitlayict enzimidir. Organizmanin
dengesinin bozuldugu durumlarda bir¢cok faktor tarafindan etkilenip aktivitesi

artmaktadir ve bu enzimin birgok sistem iizerinde etkileri oldugu gosterilmistir.



Hemoksijenaz-1 ‘in dolayli olarak bir antioksidan gibi davranip hiicre ve organlari
korudugu bildirilmistir (11,12).

Prolidaz enzimi (Iminodipeptidaz), C terminalinde prolin veya hidroksiprolin
bulunan iminodipeptidleri yikan enzimdir. Bu dipeptidler, organizmada kollajen

yikiminda agiga ¢ikar (13).

Arastirmalarda prolidaz enziminin kanserlerde serumda arttigi gozlenmis ve

bunun total oksidan stres ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (13,14).

Bizim bilgimize gore literatiirde tiroit kanserli hastalarda HO-1 ve prolidaz
enzimlerinin oksidatif stresle iligkisini gdsteren bir ¢aligma yoktur. Bizim ¢alismamizda
amacimiz; tiroit kanserlerinde HO-1 ve prolidaz enzimlerinin oksidatif stres ile iligkisini
ortaya koymak ve bu enzimlerin tanida ve tedavi basarisinin degerlendirilmesinde

kullanilabilirligini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Tiroit terimi Grekge’deki kalkan sekilli anlamina gelen thyreoides kelimesinden
koken alir. Tlk olarak bu bezi Galen (Galenos M.S.129-198) tarif etmistir. Tiroit ismi ise
1656 yilinda Adenographia adli eserinde Thomas Wharton tarafindan kullanilmastir.
Tarihte ilk defa tiroit bezine cerrahi girisimi Egina’li Paulus gergeklestirmistir (15).

19.Yiizylla kadar tiroit hastalarinin tam1 ve tedavisinde biiyiikk bir ilerleme
goriilmemistir. Bern Universitesinden Theoder Kocher tarafindan tiroit cerrahisi ile

ilgili tip literatiiriinde ilk biiyiik eser 1878 yilinda yazilmistir (15).

Patolojik anatominin gelismedigi caglarda tiim tiroit kanserleri “sarkomatoz
dejenerasyon” olarak isimlendirilmistir. ilk olarak 1862 yilinda Paris’te Gosselin tiroit
kanser hiicresini ortaya koymustur. 1932 yilinda soliter nodiil ile tiroit kanseri
arasindaki iliski anlagilmigtir. Tlimor ¢api, lenf ganglion metastazi ve uzak metastaz
varligini gosteren TNM sistemi tiroit kanseri siniflamasinda kullanilmaya baglanmistir

(15).

Burns Isii 1811°de ilk olarak primer tiroit kanserinin tam tarifini yapmis, 1887°de

Langhans tarafindan tiroit kanseri siniflamasinda diizenlemeler yapilmistir (16).
2.2. Tiroit Anatomisi

Erigkin tiroit bezi ortalama 15-20 gr agirligindadir. Sag ve sol iki lob ve bunlar
birlestiren istmustan olugmaktadir. Ayrica %50-80 siklikla bu yapilara ilave olarak
istmustan yukariya dogru uzanan ve tiroglossal kanalin kalintis1 olan piramidal lob

bulunur (17).

Her bir lobun boyu 4-5 cm, eni 2-3 cm, kalinlig1 2-4 cm olup tiroit kikirdagin
ortasi ile 6. trakeal halka arasinda uzanir. Lateralinde karotis kilifi ve
sternokleidomastoid kasi yer alir. Tiroit bezi ylizeyelden derine dogru; deri, siiperfisyel
fasya, derin boyun fasyasinin yiizeyel tabakast ve bu tabakanin Orttiigi
sternokleidomastoid, omohyoid, sternohyoid ve sternotiroit kaslar1 (strep kaslari)

tarafindan ortiiliir. Arka medialde 6zefagus ve trakea tarafindan sinirlanmistir (17,18).

Lateral lobun posterosiiperiorunda siiperior, posteroinferiorunda inferior

paratiroitler yerlesmistir. Bezin kanlanmasi siiperior ve inferior tiroit arterleri ile olur.



Tiroitin venleri bezin yiizeyinde bir pleksus olusturarak iist, orta ve alt tiroital venlere
dokiiliir. Ust ve orta venler internal juguler vene, alt venler ise pleksus olusturarak

brakiosefalik vene drene olur (19).
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Sekil 2. 1. Tiroit anatomisi

Lenfatik drenaj subkapsiiler bir pleksus aracilig ile parakapsiiler bolge, pretrakeal
alan, internal juguler ve rekiirren sinir komsulugundaki lenf bezlerine olur. Istmusun
tizerinde ve trakeanin Oniinde palpe edilen lenf bezine “Delphian Nodu” denir ve

genellikle malignite veya tiroititle birlikte gortiliir (17).

Rekiirren laringeal sinirler larinksin intrensek kaslarii innerve ederler. Siiperior
laringeal sinir, i¢ (internal) ve dis (eksternal) olmak iizere iki dala ayrilir. internal dal
epiglot ve larinks mukozasinda dagilan sensitif dallar verir. Eksternal dal ise krikotiroit

ve farinksin konstriiktor kaslarina motor dallar verir (20).



2.3. Tiroit Fizyolojisi

Tiroitin follikiiler hiicrelerinden tiroksin (T4) ve triiyodotironin (T3) hormonlar1
salgilanir. Ayrica parafollikuler hiicrelerden de kalsiyumun metabolizmasinda etkili

olan kalsitonin salgilanmaktadir.

T3 ve T4 genel anlamda bazal metabolizmay1 diizenleyen hormonlardir. Hiicre
icinde bulunan niikleus reseptorlerine baglanarak protein yapimini regiile ederler.
Ayrica mitokondrilerde oksidasyon olaylarin1 hizlandirirlar, membran yapisinda yer
alan enzimlerin aktivitesini kontrol etmek gibi diger fonksiyonlar1 da vardir. Bu

baglamda tiroit hormonlar1 yasam i¢in mutlak gereklidirler (21).

Tiroitten T3 ve T4 sekresyonu anterior hipofizden salgilanan tiroit stimulan
hormonun (TSH) kontrolii altindadir. TSH uyarist T3 ve T4 salinimini uyarirken,
kandaki T3 ve T4 artis1 hipofizden TSH salinimini siiprese eder (negatif feed-back) ve
salmimi ise hipotalamustan salgilanan TRH’nin (tirotropin releasing hormon, tirotrop
serbestlestirici hormon) kontrolii altindadir. Tiroksin ve triiyodotironin sekresyonunun
artmastyla metabolizma hiz1 %60-100 oraninda artabilir. Salginin ortadan kalkmasi ise

metabolizma hizin1 normalin %40 altina disiiriir (22,23).

Tiroit hormonlarinin olusumu eksojen iyot alimina bagimlidir. Follikil hiicresinde
tirozine bir iyot baglanmasi ile monoiyodotirozin (MIT), iki iyot baglanmasi ile
diiyodotirozin (DIT) olusur. Iki DIT eslendiginde T4, bir MIT ile bir DIT eslendiginde
T3 meydana gelir. Tiroit hormonlar tiroglobuline (Tg) bagli olarak follikiil i¢indeki
kolloidde depolanir. Bu depo viicudun 1-3 aylik ihtiyacini karsilamaya yeterlidir.

T3 ve T4 tiroglobulinden ayrilarak serbest hormon seklinde kana salgilanirlar ve
tamamina yakini plazma proteinlerine baglanirlar. Bu hormonlara baglanma egilimi en
yiiksek olan tasiyici protein bir glikoprotein olan tiroksin baglayan globiilin (TBG)’dir
ki 2/3’linli baglar ve T3’e baglanma egilimi daha diisiiktiir. 1/4°1 tiroksin baglayan
prealbiimine (TBPA), 1/10 kadar1 da albiimine baglanir. Plazmadaki tiroit
hormonlarinin %0,02’si serbest haldedir ve bunlar fizyolojik olarak aktif fraksiyonu

olusturur.

Tiroit bezinden salgilanan hormonun %90°1 T4, %10’u ise T3’tiir. Bununla
birlikte tiroksinin énemli bir boliimii (%75-85) kanda trityodotironine cevrilir (T4 un

T3’e deiyodinasyonu). Bu gevrilme ¢ok dnemlidir ¢iinkii T3 plazmada 10-20 kat daha



az miktarda bulunsa da T4 ten dort kat daha aktiftir. T3 {in yarilanma 6mrii bir giin iken

T4’lin yedi giindiir.

Tiroit hormonlar1 hedef hiicreye pasif diffiizyonla veya ATP bagimli aktif
transportla gecer. Daha sonra hiicre ¢ekirdegindeki tiroit hormon reseptorlerine (TR)

baglanarak etkilerini baslatirlar (22,23).
2.4. Tiroit Kanseri

Normal tiroit dokusu histolojik olarak 2 temel parankimal hiicre tipinden olusur.
Follikiiler hiicreler kolloid folikiilleri ¢evreler, iyodu konsantre eder, ve tiroit hormonu
tiretir. Bu hiicreler hem iyi diferansiye kanserlere hem de anaplastik tiroit kanserine
doniisebilir. Ikinci hiicre tipi C veya parafollikiiler hiicrelerdir; kalsitonin iiretirler ve
mediiller tiroit karsinomunun temel orjinini olustururlar. Immiin ve stromal hiicreler
lenfoma ve sarkom olusumundan sorumludur. Amerika Birlesik Devletlerinde her yil
33.500 yeni tiroit vakasi tanimlanmaktadir. Yaklasik olarak bunlarin %901 iyi
diferansiye kanserler, %5-9’u mediiller, %1-2 anaplastik, %1-3’li lenfoma, %1’den az1

sarkom ve diger nadir tiimoérlerden olusmaktadir (24).

Tiroit karsinomlar1 en sik goriilen endokrin karsinomdur. 2007 yilinda endokrin
malignansilerin %94’ ve endokrin sistem kanserlerinden oliimlerin %66’sindan
sorumludur (25). lIyi diferansiye tiroit karsinomlar; papiller, follikiiler ve her ikisinin

degisik oranlarda karisgtmindan olusan papiller ve follikiiler mikst tiimorlerdir.

Papiller follikiiler karsinom kombinasyonunda hastaligin prognostik 6zellikleri
genellikle papiller karsinomla uyumlu goriinmektedir. Iyi diferansiye tiroit
karsinomlarinin 3. grubu Hiirtle hiicreli veya onkositik karsinomdur. Iyi diferansiye
tiroit karsinomlarinin dagilim: %80-85 papiller, %10-15 follikiiler, %3-5 Hiirtle hiicreli

karsinomlardir (24).

Tiroit kanserleri, follikiiler hiicreler (papiller, follikiiler, hiirtle hiicresi ve
anaplastik karsinomlar) ve parafollikiiler C hiicrelerinden (mediiller karsinom) meydana
gelir. Klinisyenler ve patologlar tarafindan kullanilan siniflama iyi, orta, kotii seklinde
diferansiasyon derecesine gore yapilan siniflamadir. Diferansiasyon derecesine gore

tiroit karsinomlarinin siniflandiriimas: Tablo 2.1°de belirtilmistir (24).



Tablo 2. 1. Differansiasyon diizeyine gore Tiroit Follikiiler ve Parafollikiiler
Hiicreli Karsinomlarinin Simiflandirilmasi

Iyi Diferansiye

Klasik papiller tiroit karsinomu
Mikrokarsinom <ilcm

Kistik

Papiller tiroit karsinomun follikiiler varyanti
Klasik follikiiler tiroit karsinomu

Hiirtle hiicreli(oksifilik, onkositik) karsinomlar

Orta Diferansiye

Mediiller tiroit karsinomu

Papiller tiroit karsinomun sklerozan varyanti
Insiiler Karsinom

Papiller karsinomun uzun hiicreli varyanti

Kotii Diferansiye (Yiiksek gradeli malignensi)

Anaplastik (Andiferansiye) karsinoma

Diyette iyodun bulundugu gelismis ilkelerde; papiller tiroit karsinomu malign
epitelyal tiroit kanserlerinin  %80-85’ini olusturmaktadir. Papiller karsinomun
makroskopoik goriiniimii subkapsiiler beyaz skardan; 5-6cm’in ilizerinde tiroit dig1
dokulara da invaze olan genis tiimorlere kadar degismektedir. Kistik degisiklikler,
kalsifikasyon ve ossifikasyon tanimlanmstir (24) .

Mikroskopik olarak; papiller karsinom papilla yapilarinin olmasiyla karakterize
olsa da baz: varyantlarinda papiller alanlar yoktur tamamen follikiiler yapidan olusur ve
bunlara follikiiler varyant denir. Miks papiller ve follikiiler karsinom terimi uzun siiredir
kullanilmamaktadir. Ciinkii papiller karsinomlar ¢ogunlukla follikiiler alanlar
icermektedir; yalniz bu alanlari igerip igermemesinden bagimsiz olarak prognoz

degismemektedir (25).



Papiller karsinom, lenfatik alanlara yayilma egilimindedir gland iginde
multimodal lezyonlar mevcuttur; bu nedenle rejyonel lenf nodu metastaz insidansi
yiiksektir. Lenfatik yayilim tiim6ér boyutu c¢ok kiiciik olsa da papiller tiroit
karsinomunun baslangi¢ bulgusu olabilir. Bir cm altindaki kitlelere mikrokarsinom adi
verilir (24).

Diinyada guatrin nonendemik oldugu alanlarda; follikiiler karsinom yaklasik %5
ila 10 arasindadir (26). Diyete iyodun girmesiyle daha sik follikiiler karsinom tanisi
konulur hale gelmistir. Follikiiler patern igeren tiimorlerin ¢ogu biyolojik davranislari,
dogal oykiisii ve prognozu ile papiller karsinom gibi davranan papiller karsinom
follikiiler varyanttir (27). Follikiler tiroit karsinomu unifokal kalin kapsiilli, kapsiil
ve/veya damar invazyonu gosterir. Kapsiiler invazyon olsa da vaskiiler invazyon yoksa

prognoz mitkemmeldir; 10 yillik sagkalim %85-100 oranindadir (24).

2008 yilinda 37.340 yeni tiroit kanseri vakasi tant almis olup bunlarin %70-75
kadar1 papiller tiroit karsinomudur. Hastaligin insidanst 1935 yilinda kadinlarda
1,3/100.000 ve erkeklerde 4,6/100.000 oraninda iken bu oran 2001-2005 yillar1 arasinda
kadinlarda 13,4/100.000 ve erkeklerde 4,7/100.000 oranina yiikselmistir (28,29).

SEER veri tabani incelendiginde 1973 yilindan 2002 yilina gelindiginde tiroit
kanseri insidansinda 2,9 kat artig saptanmustir (100.000°de 2,7’den 7,7’ ye yiikselmistir).
Bu dramatik artis artik ¢ok kiiciik tiimorlerin bile erken saptanmasina baglanmistir
(30,31). Kadin erkek orani 2,5/1 ve kadin sayisinda artis 4 ve 5. dekatta saptanmustir
(30).

2.5. Papiller tiroit kanseri

Papiller tiroit karsinomlarinin ¢esitli patolojik alt tipleri mevcuttur.

1- Follikiiler varyant: Papiller tiroit karsinomunun %10 oraninda en sik goriilen
varyantidir. Bu tiimérler kiigiik-orta boyutta follikiiler yapilar igerirler. Sitolojik olarak
tipik papiller karsinom ozellikleri sergilerler; hipodens kromatin igeren iist liste binmis
genis nukleiislar, niikleer psddoinkliizyonlar, niikleer oluklar ve psammom cisimcikleri
icerir. Follikiiler varyant klasik papiller karsinomdan daha kii¢iiktiir, bolgesel lenf nodu
metastaz: riski daha diisiiktiir. Ancak genel sagkalim ve rekiirrens oranlari aynidir
(32,33).



2- Tall-cell Varyant: Klasik papiller tipten ¢cok daha agresiftir. Papiller kanserlerin
yaklasik %1’i kadardir. Primer timor boyutu daha biiyliktiir, daha invazivdir, tani

aninda lokal ve uzak metastaz yapmistir (24) .

3- Papiller Mikrokarsinom: 1 cm altindaki kitlelere mikrokarsinom adi verilir.

Prognozu iyidir.

4- Diffliz Sklerozan Tip: Cocuk ve gen¢ yas grubunda daha sik goriiliir. Yaygin
skuamoz metaplazi, skleroz alanlari, ¢ok sayida psammom cisimcikleri ve yaygin
lenfositik infiltrasyon goriiliir. Ekstratiroidal yayilim ve uzak metastaz ¢ok oldugundan

agresif bir alt tiptir.

5- Kolumnar tip: Bu alt tipte belirgin koseli hiicreler goriiliir. Erkeklerde daha sik

olup %90 oraninda uzak metastaz yapar.

6- Trabekdiler tip

2.6. Etyoloji ve Risk Faktorleri

Cocukluk doneminde radyasyon maruziyeti diferansiye tiroit karsinomu
gelisiminde en 6nemli risk faktoriidiir. Radyasyona en 6nemli maruziyet sekli; medikal
olarak ¢ocukluk doneminde tedavi nedeniyle olabilir; atom bombasi ve niikleer kazalar

da maruziyetlere neden olmaktadir (34).

Cocukluk doneminde timik bolgeye radyasyon alan adelosan donemde akne
nedeniyle veya Hodgkin Lenfoma tanisiyla radyoterapi alan ¢ocuklarda goriilme sikhigi
artmistir (35,36). Radyasyona maruziyet sonucu gelisen papiller tiroit karsinomu daha
agresif ve niiks etmeye egilimli olmakla birlikte prognozu diger papiller karsinomlardan
fakl degildir (37).

Diyetsel faktorler, seks hormonlari, ¢evresel maruziyet, genetik faktorler gibi
radyasyon maruziyeti disindaki faktorler tizerinde calisilmis fakat karisik sonuglar
saptamis net korelasyon gosterilememistir. Iyottan fakir diyetler veya iyot alimini bloke

eden sebzelerden olusan diyetler TSH’1 stimiile ederek guatrojenik rol oynar.

Izlanda, Norveg, Havai gibi kabuklu deniz hayvanlan tiiketimi ve dolayisiyla iyot
alimi fazla olan iilkelerde papiller tiroit kanseri fazla goriilmektedir. Ancak son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda balik tiikketimi ile tiroit kanseri arasinda iliski

saptanmamistir (38) .



Epidemiyolojik calismalar birinci derece akrabalarinda tiroit kanseri olan

hastalarda 4-10 kat artis saptanmistir. Ailede tiroit kanseri genetik gegisli bazi ailevi
hastaliklarla birlikte gériilebilir (39). Bunlar;

1.

2.

6.

Papiller renal neoplazi ile birlikte olan papiller tiroit karsinomu,
Familyal nonmediiller tiroit karsinomu,

Hiicre oksifilisi ile birlikte olan familyal tiroit karsinomu,
Familyal adenomatoz polipozis,

Cowden (Multipl Hamartom) Sendromu,

Carney Complex 1°dir.

2.7. Oksidatif stres

Viicuttaki fizyolojik aktivitenin dogal {iriinii olan serbest radikalleri, organizma

dogustan kazandigi c¢ok hassas bir donanimla oksidan-antioksidan denge olarak

tanimlanabilecek bir ¢izgide tutmaya calisir. Bu dengenin bozulmasi oksidatif strese yol

acar (40). Reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif nitrojen tiirleri (RNT) ve siilfiir merkezli

radikaller oksidan sinifina girer. Ancak tiim reaktif tiirleri radikal degildirler. Radikal

olan ve olmayan reaktif tiirleri Tablo 2.2’de 6zetlenmistir (41,42).

Tablo 2. 2. Radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri

Reaktif Tiirleri

Radikal Non-Radikal
Hidroksil (OH) Peroksinitrit (ONOQO")
Alkoksil (L(R)O") Hipoklorit (OCI)
Hidroperoksil (HOO") Hidroperoksit (L(R)OOH)
Peroksil (L(R)0O") Singlet oksijen (*O,)
Nitrik oksit (NO") Hidrojen peroksit (H,05)
Stiperoksit (O°,) Ozon (O3)

Canli organizma ic¢in O6nemli olan yapilar, fiziksel ve kimyasal o6zellikleri,

hiicresel kaynaklari, rol oynadiklar1 tepkimeler ve etkileri ile ¢esitli klinik durumlarin

patogenezinde rol oynayan serbest radikaller, atomik ydriingelerinde eslesmemis
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elektron bulundurarak, bagimsiz olarak var olabilen molekiillerdir. Eslesmemis
elektronun kazandirdigi en Onemli oOzellik bir¢cok radikal ile bu elektronun

paylasilabilinmesidir (43-45).

Serbest radikallerin en 6nemli tepkimeleri, molekiiler oksijen ve onun reaktif

tiirlerinin oldugu tepkimelerdir (46).

Demir, bakir, mangan, molibten gibi gecis metalleri de dis yoriingelerinde birer
elektron tasimalarina ragmen radikal karakter gostermezler. Serbest radikal kabul edilen
atom ve molekiiller elektron dagilimlarinin yani sira termodinamik yapilar1 ve lokal
Kinetik reaktiviteleri ile degerlendirilir (47,48). Antioksidan ise; okside olabilen
substrata gore ortamda daha az derisimde bulunan ve bu substratin oksidasyonunu
belirgin sekilde geciktiren veya engelleyen madde olarak tanimlanabilir. Bu tanima gére
antioksidanlarin fizyolojik rolli, serbest radikalleri iceren kimyasal tepkimelerin

sonucunda hiicresel bilesenlere gelebilecek zarar1 6nlemektir (49).

Aerobik metabolizmada denge, serbest radikal olusumu ve bunlarin benzer hizla
antioksidan sistemler tarafindan uzaklastirilmasiyla karakterizedir. Geri doniisiimsiiz
oksidatif hasarin birikimi ile 6nce hiicre daha sonra doku ve organ sistemlerinde yapisal
ve islevsel bozukluklar ortaya ¢ikabilir. Oksidatif stres ile iliskili hastaliklarin bazilar
Tablo 2.3°de belirtilmistir (50).

Tablo 2. 3. Oksidatif stres ile iliskili baz1 hastaliklar

* Astim

* Ateroskleroz

* Serebral vaskiiler hastaliklar
* Kronik obstruktif pulmoner hastalik
* Konjestif kalp yetmezligi

* Diyabet

* Hipertansiyon

* Grip

* Miyokard enfaktiisii

* Pndémoni

* Hepatit

» Kanser

« Inflamasyon hastaliklar
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2.8. Serbest Radikaller

Serbest radikaller hiicrede metabolik dengenin bir parcasi olarak devaml

yapilirlar (51).
Serbest radikaller 3 yolla meydana gelirler (52,53) ;

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir pargasinda ortak elektronlardan

birisinin kalarak homolitik boliinmesi.
XY-—->X+Y:
2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 veya bir molekiiliin heterolitik

boliinmesi. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlarin

birinde kalir. Boylece serbest radikaller degil, iyonlar meydana gelir.
XY - X-+Y"
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi
A+e — A

Organizmada oksidatif strese neden olan radikal yapimi endojen ve cevresel

faktorleri igeren gesitli mekanizmalarla gergeklesir (Sekil 2.2) (49).

Endojen faktorler mitokondriyal sizinti, solunumsal patlama, enzim reaksiyonlari,
otooksidasyon tepkimeleridir. Cevresel faktorlerin baslicalar: ise sigara dumani, hava
kirliligi, ultraviyole 1sinlari, iyonize radyasyon ve ksenobiotiklerdir (49).

10*®  serbest radikal

Ornegin bir nefes sigara dumanmda yaklasik
bulunmaktadir, asir1 egzersiz ile mitokondri oksijeninin yaklasik %2-5’1 serbest radikal

yapiminda kullanilir (51,54).
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Cevresel Faktorler Serbest radikal yapim Endojen Faktorler

N | e

0., H,0,

Gegis Metalleri

Fe™ Cu

OH-

L

Lipit peroksidasyonu ~ DNA Hasan Protemn Hasar1

N LS

Doku Hasan

Sekil 2. 2. Viicuttaki 6nemli serbest radikaller ve serbest radikal hasari1 sonuclari

Serbest radikallerin aerobik hiicrelerde en 6nemli tepkimeleri molekiiler oksijen
ve onun reaktif tlirleri (sliperoksit anyonu ve hidroksil radikali), peroksitler ve gegis

metallerinin oldugu tepkimelerdir (46).
2.9. Reaktif oksijen tiirleri

Normal sartlarda oksijen kararli, sudaki ¢oziiniirliigii smirli bir gazdir. insan
hayat1 icin hem gerekli hem de toksik olan bir molekiildiir. ROT, oksijenin iki
eslesmemis elektronlarinin ayr1 orbitallerde paralel spin yapmasi sonucu olusan

radikallerdir (55).

Molekiiler oksijen elektron transferiyle suya kadar indirgenir. Bu yol 4 elektron
gerektirir ve bu yolda reaktif ara molekiiller olusur ki bunlar siiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleridir. Bunlar 6nemli oksidatif stres ajanlar1 olup reaktif

oksijen tiirleri (ROT) olarak adlandirilir (Tablo 2.4) (56,57).

Tablo 2. 4. Oksijenin indirgenmesi

O, +e+H"—HO,” Hidroperoksil radikali
HO,” > H' + O, Siiperoksit radikali
0, +2H" +e — H,0, Hidrojen peroksit
H,0, + ¢ — OH- + "OH Hidroksil radikali
‘OH+e+H" — H,0
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2.9.1. Siiperoksit Radikali (O;")

Oksijenli ortamda yasam, oksidatif fosforilasyon ile ATP iiretimi agisindan
onemli Olgiide yarar saglarken bazi tehlikeleri de beraberinde getirir. Oksidatif
fosforilasyonun ana bileseni olan oksijene bir elektron eklenmesi ile stiperoksit radikali

olusur (58).

Stiperoksit radikali serbest radikal olmasina karsin reaktifligi yiiksek degildir.
Kendiliginden, ozellikle elektronca zengin bir ortam olan i¢ mitokondri zarinda
solunum zinciriyle birlikte olusur. Siiperoksit ayrica iskemi-reperfiizyonda aktive olan
ksantin oksidaz gibi flavoenzimlerce endojen olarak da olusturulur. Lipooksijenaz ve

siklooksijenaz ise diger siiperoksit olusturan enzimlerdir (59-61).

Siiperoksit ayrica yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar gibi fiziksel ve

kimyasal ajanlar ile bazi bilesiklerin otooksidasyonunda ve fagositozda olusur (62).

Siiperoksit kimyas1 ¢ozelti ortamina bagl olarak farkliliklar gosterir. Siiperoksit
sulu ¢ozeltide askorbik asit, tiyol gibi molekiilleri oksitleyebilen zayif bir oksitleyici
ajandir. Bunun yaninda siiperoksit gii¢lii bir indirgeyici ajan olup sitokrom c ve ferrik-

EDTA gibi ¢esitli demir komplekslerini indirgeyebilir (63).

Siiperoksit, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijenin olustugu dismutasyon
tepkimesinden dolay1 sulu ortamda hizlica kaybolur. Diger taraftan siiperoksit dismutaz
(SOD) enzimiyle katalizlenen dismutasyon tepkimesi ise spontan dismutasyondan 109
kat daha hizlidir (64).

20;" + 2H" — H,0, + O,
2.9.2. Hidrojen Peroksit (H,O,)

Hidrojen peroksit serbest radikal olmamasma karsin biyolojik zarlara niifuz
edebilmesi ve daha reaktif oksijen tiirlerinin yapim asamasinda aldig1 rolden dolay1
onemlidir. Diger bir 6nemli islevi ise hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak gérev yapmasidir

(57).

Hidrojen peroksit siiperoksit radikalinin dismutasyon tepkimesi sonucu olusur.
Urat oksidaz, glukoz oksidaz, d-aminoasit oksidaz gibi birgok enzim oksijene iki

elektron transfer ederek direk hidrojen peroksit olusturabilirler (52).
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Hidrojen peroksitin redoks 6zelligi ve gecis metalleri varlifinda yiiksek reaktif
serbest radikalleri olusturmasina kars1 viicut, savunma sistemi gelistirmistir. Istenmeyen
hidrojen peroksit katalaz, glutatyon peroksidaz ve diger oksidazlar ile hiicreden

uzaklastirilir (63).
2.9.3. Hidroksil radikali (OH)
Hidroksil radikalinin major olusumu suyun yiiksek enerji ile iyonizasyonudur.
H,O — "OH + H" + e — H20»

Hidrojen peroksit ise siliperoksit ile tepkimeye girerek en reaktif ve zarar verici

serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak {izere kolaylikla yikilabilir.

H,0, + O" — "OH + OH + O,

Bu tepkimeye Haber-Weiss tepkimesi denir ve tepkime katalizorsiiz ortamda
olduke¢a yavasken, demirin katalizorliigiinde ¢ok hizlidir.

0" +Fe™® — O+ Fe®

Fe*? + H,0,— Fe™ + "OH + OH’

0," + Hy0,— 'OH+ OH + 0,

Katalizérlii tepkimede demir dnce ferrik formdan (Fe*®) siiperoksit ile ferrdz

forma (Fe+2) indirgenir. Ferr6z form Fenton tepkimesi ile ferrik forma tekrar

yiikseltgenirken "OH ve OH' iiretilir (55,63).
2.9.4. Singlet Oksijen (*Oy)

Singlet oksijen eslesmemis elektron igermedigi i¢in serbest radikal degildir.
Bununla birlikte elektronlarin antiparalel spin olmasindan dolayr oksijenin yiiksek
reaktif formudur (63).

Molekiiler oksijende paylasilmamis iki dis elektron ayn1 yonde, ayri
yoriingelerdedir. Singlet oksijende ise elektronlar antiparalel spin olustururlar. Delta
veya sigma formuna gore ayni veya ayri yoriingelerde bulunurlar. Ayni yoriingede ise
delta singlet oksijen, ayr1 yoriingelerde iseler sigma singlet oksijen formu olusur. Sigma
formu delta formuna goére daha enerjetik olup kolayca delta formuna doniisebilir
(45,63).
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2.9.5. Nitrik Oksit (NO")

NO" enzimatik olarak nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan L-arjinin’den

sentezlenir.
L-arjinin + NADPH + O, — L-sitrulin + NO* + NADP"

NO" eslesmemis elektron bulundurmasina ragmen bir¢ok biyomolekiil ile kolayca
tepkimeye giremez, 6te yandan peroksil, alkil gibi diger serbest radikallerle kolayca

tepkimeye girerek daha az reaktif molekiiller olusturur (57).

Yiiksek miktarlarda O," yapimi NO® ile paraleldir ve birbirlerini etkileyerek *OH
ve ‘NO; olusumuna neden olurlar. Tepkime sirasinda ise peroksinitrit (ONOQO’) ve

peroksinitroz asit (ONOOH) ara {irtinleri olusur (57).
NO™ + O, - ONOO
ONOO + H" — ONOOH
ONOOH — "OH + NO;,
2.10. Serbest Radikalerin Etkileri

2.10.1. DNA ve Niikleik Asitlere Etkileri

Iyonize edici radyasyona maruz kalinmasi ile olusan serbest radikaller DNA’y1
etkileyerek hiicrede mutasyona neden olurlar. Sitotoksik etki, biiyiik oranda niikleik asit
baz modifikasyonlarindan kaynaklanan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki
diger degisikliklere baglidir. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyona girer. Hidrojen peroksit zarlardan kolayca gecip hiicre ¢ekirdegine ulagarak
DNA hasarina, hiicrede fonksiyon bozukluguna ve hatta hiicre 6liimiine neden olabilir

(65,66).
2.10.2. Proteinlere Etkileri

Proteinler, radikallerin etkilerine lipitlere oranla daha az hassastir ve amino asit
dizilislerine bagli olarak etkilenirler. Ozellikle doymamis bag ve siilfiir igeren
molekiillerin serbest radikallerle etkilesimi yliksektir. Bu nedenle triptofan, tirozin, fenil
alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitleri igeren proteinler serbest
radikallerden daha kolay etkilenirler. immiinoglobulin G ve albiimin gibi disiilfit bag
fazla olan proteinlerin ise ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur (55,63,64).
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2.10.3. Karbohidratlara Etkileri

Monosokkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve
okzoaldehitler meydana gelir. Aciga c¢ikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme
Ozelliklerinden dolay1 antimitotik etki gostererek etki eder ve bdylece kanser ve

yaslanmaya neden olabilirler (65).

Serbest oksijen radikalleri bag dokunun 6nemli bir bileseni olan hiyaliironik asit

gibi karbohidratlarin par¢alanmalarina da yol agabilirler (58).
2.10.4. Lipitlere Etkileri

Serbest radikallerin biyolojik dokulardaki doymamis yag asitlerine etkileri lipit
peroksidasyonu olarak bilinir. Biyolojik zarlarin yapisi lipit ve proteinden olusmaktadir.

Lipit peroksidasyonu lipitlere oldugu kadar zar proteinlerine de zarar verir (47).

Lipit peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) reaktif oksijen
tirleri tarafindan peroksitler, alkoller, malondialdehit, etan ve pentan gibi {irlinlere
yikilma tepkimelerine denilmektedir. Yag asitlerinin peroksidasyonu sonrasinda agiga
¢ikan triinler zar gecirgenligini ve akigkanlhigini ciddi sekilde etkileyip hiicre ve organel
iceriklerinin ayrilmasmma neden olan kopma ve kirilmalara yol agar. Lipit

peroksidasyonu ile meydana gelen zar hasar1 geri dontisiimsiizdiir (58,63).

Zincir reaksiyonu seklinde olan lipit peroksidasyonu, organizmada olusan radikal
etkisiyle coklu doymamis yag asitleri lizerindeki metilen grubundan bir hidrojen atomu
uzaklastirllmasi ile baglar. Bu reaksiyon baslangi¢ reaksiyonu olarak isimlendirilir.
Hidrojen atomu uzaklagmasi ile karbon atomu iizerinde eslesmemis elektron kalir ve
bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipit radikali (L-) niteligi kazanir.

LH + R"—-L"+RH

Olusan lipit radikalinin molekiil i¢i ¢ift baglarinin pozisyonunun degismesiyle
konjuge dienler olusur. Bir alkenin iki ¢ift bagi arasinda bir tane tekli bag varsa bu yap1
konjuge dien olarak isimlendirilir. Bu sekilde molekiiler diizenleme saglanmis olur.

Lipit radikalinin molekiiler oksijen ile etkilesmesi sonucu lipit peroksil radikali (LOO-)

olusur.

L+ 0, — LOO’
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Peroksil radikali diger komsu yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
olusmasina neden olurken kendisi de ag¢iga c¢ikan hidrojen atomunu alarak lipit
hidroperoksitlerine (LOOH) doniisiir. Boylece peroksidasyon basladiktan sonra kendi
kendine yayilabilmekte ve cok sayida yag asidi zinciri lipit hidroperoksitlerine

doniisebilmektedir. Bu tepkime ilerleme reaksiyonu olarak isimlendirilir (58,63,66-68).
LH+ LOO" —» L" + LOOH

Oldukga kararli olan lipit hidroperoksitleri lipit peroksidasyonunun ilk {irtiniidiir.
Lipit peroksidasyonunun siirekli olarak devam ettigi durumlarda E vitamini gibi

zincirleme tepkimeyi sonlandirict bir antioksidan ile lipit peroksidasyonu sonlanabilir.
L'+ E Vit—» LH+E Vit
E Vit+L" — LH + Okside E Vitamini

Gegis metalleri varliginda lipit hidroperoksitleri bu metallerin redoks dongiistiyle

birlikte lipit peroksidasyonunu baslatabilecek radikallerin olusumuna neden olabilirler.

Lipitlerden arasidonik asit metabolizmast sonucu serbest radikal iiretimine
“enzimatik lipit peroksidasyonu” diger radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonuna

ise “non-enzimatik lipit peroksidasyonu” denir (55).

Lipit proksidasyonunun son bileseni olan malondialdehit (MDA) peroksidasyona
ugramis ¢oklu doymamis yag asitlerinin boliinmesiyle olusan ii¢ karbonlu bir
dialdehidtir ve oksidatif durumun gostergesi olarak yaygin kullanilir. Bu dialdehid
biyolojik ortamda makromolekiillerin NH, ve/veya SH gruplarina bagli veya serbest
olarak bulunur. Olusan MDA; deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre

yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi zar 6zelliklerinin degismesine yol acar (55,68).
2.11. Antioksidan Sistem

Organizma i¢indeki radikaller, geri doniisiimsiiz hiicre hasarina yol agan bircok
tepkimeye neden olurlar (Sekil 2.3). Siiperoksit ve hidroksil radikalleri hiicresel,

mitokondrial, niikleer ve endoplazmik zarlarda lipit peroksidasyonunu baslatirlar.

Gegirgenlikteki artis mitokondrial hasara neden olan Ca*®un hiicreye akin

etmesine neden olur (42).
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Lipid Percksidasyorm

Sekil 2. 3. Radikallerin yol actig1 hiicre hasari

Hiicre ve organ sistemlerini reaktif oksijen tiirlerine karsi koruyabilmek igin
organizma karmasik bir sistem gelistirmistir. Bu sistem endojen ve eksojen orjinli,

etkilesimli ve birlikte ¢alisan gesitli bilesenler igerir (69).

Antioksidan sistem hasar oncesi radikal olusumunu onler, oksidatif hasar1 onarir,
hasara ugramis molekiilleri temizler ve mutasyonlar1 onler. Notralize olmas1 gereken
cesitli reaktif ara iriinleri ve indirgenmesi gereken okside biyomolekiilleri etkileyen

hem lipofilik hem hidrofilik fazda pek ¢ok antioksidan Tablo 2.5 *de 6zetlenmistir (70).
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Tablo 2. 5. Hidrofilik ve lipofilik fazda baz1 antioksidanlar

Antioksidan Faz Edki

Siiperoksit Dismutaz{SOD) Hidrofilik Oz 'min H:O:ve Or'e
disnmtasyonu

Katalaz{CAT) Hidrofilik H:0:'nin H;O ve O;'e
dismmtasyonu

Glutatyon peroksidaz(GSH-Px) Hidrofilik veya E-O0H nin F-OH indirgenmesi

Lipofilik

Glutatyon rediiktaz (GSH-Rd) Hidrofilik Olkside ghutatyonun

Glutatyon 5 Transferaz (GST) Hidrofilik R-OOH nin G5SH ile
konjugasyonu

Metallotieninler Hidrofilik Gegiy metalleriyle
nitralizasyon

Tivoredoksinler Hidrofilik B-5-5-R'ninR-SH'a

Glutatyon Hidrofilik F-5-5-K'omn B-5H"a indwrgenmesn
Serbest radikal temizlevieisi
GSH-Px ve G5T nin kofakiéni

Ubikinon Lipofilik Serbest radikal temizlevieisi
Lipid percksidasyonunda korun

Askorbik asit Hidrofilik Serbest radikal temizlevieisi
Tokofero] kazanimm
Enzimlerin rediikte formda kormmas

Karotenler Lipofilik Serbest radikal temizlevieisi
Or” baskalayica

Tokoferol Lipofilik Selenyum absorbsiyommm arthnr
Serbest radikal temizlevieisi
Lipid percksidasyonunda korun

Selenyum Amfifililk Tiyoredoksin. GSH-Px vapitas:

Antioksidanlar1  hiicre i¢i, hiicre dis1 ve zar antioksidanlar1 olarak
siiflandirabiliriz. Bunlara 6rnek vermek gerekirse; Hiicre i¢i antioksidanlar igin
siiperokit dismutazlari, katalazi, glutatyon peroksidazi, glutatyon S transferazi,
glutatyon rediiktazi, hiicre zar1 antioksidanlari i¢in E vitaminini, 8 karoteni, koenzim

Q’yu 6rnek verebiliriz.

Hiicre dis1 antioksidanlar da ise transferini, laktoferrini, haptoglobini,
hemopeksini, albiimini, seruloplazmini, ekstraselliiler siiperoksit dismutazi,

ekstraselliiler glutatyon peroksidazi, bilirubini, askorbik asiti sayabiliriz (52).
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Reaktif oksijen tiirlerine kars1 primer savunma enzimatik ve enzimatik olmayan
intraselliiler antioksidanlarca yapilir (Sekil 2.4) (71).

CuZnSOD
MnSOD

ECSOD @
02 : H202

(:SSG ‘
Intraselliler %

Gitass NADPH NADP

v

~ GT
Ekstraselluler (‘SH — Dipeptidler O

ortam
Aminoasitler

Sekil 2. 4. Insan dokularindaki major antioksidan enzimler ve bagh yollar

CuZnSOD (bakir-¢inko SOD), MnSOD (manganez SOD), ECSOD (ekstraselliiler
SOD), CAT (katalaz), GSH-Px (glutatyon peroksidaz), GSH-Rd (glutatyon rediiktaz),
GSH (rediikte glutatyon), GSSG (okside glutatyon), GST (glutatyon S transferaz), MRP
(Multidrug resistans protein), G6PD (glukoz-6- fosfat dehidrogenaz), cGS (gama
glutamil transpeptidaz), cGCS (gama glutamil sisteinil sentetaz),(glutamat sistein ligaz),

GS (glutatyon sentaz), GPxe (ekstraselliiler glutatyon peroksidaz) (72).
2.11.1. Rediikte Glutatyon (GSH)

Tripeptid yapidaki GSH (L-y- glutamil-L-sisteinil-glisin) oksidatif ve elektrofilik
stres ve radyasyona karsi hiicrelerin korunmasinda 6nemli rol oynar (Sekil 1.5).
Sitozolik GSH redoks dongiisiinde substrat olarak rol alirken, ROT’a kars1 direkt olarak

da savunma yapabilir (73).
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Sekil 2. 5. Rediikte Glutatyon (GSH)

Hiicrede milimolar derisimde bulunan GSH primer olarak rediikte formda(GSH)

bulunur ancak okside formda disiilfiid dimeri (GSSG) olarakta bulunabilir (74).

GSH’1in hiicresel seviyesi y-glutamil transpeptidaz, aminoasit transporterlari,
glutatyon sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazi igeren ¢oklu bir enzim

sistemi tarafindan korunur (75).
2.11.2. Glutatyon Peroksidaz Enzimi (GSH-Px)

Glutatyon Peroksidaz organik hidroperoksitlerin (lipit hidroperoksitler, DNA
hidroperoksitler) veya hidrojen peroksitin GSH tarafindan indirgenmesi tepkimesini

katalizler. 1957°de Mills tarafindan kesfedilmistir (73).
H,O0, +2 GSH — 2 H,0 + GSSG
ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H,0O

Glutatyon Peroksidaz enzimi, selenyum bagimli ve selenyum bagimsiz olarak iki
gruba ayrilabilir. Selenyum bagimli grupta hidrojen peroksit ve diger organik
peroksitleri indirgeyen bes iiye vardir, selenyum bagimsiz Glutatyon Peroksidaz ise
hidrojenperoksit ile ihmal edilebilir bir aktiflie sahip olup sadece organik

hidroperoksitleri rediikler (75).

Selenyum bagimli iiyelerden, GSH-Px 1 veya hiicresel GSH-Px biitiin hiicrelerde
eksprese edilen, tetramerik yapida, sitozolik bir enzimdir. Eritrosit, bobrek ve
karacigerde yiiksek miktarda bulunur. GSH-PXx 2 veya gastrointestinal GSH-Px
insanlarda karaciger ve gastrointestinal kanalda eksprese edilir; bobrek, kalp, akciger,
plasenta ve uterusta bulunmaz. GSH-Px 3 veya plazma GSH-Px plazmanin lipit
kismindan izole edilmis bir glikoproteindir, akciger, plazma ve diger ekstraselliiler
stvilarda bulunur. GSH-Px 4 veya fosfolipit GSH-Px sitozolde, mitokondri ve hiicre
zarinda bulunur. GSH-Px 5 veya epididimal GSH-Px selenyum bagimli degildir ve
yalniz epididimiste eksprese edilir. GSH-Px 6 hiicresel GSH-Px ile homoloji gdsterir,

burun epiteli ve embriyolarda eksprese edilir (73).
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2.11.3. Glutatyon Rediiktaz Enzimi (GSH-Rd)

Okside glutatyon (GSSG) NADPH baglh flavo enzim olan Glutatyon Rediiktaz
tarafindan rediikte formuna (GSH) indirgenir (49,57,73).

GSSG + NADPH — 2GSH + NADP

Glutatyon rediiktazin kalitimi otozomal dominanttir, 8. kromozom {izerindedir.

Glutatyon peroksidaz ile benzer doku dagilim1 gosterir.

Glutatyon rediiktaz flavin adenin diniikleotid (FAD) igerir, NADPH’tan bir
elektronun GSSG’nin disiilfiid baglarina aktarilmasini katalizler. Bu nedenle NADPH

serbest radikal hasarina kars1 gereklidir ve major kaynagi pentoz fosfat yoludur (Sekil
2.6) (66).

H, O
2 GSH NADP*
e fmmn P
o
GSSG NADPH 4— poopat
Yolu
2 H,0

Sekil 2. 6. Glutatyon redoks dongiisii

2.11.4. Glutatyon-S-Transferaz Enzimi (GST)

GST memeli tiirlerinde elektrofilik bilesenlerin GSH ile konjugasyonunu
katalizleyen izoenzimlerin olusturdugu c¢oklu bir gen ailesinden olusur; alfa, mu, teta,
pi, zeta, sigma, kappa ve omega olarak gdsterilen 8 esas gen smifi ile diizenlenmistir.
Alfa kromozom 6’da mu kromozom 1°de teta kromozom 22’de pi kromozom11’de, zeta
kromozom 14’de sigma kromozom 4’de kappa ve omega kromozom 10’da kodlanir
(66,76).

GST karsinojenleri, ¢evresel etmenleri, ilag ve genis spektrumlu ksenobiotikleri
metabolize eder. Mikrozomal GST belirlendiyse de GST aktivitesi esasen sitozoliktir
(73).
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GST iki subiiniteden olusmus dimerik bir proteindir. Bu subiinitelerden her biri
glutatyon baglanma bolgesi (G bolgesi) ve buna komsu elektrofilik substrata baglanan
nispeten hidrofobik olan bdlge igerir. Bunun yaninda ¢esitli izoenzimlerde transport
veya diizenleyici fonksiyonu oldugu distiniilen substrat baglanmayan bolge de

belirlenmistir.

GST, hidroksialkenler, lipit peroksidasyonunun iirlinlerinden propenaller ve DNA
hidroperoksitleri gibi endojen zararl bilesiklerin detoksifikasyonunu saglayabildigi i¢in
oksidatif strese karsi savunmaya katilir, bunun yaninda epoksidler ve kinonlar gibi
maddelerin biotransformasyonunda elektrofilik ksenobiotikler ve/veya reaktif ara
tirlinler olusabilir (66,75).

GST enziminin teta ve alfa siniflar1 selenyum bagli olmayan Glutatyon peroksidaz
aktivitesi gosterirler, GST pi formu lipit hidroperoksitleri ve hidroksialkenler,
malondialdehitler ve propenalleri inaktive eder. GST pi ayrica hassas SH- grubuyla

ROT ile direkt reaksiyona girerek disiilfit yapiminin inaktif olmasina neden olur (75).
2.11.5. Siiperoksit Dismutaz Enzimi (SOD)

Reaktif oksijen tiirlerine kars1 primer antioksidan enzim Siiperoksit Dismutaz’dir.
Formlar1 arasinda aminoasit dizilimi, aktif metal bolgesi ve hiicresel dagilim farki
vardir. Prokaryotlarda Fe ve Mn-SOD bulunurken, okaryotlarda Mn, CuZn ve
ekstraselliiler SOD (EC-SOD) bulunur (77).

Mn-SOD homotetramer yapidadir, her subiinitesinde bir Mn iyonu bulunur, ve 88
kDa agirligindadir. Hiicresel Mn-SOD igerigi kalp, beyin, karaciger, bobrek gibi yliksek
metabolik aktivitesi olan dokularda daha fazladir. CuZn-SOD 32 kDa agirliginda olup
memelilerde en ¢ok karaciger, bobrek, eritrosit ve santral sinir sisteminde bulunur. iki
protein subiinitesi igerir her subiinitede Cu ve Zn atomlart bulunur. EC-SOD ise en ¢ok

vaskiilatiir, akciger, uterus Ve tiroit bezlerinde bulunur (72,78).

SOD, siiperoksit molekiiliiniin hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene

tepkimesini katalizler (49,55,57).
20, +2H" — H,0; + O,

. . . +2 . ee o e es ee .
Tepkimede siiperoksit anyonu Cu “ ve bir arjinin rezidiisiiniin guanido grubuna

baglanir. Bu sekilde siiperoksitten bir elektron Cu*®a transfer olurken Cu* ve
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molekiiler oksijen olusur. Ikinci siiperoksit anyonu Cu™’dan bir elektron, baglanma

ortagindan ise iki elektron alarak hidrojen peroksiti olusturur (55,72).
SOD-Cu*? — SOD-Cu** + O,
SOD-Cu™ + 0," + 2H" — SOD-Cu*? + H,0,
2.11.6. Katalaz Enzimi (CAT)

Katalaz ¢ogu organizmada bulunan ve hem igeren homotetramerik bir enzimdir.

Peroksizomlarda yiiksek derisimlerde bulunur (79,80).

Katalaz enzimi yap1 ve islevlerine gore bifonksiyoneldir. Tiim prokaryot ve
Okaryotlarda bulunur. Her subiinite bir hem grubu ve NADPH molekiilii igerir. Bir¢ok
katalazda NADPH molekiilii ylizeye yakin ve sikica baglidir. Bu kofaktor peroksitin
oksijene doniistimiinde katalazin inaktivasyonunu korudugu ve etkisini arttirdigi

gozlenmistir (80).
Katalaz hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene dismutasyonunu katalizler.
2 H,0,— 0O+ 2H,0

Katalaz ayrica fenol, alkol gibi farkli substratlarin, hidrojen peroksitin ¢ift

rediiksiyonu ile detoksifikasyonunu saglar.
H,0,+ RH,— R +2 H,0

Glukoz-6-fosfat eksikliklerinde NADPH’in olgun eritrostlerdeki diisiikliigiiniin
katalazda inhibisyona neden oldugu ve hemolizin GSH-Rd/GSH-Px’den ¢ok katalazdan
kaynaklandig: disiiniilmektedir (57).

2.11.7. Tiyoredoksin sistem

Tiyoredoksin sistem oksidorediiktaz enzim aktivitesi gosteren tiyoredoksin (Trx)
ile tiyoredoksin rediiktazi (TrxR) igeren iki antioksidan enzim sistemi icerir. Memeli ve
prokaryotik  hiicrelerde bulunur. Tiyoredoksin reditktaz NADPH kullanarak
tiyoredoksinin disiilfit aktif bolgesini ve pek ¢ok substratt rediikler. Yapilan
caligmalarda, tiyoredoksinin insanda immun sistem diizenlenmesiyle iligkili oldugu ve
farkl1 genlerce kodlanan ii¢ farkli varyanti gosterilmistir. Tiyoredoksin rediiktaz

izoenzimleri, her subiinitesinde bir FAD  bulunduran NADPH  bagh
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oksidorediiktazlardir. Tiyoredoksin rediiktazin ilk saflagtirilmasi 1977°de yapilmistir
(57).

2.11.8. Ubikinon (Koenzim Q)

Ubikinon esas olarak mitokondride elektron transport zincirinin bir pargasi olarak
kullanilmaktir, bunun yaninda ubikinon diisiik derisimlerde plazmada ve hiicre

zarlarinda lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu antioksidan olarak bulunur.

Ubikinonun yenilenmesi lipoamid dehidrogenaz ve kismen tiyoredoksin rediiktazi

da igeren enzim ailesinin diger tiyeleriyle gerceklestirilir (81).
2.11.9. Askorbik Asit (C Vitamini)

Askorbik asit insan plazmasinda ve hiicre zarinda bulunan, zar1 gegebilen major
antioksidanlardan biridir. Suda ¢oziinebilir diisiik molekiiler agirlikli bu antioksidan
kollojen sentezi, demir absorpsiyonu ve hiicrelerin redoks durumunun korunmasinda
gereklidir. Tokoferoller, peroksidler ve sliperoksit gibi reaktif oksijen tiirlerini rediikler.
Askorbik asitin antioksidan olarak esas gorevi lipit hidroperoksitlerin olusumunu
engellemektir. Bu da aterosklerotik plak olusumunu engellemede ©nemli rol

tistlendigini gosterir (82).
2.11.10. Karotenler (A Vitamini)

Alkoller (retinoller), aldehitler (retinaller) ve retinoik asitler basta olmak iizere A
vitamininin ¢esitli tiirleri bulunur. A vitamininin en etkili ve en yaygm tiiri -

karoten’dir. Suda ¢6ziinmeyen bu bilesik havada okside olarak inaktif iiriinler olusturur
(83).

A vitamininin antioksidan etkisi yaninda gerekli oldugu sistemik etkiler hiicre ve
intraselliiler zar dayanikliliginin saglanmasi, epitel dokunun biitlinliigiiniin stirdiiriilmesi

ve glikoprotein sentezidir (83).
2.11.11. Tokoferoller (E Vitamini)

a, B, v, 6 olmak tizere dort farkli tokoferol formu bulunur. Biyolojik olarak en
yaygin ve en aktif E vitamini sekli olan d-a-tokoferoldiir. Yagda ¢6zlinen fakat suda

¢Oziinmeyen bu bilesikler oksijen bulunmayan ortamlarda asit ve sicakliga dayaniklidir

(84).

26



Eslesmemis elektronlarla reaksiyona giren ve indirgeyebilen hidroksil grubu
icerir. Radikal reaksiyonlar1 sirasinda zincir kirici etkiye sahiptir. Glutatyon ve askorbik

asit ile antioksidan etkisi artar (46,84,85).
2.11.12. Flavonoidler

Flavonoidler ¢esitli sebze, meyve ve otlarda bulunan polifenol grubu dogal
kimyasallardir. Dogada alt1 binin iizerinde flavonoid vardir. Antioksidan,
antiarteriyosklerotik, antiinflamatuvar, antitiimor, antitrombojenik, antiviral, antialerjik
etkileri vardir. Flavonlar, flavonollar, flavanonlar; Kkatesinler, isoflavonlar,

antosiyanidinler olarak alt1 sinifa ayrilirlar.

Flavonoidler, dnemli metal selatorleri ve serbest radikal temizleyicisi gibi rol
oynarlar. Flavonoidler tarafindan temizlenebilen ve formasyonlari inhibe edilebilen
reaktif oksijen iirlinleri; sliperoksit anyonlari, hidroksil radikali, alkol radikali, peroksil
radikali ve perhidroksi radikalidir. Flavonoidler, radikallerin reaktif kisimlartyla

etkileserek, reaktif oksijen lirlinlerini stabilize ederler (86).
2.11.13. Selenyum (Se)

Selenyum yiyeceklerde selenosistein oncii maddesi olan selenitler, selenatlar ve
selenometiyonin olarak bulunur. In vitro hayvan deneylerinde Se bilesiklerinin
apoptozisi ve transforme hiicrelerde hiicre siklusunu indirgedigi gosterilmis ve bundan

dolay1 da kanser hiicre gelisimini durdugu ileri siiriilmiistiir (85,87).
2.11.14. Transferin ve Laktoferrin

Transferin kanda demir tasiyan bir (-globindir. Laktoferrin ise dolagimdaki

serbest demiri diisiik pH’larda baglar (55,85).
2.11.15. Urik Asit

Insanlarda piirin niikleozidleri olan adenozin ve guanozin katabolizmasm temel

tirlinii tirik asittir. Metal baglayici ve serbest radikal temizleyicisi olarak gorev alir (88).
2.11.16. Bilirubin

Bilirubinin biiyiik bir kismi Omriinii dolduran eritrositlerin par¢alanmasindan
kaynaklanir ve dolasimdan karaciger tarafindan alinir ve biyotransformasyona ugrar,

safra ve idrarla atilir. Antioksidan olarak peroksil radikalleri toplar (85).
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2.11.17. Haptoglobin (Hp)

Haptoglobin hemoglobini geri doniisiimsiiz olarak baglayan bir a,-glikoproteindir.
Ekstraselliiler hemoliz sirasinda hemoglobin eritrositlerden salimir ve serbest

hemoglobin dimerleri tiimiiyle haptoglobine baglanir (85).
2.11.18. Seruloplazmin (Cp)

Seruloplazmin total serum bakirinin yaklasik %95’ini igeren ap globulindir.
Cp’nin primer fizyolojik rolii plazma redoks reaksiyonlariyla iligkilidir. Serbest ferik
iyonlar1 ve ferritin baglayan bolgelerin varligi gibi faktorlere bagl olarak oksidan veya
antioksidan olarak iglev goriir. Cp’nin demirin iyonik durumunu diizenlemede ve toksik

demir diriinleri olusmaksizin demirin transferine girmesinde yasamsal 6nemi vardir (85).

2.12. Prolidaz

Prolidaz enzimi, iminopeptidaz, prolin dipeptidaz, peptidaz D olarak da bilinen
hidrolazlar sinifinda bulunan bir enzimdir. Uluslararasi siniflandirmaya gore; EC
3.4.13.9 sinifinda yer alir. Hidrolazlar; C-O, C-N, C-C ve fosforik anhidrit bagini da
iceren bazi bazlarin hidrolizini kataliz ederler. Prolidaz enzimi karboksil terminal
pozisyondaki prolin veya hidroksiprolin igeren dipeptitlerin hidrolizini Kkatalizler
(89,90).

1937 yilinda Bergmann ve Fruton glisin-prolin’in dnceden bilinen peptidazlardan
farkli, intestinal mukozal bir enzim tarafindan hidroliz edildigini saptamiglardir (91). O
tarithten itibaren prolidaz adi verilen bu enzimin pek ¢ok memeli dokusunda varlig

gosterilmistir (92,93).
2.12.1. Prolidazin Yapisi

Prolidaz enzimi birgok memeli dokusunda ve mikroorganizmalarda dagilim
gosterir.  Sitoplazmik, homodimerik bir metaloenzimdir. Mn™® prolidaz enzimi
aktivitesini 5-10 kat arttirmaktadir. Enzimin maksimum aktivitesi icin Mn*?’a ek olarak
aktif merkezinde arjinin ve anyonik amino asit artiklarinin olmasi gerekir (94).
Proteazlar monomer yapida olmasina ragmen tiim prolidazlar dimer yap1 gosterirler ve
ancak bu sekilde katalitik aktivite gosterirler (95). Prolidaz glikoprotein yapisindadir ve
agirlik olarak %35 karbonhidrat igerir.
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Prolidaz enziminin aktif merkezinde tiyol grubu yer alir ve bu grup bloke edilirse
aktivite diiser. Bu da sisteinin enzimin aktivitesi i¢in gerekli oldugunu gosterir. Dogal
enzim i¢in optimum pH: 7,6-7,8’dir ve izoelektironik nokta pH: 4,4-4,5 olarak
saptanmis olup bu deger yapidaki asidik amino asitlerin varligini belirtmektedir (87).
Enzimin  karakteristigi  arastirildiginda DEAE  (Dietilaminetil  selilloz ~ dizi

kromatografisi) kromatografisinde prolidazin iki pik verdigi goriiliir (95).
2.12.2. Prolidazin izoenzimleri

Prolidaz geni, insanda 19 numarali kromozomun kisa kolunda lokalize olup (19p
13.2bolgesi) sembolii PEPD’ dir (96). Dietiaminoetil selilloz dizi kromatografsi
(DEAE) ile kiiltiirlii deri fibroblastlar1 ve normal insan eritrositlerinden ayristirilan
prolidazin 2 formunun oldugu gériilmistiir (97). Bunlar prolidaz | ve prolidaz 1l olarak
isimlendirilmistir. Bu iki izoenzim subsrat spesifitesi ile bazi1 kimyasal o6zellikler
bakimindan farkliliklar gosterirler (98). Bu iki izoenzimi ilk izole eden Butterworth ve
Priestman olmustur (1985). Myara ve arkadaslar1 1987 ve 1989 yilinda, Ohhashi ve

arkadaslari ise 1990 yilinda izoenzimleri izole etmeyi basarmiglardir (99,100).

Prolidaz I’in molekiil agirligmin 112 kDa oldugu ve birbirini tamamlayan esit
molekiil agirliginda 2 subiiniteden olustugu (56kDa) bulunmustur (98,100). Prolidaz 11
‘nin ise molekiil agirliginin 185 kDa oldugu ve birbirine es iki subiiniteden (95 kDa)
olustugu gozlenmistir (100,101).

Prolidaz I tiim insan dokularinda bulunur. Yapilan ¢aligmalarda prolidaz I ‘in tiim
iminodipeptitlerle reaksiyona girmesine ragmen gly-pro dipeptitini tercih ettigi
bulunmustur. Cosson ve arkadaslar1 1992 ‘de prolidaz II nin Gly-Pro dipeptidine kars1
diisiik bir aktivite gosterdigini ve bu izoenzimin plazmada bulunmadigini kaydederek
preinkiibasyonun uzamasi ile aktivitenin 6nemli Olclide diistiigiinii gostermislerdir
(102). Prolidaz II’nin en yiiksek aktiviteyi Gly-Pro yerine Met-Pro‘e kars1 gosterdigi
saptanmistir (98).

Prolidaz T’i in vitro tespit etmek i¢in optimum sartlar; 1mM MnCI
konsantrasyonunda 24 saat 37°C’de preinkiibasyon oldugu bildirilmistir. Ayrica Mn*?
konsantrasyonunun  yiikseltilerek zamanin azaltilabilecegini ya da yiliksek
preinkiibasyon 1sis1, diisik MnCl, konsantrasyonu ve diisiik preinkiibasyon zamani

kullanilabilecegi kaydedilmistir (103). Cosson ve arkadaslart yaptiklari ¢alismalarda
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prolidaz I ve prolidaz II’yi kromatografik olarak ayirdiktan sonra izoenzimlerin farkli

doku dagilimlar1 gosterdiklerini bulmuslardir (Tablo 2.6) (104).

Tablo 2.6. insan prolidaz I ve prolidaz II izoenzimlerinin doku dagilimlar:

Prolidazl  Prolidaz 11
Karaciger 53 47
Bobrek 62 38
fleum 53 47
Jejenum 53 47
Duadenum 42 58
Pankreas 22 78
Mide 42 58
Dalak 52 48
Beyin 36 64
Beyincik 44 56
Kalp 37 63
Iskelet kas1 34 66
Eritrositler 51 49

Arastirmacilar karaciger kaynakli prolidaz II'nin karacigerde inhibe edildigini
saptamiglar (100). Bu inhibisyona da plazma proteinlerinin sebep oldugunu
gostermislerdir. Haptoglobilin, o, makroglobulin ve o4 antitiripsinin prolidaz II’nin
aktivitesinde etkili olmadigi fakat saf albliminin alt1 saatlik inkiibasyondan sonra
aktiviteyi ortadan kaldirdigi gorilmistiir. Albiiminin bu inhibitor etkisine dayanarak

insan plazmasinda prolidaz II’nin aktivitesinin olmadig1 agiklanmistir (104).

Saf insan bobrek prolidaz I’in agaroz jel elektroforezindeki goriildiigii bolge o
globiilin  bolgesidir. Izoelektrik noktasinin 4,65 oldugu titrasyon egrisinden
bulunmustur. Bu nokta insan ve hayvan dokularindaki diger prolidazlar i¢cin de gegerli

olmaktadir.
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Cesitli insan dokularindan alinan prolidaz I izoenzimi tavsan immiinglobiilinleri
ile capraz reaksiyon verir fakat ayn1 immiinglobiilinler prolidaz II ile reaksiyon vermez.
Bu durum hepatik fibrozis ve prolidaz eksikligi olan hastalarin dokular ve
plazmalarindan prolidaz 1 arastirmalarinda bir spesifik immiinoassay yontem

gelistirilebilecegini akla getirmistir (104).
2.12.3. Prolidaz inhibitérleri ve Aktivatorleri

Yapilan caligmalarda enzimin aktivasyonu i¢in gerekli olan Mn*? iyonu yerine
baska metal iyonlarmin ilavesi ile inhibisyon oldugu go6zlenmistir. Boright ve
ark.’larnin domuz bobrek prolidaz1 iizerinde yaptigi ¢alismalarda Fe*?, Co*? Ni*?,
Cu zn*?, cd* Ag"™, Hg™, Pb™ ve Pt™ iyonlarmin prolidazi inhibe ettigi
bulunmustur. Ortalama 1-4 mM aralifindaki konsantrasyonlarda glutatyon
kullanildiginda optimal stabilizasyon ve aktivite saglandig1 ancak glutatyonun yiiksek
konsantrasyonunun inhibisyona sebep oldugu bulunmustur. Aymi aragtirmacilar
iyodoasetamin ve p-kloromerkiiri benzoatin da enzimi inhibe ettigine deginmislerdir
(93).

Oono ve ark. yaptigi calismada Co’in Leu-Pro disindaki substratlara karsi
prolidazi inhibe ettigi gozlenmistir (105).

2.12.4. Prolin

Prolin esansiyel olmayan bir imino asittir. Glutamatin halka yapisindaki bir
tirevidir.  Prolin sentezinde glutamatin y-karboksi grubunun ATP ile tepkimeye
katilmasi sonucu y-glutamilfosfat olusmaktadir. Bunun NADPH ile indirgenmesi
sonucu olusan glutamat y-semialdehit sonra kendiliginden A’-prolin-5-karboksilat
olusturmak iizere halkalagmakta ve bu yapi1 indirgenerek prolini olusturmaktadir (Sekil
2.7). Prolin katabolizmasinda prolin oksidaz ile prolinden olusan A’-prolin 5-
karboksilat, glutamat y-semialdehit ile ornitine transamine olabilmekte veya glutamata
oksitlenmektedir (100).
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Sekil 2. 7. Glutamik asitten prolin sentezi

Prolinin diger amino asitlerden farki R grubunun hem amino grubu hemde a

karbon grubuna bagl olarak siklik bir yapiya yol agmasidir (Sekil 2.8).
N r'|3

H | R—C-coo"
ﬂﬁ-’"’rl':_ COO
2 H H

prolin amino asit

Sekil 2. 8. Prolin ve diger amino asidlerin genel yapisal goriiniimii

Benzersiz yapisal Ozellikten dolayr prolin bir peptit sekansina girdigi zaman
onemli konformasyonel oOzellikler gosterir. Bu aminoasidin siklik yapisi polipeptit
omurganin yapisal yonlerine temel sinirlamalar getirmektedir. Prolin siklik yapisinin
sonucu olarak higbir fonksiyonel grup igermez ki; bu durumda hidrojen bagina veya
peptit bir bagin rezonans stabilizasyonuna katilmay1 engeller bu nedenle prolin a helix
veya 3 tabakali sekonder yapilarina uyumlu olmayan tek amino asittir. Kemik, tendon
ve destekleyici membran dokularin1 ana bileseni olan kollejen prolinin yapisal

ozelliklerine belirgin bir sekilde baglidir (106).

Prolin potansiyel bir yap1 kirict olan ve peptit zincirlerinin yoniinii degistirme

egilimine sahip peptit zincir i¢ine sabit bir egim saglar. Proteinlerin ylizeyindeki ters bir
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doniis veya sac tokasi egimi seklinde onemli yapisal olaymn proteinler igindeki en

onemli sonucu prolin tarafindan olusturulmasidir (102,107).

Prolin ve hidroksiprolin, kollajen yapisinda yer alan en 6nemli amino asittir.
Prolin tiirevleri olan 3-hidroksiprolin ve 4-hidroksiprolin karisik fonksiyonlu
oksigenazlar kullanilarak polipeptit zincirinde bulunan prolin kalintilarindan elde
edilmektedir. Hidroksiprolinin hidroksiprolin oksidaz ile par¢alanmasi sonucunda
glioksalat ve pirlivat olugsmaktadir. Hidroksiprolin hidrojen yapim ve yikiminda agiga

¢ikar (100).

Prolin biyolojik olarak aktif peptitlerin enzimatik degradasyona karsi koruma
saglamaktadir. Bu durum peptit veya protein prekiirsorlerinin post transyasyonel
modifikasyonlarinin regulasyonunda acgikga bellidir. Polipeptit zincirinin i¢inde yerlesik
olan prolin amino asitleri, zincirlerin enzimatik siireci oncesinde modifikasyon
boliimiinde bulunur ve polipeptit zincirinin protelize hassasiyetini sinirlayan yapisal
unsurlar olarak hareket eder. Bu durum peptitlerin post-translasyonel modifikasyonunda
gorev alan ekzopepdidazlarin 6zelligi ile iligkili arastirmalarda gésterilmistir. Biyolojik
olarak aktif peptitlerin amino ucuna yakin yerlerde ortaya ¢ikan prolin gozlemiyle
desteklenmektedir (108).

Prolin ve hidroksiprolin prolidino halkasindaki azot atomuna bir hidrojen
atomunun girmesi ile olusmaktadir. Bunlar genelde imino asit ismiyle adlandirilir. L-
prolin amino asitlerin hiicre dis1 havuzunun temel bilesenidir (Sekil 2.9). Bunu sadece
glutamin ve alanin amino asitleri takip eder. Hidroksiprolin dncelikle viicut sivilarinda
oligopeptitlerde bulunmaktadir. Insanlarda hidroksiprolinin yapisi1 4-hidroksi —L-prolin
seklindedir ve viicut sivilarinda daha az bulunur. Protein yapisinda bulunan

hidroksiprolin peptide bagli prolinin hidroksillenmesi ile olugmaktadir (94).

COOH H OOH on’ \ LOooH
; . . , COOH
H H H H

L-Prolin 4-Hidroksi-L-prolin 3-Hidroksi-L-prolin D-Prolin

Sekil 2. 9. Memeli kollajeninde bulunan prolin ve hidroksiprolin izomerleri
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Prolin ayrica Krebs ve iire dongiisiiyle metabolik olarak baglantilidir. A -prolin-5-
karboksilik asit prolin metabolizmasinda iki dongiiyii birbirine baglayan bir
pozisyondadir (Sekil 2.10) (109).

Prolinin karbon zincirinden Krebs dongiisiine gegisi, tiim dokularda bilinen klasik

yoldan 2-oksaglutarik asit metabolizmasi ile olur (109).

PROLIN

N\

£ Prolin-5-karboksilik asit

v/ N\

GLUTAMIK ASIT ORNITIN
/ l 1‘ URE
Gama-amino DOnNGOsD
Butirik asit 2-okso-glutarik asit

KREBS
DONG SO

I

SOksinik asit

Sekil 2. 10. Prolinin metabolik yollarla baglantisi

2.12.5. Prolidazin Kollajen Yapim ve Yikiminda Onemi

Kollajen yikimi interstisyel kollajenaz enziminin kollajen molekiiliiniin amino
ucuna yakin bir yiizeyine baglanmasiyla baglar. Uclii sarmal yapidaki kollajen
molekiiliine etkili enzim orijinal kollajen molekiiliiniin %25 ve %75 kadarin1 tasiyan iki
adet sarmal yapida molekiil agiga ¢ikarmaktadir. Sarmal yapilari dayanikli olmayan bu
kiigiik molekiillerin viicutta pargalanmasi ile elde edilen polipeptitler, proteazlar
tarafindan daha kiiglik peptitler veya serbest amino asitlere yikilmaktadir (110,111).
Prolidazin biitiin biyolojik fonksiyonunun prolin dongiisiiyle beraber kollajen
dejenerasyon iiriinleri ve diger Xaa — Pro dipeptidlerin metabolizmas1 olduguna
inanilmaktadir. Prolidaz C-terminalinde amino asidi prolin veya hidroksiprolin olan
dipeptidleri hiicre i¢inde hidroliz eder. Prolin yeniden dongiiye girer ve yeni protein
sentezinde kullanilirken hidroksiprolin idrarla atilmaktadir (110,111). Kollajen
dokudaki amino asitlerin yaklasik %25’ini prolin ve hidroksiprolin olusturdugundan,

prolidaz kollajen yikiminda onemli rol oynamaktadir. Prolidaz hiicre i¢i protein
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yikiminin son basamaginda, ozellikle yiiksek miktarda prolin iceren prekollajenin
yikimi asamasinda rol oynamaktadir. Enzim i¢in substrat kaynagi kollajen olup

imminopeptidler kollajenin yikiminin son basamaginda ortaya ¢ikmaktadir.

Kollajen yikiminda prolidaz ve prolinaz enzimlerinin yeri asagidaki sekilde

gosterilmektedir (Sekil 2.11).

lleri Sentez

X-Pro-COOH

v K-Hyp FROLIDAZ

KOLLAJEN —» imimodipegtidler

4 \ NH-Pro-X /
PROLINAZ

MH-HYP-X

idrarla

Hidreksipralin atilir

Ileri Sentez

Sekil 2. 11. Kollajen yikiminda prolidaz ve prolinazin yeri

Prolidaz beslenme ile alinan proteinlerden ve viicuttaki depo kollajeninden imino
asitlerin geri kazanilmasinda 6nemli rol oynar (112). Prolidaz eksikligi prolinin normal
dongiisiindeki bozulmayla sonuglanir. Prolidaz eksikliginde biiyiik miktarda prolin ve
hidroksiprolin iire ile digart atilir. Prolidaz enzim aktivitesi eritrosit, 1okosit ve
fibroblastlarda cok diisiiktiir. Etkilenen hasta bireylerde prolidaz enzim aktivitesi
saptanamaz. Iminopeptidiiri, aym zamanda rasitizm, hiperparatiroitizm ve paget
hastalig1 gibi durumlarda tanimlanir. Fakat iminopeptidiiri prolidaz eksikliginde ¢ok

daha yiiksektir.

Prolidaz enzim aktivitesinin eksikligi durumu, oldukga nadir karsilasilan otozomal
resesif gecisli kalitsal bir hastaliga yol agmaktadir. Hastaligin semptomlar1 ¢ok degisken
olup kronik tekrarlayan enfeksiyonlar, mental retardasyon, splenomegali ve cilt
lezyonlar1 goriilmektedir (113). Prolidaz enzimi ile agiga ¢ikan prolin ve hidroksi prolin
amino asitleri, kollajen dokusunun yaklasik % 25’ini olusturmakta ve bag dokusunun
devamliliginin saglanmasi icin gereklidir (114). Prolidaz enzimi; intestinal mukoza,
bobrek, karaciger, beyin, kalp, uterus, timus, eritrositler, 16kositler, fibroblastlar ve

plazma gibi pek¢ok dokuda bulunmaktadir (115-118). Genis doku dagilimi olmasi
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prolidaz enzim aktivitesindeki degisimlerin pekcok hastaligin gelisiminde ve sonucunda

Oonem kazanabilecegini diisiindliirmektedir.
2.13. Hem Oksijenaz Enzim Sistemi

2.13.1. Hem molekiilii

Hem (fe-protoporfirin IX) tetrapirol yapisinda, merkezinde demir igeren dnemli
biyolojik aktivitelere sahip bir molekiildiir ve oksijen transportu/depolanmasi, enerji
iiretimi ve detoksifikasyonunda gorev alan proteinlerin yapisinda bulunur. Yapisinda
hem molekiilii iceren proteinlere hemoprotein denir ve hem molekiilii proteinlere
kovalent veya kovalent olmayan bag ile baglanarak hemoproteinlerin aktif merkezini
olusturur. Hem molekiiliindeki pirol halkalar1 methen (mezo) karbon kdpriileri ile
birlesmistir (Sekil 2.12). Bu tetrapirol makrosiklik yapt hem molekiiliiniin rengini,
uzaysal konformasyonunu ve floresan 6zelliklerini belirler. Porfirin molekiilii tek basina
oksijene baglanamaz ve enzime bagli oksidatif reaksiyonlarin katalizinde, elektron

transferinde gorev alamaz. Bu 6zelligini bir gegis elementi ile selat olusturunca kazanir

(119).

Sekil 2. 12. Hem molekiiliiniin yapisi

2.13.2. Hem molekiiliiniin HO ile oksidatif parcalanmasi

Safra pigmentlerinden biliverdin ve bilirubinin uzun yillar 6nce tanimlanmasina
ragmen bu reaksiyonun HO tarafindan katalize edildigi 1968 yilinda Tenhunen ve
arkadaglan tarafindan bulunmustur (120). Hem oksijenaz basit protein yapisinda olup
aktivasyonu i¢in prostetik gruba ihtiya¢ duymadan substrat hem ile kompleks
olusturdugunda aktive olan mikrozomal bir enzimdir. Ferrik hem-HO kompleksinin

olusmasi ile baslayan reaksiyon NADPH-sitokrom p-450 rediiktaz tarafindan aktarilan
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bir elektron ile yapida bulunan demir indirgenir (121). Daha sonra molekiiler oksijen
enzim kompleksine baglanarak oksi formu olusturur. Demire bagli oksijen, rediiktazdan
bir elektron ve H,O’dan proton alarak Fe*-OOH yapisi meydana gelir. Fe*-OOH’mn
terminal oksijeni porfirin halkasinin a-mezo karbonuna saldirarak o-mezo-hidroksihem
yapist olusur (122). Olusan bu yapi bir molekiil oksijen ile tekrar reaksiyona girerek
Fe**-verdo hem yapisim olustururken CO reaksiyondan saliverilir. Reaksiyonun bu

basamaginda bir elektron kullanilir.

Bir sonraki basamak olan verdo hem’in ferrik biliverdin-IXo kompleksine
doniistimii ise bir molekiil oksijen ve 3 elektron gerektirmektedir. Reaksiyonda daha
sonra demir ve biliverdin serbestlesir (120). Sonu¢ olarak reaksiyon sonunda bir
molekiil hemin CO, Fe*? ve biliverdine doniisiimii i¢in 3 molekiil O, ve 7 adet elektron
kullanilmis olur. Olusan biliverdin ise biliverdin rediiktaz enzimi ile 2 elektron

varliginda bilirubin IXa yapisina rediiklenir (Sekil 2.13) (123).

"~ OH

Oy ¢

CooH COOH COOH COOH

a-hidroksi hem a-verdo hem

k 0,, 3¢

COOH COOH COOH COOH COOH COOH

bilirubin IXa biliverdin IXa Ferrik biliverdin IXa kompleksi

Sekil 2. 13. Hem parc¢alanma yolagi

Hem oksijenaz izoformlari ve molekiiler 6zellikleri

Gliniimiize kadar hem oksijenazin genetik olarak farkli iki izoformu
tanimlanmustir: indiiklenebilir formu HO-1 ve yapisal formu HO-2 (124-126). HO-1 ve
HO-2 ayn1 reaksiyonlar1 katalize ederler. Katalize ettikleri reaksiyonda kullandiklari
substrat, kofaktdr ve koenzim aynidir. Ancak farkli enzim kinetikleri, Km degerleri,

termostabiliteleri ve immiinoreaktiviteleri vardir (124,125). Bu enzimler farkli gen
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irtinleri olmalarina ragmen aminoasit veya niikleotid dizileri, amino asit
kompozisyonlar1 ve transkrip numaralar1 benzerlik gosterir. HO-1 ayn1 zamanda stress
proteini HSP32 olarak da bilinir (127). HO-1’in molekiiler agirhig: yaklasik 32 kDa,
HO-2’nin ise yaklasik 36 kDa’dir (128).

Insan HO-1 ve HO-2 enzimleri %42 oraninda amino asit homolojisi gosterir.
Ayrica her iki enzim de hiicre membranlarina tutunmalarmi saglayan ve karboksil
(-COOH) uglarinda bulunan benzer hidrofobik bolgelere sahiptir (129). HO-2, HO-1den
farkli olarak fonksiyonel bir bolge igerir. Bu bdlge hem regiilator bolgesi olarak
tanimlanmistir ve molekiile ilave hem baglanma bdlgeleri saglar. Bu 6zellik HO-2’nin

hem yikimindan farkli heme bagli bazi1 fonksiyonlarinin oldugunu gosterir (130).
2.13.3. Doku dagilimlar ve subseliiler lokalizasyonlari
2.13.3.1. Doku dagilhimlari

HO-1 biiyiik oranda eritrositlerin parcalandigi organ olan dalakta bulunur. Ayrica
karaciger retikiiloendotelyal hiicrelerinde ve kemik iliginde de eksprese olmaktadir
(131). HO-1’in kemik iliginin hematopoietik kok hiicrelerinde bulundugunu gosteren
birgok ¢alisma vardir (132,133). Bu hiicrelerde hem farklilasma faktorii oldugu igin,
HO-1 intraselliiler hem konsantrasyonunu azaltarak bu hiicrelerin farklilasmasina engel
olur (132,133). Hemoliz gibi kan hemoglobin diizeyinin asir1 derecede arttigi
durumlarda HO-1 enzimi bobrek, makrofaj ve karaciger parankim hiicrelerinde ciddi bir
artis gosterir. Bunun disinda eritrosit veya hemoglobin metabolizmasi ile direkt ilgisi
olmayan dokularda HO-1 bazal diizeyde bulunur. Ancak kimyasal veya fiziksel bir
uyartya karst hizli transkripsiyonel aktivasyon gosterir (134). Yapisal izoform HO-2, en
fazla testis ve beyinde bulunur. Ayrica damarlar, merkezi sinir sistemi, gastrointestinal
sistem, karaciger ve bobrekler de yiiksek miktarda HO-2 igermektedir. HO-2, cevresel
stres ile aktive olamaz ancak beyinde adrenal glukokortikoidlere cevap verebilir (124-
126,135).

2.13.3.2. Subseliiler lokalizasyonlari

Hem oksijenaz endoplazmik retikulum ile iligkili protein olarak kabul edilir.
Ciinkii mikrozomal hiicre fraksiyonlar1 yiiksek oranda HO aktivitesine sahiptir. Ancak
son yillarda yapilan caligmalar HO enziminin diger hiicre kompartmanlarinda da

bulundugunu gostermektedir (136). Ornegin endotel hiicre plazma membraninda
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kaveolde HO-1’in bulundugunu ve kaveolin-1 ile HO-1 arasinda fiziksel bir etkilesim
oldugunu destekleyen bir ¢alisma mevcuttur (136). HO-1 indiiktorleri ile muamele
edilen hiicrelerden elde edilen sitokrom-c fraksiyonlarindaki dramatik HO-1 varligi hem
oksijenazin mitokondride lokalize oldugunu destekleyen bulgulardandir (137). Ayrica
HO- 2’nin niikleusta lokalize oldugu belirtilmistir (138).

2.13.4. Hem oksijenazin reaksiyon iiriinleri ve fonksiyonlari

Hem oksijenaz hem molekiiliiniin parcalanmasi {izerinden gelisen hiicre
farklilagsmasi, eritrosit dongiisii ve demir konsantrasyonunu dengede tutmak gibi bilinen
etkilerinin yanisira reaksiyon iiriinleri tizerinden gelisen dnemli sitoprotektif etkilere de
sahiptir. Sekil 2.14’de CO, bilirubin ve Fe/Ferritin iizerinden gelisen etkiler kisaca

Ozetlenmistir.

HEM

wy 3INADPH 30,
INADF" 3Hz0 NADPH NADP*
Fe(ll - . T
m Biliverdin Bilirubin
@ BIllverdin redikiaz o p ooy cion
Feful) * Antinitrosatif
S *Antiinflamatuvar?
*Antiapoptotik (NF-kB)
* Antioksidan (=)
P38 MAPK
ERK 1/2 GUANILAT SIKLAZ
_ _ - GTP cGMP Vazodilatosyon
m W Nérotransmisyon
Antitrombosis
*{L-6,TNFa, IL-15, MIPT a Anti-proliferatir, p21

Sekil 2. 14. Hem molekiiliiniin parcalanma iiriinleri ve fonksiyonlari

Demir biyolojik sistemlerde hem ve metaloporfirin havuzundan bagimsiz olarak
diisiik molekiil agirlikli organik bilesiklerle kompleks halde bulunur ve ¢ok siki bagl
olmayan bu formu metal selatdrler ile reaksiyona hazir durumdadir (139). Hem
molekiiliiniin parcalanmasi ile saliverilen demir labil ve selat olusturabilen demir
havuzunu olusturur (140). Reaksiyon sonunda serbestlesen demir, demir regiilator
proteinlerine (DRP) baglanarak demir dongiisii ile ilgili kritik proteinlerin mRNA

stabilitelerini degistirerek intraselliiler demir homeostazini saglar (141). Demir-DRP
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kompleksi mRNA stabiliteleri iizerinde pozitif veya negatif etki gdsterebilir. Ornegin
diisiik demir konsantrasyonunda DRP aktif halde kalarak ferritin mRNA translasyonunu
inhibe eder. Yiiksek demir konsantrasyonu ferritin sentezini belirgin sekilde artirir
(142). Serbest demir intraselliller reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olur.
Bunun disinda lipid peroksidasyonu, nitrik oksite (NO) bagli tiyol gruplarinin
nitrozilasyonu ve hidrojen peroksitten reaktif oksidan hidroksil radikalinin olustugu

Haber-Weiss reaksiyonunda 6nemli gorevleri vardir (143).
2.13.4.1. Demir ve ferritinin antiapoptotik etkisi

Ferritin sitoprotektif etkili bir molekiildiir ve HO aktivitesine bagli olarak artan
sentezi HO aracili sitoprotektif etkiyi potansiyalize ederek hiicrelerin daha direngli hale

gelmesini saglar (144,145).

Hem oksijenaz enziminin antiapoptotik etkisi biiyiik oranda CO ile iliskilidir.
Ancak yapilan bazi c¢alismalar bu etkinin belirli oranda demire bagli oldugunu
gostermektedir. Ornegin HO-1 upregiilasyonunun jurkat-T hiicrelerini fas-antikoru ile
olusturulan apoptozise karsi direngli kildigin1 gdsteren bir ¢alisma mevcuttur (145). Bu
etki demire bagli NFkB aktivasyonu ile iliskilidir ve aktive olan NFkB, c-flip gibi
antiapoptotik yolaklar1 aktive eder. Gozlenen bu etki demir selatorleri varliginda bloke

edilmistir (145).
2.13.4.2. Biliverdin ve Bilirubin

Hem molekiiliiniin parcalanmast ile ortaya ¢ikan ilk {iriin biliverdin ¢6ziiniir yesil
renkli bir pigmenttir. Biliverdinin biliverdin rediiktaz ile enzimatik reaksiyonla
indirgenmesi sar1 renkli hidrofobik 6zellik gosteren bilirubini olusturur (146). Bilirubin
memeli hiicrelerinde en fazla bulunan endojen antioksidandir ve insan serumundaki
antioksidan aktivite bilyiik oranda bilirubin kaynaklidir (147). Serumda albiimine bagl
bilirubin karacigere transfer olur. Daha sonra karaciger hiicrelerinde albiiminden
ayrilarak fosfolipid membranlardan hepatositlere diflize olur. Hepatositlerde
mikrozomal bilirubin iiridin difosfat glukronoziltransferaz enzimi ile suda c¢oziiniir
bilirubin monoglukronid ve diglukronide doniiserek safraya saliverilir. Glukronidasyon
bilirubini ¢oziiniir hale getirir ve gastrointestinal sistemden absorplanmasina engel olur
(148). Metabolik atik olarak kabul edilen bilirubin normal kosullarda hizli bir sekilde
viicuttan elimine edilir. Konjuge olmamis bilirubin yenidoganlarda plazmada birikerek

neonatal sariliga neden olur ve ndrotoksik etkiler gelisir. HO’nun metaloporfirinlerle
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(kalay mezoporfirin) farmakolojik inhibisyonu klinikte sarilik tedavisinde kullanima

girmistir (149).
2.13.4.3. Bilirubinin antioksidan etkisi

HO-1"in oksidatif strese kars1 antioksidan rolii i¢in ileri siiriilen mekanizmalardan
ilki prooksidan olan hem’in yikilimin katalizleyerek hiicresel dengeyi antioksidan yone
kaydirmasidir (150). Diger mekanizma; HO-1 aktivitesi sonucu olusan bilirubinin
memelilerdeki en O6nemli endojen antioksidan 6zellige sahip olmasidir (151). Yeni
doganlarda yiiksek serum bilirubin diizeyi kernikterus tablosuna neden olsa da steril
olmayan ortamda dogan bebekler i¢in fizyolojik sarilik seviyesindeki bilirubin
diizeyinin koruyucu rolii oldugu bildirimektedir (152). Sonug¢ olarak oksidan-
antioksidan dengeyi bilirubinin konsantrasyonu, lokalizasyonu, transportu ve atilimi

gibi faktorler etkiler.

Bilirubinin konjuge ¢ift bag ve bir ¢ift reaktif hidrojen atomu igerir. H atomunu
radikale aktararak antioksidan aktivitesini gosterdigi diisiiniilmektedir. Ornegin lipid
peroksil radikali (LOO") ile etkileserek lipid hidroperoksit (LOOH) ve bilirubin

radikalini (Bilirubin®) olusturur.
LOO* + Bilirubin — LOOH + Bilirubin®

Endojen antioksidan sistemleri zayif olan myokard ve sinir sisteminde bilirubinin
onemli bir koruyucu rolii oldugu bildirilmektedir. Stocker ve ark. bilirubinin beyinde
vitamin E gibi davranarak peroksil radikalini tuttugunu ortaya koymuslardir (150).
Iskemik kalp hasar1 olusturulan farelere verilen bilirubinin koruyucu etkisi bir baska
calismada gosterilmistir (153). Ayrica bilirubin diizeyleri normalin iist sinirina yakin

kisilerde aterojenik risklerin daha diisiik oldugu bildirilmistir (154).

Buna karsin biliverdin sadece konjuge cift bag tasir ve antioksidan aktivitesi

rezonans stabilize edici etkisiyle ilgilidir.
LOO * + biliverdin — LOO-biliverdin®

Konjuge/konjuge olmayan bilirubin ve biliverdin direkt olarak peroksil radikalini
yakalama 0Ozelliginin yanisira S-nitrozotiyol, nitroksil iyonu, peroksinitrit gibi reaktif

nitrojen tiirlerini de etkili bir sekilde yakalar (155,156).
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Ayn1 zamanda NADPH oksidaz enzimini bloke ederek siiperoksit olusumunu

bloke ettigi bildirilmistir (157).
2.13.4.4. Bilirubinin antiinflamatuvar etkisi

Bilirubinin son yillarda tanimlanan antiinflamatuvar etkisi biiyiik olasilikla reaktif
oksijen tiirlerini yakalamasma bagli olarak gelisir. Bir ¢alismada in vitro ortamda
bilirubinin 16kosit migrasyonunu bloke edip vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1

(VCAM-1) ile iliskili havayolu inflamasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (158).
2.13.5. Karbon monoksit

Karbon monoksit hemoglobine baglanarak oksijenin dokulara dagilimii bloke
etme Ozelligi gosteren biyolojik sistemlerde genelde stabil, ortaklanmamis elektronu
olmayan bir gazdir. CO, hemoglobinin yapisinda bulunan demire reversibl olarak
oksijenden 240 kat daha fazla afinite ile baglanir. Bu nedenle yiiksek konsantrasyon CO
gazina maruz kalarak meydana gelen CO zehirlenmelerinde antidot olarak hiperbarik
oksijen terapisi uygulanabilir (159). CO onemli bir sinyal molekiiliidir ve hiicre
fonksiyonlarim regiile edici etkiler gosterir. CO flizerinden gelisen bu etkiler asagida

detayli olarak agiklanmustir.
2.13.5.1. CO’nun vazodilator etkisi

CO ile gelisen vazodilator etkiyi bir ka¢ mekanizma ile agiklamak miimkiindiir.
Molekiiliin dilator etkisi biliylik oranda guanilat siklaz (GS) aktivasyonuna bagli olarak
artan cGMP diizeyine baghidir. CO’ya baglh olarak gelisen dilatasyonun spesifik GS
inhibitorleri varliginda bloke edilmesi bu etkinin belirli oranda bu mekanizma ile
gelistigini dogrulamaktadir (160). Bunlara ilave olarak diiz kas hiicrelerinde olusan CO
indirekt olarak endotel hiicrelerindeki parakrin etkileri ile vazoregiilator etki
gosterebilir.  Endotel hiicrelerinde c¢GMP’ye bagli mitojen endotelin-1 (ET-1)
downregiilasyonu ile olusan antiproliferatif etki CO molekiiliinlin indirekt vazoregiilator

etkisine bir 6rnektir (161).

CO direkt olarak kalsiyuma bagli potasyum (Kca) kanallarmi aktive eder
(162,163). Kca kanal inhibitorleri varliginda vazodilator etkinin belirli oranda azalmasi
bu vazodilatér etkinin cGMP ve genis kondiiktansli Kca kanal ile birlikte
olusturuldugunu gostermektedir. Ayrica diisiik konsantrasyonlarda CO uygulamasi

internal depolardan NO salinimina neden olarak vazodilator etki gosterebilir (164).
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2.13.5.2. CO’nun apoptozis ve proliferasyonu inhibe edici etkisi

CO’nun antiapoptotik etkisi ilk kez in vitro ortamda tanimlanmistir. Hiicre kiiltiiri
ortaminda fare endotel hiicre ve fibroblastlarinda tiimor nekroz faktorii-a (TNF- o) ile
indiiklenen apoptozis ekzojen CO uygulamasi ile inhibe olmustur (165,166). Bu etkinin
p38 MAPK inhibitorleri varliginda ortadan kalkmasi, p38 MAPK’nin bu etkideki

onemini vurgulamaktadir (167).

CO molekiiliinlin sitoprotektif etkilerinden biiyiik oranda ¢cGMP sorumludur ve
antiproliferatif etkisinde de ayni yolagin sorumlu oldugunu ileri siiren bir¢ok calisma
mevcuttur (165,167-170). Vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunun CO ile
inhibisyonunda, cGMP’ye bagimli endotel kaynakli mitojenlerin down regiilasyonunun
da katkis1 vardir (171). Diiz kas hiicre proliferasyonu hiicre biiylime siklusunda gérev
alan kinazlar ve siklin kompleksleri ile regiile edilir. Hiicre biiyiimesinde gorev alan bu
faktorler p21wafl/cipl hiicre siklus inhibitoriiniin kontrolii altindadir (172). CO, p21
tizerinden antiproliferatif etki gosterir ve bu etkiye p38MAPK’nin aracilik ettigi
diistiniilmektedir. Ayrica, CO’in ERKI1/2 iizerinde baskilayici etki gostermesi
antiproliferatif etkisine katkida bulunabilir (173).

2.13.5.3. CO’nun antiinflamatuvar etkisi

Hiicre kiltiiri ve hayvan modelleri caligmalar1 HO-1 kaynakli veya ekzojen
CO’nun antiinflamatuvar etkili oldugunu gostermistir (174). CO antiinflamatuvar
sitokinlerin sentezini artirarak veya inflamatuvar etkili sitokinler {izerinde inhibitor etki
gostererek inflamasyonu regiile eder. Bu etkilere p38 MAPK’nin aracilik ettigini

destekleyen bulgular mevcuttur (175,176).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Hasta grubu Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi
Anabilim Dali Topuzlu Servisi’ne bagvuran papiller tiroit kanseri 6n tanisiyla opere

edilen patoloji sonuglariyla tanis1 koyulan 31 hastadan olusturulmustur.

Hasta ve kontrol grubu segiminde diyabet, hipertansiyon ve diger kronik hastaligi
mevcut olanlar, oral kontraseptif, tiroksin, Ostrojen replasman terapi gibi hormonal

tedavi alanlar ¢alismaya dahil edilmedi.

Olgular tiroit kanserli bireyler saglikli bireyler ve olmak tizere gruplandirildi.
Hasta grubu (n=31) yas araligi 31-79 aras1 olup, yas ortalamas1 50.74+11.18 (ortalama +
SD; median 38 yil) olarak bulunmustur. Kontrol grubu ise (n=25) yas ve cinsiyet
bakimindan eslestirilmis 31-62 yas araligindaki saglikli bireyler arasindan se¢ilmistir.
Kontrol grubunun yas ortalamasi 49.28+9.52 (ortalama + SD; median 44 yil) olarak

bulunmustur.

Kontrol grubundan ve hasta grubundan (ameliyat giinii sabah1 ve ameliyat sonrasi
30. giinde) 12 saatlik gece agliktan sonra sabah saat 8.00-10.00 arasinda vendz kan
ornegi alimimi gergeklesti. Kuru tiiplere alinan kan 6rnekleri +4 %C>de 5000 rpm’de 10
dk santrifuj edildi. Elde edilen serum ornekleri -80°C’de calisma giiniine kadar

saklandi.

Alinan 6rneklerde hastalarin aglik kan sekeri, kolesterol, serum tiroit hormonlari
gibi parametreler ayn1 giin icinde Fikret Biyal Merkez Laboratuvarinda otomasyon
sistemi ile tayin edildi. Serumda Hemoksijenaz-1 6l¢timii ELISA yontemi ile, prolidaz
modifiye fotometrik metot ile, protein karbonil Levine metodu ile, SOD Sun yontemi
ile, MDA Tiyobarbitiirik asit yontemi ile 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dal1 Laboratuvari’nda bakildi.
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Gerecler

ELISA Okuyucu
ELISA Yikayici
Spektrofotometre
Su Banyosu
Santrifuj

Vortex

Hassas Terazi
Derin Dondurucu
pH metre

Otomatik pipet

3.1. Yontemler

(C10M CA-200)

(C10M CA-2000)

Hitachi U- 1900

Memmert WNB 14 L 4

(Universal 320R Hettich Zentrifugen)
(Elektromag)

(Shimadzu Libror)

Rua Instruments

(Shott CG 840)

Socorex

3.1.1. Serum Prolidaz Enzim aktivitesinin Olciilmesi

Prolidaz enzim aktivitesi Ozcan ve ark. tarafindan optimize edilen Myara ve ark.

Olgiiliir.

yontemi ile tayin edildi (177,104). Bu metoda gore; substrat olarak glisil-prolin
kullanilarak enzim etkisi ile aciga c¢ikan prolinin asidik ortamda 1s1 etkisiyle ninhidrin
ile renkli bir bilesik (pembe) olusturma ilkesine dayanarak serum prolidaz aktivitesi

ol¢iilir. Rengin siddeti prolin konsantrasyonuna baglidir ve spektrofotometrik olarak

GLISIL-PROLIN ——= GLISIN + PROLIN

Cozeltiler

- On inkiibasyon ¢dzeltisi; 1 mmol/L GSH, 50 mmol/L MnCl,, 50 mmol/L pH=7

- Gly-Pro igeren 6n inkiibasyon ¢ozeltisi; 144 mmol/L Gly-Pro, 50 mmol/L Tris

- Glasiyal asetik asit

Tris HCI ¢ozeltisinde ¢oziiliir.

HCI ¢ozeltisinde pH=7,8’de ¢oziiliir.

- Tris HCL tamponu (pH=7,8)

- Ninhidrin ¢6zeltisi; 0,5 mol/L’lik ortofosforik asit igerisinde 3 g/dL olacak

sekilde ninhidrin ¢oziiliir.



- Prolin standart grafigi i¢in bir seri ( 50uM, 100 uM, 200 uM ....... ImM ) prolin

¢Ozeltisi hazirlanir.
Yontem

100 uL serum ile 100 pL serum fizyolojik karistirilip bu karisimdan 25 pL alindi
ve 75 uL 6n inkiibasyon ¢ozeltisi ilave edilerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Karisim iizerine Gly-Pro igeren on inkiibasyon ¢ozeltisinden 100 uL eklenip 37°C’de 5
dakika inkiibe edildi. Tepkimeyi durdurmak i¢in 1 mL glasiyal asetik asit eklendi.
Karisim tizerine 300 uL Tris HCI tamponu ve 1 mL ninhidrin soliisyonu eklendi ve
karisim 90°C’de 20 dakika bekletildi. Buz ile sogutulup beklemeksizin 515 nm’de
spektrofotometrede substratin katilmadigi 6rnek koriine karsi absorbanslar olgiildii.
Ornekler igin elde edilen absorbans degerleri L-prolin standart egrisi grafiginden

okunarak 1 dakikada olusturulan pmol/L prolin olarak hesaplanmistir (Sekil 3.1).

1,2 —ABS
y=0,1081x - 0,0318

1 R2 = 0,9872/.
0,8 &
0,6 b ¢ Seril

——Dogrusal (Seri 1)
0,4
0,2
o
O T T 1
0 5 10 15 ny

Sekil 3. 1. L-prolin standart egrisi

3.1.2. Serumda Malondialdehit (MDA) Ol¢iilmesi

Lipid peroksidasyonunun son iriinlerinden biri olan MDA ’nin tiyobarbitiirik asit
ile yiiksek 1s1 ve asit ortamda olusturdugu kromojen madde pembe renkli {iriin olusturur
(178). Spektrofotometrede 535 nm dalga boyunda absorbanslar 6lgiildii. MDA diizeyi

1.56 x 10° M cm™ ekstinksiyon katsayisi kullanilarak nmol/ml olarak hesaplandi.
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Cozeltiler
-%0,8 Tiyobarbitiirik asit
-%30 TCA

-5 M HCI

Yontem

Deney tiiplerine 0.2 ml serum, kor tiibiine 0.2 ml distile su konuldu. Uzerlerine
0.750 ml %0.8 TBA,0.5 ml %30 TCA ve 50 uL 5 M HCI ¢ozeltileri ilave edildi.
Tiplerin agz1 sikica kapatildi ve kaynar su icinde 15 dakika bekletildi. Tipler
soguduktan sonra 5000 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi ve silipernatantin absorbansi

kore karst 535 nm’de Slgiildii.
3.1.3. Serumda Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Ol¢iilmesi

SOD aktivite dl¢ctimii nitroblue tetrazolium (NBT) ile ortaya cikan siiperoksitin
indirgenmesi esasina dayanan Sun ve arkadaslarinin belirttigi metoda (179) ve Durak ve
arkadaglariin tarif ettigi (180) modifikasyona gore yapildi. Bu yontemde ksantin-
ksantin oksidaz reaksiyonu ile ortaya ¢ikan siiperoksid anyon radikalleri, NBT u

indirgeyerek mavi renkte bir formazon bilesigi olusturur.
X0
Ksantin ——=> Urik asit + Oy
Oy
NBT =——> Formazon bilesigi (mavi)

Ornekteki SOD enzimi olusan bu radikalleri alkali pH’da yakalayarak NBT
indirgenmesini inhibe eder ve mavi renk olusumu engellenir. Olusan rengin siddeti,
SOD aktivitesi ile ters orantilidir. 1 Unite SOD aktivitesi, NBT nin indirgenme hizin

% 50 inhibe eden enzim miktaridir.
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Cozeltiler

1-Ol¢iim reaktifi

0,3 mM
0,6 Mm
150 uM
400 mM

1g/L

Ksantin

EDTA (Etilendiamin Tetraasetik asit-2 Na Tuzu)
NBT ( Nitroblue tetrazolium )

Na,CO3

BSA (Bovine serum albumin)

hazirlanarak koyu renkli sisede +4°C’de saklandi.

2 M Amonyum siilfat ¢ozeltisi

- 167 U/L Ksantin oksidaz (XO 25 U/3,4 ml Sigma )

Kloroform Etanol (CE): 3/5, viv

8 mmol/L CuCl,

SOD ol¢iimii icin reaktif karigimi; ¢alismadan hemen Once taze olarak EDTA,
NBT, Na,CO3; ve BSA c¢ozeltileri sirast ile 10: 5: 5: 3: 1,5 oranlarinda karistirilarak

hazirland1 ve pH 10.2’ye ayarlandi. 500 pl Serum lipitleri 500 ul kloroform/etanol
(3/5,v/v) ilavesi ile ekstrakte edildi, 15000 rpm’de 60 dakika santrifuj edildikten sonra

test tiipiine stipernatanttan 500 pl, kor tiipiine de 500 ul distile su konuldu. Tiim tiiplere

reaktif karigimindan 2,45 ml, ksantin oksidaz ¢ozeltisinden 50 ul ilave edildi. 25°C de

20 dakika bekletildi. Reaksiyonu durdurmak ig¢in 50ul CuCl; ¢ozeltisi ilave edildi,

25°Cde 20 dakika tekrar bekletildikten sonra 560 nm’de distile suya kars1 absorbanslar

okundu.

Hesaplama:

( Akér - A ornek )

% Inhibisyon = X100

Akér
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3.1.4. Serumda Protein Karbonil Gruplarimm Olciilmesi

2,4- dinitrofenilhidrazin (2,4-DNPH) ile PC gruplariin olusturdugu kromoforik
hidrazonlarin 360 nm’de vermis oldugu absorbansimnin spektrofotometrik olarak

Ol¢iilmesi prensibine dayanir (181).

H
\G=D + Hakl—M O
=4 !
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R
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ra
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Sekil 3. 2. PC gruplarimin 2,4-DNPH ile karbonil tiirevi olan hidrazonlar:
olusturma reaksiyonu

Cozeltiler
-2 M HCI
- 10 mM DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazin)
- % 20 TCA (Trikloroasetik asit)
- Etanol/etil asetat (1:1,v/v)
-6 M Guanidin
Yontem

0,1 ml serum orneklerine 2 M HCl’de ¢6ziinmiis 10 mM DNPH ilave edildi.
Deney tiipleri oda 1sisinda 15 dakika bir vortexlenerek 1 saat karanlikta inkiibe edildi.
%20’lik TCA ¢ozeltisinden 0,5 ml eklenerek 15 dakika +4°C’de bekletildi. Elde edilen
cozelti 5 dakika 5000 rpm’de santrifuj edildi. Santrifuj islemi sonrasi silipernatantlar
uzaklastirildi. Kalan ¢okelti 3 defa 4 ml etanol-etil asetat karisimi ile yikandi. Yikanmis
¢okeltinin iizerine 1 ml 6M Guanidin ilave edilerek 37°C’deki su banyosunda 30 dakika
bekletildi. Orneklerin absorbanslar1 360 nm’de reaktif kdriine kars1 spektrofotometrede
1

okundu. Kromoforik hidrazonlarin molar ekstinksiyon katsayisi € = 22x10° M™cm -

kullanilarak PC konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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3.1.5. Serum HO-1 Olgiilmesi
Prensip

Insan (HO-1) aktivitesini belirlemek igin biyotin ¢ift antikorlu sandvig
teknolojisine dayanan ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) yontemi
kullanildi. HO- 1’e¢ karsi olusturulmus monoklonal antikorla kapli kuyucuklara
standartlar ve drnekler pipetlenir ve inkiibasyona birakilir. Daha sonra streptavidin-HRP
ile immiinkompleks olusturmasi i¢in biyotinle isaretli anti HO-1 antikoru eklenir.
Inkiibasyon ve yikama sonrasi baglanmayan enzimler uzaklastirilir. Substrat A ve B
eklenir. Bunun sonucunda ¢ozelti mavi bir renk alacaktir ve bu renk asit etkisiyle sartya
dontisecektir. Cozeltinin renk tonu hem oksijenaz 1 (HO-1)’in konsantrasyonuyla

pozitif korelasyon gosterir.

Cozeltiler

HO-1’e spesifik antikorlar ile kapli 96 kuyudan olugan plaka

Standart ¢ozeltisi (4,8 ng/ml, 2,4 ng/ml, .......0,3 ng/ml)

Standart diliisyon ¢ozeltisi

Streptavidin-HRP

Anti HO-1 antikoru biotin ile igaretli

Yikama ¢ozeltisi (1/30 distile su ile seyreltilir.)

Substrat A (hidrojen peroksit)

Substrat B (3,3°,5,5’-Tetra Metil Benzidin)

Stop soliisyonu (Siilfirik asit)

Uygulama
e Kullanmadan 6nce kitin i¢indeki tlim malzemeler oda sicakligina getirildi.
¢ 0.6 ng/ml standart stok ¢dzeltisi 72 dilue edilerek standartlar hazirlandi.

e Kor kuyucuga oOrnek koyulmadi. Biotin isaretli anti HO-1 antikor ve
streptavidin-HRP ilave edildi. Substrat A, substrat B ve stop soliisyonu

orneklerle ayn1 basamakta ilave edildi.
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e Standart soliisyonlar1 50ul pipetlendi. 50ul streptavidin-HRP ilave edildi.

(biotin antikorlar1 standartlarla birlestigi i¢in ilave edilmedi)

e Ornek kuyucuklarina 40ul serum, 10 ul HO-1 antikoru, 50ul streptavidin-
HRP pipetlendi.

e Plak yavasca calkalanarak 37 %C°de 60 dakika inkiibasyona birakildi.

e Her kuyudaki sivi aspire edildi. Her kuyuya 350ul yikama soliisyonu ilave
edildi 30 sn sonra kuyu igerigi aspire edildi. Bu islem 5 defa tekrarlandi.

e Her kuyucuga once 50ul substrat A soliisyonu sonra 50ul substrat B
sollisyonu pipetlendi. Plak yavas¢a calkalandi. 10 dakika 37°C’de karanlikta

inkiibasyona birakildi.

e Reaksiyonu durdurmak igin 50 pl stop soliisyonu her kuyucuga pipetlendi

(bu dakikada mavi renk sar1 renge doniistir ).

e Stop soliisyonu pipetlendikten 10 dakika sonra, 450 nm dalga boyunda kore

karsi sifirlama yapilarak absorbanslar 6l¢iildii.

e Standartlarin konsantrasyonlarma ve bunlara karsilik gelen optik dansite
degerlerine gore standart egrisinin lineer regresyon denklemi hesaplandi.
Daha sonra orneklerin optik dansite degerlerine gore de konsantrasyonlari

hesaplandi.
Hesaplama

Kor’iin absorbansi standart ve orneklerin absorbanslarindan ¢ikarildi. Her bir
standart konsantrasyonu grafikteki x-eksenine, standartlara ait absorbanslar ise y-
eksenine yerlestirilerek standart egrisi ¢izildi. Orneklerdeki HO-1 konsantrasyonu

egriden yararlanilarak hesaplandi (Sekil 3.3).
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Sekil 3. 3. HO-1 standart egrisi

3.2. Istatistiksel Degerlendirme

PTK hastalarin ameliyat 6ncesi ve sonrasi kiyaslamasinda Wilcoxon Signed Ranks testi;
saglikli kontrol, ameliyat dncesi ve sonrasi gruplar arasi sonuglarin kiyaslamasinda Tek Yonlii
ANOVA testi kullamldi. Istatistiksel analizler “Statistical Package for the Social Sciences”
(SPSS) programu ile bilgisayar ortaminda gergeklestirildi. Anlamlilik diizeyi igin p<0,05 degeri
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Kontrol grubundaki bireyler igin yas ortalamasi 49.28+9.52, hasta grubundaki yas

ortalamast 50.74£11.18 (p=0.606) saptandi. Cinsiyet dagilimi kontrol grubu i¢in E:K
8:17, hasta grubu i¢in 8:23 (p=0.610) olarak saptandi. Hasta grubundaki bireylerde AKS

ameliyat Oncesi 104.65+43.62, ameliyat sonrasi 101.68+37.20, sirasiyla kolesterol
211.45+£58.16 ve 220.58+60.10, fT3 3.05+0.55ve 2.28+1.209, fT4 1.13+0.35 ve
1.07£0.79, TSH 2.42+4.33 ve 25.19+35.80 saptandi. Bu parametrelerden AKS,

kolesterol ve FT4’iin ameliyat oncesi ve sonrasi degerlerinde anlamli olarak farklilik

izlenmis (sirasiyla p<0.005, p<0.005, p=0.05) olmakla birlikte FT3 ve TSH

degerlerinde farklilik saptanmamustir (sirasiyla p=0.65, p=0.83).

Hasta grubunun ameliyat Oncesi ve sonrasi bakilan parametrelerinin (Prolidaz,

Malondialdehit, Protein karbonil, Hemoksijenaz-1, Siiperoksit dismutaz) degerleri

Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Hastalarin hi¢birinde PTK’ine ait metastaz saptanmamustir.

Tablo 4. 1. Oksidatif stres iiriinlerinin ve antioksidan enzimlerin tiroit maligniteli

hastalarda ameliyat oncesi ve sonrasi degisimleri

Prolidaz MDA PC HO-1 SOD
Ameliyat Oncesi | 850.814272.41 | 6.35£1.55 | 186.83451.22 | 1.61+048 | 1.67+0.55
Ameliyat sonrast | 845.26£195.76 | 4.58+1.15 | 176.034+25.46 | 1.73+0.76 | 0.87+0.75
p-degeri 0.936 <0.001 0.293 0.247 <0.001
Ameliyat Oncesi | 850.814272.41 | 6.35£1.55 | 186.83451.22 | 1.61+048 | 1.67+0.55
Kontrol 738.85£131.57 | 3.503£0.72 | 150.33433.49 | 2.07+0.731 | 1.26+0.89
p-degeri 0.06 <0.001 0.003 0.006 0.025
Ameliyat sonrasi | 845.26£195.76 | 4.58+1.15 | 176.034+25.46 | 1.73£0.76 | 0.87+0.75
Kontrol 738.854131.57 | 3.503£0.72 | 150.33433.49 | 2.07+0.731 | 1.26+0.89
p-degeri 0.024 <0.001 0.002 0.10 0.016

*Tim degerler ortalama + standart sapma, kalin yazilmis p degerleri istatistiksel olarak

anlamli olarak belirtildi
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5. TARTISMA

Tiroit patolojileri, tiroit bezinin atrofisi ile gelisen hipotiroitizmden neoplastik
proliferasyona kadar genis bir aralikta yer alir. Enfeksiyonlar, iyottan fakir beslenme ve
stres gibi c¢evresel faktorlerle, genetik faktorlerlerin kompleks ve siki etkilesimleri
patogenezde rol alir (5). Deneysel hayvan modellerinde ve insan patolojilerinde

oksidatif stresin tiroit disfonksiyonlariyla baglantisi gosterilmistir (9,182,183).

Aslinda, tiroit bezinin kendisi reaktif oksijen molekiillerinin TSH stimiilasyonuyla
tretildigi  yerdir. Tiroglobunin iyonidasyonunda ve tiroit hormon sentezinde

tiroperoksidaz enziminin substrati olarak reaktif oksijen molekiilleri kullanilir (7).

Tiroit bezi disinda oksidatif stres olusturan durumlarin tiroit kanseri hastalarinda

etkili olup olmadiginin arastirilmasi gerekmektedir (7).

Wang ve ark. ¢alismasinda oksidatif stresin olusumu hangi sistemde olursa olsun
tiroit kanseriyle olan giiglii iliskisi gosterilmistir (184). Son yillarda diger arastirmacilar
da yiiksek oksidatif stresin tiroit kanserinin molekiiler mekanizmasinda olasi risk

faktort oldugunu gostermiglerdir.

Bizim c¢alismamizda serum SOD seviyeleri ameliyat Oncesi grupta ameliyat
sonrast ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu. Akinci ve
ark. yaptiklart ¢caligmada hasta ve kontrol gruplarinda SOD aktivitelerinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulmamiglardir (4). Sugawara ve ark. Durak ve ark. yaptiklari
calismalarda hasta gruplarinda kontrollere gore anlamli diisiis saptamislardir (185,186).
Senthil ve ark. yaptig1 calismada papiller tiroit karsinomunda artmig MDA seviyesine
karsin SOD aktivitesinde azalma tespit edilmistir (1). Tersine, bizim g¢alismamizda,
Lassoued ve ark. ve Sadani ve ark. calismalarina benzer sekilde SOD aktivitesinde
ameliyat Oncesi anlamli artis gézlenmistir (5,187). Bu artis bize SOD aktivitesinin

oksidatif strese kars1 kompansatuvar cevap olarak arttgini diisiindiirebilir.

Ameliyat sonrasi, kontrol grubuna goére SOD aktivitesinde anlamli azalma
bulunmasi nedeniyle; ameliyat oncesi SOD aktivitesinin yiiksek bulunmasi papiller
tiroit kanseri agisindan siiphe uyandirabilir. Bu yiizden bizim ¢alismamizda papiller
tiroit kanseri gelisiminde SOD aktivitesinin 6énemli bir rolii bulunuyor gibi goziikse de
hasta sayimizin az olmasi nedeniyle kesin bir karara varmak miimkiin degildir. Daha

kesin bilgi edinmek i¢in biiyiik hasta serileriyle aragtirmalar yapilmalidir.
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Akinct ve ark., Sadani ve ark. Mano ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarda PTK ‘da
MDA konsantrasyonunu normal tiroit dokularina gore anlamli derecede yiiksek
bulmuslardir (4,187,188). Bizim c¢alismamizda da, bu arastirmalara benzer sekilde
ameliyat Oncesi serum MDA seviyeleri ameliyat sonrasi gruba gore istatiksel olarak
anlamli yiiksek bulunmustur. Ancak, ameliyat sonrasi grup kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli yiliksek tespit edilmesi nedeniyle MDA seviyesindeki artisin

tiroit dokusu disindan da kaynaklandigini diistinebiliriz.

Tiroit kanserlerinde serbest radikallerin artmasi, artan lipit peroksidasyonu ve
antioksidan sistemdeki hasar ile agiklanmistir (189). Meme ve kolon karsinomlarinda
doku MDA seviyeleri yiiksek bulunurken endometriyum karsinomu dokusunda MDA
seviyesinin yiiksek bulunmamasi artmis antioksidan sistem ile agiklanmistir (187).
Bizim ¢alismamizda MDA artis1 SOD aktivitesi artist ile birlikte gozlenmistir. Bu da
bize PTK unda antioksidan enzim aktivitesi artisinin lipit peroksidasyonunu kompanse
edecek seviyede olmadigini diislindiirebilir. Calismamizda hasta gruplarimizin Gtiroit
olmas1 goz Oniine alinarak oksidan yonde kayma oldugu disiiniilebilir. Sonug olarak,
PTK’unda MDA seviyelerinin tiroitektomi sonrasi degerlendirilmesi tedavi basarisi

acisindan énemli olabilir. Fakat daha fazla arastirmalara hig siiphesiz ihtiyag vardir.

HO hem katabolizmasininda hiz smirlayict  enzimdir. HO-1’in  hiicre
proliferasyonu ve biiytimesi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica HO-1 birgok kanser
cesidinin patogenezinde yer alir (190,191). HO-1 ¢esitli hiicre tiirlerinde apoptozise
kars1 direng saglar. Chen ve ark. yaptigi c¢alismada, artan HO-1 aktivitesinin PTK
hiicrelerinin apoptotik uyaranlara duyarligini azalttig1 bildirilmistir (190). Bunun aksine,
caligmamizda HO-1 aktivitesi ameliyat dncesi ve sonrasi gruplarda, kontrol grubuna
gore hafif¢e diisiik bulunmustur. Ayrica, HO-1 aktivitesi ameliyat sonrasi grupta
ameliyat Oncesine gore yiiksek bulundu ama istatistiksel olarak anlamli degildir. Diger
taraftan ameliyat Oncesi grup kontrol grubuna gore belirgin diisiik saptandi ve
istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05). Bu sonuglar esliginde; HO-1 enzim eksikliginin
veya supresyonun papiller tiroit kanseri patogenezinde rol aldig: diisiiniilebilir. Fakat bu
farkliligr aciklamak i¢in apoptotik markerlerin da dahil edildigi ileri arastirmalara

ithtiyag vardir.

Prolidaz enzimi matriks metalloproteinaz ailesinin bir iiyesidir. Kollajen

yikiminda, matriksin yapilandirilmasinda ve hiicre biiyiimesinde 6nemli rol oynar.
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Prolidaz enzim aktivitesi; pankreas, akciger, mide adenokarsinomu ve meme, over,
endometriyum karsinomu gibi birgok kanser ¢esidinde arastirilmistir (14,192-196).
Bizim g¢alismamizda ameliyat dncesi ve sonrasi gruplarda kontrol grubuna gore hafif
yiikselme tespit edilmis olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir.
Bildigimiz kadariyla, PTK’da serum prolidaz aktivitesinin ¢alisildig1 bir ¢aligma mevcut
degildir. Bizim ¢alismamizin 6nemi, bu konudaki ilk aragtirma olmasidir. Anlamli fark
bulmamamizin sebebi prolidaz enzim aktivitesinin PTK olusumunda rol almadigi

olabilir, ya da hasta sayisimiz yetersiz kalmis olabilir.

Enzimlerin ve yapisal proteinlerin oksidatif modifikasyonlar1 ¢ok sayida
hastaligin etyolojisi ve/veya ilerlemesinde 6nemli rol oynar. Oksidatif modifikasyona
ugramis amino asitler ile bu amino asitlerin tlirevleri protein oksidasyonunu
degerlendirmede kullanilmakta ve yenileri de giincel olarak listeye eklenmektedir.
Protein karbonil icerigi, protein oksidasyonunun en genel ve kullanigh biyomarker’idir
(197). Bizim galismamizda protein karbonil degerleri ameliyat Oncesi ve sonrasi
gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Fakat ameliyat Oncesi ve sonrasi gruplar arasinda anlamli fark
bulunmamistir. Caligmamizdaki hasta gruplarinda metastaz olmamas: dikkate
alindiginda protein karbonil gruplarmin tiroit bezi disindan kaynaklandigini
diisiinebiliriz. Daha once, PTK’da serum protein karbonil tayini yapilan bir arastirma
mevcut olmadigi icin ¢calismamiz anlam kazanmistir. Fakat, daha fazla arastirmaya hig

sliphesiz ihtiyag vardir.

Kanser patogenezinde oksidatif stresin tartisilmaz rolii gz Oniine alindiginda
ileride, hastalarin serumlarinda goriilen parametrik degisimlerin oksidatif stresin yol
actig1 tiim degisikliklerle iligkilendirilmesi beklenmektedir. Bu da reaktif oksijen
tirlerinin kanser olusum mekanizmasina olan etkisinin daha 1iyi anlasilmasini
saglayacak ve kansere karsi miicadelede antioksidan ek tedavinin Onemini ortaya

koyacaktir.
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