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OZET

Mezani, B. (2014). Akciger Kanserinde Siiperoksit Dismutaz, Katalaz ve Glutatyon
Peroksidaz Gen Polimorfizmlerinin Oksidan-Antioksidan Sistem ile Iliskisinin
Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip AD.
Yiiksek Lisans. Istanbul.

Akciger kanseri diinyada kanser vakalar1 arasinda en yiiksek goriilme sikligma sahip
kanser tiirtidiir. Sigara en 6nemli risk faktorleri arasindadir. Sigara dumaniyla birlikte
kirli havaya maruz kalan akcigerlerde serbest radikal ve reaktif oksijen tiirlerinde artis
meydana gelmektedir. Canli organizmada olusan serbest radikal seviyesini belirli bir
diizeyde tutarak birikimini dnlemek ve olusan bu serbest radikallerin olusturabilecegi
hasarlardan korunmak ic¢in savunma mekanizmalar1 gelismistir. SOD, GPX ve Katalaz
antioksidan sistemde gorev alan Onemli enzimatik antioksidanlardir. Karsinogenez ve
timor gelisimi ile iliskili oldugu diisiiniilen serbest radikallerin olusturdugu hasarlarin
ortadan kaldirilmast agisindan antioksidan mekanizmalarin bilinmesi de onemlidir. Bu
enzimleri kodlayan genlerdeki genetik varyasyonlar enzimlerin aktivitelerinde azalmaya
neden olabilmektedir. Antioksidan sistem iiyeleri katalaz (CAT), siiperoksid dizmutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPX) kodlayan genlerdeki tek niikleotid varyasyonlar1
(SNPs) ile oksidan-antioksidan kapasite diizeylerinin akciger kanseri hastalarinda
incelenmesi amaglanmigtir.

GPX1 -198 C/T, SODI1-252 ve KAT-21 bir genlerine ait polimorfizm sonuglari
degerlendirildiginde genotip dagilimi ve allel frekanslar1 acisindan kontrol grubu ve
akciger kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanamamistir
(p>0.05). CUPRAC ve TBARS yontemlerine gore akciger kanseri hastalarinda total
antioksidan miktar1 kontrollere gore yiikselmistir ancak istatistiksel olarak anlamli bir
fark yakalanamamustir. Ayni hastalarin serumlarindaki total oksidan miktarlar1 DMPD
ve TBARS yontemiyle dl¢iilmiistiir. DMPD yontemi kullanilarak elde edilen bulgulara
gore akciger kanseri hastalarinda oksidan seviyesi kontrollere gore diisiik bulunmustur
ve istatistiksel olarak da anlamlilik yakalanmusgtir.

Bu calismada elde edilen verilerle hasta serumlarindaki yiiksek okisdatif hasar ve bunu
dengelemek iizere aktivasyon gosteren antioksidan sistemin akciger kanseri gelisiminde
onemli rol alabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, CAT, GPX, SOD, Polimorfizm, CUPRAC, ABTS,
DMPD, TBARS.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 40769
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ABSTRACT

Mezani, B. (2014). Genetic polymorphisms of Superoxide Dismutases, Catalase,
Glutathione peroxidase in lung cancer patient and the measurement of Total Antioxidant
Capacity with Reactive Oxygen Species (ROS) Consumption Measured by Oxidative
Conversion. Istanbul University, Institute of Health Science, Molecular Medicine
Department. Master Thesis. Istanbul (2015).

lung cancer is one of the cancer with the highest incidence rate among the others
worldwide. Smoking is most severe risk factors for the lung cancer. By inhalation of
polluted air, amount of free radicals and reactive oxygen species increases in lungs.

For holding the amount of free radical at a certain level and protecting the organisms
from damages caused those free radicals some defense mechanisms have been
developed. bu serbest and prevent the resulting free radicals level in the living
organisms SOD, GPX and catalase are some important enzymatic antioxidants involved
in antioxidant system. Since the elimination of damages of free radicals which is
thought to be associated with Carcinogenesis and tumor growth, antioxidant
mechanisms are crucial. Genetic variations in the genes encoding this enzyme may lead
to a decrease in activity of the enzyme.

In this research, investigation of single nucleotide variations in the genes encoding
members of antioxidant system, catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD),
glutathione peroxidase (GPX) and the oxidant-antioxidant capacity of those enzymes in
lung cancer patients are aimed. When the polimorphism results belongs to GPX1 -198
C/T, SOD1-252 and KAT-21 genes are evaluated, statistically significant difference
between the control group in terms of genotype distribution and allele frequencies and
lung cancer patients could not be detected.

According to CUPRAC and TBARS methods, total amount of antioxidant in lung
cancer patients has increased in comparison to control groups but any statistically
significant difference could be captured. Total antioxidant amounts in the serum of
same patients was measured by DMPD and TBARS. The results obtained from DMPD
method showed that oxidant level of lung cancer patients was lower compared to
controls. Depends on data obtained from this study, we suggested that high oxidative
activation in the serum of patients and antioxidant system associated with balancing of
this oxidative activation may have a important role in lung cancer development.

Key Words: Lung cancer, CAT, GPX, SOD, Polimorphism, CUPRAC, ABTS, DMPD,
TBARS.
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1. GIRIS VE AMAC

Bu calismanin amaci, antioksidan sistem {iiyeleri katalaz (CAT), siiperoksid
dizmutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPX) kodlayan genlerdeki tek niikleotid
varyasyonlar1 (SNPs) ile oksidan-antioksidan kapasite diizeylerinin akciger kanseri
hastalarinda incelenmesidir. Yapilan arastirmalar sonucu akciger kanserinin
olusumunda katki saglayan bir ¢cok genetik ve cevresel faktorler tanimlanmistir. Akciger
kanseri vakalarma %10-15 sigara i¢cmeyenlerde rastlanir. Genetik faktorler (1),
radyoaktif maddeler, nikel, krom, demir oksit, radon gazi, asbest, puro, pipo kullanimi
ve hava kirliligi akciger kanseri riskini arttrmaktadir (2). Bir¢ok radikal tiirii olmasima
ragmen biyolojik sistemlerde en ¢ok goriilen, oksijenden olusan ve genel olarak reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilan radikallerdir. Bu reaktif molekiillerden
bazilart: siiperoksid radikali, hidroksil radikali, peroksid radikali, nitrik oksid, alkoksil
radikali ve hidrojen peroksiddir (3). ROS genelde mitokondri gibi organellerin
fonksiyonlarindan yada iyonize radyasyon gibi dis etkenlerden hiicre icinde iiretilmistir.
Nispeten radikalik bir tiir olamasima ragmen molekiiler oksijenin (0O2) ardisik olarak
indirgenmesiyle reaktif oksijen tiirleri olugsmaktadir. Bir e- kazanarak siiperoksit (O2e-)
radikaline, 2 e- alarak hidrojen peroksit (H202) radikaline, 3 e- alarak hidroksil (OHe)
radikaline doniisiir (4). Olusan siiperoksit anyonu "birincil" ROS olarak kabul edilir ve
"ikincil" ROS olusturmak icin diger molekiiller ile etkilesime girebilir. Siiperoksitlerin,
hidrojen peroksite ¢evrilmesi katalitik aktivitesi cok yiiksek bakirli bir enzim olan SOD
tarafindan gerceklestirilir. SOD enzimleri biyolojik sistemlerde bu reaksiyonu
hizlandirir. SOD tarafindan katalizlenen bu tepkime dismutasyon tepkimesi olarak
adlandirilir. SOD enziminin yiiksek katalitik etkisi nedeniyle hiicrelerde siiperoksit
birikimine izin verilmez. Ancak cesitli durumlarda siiperoksit yapiminin artmasiyla
siiperokside 0zgii tepkimeler goriilmeye baslar. Siiperoksit radikali, metal iyonlarim
indirgeyerek bagli oldugu proteinlerden salinisina neden olabilir. Demir (III)’ iin demir
(II)’ ye indirgenmesi Fenton reaksiyonunu hizlandirmaktadir (5). H202 zayif bir
oksidan ve gecis metali iyonlar1 yoklugunda nispeten kararli olan zayif bir indirgen
maddedir (6). Hidrojen peroksit bir serbest radikal degildir; fakat ROS olarak kabul
edilir. Yiiksek konsantrasyonlarda giiclii oksijen radikallerinin ortaya c¢ikmasma yol
acarak zararli etki gosterebilir. H202 serbest radikal biyokimyasinda Onemli bir

bilesiktir ve ¢ok kolay bozulur. Ozellikle gecis metal iyonlarm (Demir (Fe), Bakir



(Cu), Cinko (Zn), Nikel (Ni), Mangan (Mn), Kobalt (Co), Kursun (Pb) vb.)
varliginda en reaktif ve hasar verici ROS olan hidroksil radikali (OHe) iiretilir (7).
Hidroksil radikali kaynagi biiyiik olasilikla Haber-Weiss reaksiyonudur. O2e- radikali
hiicresel Fe3+’ ii Fe2+’ye indirger. Bu sekilde Fe2+ ve hidrojen peroksit arasinda

Fenton reaksiyonunu bagslatir (8).

ROS, genomik dengesizlige, diizensiz kopyalamaya, mitojenik iletim
sinyallerine ve yanls ¢ogalmaya devamli yoneltebilen, mitojen hiicrelerin (¢ogalma,
biiylime, hayatta kalma, apoptoz ve yayilma) siirecinin ayarlanmasina sorumlu
genlerinin bozulmasina neden olabilir. Biitiin bu degisiklikler = kanser riskini
arttirmaktadir. Serbest radikallerin yararli ve zararl etkileri arasindaki hassas bir denge
cok onemlidir. Bu denge "redoks diizenleme" olarak adlandirilan mekanizmalar ile elde
edilir. Redoks diizenlemesi, yasayan organizmalar: ¢esitli oksidatif streslerden korur.
Organizmalar oksidatif stres'e karsi katalaz (CAT), siiperoksid dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPX) gibi antioksidan enzimlerin interaktif bir ag1 vasitasiyla
korunmaktadirlar. Bu enzimler reaktif tehlikeli olusumlar1 oksijen ve suya ayristirirlar.
Bu sekilde bir hiicreden stres verici durumlar1 uzaklastirabilirler. Urik asid, askorbik
asid, o-tokoferol ve ubiquinal gibi bazi nonprotein molekiillerde antioksidant sistem

icinde kabul edilirler (9,10).

Antioksidan enzimlerin etkinligindeki azalmalar, diabet, kanser ve yaslanma
gibi pek ¢ok patolojik siirecle iliskilidir (11). Antioksidant enzimler arasmmda SOD
savunmada onemli bir antioksidan olarak sayilmistir (12). SOD, superoksidi hidrojen
perokside doniistiiriir. CAT, Hidrojen peroksidi ¢ozeltisini su ve oksijene katalize eder
ve bu sekilde yiiksek ROS seviyelerinden hiicrenin zarar gormesini engeller. GPXs,
glutatyonun organik peroksidlerini ve hidrojen peroxidlerini azaltan selenoproteinlerdir
(13). SOD, reaktif superoxid'in iyonun dismutasyonunu O2 (oksijen)e ve H202 reaktif
tiirlerine katalize eden bir enzimdir. Peroksidler, CAT , GPX enzimleri reaksiyonlardan
tahrip olabilirler  (14). Insanlarda ii¢ sod tiirii mevcud: sitozolik CU/ZN-SOD,
mitokondrial MN-SOD ve ekstra hiicresel SOD (EC-SOD). SODI1 geni 21p22.11
kromozonunda lokalize edilmistir, SOD1 geninde tanimlanmis olan 251 A/G varyasyonu
(rs2070424) en c¢ok arastirilan SODI1 varyasyonlarindan biridir  (15). Glutatyon
peroksidaz, yapisinda selenyum bulunan bir peroksittir. Bu enzimin, dort alt birimde,

enzim aktivitesi i¢cin dnemli olan bir radikal seleno-cistein (sec) icerir. GPX (80kda),



glutatyon (gsh) kullanarak hidroperoksidin azalmasm katalize eder. Bu sekilde
oksidatif hasara karsi hiicreleri korur. Onlarin mevcudiyeti her yerde bulunmasina
ragmen izoformlarin herbirinin seviyesi dokularmn tiirlerine bagli olarak degisir.
Sitozolik ve mitokondrial glutatyon peroksidaz, hidroperoksidlerin yagli asitlerini ve
glutatyonun harcamasinda H202'yi azaltir. GPX, hidroperoksidleri azaltan ve hidrojen
peroksidlerini suya doniistiiren antioksidan enzimlerinin bir baska Onemli ailesini
olusturur. Insanlarda bulunan 8 tane gpx enzim alt grubu bulunmakta ve bazilari
selenyum icermektedir. GPXs'in hiicre i¢i patolojik siire¢lerinin 6nlenmelerine dnemli
bir rol oynadiklar1 bilinmektedir. Glutatyon peroksidazin, apoptozun Onlenmesine,
zehirlere kars1 savunmaya ve DNA hasarlanmalarinin azalmasina neden olduguna dair
calisma sonuglari bulunmaktadir (16). Fareler iizerinde yapilan ¢aligmalarda, GPX1 ve
GPX2 genlerinde olusan delesyon ve diger varyasyonlarin kanser tiplerinin duyarliligini
artirdigma dair sonuclar elde edilmistir. GPX enziminin tiimor gelisimine ve metastaza
kars1 koruyucu olduguna dair sonuglar bulunmaktadir. GPX'in etkinliginin, servikal,
meme, gastrit, tiroid, kolon, prostat kanseri gibi bir ¢cok kanser tiiriinde azaldigina dair
calisma sonuglart belirlenmistir (17). GPX1 geni 3p21.3 kromozonunda lokalizedir.
Daha ¢ok, GPX genlerinin fonsiyonel genetik degisikliklerinin kanser risk duyarliligma
katki saglayabilecegini diisiiniilmektedir. GPX'in izoenzimlerinin degisik yogunlugu
farkli hiicreler ve dokular vasitasiyla degismesine ragmen, GPX1 geninde fonsiyonel
polimorfizmlerin, karsinogenez riskini degistirebildigi bildirilmistir.  Moscow ve
arkadaslarinin ¢alismasinda, GPX geninde 198 (GPX1-593C/T, rs1050450, pro 198leu)
pozisyonunda prolin (pro) i¢in lizin (leu) degisimini belirlemistir (18). Katalaz,
tetrahedral yapida, bir alt birim i¢in sadece bir ferriprotopofirin, bir alt birim 60kda'dan
organize edilen, 240kda luk bir enzimdir . CAT, su ve molekiile oksijen olusturmak
icin H202 ile ¢ok verimlilikle hareket eder. CAT geni 11p13.31 kromozonunda lokalize
edilmis ve 13 ekzon icerir. 21. kodonunda A'dan T'ye degisikligini iceren CAT geninin
promoter bolgesinde olusan ve yaygin goriilen bir varyasyondur (19). SOD1-251A/G
(rs2070424), CAT-21A/T (rs7943316) ve GPX1-198C/T (rs1050450) polimorfizleri
(20). SOD, CAT VE GPX enzimlerinin etkinliginin azalmasina ve bu sebepten dolay1
ROS'un detoksifikasyonunun azalmasina neden olmaktadwr. ROS'a karsi hiicreyi
koruyan antioksidan enzimleri kodlayan genlerdeki varyasyonlar, ROS tiirlerinin
sebebiyet verdigi basta kanser olmak iizere bir c¢ok hastaliginin riskinin

arttirabilmektedir (21).



Toplam antioksidan kapasite tayinleri icin CUPRAC ve ABTS/persiilfat
yontemleri, serbest radikal tayinleri i¢in de Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeler
Yontemi (TBARS) ve N,N-Dimetil-p-Fenilendiamin (DMPD) Yontemi
kullanilmaktadir. TBARS ve N,N-dimetil-p-fenilendiamin: DMPD Yontemi ile tayin
edilen, “Toplam Oksidatif Doniisim (TOC)” (TOC, Total Oxidative Conversion) ile
ayn1 ortama eklenen ve “Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAC)”, Bakir (II) Indirgeme
Esasli Antioksidan Kapasite, CUPric Reducing Antioxidant Capacity, CUPRAC ve
troloks esdegeri antioksidan kapasitesi: ABTS/TEAC yontemleri ile belirlenen
antioksidanlar arasindaki olasi iliski arastirilir (22). DMPD ve TBARS yontemlerinde
ise serbest radikal miktar1 ortam i¢indeki antioksidan miktarmin artmasi ile azalmis ve
serbest radikallerin miktarin1 gosteren absorbans degerlerinde de azalma goézlenir. Bu
azalma DMPD i¢in neredeyse dogrusal iken TBARS icin ise dogrusalliktan sapma
gosterir (23). N,N-Dimetil-p-fenilendiamin (DMPD) yontemi, reaktif oksijen tiirlerinin
Olciimii icin kullanilan yontem daha O6nce Hirayama ve Unohara tarafindan eser
miktardaki Fe (III)’iin belirlenmesi i¢in gelistirilmistir. Yontem zayif asidik ortamda N,
N-dimetil-p-fenilendiaminin hidrojen peroksit ile oksidasyonu iizerinde demir (III)’iin
etkisine dayanmaktadir. Demir (III) burada katalizor olarak gorev almaktadir.
Reaksiyon katalitik demir olmadan ¢ok yavas gerceklesir. Reaksiyon sonucunda iki tane
koyu pembe renkte DMPD’nin yar1 kinon (DMPDQ) tiirevleri olusmakta ve kinon
radikali olarak adlandirilmaktadir.Reaksiyon sonucunda 514 ve 550 nm
dalgaboylarinda, olusan DMPDQ’dan kaynaklanan iki absorpsiyon piki gézlenmektedir.
Reaksiyon sonunda olusan iiriin 514 nm’de spektrofotometrik olarak takip edilir.
TBARS testi lipit peroksidasyonu sonucunda olusan malondialdehit (MDA) 6l¢iimiine
dayanir. TBARS testi biyolojik sistemlerde ve gidalarda lipit peroksidasyonunu
degerlendirmek icin en sik kullanilan ve bilinen en eski testlerden biridir, son
zamanlarda kompleks biyolojik metaryallerde uygulanmasi artmistir. Olusan hidroksil
radikali deoksiriboza hidrojen ¢ikarma mekanizmasi yoluyla saldirarak TBA reaktif
maddeler (TBARS) a¢iga cikartir. TBARS denemesinde Fenton reaksiyonuyla iiretilen
hidroksil radikallerinin 37°C’lik inkiibasyon sirasmnda dedektdr molekiil deoksiriboza
saldirmasi sonucunda olusan malondialdehit diisiik pH da 1sitildiginda iki molekiil TBA
ile reaksiyona girerek kromojen iiriin (TBA2-MDA) olusturur. Renk gelisimi reaksiyon
karigimina trikloroasetik asitin = (TCA) sulu ¢ozeltisi ve bunu takiben sodyum

hidroksitte hazirlanmig tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisinin eklenmesiyle meydana gelir.



Reaktifler iyice karigtirildiktan sonra tiipler 10-15 dakika 100°C’de (kaynar su
banyosunda) bekletilir ve sonra sogutulur. Pembe TBA iiriiniiniin (Amax = 532 nm)
absorbansi suya kars1 dl¢iiliir. Reaksiyon karisimina hidroksil radikal siipiiriicii bilesik
eklendiginde hidroksil radikalleri icin deoksiriboz 1ile yarisir ve deoksiriboz
bozunmasini azaltir (24) Antioksidan kapasite tayin yontemlerinden TEAC (Troloks
Esdegeri Antioksidan Kapasitesi) Metodu 2,2’ azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat)
(ABTS) bilesiginden radikal katyonu olusturarak, bu katyonun antioksidanlar tarafindan
inhibe edilmesi yontemine dayanmaktadir. ABTS radikali, H202 ve HRP (Horse
Radish Peroksidaz) varliginda enzimatik sistemlerde olusturulabilir. Bu ABTS radikali
(ABTS+.); renklidir, oda sicakliginda kararli olmasma ragmen 35 °C’nin lizerinde ve
pH 7,5 lizerinde kararsizdir. Re ve arkadaslar1 tarafindan modifiye edilmis ve
gelistirilmis yonteminde potasyum persiilfatla ABTS (2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolin- 6-siilfonat))’nin oksidasyonu sonucu iiretilen ABTS.+ radikal
katyonlar1 kullamlir (25). CUPRAC (Bakir (II) iyonu Indirgeme Antioksidan
Kapasite) Yonteminde Cu (II) kloriir ¢ozeltisi, neokuproin (Nc) ¢ozeltisi ve amonyum
asetat (pH=7 tamponu) c¢ozeltilerinin karistirilmasindan sonra, iizerine tayin edilecek
herhangi bir antioksidan ¢ozeltisi (direkt veya asit hidrolizi sonunda) ilave edilmesi ve
bunu takip eden 30 dakika sonunda icerisinde antioksidan bulunmayan referansa karsi
450 nm’de absorbans degerlerinin Olciilmesinden ibarettir. Antioksidan bilesiklerin
(AOx) yiikseltgenmesi reaksiyonunda antioksidan bilesikler ayni zamanda indirgen
maddeler olduklarindan, kromojen bir oksidasyon aract olan Cu (II)-Nc reaktifini
indirgemektedirler. Bakir (II)-neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) reaktifi (Cu
(I)-Nc) kullanilarak polifenolik bilesiklerin antioksidan kapasitelerinin tayini icin
gelistirilen spektrofotometrik CUPRAC yontemi antioksidan bilesikler varliginda Cu
(IT)-Neokuproin kompleksinin renkli Cu (I)-Nc kelatna indirgenmesi ve bu kelatin
maksimum 15181 sogurdugu 450 nm’de absorbans degerlerinin Olgiilmesi esasma

dayanmaktadir (26).

SOD, CAT VE GPX enzimlerinin etkinliginin azalmasina ve bu sebepten dolay1
ROS'un detoksifikasyonunun azalmasina neden olmaktadwr. ROS'a karsi hiicreyi
koruyan antioksidan enzimleri kodlayan genlerdeki varyasyonlar, ROS tiirlerinin
sebebiyet verdigi basta kanser olmak iizere bir c¢ok hastaliginin riskinin

arttirabilmektedir (21).



Calismamizda , akciger kanserli hastalarda SOD, CAT VE GPX enzimlerinin
etkinliginde degisikliklere sebep olabilecek SNP lerle, hasta serumlarinda DPMD,
ABTS, TBARS ve CUPRAC metodlariyla tayin edilecek oksidan-antioksidan sistemle
ilgili verilerin, hastaligin etyopatogenezi ve prognozundaki olasi etkileri hakkinda

bilgiler edinilmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. AKCiGER KANSERI

2.1.1. EPIDEMIYOLOJi
Akciger kanseri sigara igme aliskanlhigindaki artigla orantili olarak 20. yiizyilin

baslarindaki yayginligina oranla giderek artmustir ve diinyada en sik goriilen kanser tiirii

olarak nitelendirilmistir.

Tahmini Vaka
Erkek  Kadin
241,740 29% Prostat Meme 226,870 29%
116,470 14% Akciger & bronslar Akciger & bronslar 109,690 14%
73,420 9% Kolon & rektum Kolon & rektum 70,040 9%
55,600 7% Mesane Rahim Agzi 47,130 6%
44,250 5% Melanom cilt kanseri Tiroid 43,210 5%
40,250 5% Bobrek & renal pelvis Girtlak & agiz kanseri 32,000 4%
38,160 4% Non-Hodgkin lenfoma Non-Hodgkin lenfoma 31,970 4%
28,540 3% Girtlak & agiz kanseri Bobrek & renal pelvis 24,520 3%
26,830 3% Losemi Ovaryum 22,280 3%
22,090 3% Pankreas Pankreas 21,830 3%
848,170 100% Tumii Tumi 790,740 100%
Tahmini Oliim
Erkek  Kadin
87,750 29% Akciger & bronglar Akciger & bronglar 72,590 26%
28,170 9% Prostat Meme 39,510 14%
26,470 9% Kolon & rektum Kolon & rektum 25,220 9%
18,850 6% Pankreas Pankreas 18,540 7%
13,980 5%  Karaciger & intrahepatik safra kanali Ovaryum 15,500 6%
13,500 4% Lésemi L&semi 10,040 4%
12,040 49 Ozofagus Non-Hodgkin lenfoma 8,620 3%
10,510 3% Mesane Rahim Agzi 8,010 3%
10,320 3% Non-Hodgkin lenfoma Karaciger & intrahepatik safra kanall 570 2%
8,650 3% Babrek & renal pelvis Beyin & diger sinir sistemi 5,980 2%
301,820 100% Timi Tumi 275,370 100%

Sekil 2-1: Diinya saghk orgiitii 2008 y1h cinsiyete gore kanser nedenli tahmini 6liim ve oranlari

@7



1950 yilma kadar yapilan olgu kontrol c¢alismalarinda sigara i¢iminden
kaynaklanan etkinin fazla oldugu epidemiyolojik arastirmalarla gosterilmistir. Sigaranin
akciger kanserinin gelisimine sebep oldugu yoniindeki ilk yaym 1962 yilinda
yaymlanmistir. Akciger kanseri Onlenebilen bir hastaliktir (28). Akciger kanseri
diinyadaki kanser olgularinin %12.8 ini, kanser 6liimlerinin ise %17.8 ini kapsar (29).
Akciger kanserli olgularin tam1 sonrasi yasam siireleri 1974-1976 yillar1 arasinda %12
iken, 1992-1997 arasinda bu oran %3 artarak %15 e ¢cikmistir (30).Cinsiyet, yas, rk,
meslek, diyet, hava kirliligi, radyasyon, gecirilmis akciger hastalig1 sonrasinda ortaya
cikan patolojik degisimler, viral enfeksiyonlar, genetik ve immiinolojik faktorlerin

tiimiiniin akciger kanseri gelisimine etkisi % 6’dir (31).

Akciger kanseri insidansi yasla artmaktadir. 60-70 yaslarindaki bireylerin
akciger kanseri olma sikligi hizli bir artisla cok yiiksek diizeydedir. 50 yas altinda
siklig1 daha azdir. ( % 5-10 dolayinda) (28,31).
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Akciger kanseri olusan bu bireylerin ailelerinde de genellikle bir akciger kanseri 6ykiisii
vardir ve adenokanser en sik gozlemlenen kanser tipidir (28).

Ancak iilkemizde genclerde adenokanser yaslilara gore daha fazla izlenmekle birlikte en
sik izlenen kanser tipi skuamoz hiicreli kanserdir (33). Ulkemizdeki akciger kanseri
Ozelliklerini belirlemek amaciyla yapilan ulusal, hastane bazl geriye doniik calismada,
11849 akciger kanserli olgunun % 90,4’1 erkek, % 9,6’s1 kadin olup, olgular biiyiik
oranda (% 56,7) 46-65 yaslar1 arasinda yer almaktadir. Olgularin yaklasik % 90’inda
sigara kullanma Oykiisii saptanmistir (%77,9 aktif sigara icici, % 10,8 sigaray1
birakmistir (34). Kanserli hastalarin birinci derece yakinlarinda akciger kanseri riski 2,4
kat artmaktadir (35). Diinya Saglk Orgiitii 2008 raporunda akciger kanserine bagl
oliimlerin orani erkeklerde % 29,3, kadinlarda % 11’dir (36).

Akciger kanseri insidansi tilkemizde Saglik Bakanligi’nm biitiin saghik kuruluslarinda
tan1 koyulmus olgularmin kaydedildigi pasif kanser kayitlarina gore 11.5/100.000’dir
(37). Akciger kanserli olgularin biiyiik bir gogunlugu ileri evre olan Evre IV ya da lokal
ileri evre olan Evre IIIA ve IIIB’de saptanmaktadir. Bu olgularin %70’1 radikal bir
tedavi yontemi olan cerrahi sansina sahip olamamaktadir (28). Ulkemizde bu oran daha

yiiksektir ve olgularin % 86,7’si ileri evrede yer almaktadir (38).

Table 2-1 Akciger kanserli hastalarin tam anindaki evrelere gore dagilim

(38).

Evre I 5.6
Evre II 1.7
Evre ITIA 14.2
Evre I11B 32.1

Evre IV 40.4




11

2.1.2. ETiYOLOJi

Akciger kanserinde sigara en yiiksek risk faktoriinii olustururken sigara diginda ,
hava kirliligi gibi cevresel faktorler, mesleki karsinojenler, diyet, viral enfeksiyonlar,
gecirilmis akciger hastaliklari, genetik ve immiinolojik faktorler de diger Onemli
etiyolojik faktorleri olusturmaktadir (39,40). Akciger kanseri hastalarmin yaklasik

%90’1ndan fazlasinin sigara kullandig1 saptanmistir (41).

Sigara icenlerde akciger kanseri riski 20-30 kat daha fazla olup bu oran pasif
icicilerde ise %3.5’tur (39,40). Sigara dumaninda prokarsinojenik olarak tanimlanmis
N-nitrozami, poliksiklik hidrokarbonlar ve radyoaktif ozellikte olan radon, kursun,
bizmut ve polonyum gibi karsinojenler yer almaktadr.igilen sigara miktar1, sigara i¢im
siiresi, inhalasyon derecesi, sigara baslama yas1 ve sigara dumanma maruziyet gibi
etkenler de bu riski artiran nedenler arasmndadir (42). Erken evrede tanisi yapilan
akciger kanserli bireylerde sigarayr birakmanin ohastaligin prognozu iizerinde olumul

etkileri oldugu bildirilmistir.

Akciger kanseri hastalarinin ortalama yast 50-70 arasinda olup artan yasla
birlikte hastaligin insidans1 artmaktadir. Yapilan kohort c¢aligmalariyla hastaligin
erkeklerde daha sik goriildiigii buna ek olarak etnik ve irksal farkliliklarin da hastaligin
etiyolojisinde onem rol oynadig1 saptanmistir (43). Asbest, radon, arsenik maruziyeti,
diklorometil eter, krom, formaldehit, nikel onemli mesleki ve cevresel karsinojenleri
olusturmaktadir. Kimyasala maruz kalma orani, siiresi ve kimyasal igerigi akciger
kanseri olugsma olasiligini etkilerken erkeklerde %15, kadinlarda %35 oraninda mesleki

maruziyet sorumlu tutulmustur (44).

Beslenme ile iligkili olarak Vitamin A ve beta karotenden fakir beslenmenin
hayvan modellerinde akciger kanseri riskini artirdigi saptanmustir. Insanlardaki
caligmalarda da diyetin de betakaroten/retinol miktar: yiiksek olanlarda akciger kanseri
riskinin %40 azaldigin1 tespit etmistir. Ayrica yiiksek yagl diyetle beslenen sigara
icicilerinde kanser riski daha yiiksek olmakla birlikte, sari-yesil sebze ve meyvelerin

yeterli alimi riski azaltmaktadir.

Sosyoekonomik durumu kotii olanlarda akciger kanseri riski 2-6 kat artmaktadir
ve bu durumun, grubun etyolojideki faktorlere daha fazla maruziyeti nedeniyle olustugu

diisiiniilmektedir  (45). Gecirilmis akciger hastaliklarinin da kanser riskini arttirdigi
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bilinmektedir. ~ Sarkoidozda akciger kanseri gelisim riski 3 kat fazla
bulunurkentTiiberkiiloza bagli skar mevcudiyetinde bu riski 8 kat artirmaktadir.
Sistemik sklerozda da risk yiiksektir. Skar zemininde gelisen akciger kanserinde

Ozellikle adenokarsinom tipi gelismektedir (46).

Akciger kanseri gelisimin kalitimsal olup olmadigr arastirildiginda, birinci
derece akrabalarinda kanser olanlarda akciger kanseri riski 2.4 kat artmig bulunmustur.
Hiicre biiytimesi ile ilgili islevleri olan bazi genlerde dis etkenlerle (radyasyon,
kimyasal maddeler, viriisler) degisiklik meydana gelerek “onkogen” haline gelmesi
karsinogenezde rol oynamaktadir. Bu onkogenlerin en 6nemli gruplart “myc” (C-myc,
L-myc, N-myc) ve ‘“ras” (K-ras, H-ras, N-ras) aileleridir. Buna karsilik kanser
hastalarinin retinoblaston ve p53 geni gibi bazi tiimor supresor genlerinde mutasyonlar
saptanmistir. Bu mutasyonlara sSigarada bulunan polisiklik aromatik hidrokarbonlarin
neden olabilecegi diisiiniilmektadir. Hidrokarbonlar DNA baglarin1 parcalar, DNA
tamir, apopitoz ve hiicre dongiisiinii ayarlayan p53 geninde mutasyona neden olur.

Akciger kanseri hastalarinin p53 geninde %50-70 oraninda defekt bulunmustur

(47,48,49).

2.1.3. TNM SINIFLAMASI VE EVRELEME

Timor evresi, akciger kanserli olgularin uygun sekilde evrelendirme yapilmasi, tedavi
yonteminin se¢imi ve hastaligin prognozu agisindan 6nemlidir. TNM smiflamas: tablo
3’de, TNM siniflamasina gore evreleme ise tablo 4’de belirtilmistir.

Tan1 sonrasi evrelendirme yapilmasi hastaligin prognozu agisindan ve tedavi
yonteminin se¢ilmesinde 6nemlidir. TNM evrelendirme primer akciger kanseri olan tiim
hastalara uygulanabilen bir yontemdir. TNM evreleme sistemi, primer tiimoriin
biiytikligi ve yayilimini1 (T), bolgesel lenf nodu tutulumunu (N), uzak metastaz
varligini ya da yoklugunu (M) gosterir. T, N, M derecelendirmesi sayesinde evre I ila
IV arasinda genel bir hastalik evresi tespit edilmis olur.

American Joint Committee on Cancer (AJCC) ve Union for International Cancer
Control (UICC) tarafindan uluslararas: akciger kanseri evreleme sistemi yeniden revize

edilerek 2010 yilinda kabul edilmistir (50).



Table 2-2: TNM Degerlendirmesi (T Faktorii; Primer TiimérDegerlendirmesi

Primer timorin belirlenememesi. Balgam veya brons lavaj sivisinda
malign hticreler gorilmesine ragmen radyolojik veya bronkoskopi ile
timorin saptanamamasi.

Primer timor belirtisi yok

In situ karsinom

En genis ¢apl <3 cm olan, Akciger veya visseral plevra ile gevrili,
bronkoskopik olarak lob bronsundan daha proksimale (ana bronsa)
invazyon yapmayan timorl

TUmor en blyilk capl £ 2cm

Timor en bliylk capl > 2cm fakat < 3cm

TUmorin en genis ¢apl >3 cm ancak <7 cm veya asagidaki 6zelliklerden

birini iceren timor:

® Ana bronsa invaze ancak ana karinadan = 2cm mesafede
e Visseral plevra invazyonu,
e Hiler bolgeye uzanarak tiim akcigeri tutmayan atelektazi veya obstriktif

pnémoniye neden olmasi

Timor en bliyik capl > 3cm fakat < 5cm

TUmoriin en genis ¢capl >5 cm ancak <7 cm.

Timorin en genis ¢apl >7 cm veya herhangi bir biylklikte; gogus
duvari  (superior sulkus tumorleri dahil), diyafragma, frenik sinir,
mediastinal plevra veya parietal perikarddan herhangi birine invaze
veya karinaya <2 cm yakin fakat karinayi invaze etmeyen ana bronstaki
tiimor veya bitin bir akcigerde atelektazi ya da obstriktif pnémoniye

neden olan timor veya tiimor ile ayni lobda ayri bir timaéral nodul (ler).

Herhangi bir buyiklikte; mediasten, kalp (myokard), bliyiik damarlar,
perikard ici pulmoner arter ve ven tutulumu, trakea, rekiren laringeal
sinir, 6zofagus, vertebra korpusu, trakeal karinadan herhangi birine
invaze tiumor veya timorle ayni akcigerde farkli bir lob icerisinde

timoral nodil (ler) bulunmasi.




Table 2-3 TNM degerlendirmesi (N Faktorii; Bolgesel Lenf Nodu degerlendirme)

Nx Bolgesel lenf nodlarinin degerlendirilememesi
NO Lenf nodu metastazi yok.

Ayni taraf peribronsiyal ve/veya ayni taraf hiler lenf
N1 bezlerine metastaz ve primer timorin direkt

yayilmasi ile intrapulmoner bezlerin tutulmasi.

Ayni taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf nod
(lar)una metastaz.

Karsi taraf mediastinal- hiler, ayni veya karsi taraf
skalen veya supraklavikuler lenf nodlarina metastaz.

N2

N3

Table 2-4 TNM degerlendirmesi (M Faktorii; Uzak Metastaz Degerlendirme)

Mx Uzak metastaz varliginin degerlendirilememesi.
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var.
Karsi akcigerde timoral nodil (ler), plevral nodiiller
Mla veya malign plevral (veya perikardiyal) efflizyon ile
birlikte olan timor.
M1b Uzak metastaz

Table 2-5 Evre gruplandirilmasi

Okiilt karsinoma [R3 NO MO
Evre O Tis NO MO
Evre IA Tla,b NO MO
Evre IB T2a NO MO
Evre IIA T2b NO MO

Tla,b N1 MO
T2a N1 MO
Evre 1IB T2b N1 MO
T3 NO MO
Evre IlIA Tla,b, T2a,b N2 MO
T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
Evre 11IB T4 N2 MO
Herhangi bir T N3 MO

Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1
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2.2. OKSIDATIF STRES VE KANSER

Akciger kanser genetik, epigenetik ve cevresel faktorlerin birlikte rol aldigi
multifaktoriyel bir hastaliktir (51). Oksijenli solunum yapan organizmalarda dogal
olarak olusan reaktif oksijen tiirlerinin artigina bagh olarak antioksidan sistemin yetersiz
kalmas1 sonucu oksidatif hasarin olusmasmin da kanser olusum mekanizmasina katkida
bulundugu diisiiniilmektedir (52). Bircok faktore bagli olarak olusan oksidanlarin
antioksidan mekanizma tarafindan elimine edilememesi DNA’da mutasyonlarin
olusmasina neden olur. Biriken mutasyonlar DNA hasar1 olusturmakla birlikte tiimor
baskilayic1 genlerin, onkogenlerin ve hiicre biiylimesi ve farklilasmasinda gorev alan
genlerin ekspresyonunda degisikliklere neden olur (54,55). Cesitli kanser tiirlerinde
yapilan caligmalarda serbest radikallerin ve antioksidan sistemde gorev alan bir¢ok
enzimde meydana gelen fonksiyon bozukluklari tiimor olusumuna neden oldugu

gosterilmistir (56).

Buna ek olarak son yapilan akciger kanseri genomik analizleri gostermistir ki
genlerdeki yiliksek mutasyon frekansi endojen bir antioksidan programini aktive ederek

reaktif oksijen tiirlerinin miktarini azaltarak tiimor gelisimini desteklemektedir (57).

2.2.1. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
bulunduran kararsiz molekiiller olarak tanimlanirlar. Stabil olmayan bu molekiiller dig
orbitallerinde tek elektron bulundurmalar1 nedeniyle reaktif 6zellik gosterirler (58).
Serbest radikaller kovalent baglarin homolitik boliinmesi, normal bir molekiiliin
elektron kaybetmesi ya da normal bir molekiile elektron transferi sonucu olusurlar. Bu

reaksiyonlar endojen veya ekzojen kaynaklara bagli olarak olusabilir (59,60).

Giines 15181, radyasyon, ilaglar, atmosferdeki hava kirleticiler, diyet iiriinleri ve
diger cevresel faktorler ekzojen kaynaklara ornek verilebilir. Endojen kaynakli serbest
radikaller ise inflamasyon esnasinda notrofil ve makrofajlar tarafindan iretilebilirler,
metal katalizli reaksiyonlarin iiriinii olarak ortaya cikabilirler veya mitokondri-katalizli

reaksiyonlarin yan iiriinii olarak meydana gelebilirler (61,62,63).
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Organizmada biyolojik dnemi olan serbest radikaller basta oksijen tiirevli olmak
izere karbon merkezli (peroksil, alkoksil), azot merkezli (nitrik oksit) ya da kiikiirt

merkezli olabilir (64,65,66).

e —

Nekroz/

‘?@% _' > — . digier hastaliklar

Viriisler

immiin d Mérolojik hastaliklar

T3 Enfeksiyon hassasiycti

Karsinojen/
mutas yom
Hepatoselitler,

servikal, kolon,
meme kanserleri

Mitekondrival Oksidatif Patlama

Endobiyotik ya 117 -
ksenobiyotik /o ksidarler

Parkinson *
hastahg -_—
=5
Alzheimer 4= Hipotalamo
hastalaft Pitugtary Pituitary adramal

ekseni
i
Endokrin fonksiyon
b P Proin flammjitory
el mediato \
Kronik {ithaplanma 2
p € Homeosiaranduki

boruklukiar

Sekil 2-2: Oksidatif stress Mekanizmasi ve Etkileri
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Table 2-6 Biyolojik 6neme sahip Serbest radikaller, Azot ve Oksijen Tiirevleri

Radikaller Radikal olmayan O; tiirevleri

Hidroksil OH°* Hidrojen peroksit H,0,
Alkoksil RO* Singlet oksijen 0k

Peroksil ROO* Ozon 0;
Siiperoksit 0,* Hipoklorid asit HOCI
Nitrik oksit NO* Lipit hidroperoksid L (R)OOH*
Azotdioksit NO;* Peroksinitrit ONOO

2.2.1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijenden tiirevlenen serbest radikallere reaktif oksijen tiirleri adi verilir.
Reaktif oksijenlerin Onemli bir kismi mitokondrial elektron transport sisteminde
oksijenin 4 elektron alarak suya indirgenmesi sirasinda gerceklesir. Molekiiler oksijen
bir elektron alarak siiper oksit radikaline (O,°), iki elektronla hidrojen peroksite
(H0,), ii¢ elektronla hidroksil radikaline (OH®) ve son olarak 4 elektronla en son su
molekiiline  (H,O) indirgenir. Oksidatif metabolizma sonucu olusan molekiiler
oksijenin biiyiik bir kismi bu yolla suya indirgenirken ¢ok az bir kismi reaktif oksijen

tiirlerine doniisiir (67,68).

Hem oksidan hem indirgen bir molekiil olan siiper oksit radikali ¢cok zararl
olmasa da H»O; nin kaynag1 olmast ve gecis metallerini indirgeyebilme yeteneginden
dolayi hiicre i¢cin olduk¢a Onem tasimaktadir. Lipid membranin gecirgenligini azaltan
stiper oksit radikali iiretildigi yerde kalirken, hidrojen peroksit molekiilii yapisindaki su
molekiiliinden dolayr hiicre membranindan kolayca gecebilmektedir. H,O,, zayif
indirgeyici ozellik gosterse de ortamdaki gecis metalleriyle indirgendiginde (Fenton
reaksiyonu) ya da siiperoksit radikali ile reaksiyonu (Haber-Weiss) sonucunda, hiicre
icin oldukca tehlikeli olan hidroksil iyonunun olusmasma neden olur. Bu iki
reaksiyonda gecis metali olan demir Oonemli rol oynar. Olusan hidroksil iyonu ise
oldukca oksidan bir molekiil olup lipid, protein ve niikleik asitler dahil bir ¢ok biyolojik
molekiilii okside edebilir. Ozellikle hiicre zarmin yapisinda bulunan lipid ve proteinlere

hasar vererek hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur (58,69,70,71). Singlet
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oksijen ise radikal olmayan bir reaktif oksijen tiiriidiir. Bunlarin disinda organik
peroksitler (ROOH®), alkoksi (RO®) ve hidroperoksil (ROO®) reaktif oksijen

tiirlerinin diger bir grubunu olusturur (64).

Serbest Radikallerin Hiicre ve Hiicre Yapilarinda Meydana Getirdigi

Hasarlar
Lipit peroksidasyonu olugmasi
Lipit ve proteinlerle kovalent bag olusumu
Zar proteinlerinde hasar, Protein agregasyonu ve ¢apraz baglanmalar
Zar yapisinda ve islevinde degisim
Hiicre tiyol/disiilfit oraninin degisimi

Proteinlerin tiyol gruplarinda hasar ve buna bagimli enzimlerin yap1 ve

fonksiyonlarinda bozulma

Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantinoksidaz gibi

litik enzim aktivitelerinde degisimler
Niikleotid yapili koenzimlerin yikimi
DNA hasar1
Hiicre i¢i K™ kaybim arttirirlar

Platelet agregasyonunda artma (58,72,73,74,75,21).
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2.3. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

Canli organizmada olusan serbest radikal seviyesini belirli bir diizeyde tutarak
birikimini Onlemek ve olusan bu serbest radikallerin olusturabilecegi hasarlardan
korunmak i¢in savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bu mekanizmalar ‘Antioksidan

savunma sistemleri’ ya da ‘antioksidanlar’ olarak bilinir.

Vitamin [

Glutathione

B-ccarotene Peroxidase

Vitamin C

Catalase
Vitamins C and E

B-carotene

GSH

Bilayer ©

Vitamin E +

B-carotene Vitamin E

Mn
50D+Glutathione Peroxidose
+GSH

Sekil 2-3: Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin hiicrede
bulunduklar: yerler
Antioksidanlar genellikler yapilarina gore enzimatik ve enzimatik olmayanlar
olarak smiflandirildiklar: gibi bazi kaynaklarda ¢oziiniirliiklerine ve yerlesim yerlerine

ve kaynaklarina gore farkli sekilde de smiflandirilirlar (65,76,77).
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2.3.1. ANTIOKSIDANLARIN ETKI SEKILLERI:
Antioksidanlar etkilerini serbest radikal olusumunun engellenmesi ya da olusan

serbest radikalin etkisizlestirilmesi seklinde baslica 2 sekilde gosterirler.

1- Mekanizma baslatic1 reaktif oksijen tiirevlerinin uzaklastirilmasi, Oksijenin
uzaklastirilmasi1 ya da konsantrasyonun azaltilmasi ve son olarak katalitik metal

iyonlarinin uzaklastirilmasiyla serbest radikal olusumunun engellenmesi gerceklestirilir.

2- Toplayicr etki, baskilayici etki, onaric1 etki ve zincir kirict etki yoluyla
serbest radikaller etkisiz hale getirilir. Antioksidanlar toplayici etkiyle serbest oksijen
radikalleriyle etkilesime girerler ve daha az reaktif molekiillere doniistiiriirler. Ornek
verecek olursak antioksidan enzimler bu sekilde etkilerini gosterirler. Flavanoidler ve
vitaminler gibi antioksidan maddeler ise bastiric1 etkiyle, serbest oksijen radikallerine
bir hidrojen ekleyerek aktivite kaybina neden olurlar. Antioksidan sistem enzimleri,
yagda ve suda ¢oziinen radikal tutucular ya da metal iyonlarini baglayan proteinler de
onaric1 etkiyle olusan oksidatif hasarin onarilmasini saglarlar.  Seruloplazmin,
hemoglobin, ¢esitli mineraller ve vitaminler zincirleme reaksiyon baslatacak olan
molekiilleri kendilerine baglarlar ve reaksiyon zincirini kirarak Onleyici etki

olustururlar. Bu etki sekli ise zincir kirici etki olarak adlandirilir (65,78,79).

2.3.2. ENZIMATIK OLMAYAN ANTIOKSIDAN SISTEMLER

Enzimatik olmayan savunma sistemlerinde baslica Glutatyon (GSH), A, CE
vitaminleri, selenyum, flavonoidler, albiimin, bilirubin gorev alir  (80). Suda
¢cOziinebilen yapidaki glutatyon; glutamat, sistein ve glisinden olusan bir tripeptid olup
hiicrede en fazla sitozol, mitokondri ve niikleusta yer alan ©Onemli bir endojen
antioksidandir (65, 81, 82). Hiicre i¢i glutatyonun 6nemli bir kismi1 indirgenmis olarak
tiyol formundadir  (83,84). Okside glutatyon ise glutatyon disiilfid (GSSG)
formundadir. Antioksidan etkiden sorumlu en dnemli kismi1 bu siilfidril grubudur. GPX
icin kofaktdr gorevi yaparken ayni zamanda aminoasitlerin hiicre igerisine taginmasini
ve biyolojik zarlardaki doymamis yag asitlerinin oksidatif hasara kars1 korunmasini da

saglamaktadir (79,85,86).
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2.3.3. ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR

2.3.3.1. KATALAZ

Katalaz enzimi ilk olarak 1937 yilinda Sumner ve Dounce tarafindan sigir
karacigerinden izole edilmis molekiil agirhigi 240kDa olan bir hemoproteindir.
Yapisinda dort hem grubu (Fe+3-protofilin) bulunup ve her bir alt birimi enzimin
kararliliginda rol oynayan NADPH icerir (65,70,77,87). Enzim sitokrom sistemi iceren
tim oksijenli solunum yapan hiicrelerde mevcuttur. Hiicre icerisinde basta
peroksizomlarda olmak {iizere sitozolde ve endoplazmik retikulumda bol miktarda
bulunur.  Cesitli metabolik reaksiyonlar sonucu ortaya cikan H202’1 katalitik
aktivitesiyle su ve oksijene indirgeyerek oOzellikle membranlarda olusabilecek geri
doniisiimsiiz hasar1 onler. Bir molekiil hidrojen peroksiti, elektron verici bir substrat
olarak digerini de oksidan veya elektron alicis1 olarak kullanabilir. Dakikada 6 milyon
molekiil H202’i su ve oksijene doniisiimiinii saglayan katalaz en yiiksek doniisiim

oranma sahiptir (60,21).

2 H202 «—>» 02 + H20

Kromozomun 11p13 lokalize, 12 intron ve 13 ekzondan olusan katalaz geni
tarafindan kodlanir (88). Gen lizerinde c¢ok sayida tek niikleotid degisimleri olup
bunlardan en ¢ok calisilan katalaz geninin 262. Pozisyonundaki C—T baz degisimidir.
Yapilan ¢aligmalarda beyaz irk T allelini tasimanin enzim aktivitesinde diismeye neden
oldugu diisiiniilmektedir. Buna bagl olarak C allelini tagimanin reaktif oksijen tiirlerinin
azaltmas1 nedeniyle meme kanserinde %17 oraninda koruyucu etki gosterdigi rapor

edilmistir (89).

2.3.3.2. GLUTATYON PEROKSIDAZ

Antioksidan etkili bir enzim olan glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ilk defa Mills
tarafindan memeli eritrositinden izole edilmistir (90). Genellikle hiicre iginde
mitokondri ve sitoplazmada aktivite gosterir. Enzim H20O2 in organik peroksitlerin
(ROOH) indirgenmesini katalizler ve elektron kaynagi olarak Glutatyonu kullanir.
H202 ve lipid hidroperoksitler indirgenirken, glutatyon GSSG’ye yiikseltgenir. Boylece

Lipid peroksidasyonun baslamasi ve ilerlemesi engellenir (59,91,92).
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H,0, (ROOH) + 2GSH «— GSSG + 2 H,O (ROH)
LOOH + 2GSH <GSH-PY 1.OH + GSSG +H,0
GSSG +NADPH + H"  GSH-Px, 2GSH + NADP*

Selenyum (Se) bagimli GPx ve Se bagimsiz (glutatyon-S-transferaz) olmak iizere 2
formu vardir. Sahip olduklar1 alt {inite sayilari, selenyuma baglanma sekilleri ve etki
mekanizmalarma ve yerlesim yerlerine gore farklilik gostermektedir. Tetramerik yapida

olan Se bagimli GPx in herbir alt birimi Se atomu icerir (93).

Table 2-7 GPX alt birimlerinin kodlandig1 kromozom bdélgeleri

Kromozomdaki
Tipi Hiicredeki Yerlesim yeri Ekson
Yerlesim yeri
GPx1 Sitoplazmik/mitokondrial 3p21.3 2
GPxII Gastrointestinal 14g24.1 2
GPx 11T Ekstraselliiler/Plazma 5q32-33.1 5
GPxIV  Fosfolipit hidroperoksidaz 19p13.3 7

GPx I ve II, GSH’1 kullanarak H202 ve hidroperoksitleri metabolize ederken,
GPx 1III fosfotidil kolin gibi kompleks lipidlerin hidroeproksitleri metabolizasyonunda
rol alir. GPx IV ise diger glutatyon peroksidazlardan farkli olarak monomerik yapidadir.
Hiicre membraninda peroksidasyona ugramis olan kolesterol ve fosfolipidleri alkole

indirgeyerek E vitamini eksikliginde membrani peroksidasyona karsi korur (93,94,95).

GPX 1 genindeki tek niikleotid degisimlerinin kanser, diyabet gibi bazi
hastaliklar icin risk olusturabilecegi yoniinde cesitli calismalar mevcuttur. -592
bolgesindeki A/G degisimi, Ekson I ve II de goriilen PolyAla, +2 deki C/T ve -198 C/T
degisimi GPX I genindeki onemli polimorfizmlerdir. Ekson 2 de goriilen -198 C/T
degisimi prolin aminoasitinin l9sin aminoasitine doniismesine neden olur. Pro198Leu
olarak da bilinen bu polimorfizmde CC genotipi: Pro-Pro, CT genotipi: Pro-Leu ve TT

genotipi: Leu-Leu olarak tanimlanir.
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Prolin aminoasitinin 18sin aminoasitine degisiminin selenyumun enzime
baglanmasinda degisiklige neden olarak enzim aktivitesinin azalmasinda rol aldigi
bildirilmektedir. Bu degisim ayni zamanda enzimde konformasyonel degisiklige neden
oldugu ve buna bagli olarak enzimde fonksiyon bozukluguna yol actig1 rapor edilmistir

(96,97,98,99).

Yapilan bazi calismalarda TT genotipini (Leu/Leu) tasiyan bireylerin kansere
yatkin oldugu ileri siiriilmiistiir. Ratnasinghe ve ark.in akciger kanseri bireylerde
yapmis oldugu bir caligmada TT genotipini tasiyan bireylerin CC genotipi tagiyanlardan
2.3 kat kansere yakalanma riski tagidigini bildirmislerdir (96).

Meme, mesane ve kolorektal kanser gibi diger kanser tiirlerinde yapilan
caligmalarda -198 C/T polimorfizmi ile kanser riski iligkisi ac¢isindan farkli sonuglar

rapor edilmistir (100,101).

2.3.3.3. SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD)

Antioksidan etkisi ilk defa 1969 yilinda McCord Fridovich tarafindan gosterilen
SOD metalloenzim ailesinin bir tiyesidir (102), Oksijen kullaniminin yiiksek oldugu
dokularda aktivtesi fazla olmasma karsin hiicre dis1 alanda oldukca diisiik aktivitye
sahiptir.  Siiperoksit radikallerinin H202 ve oksijene dOniisiimii reaksiyonu
kendiliginden olabildigi gibi SOD enziminin kataliziyle de gerceklesir. SOD enzimi
katalizlemesi sonucu 4000 kat daha hizli gerceklesen bu reaksiyon sonucunda
membrandan gecemeyen siiperoksit radikali, membrandan gecebilen H202°‘e

doniismektedir.
202e + 2H+ —» H202 + O2

Olusan H202 ise metal iyonlarinin varliginda olduk¢a hizli gergceklesen Fenton
ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 sonucu hiicrede oksidatif hasar olusturabilecek son derece
zararll hidroksil radikaline doniisiir. SOD aktivitesi hiicre icindeki siiperoksit miktari
diisiik tutulurken hiicre disinda biriken H202 in etkisinin diger antioksidan enzimler
olan katalaz ve GSH-Px enzimleri sayesinde dengede tutulabilecegi diisiiniilmektedir

(103,104,105).
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SOD enzimi yapisinda bulunan metal iyonlarma gore farkli sekilde
isimlendirilirler. Hiicredeki dagilim yerlerine, aktif metal kisimlarma ve aminoasit
dizilimlerine gore farklilik gostererek prokaryotlarda Mn-SOD ve Fe-SOD,
Okaryorlarda ise Mn-SOD, CuZn-SOD ve ECSOD formlarinda bulunur (65,106,107).

Table 2-8 SOD enzim formlarina ait genel bilgiler

SOD1 SOD2 SOD3 (EC-SOD) Fe-SOD

Metal iyonu Cu, Zn Mn (Mangan) Cu, Zn Fe
Hiicre Tipi Okaryot | Okaryot, Prokaryot Okaryot Prokaryot
Hiicredeki Yerlesim
Sitoplazma Mitokondri Hicre disi -
yeri
Molekiil Agirhg: 32kDa 88 kDa 135.000 kDa 41 kDa

‘ Kromozomdaki yeri 21g22.1 6G25 4p-q21 -
Ekson Sayisi 5 5 3 -
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SOD-Cu*?+0,* ——» SOD-Cu*- O,
SOD-Cu*+ 0,° +2H* —» [SOD-Cu*2- 0,°* H,0,

20,°+2H* —> H,0,+0,

«—> —>
«—> —
—>
«—> ——
—>
S

Sekil 2-4: MnSOD, CuZnSOD ve FeSOD Enzimlerine Ait Oksidasyon-Rediiksiyon
Reaksiyonlar:

Metal iyonlarma gore farkli isimlendirilen SOD’un her formu temelde
siiperoksit radikalinin molekiiler oksijene ve hidrojen perokside doniisiimiinii kataliz

eder ve hiicresel kisimlarda siiperoksit diizeyinin kontroliinde 6nemli rol oynar.

2.4. SERBEST RADIKAL TAYININDE KULLANILAN YONTEMLER

2.4.1. N,N-Dimetil-p-fenilendiamin (DMPD) Yontemi

Bu yontem reaktif oksijen tiirlerinin dl¢iimii i¢in kullanilmaktadir. Hirayama ve
Unohara tarafindan ilk olarak aslinda eser miktardaki Fe (III)’iin belirlenmesi icin
gelistirilmistir. Yontem temelde zayif asidik ortamda N, N-dimetil-p-fenilendiaminin
hidrojen peroksit ile oksidasyonu iizerinde demir (III)’iin etkisine dayanmaktadir.
Demir (III) olmadan cok yavas gerceklesen bu reaksiyonda demir (III) katalizor olarak
gorev alir. Reaksiyon sonrasi kinon radikali olarak bilinen iki tane DMPD’nin yar1

kinon (DMPDQ) tiirevleri olusur (23). Olusan DMPDQ koyu pembe renktedir ve bu
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renk degisimine bagl olarak 514nm’de spektrofotometrik dlciim yapilir. 514 ve 550 nm
dalgaboylarinda yapilan 6¢liim sonucunda DMPDQ’dan kaynaklanan iki absorpsiyon
piki gozlenir.

Reaksiyon basamaklar1 asagidaki verildigi sekildedir;

H,N QNH;(CHJZ SR Hal GFGHQ(CHJZ+ HaM GﬁHZﬁ:H,}z
%

7

"

DMPD DMPDQ

Yontemin modifiye edilmemis halinde sirayla 2,4 ng/mL Fe3+ + 1 mL pH 5,7
asetat tamponu + 1 mL %3,5° lik H,O, eklenir ve hacim saf su ile 24 mL’ye
tamamlanir. Karigim 25°C’de 5 dakika su banyosunda bekletilir daha sonra 1 mL
2,4x1072 M DMPD (N,N-Dimetil-p- fenilendiamin) ilave edilir. Su banyosundan
alimarak oda sicakliginda 5 dk tutulduktan sonra absorbans 30 saniye i¢cinde su kor

olarak almir ve 514 nm’de okunur (108).

2.4.2. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeler (TBARS) Yontemi

Oksidatif strese bagl olarak bir ¢ok hastaligin etiyolojisinde rol alan serbest
radikallerin 6l¢iimiinii yapmak ¢ok reaktif ve kisa Omiirlii olmalarindan dolay1 oldukca
giictiir. Serbest radikallerin direkt Olciimili yerine etkinliginin belirteci olarak bu
molekiillerin makromolekiiller (lipitler, proteinler ve DNA ) ile yaptig1 reaksiyonlari
sonucu olusan Uriinlerin Ol¢iimii yapilir. TBARS yontemi de lipid peroksidasyonu
sonucu olusan malondialdehit (MDA) 6l¢timiine dayanan oldukga sik kullanilan bir
yontemdir.  (24). Biyolojik materyallerde kullanimi artan bu yOntem yiiksek
duyarhilikta olup laboratuvar kullanimi i¢in uygundur. (66). H,O, den hidroksil
radikalinin olusumu gec¢is metal iyonlarmin varhiginda Fenton reaksiyonuyla oldukca
hizli gerceklesir.  (109,110). Hidroksil radikalinin Olgiimii, radikalin deoksiriboza
saldirmast sonucu olusan agiga ¢ikan TBA reaktif maddelerin (TBARS) ol¢ciimiine

dayanir. .
HocH, O H
Bu yOntemde Fenton reaksiyonuyla olusan
. . - H\H H/0OH . .
hidroksil radikali, _ ortamdaki deoksiriboza
saldirmas1  igin 37 H H_ °C’de inkiibasyona birakilir.

Sekil 2-5: 2- Deoksi -D- Riboz

181
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Reaksiyon sonucu malondialdehit olusur ve olusan malodialdetin de diisik pH
araliginda 1sitilmasiyla 2 molekiill TBA ile reaksiyona girmesi saglanir. Bu reaksiyon

sonucunda da TBA2-MDA kromojen iiriinii olusur.

‘OH + Deoksiriboz — Hasarli Fragment —— MDA
2 TBA + MDA — kromojen liriin

HSWN\VDH 00 N OH HO__N__sH

S
NV U NWN

OH OH OH

Sekil 2-6: TBA,-MDA olusum reaksiyonu

Reaksiyon karistmina trikloroasetik asitin  (TCA) sulu ¢oOzeltisi ve hemen
ardindan sodyum hidroksitte hazirlanmig tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisinin eklenmesiyle
renk olusumu meydana getirilir. Reaktifler iyice karistirildiktan sonra tiipler kaynar su
banyosunda 10-15 dakika bekletilir ve sonrasinda sogutulma islemi yapilir. Pembe
renkli TBA iiriiniiniin  (Amax = 532 nm) suya karsi absorbansi Ol¢iiliir. Reaksiyon
karigimina hidroksil radikal siipiiriicii bilesik eklenirse deoksiriboz ile hidroksil
radikalleri i¢in yarisir ve deoksiribozun bozunmasimni azaltir. Siipiiriicliniin hidroksil
radikalinin {iiretimini engellememesi ve siipiiriicliye saldiran hidroksil radikalinin
kromojen iirlin olusturmamas1 yontem asamasinda dikkat edilmesi gereken diger

noktalardir (109).

2.5. ANTIOKSIiDAN KAPASITE TAYIN YONTEMLERI

Antioksidan kapasite 6l¢iim metotlarini iki ana gruba ayirabiliriz.

I- Hidrojen Atomu Transferi (HAT) esasma dayanan metotlar: Serbest
radikallerin antioksidan maddenin hidrojeni ile etkisiz hale gelmesinin 6l¢iilmesi ile

tayin edilir.

2- Elektron Transferi (ET) esasina dayanan metotlar: Antioksidanlarin elektron
transfer etmesi ile metal, karbonil ve radikal iceren bilesiklerinin indirgenmesine

dayanan metotlardir.
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2.5.1. TEAC (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi) Metodu
Ik defa Miller ve arkadaslar1 tarafindan bulunan bu yontem Metot 2,2’-azinobis
(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat) (ABTS) bilesiginden radikal katyonunun olugmasi ve

bu katyonun antioksidanlar tarafindan inhibe edilmesi yontemine dayanmaktadir.

ABTS radikali ortamda H202 ve HRP oldugu durumlarda enzimatik sistemlerde
olusturulabilir. Oda sicakliginda kararli ve renkli olan ABTS radikali (ABTS+.),

sicakligin 35 °C’nin iizerinde ve pH 7.5’in tizerinde oldugu durumda kararsizdir (7).

Re ve arkadaslar1 tarafindan modifiye edilmis ve gelistirilmis yonteminde
potasyum persiilfatla ABTS (2,2"-azinobis  (3-etilbenzotiazolin- 6-siilfonat)) nin
oksidasyonu sonucu olusan ABTS.+ radikal katyonlar1 kullanilir. Olusan bu ABTS
radikalleri oda sicakliginda karanlk ortamdayken 2 giin kararh haldedirler.

G?SW Sy so;] +
' B \ L J

Et El

Sekil 2-7: ABTS.+ radikal katyonunun yapisi

Yontem ABTS.+ katyonunun antioksidanlar tarafindan indirgenmesi esasina
dayanir, yani bir renksizlesme yontemidir. Ortamdaki antioksidan varligina bagh olarak
ABTS.+ radikal katyonunun absorbansinda belirli bir siire i¢indeki azalma olur ve bu
azalmadan yararlanilarak toplam antioksidan kapasitesi bulunur. Ortamda bulunan
antioksidan bilesikler, radikal ¢6zeltisinin rengini gittikce acarken bu siirecte absorbans
degerleri de zamana bagl olarak diiser. 6.dk’lik gibi bir siire sonunda 734 nm de
absorbans degeri okunur Yagda ve suda ¢Oziinebilen antioksidanlara, saf maddelere ve

bitki ekstrelerine uygulanabilen bir yontemdir (25).
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2.5.2. CUPRAC (Bakir (II) iyonu indirgeme Antioksidan Kapasite) Yontemi
Antioksidan kapasitelerinin tayini i¢in gelistirilen spektrofotometrik CUPRAC
yonteminde Bakir (II)-neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) reaktifi (Cu (II)-Nc)
kullanilir. Temelde Polifenolik bilesiklerin antioksidan bilesikler varhiginda Cu (II)-
Neokuproin kompleksinin renkli Cu (I)-Nc kelatina indirgenmesi ve bu kelatin

maksimum 15181 sogurdugu 450 nm’de absorbansmin Ol¢iilmesine dayanmaktadir
(111,26).

— ] 2+ — 1+
o O, Q@?@
@gbﬁ p el

Acik mavi CUPRAC re: 1kt1fi S;n renkli iiriin, Amax = IS{I nm

Sekil 2-8: CUPRA C yonteminin kromojenik oksidasyon araci olan Cu (II)-Nc reaktifinin
antioksidanlarla (Ar (OH)n) reaksiyonu sonucu Cu (I)-Nc renkli kelatimin olusumu

Bu yontem; Cu (II) kloriir ¢ozeltisi, neokuproin (Nc) c¢ozeltisi ve amonyum asetat
(pH=7 tamponu) cozeltilerinden olusan ¢ozelti karigimina tayin edilecek herhangi bir
antioksidan (direkt veya asit hidrolizi yapilan) c¢ozeltisinin ilave edilmesiyle yapilan
Olciim esasina dayanir. 30 dakika sonunda igerisinde antioksidan bulunmayan referansa
kars1 450 nm’de absorbans dl¢iimii yapilir. Antioksidan bilesikler (AOx) ylikseltgenme
reaksiyonlarinda ayni zamanda indirgen maddeler olduklarindan, kromojen bir
oksidasyon araci olan Cu (II)-Nc reaktifini indirgerler (112).

n Cu (Nc), ** + n-elektron indirgen (AOx) — n Cu (Nc), © + n-elektron yiikseltgen

iiriin + n H*

CUPRAC toplam antioksidan kapasitesi (TAC) yontemiyle gida maddelerinde
bulunan polifenoller, C ve E vitamini gibi antioksidanlarin tayininde, insan serumunda
TAC belirlenmesinde hidroksil radikal siipiiriicii maddeler tizerinde kullanilan ve hem
lipofilik hem de hidrofilik maddeler icin uygun pratik, secici ve duyarli bir total
antioksidan tayin metodudur. (113,114). Bu yontem daha sonralar1 ise proteinlerin,
kolay yiikseltgenebilen bazi amino asit gruplarmin, 6zellikle tiyol iceren proteinlerin de

TAC iizerine katkisinin belirlenmesi amaciyla modifiye edilmistir (26,115).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. SECILEN ORNEKLERIN TANIMI
Bu caligmada iki 6rnek grubu kullanilmistir. Birinci grupta, 70 kisiden olusan
herhangi bir malignite bulgusu ve tercihen ailede kanser hikayesi olmayan saglikl

bireyler kontrol grubuna alinmaistir.

Ikinci grupta, 1.U. istanbul Tip Fakiiltesi Gogiis Cerrahisi serivisinde akciger
kanseri tanis1 konulan 70 kisi dahil edilmistir. Projemize dahil edilen, akciger kanseri
tanis1 konmus hastalarimizin, klinik, histopatolojik degerlendirmeleri ve ornek alimlari

ilgili klinik tarafindan gerceklestirilmistir.

3.1.2. CALISMAMIZDA KULLANILAN CIHAZLAR

e Buzdolab1 (+4 Beko)

¢ Derin Dondurucu (-20 Ugur)

o Derin Donudurucu

Distile Su Cihazi

Hassas terazi

Isiticili manyetik karistiric
pHmetre

Sogutmal1 Santrifiij

Vorteks karistirici, Spin

Girdap karistirici

Su banyosu

Spektrofotometre
UV-goriiniir alan

spektrofotometresi

Pipet takimi1

(-80°C Sanyo)
(Millipore)

(Radwag AS 220/C/2)
(Elektromag)

(Hanna)

(Hereaus)

(Biosan)

(Wisemix VM-10)
(Elektromag)

(NanoDrop2000)
(Varian Cary 1E model)

(Gilson)
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e PZR cihazi (BioRad)

e Etiiv (Niive)

¢ Giic Kaynag: (Titan plus Helena Laboratories)
e Mikrodalga Firin (Philco)

e [Is1Blogu (Biosan)

(LKB 2013 miniphor electrophoresis,
e FElektroforez sistemi
LKB 2012 maxiphor electrophoresis)

(Stratagen UV/White light
e UV transilluminator
Transilluminator)

3.1.3. CALISMAMIZDA  KULLANILAN KiMYASAL MADDELER VE
COZELTILER

3.1.3.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Agaroz (Invitrogen MBG), Amonyum asetat (Sigma A-8920), Amonyum
kloriir (Sigma A-5666), Borik asit (Sigma B-6768), Bromfenol blue (Sigma B-6896),
DNA marker (Fermentas), EDTA (Merck K-90602121), Etanol (%99 Merck),
Etidyum Bromid (Sigma E-8751), Hidroklorik asit (% 37 Merck K-13190114),
Izopropanol, Potasyum bikarbonat (Merck K-126223552), Potasyum hidroksit (Sigma
P 1767) Primerler (invitrogen), Proteinaz K (invitrogen) Sodyum dodesil (lauryl)
siilfat (Sigma L-5750), Sodyum hidroksit (Merck C754962), Sodyum kloriir (Carlo
Erba 368257), Trizma baz (Sigma T-1503), Tagpolimeraz (Intron), 100bp marker

(Intron).

3.1.3.2. Antioksidan-Oksidan parametrelerin oOl¢iimiinde Kullanilan Kimyasal
Maddeler:

Bakir (II) kloriir dihidrat (CuClL.2H,0O), neokuproin (2,9-dimetil 1,10-fenantrolin)
hidrokloriir (Nc), amonyum asetat (CH3COONH,), demir (III) kloriir hekzahidrat
(FeCl5.6H,0), asetik asit (CH3COOH), sodyum asetat (CH3COONa), sodyum
hidroksit ~ (NaOH), siilfirik asit  (H,SO4), H,O0,  (%30’luk), N,N-Dimetil-p-
fenilendiamin dihidrokloriir (DPD), dipotasyum monohidrojen fosfat (K,HPOy),
potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), sodyum kloriir (NaCl), 2-deoksi-D-riboz, etilen

diamin tetraasetik asit disodyum tuzu, amonyum demir (II) siilfat hekzahidrat (
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(NHa)Fe (S0O,4).6H,0), hidroklorik asit (HCI), trikloroasetik asit (TCA), 2-
tiyobarbitiirik asit (TBA), etanol (EtOH), 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)
diamonyum tuzu (ABTS, C;sH24NsOsS4), potasyum persiilfat (K,S,0s), glutatyon
(GSH).

3.1.4. DNA iZOLASYONUNDA KULLANILAN COZELTIiLER

3.1.4.1. Eritrosit Parcalama Tamponu (Lysis Buffer)

8.74 gram Amonyum kloriir, 1 gram Potasyum bikarbonat, 200 ul 0.5 M Etilen
diaminetetraasetat (EDTA)’1n tartimlar1 yapilarak erlen i¢ine alindi. 900 mililitre distile
su eklendi ve ¢ozeltinin pH’s1 1IN NaOH ile 7.4’e ayarlandi. Daha sonra balon joje i¢cine
alinarak 1 litreye tamamlandi. Cozelti 1s1ya dayanikli cam siselere aktarilarak 120°C’de
15 dakika otoklavlandi ve +4°C’de sakland:.

3.1.4.2. 0.5 M Disodyumetilendiaminteraasetat ( EDTA) (pH 8.0)
186.1 gram Etilendiamintetraasetat (EDTA) tartilarak beher icine alind1 ve 800

ml distile su eklendi. Manyetik karistiric1 yardimiyla ¢oziindiiriildii ve pH’s1 NaOH
cozeltisi ile 8.0’e ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi.

3.1.4.3. 4 M Sodyum Kloriir (NaCl)

233.6 gram NaCl tartilarak erlene alindi. Uzerine 800 mililitre distile su ilave
edildi ve manyetik karistiric1 yardimiyla iyice ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarilarak 1

litreye tamamlandi1. 120°C de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

3.1.4.4. Lokositleri Parcalama Tamponu (White Blood Cell Buffer-WBL)

25 mililitre 4 M NaCl ve 50 mililitre 0.5 M Etilendiaminasetat (EDTA) balon
jojeye konularak 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize
edildi. Oda 1s1sinda saklandu.

3.1.4.5. 1 M Tris Tamponu ( Stok)
121.1 gram Tris baz tartilarak bir behere alindi. Uzerine 42 ul hidroklorik asit

(HCI) ile yaklasik 800 mililitre distile su eklenerek manyetik karistirici yardimiyla
¢Oziindiiriildii. Daha sonra balon jojeye aktarildi ve 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
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3.1.4.6. 9.5 M Amonyum Asetat

73.22 gram amonyum asetat tartilarak beher icine alindi. Uzerine 80 mililitre
distile su eklenerek manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarildi ve
distile su ile 100 mililitreye tamamlandi. 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize

edildi ve +4°C’de saklandi.

3.1.4.7. %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
10 gram Sodyum dodesil siilfat tartildi. Beher icine alinarak iizerine 80 mililitre
distile su eklendi. Manyetik karistirict yardimi ile ¢oziindiiriildii ve pH’s1 7.2°ye

ayarlandi. 0.22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize edildi ve oda 1si1sinda saklanda.

3.1.4.8. Proteinaz K (20 mg/ml)
20 miligram Proteinaz K tartilarak steril bir tiip i¢inde steril distile su ile 1

mililitreye tamamlandi. -20 °C’de sakland:.

3.1.5. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZINDE KULLANILAN COZELTILER

3.1.5.1. Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5X)
20 gram Ficoll 400, 1 gram SDS, 0.2 mililitre 0.5 M ,etilendiamintetraasetat, 1
mililitre 1M Tris (pH 8.0), 200 miligram Bromfenol blue, 200 miligram xylene cyanol

tartilarak steril distile su ile 100 mililitreye tamamlandi. Oda 1s1sinda saklandi.

3.1.5.2. Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

1 gram Etidyum bromiir tartilarak steril distile su ile 10 mililitreye tamamland:.

3.1.5.3. 5X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE)

54 gram Tris baz ve 27,5 gram borik asit tartilarak beher icine aktarildi. Uzerine
20 mililitre 0.5 M EDTA (pH 8.0) ve 800 ml. distile su ilave edilerek manyetik
karistiricida ¢oziindiiriildii.Cozelti balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi ve

120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Oda 1si1sinda saklandi.

3.1.6. ANTIOKSIDAN TAYININDE KULLANILAN COZELTIiLER

3.1.6.1. Glutatyon Cozeltisi
Saf su ile coziilerek 1,0x10-2 M konsantrasyonunda stok ¢ozeltisi hazirland1.
Calisma cozeltilerini hazirlamak i¢in stok ¢ozeltiden alinan hacim uygun oranda saf su

ile seyreltildi.
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3.1.6.2. CuCl2.2H20 Cozeltisi

Saf su ile ¢oziilerek 1,0x10-2 M konsantrasyonunda ¢ozelti hazirlandi.

3.1.6.3. Neokuproin Cozeltisi
Neokuproin (Nc) EtOH ile ¢oziilerek 7,5 x 10° M konsantrasyonda ¢ozeltisi

hazirlandi.

3.1.6.4. pH 7 Ureli Tampon
Serum analizleri i¢in amonyum asetat yerine iireli tampon kullanildi. 0,086 M
Tris (hidroksimetil)aminometan, 0,09 M Glisin, ve 4 mM Sitrat’tan olusan karisim 8 M

tire ¢ozeltisi i¢inde ¢oziildii ve pH’s1 6 M HCl ile 7°ye ayarland:.

3.1.6.5. ABTS / Persiilfat Cozeltisi
7,0 mM ABTS sulu ¢ozeltisi 2,45 mM K;S,0s ile karistirilarak karanlikta 12-16
saat bekletildi. Siire sonunda elde edilen ABTS c¢ozeltisi etanolle 1:50 oraninda

seyreltilerek kullanildi.

3.1.6.6. PBS (Phosfate Buffered Saline) Tampon Cozeltisi

Serum Ornekleri icin etanol yerine PBS tampon ¢ozeltisi kullanildi. 100 mM 50
mL KoHPO, ¢ozeltisi iizerine 100 mM KH,PO4 ¢o6zeltisinden damla damla ekleyerek
pH 7.4 e ayarland1. Sonra i¢ine 0,2 g NaCl ilave edilip 100 mL’ye tamamlandi.

3.1.7. OKSIDAN TAYININDE KULLANILAN COZELTIiLER
3.1.7.1. pH 7,0 Fosfat Tamponu

K;HPO4 ve KH PO, ayri ayrt su ile ¢oziilip 100 mL’ye tamamlanarak 0,1
M’lik cozeltileri hazirlanip swrasiyla 57,8 mL ve 42,2 mL almip karistirilarak pH 7

fosfat tamponu hazirland:.

3.1.7.2. 2-Deoksi-D-Riboz Cozeltisi
2-deoksi-D-riboz saf su ile coziilerek 2x10° M konsantrasyonunda ¢ozelti

hazirlandi.

3.1.7.3. Na;EDTA Cozeltisi
Na,-EDTA saf su ile ¢coziilerek 20 mM konsantrasyonunda ¢odzelti hazirlandi.
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3.1.7.4. Amonyum Demir (II) Siilfat ( (NHa).Fe (SO,).6H,0) Cozeltisi
Amonyum demir (II) siilfat 2x10™ M olacak sekilde tartilip 1,0 mL 1M HCl ile

¢oOziiliip saf su ile 25 mL’ye tamamlanarak hazirland1.

3.1.7.5. H,0; Cozeltisi
% 30’luk H,O; saf su ile seyreltilerek 10 mM’lik ¢ozeltisi hazirlanda.

3.1.7.6. TCA (Trikloroasetik Asit) Cozeltisi

Trikloroasetik asit saf su ile ¢oziilerek % 2.8’lik ¢ozeltisi hazirlanda.

3.1.7.7. 2-Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Cozeltisi
TBA 5x10” M NaOH ile ¢oziilerek % 1°lik ¢ozeltisi hazirlandi.

3.1.7.8. Demir (III) Kloriir (FeCl;) Cozeltisi
FeCls tartilip 1 mL 0,5 M H,SOy ile ¢oziiliip saf su ile hacmi tamamland1 ve 10
M’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi. 107 M’a seyreltme islemi 10” M H,SO, ile yapildu.

3.1.7.9. pH 5,7 Asetat Tamponu
Asetik asit ve sodyum asetatin ve ayr1 ayrt 2 M’lik cozeltileri hazirland.

Sirasiyla 4,75 mL ve 45,25 mL alinip su ile 100 mL’ye tamamlanda.

3.1.7.10. H,O, Cozeltisi
% 30’luk H,O;, saf su ile seyreltilerek % 3’liik ¢cozeltisi hazirland1.

3.1.7.11. N,N-Dimetil-p-Fenilendiamin (DPMD) Cozeltisi
DPMD bir miktar saf su ile ¢oziiliip tizerine 0,5 M 0,25 mL H,SO4 c¢ozeltisi
eklenip su ile tamamlanarak 1,2x10” M konsantrasyonunda ¢ozeltisi hazirlandi. 107 M

H,S0;4 ¢ozeltisi ile 5 kat seyreltildi.

3.2. CALISMAMIZDA KULLANILAN LABORATUVAR YONTEMLERI

Proje kapsaminda ilk olarak daha Once belirtilen klinik parametrelere uygun olan
olgular calismaya dahil edilmistir. Se¢ilen olgulardan izin alinarak 10 mI’lik kan 6rnekleri
EDTA’ln ve kuru tiiplere toplanmistir. EDTA’l tiiplere alinmig olan periferik kan
lokositlerinden en ge¢ 1 giin icinde DNA izolasyonu yapilmis ve DNA saflig1 tespit edilerek
DNA konsantrasyonlar1 hesaplanmastir. Izole edilen DNA 6rneklerinden, SOD, Katalaz ve
GPX genlerindeki polimorfizmleri saptayabilmek i¢in, PCR ile ¢ogaltilmis, RFLP yontemi

ile varyasyon tespiti yapilmistir. Kuru tiiplerle alinan kan 6rneklerinden ise santrifiijleme
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yontemi ile serum elde edilmis ve calisilmak iizere -40 °C’de saklanmustir. Ayrilan serum
orneklerinden TAC ve TOC diizeyleri tayin edilmistir. Hasta ve kontrol gruplarindaki
genotip ve allel dagilimlarinin belirlenmesi ve biyokimyasal parametrelere iliskin dagilimlar
istatistiksel analizlerle yapilmis olup hastalik gelisiminde risk olusturup olusturmadiklari

tespit edilmeye ¢alisilmigtir.

3.2.1. PERIFERIK KANDAN DNA IZOLASYONU

10 ml periferik kan ornegi steril EDTA’] tiiplere alindiktan sonra ¢alisma igin
falkon tiipiine aktarildi. Uzerine 1:3 oraninda (30 ml) eritrosit parcalama c¢ozeltisi
eklenerek karistirildi ve +4°C’de 15 dakika bekletildi. +4°C’den c¢ikarilan Orneklerin
1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisimlari atildi ve pelletleri
tamamen siispanse edilerek iizerlerine tekrar 15-20 ml. eritrosit par¢alama c¢ozeltisi
eklendi. Ornekler +4°C’de 15 dakika bekletildikten sonra 1500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve siiparnatantlar: atilarak siispanse edildi. Siispanse olan pellet iizerine
500 pl %10°luk SDS, 75 pl proteinaz K (20mg/ml) ve 9.4 ml 16kosit parcalama
cozeltisi (WBL) eklenerek 56 °C su banyosunda 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi her 1 ml. 6rnek basina 0.37 ml. olacak sekilde 9.5 M Amonyum asetat ¢ozeltisi
eklendikten sonra yavasca karistirildi ve 3000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilerek
proteinler coktiiriildii. Santrifiij sonrasi siipernatant kismi 50ml’lik temiz bir tiipe
aktarildi ve iizerine 1:2 oraminda %99’luk absolii alkol eklendi ve DNA’nin
presipitasyonu saglandi. Yogunlasan DNA’nin alkol yiizeyine cikmast beklenip ve
DNA mikropipet ucuyla alindi. DNA %70’lik alkolde yikandi ve korunmak iizere Tris-
EDTA ¢ozeltisinde ¢oziindiiriilerek +4°C’de saklandi.

3.2.2. ELDE EDILEN DNA’NIN KONSANTRASYON VE KALITESINiN
TAYINI

Spektrofotometrik olarak, 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan
Olciimlerle DNA’nin saflig1 ve konsantrasyonu belirlendi. 50pg/ml cift iplik¢ikli DNA
iceriginin 260 nm dalga boyunda 1 optik densite (OD) verdigi kabul edilmektedir.260

nm’deki Ol¢tim degeri asagidaki formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu: OD260 X 50ug/ml
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DNA orneklerinin safligit ODsgo/ ODygp oram kullanilarak belirlendi. Yeterince
iyi saflikta kabul edilen DNA’nin ODy60/ ODyg degeri yaklasik 1.8’dir. Ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1.8’den kiiciik olacaktir. ODss0/ ODygy degeri 2’den

biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamma gelir.

3.2.3. SOD1, KATALAZ VE GPX GEN POLIMORFIiZMLERININ PCR-RFLP
YONTEMI iLE SAPTANMASI

3.2.3.1. SOD1 rs2070424 Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamlan Primer
Dizileri

SODI1 gen bolgesinin c¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid dizisi
asagida verildigi sekildedir. Bu primerler uluslararasi yaymnlarda dogrulanmis primer

dizileridir.

SODI1 Ileri Primer: 5 AGTACTGTCAACCACTAGCA’3
SOD1 Geri Primer: 5 CCAGTGTGCGGCCAATGATG’3

3.2.3.2. Katalaz rs7943316 Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanilan Primer
Dizileri

Katalaz gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid dizisi
asagida verildigi sekildedir. Bu primerler uluslararasi yayimnlarda dogrulanmis primer

dizileridir.

Katalaz Ileri Primer: 5> AATCAGAAGGCAGTCCTCCC’3
Katalaz Geri Primer: 5° TCGGGGAGCACAGAGTGTAC’3

3.2.3.3. GPX rs1050450 Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanilan Primer
Dizileri

GPX gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid dizisi
asagida verildigi sekildedir. Bu primerler uluslararasi yaymlarda dogrulanmis primer
dizileridir.

GPX lleri Primer: 5> AAGGTGTTCCTCCCTCGTAGGT’3
GPX Geri Primer: 5° CTACGCAGGTACAGCCGCCGCT’3



38

3.2.4. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSiYONU (POLYMERASE CHAIN
REACTION-PZR)’DA KULLANILAN KiMYASAL MADDELER VE PZR’IN
HAZIRLANISI

Genomik DNA orneklerinde SOD1 geni 570 bg¢’lik gen bolgesi, Katalaz geni
249 be’lik gen bolgesi ve GPX geni 252bc¢’lik gen bolgesi PCR yontemi ile ¢ogaltildi.
Bu amacla toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde, Tablo 3.2.4-1°deki bilesenler
swrast ile 0.2 ml’lik steril tiipe konuldu. 10 6rnek calisilacak ise pozitif ve negatif kontrol
icin birer tane ve pipetleme hatalar1 icin de bir tane olmak iizere toplam 13 Ornek
izerinden reaksiyon karisimi hazirlandi. PCR karigiminin hazirlanma islemlerinin hepsi

buz iizerinde sogukta ve steril kabin igerisinde yapild.

Tablo 3-1: PZR Karisimimin Hazirlanmasi

MALZEMELER KULLANILAN HACIM

Mg Free 10XPCR Tamponu (750 mM Tris-HCI, 2,5 nl

pH:8.8, 200mM (NH4)2S04, 0.1% (v/v) Tween 20)

dNTP (200 pM) (herbir niikleotidden 25 mM) 1,5l

Primer karisgtmi (10 pmol) 1l

MgCl2 (25 mM/ml) 1,5l

Taq DNA polimeraz 0,3 ul

PCR grade dH20 17.20pl

DNA (100 ng/ul) 1

Taq DNA polimeraz eklendikten sonra hi¢ vakit kaybetmeden tiip i¢ine konan
bilesenlerin iyice karismasr igin pipetleme islemi yapildi. Ornek sayis1 kadar 0.2 ml’lik
tiiplere 24 pl reaksiyon karigimi dagitildi. Daha sonra I.LPCR iiriinii i¢in her tiipe 1 pl
genomik DNA ve Nested PCR uygulamasi i¢in I. PCR iiriinii eklenerek pipetleme
yapild1 ve daha 6nceden 95 °C sicakliga ¢ikarilmig PCR cihazina 6rnekler yerlestirilerek
PCR islemi baslatild1.
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SODI1 Gen Polimorfizmini tespit etmek i¢in kullanilan ileri ve geri primerler

icin annealing derecesi optimize edilerek 59 °C sicaklik kullanild1 (Tablo 3.2).

Tablo 3-2: SOD1 geni PZR Cogalma Kosullar:

Dongii Sayisi

95 5dk 1
94 45 sn
59 45 sn 35
72 45 sn
72 5dk 1

Katalaz Gen Polimorfizmini tespit etmek i¢in kullanilan ileri ve geri primerler

icin annealing derecesi optimize edilerek 60 °C sicaklik kullanildi (Tablo 3.2.4-1).

Tablo 3-3: Katalaz geni PZR Cogalma Kosullari

°C Siire Dongii Sayist

95 5dk 1
94 45 sn
60 45 sn 35
72 45 sn
72 5dk 1

GPX Gen Polimorfizmini tespit etmek i¢in kullanilan ileri ve geri primerler i¢in

annealing derecesi optimize edilerek 61.1 °C sicaklik kullanild1 (Tablo 3.2.4-4).
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Tablo 3-4: GPX geni PZR Cogalma Kosullar:

Dongii Sayisi
95 5dk 1
94 45 sn
61.1 45 sn 35
72 45 sn
72 5dk 1

3.2.5. PCR URUNLERININ AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ YONTEMI iLE
KONTROLU

3.2.5.1. %2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi:

4 gr. agaroz (Invitrogen) tartilarak erlen icine konuldu. Uzerine son hacim 200
ml. olacak sekilde 1X TBE tamponu eklenerek, mikrodalga firinda kaynatma

yolu ile ¢oziindiiriildii.

Erlenin sicakligi elle tutulabilecek sicakliga diistiigiinde (50-55°C ) ¢Oziinmiis

agaroz jel icine 4,5 ul etidyum bromiir (10mg/ml) ilave edildi.

Hazirlanan jel yatay jel yatag: i¢ine dokiilerek, yiikleme kuycuklarmin olugmasi

icin tarak yerlestirilerek donmaya birakildi.

Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel ornek yiiklenmesi i¢in hazir

duruma geldi.

3.2.5.2. PZR Uriinlerinin %2’lik Jele Yiiklenmesi:

%2’1ik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu igeren jel tanki igine uygun
sekilde konuldu.

Agaroz jelin iizerini 2-3 ml gececek sekilde 1X TBE tamponu jel iizerine
eklendi.

7 pul PZR iiriiniine, 3 pl yiikkleme tamponu (6X) eklenip pipetleme yapilarak
karistirildi. 10 ul’lik 6rnek karisimi kuyucuklara sirasiyla yiiklendi.
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Yiikleme isleminden sonra jel tankinin kapagi kapatildi. Gii¢ kaynag1 (E-C
apparatus Corporation, E-C4000P) 500 miliamper 120 volt elektrik giicline ayarlanarak

elektroforez jel yiiriitiilmesi gerceklestirildi.

3.2.5.3. PZR Uriinlerinin Kontrolii:

PZR iirtinlerinin olusup olugsmadigini kontrol etmek amaciyla PZR tiiplerinden
alman 7 pl O6rnek 3 pl yiikkleme tamponu ile karistirlarak yukarida tanimlanan
elektroforez sisteminde yiiriitiildii. Yiiriitme isleminden sonra jel UV 1sik altinda (304
nm dalga boyunda) PZR iiriinleri incelendi ve fotografi UV transilliiminator

diizeneginde cekildi.

3.2.6. SOD1 GENi PCR URUNUNDE RESTRIKSIYON FRAGMENT UZUNLUK
POLIMORFIZMi (RFLP) YONTEMININ UYGULANMASI

Mspl enzimi 10X Buffer Tango ile birlikte SOD1 -251 A/G gen polimorfizminin

belirlenmesi i¢in kullanildi. Mspl enziminin tanidig1 dizi ve kesim yerti:

5...CYCGG...3’
3'..GGC,C...5’

Sekil 3-1 Mspl Restriksiyon Enzimine ait Kesim tanima bolgesi

PCR iiriinii saptanmig Orneklerden toplam hacmi 8,2 pl olacak sekilde
restriksiyon enzim kesimi Tablo 3.2.6-1°de belirtilen cozeltilere, Mspl enziminin
eklenmesi ile gerceklestirildi. Bu kesim isleminde kulanilan enzim i¢in optimum

sicaklik 37°C’de 16 saat olmustur.

Tablo 3-5: Mspl Enzimi Kesim Protokolii

Kimyasallar Kullanilan Hacim
PCR iiriinii Sul
Distile Su 4,5ul

10X Buffer 0,5ul

Enzim 0,3ul
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3.2.6.1. Katalaz geni PCR Uriiniinde Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) Yonteminin Uygulanmasi

Hinfl enzimi 10X Buffer Tango ile birlikte Katalaz -21 A/T gen polimorfizminin

belirlenmesi i¢in kullanildi. Hinfl enziminin tanidigi dizi ve kesim yeri:

5"..GYANTC...3’
3'..CTNA,G..%’

Sekil 3-2: Hinfl Restriksiyon Enzimine ait Kesim tamima bolgesi

PCR iiriinii saptanmig Orneklerden toplam hacmi 8,2 pl olacak sekilde
restriksiyon enzim kesimi Tablo 3.2.6-2’de belirtilen c¢ozeltilere, Hinfl enziminin

eklenmesi ile gerceklestirildi. Bu kesim isleminde kulanilan enzim i¢in optimum

sicaklik 37°C’de 16 saat olmustur.

Tablo 3-6: Hinfl Enzimi Kesim Protokolii

Kimyasallar Kullanilan Hacim
PCR iiriinii Sul
Distile Su 4,5ul
10X Buffer 0,5ul
Enzim 0,3ul

3.2.6.2. GPX geni PCR Uriiniinde Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi
(RFLP) Yonteminin Uygulanmasi

Apal enzimi 10X Buffer Tango ile birlikte GPX -198 C/T gen polimorfizminin

belirlenmesi i¢in kullanildi. Apal enziminin tanidig1 dizi ve kesim yeri:

5"..GGGCCYC...3
3'...C ,CCGGG...5’

Sekil 3-3: Apal Restriksiyon Enzimine ait Kesim tanima bolgesi
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PCR iiriinii saptanmis Orneklerden toplam hacmi 8,2 pl olacak sekilde
restriksiyon enzim kesimi Tablo 3.3.6-3’de belirtilen cozeltilere, Apal enziminin
eklenmesi ile gerceklestirildi. Bu kesim isleminde kulanilan enzim ic¢in optimum

sicaklik 37°C’de 16 saat olmustur.

Tablo 3-7: Apal Enzimi Kesim Protokolii

Kimyasallar Kullanilan Hacim
PCR iiriinii Sul
Distile Su 4,5ul
10X Buffer 0,5ul
Enzim 0,3ul

3.2.7.ENZIM KESIM URUNLERININ AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ
YONTEMI iLE KONTROLU

%3’liik agaroz jel hazirlandi. Kesim iriinlerinden 10 pl ve yiikleme
tamponundan 3 pl alinarak karistirthp %3’liik agaroz jeldeki kuyulara yilikleme yapild1.
Kesim iiriinleri 50 b¢’lik DNA molekiiler marker ile birlikte yiiriitiildii. Yiirtitme sonrasi

jel tizerindeki bantlar, UV 151k (304 nm) altinda incelendi.

3.2.7.1. Mspl Enzim Kesim Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Kesim igslemi yapilmadan 6nce elde edilen PCR {iriinlerinin bant biiyiikliiklerinin
570 b¢ oldugu saptandi. Mspl enzimi ile kesim sonrasinda sadece 570 bg¢’lik bant
goriildiigiinde AA  (homozigot dogal genotip), 570, 369 ve 201 b¢’lik bantlar
goriildiiginde AG  (heterozigot mutant genotip), 369 ve 201 bg’lik bantlar
goriildiigiinde ise GG (homozigot mutant genotip) olarak degerlendirildi (Sekil 3.2.7-

1).
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/Yijrﬁme Yonii AA AG GG \

Yiikleme Kuyusu

600bg
500b¢ N

400bg¢
300bg
Vv 200bg B e

N y

Sekil 3-4: RFLP sonrasi olusabilecek SOD1 genine ait DNA parcalarimin % 3’liik agaroz
jeldeki bant seklinin sematik goriintiisii.

3.2.7.2. Hinfl Enzim Kesim Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kesim igslemi yapilmadan 6nce elde edilen PCR {iriinlerinin bant biiyiikliiklerinin
250 b¢ oldugu saptandi. Hinfl enzimi ile kesim sonrasinda sadece 250 bg¢’lik bant
goriildiigiinde TT (homozigot mutant genotip), 250, 177 ve 73 b¢’lik bantlar
goriildiigiinde AT (heterozigot mutant genotip), 177 ve 73 b¢’lik bantlar goriildiigiinde
ise AA (homozigot dogal genotip) olarak degerlendirildi (Sekil 3.2.7-2).

/Yi.iriime Yoni TT AT AA \

Yiikleme Kuyusu

250b¢ G
200b¢

150bg

100bg

50bg

. J

Sekil 3-5: RFLP sonrasi olusabilecek Katalaz genine ait DNA parcalarmin % 3’liik
agaroz jeldeki bant seklinin sematik goriintiisii.

3.2.7.3. Apal Enzim Kesim Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kesim igslemi yapilmadan 6nce elde edilen PCR {iriinlerinin bant biiyiikliiklerinin
192 bg¢ oldugu saptandi. Apal enzimi ile kesim sonrasinda sadece 192 bg¢’lik bant
goriildiigiinde TT (homozigot mutant genotip), 192, 122 ve 70 b¢’lik bantlar
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goriildiigiinde CT (heterozigot mutant genotip), 122 ve 70 b¢’lik bantlar goriildiigiinde
ise CC (homozigot dogal genotip) olarak degerlendirildi (Sekil 3.2.7-3).

/Yi]ri]me Yoni ms cT cC \

Yiikleme Kuyusu

250b¢

200bg —
150b¢

15

\\‘_SObg .---‘_‘//

Sekil 3-6: RFLP sonrasi olusabilecek GPX genine ait DNA parcalarmin % 3’liik
agaroz jeldeki bant seklinin sematik goriintiisii.

3.2.8. TOTAL ANTIOKSIDAN VE OKSIDAN OLCUMUNDE KULLANILAN
YONTEMLER

Toplam antioksidan kapasite tayinleri icin CUPRAC ve ABTS/persiilfat
yontemleri, serbest radikal tayinleri icin de Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeler
Yontemi (TBARS) ve N,N-Dimetil-p-Fenilendiamin (DMPD) Yontemi kullanildi.

3.2.8.1. CUPRAC (Bakir (II) Indirgeme Antioksidan Kapasitesi) Yontemi

Bir deney tiipii icerisine sirastyla 1 mL 1,0 x 107 M Cu (II) kloriir ¢ozeltisi, 1
mL 7,5 x 10° M neokuproin ¢ozeltisi ve 1 mL 1 M amonyum asetat tampon (pH=7,0)
cozeltisi ilave edildi. Daha sonra x mL antioksidan standart ¢ozeltilerinden veya serum
orneklerinden eklenip son olarak (2-x) mL distile su ilave edilerek cozeltiler karistirildi.
Karigimin son hacmi SmL’dir. Tiipler oda sicakliginda agzi1 kapali olarak 30 dakika
bekletildi. Stire sonunda ¢ozeltilerin i¢inde 6rnek bulunmayan referans ¢ozeltiye karsi
450 nm’deki absorbanslar: 6l¢iildii. Serumlu 6rnekler icin 1 mL. 1 M amonyum asetat

tamponu yerine 2 mL pH 7 iireli tampon kullanildi.

3.2.8.2. ABTS/Persiilfat Yontemi
Deney tiipii icerisine x mL antioksidan ¢ozeltisinden konulup hacim EtOH ile 1

mL’ye tamamlandi. Uzerine 2 mL ABTS/persiilfat ¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi.
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Karisim 6 dakika oda sicakliginda bekletildi ve absorbans EtOH’e kars1 734 nm’de
Olciildii. Serumlu 6rneklerde EtOH yerine PBS tamponu kullanildi.

3.2.8.3. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeler (TBARS) Yontemi

Deney tiipii icerisine sirastyla, 3 mL pH 7,0 fosfat tamponu + 1 mL 2,0x10” M
2-deoksi-D-riboz + 0,5 mL 20 mM NaEDTA + 0,5 mL 20 mM FeCl, + (4-x) mL H,O
+ x mL siipiiriicli (antioksidan, antioksidan karisimi ve/veya serum) + 1 mL 10 mM
H,0; cozeltileri eklendi. Karistm 30 dakika 37 °C su banyosunda bekletildi. Bu siire
sonunda karistma 5 mL % 2,8’lik TCA ve 5 mL % 1’lik TBA c¢ozeltileri ilave edilip
girdap karistiricida iyice karistirildiktan sonra 100 °C’lik su banyosunda 10 dakika
boyunca bekletildi. Daha sonra akan musluk suyu altinda sogutulan ¢ozeltilerin suya

kars1 532 nm dalgaboyunda absorbanslar1 6l¢iildii.

3.2.8.4. N,N-Dimetil-p-Fenilendiamin (DMPD) Yontemi

ROS tayininde kullamilan DMPD yontemi Hirayama ve Unohara tarafindan
ultra-eser demir  (III) tayini amaciyla gelistirilen N,N-dimetil-p-fenilendiamin
yonteminden modifiye edildi. Orijinal yontemde sirayla 2,4 ng/mL Fe’* + 1 mL pH 5,7
asetat tamponu + 1 mL % 3,5 lik H,O, eklenir ve hacim saf su ile 24 mL’ ye
tamamlanir. Karisim 25 °C’de 5 dakika su banyosunda bekletildikten sonra; 1 mL 2,4 x
10> M DMPD (N,N-Dimetil-p-fenilendiamin) ilave edilir. Su banyosundan ¢ikarilip
oda sicakliginda 5 dk tutulduktan sonra absorbans 30 saniye i¢cinde suya karsi 514

nm’de okunur (45).

Modifiye edilmis yontemde ise deney tiipii icerisine sirasiyla 0,25 mL 107 M
Fe3" + 0,5 mL pH 5,7 asetat tamponu + 0,5 mL %3’ liikk H,O, ve x mL siipiiriicii
eklenip hacmi saf su ile 9 mL’ye tamamlandi. 25 °C’de 5 dakika su banyosunda
bekletildi. Su banyosundan sonra; 1 mL 2,4 x 107> M’dan 1:5 oraninda seyreltilmis
DMPD (N,N-Dimetil-p-fenilendiamin) ilave edilip ¢alkalandi. 25 °C’de 20 dakika daha
su banyosunda bekletildi. Su banyosundan cikarilip suya kars1 514 nm de absorbansi

okundu.

3.2.8.5. N,N-dimetil-p-fenilendiamin (DMPD) Yonteminin Optimizasyonu:
Hirayama ve Unohara tarafindan gelistirlen eser miktarda demir tayininden
uyarlanan ve ROS tayininde kullamilan DMPD yontemi asagidaki parametreler

incelenerek optimize edildi.
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pH Denemesi:

Modifiye DMPD Yo6nteminin optimum kosullarii belirlemek icin pH caligmasi
yapildi. 2,0 M HAc ve 2,0 M NaAC’in ¢ozeltileri uygun miktarlarda karistirilarak pH=
3,5;4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 5,7 olacak sekilde tampon ¢ézeltiler hazirlandi. Modifiye edilmis
DMPD Yontemi her bir pH i¢in Boliim 3.5.4’de anlatilan sekilde siipiiriicii olarak 0,5
mL 1,0x10”* M QR varliginda ve siipiiriicii yoklugunda (referans) uygulandu.

3.2.8.6. insan Serumunun TAC ve TOC Yo6ntemlerine Uygulanmasi
Insan serum ornekleri saf su ile farkli oranlarda seyreltilip icinden 0,2 mL

kullanilarak DMPD ve TBARS metotlartyla ROS siiptirme etkileri, CUPRAC ve ABTS

metotlar1 ile de toplam antioksidan kapasiteleri 6l¢iildii.

TBARS yonteminde TCA ve TBA eklenmesinin ardindan 100 °C’de 10 dakika
bekletildiginde serum proteinlerinden kaynaklanan bulaniklik ¢6zeltinin santrifiij
edilmesiyle giderildi. Siipernatant fazi alinarak absorbansi 6l¢giildii. ABTS metodunda
1:10 seyreltilmis serum Orneklerinden 0,2 mL eklendiginde absorbanslar 6l¢iilemedi

clinkii olusan yesil renk serum eklendiginde 6 dakikan once tamamen kayboldu.

3.2.8.7. Kalibrasyon Denklemlerinin Belirlenmesi
ROS icin temsili siipiiriiciiler olarak secilen tiim antioksidanlarin denemelerde
kullanilan her dort yontem i¢in ayr1 ayr1 kalibrasyon grafikleri ¢izildi. Bunun i¢in Tablo

3.2.9-1’de verilen molaritede GSH kullanildi.

Tablo 3-8: Kalibrasyon Denkleminin Belirlenmesinde Kullamlan GSH Molariteleri

Metodlar CUPRAC ABTS DMPD TBARS
GSH (M) 5x10™*M 10-4 M 10-3M 10-2 M

3.2.8.8. Kalibrasyon Denklemleri
Denemelerde kullanilan tiim antioksidanlarin TAC ve ROS o6lciimleri igin
secilen her dort yontem i¢in ayr1 ayr:1 kalibrasyon denklemleri hesapland1 ve sonuglar

asagidaki tabloda toplandu.
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Tablo 3-9: Kullanilan antioksidanlarin yontemlere gore kalibrasyon denklemleri

ANTIOKSIDANLAR

DMPD YONTEMIi

y = 8624.4x + 0.0001
GSH

y = 34563x + 0.0001

y = 6681.1x - 0.0824

y = 535.96x + 0.0209

R? = 0.99996

R? =0.99176

R? =0.99553

R? =0.99136
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4. BULGULAR

4.1. PZR URUNLERININ KONTROLUNE AiT BULGULAR

4.1.1. GPX-1 -198 C/T Polimorfizmi PZR Uriinlerine Ait Bulgular

GPX1 gen bolgesinin polimorfizmine ait PZR iiriinleri %?2’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek kontrol edildi. Agaroz jelde ilgili gen varyasyonunun tespiti icin 192 bg’lik
0zgiill PZR iiriiniine ait bantlar elde edildigi gozlendikten sonra bu PZR iiriinlerinin

Apal enzimi kullanilarak kesimi gergeklestirildi (Sekil 4.1.1-1).

e Ll e, 100b¢’lik

marker

192b¢’lik
PZR iiriinii

Sekil 4-1: GPX-1 geni primerleriyle cogaltilan 192 b¢’lik PZR iiriinlerinin % 2’lik agaroz
jeldeki goriintiisii. Marker: MBI Fermentas 100 b¢ DNA marker

4.1.2. SOD-1 -251 A/G Polimorfizmi PZR Uriinlerine Ait Bulgular

SOD 1 gen bdlgesinin polimorfizmine ait PZR iiriinleri %?2’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek kontrol edildi. Agaroz jelde ilgili gen varyasyonunun tespiti icin 570 bg’lik
0zgiill PZR iiriiniine ait bantlar elde edildigi gozlendikten sonra bu PZR iiriinlerinin

Mspl enzimi kullanilarak kesimi gerceklestirildi (Sekil 4.1.2-2).

100b¢’lik
marker

570b¢’lik
PZR iiriinii

Sekil 4-2: SOD-1 geni primerleriyle ¢ogaltilan 570 b¢’lik PZR iiriinlerinin % 2’lik agaroz jeldeki
goriintiisii. Marker: MBI Fermentas 100 b¢ DNA marker
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4.1.3. Katalaz-21 A/G Polimorfizmi PZR Uriinlerine Ait Bulgular

Katalaz gen bdlgesinin polimorfizmine ait PZR iiriinleri %?2’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek kontrol edildi. Agaroz jelde ilgili gen varyasyonunun tespiti icin 250 bg’lik
0zgiill PZR {iriiniine ait bantlar elde edildigi gozlendikten sonra bu PZR iiriinlerinin

Hinfl enzimi kullanilarak kesimi gergeklestirildi (Sekil 4.1.3-3).

100b¢’lik e
marker ] N e

[ T

250b¢’lik
PZR iiriinii

Sekil 4-3: Katalaz geni primerleriyle ¢ogaltilan 250 b¢’lik PZR iiriinlerinin % 2’lik agaroz jeldeki
goriintiisii. Marker: MBI Fermentas 100 b¢ DNA marker

4.2. KESiM URUNLERININ KONTROLUNE AiT BULGULAR

4.2.1. RFLP Yo6ntemi Apal Enzim Kesimi ile GPX-1 Kesim Uriinlerine Ait Bulgular

1. ve 4. kuyu 192, 122 ve 70 bg heterozigot tip (CT); 2. ve 3. kuyu 122 ve 70 bg
homozigot mutant (TT); 5. kuyu 192 b¢ homozigot dogal tip (CC). Marker: Fermentas
100b¢ marker.

Sekil 4-4: Apal enzim kesimi sonucunda iiriinlerin % 3’liik agaroz jeldeki goriintiisii.
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4.2.2. RFLP Yontemi Mspl Enzim Kesimi ile SOD1 Kesim Uriinlerine Ait
Bulgular

1. ve 2. kuyu 570 b¢ homozigot dogal tip (AA); 4. ve 9. kuyu ve 570, 369 ve 201
b¢ heterozigot tip (AG); 369 ve 201 b¢’lik homozigot mutant tip bulunamadi. Marker:

Fermentas 100b¢ marker.

Sekil 4-5: Mspl enzim kesimi sonucunda iiriinlerin % 3’liik agaroz jeldeki goriintiisii.

4.2.3. RFLP Yontemi Hinfl Enzim Kesimi ile Katalaz Kesim Uriinlerine Ait
Bulgular

1., 4. ve 5. kuyular 250 b¢ homozigot mutant tip (TT); 2.,6.,7. ve 8. kuyular 250,
173 ve 77 bg heterozigot tip (AT); 3.,9. Ve 10. kuyular 173 ve 77 b¢ homozigot dogal tip
(AA). Marker: Fermentas 100b¢ marker.

Sekil 4-6: Hinfl enzim kesimi sonucunda iiriinlerin % 3’liik agaroz jeldeki goriintiisii.
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4.3. ISTATISTIKSEL ANALiZ SONRASINDA ELDE EDIiLEN BULGULAR

Calismamiza Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis Cerrahisi
servisinde akciger kanseri tanist konulan hastalar ile tercihen yas ortalamasi 50’nin
izerinde olan, ailede kanser hikayesi bulunmayan, sigara ve alkol kullanmayan saglikli
bireyler dahil edilmistir. Goniilliiller 6nce yapilacak arastirma ile ilgili bilgilendirilmis

ve gOniillii onam formu okutularak imzalatilmistir.

Akciger Kanseri olgularina ve kontrol grubuna ait cinsiyet, yas, sigara icme

(paket/yil), alkol kullanimu ile ilgili bilgiler Tablo 4.1°de verilmektedir.

Tablo 4-1: Calisma gruplarina ait veriler

AKCIGER KANSERI
KONTROL HASTALAR
Cins
Kadin (%) 43.7 15.9
Erkek (%) 56.3 84.1
Yas Ortalamalan (yil) 56.8x11.5 60.8+9.7
Ailede Kanser Hikayesi
Pozitif (%) 0 38.2
Negatif (%) 100 61.8
Alkol Kullanim
Pozitif (%) 6 45.5
Negatif (%) 94 54.5
Sigara Kullanim
Icenler (%) 25.4 98.2
I¢cmeyenler (%) 74.6 1.8
Sigara (paket/yil)
Ortalama Deger Standart - 59,5+33.9
Sapma
(X+SS)
Tablodaki degerler X+SD olarak verilmistir; gruplararast analiz student t testi ve Kikare o ) ile

gerceklestirilmistir.
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Calisma grubumuza dahil edilen akciger kanserli hastalarin %84,1°1 erkek,
9%15,6’s1 kadin bireylerden olusmaktaydi. Kontrol ve hasta grubu yas ortalamalari
acisindan degerlendirildiginde yas ortalamalar1 kontrollerde 60,8+9,7 ve hastalarda

56,8+11,5 olup her iki grup arasinda anlaml bir fark bulunamadi (p>0,05).

Calisma grubumuza dahil edilen hastalarm klinik ve patolojik verileri
degerlendirildiginde % 34,5’u erken evre, % 65,51 ge¢c evre akciger kanseri
hastalariydi. Hastalar lenf nodu tutulumu acgisindan incelendiginde NO %61,8, N1
%25,5 ve N2 %I12,7, 9 olarak degerlendirildi. Timdr patolojisi acisindan
degerlendirildiginde ise % 41,81 adenokarsinom, % 41,8’1 squamdz hiicreli karsinom,
%3,6’1 kiiciik hiicreli disi, % 5,5’1 noroendokrin, %3,6’1 biiyiik hiicreli dis1i, %1,8’1
pleomorfik ve %1,8’1 sarkomatoid karsinom olarak gozlenmistir. Akciger kanseri

hastalarina ait yillik ortalama sigara paket tiiketimi 59,5+33,9 olarak tespit edilmistir.

Tablo 4-2: Akciger kanserli hastalarda GPX -198 C/T, SOD1 -251A/G ve KAT -21
A/T gen polimorfizmlerine ait genotip ve allel dagilimlar

Genotipler ve Alleller Akciger Kanserli Hastalar n (%) Kontroller n (%)

GPX -198 C/T
cc 8.7 16.9
T 58 47.9 0.275
i 333 35.2
CAlleli 376 40.8
0.59
Talleli 623 59.1
SOD1 -251A/G
AA 92.8 92.2
AG 7.2 7.8 0.902
GG 0 0
Aalleli 96.3 96.0
0.903
G alleli 3.6 3.9
KAT -21 A/T
AA 10.1 40
AT 58 45.7 0.343
i 319 40
Aalleli 39.1 37.1
0.732
Talleli 60.8 62.8
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GPX1 bir genine ait -198 C/T polimorfizmi sonuglar1 degerlendirildiginde,
genotip dagilimi ve allel frekanslar1 agisindan kontrol grubu ve akciger kanserli hastalar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).

Akciger kanserli hastalarda CC genotipi % 8.7, CT genotipi % 58 ve TT
genotipi % 33.3 iken kontrol grubunda CC genotipi % 16.9, CT genotipi %47.9 ve TT
genotipinin  %35.2 oldugu gozlendi ancak istatistiksel olarak anlamhi bir fark
bulunamamistir (p>0.05) (Tablo 4.2).

SODI1 geni -251 A/G polimorfizm sonuclar1 degerlendirildiginde, hasta
bireylerin %92,8’inin AA genotipini tasidigi, %7,2’sinin AG genotipini tasidig1 tespit
edildi. Hasta ve kontrol gruplarinin her ikisinde de GG genotipi bulunamamaistir.
Kontrol grubundaki genotip dagilimi incelendiginde de AA genotipinin oldukca yiiksek
frekansta oldugu gozlenmistir. Hasta ve kontrol bireyleri arasinda genotip dagilimlari

acisindan anlaml bir bulgu elde edilememistir (p>0.05) (Tablo 4.2).

Calismamiza dahil ettigimiz katalaz genindeki -21 A/T polimorfizmine ait
genotip dagilimlar1 incelendigimizde de anlamli bir bulgu elde edemedik. Hasta
grubunun %10.1°1 AA genotipini, %58’1 AT genotipini ve % 31.9’u TT genotipini
tasidig1 bulunmustur. Kontrol grubunda ise AA genotipini tasiyanlarm % 14.3, AG
genotipini tagiyanlarin % 45.7 ve TT genotipi tasiyanlarin % 40 oldugu bulunmustur.
Gruplararas: genotip ve allel dagilimlar1 acisindan degerlenirme yapildiginda anlamli

bir fark elde edilememistir.
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Tablo 4-3: Hasta grubunda GPX -198 C/T, SOD1 -251A/G ve KAT -21 A/T Genotiplerinin
Klinik ve Patalojik Parametrelere Gore Dagilim

GPX -198 C/T SOD1-251A/G KAT -21 A/T

Klinik Veriler
Cinsiyet
Kadin - 63,6 36,4 100 - - 18,2 54,5 27,3
Erkek 10,3 56,9 32,8 91,4 8,6 - 34,5 58,6 6,9
T evre
ileri Evre 5,6 58,3 36,1 88,9 111 - 30,6 61,1 8,3
Erken Evre 15,8 63,2 21,1 100 - - 31,6 57,9 10,5

Lenf Nod Tutulumu

N1+N2 14,3 61,9 23,8 90,5 9,5 - 38,1 57,1 4,8

NO 59 58,8 35,3 94,1 59 - 26,5 61,8 11,8

Sigara Kullanimi

Evet 8,9 62,5 28,6 92,9 71 - 32,1 58,9 8,9

Hayir - - 100 1 - - 100 - -

Alkol Kullanimi

Evet 16 52,0 32 88 12,0 - 32,0 64,0 4,0

Hayir 3,3 66,7 30,0 96,7 3,3 - 30,0 56,7 13,3

Tablodaki degerler X+SD olarak verilmistir; gruplararasi analiz student t testi ve Kikare (x* ) ile gerceklestirilmistir

Akciger kanserli bireylerin -198 C/T degisimine ait gerek C alleli gerekse de T
alleli tasima durumu cinsiyet, timor evresi, lenf nodu tutulumu, sigara kullanimi ve
alkol kullanim1 ag¢isindan incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir  (p>0.05) (Tablo 4.3). -21 A/T polimorfizmine ait TT genotipi
erkeklerde % 34.5 iken bu oran kadinlarda % 18.2 olarak bulunmustur. TT genotipi
tasimanin erkekler bireylerde daha yiiksek oldugu bulunsa da bu fark istatistiksel olarak
anlamliliga ulasamamistir. AA genotipi ise kadinlarda % 27.3 iken erkeklerde % 6.9
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tespit edildi ancak anlamlilik bulunamamistir. SOD1 geninde ait polimorfizm sonuglari
da hastalarin klinik parametreleriyle birlikte degerlendirildiginde istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunamadi.

Akciger kanseri hastalar1  ve kontrol bireylerine ait serum oksidan ve

antioksidan diizeylerine ait bulgular Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4-4: Akciger Kanserli Hasta ve Kontrol Grubunda CUPRAC, ABTS, DMPD ve
TBARS yontemlerine gore serumdaki total oksidan-antioksidan diizeyleri (GSH

Ekv. mM)
ERERCILT] Kontrol Grubu
Kullanilan Ortalama Deger Standart Hata Ortalama Deger Standart Hata
P degeri
Yontemler (GSH Ekv. mM) (GSH Ekv. mM) 2
(X4SE) (XSE)

CUPRAC 1,43+0,37 1,35+0,31 0,101
ABTS 3,4510,82 3,01+0,94 0,001**
DMPD 9,53+0,66 11,69+0,59 0,017*
TBARS 125,24+6,19 112,8+3,08 0,074

Tablodaki degerler X+SE (Standard Hata) olarak verilmistir. n: sayisi hasta grubu: 69 ; kontrol grubu: 70

Calisma gruplan arasinda serum CUPRAC, ABTS, DMPD, TBARS diizeyi karsilastirilmasi Student-T testi ile
gerceklestirilmistir. *:p<0,05,**:p<0,001

CUPRAC yontemi verilerine gore akciger kanserli hastalarda ortalama serum
total antioksidan miktar1 1,43+0,37 (GSH Ekv. mM) iken kontrol grubunda bu ortalama
1,3540,31 (GSH Ekv. mM) bulunmustur. hasta grubunda antioksidan miktar1
kontrollere gore yiiksek bulunsa da anlamli bir fark saptanamamistir. Diger bir tayin
yontemi TBARS sonuglarina gore serum total antioksidan miktar1 hasta grubunda
ortalama 125,24+6,19 (GSH Ekv. mM) iken kontrollerde bu ortalama 112,8+3,08
(GSH Ekv. mM) olup bu fark istatistiksel olarak anlamliliga olduk¢a yakin
bulunmustur (p=0,074) (Tablo 4.4). Total antioksidan diizeyleri karsilastirildiginda ise
hasta ve kontroller arasinda anlamli farkliliklar bulunmustur. ABTS yOntemine gore
ortalama total antioksidan miktar: hastalarda kontrollere gore yiiksek bulunmustur ve bu

fark istatistiksel olarak da anlamhdir (3,45+0,82 & 3,01+0,94 (GSH Ekv. mM)
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p=0,001). Hasta ve kontrollerdeki total oksidan miktar1 DMPD yOntemine gore
Olciildiigiinde kontrollerde ortalama oksidan miktarmin arttigr gozlenmistir. Hastalarda
ortalama total oksidan miktar1 9,53+0,66 (GSH Ekv. mM) iken kontrollerde 11,69+0,59
(GSH Ekv. mM) bu fark istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (p=0,017) (Tablo
4.4).

Tablo 4-5: Akciger Kanserli Hasta ve Kontrol Grubunda genotiplere gore serumdaki total
antioksidan diizeyleri (GSH Ekv. mM)

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Ortalama Deger Standart Ortalama Deger Standart
CUPRAC P degeri P degeri
(GSH Ekv. mM) Hata (GSH Ekv. mM) Hata
(X+SE) (X+SE)
Genotipler
— cc 1,5440,098 1,3440,101
s
5 CcT 1,4340,052 0,604 1,36+0,04 0,912
X
(G} 1T 1,3940,06 1,33+0,046
o AA 1,4340,039 1,3240,032
<
3. AG 1,4110,11 0,856 1,49+0,027 0,145
2
3 GG - -
|_ AA 1,3040,15 1,250,104
<
i AT 1,44+0,046 0,520 1,39+0,043 0,322
<
= T 1,450,066 1,34+0,045

Tablodaki degerler X+SE (Standard Hata) olarak verilmistir.

Caligma gruplarinin kendi i¢lerinde serum total antioksidan diizeylerinin genotiplere gore karsilastiriimasi One-Way
Anova ile gergeklestirilmistir.

Hasta ve kontrol gruplar1 kendi aralarnda GPX 1 -198 C/T polimorfizmi genotip
dagilimlar1 degerlendirildiginde CUPRAC metodu total antioksidan miktarlarinda
anlamli bir fark saptanamamisti. KAT -21 A/T polimorfizmi genotip dagilimi
acisindan degerlendirildiginde AA genotipi tasiyan hasta bireylerdeki total antioksidan

miktarlar1 diger genotipi tasiyan bireylere gore diisiik bulunsa da bu fark istatistiksel
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olarak anlamli degildi. Hasta ve Kontrol gruplar1 yine kendi i¢lerinde ortalama total
antioksidan miktarlar1 agisindan karsilastirildiginda -251 A/G genotip dagilimlarma
gore anlaml bir fark bulunamamistir (p>0.05) (Tablo: 4.5)

Tablo 4-6: Akciger Kanserli Hasta ve Kontrol Grubunda genotiplere gore serumdaki total
antioksidan diizeyleri (GSH Ekv. mM)

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Ortalama Deger Standart Ortalama Deger Standart
P degeri P degeri
(GSH Ekv. mM) Hata (GSH Ekv. mM) Hata
(X4SE) (X+SE)
Genotipler
- CcC 3,47+0.21 2,97+0,24
SN
(&)
3 CcT 3,45+0.10 0,998 3,03+0,134 0,957
X
(G) T 3,45+0.16 2,990,166
o AA 3,49+0,08 3,02+0,093
<
ﬂl AG 2,96+0,47 0,092 3,1940,55 0,637
-
o)
3 GG - -
|— AA 3,2940,32 2,87+0,35
<
~ AT 3,48+0,10 0,787 2,980,149 0,729
<
= TT 3,4610,15 3,0910.11

Tablodaki degerler X+SE (Standard Hata) olarak verilmistir.

Caligsma gruplarinin kendi i¢lerinde serum total antioksidan diizeylerinin genotiplere gore karsilastiriimasi One-Way
Anova ile gergeklestirilmistir.

Hasta ve kontrol gruplar1 kendi i¢lerinde GPX 1 -198 C/T ve KAT-21 A/T
polimorfizmleri genotip dagilimlarma gore degerlendirildiginde ABTS metodu total
antioksidan miktarlarinda anlaml bir fark saptanamamistir. Akciger kanseri bireylere

ait SOD1 -251A/G polimorfizmi genotip dagilimi acisindan degerlendirildiginde GG
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genotipi tagiyan bireylerdeki total antioksidan miktarlart AA genotipi tasiyan bireylere
gore yiiksek olup bu fark istatistiksel olarak da anlamliliga yakin bulunmustur
(p=0,092). Kontrol grubuna ait ortalama total antioksidan miktarlari, SOD 1 genotip
dagilimlar1 a¢isindan degerlendirildiginde ise anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

(Tablo 4.6)

Hasta Grubu
Kontrol Grubu

Ortalama Deger Standart

P degeri Ortalama Deger Standart Hata P degeri
(GSH Ekv. mM) Hata
(GSH Ekv. mM) (X+SE)
(X+SE)

cc 9,78£2,26 10,06+1,52

CcT 9,42+0,910 0,982 12,1+0,86 0,462
T 9,64+1,09 11,8+1,03

AA 9,54+0,68 11,8+0,66

AG 9,2743,08 0,916 7,6+1,87 0,075
GG - -

AA 8,46+1,79 14,02+1,38

AT 9,87+0,89 0,791 12,00+0,88 0,144
T 9,24+1,18 10,49+0,96

Tablo 4-7: Akciger Kanserli Hasta ve Kontrol Grubunda genotiplere gore serumdaki total
oksidan diizeyleri (GSH Ekv. mM)

Tablodaki degerler X+SE (Standard Hata) olarak verilmistir.

Calisma gruplarinin kendi iclerinde serum total oksidan diizeylerinin genotiplere gore karsilastirilmas: One-Way
Anova ile gergeklestirilmistir.

Hasta ve kontrol gruplar1 kendi i¢lerinde GPX 1 -198 C/T ve KAT-21 A/T
polimorfizmleri genotip dagilimlarina gore degerlendirildiginde DMPD metodu total
oksidan miktarlarinda anlamh bir fark saptanamamustir. Kontrol grubu SOD 1 -251
A/G genotip dagilimlarina gore ortalama total oksidan miktarlar1 degerlendirildiginde
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AA genotipi tagiyan bireylerde ortalama 11.8+£0.66 iken AG genotipi tasiyan bireylerde
bu ortalama 7,6+1,87 bulunmustur. Kontrollerde ortalama total oksidan miktar1 AA
genotipi tasiyan bireylerde yiiksek olup bu fark istatistiksel olarak anlamliliga yakin
bulunmustur (p=0.075) (Tablo 4.7).

Hasta Grubu Kontrol Grubu

Ortalama Deger Standart Ortalama Deger Standart
P degeri P degeri

(GSH Ekv. mM) Hata (GSH Ekv. mM) Hata
(X+SE) (X+SE)

CcC 148,9+14,6 114,4+3,54

CcT 124,9+8,64 0,468 112,9+4,62 0,955
T 119,6+10,2 111,6+6,04

AA 124,9+6,41 112,7+3,46

AG 129,0+26,6 0,865 101,9 £9,74 0,378
GG - -

AA 128,5+22,1 110,5+3,51

AT 123,4+7,66 0,942 117,6+4,08 0,344
T 127,5+£12,0 108,0+5,95

Tablo 4-8: Akciger Kanserli Hasta ve Kontrol Grubunda genotiplere gore

serumdaki total oksidan diizeyleri (GSH Ekv. mM)

Tablodaki degerler X+SE (Standard Hata) olarak verilmistir.

Calisma gruplarinin kendi iclerinde serum total oksidan diizeylerinin genotiplere gore karsilastirilmas: One-Way
Anova ile gergeklestirilmistir.

Akciger kanseri bireylerde GPX 1 -198 C/T polimorfizmleri genotip
dagilimlarina gore degerlendirildiginde, TBARS metodu total antioksidan miktarlart CC
genotipi tagiyanlarda (148,9+14,6) diger genotiplere gore yiiksek bulunmus ancak bu
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fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Hasta ve kontrol gruplar1 kendi
iclerinde SOD 1 -251 A/G ve KAT-21 A/T polimorfizmleri genotip dagilimlarina gore
degerlendirildiginde TBARS metodu total oksidan miktarlarinda anlamli bir fark
saptanamamistir (p>0,05). (Tablo: 4.8).
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S. TARTISMA

Giiniimiizde diinyadaki kanser vakalar1 arasinda en yiiksek goriilme siklig ile
akciger kanseri basi cekmektedir (116). Akciger kanserinin, 20. yiizy1l basinda goriilme
siklig1 gliniimiize gore daha az iken, sigara kullanimi artigi gibi etmenler ile vaka

sayisinda yiiksek oranda artiglar gozlenmistir (117).

Akciger kanseri vakalarmin %40’mdan fazlasi ilerlemis[] hastalik durumunda
tedavi i¢in basl]vurmaktadir. Bu grupta 5 yillik sagllkalim %1’in altindadir. Bu grup
hastalarda hastaliglin evresi ve hastanin performans durumu prognostik ve sagkalim

stiresini etkileyen faktorlerdir (118).

Akciger kanserinin etiyolojisinde genetik ve cevresel faktorler birlikte rol alir.
Cevresel faktorlerden sigaranin, hastaligin en 6nemli risk faktoriinii olusturdugu ve

akciger kanseri hastalarinin %90’ 1indan fazlasinin sigara igtigi bildirilmektedir (119).

Sigara dumaniyla birlikte kirli havaya maruz kalan akcigerlerde serbest radikal
ve reaktif oksijen tiirlerinde artiy meydana gelmektedir. Serbest radikallerin 6nemli bir
kaynag1 olan oksijene de siirekli maruz kalan akcigerler aslinda oksidana maruziyeti
minimum indirmek ve oksidan-antiokdsidanlar arasindaki dengeyi korumak i¢in 6nemli

antioksidanlara sahiptir (120).

Serbest radikallerin artis1 ve iiretiminde denge oksidanlar yoniinde oldugunda bu
koruyucu sistem yetersiz kalmakta ve oksidatif hasar meydana gelmektedir. Bu da
hiicrelerin biiyiimesini ve diferansiyasyonunu kontrol eden genlerde hasara neden olarak

benign ve malign pek cok akciger hastaliginin etyopatogenezinde rol almaktadir.

Karsinogenez ve tiimor gelisimi ile iliskili oldugu diisiiniilen serbest radikallerin
olusturdugu hasarlarm ortadan kaldirilmasi agisindan antioksidan mekanizmalarin
bilinmesi de Onemlidir. Enzimatik antioksidanlar olarak bilinen SOD, KAT ve GPX
enzimleri en etkili endojen antioksidanlardir. Bu enzimleri kodlayan genlerdeki genetik
varyasyonlar enzimlerin aktivitelerinde azalmaya ve ROS detoksifikasyonunda

degisimlere neden olabilmektedir.
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SODI geni i¢in —251A/G (rs2070424), Katalaz geni icin C-262T ve promoter
bolgesinde yer alan -21A/T (rs1001179 rs7943316) ve GPX1 geni i¢in —198C/T
(Pro198Leu) (rs1050450) en ¢ok calisilan polimorfizmlerdir (121,122,123,124).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Hidroperoksitlerin  indirgenmesinden
sorumludur. Oksidadif strese karsi etkisini Ozellikle eritrositlerde gosterir  (125).
Yapilan caligmalar sonucunda siddetli oksidatif stress durumunda, GPX1 aktivitesinin
apoptozu inhibe edebilecegi (126,127) antikanser ilaglara ve reaktif oksijen tiirlerine
kars1 tiimOr hassasiyetini azaltabilecegi bildirilmistir ( 128). Bu gende en ¢ok calisilan -
198 C/T (Pro198Leu) polimorfizminin akciger, mesane, meme ve prostat kanserleri ile
iliskili olabilecegi bildirilmistir (129,130,131,132,133). Yapilan ¢alismalarda Prolin-
16sin degisiminin selenyumun enzime baglanmasmi etkileyerek enzimin aktivitesinde
degisiklige neden oldugu diisiiniilmektedir. Enzim aktivasyonundaki farkliliga bagh
olarak biriken H,0O,’in DNA’da mutasyonlara neden oldugu ve bu mutasyonlarin
birikimi sonucu da kanser gelisimine katkida bulunabilecegi bildirilmektedir
(134,135,136,137). Ravn-Haren ve ark. postmenapoz meme kanserli kadinlarda sigara
kullanimi ile GPx aktivitesi arasindaki iliskiyi incelemis ve GPx aktivtesinin, Leu/Leu
genotipi tasiyan sigara kullanan bireylerde yine ayni genotipi tasiyan ancak sigara

kullanmayan bireylere gore diisiik oldugunu bildirmislerdir (138).

Ratnasinghe ve ark. in akciger kanseri hastalarinda yapmis oldugu bir caligsmada
Leu/Leu genotipini tasiyan bireylerin Pro/Pro genotipi tasiyan bireylere gore daha fazla
risk tasidigi rapor edilmistir (139). Akciger kanseri hastalarinda yapilan yine bagka bir
calismada da Pro/Leu ve Leu/Leu genotiplerini tasiyanlarm hastalik riski acismdan
Ratnasinghe nin ¢aligmasini destekler niteliktedir (140). Jarworska ve ark. larinks
kanseri hastalarindaki genotip dagilimmi incelediginde CT genotipinin kontrollere
oranla diisiik oldugunu ve bu diisiikliigiin istatistiksel olarak da anlamli oldugunu rapor

etmislerdir.

Jaworska ve ark.in akciger kanserli hastalarla yapmis oldugu ayni ¢calismada C/T
genotipini kontrollere gore daha diisiik bulmuslardir (OR:0,54 (0.31-0.95); p=0,03).
Bu sonuglara gore ‘T’ allelinin hastalarda daha az bulunmasinin akciger kanseri gelisimi
acisindan bir risk olabilecegini ileri siirmiislerdir (141). Bizim yapmis oldugumuz
caligmada ise akciger kanserli hastalarda CC genotipi (%8,7), TT genotipini (%33.3)

tastyanlardan oldukca diisiik bulunmustur. Bu oran kontrollerle kiyaslandiginda ise
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anlamli bir fark elde edilememistir (p>0.05). Kiigiikgergin ve ark. Tirk
populasyonundaki prostat kanseri hastalarinda yapmis oldugu calismada Pro/Leu ve
Leu/Leu genotipini tastyanlarm Pro/Pro tasiyanlara gore yiiksek riske sahip olduklarini
bildirmislerdir. Ayn1 zamanda Leu/leu genotip frekansinin ileri evre hastalarda daha
yiikksek oldugunu ileri siirmiiglerdir. Leu/Leu genotipinin yine hem hasta hem de

kontrollerde diisiik GPx aktivitesiyle iligkili olabilecegini de rapor etmislerdir (142).

MnSOD ile GPX arasindaki iliskiyi inceleyen Oberley ve ark, asir1 CuZnSOD
ifade edilmesinin, GPX aktivitesine bagh olarak insan glioma hiicrelerinde biiyiimeyi
inhibe ettigini ileri stirmiislerdir (143). Cu-ZnSOD enziminin asir1 ekspresyonundaki
artistn MnSOD, katalaz ve GPX dahil olmak iizere antioksidan enzim profillerinde

degisiklige neden olabilecegi bildirilmistir (144).

Stiperoksit dismutaz (SODS) Siiperoksit serbest radikalinin ve hidrojen peroksit
(H202) radikallerinin molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen antioksidan
enzimdir. Sitoplazmada ve mitokondride eksprese edilen SOD1in primer meme kanseri
hiicrelerinin sitoplazma ve niikleusunda biriktigi ve kanser hiicrelerinin hayatta
kalimmnda o©nemli rol oynayabilecegi bildirilmistir. Luena ark meme kanseri
calismasinda SOD1 in agir1 ekprese oldugunu rapor etmislerdir (145,146,147). Lemarie
ark. yapmis oldugu calismada asir1 eksprese SOD1 in akciger kanseri hiicrelerinin
biiylimesini ve apoptozu azalttigi tesvik ettigi bildirilmistir (148). Bunlara ek olarak
Huang ve arkadaslar1 SOD1 1 l6semide anti kanser ajan olarak kullanilabilecegini 6ne
siirmiislerdir (149). Rajaraman ve arkadaslar1 daha 6nce calisilmamis olan rs202445
polimorfizminin ge¢ gliomada azalan risk ile iliskili olabilecegini bildirmislerdir (OR:
0.37; 95%CI: 0.18 — 0.74 homozigot CC genotipi i¢in). Yine yapmis olduklar1 bagka bir
calismada rs2070424 polimorfizminin ise kanser ile iliskisini bulamamislardir
(150,151). Biz de calismamizda SOD1 geni -251 A/G (rs2070424) polimorfizmi ve

akciger kanseri riski arasinda bir iliski bulamadik.

Diger bir antioksidan enzim olan katalaz ise hidrojen peroksidi (H202) ve
hidroksil (OH) radikallerinin olusumunu onlemek i¢in bu bilesikleri su ve oksijene
doniisiimiinii katalizlemektedir. Oztiirk ve ark. kronik lenfsitik 16semili hastalardaki
eritrosit i¢i katalaz aktivitelerinin kontrollere gore anlamli derecede diisiik oldugu

bildirmislerdir (152).
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-262 C/T degisimi katalaz genine ait en c¢ok calisilan polimorfizmdir. Genin
promoter bolgesinin 262. baz ciftinde goriilen C/T degisimi, genin transkripsiyon
baglanma faktorlerini etkileyerek kandaki enzim aktivitesi iizerinde Onemli

degisikliklere neden oldugu bilinmektedir.

Bizim calismis oldugumuz katalaz gen bolgesine ait -21 A/T degisimi de
transkripsiyon faktorlerinin baglandigi bdlgede yer almasi ve kandaki katalaz
seviyesiyle de iligkisinin olmasi sebebiyle 6nem tasimaktadir. Bu polimorfizmin
hipertansiyon ve bronsiyal astimla iligkili olabilecegi buna kars1 kardiyovaskiiler
hastaliklarla bir iliskisinin olmadig1 rapor edilmistir. LourdhuMary ark in giiney
hindistan populasyonunda yapmis oldugu bir ¢alismada en yiiksek TT (%70) genotpini,
en az AA genotpini (%7) belirlemislerdir. Bizim yaptigimiz caligmada da AA genotipi
%10,1 oranla en az bulunan genotip olup AT genotipi %58 ve %31.9 TT genotipi
bulunmugtur. Akciger kanserli hasta ve Kkontroller arasmnda bir degerlendirme

yapildiginda istatistiksel olarak anlamlilik yakalayamadik.

Aerobik organizmalarda, ROS ve serbest radikaleri etkisizlestiren antioksidan
sistem daha karmasiktir. Bu sistem, dokuda ve hiicrede oksidatif hasara etki eden ROS
ve serbest radikallerini Onleyebilir ya da azaltabilir (153). Invivo organizmalarda
antioksidan durumunu anlamak icin, bilinen ve bilinmeyen total antioksidanlarin
seviyesinin Ol¢iilmesi onemlidir. Farkli biyolojik Orneklerde farkli antioksidanlarin
yayillma dinamiginin ve onlarin etkilesim potansiyelinin, bagimsiz bir sekilde ele alarak
her bir antioksidan seviyesinin Ol¢iilmesi buna bagh olarak ve viicuttaki antioksidan

maddelerin biitiin seviyelerinin varligimi gostermek de oldukca zordur.

Buna ragmen, kanser hastaligina yakalanmis olanlardaki antioksidanlar ile ilgili
yapilan daha onceki arastirmalarda, elde edilen bir¢ok sonu¢ bagimsiz bir sekilde bir
veya bir ka¢ antioksidan maddenin 6l¢iildiigiinii gostermektedir (154, 155, 156, 157,
158). Ancak bu sonuclar hastalardaki total antioksidan seviyesini gostermemektedirler.
Calismamizda, antioksidan-oksidan etkilesiminden dolayi, organizmadaki oksidan-
antioksidan total seviyesinin Ol¢limiiniin yapilmasini amagladik. Daha 6nce yapilmis bir
cok calisma kanser hastalarinda yiiksek oksidatif stress miktarini ortaya koymustur

(159, 160,161,162,163, 164).
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Insan serumunun antioksidan aktivite/kapasite diizeylerinin 6lgiilmesi oksidatif
stress kaynakli hastaliklarin teshisi ve tedavisi amaciyla kullanilabilen onemli bir
parametredir. Ornegin Koracevic ve digerleri yaptiklar1 calismada akut miyokardiyal
enfarktiis ve 10semi hastalar1 ile saglikli bireylerin serum TAC seviyelerini dlgerek
saglikli bireylerin serum TAC diizeylerinin hastalara oranla daha yiiksek oldugunu
rapor etmistir (165). Bir bagka calismada ise Bean ve digerleri tikanmis ve normal
tavsan mesane kaslarinin TAC degerlerini FRAP ve CUPRAC yontemlerini kullanarak
karsilastirmis ve serbest radikallerin yiikseldigi durumlarda koruyucu antioksidan
seviyesinin azaldigimi belirtmislerdir. Yapilan calismada FRAP yontemi bu fark:
yansitmazken CUPRAC sonuclari tikali mesane kas ve mukozasinda TAC seviyesinin
azaldigim gosterebilmistir (166) Bir diger Ornekte ise Mehdi ve Rizvi CUPRAC
yontemini kullanarak yaslanma ile birlikte insan serumdaki TAC diizeyinin azaldigini

saptamistir (167).

Serbest radikal olusumu biyolojik sistemlerdeki oksidasyonun bir ifadesi
oldugundan serbest radikal siipiiriilmesini Olcen yontemler de bu olaymn
degerlendirilmesinde onemlidir. Her ikisi de renkli katyonik radikallerin siipiiriilmesine
dayanan ABTSe+ (2-azinobis- (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)) radikal katyonunun
stiptiriilmesi TEAC (GSH esdeger toplam antioksidan kapasite) yontemi veya DMPDe+
(N,N-dimetil-p-parafenilendiamin) yontemleri bu alanda 6nemli bir yer tutmaktadir.
DMPD yontemi ayni zamanda reaktif tiirlerin saldiris1 altinda oksidatif hasarin ya da

doniisiimiin 6l¢iilmesinde kullanilmaktadir (168).

DMPD yontemi farkli caligmalarda bazi degisiklikler ile hem ROS (169) hem
de TAC (170) tayin yontemi olarak kullanilmistir. Buradaki ortak nokta DMPD’nin
parcalanmasiyla olusan pembe renkli radikalik parcalanma iiriinlerinin olusumunun ya

da tiiketiminin spektrofotometrik olarak ol¢iilmesidir.

H M 4@7NH2(CH332 i!-- Hzm @P\]HEECHQZ+ Hzl:l GEHE(CHQZ

% s

-
DMPD DMPDQ (DMPD radicals)
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Yukarida sematize edilen reaksiyonu geregi ortamda bulunan ROS, DMPD yi
parcalayarak DMPDQ radikallerinin olusumuna neden olur. Olusan DMPDQ radikalleri
ROS miktari ile orantili oldugundan olugan pembe renkli radikalik tiirlerin 6l¢timii ROS
miktarmin Olgiisiinii  vermektedir. Diger taraftan reaksiyon ortaminda antioksidan
bilesiklerin bulunmasi durumunda ROS tiirleri tiiketileceg§inden DMPDQ olusumu

azalacaktir.

Insan serumu yapisinda bulunan dogal antioksidanlar nedeniyle ROS siipiiriicii
ozellik tasimaktadir. Serumun TAC diizeyi azaldik¢a ROS siiplirme aktivitesi de azalr,
ancak siipiiriilen reaktif tiirlerin karakterine de bagh olan ROS giderme etkinligi TAC

ile bire bir ayn1 anlama gelmez.

Oksidatif hasarin belirlenmesinde kullanilan en yaygin testlerden biri de
Tiyobarbiitirik asit-reaktif maddeler (TBARS) yontemidir. Bu yOntem oksidatif
diizeyin belirteci olarak malondialdehit (MDA) ve diger reaktif tiirlerin (lipid
peroksidasyonunun son iiriinleri gibi) Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Ancak yontem
siklikla spesifik olmadigi konusunda elestirilmektedir. Lipid peroksidasyonunun
Olciilmesinde kullanilan en yaygin yontem olmakla birlikte TBARS testi birgok
antioksidana kars1 duyarli degildir (sistein ve askorbik aside karsi kismen ve tirik aside
tamamen), bu durum yOntemin konsantrasyon ile lineer orantili cevap vermesini
olumsuz etkilemektedir. Benzer sekilde toplamsallik ve tekrarlanabilirlik 6zellikleri de
goreceli olarak zayiftir. Oksidatif doniisiim reaksiyonlariyla olusan ikincil iiriinler
(MDA) bir dizi komplike reaksiyonlar olusumuyla c¢esitli girisimlere yol acar. Daha
once yapilan bir ¢alismada oksidatif doniisiim ile TAC arasindaki iligski incelenmis ve
DMPD testinin konsantrasyona bagli oksidasyon inhibisyonunu TBARS yontemine

gore daha iyi yansittig1 ifade edilmistir (168).

CUPRAC ve ABTS insan serumda TAC tayininde siklikla kullanilan
yontemlerdir. Ancak ABTS yontemi tiyollerin gercek fizyolojik antioksidan iglevlerini
tam olarak yansitamamaktadir. Tiyoller fizyolojik ortamda asir1 bir ROS saldirisi ile
karsilasmadikca Oncelikle tersinir olarak karsilik gelen disiilfiirlere doniisiirler (171)
Ancak ABTS/TEAC yontemiyle tiyoller icin belirlenen yiiksek elektron katsayisi
yontemin uygulanist sirasinda ortamda bulunan tiyol bilesiklerinin karsilik gelen

tiyollere degil siilfenik asitler {izerinden siilfinik ve sulfonik asitlere kadar
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yiikseltgendiklerini diisiindiirmektedir. Bu durum ABTS nin 6zellikle ortamda tiyollerin
bulunmas: durumunda fizyolojik ortamlar1 iyi modelleyememektedir. Bu durum
ozellikle tiyollerin bulundugu ortamlarda ABTS nin moedelleme yetenegini zayiflatarak
antioksidan kapasitenin oldugundan daha yiiksek goriinmesine neden olabilmektedir
(172). CUPRAC yonteminde ise tiyollerin fizyolojik ortamdakine benzer sekilde

elektron verici indirgenler oldugu daha 6nce aciklanmigtir (173)

Arteoskelerosis hastalar1 olan bazi bireylerde goriillen serumun toplam
antioksidan kapasite diizeylerindeki artisin serumda iirik asit diizeylerindeki artis ile

baglantili olabilecegi gercegi literatiirde bildirilmistir (174).

Calisma grubumuzda akciger kanserli hastalarimizda total oksidan kapasiteyi
gosterebilecek bir parametre olan DMPD istatiksel anlamli olarak kontrol grubuna gore
yilksek bulunmustur. Yapilan caligmalarda mezataloymalarda bir calismada artmis
reaktif oksijen seviyelerini gosteren TOL degerleri anlaml olarak yiiksek bulunmustur.
Yine hasta grubumuzda antioksidan gostergesi olarak kullamdigimiz CUPRAC
yontemiyle tayin edilen total antioksidan seviyeleri ise hasta grubumuzda kontrol
grubuna gore bir miktar yiikksek bulunmustur. Bu yiiksekligin hasta grubumuzda yiiksek
oksidan etkinin dengeye getirilmesi i¢in antioksidan diizeyi yiikseltilmeye calisilmasi
olarak yorumlayabiliriz. Ancak bu deger istatistiksel anlamliliga ulasmadigindan bu tip
bir yorumu hasta grubunda elde ettigimiz ve istatistiksel olarak anlamli derecede farkli

buldugumuz DMPD degeri ile yorumlamak gerekebilir.

Erhola ve dig. 1997 (175) yilinda yayimladiklar1 bir aragtirmada, gerek toplam
plazma peroksil radikal tutma kapasitesi (TRAP) parametresinin ve gerekse bu
parametrenin unsurlarmdan biri olan plazma protein tiyol igeriklerinin, akciger kanseri
hastalarinda saglikli kontrol grubuna nazaran anlamli bicimde daha diisiik ¢iktigmi
bulmuslardir (175). Ancak elektron transfer (ET-) esash toplam antioksidan kapasite
(TAC) testleri icin akciger kanseri hastalarinda normal bireylere nazaran ayni bicimde
rapor edilmis farkliliklara literatiirde rastlanmamaktadir. Bu durum TAC ile radikal
siipiirme kapasitesinin esanlamli olmamasindan, bir diger deyisle (radikalin cinsine
gore degisen) radikal siipiiriicii antioksidanlarin elektron verici (indirgen)

antioksidanlarla 0zdes olmamasindan kaynaklanabilir. Dolayisiyla hasta ve kontrol
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gruplarinda farklillk anlaminda ET-esasli TAC testleriyle radikal siipiirme etkinligi

testlerinin parallel sonuglar vermesi zorunlulugu yoktur.

DMPD yontemi ile olciilen serumlardaki ROS siiplirme etkinligidir. Kullanilan
DMPD yontemiyle reaksiyon ortaminda fenton yOntemiyle olusturulan radikaller
DMPD yi parcalayarak DMPDQ katyonik radikalleri olusumuna neden olmaktadir.
Olusan pembe renk ise bu radikallerin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Ortamda
antioksidan ozellik tasiyan radikal siipiiriiciilerin olmasi durumunda fenton yoluyla
olusturulan radikaller tiiketileceginden DMPD nin parcalanmasi azalarak agiga ¢ikan
pembe rengin siddeti de azalacaktir. Yani TAC diizeyi ne kadar yiiksek olursa glutatyon
es degeri de o kadar yiiksek olacaktir. DMPD yontemiyle dolayl olarak olgiilen TOC
diizeyinin hastalarda diisiik ¢ikmasmin nedeni ise hasta serumlarinda reaktif oksijen
tiirlerini stiptirebilecek antioksidanlarin olasilikla yiiksek olusundan

kaynaklanmaktadir.

DMPD seviyesinin antioksidan seviyesi daha yiiksek gozlenen akciger kanserli
grupta kontrole gore diisiik olmasi bu hasta serumlarindaki oksidan siipiirme 6zelliginin

kontrole gore daha diisiik olmasindan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

ABTS yontemi de ortamda bulunan ABTS radikalik katyonunun siipiiriilmesine
dayanmaktadir. Tiyoller hastalik durumunda viicut savunmasinda kullanilan en 6nemli
maddelerdir. Ancak ABTS yonteminde tiyollerin fizyolojik ortamda oldugu diisiiniilen
aksine karsilik gelen disiilfiirlere degil siilfenik ve siilfinik asitlere doniistiigii ve aslinda

olmasi gerektiginden daha yiiksek degerler verdigi de bilinmektedir.

Ayrica ortamda hiicre yikimindan kaynaklanabilecek iirik asidin bulunmasi
durumunda ABTS yonteminde antioksidan olarak reaksiyon veren iirik asidin (174) de
antioksidan diizeylerindeki bu yiikseklige sebep olabilecegi gozden kagirilmamalidir.
Calismamizda bu sekilde Olciilen ABTS degeri de beklenildigi iizere akciger kanserli
hastalarimizda kontrol grubuna gore ileri diizeyde anlamli ¢ikmis ve bu da antioksidan
seviyelerini hasta serumlarindaki bir sekilde gerek ortamdaki hiicre yikimi gerekse de
oksidan ortamin artmasi gibi etkenlerden dolayr kontrol grubuna gore yiiksek

antioksidan durumu belirtmektedir.
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Calismamizin sonucunda;

CUPRAC yontemine gore akciger kanseri hastalarinda total antioksidan miktari
kontrollere) gore yiikselmistir ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark
yakalanamamistir. TBARS yOntemine gore antioksidan seviyesi akciger kanseri
hastalarinda kontrollere gore yine yiiksek olup anlamhiliga yakm bulunmustur

(p=0,074).

Ayni hastalarin serumlarindaki total oksidan miktarlar1 DMPD ve TBARS
yontemiyle Ol¢iilmiistiir. DMPD yontemi kullanilarak elde edilen bulgulara gore akciger
kanseri hastalarinda oksidan seviyesi kontrollere gore diisiik bulunmustur ve istatistiksel
olarak da anlamlilik yakalanmistir (p=0,017). Ancak ABTS yOntemi sonuglarina gore
hastalarda antioksidan miktar1 daha yiiksek bulunmustur. Akciger kanseri hastalarda
ortalama oksidan miktar1 3,454+0,82 iken kontrollerde 3,01+0,942 olup aradaki bu fark
istatistiksel olarak olduk¢a anlamli bulunmustur (p=0,001).

Oksidan-antioksidan parametreleri hastalarin sigara ve alkol igme ve tiimor

evrelerine gore degerlendirilmistir ancak anlamli farkliliklar bulunamamastir.

SODI1, GPX1 ve Katalaz genlerindeki varyasyonlar enzimlerin aktivitelerini
etkilemesi nedeniyle bireylerin genotiplerine gore oksidan ve antioksidan seviyeleri

birlikte degerlendirilmis olup aralarinda anlamli farkliliklar gbzlenmemistir.

Calismamiz, oksidan ve antioksidan sistemleri cesitli Oncii biyomolekiiller
izerinden degerlendirilmeyi amaclayan TBARS, CUPRAC, ABTS ve DMPD o6l¢iim
metotlar1 kullanilarak akciger kanserli hastalar ile saglikli bireylerin serumlarimdaki
durumu c¢esitli antioksidan enzimlerin genetik varyantlar1 ile beraber ele alan
literatiirdeki ilk calismadir. Bu calismada elde edilen verilerle hasta serumlarindaki
yiiksek okisdatif hasar ve bunu kompanse etmek iizere aktivasyon gosteren antioksidan

sistemin On planda rol alabilecegi diisiiniilmektedir.
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Prof. Dr. Nuran Senel Radyasyon iU Cerrahpasa | K EIZ] EX {l
BESE Onkolojisi Tip Fakiiltesi H HO
Prof. Dr. Zeki ONGEN Kardiyoloji iU Cerrahpasa | E Ei[B] EX
Tip Fakilltesi HX HO
Prof. Dr. Ertan YURDAKOS | Fizyoloji 1U Cerrahpasa | E Ef[2] EX
Tip Fakilltesi HIX H[ o
Prof. Dr. Hatun Hanzade Deontoloji 10 Cerrahpasa K Eil] EX
DOGAN Tip Fakilltesi HEX HE Z —
Prof.Dr.Sibel Ozmen Farmakoloji 10 Cerrahpasa | K EL] E Z D
OZYAZGAN Tip Fakltesi HE  |HO i
Dog. Dr. Suphi Halk Saghgi iU Cerrahpasa | E E[=] ENX
VEHID Tip Faklltesi HIX HO ooy
Dog. Dr.Yusuf TUNALI Anesteziyoloji ve | IU Cerrahpasa E Ef[] EN = e
Reanimasyon Tip Fakilltesi HX HO 2 S
Uzm. Dr. Mutlu i¢ Hastaliklari Ist. Egitim ve E E[] EX
NIYAZOGLU Arastirma Hast. HX | HO /¥
Avukat Ayfer Ticaret ve Saglik | Serbest Hukuk K Eilz] EX
DIKMEN Hukuku Biirosu H[] K]
Ziimrit GAMLI Emekli Ogretmen | Sivil Uye K El[E] ENX
H X H[J
L/

*  Arastirma ile lligki

1U Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu Tel: +90 (212) 414 32 52; 414 30 00/22300.
Internet adresi: www.ctf.edu.tr/etikkurul E-posta: ctfetik@istanbul.edu.tr Form revizyon tarihi: 28.11.2013
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OZGECMIS
Ad: BRUNILDA
Soyad: MEZANI
Dogum Yeri: BERAT, ARNAVUTLUK
Dogum Tarihi: | 29.07.1983

Yabana Dil:

Ingilizce, Turkge, Arnavutce

E-Posta Adresi

fetahubrunilda @yahoo.com

Tarih Egitim
1998 — 2002 Ali Demi Lisesi, Vlore, Arnavutluk
2002 - 2006 Tirana Universitesi, Fen Fakultesi, Kimya-Biyoloji Boliimii
2011 -2012 Ankara Universitesi, TOMER

2012- Ist.Unv. DETAE Molekiiler Tip AD Yiiksek Lisans

Mesleki Tecriibe

20-30 nisan2005

Lagiin Makrobentosu'nun Arastirma Yontemlerinin tizerinde Caligmalar,

Lece Universitesi, {tali .

2007 Diploma Tezi: Patok, Karavasta ve Narta Lagiinlarinin Makrozoobentos
lizerinde Arastirmalarini Onsonuglart.

Nisan 2009 TEMPO Projesi: Ogretme Yontemleri Yarismasinda, “Egitim Siirecinde
Teknoloji” konulu projenin sunumu .

May1s 2010 TEMPO Projesi: Ogretme Yontemleri Yarismasinda, “Egitim Siirecinde
Gosterme Islemi” konulu projenin sunumu.

Mayis 2011 Research work; Food diet decreases iron’s level in blood.

Akademik Etkinliklere Katilma

2004 “Arnavutluk  Sahil Lagiinlerinin  Makrobentos'un  Arastirilmasi.
INTERREG 3 CADSES Projesi: Management and sustainable
development of the transitional waters”

2006 “Vlora Korfezi'nin sualt1 degerlerinden Bilinglenme” Projesinde biyolog

danmismani. ADRIATIK, GEF/SGP Projesi
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INTERREG 3B CADSES Konferansi, Konusmaci, Konu: “Study of
macrozoobenthos of the Albanian coastal lagoons™”; “Management and
sustainable development of protected transitional waters”. Universiteti i

Leces, Itali.

2006

Seminar, Tirana Universitesi, Fen Fakultesi, Biyoloji ABD, Konu: “Patok,
Karavasta ve Narta Lagiinlerinin Zoobentosu'nun Arastirma Sonuglar1”,

Konusmaci

Is Tecriibesi

2006 — 2007

Aulona & Xhyherl Ozel Okullari, Part-time, Biyoloji — Kimi Ogretmeni

2007 - 2010

Aulona Ozel Lisesi, Biyoloji — Kimi Ogretmeni

2010 -2011

Internacional Ozel Lisesi, Biyoloji Ogretmeni

Uluslararasi Kongrelerde Yayinlanan Bildiri ve Posterler

2007

Akademik Arastirmanin Waters Bulletin'de yaymlanmasi, TWB 3 (2007):
Preliminary data on the macrozoobenthos of Albanian coastal lagoons

(lagoons of Patok, Karavasta, Narta).

Temuz 2013

A Possible Association Between Manganese Superoxide Dismutase

Genotypes and Antioxidants Markers in Acromegaly Patients, Paris

Inverstigation of Myosin Heavy Chain Gene 11 (MYHI11) ALA1234THR,
TGF-B1 C-509T Polymorphisms and, TGF-B1 Levels on Coronary Artery
Disease and Diabetes Mellitus Development in the Turkish Population,

Paris.

Eylil 2014

5th international Congress on Cell membranes and Oxidative Stress: The
Individual and Combined Effects of CTLA4-Cd28 variants and oxidant-

antioxidant status on the development of colorectal Cancer, Isparta

Ekim 2014

Possible Association Between Manganese Superoxide Dismutase

Genotypes and Antioxidants Markers in Acromegaly patients, Istanbul

Ekim 2014

MNSOD Serum Levels and Genetic variants: Possible Associations
Between the Risk of Colorectal Cancer and Oxidant-Antioxidant status.

Istanbul

Katildig1 Kongre-Staj

May1s 2013

Saghkta Inovasyon, Universiteden Sanayiye, izmir

Eylil 2014

5th International Congress on Cell membranes and Oxidative Stress,
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09-12 September.

Kasim 2014 Galektin-3 Gen Varyantlarinin Larinks Kanseri GelislJimi ve Prognozu

Uzerine Etkisinin Il 'ncelenmesi, [stanbul

Ozgecmis Sahibinin Ad1 ve Soyadz:
Tarih: 22/12/2014

Imza:




