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1. OZET

CESITLI KANSER TIPLERINDE SERUM OKSIDAN, ANTIOKSIDAN VE
NITRIK OKSIiD DUZEYLERININ DEGERLENDIRILMESI.

Kanser, hiicre ¢ogalmasini ve farklilagsmasini diizenleyen genlerdeki mutasyonlardan
kaynaklanan, insidansi son yillarda artan bir hastaliktir. Oksidatif stres, kanser de dahil
olmak iizere kronik hastaliklarin gelisiminde onemli bir faktor olarak goriilmektedir.
Cesitli kanserlerde serum Total Antioksidan Seviyesi, Total Oksidan Seviyesi ve
Nitrik Oksit diizeyi ile ilgili bir¢ok calisma yapilmis ve bu parametrelerin kanser
hastalar1 i¢in belirleyici faktorler olabilecegi ileri siirtilmiistiir. Bu ¢aligmada kanserli
hastalarda serum total antioksidan seviyesi, total oksidan seviyesi ve nitrik oksit
seviyeleri degerlendirildi. Calismaya 22 akciger kanseri (16 erkek, 6 kadin), 20 kolon
kanseri (13 erkek, 7 kadin), 10 rektum kanseri (6 erkek, 4 kadin), 36 meme kanseri ve
12 multiple myelom (7 erkek, 5 kadin) tanisi alan ve kemoterapi tedavisi goren toplam
100 hasta grubu ve 60 saglikli kontrol grubu (25 erkek, 35 kadin) bireyler dahil edildi.
Serum total antioksidan seviyesi, total oksidan seviyesi ve nitrik oksit diizeyleri
Olciildii. Ayrica, oksidatif stres indeksi hesaplandi. TAS degerleri yoniinden kanser
grubu ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Akciger,
kolon, rektum, meme kanseri gruplarinda, kontrol grubuna gére TOS degerleri anlamli
derecede artig gostermistir (p<0.05). Kolon, rektum, meme kanseri gruplarinda kontrol
grubuna gdre OSI degerleri anlamli derecede artis gdstermistir (p<0.05). Kolon ve
multiple myelom kanseri gruplarmda NO degerleri anlamli derecede farkli
bulunmustur (p<0.05). Sonug olarak TAS, TOS, OSI ve NO diizeylerinin kanserin
teshisi ve tedavisinde belirleyici faktorler olabilecegi ancak bununla ilgili daha

kapsamli ve ileri diizeyde ¢aligmalara gereksinim oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: antioksidan seviyesi, kanser, nitrik oksit seviyesi, oksidan
seviyesi, oksidatif stres



2. ABSTRACT

EVALUATION OF SERUM OXIDANT, ANTIOXIDANT AND NITRIC OXID
LEVELS IN VARIOUS CANCER TYPES.

Cancer is a disease whose incidence has increased in recent years, resulting from
mutations in genes that regulate cell proliferation and differentiation. Oxidative stress
is seen as an important factor in the development of chronic diseases, including cancer.
Many studies have been conducted to investigate serum Total Antioxidant Status,
Total Oxidant Status, and Nitric Oxide levels in patients with different types of cancer,
and it has been suggested that these might be important factors for patients with cancer.
In this study, serum total antioxidant level, total oxidant level and nitric oxide levels
were evaluated in patients with cancer. The study was diagnosed with 22 lung cancer
(16 men, 6 women), 20 colon cancer (13 men, 7 women), 10 rectum cancer (6 men, 4
women), 36 breast cancer and 12 multiple myeloma (7 men, 5 women) and a total of
100 patient groups undergoing chemotherapy treatment and 60 healthy control groups
(25 men, 35 women) were included. Serum total antioxidant level, total oxidant level
and nitric oxide levels were measured. Also, the oxidative stress index was calculated.
There was no significant difference between the cancer group and the control group in
terms of TAS values (p> 0.05). In lung, colon, rectum, and breast cancer groups, TOS
values increased significantly compared to the control group (p <0.05). OSI values
increased significantly in colon, rectum and breast cancer groups compared to the
control group (p <0.05). NO values were found significantly different in colon and
multiple myeloma cancer groups (p <0.05). In conclusion, we think that TAS, TOS,
OSI and NO levels may be determinant factors in the diagnosis and treatment of

cancer, but more comprehensive and advanced studies are needed.

Key Words: Antioxidant status, cancer, nitric oxid, oxidant status, oxidative stress



3. GIRIS VE AMAC

Kanser, hiicre c¢ogalmasmi ve farklilagmasmi diizenleyen genlerdeki
mutasyonlardan kaynaklanan ve doku biiylime diizenindeki kusurlar olarak karakterize
edilen 200'den fazla hastalik grubunu tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Diinya
Saghk Orgiitii, 2030 yilina kadar tiim kanser tiirlerinde yaklasik 27 milyon yeni
vakanm teshis edilecegini, bunun sonucunda 17 milyon 6liim ve bu hastaliktan
etkilenen 75 milyon insanin ortaya ¢ikacagini ve bu artisin esas olarak gelismekte olan
iilkeleri etkileyecegini tahmin ediyor. Kanser siklikla “iyilesmeyen bir yara” olarak
tanimlanir, bu da kanserin ¢oziilmeyen kronik bir enflamatuar durumu tesvik ettigini
gosterir. Bu durum, diizensiz proliferasyon, anjiyogenez, genomik instabilite, kemo-
diren¢ ve metastaz gibi tiimor ilerlemesinin temel 6zellikleri ile iligkilidir (1). Son
yirmi yilda, enflamatuar bolgelerde kronik olarak iiretilen bir diger 6nemli oksidan

olan nitrik oksidin (NO) 6nemi giderek artmaktadir (1,7).

NO, L-arginin'den tiiretilen bir vazodilatoér molekiildiir. Kronik inflamasyon,
kanserojenezde kilit rol oynayan NO sentezinin artmasina neden olur. Nitrik oksit,
anjiyogeneze, timoriin apoptoz ilerlemesinin inhibisyonuna, yayilmaya ve farklh
timorlerde metastaza yol acar. Diger taraftan NO'nun kanserojenez ve tiimoriin
ilerlemesi iizerindeki inhibe edici etkisi oldugu bildirilmistir (3,7,8). NO, tiimor
hiicreleri ve mikro-ortam i¢inde spesifik roller oynar ve kanser ilerlemesi, tedavi

etkinligi ve hasta prognoz oranini belirler (2,7).

Oksidatif stres, viicudun antioksidan ve temizleyici aktiviteleri zararli bir
uyarict tarafindan iiretilen aktif oksidanlarla bas edemediginde ortaya ¢ikan oksidatif
hasara cevaben ortaya ¢ikar. Oksidatif stres makromolekiiler oksidatif hasari igerir,
doku proteini denatiirasyonunu, DNA hasarmi ve lipid peroksidasyonunu indiikler ve
viicudun normal metabolik aktivitesine miidahale ederek hastaliklarin olugsmasina
ve/veya gelismesine neden olur. Oksidatif stresin, pnomoni, pankreatit, diyabetik

nefropati, kardiyovaskiiler hastalik, sinir sistemi hastaligt ve kanser gibi c¢esitli



hastaliklarda rol aldig1 dogrulanmistir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) aktif oksitlerin
cogunu olusturur ve toplam oksitlerin %95'inden fazlasini olusturur. ROT, DNA hasar1
ve genetik mutasyonlarin indiiklenmesi, apoptozun inhibisyonu ve malign hiicrelerin
proliferasyonunun, istila edilmesinin ve metastazimin tesvik edilmesi yoluyla malign

tiimdrlerin olusumunda ve gelismesinde rol oynar (4).

Toplam oksidan durumu (TOS) genellikle viicudun genel oksidasyon
durumunu tahmin etmek i¢in kullanilir. Benzer sekilde, toplam antioksidan durumu
(TAS), viicudun genel antioksidan durumunu 6l¢mek i¢in kullanilir. TOS'un TAS'ye
orani olan oksidatif stres indeksi (OSI) dl¢iimiidiir. TOS, TAS ve OSI, viicuttaki genel
oksidatif stres durumunu degerlendirmek i¢in kullanilan oksidatif stres
parametreleridir (4). Toplam antioksidan durumu (TAS), siilfidril gruplar1 (¢ogunlukla
alblimin), iirat, askorbat, karotenoidler, retinol, a-tokoferol, bilirubin ve proteinlerden
olusan hiicre dis1 antioksidan sisteminin peroksel temizleme kapasitesini 6lger. TAS,
ROT'un nétralizasyonundan sonra artik antioksidan kapasiteyi yansitmaktadir (5).
Serum TAS farkli neoplastik kosullarda degerlendirilen birgok kanser
biyobelirte¢lerinden biridir. Hem endojen hem de diyet antioksidanlari, hiicresel
mikro-ortami bu oksidatif hasarlardan korur ve bdylece kanseri 6nler. Diisiik serum
TAS'm ¢esitli kanserlerle giiglii bir iliskiye sahip oldugu bildirilmistir (6). Kanserin
tedavi segeneklerinden olan radyoterapi ve bazi kemoterapotikler serbest radikal
iireterek bu hasara katkida bulunmaktadir. Kemoterapi tedavisi alan hastalarda, alinan
tedavinin oksidatif stresin artmasima ve antioksidanlarin azalmasina neden olabildigi

goriilmiistir (9).

Bu calismada, serumda total oksidan seviyesi, total antioksidan seviyesi ve nitrik oksit

seviyesi ile cesitli kanser tipleri arasindaki iligkinin arastirilmasi hedeflenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Kanser

Kanser kelimesi Latince yenge¢ anlamina gelen “canker’ veya ‘’carcinos’
kelimelerinden tiiremistir. Tiimér terimi ilk defa MO 3. yiizyilda tiimériin etrafindaki
sismis damarlar1 bir yengecin bacaklaria benzetmesinden dolay1 Hippokrat tarafindan
kullanilmistir. Yunan doktor Galen ise sisme anlamma gelen “oncos” terimini

kullanmistir (10).

Kanser terimi, hiicrelerin anormal sekilde biiyiidiigii ve kotii huylu bir timor
olusturdugu bir grup hastaliga denir. K6tii huylu hiicreler yakindaki dokular istila
edebilir ve metastaz yapabilir. Bu anormal biiyiime paterni, ¢ok hiicreli bir
organizmada hiicrelerin ¢ogalmasini, farklilasmasini ve hayatta kalmasini diizenleyen
genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanir. Bu genetik degisiklikler nedeniyle, kanser
hiicreleri arttk normal hiicrelerin  biiyiimesini yonlendiren sinyallere cevap
vermemektedir. Kanser hiicreleri biiyiime uyarici sinyalleri gerektirmez ve biiyiime
onleyici sinyallere direnglidir. Ayrica, istenmeyen veya onarilamayacak sekilde hasar
gormiis hiicrelerin kendi kendilerini imha ettigi programlanmis hiicre 6liimii siireci
olan apoptozise de direnglidirler. Sinirsiz bir proliferatif kapasiteye sahiplerdir ve
yaslanmazlar. Ayrica, hiicre dis1 matris gibi yapisal destekten bagimsiz olarak

biiyiiyebilirler (11,12).

4.2. Kanser Insidansi

Bulagic1 olmayan hastaliklar artik kiiresel 6liimlerin cogundan sorumludur ve
kanserin, 6liimiin 6nde gelen nedeni ayrica 21. yilizyilda diinyanimn her iilkesinde artan
yasam beklentisinin Oniindeki en 6nemli engel olarak siralanmasi beklenmektedir.

2015 yilinda Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) tahminlerine gore, kanser 172 iilkenin



91'inde 70 yasindan onceki ilk veya ikinci 6liim nedenidir ve diger 22 iilkede ii¢lincii

veya dordiincii sirada yer almaktadir (13).

2018'de 18.1 milyon yeni kanser vakasi ve 9.6 milyon kanser 6liimii ile diinya
capmda olimlerin 6nde gelen nedenidir. Her iki cinsiyette de kanser prevalansinin en
yiiksek yiizdesi akciger kanserinde, ardindan insidansta meme, prostat ve kolorektal
kanser takip ederken, 6liimlerde kolorektal, mide ve karaciger kanseri goriilmektedir
(14). Akciger kanseri, erkekler arasinda en sik goriilen kanser ve kanser dliimiiniin
onde gelen nedenidir, bunu insidans i¢in prostat ve kolorektal kanser, mortalite i¢in
karaciger ve mide kanseri takip eder. Kadinlar arasinda meme kanseri en sik teshis
edilen kanser ve kanser 6liimiiniin 6nde gelen nedenidir, bunu insidans i¢in kolorektal
ve akciger kanseri, mortalite i¢in ise tam tersi sekilde takip eder. Serviks kanseri

insidans ve mortalite agisindan dérdiincii siradadir (13).

Ulkemizde ise; Tiirk Halk Saglig1 2016 verilerine gore erkeklerde en ¢ok
goriilen kanser akciger iken, bunu prostat, kolorektal takip etmektedir. Kadinlarda ise

meme kanseri 1. sirada iken, bunu tiroid ve kolorektal kanser takip etmektedir (15).

Trakea,Brons Akcifer I 72 .1
Prostat | 13
Kolorektal NN 09
Mesane IS =1
Mide I S 5
Bobrek N 2.9
Non-Hodgkin lenfomna I ? B
Tiroid N 2.6
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Pankreas [N 2.2

Sekil 4.2.1. Erkeklerde tiim yaglara gore kanser dagilimi (15)
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Sekil 4.2.2. Kadinlarda tiim yaslara gore kanser dagilimi (15)

4.3. Kanserin Nedenleri

Kanser insidans1 ve mortalite diinya genelinde giderek artmaktadir. Kanser
morbidite ve mortalitesinde yiikselme nedenleri yaslanma, artan niifus, sagliksiz
beslenme ve yasam tarzinin batililasmasi gibi temel faktorlerden ve temel olarak
cevresel faktorler ve gida, su, havadaki kansere neden olan ajanlarin varligindan, giines
1s18ma ve kimyasal maddelere maruz kalmaktan kaynaklanmaktadir. Kanser insidansi,
tiitiin ve alkol kullanimi, radyasyon, hava kirliligi, obezite ve bulasic1 ajanlar gibi
bircok risk faktoriiyle de iliskilidir. Diyet ve yasam tarz1 degisiklikleri, kanser riskini
artiran diger onemli faktorlerdir (12, 14). Invaziv kanser riski ayrica ultraviyole 15132
maruz kalma ile baglantilidir. Artan giines radyasyonu kanser olusumunu arttirir.
Radyasyona maruz kalmanin canli hiicreler {izerinde kanserojen etkiye sahip
olabilecegi iyi bilinmektedir (16). Viriisler ve bakteriler diger tiim onkojenik

faktorlerdir ve tiim kanserlerin yaklasik % 7'sine katkida bulunur (14).

Son yarim yiizyil boyunca yapilan kapsamli arastirmalar, iltihabin kanserde

onemli bir rol oynadigmi gostermektedir. Akut inflamasyon terapdtik bir rol



oynayabilmesine ragmen, diisiik seviyeli kronik inflamasyon kanseri tesvik edebilir.
Kanser temel olarak, tiim kanserlerin % 30'u sigara, % 35'i diyet, % 14 ila 20'si obezite,
% 18'i enfeksiyon ve % 7'si ¢evre kirliligi ve radyasyona bagli olan bir yasam tarzi
hastaligidir (17).

4.4. Kanser Olusum Mekanizmalar

Dr. Michael Bishop ve Harold Varmus 1989'da, kanserin siradist ve yeni
genlerden degil, mevcut hiicresel genlerdeki mutasyondan kaynaklandigini
gostermistir (11). Kanserin olusumunda en biiylik role sahip olan 3 gen grubu
bulunmaktadir. Bunlar onkogenler, tiimor baskilayici genler ve DNA tamir genleridir
(10). Kansere neden olan her bir gen i¢in protoonkojen adi verilen ilgili bir hiicresel
gen vardir. Anormal sekilde boliinen tek bir hiicre, sonunda tiimér adi verilen bir kiitle
olusturur. Bir tiimdr 1yi huylu ve zararsiz olabilir. Yavas yavas genisleyen bir hiicre
kitlesinden olusan iyi huylu bir tiimordiir. Buna karsilik, bir malign neoplazma (malign
tiimor) progresif olarak istila eden ve gevreledigi dokuyu tahrip eden hizla biiyiiyen

hiicrelerin ¢ogalmasidir (11).

Karsinojenez olarak adlandirilan kanser gelisim siireci inisiyasyon (baslangig),
promosyon (artma) ve progresyon (ilerleme) olmak iizere ii¢ sathadan olusur.
Baslangi¢ safthasi, gen ekspresyonunu diizenleyen epigenom, kromozom ve DNA
hasari ile kendini gosterir. Inflamasyonla birlikte genomik olarak kararsiz hiicrelerin
biiyiidiigii goriiliir. [lerleme safhasinda ise hiicreler cogalirken, genomlarma daha fazla

zarar vererek kotli huylu timére doniisiir (18).

Normal hiicrede doniistiiriici mutasyonlar, hiicresel proliferasyonu ve
farklilagmay1 diizenleyen protoonkojenler, biiylimeyi baskilayan tiimdr baskilayici
genler, apoptoz i¢in tamir edilemeyen hasar gormiis hiicreleri hedefleyen veya hasarli
DNA'y1 tamir eden genlerde meydana gelir. Hiicresel biiylimeyi diizenleyen genlere

protoonkogenler, mutasyona ugramis formlar1 onkogenler olarak adlandirilir (19, 20).



Onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor siipresor gen inaktivasyonlari, hiicrenin
kontrolsiiz ¢ogalmasi, kontak inhibisyonun kaybolmasi, invazyon ve metastaz
yetenegi kazanmasi gibi malign Ozellikler kazanmasma yol acar (21). Timor
baskilayici genler, hiicre proliferasyonunu ve hayatta kalmasini inhibe eden normal
hiicresel genlerdir. Hiicre dongiisii ilerlemesini ve programlanmis hiicre
olimii/apoptozunu kontrol etmede siklikla yer alirlar (19). Cogalan tiimér hiicrelerinin
olusturdugu doku belli bir boyuta eristiginde kanser hiicrelerinden bazilar1 bu dokudan
ayrilir (ayrilma) ve doku icinde ilerlemeye (invazyon) baslar. Hiicre bir damara
rastladiginda bu damarm duvarini da eriterek damar i¢ine girer ve daha sonra damar
icindeki kanla birlikte viicutta dolagsmaya baglar. Damar i¢indeki yolculugu sirasinda
timor hiicreleri belli organlarda damar yiizeyine tutunurlar. Kanser hiicresi tutundugu
bolgede damar duvarini tekrar eritmeye baslar ve hedef dokuya yerleserek

¢ogalmasima devam eder (22).
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Sekil 4.4. Kanser olusumu ve yayilimi (22).



2000 yilinda Hanahan ve Weinberg tarafindan klasik kanser belirtileri
tanimlanmistir. Bunlar; biiylime sinyallerinin yoklugunda kontrolsiiz biiyiime,
cogalmaya kars1 sinyallere direng, apoptozdan kaginma, smirsiz replikasyon, yeni kan
damarlarinin gelisimi (anjiyogenez) ve ¢evre dokuya invazyon ve distal organlara
metastazdir (19, 23). Daha sonra 2011'de ortaya ¢ikan iki belirteg; enerji
metabolizmasini yeniden programlama, bagisiklik tahribatindan kaginma eklenerek

giincellenmistir (19, 24).

4.4.1. Kanser ve hiicre dongiisii degisiklikleri

Hiicre dongiisii, DNA sentezinin gergeklestigi S evresi, mitoz bdliinmenin
izlendigi M evresi ve bu iki temel siire¢ arasinda kalan gegici duraklama evreleri olan
G1 ve G2 evreleri olmak iizere 4 evrede gerceklesir. Ik asama Gap veya GO olarak
bilinir ve hiicrelerin biiyilk ¢ogunlugu bu evrededir (25). Bu asamada hiicre,
biiyiikliiglinde biyiir ve proteinler, niikleik asitler ve diger gerekli hiicresel yapi
bloklarini iiretir ve DNA replikasyonu i¢in hazirlar. S (sentez) asamasinda, DNA
replikasyonu, kromozom ¢iftlenmesi, RNA ve protein sentezi gergeklesir. Bu islem
bazen hatasiz yapilamadigi i¢in, genom ve bununla iliskili yapilarda gerekli onarimlar1
tanimlamak ve yapmak i¢in mekanizmalar baslatilir. Faz G, DNA'da son onarimlar1
saglar ve kromatin kromozomlara yogunlasir. Son faz, mitoz (M), son ayirma
isleminden Once (sitokinez) kromozomlarin her bir hiicreye uygun sekilde ayrilmasini
saglar. Hiicre daha sonra dongiisel olmayan bir asamaya (G) girer veya gerekirse,
dongiisel islemi bir kez daha baslatir. Bir dizi 6nemli diizenleyici protein, hiicrenin
hiicre dongiisii boyunca ilerlemesinden sorumludur; bu proteinler dongii islemini
koruyabilir veya engelleyebilir. Bu siirece katilan {i¢ ana protein grubu sikline bagimli

Kinazlar, siklinler ve sikline bagimli kinaz inhibitorleridir (26, 27).

Hiicre siklusunda G-S gegisinde, G-M gegisinde ve metafaz-anafaz gegisinde
kontrol noktalar1 vardir. Bu kontrol noktalarinda hiicrenin siklusa devam edip
etmeyecegi karar1 verilir (28). ik kisitlama noktas1, ddngiiniin G ve S fazlar1 arasinda

gerceklesir; Bu noktada, ¢evresel kosullar hiicre boliinmesi icin uygun degilse,
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hiicrenin boliinmesi gerekmiyorsa veya DNA hasar1 tespit edilirse, sikline bagimli

kinaz inhibitorleri araciligryla hiicre dongiisii durdurulur (29).

Hiicresel veya DNA hasar1 varliginda, sikline bagimli kinaz inhibitorlerileri
ayrica G'den M'ye olan ilerlemeyi de Onler (kisitlama noktasi 2). Hiicre dongiisii
sirasinda DNA hasarmin tanimlanmasi ayrica DNA onarimini veya hiicre 6limiini
indiikleyen p53 gen ailesini, tiimor baskilayici genleri aktive edebilir (26). Insan
kanserlerinin yarisindan fazlasinda pS3 mutasyonu bulunur (27). P53, DNA hasarini
algilayarak ve hiicre dongiisiinii durdurur. DNA hasar gérmiis ancak S fazinda hala

kopyalanmigsa, en sonunda bir protein mutasyonu seklinde kendini gosterir (16).

4.4.2. Kanser ve enerji metabolizmasi degisiklikleri

Kanserler anormal kanser hiicresi proliferasyonunu besleyen enerji
metabolizmasimi degistirir. Glikoz, hiicre fonksiyonlarmi, hiicre biiyiimesini ve hiicre
boliinmesini desteklemede ¢oklu hiicresel islemler i¢in 6nemli bir enerji substrati olan
adenosin trifosfat (ATP) tiretir. Hiicreler glikozu glikoz tastyicilart (GLUT) yoluyla
alir ve daha sonra glikolitik enzimlerle piruvatlamak i¢in metabolize edilir (30). Yeterli
oksijenli kosullarda, terminal olarak farklilagsmis hiicreler genellikle glikozu yiiksek
derecede diizenlenmis ii¢ enzimatik islem dizisi yoluyla metabolize eder: glikoliz,
trikarboksilik asit (TCA) dongiisii ve elektron tasima zinciri (ETC) (31). Kanserde ise
bu dongii su sekilde gergeklesir: Glikoz GLUT'lar araciligiyla alinir ve piruvat i¢in
metabolize edilir. Laktat dehidrojenaz (LDH) ile laktata doniistiiriiliir. Laktat, plazma
membran monokarboksilat tasiyicilar1 yoluyla hiicre digi bosluga tasmir. Kanser

hiicreleri bu son yola daha fazla bagimlilik duymaktadir (30).

Otto Warburg ve meslektaglar1 1924'te neoplastik hiicrelerin biiyiik miktarda
glikoz tiikettigi ve onu laktata fermente ettigini gozlemlemistir (31). Caligmalar,
lenfositler gibi ¢ogalan hiicrelerde, glikozun % 90'mm laktata donistiirtildiigiini

gostermistir. Kanser hiicrelerinin, laktat tiretmek amaciyla glikolitik hale gelebilir.
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Lokal laktik asidozun, matris bozulmasinin kolaylagtirilmast ve metastatik
potansiyelin arttirilmas1 dahil olmak {izere bircok mekanizma yoluyla tiimor

ilerlemesine katkida bulundugu gosterilmistir (30).

4.5. Kanserin Tedavisi

1970'lerin basinda, ultrason (sonografi), bilgisayarli tomografi (BT taramalari),
manyetik rezonans goriintiileme (MRI taramalar1) ve pozitron emisyon tomografisinde
(PET taramalar1) kaydedilen ilerlemeler sayesinde giiniimiizde kanserin erken teshisi
yapilir (32). Kanser tedavisinde farkli birgok tedavi yontemleri kullanilir: cerrahi,
radyoterapi, kemoterapi-hormon tedavisi ve immunoterapi, sinyal ileti sistemi
inhibitorleri, gen tedavisi ve anjiyogenez inhibitorleri olarak sayilabilir. Bu tedaviler

tek basina veya birlikte kullanilir (10, 33).

4.5.1. Radyoterapi

Radyoterapi, kanserli hiicreleri iyonizan 1sinlar kullanarak 6ldiirmeye dayanan
bir tedavi yontemidir. Radyasyon terapisinde genelde cerrahi islem Oncesi
uygulanarak tiimoriin -~ kiiglilmesi  hedeflenir.  Ancak RT’nin  en biyiik
dezavantajlarmdan birisi zararl hiicreleri 61diiriirken saglikli olanlar1 da 6ldiirmesidir

(10, 32).

4.5.2. Kemoterapi

Kemoterapinin (KT) asil amaci kanser hiicrelerini kemoterapotik ajanlar
kullanarak oldiirmek olup, sitotoksik anti-neoplastik ajanlar bu tip tedavide sik
kullanilmaktadir. Kemoterapi, radyoterapide de oldugu gibi cerrahi girisim dncesinde
timoriin boyutunu kiigliltmek {izere neoadjuvan tedavi seklinde veya tek basma

uygulanabilir. KT uygulamalar1 esnasinda verilen ilaglar alkilleyici ajanlar,
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kortikosteroidler, anti metabolitler, anti tiimdr antibiyotikler, mitotik inhibitdrler ve

topoizomeraz inhibitorlerdir (10, 32, 33).

4.5.3. Cerrahi Yontemler

Cerrahi radyoterapi ve/veya kemoterapi ile birlikte kullanilabildigi gibi, tek
basma da c¢ok siklikla kullanilan yaygm bir yontemdir. Gelisen kanserlerin
engellenmesinde profilaktik olarak, dokudan bir parca alip (biyopsi) tan1 konmasinda
ve Mmetastaz veya yayilim olmayan durumlarda kanserli dokunun/kitlenin viicuttan
cikarilmasida c¢ok siklikla kullanilmaktadir. Diger dokulara hasar vermeden kitleyi
¢ikarmanm miimkiin olmadigi durumlarda cerrah kitlenin bir pargasini ¢ikartarak
isleme devam etmeden 6nce kemoterapi veya radyoterapi ile kitlenin kiiciiltiilmesini
tercin edilmektedir. Cerrahi islem son olarak hasarli dokunun/bdlgenin

restorasyonunda ve rekonstriiksiyonunda da kullanilabilir (10, 32).

4.6. Oksidan ve Antioksidan Sistemler

4.6.1. Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri

Serbest radikaller dis orbitallerinde ortaklanmamuis elektron bulunduran atom,
atom gruplar1 ve molekiillerdir; dmiirleri ¢ok kisadir ve kararsiz bir yap1 gosterirler.
Bu tanecikler, etrafindaki molekiiller ile etkilesime girerek kararli hale ulasmak isterler
(34). Reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif oksijenden elektronlarin transferini igeren
ve buna katilan molekiiller olarak tanimlanir. Fizyolojik 6nemi olan 3 ana ROT;

stiperoksit anyonu (O»-), Hidroksil radikali (OH) ve hidrojen peroksittir (H202) (35).
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Tablo 4.6.1. Reaktif oksijen tiirlerinin eksojen ve endojen kaynaklar1 (34, 35).

Eksojen Oksidan Kaynaklar Endojen Oksidan Kaynaklarn

UV 1sinlari, radyasyon Radikal Olanlar Radikal Olmayanlar
Sigara tiiketimi Hidroksil HO. Hidrojen peroksit H202

Hiperoksi Peroksil ROO. Singlet oksijen *02

Hava Kirleticiler (asbest, ozon vb.) Stiperoksit O2.- Ozon O3

Agir metal iyonlari Nitrik oksit NO. Hipoklorit asit HOCI
Azot dioksit NO2. Lipit hidroperoksit LOOH

Peroksinitrit ONOO

Siiperoksit (O27) : Aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir elektron alarak
indirgenmesi sonucunda olusurlar. O, orta derecede reaktiftir ancak kisa dmiirliidiir
(36). Hiicrede demiri serbest birakmak i¢in demir-kiikiirt (Fe-S) kiimelerini hedef alir.
O2 ayrica nitrik oksit (NO) ile reaksiyon yoluyla peroksinitrit (ONOO—) olusturabilir.
ONOO-, amino asitlerin oksidasyonuna veya nitrasyonuna neden olmak ig¢in
proteinlerle, ¢ift zincirli kopmalari, DNA ve lipit peroksidasyonunu inditklemek i¢in

lipitlerle reaksiyona girer (37).

Hidrojen peroksit (H20>) : iki elektronun oksijene transferi ile direk olarak hidrojen
peroksit olusturulur. Fe?* veya diger gecis metallerinin (Fenton reaksiyonu) ve
stiperoksit radikalinin (O2") varlhiginda (Haber-Weiss reaksiyonu) en giiclii radikal olan
hidroksil radikalini (OH¢) olusturur. H2O en kararli oksidanlardan biridir (36). Protein
oksidasyonundan sorumlu birincil ROT'dur. Diisiik seviyelerde (1-10 nM) oksidasyon
redoks sinyali yoluyla sinyalizasyonda 6nemli bir rol oynarken, daha yiiksek seviyeler

(N100 nM) oksidatif strese neden olur (37).

Hidroksil Radikali (OH¢) : OH, H2O.'den olusur ve tiim ROT'un en reaktifidir. OHe,
H»0- Fenton reaksiyonunda demir (Fe?") ile reaksiyona girdiginde olusur. O2~ ayrica

Fe*'i Fe?" ya azaltarak OH olusumuna katkida bulunur (37).
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4.6.1.1. Total oksidan seviyesi

Total oksidan seviyesi (TOS) genellikle viicudun genel oksidasyon durumunu

tahmin etmek i¢in kullanilir (4).

4.6.2. Antioksidan

Antioksidanlar, serbest radikallerin ve oksidanlarin etkisini inhibe eden,

azaltan, geciktiren veya tamamen temizleyen ve viicudu oksidatif hasardan koruyan

molekiillerdir. Antioksidan savunma, tiirleri ve konsantrasyonlar1 degismekle birlikte,

hem bitkilerin hem de hayvanlarin hiicreleri ve dokular1 iginde bulunan evrensel bir

mekanizmadir (38). Viicutta ROT ve RNT diizeyi dogru oranda tutulmalidir. Bu

nedenle, serbest radikal toksisitesini azaltmak i¢in antioksidan sistem devreye girer.

Antioksidan savunma sistemi kapasitesinin agilmasi ve siiperoksit radikalinin ortamda

asirt bulunmasi, ROT olusmasiyla sonuglanir (34). Antioksidanlar, oksidasyon

reaksiyonunu geciktirme veya serbest radikallerin gelisimini engelleme veya serbest

radikaller/oksidanlar tireten otoksidasyon zincir reaksiyonunun olusumunu bozma

yetenegine sahiptir (38). Endojen (antioksidan enzimler vb.) ve Ekzojen (vitaminler

vb.) olmak tizere iki grupta siniflandirilir (36).

Tablo 4.6.2. Antioksidanlarin endojen ve eksojen olarak ayrimi (35, 36).

Endojen Antioksidanlar

Ekzojen Antioksidanlar

Enzim Olanlar
Superoksit Dismutaz (SOD)
Katalaz (CAT)

Glutatyon Peroksidaz (GPx)
Glutatyon Rediiktaz (GRX)

Enzim Olmayanlar
a-tokoferol, 3-karoten,
Askorbik asit, Glutatyon,
Sistein, Hemoglobin,
Ferritin, Albiimin,
Melatonin, Laktoferrin,
Ferritin, Miyoglobin, Urat,

Seruloplazmin, Bilirubin

Ksantin oksidaz inhibitérleri

NADPH oksidaz inhibitorleri

Rekombinant siiperoksit dismutaz
Mannitol

Albiimin

Seruloplazmin

Desferrioksiamin
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4.6.2.1. Enzimatik antioksidanlar

Superoksit Dismutaz : En etkili hiicre i¢i enzimatik antioksidanlardan biri siiperoksit
dismutazdir (SOD). SOD, O2nin O.'ye ve daha az reaktif H2O: tiirlerine olan
dismutasyonunu katalize eden antioksidan enzimdir (39). SOD'lar sitozol ve
mitokondride bulunur ve multimerik metalloenzimlerin ailesine aittir. Insanlarda ii¢
SOD formu vardir: sitosolik Cu, Zn-SOD, mitokondriyal Mn-SOD ve hiicre dis1 SOD
(38,39).

Katalaz : H202nin H,O ve O.'ye dekompozisyonunu Kkatalize eder. H2O:
konsantrasyonu yiiksekse, katalitik olarak etki eder, yani H2O ve O; olusturarak
H20.'yi uzaklastirir. Bununla birlikte, diisiik bir H2O» konsantrasyonunda ve uygun bir
hidrojen dondrii, 6rnegin etanol, metanol, fenol ve digerleri varliginda, peroksit olarak

etki eder, H20,'yi ¢ikarir, ancak substratini oksitler (38).

Glutatyon Peroksidaz : Glutatyon peroksidaz (GPx), selenyum bagimli ve
selenyumdan bagimsiz iki bi¢imde smiflandirilabilir. Hem sitosol hem de
mitokondride bulunurlar. GPx, bir kofaktor olarak GSH kullanarak organik ve
inorganik H2O2'nin H2O ve karsilik gelen alkollerin indirgenmesini katalize eder.

Oksidatif strese kars1 ikinci bir savunma hatti saglarlar (38).

Glutatyon rediiktaz (GR): Glutatyon peroksidaz tarafindan hidrojen peroksit ve
diger lipit peroksitlerin yiikseltgenmesi sirasinda glutatyon, okside glutatyona
dontismektedir (40).
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4.6.2.2. Non-enzimatik antioksidanlar

Askorbik asit (C Vitamini) : Cok giiclii bir serbest radikal temizleyicisidir ve diisiik
yogunluklu lipoproteinin (LDL) biitlinliiglinii korur ve ayrica hiicre zarlarindaki E
vitamini seviyesini korur. DNA, lipitler ve proteinler gibi makromolekiillerin reaktif
oksijen ve azot tiirlerini atarak oksidatif hasar gormesini onler. Askorbik asit esas
olarak ONOO—, NO ve HOCI'i temizler, fakat ayn1 zamanda Oz, ‘OH ve O'yi

sondiiriir ve askorbat peroksidaz reaksiyonu ile H2O> ila H2O'yu azaltir (38).

a-Tokoferol (E Vitamini) : E vitamini, lipit peroksidasyonu sirasinda iiretilen
peroksil radikaline elektron verir. E vitamini, kanser hiicrelerinin apoptozunu tetikler

ve serbest radikal olusumlarini inhibe eder (35).

B-karoten : Monaghan ve Schmitt (1932) ilk olarak B-karoten'i yagda ¢6ziinen bir A
vitamini olarak tanimladilar. Bu antioksidan, lipitleri zemine kars1 korur ve en etkili

tekli oksijen radikal temizleyicisi olarak bilinir (38).

Glutatyon : Tim hiicre bolmelerinde bol miktarda bulunur ve baslica ¢oziiniir
antioksidandir. H20. ve lipit peroksitleri detoksiye eder. Glutatyon peroksidaz ve
transferaz gibi ¢esitli detoksifiye edici enzimler i¢in bir kofaktordiir. C ve E vitamini
aktif formlarina doniistiirmede rol oynar. Proapoptotik ve antiapoptotik sinyal

yollariyla etkileserek hiicreleri apoptoza karsit korur (35).

Bilirubin : Yiiksek serum diizeylerinde toksik bir bilesiktir. Oksidatif stresle
tetiklenen bilirubinin hizl1 ve uzun siireli oksidanlara bagl hiicre yikiminda fizyolojik

koruyucu olarak rol oynamaktadir (38).

Albiimin: Bakir ve hem grubunu baglayarak HOCI’u ortamdan temizler (36).
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Seruloplazmin: Bakir iyonlarin1 baglar, H202’1 kullanarak bakirin reoksidasyonunu
saglar (36).

Transferrin ve Laktoferrin : Ferrik haldeki demir iyonlarini (Fe®*) baglar (36).

Urik asit : Plazmanin antioksidan yeteneginin yaklasik yarisini olusturur. Aslinda,
iirik asit insan evriminde askorbat yerine gegebilir. Bununla birlikte, askorbat gibi, tirik

asit de aktif oksijen tiirlerinin tiretimine aracilik edebilir (41).

4.6.2.3. Total antioksidan seviyesi

TAS, biyolojik bir numunede bulunan herhangi bir antioksidanin antioksidan
kapasitesini Olcer. Cok sayida hastaligin teshisi, prognozu ve dnlenmesi i¢in giivenilir
bir biyobelirteg olarak kullanilabilir (42). Reaktif oksijen ve azot tiirleri DNA
hasarmdan ve sonugta kansere neden olan diger hiicresel degisikliklerden sorumludur.
Hem endojen hem de diyet antioksidanlari, hiicresel mikro-¢evreyi bu oksidatif
hasarlardan korur ve boylece kanseri 6nler. Diisiikk serum TAS'nin ¢esitli kanserlerle

giiclii bir iliskisi oldugu bildirilmistir (43).

4.7. Oksidatif Stres ve Kanser

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif azot tiirleri (RNT) olan serbest
radikaller siirekli olarak biyolojik sistemler tarafindan iretilir. Biyolojik sistemlerde
serbest radikaller ile bunlara kars: siipiiriicli etkiye sahip antioksidanlar arasindaki
dengenin bozulmasi oksidatif stres olarak tanimlanir (36). Bu dengesizlik 6nemli
biyomolekiillerin ve hiicrelerin hasar gérmesine ve tiim organizma tizerinde potansiyel

etkiye neden olur (44). Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri (ROT) yagam
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icin gereklidir, ¢iinkii hiicre sinyallesmesine katilirlar ve fagositler tarafindan
bakteriyosidal etkileri i¢in kullanilirlar. Buna ek olarak, elektron tasinmasi ve oksidatif
fosforilasyonun birlesmesiyle ATP iiretme siirecinde oksijen tiiketen mitokondriyal
solunumun bir sonucu olarak tiim aerobik solunum yapan organizmalarda ROT
iretilir. ROT un gereksiz tiretimi, yani oksidatif stres, ilaglar ve ¢cevresel toksinler gibi
ekzojen faktorlerle de indiiklenebilir (45). Oksidatif stres, kanser de dahil olmak {izere
kronik hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir faktordiir. Genetik materyallere, lipitlere
ve proteinlere oksidatif hasar verebilir ve daha fazla kanserojenez ve tiimor ilerlemesi
yapabilirler. Artan oksidatif stres, sinyal molekiillerinin modiilasyonu, antioksidan
enzimlerin ve enzim dig1 enzimlerin Uretimi, hiicre biliylimesi ve kanser gibi kronik
hastaliklarin insidansinda onemli rol oynayan kronik inflamasyon yoluyla cesitli

hiicresel siireglerin diizensizligine neden olur (44).

Aerobik solunum, okaryotik hiicrelerin mitokondrisinde enerji iiretir ve bu
metabolizmanin bir sonucu olarak, birkac¢ bilesik iiretilir. Bu bilesiklerin ¢ogu
faydalidir; bununla birlikte, konsantrasyonlar1 artarsa bunlarin % 5'inden daha azi
hiicre i¢in toksik olabilir (46). Oksijen mitokondride, elektron transport zinciri
tepkimeleri sonucu suya doniisiir. Bu metabolik siiregte, mitokondride oksijenin %2-3
kadar1 suya dontismeyip, oksijen kaynakli radikallerin olusumuna kaynak olusturur.
Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile siiperoksit radikali (O2.), iki elektron
alarak indirgenmesi ile hidrojen peroksit (H202) olusur. Ugiincii elektronun eklenmesi
ile yiiksek derecede reaktif hidroksil radikali (OH.) ve dérdiincii elektronun eklenmesi
ile su (H20) olusur. Biyolojik sistemlerde olusan reaktif azot tiirlerinin (RNT) en
onemlisi NO’dur. NO’nun viicuttaki ROT lar ile tepkime vererek gii¢lii bir oksidan
olan peroksinitrit (ONOO-) olusturdugu ve bunun da ilerleyen tepkimelerle OH
radikali olusturur (34).

Metabolik olarak aktif olan kanser hiicreleri, kontrolsiiz hiicre bilyiimesini ve
proliferasyonunu korumak i¢in yiliksek bir ATP kaynagi gerektirir. Mitokondriyal
solunum zincirindeki bu yiiksek enerji talebi, ROT iretiminin artmasina katkida
bulunur (47).
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Sekil 4.7.1. Reaktif oksijen radikalleri ve oksijenden radikal olusumu (34).

ROT'un hiicreye verebilecegi hasar sadece hiicre i¢i konsantrasyonlarina degil,
ayni zamanda ROT ve antioksidan tiirler arasindaki dengeye de baghdir. Bu reaktif
tiirler DNA'da ¢entiklere ve DNA onarim mekanizmasinda arizalara neden olur. Bu
reaktif tiirler tarafindan DNA oksidasyonu, yaslanma ve karsinogenezi arttiran bir
islemde DNA'da mutasyonlar iiretebilen bir iiriin olan 8 hidroksi-2-deoksiguanozin
iiretir. Ayrica, hiicre zar1 reaktif tiirler tarafindan oksidasyona duyarli ¢coklu doymamis
lipitler bakimindan zengindir. Reaktif tiirler lipit peroksidasyon reaksiyonlarini serbest
birakir ve sonug olarak hiicre zarinin gegirgenligini arttirir, bu da hiicre 6liimiine yol

acabilir (36, 46, 47).

ROT maruziyetine bagli olarak normal hiicrelerin habis hiicrelere doniisiimii
Sekil 4.7.2'de gosterilmektedir Normal olarak tiim hiicrelerde diisiik seviyeli ROT
stresi gozlenir. ROT stresi DNA hasarina neden olabilir ve bu hasar normalde
cekirdekte bulunan 6zel DNA onarim enzimleri yardimiyla sabitlenir. Bununla
birlikte, onarim islemi verimli degilse, bu islem malign durumun baslamasina neden
olabilir. Bu asamada, daha fazla ROT stresine maruz kalan hiicreler ya apoptoz gegirir
ya da bazi durumlarda hiicreler ¢ogalmaya baslar ve bu nedenle geri doniisiimsiiz

olarak kanser hiicrelerine doniisiir (48).
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Sekil 4.7.2. Reaktif oksijen tiirlerinin zamana gore artis miktarinin kanser hiicresi olusumuna

etkileri (48).

Oksidatif stres ve inflamasyon yakindan iliskili patofizyolojik siireglerdir ve
her iki siire¢ de bir¢ok patolojik durumda ayni anda bulunur. Inflamatuar siirec
sirasinda, noétrofiller ve makrofajlar gibi aktiflestirilmis fagositik hiicreler, istilact
ajanlar1 oldiirmek i¢in biiyiik miktarlarda ROT, RNT, vb. fretirler. Patolojik
enflamatuar kosullar altinda, abartili reaktif tiirlerin iiretimi olabilir ve bu reaktif
tiirlerin bazilar1 fagositik hiicrelerden yayilir ve boylece lokal oksidatif stres ve doku
hasarma neden olabilir. Bununla birlikte, reaktif tiirlerin profesyonel fagositik hiicreler
tarafindan dogrudan firetilmesinin yani sira, fagositik olmayan hiicreler de pro-

enflamatuar sitokinlere yanit olarak reaktif tiirler tiretebilir (38).

Kanser hiicrelerindeki oksidatif stres, hiicresel proliferasyonun uyarilmasi,
mutasyonlarin ve genetik instabilitenin tesvik edilmesi ve antikanser ajanlara hiicresel
duyarliliktaki degisiklikler gibi dnemli sonucglara sahip olabilir. Kanser hiicreleri
artmis oksidatif stres altinda oldugundan, bu da malign hiicreleri 6ldiirmek i¢in bir

firsat saglayabilir (47). Bazi kemoterapotik ajanlarin ve radyasyon terapisinin, kanser
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tedavisi sirasinda hastalarda ROT ve serbest radikal iireterek hiicresel 6liime neden

oldugu bilinmektedir (47, 49).

Kanser kemoterapisi sirasinda antineoplastik ajanlarin uygulanmasi, kanserin
kendisinin indiiklediginden ¢ok daha fazla oksidatif stres ile sonuglanir. Bu,
kemoterapi sirasinda tiim antineoplastik ilaglarla ortaya ¢ikan lipit peroksidasyon
drlinlerinin yiikselmesi, kan plazmasinin toplam radikal yakalama kapasitesinin
azaltilmasi, E vitamini, C vitamini ve [-karoten gibi antioksidanlarin plazma
seviyelerinde belirgin azalma ve glutatyon seviyelerinin dokuda belirgin azalmasinin

sonucudur (45).

4.8. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO) viicutta bir sinyal molekiilii gérevi goren kisa Omiirli,
endojen olarak iiretilmis bir gazdir (50). NO bir serbest radikal oldugu i¢in, biyolojik
sistemler icinde diger serbest radikaller, molekiiler oksijen ve agir metallerle
reaksiyona giren oldukga reaktif bir molekiildiir (51). Paylasilmamis elektron igerigi
nedeniyle ¢ok reaktif, fakat diger radikal tiirlerle kiyaslandiginda NO’in reaktivitesi
son derece diisiiktiir. Biyolojik molekiillerle baslica 6nemli tepkimeleri, kendiliginden
oksidasyonu sirasinda olusan reaktif nitrojen oksit tiirleri araciligiyla gergeklesir.
Nitrojen oksit tiirleri reaktif ve kisa Omiirlii iken; nitrit ve nitrat gibi tiirleri ise NO

oksidasyonunun stabil son tiriiniidiir (52).

NO molekiilii ¢ok yonlii, cesitli biyolojik fonksiyonlarin regiilasyonunda
haberci molekiil olup biyokimyasal olarak olduk¢a ©Oneme sahiptir. NO sinir
sisteminde norotransmiter 0zeliktedir. Damar diiz kaslarmin gevsemesine etkilidir.
Damar gegirgenliginin kontroliinde, immiin sistemin fonksiyonlarinda, bagirsak ve

bobrekte tuz ve su emiliminde regiilatdor fonksiyonlar1 gérevini yapar. Hiicreleri
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sitotoksit etkilere karsi korur. Tokoferol ve askorbik asite benzer antioksidan 6zellige
sahiptir (52).

Ote yandan, asir1 ve diizensiz NO sentezi, kanser de dahil olmak iizere
patofizyolojik kosullara katkida bulunmus olarak gosterilmistir. Bir¢ok farkli klinik
numunede Ol¢lilebilen konsantrasyonlarda, NO tiiméor biiyiimesini ve proliferasyonunu
tesvik ediyor gibi goriinmektedir. Bunun aksine, NO'in tiimor 6ldiiriicli etkilere sahip
oldugu da séylenir, antitimor 6zellikleri i¢in ¢esitli dogrudan ve dolayli mekanizmalar
gosterilmistir. Ayn1 zamanda, NO'in tiimor 6ldiirticti 6zellikleri terapdtik amaglar i¢in

arastirilmaktadir. NO tek basma veya diger sitotoksik ajanlarla birlikte kullanilir (50).
4.8.1. NO'nun biyolojik ve fizyolojik yonleri

Nitrik oksit, L-argininden sitrulin olusumu sirasinda, L-argininin guanidin
nitrojen grubunun hidroksilasyonu ile olusan ara triindiir (53). Bu tepkimede
tetrahidrobiyopterin (BH4), flavin adenin diniikleotid (FAD), flavin mononiikleotid
(FMN) ve Hem (demir protoporfirin 9) kofaktor olarak yer alir (54). Reaksiyon bir
dizi nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan katalize edilir (53). L-arjininden,
indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) ve oksijenin katkisiyla
L-sitriilin ve nikotinamid adenin diniik leotid fosfat (NADP) olusur iken, bu doniisiim

sirasinda NO agiga ¢ikar (Sekil 4.8.1.1.) (54).
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Sekil 4.8.1.1. Argininden NO sentezi (55).
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NOS enzimleri dogada dimeriktir ve her monomerde iki ayr1 katalitik alan, N-
terminal oksijenaz alan1 ve C-terminal rediiktaz alan1 bulunur. N-terminaline baglanan
substratlar Heme-5,6,7,8-tetrahidrobiyopterin (BH4), L-arginin ve oksijendir. C-
terminaline baglanan substratlar NADPH, flavin mononiikleotit ve flavin adenin
diniikleotididir (56). NO sentezi islemi iki asamada gergeklesir: (i) L-argininin, NOS
ile NGD-hidroksi-L-arginine hidroksilasyonu (ii) NGD-hidroksi-L-argininin, L-sitrulin
ve NO'ya oksidasyonu (56, 57).

Memeli hiicrelerinde, farkli NOS izoformlarin1 — NOS 1, NOS 2 ve NOS 3-
kodlayan ti¢ gen bulunur. nNOS, NOS 1; eNOS, NOS 3; ve iINOS, NOS 2 ile ifade
edilir (56). Nitrik oksit sentaz enzimleri, yapisal nitrik oksit sentaz ve indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) olmak {izere iki ana gruba ayrilir. Noronlarda bulunan,
noronal nitrik oksit sentaz (nNOS), endotel hiicrelerinde bulunan endotelyal nitrik
oksit sentaz (eNOS) adimi alir (53). Yapisal NOS enzimleri aktiviteleri igin doku
kalsiyum konsantrasyonundaki artisa bagimlidirlar ve bu nedenle diisiik, gegici, kisa
stireli nanomolar konsantrasyonlarda NO iiretirler. Buna karsilik, iNOS kalsiyumdan
bagimsiz bir izoformdur ve bu yiizden mikromolar konsantrasyonlara ulasan, giinler

veya haftalarca siiren siirekli NO {iretir (50, 56, 58).

Membranla iliskili tek izoform olan NOS 3, endotelyal hiicrelerde, kardiyak
miyositlerde ve hipokampal piramidal hiicrelerde yapisal olarak eksprese edilir ve
trombosit agregasyonunun baskilanmasi, vaskiiler tonunun korunmasi, diiz kas hiicresi
proliferasyonunun engellenmesi ve anjiyogenezin baslatilmasinda rol oynar. Yapisal
olarak noronlar, iskelet kas1 ve akciger epitelinde eksprese edilen NOS 1, vaskiiler ve
vaskiiler olmayan diiz kasin gevsemesinden sorumludur ve bir ndrotransmitter olarak
islev goriir. NOS 1, iskelet kas1 kasilmasina dogrudan katilir ve kasilma aktivitesi

sirasinda biiyiik miktarda NO iiretmekten sorumludur (55).

NOS2 / INOS, makrofajlar, dendritik hiicreler, fibroblastlar, kondrositler,

osteoklastlar, astrositler, epitel hiicreleri ve ¢esitli kanser hiicreleri dahil olmak {izere
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cesitli hiicre tiplerinde bulunur. NOS 2, sitokinler (Timor Nekroz Faktor (TNF),
Interlokin-1 (IL-1), Interferon y (IFN ) vs.), Niikleer Faktér Kappa B (NF-kB),
Tirozin Kinaz ve/veya lipopolisakkaritler gibi mikrobiyal ajanlar tarafindan
indiiksiyon yoluyla uyarilir ve yukari regiile edilir ve patojenlere karsi konakgi
savunmasi i¢in uzun sire devam eden biiyilk miktarlarda NO {iretilmesinden
sorumludur. NOS 2'nin diizenlenmesi baskin olarak mRNA ve proteinin sentezi ve

stabilitesi seviyesinde gergeklesir (55).

NOS 1 ve NOS 3'in aksine, NOS 2'nin indiiksiyonu siirekli NO {iretimi ile
sonuclanir. Neredeyse tiim ¢ekirdekli memeli hiicrelerinde immiinolojik uyaranlarla
uyarilabilir. Bir kere uyarildiktan sonra, enzim birkag saat, hatta giinlerce daha yiiksek
NO konsantrasyonlar1 liretmeye devam eder. NOS 2'nin 6nemli bir diizenleyicisi,
yiikselmis hiicresel NO'1 algilayan ve NOS 2'yi negatif bir feedback dongiisii ile inhibe

eden tiimor baskilayici gen p53'tiir. Bu iliskinin kanserde dnemli etkileri vardir (50).

Her ii¢ tip enzim tarafindan sentezlenen NO, yagda eriyen bir molekiil
oldugundan kolayca hiicre zarlarin1 gecer ve hedef hiicreleri etkiler (59). NO
tarafindan uyarilan en 6nemli fizyolojik sinyal yolu, ¢Oziinebilir guanilil siklazin
aktivasyonu ve c-GMP olusumudur (57). NO, viicutta iki ana etki mekanizmasiyla
bircok cesitli fizyolojik siirece aracilik eder: i) cGMP'ye bagimli yol, NO'nun biyolojik
islevlerinin ¢ogunu uyguladig1 ana yoldur. Bu yolda NO, ¢oziiniir enzim guanilat
siklazin (sGC) hem kismina baglanir, bu da GTP'den ikinci haberci cGMP'nin
iretilmesine yol agar. Bu da cGMP'ye bagimli protein kinazlarmm, cGMP ile
diizenlenen fosfodiesterazlarin ve siklik-niikleotid geg¢itli iyon kanallarinin
aktivasyonuna yol acar; bunlar, vazodilatasyon, norotransmisyon, trombosit
agregasyonunun inhibisyonu dahil NO ve diiz kas gevsemesi. i1) cGMP'den bagimsiz
yol NO'in molekiiler Oz, siiperoksit (O2") tiyolleri ve ¢inko gibi geg¢is metalleri ile

reaksiyonu sonucu olusur (60).
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NO en dig yoriingesindeki eslenmemis elektronu verirse oksidasyon
reaksiyonlarma katilir veya antioksidan 6zelliklerine yol acan diger reaktif tiirlerden
elektronlar1 kabul eder (60). Normal fizyolojik kosullar altinda hiicreler, anti-
enflamatuar etkilerin ve bunun antioksidan 6zelliklerinin diizenlenmesine katkida

bulunan kii¢iik ancak 6nemli miktarda NO {iretir (50).
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Sekil 4.8.1.2. NOS enzimlerinin sinyal yollar1 (55).

Stiperoksit radikalin (O2 ) yiiksek derisimlerde bulundugu oksidatif stres
durumunda, NO’in Oz ile etkilesimi sonucu gii¢lii radikallerin sentezi yoluyla NO’in
ortadan kaldirilmasi s6z konusudur. NO'in Oz veya O ile etkilesimi RNT olusmasima
neden olur (61). O2- ve NO, giiclii sitotoksik oksidanlar1 peroksinitrit (ONOO-) ve
bunun konjugat asidi ONOOH'"yi iiretmek i¢in hizli bir sekilde etkilesime girebilir
(57). NO’nun biyoetkinligini azaltan bu yol nitrozatif stres olarak adlandirilmaktadir.
RNT, dinitrojen trioksit (N203) ve peroksinitrit (ONOO-), iki tiir kimyasal strese neden
olabilir. Hem nitrozatif hem de oksidatiftir. N2Os, potansiyel olarak kanserojen
nitrozaminler ve nitrosotiol tlirevlerini elde etmek icin ¢esitli biyolojik hedefleri N- ve

S- nitrozatlagtirdig1 gosterilmis giiclii bir nitrozlama maddesidir. N-nitrozasyonun,
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kronik inflamasyon ve malign transformasyon arasindaki bilinen iliskide 6nemli
etkileri olabilir (50). NO, peroksinitrit (ONOO-) ve N20s iiretimi yoluyla DNA

hasarina neden olabilir (51).

NO'nun enerji metabolizmasi iizerinde biiyiik etkisi vardir. NO, kan akigini
arttirarak ~ enerji  substratlarim1  arttirir,  hiicrelerin - ve  dokularm  oksijen
kullanilabilirligini artirir. NO ayrica enzim aktivitelerini modiile eden veya metabolik
yollardaki ara maddeleri isaret eden dogrudan veya dolayli NO eylemlerinin aracilik

ettigi hiicresel biyoenerjetigi de degistirir (62).

4.8.2. Nitrik oksit ve kanser tizerindeki etkileri

NO'nun ¢ok asamali kanser modelinde iki etkisi oldugu rapor edilmistir. NO,
anjiyogenez, apoptoz, hiicre dongiisii, invazyon ve metastaz dahil olmak tizere kansere
baglh farkli olaylar1 modiile eder. Tiimor tesvik edici etkilerin aksine, NO'in timor
oldiiriicii etkilere sahip oldugu da bildirilmistir (50). NO yiiksek derisimlerde anti-
neoblastik bir etki ile dikkati ¢ekerken, diisiik derisimlerde pro-anjiogenik ve pro-
kanserdz etkiler agir basmaktadir. Yiiksek NO diizeylerinin apoptoza neden oldugu,

diistik NO diizeylerinin ise hiicreleri apoptozdan korudugu iddia edilmektedir (59).

Spesifik hiicresel yanitlar1 ortaya ¢ikarmak i¢in gereken NO seviyeleri, NO'in
timor biyolojisi Ulzerindeki gozlenen bifazik etkisi ile iligkilidir; diisik NO
konsantrasyonlar1 tiimdr proliferasyonunu uyarrr ve yiikksek NO seviyeleri timor
oldiiriicti aktiviteyi ortaya ¢ikarir. Diisiik ile orta seviyelerde NO (300 nM), cGMP
sinyali, mTOR aktivasyonu, Akt'in fosforilasyonu ve HIF-la'nin stabilizasyonu
yoluyla tiimor proliferasyonu, migrasyonu, ve anjiyogenez hiicre ¢ogalmasina ve
koruyucu yanitlara aracilik eder. 300 nM seviyesinde NO'nun, tiimor baskilayici
protein fosfataz 2A aktivitesinin baskilanmasina ve/veya onkojenik aktivasyona yol
agan nitrozasyon mekanizmalari c-Myc, Akt, B-katenin ve Ets-1 dahil sinyal yollan ile

epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR), Src kinazi ve Ras't aktive ettigi
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bulunmustur. NO seviyeleri 300 nM'nin iizerine ¢iktik¢a, bir tiimor baskilayict olan
pS3'in artan fosforilasyonu gozlenir, bu da sitostatik ve/veya apoptotik bir yanit
beklendigini gosterir. Bu gézlem, yiikksek NO diizeylerinin tiimorisidal etkileri ile
iligkilidir. DNA sentezlerinin baskilanmasi, demir homeostazinin bozulmasi,
mitokondriyal solunumun inhibisyonu, MAP kinaz fosfataz-1'in (MKP-1)
aktivasyonunun aracilik ettigi artmis ekspresyon ve aktivitesi ile ERK ve Akt'in
inaktivasyonu ve protein kinaz R'nin aktivasyonunun aracilik ettigi protein sentezinin
azalmas1 ve intrinsik apoptotik sinyalin aktivasyonu, yiiksek NO diizeylerinin tiimor
oldiiriicii etkilerine de baglanmstir (61,62). Kisaca, diisitk NO (<100 nM) seviyeleri,
proliferasyonu ve anjiyogenezi arttirir. Orta diizey NO (100-500 nM), invazivligi,
Metastazi arttirir ve apoptozu baskilar. Yiiksek NO (> 500 nM) seviyeleri DNA

hasarmi, oksidatif / nitrosatif stresi, sitotoksisiteyi ve apoptozu tesvik eder (58).

Diisiik NO Konsantrasyonu Yiiksek NO Konsantrasyonu

M DMA hasan

o An'imgﬂne:
M Metastaz

A Sitotoksik

M invazivlik

4 Apoptoz

¢ Apoptoz

Anti-tiimor Etkisi
Hiicre Oliimii

Pro-tiimdr Etkisi

Sekil 4.8.2. NO konsantrasyonunun pro-tiimdor ve anti-timor etkileri (58).
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NO’in kanser gelisimi lizerindeki destekleyici etkisinin mekanizmalar1 soyle

ifade edilebilir:

1. Apoptoz baskilama.

2. Onkogenlerin aktivasyonu ile hiicre ¢ogalmasi.

3. Anjiyogenezisin uyarilmast.

4. Reaktif azot ve oksijen tiirlerinin dogrudan DNA hasar1.
5. DNA bazlarinin deaminasyonuna bagli genotoksisite.

6. DNA onarim enzimlerinin inhibisyonuna neden olan biyolojik aminlerin

nitrosazyonu.

7. NO’in ortaya ¢ikardigi toksik bilesiklerin neden oldugu protein yapidaki bozulmalar
(59, 60).

NO'in anti-tiimor 6zelliklerine yol agan etki mekanizmalar1 sunlar1 igerir:
1. Apoptoz uyarimi.

2. Makrofajlar tarafindan yiliksek NO iiretimi, tiimér hiicresi sitozisini ve
sitotoksisiteyi indiikleme veya hiicre dongiisii durmasi (yiiksek NO konsantrasyonlar1

gerektirir).
3. Anjiyogenez zayiflamasi.
4. Timore bitisik mikro damarlarda NO iiretimi ile tiimor metastazina karsi koruma.

5. Anti-oksidan sonlandirma hiicresi radikal yayilmaya zarar verir ve bdylece

sitoproteksiyonda etkili bir sekilde islev goriir (60).
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5. MATERYAL VE METOD

5.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Demografik Ozellikleri

Ekim 2019 ve Subat 2020 tarihleri arasinda Medipol Mega Hastaneler
Kompleksi Laboratuvarina bagvuran 22 akciger kanseri (16 erkek, 6 kadin), 20 kolon
kanseri (13 erkek, 7 kadm), 10 rektum kanseri (6 erkek, 4 kadin), 36 meme kanseri ve
12 multiple myelom (7 erkek, 5 kadin) olmak iizere toplam 100 hasta grubu ve 60
kontrol grubu (25 erkek, 35 kadin) bireyler alindi. Kanser hastalarmin timi

kemoterapi almaktadir.

Calismada diglama kriterleri kontrol grubu i¢in; 18 yasindan kiigiik,75 yasindan
bliyiik olmak, sigara kullaniyor olmak, diyabetesmellitus, bobrek fonksiyon
bozukluklari, hipertansiyon, kalp hastaligi, kanser, polikistikover hastaligi,
enflamatuar ve enfeksiy6z hastaliklarin varligi olarak belirlendi. Calismaya Medipol

Universitesi Etik Kurulu onay1 alindiktan sonra baslanildi.

5.2. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Calismamizda Medipol Mega Hastaneler Kompleksi Biyokimya
Laboratuvarinda hasta ve kontrol grubundan alinmis vendz kan orneklerinden elde
edilen serumlar kullanilacag: giine kadar -80 derecede sakland1 ve analizler Istanbul

Medipol Universitesi T1p Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarinda yapildu.

30



5.3. Biyokimyasal Analizler

5.3.1. Serumda total oksidan tayini (63)
5.3.1.1. Deneyin prensibi

Serumda bulunan oksidanlar Fe*?nin Fe*3‘e yiikseltilmesini saglar. X-orange
reaktifi Fe*® ile renkli bir kompleks verir. Olusan rengin siddeti; total oksidan miktar:

ile orantilidir.

5.3.1.2. Kullanilan reaktifler

Fox soliisyonu (140 mM NaCl icinde 25 mM Siilfirik asit): 2,05 g NaCl tartilarak
deiyonize su ile 250 ml’ye tamamlanir. 0,374 ml siilfiirik asit ¢ekilerek 250 ml 140

mM NacCl iizerine ilave edilir.
R1:

150mM D-sorbitol : 5,1 g D-sorbitol tartilarak 187 ml fox soliisyonunun igine
¢Oziiliir.

250uM X-orange: 0,036g X-orange tartilarak 150 mM D-sorbitol igeren 187 ml fox
soliisyonunun igine ¢oziiliir.
R2:

10 mM 4-Hidroksibenzoik Asit: 0,035 g 4-Hidroksibenzoik asit tartilarak 25 ml fox

soliisyonunun i¢ine ¢oziiliir.

5 mM Amonyum Fe+2S0O4: 0,049 g Amonyum Fe+2SO4 tartilarak 10 mM 4-

Hidroksibenzoik asit iceren 25 ml fox soliisyonunda ¢oziiliir.
Standart:

50 ml 20 mM H202: 3 deney tiipiiniin herbirine 9,12 ml deiyonize su konur. Ilk deney
tiibiine Stoktan (%35’°lik H202) 0,88 ml H202 ¢ekilerek 1. tiibe, 1. tiipten 0,88 ml
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alinip 2. tiibe, 2. Tiipten 0,88 ml alinp 3. tiibe aktarilir. 3. tiipten 0,88 ml H202

cekilerek distile su ile 50 ml’ye tamamlanir. (Taze hazirlanir.)

5.3.1.3. Deneyin yapihsi

Tablo 5.3.1.3.’¢ gore hazirlanan c¢ozeltiler 96’lik plate’lere yiiklendi ve

orneklerin spektrofotometrede 658 nm’de kore karsi absorbanslari 6lgtildii.

Tablo 5.3.1.3. Total Oksidan Deneyi Kontrol ve hasta kanlarinin ¢alisma sekli

R1 R2 Standart Serum

Kiivet | Plate | Kiivet | Plate | Kiivet | Plate | Kiivet | Plate

Numune | 675ul | 225ul | 30 ul 10 ul 105ul | 35 ul

Standart | 675ul | 225ul | 30 ul 10 ul | 105ul | 35 ul

Kor 675ul | 225ul | 30 ul 10 ul

Kontrol ve hasta gruplarimizin Total Oksidan Molaritesi (TOS) numunenin
absorbansi, standartin absorbansi ve standartin molaritesi kullanilarak asagidaki gibi

hesaplanildi.

Numunenin Total Oksidan Molaritesi = Numunenin absorbansi / Standartin absorbansi

* Standartin Molaritesi
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5.3.2. Serumda total antioksidan él¢iilmesi (64)

5.3.2.1. Deneyin prensibi

Uygun pH altinda ABTS reaktifi hidrojen peroksit ile radikal hale getirilir.
Cozelti koyu yesil-lacivert arasi bir renge sahiptir. Serum ilave edildiginde

antioksidanlar mevcut ABTS radikallerini notralize eder ve ¢ozeltinin rengi agilir.

5.3.2.2. Kullanilan reaktifler

R1:

0,4 Molar Asetat tamponu (pH:5.8): 5,44 g Na-Asetat (CH3COOHNa) deiyonize su
ile ¢oziilerek 100 ml ye tamamlanir. 1,32 ml CH3COOH ¢ekilerek deiyonize su ile
100 ml ye tamamlanir. pH:5,8 olana kadar Na-Asetat (0,4M) tizerine asetik asit (0,4M)

ilavesi yapilir.

R2:

(30mM Asetat Tamponu (pH:3.6) + 10mM ABTS reaktifi + H202 + %10 Etilen
glikol)

30mM Asetat Tamponu (pH:3.6): 0,204 g Na-Asetat (CH3COOHNa) deiyonize su
ile ¢oziilerek 50 ml ye tamamlanir. R1 i¢in hazirladigimiz 0,4 Molar CH3COOH den
7,5 ml ¢ekilerek deiyonize su ile 100 ml ye tamamlanir. pH:3,6 olana kadar Na-
Asetat(30mM) iizerine asetik asit (30 mM) ilavesi yapilir. (50 ml CH3COOH ve
35*%250 ml CH3COOHNa karistirildi ve pH:3,6 elde edildi)

10mM ABTS reaktifi: 0,274,5 g ABTS reaktifi tartilarak 30mM Asetat Tamponu
(pH:3.6) i¢inde ¢oziilerek 50 ml ye tamamlanir.

H202: 13,9 uL H202 ¢ekilerek 50 ml 30mM Asetat tamponu ve ABTS reagent iceren

¢Ozelti iizerine ilave edilir.

%10 Etilen glikol: 5 ml Etilen glikol 45 ml 30mM Asetat tampon, ABTS reagent ve

H202 igeren ¢ozelti lizerine ilave edilir.
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Hazirlanan ¢dzelti 24 saat bekletilerek kullamilir. IIk 6nce su yesili olan ¢dzelti;

bekledikge koyu yesil-lacivert rengini alir.

Standart:

0,1 M Tris Tamponu (pH:8): 1,576 g Trizma HCI tartilarak deiyonize su ile 100

ml’ye tamamlanir. 1,211g Trizma Base tartilarak deiyonize su ile 100 ml’ye

tamamlanir. pH:8 olana kadar Trizma Base (0,1M) lizerine Trizma HCI (0,1M) ilavesi

yapilir.

100 ml suya 100 ml Trizma HCI eklendi ve Ph 8,2 elde edildi.

1mM Potasyum hekzosiyanoferrat (C6FeK3N6): 0,0329g C6FeK3NG6 tartilarak 0,1

M Tris Tamponu (pH:8) ile 100 ml’ye tamamlanir.

5.3.2.3. Deneyin yapihsi

2400 rpm 10 dk santrifiij edilerek serumlar1 ayrilan kontrol ve hasta kanlar1 96’

lik plate’lere yiiklenen ¢ozelti ve 6rnekler 658 nm dalga boyuna gore spektrometre de

kore kars1 absorbanslar1 alind1.

Tablo 5.3.2.3. Total Antioksidan Deneyi Kontrol ve hasta kanlarinin ¢alisma sekli

R1 R2 Standart Serum
Kiivet | Plate | Kiivet | Plate | Kiivet | Plate | Kiivet | Plate
Numune 800 ul | 100 ul | 120ul | 15ul 96 ul | 6ul
Standart 800 ul | 100 ul | 120ul | 15ul | 96 ul | 6ul
Kor 800 ul | 100 ul | 120ul | 15ul
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Kontrol ve hasta gruplarimizin Total Antioksidan Molariteleri ( TAS )
numunenin absorbansi , standartin absorbansi ve standartin molaritesi kullanilarak

asagidaki gibi hesaplanild.

Numunenin Total Antioksidan Molaritesi = Numunenin absorbansi / Standartin

absorbansi * Standartin Molaritesi
Oksidatif Stres Indeksi = TOS / (TAS * 10)

OSI referans arahigi = 0-3

5.3.3. Serumda nitrik oksit ol¢iilmesi (65)

5.3.3.1. Deneyin prensibi

Nitrat, vanadyum (III) kloriir ile nitrite indirgenir. Nitritle siilfanilamidin asidik
ortamda N-(1-Natftil) etilendiamine dihidrokloriir ile reaksiyonu sonucu kompleks
diazonyum bilesigi olusur. Olusan bu renkli kompleks 540 nm’de spektrofotometrik

olarak ol¢iiliir.

5.3.3.2. Kullanilan reaktifler

0,3 M NaOH cozeltisi: 0,6 g NaOH tartilir, bir miktar distile suda ¢oziiliir ve {izeri

distile su ile 50 ml’ye tamamlanir.

%10’luk ZnSO4: 5 g ZnSO4 ya da 8,9 g ZnSO4.7H20 tartilir bir miktar distile suda

¢oziiliir ve tizeri distile su ile 50 ml’ye tamamlanir.
1 M HCI: 4,20 ml HCl gekilir ve iizeri distile su ile 50 ml’ye tamamlanir.

VCI3: 0,4 g VCI3 bir miktar 1 M HCI de ¢6ziiliir ve iizeri ayni ¢ozelti ile 50 ml’ye

tamamlanir.
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%5’lik HCI: 2,86 ml %37’1lik HCI ¢ekilir ve iizeri distile su ile 25 ml’ye tamamlanir.
%2’lik SULF (Sulfanilamid): 0,5 g stilfanilamid tartilir, 25 ml %5’lik HCI igerisinde
¢Oziliir.

%0,1’lik NEDD (N-(1-Naftil)-etilendiamin dihidrokloriir): 0,025 g NEDD tartilir.

Bir miktar deiyonize suda ¢oziiliir ve lizeri deiyonize su ile 25 ml’ye tamamlanir.

5.3.3.3. Deneyin yapihsi

Doku homojenat1 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. 80 ul siipernatant alinir,
iizerine 80 ul 0,3 M NaOH ilave edilir. Oda sicakliginda 5 dk beklenir. 80 ul % 10’luk
ZnSO04 ilave edilir. Vortekslenir. +4’de 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Ust faz
alinir ve +4°de 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir. ki adet deney tiipii amlir, kor ve

numune olarak isaretlenerek tablo 5.3.3.3.’teki gibi ¢aligilir.

Tablo 5.3.3.3. Nitrik Oksit Deneyi Kontrol ve hasta kanlarmin ¢alisma sekli

Numune Kor
Deprotenize Sivi 80 ul -
Distile su - 80 ul
VCI3 80 ul 80 ul
SULF 40 ul -
NEDD 40 ul -
30 dk 37 C’de etiivde inkiibe edilir.

Kore kars1 absorbanslar kaydedilir. Sonuglar 53000 M-1/cm-1 ekstinsiyon

katsayis1 ile mmol/L cinsinden hesaplanir.
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5.4. istatistiksel Analiz

Degerler ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir. Istatistiksel
analizler i¢in GraphPad Prism version 7.00 (GraphPad Software, San Diego, CA)
programi kullanilmstir. Serum TAS, TOS, OSI ve NO seviyelerinin normal dagilim
analizi Shapriro-Wilk testi kullanilarak yapilmistir. Gruplarin karsilagtirilmas: One
way ANOVA testini takiben Holm-Sidak ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak
yapilmistir. P degeri <0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Olgularin Demografik Ol¢iim Degerleri

Bu ¢alisma da Medipol Universitesi Mega Medipol Hastanesi Laboratuvarina
basvuran hastalarin rutin tetkik olarak alinan kanlarindan elde edilen serumlar
kullanildi. Dislama kriterleri gozoniine alinarak secilen hastalarm yaslari, cinsiyetleri
ve kanser tipleri kaydedildi. Elde edilen serumlar Medipol Universitesi Biyokimya

Anabilim Dalinda asagida belirtilen yontemlerle incelendi.

Calismada diglama kriterleri kontrol grubu i¢in; 18 yasindan kiigiik,75 yasidan
bliyiik olmak, sigara kullaniyor olmak, diyabetesmellitus, bobrek fonksiyon
bozukluklari, hipertansiyon, kalp hastaligi, kanser, polikistikover hastaligi,
enflamatuar ve enfeksiydz hastaliklarm varligi olarak belirlendi. P<0,05 anlamli kabul

edildi.

Tablo 6.1.1. Hasta ve kontrol grubunun yas ve cinsiyet dagilimu.

Erkek Kadin
Gruplar Yas ort. = Std Grup ici birey | Yasort.=Std S. | Grup i¢i birey
S. sayis1 (%) sayisi (%)

Kontrol (n=60) 61,12 £9,25 25 (% 41,66) 54,69 + 13,08 35(% 58,33)
Akciger kanseri 59,38 + 8,24 16 (% 72,72) 64,83 +2,93 6 (% 27,27)
(n=22)

Kolon kanseri 60,85+ 10,88 13(% 65) 53,71 £11,12 7 (% 35)
(n=20)

Rektum kanseri 63,33 +£9,83 6 (% 60) 60,25 £6,40 4 (% 40)
(n=10)

Memekanseri 0+0 0 (% 0) 52,61 £13,21 36 (% 100)
(n=36)

Multiple myelom 69,43 £5,62 7 (% 58,33) 68,80 £ 8,29 5 (% 41,66)
(n=12)
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6.2. Kontrol ve Kanser Grubunun Total Antioksidan Degerlerinin
Karsilastirilmasi

Calismamiza dahil olan 60 kontrol ve 22 akciger kanseri, 20 kolon kanseri, 10
rektum kanseri, 36 meme kanseri ve 12 multiple myelom olmak iizere toplam 100 olgu
grubunda yapilan total antioksidan degerleri ve olgularin kontrol grubuyla P

degerlerinin karsilastirilmas: Tablo 6.2.’de gosterilmistir.

Tablo 6.2. Kontrol ve kanser grubunun TAS degerleri

TAS (Ort + SD) (M) P
Kontrol (n=60) 1,67+0,17
Akciger kanseri (n=22) 1,76+0,14 P>0.05
Kolon kanseri (n=20) 1,7540,11 P>0.05
Rektum kanseri (n=10) 1,81+0,12 P>0.05
Meme kanseri (n=36) 1,730,132 P>0.05
Multiple myelom (n=12) 1,76+0,14 P>0.05
TAS (Ort % SD)
2,5
2
1,5
1
0,5
0
Akciger Kolon Rektum Meme Multiple
Kontrol . . . .
(n=60) kanseri kanseri kanseri kanseri myelom
(n=22) (n=20) (n=10) (n=36) (n=12)
B TAS (Ort + SD) (M) 1,67 1,76 1,75 1,81 1,73 1,76

Sekil 6.2. Kontrol ve kanser grubunun TAS degerleri.
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6.3. Kontrol ve Kanser Grubunun Total Oksidan Degerlerinin Karsilastirilmasi

Calismamiza dahil olan 60 kontrol ve 22 akciger kanseri, 20 kolon kanseri, 10
rektum kanseri, 36 meme kanseri ve 12 multiple myelom olmak tizere toplam 100 olgu
grubunda yapilan total antioksidan degerleri ve olgularin kontrol grubuyla

karsilastirildiginda anlamli olup olmadigi Tablo 6.3.te gosterilmistir.

Tablo 6.3. Kontrol ve kanser grubunun TOS degerleri

TOS (Ort = SD) M) P
Kontrol (n=60) 28,31+3,06
Akciger kanseri (n=22) 33,05+5,54 P <0.05%*
Kolon kanseri (n=20) 34,474+6,04 P <0.05*
Rektum kanseri (n=10) 39,9344,67 P <0.05*
Meme kanseri (n=36) 33,2944.31 P <0.05*
Multiple myelom (n=12) 29,8+ 2,68 P >0.05
TOS (Ort + SD)

50

45 *

40 * * *
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0
Akciger Kolon Rektum Meme Multiple
Kontrol . . . .
(n=60) kanseri kanseri kanseri kanseri myelom
(n=22) (n=20) (n=10) (n=36) (n=12)
H TOS (Ort = SD) (M) 28,31 33,05 34,47 39,93 33,29 29,8

Sekil 6.3. Kontrol ve kanser grubunun TOS degerleri
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6.4. Kontrol ve Kanser Grubunun Oksidatif Stres indeksi Degerlerinin
Karsilastirilmasi

Calismamiza dahil olan 60 kontrol ve 22 akciger kanseri, 20 kolon kanseri, 10
rektum kanseri, 36 meme kanseri ve 12 multiple myelom olmak iizere toplam 100 olgu
grubunda yapilan oksidatif stres degerleri ve olgularm kontrol grubuyla

karsilastirildiginda anlamli olup olmadigi Tablo 6.4.’te gosterilmistir.

Tablo 6.4. Kontrol ve kanser grubunun OSI degerleri

OSi (Ort £ SD) (M) P
Kontrol (n=60) 1,71£0,27
Akciger kanseri (n=22) 1,85+ 0,34 P >0.05
Kolon kanseri (n=20) 1,97+ 0,41 P <0.05*
Rektum kanseri (n=10) 2,21+0,33 P <0.05*
Meme kanseri (n=36) 1,93+0,28 P <0.05*
Multiple myelom (n=12) 1,70+0,23 P >0.05

OSi (Ort + SD)

3
2,5
2
1,5
1
0,5
0

Akciger Kolon Rektum Meme Multiple

Kontrol
(n=60) kanseri kanseri kanseri kanseri myelom
(n=22) (n=20) (n=10) (n=36) (n=12)
m 0S| (Ort £ SD) (M) 1,71 1,85 1,97 2,21 1,93 1,7

Sekil 6.4. Kontrol ve kanser grubunun OSI degerleri
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6.5. Kontrol ve Kanser Grubunun Nitrik Oksit Degerlerinin Karsilastirilmasi

Calismamiza dahil olan 60 kontrol ve 22 akciger kanseri, 20 kolon kanseri, 10 rektum
kanseri, 36 meme kanseri ve 12 multiple myelom olmak tizere toplam 100 olgu
grubunda yapilan nitrik oksit degerleri ve olgularin kontrol grubuyla

karsilastirildiginda anlamli olup olmadigi Tablo 6.5.te gosterilmistir.

Tablo 6.5. Kontrol ve kanser grubunun NO degerleri

NO (Ort+SD) (M) P
Kontrol (n=60) 6,25+0,88
Akciger kanseri (n=22) 5,69+0,62 P >0.05
Kolon kanseri (n=20) 5,46£1,19 P< 0.05*
Rektum kanseri (n=10) 5,43+0,79 P >0.05
Meme kanseri (n=36) 6,06£1,19 P >0.05
Multiple myelom (n=12) 8,04+1,56 P<0.05%
NO (Ort % SD)
10 *

9

8

7 *

6

5

4

3

2

1

0

Akciger Kolon Rektum Meme Multiple
Kontrol . . . .
(n=60) kanseri kanseri kanseri kanseri myelom
(n=22) (n=20) (n=10) (n=36) (n=12)
H NO (Ort £ SD) (M) 6,25 5,69 5,46 5,43 6,06 8,04

Sekil 6.5. Kontrol ve kanser grubunun NO degerleri
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6.6. Kanser Gruplarimin TAS, TOS, OSI ve NO Degerlerinin Karsilastirilmasi

Calismamiza dahil olan 22 akciger kanseri, 20 kolon kanseri, 10 rektum
kanseri, 36 meme kanseri ve 12 multiple myelom olmak {izere kanser grubunda
yapilan TAS, TOS, OSI ve NO degerlerinin karsilastirildiginda anlaml olup olmadig:
Tablo 6.6.’da gosterilmistir.

Tablo 6.6. Kanser grubunun TAS, TOS, OSI ve NO degerleri

Gruplar Akciger Kolon Rektum Meme Multiple
kanseri kanseri kanseri (n=10) kanseri myelom
(n=22) (n=20) (n=36) (n=12)
TAS(mmol 1,76+0,14 1,75+0,11 1,81+0,12 1,73+0,132 1,76+0,14
TroloxEquiv/L)

TOS(umol H202 | 33,05+5,54 | 34,47+6,04 | 39,93+4,674° | 33,2944,31" | 29,8+2,68%"
Equiv/L)
OSi (AU) 1,85+ 0,34 1,97+ 0,41 2,2140,334 1,93+0,28 1,70+0,23+
NO (umol/L) 5,69+0,62 5,46+1,19 5,43+0,79 6,06+1,19 8,041,564

ot a

A P <0.05: Akciger kanseri grubuyla kiyaslandiginda anlamli olarak farkli; e P
<0.05: Kolon kanseri grubuyla kiyaslandiginda anlamli olarak farkli;;+ P <0.05:
Rektum kanseri grubuyla kiyaslandiginda anlamli olarak farkli,e P <0.05: Meme
kanseri grubuyla kiyaslandiginda anlamli olarak farkli; p P <0.05:Multiple myelom

kanseri grubuyla kiyaslandiginda anlamli olarak farkl.
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7. TARTISMA

Insan viicudundaki tim hiicreler, oksidan ve antioksidan tiirler arasinda
homeostaz durumunu siirdiiriir. Oksidan / antioksidan denge normal metabolizma,
sinyal iletimi ve hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesi icin ¢ok Onemlidir.
Oksidanlarda bir artis ve antioksidan savunma sisteminde bir azalma meydana
geldiginde, oksidatif / antioksidatif denge nihayetinde oksidatif duruma dogru kayar.
Proteinler, lipitler ve DNA, oksidatif saldir1 icin 6nemli hedeflerdir ve bu molekiillerin
modifiye edilmesi, somatik mutasyonlar ve neoplastik doniisiim riskini artirabilir.
Kanserlerin gelisimi ve ilerlemesi, DNA mutasyonlar1 ve hasari, genom instabilitesi
ve oksidatif stresin neden oldugu hiicre gogalmasi ile baglantilidir (48). Kanserde
oksidatif hasarm rolii, serbest radikal DNA hasarina ve hiicresel neoplastik

transformasyona yol acan ¢ok sayida biyokimyasal yol ile 1yi bir sekilde kurulmustur
(66).

Calismamizda, ¢esitli kanser tiplerinde, serumda total oksidan seviyesinin
(TOS), total antioksidan seviyesinin (TAS) ve nitrik oksit (NO) diizeylerinin nasil
etkilendigini ve hastaliinin tedavi etkinligini degerlendirmede tanisal parametre
olarak kullanilabilirligini arastirmay1 amagladik. Bu amagla, 22 akciger kanseri, 20
kolon kanseri, 10 rektum kanseri, 36 meme kanseri ve 12 multiple myelom tanis1 alan

ve kemoterapi tedavisi goren 100 hasta ile 60 saglikli birey arastirmaya dahil edildi.

Hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda; akciger kanseri vakalarinin 16’s1
(% 72,72) erkek, 6’s1 (% 27,27) kadin; kolon kanseri vakalarmin 13’1 (% 65) erkek,
7’si (% 35) kadin; rektum kanseri vakalarinin 6’s1 (% 60) erkek, 4’1 (% 40) kadin;
meme kanseri vakalarmin 36’s1 (%100) kadin; multiple myelom kanseri vakalarimin
7’s1 (% 58,33) erkek, 5’1 (% 41,66) kadin; kontrol grubunun 25’1 (% 41,66) erkek, 35’1
(% 58,33) kadind1. Yas ortalamalar1 akciger kanseri grubu erkeklerde 59,38 + 8,24,
kadinlarda 64,83 + 2,93; kolon kanseri grubu erkeklerde 60,85 + 10,88, kadmlarda
53,71 +11,12; rektum kanseri grubunda erkeklerde 63,33 + 9,83, kadmnlarda 60,25
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+6,40; meme kanseri grubunda kadinlarda 52,61 £13,21; multiple myelom kanseri
grubunda erkeklerde 69,43 + 5,62; kadinlarda 68,80 + 8,29 idi. (Tablo 6.1.1.).

Hastalarin TAS, TOS, OSI, NO degerleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda;
higbir kanser grubunda TAS degerleri arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (Tablo
6.2.) Kanser grubunun TAS ortalamalar1 kontrol grubuyla benzer seyretmektedir
(Sekil 6.2.). Akciger, kolon, rektum, meme kanseri gruplarinda TOS degerleri kontrol
grubuna gore anlamli derecede artis gostermektedir (Sekil 6.3., p<0.05). Multiple
myelom kanserinde TOS degerleri arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. (Tablo
6.3.). Kolon, rektum, meme kanseri gruplarinda OSI degerleri anlamli derecede artis
gdstermistir (Sekil 6.4., p<0.05). Akciger ve multiple myelom kanseri gruplarinda OSI
degerleri arasinda anlamlilik bulunamamistir (Tablo 6.4.). Kolon ve multiple myelom
kanseri gruplarinda NO degerleri anlamli derecede farklidir (p<0.05). Akciger, rektum
ve meme kanseri grubunda NO degerleri arasinda anlamlilik bulunamamustir (Tablo
6.5.).

Bir dizi caligma oksidatif stresin birgok hastaligin patogenezi ile iligkili
oldugunu dogrulamistir. TAS ile yapilan bir calismada Comstock ve arkadaglari, 258
akciger kanserli hastada serum TAS degerlerini kontrol grubuna gére anlamli olarak
diisiik oldugunu bulmuslardir (67). Benzer olarak Ertiirk ve arkadaglar1 yaptigi bir
caligmada da akciger kanserli hastalarda serumda TAS degerlerini kontrol grubuna
gore anlamli olarak diisiik olarak saptamustir (68). Yine baska bir ¢alismada, herhangi
bir tedavi uygulanmayan, tanis1 konmus 36 akciger kanseri hastasi ve 36 saglikli
kontrol grubuyla yapilan bir ¢aliymada; hasta grubunda TAS degerleri diigmiis (p<
0.05), TOS degerleri artmis (p< 0.05) ve buna bagli olarak OSI degerleri de artmustir
(p< 0.05) (69).

Caliymamizin literatiirle farkli seyretmesinin kemoterapinin viicutta antiok-
sidan kapasiteyi degistirmesi sonucu oldugu soylenebilir. Bizim ¢alismamiza benzer

sekilde bir calisma, hem kontrol hem de cocukluk ¢agi kanseri hastalarinin ayni kan
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TAS diizeylerine sahip oldugunu ve bunun nedeninin kemoterapinin plazmanin

antioksidan kapasitesini bozmasi oldugu belirtilmistir (70).

Meme kanserindeki oksidatif hasar belirteglerini degerlendirmek i¢in yapilan
bir vaka kontrol calismasinda, kontrol grubuna kiyasla hasta grubunda, TOS
seviyelerinin azaldig1 goriilmiistiir. Bunun yani sira TOS tedavi baglangicindan sonuna
dogru azalis gostermis ve kiirler arasi fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Calisma kemoterapi siirecinde meme kanseri hastalarinin oksidatif parametrelerinin
kismen de olsa degisebilecegi hipotezini desteklemektedir (71). Sener ve arkadaslar1
tarafindan Son zamanlarda yapilan bir calismada, meme kanseri hastalarinin daha
yiiksek lipit peroksidasyon seviyelerine ve daha diisiik kan TAS degerine sahip oldugu
gozlenmistir (72). Ko6tii huylu tiimorler tizerinde yapilan bir ¢alismada, meme kanseri,
1yl huylu meme tiimorleri ve saglikl kisilerde serum OSI, TAS ve TOS diizeylerini
oleiilmiistiir. Tyi huylu ve kétii huylu tiimorii olan hastalarda serum TOS ve OSI
diizeyleri saglikli kontrollere gére daha yiiksek iken bununla birlikte, benign ve malign
tiimorleri olan hastalarda TAS diizeyleri saglikli kontrollere gore anlamli derecede
diistik bulunmustur. Benign meme tiimorii olan hastalarda serum TOS diizeyine
kiyasla meme kanseri olan hastalarda serum TOS diizeyleri daha yiiksek iken TAS
seviyeleri daha diisiik ¢ikmustir. Oksidatif stres parametreleri, farkli klinik evreleri
olan kanser hastalar1 arasinda 6nemli farkliliklar géstermistir (73). Baska bir galismada

meme kanseri hastalarinda serumda NO degerlerinin arttig1 bulunmustur (74).

Kemoterapi, ¢ok sayida serbest radikalin iiretilmesi, azalmis antioksidan
aktivite, artmis oksidatif stres, veri Ol¢iimii ile etkilesimler ve deneysel hatalarla
sonuglanan kanseri inhibe edebilir veya 6ldiirebilir. Santiago-Arteche ve arkadaglar1
kemoterapi alan kolorektal kanser hastalarinda TAS’in kemoterapi almayan hastalara
gore anlaml derecede diisiik oldugunu bulmustur (75). Baska bir ¢alismada, multiple
miyelom hastalarinda kontrollere kiyasla TOS ve OSI diizeyleri anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. Ancak, iki grup karsilastirildiginda TAS degerlerinde anlamli bir fark
saptanmamigtir. Bu muhtemelen oksidatif durumdaki artisa orantili bir tepki

gosteremeyen hastaligin durumundan kaynaklanmaktadir (76). Bir diger ¢alismada,
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kanser grubu (n = 15) bir biitiin olarak saglikli kontrollere benzer bir NO seviyesi
gostermistir. Bununla birlikte, (a) ameliyat olmayan, tedavi edilmemis kanser grubu
(b) ameliyat sonrasi, tedavi edilen kanser grubuyla karsilastirildiginda, onceki grup

(a), ikinci gruptan (b) 6nemli 6l¢iide daha yiiksek bir NO seviyesi gosterdi (77).

Akciger kanseri grubuyla rektum kanseri grubu karsilastirildiginda TOS
degerlerinde ve OSI degerlerinde anlaml bir fark goriilmiistiir (p<0.05). Akciger
kanseri grubuyla multiple myelom kanseri grubunun NO degerleri karsilastirildiginda
anlamli bir fark gorilmistir (p<0.05). Kolon kanseri grubuyla rektum kanseri
grubunun TOS degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Kolon
kanseri grubuyla multiple myelom kanseri grubu karsilastirildiginda TOS ve NO
degerlerinde anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Rektum kanseri grubuyla meme
kanseri grubu karsilastirildiginda TOS degerleri arasinda anlamlilik bulunmustur
(p<0.05). Rektum kanseri grubuyla multiple myelom kanseri grubu karsilastirildiginda
TOS, OSi ve NO degerlerinde anlamlilik bulunmustur (p<0.05). Meme kanseri
grubuyla multiple myelom kanseri grubu karsilastirildiginda NO degerleri arasinda
anlamli bir fark bulunmustur (Tablo 6.6., p<0.05). Bu durumun nedeni olarak
kanserler arasindaki tedavi farki veya hastaligim ne derece ilerledigiyle ilgili

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Literatiirle karsilastirildiginda kemoterapinin, oksidan/antioksidan sistemi
iizerinde etkileri oldugu soOylenebilir. Genellikle, oksidatif stres arttiginda,
antioksidanlarin azalmasi beklenir ancak yapilan ¢alismamizda bu iki sistemin
mutlaka bu egilimi izlemeyecegini gostermistir. Viicudun normal metabolizmasi
bozuldugunda, biitiin zararli parametrelerin artmasi ve tiim faydali parametrelerin
azalmasi beklenmemelidir. Bu durum, hastaligin tiim c¢esitlerinin 6nlenememesi

ve/veya tedavi edilememesinin nedeni olabilir.
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8. SONUC

Sonuglarimiz literatiir ¢alismalariyla benzerliklerin yaninda, farkliliklar gdster-

mektedir. Sonug olarak bu ¢alismada elde edilen bilgiler asagida kisaca 6zetlenmistir:

Kontrol grubu ile kanser gruplar1 arasinda TAS degerleri karsilastirildiginda;
hicbir kanser grubunda anlamli bir fark bulunamamistir ve ortalamalar benzer

seyretmektedir (p>0.05).

Kontrol grubu ile kanser gruplar1 arasinda TOS degerleri karsilastirildiginda;
akciger kanseri grubunda, kolon kanser grubunda, rektum kanseri grubunda ve meme
kanseri grubunda anlamli sekilde bir artis goriilmektedir (p<0.05). Multiple myelom

kanseri grubuyla karsilastirildiginda anlaml bir fark bulunamamistir (p>0.05).

Kontrol grubu ile kanser gruplar1 arasinda OSI degerleri karsilastirildiginda;
kolon kanseri grubunda, rektum kanseri grubunda ve meme kanseri grubunda anlamli
sekilde artis goriilmektedir (p<0.05). Akciger kanseri grubuyla multiple myelom

kanseri gruplarinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05).

Kontrol grubu ile kanser gruplar1 arasinda NO degerleri karsilastirildiginda;
kolon kanseri grubunda ve multiple myelom kanseri grubunda anlamli bir fark
bulunmustur (p<0.05). Akciger kanseri grubu, rektum kanseri grubu ve meme kanseri

grubunda anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0.05).

Akciger kanseri grubuyla rektum kanseri grubu karsilastirildiginda TOS
degerlerinde ve OSI degerlerinde anlamli bir fark goriilmiistiir (p<0.05). Akciger
kanseri grubuyla multiple myelom kanseri grubunun NO degerleri karsilastirildiginda

anlamli bir fark goriilmiistiir (p<0.05).
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Kolon kanseri grubuyla rektum kanseri grubunun TOS degerleri arasinda
anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Kolon kanseri grubuyla multiple myelom
kanseri grubu karsilastirildiginda TOS ve NO degerlerinde anlamli bir fark
bulunmustur (p<0.05).

Rektum kanseri grubuyla meme kanseri grubu karsilastirildiginda TOS
degerleri arasinda anlamlilik bulunmustur (p<0.05). Rektum kanseri grubuyla multiple
myelom kanseri grubu karsilastirildiginda TOS, OSI ve NO degerlerinde anlamlilik
bulunmustur (p<0.05).

Meme kanseri grubuyla multiple myelom kanseri grubu karsilastirildiginda NO

degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05).
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