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OZET

Kuguk htcreli olmayan akciger kanseri (KHOAK), akciger dokusu
hiicrelerinin kontrolsiiz gogalmas: sonucu olusur. Olusumunda sigaramin yam sira
gesitli kimyasal karsinojenlerin de 6nemli rol aldigi bilinmektedir. Serbest radikalleri
de iceren oksijenden koken alan tirlerden kaynaklanan oksidatif DNA hasari, DNA
Uzerinde baz ve seker lezyonlari, zincir kirilmalari, DNA-protein ¢apraz baglanmalar:
ve abazik bolgeler gibi cok cesitli degisikliklere yol acabilir. Oksidatif DNA hasarinin
mutasyonlara yol agarak kanser olusumunda rol alabilecegi dusunuldigu icin farkl
kanser dokularindan ainan DNA’da bu modifikasyonlarin 6lglilmesi  kanser
olusumunun mekanizmasinin anlasilmas igin elzemdir. Sunulan bu ¢aligsmanin amaci
kicuk hicreli olmayan akciger kanserli hastalarda kontrol ve kanser doku
DNA'’larimin oksidatif hasar agisindan karsilastiriimas: ve oksidatif DNA hasarinin

yas, sigara maruziyeti ve evreileiliskisinin incelenmesidir.

Bu calismada, cerrahi rezeksiyon gegiren 29 KHOAK'li hastadan elde edilen
tumor ve saglikli dokulardan izole edilen DNA 6rnekleri kullanildi. Hasta dokular
DNA baz ve nukleozid hasar1i agisindan incelendi ve kontrol dokulari ile
karsilastirildi. 8,5 -siklo-2'-deoksiadenozin (S-cdA) timér dokularinda saglikli cevre
dokuya gore artmis bulundu (p=0.0063). Diger taraftan 8-hidroksiguanin (8-OH-Gua)
ve 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin (FapyGua) duzeyleri agisindan iki
grup arasinda anlaml1 bir fark gordlmedi. Ayrica bu hastalar arasinda oksidatif DNA
hasar1 ile yas, sigara maruziyeti, klinik veya patolojik evre arasinda anlamli bir
farkliliga rastlanmadi.

Sonug olarak akciger kansr dokularinda DNA’da oksidatif hasarin ¢ok cesitli
temel Grdnlerinin birikimini ilk kez gosterdik. Gelecekteki caligmalar, oksidatif DNA
hasarindan korunma, DNA tamir yetersizlikleri ve KHOAK hastalarinda artmis olast
DNA tamirine yogunlasmalidur.

Anahtar Kelimeler: Kuguk Hucreli Olmayan Akciger Kanseri, Oksidatif
DNA Hasar1, S-cdA, FapyGua, 8-OH-Gua
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ABSTRACT

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is uncontrolled cell proliferation of lung
tissue cells and known to be caused by smoking and exposure to various other
chemical carcinogens. Oxidative DNA damage caused by oxygen-derived species
including free radicals can produce a multiplicity of modifications in DNA such as
base and sugar lesions, strand breaks, DNA-protein cross-links and abasic sites. Since
this type of damage to DNA can be implicated in the carcinogenesis by causing
mutations, the measurement of modifications in DNA from different cancer tissues is
essential for understanding the mechanism of carcinogenesis. The aim of this study is
to compare the control and cancer tissue DNAS in terms of the oxidative damage and
to investigate the correlation between age, smoking, stage and oxidative DNA
damage.

In this study, DNA samples isolated from tumor and healthy tissues obtained
from 29 patients with NSCLC who underwent surgical resection were used.
Pathological tissues were investigated in terms of the DNA base and nucleoside
damage and compared to hedthy control tissues. The level of 8,5-cyclo-2'-
deoxyadenosine (S-cdA) were found to be significantly higher in cancer tissues than
those in control tissues (p=0.0063). On the other hand 8-hydroxyguanin (8-OH-Gua)
and 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidine (FapyGua) levels showed no
significant difference between two groups. No significant correlation was found
between oxidative DNA damage and age, smoking, clinical or pathological stage.

In conclusion we showed, for the first time, the accumulation of wide variety
of major products of oxidative damage to DNA in lung tumor tissues. Further research
sould deal with prevention of accumulation of oxidative DNA damage and elucidation
of DNA repair defects and also possible enhancement of DNA repair in NSCL
patients.

Key Words: Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC), Oxidative DNA
Damage, S-cdA, FapyGua, 8-OH-Gua



BiRiNCi BOLUM

1. GiRIiS VE AMAC

Gunumizde, akciger kanseri, sigarai¢cme aiskanligindaki artisa parael olarak
dinyada en sik gorilen kanser turidur ve kanser 6lumlerinin dnemli bir ylzdesinden
sorumludur. Hastaligin gelisiminde basta aktif sigara kullanimi olmak Uzere mesleki
maruziyetler, havakirliligi, diyet ve genetik 6zellikler nemli rol oynamaktadir(1,2).

Aerobik organizmalarda oksijen kullamminin dogal sonucu olarak reaktif
oksijen turleri (ROT) meydana gelmektedir (3). Reaktif oksijen tirleri, karbohidrat,
protein ve lipid gibi biyomolekdllerin yan sira stabil bir molekil olan DNA’y1 da
kimyasal olarak oksidatif hasara ugratabilmektedir. Basta hidroksil radikali (OH)
olmak Uzere oksijenden koken alan bu serbest radikaller DNA ve nukleoprotein
tizerinde genis ¢apl1 modifikasyonlara yol acarlar®. Bu degisiklikler modifiye bazlar,
okside sekerler, tek veya cift zincir kiriklart ve DNA-protein ¢apraz baglanmalar:
seklinde kendini gosterir (4). Hidroksil radikalinin heterosiklik DNA bazlarina
saldirmasi ile baslayan bir dizi reaksiyon sonucunda meydana gelen yirmiden fazla
son urin DNA molekdltnin kararliligint bozmaktadir (5). DNA Uzerinde modifiye
bazlarin olusturdugu lezyonlarin genler Uzerinde transkripsiyona ugrayacak
bolgelerdeki varligi mutasyonlara neden olabilir (6). Bazi kanserlerde oksidatif DNA
hasar1 duizeyinde artig gorultrken, bazilarinda DNA onariminin artisi ile paralel olarak
hasarda azal ma saptanmaktadhr (Oktay G. ve Oztiirk M. yayinlanmanmus veriler). DNA
hasarinin kanser olusumunun tiim evrelerinde rol oynayabilecegi distunilmektedir (5).
Ayrica kanser hiicrelerinde reaktif oksijen turlerinin artmast DNA hasar ile ortaklasa

kanserin malignitesine artirici yonde etki etmektedir (6)

Akciger tumér DNA’sinda oksidatif baz hasar1  konusunda yapilan
calismalarin oldukca sik kullanilan bir oksidatif stres belirteci olan 8-OH-dG’ nin idrar
ve doku diizeyindeki 6lciimine yogunlastigr gortlmektedir (8,9,10). Calismamizda
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kucuk hicreli olmayan akciger kanserli hastalardan ainan tumor dokusu ve normal
dokunun DNA baz ve nikleozid hasar1 bakimindan karsilastiriimasi, stz konusu
hiicrelerde DNA tamir mekanizmalarinin arastirilmasi, ayrica akciger kanseri evres,
sigara icme durumu ve yas ile DNA’'daki oksidatif baz hasar1 arasindaki iligkinin

incelenmesi amaglanmaktadir.



IKINCi BOLUM

2. GENEL BIiLGILER

2.1. AKCIGER KANSERI

Akciger kanseri, dinya ¢apinda en sik gorulen, sag kalim siiresi ve prognoz
bakimindan en tehlikeli kanser tirddur (11). Amerika Birlesik Devletleri’ nde akciger
kanserine bagli olarak 2008’de, 6ngorulen 161,840 sayidaki 6lum, gerceklesmesi
beklenen tim kanser 6lumlerinin %29’ unu olusturmaktadir. Gunimizde akciger
kanseri erkeklerde bitin kanser olumlerinin %34'nu, kadinlarda %22'sini
olusturmaktadir. Akciger kanserinden 6len kadinlarin sayist 1987 yilindan itibaren
meme kanserinden olenlerden daha fazladhr. insidans 6zellikle bati toplumlarindaki
kadinlarda erkeklere gore daha hizl1 artis gostermektedir. Bu durum son vyillarda
kadinlar arasinda da sigara icme aiskanligiin  artmasiyla agiklanmaya
calisilmaktadir. Sigara, akciger kanserinde risk faktorleri arasinda gok buyik farkla
birinci siradadir ve akciger kanserlerinin % 90 nindan sorumludur. Risk tuketilen
sigaramin miktar: ve tiketim siires ile dogru orantilidir. Diger risk faktorleri arasinda
pasif igicilik, radon, asbest, ¢esitli metaller (krom, kadmiyum, arsenik), bazi organik
kimyasallar, radyasyon, gevre kirliligi, mesleki ve gevresel maruziyet sayilabilir (12).

2.1.1. Akciger kanserinin evrelemes

Akciger kanserinin evrelendirilmesi igin Amerikan Birlesik Kurulu (American
Joint Committee)’ nun primer tumoértn buytkligl ve yayilimina (T), bolgesel lenf
bezi tutulumuna (N), uzak metastaz varligina (M) dayanan TNM yontemi kullanlir.
TNM sisteminin 1996 yilinda yeniden gelistirilmesi ile skuaméz, biyuk hicreli ve
adenokarsinomlu (Kiguk Hucreli Olmayan Akciger Kanseri-KHOAK, Non-small
Cell Lung Carcinoma-NSCLC) hastalar yapilacak tedavi ve prognoz yoninden Evre
A, IB, 1A, 11B, IlIA, 11IB ve IV seklinde siniflandirilmaktadir. Kiguk hicreli kanser
hastalarinda TNM sistemi yerine VALG (Veterans Administration Lung Cancer
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Group) tarafindan 6nerilen evreleme sistemi kullamimaktadir. Buna gére hastalik bir
hemitoraksta lokalize ise "sinirl:" ve hemitoraksin disina yaygin ise "yaygin" olarak
evrelendirilmektedir. Fakat TNM evreleme sistemi kiguk hicreli hastalarda da
kullailabilmektedir (13). Tablo 2.1 ve Tablo 2.2'de akciger kanserinin TNM
siniflandiriimasi gorulmektedir (14).

Tablo 2.1 TNM siniflamasina gore evrelendirme (16)

0 Karsinomain situ  Tis, No, Mg

I I A Tl, NO! MO

| B: Ty, Ng, Mg

I 1 A:T1,N1,Mo

Il B: Tz,Nl,Mo T3,N01M0

1 [11A: T3,N1,Mg T1-2-3, N2,Mg

1B: T4,N,Mg T,N3,Mo

Vv T,N,M¢

2.1.2. Akciger kanserinin siniflandirilmas

Akciger kanserinin temel iki tipi kiuguk hucreli olmayan akciger kanseri-
KHOAK (% 85'i) ve kuiguik hucreli akciger kanseri-K HAK dir (%15) (11) (Tablo
2.3).



Tablo 2.2 TMN siniflamast (16)

PRIMER TUMOR (T)
To: Primer tm belirtisi yok
Tis: Karsinomain situ
T,: Genis cap1 <3cm, akciger ve visseral plevraile cevrili, bronkoskopik olarak
lob bronsundan daha proksimale uzanmayan
T, Genis ¢cap1 >3cm, ana bronglarda yerlesen ancak ana karinaya uzakligi > 2cm
olan, visseral plevraya kadar uzanan, atelektazi veya pnémoniye neden olan
T3 Herhangi biyuklUkte olan tumérin goguis duvar,diafragma, mediastinal plevra,
perikard gibi yapilarainvaze olmasi, ana brons icinde karinaya 2 cm dan yakin
yerlesmesi, tim akcigeri kaplayan atelektazi veya pndmoniye neden olmasi
T4 Herhangi buylkltkte olan timoriin mediasten yag dokusu, kalp, blyik damarlar,
trakea 6zofagus, vertebral kolon, karinagibi yapilar: tutmasi, malign plevral veya

perikardial sivi bulunmasi, timar ile ayni lob icinde satelit nodil bulunmast

BOLGESEL LENF BEZI (N)
No: BOlgesel lenf bezi yok
N,: Ipsilateral peribronsial ve/veya hiler lenf bezi metastaz: (akciger ici lenf bezi)
N,: Ipsilateral mediastinal lenf bezi metastazi (Subkarinal dahil)

N3 Kontrlateral mediastinal veya supraklavikuler lenf bezi metastazi

UZAK METASTAZ (M)
Mo: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var




Tablo 2.3 Akciger timdrleri siniflandirmasi (16)

1. KUCUK HUCRELI AKCIGER KANSERI
Kuguk htcreli karsinom

2. KUCUK HUCRELI OLMAYAN AKCIGER
KANSERI

Skuamdz hticreli karsinom
Adenokarsinom

Biyuk hicreli karsinom

Adenoskuamdz karsinom

Pleomorfik, sarkomatoid ya da sarkomatdz
elemanlarlabirlikte olan karsinomlar
Karsinoid tumarler

Tipik karsinoid

Atipik karsinoid

TUkruk bezi tipindeki karsinomlar
Mukoepidermoid karsinom

Adenoid kistik karsinom

3. SINIFLANDIRILAMAY AN KARSINOM

2.1.2.1. Kuglk Hucreli Olmayan Akciger Kanserleri

Prognostik Ozelliklerinin benzerligi ve tedaviye verdikleri yamtin yakinlig:

bakimindan skuaméz hicre karsinomu, adenokarsinom ve buytk hicreli akciger



karsnomu ayni grupta toplanarak kicuk hicreli olmayan akciger kanseri olarak
tanimlanmaktadir (14).

Erken belirleme ve standart tedavideki gelismeye ragmen, kiguk htcreli
olmayan akciger kanserleri genellikle ileri evrelerde teshis edilir ve kot bir prognoza
sahiptir (11).

Skuamoz hucreli kanser, tim akciger kanserlerinin yaklasik % 30’unu
olusturur ve cogunlukla sigara icenlerde gorultr. Skuamdz hiicre kanserleri genellikle
lokal kalma egilimi gosterirler. Tedaviden sonraki lokal tekrarlamalar ise bu kanser
tipinde daha fazladir.

Adenokarsinom ve buyuk hicreli kanserler tim akciger kanserlerinin
yaklasik % 60’11 olustururlar. Adenokarsinom daha cok sigara icmeyenlerde ve
kadinlarda cogunlukla akcigerlerin dis kisimlarinda goraltr. Kiglk solunum
yollarindan ve alveol adi verilen solunum keseciklerinden kdken airlar ve gogus
duvarina kolayca yayilabilirler. Bu acidan bu tip kanserlerin metastaz yapma
egilimleri daha fazladir (15). Bronsiyoloaveoler karsinom (BAC), pulmoner
adenokarsinomun dnemli bir alt tipidir (17).

Blydk hucreli akciger kanserleri ise, akciger kanserlerinin % 5-10"unu
olusturur. Cogunlukla kigik solunum yollarindan koken alir ve akcigerin kenar
kisimlarinda yerlesir. Klinik seyirleri adenokanserler gibi uzun surelidir (18) (Sekil
2.1).

2.1.3. Akciger kanseri molektler patolojis

Molekiler biyoloji alamnda gelisen teknoloji insan akciger kanserindeki
genetik degisikliklerin tammlanmasina izin vermektedir (19). Akciger kanserinin
gelisimi diger kanser turleri gibi gesitli yolaklarin ve pek ¢ok genin rol adigi gok
asamal1 bir sirectir (20). Basta kanser metabolizmasindakiler olmak Uzere cesitli
genlerdeki kalitsal polimorfizmler Ozellikle gevresel maruziyetler ile birlestiginde
bireylerde akciger kanseri gelisme olasiligi artmaktadir (21,74). Ancak
epidemiyolojik ¢calismalar, hayat boyu sigara icenlerin yalmzca % 5-10"unda akciger
kanseri gelismesinin genetik yatkinlig: yansittigint ve mendelyen otozomal bir sekilde
kalitilabilecegini 6ne stirmektedir (22).



Bayuk iicosdi
mhcigel kansei

Sekil 2.1 Kiguk hicreli olmayan akciger kanserinin baglicatipleri (201)

Mutasyonlar sonucu onkogenlerin aktif hale gelmes, tumor baskilayic
genlerin inaktivasyonu, hiicre siklusunun regilasyonunda ve DNA tamirinde gorev
alan genlerde ortaya cikan degisiklikler ile biytme faktorleri ve reseptorlerine iliskin
degisiklikler, akciger kanserinin olusumundaki temel genetik olaylardir (23,24).

2.2. OK SIDATIF DNA HASARI

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa
omarlu, kararsiz, kuguk molekiler agirliga sahip etkin kimyasal turler olarak
tammlanirlar ve hicrelerde endojen veya ekzojen kaynaklar araciligiyla meydana
gelirler (25). Normal hticresel metabolizma bu metabolitler icin oldukga uygun bir
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ortam olusturmaktadir (26). Oksijenin aerobik yasam icin, solunum ve enerji Uretimi
sirecglerinde is gormesi nedeniyle hiicrede mutlak suretle reaktif oksijen trleri
uUretilmektedir (27). Dolayisiyla canli hiicreler devamli olarak reaktif oksijen tirleri
(ROT) nin potansiyel hasari ile kars1 karsiya kalmaktadirlar. Bu reaktif tlrler hiicresel
solunumun yan driind ya da inflamatuar yanitin bir bileseni olarak Uretilebilmelerinin
yaninda iyonlastirici radyasyon veya gegis metalerinin, kimyasal oksidanlarin veya
serbest radikallerin ¢evresel maruziyeti sonucu da olusabilmektedirler (28). Reaktif
oksijen turlerine en yiksek reaktiviteye sahip hidroksil radikali (OH) basta olmak
Uzere, siperoksit radikali (O2") ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H20,) 6rnek
verilebilir. Canli htcreler, ROT ve diger serbest radikallerden korunmak amaciyla
sayisiz savunma mekanizmast gelistirmiglerdir. Bu mekanizmalar arasinda, kiguk
molekul agirlikl bilesikler, serbest radikal yakalayici 0zellikte olan C ve E vitamini
gibi antioksidanlar ve ROT dizeyini simirlayan superoksit dismutaz, katalaz, ve
glutatyon peroksidaz gibi enzimler bulunmaktadir (29). Bu oksidan ve antioksidan
dengenin oksidanlar lehine bozulmasi oksidatif stres olarak adlandirilan duruma
neden olur ve bu siregte hiicresel hasar diizeyi artar (28). Reaktif oksijen turlerinin
hicesel hedefleri arasinda DNA, lipid, karbohidrat ve proteinler yer almaktadir.
Olusan modifikasyon, ROT Uretiminin yeri, oksidasyona ugratacaklar: biyomolekile
ulasabilirlikleri ve metal iyonlarinin varlig gibi pek ¢ok etkene baglidir (29).

Y uksek reaktiviteye sahip oldugu bilinen hidroksil radikali (OH) basta olmak
Uzere oksijenden tlrev alan serbest radikaller, DNA'nin bilesenleri ile reaksiyona
girerek DNA’nin yapisim bozarlar (30). DNA’nin bu tipteki hasari ‘oksidatif DNA
hasarr’ olarak adlandirilmaktadir (31). Serbest radikallerin DNA ve nikleoproteinler
Uzerinde gerceklestirdigi kimyasal degisiklikler sonucu modifiye bazlar ve sekerler,
abazik bolgeler, ardisik lezyonlar, zincir kirilmalart ve DNA protein capraz
baglanmalari meydana gelir. DNA'min bu sekilde yapmsimin bozulmast ¢esitli
mutasyonlara ve bunu takiben kanser, nrodejeneratif rahatsizliklar ve yaslanma gibi
say1siz hastaliga neden olmaktadir (30).

2.2.1. DNA baz hasari

Bagta hidroksil (OH) olmak Uzere tiim serbest radikaller organik bilesikler ile
ekleme veya cikarma reaksiyonu gerceklestirirler. Hidroksil radikali pirin ve



pirimidin bazlarinin  ¢ift baglarina difizyon-kontrollti  olarak baglamr. OH
sddirilarinin yayginligi oksidasyona ugrayacak molekilin elektron yogunluguna
baglidir. Elektrofilik dogasi nedeniyle ‘OH tercihen en yiksek elektron yogunlugu
olan bolgeye eklenir (32).

2.2.1.1. Hidroks| radikalinin pirimidinlerle yapt:g: reaksiyonlar

Sitozinde eklenme 5.Karbon (C5) da %87, 6.Karbon (C6)'da % 10 oraninda
gerceklesir. Timinde ise bu oran sirasiyla % 60 ve % 30 seklindedir. OH’1n yaklasik
olarak %10'u metil grubundan H atomunu uzaklastirir. C5=C6 c¢ift bagina eklenme
sonucu ise sitozin ve timinin C5-OH- ve C6-OH- eklenti radikalleri olusur. H'nin
uzaklasmast ile ise timinin alil radikali olusur (33-35) (Sekil 2.2). Pirimidinlerin
OH-eklenti ve alil radikalleri redoks ozelliklerine, redoks ortamina ve reaksiyon
eslerine gore yukseltgenerek veya indirgenerek cesitli Grinler verirler (35-37).
Oksijen ve diger oksidanlar, indirgeyici ganlar ve diger deneysel kosullar trtnlerin
tipini ve verimini son derece etkilemektedir (36-37). Sitozin ve timinin C5-OH-
eklenti radikallerinin oksidasyonu sonucu olusan sitozin glikol (Cg) ve timin glikol
(Tg) olusumunu oksijen yoklugunda OH" eklenmesi veya protonun
uzaklastirnlmasinin izledigi su eklenmesi takip eder (32,35,37,38). Timinin alil
radikalinin oksidasyonu sonucu ise 5-hidroksimetilurasil (5-OHM eUra) olusur.
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MH, C5-0OH-adduct radical (87%)

=__H
M- T~ L
| + OQOH
e
Oy~ H
H

cytosine . H

C6-0H-adduct radical (~10%)

1 CH
Ny 3
HN “':{:H

I .
s
H

5-0H-adduct radical (60%)

HN
{f}'IHN". “H
H H

thymine 6-0H-adduct radical (30%)

0
M. CHs
+ OH I HN 1 oH
o_- -, N ey H

? .
HN-’ ‘-~,,-CH2

=, o

D’.:' ‘\-\.N -~ -\.H
H

allyl radical (10%)

Sekil 2.2 ‘OH radikalinin pirimidinlerle reaksiyonlar: (29)

Molekiler oksijenin varliginda, oksijen C5-OH-eklenti radikaline diflizyon
kontrollt hizlarda baglanir ve C5-OH-6-peroksil radikalini olusturur. Bu radika daha
sonra suiperoksit (O,7)'i yok eder ve su ile reaksiyona girerek sitozin glikol ve timin
glikol drdnlerini olusturur (32,39). Oksijenin alil radikaline eklenmesi benzer
mekanizma ile 5-OHMeUra ve 5-formilurasil (5-FoUra) olusumuna yol acar.
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Aynica pirimidin peroksil radikalleri 6nce indirgenip daha sonra protonlanarak
hidroksihidroperoksitleri  olustururlar  (39). Bu bilesikler ileri reaksiyonlarla
parcalanarak timin glikol, 5-hidroksi-5-metilhidantoin, 5-formil urasil, 5-
hidroksimetil urasil gibi trtnlere donusurler (39,40). Sitozin Urtnleri deaminasyona
ve dehidrasyona ugrayabilirler. Sitozin glikolin deaminasyonu ve dehidrasyonu
sonucu urasil glikol (Ug), 5-hidroks sitozin (5-OH-Cyt) ve 5-hidroks urasil (5-
OH-Ura) ortaya cikar (36,37) (Sekil 2.3).

fa] 0
H
HN OH 'HEU HN OH
DJ\ H u)\ |
M H N H
H H
uracil glycel 5-hydroxyuracil
-NH3
+H;0
NH. &, +H,0  or NH, NH,
H 0. H
NF oH +03, -05", +Hz0 NF oH H;0 N OH
J\ ' H )\ |
i VT NN 07y H
H H H
C5-0H-adduct radical cytosine glycol S-hydroxycylosine
of cytosine
NH3 0
H H
+e, +H* NF oy TH +H0 HN OH
= )\ H J\ ’
07 N7 MH S Y
H H
5-hydroxy-6-hydrocytosine S-hydroxy-6-hydrouracil

Sekil 2.3 Oksijen yoklugunda sitozinin C5-OH-eklenti radikalinden Crin
olusumu (29)

Oksijen yoklugunda ise sitozin ve timinin C5-OH-eklenti radikalleri
indirgenirler. Daha sonrasinda ise protonlanarak sirasiyla 5-hidroksi-6-hidrositozin
(5-OH-6-HCyt) ve 5-hidroksi-6-hidrotimin (5-OH-6-HThy)’i olustururlar. Benzer
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sekilde pirimidinlerin C6-OH eklenti radikallerinin indirgenmesi sonucu 6-hidroksi-

5-hidropirimidinler olusur (41-43) (Sekil 2.4).

C5-0H-adduct radical
of thymine

CH;,
HN
A, e
0N H
H

0
-2, +H,0 or Hg
- HN
+OZ| 'DZ- '] +H2'D J\ g:
0= N7 Ny
H
thymine glycol
0
+e’, +H* N H
- H
H
o N H
H

S-hydroxy-6-hydrothymine

o)

+0s5, <057, +H30 HN
- o rA\ CHy
Ll H

S5-hydroxy-5-methyl-

C6-OH-adduct radical hydantoin
of thymina
o
HzOH
HN | 2
— -
o -2, +H,0 or o7 N
CH2 O
HNI)JI +0z -0,', +H,0 5-(hydroxymethyl)uracil
o N H o
" CHO
allyl radical » HN I
P
H

S-formyluracil

Sekil 2.4 Timinin C5-, C6-OH-eklenti ve allil radikalinin trin olusumu (29)




5-hidroksi-6-hidro- ve 6-hidroksi-5-hidropirimidinlerin  olusumu oksijen
varliginda inhibe edilir. Bunun sebebi, oksijenin C5-OH- ve C6-OH-eklenti
radikalleri ile difuzyon kontrolli hizlarda reaksiyona girerek peroksil radikallerini
olusturmasidir. Sitozinin C5-OH-6-peroksil ve C6-OH-5-peroksil radikallerinin ileriki
resksiyonlar1 ile sirasiyla sitozin 5-OH-6-hidroksiperoksit ve 6-OH-5-
hidroperoksit radikalleri olusur (42,44,45) (Sekil 2.5).

NHz NH; NH; o]
H H H H
N “FEoH 40, +H* NT “.on NF gy -NHz.+H0  yy o
;\ . - oH — & " —_— J\
Sy 07NN 07~ 0 0%~y 0
H H H H
C5-OH-adduct radical 5-0H-6-hydroperoxide 4-amino-5-hydroxy- dialuric acid

2,6(1H,5H)-pyrimidinedione

| -

NH;
| o
o=c O
| CoH H +H* HN A
N— H -
J\ H OJ\N H n)\ o
07 N Non nooH N
H
trans-1-carbamoyl-2-o0x0-4,5- S-hydroxyhydantoin alloxan
dihydroxyimidazolidine
NH, NH, NH, NH;
H + H o]
= +0;, +H = g = OH
I\/E 2 N)i OH N/H/; N)I
—OH = OH H J\
07 N7 Nn 07NN Ny 07" NoH o7 Sy oM
H H H H
C6-0OH-adduct radical 6-0H-5-hydroperoxide 4-amino-6-hydroxy- 5,6-dihydroxycytosine
2,5(1H,6H)-pyrimidinedione
l -NH3 , +H20
4] 0
0
HN a4 HN )l\|,A OH
H
UJ\N OH OAN/HOH
H H
isodialuric acid 5,6-dihydroxyuracil

Sekil 2.5 Oksijen varliginda sitozinin C5- ve C6-OH-eklenti radikallerinden

Urdn olusumu (29)
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2.2.1.2. Hidroksi| radikalinin purinlerle yapt:g: reaks yonlar

Plrin bazlarindan guaninde C4-, C5- ve C8-pozisyonlarina ‘OH radikalinin
eklenmesi sonucu guaninin C4-OH, C5-OH ve C8-OH-eklenti radikalleri olusur (46-
48). Adenin gibi diger purin molekilleri de analog reaksiyonlar gergeklestirirler (47-
49). Parinler, OH-eklenti radikalleri agisindan farklilik gosterirler. C4-OH-eklenti
radikali oksidasyona ugrarken, C5-OH- ve C8-OH-eklenti radikali indirgenir. Bu
radikallerinin dehidrasyonu sonucu bir purin (-H) radikali olusur ve bu reaksiyonu
indirgenme ve protonlanma izler (47,48,50). Dehidrasyon notral pH’da, adenin ve
guanin igin farkli reaksiyon hizlarinda gergeklesir (48,49) (Sekil 2.6).

o
HNT "
e e
HO

C4-OH-adduct radical

s] O oH
HN "\ s om HM "
Hj"a—"‘h‘ﬁ;lrﬂ}” 0 Hzﬁ’lﬁ -\>_H

M
H

guanine C5-0H-adduct radical

u a
HN | "><o H
H
HzN ’IK“N N
H

CB-0H-adduct radical

Sekil 2.6 OH radikalinin purinlerle reaksiyonlar: (29)

Ayrica guaninin C4-OH-eklenti radikali OH"1 uzaklastirir ve pH’a bagh
olarak protonlanmast sonucu guanin (-H) radikalini veren guanin radikal katyonunu
(guanin™) olusturur (48). Ek olarak Urlin analizleri temelinde cift zincirli DNA'da
bulunan guanin radikal katyonunun hidrasyonu (OH™ eklenmesi) sonucu, sonrasinda
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oksidasyon ile 8-hidroksiguanin (8-OH-Gua)'e donisen C8-OH-eklenti radikalinin
olustugu bilinmektedir (51,52) (Sekil 2.7).

Oksijen, guanin(-H) radikali ile kolayca reaksiyon verir. Bu reaksiyon sonucu
imidazolon ve oksazolon turevleri olusur (53-56). Oksijen ayrica guanin ve adeninin
C8-OH-eklenti radikalleri ile difuzyon kontrolli reaksiyon gergeklestirir. Bu
radikallerin DNA’da tek elektron oksidasyonu sonucunda 8-hidroksipirinler agiga
cikar (47,49).

G o
: g Y
HQHJ\- ‘}_H - HI: EJJU:} \:)_H - H;:"T"H ,L"}tH

Cd-0OH-adduct radical Cd-0H-adduct radical guanina® *

OH
M -H HN
HM \3}_“ O N | \}—H )t
H?rﬁu = N Hfﬁﬂﬁﬂ

H

CE5-0OH-adduct radical guaning(-H)" Ca-OH-adduct radical

l H
HH jjj”
e,

2 ] H

guanine

Sekil 2.7 Guaninin C4- ve C5-OH eklenti radikallerinin reaksiyonlari (29)

Bu reaksiyonlara ek olarak gerceklesen diger reaksiyon imidazol halkasinin
unimolekiler acilma sonucu agik halkali bir radikal meydana getirdigi reaksiyondur.
Bu radikal tek elektron oksidasyonuna ugrayarak formamidopirimidinleri olusturur.
Bunlar guaninden turevlenen 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin
(FapyGua) ve adeninden turevlenen 4,6-diamino-5-formamidopirimidin
(FapyAde) bilesikleridir (36,37) (Sekil 2.8).
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Caismamizda yukarida sz edilen baz hasar Grtnlerinin ¢ogunun GC-MS
ve/lveya LC-MS de verdikleri pikleri inceledik. Ancak ¢ok bilinen veya istatistiksel
olarak anlamli olanlar: caligmamz dahilinde degerlendirdik.

0

ring HN MH-CHO
apening ,L\_ | . se’, +H*
——
HaH N

] H o
HH/E_.-NH-EHD

a 9 HEN‘L‘""‘N ~MNH;

N o HN N H
HH | OH +8, + | ” 2 B-diamino-4-hydroxy-
_,L‘,__ H_EN)<H - H?M""‘“ﬂ-“"- o e S-formamidopyrimidine

N H
H

HQH

T-hydro-B-hydroxyguanine
C8-OH-adduct radical L Y ve
of guaning o

- -H*
— HM g}
Hah »L;:I“}._DH

B-hydroxyguanine

Sekil 2.8 Oksijen yoklugunda guaninin C8-OH-eklenti radikalinden Griin
olusumu (29)

2.2.2. Seker Hasari

Hidroksil radikali DNA’daki seker artiklarinin her bir karbon atomundan bir H
atomunu uzaklastirarak C-merkezli radikaller olusturur. Bu radikaller daha ileri
reaksiyonlar ile cesitli seker modifikasyonlarina yol acarlar. Uriin analizlerine
bakildiginda OH" tarafindan olusturulan seker hasart DNA zincir kiriklarini da igeren
bir mekanizma ile agiklanmaktadir (57-60). Bazi1 seker Grinleri DNA’dan salinirken,
bazilari ise DNA'da kalarak DNA zincir kiriklarimin ug gruplarim olustururlar.
DNA'daki seker molekullerinin C4’-radikalindeki degisikliklerin mekanizmasi ile
ilgili olarak, bu radikal dncelikle oksidasyona ugrar, sonrasinda su ile reaksiyona girer
ve degismemis bazin uzaklastirilmasi sonucu DNA’da bir 2-deoksipentoz-4-uloz
artigi olusur. Oksijen yoklugunda DNA'daki zincir kiriklarn temel olarak C4'-
radikalinin reaksiyonlarindan kaynaklanir (61,62).
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Cl -radikali aym reaksiyonlar sonucu DNA zincirinde 2-deoksiribonik asit
lakton meydanagetirir (Y 59) (Sekil 2.9).

o base

2-deoxypentonic acid lactone
{within DNA)

Sekil 2.9 Oksijen eksikliginde seker artiginin C1’-radikalinden trin olusumu
(29)

C2 -radikalinden koken aan peroksil radikallerinin pargalanmasinin ise DNA
icinde parcalanmis seker halkasi Urdnd eritrozun meydana gelmesinden sorumlu
oldugu dusunulmektedir. Diger taraftan C1'-peroksil radikalinin de haka
boluinmesine ve sonrasinda eritroz olusmasina neden oldugu savunulmaktadir (63,64).

C5’-peroksil radikali ile baslayan benzer mekanizmada 2-deoksitetradialdozun
serbest bir modifiye seker ya da 5 ucu olarak meydana gelecegi dustnulebilir
(65,66). Modifiye sekerlere ek olarak, glikozidik bagin zayiflamasindan kaynaklanan
modifiye bazlarin uzaklastirilmas: sonucu DNA’da bazaz (abazik) boélgeler olarak
adlandirilan degisime ugramamus seker artiklar: olusur (32).

18



2.2.3. 8,5 -sklopurin-2'-deoksinukleozidler

Bu lezyonlar, C5'-merkezli seker radikalinin aym purin nukleozidindeki C8
pozisyonuna eklenmesi ile olusurlar. Bu molekil ici halkalanmay: oksidasyon takip
eder ve 8,5 -sklo-2'-deoksiguanozin (sklo-dG) ve 8,5 -siklo-2'-deoksiadenozin
(sklo-dA) ardisik lezyonlart olusur. Bu lezyonlarin olusumu DNA’da hem baz hem
de seker artiklarimin hasarina neden olur (66-69). Oksijenin varliginda Uretilmezler
cunkil oksijenin C5'-merkezli radikal ile yaptigi difizyon kontrolli reaksiyon
onceliklidir (29).

2.2.4. DNA-protein ¢apraz baglanmalari

Hucrelerin iyonize radyasyon gibi serbest radikal Ureten sistemlere maruz
kalmalari sonucu kovalent DNA-protein capraz baglanmalari olusur (57,70).
Reaksiyon ya DNA baz radikalinin proteinin aromatik amino asidine eklenmesi ile ya
da DNA baz radikali ile bir amino asit radikalinin kombinasyonu sonucu olusur (71-
73) (Sekil 2.10).

) OH 0 y OH
HN )"\/IEE:H2 HN )JICH '
O)\N H ' OJ\N :
‘|:H2 DI!IA e
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thymine-tyrosine cross-link

Sekil 2.10 Kromatinde timin-tirozin ¢apraz baglanmalarinin olusumu (29)
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2.3. DNA TAMIiR MEKANIiZMALARI

Birinci bolimde de deginildigi gibi reaktif oksijen turleri (ROT) aerobik
organizmalarda mitokondriyal  solunum, p-oksidasyon ve sitokrom P450
metabolizmasimin yan Urtnleri olarak surekli dretilmektedir (74). ROT’un hiicre
icindeki miktar: redoks gjanlart ve iyonize radyasyon maruziyeti gibi dis kaynaklar
sonucu daha yuksek bir degere ulasmaktadir. ROT, diger molekillerin yam sira, DNA
Uzerinde okside baz lezyonlari, abazik(AB) bolgeler ve tek veya ¢ift zincir kiriklarina
neden olmaktadir (75). Kalici oksidatif DNA hasarn sinya yolaklarini, gen
ekspresyonu asamasinda degisiklige ugratabilir, transkripsiyonu tetikleyebilir veya
engelleyebilir, replikasyon hatalarina ve genomik instabiliteye neden olabilir.

Norma htcreler, ROT Uretimine karst enzimatik ve enzimatik olmayan
savunma mekanizmalarina sahiptir. Ancak bu hiicrelerde oksidan ve anti-oksidanlar
arasindaki dengenin ortadan kalktigi ‘oksidatif stres’ durumunda hiicresel hasar
diizeyi artmaktadir (28). Deneysel olarak da gosterilmistir ki bu lezyonlar farkl: fakat
pek cok durumda birbiri ile Grtisen tamir mekanizmalari ile uzaklastirilmaktadir (29).
Canli hucrelerde oksidatif DNA lezyonlari, tamir mekanizmalarinda is goren
enzimlerdeki hasarlar veya bu enzimlerin aktivitelerindeki azalmalar onarilmadig:
takdirde genomik kararsizlig: artiran mutasyonlara neden olmaktadir (76). Dolayisiyla
tamir mekanizmalar1 oksidatif hasara bagli pek ¢ok genetik hastaligin yaninda kanser
ile de yakindan iligkilidir.

Okside DNA baz lezyonlari esas olarak iki cesit enzim aktivites ile
uzaklastirilirlar. Baz kesme-gikarma onarimi (Base Excision Repair-BER) glikozilaz
aktivites ile tekli lezyonun uzaklastirlmasini saglarken, nikleotid kesme-cikarma
onarimi (Nucleotide Excision Repair-NER) lezyonu igeren oligonukleotidin kesilip
atilmasini kapsayan daha karmasik bir mekanizmadir (26)

2.3.1. Baz Keme-Cikarma Onarimi (Base Excision Repair-BER)

Baz kesme gikarma onarimi, multiprotein komplekderinden ziyade cesitli
DNA dlikozilazlara bagli substrat spesifikligi ile, NER ve yanlis eslesme tamiri
(Mismatch Repair-MMR)' nden ayrilmaktadir (77). Doksanli yillarin basinda yapilan
aktivite denemeleri ile 8-OH-GuaC baz ciftini igeren ¢ift zincirli DNA’ya spesifik bu
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tip enzimlerin  varligi  belirlenmistir  (78-80).  Escherichia  coli’de
formamidopirimidin glikozilaz (Fpg veya MutM), endonukleaz II1 (Nth) ve
endonikleaz VIII (Nei) adindaki G¢ ayri DNA dlikozilaz, MutM, Nth ve Nei
genlerinden kodlanmaktadirlar. insanda ise bu lic genle homolog olan DNA tamir
genlerinin ekspresyonu ile olusan sirasiyla hOGG1, NTH ve NEIL1 olarak
adlandirlan substrat spesifik glikozilazlar bulunmaktadir (81). Sitozin ile eslesmis 8-
OH-Gua, cogunlukla BER yolagim baslatan hOGG1 tarafindan tanimir ve kesilerek
uzaklastirilir. BER’in ilk asamasi DNA glikozilazlar tarafindan seker artigi ve
modifiye baz arasindaki N-glikozidik bagin hidrolize edilerek lezyonun
uzaklastirilmas: ve apurinik/aprimidinik(AP) bolgelerin olusturulmasidir (82). Memeli
hiicrelerinde yaklasik 10 farklt DNA glikozilaz bulunmaktadir (83). Sadece glikozilaz
aktivitesi gosteren tek fonksiyonlu glikozilazlar, DNA Urtnine bagl kalarak abazik
bolgeyi olasi zincir kinlmaarina kars: korurular. 8-okzoguanin (8-hidroksiguanin)
glikozilaz (OGGL1), endonuikleaz VIII benzeri protein (NEIL1) ve formamidoprimidin
glikozilaz gibi iki fonksiyonlu glikozilazlar ise modifiye bazi uzaklastirdiktan sonra
AP liyaz aktivitesi gosterirler (84,85). Bu sekilde B- veya B,5-eliminasyon
reaksiyonlari yoluyla DNA iskeletini 3'ucundan kirarak DNA’da tek zincir
kirilmasina yol agarlar. Bu kirik, polimerizasyon ve ligasyon 6ncesinde temizlenmesi
ve normal bir 3'hidroksil grubuna donustlrdlmes gereken bir 3’-ao,f-doymamis
aldehid veya 3'-fosfat bulundurmaktadir (76,77). Memelilerde bu asamadan sonra
BER yolaginda apurinik endoniikleaz 1 (APE1) devreye girerek derhal abazik
bolgeyi 5 ucundan kirar ve Ozellikle 3'-o,-doymamis adehid olmak (zere
engelleyici 3" ucunu uzaklastirir (86). BER iki alt yolak ile devam eder. Bu alt
yolaklar, bunlara dahil olan enzimler ve uzaklastirilan nikleotidlerin sayisina bagl
olarak farklamirlar. Kisa yolak (Short patch)’da Pol- ile yalniz bir nikleotid yerine
konulur ve yeni sentezlenen DNA, DNA ligaz [1I/XRCC1 heterodimer ile kapatilir
(87,88). Uzun yolak (Long patch)' daise Pol B, PCNA, Fen 1ve Ligaz 1'in uyumlu
calismasi ile 2-13 arasinda niikleotid DNA’ya eklenebilir (89,90) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11 Baz eksizyon tamir yolaginin sematik diyagram (31)
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2.3.2. Nukleotid Kesme-gikarma Onarimi (Nucleotide Excison Repair-
NER)

NuUkleotid eksizyon tamiri DNA’min radyasyon veya kimyasallara maruz
kamasi veya DNA’ya protein eklenmesi ile olusmus biytk lezyonlarin
uzaklastirilmast igin is goren esas tamir sistemidir. Hasarl1 bazlar eksizyon nikleaz
ad1 verilen coklu alt Gnitelere sahip bir enzim sistemi tarafindan uzaklastirilir (91-94).
Eksizyon nikleaz tim basit tekli baz lezyonlarimi da uzaklastirabilmektedir. Genis
substrat araligindan dolayr NER, lezyonu olusturan spesifik kimyasal gruplar
tamyamaz, fakat fosfodiester iskeletinde hasar tarafindan  olusturulan
konformasyonlar1 tamyabildigi distnilmektedir (95). Nukleotid kesme-gikarma
onartminin temel basamaklari; a) hasarin tamnmasi, b) prokaryotlarda 12-13-nt
oligomer , Okaryotlarda 24-32-nt oligomer olusturuldugu kesip-cikarma c) kesilen
oligomerin salinmasi, d) olusan boslugun sentez ile doldurulmasi, €) ligasyon.
Insanlarda eksizyon tamiri 15 polipeptidden olusan alti tamir faktorii (RPA, XPA,
XPC, TFIIH, XPG ve XPF.ERCC1) tarafindan gergeklestirilir (96-98). Memeli
hicrelerinde NER mekanizmasinin spesifite problemi, oldukca yuksek derecede
seciciligin oldugu etkilesimlerde kullamlan iki temel mekanizma ile ¢ozuldr;
kooperatif baglanma ve kinetik duzeltme (Y 99).

Insanda eksizyon niikleaz kooperatif baglanmay: ve kinetik diizeltmeyi
biyolojik olarak kabul edilebilir bir oranda 6zgullik derecesi saglamak igin kullanir
(100). NER mekanizmasinda DNA hasari, hasarl1 bolgede rasgele bir araya gelen
RPA, XPA ve XPC-TFIIH proteinlerinin kooperatif baglanmas: sonucu taninir. Dort
tamir faktorl baglanma bolgesinde bir kompleks olustururlar ve eger baglanma
bolges hasarsiz ise kompleks XPB ve XPD helikazlar tarafindan ATP hidrolizi
yoluyla ayrilir (kinetik okuma). Eger bdlge hasar iceriyorsa lezyonun etrafindaki
yaklasik 25 baz ciftlik ikili sarmal ATP hidrolizi ile agilir ve hasarli bolgede kararlt
bir kompleks (preincison complex 1-PIC1) olusturulur. Sonrasinda XPC'nin yerini
komplekste daha kararli bir kompleks (preincison complex 2-PCl2) olusturmak igin
XPG alir. Nihayetinde, XPF.ERCC1 hasarli bdlgede Uclncl bir kompleksi
(preincision complex 3- PIC3) meydana getirmek icin is gorur (101). Hasarli DNA,
hasarin 3' ucuna yaklasik 6 baz uzakliktaki fosfodiester baginda XPG ile , 5 ucuna
yaklasik 20 baz uzakliktaki fosfodiester baginda ise XPF-ERCCL ile kirilir. Sonugta
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olusturulan 24-32 baz ciftlik oligomer salinir ve bosluk PCNA ve RFC replikasyon
proteinlerinin de yardimiyla Polé/e tarafindan doldurulur (76).

2.4. OK SIDATIF DNA HASARI VE TUMOR OLUSUMU

Hasarlanmis DNA n6rodejeneratif hastaliklar, kardiovaskiler bozukluklar ve
yaslanma gibi pek ¢ok hastaligin yanisira bircok kanser turinde de 6nemli rol
oynamaktadir. Kanser patogenezi hicresel homeostazisin saglanmast igin gerekli
genlerdeki mutasyonlar1 ve bu mutant htcrelerin klonal gogamasim saglayan bir
siregtir (74). Baslangig, ilerleme ve malignite olusumunu iceren bu adimlarn
hepsinde oksidatif mekanizmalarin potansiyel rol adigi gosterilmistir (6).Y apilan
calismalarin ¢ogunda pek ok timdrde oksidatif DNA lezyonlarinin seviyelerinde
artis gozlenmesi, oksidatif olaylarin mutagenezden blyik oranda sorumlu oldugu ve
bu tip hasarlarin kanser etiyolojisini etkiledigini desteklenmektedir (102,103). DNA
bu hasar verici bilesiklerin etkilesime girdigi hicresel hedefler arasinda en
Onemlilerinden biridir. Bu bilesikler daha ¢ok guanin iceren bolgeler ile etkilesime
girerler. Serbest radikallerin DNA’ya saldirmasi sonucu yaygin olarak ortaya ¢ikan 8-
hidroksiguanin (8-OH-Gua) ayn1 zamanda memelilerde bir oksidatif hasar belirtecidir
(104). Bu premutagjenik lezyon DNA replikasyonu sirasinda sitozinin yan: sira adenin
ile esleserek G:C—T:A transversiyonlarina neden olur (105). Bu tip mutasyonlarin
insan akciger ve karaciger kanserlerinde ras onkogen ve p53 tUmdr baskilayici
geninde artrms miktarlarda oldugu gézlenmistir (105,106). 8-OH-Gua nin maligniteyi
artiran 5-OHMeUra gibi diger lezyonlar1 da artirdigr bilinmektedir (7). Bununla
birlikte 8-OH-Gua nin tek basina varligi tumér olusumuna gerekli ve yeterli kosul
degildir. DNA modifikasyonlar: baz ve seker diizeyinde degil kromozomal diizeyde
de olusabilirler (107). Reaktif oksijen turlerinin timaorin gelisimini etkiledigi de
gosterilmistir (108). Yapilan ¢caismalarin cogunda gelisimi tetikleyen kimyasallarin
hicresel ROT kaynaklarimi aktif hale getirerek oksidatif stres olusturdugu ve
antioksidanlarin bu gelisimi  engelleyebilecegi savunulmaktadir (109). Akciger
kanserinin sigaraicimi ile iliskilendirildigi calismalarda oksidatif stresin in vivo ve in
vitro sartlarda arttiginin gosterilmesi reaktif oksijen tirlerinin kanserdeki potansiyel
rolini desteklemektedir (110-112). Sigara icimi akciger kanserinin etyolojis ile
yakindan iliskilidir. Sigaraigen ve igmeyen kisilerin akcigerlerinde ve akyuvarlarinda
yapilan calismalarda, sigara icenlerde serbest radikal olusumunun arttigi, oksidatif
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DNA hasarinin yuksek diizeyde oldugu gosterilmistir (112-114). Ayrica bu kisilerde
8-OH-Gua tamirinin arttigi bunun da 8-OH-dG ve 5-OHMeUra’in atilimina neden
oldugu savunulmaktadir (115,116).

2.4.1. ROT’ a bagh mutasyonlar

Mutasyon spektrumu calismalarina bakildiginda oksidatif DNA hasart dort
farkli yolakla mutasyona yol agmaktadir (107). Birinci ve en basit mekanizma,
DNA'’da nikleotid artiklarinda meydana gelen ve hidrojen baglanmasi ve kodlama
spesifitesinde degisikliklere yol agcan kimyasal modifikasyonlarchr (117,118). ikincisi
kalip DNA Uzerinde polimerazin spesifik oldugu 6nemli bdlgelerin hasaridir. Bu
mekanizma DNA pol-B'min is gordiigli mutageneze en bilyilk sebeptir. Uglincli
mekanizmada ise, DNA’'da hasarin olusturdugu yapisal degisiklikler DNA
polimerazin dogru bir sekilde replikasyon yapmasini engellemektedir (119). Diger bir
olast mekanizma ise, DNA polimerazin hataya yonelik olarak konformasyonunu
artirmasidir. Bunun nedeni, DNA polimerazin oksijen radikalleri ile hasara ugramasi
veya kalip DNA’daki degisiklikler ile karsilasmasi sonucu DNA polimerazda
degisikliklerin meydana gelmesi olabilir (120-123).

DNA'da oksidatif hasara bagli olarak en sik goriilen lezyon olan 8-OH-Gua
tipik oksidatif stres belirteglerinden biridir ve replikasyon oncesi tamir edilmezse
GC—TA transversiyonlarina yol agmaktadir (124). E.Coli’ de yapilan galismalarla
bu lezyonun DNA polimerazda hatal1 okumaya yol agtigi gosterilmistir. Bu lezyonun
yaptig1 yanlis eslesmelerden 8-OH-Gua:C ciftinin etkili bir sekilde tamir edildigi fakat
8-OH-GuaA ciftinde tamirin zayif kaldigi gosterilmistir (125,126). Fizikokimyasal
Ozellikleri bakimindan bu lezyonun transkripsiyon ve replikasyonu etkiledigi ve pek
¢ok kanser turinde arttigi gozlenmektedir (127).

Guaninin hidroksil radikali ile yaptig1 tek elektron oksidayonunun Grtind olan
okzalon potansiyel olarak G—T transversiyonlar: olusturmakta ve polf’in herhangi
bir nikleotide girmesini engelleyerek replikasyonu durdurmaktadir (56). 8-OH-Gua
gibi 8OH-Ade de DNA'da kuguk yapisal degisikliklere yol agmaktadir (128).
Bakteriyel diizeyde 6nemsiz mutasyonlara sebep olmasina ragmen, memelilerde hem
pol o hem pol B'nin dATP ve dGTPi 8-OH-dA karsisina yanlis eslestirdigi
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goralmustar. Bu lezyon 8-OH-dG ile karsilastinldiginda en az dort kat daha az
mutajeniktir (128-131).

Formamidopirimidinler, FapyGua ve FapyAde DNA’da hidroksil radikalinin
saldirisiyla olusan ana trtinlerdendir. Guaninin metilasyonu sonucu meydana gelen 5-
Me-FapyGua prokaryotlarda glcl bir in vitro replikasyon engelidir (132).

Adenin veyatiminle yanlis eslesme yerine DNA’ da zincir uzamasini durdurur.
Bu da bu lezyonun mutgenik olmaktan cok letal oldugunu desteklemektedir
(133,134).

DNA’daki 2-Hidroksiadenin (2-OH-Ade) lezyonlarinin cogunlugu olasilikla
2-OH-dATP nin yanlis birlesmesinden ileri gelmektedir. Adeninin C-2 pozisyonunda
degisiklige ugramas: baz eslesmesini etkilemektedir ve adenini iceren eslesmedeki
tum mutasyonlar (A—G, A—T, A—C) 2-OH-Ade tarafindan olusturulmaktachr (135-
138).

Primidin lezyonlarindan timin glikol (Tg) DNA’'nin ana oksidasyon veya
iyonize radyasyon urUnlerinden biridir, oncelikle Ade ile eslesir ve mutagenik
olmaktan ¢ok lezyondan bir baz 6nce ve sonra replikasyonu engellemektedir (117,
139).

5-formilsitozin (5-FoCyt) metillenmis sitozine ROT’ nin saldirmasiyla olusur
(140-142).

5-FoCyt'nin  C:G—A:T gecislerini ve C:G —A:T transversiyonlarim
tetikledigi bilinmektedir (143).

Sitozinin oksidasyon UdrUnleri olan 5-hidroksisitozin  (5-OH-Cyt), 5-
hidroksiurasil (5-OH-Ura) ve urasl glikol (Ug), E.Coli’de buytk oranda C—T
gegisleri nedeniyle mutasyonlara neden olurlar (144-147).

5-Hidroksimetilurasil (5-OHMeUra) memelilerde buyik oranda delesyona
neden olur. Bunun sebebi yanlis eslesme veya birlesmeden cok 5-OHMeUra-DNA
glikozilazin baz kesme ¢ikarma onarimi sirasinda delesyonlara yol agmasidir (148).

2.5.GAZ/SIVI KROMATOGRAFI —KUTLE SPEK TROMETRI

Gaz kromatografi/Kitle  spektrometriss [Gas chromatography-mass
spectrometry  (GC-MS)] ve Sivi kromatografi/Kiutle spektrometrisi  [Liquid
chromatography-mass spectrometry (LC-MS)] adlarindan da anlasilacag: Uzere iki
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teknigin birlestirilmesiyle olusturulmus kimyasal karisimlarin anaizi icin kullanilan
yontemlerdir. Kromatografi bir karisimi bilesenlerine ayirirken kitle spektrometrisi
ayrilan bu bilesenleri karakterize eder. Boylece bu iki teknigin beraber
kullamImasiyla bir karisimin hem nitel hem de nicel degerlendirilmes yapilabilir.

Kromatografi, tasiyici olan mobil faz ve sabit faz arasinda secici bir sekilde
dagilan karisimi bilesenlerine ayirma yontemidir (149). Gaz kromatografide tastyici

faz inert bir gaz (helyum, hidrojen veya nitrojen) iken sivi kromatografide sivi haldeki
bir coztcudur.

Kromatografide uzunluk, ¢ap, film kainlig:r agisindan boyutlar: ve fazi belli
olan bir kolon kullanilir. Tasiyic1 faz iginde ¢ozinmus karisimuin bu kolondan
gecirilmesi ile ayinm saglanir. Kolona enjekte edilen molekller 6zelliklerine gore
farkl1 zamanlarda kolonu terk ederler. Bu zaman her molekl icin karakteristiktir ve
tutulma zaman: (retention time-rt) olarak adlandirilir. Ayrilan molekiller bir detektor
araciligryla tamnir ve aimnan sinyallerden bir grafik olusturulur. Bu grafige
kromatogram adi verilir (150). Karisim iginde en buyik konsantrasyona sahip

molekdl en uzun sinyali verdiginden kromatogramdaki en yuksek pik bu kimyasal
ture ait olur (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 Tipik bir gaz kromatogram: (151)
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Derivatizasyon gaz kromatografisinde sikga kullanilan bir yontemdir. Bir
kimyasal bilesigin turevleri olarak adlandirilan benzer kimyasal yapilara sahip
Urtinlere donusturdlmesi olarak tammlanmaktadir. Genellikle, spesifik fonksiyonel bir
grup derivatizasyon reaksiyonunda, reaksiyona giren bilesigi reaktivite, ¢cozinurluk,
kaynama noktasi, erime noktasi veya kimyasal kompozisyon agisindan farklanmis
tirevliere donusturtr (152). Kimyasal bilesiklere derivatizasyon ile uguculuk gibi
karakterlerin kazandirilmast GC/MS analizlerinde bu teknigin kullamlmasinin en
blyik sebebidir (153).

Slilasyon, oldukca yaygin olarak kullanilan bir derivatizasyon yontemidir.
Gaz kromatografisinde, ayirma esnasinda problem yaratan tim fonksiyonel gruplar
(hidroksil, karboksilik asit, amin, tiyol, fosfat) silasyon reaktifleri ile derivatize
edilebilirler. Sililasyon, bilesikteki asidik bir hidrojenin yerine -SiMe; gibi bir
alkilsilil grubunun gegmesinden ibarettir. Olusan Urtnler genellikle daha az polar,
daha ugucu ve terma olarak daha dayaniklidir. Sililasyonda en yaygin olarak
kullamilan kimyasallar trimetilsilil (TMYS) reaktifleridir. Genis ¢apta uygulanabilirlik
ve kullanim kolaylig1 saglayan pek cok TMS reaktifi mevcuttur. En yaygin kullanilan
TMS reaktiflerinin basinda BSTFA (N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroesetamid), BSA
(N,O-bis(trimetilsilil)asetamid) ve MSTFA (N-metil-N-trimetilsililtrifluoroasetamid
gelmektedir (154).

Molekillerin farkli zamanlarda kolondan ¢ikmasi kiitle spektrometresinin bu
molekdlleri ayri ayrn yakalamasinag, iyonlastirmasing, iz kazandirmasina, yonunu
degistirmesine ve nihayetinde saptamasina izin verir. Kitle spektrometresi, bunu her
bir molekull iyonize parcalara ayirarak ve bu parcalarin kutle/yik oranini (mass to
charge ratio-m/z) kullanarak yapar. Genellikle bir kitle spektrometrik analiz
asagidaki su basamaklari kapsar: (1) atomlasma, (2) birinci basamakta olusan
atomlarin bayuk bir kisminin iyon akimlarina dontisumu (genellikle tek yuklu pozitif
iyonlar), (3) ikinci basamakta olusan iyonlarin kitle/yuk oranlarina gore ayrilmas: ve
(4) her tip iyonun kantitasyonu veya uygun bir dedektdrle, drnekte carpisma ile
olusturulan iyonlarin Urettigi iyon akiminin 6lgiilmesi (155,156) (Sekil 2.13).

28



(az fazindaki

: ’ lar ol
armiek ’ Iyonizasyon ' oyt b * Kitle analizi ‘ Weri kayit ‘ el

molekiller ayinma spektrumia

Sekil 2.13 Kitle spektrometri akis semast

Kutle spektrometrisinde iyonlagsma ¢ farkli yontemle gerceklestirilmektedir.
Elektron-carpisma iyonizasyonu  (electron-impact ionization-El) ve kimyasal
iyonizasyon (chemical ionization) GC/MSde kullanilirken, atmosferik basing
elektrosprey iyonizasyonu (atmospheric pressure electrospray ionization-ES)’ ndan
LC/MS de faydal anilmaktadhr.

Elektron garpisma iyonizasyonu, kiitle spektrometride kullanilan en yaygin
iyonlastirma seklidir. Bu yontemde Ornek kdtle spektrometresinin iyon kaynaginin
icine gaz halinde gonderilir ve burada molekilU iyonlastiracak kadar enerjiye sahip
bir elektron demeti ile carpisir. Reaksiyon asagidaki gibi gosterilebilir:

M(@) +e” — M*(g) + 2e’

Burada olusan M™* molekiiler iyonu aym zamanda bir radikaldir ve kararsiz
yapisindan dolay: par¢alanma egilimindedir.

M — M" + M,

Yukaridaki reaksiyon sonucu yapisal olarak karakteristik ve saptanabilir
pargalar olusturulur ve kitle analizori tarafindan taminir. Pek gok organik molekdl
icin iyon verimi 70 eV civarinda maksimum oldugundan EI’da molekulleri iyonize
etmek ve pargalamak icin bu diizeydeki elektron enerjisi kullanilir (157) (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14 4,6-diamino-5-formamidopirimidin’in  trimetilsillil  tdrevinin

elektron carpisma kiitle spektrumu (158)

Elektrosprey iyonizasyon, sivi fazdaki bilesiklere uygulanabilen, atmosferik
basincin  kullanildigr bir iyonlastirma yontemidir. Sivi kromatografi ve kutle
spektrometre arasinda bir araylz islevi gorerek bu iki yontemi birlestirebilme
Ozelliginden dolayr LC/MS de kullanmilan birincil iyon kaynagidir. ESI U¢ asamadan
olusur: (1) zerrecik olusumu, (2) zerreciklerin kigtlmesi, (3) iyon olusumu (158).

GC/MS ve LC/MSile dustk konsantrasyonlarda DNA hasarinin 6l¢tilmesinde
secilmis iyon monitorizasyonu (Selected lon Monitoring-SIM) kullamlir. Bu
yontemle kompleks bir karisimda diisik konsantrasyonda olan bilesikler tanimlanir ve
miktarlar1 belirlenir. Bu yontemin kullanilmasi igin bilesigin kutle spektrumunun ve
kolonda alikonma zamanimin bilinmesi gerekir. Bilesigin bir takim karakteristik
iyonu bilesik GC veya L C kolonundan elue oldukca kiitle spektrometresi tarafindan es
zamanlt olarak goruntilenir. Eger bilesik karisim iginde mevcutsa, uygun
yogunluktaki iyonlarin sinyaleri bilinen tutulma zamanlarinda gorunttlenir. Pozitif
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tanimlama igin goruntulenen iyonlarin sinyalleri ve yogunluklar: bilesigin bilinen bir
kutle spektrumu ile karsilastinlir.  Ayrica bu yontemde, analizden 6nce DNA
ornegine uygun internal standartlar eklenerek kompleks karigimdaki bilesenlerin
miktar1 belirlenebilir. Bilesigin izotop-isaretli kararli bir analogu internal standart
olarak kullanilir. Bu isleme izotop-dilisyonlu kiitle spektrometri (isotope-dilution
mass spectrometry-IDMS) denir. Bu yontemde, ilgili bilesik ile izotop-isaretli kararl
analogunun kiitle spektrumunda parcalanma diizeni aymichr. Isaretli analoglarin kiitle
spektrumunda pek ¢ok iyonunun ktleleri, izotop iceriklerine gore daha yuksek kutle
sinyali verirler (158,159) (Sekil 2.15, 2.16).

] . ]
4D+
£ | MH*
20 215 b [z 265)
] MNa® (mfr 758)
s - 8, % -siklo -2* -decksiguanczin
150 200 gy 290

Sekil 2.15 8,5'-siklo-2' -deoksiguanozin’in kuitle spektrumu (158)
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Sekil 2.16  4,6-diamino-5-formamidoprimidin(MesSi)s ve  4,6-diamino-5
formamidoprimidin-"*N3,"*C,’H (Me;Si)s’in El-kiitle spektrumlar: (45)

Modifiye DNA nikleozidlerinin LC/MS ile ayrilmasi ve tammlanmasi, Sekil
2.17'de sunulmaktadir. Sinyaller modifiye nikleozidleri ve onlarin kararli izotop-
isaretli analoglarini gostermektedir'®. Ayrica sekilde, Pik 1: m/z 271 (yiiksek sinyal,
(5'R)-8,5'-cdGuo-Ns'nin MH* iyonu) ve m/z 266 (disik sinya, 5R-85'-
cdGuo'nin MH" iyonu); Pik 2: m/z 250 (yuksek sinyal, (5'R)- 8,5’ -cdAdo’nin MH*
iyonu) ve m/z 265 (dusiik sinyal, (5'R)-8,5'-cdAdo-"*C1o-">Ns’nin MH* iyonu); Pik 3:
m/z 271 (yuksek sinyal, (5'S)-8,5' - cdGuo-""Ns] ve m/z 266 (dusiik sinyal, (5'S)-8,5'-
cdGuo’ nin MH™ iyonu); Pik 4: m/z 168 (yiiksek sinyal, 8-OH-dGuo’nin BH," iyonu
ve m/z 170 (dissiik sinyal, 8-OH-dGuo-*0'nin BH." iyonu); Pik 5: m/z 250 (yiiksek
sinyal, (5'S)-8,5-cdAdo’ nin MH" iyonu] ve m/z 265 (disik sinya, (5'S)-8,5'-
cdAdo-*C10-°Ns'nin MH* iyonu); Pik 6: m/z 152 (yiiksek sinya 8-OH-dAdo 'nin
BH," iyonu) ve m/z 162 (disik sinyal, 8-OH-dAdo-**C10-°Ns'nin BH;" iyonu)
seklinde belirtilmektedir.
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Sekil 2.17 DNA nukleozidlerinin LC/M Sile ayrilmasi ve tammlanmasi (31)

Karigim igerisindeki bilesigin miktar:, karakteristik iyonlarin ve onlarin isaretli
analoglarinin olusturduklart sinyal aanlarimin olgilmesi ile hessplanir. Bilesigin
miktari ile karakteristik iyonunun sinyal alam arasindaki iliski Sekil 2.18'deki gibidir:

Bilesidin miktan = Faktira Xiyonunverdidi sinyalin alan

Analodun (standart) miktar = Faktar(std) X ivonun{std) verdidi sinyalin alam

Bilesidin miktan Faktora iyonunverdidisimyalin alam
— = ————— x
Analogun(standart) miktar Faktar (std) ivonun(std)verdidi simyalinalar

Sekil 2.18 Bilesik miktar1 ile iyon-akim profilindeki sinya alani arasindaki
iligki
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UCUNCU BOLUM

3.ARAC, GEREC VE YONTEMLER

3.1. ARAC VE GERECLER
3.1.1. Kimyasal maddeler
Caismada kullamlan kimyasal maddeler Tablo 3.1’ de belirtilmistir.

Tablo 3.1 Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasal adi Marka

Tris Tamponu Sigma 252859
EDTA Sigma ED2P
Sodyum Klordr Sigma S-3014
Sodyum dodesi| siilfat (SDS) Sigma L-4390
Sodyum Hidroksit Sigma S-5881
Asatik Asit Sigma 242853
Fosfat Tamponlu Salin (PBS) BiochromAG L-1820
Proteinaz K Sigma P-2308
BSTFA Sigma 15222
Susuz Piridin Sigma 270970
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3.1.2. Cihazlar

Caismada kullamlan cihazlar Tablo 3.2’ de belirtiimistir.

Tablo 3.2 Calismada kullamlan cihazlar

Cihaz ach Marka/Y éntem M odel Uretici Firma
Saf su cihazi Milipore Mili-Q | ZLX55003Y Hettich Co, Almanya
Santrif(j Heraeus Biofuge stratos Heraeus, Almanya
Santrif(j Heraeus Omnifuge 2.0 RS Heraeus, Almanya
Otomatik pipet Eppendorf Eppendorf Research | Eppendorf, USA
Derin dondurucu Thermo VLT1740-5-V40 Thermo Electron Co, USA
Spektrofotometre Varian Carry 50 Varian, USA
pH metre Orion Modd 420 Orion, USA
Freeze-Dryer Flexi-Dry Flexi-Dry MP SP Industries inc, USA
(Liyofilizator)
GCIMS Agilent - Agilent Technologies,
Technologies, Inc., Rockville, MD
Inc., Rockville,
MD
LC/MS Agilent - Agilent Technologies,
Technologies, Inc., Rockville, MD
Inc., Rockville,
MD
Yiksek ¢ozundrltklt | Agilent HP-Ultra2,i,d. Agilent Technologies,
erimis-silika  kapiler | Technologies | 0.2mm, film | '~ Rockville, MD
kolon kalinhiginda, 0.33um
SpeedVac SpeedVac SC210A SpeedVac | Thermo- Savant, Holbrook,
Plusve RVT 4104 NY

sogutulmus buhar

tuzagi
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3.2.OLGU SECiMi VE MATERYAL ELDESI
3.2.1. Materyal eldes

Calisma, Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Gogiis Cerrahisi AD’da akciger
kanseri nedeniyle cerrahi rezeksiyon gegiren, degisik yas gruplarindaki hastalarda
gerceklestirildi. Bu calisma, DEU Arastirma Fon Saymanhig tarafindan
2007.KB.SAG.67 nolu ve ‘Kuguk Hucreli Olmayan Akciger Kanserlerinde DNA
Hasar1 ve Tamir Mekanizmalari’ isimli proje ile desteklendi. Dokuz Eylul
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve Laboratuvar Arastirmalart Etik Kurulu' nun
05.10.2007/354 tarih ve sayili karar ile ise ¢alismanin uygulanmasinda etik agidan
sakinca olmadig: belirtildi (EK 1). Her grubu olusturan bireyler ile projenin amaci ve
kapsamin agiklayici bilgilendirme gorismesi yapildi ve aydinlatiimig onam belgesi
alindi. Hastalarin yasi, cinsiyeti, medegi, yandas hastaliklari, sigara icme durumlari,
almakta olduklar1 tedavileri olgu kayit formu doldurularak kaydedildi. Hastalarin
arastirmaya dahil olmave dislamakriterleri asagidaki gibidir;

Calismaya alma kriterleri:

1. Calismaya katilmay: kabul etme.

2. Akciger kanseri tanisinin histopatolojik olarak konulmasi

3. Akciger kanseri nedeniyle yapilacak cerrahi operasyona medika ve
solunum fonksiyonlar: agisindan uygunluk

4, Akciger kanseri nedeniyle tam veya tedavi (kictk hicreli olmayan
akciger kanseri) amaciyla cerrahi operasyon endikasyonu olmasi

5. 18 yas Uzeri olgular

6. Tam olarak evreleme yapilmis olmasi

Calismadan dislama kriterleri:

1. Calismaya katilmay: kabul etmeme

2. 18 yas ati olgular

3. Medikal inoperabilite (ileri derece duskunlik ve ¢ok ileri yas, solunum
fonksiyonlarimin ileri derece bozuklugu)

4, Tam olarak evrelenmemis olgular

36



5. Kanser dis1 nedenlerle yapilmis cerrahi operasyon
6. Histopatolojik olarak akciger kanseri kesin tanmsinmin olmamasi

Bir yillik dénem iginde operasyon yapilan, 29 olgu ¢alismaya dahil edildi.
Rezeksiyon sirasinda alinan timor dokulari (patolojik dokular) c¢alisma grubunu,
cevredeki (normal) dokular ise kontrol grubunu olusturdu. Tumor dokular: patolojik
olarak incelendi ve uzman patolog tarafindan KHOAK oldugu kesinlestirildi. Kontrol
dokulari, operasyon sirasinda cerrahin makroskopik analizi  sonucu, tlmor
dokusundan en az 5-6 cm uzaklikta olacak sekilde ayni lobdan alind:.

3.2.2. Orneklerin toplanmas ve saklanmas

Dokular Dokuz Eylul Universites Tip Fakilltes Goguis Cerrahisi AB. Ogretim
tyeleri tarafindan alindiktan sonra soguk serum fizyolojik iginde hizla Biyokimya
AD’a getirildi. Burada yaklasik 0,2 g'lik parcalara ayrilarak mikrosantrifdj tlpleri
icerisinde DNA izolasyonunun gergeklesecegi giine kadar -80 °C’ de sakland:.

3.2.3. DNA izolasyonu

Dokulardan DNA izolasyonu DEUTF Biyokimya AD ve ARLAB'da
gerceklestirildi. Dokular saklanmis olduklar: -80 °C’lik dondurucudan cikarildiktan
sonra buz igerisinde ¢oziinmesi saglanch. Once bistiiri yardimiyla kiiglik parcalara
ayrildiktan sonra yine buz igerisinde homojenize edildi. DNA, homojenize edilen
dokulardan, NaCl metodu ile asagidaki gibi izole edildi:

Homojenize edilen dokular 15 mL’lik polipropilen santriftj tupleri
icerisinde 4 mL liziz tamponu (0.5M Tris pH:8, 20mM EDTA pH:8, 10mM NaCl,
%1’lik sodyum dodesil silfat, 0.5 mg/mL proteinaz K) ile 37 °C'de bir gece
inkubasyona birakildi.

Ertesi gun lizatin Uzerine 2 mL doymus NaCl ¢ozeltisi eklendi.

15 saniye vorteks ile kanstirilchktan sonra, 56 °C’de 10 dakika inkiibe
edildi.

37



Ornekler oda sicakliginda, 5000 g'de, 30 dakika santrifiij edildikten
sonra DNA’y1 igeren supernatan yeni 15 mL’lik polipropilen tlplere protein
artiklarint amaktan kaginarak transfer edildi.

Supernatanin Gzerine hacminin iki kati1 kadar soguk etanol konuldu ve
yavasca karistirilarak DNA™nin gorinir hale gelmesi beklendi.

DNA santrifty yardimiylatoplandi.

DNA pelletlerinin 500uL saf su igerisinde tekrar sispanse hale
gelmeleri icin +4 °C’ de 48 saat bekletildi.

COzinen DNA, yaklasik 1/20 oraminda seyreltildikten sonra 200-350
nm dalga boyu arasinda spektral analizi yapildi ve 340 ile 350 nm’lerdeki absorbans
degerleri ile dizeltme yapildiktan sonra 258 nm’deki absorbans kullanilarak (ABS;ss
x 50 x Dilusyon Faktoru =.....ng/mL) kantite edildi.

DNA varlig1 kesinlesen 6rnekler analizlerinin yapilacag: gune kadar
-30 °C’ da sakland: (160).

3.24. Sivi Kromatografi ve Kutle Spektrometris ile DNA Baz Hasan
Olglim Y 6ntemi

3.2.4.1. Orneklerin analize hazrlanmas

DNA drneklerinde sivi kromatografi ve kutle spektrometri 6lgimi DNA
Measurement Laboratory, Biochemical Science Division, Chemical Science and
Technology Laboratory, National Institute of Standards and Technology-NIST,
(Gaithersburg, Maryland, U.SA)’ de gerceklestirildi. Ornekler analize asagidaki gibi
hazirlandi:

Etanol (%70) igerisinde laboratuvara getirilen 6rnekler burada tekrar
taze etanol (%70) ileiki kez yikandiktan sonra santrifij edildi.

Etanolin uzaklastirnlmasindan sonra pelletler Speed Vac'da vakum
altinda kurutuldu, ardindan 500 ul su icinde 24 saat +4 °C’ de ¢ziinmeye birakildh.
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Her bir DNA 0rneginin, kalitesinden emin olmak ve DNA
konsantrasyonunu dogru olarak belirlemek icin absorbsiyon spektrofotometresinde

200 ile 350 nm dalga boylar arasinda UV spektrumu alind.

Dalga boyu 260 nm'deki absorbans, her bir o©rnekteki DNA
konsantrasyonunun 6lgtimu icin kullanildi (1 absorbans = 50 pg DNA/mL).

DNA 06rnegi (50 pg) Uzerine interna standartlar (50 pg) eklendikten
sonra karigim Speed Vac ile vakum altinda kurutul du.

Eklenen internal standartlar asagidaki gibidir:

(5'R)-8,5'-cdGuo-"Ns = (150X) 1L
(5'S)-8,5'- cdGuo-"Ns =(1200X)  4pL
8-OH-dGuo-*Ns = (50X) 3L
(5'R)-8,5'-cdAdo-"Ns = (200X) 1puL
(5'9)-8,5'-cdAdo-"Ns =(200X)  0.5puL
8-OH-dAdo-"*Cyo-"*Ns = (250X) 1L

Kurutulan 6rnekler 50 puL, 10 mM TRIS, pH 7.5 + 1/40 oraninda 45

mM ZnCl igeren 1 M sodium asetat karisiminda yeniden ¢ozulda.

Daha sonra nikleaz P1 (3U=3uL) , yilan zehiri fosfodiesterazi
(0.002U=2pL ) ve alkalen fosfataz (16U= 1ulL) ile 24 saat 37 °C’ de hidroliz edildi.

Ependorf filtrelere koyulan drnekler 8000xg de 30 dakika santrifuj
edildi.

Filtrat sivi enjeksiyon ampullerine transfer edildi.

Ornekler LC/MS de analiz edildi (161)
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3.2.4.2. DNA orneklerinin LC/MSile analiz

izotop diltisyonlu sivi kromatografi / kitle spektrometrisi ile DNA
orneklerinde, 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OH-dG), 8-hidroksi-2'-deoksiadenozin
(8-OH-dA) ve 5' (9)-8,5' siklo-2-deoksiadenozin [(5'S)-cdA], 5 R-8,5' siklo-2-
deoksiadenozin [(5'R)-cdA], 5'(S)-8,5' siklo-2'-deoksiguanozin [(5'S)-cdG], ve 5'(R)-
8,5' siklo-2'-deoksiguanozin [(5'R)-cdG], bilesikleri belirlendi (162,163,164).

8-OH-dG'nin stabil izotop isaretli andogu olan 8-OH-dG-"°Ns
(Cambridge I sotope Laboratories, Cambridge, MA) internal standart olarak kullanildi.
Internal standart olarak kullamlacak olan 8-OH-dG, 8-OH-dA, (5' S)-cdA, (5'R)-cdA,
(5'S)-cdG, (5'R)-cdG 'nin sirasiyla izotop isaretli stabil analoglari olan 8-OH-dGuo-
N5 8-OH-dAdo-*C1p-°Ns, (5'S)-8,5'-cdAdo-Ns, (5'R)-8,5'-cdAdo-"*Ns, (5'S)-
8,5'- cdGuo-"Ns, (5'R)-8,5'-cdGuo-""Ns bilesikleri hazirland: (161,165).

Atmosferik basing iyonizasyon-elektrosprey (API-ES) islemi pozitif
iyonizasyon modunda kullamildi.

Kurutucu gaz olan azotun akis hizi ve sicakligi sirasiyla 101/dak ve
350 °C olarak ayarlanch.

Puskurtulen gazin basinci 172 kPa ve kapiler potansiyel 4000 V idi.

Parcalayacinin potansiyeli optimum kosullar saglanincaya kadar 60-
120 V arasinda degistirildi.

Elektron cogalticisinin potansiyeli 2600 V’'da tutuldu. Kuadripolin
sicaklig1 99 °C’ye ayarlanch.

Kolon olarak Ultra IBD C18-ters-faz (reversed-phase) (25 cm x 2.1
mm i.d., partikil boyut= 5um) kolonu kullanildi.

Ayni sabit faz ile paketlenmis destek kolonu (1 cm x 2.1 mm i.d.)
kolonun basina eklendi.

COzici A ve B srasiyla su ve asetonitril idi. Dakikada bir B
¢OzuicUsuniin % 0.5'lik gradyenti kullanild:.
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Akis hizi 0.2 mL/dak, kolon sicakligi 30 °C'ye ayarlandi. Her analiz
icin hidrolize DNA’nin 2-10 uL’lik bir b6lumi kolona enjekte edildi (163).

Modifiye niikleozidler ve onlarin izotop isaretli kararli analoglarindaki
karakteristik iyonlarin (8-OH-dG (m/z 168 ve 306), 8-OH-dG-"Ns (m/z 173 ve 311),
8-OH-dA ( m/z 152 ve 290), 8-OH-dA-"Ns (m/z 157 ve 295), S-cdA (m/z 164 ve
250) ve S-cdA-°Ns, (m/z 169 ve 255) taninmasinda, belirleme ve miktar tayini icin
uygun alikonma zamanlarinda segilmis iyon monitorizasyonu-SIM  kullanildi
(162,163,164).

3.25. Gaz Kromatografi ve Kutle Spektrometris ile DNA Baz Hasari
Olglim Y 6ntemi

3.2.5.1. Orneklerin analize hazrlanmas

DNA drneklerinde gaz kromatografi ve kutle spektrometri 6lgimi DNA
Measurement Laboratory, Biochemical Science Division, Chemical Science and
Technology Laboratory, National Institute of Standards and Technology-NIST,
(Gaithersburg, Maryland, U.SA)’ de asagidaki gibi gerceklestirildi:

2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidoprimidin  (FapyGua) ve 4,6-
diamino-5-formamidoprimidin (FapyAde) izotop diltisyonlu gaz kromatografi/kutle
spektrometri (GC/MYS) ile saptanarak miktar1 belirlendi.

Olciim 6ncesinde DNA Ornekleri (50 pg) ve internal standartlar olan
Fapy Gua- °C, * N, ve FapyAde-*C, ** N, (50 pg), 50 pL Fpg/Nth tampon (50 mM
NaHPO,-pH7.4, 100 mM KCI, 1 mM EDTA ve 0.1 mM ditiyotreitol) icerisinde 30
dakika ¢oziinmeye brrakildi.

Ardindan DNA 2 ng E.coli Fpg proteini ile 37 °C’de 30 dakika hidroliz
edilerek FapyGua ve FapyAde bilesikleri serbestlestirildi.

Fpg literatiirde tanimlandigi gibi izole edildi (30).

Inkiibasyon sonrasi reaksiyonun durdurulmast icin 150uL soguk susuz
etanol eklendi. -20 °C’ de 60 dakika inkiibe edildi.
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Dondurucudan ainan ornekler +4 °C'de 30 dakika 14000 rpm’de
santrif(j edildi.

Slpernatan cam ampullere aktarildi.

Etanolin uzaklasmasi i¢in Speed Vac' da vakum altinda kurutuldu.
Kuruyan 6rneklerin tizerine 200 pL saf su eklendi.

Ampullerin tzeri kagit bez ile kapatilarak paket lastigi ile sabitlendi.

Ornekler sivi azot yardimiyla dondurulduktan sonra gece boyunca
liyofilize edildi.

ikinci guin derivatizasyon gerceklestirildi (Sekil 3.1).
Bu islem icin Fpg hidrolizinden sonra liyofilize edilmis Slpernatan

fraksiyonlarinin tzerine geker ocak atinda 30 uL BSTFA (% 1, v/v) ve 30 pL piridin
(1:1, v/v) eklendi.

Orneklerin Gizerinden azot gazi gecirildi ve kapaklari kapatildh.
120°C’de 30 dakika inkiibasyondan sonra sogutulan drnekler Hamilton enjektori ile
kapaklar: agilmadan alinarak enjeksiyon ampullerine aktarildi.

Bu ampullerin de agz1 sikica mihirlendikten sonra GC/MS cihazina
yuklendi (30,166).

j}L\ O Si{CH3)s
N = N
HN i Si{CH NF
o - et —— T o
it <55, ; (CHak (CHa)sSHN ~Sy

S$i(CHak
8-hvdroxyvguanine

Sekil 3.1 DNA okside bazinin trimetilsilayon ile derivatizasyonu (158)
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3.2.5.2. DNA orneklerinin GC/MSile analiz

8 Belirleme ve miktar tayini icin segilmis iyon monitorizasyonu,
trimetilsilylenmis 8-OH-Gua, FapyGua, FapyAde ve onlarin izotop isaretli kararl
analoglarindaki karakteristik iyonlarin [FapyAde (m/z 354, 368, ve 369), FapyAde-
3¢ N, (m/z 357, 371, ve 372), FapyGua (m/z 442 ve 457), ve FapyGua-"*C,°N,
(m/z 445 ve 460)] taninmasinda kullanildi (45).

8 FapyGua ve FapyAde nin stabil izotop-isaretli analoglar, Fapy Gua
3¢, BN, ve FapyAde-*C, N, Cambridge Isotope Laboratory (Cambridge, MA,
USA)’dan satin alind.

8 Analizlerde yliksek c¢ozunirlikte erimis-silika kapiler kolonu
kullanmlirken, % 5 gapraz bagli fenilmetilsilikon sabit faz, asir safliktaki helyum gazi
isetasiyici faz olarak kullanildi.

8 Enjeksiyon portu ve GC/MS araylizii sirastyla 250 ve 280 °C’de
tutuldu. Kolon ¢ikisi basinci ise 65 kPaolarak ayarland:.

8 Derivatize edilmis orneklerin 4 plL’si otomatik enjektor ile GC
kolununa enjekte edildi.

§ B6linme modu olarak genellikle 1:10 bolinme orant kullanildhi.

§ Bolinme oran elektronik olarak ayarlandi.

8 Kitle spektrometresi ile yapilan analizler El-modunda 70 eV’da
gerceklestirildi.

§ Gaz kromatografisinin firin sicakhigi 130 °C’den 280 °C'ya (ilk iki
dakika 130 °C’ de, sonrasinda 8 °C/min hizla artacak sekilde) ayarlandh.

8 Tanmlama ve miktar belirleme icin karakteristik iyonlarin
belirlenmesinde SIM kullanildi.

8 Gozlenen bilesiklerin duzeyinin belirlenmesi icin bu bilesiklerin
iyonlarinin verdigi sinyallerin aanlarimin integrasyonundan faydalanildi (Y 166)
(BOlUm 2, Sayfa 33, Sekil 17,18).

3.3. ISTATISTIK SEL ANALIZLER

Hasta ve kontrol grubu verileri arasinda yapilacak olan karsilastirmalar,
bagimsiz non-parametrik Mann-Whitney U ve bagimli non-parametrik Wilcoxon testi
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ile gerceklestirildi. Sigara icme durumuna, yasa ve hastaligin evresine gore ayirilan
gruplar arasinda, oksidatif DNA hasar duizeyleri agisindan anlamli fark olup olmadigi
non-parametrik Kruskal Wallis testi kullalarak belirlendi. Testlerdeki tim
hesaplamalar icin SPSS-Microsoft Windows 6.0 yazilimi (SPSS Inc, Chicago, IL)
kullaldi.  istatistiksel olarak iki yonli P degeri < 0.05 ise anlamli olarak
degerlendirildi.
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DORDUNCU BOLUM

4. SONUCLAR
4.1. CALISMA OLGULARININ OZELLIKLERI

Dokuz Eylil Universitesi Hastanesi Gogiis Cerrahisi AD’da akciger kanseri
nedeniyle cerrahi rezeksiyon geciren, degisik yas gruplarindan 32 hasta calismaya
dahil edildi. Toplamda 29 normal ve 29 patolojik doku DNA izolasyonunda
kullaildi. Kontrol grubunda 28, hasta grubunda 26 Ornekten DNA izolasyonu
gerceklestirilebildi. Calisilamayan diger dort 6rnekten ya yeterli diizeyde DNA elde
edilemedi ya da yolda kaybedildi. Calismaya katilan olgularin 6zellikleri Tablo 4.1,
4.2 ve 4.3 de verilmektedir.

Tablo 4.1 Calisma olgularinin yas, sigara igme durumu ve sigara maruziyeti

gibi ozellikleri.
Hasta no Yas | Sigaraicme | SigaraMaruziyeti
Durumu (paket/y1l)
1 65 + 20
2 61 + 100
3 63 + 55
4 43 + 20
5 64 + 60
6 61 + 90
7 73 + 45
8 62 + 40
9 50 + 30
10 63 + 15
11 59 + 60
12 81 + 50
13 70 - 0
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14 80 + 40
15 65 = 50
16 71 ¥ 83
17 43 ¥ 25
18 56 x 45
19 49 ¥ 30
20 69 = 55
21 75 x 45
22 65 x 20
23 59 x 40
24 73 x 100
25 71 x 50
26 66 + 100
27 55 = 30
28 74 : 0
29 68 ¥ 52

(-) : Hig sigarai¢cmeyen; (+) : Sigaraigiyor; (x) : Sigaray1 Birakmisg

Tablo 4.2 Calisma olgularinin tumor dokularinin klinik ve patolojik evreleri

Hasta No Klinik Evre Patolojik Evre
1 T1 No Mo T2 Np
2 T1 No Mo T1 No
3 T3 N1 Mo T3 N1
4 T3 No Mo T3 Np
5 T1 N1 Mo T2 Np
6 T2 No Mo T2 Np
7 T2 N2 Mo TaN;
8 T3 N1 Mo T1 Ny
9 T3 N1 Mo BENIGN
10 T4 No Mo T4 Np
11 T2No My T2No
12 T1 No Mg T2No
13 T1No Mo T1No
14 T2 No Mo T2 Np
15 T2 N2 Mo T2 N2
16 T2No Mo T2No




17 T4 No Mo T2Ny
18 T2No Mo T2No
19 T4 No Mo TsNp
20 T2 N2 Mo T2 N2
21 T1No Mo T1No
22 T2No Mo T2 No
23 T2No Mo T2No
24 T2 N1 Mg T2 Ng
25 T2N2 Mg T2No
26 T3 No Mo T2 N
27 T2No Mg T2 No
28 T2 No My T2No
29 T1 N1 Mo T2 Ny

Tablo 4.3 Calisma olgularinin tumadr dokularinin patoloji sonuglar:

PATOLOJI [ ADENOSKUAMOZ ADENO SKUAMOZ BUYUK TANIMSIZ
SONUCU KARSINOM KARSINOM HUCRELT HUCRELT

KARSINOM
HASTA 1 13 8 1 6
SAYISI

4.2 CALISMADA ANALIZI YAPILAN LEZYONLAR VE BUNLARA
ILISKIN BULGULAR

Mevcut calismada kiguk hicreli olmayan akciger kanserli hastalarda
karakteristik oksidatif DNA lezyonlar: incelendi. Ozellikle bu lezyonlann kanserin
evresi, yas ve sigaramaruziyeti ileiliskisi arastirildi.

Buna gore dokulardan izole edilen DNA Bdlim 3'de ayrintili bir sekilde
aciklandigi gibi enzimatik yolla nukleozidlerine ayrildi ve S-cd-A lezyonlarinin
Olcimu LC/MS ile yapildi. 8-OH-Gua, 8-OH-Ade, FapyAde ve FapyGua olcumleri
ise, DNA'nin E.Coli’den izole edilen Fpg enzimi ile hidrolize edilmesinden sonra
izotop diltsyonlu GC/MS ile gergeklestirildi. S6z konusu bilesikler DNA’daki purin
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bazlarinin ‘OH ile reaksiyonu sonucu olusan tipik trtnlerdir. Bu bilesiklerin olusma
mekanizmalarina Boluim 2'de ayrintili bir sekilde deginilmektedir. Yapilar ise Sekil
4.1’ deki gibidir.

HM NHCHO

|
Hzr-l)*\“‘ NH

2,6-diamino-4-hydroxy-

&-formamidopyrimidine (557-8,5"-cyclo-2"-deoxyadenosine
s
[+
HN
OH
HaN
DNA
8-hydroxyguanine

Sekil 4.1 Calismada analizi yapilan lezyonlarin kimyasal yapilari, FapyGua
(@), S-cdA (b), 8-OH-Gua (c).

Bu lezyonlarin dizeylerinin belirlenmesi ise gbzlenen iyonlarin sinyallerinin
integrasyonu ile gerceklestirildi. Lezyonlarin DNA Uzerindeki dlzeyleri enzimatik
hidroliz ©6ncesi bilinen miktarlarda eklenen internal standartlar kullanilarak
hesaplandi. Lezyon dizeylerinin LC/MS ile tayini Orneklerin cihaza U¢ kez
yuklenmes sonrasinda elde edilen sinyallerin alanlarinin yine tg farkl: proje galisan
tarafindan integrasyonu sonucu elde edilen sayilanin  ortalamast  ainarak
gerceklestirildi. Hesaplamaarda kullanilan formil sayfa 32 Sekil 2.18de
belirtilmistir.
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4.2.1. LC/MSiletammlanan lezyonlar

Analizlerde LC/MS ile okside lezyonlarin dlgimlerine 6rnek olarak S-cd-A
bilesigi ve bu bilesigin izotop isaretli analogunun karakteristik iyonlarindan elde
edilen iyon-akim profili ve pargalanmamodeli Sekil 4.2’ de gosterilmektedir.

S-cdA-""Ng
ﬂ {miz 168}
2800 |
=] [ ]
2260 -
2000 |
o 1750
L&
=
4 1500
: =
=
=
1250 |
* méz 265 (MM
mie 250 (MH") Landll 1000 |
. S-cdi
8.5 cdAdo 8,5"-cdAdo-*Gyq-'"Ns ‘ | 1m:lﬁd]|
750 | H
|| |
N el
A Y
16.4 o 1':;.13 S I?".E
Time (min)

Sekil 4.2 8'5-cdAdo’nun pargalanma yollart (a), DNA 0Orneginin enzimatik
hidrolizatinin SIM ile LC/MS andlizi sirasinda elde edilen iyonlarimin m/z 164 (S
cdA’nin bir iyon fragmani) ve m/z 169'da (S-cdA-"Ns'in bir iyon fragmani) iyon-
akm profilleri (b) (8'5-cdAdo-*Cy-"*Ns'de isaretlenmis atomlar yildiz ile
gosterilmektedir).

Kuguk htcreli olmayan akciger kanserli hastanin tumor (n=17) ve akciger
saglikli dokularindan (n=22) izole edilen DNA 0Orneklerinde LC/MS ile analiz edilen
S-cd-A’in duzeyinin patolojik dokularda saglikli dokulara gore istatistiksel anlamda
artrmis oldugu bulundu (p=0.0063). Sekil 4.3'de gosterilen ‘box-plot’ grafiginde kutu
bolges dikey eksende medyan: belirtilen veri setinin geyrek degerler genisligini
gostermektedir. En yiksek ve en disuk veri degerleri grafikteki kutunun sirasiyla
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Usttinde ve altindaki yatay cizgilerle gosterilmektedir. LC/M S 6lcimlerinde gruplarda
ornek sayilarinin belirtildigi sayilarda (hasta=17, kontrol=22) olmasinin sebebi dusik
konsantrasyonlu DNA  drneklerinin  buyuk miktarimin  GC/MS  analizlerinde
kullamlmis olmasidir. Her iki grupta da 50 ng DNA miktarinin karsilanamadigi doku
DNA’lar analizlere dahil edilemedi.

P=0.0063
6
W E
EX
44
o=

S-cdA/ 10 DNA bazi

- -

M= I7 -

Hasta Kontrol

Grup

Sekil 4.3 S-cdA’in hasta ve kontrol doku DNA’larindaki dizeylerinin ‘box-
plot' grafigi. p degeri kontrol ve hasta grubu arasidaki istatistiksel anlam
gostermektedir; (Kontrol n=22, Hasta n=17, p=0.0063; her iki grupta da aykir
degerler kutu tzerinde yildiz ile isaretli olarak gdsterilmektedir).

Calismada kuguk htcreli olmayan akciger kanserli hastalarin saglikli akciger
dokularinda DNA hasarinin yas ile iligkisinin arastirilmas: sonucu 65 yas ati ve Ustl
hastalarda yasa bagl1 istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis gozlendi (Sekil 4.4).

Bu karsilastirma 65 yas Uzeri hastalar icin yetersiz drnek sayisi sebebiyle tUmor
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dokularinda gergeklestirilemedi. Bu durum 65 yas Uzerindeki hastalardan elde edilen
tumdr dokularinda yetersiz DNA miktart veya bu lezyonun saptanamamasindan
kaynaklanmaktadir. Calismada 65 yas simrimin kullaniimasimn nedeni Dinya Saglik
Orgitt (DSO)’ e gore yaslilik sinirmin 65 olmast ve galismaya katilan hastalarin yas
grubunda medyan degerinin 65 olarak bulunmasidir (200).

S-cdA/0DNA bazi

Sekil 4.4 65 yas ati ve Uzeri hastalarda saglikli kontrol dokularinda yasa bagl
S-cdA duzeyleri

Ayrica calismada S-cdA’'nin timérin evres ile iliskisi de arastirilmistir.
Klinik (Evre I, n=6; Evre I, n=3; Evre Ill, n=8) ve patolojik (Evre |, n=7; Evre I,
n=3; Evre Ill, n=6) olarak farkli evrelerdeki tumorlerden izole edilen DNA
orneklerinde S-cdA miktarinda evredekine paralel fakat istatistiksel agidan anlamili
olmayan bir artig goruldu (Sekil 4.5). Bu sonucu evre gruplarindaki olgu sayisinin

yetersiz olmasinin etkiledigi dustnilmektedir.
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Sekil 4.5 S-cdA duzeylerinin klinik (a) ve patolojik (b) evre agisindan
karsilastirilmasi

Calismada S-cdA’nin sigara maruziyeti ile iliskisi asagidaki gibi arastirildi:
Hastaar sigara maruziyetlerine gore: Grup 1: 0-19 paket/yil, Grup 2: 20-39 paket/yil,
Grup 3: 40-59 paket/yil, Grup 4: 60-79 paket/yil, Grup 5: 80-100 paket/y1l seklinde
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gruplara ayrildi ve DNA'daki bu lezyon ile ilgili olarak gruplar arasinda istatistiksel
acidan anlaml1 bir fark bulunmagh.

4.2.2 GC/MSiletamimlanan lezyonlar

Trimetilsilil ile derivatize edilmis FapyGua ve bu bilesigin izotop isaretli
analoglarinin tipik iyonlarinin GC/MS analizleri sirasinda elde edilen iyon-akim

profilleri ve iyonlarin par¢calanma modelleri Sekil 4.6’ de gosterilmektedir.

5o,
Y N=CHOSRA i -]
a ,Jl\ -'IHI'Hl.I I-RH-'!.
N Zille,

M SiHH |¢:'J-_u_- ]

0 SN Y
Mg S0
T L“T-HOH ;,'J,,] __,,I o
H o=

1 ]
Cﬁtrl"" H 1-1‘5&.
e

L Y e
k]

T

Flplabeen abmnganiy
¥

Sekil 4.6 FapydG'nin MesSi tlrevinin yapmist ve baslica karakteristik
iyonlarinin  parcalanma modeli (a), FapyGua ve FapyGua'C,°Nz'nin Me;Si
turevlerinin El-kitle spektrumlar: (b)

23 hastanin tumar, 26 hastanin ise akciger saglikli kontrol dokularindan izole
edilen DNA o6rneklerinin GC/MS ile analizi sonucu FapyGua bazi dizeyi agisindan
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tumaAr dokularinda, kontrollere gore anlamli bir farklilik bulunmad: (p=0.689) (Sekil
4.7).

16
14 4 -
12 4
N
o 10+
<
8 °1
E B o
g #2 |
g .II...| %
% 24 e o
™y
_ —_—
0
=g . .
M= = ..
Hasta Kontrol
Grup

Sekil 4.7 FapyGua'in hasta ve kontrol doku DNA'larindaki duizeylerinin ‘box-
plot’ grafigi (Hastan=23, Kontrol n=26, p=0.689)

Calismada 65 yas Uzerindeki ve altindaki tim hastalarda kontrol ve timor
dokulart DNA’si olusan FapyGua yonunden karsilastirildiginda, 65 yas alti hastalarin
kontrol dokularinda ve 65 yas Uzeri hastalarin tim6r dokul arinda anlamlt olmayan bir
artig gozlendi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 65 yas ati ve Uzeri hastalarda saglikli kontrol (a) ve tumdr (b)
dokularindayasa bagli FapyGua bazi diizeyleri

DNA’'daki FapyGua miktarinin kigik htcreli olmayan akciger kanserli
hastal arda prognostik agidan 6neminin incelenmes amaciyla patolojik evre ile iliskisi
arastinldiginda yine klinik (Evre I, n=8; Evre I, n=4, Evre |ll, n=8) ve patolojik

(Evre I, n=11; Evre Il, n=3, Evre Ill, n=5) agidan farkl1 evrelerdeki tumdr dokular:
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karsilastirildiginda timaorin evresi ile bu hasarli baz arasinda anlamli bir farklilik
bulunamad: (Sekil 4.9). Olgularin evre gruplarindaki sayisimin az  olmasi
degerlendirilmelidir.
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Sekil 4.9 FapyGua baz:i diizeylerinin klinik (a) ve patolojik (b) evre agcisindan
karsilastirilmasi
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Bunlarin  yanisira hastadan ainan  timor ve kontrol dokularinin
karsilastirilmas: sonucu bir diger okside baz olan 8-OH-Gua miktarinda iki grup
arasinda anlamli bir fark saptanmad: (p=0.923) (Sekil 4.10)
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Sekil 4.10 8-OH-Guain hasta ve kontrol doku DNA'larindaki duizeylerinin
‘box-plot’ grafigi. (Hastan=23, Kontrol n=26, p=0.689)

65 yas alti ve Uzerindeki hastalarda tumor ve kontrol gruplart 8-OH-Gua
acisindan karsilastirildigindaiki grup arasinda yine anlamli bir fark gozlenmedi (Sekil
4.11).
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Sekil 4.11 65 yas alti ve Uzeri hastalarda saglikli kontrol (a) ve timor (b)

dokularinda yasa bagli 8-OH-Gua baz: diizeyleri

58



Ayrica bu lezyonun DNA (zerindeki miktari patolojik evre agisindan
degerlendirildiginde, patolojik agidan Evre | (n=12), Evre Il (n=3), Evre Ill (n=5)
duzeyindeki, klinik acidan ise Evre | (n=9), Evre |l (n=4), Evre lll (n=8)'deki tumaor
dokularindan alinan DNA Ornekleri evre ve 8-OH-Gua dizeyi agisindan
karsilastinldiginda anlaml1 bir farkliliga rastlanmad: (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 8-OH-Gua bazi1 duzeylerinin klinik (a) ve patolojik (b) evre
acisindan karsilastirilmasi
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BESINCIi BOLUM

5. TARTISMA VE SONUC

5.1 TARTISMA

TUm organizmalarda, normal metabolizma ve cevresel ganlara maruz kalma
sonucunda reaktif oksijen tdrlerinin olustugu bilinmektedir (167). Olusan bu
radikallerin hiicre i¢i hedefleri icinde DNA 6nemli yer tutmaktadir. DNA’da oksidatif
hasara bagli olarak olusan mutasyonlarin karsinogenezin baslangig, ilerleme ve
maligniteye donusum evrelerinin herbirinde potansiyel rol sahibi oldugu pek cok
calismaile gosterilmektedir (26,168-171). DNA hasarinin yiksek diizeyde goruldigui
kanser turlerinin basinda sigara icimi, mesleki maruziyet ve yasa bagli olarak akciger
kanseri gelmektedir. DNA’daki oksidatif lezyonlarin miktarinin gogu kanser tirinde
artmis oldugu yapilan pek cok calisma ile gosterilmektedir. Ornegin Olinski ve
ark.’nin (172) akciger, beyin, kolon, mide ve ovaryum kanseri gibi kanser turlerinde
yaptiklart calismada, belirtilen kanserlere sahip olan hastalarin kromatinlerindeki
oksidatif lezyon miktarimin saglikli gevre dokuya goére 7 kata kadar artmis oldugu
gbzlenmistir. Ayrica bu ¢alismada hem pirimidin hem purin tirevli lezyonlarda en
yuksek artisin akciger kanserinde oldugu da rapor edilmistir.

8-OH-Gua oldukga mutgenik bir lezyondur ve DNA Uzerinde G — T
donusumlerine yol agmaktadir. Akciger kanseri ile oksidatif DNA hasart arasindaki
iligkinin arastirnildigit pek ¢ok calismada, kanser olusumunun oksidatif lezyon
duzeylerindeki artis ile yakindan iliskili oldugu gosterilmektedir. Inoue ve ark.’min (8)
yaptigi calismada akciger kanserli dokulardaki 8-OH-dG miktarimin  normal
bireylerden ainan kontrol dokularina nazaran artmis oldugu bulunmustur. Vulimiri ve
ark.’nin (9) yaptig1 calismada ise akciger kanserli hastalarin lenfosit DNA’larinda 8-
OH-dG duzeylerinin kontrole gore anlamli 6lglde artmuis oldugu gorulmustdr.
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Literatrin aksine Hardie ve ark. (10) yaptiklari ¢alismada, bizim ¢alismamiz ile de
paralel olarak kucuk hicreli akciger kanserli hastalarin timor ve timér olmayan
dokularinda, 8-OH-dG duzeyleri agisindan anlamli bir farklilik gozlemediklerini
rapor etmektedirler. Guaninin oksidatif hasara maruz kalmasi sonucunda olusan
lezyonlar arasinda 8-OH-Gua nin ¢cok genis ¢apta arastirildigi kuskusuzdur. Fakat
yapilan calismaara bakildiginda genellikle 8-OH-dG Uzerine yogunlasildigi
gorulmektedir. Calismamizda DNA (zerinde oksidatif hasar sonucu olusan 8-OH-Gua
bazinin miktar: kiiglik hticreli olmayan akciger kanserli hastalardan alinan dokularda
arastirildi ve 8-OH-Gua baz miktarinda tumdr dokularinda kontroldekine gore anlamli
bir artis olmachg: gozlendi. Hastalarin gcogunda yuksek miktarda sigara maruziyeti soz
konusu oldugu goz 6nune aindiginda bu hastalarda kanserli olmayan dokularda da bu
hasarin artmis olmasi ihtimal dahilindedir. ikinci bir olasilik ise, kanserli dokularda
tamir mekanizmalarinin timor olusumuna ve kemoterapiye yanit olarak daha aktif
hale gelmesi ile bu lezyonun timér dokularinda tamir edilmis olmasicir. Kanser
hicrelerinin ¢esitli metabolik aktiviteler agisindan kanser olmayan hiicrelere gore
farklilik gostermesi yine bu hiicrelerde DNA hasarinin olusmasi veya olusumunun
engellenmesi yoniinde etki olusturabilir. Bunun yamsira bazi kanser hiicrelerinin
hipoksik kosullarda da yasamini strdiriyor olmast ve anaerobik mekanizma ile
enerjilerini saglamalar: daha az oksidatif DNA baz hasarinin meydana gelmesinde bir
neden olabilir. Bu nedenle kanser hucrelerindeki cesitli metabolik olaylarin
aydinlatilmas: ve yukarida adi gecen baz hasarlarinin yanisira ¢ok ¢esitli tamir enzim
genlerinin ekspresyonunun incelenmesinin de konunun agikliga kavusmas: agisindan
Onemli oldugu dustinilmektedir. Buna paralel olarak ¢ok yakin zamanda Cancer
Research dergisinde yayinlanan, Saviozzi ve ark.’ nin (173) gergeklestirdigi calismada,
kicuk htcreli olmayan akciger kanserli hastalardan elde edilen doku 6rneklerinde
yaklasik 22 DNA tamir geninin ekspresyonu arastiriimis ve XRCC1, OGG1 ve UNG
olmak Uzere U¢ BER ile iliskili tamir geninden XRCC1 ve UNG’nin ekspresyonunun
tumor dokularinda normal doku ile karsilastirildiginda anlamli sekilde artmis oldugu
rapor edilmektedir. 8-OH-Gua nin en 6nemli tamir enzimlerinden biri olan OGG1
geninde anlamli bir artis olmadig: dikkat ¢cekse de bu lezyonun tamirinde OGG1'in
yanmisira MYH, OGG2, NEIL1 gibi pek ¢ok tamir enziminin rol almasi tamir edilmis

olmaolasiligin artirmaktadr (29).
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Formamidopirimidinler, DNA’da ‘OH saldirilarinin ana drdnlerindendir.
Biyolojik oOnemleri hakkinda cok fazla bilgi olmamasina ragmen, guaninin
metilasyonu sonucu olusan 5-Me-FapyGua nin guclt bir in vitro replikasyon engeli
oldugu bilinmektedir (132). Bununla birlikte son yillarda bu bazlar1 igeren
oligomerlerle yapilan calismalar, metil grubunun FapyGua ne baglanmasi sonucunda
olusan bu lezyonun replikasyonu engellemesinden ziyade mutgenik 0Ozellik
gosterdigini desteklemektedir (132,134,174).

Ayrica Delaney ve ark.’min (174) yaptiklart calismada A ve G yanlis
eslesmesinin, 8-OH-Ade olusumundan 3-8 kat daha fazla olasilik gostermesi,
FapyAde'nin 8-OH-Ade’ den daha mutgjenik oldugunu agiga cikarmistir.  Biz bu
calismada, kiguk htcreli olmayan akciger kanser dokusu ve saglikli ¢evre dokudan
izole edilen DNA Ornekleri arasinda diger bir formamidopirimidin olan FapyGua
duzeylerinde anlamli bir farklilik olmadigint gordik. FapyGua nin DNA’dan
uzaklastirilmas: 8-OH-Gua dekine yakin bir yeterlilik ile hOGG1 onarim enzimi
tarafindan gergeklestirilmektedir (125). Wikman ve ark.’nin (175) yaptiklar: ¢alismada
akciger kanserli hastalarda hOGG1 gen bdlgesinde heterozigosite kaybi oldugu
gosterilmisgtir. Mambo ve ark.’min (106) 18 akciger kanseri hicre hattinda
gereklestirdikleri calismada ise, hiucre hatlarinin gogunda hOGG1 mRNA ve protein
ekspresyon diizeyinde artis gorilmesine ragmen, iki hicre hattinda % 80'e yakin
azalma bildirilmektedir. Yine bu hicre hatlarinda s6z konusu tamir enzimindeki
azalisa parael olarak hem genomik hem mitokondri DNA’sinda 8-OH-Gua nin
uzaklastirilmasinda blyuk bir azalma gozlenmistir. Aym yetersizligin bu enzimin bir
diger substrat1 olan FapyGua icin de gecerli olmas: olasilik dahilindedir. Butkiewicz
ve ak.’nmin (176) yaptiklari ¢calismada, DNA tamir genlerindeki polimorfizmlerin
DNA tamirinin yeterliligindeki degisikliklere neden olabilecegi ileri surtlmektedir.
Bununla birlikte hOGG1 genindeki polmorfizmlerin akciger kanseri gelisiminde rol
adigi da yapilan calismalarda rapor edilmektedir (177). Ozel olarak hOGG1
Ser326Cys polimorfizminin akciger kanserinde yaygin olarak gorilmesi ve bu kanser
tipinde hOGG1 aktivitesinin azalmis oldugunun bulunmasi bu polimorfizmin akciger
kanserinde 6nemli bir rol oynadigi hipotezini desteklemektedir. Calismamizda bu
onarim enziminin substratlari oldugu bilinen 8-OH-Gua ve FapyGua bazlarinin
saglikli ve timdr dokularinda benzer diizeylerde bulunmasi; hOGG1 da dahil olmak
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Uzere bu iki lezyonun tamirinden sorumlu enzim duizeylerinin artmis olabilecegini
dustindirmektedir. Oktay ve ark. ile Oztiirk ve ark. (yayinlanmamus veriler) sirasiyla
kolon kanser dokusu ile karaciger ve meme kanseri DNA’larinda gergeklestirdikleri
calismaarda okside baz dizeylerini hasta dokularda kontroldekilere gbre anlamli
olarak dustk bulmuslardir. Bu veriler de, stz konusu baz hasarlarinin kansere yanit
olarak olasilikla onarildigi anlamini tasimaktadir. Ayrica sdz konusu kanserlere karsi
uygulanmis kemoterapi yontemi ve miktar1 da, bu hasarin tamiri dolayisiyla da
hastaligin  seyri  agisindan Onemlidir. Kanser hicrelerinde  DNA’'nin  hasara
ugratilmasina yonelik tedavilerde, kanserli dokunun tedaviye direng kazanmasi
acisindan bu verilerin dnemli oldugu disunilmektedir. Bu dokularda gen, protein ve
enzim aktivitesi duzeyinde yapilacak olan calismalar konuya agiklik kazandirmasi

acisindan 6nem tasimaktadir.
8,5-siklo-2'-deoksiadenozin (ScdA), hidroksil radikalinin 2-
deoksiadenozinin seker artigina saldirmasi ile olusan temel drdnlerdendir. C5'
merkezli seker radikalinin oksijen yoklugunda aym molekilde purin halkasinin 8.
karbonuna saldirmast sonucu olusmaktadir (163). Yapilan calismaarda sulu
cozeltilerde iyonize radyasyona maruz birakilmis DNA molekdllerinde bu lezyonun
5'R ve 5'S diastereomerleri tammlanmustir (68,69). Canli hiicrelerde heliks kirict 8,5'-
siklopurin-2'-deoksinikleozidlerin  olusumu, transkripsiyonun engellenmesi, gen
ekspresyonunun inhibisyonu ve transkripsiyonel mutagenez gibi oldukga zararli
sonuglara neden olmaktadir (178). S-cdA’nin transkripsiyonda ve DNA polimeraz
aktivitesinde guclu bir engel oldugu yapilan calismalarla kamtlanmistir (179-181). S
cdA, C5' ve C8' pozisyonlart arasindaki olusan kovalent bag nedeniyle DNA’'nin
heliks yapisinda bozulmalara neden olur (182-185). Buna ek olarak, S-cdA ndronal
gen ekspresyonunun engellenmesi  ile nikleotid kesme-cikarma onariminda
yetersizlige neden olur (186). S-cdA’'nin  tamirindeki yavaslik hastaliklarin
ilerlemesinde bu sitotoksik lezyonlarin rol adigim desteklemektedir (179,180).
Anderson ve ark. (187) saglikli kadin meme dokusunda tanimlanan S-cdA’nin meme
kanserine iliskin gen ekspresyonunundaki degisiklikleri de igeren dnemli biyolojik
etkilere sahip oldugunu 6nermislerdir. Nayaga ve ark.’min (188) yaptiklar: ¢alismada
meme kanserinin etyolojisinde 8,5-siklo-2'-deoksiadenozin de iceren oksidatif DNA
hasarinin 6nemli rol aldig: rapor edilmistir. Szatrowski ve ark.’min (189) malign ve
malign olmayan meme kanseri hicre hatlarinda yaptiklari calismada ise, HO-
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maruziyetinden sonra malign hiicre hatlarinda malign olmayan hticre hatlarina gore
daha fazla S-cdA birikimi oldugu bulunmustur. S6z konusu c¢alismada ayni hiicre
hatlarinin - oksidatif strese maruz kamamalari halinde, saglikli kontrol hicre
hatlarindakine benzer oranda S-cdA birikiminin olmas;, meme kanserinde tamir
mekanizmasimn yetersiz olabilecegini dustndirmektedir. Bu lezyonda seker ve baz
artigi arasindaki kovalent bagin varligi nedeniyle tamirinin baz kesme-gikarma
onarimi yerine nukleotid kesme-gikarma onarim ile olabilecegi Dizdaroglu ve ark.
(68) ile Dirksen ve ark. (69) tarafindan Onerilmistir. Ayrica buna ek olarak, iki farkl
5R ve 5'S-diastereomerinin tamir mekanizmalan tarafindan farkli sekillerde
onarilabilecegi de belirtilmistir. Brooks ve ark. (180) ile Kuraoka ve ark.’nin
(179,181) yaptiklar: galismalarda 8,5'-siklo-2'-deoksiadenozinin baz kesme ¢ikarma
tamiri yerine nikleotid kesme-gikarma tamiri ile tamir edildigine dair bulgular
sunulmus ve 5'R-diastereomerinin 5'S-diastereomerine gore daha etkili bir sekilde
tamir edildigi gosterilmistir. Calismamizda, kucuk hicreli olmayan akciger kanserli
hastalarin akciger dokularindan elde edilen tumdr DNA’larinda c¢evre kontrol
dokudan elde edilenlere gbore S-cdA (8,5-siklo-2'-deoksiadenozinin 5'S
diastereomeri) diizeyinde anlamli bir artis oldugu saptand: (p=0.0063). Saviozz ve
ark.’mn (173) yukanda ath gegen calismast degerlendirildiginde kiguk hcreli
olmayan akciger kanser hastalarimin tUmor dokularinda arastirilan 22 tamir geni
arasinda yalmzca NER yolaginda rol alan genlerde anlamli bir ekspresyon artisina
rastlanmamis olmasi bu kanser tirinde 8,5'-siklo-2'-deoksiadenozinin onarimindaki
yetersizlige dikkati cekmekte ve bulgularimizla uyum saglamaktadir.

Yaslanma ile, tum potansiyel hasar verici radikallere karsi antioksidan
savunmadaki yetersizligin hasarin birikmesine ve fonksiyonun asamali olarak
kaybedilmesine neden oldugu bilinmektedir (190). Yapilan pek ¢ok calisma ile
yaslanma ve oksidatif stres arasindaki iliski guclu bir sekilde ortaya konmustur (191).
Y asa bagli oksidatif DNA lezyon birikimi ekmek mayasindan insana kadar pek gok
organizmada gozlenmistir (192,193). Yas ile oksidatif stres belirtegleri arasindaki
korelasyonlar arastirilmis ve hasta bireylerin yan: sira farkl: yaslardan saglikli bireyler
arasinda yapilan calismalarda da yasa bagli olarak serum 8-OH-dG dizeyinin arttig
savunulmaktadir (194). Shen ve ark.’min (195) yaptiklart calismada, KHOAK'li
hastalardan ainan DNA o6rneklerindeki 8-OH-dG miktarinin yas ile iligkili olarak
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artmis oldugunu gozlenmislerdir. Bununla birlikte tamir aktivitesinin de yasa bagl
azalabilecegi, Hirano ve ark.’nin (196) fibroblast hicreleri ile yaptigi ¢alismada
gosterilmistir. ~ Ayrica oksidatif DNA lezyonlarimin  birikiminde BER tamir
mekanizmasimin yas ile parael olarak yavaslamasimin yardimci rol oynadigim
destekleyen kanitlar bulunmaktadir. Ornegin Krishna ve ark.’nin (197) calismasinda
sican sinir hicrelerinde BER aktivitesinin yas artis1 ile gozle gorulur bir sekilde
azaldigi rapor edilmektedir. Zhao ve ark. (198) tumi adenokarsinom olan 99
KHOAK’Ii hastanin timor dokusunda gerceklestirdikleri arastirmada yas ve sigara
maruziyetinin yuksek oldugu bu hastalarda DNA’ daki abazik bolge sayisimin anlamli
Olctde artmis oldugu gozlenmislerdir. Ancak abazik bolgeler, seker hasarimin yamsira
tamir mekanizmaarinda hasara spesifik is goren enzimler tarafindan da onarim
sirasinda  olusturulabilmektedir. Dolayisiyla bu hasarin  artisiyla beraber tamir
enzimlerindeki aktivitenin artmug olma ihtimali de g6z 6ninde bulundurulmalidir.
Caismamizda hem kontrol hem patolojik dokularda 8-OH-Gua, FapyGua ve S
cdA’min DNA’daki miktarlarindayasa bagli anlaml1 bir artis belirlenmedi.

Sigara ile oksidatif DNA hasar1 arasindaki iligkinin arastirilmasina yonelik
sayisiz calisma gerceklestirilmistir. Sigaramin icinde bulundurdugu pek c¢ok
karsinojenik gan nedeniyle, yogun sigara icen akciger kanserli hastalarda, hig
icmeyen veya az miktarda icen hastalara gore daha yuksek diizeyde oksidatif DNA
hasar1 gozlenmesi beklenmistir. Buna bagli olarak pek c¢ok calismada yaygin bir
belirte¢ olan 8-OH-dG'in idrar diizeyi ile sigara icimi arasindaki iliski arastirilmistir.
Kanaya ve ark. (116) ile Gackowski ve ark.’min (124) yaptiklar: ¢alismalarda sirasiyla
idrar ve 16kosit 8-OH-dG duzeylerinin sigara igen grupta saglikli kontrollere gore
anlamli dlglde yuksek oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte Asami ve ark. (112)
sigara icen ve icmeyen Kkisilerin akciger dokular ile yaptiklari calismada sigara
icenlerin akciger dokularindaki 8-OH-dG duizeyinin igmeyenlere gore 1.5 kat fazla
oldugu bulunmustur. Calismamizda yillik sigara maruziyetine gore gruplandirilan
kontrol ve timor dokularinin her ikisinde de bu maruziyete bagli anlamlt bir artis
saptanmadh. Sigara maruziyeti, yas, timorin varligi ve tim hastaarda olmamakla
birlikte kemoterapi uygulamasini, birbirinden ayri olarak degerlendirmenin mimkin
olamayacag1 agiktir. Yasa ve sigara maruziyetine bagli olarak ayrilan gruplar
arasinda, arastirilan lezyon dizeylerinde anlamli farkliliga rastlanmamis olmasi, bu
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dokularda oksidatif DNA hasarinda hastalik oncesi ve sirasinda pek ¢ok etkenin rol
alabilecegi sonucunu dogurmaktadir. Bunun dailgili alanda gelecekteki calismalara
farkli boyutlar kazandirmasi agisindan 6nemli olacag dustnilmektedir.

Oksidatif DNA hasarimin kanser olusumunda ve ilerlemesinde 6nemli rol
aldigi bilinmektedir. Miyake ve ark.’min (199) rena hicre karsinomlu hastalar
arasinda yaptiklar ¢alismada, 8-OH-dG dizeyi ile maksimal tumaor ¢api, klinik evre,
uzak metastaz, patolojik evre ve mikroskopik ventz yayilim arasinda anlaml iliski
oldugu gosterilmistir. Shen ve ark.’min (195) KHOAK’Ili hastalarda yaptiklar:
calismada, 8-OH-dG duzeylerinin I11. ve V. evre timdrlerinde, I. ve Il. evredekilere
gore artmis oldugu rapor edilmistir. Calismamizda ise KHOAK hastalarinda evre ile
okside baz ve nukleozid lezyonlar, ilk kez genis bir Urin yelpazes igerisinde
arastinldi. DNA’daki okside lezyonlarin kiguk htcreli olmayan akciger kanserli
hastalarda prognostik 6nemlerinin incelenmesi amaciyla gerceklestirilen istatistik
degerlendirmeler sonucu klinik ve patolojik olarak Evre I, Evre 1l ve Evre 11’ deki
KHOAK DNA'’larindaoksidatif hasar agisindan anlaml1 bir iligki bulunmadi.

5.2. SONUC

Sundugumuz bu calisma kigtik hicreli olmayan akciger kanserli hastalarda
oksidatif DNA lezyonlarin ilk kez bu kadar genis bir bicimde arastirilmis olmasi
acisindan Onem tasimaktadhr. Bilindigi gibi DNA hasari, akciger kanserinin
etyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu stirece hangi molekillerin ne derecede
dahil oldugunun bilinmesi bu hastaligin teshis ve tedavisi agisindan 6nem arz
etmektedir. Tumor DNA’larinda artmis oldugu gézlenen S-cdA gibi lezyonlarin kan
ve idrar duzeylerinin daha genis ¢apta incelenmesi ile giinimiizde oldukga yaygin
olarak kullanilan 8-OH-dG gibi oksidatif belirteclerin literatire kazandirilmas
mumkinddr. Ayrica DNA Uzerinde olusan lezyonlarin tamirinde gorevli olan
enzimlerin aktivite ve ekspresyonlarindaki artis veya azalisin belirlenmesi,
uygulanacak tedavi metodlarinin secimi ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmes
acisindan klinik 6neme sahiptir.
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