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OZET

Oksidatif stres, membranlardaki lipidlerin peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna,
DNA hasarma ve hiicre i¢i sinyal yolaklarinin bozulmasina neden olarak hiicredeki
dengelerin degismesine ve dolayisiyla kanser olusumuna neden olabilir. Bu g¢alismada
nonmelanom cilt kanserleri (NMCK) ile oksidatif DNA hasar1 ve lipid peroksidasyonu
arasindaki iliski ve nonmelanom cilt kanserli hastalarda antioksidan ve kanserden
koruyucu etkilere sahip oldugu diisiiniilen vitamin A ve E diizeyleri ile 25-hidroksi vitamin

D diizeyleri incelendi.

Caligmaya vitamin veya antioksidan kullanmayan, 31 saglikli ve 38 nonmelanom
cilt kanserli hasta olmak iizere toplam 69 goniillii birey dahil edildi. Hasta ve kontrol
grubunda 8-OHdG/10°dG, MDA, vitamin A, vitamin E ve 25-OH vitamin D diizeyleri
Slciildii. Hasta grubunda 8-OHdG/10°dG ve MDA diizeyleri olarak anlamli derecede
yiiksek saptanirken, vitamin A ve 25-OH vitamin D diizeyleri istatiksel olarak diisiik
saptand1 (p<0.01). Vitamin E degerleri acisindan her iki grup arasinda anlamli fark
saptanmad1 (p>0.05). Gruplar arasinda yas, cinsiyet, sigara igcme durumu, Fitzpatrick deri
smiflamasi agisindan fark bulunmazken, giinese maruziyet saati hasta grubunda anlamli
derecede yiiksek saptandi (p<0.01). Yapilan korelasyon analizinde giinese maruziyet saati
ile 8-OHdG/10°dG ve MDA diizeyleri arasinda pozitif yonde korelasyon goriildii (p<0.05).

Bu calismanin sonuglari, cilt kanserlerinin etiyolojisinde yer alan giines kaynakli UV
isinlarmim karsinojen etkilerine oksidatif hasarin ve 6zellikle oksidatif DNA hasarinin
aracilik ettigini, vitamin A ve vitamin D’nin ise cilt kanserlerine kars1 koruyucu etkisi

olabilecegini diisiindlirmektedir.

Anahtar kelimeler: Nonmelanom Cilt Kanserleri, Oksidatif DNA Hasar1, 8-OHdG,
MDA, 25-OH Vitamin D, Vitamin A, Vitamin E
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SUMMARY

Investigation of oxidative DNA damage, vitamin A, vitamin E and 25-hydroxy

vitamin D levels in patients with nonmleanoma skin cancer

Oxidative stress causes membrane lipid peroxidation, protein oxidation, DNA
damage and deterioration a shift in the balance of intracellular signaling pathways in the
cell. These effects of oxidative stress can lead to cancer development. In this study
relationship between Non-melanoma skin cancers (NMSC) and oxidative DNA damage
and lipid peroxidation was investigated. Also the levels of 25-hydroxy vitamin D, vitamin
A and E which thought to have antioxidant and cancer protective effects were analyzed in

patients with Non-melanoma skin cancer.

31 healthy individauls and 38 patients with Non-melanoma skin cancer were
included in the study. In both of the groups, subjects with history of using vitamin or
antioxidant were excluded. The levels of 8-OHdG / 106dG, MDA, vitamin A, vitamin E
and 25-OH vitamin D were measured in both groups. While the levels of 8-OHdG / 10°dG
and MDA were found significantly higher, vitamin A and 25-OH vitamin D levels were
statistically significantly lower (p <0.01) in cancer group than healthy group. Vitamin E
levels were not significantly different between both groups (p> 0.05). Among the groups
there was no difference in terms of age, gender, smoking status and Fitzpatrick skin
classification. On the other hand duration of sunlight exposure was significantly higher in
the cancer group (p <0.01). A positive correlation was founded between the duration of
sunlight exposure and 8-OHdG / 10°dG, MDA levels (p <0.05).

The results of this study suggests that oxidative damage, especially oxidative DNA
damage may mediate carcinogen effects of sun-induced UV rays which are important in
skin cancer's etiology. According to results of this study vitamin A and vitamin D could be

protective against skin cancer development.

Key words: Nonmelanoma skin cancer, oxidative DNA damage, 8-OHdG, MDA, 25-OH
vitamin D, Vitamin A, Vitamin E



1. GIRIS VE AMAC

Oksidatif stres kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, norolojik hastaliklar, diyabet,
iskemi/reperflizyon hasar1 ve yaslanma dahil bir¢ok patolojinin olusumunda rol almaktadir
[1-3]. Yiiksek konsantrasyonlardaki oksidatif stres iiriinleri hiicre yapisini, niikleik asitleri,

lipidleri ve proteinleri etkileyerek dnemli 6lgiide hasara ugratabilirler [4].

Genetik materyalde kalict modifikasyona sebep olan oksidatif hasar; mutasyon,
karsinogenez ve yaslanmanin ilk adimlarindandir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
etkisiyle DNA’da tek ve c¢ift zincir kiriklari, pirin, pirimidin veya deoksiriboz
modifikasyonlart1 ve DNA ¢apraz baglanmalari meydana gelir. DNA mutasyonu
karsinogenezin kritik basamagidir ve pek cok tiimdér ¢esidinde artmis okside DNA
lezyonlar1 saptanmasi olusan hasarin kanser etiyolojisinde gii¢lii rolii oldugunu
diistindiirmiigtiir. DNA hasari; transkripsiyonun durmasit veya tetiklenmesiyle, sinyal
transdiiksiyon yolaginin indiiklenmesiyle, replikasyon hatalariyla ve genomik instabilite ile
sonuglanabilir. Biitiin bu basamaklar karsinogenez ile iligkilidir [4, 5]. Ayrica oksidatif
hasara bagl lipid peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehit (MDA) gibi a, B-ansature
aldehitlerin mutajenik ve karsinojenik oldugu gosterilmistir. MDA niikleik asitlerle
reaksiyona girerek cok sayida bilesik olusturabilmekte ve bu sebeple de mutajenik ve
genotoksik olabilmektedir [6, 7].

Reaktif oksijen tiirlerinin liretimi ve uzaklastirilmasi arasindaki dengenin kontrol
edilmesi amaciyla ¢ok ¢esitli DNA tamir enzimleri oldugu gibi, hiicrelerin radikallerden
daha etkili ve daha spesifik bir sekilde korunmasi igin antioksidanlar mevcuttur [8].
Antioksidan savunma sistemi vitaminler (vitamin A, E ve C gibi), mineraller (selenyum
gibi), enzimler (siiperoksit dismutaz, katalaz gibi) ve pek cok organik maddeden

olugmaktadir [4, 9].

Nonmelanom cilt kanserleri (NMCK) beyaz irkta en sik rastlanan kanser tiiriidiir ve
diinya genelinde de insidans1 artmaktadir. NMCK’nin en sik rastlanan alt tipleri bazal
hiicreli karsinom (Basal Cell Carsinoma-BCC) ve skuamdz hiicreli karsinomdur
(Squamous Cell Carsinoma-SCC). BCC pek ¢ok iilkede NMCK’nin en sik karsilasilan alt

tipidir. Mortalitesi diisiik oldugu halde, saglik sisteminde 6nemli bir ekonomik yiike neden



olmakta ve Ozellikle bas, boyun ve yiliz gibi goriinen bolgelerde rastlandigindan 6nemli

morbiditeye sebep olmaktadir [10].

Ultraviyole 1smlarmin cilt kanserlerinde en onemli etiyolojik faktér oldugu
diistiniilmektedir. Ultraviyole B (UVB) dogrudan DNA hasar1 yaparken, ultraviyole A
iginlarinin zararli etkileri fotosensitivite ve ROT dretimi seklindedir [11]. Cilt ayni
zamanda viicut ve gevre arasindaki arayiiz fonksiyonundan kaynakli siirekli olarak endojen
ve ¢evresel pro-oksidanlara maruz kalir. Cildin maruz kaldig1 oksidanlara karsi korunmasi

i¢in iyi organize olmus, kimyasal ve enzimatik anti-oksidan sistemlere ihtiya¢ vardir [9].

Bu ¢alismada, NMCK etiyolojisinde oksidatif hasarin etkili olabilecegi diisiiniilerek
NMCK’h hastalarda o6zellikle oksidatif DNA hasar1 gostergesi olarak 8-hidroksi-2-
deoksiguanozin (8-OHdG) diizeyi, lipid peroksidasyonu gostergesi olarak MDA diizeyi ve
antioksidan etkili vitamin A ve E serum diizeylerinin tespiti ile varsa bu degiskenler
arasindaki korelasyonu ve oksidatif stresin NMCK etiyolojisindeki roliinii incelmeyi
amagcladik. Vitamin D UVB isinlar1 sonucu deride tretilmektedir ve pek ¢ok kanser tipine
kars1 koruyucu etki gosterdigi saptanmustir [12]. Bu sebeple ultraviyole isinlarinin
etiyolojisinde biiyiik rol oynadigt NMCK’li hastalarda serum 25-hidroksi vitamin D

diizeylerini de belirlemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Serbest Radikaller

Atomlar, proton ve notronlardan olusan pozitif yiiklii bir ¢ekirdek ve ¢ekirdegin
etrafinda bulunan negatif yiiklii elektronlardan olusur. Elektronlar orbital adi verilen
uzaysal yoriingelerde ¢ift olarak bulunmaktadir. Eksik elektrona sahip olan molekiiller
oldukca reaktif olup, kararsizdirlar. Bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip, kisa
omiirli, kararsiz, molekiil agirhigi diisiik, bagka molekiillerle reaksiyona giren ve onlarin
kimyasal yapisini bozan, yiiksek aktiviteye sahip molekiillere serbest radikaller ya da
oksidan molekiiller denmektedir [13].

Biyolojik materyallerdeki serbest radikallerin varligi1 yaklasik 60 yil once
kesfedilmistir [14]. Oksijenin toksik etkilerinin sebebi, Gerschman’in 1954°te yaymlanan
ve bu toksik etkilerin kismi indirgenmis oksijen tiirlerinden kaynaklandigini anlattigi
makalesinin oncesinde bilinmiyordu [15]. 1956°da ise serbest radikaller; hiicre hasari,
mutasyonlar, kanser ve son olarak biyolojik yaslanmanin dejeneratif siirecinden sorumlu
tutuldular [16]. 1977°de hidroksil radikalinin (¢OH) guanilat siklazi aktivasyonunu ve
siklik guanozin monofofat (CGMP) olusumunu stimule etmesinin kanitlanmasiyla serbest
radikallerin biyolojik sistemlerde olumlu etkileri ve fizyolojik fonksiyonlar1 {izerine ¢ok

cesitli bulgular elde edilmistir [17].

Serbest radikaller yiiksek enerji transferi gerektiren ii¢ grup tepkime sonucu
uretilirler [13, 18].

1-) Normal bir molekiile elektron transferi; radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile
tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis bir elektron olusturan indirgenme

reaksiyonu, (molekiiler oksijenin radikal formu olan siiperoksit olusumu).

A+e — A

2-) Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi (yiiksek enerji ile
baglarin kirilmasi) sonucu her bir parcada ortak elektronlardan biri kalir, (polar olmayan

cozeltilerde gaz fazinda daha sik meydana gelir).



X:'¥Y-=X+Y

3-) Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile heterolitik yikim ; kovalent bagi
olusturan her iki elektron da atomlardan birisinde kalir, (daha ¢ok polar ¢ozeltilerde

gortliir).

X:Y->X"+Y

X:Y—>X +Y"

Serbest oksijen radikalleri (SOR) daha genel adiyla reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve
reaktif nitrojen tiirleri (RNT) normal hiicresel metabolizmanin iiriinleridir. ROT ve RNT
her ikisinin de canli sistemlere hem faydalar1 hem de zararlar1 vardir [4]. Serbest
radikallerin yol agtig1 potansiyel biyolojik zarar oksidatif stres ve nitrozatif stres olarak
isimlendirilir. Bu durum ROT/RNT’nin asir1 iiretimi durumunda veya enzimatik, non-
enzimatik antioksidan sistemlerin eksikliginde ortaya cikar. Baska bir sekilde ifade etmek
gerekirse oksidatif stres, oksijen kullanan metabolik reaksiyonlar sonucunda ve canli
organizmadaki prooksidan ve antioksidan reaksiyonlardaki dengenin bozulmasi sonucu

ortaya ¢ikar [19, 20].

Serbest radikaller metabolizma sonucu olusabildikleri gibi cevresel etmenlere

maruziyet sonucunda da olusabilmektedirler (Tablo 1) [21].

2.1.1 Reaktif oksijen tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri terimi oksijenden kaynak alan ¢ok ¢esitli sayida molekiilii ve
serbest radikali tanimlamak amaciyla kullanilmaktadir. Kararli haldeki molekiiler oksijen
biradikaldir (triplet durum olarak da bilinir) ve dis kabugunda eslesmemis iki elektrona
sahiptir. Bu iki elektron ayn1 spinde olduklari siirece oksijen bir seferde tek bir elektron ile
reaksiyona girebildigi i¢in ¢ok reaktif degildir. Ancak bu elektronlardan biri uyarilir ve
spin degistirirse gliclii bir oksidan halini alir (singlet oksijen olarak bilinir) ve hizlica diger

elektron ciftleriyle reaksiyona girebilir [22].



Tablo 1: Serbest radikallerin endojen ve eksojen kaynaklar1 [21] .

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar

¢ Mitokondriyal elektron transport

zinciri ¢ Redoks dongiisiine katilan maddeler
¢ Kloroplast elektron transport zinciri (paraquat, diquat, alloksan,
¢ Sitokrom P450 doksorubisin gibi)

¢ Oksidan enzimler ¢ Ilac oksidasyonlari (parasetamol, CCla

Ksantin oksidaz gibi)

— Mono aminooksijenazlar

¢ Fagositik hiicreler Glutatyonu okside eden maddeler

— Indolamin dioksijenaz ¢  lyonize radyasyon
— Triptofan dioksijenaz ¢ Giines 15181
— Galaktoz oksidaz ¢ UVismlar
— Siklooksijenaz ¢ Xismlari
¢ Is1soku
¢
¢

Notrofiller Hava kirliligi

Sigara dumani

Monosit ve makrofajlar

Ozon
Kiikiirt dioksit

Eozinofiller

— Endotelyal hiicreler

¢ Oto-oksidasyon reaksiyonlar1 (Fe*?, Egzoz gazlan

Epinefrin gibi)

2.1.1.1 Siiperoksit anyonu (O3 *")

Stiperoksit anyonu biyolojik sistemlerdeki en ¢ok indirgenen ve yiikseltgenen
tirlerin 6nciiliidiir. Molekiiler oksijene (O,) bir elektron ilavesi ile siiperoksit anyonu (O,*")
olusur ve bu durum oksidatif yolagi baslatir. iki siiperoksitin etkilesimi sonucunda biri
oksidasyona ugrarken bir digeri rediiksiyona ugrar. Bu reaksiyon sonucunda hidrojen
peroksit (H,0,) ve molekiiler oksijen (O) olusur. Reaksiyon asidik pH’da spontan olarak
veya siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalitik olarak gergeklesir [23].

2 OZ o+ 2H+—} 02 + HzOz



Stiperoksit {iretiminin biliyllk ¢ogunlugu hiicre mitokondrisinde gdzlemlenir.
Mitokondriyal elektron transport zincirinde enerji aktarimi sirasinda oksijene dogru
prematiire bir sekilde kiiciik miktarlarda elektron kacagi olur ve siiperoksit radikali olusur.
Yapilan Ol¢iimler elektron zincirindeki tiim elektronlarin % 1-3’tniin oksijenden su
olusturmak yerine siiperoksit olusumuna katildigini gosteriyor [24]. Ayrica siiperoksit ve
hidrojen peroksit inflamatuar siire¢ boyunca aktive nétrofil ve makrofajlarda nikotinamid
adenin dintikleotid fosfat (NADPH) oksidaz tarafindan enzimatik olarak da sentezlenirler.
Genel olarak tiim endojen oksidazlar molekiiler oksijene iki elektron transfer ederek

stiperoksit ve hidrojen peroksit olusumuna neden olurlar [25].

NADPH + 20, — NADP* + H* + 20,*"

Stiperoksit ve hidrojen peroksit demir ve bakir gibi gecis metalleriyle reaksiyona
(Fenton reaksiyonu) girerek giiglii bir oksidan olan hidroksil radikalini (*OH) olustururlar
[25]. Ayrica siiperoksit bir anyon olarak tanimlansa da ortam pH’sma bagli olarak
protonlanarak katyon haline doniisebilmektedir. Olusan bu yap1 hidroperoksil radikali
(HO,¢) olarak adlandirilmaktadir. Hidroperoksil radikali siiperoksit radikalinden daha
oksitleyicidir ve ¢ift tabaka lipid membrana daha kolay penetre olur [23].

2.1.1.2 Hidrojen peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit diger ROT’lara oranla daha stabil olmasi sebebiyle belki de
biyolojik sistemlerde en sik bulunan ROT’dur. Hidrojen peroksit molekiiler oksijenin iki
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Ancak biyolojik sistemlerde en fazla

stiperoksitin dismutasyonu ile olusur.

02 +2¢ + 2H —» HzOz

Oz°_+ e +2H —» HzOz

Orbitallerinde eslenmemis elektron bulunmadigindan radikal olmayan bir reaktif
oksijen tiiriidiir [23]. Ancak hidrojen peroksitin ikiden daha fazla elektron almas sitotoksik

bir oksidan olmasina yol agar. Demir ve bakir gibi metallerin hidrojen peroksite tigiincii bir



elektron transfer etmesi bilinen en giiglii oksidan olan hidroksil radikalinin olusmasina

neden olur [26].

Hidrojen peroksit hiicre i¢i katalaz, glutatyon peroksidaz, peroksiredoksin enzimleri
ve proteinlerdeki tiyol rezidiilerinin oksidasyonu yoluyla non-enzimatik olarak su ve

oksijen gibi iirlinlere doniistiiriilerek etkisizlestirilir [23].

2.1.1.3 Hidroksil radikali (*OH)

Hidroksil radikali hidroksid iyonunun nétral formudur. Hidroksil radikali olduk¢a
reaktif olmas1 ve ¢ok kisa yar1 mrii (in vivo yaklasik 10™sn) ile oldukea tehlikelidir [24].
Hidroksil radikali cesitli mekanizmalarla olusabilir. Iyonize radyasyon suyu, *OH ve
hidrojen atomlar1 olusturmak tiizere ayristirabilir [4]. Bu iyonize radyasyonun canlilar
tizerindeki toksik etkisinin baslica sorumlusudur [27]. *OH radikali ayrica
alkilhidroperoksidazlarin fotolitik ayrigmasi sonucu da olusur. *OH radikalinin viicuttaki
baslica kaynagi hidrojen peroksitin indirgendigi, metallerle katalize edilen Fenton
reaksiyonudur. Hidroksil radikali en fazla demir, bakir, krom, kobalt gibi gecis

metallerinin aracilik ettigi Fenton reaksiyonu sirasinda tiretilir [4].
Fe*> + H,0, —> Fe*® + «OH+OH"

Dogal enzimler ve glutatyonun ortamda yetersiz olup, hidrojen peroksitin
etkisizlestirilemedigi  ortamlarda, siiperoksit ve hidrojen peroksitin Fe**/Cu*?
katalizorliigiinde reaksiyona girmesi sonucunda *OH radikali olusur. Bu tepkimeye Haber-

Weiss reaksiyonu denir [27].
H,0, + O —>» «OH+OH + O,

Hidroksil radikali biyolojik sistemlerde makromolekiillerde olusan oksidatif hasarin
baslangicinda ve olugsmasinda direkt rol oynar. *OH radikali hidrojen ¢ikarma, elektron
aktarma ve radikal-radikal reaksiyonlariyla hemen hemen biitiin organik molekiillerle
tepkimeye girer [23]. Son derece zararli bir reaktif olan *OH radikalinin, biyolojik

sistemlerde fizyolojik ve patolojik etkileri vardir. *OH radikali ile olusan en iyi



tanimlanmis biyolojik hasar, lipid peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir

reaksiyonudur [27].

2.1.1.4 Singlet oksijen (*O,)

Singlet oksijen (*O,) ortaklanmamis elektronu olmadigi icin radikal olmayan
reaktif oksijen tiirlidiir. Molekiiler oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu formunda
reaktivite ¢ok yiiksektir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi serbest
radikal reaksiyonlarmin baglamasina da sebep olur. Oksijenin enerji almasi sonucu,
elektronlarindan birinin kendi spininin ters yoniinde olan bir baska orbitale yer
degistirmesiyle olusur. Viicutta pigmentlerin (flavin i¢eren niikleotidler, retinal, bilirubin
gibi) oksijenli ortamda 15181 absorblamasiyla, hidroperoksitlerin metallerin varligindaki
yikim tepkimelerinde, kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda, prostoglandin
endoperoksit sentaz, sitokrom p450 tepkimeleri, myelo/kloro/laktoperoksidaz enzimlerinin
etkileri ile olusabilmektedir [18, 27].

Singlet oksijen ve hidroksil radikallerinin {iretimi, stiperoksit ve hidrojen peroksit
molekiillerinin ortamda birikmesine baglhidir. Bu iki bilesigin ortamdan uzaklastirilamadigi

durumlarda, iki molekiiliin birbiriyle karsilasmasi sonucu, ‘O, ve *OH radikali iiretilir [27].

Singlet oksijen diger molekiillerle etkilesime girdiginde ya icerdigi enerjiyi transfer
eder, ya da kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon (C=C) ¢ift baglar1 singlet
oksijenin tepkimeye girdigi baglardir. Doymamis yag asitleri ile dogrudan tepkimeye
girerek peroksil radikalini (ROO¢) olusturmaktadir ve *OH radikali kadar etkin bir sekilde
lipid peroksidasyonunu baglatabilmektedir [27].

2.1.2 Reaktif nitrojen tiirleri

Nitrik oksit (NO veya NOv«) yoriingesinde ¢iftlesmemis elektron barindiran ve bu
nedenle radikal olan kii¢iik bir molekiildiir. NO apolar bir maddedir ve siv1 ortamda sadece
birka¢ saniyelik yar1 odmrii vardir. Diisiik oksijen konsantrasyonlarinda daha stabildir ve

hem suda hem de lipid tabakada ¢oziinebilir, sitoplazma ve plazma membranlarindan
kolaylikla difiize olabilir [23, 24].



NO biyolojik dokularda spesifik nitrik oksit sentazlarla (sNOS) sentezlenir. Bes
elektronluk oksidatif bir tepkimeyle L-arjininin sitriiline metabolize olmasi sirasinda olusur.
L-arjininin terminal guanido-nitrojen atomlarindan birinin oksidasyonuyla firetilir. NO
ndrotransmisyon, kan basinci regiilasyonu, savunma mekanizmasi, diiz kas gevsemesi ve
immiin sistemin diizenlenmesi dahil ¢ok c¢esitli fizyolojik siireglerde onemli bir sinyal

molekiilii olarak 6nemli bir rol oynar [19, 24].

L-Arginin + O, + NADPH N—OS> Sitriilin + NO + NADP*

NO biyolojik sistemlerde oksitleyici reaktif nitrojen tiirlerinin ana prekiirsoriidiir ve
NO’in toksisitesi genel olarak kendisinden daha reaktif olan peroksinitrit (ONOO") ve
nitrojen dioksit (NO,°) gibi serbest radikalleri olusturmasiyla sinirlidir. NO siiperoksit
anyonu (O,¢") ile reaksiyona girerek peroksinitrit anyonunu olusturur. Peroksinitrit anyonu
DNA zincir kiriklarma ve lipid oksidasyonuna sebep olan giiglii bir oksidan ajandir [23,

28].
NO+ + 0" —» ONOO"

Genel olarak oksidatif strese aracilik eden molekiiller ve katildiklart ana

reaksiyonlar Tablo 2’de verilmistir [25].

2.1.3 Serbest radikallerin fizyolojik etkileri

ROT’larm ve RNT’lerin yararli etkileri diisiik ve 1liml1 konsantrasyonlarda ortaya
cikar ve hiicresel yanita karsilik olarak bir¢ok fizyolojik fonksiyona sahiptirler. Hiicrelerin
bir kismi uyarilabilir ROT/RNT salimimina sahipken, hiicrelerin ¢ogu temel olarak
siiperoksit, hidrojen peroksit ve nitrik oksit iiretebilir. Ornegin; enfeksiydz ajanlara karsi
fagositozla savunma sistemi, makrofajlar ve sitotoksik hiicreler ile kanser hiicrelerini
oldiirme, sitokrom p450 ile ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, mitokondride ATP iiretimi,
hiicre biiylimesi ve diisiik konsantrasyonlarda mitojenik yanitin uyarilmasi ROT ve
RNT’lerin kilit rol oynadig1 bazi yararli aktiviteleridir. Ayrica diisiik konsantrasyonlarda
bir¢ok sitokin ve biiylime faktorlerinin uyarimi, non-reseptor tirozin kinazlarin ve protein
tirozin fosfatazlarm aktivasyonu, hiicre i¢i depolardan kalsiyum salmimi ve niikleer

transkripsiyon faktdrlerinin aktivasyonu ile hiicre i¢i sinyal iletiminde de 6nemli rol oynar.



ROT’lar gen transkripsiyonu ve ¢oziinebilir guanilat siklazin hiicrelerde aktivasyonu gibi
yasamsal aktivitelerde de 6nemli bir yere sahiptir. Endotelyal hiicrelerce iiretilen NO kan
basinct ig¢in vaskiiler diiz kas hiicrelerinin diizenlenmesinde, l6kosit adezyonunda,
trombosit agregasyonunda, anjiyogenezis ve tromboziste esansiyel durumdadir. Ayrica
noronlarm {rettigi NO, Onemli bir ndrotransmitterdir ve nodronal plastisite agisindan

anahtar rol oynar [29].

Tablo 2: Oksidatif hasara aracilik eden molekiiller

Molekiiliin ad1 | Yapisi Ana reaksiyonu

Stiperoksit *0-O0” Demir ve bakir iyonlarimin katilimiyla Haber-Weiss tepkimesini
katalizi, hidrojen peroksit ve peroksinitrit olusumu

Hidrojen HO-OH Hidroksil radikali olusumu, enzim inaktivasyonu,

peroksit biyomolekiillerin oksidasyonu

Hidroksil *OH Hidrojen koparma, serbest radikallerin iiretimi ve lipid

radikali peroksidasyonu, tiyollerin oksidasyonu

Ozon “0-0*=0 Ozellikle ¢ift zincir iceren biyomolekiillerin biitiin gesitlerinin
oksidasyonu, ozonidlerin ve sitotoksik aldehitlerin olusumu

Singlet oksijen | O=0 Cift zincirlerle reaksiyona girmek, peroksit olusumu, amino asit
ve niikleik asitleri ayristirmak

Nitrik oksit *N=0 Peroksinitrit olusumu, diger radikallerle tepkimeye girmek

Peroksinitrit O=N-O-O" | Hidroksil radikalinin olusumu, tiyol ve aromatik gruplarin
oksidasyonu, ksantin dehidrogenazi ksantin oksidaza cevirmek,
biyomolekiillerin oksidasyonu

Hipoklorit CI1O™ Amino ve siilfiir igeren gruplari okside etmek, klorin olugumu

Radikal Re Hidrojen koparma, peroksil ve diger radikallerin olusumu, lipid
ve diger biyomolekiilleri ayristirma

Peroksil radikali | R-O-Oe Hidrojen koparma, radikal olusumu, ipid ve diger
biyomolekiilleri ayristirma

Hidroperoksid R-O-OH Biyomolekiillerin ~ oksidasyonu,  biyolojik =~ membranlari
parcalama

Bakir ve demir | Cu*?, Fe*> | Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 araciligryla hidroksil

iyonlart radikali olusturma
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2.1.4 Oksidatif stres ve serbest radikallerin biyomolekiiller iizerine etkileri

Serbest radikaller ve molekiiler hasar arasindaki iliski oksidatif stres ile
tanimlanabilir. Serbest radikallerin potansiyel biyolojik hasara neden olan zararl etkileri
icin oksidatif stres ve nitrozatif stres terimi kullanilir. Bu durumda serbest radikallerin asir1
iiretimi veya antioksidanlarin seviyesinde bir azalma s6z konusudur. Oksidatif stres artmig
oksidatif metabolizma sonucu pro-oksidanlarla antioksidanlar arasindaki dengenin pro-

oksidanlar lehine bozulmasidir [29].

Oksidatif stres dort kritik basamak yoluyla c¢esitli hastaliklara neden olur;
membranlardaki lipidlerin peroksidasyonu, protein oksidasyonu, DNA hasari ile hiicrenin
yikimi ve sinyal yolaklarinin bozulmasiyla sonug¢lanacak sekilde hiicredeki dengelerin
degistirilmesidir (Sekil 1). Oksidatif stres kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, nérolojik
bozukluklar, diyabet ve yaslanma gibi ¢ok c¢esitli hastalik ve patolojik durumun
olusumunda rol oynar. Viicudumuzda bulunan biitiin biyolojik molekiiller, serbest
radikaller tarafindan hasar riski altindadir. Bu sekilde hasar goérmiis hiicre molekiilleri
hiicre fonksiyonlarmin bozulmasina veya hiicre 6liimiine neden olarak ¢esitli hastaliklarla

sonuglanabilir [29].

Solunum
Protein hasarn Mitokondrial
hasar

Membram
hasari

Hlcre

DNA hasari A .
sismesi

Gegirgenligin
artmasi

M

Asir
Ca'“ girisi
Lipid peroksidasyonu

Sekil 1: Serbest radikallerin yol actig1 hiicre hasari, DER: Degraniile endoplazmik retikulum, PER:
Peroksizom [30]
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2.1.4.1 Serbest radikallerin lipidler iizerine etkileri ve malondialdehit

Lipid peroksidasyonu genellikle serbest radikallerin neden oldugu ve bir radikalin
poliansatiire yag asitlerinin (¢oklu doymamis yag asitlerinin- PUFA,; linoleik asit, linolenik
asit, arasidonik asit gibi) oksidasyonunu indiikledigi zincir reaksiyonlaridir. Monoansatiire
yag asitleri (oleik asit gibi) ve satiire yag asitleri (doymus yag asitleri; palmitik ve stearik
asit gibi) ¢ok daha az reaktiftirler ve genelde lipid peroksidasyonuna katilmazlar [31].
Fizyolojik kosullarda yiiksek enerji gerektiginden (1900 mV) doymus bir yag asitinden

radikal olusumu neredeyse imkansizdir [23].

Lipid peroksidasyonu poliansatiire yag asitlerinin karbon zincirindeki metilen
gruplarmim (LH) birinden, bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile baslar. Boylece yag
asidi zinciri radikal niteligi kazanmis olmaktadir. Olusan lipid radikali (L") dayaniksiz olup
zincirleme sekilde ilerleyen degisikliklere ugrayabilmektedir. Oncelikle molekiil ici ¢ift
bag aktarilmas ile dien konjugatlar1 olusturulmakta, daha sonra bu konjugatin oksijen ile

reaksiyona girmesi sonucu lipid peroksil radikali (LOQO¢) olusturulmaktadir.
LH+Re — L+ RH
L++0, —— LOO-

Lipid peroksil radikalleri, kendi yapilar1 igerisindeki diizenlemeler ile lipid
endoperoksitleri haline getirilmektedirler. Membran yapisindaki diger poliansatiire yag
asitlerini de oksitleyerek yeni zincir reaksiyonlar1 baslatilmaktadir. Kendileri de bu
reaksiyonlarda agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksitlerine (LOOH)

doniistiiriiliirler. Bu zincirleme reaksiyon Sekil 2°de gosterilmistir.
LH+ LOOs —» Le¢+ LOOH

Lipid hidroperoksitleri lipid peroksidasyon tepkimelerinin ilk ve kismen daha stabil
olan iiriiniidiir. Lipid hidroperoksitleri ge¢is metali iyonlar1 (Me"™), siiperoksit anyonu veya
hidroperoksil radikali varliginda lipid peroksidasyonunu tekrar devam ettirebilen radikalik
ozelligi de sahip cok cesitli tiirlere (lipid alkoksil, lipid peroksil, aldehit ve alkil radikaller
gibi) doniistirler [23, 31, 32].
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Cok Doymamis Yag Asidi \ /\ /\ /

o

Lipid Radikali \ /\ /\ /

Dien konjugat \_/> /\_/

lf_OZ
Lipid peroksil radikali

- O-0 H

\=/>\_/L/
HOO |/\ L /

Hidroperoksid

O O
Malondialdehid

Endoperoksid

Sekil 2: Lipid peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu ile olusan membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir. Membranin
akiskanligini, gegirgenligini, hareket yetene§ini ve transmembran iyon gradyentini
bozmaktadir [27]. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitler diisiik
konsantrasyonlarda lipooksijenaz ve siklooksijenaz enzimlerini aktifleyerek prostoglandin
ve lokotrien sentezini in vivo olarak etkileyebilirler, bununla birlikte yiiksek

konsantrasyonlarda ise bu enzimleri inaktive edebilirler [32].

Linoleik asit ve arasidonik asitin peroksidasyonu sonucu olusan bir aldehit olan 4-
hidroksi-2-nonenal (HNE) hiicresel tiyollerle, kismi olarak sisteinlerle ve daha az olmak
iizere lizin ve histidinlerle reaksiyona girer. HNE’nin yaptig1 protein modifikasyonlar1
protein fonksiyonlarinda onemli etkiye ve hiicresel disfonksiyona sebep olur. Olusan

hidroksialkenallerin birgok biyolojik aktivitesi tanimlanmistir. Diisiik seviyelerde hiicre
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proliferasyonunu indiiklerken, yiiksek seviyelerde (>20 uM) hiicre 6liimiinii indiiklerler.
Ayrica sitotoksik konsantrasyonlarda proteozom inhibisyonunu indiikler ve mitokondriyal

gecis porlarmin gegirgenligini etkiler [23].

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan iiriinlerden ilk tanimlananlardan bir tanesi de
1,3 dialdehit olan malondialdehittir (MDA) [23]. ikiden fazla ¢ift bag iceren poliansatiire
yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitleri veya eikozanoid
sentezinde serbestlesen siklik endoperoksitler MDA’ ’nin asil kaynagimni olusturmaktadir.

Tromboksan A, sentezinde MDA ’nin ikincil iiriin olarak sentezlendigi gosterilmistir [33].

MDA genelde nétral veya alkalin pH’da ¢ok reaktif olmayan enolat formunda olur.
Ancak pH<4.5’te tiyol ve aminlerle olduk¢a etkilesime girebilen B-hidroksiakrolein ve
onun dikarbonil formu seklinde bulunur [23]. MDA bakteri ve memeli hiicresinde
mutajeniktir ayrica ratlarda karsinojeniktir [4]. MDA ’nin karsinojenik oldugu ilk olarak
1974°de topikal uygulama sonucu farede gosterilmis, mutajenik oldugu ise 1976’da
Salmonella typhimuriumda gosterilmistir [34, 35]. Daha sonra yapilan calismalarda
mutasyonlar en sik guanozin-sitozin (G-C) baz ciftinin oldugu bolgelerde ve delesyonlar,
eklenmeler ile baz ciftlerinin yer degistirmesi seklinde gézlemlenmistir. MDA DNA ile
reaksiyona girerek guanozin (G), sitozin (C) ve adenin (A) swrayla M;G, M;C ve M;A
bilesiklerini olusturur. Olusan bu bilesikler DNA-DNA aras1 ve DNA-protein arasi ¢apraz

baglanmalara neden olur [4, 36].

2.1.4.2 Serbest radikallerin proteinler iizerine etkileri

Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme diizeyleri, amino asit
iceriklerine ve kompozisyonuna baghdir. Hidroksil ve siilfiir iceren molekiillerin serbest
radikallerle reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolayca
etkileniler. Etkilesim sonucu siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana

getirirler [27].
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Biitlin amino asitlerin yan zincirleri (6zellikle siilfiir iceren sistein ve metiyonin yan
zincirleri) iyonize radyasyonun ve ROT/RNT’lerinin oksidasyonuna duyarlidir. Oksidatif
stres kosullarinda sistein bir elektronlu bir oksidanla (O,*", *OH, NO¢) karsilastiginda
sisteindeki tiyolden, tiyil radikali (RSe¢) olusur ve bu radikal hidrojen koparma, radikal
esleme gibi farkli reaksiyonlara neden olur (Sekil 3). Sistein ¢ift elektronlu bir radikal
(H20,) ile reaksiyona girmesi sonucu tiyol yan zinciri giiclii niikleofilik 6zellige sahip
tiyolat anyonunu olusturur ve bu yap1 disilfit baglariyla etkilesime girer (Sekil 3). Bu
reaksiyonlar sonucunda immunglobulin G ve albumin gibi fazla sayida distilfit bagi igeren
proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur. Bdylece normal fonksiyonlarini yerine
getiremezler [27]. Sonug olarak oksidatif stres proteinlerde ¢ok sayida posttranslasyonel
modifikasyon olusturarak proteinlerin yapt ve fonksiyonlarmin bozulmasina neden olur
[23].

(a) t,
(@) S-OH sulfenic
“_ . ‘OH— )—/ acid
o - gH one-electron s- — HN\
s oxidant 7 P
HN Cao HN N Ty
o - : o S-SR disulfide
thiol thiyl radical TSR~
HN
N
(D) "
b
H,O O S_OH+ OH sulfenic
2 - -
(@] a SH (ol o) ?"L s- ,_-’/ HN acid
:g; / (—j-eprotor'lalloﬂ % y; )\Jr
HN HN
h o T~ O " s sr
thiol thiolate SR ~= jg_/ + RS disulfide
SR’ HN
N

Sekil 3: Sisteinin ROT/RNT'lerinin varliginda oksidasyon yolagi [23].

Cok g¢esitli mekanizmalarla olusan protein karbonil gruplarinin konsantrasyonunun

Ol¢lilmesi ROT’larin neden oldugu protein oksidasyonunu dlgmek i¢in iyi bir yontemdir

[4].
2.1.4.3 Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine etkileri

Serbest  oksijen  radikallerinin  karbonhidratlar  iizerine,  polisakkarit

depolimerizasyonu ve monosakkarit otooksidasyonu gibi etkileri vardir. Monosakkaritlerin
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otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler olusur.
Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz baglar
olusturma oOzelliklerinden dolayr antimitotik etki gdsterirler. Bu nedenle kanser ve

yaslanma olaylarinda rol oynarlar [27].

2.1.4.4 Serbest radikallerin niikleik asitler iizerine etkileri

Diisiik seviyelerde ROT’lar hiicre boliinmesinde ve canlilifinda, hiicre i¢i sinyal
iletiminde, inflamasyon ve immun fonksiyonlarda, otofaji ve strese yanitta merkezi rol
oynar. Ancak oksidan ajanlar lehine denge bozuldugunda, biyolojik sistemin, ROT’larin

olusturdugu hasar1 onarma ve detoksifiye etme kapasitesi bozulur.

ROT’larin niikleotid bazlari, niikleosidler, niikleotidler ve oligontikleotidler ile
reaksiyona girmesi niikleik asitlerde ¢ok sayida farkli modifikasyonlar olusturur [37].
Insan hiicresinin bir giinde hidroksil radikali ve diger reaktif tiirlerden dolay1 ortalama
1.5x10°kez oksidatif carpismaya maruz kaldig1 tahmin edilmektedir. Hidroksil radikalinin
DNA molekiiliiniin biitiin bilesenleriyle etkilesime girdigi, piirin ve pirimidin bazlarmin
her ikisine, ayrica deoksiriboz iskeletine zarar verdigi biliniyor. Genetik materyalde kalic1
modifikasyonla sonuglanan bu oksidatif hasar olaylar1 mutasyonlarin, karsinogenezin ve
yaglanmanin ilk basamagidir [4]. ROT’larin DNA’da olusturdugu bazi hasarlar, tiim
bazlarda modifikasyonlar, abazik bolgeler, delesyonlar, ¢ergceve kaymasi, tek ve gift zincir
kiriklari, DNA-protein c¢apraz baglar1 ve kromozomal yeniden diizenlenme seklinde
siralanabilir [38]. DNA hasari, transkripsiyonun durmasma veya indiiklenmesine, sinyal
iletim yolaklarinin uyarilmasina, replikasyon hatalarma ve genomik instabiliteye neden

olabilir. Biitiin bu degisiklikler karsinogenez ile iliskilidir [4].

Yiiksek reaktiviteye sahip *OH radikali DNA’yla deoksiribozun her bir C-H
bagindan ve timin bazinin (T) metil grubundan bir hidrojen atomu kopararak veya ¢ift bag
iceren DNA bazlarma H atomu ekleyerek tepkimeye girer [6]. Ekleme reaksiyonlariyla
DNA bazlarmin OH-bilesikli radikalleri olusurken, koparma reaksiyonlariyla da timin

kaynakl1 allil radikali ve karbon merkezli seker radikalleri olusur [4].
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Sekil 4: Reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerle etkilesim sonucu olusan DNA bazlar1 [6]

Pirimidinin C5-C6 ¢ift baglarina H eklenmesiyle, C5-OH ve C6-OH bilesikleri
olusur. Timinden H atomunun koparilmasi ise allil radikalinin olusmasiyla sonuglanir.
Olusan bilesikler redoks 6zelliklerine gore yiikseltgenir ya da indirgenirler. Olusan {iriinler

oksijenin varligina ve yokluguna gore, diger kosullara gore farklilik gosterir (Sekil 4) [6].

Sitozinin (Cytosine-C) iirinleri deamine ve dehidrate olabilir. Sitozin glikol urasil
glikol, 5-hidroksisitozin ve 5-hidroksiurasil olusturmak tizere deamine olur. Sitozinin gama
isinlarma maruz kalarak olusan DNA hasar1 sirasinda, biitiin bu bilesikler es zamanli
olarak ortamda saptanmustir. Bununla birlikle kosullara ve ortamdaki radikale gore olusan

bilesikler farklilik géstermektedir (Sekil 4).
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Hidroksil radikali piirinlere C4, C5 ve C8 pozisyonlarinda eklenerek OH bilesikli
radikaller olusturur. Adeninden (A) en az iki tane OH igeren bilesik olusur:C4-OH ve C8-
OH bilesikli radikaller. C4-OH bilesikli radikaller okside edici 6zellikler tagirken, C5-OH
ve C8-OH agirlikli olarak rediiktan 6zelliktedirler [6].

ring HN™ “N™ “NH

OPW w‘
o]

)
N ring o]
HN N oH HN H H ;
ﬁ X red. L X opening i NH-CHO
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2 N ~
C8-OH-adduct radical

HNT N7 N,

7-hydro-8-hydroxyguanine
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Sekil 5: C8-OH bilesikli guanin radikalinden olusan farkli iirtinlerin yapilari [38]

Guaninin C8 pozisyonunda oksidasyonu 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) ile
sonuglanir (Sekil 5). 8-OHAG okside DNA iiriinlerinden en kolay tespit edilebilen oldugu
icin en sik calisilmis oksidatif DNA hasar1 gdstergesidir [38]. ilk olarak idrarda oksidatif
hasar gostergesi olarak Shigenaga ve ark.[39] tarafindan gosterilmistir. Bu oksidatif DNA
lezyonu yan zincire spesifik mutasyon olusumu ile sonuglanabilir, bakteriyel hiicrelerde ve
memeli hiicrelerinde mutajeniktir ve siklikla mutasyona ugramis onkogenler ve timor
supressor genlerde saptanan G-T transversiyonlarina sebep olur. Ayrica reaktif oksijen
tiirleri niikleotid havuzunda deoksiguanin trifosfat (dGTP) ile reaksiyona girerek 8-OHdG
olustururlar. Bundan dolayt DNA replikasyonu boyunca, niikleotid havuzundaki 8-
OHdG’nin DNA kalibinda deoksisitozini (dC) veya deoksiadenozini (dA) karsilikli

birlestirerek, A:T—> C:G transversiyonlarina neden oldugu kabul edilir [40].

*OH radikali ve hidrojen peroksit, ikisi de RNA’ya =zarar verir. 8-
hidroksiguanozinin, su ana kadar RNA’da saptanan tek okside baz olmasi sebebiyle,
yaygin saptanan bir oksidatif modifikasyon oldugu anlasilmaktadir. Bu oksidatif

modifikasyon, 8-hidroksiguanozinin potansiyel olarak RNA’da adeninin sitozinle yanlis
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esleserek ve transkripsiyon seviyesinde mutasyonlar olusturarak genetik bilgiyi
bozabilmesi sebebiyle viicuda en zararli modifikasyondur. Riboz yapisindaki bozulmalar,
baz eksizyonlari, zincir kiriklart ROTlarin RNA’daki diger modifikasyonlardir [37].

ROT’lara ek olarak, peroksinitrit ve nitrojen oksit gibi RNT’leri de DNA hasarinda
etkilidir. Peroksinitritin guanin ile reaksiyonu sonucu 8-nitroguanin olusur. Yapisindan
dolay1 bu bilesigin G:C — T:A transversiyonlarini indiikleme potansiyeli vardir. Bu
lezyonun DNA’daki stabilitesi diisiikken, RNA’da daha stabil bir bilesik oldugu
gosterilmektedir. Ancak 8-nitroguanin ile karsinogenez siireci arasindaki potansiyel

baglant1 bilinmemektedir [4].

2.1.5 Antioksidan savunma sistemleri

Serbest radikallerin “kararli/dengeli durumu” {iretim oranlar1 ile ¢esitli
antioksidanlar tarafindan uzaklastirilma oranlari arasindaki dengeye gore belirlenir. Bu
sekilde bir hiicrenin redoks durumu ve ondaki dalgalanma hiicresel fonksiyonu belirler.
[ronik bir bigimde, ROT larm aracilik ettigi aktiviteler, hiicreleri ROT’larin indiikledigi
hasara kars1 korur ve “redoks homeostazisi” diye adlandirilan redoks dengesini yeniden
kurar veya tamir eder. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda ROT’lar hiicre hasarindan
sorumlu olduklar1 i¢in, hiicreleri ve viicut sistemlerini serbest radikallerden korumak
amaciyla insan viicudunda oldukga sofistike ve kompleks bir antioksidan savunma sistemi
mevcuttur. Antioksidanlar kendilerini okside ederek, oksidatif siireci dnemli diizeyde
inhibe eden veya erteleyen, diisilk konsantrasyonlarda bulunan maddelerdir. Endojen ve
eksojen antioksidanlar, serbest radikalleri nétralize ederek, redoks dengesini saglar ve
viicudu serbest radikallerden korurlar. Tablo 3’de antioksidanlarm detayli bir
smiflandirmast verilmistir. Antioksidanlarin yapilarina gore, kaynaklarma gore ve etki

mekanizmalarina gore gesitli siniflandirmalar yapilmistir [29].
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Tablo 3: Antioksidanlarin siniflandirmasi

A. Yapilarina gore siniflandirma

1. Enzimatik antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Glutatyon
rediiktaz (GR)

2. Non-enzimatik antioksidanlar

a. Metabolik antioksidanlar

Rediikte glutatyon (GSH), lipoik asit, L-arjinin, koenzim Q10, melatonin, iirik asit,
bilirubin, metal selator proteinler, transferrin vb.

b. Besin maddesi antioksidanlar

Vitamin E, vitamin C, vitamin A ve diger karotenoidler, eser elementler (selenyum,
manganez, ¢inko), flavonoidler, omega-3 ve omega-6 yag asitleri, vb.

B. Kaynagimna gore simflandirma

1. Endojen antioksidanlar

Bilirubin, glutatyon, lipoik asit, N-asetil sistein, NADPH ve NADH, ubiginon (koenzim
Q10), tirik asit, enzimler (SOD, CAT, GPx, GR)

2. Diyetle alinan antioksidanlar

Vitamin C,vitamin E, vitamin A, beta karoten, karotenoidler ve oksikarotenoidler
(likopen ve lutein), polifenoller

3. Metal baglayici proteinler

Albumin (bakir), seruloplazmin (bakir), metallotiyonein (bakir), ferritin (demir),
myoglobin (demir), transferrin (demir)

C. Etki mekanizmasina gore antioksidanlar

1. Notralize edici veya doniistiiriicii katalitik sistem

SOD, CAT, GPx

2. Haber-Weiss reaksiyonu aracihgiyla metal iyonlarim baglayan/inaktive edenler
Ferritin, seruloplazmin, katesinler

3. Kendini yok ederek ve zincir kirarak ROT’lar1 toplayan (scavenger) ve yikanlar
Vitamin C, vitamin E, iirik asit, glutatyon, flavonoidler

4. ROT’lann  bastiranlar, kimyasal olarak enerjilerini  absorblayarak
etkisizlestirenler

Karotenoidler, antosiyanidinler
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2.1.5.1 Enzimatik antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-

S-transferaz enzimatik antioksidanlardandir [27].

Siiperoksit dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, hiicre i¢i en etkili enzimatik antioksidanlardan
bir tanesidir. SOD’un farkli yapida aktif metal merkezleri ve amino asit bolgeleri olan,
farkli sayida alt initesi, kofaktorii ve farkli 6zellikleri olan ¢ok sayida formu vardir [4].
SOD’un memelilerde bilinen {i¢ formu vardir: genel olarak sitozolde bulunan, bakir-¢inko
stiperoksit dismutaz (CuZn-SOD veya SOD-1), mitokondri matriksinde lokalize manganez
stiperoksit dismutaz (Mn-SOD veya SOD-2) ve plazma membrani ile iliskili veya
ekstraseliiler alanda bulunan ekstraseliiler siiperoksit dismutaz (EC-SOD veya SOD-3).
SOD’un bu ii¢ formu da benzer reaksiyonlarla siiperoksitin (O, *) dismutasyonu ile

hidrojen peroksit ve molekiiler oksijen olusumunu katalize eder [23].

2 Oz o+ 2H+_> 02 + Hzoz

Katalaz

Katalaz (CAT) enzimi hiicrelerde yaygim olarak bulunan etkili bir antioksidandir.
Dort polipeptid zinciri ve enzimin hidrojen peroksit ile reaksiyonunu saglayan dort porfirin
hem grubu igeren bir tetramerdir [29]. Katalaz bitkiler, hayvanlar ve aerobik bakterilerin
hiicrelerinde bulunur. Hiicrede peroksizomda bulunur ve Katalitik etki ile hidrojen
peroksitin suya ve molekiiler oksijene doniisiimiinii oldukca giiclii bir sekilde gergeklestirir.
Dakikada, yaklasik olarak altt milyon hidrojen peroksit molekiiliinii su ve oksijene

dontistirtr [4].

2H202 —> ZHzo + 02

Katalaz ayni zamanda peroksidatik ve oksidatik aktivite gosterir. Peroksidaz

aktivitesiyle alkolleri aldehitlere doniistiiriir [23].
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Katalazin antioksidan savunma sistemindeki rolii, doku tipine ve oksidatif doku
hasar1 modeline baglidir. Genel olarak, katalaz eksikligi olan hayvanlar, oksidatif hasara
daha duyarlhidir. Buna karsin, katalaz iiretimi genetik olarak arttirillan farelerde, yaslanma,
ateroskleroz, kardiyomiyopati ve doku iskemi-reperfiizyon hasarina kars1 artmis direng s6z
konusudur [23].

Glutatyon ve glutatyon iliskili enzimler

Glutatyon (GSH), tripeptid yapida olan ve sitozol, niikleus, mitokondride ve
cogunlugu c¢oziinmiis sekilde olduk¢a fazla miktarda bulunan gii¢lii bir antioksidandir.
Indirgenmis formu GSH glutatyon iken, okside formu GSSG glutatyon disiilfidtir.
Glutatyon iki enzimatik reaksiyonla, ii¢c amino asitten sitoplazma icerisinde sentezlenir. 11k
basamakta, y-glutamilsistein sentaz araciligiyla, sistein ve glutamattan y-glutamilsistein
sentezlenir. Glutamat sentaz enziminin katalize ettigi ikinci basamakta ise -

glutamilsisteinglisin sentezlenmesi amaciyla dipeptid yapiya glisin eklenir.

Glutatyon niikleusta, DNA tamir ve ekspresyonu icin gerekli olan protein
stlfidrillerinin kritik redoks dengesini saglar. Hiicre icinde protein olmayan tiyol
bilesiklerinin ¢ogunlugu, sistein, glisin ve glutamattan sentezlenir. GSH, proteinler dahil
diger molekiillere siilfidril grubu (-SH) saglamada, hiicredeki tiyol-disiilfid dengesinin
diizenlenmesinde ve serbest radikallerin ve diger yabanci bilesiklerin detoksifikasyonunda

onemli bir role sahiptir [4, 23, 29].

=  Glutatyon peroksidaz (GPx): Glutatyon sisteminin ilk enzimi olan glutatyon
peroksidaz organik hidroperoksitlerin ve diisiik seviyelerdeki hidrojen peroksitin
indirgenmesini katalize ederek alkollere veya suya (H,O) doniisiimii saglar, bu sekilde
hidroksil radikalinin olusumunu onler. Substrat olarak da yani elektron verici olarak da
glutatyonu kullanmaktadir. Tetramerik dort adet selenyum (Se) atomu igeren sitozolik bir
enzimdir. Glutatyon peroksidazin aktif formu olan selonat (E-Se-) hali, peroksiti alkole
indirgerken kendisi oksitlenerek selenik asite doniismektedir (E-Se-OH). Glutatyon bu
evrede reaksiyona katilarak selenosiilfiti olusturmaktadir (E-Se-S-G). Ikinci bir
glutatyonun selenosiilfite baglanmasi ile enzim aktif formu olan selenolat formuna

doniisiirken, glutatyon okside hale geri donmektedir. Okside glutatyon (GS-SG) tekrar
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kullanilmak {izere glutatyon rediiktaz aracili NADPH rediiksiyonu ile glutatyona geri

donistirilmektedir. Glutatyonun katalitik mekanizmasi Sekil 6'da gosterilmistir [23, 27].

Glutatyon peroksidaz, katalazla hidrojen peroksit i¢in yarisir ve diisiik seviyelerdeki

oksidatif stresten korunmada ana unsurdur [4].

G55G-H*

GSHPx-5e
ROOH-H
C (peroksit)

GSH-Px5e-S-G  GSH-Px-SeOH iﬂ"fﬂl}
(selenosiilfit) (okside selenikasit)

Sekil 6: Glutatyonun katalitik mekanizmasi

*  Glutatyon rediiktaz (GR): Glutatyon rediiktaz, disiilfid oksidorediiktaz
ailesine ait bir flavo enzimdir. GPx enziminin hidroperoksitler ile girdigi reaksiyon sonucu
ortaya ¢ikan okside glutatyonun, NADPH varliginda tekrar rediikte glutatyona

doniisiimiinii katalize ederek antioksidan savunma sisteminde gorev alir.

Hiicre i¢i GSH/GSSG oranlarmin yiiksek tutulmasi (10:1 ile 100:1 arasinda
seyreder) sinyal iletimi dahil normal hiicresel aktiviteler yasamsaldir. Glutatyon rediiktaz,
hiicre ici GSH/GSSG oranmi koruyarak, oksidatif strese karsi hiicre savunmasimda rol

oynar [23].

2.1.5.2 Non-enzimatik antioksidanlar

Enzim olmayan antioksidanlar; rediikte glutatyon (GSH), lipoik asit, L-arjinin,

koenzim Qu, melatonin, trik asit, bilirubin, metal baglayici proteinler (albumin,
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seruloplazmin, transferrin, ferritin) gibi endojen maddeler olabildigi gibi, vitamin E (a-
tokoferol), vitamin A ile diger karotenoidler, vitamin C (askorbik asit), eser elementler
(selenyum, manganez, ¢inko), flavonoidler, omega-3 ve omega-6 yag asitleri gibi diyetle
alinan maddeler de olabilir [29, 41].

Ferritin dokulardaki serbest demiri baglarken, transferrin dolagimdaki, laktoferrin
ise lokositlerdeki serbest demiri baglar ve boylece serbest radikal olusumunu Onler.
Seruloplazmin bakir igeren bir proteindir. Ferro-oksidaz aktivitesi ile fenton reaksiyonunu
ve serbest radikal olusumunu inhibe eder. Demir ve bakir bagimli lipid peroksidasyonunu

Onler.

Alblimin on yedi disiilfid kopriisii ve tek bir sistein kalintist igerir. Bu kalinti
peroksil radikallerinin ndtralizasyonundan sorumludur. Albiimin ayni1 zamanda bakir
iyonunu baglayarak lipid peroksidasyonunu ve hidroksil radikalinin olusumunu engeller

[41].

Melatonin pineal bez tarafindan iiretilen indolamin bilesigidir. *OH radikalini
temizler ve GSH salinimin1 yiiksek miktarda arttiran giiglii bir antioksidandir. Ayrica SOD,

GPx ve GR enzimlerinin aktivitelerini de arttirmaktadir [42].

Eser element olan selenyum antioksidan savunma sisteminde 6nemli rolii olan

GPx’in aktivitesi i¢in gereklidir. GPx, aktif bolgesinde selenyuma ihtiya¢ duymaktadir.

Flavonoidler cay, sarap gibi iceceklerde, birgok meyve ve sebzede bulunan
polifenolik antioksidanlardir. 4000°den fazla c¢esidi bulunan flavonoidler (quersetin,
katesinler, apigenin, genistein vb.) farkli mekanizmalarla lipid peroksidasyonunu

onlemektedirler [41].

Vitaminler organizma tarafindan kiigiik miktarlarda besin olarak alinmasi gereken
organik bilesiklerdir. Cok c¢esitli biyokimyasal fonksiyonlar1 olmakla beraber, bazilari

antioksidan 6zellikler de gostermektedirler [43].
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Vitamin E

Vitamin E yagda ¢oziinen, sekiz farkli formu olan bir vitamindir. Her bir formun
biyolojik aktivitesi ve viicuttaki fonksiyonu farklidir [38]. Vitamin E’nin genel yapisi 6-
kromanol halkasindan ve bir izoprenoid yan zincirden olusmaktadir [43]. a-Tokoferol
insandaki en aktif formdur ve gii¢lii bir biyolojik antioksidandir. a- Tokoferoliin dogal
olarak bulunan formu RRR-a-tokoferoldiir. Bu isimlendirme R-konfigiirasyonundaki siral
karbonlarm 2, 4 ve 8. pozisyonlarda yer aldigi anlamina gelir (Sekil 7). a-Tokoferoliin
biyolojik aktivitesini 2. pozisyonu belirler. Yalnizca 2R-a-tokoferol formlar1 insanin E
vitamini ihtiyacin1 karsilar. Sentetik a-tokoferol, all-ras-a-tokoferol (all rasemik) seklinde
isimlendirilir ve yan zincirleri farkli, sekiz farkli stereoizomerin karigimindan olusur.
Biitiin stereoizomerlerin antioksidan aktivitesi ayni, sadece 2R konfigiirasyonu olanlarin

biyolojik aktivitesi yiiksektir [44].

o -tocopherol

Sekil 7: RRR-a-tokoferoliin yapisi

Vitamin E hiicrenin membrana bagli en 6nemli antioksidanidir ve bir antioksidan
olarak temel gorevi lipid peroksidasyonuna karst koruma saglamaktir [38]. Vitamin E etkili
bir peroksil radikal toplayicis1 ve zincir kirict antioksidandir. Hiicre membranlarinda ve
plazma lipoproteinlerinde serbest radikallerin yayilimini engeller. Vitamin E, peroksil
radikalleri olustugu zaman, ¢oklu doymamis yag asitlerinden 1000 kat daha hizli bir
sekilde bu radikaller ile reaksiyona girer [44].
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Lipid peroksidasyonunu dnlemek amaciyla vitamin E, vitamin C (askorbik asit) ile
birlikte siklik-tip bir reaksiyonda gorev alir. a-Tokoferol bir lipide veya lipid peroksil
radikaline labil bir hidrojen iyonu vererek bir radikale dontsiir (Sekil 8). Okside a-
tokoferol enerji bakimindan stabildir ve membranmn diger bilesenleriyle olan reaktivitesi
diisiiktiir. Okside a-tokoferol orijinal formuna askorbik asit veya diger hidrojen alicilari
tarafindan indirgenebilir. Bu geri doniisiim, biiyiilk olasilikla askorbik asitin sivi faz
antioksidani olmasi sebebiyle vitamin E ve askorbik asitin bulusabildigi hiicre membrani

yiizeyinde gerc¢eklesmektedir [38].

HO TH
0.0 __ CHCH,0H
LOO oR w/
Lo" o' o

VITAMIN E VITAMIN C "{Asc™)

.D ™
O~ _~CHCH,OH
LOOH \5_2"
LOH O R

HO o

VITAMIN E VITAMIN C (AscH °)

Sekil 8: Vitamin E'nin peroksil radikali ile reaksiyonu ve vitamin C'nin oksidasyonu ile yeniden
donistimii

In vitro calismalar, lipid peroksidasyonu sonucunda, malondialdehit dahil, alfa ve
beta ansatiire aldehitlerin olustugunu ve bunlarin mutajenik, karsinojenik oldugunu
gostermistir [7]. Vitamin E’nin, ciltte UV 1smlarmn tetikleyerek arttirdigi malondialdehite,
fotokarsinogeneze ve yanlis DNA kodlamalarma karsi koruyucu oldugu gosterilmistir [7,
45]. Ayrica yapilan hayvan ¢aligmalarinda, a-tokoferoliin UV 1smlarmnin tetikledigi timin

dimer olusumunu etkili bir bigimde inhibe ettigi gosterilmistir [46].
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Vitamin C (askorbik asit)

Vitamin C’nin asil roli, viicutta bag dokusunun temel proteini olan kollajeni
sentezlemektir. Ayni zamanda immun sistemde ve bazi sinir iletim maddeleri ve
hormonlarin yapiminda kritik rol oynar. Vitamin E ve demir gibi baz1 besinlerin emilim ve
kullaniminda da gorev alir. Vitamin C ayni zamanda, viicudumuzda akcigerler, géz lensi

gibi s1v1 yogunluklu bdlgelerde ¢alisan 6nemli ve giiglii bir antioksidandir.

Askorbik asitin iki tane iyonize olabilen hidroksil grubu vardir ve bu nedenle bir di-
asittir (AscH). Ciinkii birinci pKa’s1 4.25 ve ikinci pKa’st 11,8’dir, fizyolojik pH’da ise
mono-anyon olusumu s6z konusudur. Fizyolojik pH’da vitamin C’nin % 99’u AscH™
(askorbat) formundayken, ¢ok kiigiik oranlarda AscH, (% 0.05) ve Asc* (% 0.004)

formunda bulunur.

AscH™, verici bir antioksidandir ve stabilize trikarbonil askorbat serbest radikalini
(AFR) olusturmak iizere okside edici bir radikale bir hidrojen atomu verir. Pratikte,
askorbat gec¢is metal iyonlarmi (Cu ve Fe) indirger, Fe*3cok diisiik ¢oziiniirliige sahip

oldugundan Fe *’ye indirgenmesini saglar, ayrica Cu*?’yi Cu*’e indirger.

Askorbat, ROT’lar1 zayif reaktif askorbat tiirevlerine doniistiiriir, ayrica
membranlar1 oksidasyona karsi korur. Sivi fazda serbest radikalleri toplayarak ve diisiik

yogunluklu lipoproteinin (LDL) oksidasyona kars1 direncini arttirir [38].

Vitamin A ve karotenoidler

Sekil 9: Vitamin A'nin (retinol) yapisi [47].
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Vitamin A hem hayvansal hem de bitkisel kaynaklarda bulunan bir mikro besindir.
Vitamin A (retinol, bir diterpen), izopren birimlerinden kaynak alir ve sonunda hidroksil
grubu bulunan, izoprenoid bir hidrokarbon zinciri ile karakterizedir. Genel anlamda biitiin
retinodler bir B-ionon halkasi, ¢oklu doymamis (poliansatiire) bir yan zincir ve degiskenlik
gosteren kimyasal bir gruptan (alkol, karboksilik asit veya ester vb.) olusur (Sekil 9).
Yapisinda bulunan hidroksil grubun oksidasyonu sonucunda retinoliin biyolojik olarak

aktif formlar1 olan retinal (bir aldehit, retinaldehit) veya retinoik asit (karboksilik asit)
olusur (Sekil 10) [48].

Dietary Intake
Provitamin A Vitamin A
Carotenoids Esters

r— Retinol

retinol

dehydrogenase
Retinal

retinal

oxidase

- Retinoic Acid

proposed

Sekil 10: Karotenoid ve retinil esterlerinin vitamin A'nin aktif formlarma doéntisimii [47].

Karotenoidler, biiylik olclide retinale doniistiiriilen provitamin A bilesenleridir.
Karotenoidlerin  600’den fazla bileseninin oldugu bilinmektedir. Retinale doniisiim
reaksiyonu karoten oksijenazlarca katalize edilir. B-karoten oksijenaz enzimi diger adiyla

B-karoten boliinme enzimi tarafindan, P-karoten iki retinal molekiilii olusturmak iizere
bo liiniir [47].
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Vitamin A ve onun derivasyonlar1 olan retinoidler yasam boyunca pek ¢ok farkli
biyolojik siiregte yer alir. Hiicre proliferasyonu ve farklilasmasmin kontrolii, apoptozise
bagli hiicre 6liimiiniin indiiksiyonu, embriyonun olusumu ve sekillenmesi, organogenezis
ve doku homeostazisi vitamin A’nin fizyolojik kosullardaki konsantrasyonuna bagldir.
Vitamin A ve retinoidler niikleer reseptorlere baglanarak veya hiicresel yanit olusturmak
icin, spesifik hedeflerin fosforilasyonuna bagli olan sinyal iletimini diizenleyerek

fonksiyonlarimi siirdiiriirler [48].

Retinol ve dehidroretinoliin antioksidan aktivitesinin en az, provitamin A bilesikleri
olan B ve a karotenler kadar oldugu gosterilmistir. Vitamin A’nin antioksidan aktivitesi
farkli sekillerde goriilebilir. Hiicrenin lipid fazinda peroksidasyonunu baslatan ve
hidroperoksit olusumuna neden olan peroksil radikalleriyle birleserek, zincir kirict
antioksidan gibi davranabilir. Retinoliin, homojen metil linoleat soliisyonunda ve
fosfatidilkolin lipozom modelinde, peroksidasyonu inhibe ederek, etkili bir peroksil
toplayicist oldugu gosterilmistir. Tokoferol ile karsilastirildiginda, retinoliin kisa polien
zinciri daha yiiksek bir mobiliteye sahip olmasina ve membran fazindaki peroksil
radikalleriyle daha iyi bir etkilesime olanak verir. Ancak siv1 fazda etkisinin kirilmasindan
kaynakli membran yiizeyindeki akoz radikalleri toplamada etkisizdir. Peroksil radikallerini
stabilize etmesinin yani sira vitamin A radikal tiirleri tarafindan direkt okside edilir ve lipid

radikali stabilize eden 5,6-retinoid epoksid olusur [47].

Karotenoidler de singlet oksijen ve peroksil radikallerinin toplanmas1 dahil pek ¢ok
antioksidan aktivitede rol alir. Singlet oksijenin karotenoidlerin polien zinciri tarafindan
stabilize edilmesi sonucunda karbonil bilesikleri olusur. 5,8 endoperoksid, B-karotenin

singlet oksijen tarafindan okside edilmesi sonucu erken donemde olusan ve tespit edilen

direkt tirtintidiir [47].

2.1.6 Oksidatif stres ve kanser

Reaktif oksijen tiirleri ve reaksiyonlar1 hiicre biiylimesi ve sinyal iletimi i¢in
esansiyel konumdadir. Ancak bozulmus oksidatif denge DNA, protein ve diger
molekiillerin yapisinda modifikasyonlara neden olarak hiicresel fonksiyonlarini bozar [23].

Kanser baslangig, gelisim ve ilerleme olmak iizere en az {i¢ asama iceren, ¢ok degiskenli
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ve ¢ok agamall bir siirectir. Oksidatif stres her ii¢ asamada da rol almaktadir. Baslangic
asamast boyunca ROT’lar, DNA’da yapisal bozukluklara ve gen mutasyonlarina neden
olan DNA hasarini olusturur. Gelisim asamasinda anormal gen ekspresyonuna, hiicreler
arasi iletigimin blokajma ve sekonder iletim sisteminde modifikasyonlara neden olabilir.
Bu da hiicre proliferasyonunun artmasina veya baslangigtaki hiicre popiilasyonunda
apoptozisin azalmasma neden olabilir. Son olarak, oksidatif stres kanser ilerleme
asamasinda, baslangigtaki hiicre popiilasyonunda daha fazla DNA bozukluklarmma sebep

olarak kanserin yayilmasina katkida bulunabilir [49].

Yiiksek konsantrasyonlarda bulunan ROT’lar, DNA zincir kiriklarma, nokta
mutasyonlara, aberrran DNA ¢apraz baglarina, proto-onkogenlerde ve tiimdr supressor
genlerde mutasyonlara neden olarak, neoplastik doniisiime sebebiyet verebilir. Ornegin,
ROT’lar DNA mismatch tamir genleri olan mutS homolog 2 ve 6’nin ekspresyonunu ve
enzimatik aktivitesini azaltarak, DNA metiltransferazlarin ekspresyonunu arttirabilir ve
genomun global hipermetilasyonuna neden olur. Bu durum adenomat6z polipozis coli
(APC), siklin bagimli kinaz inhibitor — 2 (CDKN-2), meme kanseri duyarlastirict gen 1
(BRCAL), retinoblastom geni (Rb) ve murine double minute 2 (MDM2) ve DNA tamir
geni olan human mutL homolog 1 (hnMLH1) gibi birgok genin durmasima neden olur. Ote
yandan diisiik ve gecici seviyelerdeki ROT’lar hiicresel proliferasyonu aktive edebilir ve
niikleer faktor kappa B (NF-xB) ve aktivator protein -1 (AP-1) gibi yasamsal sinyal iletim
yolaklarini etkinlestirebilir [49].

DNA mutasyonu, karsinogenezin kritik agamalarindan bir tanesidir. Bir¢ok tiimorde
yiikselmis oksidatif DNA lezyonlarinin saptanmasi, bu hasarin tiimor etiyolojisinde giiclii
bir rol oynadigi kanaatini olusturmaktadir. 100’den fazla okside DNA lezyonu
tanimlanmistir. Bunlarin iginde hem mutajenik olmasi hem de nispeten kolay tespit
edilebiliyor olmasi sebebiyle 8-hidroksideoksiguanozin karsinogenezin belirteci haline

gelmistir [24].

Niikleer genom ile karsilastirildiginda mitokondriyal genom oksidatif hasara daha
duyarhdir. Mitokondriyal DNA mutasyonlari, niikleer DNA mutasyonlarmma kiyasla ¢ok
daha fazladir. Mitokondriyal DNA’nin elektron transport zincirinin ROT’larin kaynagi

olmasi sebebiyle, reaktif tiirlerle ¢ok daha yakin bir iliski icerisinde olmasi bu durumun
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nedenlerindendir. Normal kosullar altinda mitokondriye gelen oksijenin %4-51 siiperoksit
anyonuna ve hidrojen peroksite doniislir. Ayrica mitokondriyal DNA’nin histonlarca
korunmamasi ve niikleer eksizyon tamir mekanizmasmin olmamasi sebebiyle DNA tamir
kapasitesinin sinirli olmasi da mitokondride mutasyonlarin daha fazla olmasina neden
olmaktadir [40]. Bir¢ok kanser tiiriinde mitokondriyal oksidatif DNA hasar1 lezyonlari
saptanmustir. Ozellikle elektron transport zincirindeki gen defektleri direkt olarak bazi

herediter karsinomlarla iligkilidir [23].

Hiicrelerin fizyolojik ve patolojik kosullarda reaktif tiirleri uzaklastirmak amacryla
antioksidan mekanizmalar1 mevcuttur. Enzimatik ve non-enzimatik savunma sistemleri
organlarin yasamsal aktiviteleri icin denge halindedir. Antioksidanlar hiicre cogalmasini ve
Oliimiinii diizenleyerek, kanser gelisimini hiicre seviyesinde Onleyebilir, dokuda da timor
invazyonunu, anjiogenezi ve inflamasyonu inhibe ederek kanser gelisiminin 6nlenmesine
katkida bulunur. Ancak bazi durumlarda antioksidan sistemlerdeki bozukluklar kanser
gelisimine katkida bulunabilir. Ornegin birgok kanser hiicresinde ve solid tiimdrde -
glutamilsistein sentaz ekspresyonunun artmasi GSH seviyesinin artmasia neden olmustur.
Yine tiimor hiicrelerinin biiylimesini inhibe eden antioksidan katalaz enziminin, UVB

ismlarmin reaktif tiir olusturma etkisini potansiyalize ettigi gézlemlenmistir [23].

Oksidatif stres hiicreler arasi iletisimi degistirebilir. Hidrojen peroksit, glutatyon
bagimli sinyal iletim yolagini inhibe ederek hiicrelerarasi iletimi inhibe eder. Ayrica reaktif
oksijen tiirli olusturan bir kisim kimyasal maddenin hiicre kiiltiirlinde hiicrelerarasi iletigimi
inhibe ettigi gosterilmistir. Miirin epidermal keratinositlerde H,O, lireten bu kimyasallarin
hiicrelerarasi iletisimi bloke ettigi gdsterilmistir [50]. Vitamin E ve yesil ¢aym ise fare

hepatositlerinde inhibe olan iletisimi, tekrar sagladigi gozlemlenmistir [40].

2.2 Vitamin D ve kanser

2.2.1 Vitamin D’nin yapisi, sentezi ve metabolizmasi

Vitamin D, 290-320 nm dalga boyundaki UVB iginlarina yanit olarak, ciltte
sentezlenen bir prohormon ve sekosteroidtir. Dogada iki ana formu vardir; hayvansal
kaynakli kolekalsiferol (vitamin D3) ve bitkisel kaynakli ergokalsiferol (vitamin D) [12].

Hayvanlarda, dokudaki kolekalsiferol konsantrasyonu, diyetle alinan vitamin D3 igerigine
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veya giines 151gma maruziyete baglidir. Hayvanlarda vitamin D’nin aktiflenme reaksiyonu,
sterol ¢ekirdegin B-halkasmin 5,7 dieni tarafindan absorblanan UV 1s18a (optimal 295-300
nm) baglidir. Bu durum, halkanin agilmasina ve enerji olarak daha stabil olan s-trans, s-cis-
previtamin D3’e izomerize olmasma neden olur. Bu fizikokimyasal reaksiyon sonucu 7-
dehidrokolesteroliin sadece %5-15"1 vitamin D3’e doniisebilir [51]. Daha sonra karacigerde
bir hidroksilasyon reaksiyonu sonucu 25-hidroksi vitamin Ds; (kalsidiol) olusur ve son
olarak da metabolik olarak aktif form olan 1-alfa,25-hidroksi vitamin D3 (kalsitriol) olusur
[12]. Bu metabolik siire¢ genellikle karaciger ve bobrekte yiiriitiiliirken, hiicre kiiltiirti
calismalar1 epidermiste hidroksilazlarin oldugunu ve muhtemelen karacigere gecis
olmadan ciltte aktif doniisiimiin gergeklestigini gostermektedir [52]. Vitamin D’nin
katabolizmasin1 24-hidroksilaz (CYP24A1) vyiiriitiir. Kalsitriolii vitamin D reseptdriine
(VDR) affinitesi daha diisiik bir bilesik olan 1,24,25 hidroksi vitamin D’ye (kalsitroik asit)
doniistiirtir. Vitamin D’nin sentezini yiiriiten enzimler genel olarak karaciger (CYP2R1) ve
bobrekte (CYP27B1 ve CYP24) lokalize iken katabolik enzimler bircok dokuda bulunur
[53].

K CH,

HO'

Cholecalciferal Ergocalciferol
Sekil 11: Vitamin D'nin dogal formlar1

Vitamin D, ince bagirsaklardan, safra tuzlarmin varligindan migeller halinde, pasif
diftizyonla emilir. En hizli emilim duodenum ve ileumda goriiliir, ancak distalde daha uzun

stireli gegis s0z konusu oldugundan vitamin D’nin biiylik ¢ogunlugu burada emilir. Diger
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biitiin hidrofobik maddeler gibi, vitamin D de emilen miktarin yaklagik %901,
silomikronlar araciligiyla, migel bagiml pasif difiizyonla lenfatik dolasima katilir. Emilen
vitamin D plazmada bulunan, transkalsiferin veya vitamin D baglayici protein (DBP) adi

verilen bir baglayici protein ile tagimnir.

Vitamin D’nin aktif formu 1,25 hidroksivitamin D3 vitamin D reseptoriine (VDR)
baglanarak aktivite gosterir. VDR hiicre i¢i bir reseptor ve transkripsiyon faktoriidiir.
Cesitli tiirlere gore 50-60 kDa biiyiikliigiindedir. Her bir reseptor, sisteinden zengin iki
¢inko parmak yapisi iceren bir N-terminal bdlgesi ve hidroksivitamin D3l yliksek
afiniteyle baglayan C-terminal bolgesi olan bir siilfidril proteinidir. VDR 30’dan fazla
farkli hiicre tipinde tanimlanmistir. Bulundugu hiicreler, kalsiyum dengesinin
saglanmasiyla yakindan iliskili oldugu gibi (kemik, bobrek, bagrsak), immiin sistem,
endokrin sistem, hematopoetik, cilt ve tiimor hiicreleri gibi ¢ok farkli alanlar1 da

kapsamaktadir [51].

Vitamin D’nin aktif formu olan 1,25 hidroksivitamin D3 hiicre icerisine girdigi
zaman VDR’ye baglanir. Bu kompleks retinoid X reseptorleri (RXRs) ile bir heterodimer
olusturur ve vitamin D’ye cevap veren bir gen lizerinde, vitamin D’ye cevap veren bir
DNA sekansina baglanir. Bunlara vitamin D’ye cevap veren elemanlar (vitamin D-
responsive elements — VDRES) denir. Bu baglanma sonucunda transkripsiyon ve
translasyon gergeklesir, kalsiyum baglayici protein (kalbindinler), osteokalsin gibi

proteinler tiretilir [54].

2.2.2 Vitamin D’nin biyolojik aktivitesi

Vitamin D’nin geleneksel olarak bilinen rolii, kemik metabolizmasinin
diizenlenmesi ve kalsiyum-fosfor dengesinin saglanmasidir. Ancak yapilan bir¢ok in vivo
ve in vitro ¢aligma, vitamin D’nin ¢ok sayida non-kalsemik etkisi oldugunu gostermistir.
Azalan vitamin D seviyeleri, otoimmun hastaliklar, solunum yolu enfeksiyonlari, diyabet,
hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklar, ndromuskiiler bozukluklar ve kanser gibi

birgok hastaligin baglamasi ve ilerlemesiyle iliskilidir [53].

1,25 hidroksivitamin Ds3’iin klasik hedef organlar1 kemik, bagirsak ve bobrektir.

Vitamin D’nin en agik sekilde tanimlanan, fizyolojik olarak en 6nemli fonksiyonu, bu
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organlar araciligtyla kalsiyum ve fosfat dengesini saglamaktir. Bu denge, 1,25
hidroksivitamin D3 iiretiminin, paratiroid hormon (PTH) tarafindan kontrol edildigi, multi-
hormonal bir sistemce saglanir. 1,25 hidroksivitamin D3’iin sentezi PTH tarafindan uyarilir.
Kalsiyumun PTH iizerine negatif feedback etkisi vardir, kalsiyumun artmasi PTH’1 azaltir.
Ayrica 1,25 hidroksivitamin D3’lin ise PTH iizerine direkt negatif feedback etkisi vardir.
1,25 hidroksivitamin D3 hizli etkilerini bir membran reseptorii araciligiyla gosterir (VDR)
[54].

Vitamin D’nin kalsemik etkileri disinda, bir¢ok fizyolojik sistemde hiicre
cogalmas1 ve farklilasmasi ilizerine olan etkileri “klasik olmayan™ etkiler seklinde
isimlendirilebilir. 1,25 hidroksivitamin D3 ve niikkleer VDR’ler kalsiyum dengesiyle iligkili
olmayan bir ¢ok dokuda bulunur (pankreasn [ hiicrelerinde, ciltte malpigi tabakasi
hiicrelerinde, spesifik beyin hiicrelerinde, hipofizde, kasta, meme dokusunda, midenin
endokrin hiicrelerinde ve embriyoyu cevreleyen koriyoallantoik membranda). Vitamin
D’nin birgok hiicrenin fonksiyonunun diizenlenmesinde ve farklilasmasinda rol aldigi

soylenebilir (Tablo 4) [51].

Vitamin D’nin sa¢ biiyiimesine (VDR eksikligi farelerde total alopesi ile
sonuglanmis), cilde (bariyer fonksiyonu, fotoprotektif ve genoprotektif etkiler), immun
sistemdeki birgok hiicre tipine (monosit ve makrofajlarin aktivitesini arttirir), safra asidinin
transportuna ve metabolizmasma, kardiyovaskiiler sisteme (renin {retimi ve
endoteliyal/vaskiiler duvar etkileri gibi) ve kas hiicrelerinin matiirasyonu ve fonksiyonu

tizerine etkileri bulunmaktadir [55].
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Tablo 4: Vitamin D'nin ¢esitli dokularda, ¢aligmalar sonucunda gézlemlenen fonksiyonlari

Islev

Deneysel gézlem sonucu

Hiicre farklilagmasi

1,25 hidroksi vitamin D3’tin myeloid 16semik hiicreleri
makrofajlara benzeyen hiicrelere doniisiimiinii saglamasi

Membran yapisi

Enterositlerdeki yag asitlerinin kompozisyonunu degistirerek
membran akiskanligini azaltma

Mitokondriyal
metabolizma

Izositrat liyaz ve malat sentazi azaltma (rasitik civcivlerde
gosterilmistir.)

Kastaki fonksiyonlar

e Myeloblast hiicre kiiltiiriinde, 1,25 hidroksivitamin Ds
kalsiyumun sarkoplazmik retikuluma transportunu uyarmasi

e Vitamin D ile tedavi, vitamin D eksikligi olan insanlarda
kasta  kontraksiyon  ve  gevsemede  goézlemlenen
elektrofizyolojik anormaliteleri siler.

e VVitamin D tedavisi alan hastalarda kas zayifligi azalir.

Pankreatik fonksiyonlar

eRatlarda 1,25 hidroksivitamin D3 pankreasm
hiicrelerinden insiilin tiretimini uyarir.

e Vitamin D eksikligi olan insanlarda kalsiyum seviyesine
bagli olmadan, insiilin salinimmin bozuldugu gésterilmistir.

Immun sistem

Noral fonksiyonlar

¢1,25 hidroksivitamin D3 immun sistem hiicrelerinin
fonksiyonlarmi uyarir.

¢ 1,25 hidroksivitamin D3 sitokin iiretimini diizenleyerek,
inflamasyonu kontrol altina alir.

1,25 hidroksivitamin D3z ratlarin  beyinlerinde bolgeye
spesifik olarak kolin asetil transferazi arttirir.

Cilt

Paratiroidal fonksiyonlar

1,25 hidroksivitamin D3 farelerin epidermal hiicrelerinde
DNA sentezini inhibe eder.

Paratiroid hiicrelerinde DNA ve 1,25 hidroksivitamin D3’tin
etkilesimi sonucu PTH geninin transkripsiyonu inhibe olur.

2.2.3 Vitamin D ve karsinogenezis

Vitamin D’nin kolon kanserine karsi koruyucu oldugu yaklasik 75 yil 6nce, giines

1sinlarma maruziyet ile ilgili yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda diisiiniilmiistiir. Yapilan

calismalar serum 25-hidroksivitamin D seviyesi ile kolon kanseri riski arasinda zit bir iligki

oldugunu gostermistir. Diisiik 1,25 hidroksivitamin D3 serum seviyelerinin prostat ve

meme kanseri riskini arttirdigi gézlemlenmistir [51, 53, 55].

35



VDR’ler baz1 yerlerde diisiik konsantrasyonlarda da olsa, neredeyse viicuttaki biitiin
hiicrelerde bulunur. Bu hiicreler 1,25 hidroksivitamin D3’iin fizyolojik konsantrasyonlarina
(veya suprafizyolojik), tipik olarak GO/G1 hiicre siklusu blokaji yaparak, hiicre
proliferasyonunu inhibe eder. Bu blokaji retinoblastom proteininin fosforilasyon
durumunu etkileyerek yapar. Bu protein hiicrelerin G1 fazmin en sonunda, S fazina gegiste,
en dnemli denetleyicidir, hiicrelerin gegisine izin verir veya engeller. 1,25 hidroksivitamin
D3, direkt veya indirekt olarak siklin bagimli kinazlar1 (cyclin dependent kinases- CDK) ve
CDK inhibitorlerini etkileyerek Rb’u defosforile eder. Sonu¢ olarak defosforile Rb, hiicre
siklusunun 1ilerlemesinde ve kontroliinde kritik role sahip olan E2F transkripsiyon
faktorlerini baglayip inaktive ederek, G1 fazindan S fazina gegisi engeller [55]. 1,25
hidroksivitamin D3’tin hiicre g¢ogalmasi ve farklilasmasini nasil diizenledigi tam olarak
bilinemese de, p27, p21 ve p53 gibi hiicre siklus genlerini diizenleyerek, hiicre
replikasyonunu kontrol ettigi bilinmektedir. Ayrica 1,25 hidroksivitamin D3, p27’nin
yikilmasini azaltarak, hiicresel cogalmayi, hiicre migrasyonunu inhibe eder. Benzer sekilde
p21’in ekspresyonunu arttirarak, apoptozisi indiikler ve hiicre siklusunda G2/M gecisini

bloke eder [56].

1,25 hidroksivitamin D3 6nemli hiicresel fonksiyonlar1 diizenler, insan
keratinositlerinde, ciltteki antioksidan, sitoprotektif ve immunmodulator etkileri ile
hiicresel bliylimeyi ve apoptozisi kontrol eder ve insan keratinositlerini UVB’nin neden
oldugu hasara kars1 korur. UVB 1sinlar1 keratinosit DNA’sina hasar vererek, mutajenik
siklobutan pirimidin dimerleri (Cyclobutane pyrimidine Dimer-CPD) olusmasma neden
olur. Keratinosit kaynakli vitamin D ise bu dimerlerin sayisini azaltir. in vitro olarak
keratinositler 1,25 hidroksivitamin Dj ile tedavisi DNA tamir genlerinin ekspresyonunu
arttirrr [53]. Ayrica hayvan ¢aligmalarinda diisiik doz UVB radyasyona (30-40 mJ/cm?)
kars1 topikal vitamin D uygulamasi koruma saglarken, yliksek doz UVB (50 mlJ/cm?)
maruziyetinde bu etkinligin kayboldugu saptanmistir. VDR’si olmayan fareler, kimyasal
bir karsinojen olan DMBA’ya maruz birakildiginda cilt tiimorlerinin sayis1 artar (6zellikle
papilloma ve BCC) ayrica UV ismlara maruz birakildiginda ise SCC gelisir. 1,25
hidroksivitamin D3 in vitro ve in vivo olarak hiicre siklusunu bloke ederek, cilt

tiimorlerinin biiylimesini inhibe eder [57].
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2.3 Non-melanom cilt kanserleri

Cilt kanserleri, beyaz popiilasyonda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve bir¢ok ¢alisma
NMCK’nin tiim diinyada insidansinin arttigini gostermektedir. Giines isinlarina ve UV
isinlara maruziyetin ve disarida yapilan aktivitelerin artmasi, giyim stilinin degismesi,
yasam siiresinin uzamasi ve ozon tabakasindaki delinme artmis insidansin sebepleri
arasinda sayilabilir. Amerika Birlesik Devletleri'nde Ulusal Kanser Enstitlisii’niin
verilerine gore 2010 yilinda yeni vaka sayismin bir milyondan fazla, NMCK kaynakli
Oliimlerin ise 1000°den az oldugu tahmin edilmektedir. Tiim diinyada ise yilda 2.75 milyon
yeni vaka tespit edilmektedir. Deri kanserlerinin yillik insidansi cografi bolgelere gore
degisir. Ornegin, ekvatora yakin olan yerlerde NMCK gelisme riski yiiksektir.
Avustralya’da yillik %1-2 insidans artisi bulunmakta olup diinyada BCC’nin en fazla
goriildiigli yerdir. Onu Amerika ve Avrupa takip etmektedir. Ayrica, Avustralya’da agik
tenli popiilasyonun giines 1sinlarina fazla maruz kalmasi nedeniyle diinyadaki en yiiksek
SCC goriilme orani izlenmektedir. Genel olarak BCC’nin SCC’ye oranmi 4:1°dir [58, 59].
Cok biiylik bir popiilasyonu etkileyen, cesitli morbiditelere ve ciddi saglik maliyetlerine
sebep olan bu saglik probleminin dnlenebilmesi icin, risk faktorlerinin ve etiyolojisinin

belirlenmesi, koruyucu saglik 6nlemlerinin almabilmesi 6nemlidir.

2.3.1 Non-melanom cilt kanserlerinin etiyolojisi ve risk faktorleri

Cilt tiimorleri genellikle 60 yas ye {izeri yaslarda goriilmesine ragmen son yillarda
daha geng hastalarda da rastlanmaktadir. Bu tlimorler erkeklerde kadinlara oranla daha sik
goriiliir ve bazal hiicreli tip erkeklerde tiim kanserlerin %20 kadarmni, kadinlarda ise tiim

kanserlerin %15'ini olugturmaktadir [60].

Giines 1smlarma kronik maruziyet NMCK’larin  en temel nedenidir.
NMCK’larm %801 siirekli olarak giinese maruz kalan bas, boyun ve el sirt1 gibi bolgelerde
goriilmektedir. BCC 6zellikle burunda sik goriliir. SCC gelisimi multifaktoryeldir. UV
radyasyon, immunsupresyon, gesitli kimyasallara maruziyet SCC gelisimine neden olabilir.
Agik ten renginde, Ozellikle tip I ve tip II ten renginde (kolayca giines yamigi olan,

bronzlagsmayan, giinese maruziyetle ¢il olusan) NMCK olusma riski yiiksektir [58].
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a) Ultraviyole radyasyon

UVR maruziyeti deri kanseri riskiyle iligkili ¢evresel risk faktorlerinden en
onemlisidir. UV radyasyonun cilt kanserinde en 6nemli etiyolojik faktér oldugu diisiiniilse
de, dozaji, maruz kalinan siire ve maruziyetin sekli ile timor gelisimi arasindaki iligki
bilinmiyor [12]. Bununla birliklte ozon tabakasindaki her %1°lik azalma ile birlikte deri

kanseri insidansinin %2 ile %4 arasinda arttig1 gosteriliyor [61].

Dalga boyuna gore UV sinlar tige ayrilir: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm),
ve UVC (100-280 nm). UVC en kisa dalga boyuna ve en yiiksek enerji diizeyine sahiptir.
UVC’nin neredeyse tamami ozon tabakasi tarafindan bloke edilir ve en fazla genetik hasar
olusturabilecek 1smndir. UVA ise en uzun dalga boyuna ve en diisiik enerji diizeyine sahiptir.
Dermise derinlemesine penetre olabildigi i¢in yaslanma etkilerinden sorumludur. UVB
ciltte kizarikliga neden olur, giines yaniklarinin ve cilt kanserlerinin en temel nedeni

oldugu diistiniilmektedir [61].

Ultraviyole radyasyona 6zellikle de UVB’ye maruziyet DNA’da komsu primidinler
arasinda kovalent baglar olusmasini indiikleyerek 6—4 primidin-primidon fotoiiriinleri veya
CPD olusumuna yol ag¢maktadir. Birgok fotokimyasal iiriin DNA’daki dipirimidin
sekanslarinda goriilen C—T tek baz veya CC—TT ikili mutasyonlar sonucu agiga
cikmaktadir. Siklobutan pirimidin dimerlerinin artmasi, belirgin mutasyonlara ve
yavaslayan tamir mekanizmalarma neden olur (Sekil 12) [62]. Olusan mutasyonlar, giinese
maruz kalan viicut bolgelerindeki deri kanserlerinde ras onkogeni, p53 ve Patched (PTCH)
tiimor baskilayict gen gibi ¢esitli genlerde gosterilmistir. Tiimor baskilayici genlerden biri
olan p53’iin fonksiyon bozuklugu, deri kanserinin gelismesinde baslica predispozan
faktordiir ‘Sunburn Cell (Giines Hasar1 Hiicresi)’ olarak adlandirilan UVR’ye bagli DNA
hasarina ugramis keratinositlerin apoptozisi, p5S3 tiimor baskilayici gene ihtiya¢ duyar ve
sonradan kazanilmis mutasyonlu premalign hiicreleri uzaklastirarak deri kanserine karsi
korumada anahtar rol oynar. Keratinositlerde, UVR p53 ekspresyonunu arttirir. P53, hiicre
dongiisiini DNA hasar1 onarilincaya kadar geciktirir. Eger DNA hasar1 onarilamazsa

apoptozis yolu ile hiicrenin ortadan kaldirilmasini saglar [61].
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Sekil 12: UV 1smlarinin neden oldugu mutasyonlar

UVR ayn1 zamanda ROT’larin asir1 artisina neden olarak, protein ve DNA yap1 ve
fonksiyonlarinda ciddi hasarlar olusturur. 4-hidroksi-2-nonenal ve MDA gibi oksidasyon
irlinleri  protein denatiirasyonuna, apoptozisin bozulmasina ve sitokinler gibi
proinflamatuar maddelerin  salmmmin1  etkileyerek inflamatuar cilt hastaliklarini
indiikleyebilirler. ROT’larin neden oldugu DNA baz hasarlari, tek ve ¢ift zincir kiriklari,
DNA ve proteinler arasinda olusan ¢apraz baglar ve DNA-kromozom yapisinda meydana
gelen bozukluklar karsinogenezin baslangici olabilir. Proto-onkogenlerde ve tiimor
supresor genlerde oksidatif hasar sonucu olusan DNA bazlar1 (8-hidroksiguanozin, timin
glikol vs.) epidermal hiicreleri terminal doniisiime direngli hale getirebilir. Doymamis yag
asitlerinin oksidasyonu sonucu olusan peroksil radikalleri, benzopiren, aromatik aminler,
amino azo bilesikleri ve n-nitro bilesikleri gibi karsinojenleri aktifleyebilir. Biyolojik
dozajda uygulanan UVA isinlary, hiicre Kkiiltlirlinde 6-thioguanin gibi ROT’larin

olugmasiyla sonu¢lanmistir. UVA ve 6-thioguanin sinerjik olarak mutajeniktir [63].
b) Iyonize radyasyon ve floresan 1s1k

Iyonize radyasyon ve cilt kanseri gelisimi arasinda yakmn iliski oldugu
bilinmektedir. Bu iligki ilk olarak radyologlarda deri kanserlerinin daha sik goriilmesiyle
anlasilmistir. Goreceli olarak iyonize radyasyona bagli bazal hiicreli karsinom gelisimi

daha sik goriilmektedir. Radyasyonla ortaya ¢ikan deri kanseri hastalarin da en dnemli
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faktor total dozdur. Epidemiyolojik veriler yetersiz olsa da, 1000 remin altinda riskin ¢ok
diisiik oldugu tahmin edilmektedir [64].

c) Kimyasallar

Pek ¢ok ¢evresel ve mesleki kimyasal ile kanser gelisimi arasindaki iligki ¢ok 1yi
bilinmektedir. Arsenik, tiitiin, katran, asfalt, kurum ve psoralen gibi pek ¢ok kimyasal basta
SCC olmak tizere, NMCK gelisimini tetikleyebilir [58]

d) Fenotipik ozellikler

Insanlarm cilt kanserine yatkmligimi arttiran kisisel cilt 6zellikleri; acik sag ve cilt
rengi, mavi ve yesil goz rengi, bronzlagsmayan cilt, gilines yanigina sik maruziyet,
Avustralya ve Seltik wkindan gelmek cilt tiimorii gelisiminde 6nemli risk faktorleridir.
Fitzpatrick deri tipi siniflamasi, kisileri glinese maruz kaldiklarinda verdikleri deri
reaksiyonuna gore ayirir (Tablo 5). A¢ik cilt rengi, agik géz rengi, bronzlasamama, ¢il ve
giines yanig1 olusturma yatkinligi ve kizil veya sar1 sa¢ rengi, kisinin epidermal melanin

icerigiyle ilgili oldugundan deri kanseri ve melanom igin giiglii belirteglerdir [65].

Tablo 5: Fitzpatrick deri tipi smiflamasi

DERI FENOTIPLERININ SINIFLAMASI
Orta* derecede giines maruziyetine reaksiyon | Deri rengi
I Her zaman yanarlar, asla bronzlagsmazlar Soluk beyaz
1 Kolayca yanarlar, zor bronzlagirlar Soluk beyaz
Il Ik giines yamgmdan sonra bronzlasirlar Beyaz
IV | Kolay bronzlasir, asla yanmaz Acik kahverengi
V | Kolay bronzlagir, asla yanmaz Kahverengi
VI | Kolay bronzlasir, asla yanmaz Koyu kahverengi

* Enlem derecesine bagh olarak, gilines iginlarinin maksimum oldugu ilkbahar veya yaz aylarinda,

korunmasiz (6rn. giines koruyucu kullanmadan) 30 dakika giines maruziyeti
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e) Genetik senrdomlar

Birgok nadir genetik sendrom cogunlukla UVR maruziyetine artan hassasiyet
nedeniyle artmis deri kanseri riskiyle iligkilidir. Otozomal resesif bir hastalik olan
Xeroderma Pigmentosum (XP)’da UVR’ye hipersensitivite ve ¢ok geng yaslarda multipl
cilt kanseri gelisimi (BCC, SCC, Melanomlar) goriiliir. Bu durumun altinda DNA onarim

ve sentez bozuklugu yatmaktadir [66].
f) Immunsupresyon

Immunsupresyon, cilt kanserleri de dahil olmak {izere birgok kanser igin
predispozisyona neden olur. Immunsupresyon, potansiyel olarak malign degisiklige
ugramis immiin mekanizmalar1 baskilar. Immunsupresif ilaglarmm UVR’nin Kkarsinojenik
etkilerini artirma ihtimali de vardir. Birgok ¢alismada immunkompromize renal transplant
hastalarmim daha erken yaslarda ve daha kisa latent donemden sonra (1-7 yil) giines goren
viicut bolgelerinde 6zellikle SCC olmak iizere deri kanserleri gelistirdigi ve bu hastalarda

metastaz olugma ihtimalinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir [58, 66].

2.3.2 Non-melanom cilt kanserlerinin siniflandirmasi

Non-melanom cilt kanseri terimi, melanosit i¢cermeyen tiim deri kanserlerini
kapsamasina ragmen yaygin olarak iki 6dnemli deri kanseri tipi olan bazal hiicreli karsinom
ve skuamoz hiicreli karsinomu ifade etmek i¢in kullanilmaktadir. BCC'ler, melanoma dis1
cilt kanserlerinin yaklasik % 75-80’ini, SCC'ler ise % 25 kadarmi olusturmaktadir. Diger
non-melanom cilt kanserlerinin bir¢ok c¢esidi, lenfosit, damar endotel hiicreleri, merkel
hiicreleri, mezensimal stromal hiicreler ve adneksiyal yapilardan meydana gelen hiicreler
gibi deride bulunan diger hiicre tiplerinden kaynaklanmaktadir. Bu tiimérler, BCC ve SCC
ile karsilastirildiginda oldukga nadir goriilmektedir [58, 59].

2.3.2.1 Bazal hiicreli karsinom

Bazal hiicreli kanser epidermisin bazal hiicrelerinden veya kil folikiiliiniin dis kok
kilifindan gelistigi diisiiniilen malign bir neoplazidir. Beyaz irkin en sik goriilen malign cilt

timoridiir. Siklikla kronik olarak giinese maruz kalan deri bolgelerinde goriilmektedir [58].
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Lokal olarak invazif, yavas yayilan bir timoriidiir. Metastaz nadir goriilmektedir ancak
yetersiz tedavi edilir ya da tedavisi ihmal edilirse biiyiiylip, genis lokal doku hasar1
yapabilmekte, yaki komsuluktaki yasamsal yapilari tehdit edebilmektedir [66].

Bazal hiicreli karsinom erkeklerde kadinlardan daha sik goriiliir ve siklikla 40 ile 60
yas arasindaki kisilerde rastlanmaktadir. Bas ve boyun bolgesi bazal hiicreli karsinomunun
en sik gorildigii bolgedir. Bas ve boyun bélgesi iginde ise burun lezyonlari en sik olustugu
bolgedir. Burunun subiiniteleri ele alindiginda ise nazal tip ve nazal ala burunda tiimoriin
en sik goriildiigii lokalizasyonlardir. Yanaklar ve alin belgesi siklikla burun bdlgesini takip

ederler [58].

Bazal hiicreli karsinomun klinik olarak 5 ana tipi mevcuttur ve bunlar nodiiler veya
nodiiloiilseratif, morfeaform veya sklerozan (fibrozan), superfisiyal, pigmente ve

fibroepiteliyom tipleridir [60].

2.3.2.2 Skuamoz hiicreli karsinom

Skuamoz hiicreli karsinom, deri ve mukozal ylizeylerin suprabazal epidermal
keratinositlerinden kdken alan, lokal infiltrasyon ve doku hasar1 yapabilen malign bir cilt
timoridiir. Karsinoma in situ olarak baslayarak, dermis, subkutan doku, kas, kikirdak ve
kemige kadar invazyon gosterebilir. Bolgesel lenf nodlarina yayilabilir ve uzak metastaz

goriilebilir [60].

Deri kanserleri arasinda ikinci siklikta ve 6zellikle erkeklerde daha fazla goriiliir.
Deri malignitelerinin %20’sini olusturur. Cogunlukla altta yatan gilines hasari, aktinik
keratoz, skarlar, kronik iilser veya siniisler gibi durumlar mevcuttur. SCC’ler en sik bas,
boyun ve el sirt1 gibi giines 1sinlarina maruz kalan yerlerde goriilir. SCC, bas ve boyunda

glines 1sinlarma bagli olusan kanserlerin yaklasik %6011 olusturur [58, 59].

Ultraviyole kaynakli deri hasarmnin spektrumu aktinik keratoz ile baslar, in situ
skuamoz hiicreli karsinoma ( Bowen hastaligi) ilerler ve son olarakta invaziv skuamoz
hiicreli karsinoma doniisiir. Invaziv skuamoz hiicreli karsinomun temel histopatolojik

gostergesi bazal membran boyunca ve dermise dogru yayilan atipik keratinositlerin
bulunmasidir [66].
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gere¢

3.1.1 Vaka se¢cimi

Van Bolge Egitim ve Arastirma Hastanesi, Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi
Polikliniginde non-melanom cilt kanseri tanis1 konulan ve histopatolojik olarak tanisi
dogrulanan, 14’ kadin, 24’1 erkek, 22 bazal hiicreli karsinom, 13 skuamdéz hiicreli
karsinom, 2 bazoskuamdz hiicreli karsinom ve 1 malign mezenkimal tiimor smniflandirmasi
yapilan, antioksidan vitamin/ila¢ kullanimi olmayan, ek bir patolojisi olmayan toplam 38
hasta, calisma grubu olarak alindi. Calisma grubuna benzer 6zelliklere sahip, benzer yas
grubunda ve antioksidan vitamin/ilag kullanimi olmayan 9 kadin ve 21 erkek toplam 31

saglikli goniillii de kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edildi.

Hem hasta grubunda hem de saglikli kontrol grubunda ayrintili fizik muayeneden
sonra, anamnez alinarak sigara durumu, giinese maruziyet durumu (glinliik ortalama saat)

kaydedildi ve cildin giinese hassasiyetine gore fitzpatrick siniflamasi yapildi.

3.1.2 Kan orneklerinin alinmasi ve hazirlanmasi

Calisma ve kontrol grubundan vendz yolla, Ko-EDTA’1 ve antikoagiilan igcermeyen
tiiplere kan ornekleri alindi. Antikoagiilan icermeyen tiiplere alinan numuneler, pihtilasma
stireci tamamlandiktan sonra 10 dakika 1500g'de santrifiij edilip serumlar1 ayrild1

Numuneler porsiyonlanarak ¢alisma giiniine kadar -40°C' de muhafaza edildi.

K,-EDTA antikoagiilanl: tiiplere alman kan 6rnekleri, 10 dakika 1500g'de santrifii;
edildikten sonra plazmalar1 alindi. Plazmalar ve K»-EDTA antikoagiilanh tiiplere alinan

tam kanlar ¢alisma giiniine kadar -40°C'de korundu.

3.1.3 Kullamlan cihazlar, kimyasallar ve kitler

— Biyokimya otoanalizorii (Architect Cil6200, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, ABD)
— Yiiksek basingli sivi kromatografisi (High Pressure Liquid Chromatography-HPLC
cihazi1 (Agilent Technologies, 1260 Infinity Series, Almanya)
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— Santrifiij cihazi (Beckman Coulter 369436, Almanya)

—Santrifiij cihaz1 (Centurion Scientific K3 serisi, Birlesik Krallik)

—Distile su cihazt (MES-10, RCT - 3200, Tiirkiye)

—Orbital karistiric1 (Lab. Companion SK-300, Kore)

—Karistirict (Lab. Companion VM-96E, Kore)

—Manyetik karistirict (Lab. Companion, Kore)

—Kuru hava firin1 (Lab. Companion ON-11E, Kore)

—Ph metre (Hanna HI-2211, Amerika Birlesik Devletleri)

—Otomatik pipetler (1000-100-10 pl), (Gilson, Fransa)

—Pipet uglar1 (LP Italiana SPE, Italya)

—RP C18 kolon (reverse faz, ACE 5 C18, 250x4,6mm)

—RP C18 kolon (5 um, 4.6 x 150 mm, Eclipse VDB- C18. Agilent)

—25-0OH vitamin D kiti (Architect Ci16200, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, ABD)

—Tam kan DNA ekstraksiyon kiti (GF-1, Katalog no: GF-BD-100, Vivantis Technologies,
Malezya)

— 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (H5653, Sigma-Aldrich kimyasal, Almanya)

—Vitamin A ve E igin serum kalibratér ve kontrol (Clinchek, katalog no:8873 Clincal,
katalog no: 22013, Recipe Chemicals, Almanya)

— Potasyum-dihidrojen-fosfat (KH,PO,); (229806, Aldrich kimyasal, Almanya)

— Disodyum-hidrojen-fosfat (Na,HPQ,); (431478, Aldrich kimyasal, Almanya)

— Hidroklorikasit (HCI); (100314, Merck kimyasal, Almanya)

— Metanol HPLC grade (106007, Merck kimyasal, Almanya)

— Asetonitril HPLC grade (100030, Merck kimyasal, Almanya)

— n-Hekzan HPLC grade (104391, Merck kimyasal, Almanya)

— Etanol HPLC grade (111727, Merck kimyasal, Almanya)

— Formik asit (100264, Merck kimyasal, Almanya)

— orto-Fosforik asit (100563, Merck kimyasal, Almanya)

— 2-Thiobarbitiirik asit (TBA, 108180, Merck kimyasal, Almanya)

—1,1,3,3 Tetraetoksipropan (T9889, Sigma-Aldrich kimyasal, Almanya)

— 3,5-Di-tert-4-butylhydroxytoluene (BHT, 47168, Sigma-Aldrich kimyasal, Almanya)

—Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,); ( 529568, Merck kimyasal, Almanya)
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3.2 Yontem

3.2.1 25-OH vitamin D 6l¢iim yontemi

Hasta ve kontrol grubundan porsiyonlanarak -40°C’de saklanan numunelerden,
serum 25-hidroksi vitamin D diizeyi Abbott Architect Cil6200 marka otoanalizorde,

cihaza ait ticari kitlerle, kemiluminesans yontem kullanilarak 6lgiildii.

3.2.2  8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) ve deoksi guanozin (dG) ol¢iim

yontemi

8-hidroksi-2-deoksiguanozin olgimii, Agilent 1260 serisi HPLC sistemleri

kullanilarak gerceklestirildi.

[k asamada, GF-1 tam kan DNA ekstraksiyon Kiti (GF-BD-100) kullanilarak DNA
izolasyonu saglandi. Bu kitin ¢aligma prensibi, DNA’nin 6zel bir iglem gérmiis cam
memranli mini kolon kullanilarak, yiiksek konsantrasyonda tuzla baglanmasi, proteinlerin

ve diger metabolitlerin uzaklastirilmasi esasina dayanir. Son olarak ayristirilan DN A eliient

kullanilarak elde edildi.

DNA’nin hidrolizi, Kaur ve Halliwell’in [67] formik asit kullanarak hidroliz
gerceklestirdigi yontem kullanilarak yapildi. Formik asit eklenen DNA ornekleri 150°C’de
1 saat bekletilerek hidroliz saglandi. Son hacim 500 uL olacak sekilde numunelere

asetonitril eklenerek HPLC sistemine verildi.

Standart olarak 1 mg/L 8-hidroksi-2-deoksiguanozin ve deoksiguanozin kullanild.
Deoksigunozin analizi ayni 6rneklerde ECD detektére UV dedektoriin paralel baglanmasi
ile yapildi. Mobil faz, pH 5.5 50 mM yogunlugunda 970 mL fosfat tamponu ve 30 ml
HPLC grade asetonitril karisimi seklinde hazirlandi. C18 kolon (250x4,6 mm, 5p)
kullanildi. Akim 1 mL/dk, enjeksiyon voliimii 20 pL olarak ayarlandi.

8-OHdG o6l¢iimii elektrokimyasal dedektér (600 mV) kullanilarak ve buna es
zamanl olarak deoksiguanozin (dG) ise UV dedektor (245 nm)  kullanilarak o6lgiildii.
Oksidatif DNA seviyesi birim olarak 8-OHdG/10° dG seklinde ifade edildi.
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3.2.3 Malondialdehit (MDA) dl¢iim yontemi

Plazma MDA diizeyi Khoschsorur ve ark.[68] tanimladigi tiyobarbitiirik asitin
(TBA), MDA ile kompleks olusturdugu yontem ile Agilent 1260 serisi HPLC

sistemlerinde 6l¢iildd.

50 pL plazma 0,44 M HsPO, (orto-fosforik asit) ve 42 mM TBA ile karistirilarak,
30 dakika kaynayan su banyosunda bekletildi. Daha sonra hizlica sogutuldu. Numunelere
esit hacimde alkalin metanol eklenerek vortekslendi ve 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij

edildikten sonra siipernatant kisim alinarak HPLC sistemine ytiklendi.

Kalibrasyon amaciyla 1,1,3,3 tetraepoksipropan standardi kullanildi. Mobil faz,
metanol ve pH 6.8 50 mM fosfat tamponu (60:40, v/v) seklinde hazirlandi. RP-C18 kolon
(150x4,6 mm, 5p) kullanildi. Akis hizi 0,8 mL/dk ve enjeksiyon voliimii 20 pL olarak

ayarlandi.

MDA 6l¢iimii floresan dedektorde 551 nm emisyon ve 527 nm eksitasyon dalga

boylarinda gergeklestirildi. Plazma MDA seviyesi uM diizeyinde belirlendi.

3.2.4 Vitamin A ve E ol¢iim yontemi

Serum vitamin A ve E diizeyleri Khan ve ark.[69] tanimladig1 yontem ile Agilent
1260 serisi HPLC sistemlerinde 6l¢iildii.

250 pL seruma deproteinize edilmek amaciyla, 750 uL etanol-metanol karisimi
(95:5, viv) eklenerek vortekslendi. Daha sonra 1600 g’de 5 dakika santriftij edildi, alinan
stipernatan kismina, stabilizatér olarak 1,5 pg/mL BHT igeren n-hekzan-diklorometan
karigimt (70:30, v/v) eklenerek vortekslendi. 1600 g’de 10 dakika tekrar santrifiij
edildikten sonra hekzan igeren kisim alinarak viyallere konuldu ve sicak hava ile hekzan
uzaklagtirildi. Kalan numuneler 250 pl. metanol igerisinde c¢oziindiiriilerek HPLC

sistemine verildi.
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Kalibrator ve kontrollere de ayni islemler uygulanarak sisteme verildi. Mobil faz
olark HPLC grade metanol (%100) kullanildi, kolon olarak ise RP-C18 kolon (250x4,6
mm, 5p) kullanildi. Akis hiz1 1,5 mL/dk, enjeksiyon voliimii ise 20 pL olarak ayarlandi.

Serum vitamin A ve E dl¢limii UV dedektorde, vitamin A 325 nm dalga boyunda,
vitamin E ise 295 nm dalga boyunda okutuldu. Olgii birimi mg/L olarak belirlendi.

3.3 istatiksel analiz

Uzerinde durulan ozellikler icin tanimlayic istatistikler; Ortalama ve Standart
Sapma olarak ifade edildi. Bu 6zellikler bakimindan hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki
her bir parametre i¢in uygulanacak testi belirlemek amac1 ile oncelikle, varsa u¢ degerleri
belirlemek ve dagilimlar1 gostermek i¢in boxplot ve histogram grafikleri ¢izildi. Gruplar
arasinda ortalamalarm karsilastirilmasi amaciyla student t test ve ki-kare testi, ikiden fazla
grubun karsilastirilmasinda ise ONE-.WAY ANOVA ve post-hoc tukey testi uygulandi.
Parametreler arasindaki korelasyonu degerlendirmek amaciyla Pearson Kkorelasyon testi

uygulandu.
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4. BULGULAR

NMCK tanist konulan 14 kadin, 24 erkek toplam 38 birey hasta grubu olarak, 9
kadmn, 22 erkek toplam 31 birey saglikli kontrol grubu olmak iizere toplamda 69 goniillii
birey ¢alismaya dahil edildi. Hasta grubu 22 bazal hiicreli karsinom, 13 skuaméz hiicreli
karsinom, 2 bazoskuamoz hiicreli karsinom ve 1 malign mezenkimal timdr tanis1 konulan

bireyden olugmaktadir.

Hasta ve kontrol grubu arasinda yas ortalama degerleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark yoktu ancak giinese maruz kaldiklar1 saat degerleri agisindan hasta

grubunun anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edildi (Tablo 6).

Tablo 6: Hasta ve saglikli kontrol grubunda yas ve giinese maruziyet saati ortalama
degerleri

Nonmelanom Cilt Saghkh Kontrol P Degeri
Kanserli Hasta Grubu
Grubu
Yas (X = SD) 58,02+14,4 53,19+8.,46 0,105
Giinese Maruziyet 5,28+1,9 2,67£1,8 0,001

Saati (X + SD)

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda sigara igme durumu ve Fitzpatrick deri

smiflamas1 agisindan anlamli fark olmadigi tespit edildi (p>0.05, Tablo 7).

Tablo 7: Saglikli Kontrol ve hasta grubunda sigara igme durumlar1 ve Fitzpatrick deri
smifi verilerinin yiizde oranlari

Sigara icme Durumu* Fitzpatrick Deri Sinifi**
Yiizde(Say1) Yiizde(Say1)
Sigara Sigara Fitzpatrick2  Fitzpatrick3  Fitzpatrick4

Kullaniyor  Kullanmiyor

Nonmelanom
Cilt Kanserli %39,5(15) %60,5(23) %13,2(5) %52,6(20) %34,2(13)
Hasta Grubu

Saghkh Kontrol  %25,8(8) %60,5(23) %0(0) %45,2(14) %54,8(17)
Grubu

*sigara igme durumu p degeri: 0,231  **Fitzpatrick deri smif1 p degeri: 0,051
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Tablo 8°de hasta ve saglikli kontrol gruplarina ait MDA, 8-OHdG/10%dG, 25-OH

vitamin D, vitamin A ve E lgiimlerine ait ortalama ( X ) ve standart sapma (SD) degerleri

gosterilmistir.

Tablo 8’de gosterildigi gibi NMCK tanis1 konulan hasta grubu ile saglikli kontrol
grubu arasinda 25-OH vitamin D ve vitamin A diizeyleri agisindan karsilastirildiginda, bu

degerler kontrol grubunda anlaml derecede yiiksek saptandi (p<0.01).

Hasta ve kontrol gruplari MDA ve 8-OHdG/10°dG diizeyleri agisindan
karsilastirildiginda, bu degerler NMCK’li hasta grubunda anlamli derecede yliksek
saptandi (p<0.01).

Tablo 8’de goriildiigii lizere hasta ve kontrol gruplar arasinda vitamin E diizeyleri

acisindan istatiksel olarak anlamli fark olmadig1 gézlemlendi (p>0.05 ).

Tablo 8: Hasta ve saglikli kontrol gruplarinda yapilan 6lgiimlerin istatistiksel degerlerine
ait bulgular

‘Nonmelanom ~ Saghkh %95 GA  PDeferi
Cltaert KoMl i viloek
MDA(uM) 6,83+3,69 2,52+0,64 -5,65 -2,96 0,001
8-OHdG/10%dG 1,4+0,78 0,76+0,2 -0,93 -0,35 0,001
25-OH VitaminD  15,87+7,13 21,2749,2 1,45 9,34 0,008
(ng/mL)

Vitamin A (mg/L)  0,37+0,18 1,15+0,61 057 0,99 0,001
Vitamin E (mg/L)  7,01+1,83 6,64+2.9 1,52 0,78 0,526

Tablo 9’da hasta ve kontrol grubu dahil tim goniilliilerde yapilan 6lgiimlerin
Fitzpatrick deri siniflamasina gore ortalama ve standart sapma degerleri verilmis olup,
Fitzpatrick deri smiflamasina gore ortalama degerlerinin istatiksel karsilastirilmasi yapilda.
Buna gére MDA ve 8-OHdG/10°dG degerleri agisindan anlamh fark saptandi (p<0.01).
Ancak 25-OH vitamin D, vitamin A ve vitamin D degerleri agisindan gruplar arasinda

anlaml1 fark saptanmadi (p>0.05).

49



Tablo 9: Tim goniillilerde yapilan &lg¢iimlerin Fitzpatrick deri smiflamasina gore
ortalamalarinin karsilastirilmasi

Fitzpatrick Fitzpatrick Fitzpatrick % 95 GA P
Deri Deri Deri Degeri

Simiflamasi 2 Simflamasi 3  Simflamasi1 4 Diisiik  Yiiksek

MDA QM) 10,13+7,53 4,62+2,67 4,34+2.76 4,05 5,74 0,002
8-OHdG/10°dG 1,64+0,37 1,2840,69 0,83+0,57 0,95 1,25 0,004
25-OH Vitamin D 19,76+8,32 18,28+10,3 18,07+6,34 16,24 20,35 0,922
(ng/mL)
Vitamin A (mg/L) 0,41+0,32 0,64+0,52 0,85+0,64 0,58 0,86 0,163
Vitamin E (mg/L) 5,72+1,63 7,11+2,32 6,73+2,53 6,28 7,42 0,450

MDA, 8-OHdG/10%G, 25-OH vitamin D, vitamin A ve E Olgtimlerinin gruplara
gére dagilimi boxplot grafikleri ile de gdsterilmistir. MDA ve 8-OHdG/10%dG diizeyleri
hasta gruplarinda daha genis bir dagilim gosterirken (Sekil 13 ve 14), vitamin A ve vitamin
E diizeyleri saglikli kontrol grubunda daha genis bir dagilim gostermistir (Sekil 16 ve 17).
25-OH vitamin D diizeyleri her iki grupta benzer bir dagilim gdstermektedir (Sekil 15).
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“: Asir1 ug degerler, © :Ug degerler
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Sekil 16: Hasta ve saglikli kontrol grubunda Vitamin A seviyelerinin x +SD degerleri
: Asir1 ug degerler, ©:Ug degerler
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Sekil 17: Hasta ve saglikli kontrol grubunda Vitamin E seviyelerinin x £SD degerleri
: Asir1 ug degerler, © :Ug degerler

Her iki gruba ait 6l¢iim sonuglar1 ile korelasyon analizi yapildiginda MDA ile8-
OHdG/10°dG diizeyleri arasinda anlamli pozitif korelasyon saptanirken, MDA ve 8-
OHdG/10°dG seviyeleri ile giinese maruziyet saati arasinda istatistiksel olarak anlaml
pozitif korelasyon saptandi (p<0.05, Tablo 10) Sekil 18 ve Sekil 19°da MDA ve 8-
OHdG/10°dG seviyeleri ile giinese maruziyet saati arasindaki korelasyon grafiksel olarak
gosterilmektedir. MDA ve 8-OHAG/10°dG seviyeleri ile vitamin A diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon oldugu tespit edildi (p<0.05, Tablo 10).
MDA ve 8-OHdG/10%dG seviyeleri ile vitamin A diizeyleri arasindaki negatif korelasyona
ait grafikler Sekil 20 ve 21°de verilmektedir. 25-OH vitamin D ile vitamin A seviyeleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon gozlemlendi (p<0.05, Tablo 10).
Vitamin A seviyeleri ile 25-OH vitamin D seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
pozitif korelasyon saptanirken, vitamin A diizeyleri ile glinese maruziyet saati arasinda

anlamli negatif korelasyon saptandi (p<0.05, Tablo 10).
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Tablo 10: Olgiilen parametreler arasindaki Pearson korelasyon katsayilari

8- 25-OH Giinese
OHdG/10°  Vitamin  Vitamin Vitamin D Maruziyet
MDA (uM) dG A(mg/L) E (mg/L) (ng/mL) Saati
R degeri 1
MDA (uM) P degeri
N 69
8- R degeri 264(%) 1
OHdG/10° P degeri ,028
dG N 69 69
Vitamin A R degvger.l -,450(**) -,289(*) 1
(mg/L) P degeri ,000 ,016
N 69 69 69
Vitamin E R degeri -,060 -,091 -,043 1
(mg/L) P degeri ,623 ,457 7126
N 69 69 69 69
25.0H R degeri -,237(%) 013, 470(**) -,017 1
Vitamin D P degeri ,050 917 ,000 ,891
N 69 69 69 69 69
Giinese R degeri 287(%) 378(**%)  -,279(%) -,014 -,007 1
Maruziyet P degeri ,017 ,001 ,020 ,910 ,952
Saati N 69 69 69 69 69 69
*p<0.05 **p<0.01
25,00
o
20,00
%‘15,00-
o
é X ° e 0
10,007
o 8 °
S g
5,007 o
°© o O REg iz -
g ° 8§ 8
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Gimege Maruziyet Saati

Sekil 18: MDA-Giinese Maruziyet Saati arasindaki korelasyon grafigi
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Sekil 19: 8-OHdG/106dG-Giinese Maruziyet Saati arasindaki korelasyon grafigi
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Sekil 20: MDA-Vitamin A arasindaki korelasyon grafigi
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Sekil 21: 8-OHdG/106dG ve Vitamin A arasindaki korelasyon grafigi
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5. TARTISMA VE SONUC

Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirlerinin iiretimi, siki bir sekilde
denetlenen nitrik oksit sentaz enzimi ve NAD(P)H oksidazin izoformlarinca saglanir.
Ancak bu reaktif tiirlerin asir1 iiretimi ve antioksidanlarca dengenin saglanamamasi
oksidatif stresle sonu¢lanmaktadir. Bu slire¢c membranlar, lipidler, proteinler ve DNA dahil
hiicresel biitiin yapilarda hasar olusumunun onemli bir ayagidir [24]. Oksidatif stres
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, norolojik hastaliklar, diyabet, iskemi/reperfiizyon
hasar1 ve yaglanma dahil birgok patolojinin olusumunda rol almaktadir [1, 3].
Viicudumuzda bulunan biitiin biyolojik molekiiller, serbest radikallerin tehdidi altindadir.
Hasar goren hiicre molekiilleri, hiicre fonksiyonlarmin bozulmasina veya hiicre oliimiine
neden olarak ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasimni tetikleyebilir. Bu hastaliklara neden olan
dort kritik basamak vardir; membranlardaki lipidlerin peroksidasyonu, proteinlerin
oksidasyonu, DNA hasari ile hiicrenin yikimi ve sinyal yolaklarimin bozulmasi sonucunda

hiicresel dengelerin degismesidir [29].

Genetik materyalde kalict modifikasyona sebep olan oksidatif hasar; mutasyon,
karsinogenez ve yaslanmanin ilk adimlarindan biridir. ROT’larin etkisiyle DNA’da tek ve
cift zincir kiriklar, piirin, pirimidin veya deoksiriboz modifikasyonlar1 ve DNA c¢apraz
baglanmalar1 meydana gelir. DNA mutasyonu karsinogenezin kritik basamagidir. Pek ¢ok
timor c¢esidinde artmig okside DNA lezyonlar1 saptanmasi olusan hasarin kanser
etiyolojisinde gii¢lii rolii oldugunu disiindirmistir [6, 7]. 8-OHdG, guaninin C8
pozisyonunda oksidasyonu sonucu olusur. 8-OHdG bakteri ve memeli hiicrelerinde
mutajeniktir ve siklikla mutasyona ugramis onkogenler ve tiimdr supressor genlerde

saptanan G-T transversiyonlarina sebep oldugu gosterilmistir [70].

Lipidler biyolojik sistem icerisinde oksidatif stresin en fazla hedef aldigi
biyomolekiillerdir. Coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu ag¢ia ¢ikan
MDA, niikleik asit bazlariyla etkilesime girerek ¢ok sayida farkli bilesik olusturabilir
dolayisiyla genotoksik ve mutajeniktir [33].

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin zararlh etkilerini enzimatik (SOD, GPx, katalaz

vs.) ve non-enzimatik antioksidanlar (vitamin E, C, karotenoidler, glutatyon vs.) dengeler.
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Antioksidanlar sinyal iletim yolaklarmni diizenleyerek, normal hiicre dongiisiinii korurlar,
proliferasyonu inhibe edip, apoptozisi indiiklerler, tiimdr invazyonunu ve anjiyogenezi
inhibe edip, detoksifiye edici enzim aktivitesini uyarirlar. Bu sekilde kanserden koruyucu
etki olustururlar [24]. Antioksidan etkisi olmakla beraber, tam bir antioksidan olarak
siniflandirilmayan vitamin D, hiicresel ¢ogalma, farklilagma ve apoptozis, immun
reglilasyon, hormon salimimi ve iskelet saghigi acisindan kilit rol oynar. Sinyal
mekanizmalar1 tam olarak ac¢iklanamamis olsa da, vitamin D iiretiminin ve takviyesinin

bir¢ok hastalik ve kanser tipinde koruyucu etkilere sahip oldugu gosterilmistir [12].

NMCK ’lar beyaz popiilasyonda en sik goriilen kanser tipidir. Tiim diinyada giderek
artan bir insidansa sahiptir. BCC ve SCC, NMCK’larm en sik goriilen iki tipidir [62]. UV
radyasyonun ve dolayisiyla giines isinlarinin cilt kanserinde en 6nemli etiyolojik faktor
oldugu distiniilmektedir. UVB 1gmlar1t ROT larin artigina neden olabildigi gibi, dogrudan
DNA hasarina neden olabilirken, UVA’nin zararh etkileri, hiicresel 11k duyarlastiricilari

hedef almasi ve ROT’larm asir1 artig1 seklinde ortaya ¢ikmaktadir [71].

UV smlarm akut etkileri sonucunda eritem, cilt yanig1 ve immunsupresyonla
sonuglanan DNA hasari, lipid peroksidasyonu ve proteinler arasi capraz baglanmalar
olugur. UV 1sinlarina kronik maruziyet ise DNA hasari, p53 gen mutasyonu ve sinyal ileti
yolaklarinin bozulmasi gibi etkilere yol agarak anormal keratinosit ¢ogalmasina ve
apoptozisin bozulmasina ve dolayisiyla cilt kanserinin olusmasina yol agar [72]. UVB ve
UVA ismlarmin, hidroksil radikali ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirlerinin
olusturdugu modifiye bir baz olan 8-OHdG artismna sebep oldugunu gosteren pek cok
calisma mevcuttur. Cok sayida bazal hiicreli karsinom gozlemlenen, giines hipersensivitesi
olan, nevoid bazal hiicreli karsinom sendromlu (NBHKS) hastalardan alinan hiicre
kiiltiirleriyle yapilan bir ¢aligmada, normal hiicrelere ve NBHKS hiicrelerine 800kJ/m?
UVB uygulandiktan 6 ve 24 saat sonra 8-OHdAG diizeyleri ve timin dimerleri diizeyi
Olciilmistiir. 24 saat sonra normal hiicrelerde 8-OHdG diizeylerinin bazal seviyeye indigi
belirtilirken, NBHKS hiicrelerinde anlamli olarak yiiksek saptandigi belirtilmistir. Ancak
Olclilen timin dimerlerinde kontrol ve hasta grubu hiicrelerde anlaml1 fark saptanmadig:
gozlemlenmistir [73]. NBHKS’li hastalarin cilt savunma mekanizmalar1 sonucunda, 8-
OHdG’nin uzaklastirilamamasma karsm timin dimerlerinin uzaklastirilabilmesi, UVB

isinlarmin DNA iizerine olan direkt etkilerinin yani sira, 8-OHdG’nin UVB isinlarinin
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karsinojen etkilerinin sadece bir sonucu degil, ayn1 zamanda karsinogenezin nedeni

oldugunu da gostermektedir.

Ahmed ve ark. [74] insan derisini tek doz UV 1sina maruz biraktiklar1 ¢alismada,
insan epidermis hiicrelerinde 8-OHdAG diizeyinin seri biyopsilerle immiinohistokimyasal
olarak calisilmas1 sonucunda, yapilan seri biyopsilerde 8-OHdAG diizeyinin 3.saatte
maksimuma yiikseldigi ve ilk 24 saate kadar benzer Olclide devam ettigi ancak 24-
48.saatten sonra hizla diistiigli gézlemlenmistir. Yapilan bir baska ¢alismada ise tiiysiiz
albino farelere 3 hafta boyunca, haftada 3 defa olmak {izere, iki farkli grup olusturularak
34 kl/m*> ve 16,8 klJ/m2 olmak iizerek UVB ismlar1 uygulanmig ve farelerin
epidermisindeki 8-OHdG diizeyi, ROT’larin lipid peroksidasyon iiriinii olan HNE ve
NO’ya bagli oksidatif hasar gostergesi olarak 3-nitro-L-tirozin diizeyleri incelenmistir.
Calisma sonucunda her ii¢ parametre de UV 1sin uygulanmamis kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, her iki uygulamada da, doz bagimli olarak kontrol grubundan anlamli
derecede yiiksek oldugu saptanmustir [75]. 127 geng¢ yetiskin ile yapilan bir ¢alismada,
disarida gecirilen zaman, giinese maruz kalan viicut alanm1 ve maruz kalman gilines
isinlarmim yogunlugu ol¢iilerek tiriner 8-OHAG diizeyleriyle karsilastirilmistir. Calismada
disarida gegirilen zaman ve giinese maruz kalan viicut alani ile 8-OHdG diizeyleri arasinda
anlaml fark bulunamazken, maruz kalinan gilines 1sinlarmin yogunlugunun artmasi ile 8-
OHAG diizeylerinin anlamli bir sekilde arttig1 gézlemlenmistir [76]. Bizim ¢alismamizda
giinese maruziyet saati yani disarida gecirilen zaman ile 8-OHdG/10°%dG ve MDA
diizeyleri arasinda pozitif yonde korelasyon saptand: (sirasiyla, p<0.01 ve p<0.05, Tablo
10). Ancak giines yogunlugu ve giinese maruz kalinan alan ile ilgili veriler ¢alismamizda
degerlendirilmedi. Bununla birlikte, ¢alisma gruplarimizdan alinan numunelerin yaz
dénemi ile yaz sonunda alinmis olmasi ve Van ilinin Dogu Anadolu Kalkinma Ajansi’nin
raporlarina gore Tiirkiye’de giines radyasyonu yogunlugunun en yiiksek oldugu iller
arasinda olmasi [77] ve bu yogunluga maruz kalma siiresinin de diger illere nazaran daha
uzun olmasi bu ¢aligmada elde ettigimiz verilerin yukaridaki ¢calismay1 destekler nitelikte
oldugunu diistindiirmektedir. Disarida gecirilen zamanin ve etkin bir bicimde giines
1isinlarma maruz kalmanin ciltte olusturabilecegi farkli etkilerinin Van iline 6zel yapilacak
caligmalarda irdelenmesi gerektigini diisiiniiyoruz. Kato ve ark.[76] ¢alismasinda normal
cilt rengi olan tiiysiiz fareler ile hiperpigmente cilt rengine sahip farelere uygulanan UV

isinlar sonucunda Olgiilen idrar 8-OHAG diizeyleri agisindan normal cilt rengine sahip
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farelerde 8-OHAG diizeyleri anlamli olarak yiiksek saptanmistir. Arastirmacilar bu
durumun melaninin antioksidan etkilerinden veya UV isinlar1 fiziksel blokajindan
kaynaklanabilecegini belirtmektedirler [76]. Benzer sekilde bizim ¢alismamizda yapilan
Fitzpatrick deri rengi siniflamasi sonucunda agik tenlilerde 8-OHdG ve MDA diizeyleri
anlamli olarak yiiksek saptandi (p<0.01).

Oksidatif DNA hasar1 birgok kanser cesidinde olasi belirte¢ olarak ele alimmmus,
birgok kanser tiiriiniin etiyolojisinde arastirma konusu olmustur. Invaziv duktal meme
karsinomu tanis1 konulan hastalarda biyopsi sonucu elde edilen materyallerde oksidatif
stresin  indiikkledigi baz modifikasyonlarndan 8-OHdG, 2,6-diamino-4-hidroksi-S-
formamidopirimidin ve 8-hidroksiadenin diizeyleri 0Olglilmiis ve normal doku ile
karsilastirilmistir. Karsinom dokusundaki modifiye baz diizeyleri, normal dokuya kiyasla 8
ila 17 kat kadar yiiksek saptanmustir [78]. Schwarz ve ark.[79] hepatoseliiler karsinom
dokusu ile normal dokudaki 8-OHdG diizeylerini Olgtiikleri ¢alismada hepatoseliiler
karsinomlu dokuda 8-OHdG diizeyi anlamli olarak yiiksek saptanmustir. Benzer sekilde
kiigiik hiicreli akciger karsinomunda, jinekolojik kanser vakalarinda idrar 8-OHdG
diizeyleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek saptanmistir [80, 81].
Kutan6z melanomlu hastalarda yapilan bir c¢alismada, tiimor hiicrelerinde
immiinohistokimyasal olarak 8-OHdG ve p53 ekspresyon diizeyi ile es zamanl olarak,
ozellikle 8-OHdG’nin uzaklastirilmasini ve baz eksizyonunu saglayarak oksidatif hasara
kars1 etki gosteren 8-oxoguanine DNA-glikozilaz (hOGG1) ve redoks dengesini saglayan
glikoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ekspresyon diizeyi Olglilmiis, 8-OHdG
vakalarin %65’inde timor hiicresinde pozitif saptanmustir. pS3 ekspresyonu ile 8-OHdG
diizeyleri arasinda pozitif anlamli korelasyon saptanmig, 8-OHdG ekspresyonu
hOGG1lekspresyonu ile korele bulunurken, G6PD ile anlamli korelasyon saptanamamustir.
Ayrica ayni ¢alismada niikleer 8-OHdG’si pozitif ve negatif olan melanomlu hastalarda 5
yillik sag kalim diizeyi karsilatstirildiginda, 8-OHdG ekspresyonu olmayan hastalarda 5
yillik sag kalim orani anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir [82]. Literatiir
taramalarinda bir¢ok kanser tipinde 8-OHdG degerlerinin yiiksek saptanmasina karsilik,
literatiide karsilastifimiz yalnizca iki ¢aligmada 8-OHdAG diizeylerinin kontrol grubundan
anlamli derecede farkli bulunmadigi belirtilmistir [83, 84]. Bizim ¢alismamizda da literatiir
ile uyumlu olarak NMCK’l1 hastalarda, 8-OHdG/10%dG diizeyleri kontrol grubuna kiyasla
anlamli derecede yiiksek saptandi (p<0.01, Tablo 8). Yapilan c¢aligmalar 8-OHdG’nin
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karsinogenezin giiclii bir belirteci olabilecegini gostermektedir. 8-OHdG nin, prediktif
degerlerinin (sensivite, spesifite) ve cut-off degerlerinin hazirlanarak, tarama, tani ve
tedavi takip amaciyla kullanilabilecek bir belirte¢ olmasi yoniinde ¢alismalar yapilmasi

gerektigini diisiiniiyoruz.

Lipid peroksidasyonu ¢ok sayida ikincil {iriiniin agiga ¢ikmasina neden olur. MDA
lipid peroksidasyonu sonucu olusan {iriinlerin basinda gelmektedir. MDA niikleik asit
bazlariyla etkilesime girerek ¢ok sayida farkli bilesik olusturabilmektedir. Bu olusturulan
bilesiklerden en bilineni M;G, M:dG gibi kisaltmalarla bilinen pirimido-1,2-a purin-
10(3H)- 1 deoksiribozdur [33]. Bu bilesigin bakteri ve memeli hiicresinde sekans bagimli
cerceve kaymalarint ve baz ciftlerinde yer degisikligini indiikledigini, ayrica genomun
icinde reaktif elektrofilik bir yap1 olusturdugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur [85, 86].
MDA ile ilgili yapilmis ¢alismalarda, meme kanseri, akciger kanseri, gastrik kanser,
serviks kanseri, kronik lenfositik 16semi gibi pek ¢ok kanser tipinde, MDA diizeyleri
anlamli derecede yiiksek saptanmustir [33, 87-90]. Bizim ¢alismamiza benzer bir sekilde,
kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserli hastalarda tiriner 8-OHdG diizeyi ve plazma MDA
diizeyi Olclilmiis ve her iki parametre de hasta grubunda anlamli derece yiiksek
saptanmustir [91]. Melanom (18 hasta) ve non-melanom cilt kanserli hastalarda (18 BCC,
18 SCC ve 18 aktinik keratoz-AK) Sander ve ark.[71] yaptig1 bir ¢alismada, doku MDA
diizeyi anti-MDA antiserumu kullanilarak goriintiilenmis ve c¢aligma sonucunda malign
melanom ve SCC’li dokuda MDA diizeyleri anlamli derecede yiiksek oldugu belirtilirken,
BCC ve AK’li dokularda artig saptanmasina ragmen, bu artisin anlamli diizeyde olmadigi
belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla, plazma MDA
diizeyleri anlaml derecede yiiksek saptandi (p<0.01, Tablo 8). Yapmis oldugumuz ¢alisma
sonucunda oksidatif stresin ve dolayisiyla lipid peroksidasyonunun pek c¢ok kanser tipinde
oldugu gibi non melanom cilt kanserlerinin patogenezinde rol oynadigina dair giicli
kanitlar oldugunu disiiniiyoruz. Lipid peroksidasyonunun biomarker: olmasmimn yani sira
MDA, potansiyel karsinogenez baglaticis1 ve tetikleyicisi de olabilir. Yapilan ¢aligmalar
MDA’nin olusturdugu bilesik olan M;G’nin G-T transversiyonlarinin spontan olandan
500-600 kat daha fazla neden olabilecegini, zincir replikasyonlarinda M;1G’nin genomda,
kontrol genomdan 9000 kat daha fazla mutasyonu indiikledigi belirtilmistir [92]. Ayrica bu
bilgiler 15131nda NMCK’l1 hastalarda MDA artisinin baz modifikasyonlar1 iizerinden ¢esitli
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komplikasyonlara neden olabilecegini, bu nedenle bu hastalarda MDA seviyelerinin takip

edilmesinin klinik agidan yararli olabilecegini diisiiniiyoruz.

Antioksidanlar ROT’lara kars1 bir savunma sistemi olustururlar ve oksidatif zincir
reaksiyonlarini durdurarak veya oksidasyon olusumunu Onleyerek hiicreleri oksidatif
hasara kars1 korurlar [43]. Antioksidanlar karsinogenez siirecinde serbest reaktif tiirlerinin
toplayicisi, baskilayicist ve notralize edicisi oldugu gibi Ref-1, NF-xB, AP-1 gibi hiicre
cogalmasinda, farklilagmasinda ve biiyiimesinde rol alan diizenleyici faktorlerle de
etkilesim halindedirler [4]. Non-enzimatik antioksidanlardan olan vitamin E (a-tokoferol)
hiicrenin membrana bagli 6nemli antioksidanidir ve bir antioksidan olarak temel gérevi
lipid peroksidasyonuna karsi koruma saglamaktir [38]. Vitamin E, peroksil radikal
toplayicist ve oksidatif zincir kiricidir. Hiicre membranlarinda ve plazma lipoproteinlerinde
serbest radikallarin yayilimini engellemektedir [44]. Vitamin E ile yapilan in vivo
calismalarda UV 151n maruziyeti 6ncesinde topikal a-tokoferol uygulanmasinin, cilt kanseri
insidansii % 42 ile %82 arasinda azalttig1 ve UV 1sinlarin indiikledigi immunsupresyonu
azalttig1 gozlemlenmistir [93]. Tiysiiz farelere intravendz a-tokoferil siiksinat uygulamasi
yapilan bir bagka calismada ise B16F1 melanom hiicrelerinde biliyiimeyi durdurdugu ve
yasam siiresini uzattigir gozlenmistir [94]. Karsinogenez model calismalarinda vitamin
E’nin UV 1gmlarm indiikledigi timin dimerlerinin olusumunu etkili bir sekilde inhibe ettigi
goriilmiistiir [46]. E vitaminin serbest radikallere karsi koruyucu etkisi ile ilgili yapilan
klinik ¢alismalar ne yazik ki laboratuvar ¢alismalar1 kadar net sonuglara sahip degildir,
yararli oldugu, etkisinin olmadigi ve zararli oldugu yoniinde bir¢ok klinik calisma
mevcuttur. Ornegin, 1987°den 1997’ kadar toplam 59,039 kadmnm dahil edildigi ve 1271
katilimciya invaziv meme kanseri tanisi konulan kohort ¢alismasinda, vitamin E, retinol ve
beta karoten alimi ile invaziv meme kanseri insidansi arasinda iliski saptanmamustir [95].
Vitamin E aliminin plasebo ile karsilastirildigi bir baska ¢alismada da vitamin E’nin kolon,
meme ve akciger kanseri insidansina ve mortaliteye anlamli bir etkisinin olmadigi
gosterilmistir [96]. Orofaringeal karsinom, kolorektal karsinomlar ve akciger kanseri dahil
bazi kanser tiplerinde yapilan bazi ¢aligmalarda vitamin E’nin koruyucu etkisi saptanmustir
[97-99]. Prostat kanseri basta olmak iizere bazi kanser tiplerinde ise vitamin E’nin riski

arttirdigina dair ¢aligmalar mevcuttur [100, 101].
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Non-melanom cilt kanserli hastalarda yapilan ¢alismalarin biiyilik bir cogunlugunda
kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda vitamin E diizeyleri agisindan anlamli bir fark
bulunamamistir [102-104]. Van de Pols ve ark.[104] 485 kisinin katildig1 ¢aligmasinda 8
yillik izlem yapilmis, bazal vitamin E, selenyum ve karotenoid diizeyleri dlgiilmiis ve
NMCK insidanst ile karsilastirma yapilmis, yalnizca selenyum diizeyleri agisindan anlamli
fark saptanmustir. Ayrica diyetle alian vitamin E ve NMCK insidans1 kargilastirmalarinda
da anlamli fark bulunamamistir [105-107]. Bizim ¢alismamizda da daha dnceden yapilan
bircok ¢alismaya benzer sekilde NMCK’l1 hastalarin serum vitamin E diizeyleri ile saglikli
kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunamadi (p>0.05, Tablo 8). Diyetle alinan vitamin
E diizeyinin bilinmemesi, diyet ile alman vitamin E miktarlar1 ile vitamin E serum
diizeyleri arasindaki iligki konusunda literatiirde yeterince bilgi olmamasi sebebiyle
yaptigimiz bu c¢alisma vitamin E’nin NMCK iizerine olan etkilerini degerlendirmede
yetersiz kalmaktadir. Vitamin E’nin etkileri konusunda in vivo g¢aligmalar ile insan
calismalarinin sonuglari arasinda ¢eliskilerin olmasi, ayrica ¢esitli kanser tipleri ve vitamin
E diizeyleri arasindaki iliskiyi irdeleyen ¢alismalarda da farkli sonuclarin elde edilmesi
nedeniyle Olgiimlere etki edebilecek faktorlerin iyi bir sekilde dokiimante edildigi,
standardize edilmis Olglim yontemlerinin ve diyet anketlerinin kullanildigi, daha genis

hasta gruplariyla ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Singlet oksijen ve peroksil radikallerinin toplanmasi dahil pek ¢ok antioksidan
aktivitede rol alan vitamin A’nin transkripsiyon faktorlerini diizenledigi, hiicre ¢ogalmasini
inhibe ettigi, hiicre farklilasmasmi arttirdigr hiicre kiiltlirii ¢calismalarinda gosterilmistir
[108]. Karotenoidlerin akciger, prostat ve meme kanseri gibi gesitli kanser hiicresi kiiltiir
serilerinde hiicre siklusunun ilerlemesini inhibe ettigi, meme kanseri hiicrelerinde
biiylimeyi durdurdugu saptanmistir [109]. Yapilan ¢aligmalarda kolorektal kanserler ile
diyetle aliman ve serumda Olgiilen retinol ve B-karoten diizeyleri arasinda risk agisindan
anlamli bir iligki bulunamazken [110], Goodman ve ark.[111] yaptigi genis ¢apli bir
aragtirmada akciger kanserli hastalar ve sigara icen bireylerde serum vitamin A diizeyleri
kontrol gruplarina kiyasla anlamli derecede diisiik saptanmis, ayni ¢aligmada prostat
kanseri a¢isindan anlamli fark olmadig belirtilmistir. Farelerde deneysel olarak olusturulan
cilt kanseri ve papillom sonrasinda uygulanan yiiksek doz retinoik asidin cilt kanseri ve

papillom insidansini azalttig1 gdsterilmistir [112].
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Vitamin A ve tiirevlerinin diyetle aliminin cilt kanserleri iizerine etkisi inceleyen
calismalardan Moon ve ark.[113] yaptig: ¢ift kor, randomize kontrollii ¢aligmada 25,000
tinite retinoliin SCC olusumunu o6nlemede etkisi oldugu goriilirken, BCC’de ise bu
koruyucu etki saptanmamistir. Benzer sekilde diyetle alinan retinol ve izetretioninin,
plasebo ile karsilastirildigi bir baska calismada ise hi¢ birinin koruyucu etkisi
saptanmamustir [114]. Vitamin A ve tiirevlerinin serum konsantrasyonlariyla, NMCK
gelisme riskinin degerlendirildigi McNaugton ve ark.[103] yaptig1 ¢alismada serum f-
karoten diizeyi ile BCC insidansi arasinda iliski saptanamazken, bir baska c¢alismada
NMCK’1 hastalarda serum retinol ve B-karoten diizeyleri kontrol grubuna kiyasla anlamli
derecede diisiik saptanmistir [115]. Bizim ¢alismamizda da NMCK’li hastalarda kontrol
grubuna kiyasla serum vitamin A diizeyi anlamli olarak diisiik saptand1 (p<0.01, Tablo 8).
Calismamizin sonucunda antioksidan etkiye sahip vitamin A diizeyinin NMCK’l1
hastalarda diisiik olmasi, bununla birlikte oksidatif hasar gdstergesi olan 8-OHdG’ nin ve
MDA diizeyinin yiikselmesi bu hastalarda oksidatif hasar lehine dengenin bozuldugunu
gostermektedir. Literatiirde vitamin A’nin ¢ok farkli formlar1 ile yapilmis g¢alismalar
mevcuttur ve birbirinden farkli sonuglar igermektedirler. Bu formlarm serum diizeyi ile
diyetle alinan miktarlar arasindaki iliski net olarak aydinlatilmadigindan, yapilacak olan
calismalarda ayrintili diyet anketlerinin serum diizeyleri ile karsilastirilmasina ihtiyag
vardir. Ayrica her bir formun etkisi iizerine daha ayrmtili hayvan ¢alismalarina gereksinim

vardrr.

Vitamin D’nin, kalsiyum ve kemik metabolizmasindaki klasik roliine ek olarak,
non-kalsemik etkileri ile konak savunmasinda, inflamasyonda, immun sistemde ve kanser
stireclerinde 6nemli rol oynadigi pek c¢ok in vivo ve in vitro ¢aligmada gosterilmistir.
Vitamin D bir transkripsiyon faktorii gibi rol alarak, hiicre biiylimesi, hiicre farklilagsmasi1
ve apoptozis gibi timor olusum mekanizmalarini merkezinden etkiler [53]. Malign
melanom, meme kanseri, prostat, kolorektal kanserler, over, bobrek, 6zofagus, mide
kanserleri ve non-hodgkin lenfoma gibi ¢ok sayida kanser tipi ile diisik D vitamini
diizeyleri arasinda iligki oldugunu belirten pek ¢ok ¢alisma mevcuttur [116-118]. Yapilan
hayvan caligmalart da bu durumu desteklemektedir. Tangpricha ve ark. [119] yaptigi
deneysel calismada, serum 25-OH vitamin D diizeyleri Olgiilemeyecek diizeyde olan

farelerle, diyetlerine uygun miktarda vitamin D eklenen ve serum 25-OH vitamin D
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diizeyleri 26+6 ng/mL olan fareler karsilastirilmis ve vitamin D alan grupta kolon

tiimoriiniin ¢apinda %40 azalma gézlemlenmistir.

Ciltte keratinositlerin sentezledigi 1,25 hidroksivitamin D3’iin epidermal hiicrelerde
proliferasyonu, hiicre farklilasmasmi ve apoptozisi diizenledigini gdsteren calismalar
mevcuttur [120]. UVB ismlarmin DNA’da hasar olusturan etkilerine karsi koruma
sagladigi gosterilen 1,25 hidroksivitamin D3’tin diisiik doz (30-40 kJ/m?) UVB’ye karsi
koruma saglayabiliyorken, daha yiiksek dozlarda (50kJ/m?) koruyucu etkisinin ortadan
kalktigr gozlemlenmistir [121]. Serum 25-hidroksi vitamin D diizeyleri ile NMCK
arasindaki iliskiyi irdeleyen calismalar ¢ok smirli olmakla beraber yapilan c¢alismalarda
NMCK’l1 hastalarda 25-OH vitamin D diizeyinin kontrol gruplarina kiyasla daha diisiik
saptandigi belirtilmistir [122, 123]. Tang ve ark. [123] 5 yillik izlem yaptig1 ¢alismada 25-
OH vitamin D ile NMCK insidans1 arasinda anlamli fark oldugu, bu hastalarda 25-OH
vitamin D diizeylerinin anlamli olarak diisiik saptandig1 gosterilmistir. Bizim ¢calismamizda
da 25-OH vitamin D diizeyleri NMCK’l1 hastalarda, kontrol grubuna kiyasla anlamli
derecede diisiik saptandi (p<0.01, Tablo 8). Ayrica ¢alismamizda 25-OH vitamin D
diizeyleri ile MDA diizeyleri arasinda da anlamli negatif korelasyon saptandi (p<0,05,
Tablo 10). Yaptigimiz ¢alismada vitamin D’nin hasta grubunda anlamli derecede diisiik
saptanmas1 gerek deneysel calismalarm, gerekse de klinik calismalarin sonuglariyla
uyumludur. Calismamizin sonuglari, vitamin D’nin nonmelanom cilt kanserlerinde
koruyucu etkisinin olabilecegini gostermektedir. 25-OH vitamin D diizeyinin MDA diizeyi
negatif yonde korelasyon gostermesi, vitamin D’nin antioksidan etkilerinin de
olabilecegini diislindiirebilir ancak 8-OHdG diizeyleri ile korelasyon saptanmamasi

nedeniyle bu konunun daha genis hasta gruplariyla ¢alisilmasi gerektigini diisiiniiyoruz.

1,25 hidroksivitamin D3’iin sentezini UVB 1smlarmin saglamasi, ayni zamanda
UVB isinlarmin cilt kanserlerinden sorumlu olmasi bir ikileme neden olmaktadir. Nitekim
bizim ¢alismamizda da 25-OH vitamin D diizeyleri ile giinese maruziyet saati arasinda
anlamli korelasyon saptanmadi (p>0.05, Tablo 10). Bu konuda yapilan ¢aligmalar yetersiz
olmakla birlikte, baz1 ¢alismalarda giines 1smnlarinin etkisiyle artan melaninin UV 1gmlarini
absorbladig1 ve giines 1sinlarinin 1,25 hidroksivitamin D3’li sentezleme etkinligini azaltmis
olabilecegini belirtilmektedir [124]. Uzun siireli ve yiiksek doz UV iginlarina maruziyet

sonucunda 1,25 hidroksivitamin Ds’iin sentezinin de bozulmus olabilecegini bu nedenle
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UV gmlarmin 1,25 hidroksivitamin D3’iin etkinligini ve sentezini ne kadar etkiledigine
dair deneysel ¢alismalara ve anketlerle desteklenmis klinik ¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu

diistiniiyoruz.

8-OHdG ve MDA diizeylerinin NMCK’l1 hastalarda yiiksek saptanmasi, oksidatif
hasarin ve oksidatif DNA hasarin1 NMCK etiyolojisinde dnemli bir role sahip oldugunu
gostermektedir. 8-OHAG ve MDA karsinogenez baslaticisi veya tetikleyicisi olabilecegini,
dolayisiyla bu parametrelerin prediktif degerlerinin (sensivite, spesifite) ve cut-off
degerlerinin hazirlanarak, tarama, tan1 ve tedavi takip amaciyla kullanilabilecek bir belirteg
olmas1 yoniinde caligsmalar yapilmasi gerektigini diisliniiyoruz. Ayrica c¢alismamizda
antioksidan etkiye sahip vitamin A diizeyinin diisiik olmasi, NMCK’11 hastalarda oksidatif
hasar lehine dengenin bozuldugunu gostermektedir. Calismamizda 25 hidroksi vitamin D
diizeylerinin NMCK’l1 hastalarda diisiik saptanmasi, bu hastalarda koruyucu etkisinin

azaldigin1 gostermektedir.
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8. EKLER

*KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU

Non - Melanom Cilt Kanserlerinde Oksidatif DNA Hasari ve Baz1 Vitamin
Diizeylerinin Belirlenmesi

=

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU Yok

KARAR BI1L G ERI

{ Karar No:11 | Tarih: 08.10.2015

fYrd.Doc,l)r. C. Hamit Hakan ALP sorumlulugunda yapilmasi tasarlanan ve yukarida bilgileri verilen
tbasvuru dosyasi ile ilgili belgeler aragirmanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak
 teclenmiy. sorumlu arastirmacinin hekim veya dis hekimi olmadig1 durumlarda galigmanin niteligine,
| risk-yarar oranina gdre ekibe hekim veya dig hekimi dahil edilerek, s6z konusu galigmamz uygun
{ bulunmug olup aragtirmanmn bagvuru dosyasinda belirtilen merkezde gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel

“sakinca bulunmadigina toplantiya katilan Etik Kurul iiye tam sayisinin salt cogunlugu/oy birligi ile karar
verilmigtir,
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