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KLINIK CALISMA

Larenks karsinomlu hastalarda lipid peroksidasyonu ve
antioksidan seviyeleri

Lipid peroxidation and antioxidant levels in patients with laryngeal carcinoma

Dr. Yavuz Fuat YILMAZ,' Dr. Filiz AKBIYIK,” Dr. Umit TUNCEL,' Dr. Adnan UNAL'

Amag: Serbest oksijen radikalleri (SOR) kanser pa-
togenezinde énemli rol oynamaktadir. Bu ¢alismada
larengeal kanser dokusunda lipid peroksidasyonu ve
SOR seviyeleri arastirild.

Hastalar ve Yéntemler: Larenks skuamd&z hicreli
karsinomlu 30 hastada larengeal timérli ve timaor-
stz dokuda glutatyon (GSH) ve malondialdehit
(MDA) duzeyleri ve lipid peroksidasyonu degerleri
kargilastirildi.

Bulgular: Glutatyon seviyesi kanserli dokuda belir-
gin olarak disik bulundu (p<0.001). Kanserli do-
kularda lipid peroksidasyonu son Urtini olan MDA
seviyelerinde belirgin artis saptandi (p<0.01). Erken
(n=14) ve ileri (n=16) evre timorll hastalardan elde
edilen sonuclar arasinda MDA ve GSH dizeyleri
acisindan anlamli farklilik bulunmadi (p>0.05).

Sonug: Larenks kanserli dokuda antioksidan sistem-
deki azalma, serbest oksijen radikallerinin artmasina
yol acgarak lipid peroksidasyonunda artisla sonuclan-
maktadir. Serbest oksijen radikallerindeki bu artis kan-
ser patogenezinde rol oynayabilir.

Anahtar Soézciikler: Antioksidan/metabolizma; skuamdéz
hicreli kanser; serbest radikal.

Objectives: Reactive oxygen species (ROS) play
an important role in the pathogenesis of cancer. The
aim of this study was to investigate the extent of lipid
peroxidation and ROS in laryngeal cancer tissues.

Patients and Methods: We determined glutathione
(GSH) and malondialdehyde (MDA) activities as
markers of lipid peroxidation in laryngeal tumor spec-
imens and tumor-free adjacent tissues of 30 patients
with squamous cell carcinoma.

Results: Compared to the tumor-free specimens,
the level of GSH was significantly low (p<0.001)
whereas MDA, a lipid peroxidation product, showed
a significant increase (p<0.01) in cancer tissues. No
significant differences were found in MDA and GSH
levels between patients with early (n=14) and
advanced (n=16) tumor stages (p>0.05).

Conclusions: Decreased antioxidant capacity of
laryngeal cancer tissues results in elevation of
free oxygen radicals and increased lipid peroxida-
tion. Free radical metabolism may be involved in
the pathogenesis of laryngeal cancers.

Key Words: Antioxidants/metabolism; carcinoma, squa-
mous cell; free radicals.

Organizmadaki biitiin hiicreler antioksidan sa-
vunma sistemleri araciligiyla serbest oksijen radi-
kallerinin (SOR) muhtemel zararlarina kars1 koy-

maktadirlar. Serbest oksijen radikalleri iiretimi ve
antioksidan savunma arasindaki dengenin bozul-
mas1 oksidatif stres ile sonuclanarak, hiicresel
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fonksiyonlarda bozulmaya yol agmakta ve kanser
gibi patolojik durumlara neden olmaktadir." Or-
tamdan uzaklastirilamayan yiiksek SOR konsant-
rasyonlarinin DNA hasar1 yapip mutasyona neden
oldugu ve bunun da tiimor gelisimini artirdigy bi-
linmektedir.*” Oksidatif stres hipotezine gore, bir-
¢ok karsinojen serbest radikaller olusturarak hiicre
hasarina ve hasarlanan hiicrelerin malign dontisii-
miine yol agabilir. Serbest oksijen radikalleri bir-
¢ok hiicresel ve molekiiler etkileriyle mutajenite,
sitotoksisite, gen ekspresyonunda bozulma sonu-
cunda karsinogenezisin baslamasina yol agmakta-
dlr.[z-“

Ultraviyole 1sin1, iyonize radyasyon, kimyasal
karsinojenler ve sigara kullanimi organizmalarda
oksidatif stresi indiikleyebilmektedir. Bir¢ok hiicre-
de antioksidan savunma mekanizmalar: iki kisim-
dan olusmaktadir: Bunlar siiperoksid dismutaz, ka-
talaz, glutatyon peroksidazdan olusan antioksidan
enzimler ile vitamin A, E, askorbat, glutatyon ve ti-
orediiksin gibi diisiik molekiil agirlikli antioksidan-
lardir. Bu maddeler endojen ve ekzojen gevresel fak-
torlerce olusturulan SOR’lerine karsi savunma me-
kanizmasini olustururlar.”

Serbest oksijen radikalleriyle indiiklenmis lipid
peroksidasyonu (LP), hiicre membran fonksiyo-
nunda ve yapisinda biiyiik degisikliklere yol ag-
makta ve neoplastik transformasyonda suglan-
maktadir.” Lipid peroksidasyonunun son iiriinii
malondialdehitdir (MDA) ve MDA'nin niikleik
asitlerle etkilesime girerek mutagenezis ve karsi-
nogeneze yol agtigi gosterilmistir.” Glutatyon
(GSH) ise 6nemli bir SOR temizleyicisi olan glutat-
yon peroksidazin substratidir. Glutatyon, aktive
oksijenlerin temizlenmesinde ve hidrojen atomla-
rinin hedef radikallere transferinde rol almakta-
dir.”

Literatiir incelememizde LP ve larengeal kanser-
de antioksidan durum ile iligkili sinurli sayida calis-
ma vardir ve sonuglari geligkilidir.”** Bu ¢alisma la-
rengeal kanserde LP'nin yaygimhgim ve dokudaki
antioksidan seviyelerini ortaya koymak amaciyla
yapilmustir.

HASTALAR VE YONTEMLER

Calismada larenks skuamoz hiicreli kanser tanist
ile Ekim 2001-May1s 2002 tarihleri arasinda ameliyat
edilen 30 erkek hastadan (ort. yas 58+8; dagilim 40-
84) elde edilen dokular kullanildi. Taze histopatolo-
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jik dokular hem tiimoral, hem de larengeal nontii-
moral mukozadan elde edildi. Kontrol dokulart tii-
morden uzak bolgelerden alinip bir kismi neoplas-
tik degisikligin olmadigini gostermek icin histopa-
tolojik incelemede, diger kismu ise biyokimyasal
analizde kullanild1. Elde edilen tiim dokular —70 de-
recede derin dondurucuda saklandi. Tiim kanser
hastalar1 15-25 yillik sigara igicisi olup besi harig di-
gerleri orta derecede alkol kullanmaktaydi. Timor
evrelemesi AJCOC 6lgiitlerine gore yapildi.""! Has-
taligin evresine gore uygun cerrahi girisim (total ve-
ya parsiyel larenjektomi) gerceklestirildi.

Biyokimyasal analiz

Tiyobarbiturik asit reaktif maddeleri (TBARS)
Uchiyama ve Mihara yontemiyle LP'nin bir indeksi
olarak 6lciildii."” Doku érnekleri 1:10 potasyum fos-
fat tamponunda (50Mm, ph 7.4) homojenize edildi.
0.5 ml homojenat 3 ml'lik %1 fosforik asit ve 1 ml
%0.6 TBA ile karistirild1. Tiipler 45 dakika kaynayan
suda tutuldu ve soguduktan sonra TBARS den n-
butanol ekstrakte edilerek absorbansi 532 nm olarak
okundu. Tiyobarbiturik asit reaktif maddeleri her
gram 1slak doku icin nanomol olarak verildi. Azal-
mis glutatyon (GSH) total siilfidril gruplarindan El-
man reajeni kullanilarak o6l¢iildii (DTNB). Doku ho-
mojenat1 yukarida tanimlandig1 gibi deproteinize ve
0.7 M K;PQy ile notralize edildi. Son presipitat sant-
rifiijle alind1 ve siipernatan GSH tanimlamasinda
kullanild1."” Glutatyon seviyeleri gram bagina mili-
mol 1slak doku olarak tanimlanda.

Istatistiksel analiz

Tiim degerler ortalama+standart sapma (SS) ola-
rak tanimlandi. Normal ve kanser doku ornekleri
arasmdaki tanimlanan parametrelerin istatistiksel
anlamlilig1 paired t-testi ile analiz edildi. Erken ve

TABLO 1

LARENKS KANSERLI HASTALARIN TUMORLU VE
TUMORSUZ DOKULARINDAKI MDA VE GSH

SEVIYELERI
Tiumorli Timorsiiz p
doku doku
Ort.+SS Ort.+SS
Malondialdehit 32.76x12.17 21.88+9.38  p<0.01
Glutatyon 0.059+0.063 0.18+0.11 p<0.001

MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; Istatistiksel analiz paried t-testi ile
yapildi.
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TABLO II
EVRELERINE GORE HASTALARIN MDA VE GSH SEVIYELERI

Evre Tiumorli doku Tumorsiiz doku Tiumorli doku Timorsiiz doku
MDA MDA GSH GSH
Ort.+SS Ort.+SS Ort.+SS Ort.+SS
Erken evre (n=14) 29.84+10.36 20.35+11.05 0.06+0.07 0.16+0.12
Tleri evre (n=16) 31.74+13.59 22.90+0.26 0.04+0.05 0.18+0.12

MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; Istatistiksel analiz Mann Whitney U-testi ile yapildi.

ileri evre timorlii dokudaki degerlerin istatistiksel
analizleri Mann-Whitney U-testi ile yapildl. P<0.05
sayisal degerleri anlaml olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Kanser dokusunda yiiksek LP seviyeleri saptan-
d1 (p<0.01). Kanserli doku GSH seviyeleri ise belir-
gin olarak diisiik bulundu (p<0.001) (Tablo D).

Hastalarin 14’4 evre 2 (ToMgNp), 10'u evre 3
(TsNoMy) ve altis1 evre 4 (T4NyMy) idi, hicbirinde
uzak metastaz yoktu. Evre 2 erken evre, 3 ve 4 ise
ileri evre olarak degerlendirildi. Erken ve ileri evre
timorlii hastalardan elde edilen sonuglar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (Tablo II).

TARTISMA

Serbest oksijen radikali tiretiminin larenks sku-
amoz hiicreli kanserdeki kaynagi, muhtemelen iyo-
nize radyasyon, kimyasal karsinojenler ve sigara
kullanim1 gibi gevresel faktorlerdir. Tiitlin kullani-
minin larenks kanserine predispozan faktor oldugu
bilinmektedir. Tiitiin kullanimi ayn1 zamanda enfla-
matuvar durumlara yol acarak, enflamatuvar hiicre-

lerce olusturulan SOR ile oksidatif strese yol agabi-
lir.[l()]

Kanserli dokularda SOR fazlaligl ve buna bagh
olarak oksidatif stresin SOR artis1 yoniinde bozul-
masinin LP’yi ve karsinogenezisi indiikledigi goste-
rilmistir."” Lipid peroksidasyonunun artmasi or-
tamda MDA birikmesine neden olmaktadir.” De-
neysel hayvan ve insan ¢alismalarinda LP'nin ve bi-
riken metaboliti MDA'nin kanserin baslangi¢ ve iler-
leme safhasinda 6nemli bir role sahip oldugunu gos-
teren arastirmalar vardir.""*"”' Malondialdehitin bu
zararli etkisini niikleik asitlerle etkilesime girerek
yaptig1 gosterilmistir.”

Larenks kanserlerinde bu konuda az sayida calis-
ma vardir. Durak ve ark.nin” calismasinda larenks
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skuamoz hiicreli kanserlerinde diisiik antioksidan
aktivite gosterilmistir. Stiperoksit dismutaz, adeno-
zin deaminaz, 5 niikleotidaz, ksantin oksidaz ve ka-
talaz gibi enzim seviyeleri bu aktiviteyi yansittiklari
icin kullanilmigtir. Ancak, bu azalmis antioksidan
aktivite normal larengeal dokuda izlenememistir.
Samir ve Kholy" larengeal kanserde MDA seviyele-
rinde belirgin artis gostermisler ancak, timor evresi,
diferansiyasyon derecesi veya lenf nodu metastaziy-
la iliski saptayamamuislardir. Calismamizda da bu
calismaya paralel olarak erken ve ileri evre kanserli
dokular arasinda istatistiksel olarak anlaml farklar
saptanamamustir (p>0.05). Seven ve ark."” plazma
TBARS degerlerine bakarak LP'nin larengeal kan-
serli hastalarda, kontrol grubuna gore belirgin dere-
cede yiiksek oldugunu gostermislerdir. Ancak, Yi-
gitbagi ve ark.” larenksin kanserli dokusunda MDA
seviyelerinde anlaml1 degisiklikler bulamamuislardir.

Calismamiz, doku TBARS degerleri olarak
LP’'nin, kanserli dokularda, kansersiz dokuya kiyas-
la belirgin derecede ytiksek oldugunu gostermekte-
dir. Lipid peroksidasyonunun artmasi SOR-antiok-
sidan sistem dengesinin, SOR lehine bozulmasi ne-
deniyle olabilir.

Calismamizda glutatyon seviyelerinin tiimorlii
dokuda tiimorsiiz dokuya kiyasla diisiik oldugu go-
rildii. Bu bulgu diger arastirmacilarla ortiismekte-
dir.™™ Bu azalmanin, artan SOR miktaria bagh
GSH kullanimindaki artisa bagli olabilecegini dii-
siinmekteyiz.

Sonug olarak, SOR artis1 nedeniyle antioksidan
sistem enzimlerinin kullanimi artmakta dolayisiyla
GSH seviyeleri diismektedir. Oksidan-antioksidan
sistem dengesinin bozulmasi (oksidatif stres) nede-
niyle de LP ve buna bagli olarak MDA kanserli doku-
da artmaktadir. Bu nedenle, SOR artis1 ve/veya anti-
oksidan enzim diisiikliigline bagh oksidan stresteki
artis larenks kanseri patogenezinde 6nemli bir rol oy-
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nuyor olabilir; ancak, konunun agikliga kavusmasi
icin daha ileri calismalara ihtiyag¢ vardir.
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