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1 GIRIS

Oksidatif stres ve antioksidanlar ginimuzde yaygin calisilan
konulardir. Oksidatif stres kisaca; oksidan Uretimi ile antioksidan savunma
sistemi arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasi olarak
tanimlanabilir’. Oksidatif stresin baslica kaynagi olan oksidanlar reaktif
oksijen turleri (ROS), reaktif nitrojen turleri (RNS), sulfir merkezli radikaller
ve digerleri olarak siniflandirabilir.

ROS ve RNS biyolojik sistemlerin hem yararina hem de
zararina calisan bilesiklerdir®. ROS disik konsantrasyonda mitojenik
etkiye sahip iken yuksek konsantrasyonda hicrenin protein, nikleik asit
lipit ve membran gibi yapilarina zarar verir". Bu oksidatif hasarin birikerek
artmasi sonucu lipitler, proteinler ve DNA’da bozulmalar goralr. Bu
degisiklikler kanser, ateroskleroz, artrit, nérodejeneratif hastaliklar gibi
durumlarin gelismesinde énemli rol oynar®.

ROS ve RNS hicre igerisindeki pek ¢cok yapiya zarar verir
fakat ana hedefi DNA'dir. Bu sebeple de yaslanma ve kanser slrecinde
onemli rol oynar’®. ROS; tek veya cift zincir DNA kingina, pirin ve
pirimidinlerde modifikasyonlara, deoksiriboz-fosfat iskeletinde hasara,
DNA-protein ve DNA-DNA c¢apraz baglantilarina neden olabilir. DNA
hasari transkripsiyonun indiklenmesi veya durmasi, sinyal yollarinin
induklenmesi, replikasyon hatalari ve genomik instabilite ile sonuclanir.
Butiin bunlar da karsinogenez ile iligkilidir’®°. Hidroksil radikali DNA'da
bulunan dort baz ile de reaksiyona girebilir’’, ancak guanin en kolay
oksitlenebilen bazdir®*®®.

Organizmada olusan DNA hasarini dlgebilmek igin kullanilan
degdisik belirtecler ve yontemler vardir. Bu belirtegler icinde en c¢ok
kullanilanlar 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), timin glikol (Tg), 5-
hidroksiurasil (5-OHUra) ve 8-oxoadenin (8-oxoA)'dir. Calismamiz igin 8-
OHdG'ni tercih etmemizin sebebi; 8-OHdG olusumunun organizmaya,
ROS tipine ve etkiye maruz kalma suresine bagl olmaksizin diger DNA
modifikasyonlari ile orantili olmasidir. Bu ylzden 8-OHdG Odlcllerek
oksijen radikallerinin indukledigi hasarin hesaplanmasi ¢ok kullanigli

olacaktir*®®,

Bu calismanin amaci saglikli bireylerdeki 8-OHdG seviyeleri
ile benign ve malign tumoér kaynakli 8-OHdG seviyelerini karsilagtirmaktir.
Ayrica cerrahi girisim ile tedavi edilen malign vakalardaki 8-OHdG seviyesi
duzeylerini arastirmaktir.



2 GENEL BILGILER
2.1 Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Oksidatif stres, oksidan uretimi ve organizmanin kendi
savunma sistemi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanabilir. Biitiin
hicreler surekli olarak endojen ve ekzojen kaynakh oksidanlara maruz
kalirlar ve in vivo ortamlarda serbest radikaller uretirler®.

Oksidanlar, reaktif oksijen turleri (ROS), reaktif nitrojen turleri
(RNS), silfur merkezli radikaller ve digerleri olarak siniflandirilabilirler.
Ancak butun reaktif tirler radikal degildir. Fakat bu radikal olmayan reaktif
turler pek c¢ok durumda radikal gibi davranirlar ve biyomolektllere
oksidasyon yolu ile zarar verirler. Bu tehlikeli reaksiyonlar sonucunda
olugsan oksidasyon urlnlerine radikaller denir ve bunlar bagka
reaksiyonlarin olugsmasina neden olarak daha biytk hasarlar meydana
getirirler®.

Tablo 1: Reaktif oksidan tirleri®

Radikaller Radikal olmayanlar

Hidroksil *OH Peroksinitrit ONOO™
Alkoksil L(R)O- Hipoklorid “OCl
Hidroperoksil HOO- Hidroperoksit ° L(R)OOH
Peroksil L(R)OOe Singlet oksijen 'AO,
Nitrik Oksit © NOe Hidrojen peroksit H20>
Siiperoksit Oy~

% Hidroperoksil radikali siiperoksit anyonunun konjuge asididir ve sulu ortamlarda

konsantrasyonu pH’a baglidir.

® Gecis metal iyonlari varliginda hidroperoksit, alkoksil ve peroksil radikallerine dontisur.

° NO- kendi bagina reaktif degildir ve lipit peroksidasyonunda antioksidan gibi davranir.
Siperoksit varhginda peroksinitrite dontsir ki bu formu guicli bir oksitleyicidir.

¢ Stiperoksit iyi bir oksidan olmaktan ziyade rediiktandir. Gecis metal iyonlarini hem
okside hem de redikte edebilir ve bu iyonlarin varliginda H,Oxnin «OH’a doniismesine
sebep olur.

ROS ve RNS'nin biyolojik sistemlerde hem yararli hem de
zararll olmak lizere iki cesit etkileri bulunmaktadir®. ROS'un fizyolojik
yararh etkileri arasinda enfekte ajanlara kargi savunma ve hicresel sinyal
sisteminde degisik fonksiyonlar sayilabilir. Buna ilaveten ROS dusuk
konsantrasyonlarda mitojenik cevabi baglatir. Buna Kkarsilik yuksek
konsantrasyondaki ROS lipitler ve membranlar, proteinler, nikleik asitler
(oksidatif stres) gibi hiicrenin 6nemli yapilarina zarar verir’. ROS’'un bu
zararll etkileri non-enzimatik ve enzimatik antioksidanlarla dengelenir®.
Hucredeki antioksidan savunma sistemine ragmen oksidatif hasar
hiicrenin yasam dongusu boyunca birikir ve radikal hasarina bagli olarak
DNA, protein ve lipitlerdeki bozulmalar yasa bagli gorulen hastaliklarin



gelismesinde (kanser, ateroskleroz, artrit, ndrodejeneratif hastaliklar ve
diger durumlar) 6nemli rol oynar”.

Oksidanlar pek cok degisik yolla meydana gelebilirler: (i) UV,
X ve gama isinlari ile olusan iyonize radyasyon; (i) metal katalizorll
reaksiyon urunleri; (iii) hava ve suyu kirleten kimyasallar; (iv) inflamasyon
sirasinda olugan nétrofil ve makrofaj drtnleri; (v) mitokondrideki elektron
transport sistemi triinleri ve diger mekanizmalar’.

2.1.1 ROS ve RNS’nin Kaynaklari ve Reaksiyonlari

Serbest radikaller, yoringesinde bir veya daha fazla
eslesmemis elektron iceren molekul veya molekul gruplart olarak
tanimlanirlar. Yapisinda eslesmemis elektron iceren bu serbest radikaller
yuksek derecede reaktif olma egilimindedirler. Bu radikallerin en énemlileri
canli sistemlerde oksijen ile elde edilmektedirler®.

ROS hem endojen hem de ekzojen maddelerden
uretiimektedir. Endojen kaynaklar icerisinde mitokondri, sitokrom P450
metabolizmasi, peroksizomlar ve inflamatuar hiicre aktiviteleri bulunur®
Mitokondrinin yiksek oranda hidrojen peroksit Urettigi uzun suredir
bilinmektedir. Ancak hidrojen peroksit eslesmemis elektron icermez ve bu
nedenle de radikal bir tir degildir. Fizyolojik sartlar altinda hidrojen
peroksit Uretimi icin organizmadaki oksijenin ~%2’si kullanilir. Bununla
birlikte mitokondrideki yluksek SOD aktivitesi nedeniyle meydana gelen
superoksit radikalini 6lgmek ¢cok zordur.

Mitokondri serbest radikal Gretiminde ©6nemli bir organel
oldugu icin yapisinda yuksek miktarda antioksidan (glutatyon (GSH)) ve
antioksidan enzimler (superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GPx)) icerir. Bu enzimler mitokondri membraninin her iki tarafinda da
bulunur ve organeli oksidatif stresten korur®. Stiperoksit radikali mitokondri
ic membraninin her iki tarafinda bulunan CuzZn-SOD (SOD1, membranlar
aras! boslukta bulunur) ve Mn-SOD (SOD2, matrikste bulunur) ile 6énce
hidrojen perokside sonra da suya donusturulerek zararsiz hale getirilir.

Mitokondride bir bagka stperoksit radikal kaynagi olan
ksantin oksidaz (XO) enzimi de bulunmaktadir. XO ¢ok yonlU bir enzim
olup bakteriden insana kadar pek cok tlurde ve memelilerde degisik
dokularda bulunur'®. XO, oksijen serbest radikalleri icin 6nemli bir
kaynaktir. XO, hipoksantinden ksantin ve ksantinden Grik asit
reaksiyonunu katalizler. Her iki adimda da molekiler oksijen kullanir ve
birinci adimda siiperoksit anyonu, ikinci adimda hidrojen peroksit olusur®.

Notrofiller, eozinofiller ve makrofajlar diger endojen ROS
kaynaklaridir. Aktive makrofajlarda oksijen tuketimi yukselir ve dolayisiyla
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superoksit anyonu ve nitrik oksit gibi radikalleri ile hidrojen peroksit agiga
cikar''. Sitokrom P450'de endojen ROS kaynagi olarak dusundlebilir.
P450’nin katalitik dongusinde meydana gelen bir ayrilma veya aksamada
superoksit anyonu ve hidrojen peroksit olusumu olasidir. Ayrica
mikrozomlar ve peroksizomlarda endojen ROS kaynagidir. Mikrozomlar in
vivo hiperoksia alanlarinda uretilen H,O2'nin %80'inden sorumludur®.
Peroksizomlarin fizyolojik sartlarda H,O- Urettigi bilinmektedir.

ROS uretimi ekzojen kaynakh da olabilmektedir. Cevresel
ajanlardan genotoksik olmayan karsinojenler dogrudan veya dolayl olarak
hiicrede ROS dretirler. Cesitli ksenobiyotiklere maruz kalmayi takiben
oksidatif stres ve hasar meydana geldigi gozlenmistir. Bu maddelerin
icinde klorlu bilesikleri, metal iyonlarini (redoks veya redoks olmayan),
radyasyonu ve barbitiiratlar sayabiliriz. Ornegin 2-biitoksietanol’tin dolayl
olarak ROS Urettigi bilinmektedir ve farelerde kansere neden olmaktadir®.

ROS’'un Kimya ve Biyokimyasi:

Superoksit radikal iyonu polipeptitler, sekerler ve nukleik
asitlerle dogrudan reaksiyona girmezken, lipitlerle olan reaksiyonlari
tartisma konusudur. Superoksit radikali agagidaki reaksiyon ile mutasyon
olmadan ortamdan uzaklastirilir**:

20,2 + 2H' 39, H,0, + O,

SOD enzimi bu reaksiyonu biyolojik sistemlerde 4 katina
kadar hizlandinr. Ancak SOD bu reaksiyonu gerceklestirirken katalaz
(CAT) ve GPx gibi H,0.'yi temizleyen enzimlerle birlikte calisir'®.

Pek cok serbest radikalin olusumu redoks-aktif metallerin
katiimi ile yakindan baglantilidir®®. Hiicre redoks durumundayken demir
(bazen de bakir) redoks ciftleri ile buyutk olgude baglantilidir ve bu durumu
fizyolojik limitler dahilinde korur. Normal sartlar altinda hicre igerisinde
serbest demir bulunmaz. Fakat stres altinda asiri superoksit salinimi
demir iceren molekiillerden serbest demir aciga cikmasina neden olur’.
Aciga cikan Fe(ll) Fenton reaksiyonuna katilir ve ¢ok reaktif olan hidroksil
radikalini olusturur.

Fe(ll) + H,O, —Fe(lll) + «OH + OH
Superoksit  radikali, Fe(lll)’Un  superoksit tarafindan

indirgendigi ve oksijen ile Fe(ll) meydana geldigi Fenton reaksiyonu ile
kombine olan Haber-Weiss reaksiyonuna katilir'®.

Oz'_ + H,O0, —»0,+ «OH + OH



Fe(lll) + Oy — Fe(ll) + O,

Hidroksil radikali ¢ok reaktiftir ve sulu ortamlardaki yari 6mru
1 ns’den daha azdir®. Bu nedenle olustuktan sonra yakin oldudu
substratlarla reaksiyona girer. Hidroksil radikali degisik mekanizmalarla
olugabilir. Su molekult (H20) iyonize radyasyon ile parcalanir ve «OH ve
hidrojen atomu olusur. «<OH ayni zamanda alkilhidroperoksitlerin fotolitik
parcalanmasi ile de olugur. DNA'ya yakin olan «OH radikalleri DNA bazlari
veya deoksiribozil iskeleti ile reaksiyona girebilir. Bu sekilde bazlara veya
DNA zincirine hasar verir. *OH tarafindan olusturulan DNA kiriginin
blayukluga yine DNA Uzerinde bulunan ulagilabilir hidrojen atomlarinin
alani ile ilintilidir.

Canli sistemlerde oksijenden olusan radikallere baska bir
Oornekte peroksil radikalidir (ROOe). Peroksil radikali icerdigi R grubuna
bagli olarak yuksek enerjili bir radikaldir, redoks potansiyeli +0,77 ile +1,44
arasidir’®. Bu tip molekiillerin kimyasi icerigindeki R grubuna, bulundugu
cevreye, oksijen konsantrasyonuna ve diger reaktanlarin varligina gore
degiskenlik gostermektedir®. Peroksil radikali DNA ayrilmasi ve protein
iskeletinin modifikasyonu olaylarina da karismaktadir. Peroksil radikali
superoksit tarafindan olusturulan DNA hasarinin indiklenmesini arttirarak
onunla birlikte calisir.

RNS’nin Kimya ve Biyokimyasi:

Nitrik oksit (NOe) c¢ok yonli bir reaktif radikaldir.
Ndrotransmisyon, kan basinci diizenlenmesi, savunma mekanizmasi, diz
kas gevsemesi ve immun regulasyon gibi pek ¢ok biyolojik stirecte 6nemli
bir oksidatif biyolojik sinyal molekiildiir®®. NOe biyolojik dokularda
spesifik nitrik oksit sentaz (NOSs) enzimi tarafindan Uretilir. NOS, bes
elektronluk yukseltgenme reaksiyonu ile L-arginin’den L-sitrulin ve NOe
olusturur®?";

L-Arg + NADPH + H" + O, — NOHLA + NADP" + H,0
NOHLA + ¥ NADPH + % H" + O, — L-citrulline + %2 NADP" + NOe + H,0

Reaktif nitrojen tdrlerinin asir Uretimine nitrosatif stres
denir?®. Nitrosatif stres, nitrosilasyon reaksiyonlarina neden olur ve protein
yapilarinda degisiklikler meydana gelir. Bu sebeple proteinler normal
fonksiyonlarini yerine getiremezler.

NOe vyarilanma Omri sulu cozeltilerde sadece birkag
saniyedir”®. Ortamda disik konsantrasyonda oksijen varsa NOe daha
uzun sdre istikrarh kalabilir (yarlanma stresi > 15 sn). Bununla birlikte
sulu ortamda ve lipit icerisinde c¢Ozunebilir ve kolaylikla sitoplazma ve
plazma membranina diftize olabilir. NOe santral sinir sisteminde néronal
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iletim Gzerinde etkilidir. Hucrelerarasi boslukta NOe oksijen ve su ile
reaksiyona girerek nitrat ve nitrit anyonlarina donusur.

immun sistem hiicreleri, inflamatuar siirecin oksidatif yanma
ile tetiklenmesi sirasinda hem stperoksit anyonu hem de nitrik oksit dretir.
Bu sartlar altinda superoksit ve nitrik oksit anyonu birlikte reaksiyona
girerek daha oksidatif aktif bir molekil olan peroksinitrit anyonu (ONOO )
olustururlar. ONOO , DNA ayrismasina ve lipit oksidasyonuna sebep
olabilir®®:

NOe+ 02 ___, ONOO

Nitrik oksit bazi gecis metal iyonlarina kolaylikla baglanabilir.
NOe fizyolojik etkilerinin ¢ogunu guanilat siklaz enziminin Fe(ll)-hem
grubuna baglanmasi sonucunda gosterir.

Fe(ll) + NO» __, Fe(ll)-NO

Nitrik oksit pek ¢ok radikalle hizl bir sekilde reaksiyona girer.
Buna tirozin radikalini 6rnek verebiliriz. Buna karsilik pek cok radikal
olmayan bilesiklerle reaksiyon vermez.

2.2 Metal indiikleyici Oksidatif Stres

Pek cok calisma metallerin toksik ve kanserojen oldugunu,
biyolojik sistemlerde reaktif oksijen ve nitrojen tirlerin olusmasinda rolu
bulundugunu sdylemektedir*®3!=°. Metal aracilikli serbest radikal olusumu
DNA bazlarinda cesitli modifikasyonlara, lipit peroksidasyonunda artiga,
kalsiyum ve sulfidril homeostazina neden olabilir.

Demir:

Hayvansal ve insan kaynakl yapilan calismalardaki bilgiler
gOstermistir ki;  vicuttaki demir oraninin yiksek olmasi ile vaskuler
hastaliklar, kanser ve bazi ndrolojik hastaliklarin goérilme olasiliginin
artmasl arasinda iliski vardir*”®. Demirin normal fonksiyonlarindaki asiri
artis (dokulara oksijen tasimasi) sonucu demir aracilikli ROS olusur. Bu
da DNA ile lipit hasarina neden olur. Demirin indiklemesi sonucu olusan
DNA hasari kanser gelismesinde onemlidir ve kanser hiicrelerinin demire
yanit olarak hizl gelistigi bilinmektedir®.

Bakir:

Bakir bazi endojen antioksidan enzimler icin esansiyel bir
bilesendir. Diyetle alinan bakir seviyesinin kanser gelisimine etkileri cesgitli
calismalara konu olmustur®. In vivo ve in vitro calismalar gostermistir ki
bakir (bakir tuzlari) genotoksik degildir*'. Fakat yiiksek bakir iceren
cevrede bulunan timoérun kolayca gelistigini gosteren in vitro caligsmalar
vardir*?*,



Krom:

Krom (ll) dogada bulunur ve kan glukozunun
duzenlenmesinde rol alan 6nemli bir esansiyel elementtir. Krom (VI) ise
yilksek dozda toksik ve karsinojenik olma potansiyelindedir***°. Yalniz
krom (VI) in vitro DNA veya izole edilmisg nukleus ile dogrudan reaksiyona
girmez. Fakat hicre icerisine girdiginde (hicresel indirgeyicilerin
varliginda) krom-DNA birlesmesi, DNA-protein ve DNA-DNA capraz
baglari ve oksidatif hasara neden olur'®.

Kobalt:

Kobaltin kalp igin toksik oldugu bilinmekte ve yuksek
miktarlarda  verildiginde hayvanlarda  karsinojenik  oldugundan
suphelenilmektedir. Kobalt sllfat teneffis eden rat ve farelerde
alveolar/bronsiyal neoplazm ve inflamasyon spektrumu, solunum
alanlarinda fibrotik ve proliferatif lezyonlarin gérilme sikhigi artmistir®’.
Co(ll) enjekte edilen ratlarda, Fenton reaksiyonu yolu ile olusan hidroksil
radikali oksidatif DNA baz hasarina neden olur’®. Ayrica kobalt'in DNA
tamir surecine engel oldugu bulunmustur®®. Fakat eser miktarda kobalt
diyetle alinmak zorundadir ¢iinkii vitamin B12 yapisinda bulunur®.

Vanadyum:

Vanadyum gecis metal elementidir, cesitli oksidatif
durumlarda meydana gelir ve serbest radikal olusum reaksiyonlarinin
icerisinde yer alr*,

Kadmiyum:
Kadmiyum oldukga toksik bir metaldir. Tek basina dogrudan

serbest radikal olusturmaz fakat dolayl olarak stperoksit radikali, hidroksil
radikali ve nitrik oksit olusturdugu rapor edilmistir>. Bazi calismalarda
hidrojen peroksit (nonradikal) olusturdugu bulunmustur ve hidrojen
peroksitte Fenton reaksiyonu yoluyla 6nemli bir radikal kaynagidir>3.

Arsenik:

Arsenik (arsenik trioksit, As;Os3) iyi bilinen bir zehir ve
insanlar i¢in kanserojen oldugu ispatlanmis bir maddedir. Pek ¢cok ¢alisma
arsenigin hucre ici metabolizmasi sirasinda serbest radikal olugturdugunu
gostermigtir. Arsenik aracili ROS olugsumu karigik bir sirectir ve stiperoksit
(Oz9), singlet oksijen (*O.), peroksil radikali (ROOs), nitrik oksit (NOs),
hidrojen peroksit (H20,), dimetilarsinik peroksil radikali ([(CH3),AsOOQ¢]) ve
dimetilarsinik radikali ((CHs)2Ase) gibi degisik ROS olugsumlarini igine
almaktadir®.

Nikel:

insan icin kanserojen bir maddedir ve bunu mutajenik
mekanizmalardan daha ziyade DNA metilasyonu ve sikismasini arttirma
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yoluyla gen ekspresyonunu degistirerek yapar>. Cozillemeyen nikel siilfit
tozlan ve nikel oksitler, nikel karbonil buhari ile ¢6zilebilen aerosoller olan
nikel siilfat, nitrat ve klorit potensiyel karsinojen olan nikel bilesikleridir>®

Serbest radikal hasar GrUnleri Sekil 1'de, reaktif turlere
maruz kalma suresine gore hicresel cevap Sekil 2’'de gosterilmistir.

Patolojik Ksenobiyotikler
diizensizlik R
‘ Serbest radikaller
R.
Metabolik

" 0;
siirec \ /
0,",OH', '0,

——— = Antioksidanlar

reaktif oksijen
tiirleri
Okside / \ Ok‘side . Y COOH
niikleik asitler //‘ aminoasitler ks
2
f on
Okside
niikleotitler H,0,
o o-tirozin
N
N
*.)i > OH
HNT N7 N Y OH
R —
. 5 . COOH
8-hldl‘0(];$1-gudnozm lipit peroksitleri m
/YN/E/ R OH OH
N
OH OOH
A 8-izoprostan
\ (8-epi-PGF,)
timidin glikol alkanlar aldehit

driinleri

konjuge
dlenler / \

o, B-doymamig

aldehitler
) ¢ n-aldenitler
K) OH
R0 RO
malondialdehit

trans-4-hidroksialkenal

Sekil 1: Serbest radikal hasari triinleri®’. Serbest radikaller cesitli makro molekiillerle

(6rn: DNA, hiicre membranlari, proteinler) reaksiyona girerler ve sonunda pek ¢ok farkl
molekllerin olusmasina neden olurlar.



Cok Dinlenme halindeki hiicre
indirgenmis Genellikle indirgenmis (yliksek
konsantrasyonda GSH, askorbat, vs.)
Bazi okside mikrogevreler, 6r: ER

Hafif oksidatif stres

A

Cogunlukla Ca* artisi ve protein
fosforilasyonunu ile uyarilan doku ¢ogalmasi

Daha fazla oksidatif stres

A

A

RS tarafindan daha fazla
mitokondrial/oksidatif hasar ve agsiri caun
neden oldugu mitokondiral permiabilite
gegisi ve/veya sitokrom C salinmasi. Asiri
DNA hasari hiicre dongiisini durdurur
(6rn. p53 proteini ile) ya da apoptozisi
baslatir.

Oksidatif hasar seviyesinde artma °. Transkripsyon faktorlerinin
Oksidatif hasarin erken déneminde serbest aktivasyonu. Uyarlamali cevap.
o kalan gecis metal iyonlari serbest radikal Koruyucu sistem seviyesinin
§ reaksiyonlarini katalizlerler. Bazi metaller P yikselmesi (6rn. saperonlar,
= DNA baglanabilir ve OHe yoluyla hasar antioksidan enzimler, HO-1,
© verebilir. lyon transferindeki oksidatif ferritinin demir depolamasi) ve
% hasardan dolayi serbest ca'? anormal hiicrenin sonraki saldirilara karsi
=3 derecede artar. daha direngli olmasi. Hiicre
> déngusinin durmasi ve DNA
g hasarinin tamirine izin vermesi
o
2
3
k7
[
(]
o4

Koruyucu sistem
hatasi

l Daha fazla oksidatif stres

Ciddi oksidatif hasar/mitokondrial hasar ya
da asiri DNA hasari (6rn. p53ile)
cogunlukla apoptozis baglamistir.

Apoptozis durur. Cok kétl hasarli
v Asiri oksidatif stres hiicreler hayatta kalir, nekrotik hiicre
6limu, son metal iyonlari salinir ve
Cok Aktif bolgelerindeki —SH gruplarinin o| diger toksinler cevredeki hiicrelere
oksitlenmis oksidasyonu ile Kaspazlar kapanir 4, zarari (oksidatif hasari) yayarlar.

Sekil 2: Reaktif tlrlere maruz kalma siresine gére hiicresel cevapss. Dusuk
seviyedeki reaktif tlrlerin stimile ettigi cogalma ile coklu protein fosforilasyonunun
artmasi arasinda bir iliski vardir. Cuinkl reaktif turler, protein fosfataz enzimlerini inaktive
eder® ve bazen de protein kinaz aktivitesini arttirr®®. Hiicre genellikle indirgenmis bir
ortamda bulunur, 6zellikle mitokondri GSH/GSSG>100 ve sitozol GSH/GSSG>100'dr.
Fakat endoplazmik retikulum Iimeni daha oksidedir GSH/GSSG=3. Cinki protein
katlanmalan ve disulfit kdprilerinin olusabilmesi icin okside bir ¢cevreye ihtiya¢ vardir.
! Reaktif tir ortak bir terimdir ve reaktif oksijen, nitrojen, halojen ve stilfir tirlerini igerir.
ROS oksijen merkezli radikalleri (hidroksil, siperoksit, peroksit vb) ve bazi radikal
olmayan oksitleyici ajanlari ve/lveya kolaylikla radikale doénisebilenleri (peroksinitrit,
hipoklordz asit vb) icerir. RNS nitrik oksit, nitrojen dioksit radikalleri ve radikal olmayan
nitril klorit ile nitroksil anyonu’nu barindirir. Birgok reaktif tlir (hepsi degil) glicli oksitleyici
ajanlardir, DNA ve diger biyomolekiillere hasar verebilirler. > Oksidatif stres antioksidanlar
ile reaktif turlerin seviyesi arasindaki dengenin reaktif tir lehine bozulmasidir ve ciddi
hasarlara sebep olur. * Reaktif tirtin dogrudan saldirisi sonucu biyomolekiillerde oksidatif
hasar olusur. Bu durum, hiicredeki hasar orani ile tamir ve hasarli biyomolekillerin yerine
konulmasi orani arasinda denge ile kontrol edilir. Kasgaz aktivitesi, reaktif tir tarafindan

etkilenen hicre ici pH degisimleri ile kontrol edilebilir®®.
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2.3 Biyomolekullerin Oksidatif Hasar1
2.3.1 Lipit Peroksidasyonu

Serbest radikaller htcre icerisinde DNA, protein ve htcre
membrani gibi degisik molekullere zarar verir ve lipit peroksidasyonu tim
bu zarar goren molekiller icinde belki de en fazla arastirilan surectir.
Membran fosfolipidlerinin ¢ok oldugu alanlar radikallere, ozellikle ROS’a
karsgi hassastir. Radikaller bu noktalardan htcre ici hedeflerine kolaylikla
ulasabilirler ve orada oksidatif hasara neden olurlar. Ozellikle coklu
doymamis yag asitleri (PUFAS) serbest radikal reaksiyonlarina kargi ¢ok
dayaniksizdir®*®. Yag asitlerindeki lipit peroksidasyonu radikal zincir
reaksiyonuna neden olur.

Lipit peroksidasyon sureci U¢ agsamadan olusur: baslangic,
cogalma ve sonlanma (Sekil 3)°°°. Zincir ici yer degistirme reaksiyonlari
ile hidroksil radikalleri yeniden duzenlenebilirler. Bu yolla peroksidasyon
surecinin son drunlerinden biri olan malondialdehit (MDA) olusur (Sekil
3)%. Lipit peroksidasyonun bir diger onemli son Urdnd ise 4-hidroksi-2-
nonenal (4-HNE)'dir (Sekil 3). MDA, bakteri ve memeli hucreleri icin
mutajenik iken ratlar icin karsinojeniktir. MDA, DNA bazlar G, A ve C ile
reaksiyona girerek M;G, M;A ve M;C olusturur (Sekil 3). 4-HNE ise daha
az mutajenik olmasina ragmen daha toksik bir trtinddr. Ayrica 4-HNE'nin
sinyal yollarina ¢ok gugclu etkileri vardir. Lipit peroksidasyonu otokatalitik
bir surectir ve sonlanmasi icin radikallerin birlesmesi (Re + Re —» radikal
olmayan uiriin) veya ortamdaki substratin tiikenmesi gerekir®*®’.

2.3.2 Protein Oksidasyonu

Amino asit yan zincirlerinin oksidatif modifikasyonu, reaktif
oksijen aracili peptid ayriimalari ve lipit ve karbonhidrat oksidasyon
artnleri ile reaksiyon sonucu protein oksidasyon urinleri ile protein
karbonil turevleri olugabilir. Proteinlerdeki tim aminoasit rezidulerinin yan
zincirleri iyonize radyasyon ve ROS/RNS ile olugsan oksidasyondan c¢ok
cabuk etkilenirler. Degisik ROS ve RNS ile etkilenme sonucu bazi
aminoasit rezidiilerinde su degisiklikler meydana gelebilir®®:

Arjinin —» Glutamik semialdehit,

Glutamat—» 4-hidroksi-glutamat,

Histidin —» 2-oxo-histidin,

Tirozin — 3,4-dihidroksi fenilalanin, tyr-tyr capraz bagi, 3-
nitrotirozin,

Valin —» 3,4-dihidroksi valin,

Sistein —» cys-S-S-cys, cys-S-S-R disulfid

Prolin —» Glutamik semialdehit, 2-pyrrolidone-4-hidroksi prolin
Methionin — methionin silfon ve sulfoksit.
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Sekil 3: Lipit peroksidasyonunda cesitli yollar®’. Coklu doymamis yag asidindeki
metilen gruplari oksidasyondan ¢ok cabuk etkilenirler. Yapidaki hidrojen atomlari radikal
(Re) ile etkilesime girer ve yapidan ayrilarak karbon merkezli radikal 1« olusur (Reaksiyon
1). Karbon merkezli radikal molekuler oksijen ile reaksiyona girerek peroksil radikalini
olusturur (Reaksiyon 2 ve 3). Peroksil radikali c¢ift bagin sonunda bulunuyorsa (3¢)
hidroperoksite indirgenir ve bu molekil metal yoklugunda nispeten daha stabildir
(Reaksiyon 4). Peroksil radikali zincir icerisinde yer aliyorsa (2¢) yer degistirme
reaksiyonu ile bitisiginde siklik yapida yeni bir karbon merkezli radikal olusturur
(Reaksiyon 5). Bu yapi ya bir basamak daha indirgenerek hidroperoksite dénisir
(Reaksiyon 6) ya da ikinci bir yer degistirme reaksiyonu ile bisiklik peroksite donisur
(Reaksiyon 7). Bu malondialdehite (MDA) dénismeden dnce olusan ara bir molekuldir
(Reaksiyon 8). MDA DNA bazlan G, A ve C ile reaksiyona girebilir (Reaksiyon 9-11).
Peroksil radikali zincir icerisinde yer alan yapi (2¢) yer degistirme reaksiyonundan bagka
komsu yag asidi molekuliinden hidrojen alarak lipit hidroperoksiti olusturabilir (Reaksiyon
12). Daha sonra redoks metallerle reaksiyona girerek alkoksil radikali (RO¢) (Reaksiyon
13) ve sonrasinda ayrilarak gaz halinde pentan olusabilir (Reaksiyon 14). Pentan lipit
peroksidasyonu icin iyi bir belirtectir.

Bundan bagka proteinlerin prolin, histidin, arjinin, lizin ve
sistein rezidileri redoks metallerle oksidasyona ¢ok hassastirlar®’

Protein karbonil gruplarn pek c¢ok degisik mekanizma ile
olugsmaktadir ve gelisen teknoloji ile yuksek hassaslikta olcumler
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yapilabilmektedir. Protein karbonil gruplari konsantrasyonu ROS aracili
protein oksidasyonu icin iyi bir belirtectir ve romatoid artrit®®, Alzheimer™,
solunum yetmezligi’*, Parkinson’® ve ateroskleroz’® gibi hastaliklarda
arttigr goézlenmistir.

Protein oksidasyonu ile yasa bagl hastaliklar ve yaslanma
arasinda iliski oldugunu gosteren baska calismalar da vardir™®™. Hayvan
calismalarina goére yaslanma surecince proteinlerin okside formlarinin
birikmesi s6z konusudur. Bu birikim cesitli sebeplerle olabilir; (i) kararl
(steady-state) durumunda ROS/RNS dizeylerinin artmasi ve/veya
organizmada  antioksidan  kapasitenin  azalmasi; (i)  proteaz
konsantrasyonunun azalmasi ve/veya proteaz inhibitorlerinin artmasina
bagl olarak okside proteinlerin parcalanma kapasitesinin azalmasi®’

2.3.3 DNA Hasari

ROS hucredeki hemen hemen bitin yapi ve molekdlleri
etkiler. Fakat DNA ana hedefidir, bu sebeple de yaslanma ve kanser ile
ilgilidir"®. ROS; tek veya cift zincir DNA kirngina, pirin ve pirimidinlerde
modifikasyonlara, deoksiriboz-fosfat iskeletinde hasara, DNA-protein ve
DNA-DNA capraz baglantilarina neden olabilir. DNA hasari
transkripsiyonun  indiklenmesi veya durmasi, sinyal yollarinin
induklenmesi, replikasyon hatalari ve genomik instabilite ile sonuclanir.
Bitiin bunlar da karsinogenez ile iligkilidir’".

Oksidatif baz modifikasyonlari mutasyon ile sonuclanabilir.
Halbuki deoksiriboz parcalarinin oksidasyonu baz salinmasina ve DNA
zincir kingina sebep olabilir®*®3.  Singlet oksijen guanini kolayca
oksitleyebilir ve guanin DNA'daki en kolay oksitlenebilen bazdir®*®°
Hidroksil radikalinin DNA molekdlinin batin bilesenleri ile reaksiyona
gll’dlgl bilinir: pdrin, pirimidin bazlarina ve deoksiriboz iskeletine hasar
verir®’. Hidroksil radikali dort bazdan birgcok urin olusturabilir, 6r. 5-
hidroksimetilurasil, 8-hidroksiadenin, timidin glikol vb”’, ancak guanine belli
pozisyondan saldirir® (Sekil 4).

O

0O
HN N\ 'O H 3 >< ()kslddsy(m | N\>_ OH
HNT NN N

‘OH radlkah guaninin S-hldroksiguanin

guanin (G) . L.
C8 pozisyonundan birlegir (8-OH-G)

Sekil 4: Guanin’in hidroksil radikali ile reaksiyonu®’

8-OH-G insan idrarinda bulundugu ilk kez Ames ve ark.
tarafindan gosterilmistir®®. Bu okside DNA {riinti 6nemlidir cunkd hem
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mutajenik  hem de karsinojenik forma kolaylikla donusebilir.
Organizmadaki oksidatif stres icin iyi bir belirtectir, karsinogenez igin ise
potansiyel bir belirtectir. 8-hidroksiguanin keto-enol tautomerizme ugrar ve
bu nedenle de birkag isimle anilir. Bunlar 8-hidroksiguanin (8-OH-G) ve 8-
oxoguanine (8-oxoG)'dir. Normal bir hicrede bu baz modifikasyonu
yaklasik olarak 10° guanin bazindan birinde meydana gelir. Hem idrarda
hem de |okositlerde iyonize radyasyon, karsinojenik ve ekzojen kaynakli
ROS’a bagl oksidatif DNA hasarina bagh olarak gorilebilir*. Sigara, diger
ROS kaynakl karsinojenler oksidatif DNA hasarini arttirirlar ve idrarla 8-
0x0-G atihimi %35-50, l6kositteki orani ise %20-50 oraninda artar®’.

ROS’tan bagka reaktif nitrojen, klorin, bromin ve sulfur tarleri
de DNA'ya saldirarak hasar yapabilirler®® . RNS, o6rn. peroksinitrit ve
nitrojen oksit DNA hasari yapabilirler®®. Peroksinitrit guanin ile reaksiyonu
sonucu 8-nitroguanin olugturur (Sekil 5). Bu yapidan dolay1 G:C —T:Alle
yer degistirebilir. DNA'da bu lezyonun stabilitesi kisa surelidir ancak
RNA’da bu nitrojen baglanmasi stabildir. 8-nitroguanin ile karsinogenez
siireci arasindaki baglanti tam olarak bilinmemektedir®”. Reaktif klorin
turleri klorinat sitozin ve adenin olabilirler™®. Reaktif tiirler protein ve lipitleri
etkileyerek DNA hasarini daha da kotilestirebilirler (Sekil 6).

H RNS . H NO2

H2

H2 H H
Guanin 8-Nitroguanin

Sekil 5: Guanin’in RNS ile reaksiyonu®

Hasar g6rmis DNA endontkleaz ve glikozilazlarca
deoksinukleotid ve bazlarin uzaklastiriimasi ile tamir edilebilir (Sekil 7).
Bazlar dogrudan idrarla atilirken, deoksintkleotitler mono-nukleozitlere
metabolize olduktan sonra idrarla atilir®®,

Bunlara ek olarak mitokondrial DNA (mtDNA)’'nin oksidatif
hasari karsinogenez surecinin de i¢inde bulundugu cesitli hastaliklarda
énemli rol oynayabilir®. Kompleks I, lll, IV ve V'e ait mitokondrial genlerin
desifre edilmesi sirasindaki degisiklikler ve mutasyonlar, mitokondrial DNA
tzerindeki degisiklikler cesitli kanserlerde tespit edilmistir. Mitokondrial
DNA’nin nikleer DNA'dan daha fazla oksidasyona ugramasini soyle
aciklayabiliriz®: (i) mitokondri fizyolojik sartlarda oksijenin ~ %5'ini
superoksit anyonuna ve sonrasinda da hidrojen perokside donagturar; (ii)
MtDNA'nin tamir kapasitesi sinirhdir, bu nedenle hasarli nukleotid
tamamen cikartilamaz; (iii) mtDNA histonlar tarafindan korunmaz.
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»  DNA/Kromatin yapisinda degisiklikler |«
2 4
A 4
1 DNA/Kromatinde
Lipit peroksidasyonun |« konformasyonal degisiklikler
uyariimasi
Kanserojenlerin aktivasyonu
A A
5 A g . .
DNA polimeraz ve DNA tamir
Reaktif Turler > enzimlerinin * etkinliginde azalma
4 (oksidatif protein hasari ve anormal
DNA sekli)
A

Duzenleyici enzimler ve
transkripsiyonel faktorlerde
indiraenme/yikseltgenme

A

Huicre biyimesinin uyariimasi
Apoptozisin baskilanmasi <
Metastazin ilerlemesi

DNA/Kromatinde degisiklik
A A
Baz/Seker/Kromatin'de DNA/Kromatinde
kimyasal degisiklik konformasyonel degisiklik *
A y y A
“hot spot” Yanhs H Replikasyonun Hatali Hatali gen
mutajenisite baglanmalari engellenmesi replikasyon ekspresyonu
artisi
A
A 4 A Karsinogenezin
AP lezyonu “error-prone” kolaylasmasi
baz kaybinda bypass
artis
A
Mutasyon
<

Sekil 6: Reaktif turlerin kanser geligsimini kolaylagtirmasini gosteren bazi yollar58.
Ustteki sekil: 1.Dogrudan DNA'da oksidatif hasar. 2.Lipit peroksidasyonu son Uriinlerinin
(6r. MDA, 4-HNE) DNA bazlarina mutajenik baglanmasi. Radikallerde (ROs ve RO,¢) lipit
peroksidasyonu stiresince DNA'ya saldirida bulunur. 3.Reaktif tirler pro-kanserojenlerin,
DNA bazlari ve fosfat gruplarn ile kovalen bag yapabilen “ultimate kanserojen’e
doénismesine yardimcl olabilir. Bazilari ise daha gugla reaktif tirlerin olusmasina neden
olabilir. 4.Reaktif tirler kromatin proteinleri, DNA tamir enzimleri ve DNA polimerazlar gibi
proteinlerin hasarina neden olabilir ve bu durum replikasyon hatasi gorilme oranini
arttirabilir. 5.4-HNE pro-proliferatifdir ve giicli bir redoks modiilatérdiir®™ ve bazi diger lipit
peroksidayon Grinleri de benzer etki gosterebilir®. Alttaki sekil: Reaktif turlerin aracilik
ettigi DNA degisimi nasil mutasyona neden olabilir? *Baska muhtemel bir mekanizma ise
(burada gosterilmemisgtir) reaktif tiirler gen metilasyonunu etkileyebilir.

14



non-spesifik endoniikleaz DNA glikozilaz
DNA yiizeyini uzaklastirr spesifik bazi uzaklagtirir

0% 6 065505500
QLQ9ePL LIQPLQ 9QPLQ 9PLYQPLY

¢ +
‘ Hasarh baz
Hasarh deoksiniikleozid /

idrar

Sekil 7Z: Nonspesifik endonikleazlar ve spesifik glikozilazlarca DNA hasarinin
tamiri

DNA’nin dogrudan kimyasal modifikasyonu reaktif oksijen /
nitrojen / klorin tirlerinin zarar verme yollarindan sadece biridir ve bu
durum mutasyonlara ve Kkarsinojenik durumlarin ilerlemesine neden
olabilir®®®. Bazi reaktif tirler (6r. H,O,, O,¢ ) diisiik dizeylerde hiicre
cogalmasini stimille ederken yiiksek diizeylerde bunu durdurmaktadir®®.
Reaktif tirlerin indukledigi lipit peroksidasyonu sonucu olusan son urunler
(6r. MDA ve doymamis aldehitler) DNA'ya baglanarak mutajenik lezyonlar
olusturabilirler'®*%?. DNA polimerazlar’®'®® ve tamir enzimleri® reaktif
turler tarafindan hasara ugratilabilir, replikasyonun dogrulugu azalabilir ve

lezyonlarin tamiri yavaslayabilir.

Tablo 2: Oksidatif hasar tamiri*®*

Hasar gdren yapi

Tamir sistemi

DNA

OHe DNA’nin bitiin bilesenlerine
saldirirken singlet O, guanin’i tercih eder.
H,O, ve O, DNA'ya saldirmazlar.

Proteinler

Bircok ROS —SH gruplarini okside edebilir.
*OH radikali bircok aminoasit rezidiisiine
saldirir. Proteinler cogunlukla gecis metal
iyonlari ile baglanarak, *OH radikalinin
hedefi haline gelirler.

Lipitler
Bazi reaktif oksijen turleri (O, ve H,O, dahil
degil) lipit peroksidayonunu baglatabilir.

DNA ligaz, 8-hidroksideoksiguanozin
glikozilaz ve apurinik/apirimidinik
endonukleazlar gibi pek ¢cok enzim
DNA'daki anormallikleri fark eder ve onlari
cikararak uzaklastirir, tekrar sentezler ve
DNA zincirine tekrar dabhil eder.

Okside metionin rezidileri metionin
sulfoksit rediiktaz enzimi ile tamir edilir.
Okside proteinler belirlendikten sonra
hiicresel proteazlarca yikilr.

Zincir kirici antioksidanlar (6zellikle alfa-
tokoferol) zincir uzatici peroksil radikallerini
uzaklastirirlar. Fosfolipit hidroperoksit
glutatyon peroksidaz ve bazi fosfolipazlar
membrandan peroksitleri uzaklastirabilir.
Normal membran dongisu hasarli lipitleri
uzaklastirabilir.
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2.4 Oksidatif Stres ve Kanser
2.4.1 Reaktif Turler ve Hucre Proliferasyonu

Reaktif turler hicre davraniglarini birgok yolla etkilerler.
Reaktif turlerin tipi ve dizeyi, ne kadar streyle maruz kalindigi, bunlari
ortadan kaldiracak olan htcrenin antioksidan savunma duzeyi ve oksidatif
hasari duzeltecek olan hicrenin tamir mekanizmasinin aktivitesine bagh
olarak hucre bu reaktiflerce degistirilir. Bunun sonucunda proliferasyonda
artig, hucre dongusuinde durma, yaslilik, apoptozis ve nekroz gorulebilir
(Sekil 2). Reaktif turler kanserin baslamasi, yukselmesi ve ilerlemesi
asamalarina katilir ve boylece bunlarin etkisiyle hiicre dongusu, gen
ekspresyonu, dogrudan veya dolayli DNA hasari ve apoptozis ve diger
sekillerde hicre olumu gerceklesir (Sekil 2). Reaktif tarlerin duzeyi
hicrenin normal proliferasyonundan hiicre donginiin durmasina gecisinde
(veya hticreye 06zgu baska olaylarin baslamasinda) “salter” gorevi gordr.

d Normal p53 Antioksidan Mutasyonlarin

)‘W genler » YROS engellenmesi
. B —— veya tamiri
 —

hafif stres / yok
geri dontsiimlii hasar

R

Normal hiicre biiyiimesi

b Normal p53
Mutasyonlu
hiicrelerin
Pro oksidan

}‘"W genler —> ’ ROS ayiklanmasi

artmig stres / —
onarilamaz hasar Hiicre 6liimii / yaglanma

C Mutant p53 — € g
D53 Mutasyonlarin < ?

birikmesi .
* AROS | —- M -
JAORW. L‘:‘

— Tlmor blyamesi

Sekil 8: p53 proteinin pro- ve antioksidan fonksiyonlari*®®

a) Stres olmadiginda veya hafif streste, distik diizeyde p53 bazi genlerin ekspresyonu
saglar. Bunlar antioksidan proteinleri desifre ederler ve reaktif tirlerin dizeyi azalir. p53
DNA tamirini de kolaylastirir. b) Siddetli veya siresi uzamig stresten sonra p53
aktivitesinde gorilen artis reaktif tlirlerin ¢esitli mekanizmalarca olusmasina sebep olur.
Bunun sonucunda reaktif tir seviyesinde artis olur ve bu durumda yaslilik veya 6lim
strecine katkida bulunur. Her iki mekanizma da timoér baskilanmasina katki saglar. c)
p53 fonksiyonunun kaybolmasindan sonra malign timérde hiicre ici reaktif tir seviyeleri
artar, DNA hasari ve mutasyon oranlari yikselir. Bu onkogenik degisikliklere karsilik
olarak p53'ln indiikledigi apoptozisin yetersiz kalmasi sonucunda kanser gelisir.
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p53 ve Reaktif Turler:

p53’ln kanser ve reaktif turler ile olan yakin iligkisi sekil 8'de
gosterilmistir'®. ilk olarak; normal diisiik diizeydeki p53 aktivitesi hiicresel
antioksidan savunmanin sdrdarulmesini, okside peroksiredoksinleri
rejenere edecek olan MnSOD, GPx1 ve proteinlerin genlerinin
trankripsiyonla desifre edilmesini saglar. ikinci olarak; reaktif tiirler p53
aktivitesini arttirabilir. Boylece ras onkogenlerin ekspresyonu O+~ Uretimini
hizlandirabilir ki bu durum bazi durumlarda p53 aktivitesini arttirirken
yaslanmay tetikleyebilir. Uclincli olarak; yuksek p53 aktivitesi bazi
mekanizmalarla reaktif tlrlerin tretimine neden olabilir ve bu reaktif tirler
bazen p53’ln sitostatik ve pro-apoptotik etkilerine katkida bulunabilir.

Fakat cok fazla okside reaktif tiriin olugmasi p53 aktivitesini
inhibe eder. p53 on tane sistein rezidusu igerir ki proteinin aktif olabilmesi
icin bunlardan bazilarinin ¢inko iyonu ile bag yapmasi gerekir. Sistein’in
oksidasyonu p53’Un transkripsiyon faktor etkisini inhibe eder.

2.4.2 Apoptozisin Reaktif Turler ile Duzenlenmesi

Ilimh duzeydeki reaktif tarler (“ihmli” seviye hiicre tipine goére
degisebilir) normal hticrelerde apoptozisin ilerlemesine (Sekil 2) veya
hiicre 8limiine neden olur'®®!’. Fakat bazi malign hiicrelerde reaktif tiirler
tam karsi bir etki yapabilirler. Ornedin melanoma M14 hiicresinde
CuzZnSOD’un asiri ekspresyonu ile disen O, apoptozisi ilerletirken
CuZnSOD seviyesinin dilsmesi ile apoptozis inhibe olur®".

Bazen kaspazlarin oksidatif inaktivasyonu gerceklesebilir
(Sekil 2). Bazi hucrelerde artmis O, seviyesi sitozolik pH'in da
yiikselmesine neden olur ki bu durumda kaspaz aktivitesi engellenir®.
Buna karsi H,O, sadece DNA'ya saldirarak (gecis metal iyonlarn ile
reaksiyona girerek doniistigii O,+~ DNA hasari yapar™) degil mitokondri
hasari ve sitozolik pH’'I duslrerek de apoptozisi ilerletebilir. Oy~ ve
H,O2'nin hicre pH'1 Gzerindeki arttirma ve azaltma etkileri hicre
membraninda bulunan Na*/H* sistem ile olabilir®>. Bagska bir mekanizma
da ise reaktif tirler PTEN'i (fosfataz ve tensin homolog; tumor baskilayici
gen) inaktive ederler. Bu durum Akt (protein kinaz B; sinyal molekill)
yolunun aktivasyonunu arttirir ki hiicrenin hayatta kalmasini saglar*®®.
Fakat Akt sinyal yolunun karsinojenik surec ile olan iliskisi karmasiktir,
ornegin bazi calismalar gostermistir ki bu yolun aktivasyonu invazyon ve
metastazi baskilayabilir*®®.

2.4.3 Metastaz ve Reaktif Turler

Reaktif tdrlerin  hicresel etkileri pek c¢ok laboratuar
calismasinda gosterilmigtir. Peki, gercekten kanserle iligkili midir? Bazi
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calismalara gore invazyon ve metastazla iliskilidir'®®*'®. Reaktif tiirlerin
degisik etki mekanizmalarindan biri integrin ekspresyonunu ayarlamak,
bagka bir tanesi ise “anoikis”i (hicrenin normal cevresi ile iligkisinin
kesilmesi ve apoptozisin baslamasi) baskilamaktir. Hucre yuzeyi
morfolojisinin degismesi, hicre ici iletisim, hicre hareketi ve vaskuler
gecirgenligin artmasi metastazin kolaylagsmasini temin eder. Ayrica
ekstraseliiler matriks, tiimor hiicreleri ve fagositler 6zellikle makrofajlar*®
tarafindan salinan matriks metalloproteinazlarca (MMP) bozulur. MMP
reaktif turler tarafindan aktiflestirilir™. MMP enzimleri serbest kalan
blyume faktorlerinin matriks bilesenleri ile baglanmasini saglayabilir.
Ornegin MMP3 (stromelsyin-1) diizeyi bircok meme timérinde yikselir.
ROS urunlerinin yukselttigi bu enzime maruz kalan fare meme epitelyum
hiicrelerinde oksidatif DNA hasari ve genomik instabilite gorulmistirt*.
insan metastatik prostat kanser hiicrelerinde primer malign hiicreye goére
daha fazla reaktif tirlerin Griinii varligi tespit edilmistir**®. Ayrica 8-OHdG,
4-HNE ve 3-nitrotirozin daha yiiksektir*'’.

2.4.4 Malign Hucrelerde Pro-Oksidan Durum

Bazi malign hicreler apoptozisi baskilamak, proliferasyonu,
metastazi ve anjiyogenezisi arttirmak ve genetik instabiliteyi ilerletebilmek
icin ROS'u kullanr®!90110-115118-120 "Bireqk malign hiicre kiltiriinde yiiksek
dizeyde ROS (retilmistir'?’. Fakat hiicre kilturlerindeki ROS,
kontaminasyonla mi artmig yoksa in vivo da malign hicrelerde ROS
yapimi gercgekten fazla mi, tartisma konusudur. Bazi aragtiricilar bu verileri
destekler sonuclar bulmustur. Ornegin, kronik lenfositik I6semi
hicrelerinden yeni alinan 6rneklerdeki ROS Uretimi normal lenfositlerden
daha yiiksektir'??. Fakat solid timérlerde, in vivo reaktif tirlerin Giretiminin
arttigini gostermek metodolojik yetersizliklerden dolayr zordur’®*?® bu
ylzden pek c¢ok arastirmaci ROS Uretimi yerine oksidatif hasar duzeyini
incelemigtir. Bircok calisma insan ve hayvan tumorlerinde 8-OHdG
seviyelerinin arttigini gdstermistir®124128,

Malign htcrelerde oksidatif hasar seviyesinin yukselmesi
cesitli nedenlerle olabilir: (i) reaktif tir olusumunun artigi ile antioksidan
savunmada degisiklik olmamasi; (ii) reaktif tir olusumunda degisiklik
olmamasi ancak antioksidan savunmada azalma; (iii) hicre dizeyinde
oksidatif hasar tamirinde hata olmasi ve hasarin artmasi; (iv) yukaridaki
kombinasyonlardan herhangi biri.

Reaktif Turlerin Olusumunda Artis:

Eldeki verilere gore en azindan bazi in vivo malign timdrler
normal hiicrelere gére daha fazla ROS uretmektedir’®®!1>120129130 pog
kaynaklari icinde lizil oksidaz'®, prolin oksidaz'®*!, mitokondrial O~

olugsumundaki artis ve NADPH oksidaz (NOX) sisteminin olusturdugu Oz¢~
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vardir®?, Ornegin bazi prostat kanserleri mitokondrial DNA mutasyonu

icerir ve mitokondrial ROS uretimi artar™>*,

DNA Tamir Oranindaki Degisim:

DNA tamirindeki hatalar ve DNA tamir enzimlerindeki olasi
polimorfizimler bazi kanserlerin baslamasina katkida bulunur®*. Ancak
bazi kanserlerde ise diger calismalardakinin tersine DNA tamir
enzimlerinin aktivitelerinde artis oldugu belirtilmistir***%’. DNA tamiri
bazen ileri evre timdrlerde down regule edilebilir, bu durumda genetik
instabiliteyi ve tiimér progresyonunu ilerletebilirt34+38139,

Antioksidan Savunmadaki Dedisim:

Kalttrdeki timdr htcreleri genellikle digik MnSOD aktivitesi
gOsterirler. Transenfekte edilmis MnSOD geni bu tip hicrelerde
(tamaminda degil) malign fenotipi baskilayabilir**®***. Bazi arastiricilara
gbre artmis MnSOD daha fazla H,O, uretir ki bu durum da (bazen p53
aktivasyonu ile) proliferasyonun inhibisyonuna neden olur. Buna uygun
olarak CAT fazla salgilanmasi bu hicrelerdeki MNSOD’un asiri etkilerini
engeller**'. Dénustirilmils hicrelerde CuZnSOD, CAT ve GPxl

aktivitelerinin duisuk oldugu da rapor edilmistir*™4,

Sonug olarak; en azindan bazi malign hicrelerde reaktif
turler in vivo olarak daha fazla yapilmaktadir. Antioksidan savunma ve
tamir aktiviteleri bazen yikselmesine ragmen bu artis reaktif turlerle bas
etmek icin yeterli degildir. Malign hticrelerde fazla miktarda bulunan reaktif
turler olasilikla bu hicrelerin kendi yararinadir. Fakat miktar belli bir
seviyenin Uzerine ciktiginda oksidatif hasar ciddi boyutlara gelir ve hiicre
fonksiyonlari bozulur (Sekil 2).

2.4.5 Oksidatif Stres, Hiicre Sinyal iletimi ve Kanser

Hucreler birbirleriyle iletisim halindedir ve ekstraseliler
uyaranlara karsi cevap verirler. Bu biyolojik mekanizmaya sinyal iletimi
denir****. Sinyal iletimi hiicre disarisindaki cesitli fonksiyonel elementlerin
hicre igcine gecisi ile bilginin saglanmasi surecidir. Sinyal iletimini
ekstraselller sinyaller baslatir, 6rnegin hormonlar, buylime faktérleri,
sitokinler ve norotransmittérler gibi*®. Sinyaller, transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonundan sorumludurlar. Bunlar hiicre cekirdegine gecerek DNA
Uzerindeki 0zel baglanma bdlgelerine baglanirlar ve RNA polimeraz Il
aktivitesini  duzenlerler. Bu sinyal iletimi kas kontraksiyonu, gen
ekspresyonu, hicre buyumesi ve sinir iletimi gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri

icerebilir**®,
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ROS turleri hiicre hasarina yol agmakla birlikte aslinda hicre
icindeki sinyal iletiminin ve dizenlenmesinin bazi safhalarinda dnemli bir
fizyolojik rol oynarlar**’. Yiiksek konsantrasyondaki ROS hiicre élimiine
veya nekroza neden olur. Buna karsilik dusik veya gecici
konsantrasyondaki radikaller hiicre ¢cogalmasina sebep olabilir. Dusuk
konsantrasyondaki O,*~ ve H,O, cogalmayi uyarabilir ve pek ¢ok htcre
tipinde hayatta kalma olasiligini arttirabilir. Bu nedenle ROS ikincil
habercilerin fonksiyonlarinda énemli bir fizyolojik rol oynayabilir*®. Ayrica
sitozolik kalsiyum konsantrasyonunun duzenlenmesi, protein
fosforilasyonunun dizenlenmesi ve bazi transkripsiyon faktérlerinin (NF-

kB ve AP-1 faktor ailesi gibi) aktivasyonunda rol alir**°.

ROS ve metal iyonlari 0©ncelikle fosfoserin/treonin-,
fosfotirozin- ve fosfolipit-fosfatazlari inhibe eder. Blyuk olasilikla onlarin
sistein rezidilerindeki salfidril gruplariyla etkilesime girerek (molekul igi
veya molekiiller arasi disilfit baglarini okside ederek) bunu yapar>***. Bu
yapisal degisim protein konformasyonunu degistirir ve bu da bazi sinyal
dizilerinde (6zellikle growth faktor kinaz-, src/Abl kinaz-, MAPK- ve PI3
kinaz’a bagll sinyal yollar) upregilasyona neden olur. Bu sinyal dizileri
redoks ile diizenlenen transkripsiyon faktorlerinin (AP-1, NF-kB, p53, HIF-
1, NFAT) aktivasyonuna neden olur.

Sitokin/
Biilyiime faktorii
reseptorleri
membran .
§ .:,CA'. q
o2, 4 & .".
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Sekil 9: ROS ve metal iyonlarimin indiikledigi sinyal yollan®
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2.5 Uc Evre Modeli ve Karsinogenez Mekanizmasi

Karsinogenez karmagik ve ¢oklu adimlar iceren bir siregtir.
Saghikh bir hiicre 6nce prekanserdz evreye son olarak da erken evre
kansere doniisir'*®. Karsinogenez icin birka¢ teori vardir. Eski teori,
kanseri “hucre farklilagsmasi hastaligl’” veya “stem cell hastaligl’” olarak
tanimlar. Bu teori kanserin “tek hiicre kaynagi” oldugu noktasindan destek

almaktadir'*°.

Kanser induksiyonunda iki mekanizma o©nerilmektedir.
Birincisi, nongenotoksik karsinojenler bolinmekte olan htcrelerde yanhsg
tamir ile mutasyonlar indikleyebilir ve DNA sentezi ve mitoz artabilir.
Mutasyonlar ve ayrica Kklonlari genisleyerek preneoplastik htcre
durumundan neoplastik hiicre durumuna gegisi baslatabilir®®**. Diger
mekanizma htcre proliferasyonu ve hicre 6lumua arasindaki esitligi aciklar.
Eger DNA hasari ¢ok fazla ise degisime ugramis hucreler secilerek
elimine edilir. Bu slUrece “apoptozis” denir. Karsinojenik sure¢ hicre
proliferasyonu ve hicre 6lumu arasindaki dengenin hucre proliferasyonu
lehine degismesi olarak tanimlanabilir.

Bu mekanizmalara ek olarak gap junction (GJIP;
hlcrelerarasi iletisim), hicre blylumesinin dizenlenmesinde,
farklilasmasinda ve projenitér hiicre apoptozisinde 6nemli rol oynar™3,
Aktive olan (onkogen) ve olmayan (tumor baskilayici gen) genler,

baslayan stem cell’e klon genislemesi ile katkida bulunurlar.

Epidemiyolojik ipuclari ve hayvan deneyleri sonuclarina gore
karsinogenez cesitli ve birbirinden farkh evrelerden olugsmaktadir. Her bir
evrenin farkli bir karakteristigi vardir ve bu c¢oklu evre veya mekanizma
hipotezine “initiation — promotion — progression” (baslangi¢c — yikselme —
ilerleme) denir**®***. Kimyasal karsinojenler, bu siirecin cesitli evrelerinde
hicresel modifikasyonlar ve molektler olaylar ile etkili olur. Kimyasal
karsinojenleri genotoksik ve epigenik (non-genotoksik) olarak ikiye
ayirabiliriz. Genotoksik ajanlar DNA'ya dogrudan hasar verirler ve
mutasyonlara ve/veya klastogenik (kromozom hasari) degisikliklere neden
olurlar. Non-genotoksik ajanlar ise dolayli DNA reaksiyonlari ile etki
ederler. Bu molekiller hiicre biyumesi ve hiicre dlimint kontrol ederler
ancak tam olarak mekanizma anlagilamamistir.

Kanser gelisiminin ¢cok asamali sureci, tek bir hicrede
meydana gelen olaylarin birikmig etkisi ile karakterizedir ve ¢ asamadan
olusur; baglangic, yikselme ve ilerleme. ROS karsinogenezin butin
evrelerinde etkindir®. Karsinogenezin {ic evre modeli sekil 10'da
gosterilmistir.
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Sekil 10: Karsinogenezin (¢ evre modeli ve karsinojenik etkllerm seviyesi &
karsinojenik sirecin cesitli evrelerinde serbest radikal seviyeleri®

Baglangi¢c evresinde o6lumcul olmayan DNA mutasyonlari
vardir. Degisime ugrayan hucredeki bazi mekanizmalar (DNA sentezi gibi)
tamir sistemleri ile duzeltilir. Boélinmeye devam eden hiicredeki hasar
giderilemez ise hicre dongusu G1, S veya G2 evresinde kesilerek hasar
tamir edilir ve bslinme devam eder'®. ROS etkisi ile oksidatif DNA hasari
meydana gelebilir. Benign timdrlerde yapilan bazi ¢alismalara gére timor
boyutu ile 8-OH-G olusum miktar arasinda korelasyon vardir*>>. Baglangic
sureci oksidatif stresin indukledigi Ca(ll) degisimi ile daha ileri gider. Bu
degisim, htcre ici depolardan Ca(ll) salinmasi ve hicre digindan Ca(ll)
iceri girmesi ile olur. Neticede hiicre ici serbest kalsiyum miktari artar*®.

Yukselme evresi hiicre proliferasyonun indiiklenmesi ve/veya
hicre 6luminin (apoptozis) inhibe olmasi ile karakterizedir. Bu sireg
sonucunda tanimlanabilir fokal lezyonlar olusur. Bu evrede doza bagh
olarak tumor yukselme uyarisinin surekli olmasi gerekmektedir. Bu
nedenle de geri dénisimli bir sirectir’™. Bircok tumor gelistiriciler
(promotor) antioksidan savunma sistemi etkileri icin gugli inhibitorlerdir.
Yuksek dizeydeki oksidatif stres hiicre igin sitotoksiktir ve apoptoz veya
nekroz sdrecinin baslamasini da engeller. Halbuki distuk duzeydeki
oksidatif stres yukselme evresinde hicre boélinmesini uyarir ve béylece
timor biylumesini  destekler'®®. Buradan su anlami cikarabiliriz;
karsinogenezin bu evresindeki ROS Uretimi tumor gelisimindeki ana hatt
olusturur.

ilerleme evresi karsinogenezin tigiincii ve son asamasidir'”,
Bu evrede hicresel ve molekiler degisikler vardir ve preneoplastik
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durumdan neoplastik duruma gecis s6z konusudur. Bu asama geri
dénistimsuzdir ve birikmig fazla miktarda genetik hasar ile karakterizedir.
Bu durum hcrenin benign halden malign hale gegmesine neden olur. Bu
asamada genetik instabilite ve kromozom butinlugu bozulur.

2.6 Antioksidan Savunma

Reaktif oksijen ve nitrojen turlerinin etkileri nonenzimatik ve
enzimatik antioksidanlar ile dengelenmektedir. Antioksidan savunma
serbest radikallerin dogrudan temizlenmesinde oOnemli rol oynarlar ve
boylece organizmanin maksimum korunmasinin saglarlar. lyi bir
antioksidan: (i) ozellikle serbest radikalleri temizleyebilmeli; (ii) redoks
metallerle selat yapabilmeli; (iii) diger antioksidanlarla reaksiyona
girebilmeli (rejenere) (iv) gen ekspresyonu Uzerine pozitif etkisi olmali; (v)
kolaylikla absorbe edilmeli; (vi) doku ve vicut sivilarinda yeterli
konsantrasyonda olmali; (vii) sulu ortamlarda ve/veya membranda
calisabilmelidir.

En etkili enzimatik antioksidanlar stperoksit dizmutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidazdir’®’. Nonenzimatik antioksidanlar ise
vitamin C, vitamin E, Kkarotinoidler, tiol antioksidanlari (glutatyon,
tioredoksin ve lipoik asit), dogal flavonoidler, pineal bez hormonlari olan
melatonin ve diger bilesiklerdir'®®. Bazi antioksidanlar hidrofilik ortamda,
bazilari hidrofobik ortamda, bazilari ise her iki ortamda etkilidirler. Ornegin
vitamin C superoksit ile sulu ortamda reaksiyona girerken vitamin E lipofilik
fazda girer. Buna karsilik a-lipoik asit hem suda hem de yagda ¢6zunebilir
ve bu nedenle hiicre membraninda ve sitozolde calisabilir.

Bazi  antioksidanlar  diger antioksidanlarla  yeniden
Uretilebilirler. Bu ytzden orijinal fonksiyonlarina geri donebilirler. Bu stirece
“antioksidan network” denir. Vitamin C ve E’nin redoks dongisu
antioksidan network’e 6rnektir. Bir antioksidanin rejenere kapasitesi c¢iftin
redoks potansiyeline baghdir. Tumoér hicrelerinde ROS seviyesinin
yuksekligi ile enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlarin bozulmasi
arasinda bir bag vardir.

2.6.1 Enzimatik Antioksidanlar
2.6.1.1 Superoksit Dismutaz

Superoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) hucre i¢i enzimatik

antioksidanlarin en etkililerindendir. SOD, superoksit anyonunu hidrojen

peroksit ve molekiiler oksijene dismute eden bir metalloenzimdir'®°.

Oy + 0y =00, H20, + O2
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Tablo 3: Enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma sistemleri

Enzimatik antioksidanlar Etkileri

Sitokrom oksidaz sistemi
Slperoksit dismutaz (SOD)
Katalaz (CAT)

Hucrelerdeki O,'nin %95-99’nun detoksifikasyonu
Siperoksit anyonunun detoksifikasyonu

Hidrojen peroksitin detoksifikasyonu

Glutatyon peroksidaz (GPx) Hidrojen peroksitin detoksifikasyonu

Glutatyon rediktaz Okside glutatyonun indirgenmesi

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz  NADP’nin NADPH’a déntismesi

Nonenzimatik antioksidanlar

Etkileri

a-tokoferol
b-karoten
Askorbik asit
Glutatyon
Albimin
Seruloplazmin
Haptoglobulin
Transferrin
Ferritin
Hemopeksin
Bilirubin

Urat

Glukoz
Sistein
Koenzim Q

Zincir kirici antioksidan

Radikal tutucu

*OH radikali tutucu

Hucre ici sulfidril tamponu

Hem ve bakir baglar

Bakir baglar

Hemoglobin baglar

Dolasimdaki demir iyonlarini baglar
Dokudaki demir iyonlarini baglar
Hem baglayici proteindir

Peroksil radikali tutucu

Radikal tutucudur, metal iyonlarini baglar
*OH radikali tutucudur

Radikal tutucu

Antioksidanlarla etkilesebilir

insanlarda iic degisik SOD izoformu bulunur: sitozolik
CuzZnSOD:; mitokondrial MnSOD ve ekstraseliiler SOD (ECSOD)**".

2.6.1.2 Katalaz

Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) bitki, hayvan ve aerobik bakteri

hiicrelerinde bulunur®®’.

Katalaz hicrede peroksizomlarda bulunur.

Hidrojen peroksiti su ve molekdiler oksijene ¢evirmede cok etkilidir. Katalaz
bitin enzimler icinde en ylUksek turnover oranina sahip enzimlerden
birisidir, bir molekul katalaz dakikada ~6 milyon molekul hidrojen peroksidi
Su ve oksijene gevirir:

2H,0, £ 2H,0 + O,
Cesitli tumdrlerde hidrojen peroksidi detoksifiye etme

kapasitesindeki azalma ile katalaz seviyesinin azalmasi arasinda bir iligki
vardir.
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2.6.1.3 Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidazin iki formu vardir: (i) selenyumdan
bagimsiz glutatyon-S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18); (ii) selenyum bagimli
(GPx; EC 1.11.1.19)™". Bu iki enzim alt gruplarinin sayisi, aktif merkezde
selenyumun baglanmasi ve katalitik mekanizmalari ile birbirlerinden
farkhdirlar. Glutatyon (GSH) metabolizmasi, antioksidan savunma
mekanizmasi i¢in zaruridir. GPX, bir tripeptid olan GSH ile birlikte hareket
eder. GSH hiicre icerisinde yuksek konsantrasyonlarda (mikromolar)
bulunur. GPx substrat olarak hidrojen peroksiti kullanir ve organik
peroksite ROOH cevirir. Daha sonra GPx, peroksiti suya (veya alkol)
parcalar:

2GSH + H,0, 24 GSSG + 2H,0
2GSH + ROOH &2, GSSG + ROH + H,0

GPx katalaz ile hidrojen peroksit icin yarisir ve dusuk
seviyedeki oksidatif stresten korunmada ana etkenlerden biridir.

2.7 DNA Hasarinin Olgiilmesi

Hayvan veya insan hicre ve dokularindan DNA izole edilip
oksidatif hasar drUnleri dl¢ulduginde aslinda hasar ve tamir
mekanizmalari arasindaki denge oOlciimus olur. Bu ytuzden oksidatif DNA
hasarindaki artig hasarin artmasi ve/veya tamirin azalmasindan dolayidir.
Bu oOlcumler toplam DNA hasari hakkinda gostergeler verir, inaktif genler
veya duragan DNA hasari hakkinda bilgi vermez*®~.

Serbest oksijen radikallerinin DNA’'ya saldirmasi sonucu
olusan bes oksidatif baz ¢alisilabilir; 8-hidroksideoksiguanozin, timin glikol,
5-hidroksimetilurasil, formilamidopirimidin ve 8-hidroksideoksiadenin®®%4,

2.7.1 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG)

Oksidatif DNA hasari gostergesi olarak en c¢ok calisilan
parametre 8-OHdG'dir. Fakat pek cok arastiric, ROS’'un mutasyon
yapabilme kapasitesinin tamamini 0Olgcebilmek icin her bir DNA
modifikasyonunu calisma egilimindedir. Fakat muhtemelen 8-OHdG
olusumu organizmaya, ROS tipine ve etkiye maruz kalma suresine
bakmasizin diger DNA modifikasyonlari ile orantilidir. Bu ytizden 8-OHdAG
Olculerek oksijen radikallerinin indikledigi hasarin hesaplanmasi ¢ok

kullanisli olacaktir*®®.

Pek cok cevresel mutajen ve karsinojenin DNA bilesikleri ile
metabolik aktivasyon olsun veya olmasin reaksiyona girdigi bilinmektedir.
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Sonug¢ olarak adenin, guanin, sitozin ve timin ile yeni bilesikler olusturur.
Tum bu hedefler icinde bilinen en reaktifi guanindir'®. in vitro DNA sentezi
calismalarinda, DNA replikasyonu sirasinda nokta mutasyon olugturan 8-
OHdG'nin yanlis okunmasindan dolayl potansiyel mutajen oldugu
gosterilmistir. Okside guanin bazi in vitro modelde DNA replikasyonu
sirasinda G-T ve A-C degisimine sebep olmustur. Bu calisma in vivo
ortamda hiicre DNA'sinda 8-OHdG olusumunun karsinogenez ile iligkili
oldugunu gostermesi bakimindan Onemlidir. Farelerle yapilan bir
calismada tum vicuda radyasyon verilmis ve karaciger hiicre DNA's! ile
HelLa hicre DNA’'sinda 8-OHdG olusumu saptanmigtir. Agiga cikan 8-

OHdG in vitro deneyden yapilandan yaklasik 1000 kez daha azdir*®’.

2.7.2 Timin glikol (TQ)

hNTH1 (insan homolog endonukleaz IlIl) bir glikozilazdir ve
AP liyaz aktivitesi ile iligkilidir. Bu enzimin gérevleri arasinda Tg gibi okside
pirimidinlerin tamiri vardir'®®*",

idrarla  disari  atlan Tg (2-deoksinikleozid) analiz
edilebilir'’>'"3, Boébrek transpalantasyonu yapilan alti hasta ve alti saglikli
kisiyle idrarda zamana bagli olarak Tg atihm oranindaki degisim takip
edilmigtir. Transplantasyondan sonra idrarda Tg atilimi yikselmistir ve bu
yukseklik nakil yapilan bobrekteki oksidatif hasara bagh olabilir.

2.7.3 5-hidroksiurasil (5-OHUra)

5-OHUra’in DNA lezyonu olan sitozil glikolden su kaybi ve
deaminasyon yolu ile olustugu saniimaktadir. Modifiye bir pirimidin olan 5-
OHUra de hNTH1'in substratidir ve hicre ekstrelerinde bu lezyonlarin
tamirinin erken bir gostergesidir'’®**1>. Bundan baska 5-OHUra insan

urasil DNA N-glikozilaz ile de tamir edilebilir”.

2.7.4 8-oxoadenin (8-0x0A)

8-0x0A daha Once insan idrarinda calisilmig olmasina
ragmen*’’ bu lezyonun tamir mekanizmasi ve kalintilarinin atilimi tam
olarak aciklanmamigtir. Buna sebep olarak bu lezyonun olusumunun ve
hicre DNA’sinda tespitinin zor olmasi gosterilmektedir. Su ana kadar 2'-
deoksinukleozid formu olan 8-oxo-2’-deoksiadenozin (8-oxodA) idrarda
tespit edilememistir. Detayli ¢alisilmig olmamasina ragmen 8-0xoA ve 8-
oxodA'nin DNA tamirinden dolayi idrarda atilmini agiklayan iki yol (kesin
olmayan) vardir. Birincisi, hMTH1 (insan MutT homolog protein 1) substrat
olarak 8-oxo-dGTP’ye benzer etkinlik gosteren 8-oxodATP’yi kullanir ve 8-
oxodA olusabilir. Daha sonra da atlir'’’. ikincisi, sitozin karsiti ile
eslestiginde muhtemelen 8-oxodATP’nin yanhs birlestiriimesi sonucu

olusan 8-o0xoA, hOggl (8-oxoguanin DNA glikozilaz)'in substrati olur*’®.
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2.8 idrar 8-OHdG Nasil Olgiiliir?

8-hidroksideoksigunazinin nasil élguldigine gegmeden 6nce
bazi terimler ve kisaltmalar hakkinda aciklamalar yapmak gerekmektedir.

8-hidroksi-2’-deoksiguanozin ve 8-hidroksiguanaozin, 8-OHdG'dir.
8-OHdG DNA'nin okside uruna iken 8-OHG RNA'nin okside
aranadar.

8-OHGua serbest guanin bazinin okside trtnudur.

8-OHGua ve 8-oxoGua aynidir.

8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), 8-oxo0-2’-deoksiguanozin
(ox08dG), 7,8-dihidro-8-o0xo-2’-deoksiguanozin (8-oxo-dG) ve 8-
o0xo-7,8-dihidro-2’-deoksiguanozin (8-oxodG) aynidir.

8-oxo-guanin, 8-0xoG, 8-hidroksiguanin, 7,8-dihidro-8-oxo-guanin

ve 7-oxo-7,8-dihidroguanin ayni okside serbest bazdir'’®.

A 0 B 9
N~ N
NH
¢ 1 X o= AL
— = N~ =
b N NH, H N NH,
guanin 8-hidroksiguanin (8-OHGua)
O
C D
~ N-—
/N NH Vi NH
H0‘< /L H0—<
— P o F
N N NH, N N NH,
OH H
8-hidroksiguanozin (8-OHG) 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG)

Sekil 11: 8-OHdG ve analoglarimin kimyasal yapilari
2.8.1 Yuksek Performansh Sivi Kromotografisi (HPLC)

Su ana kadar elektrokimyasal detektorli HPLC sistemi 8-
OHdG olcimu icin en ¢ok kullanilan cihazdir. HPLC metodu ile doku,
plazma ve lenfositlerdeki 8-OHdG miktarlari 6lgulebilir. Lenfosit ve doku 8-
OHdG olgcimi icin, nukleer DNA’daki 8-OHdG’nin enzimatik yollarla
¢cozullebilir bilegiklere salinmasi gerekir. Bu metodun avantaji ayni anda
birden ¢ok okside urtinun dlgulebilmesidir.
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HPLC metodu ile plazma ve idrarda enzimatik hazim
(digestion) islemi olmadan serbest 8-OHdG de calisilabilir. Fakat bu
prosedir 8-OHdG izolasyonu sirasinda cok ayrintili ekstraksiyon ve
ayirma islemleri icermektedir'®%8,

2.8.2 Tandem Mass Spektrometre

Son zamanlarda guanin’in 8-hidroksile Grunlerini 6lgmek igin
ekstraksiyon islemlerini ortadan kaldiran teknikler geligtirilmistir. Bu
metotta idrar HPLC-tandem mass spektrometre sistemine dogrudan
enjekte edilmektedir'®. Bu metot 8-hidroksile bazlari, riboniikleozidleri,
deoksinukleozidleri ve benzer nonokside turleri 6l¢cebilmektedir.

2.8.3 ELISA

idrar 8-OHdG ve analoglarini 6lgmek icin HPLC-tandem
mass spektrometre sistemi geligtiriimis olmasina ragmen  klinik
laboratuarlarda kullanim icin hala ¢ok komplekstir. Bu nedenle serbest 8-
OHdG blcebilmek icin daha basit olan ELISA yontemi gelistirilmistir’®®. Su
anda doku, idrar, serum ve plazma 8-OHdG oOl¢ctumleri yapabilmek igin
ELISA kitleri mevcuttur.

2.9 Urolojik Kanserler ve Siniflandiriimasi
2.9.1 Prostat Kanseri

Prostat kanseri gunumizde erkek toplumunu ilgilendiren
baslica saglik problemlerinden biridir. Avrupa’da her yil yaklasik 2,6 milyon
yeni kanser tanisi konulmaktadir. Avrupa’daki tim erkek kanserlerinin
%11'ini prostat kanseri olusturmaktadir’®® ve bu deger Avrupa Birligi'ndeki

(AB) kanser 8liimlerinin %9’unu olusturmaktadir*®®.

Gleason Skoru:

Prostat adenokarsinomunun derecelendiriimesinde en sik
kullanilan sistem Gleason skorlamasidir'®. iki en az agresif, 10 en fazla
agresif olmak tzere sistem 2-10 arasi bir deger vererek skoru belirtir. Bu
skor timdrde en ¢ok bulunan iki desenin toplamidir (derece 1-5). Grade 1
en iyi diferansiye (farklilasmig) ve grade 5 en az diferansiye
(farkhlagsmamig) olani gostermek (zere 1'den 5’e kadar siralanan
derecelerden ibarettir. Biyopsi materyali (igne biyopsisi veya cerrahi
materyal) Gleason skorunu degerlendirebilmek icin gereklidir, sitolojik
ornekler kullaniimamalidir.
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Siniflandirma:

Tablo 4: Prostat kanseri TNM siniflandirmasi

T: Primer TUmor

Tx

TO

T1
Tla

Ti1b
Tlc

T2
T2a
T2b

T2c
T3

T3a

T3b
T4

Primer timaor degerlendirilemez

Primer tumor kaniti yok

Klinik olarak saptanamayan, palpe edilemeyen ve gorintilenmeyen timaor

Re rezeke edilen dokunun %5 veya daha azinda rastlantisal olarak histolojik
tumor saptanmasi

Rezeke edilen dokunun %5’inden fazlasinda rastlantisal olarak histolojik timaor
saptanmasi

igne biyopsisinde tumér saptanmasi (6rn. yilkselmis prostat spesifik antijen
(PSA) seviyesi nedeniyle)

Prostat'ta sinirli tumor

Bir lobun yarisini veya daha azini kapsayan tumor

iki lobu birden kapsamayan yalniz bir lobun yarisindan fazlasini kapsayan
timor

Her iki lobu kapsayan timor

Prostat kapsulini agsmis timor

Ekstrakapsiler yayihm (tek veya cift tarafli)

Tumor seminel vezikill(leri) tutmus

Tamor fiske veya seminel vezikiliin disindaki komsu yapilara yayilmis: mesane
boynu, ekternal sfinkter, rektum, levator kaslar veya pelvik duvar

N: Bolgesel lenf nodlari

NXx
NO
N1

Bolgesel lenf nodlari degerlendirilemez
Bolgesel lenf nodu metastazi yok
Bolgesel lenf nodu metastazi mevcut

M: Uzak Metastaz

Mx

MO

M1
Mla
M1b
Mlc

Uzak metastaz degerlendirilemez
Uzak metastaz yok

Uzak metastaz

Bolgesel olmayan lenf nod(lar)
Kemik(lere)

Diger alan(lar)

2.9.2 Mesane Kanseri

Mesane tumorleri farkli kategorilerde degerlendirebilirler:

TaT1 papiller timorler (kas-invaziv olmayan mesane kanseri), tst Uriner
sistem tuimorleri, karsinoma in situ (CIS), kas-invaziv mesane tumorleri.
Mesane kanserli hastalarinda yaklasik %75-85’inde hastalik mukoza (evre
Ta-CIS) veya submukoza ile (evre T1) sinirhdir. Mesane tumdrlerinin
gelisimindeki etiyolojik faktorlerin ¢cogu bilinmemektedir. Ancak drotelial
kanserojenlere maruz kalan bazi meslek gruplari risk altindadir*®”. Bunlar
matbaacilik, demir ve aliminyum iglemeciligi, endustriyel boyacilik, gaz ve
katran Uretimidir.
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Siniflandirma:

2002 yihinda UICC (The Union International Contre le
Cancer) tarafindan yapilan bu siniflama®®® biiyiik olciide kabul gérmiistiir
ve 1992 ve 1997'de vyapilan siniflamalardan T2 evresi bakimindan
farklidir.

Tablo 5: Mesane kanserinin 2002 TNM siniflandirmasi

T: Primer TUumor

Tx Primer timaor degerlendirilemez
T0 Primer tumor kaniti yok
Ta Non-invaziv papiller karsinoma
Tis Karsinoma insitu: “diiz timor”
T1 TUmor subepitelial bag dokusunu tutar
T2 TUmor kasi tutar

T2a  Tumdr ylzeyel kasi tutar (ic yarr)
T2b Tamor derin kasi tutar (dis yari)
T3 Tumor perivezikal dokuyu tutar
T3a Mikroskobik olarak
T3b Makroskobik olarak (mesane disi kitle)
T4 Tumor su dokulardan herhangi birini tutar: prostat, uterus, vajen, pelvik duvar,
abdominal duvar
T4a  TUmor prostat, uterus veya vajeni tutar
T4b Tamor pelvik duvar veya abdominal duvari tutar

N: Bolgesel lenf nodlari

NX Bolgesel lenf nodlari degerlendirilemez
NO Bdolgesel lenf nodu metastazi yok
N1 En blyuk boyutu 2 cm veya altinda tek bir lenf nodu metastazi

N2 En biyidk boyutu 2 cm’den blylk ama 5 cm’den kii¢ik tek bir lenf nodu
metastazi veya hi¢ biri 5 cm’den biyik olmayan ¢ok sayida lenf nodu
N3 En biyuk boyutu 5 cm’'den fazla olan lenf nodu metastazi

M: Uzak metastaz

Mx Uzak metastazlar degerlendirilemez
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz

2.9.3 Bobrek Hucreli Karsinom

Bobrek hucreli karsinom (BHK) tum kanserlerin %2-3'Unu
olusturur’® ve en yiksek insidans gelismis Ulkelerde gériliir. Bobrek
hicreli karsinom bobrek icinde en sik gelisen lezyondur ve belirli
histopatolojik ve genetik 6zellikleri olan degisik BHK tiplerinden olusur*®.
Erkeklerde kadinlara gore 1,5:1 oraninda daha sik gorulir ve en yuksek

insidans 60-70 yas arasidir.

9
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Siniflandirma:

Tablo 6: Bobrek hiicreli karsinom 2002 TNM siniflandirmasi

T: Primer TUmor

Tx

TO

T1
Tla
Ti1b

T2

T3

T3a
T3b
T3c

T4

Primer tiimor degerlendirilemiyor

Primer tumor kaniti yok

Tumor en biyuk capr < 7 cm, bobrek icinde sinirli

TUmor en biylk capr < 4 cm, bobrek icinde sinirli

Tumor en biyuk capi > 4 cm ancak < 7 cm, bdbrek iginde sinirli

TUmor en blylk capr > 7 cm, bébrek icinde sinirh

Tumor biydk venler icine uzaniyor veya dogrudan adrenal bez veya bobrek
cevresi dokulara yayiliyor ancak Gerato fasyasi disina cikmamis

Tumor dogrudan adrenal bez veya bdbrek ¢evresi dokulara yayiliyor ancak
Gerato fasyasi disina ¢cikmamis

Tumdr makroskobik olarak bébrek ven(ler)inin veya segmental dallarin veya
vena kavanin diyafragma altindaki kismi i¢ine uzaniyor

Tdmor makroskobik olarak vena kavanin diyafragma Usultndeki kisminin
icine veya duvarina uzaniyor

Tumor dogrudan Gerato fasyasi disina yayiliyor

N: Bélgesel lenf nodu

NXx
NO
N1
N2

Bolgesel lenf nodlari degerlendirilemez
Bdolgesel lenf nodu metastazi yok

Tek bir bolgesel lenf nodunda metastaz var
Birden fazla lenf nodunda metastaz var

M: Uzak metastaz

Mx
MO
M1

Uzak metastazlar degerlendirilemez
Uzak metastaz yok
Uzak metastaz
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3 GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Ana bilim Dalinda gerceklestirilmigtir.

3.1 Kullanilan Geregler
3.1.1 Hasta Gruplarn

Calismaya katilan gondlltler, Uriner sistem kanser ve tas
rahatsizh§i ile Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uroloji Ana bilim
Dali Klinigine basvuran hastalar ve bu hastalara benzer 6zellik gosteren
saglikh bireylerden secilmigtir. Bu calisma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik kurulunun 16.04.2006 tarih ve 146 numarali izni ile yapilmigtir.

Calismadaki gonulluler bes gruba ayrildi (Tablo);

Grup I: Prostat, mesane ve/veya bobrek kanseri tanisi almigs ama henlz
tedavi almamig hastalar (n=25).

Grup llI: Prostat, mesane ve/veya bobrek kanseri tanisi almig ve cerrahi
girisim ile kanserli doku uzaklastinlmis hastalar (n=14). Bu on dort
hastanin alti tanesi prostat kanserli olup radikal retropubik prostatektomi
(RRP) ve transuretral prostat rezeksiyonu (TurP), doért tanesi mesane
kanserli ve transiretral mesane timor rezeksiyonu (TurM), dért tanesi de
bobrek hicreli karsinom (BHK)'dur ve radikal nefroktomi ile laporoskopik
parsiyel nefroktomi (LPN) yontemleri uygulanmistir.

Grup lll: Benign prostat hiperplazisi (BPH) tanisi almis ancak tedavi
edilmemis hastalar (n=9).

Grup IV: Uriner sistemde tag bulunan hastalar (n=6).

Grup V: Kontrol grubu (n=10).

Tablo 7: Hasta 6zellikleri
R s T
- n=25 n=14 n=9 n=6 n=10

Cinsiyet
Kadin 5 4 - 1 5
Erkek 20 10 9 5 5
64,0 + 13,4 62,1 + 15,3 68,8 + 10,7 41,8 +10,3 29,8+1,9
53,2 £20,9 54,8 + 23,8 -- 50 29,2+1,9

66,8 £ 9,7 65,1 + 10,7 68,8 +10,7 40,2 £10,7 304+138
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Tablo 8: Grup | ve Il hasta dzellikleri

Tan:
‘Kadn 11

Evre Gl 1 -

GZ 5 3

Tedavi R.Sistektomi

TurM
Evre G2+2 2
G3+2 3 3
G3+4 2 --
G4+3 1 1
G5+4 1
Tedavi
TurP
Evre
GZ 1 1
Tedavi
R.Nefroktoml 5 3

Tam gondllilerden yirmi dort saatlik idrar toplandi ve bu
drneklerden idrar kreatinin calisildi. Daha sonra idrar 6rneklerinden 5 ml
alindi ve bes alti damla 2 M HCI asit eklenerek idrar pH’si 4-5 civarina
dasdruldu. Ayrilan numuneler -20 °C’de analiz gunline kadar saklandi.
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Genel Erkek Kadin

@° ¢

= Mesane Ca = Mesane Ca m Mesane Ca
m Prostat Ca m Prostat Ca m Prostat Ca
m Bdbrek Hiicre Ca m Bobrek Hiicre Ca m Bdbrek Hiicre Ca

Grafik 1: Grup | hasta dagilimi

Genel Erkek

NS

Kadin

m Mesane Ca m Mesane Ca m Mesane Ca
m Prostat Ca m Prostat Ca m Prostat Ca
m Bobrek Hiicre Ca m Bobrek Hiicre Ca m Bobrek Hiicre Ca

Grafik 2: Grup Il hasta dagilimi
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3.1.2 Kullanillan Aletler

Santrifij (Nuve CN 180)

Hassas terazi (Precisa 205A SCS)

pH metre (Mettler Toledo MP220)
Vakum pompasi (Waters)

Vortex (Velp Scientifica)

Derin dondurucu (indesit)

Biyokimya oto analizorii (Abbot Aeroset)
Sonikator (Virtis)

Konsantrator

HPLC (Thermo Finnigan)
Elektrokimyasal dedektor (Recipe EC3000)
Kolon (Phenomenex)

On kolon (Waters)

Kagit filtre (Bio-Crom)

Ayrica arastirma laboratuarinda biyokimyasal analizler igin
gerekli olan malzemeler kullanildi.

3.1.3 Kullanilan Kimyasallar

8-OHdG standardi Sigma; asetonitril (HPLC grade), metanol
(HPLC grade), KH2PO4, HCI, NAOH Merck; idrar kreatinin kiti Abbott
kullanilmigtir. Yuksek saflikta azot gazi BOS’ tan temin edilmistir.
3.2 Uygulanan Yontemler
3.2.1 Metotlarin Uygulanmasi
3.2.1.1 idrar Kreatinin Olgiilmesi

Kreatinin  6lgim metodu, kreatinin ile sodyum pikrat
arasindaki tepkimeye dayanmaktadir®’. Bu metotta; ornekte bulunan
kreatinin alkali pH'da pikrat ile kreatinin-pikrat bilesigi olusturur. 500 nm’'da
bu bilesige bagl olusan absorbans ylkselmesi Ornek icindeki kreatinin

miktarini gosterir. Sonuclar mg/dl olarak verilir.

V= 24 saatlik idrar hacmi (ml)
c= idrar kreatinin konsantrasyonu (mg/dl)

24 saatlik idrar kreatinin hesaplanmasi= [(V x ¢) / 100] mg / glin
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3.2.1.2 idrar 8-Hidroksi-2'-Deoksiguanozin (8-OHdG) Ol¢iilmesi

idrar 8-OHdG seviyeleri pek cok metotla 6lculebilmektedir.
Ancak biz Germadnik ve ark.'® gelistirdigi yontemin bizim sartlarimiza
gOre degistirilmis halini kullandik.

HPLC cihaz parametreleri:

Kolon: Phenomenex Cig LiChrospher/Superspher, 125 x 4 mm, 4
pHm

Kolon Sicakligi: 40°C

Ornek yukleme: Otomatik

Enjeksiyon: 30 pl

Akis hizi: 0,7 mi/dk

Dedektor: Elektrokimyasal dedektor (Recipe EC 3000)

Resim 1: Thermo Finnigan HPLC ¢

8-OHdG standardinin hazirlanmasi:

5 mg 8-OHdG standardi 100 ml distile su i¢inde ¢Ozulerek 176 pM’
lik ilk stok standart hazirlandi.

Daha sonra bu stok standart 1/10 sulandinldi (17,6 puM) ve esit
miktarlarda ayrilarak -20°C’de saklandi.

Calisma standartlar1 500, 250, 125 ve 62,5 nM olacak sekilde distile
su ile stok standarttan hazirland.

Denemeler sirasinda 8-OHdG’nin kolondan kacginci dakikada
ctkacagini tespit edebilmek icgin higcbir iglemden gegmemis 125 nM 8-
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OHdG standardi verildi. Yaklasik olarak 8-10 dk civarinda 8-OHdG piki
elde edilmistir. Standart daha sonraki calismalarda numunelerle ayni
isleme tabi tutulmus ve yine 8-10 dk araliginda pik elde edilmistir. Yapilan
her denemede standartlarin alan 6lgtimleri birbirine yaklasik ¢ikmistir.

Tablo 9: 8-OHdG standartlari

Konsantrasyon (nM) Alan

62,5 1625,4
125 3115,3
250 5418,1
500 9574,4

Amourt

Sekil 12: 8-OHdG standart egrisi

1000—

Response

800+

600

400+

200

o T T T T T T T T
0 2 4 & & 10 12 14 16
Retention time

Sekil 13: Hichir islemden gegmemis 125 nM 8-OHdG standardina ait kromatogram

1000

Response

800

GO0~

&GOHDG

400+

ZDD¥/—\
o T
0 2 4 [ g 10 12 14 16

Retention time

Sekil 14: 62,5 nM 8-OHdG standardina ait kromatogram
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Sekil 15: 125 nM 8-OHdG standardina ait kromatogram

Soliusyonlarin hazirlanmasi:

Mobil faz: 50 mM KH2PO4 (pH: 3,5), %2,5 asetonitril, %1 metanol
Yikama solusyonu: 50 mM KH>PO,4 (pH: 3,5), %25 asetonitril, %25
metanol

Tampon soliisyon: 50 mM KH,PO4 (pH: 7,5)

%5 metanol: 5 ml metanol alinir ve son hacim 100 ml'ye tampon
soltisyon ile tamamlanir.

%15 metanol: 15 ml metanol alinir ve son hacim 100 ml’'ye tampon
soltisyon ile tamamlanir.

%20 metanol: 20 ml metanol alinir ve son hacim 100 ml’'ye tampon
soltisyon ile tamamlanir.

2 M HCI

2 M NaOH

Hazirlanan soltusyonlar 5 gun icinde kullaniimahdir.

Solisyon akis semasi:

Bir numunenin kolondan c¢ikmasi ve kolonun tamamen
temizlenmesi 47 dk surmektedir. 0-17 dk arasi %100 mobil faz, 18-27 dk
arasi %0-50 yikama solusyonu, 28-32 dk arasi %50 yikama soltsyonu,
33-42 dk arasi %50-0 yikama soltsyonu, 43-47 dk arasi %100 mobil faz
akmaktadir ve akig hizi1 0,7 ml/dk’dir.
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100

20

G0

40 4

Composition (%)

20+

I:I T T T T T T T T T 1
oo 47 94 141 188 XS 28I 328 G 4rx3 470

Time (min) Legend: & B
Sekil 16: Akis semasi (A:Mobil faz, B:Yikama soliisyonu)

Numunelerin hazirlanmasi:

a) Ik olarak coziilen idrarlar 1500 g’de 5 dk boyunca santrifiij edilir.
Supernatanda caligilir.

b) Kolon sartlama: Her bir numune icin iki tane 6n kolon kullanilir.
- 10 ml metanol 6n kolona eklenir ve stizilmesi beklenir.
5 ml distile su eklenir ve stizlmesi beklenir.
10 ml 50 mM KH;PO4 (pH:7,5) tampon eklenir ve siiztlmesi
beklenir.

c) |. Ekstraksiyon:

Temiz bir tlp igerisinde 2 ml idrar veya standart, tzerine 0,5
ml 500 nM 8-OHdG standardi eklenir. Yaklasik 30 sn
vortekslenir.

Bu karisim daha 6nceden sartlanmis 6n kolona eklenir ve
suzulmesi beklenir.

3 ml tampon ile 6n kolon yikanir ve stizdnta atilir.

3 ml %5 metanol-tampon karigimi ile yikanir ve suzunti
atilir.

Kolon temiz bir tupe aktarlir ve %15 metanol-tampon
karisimi ile yikanir.

Suzanti 5 ml distile su ile dilie edilir. Yaklasik 30 sn
vortekslenir.

d) II. Ekstraksiyon:
Dilue edilmig stiztntl temiz ve daha 6nceden sartlanmig 6n

kolona eklenir.
Vakum altinda kurutulur.
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On kolon temiz bir tipe aktarilir ve 1,5 ml %20 metanol-
tampon karigimi eklenir.

Toplanan sitzuntide ki metanol 1,5 saat slresince
buharlagtirilarak numune konsantre edilir.

Konsantre edilen numune 1,5 ml tampon solisyon ile
sulandinlir ve yaklagik 1 dk vortekslenir. Enjeksiyona hazir
hale gelir.

8-OHdG sonuglari nM olarak verilmistir.

1000

Response
&0OHDG

800

BO0—

7 jL

200

o T T T T T T T T
0 2 4 g 8 10 12 14 18
Retention time

Sekil 17: Bir hastaya ait kromatogram

Hesaplanmasi:

8-OHdG / 24 saatlik idrar kreatinin= nM / mg kreatinin
3.3 statistiki Analiz

Verilerin istatistiki bilgileri Statistical Packege for Social
Sciences (SPSS) 11,0 for Windows programi ile elde edilmigtir. Gruplar
arasi farkhliklar ~ Kruskal-Wallis  varyans analizi kullanilarak
degerlendirilmistir. ikili grup karsilastirimasinda Mann-Withney U analizi
kullanilmigtir. Hastalarin ameliyat oncesi ve sonrasi degerlendirmeleri
Wilcoxon analizi ile yapilmigtir.
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4 BULGULAR

Calismamizda driner
velveya bobrek hucreli),

kreatinin ortalamalari gosterilmigtir.

sistem kanser
benign prostat hiperplazisi
rahatsizligi olan hastalar ile saglikli gonullilerden olugsan kontrol grubunda
8-OHdG calisilmigtir. Cikan sonuglar ve idrar kreatinine boltinerek elde
edilen degerler ortalama + SD ve ortanca (minimum - maksimum) olarak
tablo 10'da verilmistir. Grafik 3 ve 4’de sirasiyla 8-OHdG ve 8-OHdG /

(prostat,

Tablo 10: Gruplarin 8-OHdG ve 8-OHdG / Kreatinin degerleri (Ortalama + SD)

n 8-OHdG? 8-OHdG / Kreatinin®

Grup | o5 123,4 + 48,8 0,143 + 0,097
106,1 (85,8 — 279,2) 0,115 (0,057 — 0,428)

Grup Ii 14 105,0 £ 12,7 0,092 + 0,034)
100,5 (86,2 —124,2) 0,080 (0,052 - 0,161)

Grup Il 9 95,7 +16,5 0,067 = 0,017
98,2 (65,8 — 117,0) 0,065 (0,048 — 0,098)

Grup IV 6 109,9 + 8,7 0,067 £ 0,029
109,7 (99,4 — 123,0) 0,064 (0,031 — 0,111)

Grup V. 10 107,7 £ 11,0 0,084 + 0,036

110,5 (89,9 — 124,9)

0,073 (0,039 — 0,145)

% nM; ° nM / mg kreatinin

1400 - 8-OHdG
120,0 -
1000 - o = S
= g S =
s 800 1 & =
c
60,0 -
40,0 -
20,0 -
0,0 T r T f
Grupl Grupll Grup il Grup IV GrupV
(n=25) (n=14) (n=9) (n=6) (n=10)

mGenel mErkek

Grafik 3: Gruplarin 8-OHdG ortalamalari

Kadin

mesane
(BPH) ve tas



0,16 - 8-OHAG 7/ Kreatinin

0,14 -
£ 0,12 -
£ )
= 0,1 - 8 o —
= =i = ©
<, 0,08 - = = g
£ 006 - =
= 0,04 -
0,02 -
0 T T T T 1
Grupl Grupll Gruplll Grup IV GrupV
(n=25) (n=14) (n=9) (n=6) (n=10)
mGenel mErkek mKadin
Grafik 4: Gruplarin 8-OHdG / Kreatinin duizeylerinin kargilagtiriimasi
8-OHdG ve 8-OHdG / kreatinin seviyeleri icin grup |, 11l IV ve

V kendi aralarinda Mann-Whitney U testi ile incelenmis ve sonugclar tablo
11'de gosterilmigtir. Buna gore grup I'in 8-OHdG degerleri grup lll'den
anlamli olarak daha yuksektir (p<0,05). Grup I'in 8-OHdG duzeyi IV. ve V.
gruba gore goreceli olarak yuksek olmasina ragmen istatistiki bir fark
bulunamamistir. Grup Ill, IV ve V’in kendi aralarinda anlamh bir fark
yoktur. 8-OHdG/kreatinin degerleri incelendiginde grup I; Ill, IV ve V. gruba
gbre anlamli derecede daha yuksektir (p<0,05, p<0,001). Grup IlI, IV ve
V’in ise kendi aralarinda anlamli bir fark yoktur.

Tablo 11: Gruplar arasi 8-OHdG ve 8-OHdG/Kreatinin p degerleri

n Grup!l Gruplll Grup IV GrupV

8-OHdG Grup | 25 = 0,049* 0,745 0,985
Grup 1l 9 -- 0,099 0,072
Grup IV 6 -- 0,664
Grup V 10 --
n Grup!l Gruplll Grup IV GrupV
8-OHdG/Kreatinin  Grup | 25 = 0,001* 0,012* 0,021*
Grup Il 9 -- 1,000 0,514
Grup IV 6 -- 0,448
Grup V 10 --

*Istatistiki olarak anlamli fark vardir (Mann-Whitney U testi).
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Grup I'e ait veriler degerlendirilirken genel ortalama ile erkek
ve kadin hastalara ait ortalamalar incelenmistir. Ayrica aldiklari taniya
gbre ayri ayr ortalamalari hesaplanmistir. 8-OHdG ve 8-OHdG/kreatinin
ortalamalari sirasiyla grafik 5 ve 6’de gOsterilmistir. Grup | hastalari
aldiklari taniya gore kendi aralarinda ve diger gruplarla Mann-Whitney U
testi ile karsilastirlmis ve sonuclar tablo 12'de sunulmustur. Bu verilere
gOre mesane kanseri tanisi almis olan hastalarin 8-OHdG seviyeleri, BPH
ve bobrek hicreli karsinom tanisi almis hastalardan anlamli olarak daha
yuksektir (p<0,05). Ancak grup IV ve V'den goreceli olarak yiksek
olmasina ragmen istatistiki olarak fark yoktur. Benzer sekilde prostat
kanserli hastalarinda sonuglari bobrek hucreli karsinom tanisi alan
hastalardan, grup IV ve V’den goreceli olarak yuksektir ama istatistiki
olarak bir fark yoktur. Mesane ve prostat kanserli hastalar arasinda 8-
OHdG agisindan anlamh bir fark bulunamamigtir. 8-OHdG/kreatinin
duzeyleri kargilastinldiginda mesane kanserli hastalar; BHK hastalari,
grup IlI, IV ve V’den anlamli olarak yiksek (p<0,05, p<0,001) iken prostat
kanserli hastalarla herhangi bir fark yoktur. Prostat kanserli hastalarda
grup I, IV ve V'den anlamli olarak daha yuUksektir, BHK hastalarindan
goreceli olarak yiuksek olmasina ragmen herhangi bir fark bulunamamistir.
BHK hastalarin grup Ill, IV ve V ile arasinda istatistiki olarak fark yoktur.

Tablo 12: Grup | taniya gore p degerleri

n Mesane ca Prostat ca BHK

8-OHdG Mesane ca 10 --
Prostat ca 9 0,624 --
BHK 6 0,017* 0,099 --
Grup 1l 9 0,022* 0,070 0,814
Grup IV 6 0,480 0,906 0,055
Grup V 10 0,384 0,806 0,129
n Mesane ca Prostat ca BHK
8-OHdG / Kreatinin Mesane ca 10 --
Prostat ca 9 0,514 --
BHK 6 0,030* 0,289 --
Grup 1l 9 0,001* 0,015* 0,099
Grup IV 6 0,005* 0,045* 0,262
Grup V 10 0,013* 0,050* 0,515

*Istatistiki olarak anlamli fark vardir (Mann-Whitney U testi).
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Grafik 5: Grup | 8-OHdG ortalamalari

8-OHdG 7/ Kreatinin

0,18 -
0,16 -
0,14 -
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Grafik 6: Grup | 8-OHdG / Kreatinin ortalamalari

Calismamiza katilan 25 tane kanser tanisi almig grup |
hastadan 14 tanesinin ameliyat sonrasi 6rneklerini toplayabilmek mimkuin
olmustur. Bu 14 hasta grup II'yi olusturmustur. Veriler genel ortalama,
erkek ve kadin hastalarin ortalamalari ile aldiklari taniya gore olmak tzere
degisik sekillerde incelenmigtir. Grup Il'ye ait 8-OHdG ve 8-
OHdG/kreatinin ortalamalari sirasiyla grafik 7 ve 8'da gosterilmistir. Ayrica
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bu hastalarin tedavi oncesi ve sonrasi 8-OHdG ve 8-OHdG/kreatinin
degisimi sirasiyla grafik 9 ve 10’da; ortalama = SD degerleri, ortanca
(minimum — maksimum) ve Wilcoxon istatistik sonuglari tablo 13'de
verilmigtir. Bu sonuglara gore tedavi sonrasi 8-OHdG seviyeleri 14
hastanin 8’inde azalirken 6 tanesinde yukselmistir. Tedavi sonrasi 8-
OHdG duzeyi goreceli olarak azalmasina ragmen istatistiki olarak anlamli
degildir. Ancak 14 hastanin 12 tanesinde (%85,7) 8-OHdG/kreatinin
duzeyi azalirken sadece 2 tanesinde yikselmistir ve bu azalma istatistiki
olarak anlamlidir (p<0,05).

8-OHd

115,0 -

110,0 -
105,0 -
100,0 -

nM

95,0 -
90,0 -

85,0 .
Grupll

H Genel (n=14) B Erkek (n=10) m Kadin (n=4)
m Mesane Ca (n=4) m Prostat Ca (n=6) m Bobrek Hiicre Ca (n=4)

Grafik 7: Grup Il 8-OHdG ortalamalari
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Grafik 8: Grup Il 8-OHdG / Kreatinin ortalamalari
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Tablo 13: Tedavi 6ncesi-sonrasi 8-OHdG ve 8-OHdG/kreatinin ortalamalari

Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi p
123,2 £ 48,0 105,0 £ 12,7
_ H a i) ] i) i)
8-OHdG 106,0 (85,8 — 246,4) 100,5 (86,2 — 124,2) 0,363
8-OHdG / Kreatinin® 0.135 = 0,093 0092£0.034 5006+

0,110 (0,062 - 0,428) 0,080 (0,052 - 0,161)

“nM; ” nM / mg kreatinin
*|statistiki olarak anlamli fark vardir (Wilcoxon testi).

0 8-OHdG
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110 )
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5 TARTISMA

Butin canli organizmalar hayatlari boyunca endojen ve
ekzojen kaynakli oksidanlara maruz kalirlar ve bunun sonucu olarak
serbest radikaller tretilir’. ROS ve RNS en énemli oksidanlardir ve diisiik
duzeylerde organizma icin faydall molekuillerdir®. Yuksek
konsantrasyonlarda ise oksidatif ve nitrosatif stres meydana getirirler ve
basta DNA olmak uzere proteinler, lipit ve membranlar gibi hicre
bilesenlerine zarar verirler®. Hiicredeki antioksidan savunma sistemine
ragmen hasar hicrenin yasam dongusu boyunca birikir ve radikal
hasarina bagh olarak DNA, protein ve lipitlerdeki bozulmalar yasa bagli
gérulen hastaliklarin  gelismesinde (kanser, ateroskleroz, artrit,
norodejeneratif hastaliklar ve diger durumlar) énemli rol oynar*.

ROS hucredeki batin yapr ve molekillerle reaksiyona
girmesine ragmen DNA ana hedefidir, bu sebeple de yaslanma ve kanser
ile iliskilidir"®. ROS; tek veya cift zincir DNA kirnidina, pirin ve pirimidinlerde
modifikasyonlara, deoksiriboz-fosfat iskeletinde hasara, DNA-protein ve
DNA-DNA capraz baglantilarina neden olabilir. DNA hasari
transkripsiyonun  indiklenmesi veya durmasi, sinyal yollarinin
induklenmesi, replikasyon hatalari ve genomik instabilite ile sonuclanir.
Butiin bunlarda karsinogenez ile iliskilidir’”®°. DNA'da bulunan dért baz
icinden en kolay ve cok reaksiyona giren guanin bazidir®*®®. DNA'daki
guanin’in «OH radikali ile reaksiyonu sonucu 8-OHdG olugur. Bu lezyon
Onemlidir ¢unku digerlerine gore daha kolay olusur ve mutajeniktir.
Bundan dolayi karsinogenez igin potansiyel bir belirtectir. DNA mutasyonu
karsinogenez icin kritik bir adimdir ve artmis oksidatif DNA lezyonu degisik
timorlerde goézlenmistir®’.

Reaktif turlerin in vivo DNA'da hasar meydana getirdigi
kararll hal “steady-state” durumundaki tum aerobik hicrelerde
gosterilmistir'®*°®,  Bu hasarin  bir kismindan da <OH radikali
sorumludurt®#193199:2% ‘i vivo olugan bu DNA hasarini tamir edecek coklu
enzim sistemleri vardir ve bu sistemlerde olusabilecek bir hasar mutasyon
sikhigini arttirabilir’®2°", Bir cok arastirici idrardaki 8-OHdG &lgiiminii tim
viicut oksidatif DNA hasarinin gostergesi olarak kullanmaktadirt9%208211,
Ancak 8-OHdG sadece hasarli DNA'dan kaynaklanmaz. DNA yapiminda
kullanilan ntkleotid havuzundaki okside guanin’in hidrolizi sonucu da

olusabilir ve bu nedenle DNA yapimina da giremez?%.

8-OHdG duzeyi DNA'daki olusum ve onarim arasindaki
dengeyi de gosterir. 8-OHAG duzeyi sadece oksidatif DNA hasarinda dedgil
ayni zamanda tamir hizinin azaldigi durumlarda da artar®. 8-OHdG
disinda idrarda bir ¢cok DNA baz hasarn drand bulunmaktadir; 8-
hidroksiadenin, 8-hidroksiguanin ve 7-metil-8-hidroksiguanin bunlardan
bazilaridir®*2. Bunlarin bir kismi (en cok 8-hidroksiguanin) diyetle alinir.
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Ozellikle gidalarin pisirilmesi sirasinda DNA oksidasyona ugrayabilir ve
gastrointestinal sistemde (GIS) DNA hidrolizinden sonra okside baz
absorbe edilebilir. Ancak idrardaki 8-OHdG diyetten etkilenmez, ¢lnku
niikleozidler normal sartlarda G1S’den emilmezler®,

8-OHdG seviyeleri her zaman DNA’daki guanin rezidisinin
oksidatif hasarinin gostergesi degildir. 8-OHdG diizeyi hicrenin redoks
durumundan etkilenir ve reaktif tirler bunu agiga cikartir. DNA, <OH,
ONOO , NO,CI ve HOCI gibi reaktif turlerden etkilenir ve pek ¢ok rin
meydana gelir. Son (g tiiriin ana riinii 8-OHAG degildir*****°®. ONOO™ ve
HOCI, DNA'da 6nceden olusmus 8-OHdG'yi yok edebilir. Cunki hidroksile
guaninler, guanininin kendisinden daha kolay okside olabilirler.

Batin bunlara ragmen tersini gosteren calismalar da vardir.
8-OHdG seviyelerinde degisme olmaksizin oksidatif DNA hasari meydana
gelebilir hatta hasar artarken 8-OHdG seviyeleri diisebilir?*"#'8. Ornegin C
vitamini verilen saghkl gonulltlerin lenfosit DNA’larinda 8-OHdG seviyeleri

azalirken 8-hidroksiadenin seviyeleri artmistir®’.

Hiicrede bir giinde 200 kadar guanin modifikasyonu olur?®,
Ancak normal sartlarda bu lezyonlar hizli bir sekilde tamir edilir. Oksidatif
guanozin modifikasyonu ile tamir mekanizmasi arasindaki dengenin yagsla
beraber bozulmasina bagli olarak 8-OHdG birikebilir. Bazi arastiricilar
yasla iliskili olarak baz hasarinin arttigini bulurken®®?%# digerleri 8-OHdG
seviyelerinde degisim bulamamis veya azalma tespit etmistir?®#23224,
Bundan bagka degisik organlarda farkli sonuclar ortaya ¢cikmistir. Bir veya
birka¢ organda 8-OHdG hasari artarken digerlerinde tamir mekanizmasi
daha aktiftir ve DNA modifikasyonu izlenmemistir?*>#?°, Niikleer DNA'daki
oksidatif stres organ spesifik ve yasa baghdir*®. Ayrica enef;ji
metabolizmasindan dolayr mtDNA ROS hasarina daha fazla maruz kalir.
Bununla beraber mitokondrial fonksiyon bozuklugunun yaslanma
siirecindeki rolii tam olarak anlasilamamistir®,

Yasam tarzi ve vicut yapisi idrar 8-OHdG seviyelerini ¢esitli
sekillerde etkiler. Sigara, kilo, calisma sartlar ve egzersiz ile 8-OHdG
seviyeleri arasindaki iligki ¢cesitli calismalarla gosterilmistir. Sigara kullanan
kisilerde kullanmayan ve/veya ara sira kullananlara gore oksidatif hasar
daha fazladir. Zor ¢caligma sartlarinda (asir fizik giici gerektiren ve gece-
gunduz vardiyali islerde calisanlarda) ve mental stres altindaki kisilerde de
8-OHdG seviyeleri yuksektir. Buna karsilik orta derecede spor yapanlarda
(<5 saat/hafta) egzersiz yapmayanlar ve agir egzersiz yapanlara gore
oksidatif hasar daha azdir. Buna ek olarak yuksek viicut kitle indeksine
(BMI) sahip kisilerde zayif insanlara gore daha disik 8-OHdG seviyeleri
bulunmustur??®?%’.
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8-OHAG degisik laboratuarlarda degisik  metotlarla
cahisilmaktadir (HPLC, ELISA, Tandem-Mass spektrometre,
immunohistokimyasal yontemler vb). Bu metotlarin birbirlerine karsi
avantaj ve dezavantajlari olmakla beraber en cok kullanilan HPLC ve
elektrokimyasal dedektdr metodudur. Yalniz 8-OHdG calismasi yapan her
laboratuarin temel aldigi 8-OHdG seviyeleri birbirinden farklidir. 8-OHdG
icin henlz ortak bir kalite kontrol yontemi geligtiriimemistir. Bu nedenle
laboratuarlar ve  metotlar arasinda ciddi farklar meydana

gelebilmektedir®®.

Bizim calismamizda idrar 8-OHdG seviyelerini 6lgmek icin
HPLC-ECD metodu kullanilmigtir. Calismaya katilan hastalar, hastanede
kaldiklari sire boyunca hastane yemekleri yedikleri icin benzer bir diyet
almiglardir.  Ayni sekilde kontrol grubunu olusturan kisiler hastane
personeli oldugu igin diyet yoninden fazla bir farkhlik g6zlenmemigtir.
Hastalar ve kontrol grubu sigara kullanmayan kisilerden secilmigtir.

Bu calismada kanserli hastalarin bulundugu grup l'in 8-
OHdG/kreatinin seviyeleri hem kontrol grubundan hem de BPH ve tas
hastalarindan anlamli olarak daha yiksek ¢ikmistir. Buna ek olarak kanser
hastalarini kendi iginde gruplayarak degerlendirdigimizde mesane ve
prostat kanserli hastalarin idrar 8-OHdG/kreatinin dizeyleri kontrol, BPH
ve tas hastalarindan anlamli olarak yuksektir. Benzer bir ¢calismada, hem
prostat hem de mesane kanserli hastalarin 8-OHdG seviyeleri saglikh
kontrolden daha vyilksek bulunmustur®®. Bizim calismamizda BHK
hastalari ile kontrol ve diger gruplar arasinda bir fark bulunamamigtir.
Ancak bu durum BHK hasta sayimizin az olmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Cunku Miyake ve ark. (2004) vyaptiklart calismada BHK
hastalarinda 8-OHdG seviyelerini daha yiiksek bulmuslardir®®. Ayni
calismada 8-OHdG seviyeleri ile tumoér boyutu, klinik evresi, uzak
metastaz, patolojik evresi, timor grade evresi ve mikroskobik vendz
invazyon arasinda anlamli iligki bulmusglardir. Fakat hastalarin cinsiyeti,
yasl ve tumorun histolojik alt grubu ile 8-OHdG arasinda bir iligki
bulunamamistir.

2006 yiinda Wada ve ark. mesane ve bdbrek kanserli
hastalarda mtDNA’nin D-loop bdlgesindeki mutasyonlari ve doku 8-OHdAG
icerigini caligmiglardir. 8-OHdG seviyeleri radikal sistektomi veya
nefroktomi ile c¢ikarilan Orneklerde calisilmis ve kanserli dokularda
yanindaki kanser olmayan dokuya gé6re daha vyiksek dizeyde
bulunmustur?®..

Kuo ve ark. (2007) meme kanserli hastalarla yaptiklar

calismada, idrar 8-OHdG, 8-OHdG/kreatinin ve 8-OHdG/kilo dizeyini
calismiglar ve uUc¢ degeri de meme kanserli hastalarda kontrol grubuna
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gbre yuksek bulmuglardir. Ancak hastalar kendi aralarinda evre I, 1l ve Il

olarak karsilastirildiginda herhangi bir fark gézlenmemistir®?.

2005 yilinda degisik kanser gruplari ile yapilan bir calismada
akciger, jinekolojik ve kolorektal kanserlerde idrar 8-OHdG seviyeleri
saglikli kontrol grubuna gére daha yiiksek bulunmustur?®. Oral skuamoz
hicre karsinoma hastalarinin tukurok salgisinda 8-OHdG calisiimis ve
saglikh bireylere gore %65 yukseldigi, ayrica karbonil dizeylerinde de
anlamli artis oldugu gézlenmistir®®,

Cerrahi girisim kanser tedavisindeki 6nemli yollardan bir
tanesidir ve basarisi, takip eden tedavinin etkinligi i¢cin de 6nemlidir. Bizim
calismamizda da 14 hastaya, hastaligina bagl olarak standart cerrahi
girisimde bulunulmus ve tedavi 6ncesinde ve sonrasinda bu hastalardan
idrar 8-OHdG duzeyleri cahsilmigtir. Cerrahi tedavi sonrasinda 8-
OHdG/kreatinin seviyeleri anlaml derecede azalmistir. Yalniz bu grupta
mesane, prostat kanseri ve bobrek hicreli karsinom hastalar sayilari az
oldugu icin ayrn ayri degerlendiriimemigtir. Benzer bir ¢calismada ameliyat
olmamis ve olmus hastalar idrar 8-OHdG seviyeleri bakimindan
kargilagtirlmig, ameliyat olan hastalarda anlaml olarak digsme
gOzlenmistir. Ayni calismada saglikli grup ile ameliyat olan hastalar
arasinda bir fark bulunamamistir?®.

2005 yilindaki bir calismada mesane kanserli hastalardan
transuretral elektro rezeksiyon (TurN) ile ameliyat edilmeden o6nce ve
sonrada 3 kez olmak Uzere 4 defa idrar 6rnekleri alinmig ve 8-OHdG
cahisilmigtir. Ameliyat oncesi idrar 8-OHdG seviyeleri kontrol grubundan
daha yuksek bulunmustur. Ameliyattan 2 hafta sonraki 6érneklerde azalma
olmasina ragmen istatistiki fark yoktur. 6 hafta sonraki idrar 8-OHdG

seviyeleri anlamli derecede diismiistiir®®>.

50



6 SONUC

Calismamiza 25 kanserli hasta, 10 saglikli kontrol, 9 benign
prostat hiperplazisi ve 6 tas rahatsizligi olan gonulli katilmis ve 24 saatlik
idrar oOrnekleri toplanmigtir. 25 kanser hastasindan ameliyat olan 14
tanesinin ameliyat sonrasinda da idrar 6rnekleri toplanmistir. idrar
orneklerinde kreatinin ve HPLC-EC metodu ile 8-OHdAG calisilmigtir. 8-
OHdG/kreatinin oranlar hesaplanmigtir. Gruplar arasi istatistigi Mann-
Whitney U testi, ameliyat 6ncesi-sonrasi degerlendirmeleri ise Wilcoxon
testi ile yapiimistir. p<0,05 istatistiki olarak anlamli kabul edilmigtir.

Kanserli hasta grubunun 8-OHdG/kreatinin ortalamalari BPH
(p<0.001), tas hastalan ve kontrol grubundan (p<0.05) daha yiksek
bulunmustur. Mesane ve prostat kanserli hastalarin 8-OHdG/kreatinin
seviyeleri de kontrol grubu, BPH ve tas hastalarindan anlamli olarak daha
yUksektir (p<0.05). Kontrol grubu ile hem BPH hem de tas hastalari
arasinda anlamli fark bulunamamigtir.

Ameliyat edilen 14 hastanin 8-OHdG/kreatinin duzeyleri
incelendiginde, 12 tanesinin 8-OHdG/kreatininleri azalirken sadece 2
hastada artig olmustur. Bu azalma (0,135 = 0,093 & 0,092 = 0,034)
istatistiki olarak da (p<0,05) anlamhdir.

Bu sonuglar bize idrar 8-OHdG/kreatinin degerlerinin kanser
hastalarindaki oksidatif DNA hasarini olgebilecek potansiyel bir belirteg
olabilecegini gostermektedir. Ayrica yapilan tedaviye verilen cevabi
degerlendirebilmek icinde 8-OHdG takibi yapilabilir. Boylelikle tedavinin bir
sonraki agsamasinin daha kolay ve etkili planlanmasi saglanabilir. Fakat bu
velveya benzer caligmalar ileride daha fazla sayida hasta ile daha uzun
sureli planlanmalidir. Bu sayede hastaligin degisik evrelerindeki tum
etmenlerle olan iligkisi daha kolay agiklanabilir.
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7 OZET

_Uriner Sistem Kanser Hastalarinda Cerrahi Tedavi Oncesi ve Sonrasi
Idrar 8-Hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) Seviyeleri

8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG) DNA lezyonlarinda
en ¢ok tespit edilen ve calisilan trindur. Okside DNA, tamir sistemleri ile
kendini onarirken okside bazlar idrar ile atilirlar. idrar 8-OHdG diizeyleri,
kanser gibi dejeneratif hastaliklara bagl hucresel oksidatif stresi 6lgmek
icin iyi bir belirtectir.

Calismamizda mesane, prostat ve bdbrek hucreli
karsinomdan (BHK) olugsan hastalarin ameliyat dncesi ve sonrasi idrar 8-
OHdG duzeylerini olcerek tedavi etkinligini gormeyi amacladik. Ayrica
saglikh kontrol, benign prostat hiperplazisi (BPH) olan hastalar ile tas
rahatsizligi olan kigileri de karsilastirma icin calismaya dahil edildi.
Hastalardan toplanan idrarlar yiuksek performansh sivi kromatografisi ve
elektrokimyasal dedektor (HPLC-EC) ile caligildi.

Kanser hastalarindan (mesane, prostat ve bobrek hicreli
karsinom) olugsan grup l'in ortalama 8-OHdG/kreatinin seviyeleri (0,143 £
0,097) sirasiyla kontrol, BPH ve tas hastalarindan daha yuksek
bulunmustur (0,084 + 0,036, 0,067 + 0,017, 0,067 + 0,029, p<0,05).
Kontrol grubu ile BPH ve tas hastalari arasinda ise bir fark
bulunamamistir. Ayrica mesane ve prostat kanserli hastalarinda 8-
OHdG/kreatinin seviyeleri kontrol grubuna goére daha ytksektir (p<0.05).
Ameliyat olan 14 hastadan 12 tanesinde (%85,7) 8-OHdG/kreatinin
azalmigtir ve bu dusus istatistiki olarak anlamlidir (0,135 + 0,093 & 0,092 +
0,034, p<0,05).

Bizim bulgularimiza goére 8-OHdG/kreatinin degerleri, kanser
hastalarinda olusan oksidatif DNA hasarini Olgebilecek potansiyel bir
belirtectir. Ayrica cerrahi tedavi sonrasinda bakilacak 8-OHdG/kreatinin
seviyeleri tedavinin ne kadar etkili oldugunu gdsterebilir.
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8 SUMMARY

Urinary excretion of 8-hydroxydeoxyguanosine in patients undergoing
surgery for urological cancer

8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) is the most
frequently detected and studied DNA lesion. Upon DNA repair, 8-OHdG is
excreted in the urine. Urinary 8-OHdG is now considered as a biomarker
of generalized, cellular oxidative stress and is linked to degenerative
diseases including cancer.

In this study it is aimed to analyze efficiency of assaying
urinary excretion of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine in patients undergoing
surgery for urological cancer (bladder, prostate and renal cell cancer
(RCC)). We have also assay groups including benign prostatic hyperplasia
(BPH), healthy control and the patients with renal stone. Urinary samples
were studied with high-performance liquid chromatography and
electrochemical detector (HPLC-EC).

Group 1 included cancer patients (bladder, prostate and
RCC) with an average of 8-OHdG/creatinine rate (0,143 + 0,097) is
sequentially found to be higher than control, BPH and renal stone groups
(0,084 = 0,036, 0,067 £ 0,017, 0,067 £ 0,029, p<0,05). On the other hand,
no significant difference is observed within control group, BPH and renal
stone patients. Furthermore, bladder and prostate cancer patients’ 8-
OHdG/creatinine rates has found to be higher than control group (p<0,05).
Within 14 patients undergoing surgery 12 (85,7%) had decreasing values
of 8-OHdG/creatinine rates, indicating a statistical significance (0,135 *
0,093 & 0,092 £ 0,034, p<0,05).

As a result of our findings, it is concluded that 8-
OHdG/creatinine rates are potential biomarkers for detecting oxidative
DNA damage in cancer patients. 8-OHdG/creatinine rates can also be
used as an indicator of surgical therapy.
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