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OZET

Amacg: Kolorektal kanserler yasam Kalitesini dustren, is-giic kaybia yol acan dnemli bir saglik sorunu
olarak gliiniimiizde en sik goriilen kanserlerdendir. Bir¢cok kanser tipinde oldugu gibi kolorektal kanser
olusumu ve delisiminde de oksidatif hasar ve inflamasyonun etkili oldugu dustiniilmektedir.
Calismamizin amaci kolorektal kanserde oksidatif ve nitrozatif stresi incelemek, 16kosit aktivasyonu
ile iliskisini ortaya koymaktir.

Gereg ve Yontem: Calisma gruplarimizi kolorektal kanser tanisi alan hastalar (n=21) ile kontrol grubu
olarak saghkh Kisiler (n=21) olusturdu. Serum malondialdehid, plazma nitrotirozin, nitrik oksit ve
miyeloperoksidaz duzeyleri analiz edildi.

Bulgular: Kolorektal kanserli hasta grubunda serum malondialdehid ve plazma miyeloperoksidaz
diizeyleri kontrol grubuna goére artmis olarak bulundu (sirasiyla, p<0.05 ve p<0.01). Plazma
nitrotirozin ve nitrik oksit diizeyleri kolorektal kanser grubunda kontrol grubuna gére artmisti (ikisi de
p<0.01). Gruplar ayr ayri incelendiginde kontrol grubundaki parametreler arasinda herhangi bir iligki
bulunmazken, Kkolorektal kanserli olgularin plazma nitrik oksit diizeyleri ile plazma nitrotirozin
diizeyleri arasinda pozitif iliski (r = 0.569, p<0.01) oldugu gortildii.

Sonucg: Sonug olarak bu bulgular kolorektal kansinomda oksidatif ve nitrozatif stresin etkili olduguna
isaret etmektedir. Ayrica, nitrozatif stresin plazma proteinlerinin oksidasyonuna yol acgabilecegini
sdyleyebiliriz.

Anahtar Sozciikler: Kolorektal kanser; malondialdehid; miyeloperoksidaz; 3-nitrotirozin; nitrik oksit

ABSTRACT

Objective: Colorectal cancer is one of the most endemic cancers causing significant health problems
which decreases life quality and causes job loss. As in several cancer types, it is assumed that
oxidative damage and consequent inflammation may have an effect on colorectal cancer composition
and development. The aim of our study was to evaluate oxidative and nitrosative stress in colorectal
cancer,and to establish its correlation with leukocyte activation.
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Materials and Methods: Our study groups consisted of patients with colorectal cancer diagnosis

(n=21) and healthy subjects as the control group (n=21). Serum malondialdehyde, plasma
nitrotyrosine, nitric oxide and myeloperoxidase levels were determined.

Results: Serum malondialdehyde and plasma myeloperoxidase levels of the cancer group were
higher than those of the control group (p<0.05 and p<0.01, respectively). The plasma nitrotyrosine
and nitric oxide levels were higher in the colorectal cancer group compared to the control group (
p<0.01 for both). When the groups were evaluated separately, no correlation was determined among
parameters of the control group, however a positive correlation was found between plasma nitric
oxide and nitrotyrosine levels in the colorectal cancer group (r = 0.504, p<0.01).

Conclusion: In conclusion, these findings indicate that oxidative and nitrosative stresses are
effective in colorectal carcinoma. In addition, it may be concluded that nitrosative stress may cause

plasma protein oxidation.

Key Words: Colorectal cancer; malondialdehyde; myeloperoxidase; 3-nitrotyrosine; nitric oxide

GiRig

Kolorektal kanser en sik gorilen uguncu
Kanser turudir. Yaklasik olarak her yil 1.2
milyon yeni vakaya ve 608 bin Olume yol
actigi bildirilmektedir. Erkeklerde yayginhk
bakimindan prostat kanserinden sonra ikinci
sirada, kadinlarda ise meme ve serviks kan-

serlerinden sonra uguncu sirada yer almak-
tadir (1,2).

Kolorektal kanser goriulme oranlarli diinyanin
degisik cografi bolgelerinde farkhlik goster-
mektedir. Gelismis ulkelerde sik goriilmek-
tedir. Turkiye Cumhuriyeti Saghk Bakanhgi
verilerine goére 2005 yilinda kolon kanseri
insidansi erkeklerde %8.69, rektum Kanseri
insidansi %4.51 dir. Kadinlarda kolon kanseri
insidansi ise %6.31 olarak bildirilmistir (3).

Kolorektal kanser gelisiminde ileri yas, yasam
tarzi, diyet aliskanhdl gibi bir¢ok risk faktori
tanimlanmistir. Bu faktorlerin yani sira diger
bazi kanser tiirlerinde oldugu gibi kolorektal
Kkanser gelisiminde de oksidatif ve nitrozatif
stres rol oynayabilmektedir (4).

Organizmada serbest radikallerin olusum
hiz1 ile bunlann ortadan kaldirilma hizi bir
denge icerisindedir ve bu durum "oksidatif
denge" olarak adlandinlir. Oksidatif denge
saglandidl siirece organizma, serbest radikal-
lerden etkilenmemektedir. Radikallerin olu-

sum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma
hizinda bir diisme, bu dengenin bozulma-
sina neden olur. Serbest radikal olusumu
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ile antioksidan savunma mekanizmasi ara
sindaki ciddi dengesizlik "oksidatif stres'
olarak adlandirilir. Serbest radikaller cesitli
makro molekiillerle reaksiyona girerek pek
¢ok farkll trinler olusturup hasara neden
olurlar.

Kolon limen mukozasi siirekli olarak reaktif
oksijen turlerinin etkisine maruz kalmakta-
dir. Bu maruziyet okside gida artiklarindan,
yuksek diizeyde demir iyonlarindan, oksidan-
lardan, toksinlerden, bakterilerden ve safra
asitlerinden kaynaklanmaktadir (5).

Lipid peroksidasyon urunlerinden malondi-
aldehidin (MDA) Kkarsinogenezde anahtar ro
oynadigi bilinmektedir. Nayak ve ark. (6) ko-
lorektal kanserli hastalarda yaptiklarn calis-
mada lipid peroksidasyonunu yansitan MDA
seviyelerini kontrol dgrubuna gdre ytiksek
bulmuslardir. Leung ve ark. (7) cerrahi sansi
olmayan olgularda cerrahi olarak tedavi edi-
lebilenlere goére plazma antioksidan duzey-
lerinin diisiik, MDA duizeyinin ise yiiksek oldu-
dgunu bildirmislerdir. ileri evre timér olgu-
larinin cerrahi sansini kagirmasi nedeniyle
lipid peroksidasyonunun tiimoér evresiyle
birlikte artmis olabilecegini ileri siirmusler-
dir. Rainis ve 76 ark. (5) kolorektal kanserli
hastalarda yaptiklarn ¢alismada kolonik timor
dokusuyla saglam kolonik dokuda MDA ve
lipid peroksid diuizeylerini incelemigler ve
tiimoOr dokusundaki seviyelerin saglam doku
ya gore yuksek oldugununu géstermislerdir.
Ayn1 calismada kolon dokusunda lokosit
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enzimleri olan myeloperoksidaz (MPO) ve
adenozin deaminaz (ADA) duzeylerine Ol¢-
musler ve MPO diizeyinin kolon dokusunda
sadlam dokuya gore iki katina ciktigini, ADA
diizeylerinde de artis oldugunu gdstermis-
lerdir.

Nitrik oksit (NO ¢) oldukga reaktif bir serbest
radikaldir. Yar1 é6mru sadece bir ka¢ sani-
yedir ve sliperoksit gibi serbest radikallerle
Kolayca birlesir. Biyolojik sistemlerde hizla
nitrit ve nitrata pargalanir (8,9). Nitrik oksidin,
stiperoksid radikali (O2 *7) ile in vivo reaksi-
yonu sonucu olusan peroksinitrit (ONOO)
proteinlerdeki tirozin kalintilarini
yarak nitrotirozin (NT) yapisini olusturur.

nitratla-

Lokositlerdeki solunum patlamasi reaktif oksi-
jen turlerinin (ROT) olusumu igin 6nemli
Kaynaklardan biridir. Asin l6kosit aktivas-
yonu ROT olusumunu arttirarak doku hasa-
rina yol acabilir. Literatiirde kolon kanseri
olgularinda I6Kkosit aktivasyonunun goster-
gesi olan MPO aktivitesinin ¢alisildid@i ¢cok az
calisma mevcuttur. Literatiirde daha c¢ok
lipid peroksidasyon tirunleri ve NOe ile kolo-
rektal kanserler arasindaki iliskiyi inceleyen
calismalar mevcuttur. Nitrotirozin ile kolorek-
tal kanser arasindaki iliskiyi inceleyen az
saylda calismaya rastlanmistir. Kolorektal
kanserde oksidatif ve nitrozatif stres konu-
sunda halen yanitlanmamis sorular bulun-
maktadir.

Bu bilgilerin 1sidinda ¢alismamizda, énemli
bir saglik sorunu olan, yasam Kalitesini dtisu-
ren, is gucii kaybma yol acan kolorektal
kanserde oksidatif ve nitrozatif stresi ince-
lemeyi ve Kolorektal kanserin l6kosit aktivas-
yonu ile iliskisini ortaya koymay1 amacladik.
Bu dogrultuda kolorektal kanser tanisi almis
olan hastalarin plazma o6rneklerinde NT, NO*
ve MPO serum Orneklerinde MDA duzeyle-
rini 6lgerek saglikli grup ile karsilastirdik.

GEREC VE YONTEM

Kolorektal kanser tanisi almis (n=21) ve sag-
Iikh Kisiler (n=21) bu calismaya d ahil edildi.

Kolorektal Kanser Oksidatif Stres

Tan1 konmus diyabet, baska bir kanser, kro-
nik boébrek yetmezligi, kronik inflamatuar
hastalid@i (kronik inflamatuar barsak hasta-
Iig1) olan hastalar ve son bir hafta icinde
vitamin (A, E 105 ve C vitaminleri), demir
bagdlayicilan (Desferroksamin), ksantin oksidaz
inhibitorleri (Allopurinol), trimetazidin, N-ase-
til sistein iceren ilaglar, karnitin, probukol,
anjiotensin donustiirticii enzim inhibitorleri,
Kortizon, asetil salisilik asit, nonsteroid anti-
inflamatuar ilaclar gibi oksidan stresi etki-
leyen ilaglart kullananlar ile alkol ve sigara
Kullananlar ve katiimak istemeyenler calis-
maya dahil edilmedi.

Tum olgulardan 12 saatlik aclik sonrasinda
sabah vend6z kan oOrnekleri alindi. Santrifiij
sonrasl serum ve heparinli plazma 6rnekleri
ayrilarak analiz giintine dek -80°C’de saklandi.

Serum MDA duzeyleri Ohkawa ve ark. (10)
tanimladidi ybnteme dayanarak spektrofoto-
metrik olarak ol¢tildu.

Plazma Orneklerinde MPO ve NT analizleri
sirasiyla hycult biotechnology marka HK324
ve HK501 no'lu kitler kullanilarak ¢ift sandvig
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
yontemi ile olculdu.

Plazma NO dtizeyi Cortas ve 117 ark.(11)nin
tanimladiklart metoda gore spektrofotomet-
rik olarak yapildi.

Bu calisma icin Yerel Etik Kurul onay1 alin-
mis ve katimcilara bilgilendirilmis onam
formlar imzalatilmistir.

istatistiksel Degerlendirme

Her bir grupta verilerin parametrik varsayim-
lan yerine getirip getirmedigini incelemek
icin normal dagilima uygunluk ve varyans-
larin homojenligi testleri yapildi. ki grup
arasindaki farkliliklar Mann-Whitney U testi
ile degerlendirildi. Korelasyon analizi icin
Spearman testi kullanildi. Elde edilen deger-
ler ortalamazstandart sapma (Ort.+SD) ola-

rak ifade edildi ve p<0.05’in altindaki farkli-
Iiklar anlaml olarak degerlendirildi.
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BULGULAR

Kolorektal kanser ve Kkontrol gruplarindaki
olgularin yas ortalamasi sirasiyla 60.62 + 13.80
ve 60.29 * 13.67 idi.

Serum MDA, plazma MPO, NT ve NO dizey-
leri Tablo 1’de gérulmektedir.

Kolorektal kanser dgrubunun serum MDA
diizeyinin kontrol grubuna go6re anlamh
derecede ytliksek oldugu go6zlendi (p<0.05,
Tablo 1).

Kolorektal Kanser grubunda plazma NO¢,
NT ve MPO diizeylerinin kontrol grubu deger-
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Sekil 1. Plazma nitrotirozin (A) ve nitrik oksit (B)
duzeyleri.
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Sekil 2. Kolorektal kanserli hastalarda plazma nitrik oksit
ve nitrotirozin diizeyleri arasindaki iligki.

lerine gore istatistiksel olarak anlamli (hepsi
p<0.01) yuksek oldugu saptand1 (Tablo 1,
Sekil 1).

Gruplar ayn ayn incelendiginde kontrol gru-
bundaki parametreler arasinda herhangi bir
iliski bulunmazken, Kkolorektal kanserli olgu-
larin plazma NO+* duzeyleri ile plazma NT
duzeyleri arasinda pozitif bir iligki (r = 0.569,
p<0.01) saptand (Sekil 2).

TARTISMA

Kolorektal kanser; guniimuzde en sik goru-
len Kanserlerdendir. Kolorektal kanser tilke-
mizde de son yillarda belirgin oranda artis
gostermektedir. Kolorektal kanserine bagh
oliimler tim kanser nedeniyle olan Slumle-
rin %10’unu olusturmaktadir (1-3).

Bircok kanser tipinde oldugu gibi kolon kan-
serinin olusumu ve gelisiminde de oksidatif
hasar ve inflamasyonun etkisi oldugu dusu-
nillmektedir. Bununla birlikte Kkolorektal

Kanserli olgularda kan ve dokuda olusan

Tablo 1. Serum malondialdehit, plazma miyeloperoksidaz, nitrotirozin ve nitrik oksit diizeyleri.

Kontrol Grubu

Kolorektal kanserli Grup

(n=21) (n=21)
Serum MDA (nmol/mL) 0.96 = 0.47 1.76 + 1.26*
Plazma MPO (ng/mL) 51.02 + 20.93 64.70 + 19.79**
Plazma NT (nM) 110.95 + 50.17 155.56 + 21.91**
Plazma NO* (uM) 18.79 + 5.76 27.49 + 10.53**

* p<0.05, ** p<0.01
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biyokimyasal degisiklikler ve bunlarin hasta-
hd@in Klinik evresi ve ilerlemesiyle iliskisi
hala netlesmemistir.

Reaktif oksijen ve nitrojen tirlerinin artmasi
ve birbirleriyle reaksiyonlar1 sonucu olusan
peroksinitrit gibi daha reaktif tirler mito-
kondrial DNA, RNA, lipid ve proteinlerde
nitrasyon, oksidasyon ve halojenasyon reak-
siyonlan ile artmis mutasyonlara neden
olmaktadir. Bunun yan sira lipid peroksi-
dasyon tiriinleri de DNA’ya saldirida buluna-
bilir. Lineolik asid hidroperoksit ile inkiibe
edilen SW480 kolon kanser hiicre hattinda
dgenotoksisitenin ve reaktif oksijen metabo-
litlerinin artti@1 bildirilmistir (12).

Bayraktar ve ark. (13) yaptiklart calismada
kolon Kkanserli hastalarda kontrol grubu ile
Karsilastirildiginda serum MDA duzeylerinde
anlamh bir artis oldugunu goéstermislerdir.
Nayak ve ark. (6) ile Bhagat ve ark. (14) kolo-
rektal kanserli hastalarda yaptiklar1 ¢calisma-
larda lipid peroksidasyonunu yansitan plazma
MDA seviyelerini kontrol grubuna goére yuk-
sek bulmuslardir. Leufkens ve ark. (15)
521.448 katimcinin 11 yil izlenmesi ile yap-
tiklan1 prospektif calismada serum reaktif
oksijen tiirlerinin seviyelerinin kolorektal kan-
ser riskinde artigla iliskili oldugunu bildir-
mislerdir.

Yaptigimiz calismada kolorektal kanserli has-
talarda serum MDA duzeyini kontrol gru-
buna goére anlamli olarak (p<0.05) yiliksek
saptadik. Bu bulgumuz literatiirdeki bilgi-
lerle uyum saglamaktadir. Bu bulgular 1s1-
dinda kolon kanserli hastalarin serum MDA
diizeyinin yiiksek bulunmasi, serbest oksi-
Jjen radikalleri ile olusan lipid peroksidas-
yonunun sonug¢larindan biridir. Bu sonug
kolon kanserinde olusan doku hasarinda
serbest oksijen radikallerinin ve oksidatif
stresin rol aldigin1 diistiindurmektedir.

Nitrik oksit fizyolojik ve patofizyolojik olay-
larda hucresel toksisiteyi gosteren bir biyo-
regulator molekiuildur (8). Nitrik oksit olduk-
¢a reaktif bir molekuldiir ve dogrudan ya da

Kolorektal Kanser Oksidatif Stres

peroksinitrit olusumu yoluyla oksidan etki gos-
terir. Oldukcga reaktif bir tiirev olan peroksi-
nitrit proteinlerdeki tirozin Kalintilarinin orto
pozisyonunda nitrasyonu ile NT olusumuna
yol acgar. Tirozinin geri dénuisumstiz olarak
nitrasyonu, tirozinin fosforillenmis ve fosfo-
rillenmemis formlarinin birbirine doéntsu-
munu engelleyerek, enzim aktivitesinin ve
sinyal ileti mekanizmalarinin diuizenlenme-
sini etkiler. Nitrotirozin’in, peroksinitrit oksi-
dasyonunun kararli son urtnu olmasi nede-

niyle NT Olcumunin NO* bagimhi in vivo
hasarin tespitinde kullanish bir belirte¢ oldu-
du bildirilmektedir (16). Szaleczsky ve ark.
(17) kolorektal kanserli, aktif inflamatuar
barsak hastaligi olan hastalar ve saglikl
kontrol grubuyla yaptiklan calismada plazma
NO* duzeylerini kolorektal kanser grubunda
ve inflamatuar barsak hastali@i grubunda
saghikli kontrol grubuna goére yiliksek oldu-
dgunu bulmuslardir. Ayn1 ¢alismada HPLC
metoduyla NT duizeyine baktiklarinda 32
kolorektal kanser hastasinin 7’sinde pik sap-
tamislardir. Literatiirde kolorektal kanser has-
talarinda NT diizeylerini biyokimyasal agidan
inceleyen baska calismaya rastlanmamuistir.

Calismamizda plazma NO* diizeyleri kolo-
rektal kanser grubunda kontrol grubuna gore
anlamhli olarak (p<0.01) yuksek saptandi.
Nitik oksitin oldukca sitotoksik bir tiirevi
olan peroksinitrit hasarinin belirteci olan NT
diizeyinin de Kkolorektal kanser grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak (p<0.01)
yuksek oldugu goéruldi. Yaptigimiz ¢alisma-
da plazma NOe* duzeyleri ile NT duzeyleri
arasinda kontrol grubunda iliski bulunmaz-
ken kolorektal kanser grubunda pozitif bir
iliski oldugu goériildu. Bu bulgumuz NT olu-
sumu ile nitrozatif stres arasindaki iliskiye
isaret etmektedir.

Reaktif thrlerin olusumuna yol agan, endo-
jen oksidan enzim olan MPO inflamasyonun
bir godstergesidir. Kronik inflamasyon huicre-
sel dengede duzensizliklere, normal hicre-
lerde bliyiime ve maligniteye ilerleyisin basla-
masina, degdisik turlerde DNA hasar uUrunle-
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rinin olusmasina, DNA onarim mekanizma-
larinin yetersizligine, proinflamatuar sitokin-
lerin artisina ve hasarlanmis hiicrelerin apo-
pitozis hizinda azalmaya neden olmaktadir
(18). Rainis ve ark. (5) kolorektal kanserli
hastalarda yaptiklan ¢alismada kolonik timor
dokusuyla sadlam kolonik dokuda MPO ve
ADA duzeylerine bakmiglar ve timoér doku-
sundaki MPO seviyelerinin saglam dokuya
gore iki kat ytuiksek oldugunu, ADA duzeyle-
rinin de arttigini géstermislerdir. Roncucci ve
ark. (19) kolorektal kanserli olgularin kolon
mukozalarinda MPO pozitif hiicre sayisinin
kontrol grubundan fazla oldugunu ve MPO-
pozitif hiicre sayisi ile displazi arasinda kuv-
vetli iliski oldugunu bildirmiglerdir. Litera-
turde Kolorektal kanser olgularinda plazma
MPO seviyesini inceleyen bir calismaya rast-
lanmamustir.

Calismada Kolorektal Kkanserli olgularda
plazma MPO duzeylerinin kontrol grubuyla
Karsilastirildiginda anlaml olarak (p<0.01)
yuksek oldugu goruldu. Calismamizda elde
ettigimiz bu bulgumuz literatiirdeki bulgu-
larla uyum gostermektedir. Kolorektal kan-
serli olgularda MPO diizeyindeki ytkseklik
bu olgularda oksidan molekullerin tiretimin-

de artis olduguna isaret etmektedir.

Sonug olarak, kolorektal kanser hastalarinda
plazma lipid peroksidasyonunu yansitan
MDA duizeyinin ytiksek olarak bulunmasi
kolorektal karsinogeneziste oksidatif stresin
rol oynadigini gostermektedir. Plazma NOo
ve NT duzeylerinin kolorektal kanser hasta-
larinda yuksek saptanmasi RNT'nin kolorek-
tal kanser icin risk faktérlerinden olan Kkro-
nik inflamatuar siiregcte iNOS enziminin
induklenmesiyle olusup miktarlarinin artti-
din1 dustindiirmektedir. Yapilan ¢alismalarda
prekanser6z dénemde induklenebilir nitrik
oksit sentaz (iNOS) inhibitorii kullaniminin
inflamatuar nedenlerle olan hiperplaziyi en-
gelledigi gosterilmistir (20). Tumorlu olgu-
larda da prekanser6z dénemde iNOS inhibi-
torlerinin yararl etkilerinin olabilecegini orta-
ya Koyabilecek yeni ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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Calismamiz bu ag¢idan yol gostericidir. Lite-
ratlirde kolonda inflamasyon modellerinde
iNOS inhibitorleri kullaniminin apopitoziste
azalmayla birlikte NT ve NO* dizeylerinde
de azalma oldugunu goésteren c¢alismalar ol
makla birlikte kanserde NT ve NO+ diizey-
leriyle apopitozis iliskisini gdsteren yeni calis-
malara ihtiya¢ vardir. Yine Kkronik inflamas-
yonda rol alan enzimlerden plazma MPO
diizeyinin ytiksek olmasi bu enzim aracilikli
olusan reaktif tilirlerin de kanser olusumu
uzerine etkisi oldugunu aciklamaktadir. Calis
mamiz kolorektal kanser olgularinda oksi-
datif ve nitrozatif stresi birlikte ele alan ilk
calismadir. Yaptigimiz ¢alismanin ileride kolo-
rektal Kkanserli hastalarin tedavisinde bu
enzim
ortamdan uzaklastiran antioksidanlarin kulla-
nilabilecegini gdstermeye yonelik calisma-
lara 151Kk tutacagini timit etmekteyiz.

inhibitorlerinin ve reaktif tirlerini
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