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OZET

PROSTAT KANSERLI HASTALARDA OKSIDAN-ANTIOKSIDAN

DURUMUN DEGERLENDIRILMESi VE PARAOKSONAZIN BU DURUMA

ETKISININ ARASTIRILMASI

Prostat kanseri, kansere bagli oOliimlerin 6nemli nedenlerinden biridir.
Oksidatif DNA hasar1 prostat kanseri gelismesine katkida bulunabilir.
Paraoksonaz (PON), insan viicudundaki endojen antioksidanlardan biridir.
Calismamizda yeni tani almis prostat kanserli hastalarda ve saglikli kontrollerde
serum Orneklerinde lipid parametreleri, total oksidan ve antioksidan kapasite
(TOK, TAK), oksidatif stres indeksi (OSI), paraoksonaz (PON1) ve arilesteraz
(ARE) aktiviteleri ve PONI1 fenotip dagilimi saptanarak iki grup arasinda
karsilastirilmas1 amaglandi.

Calisma, prostat kanseri grubunda (PK) ve saglikli kontrol grubunda
prospektif olarak yapildi. Serum PON1 ve ARE aktiviteleri ile diger parametreler
her iki gruptaki 40 katilimcida Olgiildii. PON1 fenotip dagilimi PONI1/ARE
aktivitelerine gore belirlendi. Istatistiksel degerlendirmeler Student t testi ve
Pearson korelasyon analizi ile yapildu.

TKOL ve LDL-K diizeyleri PK grubunda kontrol grubuna gére anlamli
olarak yiiksek saptand1 (p= 0,044; p=0,026). OSI degerleri hastalarda kontrollerden
yiiksekti (p=0,029). PON1 ve ARE degerleri hastalarda kontrollerden diisiiktii
(p=0,040; p=0,027). PON1 aktivitelerine gore her iki grupta ii¢ fenotip belirlendi.
PK grubunda Hardy-Weinberg dagilimindan sapma oldugu gézlendi.

Sonuglarimiz oksidatif stresin lipid peroksidasyonu araciligiyla prostat
kanserinin gelisiminde ©nemli rol oynayabilecegini ve PON1 ile PON1
fenotiplemesinin  prostat kanseri i¢in  prediktif deger tasiyabilecegini
gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Oksidatif stres, lipid peroksidasyonu,

paraoksonaz, malondialdehit, prostat kanseri



ABSTRACT

OXIDANT-ANTIOKSIDANT STATUS IN PATIENT WITH PROSTATE
CANCER AND INVESTIGATION OF THE EFFECT OF THE
PARAOXONASE IN THIS SITUATION

Prostate cancer is the leading cause of cancer-related deaths. Oxidative DNA
damage may contribute to the prostate cancer. The paraoxonase (PON1) is an
endogenous antioxidant in the human body. The aim of our study was to determine
whether lipide parameters, total oxidant capacity (TOC), total antixidant capacity
(TAC), oxidative stres index (OSI), serum paraoxonase (PON1) and arylesterase
(ARE) levels and phenotypes distribution alter new diagnosis in patients with
prostate cancer and to compare the values with those of healthy controls.

The study was performed prospective which consist of the prostate cancer
group (PC) and healthy control group. Serum PON1, ARE activities, and other
parameters were measured in 40 subjects in both groups. The PON1 phenotypes are
defined according to the ratio of serum PON1/ARE activity. In statistical evaluation
of data were performed Student t test and Pearson’s correlation analysis. TKOL and
LDL-K levels was found to be lower in the patients with compared to controls
(p=0,044; p=0,026). OSI levels in patients higher than the controls (p=0,029). PON1
and ARE activities were found the lower in patients with compared to the controls
(p=0,040; p=0,027). PON1 enzyme activity was determined as three different
phenotypes in both groups. In PC group, significant deviation of PON1 phenotype
frequencies from Hardy—Weinberg equilibrium was found.

The results of our study suggest that oxidative stress, through lipid
peroxidation may play an important role for the development of prostate cancer and

that PON1, and PON1 phenotyping may be predictive for prostate cancer.

KEYWORDS: Oxidative stres, lipide peroxidation, paraoxonase,

malondialdehyde, prostate cancer.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, artmis serbest oksijen radikallerinin ve
lipid peroksidasyonun bir¢ok hastaligin patogenezinde rol aldigini gostermektedir
(1, 2). Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidratlar gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederek yapilarinin bozulmasina neden olurlar. Biyolojik
sistemlerdeki serbest oksijen radikalleri (SOR) ve diger serbest radikaller oksidatif
stresin en Onemli nedenlerinden birini olustururlar (3). Serbest radikallerin ve
oksidatif stresin artmasi mutasyon ve onkojenik donlisim hizimi artiripp DNA
hasarlanmas1 yaparak timor gelisimine de neden olabilir (4). Ayrica hiicre
proliferasyonu, hiicresel remodeling, apopitozis ve yaslanma gibi hiicresel
fonksiyonlara da etki ederck kanser ve metastaz gelisimine yol agabilirler (5).

Kanser, viicudun herhangi bir yerindeki bir hiicre grubunun kontrolsiiz
olarak normal hiicrelerden daha hizli ¢ogalmasi, bu hiicrelerin farklilasmasinin
bozulmasi, ¢evre dokulara infiltrasyonu ve olusan kanser hiicrelerinin dolasima
gecerek viicudun farkli bolgelerine metastazi ile karakterize ve biitiin diinyada
Oonemi gittikge artan bir hastaliktir (6,7). Kanserlerin gelisim nedenleri
incelendiginde %5-10 kadarlik kismi genetik faktorlerle agiklanabilirken %90-95
gibi bir kisim diyet, radyasyon ¢esitli kimyasal maddeler ve ¢evresel faktorlerle
genetik faktorlerin birlikteligi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (8).

Kanserin hem baslangict hem de gelisiminde rol oynayabilen muhtemel
sebeplerinden birisi, DNA ve diger hiicresel molekiillerin SOR tarafindan
hasarlanmasidir. Saglikli bir organizmada normal metabolizma sirasinda da bu
radikaller olusmaktadir. Ancak inflamasyon, sigara icilmesi, bazi ilaglarin
(bleomisin, asetaminofen v.s.) kullanilmasi, nitrojen oksit igeren ekzojen
kaynaklara ve radyasyona maruz kalinmasi gibi durumlarda SOR’nin iretimi
artmaktadir. Sonugcta lipid ve proteinlerde oksitlenmeler, kanser riskinde artmaya
neden olan sinyal transdiiksiyon yolunda degisiklikler ve kanserle sonuglanan
mutasyonlar meydana gelebilir (9). Timor gelisimine yol acan doku hasarinda
SOR’nin artmas: yaninda antioksidan aktivitenin azalmasi da Onemli rol
oynamaktadir. Endojen ve ekzojen antioksidanlar, kansere neden olan SOR’ni
notralize ederek veya etkisini engelleyerek kanser gelisimini onleyebilmektedirler

(10).



Paraoksonaz (PON), yiiksek dansiteli lipoproteine (HDL) bagli karacigerde
ve serumda bulunan lipofilik bir antioksidandir (11). PON’un bu antioksidan rolii
diisiik dansiteli lipoproteini (LDL) oksidasyondan koruyucu etkisinden dolayidir
(12).

Prostat kanseri, 0zellikle sanayilesmis iilkelerde yaygin olarak goriilen ve
diinya c¢apinda insidans oranlarinin yiiksek oldugu bir saglik sorunudur (13).
Gliniimiliz toplumlarinda sanayilesmenin artmasi ve yasam siirelerinin uzamasi
nedeniyle prostat kanserinin giderek daha onemli bir saglik sorunu olacagi
ongoriilmektedir. Bu nedenle prostat kanserinin 6zellikle erken tanisinda yardimci
olabilecek ileri testlere ve prognostik belirteclere ihtiyag duyulmaktadir.

Bu c¢alismada, prostat kanseri etyolojisinde oksidan ve antioksidan
durumdaki degisimlerin etkili olabilecegi diisiiniilerek prostat kanserli hastalarda
oksidan ve antioksidan seviyelerinin dl¢iilmesi, paraoksonazin bu duruma etkisinin
arastirtlmasi ve paraoksonaz aktivisini etkileyen PON1 192Q/R polimorfizmi igin
fenotipleme yapilarak bu islemin prostat kanseri tanisi i¢in prediktif degeri olup

olmadiginin arastirilmasi amacglanmaistir.



2. GENEL BILGILER
2. 1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, son yoriingelerinde bir veya birden ¢ok ortaklanmamis
elektron tasiyan kisa 6miirlii, kararsiz, molekiil agirhig1 diisiik ve reaktif atom veya
molekiiller olarak tanimlanir. SOR veya reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak da
adlandirilmaktadir  (14). Serbest radikaller, dis yoriingedeki elektronun
ortaklanmasini saglamak icin diger molekiillerle reaksiyona girebilecek sekilde
reaktif ve kararsiz bir yap1 gosterirler (15). SOR, tiim hiicreler tarafindan endojen
ve ekzojen kaynakli etmenlere bagli olarak aerobik metabolizma tarafindan normal
veya patolojik siireclerle siirekli olarak iiretilmektedirler. Aerobik metabolizmasi
olan memelilerde radikaller genellikle oksijenden iiretilmekle birlikte organizmada
oksijen tiirevi SOR’lerin disinda karbon ve kiikiirt merkezli radikaller de
olusmaktadir (16). Psikolojik stres ve yetersiz beslenme (diisiikk antioksidan ve
fazla yag alimi) gibi gevresel faktorler de SOR iiretimini artirmaktadir. Kimyasal
maddelere maruz kalma, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ilag toksisiteleri,
iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava Kkirliligi yapan fitokimyasal maddeler,
sigara dumani gibi ¢evresel faktorler, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve
adriamisin gibi antineoplastik ajanlar SOR olusumuna neden olan ekzojen kaynakli
etmenlerdir (17).

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelir ve serbest radikallerin ¢cogu oksijenin indirgenmesi ile olusur.
Serbest radikaller pozitif yiklii, negatif yiikli veya elektriksel olarak nétral,
organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. Cu*?, Fe*3, Mn** ve Mo™

gibi baz1 ge¢is metalleri de serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar (18).

2.1.1. Reaktif oksijen tiirleri
Siiperoksit Radikali (O )

Tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu,

stiperoksit radikal anyonu meydana gelir.

O, + ¢ — 02'-



Genellikle hiicre mitokondrisinde, elektron transport sisteminde
nikotinamid adenin diniikleotid (NADH)’in okside nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD")’e yiikseltgenmesi ile iiretilir. Pek ¢ok oksidaz tarafindan da iiretilmektedir
(19).

Siiperoksit; nétrofillerin antibakteriyel aktivitesi, apopitozis, yangi ve
vaskiiler fonksiyonlarin regiilasyonu gibi yararli etkilere sahiptir. Siiperoksit
molekiilii kendi basina direkt olarak fazla zarar vermez ancak H,O; kaynagi ve
gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasi nedeni ile zararli etkilere neden
olabilmektedir (20).

Hidrojen Peroksit (H20,)

Molekiiler oksijenin iki elektron almasi veya siiperoksitin bir elektron
almas1 sonucu peroksit molekiilii olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen atomu ile
birleserek hidrojen peroksiti meydana getirir.

0, +2e +2H" — H,0,

0, +2¢ +2H" — H,0,

Biyolojik sistemlerde asil HpO, iiretimi siiperoksitin dismutasyonu
reaksiyonuyla gergeklesir. Bu reaksiyon aerobik organizmalarda siiperoksit
dismutaz (SOD) tarafindan katalize edilir (21).

SOD
20, + 2H" —  H0,+ 0y

H,O; bir serbest radikal olmadigi halde serbest radikal biyokimyasinda
onemli rol oynar. Siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici olan
hidroksil radikalini olusturmak tizere kolaylikla yikilabilir. Katalaz ve peroksidaz
enzimleri bu olaylarda gorev alirlar (22).

Siiperoksit, iiretildigi yerde kaldigi halde H,O, iretildigi yerde kalmaz ve
membrani gecerek sitozole girer. H2O, ¢ok kuvvetli bir oksitleyici molekiil olup
hiicrede, katalaz (CAT), glutatyon (GSH) ve tiyoredoksin (Trx) aracilig1 ile oksijen
ve H,O’ya déniistiiriiliir. H,0, serbest Fe*? ile reaksiyona girerse demir okside

olurken hidroksil radikali olusarak hiicre hasarina araci olmaktadir (20).



Hidroksil Radikali (OH")

Biyolojik sistemlerde iiretilen en giiclii reaktiviteye sahip serbest radikaldir.
Aminoasitler, niikleik asitler, organik asitler, fosfolipidler ve sekerler gibi hemen
hemen biitiin molekiiller ile reaksiyona girebilmektedir (23).

Fenton ve Haber Weiss reaksiyonlari OH radikalini olusturan
reaksiyonlardandir (24).

H,0; yiiksiiz bir molekiil oldugundan hiicre i¢ine kolaylikla girebilir ve
serbest radikallerden en reaktif ve en hasar verici etkili olan OH’ radikalini
olusturmak i¢in kolaylikla pargalanabilir (Haber-Weiss reaksiyonu).

H,0, + O,"" — OH+ OH + O

Haber-Weiss Reaksiyonunda demir, bakir gibi bazi metal iyonlar1 da rol

oynayabilir. Bu reaksiyon i¢in énce Fe* iyonu siiperoksit radikali araciligiyla Fe*

iyonuna indirgenir. Fe*? iyonu ise H,O, ile reaksiyona girerek OH’ radikalini
meydana getirir (Fenton Reaksiyonu).

Fe* + 0, — O, + Fe*?

Fe*? + H,0,— Fe™ + OH + OH’ (Fenton Reaksiyonu)

Singlet Oksijen (*O,)

Yapisinda ortaklanmamis elektron bulunmadigi igin gercek serbest radikal
degildir. Serbest radikal reaksiyonlarimin baglamasina neden olmasi nedeniyle Gnem
kazanmaktadir. YOriingesindeki elektronlardan birisinin digsaridan enerji almasi
sonucunda bulundugu yoriingenin tersine olacak sekilde yer degistirmesi ile
veya siiperoksit radikalinin dismutasyonu ve H;O,’nin hipoklorit ile reaksiyonu
sonucunda meydana gelebilir (25).

Perhidroksil Radikali (HO,)

Stiperoksit radikali diisiik pH degerlerinde bir proton alarak perhidroksil
radikalini olusturur. Ancak bu radikalin olusma olasilig1 fizyolojik pH degerinde
%1°den azdir. Olusan perhidroksil radikali yag asidi, aminoasit ve a-tokoferolle
reaksiyona girer (15).

20," + H, — 2 HO;

Peroksil Radikali (ROOQO")

Hidroksil radikali ile yag asitleri, niikleik asitler, karbohidratlar ve

proteinler gibi ¢esitli molekiillerden bir proton g¢ikmasiyla karbon merkezli



radikaller (alkil radikali: R") olusur. Olusan bu radikaller hizli bir sekilde oksijen
ile reaksiyona girerek peroksil radikalini (ROO") meydana getirirler. ROO, lipid
peroksidasyonunda zincir devam ettirici radikaldir (26).

RH+ OH — R"+ H,0

R+ O2— ROO*

2.1.2. Reaktif nitrojen tiirleri

Nitrik Oksit (NO") ve diger nitrojen oksitleri

Sitozolik bir enzim olan nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan olusturulur.
Guanilat siklaz1 aktive ederek damar tonusunda dnemli degisikliklere neden olur
(27). Nitrik oksit radikali (NO") ve diger nitrojen oksitleri (NO,, NO, N,O3z, N,O4
gibi) giiglii nitréze edici ajanlardir. Primer ve sekonder aminleri nitrozleyerek,
nitrozaminleri olustururlar. Nitrozamin bilesikleri potansiyel karsinojenik
maddelerdir. Clinkii bu bilesikler DNA'da nitrozilasyon, deaminasyon yapabilir ve
alkil niikleofillerin olusumuna neden olabilirler. Bu sekilde olusan mutasyonlar
onkojenleri aktifleyerek malign transformasyonlara neden olabilirler (28). Yine
NO"in lipidler iizerine olan etkisiyle lipid peroksidasyonu baslatilir ve cesitli
peroksitler iretilebilir (29).

2.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Organizmada SOR olusurken eszamanli olarak serbest radikallerin zararl
etkilerini Onlemek i¢in antioksidan savunma mekanizmalar1 gelismektedir.
Antioksidanlar, okside olabilen substratlarin oksidasyonunu onleyen veya
oksidasyon derecesini azaltan molekiillerdir. Bu sayede antioksidanlar
antikarsinojen olarak etki gostererek, hiicreleri oksidatif hasardan korurlar ve
karsinojenezisin her {i¢ safhasina da baskilayict etki yapabilirler (30).
Antioksidanlarin normal hiicreleri uzun ve kisa donemde serbest radikallere bagl
hasarlanmadan korudugu gibi, timor hiicrelerini de kanser tedavisi sonucu olusan

hasarlanmaya kars1 ayni oranda korudugu ileri siiriilmektedir (31).



Antioksidanlar, dogal (endojen kaynakli) ve ekzojen kaynakli olmak iizere
baslica iki ana gruba ayrilabildigi gibi serbest radikallerin meydana gelisini
Onleyenler ve mevcut olanlar etkisiz hale getirenler seklinde de siniflandirilirlar.

Antioksidanlar, oksidan maddelerin etkilerini dort mekanizma ile ortadan
kaldirirlar (32):

1. Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme
seklinde olan bu etki antioksidan enzimler tarafindan yapilir.

2. Quencher (baskilama) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz
hale getirme seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.

3. Onarma etkisi: Niikleik asitler gibi SOR ile yikilmis biyomolekiilleri
onarirlar. DNA onarim enzimleri ve metiyonin siilfoksit rediiktaz bu gruba dahil
edilir.

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlari baglayarak fonksiyonlarini engelleme
seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan yapilir.

Antioksidan maddeler endojen, ekzojen ve gida kaynakli antioksidanlar
olarak 3 grupta toplanirlar (33).

I-Endojen Antioksidanlar

A-Enzim Yapida Olanlar

1. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz Sistemi
2. Siiperoksid Dismutaz
3. Katalaz
4. Glutatyon peroksidaz, Glutatyon-S-Transferaz
5. Hidroperoksidaz
B-Enzim Yapida Olmayanlar
1. Lipid Fazda Bulunanlar
o-Tokoferol (E vitamini), p- Karoten
2. Sivi Fazda (Sitozol veya kan plazmasinda) bulunanlar
Askorbik asit, Urat, Melatonin, Sistein, Seruloplazmin,
Transferrin, Laktoferrin, Metionin, Myoglobin, Hemoglobin,
Ferritin, Albumin, Biliriibin, Glutatyon, Selenyum
I1-Ekzojen Antioksidanlar
1. Ksantin-oksidaz Inhibitérleri: Allopurinol, Oksipurinol, Folik Asit



NADPH Oksidaz inhibitorleri: Adenozin, Lokal anestetikler
Rekombinant Siiperoksid Dismutaz

Endojen Antioksidan Aktiviteyi Arttiranlar: Ebselen, Asetilsistein

a &~ D

Diger Nonenzimatik Serbest Radikal Toplayicilari: Mannitol,
Albumin

6. Demir Redoks Dongiisiiniin  inhibitorleri:  Desferroksamin,

Seruloplazmin

7. Sitokinler: Tiimor Nekroz Faktor (TNF) ve IL-1

8. Demir Selatorleri
I11-Gida antioksidanlar

1. Butile Hidroksitoluen

2. Butile Hidroksianizon

3. Sodyum Benzoat

4. Fe-Siiperoksid Dismutaz

2.2.1. Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksitin hidrojen peroksite dismutasyonunu Kkatalize eden metallo
enzimdir.

SOD

20, +2H" - Op+ H0;

SOD tarafindan olusturulan H,O, toksik bir ajandir. Ancak bu reaksiyon
reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda ilk basamagi olusturur.

Ug tip siiperoksit dismutaz bulunmaktadir. Birincisi mitokondride lokalize
Mn-SOD, ikicisi sitozolde lokalize CuZn-SOD ve tgiincisii de Cu igeren ve
plazmadaki siiperoksit radikallerini metabolize eden vaskiiler endotele bagli Cu-
SOD’dir (34).

Katalaz

Peroksizomlarda lokalize, yapisinda Fe*® bulunduran her biri prostetik grup
olan 4 hem grubundan olusmus bir hemoproteindir (35).

Katalaz, SOD’m olusturdugu H,O;’yi peroksidazlarla beraber oksijen ve

suya pargalar.



katalaz
2 H202 — 2 HZO + O2

Katalazin H,O,’e karst Km’i glutatyon peroksidaza gore daha yiiksek
oldugundan diisiik konsantrasyonlarda H,O,’i glutatyon peroksidaz parcalarken,
yiiksek konsantrasyonlarda ise katalaz devreye girer.

Glutatyon S-transferaz (GST)

GST, glutatyon ile toksik metabolitlerin konjugasyonunu katalizleyerek
detoksifikasyonlarini saglar (36).

GST
ROOH+2GSH — GSSG +ROH +H,0

GST’lar basta arasidonik asit ve lineloat hidroperoksitleri olmak iizere lipid
peroksitlerine karsi1 selenyum bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi gostererek
bir savunma mekanizmasi olustururlar. Detoksifikasyon goérevlerinin yaninda
hiicre i¢i baglayici ve tasiyict gorevleri de vardir. Metabolize edilmeyen lipofilik
veya hidrofilik pek ¢ok bilesigi baglayarak bu bilesikler i¢in depo ve tagima gorevi
istlenirler. GST’lerin kanserojenler, mutajenler ve diger zararli kimyasallarin
detoksifikasyonunda rol oynadigini gosterilmistir (37).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Her birinde Selenosistein bulunan 4 alt birimden olusur. Glutatyon
Peroksidaz eritrositlerdeki en giiclii antioksidandir ve E vitamini eksikliginde
eritrositleri membran hasarina kars1 korur (38).

GSH-Px
H,0,+2GSH —  GSSG +2H,0

Reaksiyon sayesinde rediikte glutatyon yiikseltgenirken H,O, suya ¢evrilir.
Boylece membran lipidleri ve hemoglobin oksidan strese kars1 korunur.

Glutatyon Rediiktaz (GR)

Iki alt birimden olusan dimer yapisinda olan bu enzim her bir alt birimi
NADPH baglayan alan, FAD baglayan alan ve ara yiiz alan olmak {izere 3 tane
yapisal alan igerir. GR, glutatyonun indirgenme reaksiyonunda rol oynar. Bu
reaksiyon sirasinda elektronlar siklikla NADPH’dan FAD’ye transfer edilir. Daha
sonra alt birimlerdeki iki sistein arasinda bulunan disiilfit kopriisiine transfer edilerek
okside glutatyona aktarilir (38).

GR
GSSG-NADPH+H™ — 2GSH+NADP"



2.2.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

E Vitamini (Alfa-Tokoferol)

Yagda c¢oziinen vitamin oldugu i¢cin hem selliller hem de subselliiler
membranlarda ve lipoproteinlerde bulunur. Zincir kirict bir antioksidan olan E
vitamini, membranlarda oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir. Kolayca
membran fosfolipitlerine diffiize olur ve doymamis yag asitlerini indirgeyerek
serbest radikallerin membranlarda olusturabilecegi lipid peroksidasyonunu
onlemektedir (39).

a-tokoferol-OH + COO — a-tokoferol-O + COOH

Olusan tekoferoksil radikali membran yiizeyinde askorbik asit (C vitamini)
ile reaksiyona girerek tekrar tokoferole doniisebilir (40).

A Vitamini (Beta-Karoten)

A vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-karoten, radikal yakalayici
olarak gorev yapan bir antioksidandir. Singlet oksijeni baskilayarak, siiperoksit
radikalini temizler ve diisiikk oksijen basincinda peroksi serbest radikallerinin
dokulara hapsedilmesi yoluyla antioksidan etki gosterir. o-tokoferol ile
karsilastirildiginda oldukga zayif bir antioksidandir ve a -tokoferol bittikten sonra
kullanilir (41).

C Vitamini (Askorbik Asit)

Molekiiler oksijen, nitrat, sitokrom a ve sitokrom c gibi bilesiklerin
indirgenmesine neden olan ve sulu ortamlarda serbest radikallerle reaksiyona
girebilme kabiliyetinde olan suda eriyen bir vitamindir. Plazmada oksidan ajanlara
karst ilk antioksidan defansi olusturur. Bircok reaktif oksijen ve reaktif nitrojen
tiirlerini toplayici etkiye sahiptir (42).

Glutatyon (GSH)

Glutamik asit, sistein ve glisinden olusan tripeptittir. Antioksidan ve hiicre
i¢ci indirgeyici ajandir. Glutatyon rediiktazin katalizledigi reaksiyon sayesinde
hiicre i¢inde indirgenmis formda bulunur. Kendisi de okside olarak endojen
peroksitlerin rediikte hale gelmelerini ve oksidasyona karsi korunmalarini saglar.

Bu islevini yaparken glutatyon peroksidazi katalizor olarak kullanir (43).
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GSH-Px
2GSH + H,0, (ROOH) —  GSSG + 2H,0 (2ROH)

GR
GSSG + NADPH + H*  — NADP' + GSH

Melatonin

Pineal bez tarafindan iiretilen indolamin bilesigidir. OH radikallerini
temizler ve GSH salinimimi yiiksek oranda artiran ¢ok gii¢lii bir antioksidandir.
Ayrica SOD, GSH-Px ve GR enzimlerinin aktivitelerini de artirmaktadir (44).
Etkili bir antikanserdz olduguna inanilmaktadir (45).

Seruloplazmin

Plazmada major bakir iceren proteindir. Akut faz reaktanidir ve yangisal

+25

olaylarda seviyesi artar. Ferro-oksidaz aktivitesi ile Fe**yi Fe**’e okside eder. Bu
sayede Fenton reaksiyonunu ve serbest radikal olusumunu inhibe eder. Demir ve
bakir bagimli lipid peroksidasyonunu 6nler (38).

Selenyum

Antioksidan savunma sistemlerinde O6nemli bir rolii olan GSH-Px’in
aktivitesi igin gerekli olan bir elementtir. Selenyumun SOD ile GR aktivitesini ve
GSH miktarin1 arttirarak  hiicrelerin ~ antioksidan kapasitesini ~ gelistirdigi
belirtilmektedir (46).

Ferritin, Transferrin ve Laktoferrin

Ferritin dokulardaki, transferrin dolasimdaki, laktoferrin 16kositlerdeki
serbest demiri baglar ve serbest radikal olusumunu 6nler (38).

Haptoglobin ve Hemopeksin

Hemoglobin, dekompozisyona ugrayip ortama demir vererek veya
dogrudan  peroksitlerle  etkileserek  lipid  peroksidasyonunu  uyarabilir.
Haptoglobulin hemoglobini, hemopeksin de hem grubunu baglayarak demir
bilesiklerinin lipid peroksidasyonunu uyarmasini engeller (47).

Flavonoidler

Cay, sarap ile bircok meyve ve sebzelerde bulunan flavonoidler polifenolik
antioksidanlardir. 4000’den fazla ¢esidi bulunan flavonoidler; flavonollar
(quersetin, kaimferol), flavanoller (katesinler), flavonlar (apigenin) ve
izoflavonlara  (genistein)  ayrilmislardir.  Farkli  mekanizmalarla  lipid

peroksidasyonunu onledikleri bilinmektedir ve koroner kalp hastaliklar1 gibi kronik
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hastaliklarin  insidansin1  azalttiklar1  gozlenmistir  (47). Antiinflamatuar ve
antikanserojenik etkileri de bulunmaktadir. Kanserli hiicrelerde apoptozis direncini

diisiiriicii ve tiimiir bliylimesini azaltici etkileri de saptanmustir (48).

2.3. Oksidatif Stres

SOR iiretimi ile antioksidan savunma sistemleri arasindaki dengenin SOR
liretiminin artmasi yoniinde bozulmasi ile meydana gelir (49). Normal hiicre
metabolizmasi siirecinde veya patolojik birtakim durumlara bagl olarak asirt SOR
tiretildiginde ya da antioksidan savunmada belirgin bir azalma oldugunda oksidatif
stres meydana gelir. Oksidatif stres bir¢ok doku ve organda harabiyete neden
olmasinin yaninda Kkarsinojenezisin baslatilmasinda kritik rol oynayan DNA
hasarina, kromozomal sapmalara, timor slipresor genlerde mutasyonlara, kontrol
edilemeyen hiicre boliinmelerine ve genomik istikrarsizliklara neden olmaktadir.
Bu durum tiimor olusumu ve biiyiimesine yol agmaktadir (50).

Organizmadaki oksidan-antioksidan denge birgok faktdre baglidir. Bunlar
endojen ve ekzojen faktorler olmak iizere iki bolimde incelenebilir. Endojen
faktorler, sedanter yasam, yashlik, doku hasar1 ve kronik hastaliklar gibi
durumlardan olusurken eksojen faktorler ise diyetsel (doymamis yag asitleriyle
beslenme, fazla kalorili beslenme, alkol alimi gibi), ¢evresel (sigara dumani, hava
kirliligi, radyasyon, diger kirleticiler), ve 1ilaclardan (antikanser ilaclar,
asetominofen gibi glutatyon tiikketen ilaglar gibi) olusmaktadir. Bu faktorler
genellikle birlikte etkilidir (51).

2.4. Serbest Radikallerin Biyomolekiiller Uzerindeki Etkileri

SOR hiicrelerin lipid, protein, karbonhidrat, DNA, enzim gibi tim 6nemli
bilesiklerine etki ederler. Hiicre duvari hasari, DNA hasari, kollojen yikimi,
lipidlerin depolimerizasyonu ve lipid peroksidasyonuna neden olduklar
bilinmektedir (52). Sonugta membran biitiinligii kaybolur, trans-membran iyonik

gradiyentleri olumsuz etkilenir ve kalict hasar meydana gelir (Sekil 1).
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Solunum
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Protein hasar) ~faaay

Mitokondrial hasar

Membran
hasar|

Lipid peroksidasyonu

Sekil 1. Serbest radikallerin yol agtig1 hiicre hasari (53)

DER: Degraniile endoplazmik retikulum, PER: Peroksizom.

2.4.1. Proteinler iizerindeki etkileri

Doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikaller ile
reaksiyona girme potansiyelleri ¢ok yiiksek oldugundan fenilalanin, tirozin,
triptofan, histidin, metionin, arjinin, lizin, prolin gibi aminoasitlere sahip proteinler
serbest radikal hasarina karsi daha duyarhdirlar. Serbest radikallerin proteinler
tizerinde meydana getirdigi hasar sonucu siilfiir radikalleri ve karbon merkezli
radikaller meydana gelir. Sonugta enzim aktivitesinde azalma, protein
fonksiyonlarinin ve proteaz inhibitor aktivitenin kaybi, protein agregasyonu,
proteolize artmis ya da azalmis yatkinlik, reseptor aracili endositozun bozulmas,

gen transkripsiyonunda degisimler, immunojen aktivitede artis meydana gelir (54).

2.4.2. Karbonhidratlar iizerindeki etkileri

Serbest radikalerin etkisiyle monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu
hidrojen peroksit, ¢esitli peroksitler ve oksoaldehitler olusmaktadir. Siiperoksit ve
hidrojen peroksitin invitro olarak hyaluronik asidi pargaladiklari gosterilmistir
(55).

13



2.4.3. Lipidler iizerindeki etkileri (Lipid peroksidasyonu)

Serbest radikallerin etkilerine karsi en duyarli olan ve en ¢ok maruz kalan
molekiiller lipidlerdir. Serbest radikallerin lipidler {izerine en 6nemli etkisi uzun
zincirli doymamis yag asitlerinin oksidasyonudur. Coklu doymamis yag asitlerinin
oksidatif yikimi “lipid peroksidasyonu” olarak bilinir (56). SOR, lipid
peroksidasyonunu indiikleyerek fonksiyonel ve yapisal hiicre hasarina neden olur.
Lipid peroksidasyonu hiicre membranlarinin biitiinliigiinii tehlikeye sokar ve hiicre
membraninin akiskanlhigini artirir (Sekil 1). Membrana bagli reseptor ve enzimleri
inaktive olmasina neden olur (57).

Lipid peroksidasyonu, lipid molekiillerindeki iki ansatiire bag arasinda
yerlesmis metilen grubundan bir hidrojen atomunun c¢ikmasi ile baslatilan
karmagik bir fenomendir. Sonugta yeni bir karbon merkezli lipid serbest radikali
olusur. Oksijen varliginda bu yeni lipid serbest radikalinden lipid peroksitleri veya
hidroperoksitleri meydana gelir. Bu firiinler nispeten daha stabil bir son iiriin olan
ve lipid peroksidasyonunun belirteci olarak kullanilabilen malondialdehite (MDA)
dontigir (58). Membran komponentlerinin  polimerizasyonuna ve c¢apraz
baglanmalarina neden olan MDA; deformabilite, iyon transportu, enzim aktivitesi
ve hiicre yiizeyindeki determinantlarin agregasyonu gibi etkileriyle i¢ membranin
bazi1 Ozelliklerini degistirmektedir. Ayrica, niikleusa diffiize olabildiginden
DNA’nin nitrojen bazlariyla da reaksiyona girmektedir. MDA, bu 6zelliklerinden
dolay1 mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir bilesiktir (59).

2.4.4. Niikleik asitler iizerindeki etkileri

Serbest radikallerin en 6nemli etkilerinden birisi de DNA hasarina yol
agmalaridir (60). Serbest radikaller DNA’nin niikleik asitleri ile reaksiyona girerek
DNA dizinlerinde c¢atlaklar meydana getirmekte ve bu hiicrelerin kanser
hiicrelerine doniismesine yol ag¢maktadirlar (61). Niikleik asitlerde baz
modifikasyonlari, tek veya c¢ift dal kiriklari, capraz baglanmalar yaparak
mutasyonlara neden olabilirler (62). Serbest radikallerin meydana getirdigi
endojen DNA hasari, DNA bazlar veya deoksiriboz kalintilar1 iizerinde olmakta
ve sonugta DNA zincirlerinde kirilmalar ve bazlarda hasar meydana gelmektedir.

Ornegin singlet oksijen guanini kolayca oksitleyebilmektedir.
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Okside DNA bazlarmin olusumu i¢in OH radikalinin 6nemi biiyiiktiir. OH
radikali piirin, pirimidin bazlarma ve deoksiriboz iskeletine hasar verir.
Peroksinitrit ve  NO', DNA hasar1 yapabilirler. Peroksinitrit, guanin bazi ile
reaksiyona girerek 8-nitroguanin olusturur ve sonu¢ta G:C ile T:A vyer
degistirmesine neden olabilir. DNA’daki bu lezyonun stabilitesi kisa siirelidir
ancak RNA’da uzundur. Buna ragmen 8-nitroguanin ile karsinogenez siireci
arasindaki baglanti tam olarak bilinmemektedir.

Reaktif klorin tiirleri de DNA’da degisikliklere yol agabilmektedir (63).
Diger onemli oksidan peroksinitrittir. Nitrik oksit ve siiperoksitin baglanmasi
sonucu olusan bu oksidan oldukga giiclii olup hiicrelerin i¢ine dogru yayilma
kapasitesine sahiptir. DNA’y1 okside edebilme yetenegi oksidasyon ve mutasyon
arasindaki iliskiyle agciklanmaktadir (64).

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan ara iirtinler de DNA ile reaksiyona
girebilmekte ve meydana gelen endojen DNA lezyonlari genotoksik etki

gostermektedir (65).

2.5. Oksidatif Stres ve Kanser

Kanser gelisimi karmagik ve ¢oklu adimlardan meydana gelen bir siirectir.
Reaktif tiirlerin ana hedefinin DNA olmasi nedeniyle bunlar yaslanma ve kanserle
iliskilidir. Oksidatif stres tarafindan kanser olusumu igin iki mekanizma ileri
stirilmektedir. Birincisi genomik DNA {izerinde direkt hasar meydana getirerek
mutajenik degisikliklere yol agmalar1 ve hiicrelerde neoplastik doniisiimiin
artmasma neden olmalaridir. Ikinci mekanizma ise hiicre ¢ogalmasi ve hiicre
Oliimii arasindaki dengeyi hiicre cogalmasi lehine bozmalaridir. Oksidatif stres gibi
karsinojen etkenlerin en 6nemli etkileri gen ifadesi ve hiicre biiylime parametreleri
tizerindeki degisiklikler olmaktadir (66).

Hiicre proliferasyonu; reaktif tiirlerin tipi ve diizeyi, maruz kalinma siiresi,
bunlar1 ortadan kaldiracak antioksidanlarin diizeyi ve oksidatif hasar1 diizeltecek
olan tamir mekanizmasinin aktivitesine bagli olarak etkilenir. Bunun sonucunda
hiicre proliferasyonunda artis, hiicre dongiisiinde durma, yashilik, apopitozis ve

nekroz goriilebilir. Reaktif tiirler baslangig ve ilerleme asamalarinda kanser
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olusumuna katilir ve bunlarin etkisiyle hiicre dongiisii, gen ifadesi, dogrudan veya
dolaylt DNA hasari, apopitozis ve diger hiicre 6liimii tipleri goriiliir (67).

Immiin sistem, tiimér biiyiimesine karst major savunma mekanizmasidir.
Sitotoksik dogal katil (DK) hiicreleri tiimor baglangici ve metastazlara karst immiin
savunmada ana komponenttir. Asir1 oksidatif stres DK hiicre sitotoksisitesinde
azalmaya neden olarak immiinitede belirgin degisiklikler meydana getirir (68).

Cok basamakl1 karsinojenezisin basitge baslama, gelisme ve ilerleme olmak
lizere U¢ evresi bulunur. SOR’nin kanser gelisiminin her ii¢ basamaginda da
onemli rol oynadig1 gosterilmistir (69). Karsinogenezin ilk basamagi olan baslama
evresinde hiicre genotipinde kalict degisiklikler meydana gelmektedir. Baglama
evresi i¢in kisa siireli tek bir karsinojenin etkisi yeterlidir (70). Baslatic1 ve/veya
tiimOr promotoru olarak etki gdsteren SOR; DNA hasari, prokarsinojenleri aktive
etme etkileri yaninda ve hiicresel antioksidan savunma sisteminde degisiklikler de
yapabilmektedir (71). SOR, ayn1 zamanda polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi
prokarsinojenleri de aktive etmektedir (72).

Tiimor baskilayicr gen iirlinii olan p53 proteini hiicre bdliinmesini durduran
transkripsiyon faktoriidiir. Normal seviyedeki p53; MnSOD, GSH-Px gibi
antioksidan enzimlerin miktarim1 artiran genlerin transkripsiyonunu artirarak
antioksidan savunmada rol oynar. SOR, p53 aktivitesini artirarak zarar gormiis
hiicrelerin apopitozunda da rol oynar (73). Oksidatif strese maruz kalan hiicrelerde
mutagenezde artmayla beraber p53 tiimor siipresor geninde mutasyon tespit
edilmistir (74). p53 gen fonksiyonunda meydana gelen bir bozukluk kontrol
edilemeyen hiicre boliinmelerine neden olmaktadir. Bu durumda DNA hasarlarinin

ileri kusaklara aktarilmasi miimkiin olabilmektedir (75).

Kanser gelisimi tek hiicrede meydana gelen olaylarin birikimi ile meydana

gelir ve ¢ok asamali bir siiregtir. Baglangig, yiikselme ve ilerleme olmak iizere ii¢

asamadan olusur. SOR karsinogenezin biitiin basamaklarinda etkindir. Baslangi¢

evresinde Oliimciil olmayan DNA mutasyonlart vardir. Yiikselme evresinde hiicre

cogalmas1 uyarilir ve/veya hiicre biiyiimesi inhibe olur. Diisiik diizeydeki oksidatif

stres yiikselme evresinde hiicre boliinmesini uyarir ve bdylece timor biiylimesini

destekler. Yiiksek derecede oksidatif stres ise sitotoksiktir ve apopitoz ve nekroz
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siireglerinin baglamasini da engeller. Ilerleme evresinde preneoplastik durumdan
neoplazi durumuna gegis s6z konusudur ve bu evre geri doniistimsiizdiir (76).

Reaktif oksijen tiirleriyle birlikte reaktif nitrojen tiirlerinin artmasi ve
birbirleriyle reaksiyonlart sonucu ONOO™ gibi daha reaktif tiirler olusur ve bunlar
mitokondriyal DNA, RNA, lipid ve proteinlerde nitrasyon, oksidasyon ve
halojenasyon reaksiyonlart araciliiyla mutasyon olusumunda artisa yol acarlar.
Bununla birlikte reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri direkt olarak DNA’da
modifikasyonlara neden olmaktadirlar. Bu radikaller lipid peroksidasyonu
olusturarak dolayli olarak DNA’ya saldirida bulunurlar. Reaktif tiirler kromatin
proteinleri, DNA tamir enzimleri ve DNA polimerazlar gibi proteinlerin hasarina
neden olarak replikasyon hatasi goriilme oranini arttirabilirler (77) (Sekil 2). Ayrica
SOR olusumunun Kkanser hiicrelerinin anjiogenezi ve motiltesini de arttirabilecegi
bildirilmistir (78).

Kanserin gelisme evresinde, baglama evresinde hiicrelerde baslayan
genotipik degisiklikler devam eder. Tiimor promotorlar1 genetik degisikliklere
neden olarak hiicre proliferasyonuna neden olurlar (79). Serbest oksijen radikalleri
araciligiyla timor promotorlart hiicresel proliferasyona ve hiicresel degisikliklerin
meydana gelmesine aracilik ederler. Ornegin peroksizomlarda prolifere olan potent
bir tiimor promotoru olan 12-0-tetradecanoilforbol-13 asetat, antioksidan enzim
sistemini inhibe ederek hidroperoksit olusunu artirir. Bu durumun karsinogenezde
onemli rol oynadigi ileri siirtilmektedir (80).

Kanser olusumununa son evresi olan ilerleme evresinde hiicreler diger
evreleri takiben klonal olarak biiyilir ve bu siire¢ malignite ile sonuglanir (81).
SOR, DNA’da zincir kiriklar1 ve kromozomal anomalilere neden olarak

progresyonda hizlanmaya da neden olabilir (82).
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Sekil 2. Reaktif tiirlerin kanser gelisimini kolaylagtirmasina neden olan bazi yollar (77)

2.6. Paraoksonaz ve Klinik Onemi

Paraoksonaz enzimi (PON) karacigerde sentezlenen kalsiyum bagimli bir
ester hidrolazdir (83). Arildialkil fosfataz, kalsiyum bagimli organofosfataz
isimleri de es anlamli olarak kullanilmaktadir. Karaciger, bobrek, ince bagirsak
basta olmak iizere bircok dokunun endotelyal tabakasinda ve serumda bulunur
(84).

Paraoksonaz, organik fosfrolu bir insektisit olan parationun aktif metoboliti
olan paraoksonu hidroliz edebilme 6zelliginden dolayr bu adi almistir. Paration
disinda organik fosforlu insektisitlerle ayni gruptan olan sarin, tabun gibi sinir
gazlariin, ¢esitli karbamatlarin, bir¢ok aromatik karboksilik asit esterlerinin
hidrolizinde de katalizor gorevi yapar (85).

Paraoksonaz enzimi insan serumunda ilk olarak 1961 yilinda tespit
edilmistir (86). Daha sonra yapilan ¢aligmalarda enzimin lipidlerle iligkili oldugu
saptanmis ve insan serumunun ultrasantrifiijlenmesiyle enzimin HDL yapisinda
tasindigr ortaya konulmustur (87). Yapilan immunoaffinite kromatografi
calismalariyla da insan serum PON1’inin apo A1 ve apo J igeren HDL’in tipleri ile

iliskili oldugu gosterilmistir (88).
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2.6.1. Paraoksonaz gen ailesi ve paraoksonaz proteininin yapisi

Insitu hibridizasyon c¢alismalarinda insanlarda paroksonaz geninin 7.
kromozomun uzun kolunda q21-g22 lokusunda lokalize oldugu gosterilmistir (89).
Paraoksonaz gen ailesinin PON1, PON2 ve PON3 olmak iizere ii¢ iiyesi vardir.
Birbirine bitisik olarak konumlanan bu ii¢ gen, bir prekiirsérden gen duplikasyonu
sonucunda olusmustur ve aminoasit dizilisleri birbirleriyle yaklasik %53 homoloji
gostermektedir (90).

Insan serum paraoksonazi (PON1), 43 kDA molekiil agirligma sahip 354
aminoasitlik bir glikozile proteindir (Sekil 3). Her bir molekiil 3 seker bagi icerir
ve molekiiliin  toplam agirhigmin  yaklasitk  %15,8’in1  karbonhidratlar
olusturmaktadir. Proteinin izoelektrik noktast 5,1°dir. Protein yapisinda 3 sistein
rezidiisii bulunur ve bu sistein rezidiileri paraoksonaz aktivitesi icin gerekli
bilesenlerdir. Protein, aminoasit dizilisinde yiiksek 16sin igerigi diginda bir 6zellik

tasimaz (91).
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Sekil 3. insan paraoksonaz (PON1) enziminin yapisi (92)

PONT’in glikozile bir protein olmasmin katalitik aktivitesi i¢in Onemi

yoktur, ancak enzim yapisinda bulunan karbonhidrat molekiilerinin hiicre
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membranlarina baglanma, molekiiler kararlilik ve ¢ozilintirliigli artirmada 6nemli
oldugu disiinilmektedir (93).

PON1 proteini (Sekil 3), her biri 4 siradan olusan 6 adet B tabakadan
meydana gelir (94). Yapisindaki 3 sistein aminoasitinden 284. pozisyondaki
serbest iken diger ikisi arasinda (Cys;42-352) disiilfit bagi bulunur. Serbest halde
bulunan sistein, substratin taninip baglanmasinda gorev alir. 284. pozisyondaki
sistein ise LDL kolesterolii oksidasyondan korumada 6nemli bir fonksiyona sahip

olmasina karsin organofosfatlarin hidrolizinde bir etkisi gozlenmemektedir (94).

Sekil 4. PONL1 proteinin {i¢ boyutlu yapisi (95)

a) 6’11 B tabakalarin tistten goriiniimii. N terminali, C terminali ve merkezde 2 adet
kalsiyum iyonu (yesil ve kirmizi). b) 6’11 3 tabakalarin yandan gériiniimii. H1, H2,
H3 heliksler ve ortada 2 adet kalsiyum iyonu.

PONI1 yapisinda H1, H2 ve H3 olmak {izere ii¢ hidrofobik heliks vardir
(Sekil 4). H2 ve H3 heliksler enzimin aktif bolgesinde bulunmaktadir. Bunlar
enzimin aktif bolgesinin yapisini belirleyerek HDL ile baglanmasinda 6nemli role
sahiptir (96).

Paraoksonaz, maksimum aktivite gostermek icin kalsiyuma ihtiya¢ duyar.
Paraoksonaz poteini, ii¢ boyutlu yapisinda iki adet kalsiyum iyonu igermektedir. 8

tabakalarin merkezinde bulunan bu iki adet kalsiyum iyonu paroksonazi Co'2
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Mn™2, Mg"™ kullanan diger esteraz enzimlerinden ayirir. Yapisindaki kalsiyum
iyonlarindan birisi yapisal 6zellik tasidigindan enzim yapisindan uzaklastirilmasi
proteinin geri doniisiimsiiz denatiirasyonuna yol agar. Diger kalsiyum iyonu ise
katalitik aktivite i¢in gereklidir. Katalitik aktivitede gorev alan kalsiyum iyonu bir
su molekiilii varliginda fosfat iyonunun oksijeni ile etkilesip paraoksonun P=0O
bagini polarize ederek dietilfosfatin aktif alandan ayrilmasini kolaylastirir (93).
PON1’in organofosfat substratlarina karsi hidrolitik aktivitesi kalsiyuma bagimli
iken lipid peroksitlerinin birikimini Onlemede kalsiyumun gerekli olmadigi
bildirilmistir (96).

Karacigerde sentezlenerek dolagima salinan PON1’ in HDL yapisinda yer
aldigr bilinmektedir. Paraoksonaz, N-terminal bdlgesi araciligiyla HDL’deki
fosfolipidlere baglanir (Sekil 3). PONI’in fosfolipidlere baglanmasi ve
stabilizasyonunda Apo-ALl rol oynar (97).

2.6.2. Paraoksonazin fonksiyonlari

PONT’ in en 1yi bilinen koruyucu fonksiyonu organofosfat sinir ajanlarini,
aromatik karboksilik asit esterlerini ve insektisitleri hidrolize etmesidir. Insektisit
olarak yaygin kullanilan paration, klorpiroposokson gibi organofosfat bilesikleri ile
somon ve sarin gibi sinir gazlari, PON1’in baslica substratlarindandir (98). PON1,
parationun oksidatif destilfirasyonu ile olusan paraoksonu hidroliz ederek p-

nitrofenol ve dietilfosfat olusumuna yol agar (Sekil 5).
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Sekil 5. Paraoksonun enzimatik hidrolizi (99)
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Memelilerde bulunan PONI’in substratlara kars1 affinitesi diisiik
oldugundan tarimsal alanlarda c¢alisanlarda organofosfat zehirlenmelerine sik
rastlanir. Kronik olarak diisiik dozda organofosfatlara maruz kalanlarda PON1’in
daha etkili oldugu bildirilmistir (100).

Arilesteraz aktivitesi

PONT1’in fenilasetati substrat olarak kullandig1 arilesteraz aktivitesi de
bulunmaktadir. PON1’in arilesteraz aktivitesi fenilasetat1 hidroliz etme aktivitesi
Olgiilerek bulunan aktivitedir (Sekil 6). Aromatik karboksilik asit esterlerinden

fenil asetat, enziminin arilesteraz aktivitesinin tayininde siklikla kullanilmaktadir.

OH
S
// \X—fo (H-0) //)/\ 0
ST - AW
fenilasetat fenol asetat

Sekil 6. PON1'in arilesteraz aktivitesi (101)

Paraoksonaz’in LDL ve HDL oksidasyonunu engellemesi

Mackness ve ark. 1991’ de serum PON’un ateroskleroz siirecinin baslangig
evresi olan LDL fosfolipidlerinin oksidasyona kars1 korunmasinda o6nemli
oldugunu ilk gosteren arastirmacilardir (102). Sonraki aragtirmalarda, HDL’nin
LDL’de bakirla indiiklenen lipid peroksit olusumunu % 90 oraninda inhibe ettigi,
HDL’den saflagtirilan PON1’in tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren maddelerin
(TBARS) diizeylerini ve lipid hidroperoksit olusumunu o6nledigi gosterilmistir
(103).

Oksidatif strese maruz kalindiginda lipid peroksidasyonu sadece LDL’de
degil HDL’deki lipidlerde de meydana gelmektedir (104). PON1’in hem HDL
hem de LDL’yi oksidasyona karsi korudugu bildirilmistir (105). HDL’nin Oksi
LDL’deki kolesteril linoleat hidroperoksitleri indirgemesi peroksidaz benzeri
aktivitesi ile 1iligkilidirr. HDL’ye bagmli PONI’in uzun zincirli okside
fosfolipidleri hidroliz edebilme yeteneginden dolayr HDL’nin LDL {izerindeki
koruyucu etkisinin PONI1’den kaynaklandigi disiiniilmektedir (105, 106).
HDL’deki PAF-AH (HDL iligkili trombosit aktive edici faktor asetil hidrolaz),
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LCAT (lesitin-kolesterol acil transferaz) gibi diger enzimlere gére PON’un lipid
peroksitleri hidroliz etmede daha giiglii oldugu kanitlanmistir (107).

PONL1 sadece lipoproteinlerle iligkili peroksitlere degil ayn1 zamanda H,0;
tizerine de etkilidir. H,O, oksidatif stres sirasinda daha potent radikallere
dontigerek LDL oksidasyonuna neden olmaktadir. HDL ile iliskili PONI’in
H20,’yi hidroliz edebilmesi sayesinde oksidan maddelerin eliminasyonunu

saglayabilecegi bildirilmistir (108).

2.6.3. Paraoksonazin sentez ve sekresyonu

Insanlarda PON sentezi ve sekresyonu karacigerde yapilmaktadir.
Immunohistokimyasal ydntemle PON1’in karaciger ve plazmada, PON2’nin
karaciger, beyin, kalp, bobrek, aortik diiz kas hiicreleri, testis dokularinin endotel
tabakasinda, PON3’iin ise karaciger ve plazmada bulunduklari gosterilmistir (109).

Yeni doganlarda ve prematiire bebeklerde serum PONI1 aktivitesi yetiskin
diizeyinin yaklasik yaris1 kadardir. Erigkin diizeyine dogumdan yaklasik bir yil
sonra ulasir. Erigskinlerde hayat boyu degismeden ayni diizeyde kaldigin1 6ne siiren
caligmalarla birlikte (110), yasla diizeylerinin azaldigini belirten ¢alismalar da
bulunmaktadir (111).

PONL1 sentezlenmesi ve serum PONI1 aktivitesi bir¢ok ¢evresel faktorlerden
etkilenir. Antiaterojenik ve antioksidan beslenme (112), E ve C vitamini (113),
thmli alkol kullanimi (114), simvastatin (115), hormon replasman tedavisi (116)
PONI1 aktivitesini artirmaktadir. Sigara kullanim1 ise PON1 enzimindeki serbest
tiyol gruplarini modifikasyona ugratarak enzim aktivitesini azaltmaktadir (117).
Yiiksek serum kolesterol diizeyi ve insiilin direnci de PONI aktivitesini

azaltmaktadir (118).

2.6.4. PON1 Polimorfizmleri

Serum PONI1 diizeyi ve aktivitesinin bireyler arasinda c¢ok degiskenlik
gostermesinin nedenlerinden birisi de PON1 geninin kodlama ve promotor
bolgelerinde ¢esitli polimorfizmler gostermesidir (119). PON1 polimorfizmleri ilk
olarak 1973’te Mallinckrodt ve ark. tarafindan saptanmigs ve enzimin genetik

polimorfizm sergiledigi, enzim aktivitesinin trimodal dagilim gdsterdigi
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bildirilmistir (88). Bu polimorfizmlerin en onemlilerinden ikisi 55. ve 192.
pozisyonlardaki aminoasitlerin degisimi ile ortaya c¢ikar. 192. pozisyondaki
glutaminin (A veya Q alleli) arginin (B veya R aleli) ile yer degistirmesiyle birinci
polimorfizm; 55. pozisyondaki metioninin (M alleli) 16sin (L alleli) ile yer
degistirmesiyle 2. polimorfizm olusur. Bunlardan PON1 Q192R polimorfizmi en
sik goriilen polimorfizmdir. 192. pozisyonda glutamin aminoasitinin bulundugu A
veya Q izoenzimi olarak adlandirilan izoenzimin paraoksona affinitesi 192.
pozisyonda arjinin aminoasitini bulunduran B veya R izoenzimi olarak adlandirilan
izoenzime gore 6 kata kadar daha diisiik bulunmustur (120). Her iki enzim
izoformunun frekanslar1 Hardy-Weinberg dengesindedir. Boylece 3 fenotip ve
trimodal dagilim olusmaktadir. Bunlardan en yaygin olani1 diisiik aktiviteli
homozigot-AA (QQ), ikinci yaygin olani orta aktiviteli heterozigot-AB (QR) ve en
az yaygin olami yiiksek aktiviteli homozigot-BB (RR)’dir (121). Polimorfizm
arilesteraz  aktivitesini etkilemez. Bu nedenle arilesteraz aktivitesi PON1
aktivitesindeki degisikliklerden bagimsiz olarak asil protein konsantrasyonunun
gostergesi olarak kabul edilir (122).

Polimorfizmler substrat bagimli olduklarindan paraokson Q ve R
izoenzimeri igin ayirt edici konumundadir. Tuza yanit veren R fenotipi paraoksona
kars1 daha yiiksek enzim aktivitesine sahiptir. Paraoksonaz aktivitesi 1M NaCl ile
stimiile edildiginde diisiik aktiviteli form (Q) inhibe olur. Fakat yiiksek aktiviteli
form (R) inhibe olmaz, aksine aktivitesi maksimuma ¢ikar (123).

Ikinci en sik goriilen polimorfizm olan L55M polimorfizminin &nceki
calismalarda PONI1 aktivitesini etkilemedigi bulunmustur. Ancak sonraki
calismalarda bu polimorfizmin serum PONI1 diizeylerinin diismesine yol acarak
enzim aktivitesini etkileyebilecegi gosterilmistir (124). Ayrica promotor bolgedeki
(-107)T/C, (-907)G/C gibi polimorfizmlerle kodlayict bolgelerdeki MS4L, 1110V
gibi polimorfizmlerin insanlardaki PON1 ekspresyonunu etkiledigi c¢esitli

caligmalarla agik¢a gosterilmis ve hayvan deneyleriyle desteklenmistir (125).

24



2.7. Prostat Kanseri, Etyolojisi ve Risk Faktorleri

2.7.1. Prostat kanseri tanim

Prostat kanseri son yillarda ¢ok sik tanm1 konulan, multifokal 6zellik tasiyan
glandiiler orijinli solid bir tiimdr tiiriidiir. Diyet, ¢evresel karsinojenler, inflamatuvar
hastaliklar, patogenezinde Onemli rol oynarlar. Hastaligin olusumunda ve
diferansiyasyonunda androjenler 6nemli bir role sahiptir. Hastaligin tedavisinde de
androjen yoksunlugu olusturulmasi geleneksel bir tedavi yontemidir. Ancak ileri evre
kanserlerde bu tedavi ise yaramamaktadir. Clinkii agressif prostat kanseri fenotipi
olan  bireylerde androjenlerin  yoklugunda bile hiicre  proliferasyonu
gerceklesebilmektedir. Bu dogrultuda androjenden bagimsiz bazi mekanizmalarin
prostat kanseri patogenezinde rol aldig1 bilinmektedir. Fakat bu mekanizmalar heniiz
tam olarak anlasilamamistir. Androjenden bagimsiz olarak gelisen prostat kanserinde
meydana gelen genetik degisiklikler ile biiylime faktorleri ve sitokinlerin parakrin
diizenlemeden otokrin diizenlemeye dogru yoneldigi bilinmektedir (126).

Bireyin saglikli bir biitiinliik i¢inde olabilmesi i¢in hiicrelerin biiyiime ve
cogalmasmin siki bir kontrol altinda olmasi gerekmektedir. Bazi durumlarda
hiicreler kontrolii kaybederek biiyiime ve ¢ogalma denetimsiz bir sekilde
gerceklesebilir. Bu hiicrelere “transforme olmus hiicre” denilmektedir. Mutasyona
ugrayan hiicreler diger hiicrelere gore daha hizli boliinlip mutant bir klon
olustururlar. Kanser de klonal hiicre ¢ogalmasinin bir sunucudur. Kisaca kanser,
asirt boliinme, yayillma ve yayildigir bolgelerde klonlasma o6zelliklerine sahiptir
(127).

Kanser, giderek artan bir saglik ve yasam sorunu durumundadir. Oliim
sebepleri arasinda kalp ve damar hastaliklarinin ardindan ikinci sirada gelmekte,
toplum ve insan saghgi agisindan giderek daha ciddi bir sorun olusturmaktadir
(127).

Prostat kanseri son yillarda 6zellikle sanayilesmis ve insan Omriiniin
uzadig1 toplumlarda erkek populasyon i¢in 6nemli bir saglik sorunu olarak ortaya
cikmaktadir. Gelismis iilkelerin verilerine gore, prostat kanseri tiim erkek
kanserlerinin %11’ini ve kansere bagl erkek 6liimlerinin %9’ unu olusturmaktadir

(128). Prostat kanseri ABD’de ve Avrupa’da 50 yas istii erkeklerde en sik goriilen
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kanser tiiridiir (129). 50 yasin iizerindeki yapilan otopsi ¢alismalarinda prostat
kanseri goriilme sikligi %30 oraninda bulunmustur (130). 80’li yillardan sonra
PSA gibi tarama testleri ve diger tan1 yontemlerinin gelistirilip yayginlagsmasiyla
birlikte hastaligin insidansi da artmaktadir. PSA testinin yayginlasmasiyla bolgesel

hastalik insidansi artarken metastatik hastalik insidans1 azalmaktadir (131).

2.7.2. Etyoloji ve risk faktorleri

Etyolojisi tam olarak bilinmese de yapilan arastirmalarda prostat kanserinin
gelisiminde etnik Ozellikler, cevresel oOzellikler, kisinin hayat tarzi, genetik
ozellikler, ileri yas, androjen metabolizmasinin diizensiz ¢aligmasi gibi gesitli risk
faktorleri belirlenmistir. Ayrica viral ve bakteriyel enfeksiyonlarin da prostat
kanseri gelisimine yol agabilecegi diisiiniilmektedir (132).

Son yillarda yapilip kabul goérmiis deneysel, epidemiyolojik ve klinik
calismalar prostat kanserinin olusumu ve ilerlemesinde oksidatif stresin roli
oldugunu kanitlamistir (133). ROS’un prostat kanseri olusumundaki rolii hakkinda
bilinen bircok teori vardir. Antioksidan defans yetmezligi, mitokondriyal DNA
(mtDNA) mutasyonlari, kronik inflamasyon, DNA tamir mekanizmasinin
bozulmasiyla ve apopitozisin yani sira androjen dengesizligi, diyetle yag alimi ile
prostat intraepitelyal neoplazi olusumu gibi faktorler bu siirecte etkili olabilmektedir
(134). Prostat kanserinde DNA hasarina neden olan ajanlar yaninda, SOR diizeyinin
orta derecede yiikselmesi ile aktive olan sekonder mesajc1 molekiiller de patogenezde
rol oynayabilir. Cesitli sinyal yolaklarin1 kontrol eden HIF-la, Snail, Ets gibi
transkripsiyon faktorleri onkojenik fenotipin meydana gelmesinde Onemli rol
oynarlar. Bu sinyal yolaklarmin anlagilmast prostat kanserinin gelecekteki tedavisi
yeni segenekler sunabilir (134).

Prostat Kanserinin Genetik Temeli

Prostat kanserinde genetik gecisin 6nemli oldugu kabul edilmektedir (135).
Ailede prostat kanseri oykiisli olmasi hastaligin gelisimi i¢in en 6nemli risk faktorii
olarak kabul edilir ve genetik yatkinlik agisindan tiim kanserler arasinda en yiiksek
riskin prostat kanserinde oldugu bildirilmistir (136). Tiim prostat kanserlerinin

yaklasik %9’u genetik temele sahiptir. Birinci dereceden akrabalarinda prostat
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kanseri olanlarda genel populasyonla karsilastirildiginda 2,1-2,8 kat fazla kanser
tespit edilmektedir (137).

Prostat kanserlerinin sadece kii¢iik bir boliimiinde agik bir herediter faktor
bulunmaktadir. Herediter kanser i¢in germ-line mutasyona ugrayan bazi genler
saptanmistir. Herediter prostat kanseriyle iliskili mutasyonlar esas olarak dizilis
diizeyinde iken sporadik kanserle iliskili mutasyonlar hem diziliste hem de
kopyalama sayisindaki mutasyonlari igerir (138).

Herediter prostat kanserinin gelisiminde onemli olan genleri biinyesinde
bulunduran lokiisler olan 1q24-25 (HPC1), 17pl1l (HPC2), 8p22-23, Xq27-28
(HPCX), 1p36 (CAPB), 20913 (HPC20) ve 1g42-43 (PCAP)’li tanimlamak i¢in
linkage analizleri kullanilmistir (139). Bu lokiislerden 3’ti; 17p11° de lokalize
ELAC2 (140), 1g24-25’de lokalize RNASEL (141) ve 8p22-23°de lokalize MSR1,
(142) aday timor baskilayici genler olarak tanimlanmiglardir.

Prostat kanserinin genetik gecis gostermesinden sorumlu oldugu diisiiniilen
genlerden herediter prostat kanseri geni (HPC1), 1q24-25 bolgesinde bulunur. Bu
genin baz ailelerde etkili olabilecegi ve bu gene sahip kisilerde prostat kanserinin
erken yaslarda ortaya ¢ikma egiliminde oldugu diistiniilmektedir (143).

Prostat kanserinin X’e baglh gecis gosterdigi diisiiniilerek yapilan
arastirmalarda HPCX geninin (Xq27-28) ailesel prostat kanserlerinin %16’sindan
sorumlu olabilecegi ifade edilmistir (144).

Ailesel (herediter) prostat kanseri

Prostat kanser olgularinin yaklasik %9-10"u kalitsal prostat kanseri sinifi
icinde degerlendirilir. Kalitsal prostat kanserinden sorumlu olan genler RNASEL,
MSRI1, AR, CYP17, SRD5A2’dir (145).

Sporadik (kalitsal olmayan) prostat kanseri

Prostat kanseri vakalarinin %90’dan fazlasinin herediter olmayan prostat
kanseri sinifinda yeraldigi diisliniilmektedir. Prostat kanser hiicrelerinde birgok
somatik mutasyonlar, gen delesyonlari, gen amplifikasyonlari, kromozomal
yeniden diizenlemeler ve DNA metilasyonunda degisiklikler meydana gelir. Bu
degisimler yillar gectikce ¢ogalarak birikir (146). Cogunlukla 7p, 7q, 8q ve Xq’da
artma ve 8p,10q, 13q ve 16q’da kayiplar seklinde kromozomal anormalliklerin

ortaya c¢iktigi bildirilmistir. Prostat kanserinde en sik rastlanan 8. kromozomun
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uzun kolunda bulunan “myc” geninde amplifikasyon olup bu artis metastaz riskini
de arttirmaktadir (147).

Cevresel Risk Faktorleri

Sigara: Sigara i¢iminin prostat kanseri ile iligkili oldugu gosterilmistir
(148). Ozellikle sigaray1 ¢aysiz icenlerde ¢ay icme aliskanlig1 olanlara gore riskin
daha fazla arttig1 belirtilmistir (149). Genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimini
arastiran bir ¢alismada hassas ve kolay etkilenebilir genotipleri (p53cd72, CYP1A1
ve GSTMI) tasiyan ve sigara igen bir grupla sigara igmeyenler karsilastirilmis ve
sigara igen grupta prostat kanseri riskinin anlamli olarak yiiksek oldugu
saptanmistir  (150). Sigaranin Ozellikle detoksifiye edici genlerde (GSTMI)
delesyon, DNA hasari, CpG hipermetilasyonu ile birlikteliginde prostat kanserinin
artmis riskinden bahsedilebilir (151).

Alkol: Epidemiyolojik ¢alismalarin ¢ogunlugunda alkol tiiketimi ile prostat
kanseri gelisimi arasinda bir iliski olmadigr ileri siiriilmektedir (152).

Besin Maddeleri: Hayvansal yag tiiketimi, kirmizi et tiiketimi (etlerin
yiksek 1sida pisirilmesiyle heterosiklik aminler olusur) (153), siit (154) ve
kalsiyum alimi (155) ile prostat kanseri riskinin arttig1 gosterilmistir. Ayrica yagl
besinlerle beslenme sonucunda oksidatif hasarin artacagi ve bunun prostat kanser
etyolojisinde gorev alabilecegi yoniinde goriisler mevcuttur (156). Baz1 caligmalar,
isoflavonoidlerin diyetle yiiksek miktarda alimmin ya da soya iriinlerinin sikga
tilketiminin prostat kanseri riskiyle ters orantilt oldugunu bildirmislerdir (157).

Bir¢ok biyokimyasal analiz sonucunda yesil c¢ay igerisinde antioksidan
etkileri olan polifenol tarzi bilesiklerin bulundugu gosterilmistir. E vitamini ve
C’den daha giiglii bir antioksidan olan Epigallocatechin-gallate (EGCG) yesil
cayda saptanan temel katesindir. Invitro calismalarda EGCG’nin prostat kanser
hiicre kiiltiirlerinde antiproliferatif etkisi oldugu gosterilmistir (158). Domateste
bulunan antioksidan beta-karotenoid olan likopenden zengin beslenenlerde prostat
kanserinin %16 daha az goriildiigli ayrica antioksidan etkisi olan selenyum
alanlarda prostat kanserinin %66 daha az ortaya ¢iktig1 ve E vitamininin oksidatif
DNA hasarin1 engelleyerek prostat kanseri gelisimini %40 oraninda azalttigi
bildirilmistir (159). Norveg¢’te yapilan biiyiik bir calismada 25-OH Vitamin D’nin

fazla oldugu yaz ve ilkbahar aylarinda akciger, prostat ve kolorektal kanser tanisi
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almig hastalarda prognozun daha iyi oldugu ileri siirilmistir (160). A vitamini
veya retinol tek basina zayif antioksidan ozellige sahiptir ancak o-tokoferol,
selenyum gibi diger antioksidan maddelerin doku diizeylerini etkileyerek
antioksidan etkiye katkida bulunabilmektedir (161).

Insan prostat kanser hiicrelerinde COX-2’nin  asir1  expresyonu
gosterilmistir (162). NSAID grubu ilaglarin prostoglandin sentezinde rol oynayan
siklooksijenaz (COX) enziminin inhibisyonu yoluyla prostat kanser hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi, apopitozisi indiikledigi ve prostat kanseri
metastazini azalttig1 gosterilmistir (163).

Meslek: Bocek ilaglarina maruz kalan giftgilerde ve petrol endiistrisinde
caliganlarda prostat kanseri riskinde artig bildirilmistir (164). Ayrica yiiksek
elektromanyetik alanlarda ¢alisan isgilerde artmis prostat kanseri mortalitesi

saptanmistir (165).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismadaki tiim analizler Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali1 Aragtirma Laboratuvar1 ve Arastirma Uygulama Hastanesi Biyokimya
Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calismamiz, Diizce Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri tarafindan desteklenmistir (Proje no: 2011.04.01.064).

3.1. Calisma Gruplan

Calismaya Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Invaziv Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Komitesi tarafindan 28.05.2010 tarih ve 2010/10 karar no’lu
arastirma basvuru onayt alindiktan sonra baslandi. Prospektif olarak yapilan
calismaya Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi Uroloji Anabilim
Dali’na bagvuran prostat kanseri tanisi almis 40 erkek hasta ile benzer yastaki
saglikli 40 erkek birey dahil edildi. Hem hasta grubu hem de kontrol grubundaki
katilimcilara aydinlatilmis (bilgilendirilmis) onam formu Ornegi imzalatildi ve

formun bir kopyas1 kendilerine verildi.

3.1.1. Denek secimi
Hasta ve kontrol grubuna asagidaki sartlara uyan erkek bireyler dahil edildi.
A- Prostat Kanseri grubu:
1. Histopatolojik olarak prostat kanseri tanis1 almis olmasi,
2. Yeni tan1 almis olmasi,
3. Cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi almamis olmasi,
4. Sistemik ve kronik bagka bir hastaligi bulunmamasi,
5. Serum analizlerini etkileyecek diyet uygulamasi ve ila¢ kullaniminin
olmamasi,
6. Sigara ve alkol kullanmamasi.
B- Kontrol grubu:
1. Hasta grubuyla ayni1 yas ve cinsiyette saglikli bireyler olmasi,
2. Sistemik ve kronik bir hastaligi bulunmamasi,
3. Serum analizlerini etkileyecek diyet uygulamasi ve ila¢ kullaniminin
olmamasi,

4. Sigara ve alkol kullanmamasi.
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Calismaya alinan bireylerin adi, soyadi, yasi, boy ve kilosu, patolojik tanis,
tan1 aldig1 tarih, metastaz varligi, cerrahi, kemoterapi veya radyoterapi goriip
gormedigi, sigara ve alkol kullanip kullanmadigi, sistemik ve kronik hastalig1 olup

olmadigi, ilag kullanimi, operasyon Oykiisiinii igeren ¢alisma formlar1 dolduruldu.

3.2. Kan numunelerinin alinmasi ve saklanmasi

Calismaya dahil edilen katilimcilardan en az 12 saatlik aglik sonrasi sabah
9:00 ile 11:00 saatleri arasinda Total Kolesterol (TKOL), HDL kolesterol (HDL-K),
LDL kolesterol (LDL-K), paraoksonaz, arilesteraz, total oksidan kapasite (TOK),
total antioksidan kapasite (TAK), malondialdehit (MDA) diizeyleri ¢alisilmak iizere
oturur pozisyonda vendz (antekiibital ven) kan 6rnekleri alindi. Serum analizleri i¢in
alman kan Ornekleri piht1 aktivatorii igeren jel seperatorlii kuru biyokimya
tiiplerlerine hemoliz olusturmadan bosaltildi. Biyokimya tiiplerine alinan kanlar
pihtilagsmasi i¢in oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 4000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek serum ornekleri ayrildi. Elde edilen serum O&rnekleri
bekletilmeden porsiyonlanarak -80 °C’de analiz yapilincaya kadar saklandi.
Analizden hemen oOnce dondurulmus Ornekler asamali olarak ¢ozdiirtildii.
Biyokimyasal analizler i¢in Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dali Aragtirma Laboratuari ve Arastirma Uygulama Hastanesi Biyokimya

Laboratuvarinda bulunan cihaz ve malzemeler kullanildi.
3.3. Kullanilan Araglar
» Santrifiij (Niive, NF800, Tiirkiye)
» Spektrofotometre (Shmadzu UV1240, Japan)

» Terazi (AND, HR-120, Japan)
» Vorteks (Niive, NM110, Tiirkiye)
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3.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1.1.3.3. tetraetoksipropan (Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Germany)
Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Sigma Chemical Co, St. Louis, USA)
Triklorasetik asit (RdH Laborchemikalien GmBH&KO0)

n-butanol (Sigma Aldrich Laborchemikalien GmBH)

Y V V V

3.5. Biyokimyasal Analizler

3.5.1. Serum TK, HDL-K ve LDL-K ol¢iimii

Serumda TK, HDL-K ve LDL-K &lgiimleri ticari kitler kullanilarak (Roche
Diagnostics, Germany), Cobas 600 ¢501 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany) klinik kimya analiz cihazinda 6lgtildi.

Serumda TK diizeyleri enzimatik kolorimetrik yontemle 6l¢iildi. Bu
yontemde kolesterol esterleri kolesterol esterazin etkisiyle boliinlir ve serbest
kolesterol ile yag asitleri ortaya ¢ikar. Kolesterol oksidaz daha sonra kolesteroliin
kolest-4-en-3-on ve hidrojen perokside oksidasyonunu Kkatalize eder. Peroksidaz
bulunan ortamda, olusan hidrojen peroksit, fenol 4-aminofenazonun oksidatif
baglanmasini etkileyerek kirmizi renkli kuinon-imin boya olusturur. Olusan rengin
absorbansi spektrofotometrede 700/505 nm dalga boyunda o6lgiiliir. Absorbans ile
numunedeki TKOL konsantrasyonu dogru orantilidir. Kit katalogunda ydntemin
Ol¢iim aralig1 3,86-800 mg/dL olarak verilmistir. Kitin CV degerleri giinler arasi
normal serum havuzunda %0,48, patolojik serum havuzunda %0,5; giin i¢i normal
serum havuzunda %0,4 olarak bulunmustur.

Serumda HDL-K 6lgiimiinde homojen enzimatik-kolorimetrik yontem
kullanildi. HDL-K 6l¢iim yonteminde dnce Mg iyonlar1 varliginda dekstran siilfat,
PEG (polietilen glikol) ile modifiye edilmis enzimlere karsi direng gosteren LDL,
VLDL ve silomikronlar ile segici olarak suda ¢oziiniir kompleksler meydana getirir.
HDL kolesteroldeki kolesterol konsantrasyonu amino gruplarina PEG baglanmis
kolesterol esteraz ve kolesterol oksidaz ile enzimatik olarak tayin edilir. Kolesterol
esterleri, kolesterol esteraz araciligiyla serbest kolesterol ve yag asitlerine kantitatif
olarak pargalanir. Olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 700/600 nm dalga

boyunda Olgiiliir. Absorbans ile numunedeki HDL-K konsantrasyonu dogru
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orantilidir. Kit katalogunda yontemin 6l¢iim araligi 2-750 mg/dL olarak verilmistir.
Kitin CV degerleri giinler aras1 %1, giin i¢i %0,59 olarak bulunmustur.

Serumda LDL-K o6l¢iimiinde homojen enzimatik-kolorimetrik yOntem
kullanildi. LDL-K ©olgiim yonteminde de kolesterol esterleri, kolesterol esteraz
araciligiyla serbest kolesterol ve yag asitlerine kantitatif olarak parcalanir. Serbest
kolesterol, oksijen bulunan ortamda kolesterol oksidaz araciligiyla A*-kolestenon ve
hidrojen perokside oksitlenir. Peroksidaz bulunan ortamda, olusturulmus hidrojen
peroksit 4-aminoantipirin ve HSDA ile reaksiyona girerek mor-mavi bir boya
olusturur. Olusan rengin absorbansi spektrofotometre ile 700/600 nm dalga boyunda
oOlgiiliir. Absorbans ile numunedeki LDL-K konsantrasyonu dogru orantilidir.
Yontemin 6l¢lim araligr 3,86-548 mg/dL olarak verilmistir. CV degerleri giinler arasi

%0,58, giin i¢i %0,55 olarak bulunmustur.

3.5.2. Serum paraoksonaz (PON1) aktivitesi él¢iimii

Serumda paraoksonaz (PONL1) aktivitesi Ol¢iimii Rel Assay Diagnostics
paraoksonaz aktivitesi Ol¢clim kiti (Katalog no: RLO0031, Gaziantep/Tiirkiye)
kullanilarak ol¢iilmiistiir. Kit, Cobas 600 ¢501 (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) klinik kimya analiz cihazina aplike edilmistir. Ol¢iimiin giin
ici CV degerleri iiretici firma tarafindan yiiksek, orta ve diisiik aktiviteli serum
havuzlarinda sirasiyla %4,1, %1,7 ve %1,5 olarak verilmistir.

Olciim prensibi:

Metodun prensibi, substrat olarak kullanilan paraoksonun enzimatik hidrolizi
sonucu olusan p-nitrofenoliin olusturdugu absorbansin kinetik yontemle fotometrik
olarak olgiilmesi esasina dayanur.

Olgiim icin kullanilan birinci reaktif kiti; Tris-HCI tamponu (100 mM, pH:
8,0) ve CaCl, (2 mM); ikinci reaktif Kiti ise; substrat soliisyonu (paraokson, 5 mM)
icermektedir. Birinci reaktiften 270 uL, ikinci reaktiften 20 pL ve serumdan 15 pL
pipetlenip karistirildiginda paraoksonun hidrolizinden meydana gelen p-nitrofenoliin
415 nm dalga boyunda olusturdugu absorbans kinetik yontemle olgiilmiistiir. Tuzla
uyarilmigs PONI1 aktivitesi i¢in 1M NaCl ile aktivite Ol¢iimii yapilmistir. P-
nitrofenoliin molar absorbsiyon katsayisi €415=18,290 M? cm? olarak alinmustr.

Paraoksonaz aktivitesinin bir iinitesi, 37°C’de bir dakikada bir pmol paraoksonu
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hidroliz eden enzim miktar1 olarak tanimlanmis ve enzim aktivitesi U/L olarak ifade

edilmistir.

3.5.3. Serum Arilesteraz aktivitesi ol¢iimii

Serumda arilesteraz aktivitesi Ol¢limii Rel Assay Diagnostics arilesteraz
aktivitesi Ol¢tim kiti (Katalog no: RLO0055, Gaziantep/Tiirkiye) kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Kit, Cobas 600 ¢501 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
klinik kimya analiz cihazina aplike edilmistir. Olgiimiin giin ici CV degerleri {iretici
firma tarafindan yiiksek, orta ve diisiik aktiviteli serum havuzlarinda sirasiyla %4,
%3,3 ve %3,1 olarak verilmistir.

Olciim prensibi:

Metodun prensibi substrat olarak kullanilan fenilasetatin enzimatik hidrolizi
sonucu olugan fenolun fotometrik olarak dlgiilmesi esasina dayanir.

Olciim icin kullanlan birinci reaktif distile sudur. Ikinci reaktif kiti; fenilasetat
(2 mmol/L), Tris-HCI tamponu (100mM, pH:8), diliisyon soliisyonu, ligiincii reaktif
kiti ise; CaCl, (2mmol/L) igermektedir. Reaktif 1 20 uL, reaktif 2 20 uL, reaktif 3 80
pL ve diluent soliisyonuyla 1/50 seyreltilen serum 5 pL pipetlenip karistirildiginda
fenilasetatin enzimatik hidrolizi sonucu olusan fenoliin 548 ve 700 nm dalga
boyunda olusturdugu absorbans kolorimetik olarak Ol¢lilmiistiir. Fenol i¢in molar
absorbtivite katsayis1 €s43= 4000 M™ ecm™ olarak alinmustir. Arilesteraz aktivitesinin
bir {initesi, bu 6l¢lim kosullarinda dakikada bir pmol fenilasetat1 hidroliz eden enzim

miktari olarak tanimlanmis ve enzim aktivitesi U/L olarak ifade edilmistir

3.5.4. Serum Total Oksidan Kapasite (TOK) él¢iimii

Serumda total oksidan kapasite (TOK) 6l¢iimii Rel Assay Diagnostics total
oksidan kapasite 6l¢iim kiti (Katalog no: RL0024, Gaziantep /Tiirkiye) kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Kit, Cobas 600 c501 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
klinik kimya analiz cihazina aplike edilmistir.

Ol¢iim prensibi:

Metodun prensibi numunedeki oksidanlarin ferrdz iyon selatér kompleksini
ferrik iyonuna doniistiirmesi ve asidik ortamda kromojen ile olusan rengin

absorbansinin fotometrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanur.
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Olgiim icin kullanilan reaktiflerden birincisi tampon soliisyonu (pH=5,8,
asetat tamponu) iken ikinci reaktif prokromojen soliisyondur. Standart soliisyonu ise
800mM H,0, Eq/L TOK soliisyonudur. Raktif 1 225 puLL ve numune 35 pL pipetlenip
karistirtlip 37°C°de 10 dakika inkiibe edildiginde ferréz iyon selatér kompleksi ferrik
iyonuna doniisiir. Sonra reaktif 2 22 pL ilave edildikten sonra ferrik iyonlar1 ortamda
bulunan kromojen soliisyonu ile asidik pH’da renkli kompleks olusturur. Olusan
rengin yogunlugu 530 nm’de fotometrik olarak Ol¢iilmiis ve absorbans degisimi
asagidaki formiille hesaplanarak oksidan molekiillerin miktar1 pmol H,O, Eq/L

olarak verilmistir.

Sonug (umol H,O2Eq./L) = (AADS smek / AADS stangart) X 20 (standart degeri)

AADS smer = (iKinci AbS gmex — birinci AbS gmek)
AAbS standart = (IklnCI AbS standart — blrinCi AbS Standar[)

Standart degeri: 20 umol H,O,EQq./L (1/40 seyreltilmistir)

3. 5. 5. Serum Total Antioksidan Kapasite (TAK) ol¢iimii:

Serumda total antioksidan kapasite (TAK) olgiimii Rel Assay Diagnostics
total antioksidan kapasite Ol¢tim kiti (Katalog no: RL0017, Gaziantep /Tirkiye)
kullanilarak o6l¢iilmiistiir. Kit, Cobas 600 ¢501 (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) klinik kimya analiz cihazina aplike edilmistir.

Olciim prensibi:

Metodun prensibi 6rnekte bulunan antioksidanlarin mavi-yesil renkli ABTS"
[2, 2’-azino-bis(3-etilbenz-tiazolin—6-sulfonik asit)] radikalini renksiz ABTS
formuna doniistiirmesi esasina dayanir.

Olgiim igin kullamlan reaktiflerden birincisi tampon soliisyonu iken ikincisi
renkli ABTS radikal soliisyonudur. Standart 1 soliisyonu 0,0 mmolTrolox Egq/L,
standart 2 soliisyonu ise 1,5 mmolTrolox Eq/L TAK soliisyonudur. Reaktif 1 267 puL
ve numune 20 pL pipetlenip karistirilarak 37°C’de 5 dakika inkiibe edildilkten sonra
20 pL reaktif 2 ilave edildiginde 6rnekte bulunan antioksidanlar mavi-yesil renkli

ABTS" soliisyonunu renksiz ABTS formuna doniistiiriir. 660 nm dalga boyunda
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fotometrik okuma yapildiginda olusan absorbans degisimi asagidaki formiile gore

hesaplanarak sonuglar mmolTroloxEq/L olarak verilmistir.

Sonu¢ (mmolTrolox Eq/L) = [(AADbS standartr) - (AADbS smek)] / [ (AAbS standart1) -
(AAbSStandart 2)]

AAbs standartlz(ikinci AbS standartl — birinCi AbS standartl)
AAbs standartzz(ikinci Abs standart2 — birinci Abs standartZ)
AADS sme=(1KINCI ADS 4mek) — (DIFiNCi ADS nek)

3.5.6. Serumda MDA ol¢iimii

Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA diizeyi serum Orneklerinde
1.1.3.3-tetraethoksipropanin standart olarak kullanildig1 tiyobarbitiirik asit (TBA)
testi ile belirlenmistir. Metodun prensibi MDA'min TBA ile reaksiyona girerek 520
nm'de maksimum absorbans veren renkli bir kompleks olusturmasi esasina dayanir.
Serumda MDA diizeyi Yoshioka ve ark. tarafindan gelistirilen yontemle manuel
olarak ol¢iilmiistiir (166).

a) Reaktifler:

» 1.1 3. 3. tetraetoksipropan
»  Triklorasetikasit( %20)
>  TBA: %0.06
»  n-butanol
b) Deneyin yapilisi

» 0,5 mL serum 2,5 mL triklorasetikasit ve 1 mL TBA soliisyonu ile
karigtirildiktan sonra 30 dk. kaynar su banyosunda tutulmustur.

» Tiipler hizla sogutulduktan sonra 4 mL n-butanol eklenmis ve organik faz
3000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilerek ayrilmistir.

» Siipernatanin absorbans degeri spektrofotometrede distile su koriine karst 532
nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

» Standart olarak 1. 1. 3. 3. tetractoksipropan kullanilarak 0,5, 1, 10, 20, 50, 100

nmol/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan standart serilerin
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absorbanslarindan serum 6rnekleri igin standart egrileri ¢izilmis (Sekil 7) ve

MDA diizeyi hesaplanmistir. Sonuglar nmol/mL olarak verilmistir.

25 y = 16.127x - 0.7032
R’ = 0.9954

Konsantrasyon

1.5

Sekil 7. Serum MDA standart egrisi

3.5.7. Oksidatif stres indeksi (OSI) diizeylerinin belirlenmesi
Hasta ve kontrol grubundaki oksidatif stres indeksi (OSI) diizeyleri asagidaki

formiile gére hesaplanmistir (167).

0Si = [TOK (umol H,0, Eq/L) / TAK (umol H,0, Eqg/L)] x 100

3.5.8. PON1 fenotiplemesi

Kontrol ve hasta gruplarinda PON1 fenotiplemesi Echerson ve ark.’nin
belirledigi yontemle dual substrat metoduna gore belirlenmistir (168).

Kontrol ve hasta gruplarinda tuzla uyarilmig PON1/ARE oranlar1 saptanarak
her iki grupta da bu oranlarin dagilimlar belirlenmistir. Kontrol ve hasta gruplarmin
her ikisinde de PON1/ARE oranlarina gore olusan fenotipler i¢in cut-off degerleri
1,00 ve 2,5 olarak belirlenmistir. Bu durumda 0,50-1,00 arasinda olanlar AA, 1,00-
2,50 arasinda olanlar AB, 2,5-3,5 arasinda olanlar BB fenotipi olarak kabul
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edilmistir. Her iki gruptaki bu dagilimlarin Hardy-Weinberg dagilimmna uyup

uymadiklar istatistiksel yontemle arastirilmistir.

3.5.9. istatistiksel yontem

Elde edilen olglimlere ait tanimlayici istatistikler ortalama+SD olarak
verilmistir. Olgiimlerin normallik testinde Kolmogorov-Smirnov testi kullanilmis ve
her iki grupta da dagilimlarin normal dagilim oldugu belirlenmistir. Bu sonuca gore
yapilan 6l¢iimler bakimindan iki grubun karsilastirilmasinda bagimsiz iki grup 6rnek
ortalamasinin karsilagtirmasina ait t-testi (Student t testi) kullanilmistir. Ayrica
degiskenler arasi korelasyonlar her iki grupta ayr1 ayri Pearson Korelasyon Analizi
ve coklu dogrusal regresyon modeli ile de incelenmistir. Hesaplamalarda PASW
(SPSS ver. 18) programi kullanilmis ve istatistik anlamlilik diizeyi olarak P < 0.05
kabul edilmistir. Gruplara ait PON1 fenotiplemesinde Hardy-Weinberg dagilimina

uygunluk degerlendirmesi yapilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya alman hasta ve kontrol grubuna dahil erkek bireylerin TKOL,
LDL-K, HDL-K, TOK, TAK, PON, ARE, MDA, OSI diizeylerinin ortalama standart

sapma sonuglar1 hesaplanarak gruplar arasinda bu degerler karsilastirildi (Tablo 1).

Tablo 1. Kontrol ve hasta grubunun VKIi ve biyokimyasal parametrelerin diizeyleri

Kontrol (n=40) Hasta (n=40) p
ortalama+SD ortalama£SD
Yas 68,718,522 68,1+8,045 0,757
VKI (kg/m?) 26,71+3,10 26,33+3,15 0,590
TK (mg/dL) 199,65+41,47 180,87+40,73 0,044
LDL-K (mg/dL) 129,25 +£38,01 110,10+36,37 0,026
HDL-K (mg/dL) 42,67+12,75 43,22+17,34 0,872
TOS (umol H,0, Eqg/L) 14,43+1,74 16,19+6,60 0,110
TAS (mmolTrolox Eqg/L) 1,87+0,16 1,81+0,14 0,081
oSi 0,77+0,11 0,885+0,30 0,029
PON (U/L) 565,65+310,86 424,67+262,23 0,040
ARE (U/L) 351,85+74,04 314,15+75,93 0,027
MDA (nmol/mL) 1,49+0,48 1,62+0,59 0,282

4.1. Yas ve viicut kitle indeksi

Tablo 1°de gériildiigii gibi yas ve VKI arasinda iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark yoktu (sirastyla p=0,757 ve p=0,590).

4.2. Serum TKOL, HDL-K, LDL-K diizeyleri
Serum TKOL diizeyleri kontrol grubunda (199,65+41,47 mg/dL), hasta

grubundan (180,87+40,73 mg/dL) istatistiksel olarak anlaml1 yiiksekti (p<0,05, Sekil
8).
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Sekil 8. Kontrol ve hasta gruplarinda serum TKOL diizeylerinin karsilastirilmast

Serum HDL-K diizeylerinde ise kontrol grubu (42,67+12,75 mg/dL) ile hasta
grubu (43,22+17,34 mg/dL) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu
(p=0,872).

Serum LDL-K diizeyleri kontrol grubunda (129,25+38,01 mg/dL), hasta
grubundan (110,10+36,37 mg/dL) istatistiksel olarak anlaml1 yiiksekti (p<0,05, Sekil
9).
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Sekil 9. Kontrol ve hasta gruplarinda serumLDL-K diizeylerinin karsilagtiriimasi
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4.3. Serum TOK, TAK ve OSI diizeyleri

Serum TOK diizeyleri agisindan kontrol grubu (14,43£1,74 umol H,O, Eq/L)
ve hasta grubu (16,19+6,60 umol H,O; Eq/L) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamadi (p=0,110). Ancak hasta grubunda kontrol grubuna gore biraz daha
yiiksek oldugu gozlendi.

Serum TAK diizeyleri ise kontrol grubunda (1,87+0,16 mmolTrolox Eg/L),
hasta grubuna (1,81+£0,14 mmolTrolox Eqg/L) gore daha yiiksek bulunsa da iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0,081).

Serum TOK ve TAK diizeyleri agisindan istatistiksel fark olmamasina
ragmen, OSI diizeyleri kontrol grubunda (0,77+0,11) hasta grubundan (0,885+0,30)
istatistiksel anlamli olarak daha disiiktii (p=0,029, Sekil 10).
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Sekil 10. Kontrol ve hasta gruplarinda OSI diizeylerinin karsilastiriimasi
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4.4. Serum PONL1 ve ARE diizeyleri

Serum PON diizeyleri kontrol grubunda (565,65+310,86 U/L), hasta grubuna
(424,67+£262,23 U/L) gore istatistiksel olarak anlamli yiiksekti (p=0,040, Sekil 11).
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Sekil 11. Kontrol ve hasta gruplarinda PON1 diizeylerinin karsilastiriimasi

Serum ARE diizeyleri kontrol grubunda (351,85+74,04 U/L), hasta grubuna
(314,15£75,93 U/L) gore istatistiksel olarak anlamli yiiksekti (p=0,027, Sekil 12).
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Sekil 12. Kontrol ve hasta gruplarinda serum ARE diizeylerinin karsilastirulmasi
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4.5. Serum MDA diizeyleri

Serum MDA diizeyleri kontrol grubunda 1,49+0,48 nmol/mL, hasta grubunda
1,62+0,59 nmol/mL bulunmustur. Serum MDA diizeyleri hasta grubunda kontrol
grubuna gore daha yliksek bulunsa da iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamamustir (p=0,282).

4.6. Kontrol grubunda élciimler arasi korelasyonlar

Calismaya alinan kontrol grubuna dahil saglikli erkek bireylerin TKOL,
LDL-K, HDL-K, TOS, TAS, PON, ARES, MDA, OSI diizeylerinin birbirleriyle
iligkileri degerlendirilmistir.

Serum TKOL ve LDL-K diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif
korelasyon saptanmistir (p<0,0001, 1r=0,868). Bunun disinda serum lipid
parametrelerinin birbirleri arasinda ve diger parametrelerle bagka istatistiksel anlamli
iliski saptanamamustir.

Serum TOS, TAS, OSI diizeyleri ile diger parametreler arasinda istatistiksel
anlamli korelasyon saptanamamustir.

Serum PONI1 diizeyleri ile ARE diizeyleri arasinda istatistiksel anlamli pozitif

korelasyon saptanmistir (p<0,05, r=0,344) (Sekil 13).
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Sekil 13. Kontrol grubunda serum PON1 ve ARE iliskisi
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Serum PONL1 ve ARE diizeyleri ile diger parametreler arasinda, serum MDA
diizeyleri ile diger parametreler arasinda ve OSI diizeyleri ile diger tiim parametreler

arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyonlar saptanamamastir.

4.7. Hasta grubunda olciimler arasi korelasyonlar

Calismaya alinan hasta grubuna dahil erkek bireylerin TKOL, LDL-K, HDL-
K, TOK, TAK, PON, ARE, MDA, OSi diizeylerinin birbirleriyle iliskileri
degerlendirilmistir.

Serum TKOL ve LDL-K diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif
korelasyon saptanmistir (p<0,0001, 1=0,924). Bunun disinda serum lipid
parametrelerinin birbirleri arasinda ve diger parametrelerle baska istatistiksel anlaml1
iligski saptanamamustir.

Serum TOS ve TAS diizeyleri ile diger parametreler arasinda istatistiksel
olarak anlamli korelasyon saptanamamastir.

Serum PONI1 diizeyleri ile serum ARE diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli pozitif korelasyon saptanmistir (p<0,05, r=0,453) (Sekil 14). Serum PON
diizeyleri ile diger parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon
saptanamamustir.

OSI diizeyleri ile diger parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli

korelasyon saptanamamustir.
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Sekil 14. Hasta grubunda serum PON1 ve ARE iliskisi

4.8. PON ve ARE ile diger degiskenler arasinda c¢oklu lineer regresyon

modeli

PON ile HDL, MDA, LDL, TKOL, TOS, OSI ve TAS iliskileri ¢oklu
dogrusal regresyon analizi ile incelenmis ancak hem saglikli kontrollerde hem de
hastalarda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamistir (p>0,05).

ARE ile HDL, MDA, LDL, TKOL, TOS, OSI ve TAS iliskileri coklu
dogrusal regresyon analizi ile incelenmis ancak hem saglikli kontrol bireylerinde

hem de hastalarda anlamli bir iliski bulunamamstir (p>0,05).

4.9. PON1 Fenotiplemesi

Dual substrat metodu ile kontrol ve hasta gruplarinda PON1/ARE oranlari
saptandiginda her iki grupta da bu oranlarn trimodal dagilima sahip oldugu
belirlenmistir. Bu dagilima gére PON1’in 192Q/R polimorfizmi i¢in fenotipleme
yapildiginda her iki grupta da homozigot AA (diisiik aktivite), heterozigot AB (orta
diizey aktivite), homozigot BB (yiiksek aktivite) olmak lizere ii¢ farkli fenotip

belirlenmistir ve fenotiplerin dagilimi ile frekanslar1 Tablo 2°de verilmistir. Kontrol
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ve hasta gruplarmin her ikisinde de PON1/ARE oranlar1 0,50-1,00 arasinda olanlar
AA; 1,00-2,50 arasinda olanlar AB; 2,5-3,5 arasinda olanlar BB fenotipi olarak
belirlenmistir (Sekil 15, Sekil 16).

Tablo 2. Kontrol ve hasta gruplarinda PONT1 fenotiplerinin dagilimi ve fenotip frekanslar

FENOTIPLER KONTROL HASTA
Say1 % Say1 %
AA (diistik aktivite) 12 30 23 57,5
AB (heterozigot aktivite) 23 57,5 12 30
BB (yiiksek aktivite) 5 12,5 5 12,5

Kontrol grubuna dahil bireylerin fenotip dagilimi %30 AA, %57,5 AB, %12,5
BB seklindedir ve bu dagilim Hardy-Weinberg dengesine uygun olarak bulunmustur
(p=0,067). Hasta grubundaki bireylerin fenotip dagilimi %57,5 AA, %30 AB, % 12,5
BB seklindedir ve bu dagilim Hardy-Weinberg dengesine uygun degildir (p<0,001).
Hasta grubunda Homozigot AA diisiik aktivite fenotipine sahip bireylerin frekansi

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fazladir.
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Sekil 16. Hasta grubundaki bireylerde PON1 fenotiplerinin dagilimi
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5. TARTISMA

Bu calismada serum TOK diizeyleri hasta grubunda kontrol grubuna gore
yiiksek, TAK diizeyleri ise diisiik bulunsa da her iki parametre agisindan iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p=0,110 ve p=0,081). Ancak
hasta grubunun OSI oranlar1 kontrol grubundakilerden istatistiksel anlamli olarak
daha yiiksek oldugu gorildii (p=0,029). Bu sonuglar oksidan ve antioksidan
parametrelerin tek basina etkilerinden ¢ok, bunlarin beraber degerlendirilmesinin
daha dogru oldugunu gostermektedir. OSi’nin hasta grubunda istatistiksel anlamli
olarak yiiksek olmasi, prostat kanserinde oksidatif stresin rolii olabilecegini
gostermektedir.

Prostat kanseri patogenezinde oksidatif stresin yeri ile ilgili pek ¢ok ¢alisma
mevcuttur. Farkli 6l¢iim yontemleriyle alinan homojen olmayan sonuglar ve
calismalarda farkli deneysel yontemlerin kullanilmasi 6l¢iilen parametrelerde genis
bir dagilim olusturmaktadir (169). Pace G ve ark. (170) tarafindan prostat kanserli
hastalarda yapilan bir ¢alismada oksi-LDL ve SOD agisindan gruplar arasinda
anlamli fark bulunmamakla birlikte peroksit konsantrasyonu hasta grubunda anlamli
olarak fazla, TAK diizeyleri ise hasta grubunda anlamli olarak diisiik bulunmustur.
SOD ve oksi-LDL sonuglart agisindan gruplar arasinda anlamli fark olmamasi
oksidatif hasarin endotel fonksiyonunu bozma yoniindeki etkisi hakkindaki bilginin
halen yetersiz olmasi ile agiklanmigtir. Calismada ayni zamanda hasta grubunda
peroksit konsantrasyonu ile TAK diizeyleri arasinda anlamli pozitif korelasyon
saptanmig, bunun nedeni olarak da hasta gruplarimin erken evre prostat kanserli
hastalardan olusmas1 gosterilmistir. Erken evre prostat kanserli hastalarda
antioksidan defansin oksidatif hasar1 ndotralize edebilmesi ve peroksit seviyesinin
diisiik olmasiyla beraber TAK’1n diisiik diizeylerde hala savunma yapabildigi, ileri
evre kanserlerde ise antioksidan enzimlerin tiikenmesine bagli olarak TAK’m
diistiigi belirtilmistir. Arastirmacilar, deneysel ve klinik verilerin halen tartigsmali
olmasina ragmen serbest radikallerin prostat hiperplazisinde ve karsinogenezin erken
fazinda etkili oldugu sonucuna varmiglardir. Bizim ¢alismamizdaki hastalar da yeni
tan1 konulmus erken evre prostat kanseri tanisi almis hastalardi. Ancak biz lipid

peroksidasyonu tirlinleriyle TOK ve TAK arasinda bir korelasyon bulamadik.
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Prostat kanserinde oksidatif ve nitrozatif stres durumu ve antioksidan enzim
aktivitesinin aragtirildigi baska bir ¢aligmada prostat kanserli hastalardan olusan
grupta kontrol grubuna gore eritrosit MDA ve plazma NO, /NOj3 seviyeleri anlamli
olarak yiiksek bulunmusken eritrosit GPx, eritrosit CuZn-SOD antioksidan enzimleri
kontrol grubunda anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,001). Arastirmacilar bu
calisma sonucunda oksidan-antioksidan durumun ve nitrozatif stresin lipid
peroksitlerin meydana getirdigi DNA hasarmna ikincil olarak prostat kanseri
gelisimindeki 6nemine dikkat ¢ekmisler (171).

Bulgularimiza gore serum MDA diizeyleri hasta grubunda kontrol grubuna
gore daha yiiksek olmasina ragmen iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu. Hasta grubunda oksidatif stresin daha yiiksek bulunmasina ragmen bu sonuca
ulasilmasi ¢aligmamizin limitasyonlarina bagli olabilir. Prostat dokusu hacminin
kiigiik olmas1 nedeniyle sirkiilasyondan nispeten az etkilenen bir organdir. Bu yiizden
ileriki ¢aligmalarda MDA’nin dokuda kiimelenmesini arastirmak igin deneysel
calismalarla doku MDA bakilabilecegi gibi ¢alismamiza benzer sekilde yapilacak
calismalarda eritrosit MDA ve plazma MDA diizeylerinin de calisilmasi uygun
olabilir.

Srivastava D ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada hasta grubunda serum
MDA diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmusken (p<0,001)
antioksidan enzimlerden GSH ve GPx, kontrol grubunda hasta grubundan anlamli
olarak daha yiiksek bulunmustur (p<0,001 ve p<0,005). Bu calismada oksidatif
stresin artisina bagl olarak meydana gelen MDA nin prostat kanseri gelisimi i¢in
onemli oldugu vurgulanmistir (172). Son yillarda yapilmis baska bir ¢alismada da
plazma TBARS (tiyobarbitiirik asit reaktif maddesi) diizeyleri hastalarda kontrollere
gore anlamli olarak yiiksek bulunmusken (p<0,01); plazma GSH, GPx ve CAT
diizeyleri kontrol grubunda hastalara goére anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(p<0,01). E ve C vitamini seviyeleri acisindan iki grup arasinda anlamli fark
bulunmamuistir. Bu ¢alismada prostat kanserinde meydana gelen inflamatuvar siiregte
SOR’nin asir1 liretiminin antioksidan defans sisteminde hasara neden olabilecegi
sonucuna varilmistir (173). Prostat adenokarsinomlu hastalarda eritrosit SOD,
eritrosit CAT, plazma seruloplazmin, plazma MDA diizeylerinin bakildigi bir

calismada plazma SOD ve CAT diizeyleri kontrol grubunda anlamli olarak ytiksek
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(p<0,0001 ve p<0,01) iken plazma seruloplazmin ve MDA diizeyleri hasta grubunda
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,001 ve p<0,0001) (174).

Reaktif oksijen tiirleri ¢cok reaktif molekiillerdir ve hemen hemen tiim hiicre
komponentlerine saldirarak dokularda ileri derecede hasara yol agarlar. Siiperoksit
anyonu, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi serbest radikallerin {iretimi
sonucunda protein ve DNA hasari, lipid peroksidasyonu ve buna bagli olarak doku
hasarlanmas1 meydana gelmektedir. Biyolojik sistemlerde siirekli olarak iiretilen
serbest radikallerin etkileri C vitamini, glutatyon, E vitamini, glutatyon peroksidaz,
katalaz, siiperoksit dismutaz gibi enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma
sistemleri ile ortadan kaldirilmaktadir. Antioksidan savunma sisteminde ve onarim
kapasitesinde azalma sonucu SOR {iretimi artmakta ve buna baglh olarak doku hasar1
meydana gelmektedir (164). SOR iiretimi ile antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengenin SOR iiretimi yoniinde artmast ile meydana gelen oksidatif stres;
ateroskleroz, diyabet ve komplikasyonlari, neoplastik hastaliklar, deri yaslanmasi,
gastrointestinal sistemin kronik inflamatuar hastaliklari, Alzheimer hastalig1 ve diger
norolojik bozukluklar1 kapsayan bir¢cok patolojik durum ile iligkilidir (165).

Oksidatif stres ve SOR artisinin ¢esitli kanser tiirlerin riskinin artmasiyla
iliskili oldugu bilinmektedir (65). Deneysel ve epidemiyolojik ¢alismalarda
karsinogenez olusumunda serbest oksijen radikallerinin 6nemli rol oynadig
kanitlanmistir. Serbest oksijen radikalleri 6zellikle metal iyonlarinin varliginda
hiicrede lipid, proteinler ve DNA ile reaksiyona girerek oksidatif hasara neden
olmaktadir. DNA, SOR’den ¢ok kolay etkilenen 6nemli bir hedeftir. SOR tarafindan
DNA’nin hasara ugratilmasi hiicrede mutasyonlara ve oliime yol acar ve DNA
hasarinin artmasi karsinogeneze neden olur (65).

Onceki caligmalarda rat ve insan prostat dokularinda oksidan-antioksidan
dengedeki degisiklikler arastirilmis ve bu antagonist mekanizmalar arasindaki
dengesizligin prostat kanserinin baslangicinda major rol oynadigi vurgulanmistir.
Ancak bu dengesizligin nedeni hakkinda ¢ok az fikir vardir. Androjenler, androjen
durumu ile redoks dengesi arasinda iliski halen aydinlatilamasa da prostat dokusunda
SOR dengesini diizenleyen en gii¢lii aday olarak kabul edilmektedir (175). Tam ve

ark. kastrasyon olusturulan ratlarda androjen replasmani1 yaparak NADPH oksidazin
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azaltilarak tekrar diizenlenmesi ve antioksidan enzimlerin artig1 sayesinde ventral
prostat dokularinda oksidatif stres diizeylerinin azaldigini rapor etmislerdir (176).

Hiicrede redoks dengesinin korunmasina katkida bulunan bir diger énemli
bilesen glutatyon oksidasyon-rediiksiyon sistemidir. Nelson ve ark. tarafindan
yapilan ¢aligmada Glutatyon-S transferaz geninde inaktivasyona neden olan somatik
mutasyonlar neredeyse tiim prostat kanserli olgularda tespit edilmistir (177).

SOR’lerinin iiretiminde mitokondriler major role sahiptir. Bu nedenle
mtDNA’da meydana gelen mutasyonlarin prostat kanseri gelisimi i¢in altta yatan
onemli bir neden olmast sasirtict degildir. mMtDNA mutasyonlarina kanser
olusumunda cok sik rastlanir. Bu mutasyonlar mitokondriyal disfonksiyona neden
olarak ve metabolizmay1 degistirerek tiimor olusumuna katkida bulunabilirler.
Prostat dokusunda mtDNA mutasyonu meydana geldiginde yeterli enerji tiretebilmek
icin oksijenli solunum hizi artirilacagindan daha fazla SOR {iretilmekte ve kanser
olusumuna zemin hazirlanmaktadir. Bu ylizden mtDNA, prostat kanseri gelisiminde
onemli bir role sahiptir (178).

Metallotioneinler iizerinde yapilan son ¢aligmalarda “metallo-baglayan
sisteinden zengin protein ailesi’nin oksidatif hasarin olusmasinda rol oynadigi ve
prostat dokusunda oksidatif stresin aracilik ettigi prostat kanseri gelisiminde olasi rol
oynayabilecegi belirtilmistir (179).

Kronik inflamasyon, dokularda mutajenik SOR diizeylerini artirarak meme
adenokarsinomu da dahil olmak iizere birgok tiimdrden sorumlu tutulabilir (180). Bu
dogrultuda prostatitlerin de prostat kanseri riskini kiiciik de olsa artirdigi
bilinmektedir (181). Bakteriyel veya bakteriyel olmayan etkenlerle meydana gelen
kronik prostatitlerde devreye giren nonspesifik immun defans sayesinde inflamatuvar
hiicrelerin uyarilmas1 da prostat dokusunda hidroksil radikalleri, siiperoksit
radikalleri ve peroksitlerin olusumu arttiran durumlardan biridir (182). Prostat
dokusunun siirekli olarak inflamasyona maruz kalmasiyla olusan SOR diizeyindeki
dramatik artiy protein yapt ve fonksiyonlarinda degisikliklere, somatik genetik
degisikliklere ve posttranslasyonel DNA modifikasyonlarima neden olur. Meydana
gelen doku hasarimi telafi etmek icin epitel hiicre proliferasyonu daha da artar ve

bdylece doku hasari ilerleyerek prostatik neoplaziyle sonucglanabilir (183). Ayrica
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kronik prostatitli hastalarda PSA diizeylerinde meydana gelen artiglarin prostat
kanseri riskini artirdigina atif yapan galismalar bulunmaktadir (181)

SOR prostat kanserinde sadece malign transformasyonda degil hastaligin
ilerlemesinde ve agressif fenotipin meydana gelmesi i¢in de 6nemlidir. Bu nedenle
SOR’ne bagli sinyal mekanizmalarinin anlagilmasi, prostat kanserinin énlenmesi ve
yeni tedavilerin gelistirilmesi agisindan umut vericidir.

SOR’nin o6nemli etkilerinden biri de lipid peroksidasyonudur. Coklu
doymamuis yag asitlerinin zincirleme bir radikal reaksiyonu olan lipid peroksidasyonu
sirasinda karbon baglarinin kopmasi ile aldehit yapisinda yikim iiriinleri ortaya ¢ikar.
Sitotoksik ozellik gosteren bu metabolitler MDA gibi alkaneller ve 4-
hidroksinonenal gibi hidroksialkanellerdir. Malondialdehit lipid peroksidasyonunun
son lriiniidiir ve oksidatif hasarin in vivo gostergesi olarak en sik kullanilan
belirtegtir. MDA gibi reaktif aldehitler olustuklar1 bolgeden uzaga diffiize
olabildikleri i¢in uzak bolgelerde de doku hasarina sebep olabilirler (77). MDA en
cok linoleik asit, arasidonik asit, dokosahekzaenoik asit gibi ikiden fazla cift bag
iceren doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusur. Bazen eikozonoidlerin
enzimatik metabolizmas1 sirasinda da ortaya c¢ikabilir. Malondialdehit pH
degisikliklerine bagli olarak degisik izoformlarda bulunabilir. Fizyolojik pH’da
serbest enolat formunda bulunan MDA, amino gruplarina kars1 diisiik reaktivite
gosterirken diisiitk pH’da reaktivitesi artar ve proteinlere saldirir. MDA 6zellikle lizin
kalintilar1 olmak iizere bir¢ok kalintida modifikasyonlara, molekiil i¢i ve molekiiller
arast capraz baglarin olusumuna neden olur. MDA’nin hiicre membranlarinin
gecirgenligini arttirdigl, membranlarin iyon aligverisine etki ederek hiicre i¢i iyon
dengesini bozdugu, enzim aktivitelerinin bozulmasina, DNA’nin yapisinda
kirtlmalara ve baz degisimlerine neden oldugu bildirilmektedir (77).

Ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumu icin baslatic1 faktdrlerden
biri olan hiperkolesterolemi 6zellikle LDL’nin oksidasyona (okside LDL) karsi
duyarlilig: ile iliskilidir (184). HDL ise antiaterojenik olarak bilinmektedir ve
PON1’e bagh giiclii antioksidan ve antikanserojenik ozellikleri de bulunmaktadir.
PONI1, serumda 6zellikle HDL’ye bagli olarak bulunur ve hem HDL hem de LDL’yi

serbest radikallerden kaynaklanan oksidasyona karst korur. Bu koruyucu aktivitesi
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biiyiik olasilikla aktive fosfolipidleri ve/veya lipid peroksitleri hidrolize edebilme
ozelligine baghdir.

Aviram ve ark. PONL1 aktivitesinin, lipid peroksitlerin varliginda okside
lipidlerin enzimin serbest siilfidril gruplarimi etkilemesiyle inhibe oldugunu
vurgulamaktadirlar (185). Onceki ¢alismalarin sonuglarma gore serum kolesterolii
artigfinda LDL’nin oksidasyona meyilinin arttigi ve aym zamanda PONI
aktivitesinin de azalabilecegi belirtilmistir (186). Biz, ¢alismamizda TKOL ve LDL-
K diizeylerini kontrol grubunda hasta grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulduk
(p=0,044 ve p=0,026). Bununla beraber hasta ve kontrol grubunda TKOL ve LDL-K
ile TOK ve OSI arasinda anlamli korelasyon bulamadik. TKOL ve LDL-K
diizeylerinin kontrol grubunda anlamli fazla olmasi kolesteroliin yiiksek seviyelerinin
PON1 aktivitesini azaltabilmesinden dolayr PON1 aktivitesi agisindan gruplari
birbirine yaklastirmis olabilir. Bu durum ayrica kontrol grubundaki MDA
seviyelerinin hasta grubundaki seviyelere yaklasip iki grup arasindaki farkin anlamli
olarak saptanmasina engel olmus olabilir. Yapilan caligmalarda PONI1 aktivitesi
akciger, pankreas, mide, 6zofagus, over kanseri gibi gesitli kanser tiirlerinde saglikli
kontrollere gore diisiik bulunmustur (187, 188, 189, 190, 191).

Elkiran ve ark. nin yaptiklar1 bir ¢alismada Akciger kanserli hastalarda PON1
ve ARE diizeyleri hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli diisiik bulmuslardir
(p=0,001 ve p=0,018). Bu ¢alismada lipid parametreleri agisindan iki grup arasinda
anlamli fark bulunamamis, ancak hasta ve kontrollerde PON1 ve HDL diizeyleri
arasinda pozitif anlamli korelasyon bulunmustur (r=0,496; p=0,001 ve r=0,415;
p=0,009). Bu ¢alismada paraoksonaz aktivitesindeki diisiisiin nedeninin tam olarak
anlasilamamakla birlikte lipid peroksidasyonunun artarak bu enzimin aktivitesini
inhibe etmesi ile agiklanabilecegi sonucuna varilmistir (187).

Over Kkanseri olan hastalarda yapilan bir ¢alismada —SH diizeyleri
kontrollerde anlamli yiiksek bulunmusken, LOOH diizeyleri hastalarda anlamh
yiikksek bulunmustur. Bununla birlikte PON1 ve ARE diizeyleri hastalarda
kontrollere gore anlamli diisiik bulunmus, ayrica PONI1 diizeyleri —SH ile anlaml
pozitif korele, LOOH ile anlamli negatif korele bulunmustur. Calismada LOOH
artisinin lipid peroksidasyonunun arttifim1 gosterdigi ve artisin antioksidanlarin

azalmasma neden oldugu belirtilmistir. Arastimacilar ayrica diisik PON1
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aktivitesinin lipid peroksidasyonunun artmasi yoluyla over kanseri patogenezini
etkileyebilecegini bildirmislerdir. Caligmada ayrica total kolesterol ve HDL
kolesterol diizeyleri hastalarda kontrollere gore anlamli olarak diisiik bulunmus ve bu
durumun kolesteroliin tiimor hiicreleri tarafindan kullanilmasina bagli olabilecegi
belirtilmistir (188). Gergekten de bazi c¢aligmalarda gesitli kolesterol formlarinin
malign tiimor hiicreleri tarafindan alinip kullanildigini gosterilmistir (192-193).
Bizim ¢alismamizda hasta grubundaki TKOL ve LDL-K sonuglarini kontrol grubuna
gore anlamli diisiik bulmamiz bu mekanizmayla agiklanabilir.

Bagka calismalarda Akcay ve ark. pankreatik ve gastrik kanserlerde PON,
HDL, LDL, VLDL diizeylerini arastirmiglar (189-190). Bu ¢aligmalarda serum PON
diizeyleri her iki kanser tiirii i¢cin de hastalarda kontrollere gore anlamli olarak diisiik
bulunmus. Serum HDL diizeyleri her iki kanser tiirii i¢in hastalarda anlamli diisiik
bulunmusken serum VLDL diizeyleri sadece gastrik kanserli hastalarda daha diisiik
bulunmustur. Serum LDL diizeyleri iki kanser tiiriinde de gruplar arasinda anlaml
farkli bulunmamisken serum PONI diizeyleri ve HDL diizeyleri arasinda anlamli
pozitif korelasyon bulunmustur. Bu ¢alismalarda, ileri ¢alismalara gerek duyulmakla
birlikte PON1’in kanser gelisim riski i¢in bir prediktif faktor olabilecegine dikkat
cekilmistir.

Biz, ¢alismamizda serum PON1 ve ARE diizeylerini hasta grubunda kontrol
grubuna gore anlaml diisiik bulduk (p= 0,040 ve 0,027). Bu sonuglar paraoksonaz-
kanser iligkisini arastiran bircok calisma ile paralellik gostermektedir. 1ki grup
arasindaki bu fark gruplar arasinda HDL-K seviyeleri anlamli farkli olmadigi i¢in
HDL kolesterol diizeylerine baglanamaz. Calismamizda ayrica PON1 ile TAK, TOK,
OSI, MDA arasinda anlamli korelasyon bulamadik. Literatiirde prostat kanserinde
PONI ile bu parametrelerin birlikte ¢alisildigi ve aralarindaki iligkinin arastirildig:
baska bir ¢alisma bulamadik. Ayrica PON1 ile HDL-K seviyeleri arasinda da anlaml
korelasyon saptamadik. Bahsettigimiz gibi Elkiran ve ark. (187) ile Akcay ve ark.
(189, 190) cesitli kanser tiirlerinde bu parametreler acisindan anlamli pozitif
korelasyon bulmuslar. Prostat kanserli hastalarda PON1 diisiikliigiiniin nedeni bu
enzimin aktivitesinin ¢ok fazla varyasyon gostermesi ve regiilasyonunun karmasik
olmasindan dolayr tam olarak anlasilamamistir. Ancak muhtemel neden oksidatif

strese bagli lipid peroksidasyonunun artmasi ve bu lipid peroksitlerin PON1’in
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serbest siilfidril gruplarina baglanarak enzimin aktivitesini inhibe etmesi olabilir. Bir
diger mekanizma ise siiperoksit anyon radikalinin PONI’in protein yapisin
degistirmek suretiyle onun inaktivasyonuna yol a¢cmasi olabilir (194). Baska bir
mekanizma IL-1, TNF-a gibi mediatérler tarafindan PONI1 aktivitesinin
azaltilmasidir (195). IL-1 ve TNF-o diizeylerinin kanserli hastalarda arttigi bazi
caligmalarda gosterilmistir (196). Bir diger mekanizma kanserli hastalardaki
inflamatuvar yanita bagli olarak PON1 aktivitesinin diismesidir. Van Lenten ve ark.
akut faz yanmiti1 siirecinde HDL’deki PONI1 aktivitesinin kaybina bagli olarak
HDL’nin proinflamatuvar hale geldigini bildirmigler (197). Feingold ve ark. ise
lipopolisakkarit enjekte edilerek akut faz yanit1 indiiklenen ratlarda PON1 aktivitesi
ve hepatik PON1 mRNA ekspresyonunun azaldigini gézlemlemislerdir (198). PON1
aktivitesinin azalmasina neden olabilecek bir diger mekanizma genetik bir defekt
nedeniyle PON sentezinin baskilanmasi olabilir (199, 200, 201). Stevens ve ark.
PONI 192Q/R ve L55M polimorfizmleri ile prostat kanseri riski arasindaki iliskiyi
arastirmiglar. Bu ¢alismada her iki polimorfizm agisindan varyant allellerin agressif
prostat kanseri gelisim riskiyle anlamli iligkili oldugu goézlenmis ve bu
polimorfizmlerin muhtemelen PONI1 aktivitesini digiirerek bu etkiye neden
olabilecegi sonucuna varilmistir (200). Finlandiya popiilasyonunda prostat kanserli
bireyler ve saglikli kontrollerde PON1 [-102-V polimorfizminin arastrildigi bir
calismada PON1 [-102-V allelinde RR fenotipinin 6 kat daha fazla oldugu ve bu
sonucun prostat kanseri riskini arttirdig: tespit edilmistir (201).

Bizim calismamizda Eckerson ve ark. nin metoduna gore hasta ve kontrol
gruplarinda PON1 fenotipleri belirlendi (168). Eckerson ve ark. serum paraoksonaz
ve arilesteraz aktiviteleri oranlarmin trimodal dagilim olusturduklarnt ve bu
dagilimin kalitsal ozellikler acisindan mendeliyan karakteristikler gosterdiklerini
saptamiglar. Birbirleri iizerine ¢cakigsma olusturmaksizin meydana gelen bu dagilimin
paraoksonaz aktivitesi agisindan 3 ayr1 fenotipi belirledigi (AA, AB, BB veya QQ,
QR, RR) ve bu fenotiplerin PONI 192Q/R polimorfizmi i¢in ayni sekilde
adlandirilan 3 genotiple uyumlu oldugu kararina varilmistir (168). Literatiirde prostat
kanserinde PON1 fenotiplemesinin yapildigi bir ¢alismaya rastlamadik. Ancak cesitli
kanser tiirlerinde PON1 fenotiplemesinin yapildig1 ¢alismalar literatiirde mevcuttur.

Bunlardan birisi akciger kanserli Tiirk hastalarda ve saglikli kontrollerde yapilan bir
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calismadir. Bu c¢aligmada PON1 192Q/R polimorfizmi i¢in AA diigikk aktivite
fenotipi hastalarda kontrollere gére anlamli daha fazla bulunmusken, BB yiiksek
aktivite fenotipi kontrollerde hastalara goére anlamli daha fazla bulunmustur.
Calismada PONI aktivitesi agisindan AA fenotipine sahip olmanin akciger kanseri
acisindan artmis riskle iligkili oldugu sonucuna varilmistir (187).

Yiiksek evreli glioma ve meninjiomalarda PON1 aktivitesinin dl¢tildigii ve
192Q/R polimorfizmi i¢in PON1 fenotiplemesinin yapildigr bagka bir ¢alismada
PONI1 aktivitesi hastalarda kontrollere gére anlamli diisiik bulunmasina ragmen iki
grup arasinda PONI1 fenotip dagilimi agisindan anlamli fark bulunamamistir. Bu
calismada hastalardaki PON1 diisiisiiniin bu kanser tiirlerinin gelisimiyle iligkili
olabilecegi sonucuna varilmistir (202). Meme kanserli hastalarda serum PON1
aktivitesi ve 192Q/R polimorfizmi i¢in PON1 fenotiplemesinin yapildigi baska bir
calismada hasta grubunda PON1 aktivitesi saglikli kontrolere gére anlamli diisiik
bulunmus. Fenotipleme sonucunda ise hasta grubunda AA fenotipi, kontrol grubuna
gore anlamli yiiksek bulunmustur. Bu sonuclara gore diisiik aktiviteli AA fenotipinin
hastalarda yiiksek olmasiyla PON aktivitesinin diismesinin meme kanseri geligme
riskiyle iliskili oldugu sonucuna varilmistir (203).

Biz, kontrol grubunda PON1 192Q/R polimorfizmi igin PON1 fenotiplemesi
yaptigimizda fenotip frekanslarinin  Hardy-Weinberg dengesinden  sapma
gostermedigini saptadik (p=0,067). Hasta grubunda ise PON1 fenotip frekanslarinin
Hardy-Weinberg dengesinden AA disiik aktiviteli fenotip yoniinde sapma
gosterdigini gozlemledik (p<0,0001). Bu aymi zamanda hasta grubunda diisiik
aktiviteye sahip AA fenotip frekansiin kontrol grubundaki AA fenotip frekansina
gore anlamli olarak yliksek oldugu anlamina gelmektedir.

Bu sonuglar dogrultusunda oksidatif strese bagli olarak gelisen lipid
peroksidasyonuna karsi koruyucu rol oynadigi bilinen paraoksonazin 192 Q/R
polimorfizminin, prostat kanserli hastalarda bu enzimin aktivitesinin diismesine
neden olarak prostat kanseri gelisimi ile iliskili olabilecegi sdylenebilir. Prostat
kanserli hastalarda Echerson ve ark.’nin yontemine gore yapilan PONI
fenotiplemesinin, ileri arastirmalarla birlikte bu hastaliginin gelisimini 6nceden

saptamak i¢in i¢in prediktif degeri olabilir. Ancak yine de daha biiyiik hasta
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6. SONUCLAR

Calismamizda prostat kanserli hastalarda oksidan-antioksidan dengenin
bozulmasiyla oksidatif stresin olustugu gosterilmistir. Olusan oksidatif stres lipid
peroksidasyonu aracili karsinogenez olusum mekanizmalarinda Onemli rol
iistlenebilir.

Serum PONI1 ve ARE aktiviteleri hasta grubunda kontrol grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulunmustur. PON1, sentezlenmesi ve aktivitesi oksidatif
stresin diizeyine bagli olarak degisim gdosteren bir enzim oldugu igin ileri
caligmalarla etki mekanizmasinin daha iyi anlagilmasiyla birlikte bircok kanser
tiriinde oldugu gibi prostat kanserinde de ihtiya¢ duyulan prediktif degere sahip
belirteclerden birisi olabilir.

PONL1 fenotiplemesi de bu enzimin aktivitesi a¢isindan 6énemli olan 192 Q/R
polimorfizmini tagiyan bireylerin belirlenmesi agisindan ileriki yillarda Snem

kazanacak ucuz ve kolay islemlerden birisi olabilir.
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