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1. GIRIS

Son zamanlarda birgok hastaligin etiyolojisinde; sadece
cevresel veya genetik kaynaklarin rol oynamasi yerine her ikisinin
etkilesimi sonucu hastalik olustugu kavrami yayginlagmaktadir. insan
Genom Projesi’'nin tamamlanmasinin ardindan DNA sekansi dluzeyinde
genetik farkliliklarin belirlenmesi, gen — ¢evre etkilesimi arastirmalar i¢in
yeni alanlar acmigtir. Bu sebeple yapillan gen — c¢evre etkilesimi
calismalari; hastalik gelisimi riskinde cevresel ve genetik faktorlerin riski
nasil etkiledigini tanimlamayi hedeflemektedir. Sonugta bu calismalar ile;
hastallk olugmadan ©Once bireysel koruyucu tavsiyelerin alinmasi ve
hastalik olustuktan sonra ise bireysel tedavi yaklagimlarinin uygulanmasi
saglanmaktadir’.

Gen-cevre, gen-hastalik etkilegsimlerinde en yaygin aragtirma
alanlarindan biri de kanserdir. Kanser; tedavisi, teshisi ve korunmasinda
bir ¢ok ilerleme kaydedilmesine karsin insanlik igin halen buyuk bir sorun
teskil eden, uzun ve ¢ok basamakli bir surecin sonucunda ortaya g¢ikan bir
hastaliktir. Kanser olusumunda genler ve ¢evre arasinda kompleks bir
etkilesim s6z konusudur’. 18. yy.’dan beri cevresel kimyasallara
maruziyetin kanser etiyolojisinde onemli rol oynadigi dusunulmektedir.
Baca temizleyicilerinde kurum kaynakli skrotum kanserlerinin gorulmesi ile
cevresel faktorlerin kanser olusumunda baskin oldugunun fark edilmesiyle
birlikte, bireyler ayni tip ve ayni dozda karsinojenlere maruz kalsalar da
kanser gelisiminin hepsinde goérulmeyisi; kanser olusumunda; yalnizca
ekzojen veya endojen karsinojenlerin degil bunlarin detoksifikasyonunda,
DNA hasari onariminda, hilcre dongusu ve huacre sinyalinde rol alan
genlerle etkilesmeleri sonucu oldugunu da gostermektedir. Karsinojen
maddelere maruziyet sonucu olugan kanserlerde ilgili genlerdeki mutasyon
veya polimorfizmlerin kimulatif etkisi rol almaktadir®. Bu sebeple, genotip
— fenotip c¢alismalari spesifik genler veya yolaklardaki polimorfik
varyantlarin fonksiyonel 6zelliklerini tanimlamak agisindan onemlidir?.

Dunyada en yaygin ve en yuksek 6lum oranina sahip kanser
tipi akciger kanseridir®. T.C. Saglik Bakanhgi 1999 istatistiklerine gére
Tarkiye'de erkeklerde en c¢ok gorulen kanser turleri arasinda ilk sirayui,
kadinlarda ise altinci sirayr alan akciger kanserinin®, patofizyolojisi
oldukga kompleks ve tamamiyla anlasilmamis durumdadir. Kapsamli
prospektif epidemiyolojik veriler agikga akciger kanserinin en onemli
nedeni olarak sigara kullanimini gostermektedir. A.B.D.'de her yil akciger
kanseri olumlerinin kadinlarda %75-80’'inin ve erkeklerde yaklasik
%90’Inin sigaraya bagh oldugu tahmin edilmektedir’. Ancak sigara
icenlerin  %20’sinden azinin akciger kanseri olmasi duyarlihgin;



karsinojenlerin metabolik aktivasyonu / detoksifikasyonu ve olugan hasar /
onarim arasindaki dengeye bagli oldugunu gdstermektedir®.

Cevresel faktorlerden sigara aligkanhginin akciger kanseri
olusumunda ©Onemli rol oynadigini gosteren calismalar vardir. Sigara
dumaninin DNA’da kimyasal degisiklige neden oldugu bilinen bircok
karsinojen icermesi ve mutasyon olusumlarina neden olmasi yaninda®
sigara dumanindan olusan reaktif oksijen turlerinin (ROT), insan hucre
kultirinde DNA'da tek sarmal kiriklari ve baz degisimi olusumunu
indikledigi  gdsterilmistir’®.  Oksidatif mekanizmalarin  karsinojenezin
baglatici, gelistirici ve malign timore donusum evrelerinde potansiyel role
sahip olmasi’ konu (izerinde bircok calismanin yapillmasina neden
olmaktadir. DNA'da yer alan dort baz arasinda en kolay okside olan baz
guanindir'®. 8-hidroksiguanin (8-OHG) DNA'da ROTleri tarafindan (iretilen
en onemli lezyonlardan biridir'® ve izerinde en cok calisilan DNA hasar
tipidir'2. Hicresel oksidatif stresin biyogdstergesi olarak kabul edilen 8-
OHG" DNA replikasyonu sirasinda adenin ile yanlis eslesme yaparak
G:C—T:A transversiyonunu indukleyen mutajenik etkiye sahip bir
lezyondur'. Genomun bitiinligini korumak amaciyla olusturulmus bir
savunma sistemi olan DNA onarimindaki yetersizlikler nedeniyle’™ bu
lezyonlarin onarilamamasi genomda hasarlarin birikmesine ve genomik
instabiliteye (kararsizliga) neden olmaktadir. Bireyler arasinda DNA
onarim kapasitesindeki  degigikliklerin  DNA onarim genlerindeki
polimofizmlerden kaynakli olmasi sebebiyle, bireyler arasinda DNA onarim
genlerinde genetik polimorfizmlerin frekanslarini ve tiplerini saptamak
oldukga ©®nemlidir'®. Eger kisi akciger kanseri gelisimi igin genel
populasyondan daha yuksek risk tasidigini bilirse, sigara gibi yuksek risk
faktorine baglamama ya da igiyorsa birakma karari alabilir.

8-OHG lezyonlarinin temel onarim mekanizmasi baz ¢ikarma
onarimi yapan 8-hidroksiguanin DNA glikozilaz (OGG1) enzimidir'*. Bu
enzim aktivitesinde azalma, DNA hasarinin tam olarak giderilememesi ve
kanser gelisimi riskinde artig ile sonuglanabilir. Bu sebeple DNA onarim
enzimlerindeki genetik polimorfizmleri saptamak onemlidir'’. Yapilan
calismalarda OGG1 geninde birgok tek nokta mutasyonu (SNP)
belilenmesine ragmen’™ 7. ekzonda 1245. pozisyonda yer alan C/G
polimorfizmi kodon 326’da serinden sisteine amino asit degisimine neden
olmakta'™ ve siklikla calismalar bu degisim Uzerine odaklanmaktadir'.
Yapilan aktivite caligmalarinda celigkili sonuglarin bulunmasi sebebiyle
aminoasit degisiminin enzimin katalitik Ozelligini etkileyip etkilemedigi
henlz c¢ok acik degildirzo. Yogun calismalara karsin gendeki SNP’ler ile
kanser duyarlihigi arasindaki iligki icin de limitli bilgi mevcuttur'®. Buna
dayanarak, OGG1 geninde mutasyon olup olmadigini belirlemek amaciyla
birgok arastirmaci, insan tiimérlerini incelemistir?’. Bununla beraber OGG1



geninde yer alan defektlerin; birgok kanser turiunde mutasyona ugrayarak
G:C—T:A transversiyonlarina neden oldugu bilinen kanser biyog0Ostergesi
p53 geninde oldugu gibi ayni transversiyonlara neden olmasi’®; OGG1
geninin de p53 gibi tumor supresor etki  gOsterebilecegini
distindiirmektedir'’. Akciger kanserinde hastalarin %50’sinden fazlasinda
p53 geninde mutasyonlarin oldugunun gériilmesi’ ve bir cok timér
supresor genin bulundugu 3. kromozomda allel kayiplarina sikga
rastlaniimasi® yine 3. kromozomda yer alan OGG1'In akciger kanseri
gelisiminde 6nemli bir yer tutabileceginin igsaretlerini vermektedir.

Cesitli kanser tiplerinde ve akciger kanserinde yapilan OGG1
Ser326Cys c¢aligsmalarinda bir gok sonug elde edilmesine ragmen, kanser
duyarliligindan sorumlu aday genetik gostergeler incelendiginde
populasyonlar arasinda c¢ogunlukla frekanslarda farklihk oldugu iyi
bilinmektedir. Bu sebeple, kanser risk degerlendirmelerinde, genetik
gOstergelerin 6nemini ortaya c¢ikarmakta birgok populasyonda temel
prevalanslari bilmek onemlidir. Ser326Cys polimorfizminin dagilimi birgok
etnik grup arasinda oldukga fakhdir. Bu farklilik, bireysel riskin tahmini i¢in
gOstergelerin potansiyel olarak kullaniimasi yorumlarini ve stratejisini
etkileyecektir. Arastirilan populasyonlar arasinda oldukga degisken allel
frekanslarin bulunmasi 1g1g1 altinda; artmis kanser riskinin gostergesi
olarak Ser326Cys polimorfizminin ug/gulanabilirligini saptamak amaciyla
daha fazla galismaya ihtiyag vardir®. Tim calismalarin sonugclarinin bir
araya getirilmesi ile farkli populasyon ve genig Ornek sayilarinin meta-
analiz yapilmasina imkan vermesi, gen — hastalik iligkisinde aday
biyogostergelerin  kanser duyarliigi igin guvenilir ve kullanilabilir
biyogoOstergelere ulasmasini saglayacaktir.

Akciger kanserinde DNA onarim aktivitesinin  rolinin
anlasiimasi molekuler epidemiyoloji calismalarinda insan
populasyonlarinda kesin, tekrarlanabilir ve spesifik fenotipleme
yontemlerinin geligtiriimesi ve test edilmesi ihtiyacini dogurmustur. Akciger
kanserinde oksidatif onarim fenotipinin sigara ile iligkisinin olup olmadigini
tanimlamak Onemlidir. Cunkl sigara dumanindaki birgok kimyasal,
antioksidan kapasiteyi azaltan ve oksidatif DNA baz modifikasyonlari gibi
degismeleri indukleyen karsinojenleri icermektedir®*. DNAda veya
hidcresel havuzda hasarli nuUkleotid drunlerinin idrardan atilimini
belirlemek, ilgili karsinojenlere maruziyetin 6nemli bir biyogostergesi ve
kanser riskini tahmin etmenin bir yolu olabilir. Nukleotid havuzunda veya
DNA'da guaninin oksidasyonu idrarda 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-
OHdG) atihmina yol agmaktadir. Cok sayidaki oksidatif DNA hasar
urunleri arasinda olgimunun goreceli olarak daha kolay olmasi ve DNA
replikasyonu sirasinda G:T transversiyonuna neden olmasi sonucu
mutajenik 6zelliginden dolayi en ¢ok calisilan bilesik 8-OHdG'dir®.



Gunumuze  kadar  farkh  populasyonlarda  yapilan
calismalarda OGG1 polimorfizminin akciger kanseri ile iligkisi tartismali
sonuglar ortaya c¢ikarmistir. Bu calismamizda akciger kanserinin diger
populasyonlardaki verileri goz onunde bulundurularak OGG1 Ser326Cys
polimorfizmi ile iliskisi saptanmaya caligilmigtir. Ozet olarak Tirk
populasyonunda ilk kez yapilan bu c¢alisma asagidaki hedeflere yonelik
planlanmigtir:

» Akciger kanserli hastalarda ve kontrol grubunda OGG1 Ser326Cys
polimorfizminin genotip frekanslari belirlenerek akciger kanseri ve
OGG1 polimorfizmi iligkisinin istatistiksel olarak belirlenmesi

» Sigara kullaniminin akciger kanseri ve OGG1 polimorfizmi iliskisine
etkisinin saptanmasi

» Akciger  kanseri  etiyolojisinde  rol oynayan faktorlerin
degerlendiriimesi

> Bireylerdeki oksidatif hasari belirlemek amaciyla oksidatif hasarin
biyogostergesi olan  8-hidroksi-2’-deoksiguanozin  (8-OHdG)
miktarinin idrardan olgumu



2. GENEL BILGILER
2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dig orbitallerinde ortaklanmamis elektron
iceren kisa omurll, kararsiz ve oldukga etkin molekuller olarak
tanimlanmaktadir®®?’. Radikaller genom instabilitesi, yaslanma, dejeneratif
hastaliklar ve kanser gibi pek ¢ok olusumda rol almaktadir®,

2.1.1. Reaktif Oksijen Turleri ve Oksidatif Stres

Biyolojik sistemlerdeki en oOnemli serbest radikaller,
oksijenden olusan radikallerdir. Yasayan hucrelerde hem endo;en hem de
ekzojen siireglerde devamii reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusur'”.

Hucreler basta mitokondri elektron tasiyici sistem olmak
uzere ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik aktivasyon, inflamasyon,
radyasyon, gecis metallerinin katalizledigi reaksiyonlar, cesitli sentez ve
degredasyon (yikim) reaksiyonlari ve diger faktorlerden ROT’lerine maruz
kalmaktadir®. Bunlara ek olarak romatoid artrit gibi bazi hastaliklarda
inflamatuar cevapta makrofajlar tarafindan reaktif oksijenlerin programli
salinimi da olasi oksidatif DNA hasar nedenlerindendir?®. Oksidatif DNA
hasarinin yaglanmada, Alzheimer hastaliginda, diabette, aterosklerozda,
romatoid artrit ve sistemik lupus eritematozus gibi otoimmun inflamatuar
hastaliklarda ve kanserde arttigini gosteren birgok arastirma
bulunmaktadir®.
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Sekil 1: Oksidatif stres ile iligkili klinik durumlar®

Prooksidan/antioksidan dengenin  prooksidanlar lehine
kaymasi sonucunda gelisen oksidatif stres, c¢esitli mekanizmalar ile
biyomolekillere hasar vermektedir. Stabil bir molekul olan DNA da;
lipidler, karbohidratlar ve proteinler gibi spontan kimyasal oksidatif hasara
ugramaktadir. DNA'nin gunde 10° kez oksidatif hasara maruz kaldigi 6ne
stirliimistir’®. Oksidatif mekanizmalar; karsinojenezin baslatici, gelistirici
ve malign tiumoére donusum evrelerinde potansiyel role sahiptirler'".
Superoksit anyon radikali (O2’), hidroksil radikali (OHs), nitrikoksit radikali
(NO-), veya hidroperoksil (HOOe<) gibi ROT’lar hicrede metal katalizli
doéniisiimden sonra veya dogrudan DNA’da hasar olusturur®®. Bu tip DNA
hasari oksidatif DNA hasari olarak tanimlanir ve mutajenez, karsinojenez
ve yaglanma gibi biyolojik sureclerde etki goOsterir. Yapilan cesitli
arastirmalar, O, ve hidrojen peroksitin (H202) dogrudan DNA ile
etkileserek baz oksidasyonuna veya DNA sarmal kiriklarina yol agmadigi
ancak gecis metal iyonlari varliginda Fenton reaksiyonu ile olusan ve daha
aktif bir tir olan hidroksil radikalinin  DNA hasari olusturdugunu
gbstermislerdir”. OH radikali gok reaktif olmasindan dolayi hemen hemen
her molekiile saldirarak hasar olusturur®®. DNA'da baz ve seker hasari,
DNA-protein gapraz baglanmasi gibi bir gok degisime neden olmaktadir®,



2.1.2. Guanin Bazinda Oksidatif Hasarin Mekanizmasi

Son yillarda yapilan arastirmalarda oksidatif DNA hasar
gostergesi olarak siklikla baz hasarlarinin analizi yapilmistir’®. DNA’nin
dort farkl bazinda serbest radikallerin reaksiyonu sonucunda 20 veya
daha fazla ana (riin olusmaktadir*. OHe radikallerinin reaksiyonlari
sonucu purin ve pirimidin bazlarinda degisimler meydana gelmektedir.
Cu iyonlari DNA'da G-C'den zengin bélgelerde yiiksek oranda
bulundugundan oksidatif hasara en fazla maruz kalan baz guanindir®.
Guanin bazinin 4, 5 veya 8. p02|syonlar|nda yer alan C atomlarina OH-
radikali katilarak gesitli Griinler olusmaktadir'.
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Sekil 2 : Hidroksil radikalinin guanin bazi ile reaksiyonu35

DNA'da yaklasik olarak 15 adet guanin Urunu tanimlanmistir.
Bunlarin |§|nde en fazla olugsan 7,8-dihidro-8-hidroksiguanin (8-OHG) ve
FapyG'dir®. 80HG DNA’da ROT'lar tarafindan uretilen en 6nem|i
lezyonlardan biridir'® ve lzerinde en cok calisilan DNA hasar tipidir'?.
Hicresel oksidatif stresin biyogdstergesi olarak kabul edilen 8-OHG™ |
DNA zincirinin uzamasini engellememekte ancak DNA repllkasyonu
sirasinda adenin ile yanlis eslesme yaparak GC—TA transversiyonunu
indiiklemektedir'®. Her memeli hiicresinde giinde yaklasik 180 guanin
okside olarak 8-OHG’e ddnmektedir’’. Oksidatif hasarin indikledigi
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Sekil 3 : Guanin {riinlerinin olusumu®

Oksidasyonla hasarlanmis bir guanin olan 8-OHG’in hicresel
oksidatif metabolizma, iyonize radyasyon veya klmglasal karsinojenlere
maruziyet sonucunda DNA’da ¢ok miktarda uretildigi ® ve DNA'da artmis
8-OHG miktarinin  kanser riskini artirdigi  belirlenmigtir.  8-OHG
olusumunun, insan akciger kanseri karsinojenezi ile baglantih oldugunu
gosteren bir cok drnek vardir®.

2.1.3. Sigara ve 8-Hidroksiguanin iliskisi

Sigarada mutajen ve karsinojen aktivite gosteren ¢ok sayida
bilesigin tanimlanmasina ek olarak, hem katran hem de sigara dumaninin
gaz fazi iyi bilinen ROT kaynaklari oldugundan S|gara dumaninin kanser
olugsmasinda 6nemli bir rold oldugu bilinmektedir'®. Bir raporda sigaradan
alinan her solukta 5x10* radikal olustugu gosterllmigtir“o. in vitro olarak
sigaranin sulu duman solusyonunda Oy ve H,O, teshis edilmistir. Sigara
dumanindan olusan ROT’larin, insan hicre kaltirinde DNA'da tek sarmal
kiriklari ve baz degisimi olusumunu indiikledigi gdsterilmistir™.



Sigarada bulunan oldukg¢a karsinojenik bir bilesik olan
benzo[a]pirenin, hayvan dokularinda 8-OHG olusumuna neden oldugu
gosterilmistir. Buna baglh olarak sigara i¢enlerin akciger DNA’sinda artmis
8-OHG seviyesi gozlenmesi ve sigara sayisi ile 8-OHG seviyesi arasindaki
korelasyonun incelenmesi sonucu sigara dumani karsinojenezi ve 8-OHG
olugsumu arasindaki baglanti gosterilmistir. Buna ek olarak, hem periferal
I0kosit DNA'larinda hem de oral mukoza c¢ekirdeklerinde yapilan
incelemelerde sigara igenlerin 8-OHG seviyelerinin icmeyenlerle
kargilastirildiginda daha yuksek oldugu belirlenmistir'°. Ayrica sigarayi
birakanlarda da hi¢ sigara icmeyenlere gore 8-OHG seviyelerinde artis
gorilmiistir*’.  Bunun yaninda sigara kullanmayanlarin idrarlariyla
kargilastirildiginda sigara i¢enlerin idrarinda %35-50 daha fazla 8-hidroksi-
2’-deoksiguanozin (8-OHG bilesiginin 2’-deoksinukleozid turevi; 8-OHdG)
oldugu ortaya cikmistir'®*?.  Akciger dokularinda oksidatif stres ve
sigaranin etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan bir calismada 8-OHdG
seviyeleri Olgulmus ve sigara igenlerin 8-OHdG seviyesi sigara
icmeyenlere gore 1,43 kat fazla bulunmustur. Gunlik icilen sigara miktari
ile 8-OHdG seviyesi arasinda da pozitif korelasyon bulunmustur®®. Akciger
kanserli hastalarda, tumorlt olmayan akciger dokusu DNA’sinda 8-OHG
miktarinin kontrol grubuna gore daha yuksek oldugunun bulunmasi da
karsinojeneze neden olduguna bir isarettir®.

Sigara icenlerin 8-OHG ve 8-OHdG seviyelerinin daha
yiiksek olmasi sebebiyle® sigara kullaniminin akciger DNA’sinda oksidatif
hasar indikledigi sdylenebilmektedir®®. Bitin bu veriler, 8-OHG
olusumunun kanserde 6nemli bir yer tuttugunu gostermektedir.

2.1.4. Okside Guanin Onarimi

Nukleotid havuzunda yer alan serbest guanin nukleotidinin,
OH?- ile reaksiyona girmesinin DNA’daki guaninden daha kolay olmasi, 8-
OHdG olusumu igin alternatif bir kaynak olusturmaktadir. Serbest
nukleotidin oksidasyonuyla veya DNA’da guanin bazinin C8 konumundan
OH radikali ile hasarlanmasiyla olusan okside guanin eger onarilamazsa
DNA'da G:C — T:A transversiyonuna neden olurken nukleotid
havuzundan gelen hasarli bazin replikasyona girmesiyle A:T — C:G
transversiyonu meydana gelmektedir**. Superoksit dismutaz (SOD),
katalaz ve glutatyon peroksidazlar gibi enzimler antioksidan mekanizmasi
olarak savunmada yer alirken meydana gelen hasarlar iginse DNA onarimi
gorev almaktadir®®.



DNA'da oksidatif lezyonlarin belirli tiplerinde nukleotid
citkarma onarimi ve yanlis eslesme onarim yolaklari gorlilse de okside
bazin onariminda baskin olarak DNA glikozilazlarin baglattigr baz ¢ikarma
onarim yolagi (Base excision repair; BER) gérev almaktadir®®. OGG1 ve
MYH genleri, DNA’da 8-OHG lezyonu igin baz ¢ikarma onarim proteinini
kodlamaktadir. 8-OHG’in temel onarim enzimi olan OGG1; sitozin ile
eslesmis 8-OHG'i kesme yetenegine sahiPken, MYH proteini A:8-OHG
yanlis eslesmesinde adenini kesmektedir ®. Glikozidik bagin kesilmesi
nedeniyle glikozilaz etkinin Urinu olarak 8-OHdG ortaya c¢ikmamakia,
olusumundan diger DNA onarim vyolaklarinin  sorumlu oldugu
disiniimektedir*®. 8-OH-dGTPaz (MutT homolog = hMTH) enzimi
nukleotid havuzundaki oksitlenmis guaninini (8-OH-dGTP) taniyarak
defosforilasyonla 8-OH-dGMP’ye donusumunu saglar. Boylece hasarli
nukleotidin DNA’ya yanlis baglanmasini onler. Bu olay idrarda 8-OHdG
kaynaklarindan biridir***®4’_ Niikleotid ¢cikarma onarim mekanizmasinin alt
tipi olan transkripsiyona kenetlenmis onarim mekanizmasi (TCR =
transcription coupled repair) memeli hucrelerinde transkripsiyonel olarak
aktif genlerin onarimindan sorumludur ve OGG1’dan bagimsiz olarak
DNA'daki 8-OHG'i, alternatif yolak olarak onarabilir®*°. 8-OHG’e 6zgii
olup olmadigina iligkin geligkili galismalarin olmasina karsin®® memelilerde
E.Coli'deki Nei enzimine homolog olan NEIL1 enziminin de 8-OHG
lezyonlarinda onarim &zelligi oldugu gézlenmistir*®°!. 8-OHG icin ana
onarim yolagi olarak BER kisa yolagi gosterilse de gereken durumlarda
uzun yolak BER, daha sonra niikleotid ¢ikarma onarimindan yararlanilir".
In vitro deneyler DNA'dan 8-OHG kesiminde insan alkilpurin DNA
glikozilazin (Aag) da gorev aldigint gostermektedir. Ancak memeli
hiicrelerinde; 8-OHG igin temel DNA glikozilaz olmadigi bilinmektedir®2.
Ayrica ¢ok nadir gorulse de, 8-OHG OGG1'dan bagka RAD14 ve
MSH2/MSH6 enzimlerini igeren kesme onarim yolaklar ile de
onarilabilir®.
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Sekil 4 : Guanin oksidasyonu, mutasyonlar ve onarim yolaklari 2
2.2. Oksidatif Hasarin Biyogostergesi : 8-OHdG

idrar, serum gibi biyolojik sivilarda oksidatif stresin
biyogostergesi olarak hem 8-OHdG hem de serbest baz 8-OHG’in dlgumu,
klinik uygulamalar ve epidemiyolojik c¢aligmalar igin uygun ve invazif
olmayan bir érneklemedir**. Oksidatif DNA lezyonlarinin onarim Grinleri
suda c¢ozunebilen ve tekrar metabolizma reaksiyonlarina ugramaksizin
idrara gecen driinlerdir®™®**. Sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi (LC-
MS/MS)®, tandem kiitle spektrometrisi®>, yiiksek basinch sivi
kromatografisi - elektrokimyasal tayin (HPLC-EC), kapiller elektroforez -
elektrokimyasal tayin (CE-EC), gaz kromatografisi — kutle spektrometrisi
(GC-MS), ylksek basingh sivi  kromatografisi — tandem katle
spektrometrisi (HPLC-MS/MS), modifiye comet®® ve enzim bagh immiin
assay (ELISA) yontemleriyle idrarda en ¢ok c¢alisilan oksidatif hasar Grana
8-OHdG'dir®®. idrarda 8-OHdG seviyesi, DNA hasari oranina ve DNA
onarim etkinligine baghdir®.



Oksidatif hasarli lezyonlar DNA’dan uzaklagtinlarak kan
dolasimina ve oradan da idrara gegerler46. DNA’da veya hucresel havuzda
hasarli  nukleotid UrUnlerinin  idrardan atilimini  belirlemek, ilgili
karsinojenlere maruziyetin 6nemli bir biyogostergesi ve kanser riskini
tahmin etmenin bir yoludur. Nukleotid havuzunda veya DNA’'da guaninin
oksidasyonu idrarda 8-OHdG atilimina yol agmaktadir. Cok sayidaki
oksidatif DNA hasar drunleri arasinda oOlgimunun goreceli olarak daha
kolay olmasi ve DNA replikasyonu sirasinda G:T transversiyonuna neden
olmasi sonucu mutajenik 6zelliginden dolayr en ¢ok cgalisilan bilesik 8-
OHdG'dir*®.

]

'
HM
)\ | "
"\-..\_\_ - N
Nlh N
[§]
OH
OH

Sekil 5 : 8 - hidroksi - 2’ - deoksiguanozin58

Sigara i¢enlerde 8-OHdG ve 8-OHG'in idrar yoluyla atilimi
artmaktadir. Bunun yaninda atilimi artiran bir g¢ok faktor vardir. Dizel
egzosu, poliaromatik hidrokarbon (PAH) ve benzen®® gibi mesleki kaynakli
hava Kkirliligine yuksek maruziyet 8-OHdG atiliminda artisla
iligkilendirilirken mesleki olmayan c¢evresel hava Kkirliligine maruziyet 8-
OHdG atiimiyla iligskilendiriimemistir. Fazla yogunlukta egzersizin
(maraton kosmak)? ve denizden oldukga yiiksek seviyelerde bulunmanin
8-OHdG atihminda artisa neden oldugu bilinmektedir. Radyasyon veya
kemoterapi seklinde uygulanan kanser tedavilerinin de 8-OHdG atilimini
artirdigina iligkin ¢alismalar vardir®.

Son zamanlarda idrarda Olgulen oksidatif DNA lezyonlarinin
diyetten mi, hucre yapim-yikimindan mi yoksa DNA onarimindan mi
geldigine iliskin sorulara yanit aranmaktadir. Spesifik hucrelerdeki hasari
olcmek yerine 8-OHG ve 8-OHdG’nin idrardan atilimini 6lgmenin, tum
vucudun oksidatif stres yukunu degerlendirmeye yol acgabilecegine dair



galigmalar olmasina karsin heniiz ortak bir karara baglanamamistir. Olen
hacrelerin DNA’sinda sonradan gelen oksidasyonun ve degredasyonun
gorillebilecegine dair galismalarin yani sira®® hiicre éliimiinden bagimsiz
oldugunu gésteren de bir cok calisma mevcuttur®®. Kemoterapi ve
radyoterapi alan kanserli hastalarda idrarlarinda artmis Urik asit (hucre
yapim-yikiminin  biyokimyasal gOstergesi) seviyelerine ve tUmor
kutlesindeki azalmaya ragmen idrarlarinda 8-OHdG seviyesinin
artmamasi, hiicre éliimiinden bagimsiz oldugunu gdstermektedir’®. Diyet
ve antioksidanlarin potansiyel etkilerinin arastirildig bir cok ¢alismada ise
8-OHdG atilimi Uzerine etkilerinin olmadigi veya sinirli etki gosterdigi
tartisiimaktadir®®. Yapilan calismalarda normal diyetle beslenen sicanlarda
8-OHG seviyesinin nukleik asit icermeyen diyetle beslenenlerden yaklagik
10 kat daha yuksek oldugu gosterilirken insanlarda yapilan galismalarda
idrarda 8-OHdG miktarinin diyetle degismedigi ortaya cikmistir’®. Baz
lezyonlarinin  diyetten etkilenirken deoksinukleotidlerde bu etkinin
olmamasi nedeniyle 8-OHdG Olgimunin 8-OHG 6lgimune goére Ustun
oldugu gosterilmistir®®.

idrarda 8-OHdG élgiimiinde en givenilir metodlardan biri
olan HPLC-ECD’nin yuksek teknik gu¢ gerektirmesi, analiz zamaninin
uzun ve pahall bir yontem olmasi nedeniyle prosedurin Kklinik
laboratuarlarda kullanimi oldukga zor ve komplekstir®™*®. Bu sebeple
alternatif yontemler ortaya c¢ikmigtir. ELISA yontemi HPLC-ECD
ydntemine gére daha az zaman alan, hassas bir ydntemdir**. ELISA
Olgimlerinin HPLC-ECD yonteminden elde edilen sonuglara gore daha
yuksek c¢ikmasina ragmen ELISA ve HPLC-ECD yontemlerinden gikan
sonuclar arasinda iyi bir korelasyon vardir®. GC-MS vyéntemi ise
turevlendirme sirasinda olusabilecek ekstra oksidasyondan dolayi
problemlere sahiptir®2.

2.3. DNA Onarimi ve Onemi

Deoksiribonukleik asit (DNA) tum canh organizmalarin
biyolojik gelisimi ve fonksiyonlarini yerine getirmesinde kullanilacak gerekli
genetik bilgiyi tagiyan bir nikleik asittir. insan Genom Projesi'nin 2003
yilinda tamamlanmasinin ardindan vyaklasik 20,000-25,000 gen ve 3
milyar baz c¢iftinin sekansi tanimlanmistir. Genoma bakildiginda DNA’nin
sadece %1 — 2’si protein kodlayan genleri igermekte ve genomun
yarisindan fazlasi ise gen igcermeyen tekrarli sekanslardan olusmaktadir®.
Cesitli tahminlerden tek nukleotid mutasyonu (SNP) sikliginin her 1000
nukleotidde bir civarinda oldugu bilinmektedir. Burada 6nemli olan soru bu
degisikliklerin yasamimizda nasil rol oynadigini bilmektir. Son zamanlarda
yapilan calismalarda DNA onarim genleri ve kimyasallarin



metabolizmasinda goérev alan genlerdeki SNP  polimorfizmlerine
odaklaniimistir®.

Canli organizmalar, genetik materyalin butunlugunu korumak
icin cesitli DNA onarim mekanizmalarina sahlptlrler DNA onarim
enzimleri, karsinojenler ve sitotoksik bilesiklere maruziyetle olugsan hasarll
niikleotid kalintilarini diizeltmek amaciyla kromozomlari devamli izler®
Genomik DNA’nin  batunlugu, farkli DNA hasarlarina neden olan
ultraviyole, X-isinlari, kimyasal bilesikler gibi ¢evresel ajanlar ile surekli
tehdit altindadir. Hucresel metabolizmanin yan drinu olarak uretilen
serbest radikaller gibi endojen ajanlar da DNA hasarina neden olmaktadir.
Hiicre tim bu DNA hasarlarina farkli metabolik yollar ile cevap verir®.
Eger DNA onarimi olmasaydi, DNA hasarlayici ajanlarin oldukga cesitli
olmasi nedeniyle meydana gelen genomdaki instabilite, hucreler ve
organizmalar igin Ustesinden gelinemeyecek bir durum olug.turablllrdl64 Bu
sebeple organizmanin, DNA hasarinin karsinojenik etkilerine karsi verdigi
hucresel cevap olan DNA onarimi, DNA lezyonlarinin giderilmesi ve
mutasgonlarln onlenmesinde rol alarak genetik butinlGgun korunmasini
saglar’. DNA onarimi ile DNA replikasyonu, transkripsiyonu, hucre
dongusunun kontroll, ve apoptozis gibi mekanizmalari baglayan olaylar
zinciri genom stabilitesini korumaktadir. Bunlardan birindeki bozukluk
mutasyonlara ve sonucunda kansere neden olabilmektedir®”.
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Sekil 6 : DNA’'da hasar olusturan ajanlar, hasar tipleri ve onarim mekanizmalari®



DNA onarim genlerinin izolasyonu ve tanimlanmasi igin
yapilan calismalar DNA hasari ve bunu kapsayan sendromlar ve kanser
olusumu i¢in hucre mekanizmalarinin etkilerini anlamaya yardimci
olmaktadir. Hucre iginde nuUkleik asitleri duzenleyen farkhi enzimatik
mekanizmalar arasinda gugli baglantilar oldugu bilinmektedir. Genom
instabilitesinin tumor olusturabilecegdi fikri uzun zamandir bilinmektedir. Bu
sebeple bazi genlerin tanimlanmasi hem hicresel ve gen metabolizmasi
ile ilgili bilgilerin elde edilmesinde hem de kanserlerin 6nlenmesinde
katkida bulunacaktir®®.

Aerobik organizmalarin, mutasyonlardan korunabilmeleri ve
yasamlarini devam ettirebilmeleri icin DNA onarim enzimlerinin dogru
fonksiyon yapmalari gereklidir. Dusuk dizeylerde oksidatif DNA hasari
minimal hata riski ile etkin bir sekilde onarilabilmektedir. Ancak DNA
onarim enzimleri ve DNA polimerazin oksidatif stres altinda
hasarlanmalari  dogru replikasyon ve transkripsiyon olasiligini
azaltmaktadir. Onarim tamamlanincaya kadar, hucreler bolunmelerini
genellikle durdurarak kendilerini korumaktadirlar. DNA'daki oksidatif hasar
yasam ile bagdasmayan yuksek duzeylere ulastiginda apoptozis
gerceklesmektedir®®.

DNA hasar DNA hasari

' {

; Eksik DNA

Sekil 7 : DNA hasari / DNA onarimi arasindaki dengenin 6nemi*'



DNA onarim genlerindeki polimorfizmler protein
fonksiyonlarinda ve bireylerin hasarli DNA'yi onarma kapasitelerinde
degismelere yol acabilmektedir. Onarim kapasitesindeki yetersizlikler
genetik instabilite ve karsinojeneze neden olabilir. Karsinojenezin
onlenmesi kadar hucrelerin genel ve 0zel fonksiyonlarinda da genomik
batanligun saglanmasi 6nemli oldugu icin; DNA onarimi yapan genler,
kanser duyarlilik genleri olmaya aday gbsterilmektedir66. DNA onarim
genlerindeki bireysel defektlerle kansere yuksek duyarlilik, nukleotid
ctkarma onarim (NER) yolagindaki defektle; xeroderma pigmentosum
hastalarinda deri kanserine yuksek yatkinlik ve yanlis eslesme onarimi
(MMR) genlerindeki defektlerle; kalitsal non-polipozis kolorektal kanser
arasindaki iligki gibi bircok kalitsal hastalik ornegiyle DNA onarim
yolaklarinin 6nemi gbsterilmistirg. GUnumuzde yaklagik 150 adet DNA
onarim geni tanimlanmigtir®’.

Canli organizmalar DNA’larini korumak igin c¢esitli DNA
onarim mekanizmalarina sahiptir. Memeli hudcrelerinde farklh DNA
hasarlari farkli DNA onarim yollari ile onariimaktadir*®. DNA'da olusan
hasara verilen cevapta Uc olasilik vardir. ilki; “hasar toleransi” olarak
adlandirilan ve hasarli bdlgenin onariimadan 06nce replikasyon
mekanizmasi tarafindan taninarak lezyonun Uzerinden atlanmasiyla
replikasyona devam edilmesini saglayan yoldur. Bu yolakta lezyon
DNA’dan cikarilmadigi igin hasar toleransi; onarim yolaklarinin igine dabhil
edilmemektedir. ikinci yol; hasar tipine goére islev gdren onarim
yolaklarinin gérev almasidir. Uglincli yol ise; hiicrenin kompleks sinyal
yolak agina sahip olmasi nedeniyle hicre dongusunun duzenlenmesi ve
kontrol noktalarinin (checkpoint) aktivasyonu saglanarak hasarli DNA'nin
onarimi veya programli hiicre élimiine gidilerek cevabin saglanmasidir®®.
Baglica DNA onarim yolaklari baz g¢ikarma onarimi, nukleotid ¢ikarma
onarimi, yanhs eslesme onarimi, ¢ift zincir kiriklari onarimi ve direkt
onarimdir.
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Sekil 8 : DNA hasarina verilen biyolojik cevaplar® (A: DNA hasari)

2.4, Akciger Kanseri

2.4.1. Akciger Kanseri ve Epidemiyoloijisi

Akciger kanseri; akciger dokularinda meydana gelen kanser
tipidir®®. Kiiclik hiicreli akciger kanseri (SCLC) ve kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanseri (NSCLC) olarak 2 ana histolojik gruba ayrilmaktadir®®.
Tumor hucrelerinin 1g1k mikroskobu ile yapilan incelemelerine dayanan bu
siniflandirma, Ozellikle uygun tedavi bi¢iminin sec¢imini yonlendirme
acisindan &nemlidir. SCLC; hastalarin ~%20’sini olusturmakta®® ancak
daha hizli gelismekte ve diger organlara yayihmlari daha fazla
olmaktadir®®. Gelismeleri ve yayillmalari daha yavastir. Akciger kanseri
tedavisinde genel olarak cerrahi mudahale, kemoterapi, radyoterapi ve
fotodinamik terapi (PDT) uygulanmaktadir®.



2002 istatistiklerine gore dunyada en yaygin kanser turu olan
akciger kanseri yeni kanser vakalarinin %12,4°Gna (1,35 milyon)
olusturmaktadir. Kanserden olumlere bakildiginda da %17,6 (1,18 milyon)
o0lum oraniyla en ¢ok gorulen kanser tipi oldugu belirlenmigtir. Vakalarin
hemen hemen yarisi (%49,9) gelismekte olan Ulkelerde gortulmektedir.
Kadinlarda erkeklere gore insidans daha dusuktur (kadinlarda,
12,1/100000; erkeklerde 35,5/100000).

Akciger kanseri oldukga olumcul bir hastaliktir. Amerika
Birlegik Devletler’inde (A.B.D.) Ulusal Kanser Enstitusu’ne (NCI) bagl
Kanser Gozetim Calismalari Grubu’nun duzenledigi program (Surveillance
Epidemiology and End Results; SEER) ile dlgilen 5 yil hayatta kalma
oraninin %15 oldugu, Avrupa’da ortalama %10, gelismekte olan Ulkelerde
ise %8,9'dan daha fazla olmadigi saptanmistir. 2000 yilinda akciger
kanserinin erkeklerde %85’i, kadinlarda %47’si sigara kullaniminin
sonucunda olusmustur. Tum dunyada akciger kanseri vakalarinin
sayisinda 1985 yilindan bu yana %51 artis (erkeklerde +%44, kadinlarda
+%76) oldugu bulunmustur®. A.B.D.’de her yil en iyi tedavi yaklasimlari
uygulanmasina ragmen tahmini 178,100 yeni akciger kanseri teghisi
koyulmus hastadan 160,400'U  Slmektedir>. Diger kanser &limleri
azalirken, akciger kanserine bagli olumlerde 3 kat artis meydana
gelmektedir™.

T.C. Saghk Bakanligi 1999 istatistiklerine gore Turkiye'de
16,0230 erkek, 9,919’u kadin olmak Uzere 25,942 kanser vakasi vardir.
Erkeklerde en c¢ok gorulen kanser turleri arasinda ilk sirayr vakalarin
%29,38'ini  (4,707) olusturan akciger kanseri almaktadir. Akciger
kanserinin erkeklerdeki insidansi 14,19/100 000’dur. Kadinlarda ise,
%4,07 (404) ile kanserler arasinda altinci sirada yer alan akciger
kanserinin insidansi 1,24/100000°dir®.

2.4.2. Akciger Kanseri Etiyoloijisi

Aktif sigara kullanimi, gevresel sigara dumani, gesitli mesleki
maruziyetler ve ¢evredeki hava kirliligi gibi bir gok faktor akciger kanseri
olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir?®®. Yasam tarzi kanser riskini
degistirebilen bir faktordir®. Geleneksel olarak calismalar; sigara kullanimi
ve meslek gibi cevresel maruziyetlere odaklanarak, akciger kanseri
etiyolojisini agiklamay1 hedeflemektedir. Ancak akciger kanseri gelisiminde
bireysel duyarlilik kadar karsinojenlerin aktivasyonu veya
inaktivasyonundaki genetik kapasite de etkilidir’". Akciger kanseri



gelisiminin patofizyolojisi oldukga kompleks ve tamamiyla anlasiimamis
durumdadir. Ancak akciger kanseri gevresel etkenlerin kanser gelisimi
uzerindeki etkilerini vurgulama agisindan 6zel bir 5nem tasimaktadir.
Kanser etiyolojisindeki risk faktorleri:

2.4.2.1. Sigara

Sigara kullanimi birgok epitel kaynakli kanser igin (akciger,
oral, farenks, larenks, 6zofagus, pankreas, serviks, bobrek ve mesane)
baskin bir risk faktoriidir’?. Tim duinyada akciger kanserinden her yil bir
milyondan fazla kisi 6lmektedir. Kapsamli prospektif epidemiyolojik veriler
acikca akciger kanserinin en O6nemli nedeni olarak sigara kullanimini
gostermektedir. A.B.D.’de her yil akciger kanseri 6lumlerinin kadinlarda
%75-80’inin ve erkeklerde yaklasik %90’inin sigaraya bagli oldugu tahmin
edilmektedir. Sigaray! biraktiktan sonra akciger kanseri riski, ilk bes yil
olmasa da azalmakta ancak hi¢ sigara kullanmayanlarin seviyesine higbir
zaman diismemektedir’. Sigara icenlerin akcier kanserine yakalanma
riskinin (RR) hi¢ sigara icmeyenlerle kargilastirildiginda 20 kat daha fazla
oldugu goriilmektedir’. Sigaranin neden oldugu akciger kanserinin
mekanizmalarini anlamak; riski azaltmaya yardimci yeni stratejiler
bulmaya, oldukga duyarl bireyleri tanimlamaya ve erken teshis igin
teknikler gelistirmeye 6nciiliik edecektir’.

Sigara dumaninda 55 karsinojen madde Uluslar Arasi
Kanser Aragtirma Birligi (International Agency For Research on Cancer;
IARC) tarafindan “laboratuar hayvanlarinda ya da insanda karsinojenezde
yeterli kanita sahip” grupta (Grup 1) degerlendirilmistir. Bunlar ana grup
adlariyla; PAH, aza-arenler, N-nitrozaminler, aromatik aminler, heterosiklik
aromatik aminler, aldehitler, cesitli organik bilesikler ve inorganik
bilesiklerdir. Sigara; PAH ve 4-(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-butanon
(NNK)'un yani sira diger akciger karsinojenleri, tumor baglaticilari ve
kokarsinojenleri igceren karsinojenlerin karisimindan olugmaktadir. Sigara
dumani zayif asidik bilegenler nedeniyle kanser baslaticisidir. Sigara
dumaninda kategol gibi kokarsinojenlerin buyuk miktarlari bulunmaktadir.
Sigarada bulunan diger kokarsinojenler; metilkatesol, pirogallol, dekan,
piren, benzopiren ve florantendir. NNK bilesigi akcigerde toksisite
gOsteren, tumor olusumuna neden olan bir bilegiktir. Duyarh ve direngli
farelerde uygulama yolundan bagimsiz olarak Ozellikle
adenokarsinomalara neden olmaktadir’. Sigara dumaninda olusan reaktif
oksijen tarleri (ROT) oksidatif hasari indukleyerek hasarlara neden
olmaktadir. Oksidatif DNA hasarlari arasinda en bilineni 8-OHG'dir.
DNA’da 8-OHG olusumu mutajenezis ve karsinojenezisde etkilidir*'.



Hasarli DNA’ya sahip hucreler apoptozis ile bertaraf edilir.
Eger kalici mutasyon onkogenlerin veya tumor baskilayici genlerin - kritik
bolgelerinde meydana gelirse tumor baskilayici genlerin inaktivasyonuna
veya onkogenlerin aktivasyonuna neden olabilir. Bunun gibi birgok olay
hasarli hucrelerde normal buyume kontrolunun kaybedilmesiyle akciger
kanserinin olusmasina neden olur.’
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Sekil 9 : Sigara karsinojenleri ve akciger kanseri patojenezinin iliskisi’*

A.B.D.’de yeni teshis akciger kanserlilerin %50’sini, sigarayi
5 veya daha fazla yil 6nce birakan insanlar olusturmaktadir. Bu veri
solunum epitellerindeki hasarlarin kalici oldugunu gdstermektedir®. Yillar
icerisinde filtreli sigara tuketiminin yayginlagmasiyla buyuk partikullerin
santral hava yollarinda depolanmasinin azalmasi sonucu skuamoz ve
kuguk hucreli akciger karsinomunun azaldigi, bunun aksine kuguk
partiktllerin akciger periferine kadar ulasip kiguk hava vyollarinda
birikmesiyle adenokarsinomun artmasina yol acgtigi iddia edilmektedir.
Ayrica nikotin ve katran duzeyi dusuk sigaralarin kullaniimasi, daha derin
inhalasyona neden olmaktadir™. Tarkiye’de yapilan arastirmalarda ise
skuam6z  hucreli  karsinomanin daha ¢ok sigara igenlerde,
adenokarsinomanin ise hi¢ sigara igmemis kisilerde goéraldugu
gdzlenmistir’.



Sigara igmeye gore akciger kanseri riski daha dusuk
olmasina ragmen cevresel sigara dumanina maruziyet de nedenler
arasinda kabul edilmektedir’. Cevresel sigara dumani (ETS); sigara igen
bireyin disariya verdigi soluktan veya sigaranin yanan ucundan gikan
duman karisimidir. Ana bilesen “sidestream smoke” (SS) denilen sigara
ucundan havaya yayilan duman, diger bilesen ise sigara i¢cenin soludugu
“mainstream smoke” (MS) fraksiyonudur>’®. MS ve ETS; olusmalari ve
hava ile dilue olma dereceleri nedeniyle fiziksel, kimyasal ve toksikolojik
Ozellikleri bakimindan oldukga farklidir. Toksikolojik veriler dogrultusunda
gercek yasam kosullari altinda ETS maruziyeti sonrasi potansiyel
genotoksik bilesen internal dozunun ¢ok dusuk oldugu goOsterilmistir.
Epidemiyolojik g¢alismalar ise, ETS maruziyetinden kaynakh akciger
kanseri riskinin yaklagik %20 arttigini gozlemlemistir. 1998’te yapilan 12
merkezli IARC calismasinda ETS maruziyeti ile akciger kanseri riskinin
(olasihk orani; OR) 0,72-2,29 arasinda degistigi rapor edilmigtir. Meta-
analiz degerlendirmelerinde ¢ocukluk déneminde ETS maruziyetinin
akciger kanseri riski artigi ile iligkili olmadigi gozlenmistir. Pasif igicilikten
kaynakl akciger kanseri riski varsa bile gunumuzdeki toksikolojik ve
epidemiyolojik tekniklerin bunu dlgebilmesi oldukga diistiktiir’®.

2422 Yas

Genel olarak akciger kanseri teshisi koyma yasi 50 ve 80
arasinda degismektedir. Cin populasyonunda, geng (<40) hastalar yasli
hastalarla  karsilastirildiginda  kadin  cinsiyetinin ~ (p<0,001) ve
adenokarsinoma hucre tipinin (p<0,001) daha yaygin goérulmesi s6z
konusudur’’. Yas arttikga her iki cinsiyette de akciger kanseri riskinin
arttig1 ve 70-79 yaglarinda en Ust duzeye ulastigi goruimustur. Erkeklerde
yas ilerledikge skuamoz hucreli karsinomanin arttigi, adenokarsinoma ve
kuguk hacreli karsinomun 60-79 yaslarinda doruga ulastigi, kadinlarda ise
her U¢ tip akci;"]er kanser tipinin daha ¢ok 60-79 yaslarinda goruldugu
dikkat cekmistir™.

2.4.2.3. Cinsiyet

Yapilan galismalarda sigara icen kadinlarin erkeklere gore
yaklasik uU¢ kat daha fazla akciger kanserine yakalandigi gosterilmistir.
Adenokarsinoma tanisi konan kadin hastalarin %33,3’'Unun sigara ictigi
gorulmustar. Sigara igmeyen kadin hastalarda ise pasif sigara i¢ciminin rol
oynayabilecegdi belirtiimektedir. Erkeklerle paylasilan risk faktorlerine ek
olarak, bazi risk faktorleri kadinlara 6zgu olabilir. Kadinlar arasinda
ekzojen ve endojen Ostrojenin akciger kanserlerinde, 0zellikle



adenokarsinoma gelisiminde o6nemli rol oynadigi gosterilmistir. Yapilan
calismalarda erken yasta menapoza giren kadinlarda adenokarsinoma
riskinin azaldigi, Ostrojen tedavisi ile adenokarsinoma riskinin arttigi
belirlenmistir. Ayrica Ostrojen tedavisi, sigara ve adenokarsinoma gelisimi
arasinda pozitif bir baglanti bulunmustur. Bu durum &strojenin,
karsinojenezin gelistirici (promotion) faziyla ilgili bir faktor oldugunu
dusundurmektedir. Ayrica Ostrojen vyerine koyma tedavisinin de
adenokarsinoma gelisme riskini anlamli derecede artirdigi gdsterilmistir™.

2.4.2.4. Etnik farkliliklar

Afrikali Amerikalilar ile beyaz kadinlar arasinda akciger
kanser insidansi benzerken, erkeklerde Afrikali Amerikali grupta kanser
olusum insidansi yaklagik %50 daha fazladir. Mortalite oranlarina
bakildiginda ise, Hispanikler, Yerli Amerikalilar ve Asya/Pasifik Adalarda
yasayanlarin, Afrikali Amerikalilar ve Hispanik irktan olmayanlardan
onemli derecede diisiik oldugu goriilmektedir’®. Tim dinyada erkekler
arasinda en yuksek insidans orani Kuzey Amerika ve Avrupa’da (6zellikle
Dogu Avrupa) gorulmektedir. Bunun disinda daha az olmasina ragmen
Avustralya/Yeni Zelanda ve Dogu Asya (Cin ve Japonya)'da da yuksek
oranlar saptanmaktadir®.
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Sekil 10 : Akciger kanseri cinsiyete gore 2002 insidans oranlari —veriler her bir
cinsiyet igin 100,000 olarak verilmistir. (yas standardize edilmistir)°
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Sekil 11 : Akciger kanserinin Diinya’daki 2002 yili insidans oranlari®
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Sekil 12 : Akciger kanserinin Diinya’daki 2002 yili mortalite oranlari’®
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Sekil 13 : Akciger kanserinin Diinya’daki 2002 yili prevalans oranlan’

24,570,000 kisi




2.4.2.5. Alkol

Alkol tuketimi sigaradan sonra en Onemli kanser
nedenlerinden biri olarak bilinmektedir. Alkole bagh kanserlerde genetik
duyarlihgin 6nemli bir rol oynadigi ve alkolin karsinojenik etkisinin olasi
mekanizmalarini ortaya c¢ikaran bilgilerde son donemlerde artiglarin
yasandigi gorulmektedir. Alkoliklerde; asetaldehitin meydana getirdigi
DNA hasari, 0strojen konsantrasyonunda artig, alkolin diger karsinojenler
igin ¢Ozucu olmasi, ROT ve nitrojen tdrlerinin  Gretimi, folat
metabolizmasindaki degisiklikler, etanolin neden oldugu DNA hasari,
beslenmede yetersizlikler (0zellikle A vit.) ve immun sistemde
zayiflamanin kanser olugsmasinda olasi mekanizmalar oldugu tanimlanmis
ve nedenin tam olarak aydinlatiimasi amaciyla g¢alismalara devam
edilmektedir. Arastirmalar alkol metabolizmasinda, folat metabolizmasinda
ve DNA onariminda gorev alan genlerdeki degigiklikler uzerinde
odaklanmaktadir. DNA onarim genlerindeki sekans degisikligi ile alkol
tuketimi arasindaki iligkiyi gosteren galismalar vardir. Gugla bir baglanti
rapor edilmemekle birlikte sekans degisiklikleri ile alkol kullanan ve
kullanmayanlar arasinda kanser riski agisindan kuguk ve genellikle anlamli
olmayan farkliliklar bulunmaktadir’®.

Alkole baglh meydana gelen karsinojenik etkide oksidatif
hasarin rolu ve 8-OHdG induksiyonu konulari ¢ok acik degildir. Alkol
tuketimi, yeterli aldehit dehidrojenaz-2 enzimi olmayan bireylerde DNA
lenfositlerinde 8-OHdG olusumuyla bagdlantiidir. Ayrica DNA hasarini
Olcen bir yontem olan comet yontemi ile DNA hasarindaki artis da
degerlendirilerek iliski kurulmustur. Bunun tersi olarak, insan lenfosit 8-
OHdG induksiyonu ve alkol tuketimi arasinda iliski olmadigini gosteren
baska calismalar da mevcuttur'®.

Alkol tiketimi ile agiz boslugu, farenks, larenks, 6zofagus,
karaciger, kolon, rektum ve kadinlarda meme kanseri arasindaki nedensel
iligki kurulmakla beraber pankreas ve akciger kanserleri igin alkolin etkisi
suphelidir. Alkol tuketimi ile akciger kanseri arasinda iliski oldugu
varsayllmakla birlikte 8 vaka-kontrol ve 9 kohort ¢alismasindan elde edilen
bilgiler bu durum igin yeterli degildir. Ayrica Korte ve arkadaslarinin yaptigi
alkol tuketimi ile akciger kanser riski meta analiz ¢galismasinda da ciddi bir
kanit elde edilmemektedir’®. OGG1 Ser326Ser genotipine sahip NSCLC
hastalari arasinda da yuksek alkol tuketimi (gunde bir bardaktan fazla)
yaygin oldugu ancak bu farkhligin anlamh olmadigi bulunmustur
(p=0,06)%.



2.4.2.6. Diyet

Birgcok epidemiyolojik calismada, kanser ve diger dejeneratif
hastaliklarin olusmasi ile sebze-meyve tuketimi arasinda ters iliskinin
oldugu belirlenmigtir. Antioksidan vitaminler (A,C,E) serbest radikalleri
temizleyerek DNA gibi biyomolekulleri oksidatif hasardan korumaktadir®’.
Akciger kanseri ile sebze meyve tuketimi arasindaki iligkiyi ortaya koyacak
bir cok galisma olmasina karsin, bunlarin bir kisminda tiketimin kanser
riskini dugurdugu, bir kisminda zayif bir iliski oldugu, bir kisminda ise
koruyucu etkinin olmadigi bulunmustur. Bu sonuglar bir araya getirildiginde
net olarak bir cevap g¢ikmasa da koruyucu bir etkinin olabilecegi ile ilgili
ipuglari vermektedir’®.

Akciger kanserli hastalarda yapilan OGG1 Ser326Cys
polimorfizm ¢alismasinda diyetle alinan antioksidanlarin en o6nemli
kaynagr olan sebze tuketimi incelenmigs ve Ser/Ser veya Ser/Cys
genotipine sahip bireyler arasinda sebze tuketimine bagh olarak riskin
yartya indigini (OR=0.5, %95 CI=0.3-0.8) ancak homozigot hOGG1
varyant bireyler arasinda akciger kanserine kargi sebzenin neden oldugu
bir koruma olmadigi bulunmustur. Ancak p degeri (p=0.24) istatistiksel
anlamhliga ulasmamistir'®. Baska bir calismada ise; sebze tiiketimine
bagh olarak polimorfizmin etkisine bakildiginda, Cys/Cys tasiyicilarinda
sebze tuketimindeki her %50 artigta akciger kanserinin %54 azaldigi
ancak Ser/Ser veya Ser/Cys tasiyicilarinda dusus gozlenmedigi sonucuna
variimistir®.

2.4.2.7. Sosyo-ekonomik durum

Akciger kanserini de igeren kronik hastaliklarin riskinin daha
dusuk sosyal siniftaki bireylerde sigara ve pasif igicilikten bagimsiz olarak
2-3 kat daha yuksek oldugu bilinmektedir’®. isvec'te yapilan calismada
sigara icen ve igmeyen bireyler arasinda sosyoekonomik statinun akciger
kanserini anlamli olarak arttirdigi bulunmustur. Sigara igenler arasinda
duguk sosyoekonomik grupta skuamoz hacreli karsinoma gorulme
olasihginin her iki cinsiyette de yuksek oldugu bulunmustur (erkeklerde
RR=1,80 %95 Cl=1,16-2,81; kadinlarda RR=7,10 %95 ClI=1,63-30,86)%.



2.4.2.8. Mesleki ve cevresel maruziyetler

Bir cok mesleksel maruziyetin akciger kanseri igin risk faktoru
oldugu tanimlanmis veya sipheli bulunmustur®. A.B.D.de mesleksel
karsinojenlere maruziyet sonucunda yilda yaklagik 9000-10000 erkek ve
900-1900 kadinda akciger kanseri gelismektedir®.

Hava kirliligi ile akciger kanseri arasindaki iliskiyi kurmak zor
olmakla birlikte, Ozellikle kentlerde yasayan insanlarda hava kirliliginin
yogun oldugu alanlarda akciger kanseri insidanslarinda %30-50 artis
oldugu gorilmistiir®.

Yakitlar ve dumanlari (30 yildan fazla maruziyetlerde), motor
ve dizel egzosu, metal dumani maruziyetlerinde akciger kanseri riskinde
artis bulunmustur (sirasiyla OR=1,99; 2,52; 1,42; 1,39; 1,28). IARC,;
kaynakgllarda da akciger kanseri riskinde artis olabilecegini rapor
etmistir™. Bunun disinda; silika®, krom, arsenik®, vinil klorir®,
kadmiyum®, krom, nikel, klorometil eter’® ve partikil maddelere
maruziyetin®® de etkili oldugu belirlenmistir. Gelismis (lkelerde bu
tehlikelerin buyuk kismi kontrol altina alinmistir.

Asbest maruziyeti de akciger kanseri olusma riskini artiran
bir faktérdir(OR=1,67 %95 Cl=1,48-1,87)% Tekstil iscileri’®, ucak
uretiminde c¢alisanlar, elektrikle ugrasanlar, gemi isgileri ve otomobil
tamircileri, insaat yapim isiyle ugrasanlar, rafineri ve demiryolu isgileri gibi
meslek caligsanlarinda asbeste maruziyet s6z konusudur. A.B.D.'de yilda
2000-3200 asbeste bagl kanser olumu gorulmektedir. Asbest maruziyeti
kaynakli akciger kanseri sigara igmeyenlerde gbrﬂldugu gibi sigara
icenlerde riskin sinerjistik olarak arttigi bilinmektedir®".

Radon maruziyeti (yuksek eneriji transferine sahip radyasyon)
akciger kanseri olusumunda o6nemli bir yer tutmaktadir. EPA ve Ulusal
Aragtirma Konseyi A.B.D.'nde her yil 15000 — 20000 radon nedenli akciger
kanseri 6limi oldugunu belirtmistir. Ozellikle madencilerde gérilen bu
mesleksel maruziyete, ev i¢i havasindan da maruz kalmak mumkundur.
Ancak uranyum madenlerinde radon konsantrasyonu ev i¢i ortalama radon
konsantrasyonundan 50 — 100 kat daha fazladir. Radon maruziyetinde
kiguk hucreli akciger kanseri gorulme orani fazladir. Dusuk eneriji
transferine sahip radyasyona (atom bombasi) tek seferde, ylksek dozda
maruz kalan bireylerde de akciger kanseri riskinde 6nemli artig oldugu
bilinmektedir’®.



Bunlara ek olarak, HPV (Human Papillomavirus) ile enfekte
kisilerin pulmoner adenokarsinoma olusumu igin potansiyel risk faktoru
oldugu dusunulmektedir. Son donemlerde Ozellikle kadinlar arasinda artan
adenokarsinoma gelisimi bu viriise baglanmaktadir®.

2.4.2.9. Akciger Hastaliklari

Yapilan bir ¢ok calismada kronik bronsit, amfizem, astim,
pnomoni, tuberkuloz, obstruktif akciger hastaligi ve pulmoner fonksiyon
bozuklugu rahatsizliklarinin akciger kanseri olusma riskini dedgistirdigi
bulunmustur. 1028 akciger kanserli hastada kontrol grubuna goére kronik
bronsgit veya amfizem Oykusunun daha fazla oldugu gosterilmigtir (HR=
1,29 %95 CI=1,09-1,53)%.

2.4.2.10. Genetik yatkinlik

Akciger kanserli hastalarin %80-%90‘inin sigara kullanmasi
akciger kanserinin major nedeninin sigara oldugunu yansitmaktadir. Ancak
sigara icenlerin (yilda 20 paketten fazla) yaklasik %10’unda akciger
kanserinin gelistigi gorulmektedir. Bu durum akciger kanseri olusumunda;
yalnizca sigaranin karsinojenik etkisinin degil, akciger kanserine genetik
predispozisyondaki  farklhliklarin  sonucundan da kaynaklandigini
gostermektedir. Genetik risk faktorlerinin tanimlanmasi akciger kanserini
onlemede yardimci olabilir®.

Kritk  dlUzenleyici  yolaklardaki  genetik  degismeler
karsinojeneze vyatkinliga neden olabilir. Ksenobiyotik metabolizmasi
duzenlemeleri, genom stabilitesinin kontrolt, DNA onarim mekanizmalari,
hicre dongusu kontrol noktalari, apoptozis, mikrogevresel faktorlerin
kontroli, matriks metalloproteinazlar, hipermetilasyon basglaticilar,
inflamasyon ve buyume faktorleri olaylarindaki degisimler karsinojeneze
neden olabilir’?, Akciger kanserinin klinigine bakildiginda birgok (~10-20)
gende mutasyonlar ve ekspresyon anormalliklerini iceren genetik
degisikliklerin  oldugu gorilmektedir. Kanser gelisiminden Once
preneoplastik solunum epitellerindeki lezyonlarda bu genetik degisimlerin
bazilarinin saptanabilmesi ile yuksek riskli bireylerde erken mudahale ve
kanser gelisiminin kimyasallarla dnlenmesi (chemoprevention) ile hayatta
kalma oranlarinda artis gériilebilir®%.



Metabolik aktivasyon ve detoksifikasyon arasindaki dengenin
bireyler arasinda farklilik gostermesi kanser riskini etkileyen bir faktordar.
Metabolik aktivasyon ile DNA'ya genellikle de guanin veya adenine
kovalent baglanan karsinojen metabolitleri DNA katiminin olugmasina
neden olmaktadir’. Karsinojenlere cevapta, karsinojen metabolizmasinda
gorev alan genlerin polimorfizmlerini tanimlamaya yonelmek bireyler
arasindaki de%igkenliklerin anlasilmasi i¢cin  6nemli bir kaynak
olusturmaktadir’™. Akciger kanseri etiyolojisinde &nemli bir yer tutan
sigara, organizmada enzimatik mekanizmalar araciligiyla metabolize
olmaktadir. Karsinojen metabolizasyonunda yer alan enzimleri kodlayan
birgcok gende polimorfizm mevcuttur ve bu durum enzimatik aktivitede
bireysel farkliliklarla sonuglanir. Sigara metabolizmasiyla ilgili genlerden
CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP2D6, CYP2E1, mEH (mikrozomal
epoksit hidrolaz), GSTM1, GSTM3, GSTP1, GSTT1, NAT1,
NAT2"' CYP1B1, GSTA1, NQO1 (NAD(P)H kinon oksidorediiktaz1)*,
NQO2, CYP2C9, CYP2C19%, CYP2A13, MPO (miyeloperoksidaz),
manganez siiperoksit dismutaz, SULT1A1 (siilfotransferaz)’?, UGT1A7
(UDP-glukuronosil transferaz)® polimorfizmlerinin akciger kanseri ile
iligkisinin olup olmadig Uzerine bir ¢ok ¢alisma yapilmigtir.

DNA onarim kapasitesinin ve bunun kanser duyarhlig
uzerine etkilerinin  epidemiyolojisini aydinlatmak amaciyla yapilan
calismalar énemli bir alan olusturmaktadir'. Akciger kanseri hastalarinda
saglikh bireylerle kargilastinidiginda DNA onarim kapasitesinin daha
dusuk oldugu bulunmustur. Molekller epidemiyoloji c¢alismalari DNA
onarim  genotipindeki  degisimlerin  akciger kanseri  duyarhligini
degistirebilecegini gbstermektedirg7. Akciger kanseri ile iligkili olabilecegi
dusunulerek galigilan DNA onarim genleri, XRCC1 (kodon 194, 280, 399),
XRCC3%, XPA, XPG (ERCC5)"?, ERCC1, MGMT/AGT, XRCC2, XRCC?9,
NBS1, ATR, LIG3, EXO1, MPG, PCNA, POLB, POLI, XPF (ERCC4)¥,
XPD (ERCC2) (kodon 312, 751), APE1%, MTH1 (kodon 83)* ve
oGG1'drr.

2.5. 0GG1 Geni

Kromozom 3p25'te lokalize olan insan OGG1 genomik
DNA’si ~16.7 kb uzunlugundadir ve 8 ekzondan olusmaktadir’®. OGG1
geninin 345 amino asitten olusan a-hOGG1 (MA=39kDa) ve 424
aminoasitten olusan B-hOGG1 (MA=47kDa) olmak iizere iki tipi vardir®®. a-
hOGG1 7 ekzona sahipken, B-hOGG1T'in ilk 6 ekzonu a form ile ayni
olmakla birlikte 8 ekzondan olusmaktadir. 8-OHG onarim aktivitesinde,
immunositokimyasal deneyler ile [B-hOGG1 proteininin  memeli
mitokondrisinde, a-hOGG1 proteininin ise ¢ekirdekte sorumlu olabilecegi



bulunmustur®’. hOGG1 geni 12 alternatif ekleme (splice) izoform olarak
eksprese edilmesine ragmen sadece 1a formu c¢ekirdekte translokasyon
sinyali vermekte'® ve 8-OHG icin temel onarim proteini 6zelligi
gostermektedir’®’. OGG1 ‘In a formu yOGG1 (yeast; ma}/a OGG1 =
yOGG1) ile protein diizeyinde %34 benzerlik gdstermektedir'®
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Sekil 14 : OGG1 geninin 3. kromozomdaki lokalizasyonu'®

Hemen hemen her dokuda bulunan OGG1 ekspresyonunun
dokudan dokuya degisiklik gosterdigi bulunmustur. insan dokularinda
Northern blot analizleri ile en ¢ok ekspresyonun oldugu dokular olarak
timus, testis, bdbrek, bagirsak, beyin ve beyincik bulunmustur?'. Ayrica
prostat dokularinda'®, ovaryum ve akcigerleri iceren insan dokularinda da
hOGG1 ekspresyonunun oldukga yuksek seviyelerde oldugu
gosterilmistir’®. Fotal ve yetiskin dokularinda OGG1 habercilerinin
(messenger) olgumu ile bu genln gelismenin basindan sonuna kadar
eksprese edildigi gdsterilmistir’’.

ilk olarak 1997 yilinda, mayadaki OGG1 geninin insandaki
homologu tanimlanmig ve ayni yOGG1 gibi DNA'da 8-OHG ve Fapy
lezyonlari uzerine DNA glikozilaz etkisinin oldugu
bulunmustur'02104.105.106.107.108.109 ' L GG1 (human OGG1; insan OGG1 =
hOGG1) veya hMMH (human MutM Homolog = hMMH = insan MMH))
olarak da adlandirilan gen, Fpg enziminin fonksiyonel homologudur®®.

2.5.1. Bakteri ve Mayada OGG1 Proteininin Fonksiyonlari

Escherichia coli; 8-OHG kaynakli mutajenezi onlemek
amaciyla iki DNA glikozilaza sahiptir. Bunlardan birincisi; hasarli DNA da
8-OHG'i kesen formamidopirimidin-DNA glikozilaz (Fpg=MutM) proteini®’,
ikincisi |se 8-OHG:A yanlis eslesmesinde adenini uzaklagtiran MutY
proteinidir'’®. E.colide Fpg (Mut M) proteini replikasyondan énce tiim
lezyonlari onaramadlgl icin MutY proteinine ihtiyac vardir'"*. Bu iki genin
herhangi birinin inaktivasyonu ile spontan mutatér fenotip olusur?’. Dahasi
E.coli’nin hem Fpg hem de MutY geninin mutant olmasi sinerjistik olarak
siddetli GC:TA mutatdr fenotipi ile sonuglanir'. Guaninin oksidasyonu
hdcresel nukleotid havuzunda da gorulmektedir. DNA sentezinin mutajenik



substrati olan dGTP’nin oksitlenmis formu 8-oxo-dGTP; kalip DNA'da
adenin veya sitozinin karsgisina eslestiginde A:T—-C:G ve G:C—T:A
transversiyonlari ile sonuglanir. Bununla birlikte, E.colfdeki MutT proteini
8-0x0-dGTP’nin 8-oxo-dGMP’ye hidrolizini saglayarak 8-OHG'’inin DNA’ya
baglanmasini énler'™®. Bu {i¢ genin kodladi§i enzimler fonksiyonel isbirlii
yaparak bakteride 8-OHG kaynakli mutasyonlari 6nlemede 6nemli rol

oynarlar''?,

Fpg MutY
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o ‘ ONA ‘ DNA
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Sekil 15 : E. Coli’de Fpg/MutY onarim sistemi*?

Saccharomyces cerevisiae’'de ise 1996 yilinda bakteriyel Fpg
proteininin fonksiyonel analogu olan yOGG1 proteininin, hasarli DNA’'dan
8-OHG'in uzaklastiriimasini katalizlemek amaciyla DNA glikozilaz/APliyaz
aktivite gosterdigi belirlenmistir'®"'*''* OGG1 proteininin mayalarda 8-
OHG'’i Fapy lezyonundan 12 kat daha hizli uzaklastirdigi bulunmustur’™.
Mayada OGG1, sitozin kargisindaki 8-OHG lezyonunu keserken, diger
bazlarin  karsisindaki lezyonlarda ¢ok az veya hi¢c aktivite

gostermemektedir'®.  Buna karsin  lezyonun plrinlerle yaptig

eslesmelerde aktivite gdsteren farkli bir enzim (0GG2) gdzlenmistir'™.
S.cerevisiae'nin OGG1 mutant irklarinda birikmig GC:TA transversiyonlari

ve mutator fenotip ortaya cikmistir?'.

Tum bu sonuglar, prokaryotlarda ve basit oOkaryot S.
cerevisiae’de Fpg ve OGG1 proteinlerince yapilan 8-OHG'’in baz ¢ikarma
onariminin (BER) ROS’larin mutajenik etkilerinden genomu korudugunu
gostermektedir?’.  Basit organizmalardan yola gikarak yilksek
organizmalarda da benzer enzim aktivitesi bulunmus ve kromozomal



DNA'dan 8-OHG’in hizli bir gekilde eliminasyonunun saglandigi

gbzlenmistir'™°.

2.5.2. OGG1 Onarim Mekanizmasi

DNA baz c¢ikarma onarim enzimi olan OGG1, 8-OHG
lezyonlarinin onariminda anahtar rol oynamakta' ve karsinojenezi
onlemede o6nemli bir fonksiyona sahiptir'®. BER ile genel olarak okside
veya redukte bazlar, pargali veya “nonbulky” katim urunleri ve metilleyici
ajanlar ile uretilen kuguk lezyonlar onarilir®. Urasil, hidroksimetil urasil,
metilsitozin, hipoksantin, G-T yanlis eslesmeleri, 3-metiladenin, 7-
metilguanin, 3-metilguanin, formamidopirimidin, 8-OHG, 5,6-hidrat timin ve
pirimidin dimerleri gibi c¢esitli lezyon tiplerinden DNA’yr korumakla
gorevlidir'*®.

Memeli hucrelerindeki BER ile ilgili biyokimyasal ¢alismalar
iki farkh yolak bulundugunu ortaya cikarmistir?' ve onarilan pargalarin
uzunluguna gore siniflandirnimigtir. Kisa yolak tek bir nukleotidin
onariimasini  saglarken uzun yolak 2-10 nukleotidlik lezyonlari
onarmaktadir’. Baz ¢ikarma DNA onarim yolaginda anahtar enzim DNA
glikozilazlardir. Timin glikol DNA glikozilaz, 8-OH-guanin/Fapy DNA
glikozilaz, 3-metil adenin / 3-metil guanin / 7-metil guanin / hipoksantin
DNA glikozilaz, hidroksimetil urasil DNA glikozilaz, formil urasil DNA
glikozilaz, urasil glikozilaz su ana kadar insan ve bakterilerde tanimlanmig
bazi DNA glikozilaz érneklerindendir'”. Bunlar arasinda esas olan dért
DNA (glikozilaz; 8-OHG’i uzaklastiran hidroksiguanin DNA glikozilaz
(OGG1), DNA'dan urasili uzaklastiran urasil DNA glikozilaz (UDG), timin
glikol ve 5-hidroksisitozin gibi oksitlenmis pirimidinleri gikaran endonukleaz
[I’Gn insandaki homologu NTH1 ve alkillenmis bazlari g¢ikaran 3-metil
adenin DNA glikozilazdir'*®. Baz ¢ikarma onariminda gérev alan genler
arasinda POLB, EXO1%, UNG, SMUG1, MBD4, TDG, OGG1, MUTYH
(MYH), NTHL1 (NTH1), MPG (metilptrin glikozilaz), NEIL1, NEILZ2,
APEX1, APEX2, LIG3, XRCC1, PNKP, PARP1 (ADPRT) ve PARP2
(ADPRTL2) vardir'®. Bu yolakta gérev alan, polimorfizm varli§i saptanan
genlerden bazilari; XRCC1, OGG1, POLB, APEX1, MUTYH'®®, ADPRT,
LIG3, NEIL1, TDG, MBDA4'tir.

Onarim baza spesifik DNA glikozilazin hasarli bazi taniyip N-
glikozilik bagi hidrolize ederek abazik ( apurinik/apirimidinik; AP) bosluk
olusturmasiyla baslar®'?". Bunu takiben aprinik/apirimidinik endoniikleaz
(APE) seker-fosfat zincirini keser' ve DNA sarmal kinginin 5 ucunda
sekeri ortaya cikarir'?". DNA polimeraz B (Pol B) diger sarmali kalip alarak



DNA sentezi ile®® AP boslugunun 3’ sonuna bir niikleotid ekleyerek
boslugu doldurur ve DNA ligaz Il bu siireci tamamlar'®'. Diger taraftan
uzun yolak onarimi, farkli polimerazlar (Pol { veya Pol €), prolifere edici
hicre nukleer antijeni (PCNA), flap endonuclease 1 (FEN1), replikasyon
faktorii (RF-C) ve Ligaz | kullanilarak farkli bilesenlerle tamamlanir™?'.

BER enzimleri iki ana alt gruba ayrilir. Bunlardan biri sadece
glikozidik bagin hidrolizini katalizleyen monofonksiyonel glikozilazlar, digeri
ise ek olarak abazik alan olusumu igin liyaz aktivitesinin de bulundugu
bifonksiyonel glikozilazlardir'®. En yaygin oksidatif DNA hasari olan 8-
OHG onariminin  primer yolagi kisa vyolaktir. Ancak kisa yolak
komponentleri olmadiginda veya doygunluga ulastiginda yerini uzun yolak
doldurmaktadir*. OGG1 hem okside guanin (8-OHG) ile deoksiriboz yapisi
arasindaki N-glikozil baglarini keserek' 8-OHG'in uzaklastirilmasini hem
de B eliminasyon reaksiyonu ile fosfodiester bagini keserek abazik bolge
olusmasini katalizieyen DNA glikozilaz / AP liyaz aktivitesine sahip
bifonksiyonel bir enzimdir'®. Ancak OGG1’In AP liyaz aktivitesi glikozilaz

aktivitesinden daha zayiftir'%.

Oksidatif DNA hasar

™ Abazik DNA
- sarmall

AP endonlkleaz ve fosfodiesteraz
ile geker-fosfatin cikariimasi

Tek niiklectid
bosglukiu DNA
sarmall

l DNA polimeraz ile yeni nikleotidin
eklenmesi ve DNA ligaz ilebaglanma

Sekil 16 : 0GG1 onarim mekanizmasi'?®



8-OHG uzaklastirilmasinin etkinligi lezyonun karsisinda
sitozin bazi olan substratlar i¢in en ylksek ve iki kat daha hizli olmaktadir.
8-OHG kargisinda timin bazinin olmasi glikozilaz aktivitesini anlamli olarak
dusururken, guanin bazi veya oldukga stabil bir baz ¢ifti olusturan adenin
bazina karsilik 8-OHG oldugunda oldukga diisiik aktivite gozlenir?" 104124,
Bununla birlikte adenin ve guanin bazlarinin kargisindaki 8-OHG
lezyonunu uzaklastiran protein olarak OGG2'nin (MA=36kDa) varligi
saptanmistir (G>A>>C/T)'®. Ancak aktivitesi OGG1 proteininden cok

diisiik oldugu icin mevcut calismalarin sayisi azdir'®".

Memeli OGG1 enziminin serbest hali ile DNA’ya baglanmig
sekli konformasyonel olarak birbirinden farkhdir. Enzimin aktif bolgesi
olarak Lys249 belirlenmis ve 8-OHG:C baz ciftinin taninmasi i¢in bu
bolgeden hem 8-OHG’e hem de sitozine hidrojen baglariyla baglanmasi
gereklidir®®.

2.5.3. OGG1 Geninin Polimorfik Bolgeleri

Yapilan galismalarda OGG1 geninde birgok SNP (Single
Nucleotide Polymorphism = Tek Nukleotid Polimorfizmi) belirlenmesine
ragmen'® analiz edilmis polimorfizmlerin bir kismi, kodlamayan bazlara
karsilik gelmekte veya tahmin edilen proteinlerin enzimatik aktivitelerinde
varyasyon gdstermemektedir’’. Bununla birlikte ekzon 7'de 1245.
pozisyonda yer alan C/G polimorfizmi, kodon 326'da serinden sisteine
amino asit substitiisyonuna neden olmakta' ve siklikla calismalar bu
degisim {izerine odaklanmaktadir'. (Tablo 1)

Japon populasyonunda hOGG1 genindeki varyant allelleri
tanimlamak amaciyla yapilan ¢alismada ekzon 1 pozisyon 18'de G—T ve
23'de A—T gegcisi oldugu belirlenmigtir. 18. bazdaki degisimle akcigerde
adenokarsinoma riskinin 3 kat arttigi bulunmustur (OR=3,152 %95 CI:1,3-
7,8)'?°. Ancak bu iki polimorfizmin Avrupa beyaz irkinda gériilmemesi
veya nadiren rastlaniimasi’™® ile birlikte fonksiyonunun &nemi de
bilinmemektedir'*.



Tablo 1 : OGG1 geninde saptanan baslica polimorfizmler

Kodon Ekzon Baz Aminoasit Referans
degisimi degisimi

246 (mRNA 5’ kodlamayan AIG - 19

pozisyonu) bolge

251 (mRNA 5’ kodlamayan GIT - 19

pozisyonu) bdlge
12 1 G/A Gly/Glu 38
46 1 G/A Arg/GIn 19
85 2 GIT Ala/Ser 39
98 2 G/A Lys/Lys 19
131 3 G/A Arg/GIn 39
154 3 G/A Arg/His 126
169 3 G/A Arg/GIn 38
220 4 CIT - 38
232 4 T/A Ser/Thr 39
304 6 CIT Arg/Trp 127
308 6 G/A Gly/Glu 128
323 7 G/A - 38
326 7 C/IG Ser/Cys 19
336 7 G/A Arg/His 127

Bazi calismalarda Ser326Cys polimorfizminde katalitik
aktivitede fark olmadigi bulunmasina ragmen'®, in vitro E. coli
komplementasyon aktivite yonteminde, wild tip olan Ser326 allelinin
kodladigi hOGG1 proteininin  DNA onarim aktivitesinin  Cys326
varyantindan cok daha vyilksek oldugu ortaya cikmistir'’®. Onarim
kapasitesinin 7 kat daha az oldugu bu durum, DNA'da 8-OHG olugsumu
icin bireysel duyarlihd1 artirabilecegini géstermektedir23. Buna karsin
insanda Ser326 ve Cys326 proteinlerinin aktivitelerini saptamak amaciyla
yapilan bir in vitro calisma™’ ve insan lenfositlerinde yapilan bir in vivo
calismada OGG1 DNA onarim aktivitesinin polimorfizme bagh olmadigi
bulunmustur'”. Bunun aksine hiicre kiiltiiriinde yapilan calismalarda ise
hOGG1 Cys326 proteininin aktivitesinin Ser326 proteininden daha dusuk
oldugu gdzlenmistir’®. Aktivite calismalarinda celiskili sonuglarin
bulunmasi sebebiyle aminoasit substitisyonunun enzimin katalitik
Ozelligini etkileyip etkilemedigi henuz ¢ok agik degildirzo.

E.Coli'de Ser326 ve Cys326 proteinlerinin yani sira OGG1
GIn46 varyantinin aktivitesine de bakilmig ve hem Ser326 hem de Cys326
proteinlerinden onarim aktivitesinin daha diisiik oldugu bulunmustur’®.
Daha sonra insan OGG1 proteini Uzerinde yapilan aktivite galismasinda
ise E.coli sonuclarini destekler sekilde, Ser326, Cys326 ve GIn46
allellerinin kimyasal veya spontan olarak olusan oksidatif mutajenezi
onardigi ancak GIn46 allelinin mutasg/onlarl onlemede diger allellerden
daha az etkili oldugu bulunmustur™. incelenen GIu308 ve Gly308
proteinleri arasinda ise enzimatik aktivitede fark bulunamamistir'?®.



Ser326Cys polimorfizminin her zaman intron 4’deki bir baz
bilinmektedir?".

degisikligiyle

polimorfizminin kromozom 3p’de yer alan kanserle
fonksiyonel polimorfizmleri ile baglanti esitsizligi (linkage disequilibrium)

baglantih

oldugu

yapiyor olmasi muhtemeldir®’.

2.5.4. OGG1 Ser326Cys Polimorfizmi Sekans Dizilimi

8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481

gctggccaca
actgcatctg
ggcacattgc
gcccccagac
gggatggtag
tgggtcacag
cggagcctgt
ccctaggttt
gccctaaagg
ccctgttceccc
cccagtgtac
cctgcgccaa
gccggaaggce
tccccactte
ctacctcaaa
ggggatattg
acaataaaat
ggaggggaca
agccctccca

tgctgccctt
cctgatggcc
ccaacgtgac
caacaaggaa
aaacttctct
aaggggtcag
gggaacctta
cctctectece
actctccagce
caaggactct
cctcecteccee
teccgecatg
tagatggggce
tctctceccca
ggccaggcac
agggagacag
agaaacattt
gggcagagaa
cgcagaggat

cttccacaag
ctagacaagc
tacagctggc
ctgggtgagg
ctctcttagt
ataacttagt
tgctggctgg
agcccagacc
cacccctgtc
tccacctccece
acacagactc
ctcaggagcc
accctggaca
tccccaccca
ccccaaatca
cgctaaggat
gtatggaaaa
actcccggtt
cctcgag

ggctcattct
cccaggctgt
accctaccac
aaagtgggct
cacctctccc
ctcatcactt
gcccaagcgg
cagtggactc
ccaaccccag
aacactgtca
caccctccta
accagcaaag
aagaaattcc
gtctcatgtt
agcagtcagt
ggttttatct
tgcagtgagg
cagggaggga

gtgtctgtca
gcccgtggat
gtcccaggcg
gcaggggctg
tcagacccta
ctgatttagg
tgagtgtacc
ttccaccacc
tggattctca
ctagtctcac
caggtgctgt
cgcagaaagg
ccaagcacct
ggggaggggc
ttgcacaaca
tccctttatt
agtggtaggg
aggggagcag

Sekil 17 : OGG1 Ser326Cys polimorfizmi sekans dizilimi ">

Ayrica
iligkili

Ser326Cys
genlerin

aaggtggctg
gtccatatgt
aagggaccga
gcagtgggcet
cttctgttga
aaactttttc
taggtgtcct
gccccaggtg
ttgccttcgg
cagccctgac
tcagtgccga
gttccaaagg
tccectecat
ctccctgtga
agatggggtg
acaagaagga
aagcaggtga
gctgccccca

2.5.5. 0GG1 Ser326Cys Polimorfizminin Etnik Gruplara Goére Dagilimi

Yapilan calismalarda o6zellikle Cin, Japon, Kore ve Tayvan
populasyonlarinin genotip sikliginin oldukga ylksek oldugu gorulmektedir.
Homozigot Cys genotipine; Cin populasyonunun %33'u, Japon
populasyonunun %23,7’si, Kore'nin %28,2’si ve Taiwan’in ise %38, 2’si
sahipken Avrupa Beyaz Irki'nda Cys/Cys genotipi %5, %6 ve %8,5 siklikta
gorulmektedir. Diger tum populasyonlarin %genotip sikliklari tablo 2’de
gosterilmigtir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak; Cys326 allelinin Asya
populasyonunda Kuzey Avrupa Irkina gbre daha yaygin oldugu
sdylenebilir'*°.

Tark populasyonunda Ser326Cys polimorfizmini
degerlendirmek amaciyla saglikh bireylerde yapilan c¢alismada genotip
frekansi homozigot Ser igin %50, heterozigot varyant igin %41, homozigot
Cys igin %9 bulunmustur™®. Yapilan galismalardan gériildiigii gibi Tirk



populasyonunun genotip frekanslari Avrupa Beyaz Irki'nin frekanslarina
benzerken Asya populasyonunun frekansi oldukga yuksek seviyelerdedir.

Tablo 2 : Cesitli saghkh populasyonlardaki OGG1 Ser326Cys % genotip sikliklar

Ser/Ser Ser/Cys Cys/Cys

Populasyon n (%) (%) (%) Referans
Cin 98 12 53 33 23
Avustralya 138 39,9 56,5 3,6 23
Macaristan 149 63,7 33,6 2,7 23
Japon 94 27,7 57,4 14,9 23
Malezya 55 74,5 21,8 3,7 23
Avrupa Beyaz Irk 105 571 41,0 1,9 129
Cin 201 33,8 52,8 13,4 137
Avrupa Beyaz Irk 34 56 38 6 17
Cin 198 15,2 60,6 242 52
Hawai 96 30,2 50 19,8 14
Avrupa beyaz irk 159 61,6 33,3 5 14
Japon 150 33,3 49,3 17,3 14
Amerika 331 75 23 1,8 10
Japon 152 32,9 43,4 23,7 138
Japon 241 28.3 49.2 22.5 139
Amerika 252 74 25 1 100
Japon 184 33,7 48,4 17,9 140
Kore 284 17,3 54,6 28,2 140
Kore 247 21,1 53 25,9 13
Taiwan 283 16,3 45,6 38,2 141
Danimarka 434 56,4 39 4,6 142
Avrupa Beyaz irk 358 73 25 2 143
Danimarka 269 59,1 33,8 7.1 144
Danimarka 319 52,3 39,2 8,5 20
Japon 271 27,3 52 20,7 145
Japon 320 29,4 45,6 25 146
Dogu Avrupa 2163 63,3 33,1 3,6 1
Tark 206 50 41 9 136
Danimarka 796 60,2 35,7 4.1 82
Japon 394 31 48 21 147

Amerika 1102 59,7 35,2 5 148



2.5.6. 0GG1 Ser326Cys Polimorfizmi ve Kanser lliskisi

Osterod ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada OGG1 geni
olmayan farelerde yasa bagl olarak dokuya spesifik oksidatif DNA baz
hasarlarinin akiimiilasyonu tespit edilmistir’*. OGG1 mutant farelerin
DNA’larinda 8-OHG miktarinin ve G:C—T:A mutasyonlarinin daha fazla
oldugu ve akciger adenokarsinomasina yatkinigin arttigi belilenmistir'*°.
Sakumi ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada ise, OGG1 geni tasimayan

farelerde spontan akciger kanseri insidansinda artig g6rUImU§tUr1.

Memelilerde OGG1 enziminin biyolojik o6nemi bir ¢ok
calismayla kanitlanmistir. Bunlarin arasinda; populasyonlarda OGG1
polimorfizmi ile akciger ve prostat kanseri gelisme riski arasinda iligkinin
olmasi, farelerde OGG1 ve MYH7?'in (MutY Homologu) birlikte fonksiyon
gOstermemesi sonucu Ozellikle akciger, over tumorleri ve lenfomada
%66’lik bir riskin olmasi, periferal kan lenfositlerinde dusuk OGG1
aktivitesinin insanlarda akciger kanseri gelisiminde artmis risk ile
baglantisi bunlar arasinda sayilabilir®’.

Bircok kanserde sikca mutasyona ugrayan p53 tumor
supresor geninde sekans degisikliklerinin analizleri ile birgok kanser
tipinde G:C'den T:A’e transversiyon olduguna dair guglu bir egilimin
oldugu gosteriimektedir. Benzer olarak bu tip mutasyonlar 8-OHG'i
DNA’larindan elimine edemeyen bakteriyel ve maya sistemlerinde de
gorulmektedir. Dolayisiyla OGG1 aktivitesi yetersiz olan memeli hicreleri
icin de bu tip mutasyonlar beklenebilir bir durumdur?'. Bu sebeple OGG1
geninin timér supresdr etki gosterebilecedi disinilmektedir'®. Buna
dayanarak, OGG1 geninde mutasyon olup olmadigini belirlemek amaciyla
birgok arastirmaci, farkli insan timérlerini incelemistir?’. (Tablo 3)



Tablo 3 : Cesitli populasyonlardaki farkli kanser tirleri ile OGG1 Ser326Cys
polimorfizmi iligkisi

Kontrol  Vaka OR (%95 Cl)

Kanser tiirli  Populasyon (n) (n) Ser/Cys Referans
Cys/Cys
Meme Beyaz Irk 1366 1470 1,0 (0.7-1.4) 151
) 1,04 (0,87-1,24)
Meme Amerika 1102 1058 0,99 (0,66-1,47) 148
Meme Asya 500 475 ] ’g Eg’ggj ’gg; 140
: 0,84 (0,64-1,10)
Meme Danimarka 434 425 0,98 (0,52-1,86) 142
Avrupa 1.08 (0.73-1.58)
Prostat Beyaz Irk 479 9 071(030-169) %2
Prostat Amerika 252 84 ;g E] 213?(;; 100
. 1,22 (0,74-1,99)
Mide Japon 271 142 4’51 (0.83-2.73) 145
. _ 0,76 (0,40-1,45)
Mide Gin 198 101 063 (0,20-1.35) 52
1,09 (0,60-2,00)
Kolon Kore 247 125 1,18 (0,60-2,35) 13
Mesane Tiirk 100 99 2(§,1S(JS’?§Z4C’,%5)) 163
Bazal hucreli
_ ) 0,98 (0,70-1,37)
karsinoma  Danimarka 319 319 109 (0,59-2,03) 20
(deri)
Orolarinks Amerika 331 169 132 ((11’ 12-_21(()5)) 10
Ozofagus cin 201 196 (;}gfs’/?)c_-zé?(%) 137
Serviks Japon 320 131 1,08 (0,64—1,80) 146

1,13 (0,62-2,03)

Avrupa Beyaz Irki'nda 167 orolarenks (agiz-larenks) kanseri
hastasi ve 331 kontrolin yanak epitel hucrelerinden izole edilmis DNA ile
yapilan OGG1 genotiplemesi ile orolarinks kanseri igin anlamli artmig risk,
hem OGG1 Ser326Cys (OR=1,6, %95 CIl=1,04-2,6) hem de OGG1
Cys326Cys (OR=4,1, %95 CI=1,3-13) genotipinde bulunmustur. Hi¢ sigara
kullanmamiglarda orolarinks kanseri riskinde anlamh bir farkhlik
olmamasina kargin, sigara icen homozigot polimorfik bireylerde (hayati
boyunca >100 sigara; OR=4,8, %95 CI=1,3-18) artmis risk s6z konusudur.
Benzer gekilde, hig alkol kullanmamig bireylerde bir iliski gozlenmemesine
karsin, alkol kullananlarda OGG1 Cys326Cys genotipinde (>1
kadeh/hafta; OR=6,9, %95 Cl=1,6-29) anlamli artmis risk belirlenmistir. Bu
sonuglar Ser326Cys polimorfizminin sigara ve alkole bagli orolarinks
kanser riskinde 6nemli rol oynayabilecegini géstermektedir'®.



Cin populasyonunda mide kanseri riskinin OGG1 Ser326Cys
polimorfizmi ile iligkisinin olup olmadigina bakilmis ancak anlamli bir iligki
bulunamamistir. Ancak polimorfizmin mide kanserinde ¢evresel faktorlerin
etkisini degistirebilecegi bulunmustur®?.

Kalitsal nonpolipozis kolorektal kanser hastalarinda,
karsinojenezde genetik defektlerin etkisinin ¢evresel risk faktorleri
tarafindan duzenlendigini gostermek amaciyla Ser326Cys polimorfizmi ve
OGG1 enzim aktivitesi arasindaki iligki degerlendirilmistir. Yapilan
calismada hasta ve kontrol grubu arasinda allel sikhidinda anlamh bir
farkhlik olmamasina kargin hastalarda homozigot Cys326 alleli (OR=1,18,
%95 CI=0,60-2,35) kontrolden daha fazla bulunmustur. Sigara, alkol, et
tuketimi, gibi gevresel risk faktorleriyle yapilan incelemelere bakildiginda
istatistiksel farkhlik, yalnizca haftada iki kereden fazla et yiyenlerde
gorulmustar . Bu durum igin OR degeri Ser/Ser ve Ser/Cys tasiyicilarinda
artmazken Cys/Cys icin OR=4,31 (%95 CIl=1,64-11,48)dir. Ser326Cys
polimorfizmi ile sigara icimi arasindaki iliskiye bakildiginda kolon kanseri
icin Ser/Ser ve Ser/Cys genotipinde OR’da artis gozlenmezken Cys/Cys
genotipinde risk artmistir.(OR=2,75, %95 Cl=1,07-7,53)".

Choi ve arkadasglann OGG1 gen polimorfizmi ile meme
kanseri riski iligkisini belirlemek amaciyla, Asyali (Kore ve Japon
populasyonunda) kadinlarda Ser326Cys polimorfizmini degerlendirmis ve
meme kanseri ile Ser326Cys genotipi arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir iliskinin bulunmadigi belirlemislerdir’*®. Avrupa Beyaz Irki'nda yapilan
iki ve Amerika’da yapilan bir ¢calismada da vaka sayisinin oldukga fazla
olmasina ragmen meme kanseri riski ile Ser326Cys polimorfizmi arasinda
bir baglanti bulunamamigtir™?1%".

Ozofagusda skuamdz hiicreli karsinomada riskin Ser326Cys
polimorfizmi ile arttigi belirlenmisken (Cys/Cys OR= 1,9, %95 CI=1,3-
2,6)"¥ bazal hiicre karsinomasinda OGG1 Ser326Cys polimorfizminin ilk
kez arastirildigi calismada, polimorfizm ile iligkisi bulunamamistir (Ser/Cys
OR= 0,98 (0,70-1,37), Cys/Cys OR= 1,09 (0,59-2,03)%.

Japon populasyonunda XRCC1 399 ve OGG1 Ser326Cys
genotiplerinin serviks kanserli hastalarda degerlendiriimesi sonucu XRCC1
ile serviks adenokarsinoma arasinda artmis risk bulunurken OGG1 ile
serviks kanseri arasinda bir iliski bulunmamistir'*.



Xu ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada prostat kanseri ve
hOGG1 sekans varyantlari arasindaki iligki incelenmis ve Ser326Cys
polimorfizmine ek olarak 17 SNP degerlendirilmigtir. Bu SNP’lerden
Ser326Cys ve 11657A/G icin kontrol grubu ile vakalarda genotip dagihmi
yonunden anlamh sonuglar elde edilmistir'®. Baska bir calismada hOGG1
Cys326 alleline sahip bireylerde prostat kanserine yatkinligin anlamli
olarak arttigi (ORag= 2,1, %95 Cl = 1,2-3,8) gésterimesine kargin'®
Cys326 varyantinin risk faktori olusturmadigini gosteren sonuglar da
mevcuttur'®2.

Japonya’da bas boyun kanserli hastalarda Ser326Cys
polimorfizminin kanser gelisme riskini artirip artirmadigini arastirmak
amaciyla yapilan calismada kanser tipi, alkol ve diger risk faktorleriyle
polimorfizm arasinda herhangi bir iligki bulunmazken yilda 40 paketten
fazla sigara igen bas boyun kanserlilerde Cys/Cys genotipine sahip
bireylerde kanser riskinde artis bulunmustur (OR=8,10, %95 CI=1,06-
61,73)">.

Tark populasyonunda mesane kanserli hastalarda Cys326
allel sikhgmnin daha fazla oldugu ve yaklagik 2,5 kat mesane kanserine
yakalanma riskinin arttigr bulunmustur %3,

2.5.7. OGG1 Ser326Cys Polimorfizmi ve Diger Hastaliklarla iliskisi

Yas ortalamasi 78,8 olan 119 bireyde dis kaybi ile genetik
yatkinlik arasindaki iligki incelenmis ve degerlendirilen yedi farkli gen
polimorfizmlerinden  yalnizca OGG1 Ser326Cys  polimorfizminde
istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur (p=0,0086)"**. Son zamanlarda
OGG1 genindeki defektlerin Alzheimer hastaliginin patojenezinde 6nemli
rol oynayabilecegine dair bulgular ortaya atiimaktadir'>®. Ayrica Parkinson,
nérodejeneratif hastaliklar'®, iskemi-reperfiizyon'’ ve inflamasyon
regiilasyonunda'®® da rol aldigi bulunmustur.

2.5.8. Akciger Kanseri ve OGG1 Gen Polimorfizmi iliskisi

ilk olarak Kohno ve arkadaslari hOGG1 Ser326Cys
polimorfizmini tanimlamis ve ayni ¢alismada Japonlardan olusan kuguk
bir grupta akciger kanserli hastalarla (n=45) kontrol grubunun (n=42)
frekanslarini kargilastirmistir. Ancak allel frekanslari arasinda anlamli bir
farklilik bulunamamistir'®.



OGG1 polimorfizmi ile ilgili yapilan ilk vaka-kontrol galismasi
olma ozelligine sahip Sugimura ve arkadaslarinin Japon populasyonunda
yaptigi Ser326Cys polimorfizmi ¢alismasinda 241 akciger kanserli hasta
ve 197 kontrol kullaniimig, OGG1 genotipi ile akciger kanseri riski arasinda
anlamh bir iligki bulunamamigtir. Ancak skuamoéz hucreli karsinoma ve
adenokarsinoma olmayan hucre tipine sahip kanserlilerde yas ve sigara
oykusunun etkisini kaldirdiktan sonra istatistiksel olarak anlamli artmig risk
bulunmustur. (sirasiyla; OR=3,01, %95 CI = 1,33-6,83, P=0,008;
OR=2,18, %95 CI = 1,05-4,54, P=0,037)?*. Japon populasyonunda yapilan
bagka bir calismada da akciger adenokarsinoma riskinde OGG1
Ser326Cys polimorfizminin rol oynamadigi gdsterilmistir'®.  Akciger
adenokarsinoma riskinin OGG1 polimorfizmiyle iligkisinin arastirildigi bir
diger calismada ise Japon populasyonunda 1097 kanserli hasta
incelenmis ve riskte anlamli olarak yaklasik 1,5 kat artigin goruldugu
saptanmistir™’.

Avrupa beyaz rkinda ¢ogunlugunu sigara igenlerin
olusturdugu akciger kanserli (n=105) ve saglikli bireylerde (n=105)
OGGT'in alti farkli polimorfizm turinde arastirma yapilmis, bunlardan en
yaygin olani Ser326Cys bulunmus ancak hasta ve kontrol arasinda
Ser326Cys polimorfizminin riski arttirdigini gosterecek anlamli bir fark
bulunamamistir. (Cys/Cys OR=2,2 %95 CI=0,41-11,79)"*° Avrupa Beyaz
Irki'nda 116 akciger kanserli hasta ve 1094 saglikh bireyin OGG1
Ser326Cys polimorfizmlerine bakilan g¢alismada da kanser riski ile
Ser326Cys polimorfizmi arasinda anlamh bir iligki bulunamamistir
(Ser326Cys OR=1,13 %95 CI=0,71-1,80; Cys326Cys OR=0,47 %95
Cl=0,13-1,74)."° Buna karsin Avrupa beyaz irkinda yapilan diger bir
polimorfizm ¢alismasinda hem Ser/Cys (OR=1,9; %95 Cl=1,2-2,9) hem de
Cys/Cys (OR=3,8; %95 CIl=1,4-10,6) genotipi ile akciger kanseri riski
arasinda anlamli bir artis bulunmusgtur. Ayrica sigaranin doza bagll etkisi
ile OGG1 genotipi arasinda da istatistiksel olarak anlamlilik vardir’

OGG1 Ser326Cys polimorfizmi ile akciger kanseri riski
arasindaki iligkiyi incelemek amaciyla yapilan c¢alismada Danimarka
populasyonunda 265 kanserli ve 272 saglikli bireyin genotipleme
sonuglarinda herhangl bir iligki bulunmamistir. (OGG1 Cys/Cys OR=0,65,
%95 Cl= 0,30-1,41)™ Amerika’da 118 kanserli ve 109 saglikli bireyde
yapilan c¢alismada ise heterozigot varyant genotipe sahip blreylerde
kanser riskinin anlamli olarak yaklasik iki kat arttigi bulunmustur'®®

Alt farkli Dogu Avrupa ulkesinden 2155 akciger kanserli ve
2163 kontrolde yapilan calismada Cys/Cys genotipinin akciger kanseri
riskinde onemli bir faktor olmadigi bulunmustur. (OR=1,34; %95 Cl= 0,95—



1,88). Bununla beraber adenokarsinomada risk artigi goze ¢arpmaktadir
(OR=1,66 %95 CI=1,O4—2,66)1. Norve¢ populasyonunda 343 hastanin
incelenmesiyle Cys/Cys genotipinde akciger riskinin arttigr gozlenmistir
(OR=1,64 %95 Cl=1,06-2,52)°". Sorensen ve arkadaslarinin Danimarka
populasyonunda yaptigi ¢alismada OGG1 polimorfizmi ile akciger kanser
riski arasinda herhangi bir iligki olmadigi gosterilmistir. Ayrica sigara
kullanimi ile polimorfizm arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir
baglanti bulunamamistir®.

Japon popoulasyonunda akciger adenokarsinoma riskinin
OGG1 Ser326Cys polimorfizmi ile iligkisinin olmadigini bulan Ito ve
arkadaslar sigara kullanimi ile genotipler arasindaki iligkinin de farkl
olmadigini gdstermistir'®®.

Marchand ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada ise 298
farkh etnik gruplara sahip (Kuzey Avrupa irki, Japon, Hawai vyerlileri)
akciger kanserli hasta ve 405 kontrol grubu arasinda Ser326Cys
polimorfizmi  ¢ahigiimigtir. Homozigot Cys/Cys genotipinin  kanserli
hastalarda kontrol grubuna goére daha yaygin oldugu (p=0,008) ve Ser/Ser
genotipiyle karsilastirildiginda riskte 2 kat artis (OR=2,1, %95 CI=1,2-3,7)
bulunmustur™.

OGG1 Ser326Cys polimorfizminde yapilan meta analizde 7
calismanin sonugclari bir araya getirilerek 3371 kontrol ve 3253 hasta
kullanilarak OGG1 Cys/Cys genotipinin akciger kanser riskinde zayif bir
artisa neden oldugu bulunmustur. (OR=1,24 %95 CI=1,01-1,53)"®'. 2006
yilinda 11 ¢alismanin sonuglari ile yapilan meta-analizde ise 4130 akciger
kanserli hasta ve 5470 saglikli birey incelenmis ve OGG1 polimorfizmi ile
akciger kanser riski arasinda anlamli bir iliskinin olmadigi bulunmustur.
Populasyonlari Avrupa Beyaz Irki ve Asya olarak incelediklerinde de riskte
anlamli bir farklilik bulamamislardir'®2.

Son yapilan galigmada ise, 110 akciger kanserli hasta ve 110
saglikli bireyin OGG1 Ser326Cys polimorfizmlerinin incelenmesi sonucu,
OGG1 Ser326Cys genotipi tasiyan bireylerin akciger kanseri gelisme
riskinde iki kat azalma oldugu gorulmustur (Ser326Cys OR=0,51 %95
Cl=0,27-0,95; p=0,033)"%.

NSCLC akciger kanserli hastalarda OGG1 aktivitesinin
kontrol grubundaki bireylerden anlamli derecede dusuk oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte kanserli hastalarda sigara igen ve icmeyen



grup arasinda OGG1 aktivitesinde anlamli bir fark olmadigi gdsterilmistir®.
OGG1T'In Cys326 genotipi igin iligkilendirilen risk, akciger kanseri igin bile
sinirhdir. Bu durum aktivitedeki sinirli etki ve birgok alternatif yolak
varligindan dolay olabilir®.



3. GEREG VE YONTEM:

OGG1 Ser326Cys genetik polimorfizmi ile akciger kanseri
olusumu arasindaki iliskinin arastiriimasi amaciyla “Ankara Onkoloji Egitim
ve Arastirma Hastanesi Etik Kurul” ve “Ankara Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesi Etik Kurul” izinleri ile Ankara Onkoloji Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Medikal Onkoloji Klinigi'nde ve Ankara Numune
Egitim ve Aragtirma Hastanesi Gogus Cerrahisi Klinigi'nde akciger kanseri
teshisi konulmus yas ortalamasi 56,99 olan 165 hastadan kan ornekleri
alinmistir. Kontrol grubunda ise hasta grubu ile uyumlu olacak sekilde,
hOGG1 polimorfizmini aragtirmak amaciyla yas ortalamasi 53,19 olan 250
saglikh bireyden alinan kan ornekleri kullaniimisgtir.

Kemoterapi ve radyoterapi almamis 72 kanserli hastadan ve
61 saglikli bireyden kan oOrneklerinin yani sira oksidatif hasarin
biyogostergesi olan 8-OHdG duzeylerini tayin etmek icin idrar drnekleri de
toplanmistir. idrar érnekleri analiz edilinceye kadar -20°C'de saklanmistir.

Hastalara ve kontrol grubuna kanser olugsumunda rol
oynadigi dusunulen diger faktorlerin degerlendirildigi bir anket formu
uygulanmistir.



ANKET FORMU

1-Adi1 Soyad::

2-Yas:

3- Cinsiyet:

4- Medeni Hali:

5- Dogum Yeri:

6- Agirhk:

7- Boy:

8- Meslek/calisma siresi:

9- Yasadiginiz sehir ve suresi:

10-Egitim diizeyiniz?

11- Dizenli alinan ilaglar ve sureleri (Vitamin dahil):

12-Kadin ise; Menars yasi:

Menapozal durum:

Premenapoz () son menstriiasyon periyodunun kag giin 6nce oldugu:
Postmenapoz () son menstriiasyon periyodunun kag yil 6nce oldugu:
Menapoz yasi:

ilk dogumunu yaptigi yas: Son dogumunu yaptigi yas:  Cocuk sayisi:
13- Sigara icme aliskanligi:

Higicmedim () Eskiden igerdim ( )

Sigaraya baglama ve birakma yasi= ..... ve ...

Ne kadar sire 6nce sigarayi biraktiniz? ..........

Ne kadar suredir sigara igiyorsunuz? ..........

Miktar1 (Glinde kag adet) :

14-igtiginiz sigaranin tiirli:  Filtreli () Filtresiz () Sarma ()
15-Sigara igilen ortamlarda sikga bulunuyor musunuz? Evet ( ) Hayir ( )
16-Alkol aliyor musunuz? Hayir ( ) Evet( ) Kag yildir kullaniyorsunuz?:

Cinsi: Raki ( ) Sarap( ) Bira ( )
Nadiren ( ) Haftada bir( ) Haftada 2-3( ) Haftada 4-5( ) Hergin ()
17- Kahve igme aligkanhginiz var mi? Var () Yok ()

Giinde 1 bardak ( ) Gilnde 2 bardak ( ) 3vedahafazla ( )
18-Cay igme aliskanhginiz var mi? Var( ) Yok ()

Giinde 1 bardak ( ) Gilnde 2 bardak ( ) 3vedahafazla ( )
19- Beslenme aligkanliginiz nedir?

Et agirlikli () Sebze-meyve agirlikli ()
Kuru bakliyat agirlikh () Balik ve diger deniz drlnleri agirlikli ()
Karisik beslenme () Kizartma agirlikli yagh diyet ()

20-Aile bireylerinde genetik bir hastalik var mi? Hayir ( ) Evet( ) Nedir=

Sizde .......

21-Ailenizde, Kanserden 6len? Turu:

22- Son 2 yilda herhangi bir viral enfeksiyon gegirdiniz mi? (Sarilik,kizamik,kizamikgik,
sucicegi, kabakulak, menenijit) EVET () HAYIR () Nedir?:

23- Son bir yilda herhangi bir asi oldunuz mu? EVET ( ) HAYIR ( ) Nedir?:

24- Hig rontgen gektirdiniz mi? EVET ( ) HAYIR ( ) Nezaman?:
Nedir?: Gogus Rontgeni () Dis ( ) Diger ( ) Belirtiniz
25- Tiroid ile ilgili bir rahatsizliginiz var mi?  EVET ( ) HAYIR ( )
Hipotiroidizm ( ) Hipertiroidizm ( )

26-Patolojik ve histolojik tani:

ik Teshis:

Tedavi almis: Cerrahi () Radyoterapi ( ) Kemoterapi ( )
Kemoterapi almigsa;

ilag adlar:

Kag kar aldigi:

En son aldigi tarih:



3.1. DNA izolasyonu

Calismamizda deney grubu ve kontrol grubunu olusturan
bireylerin periferal kan ornekleri sterii EDTA’ll tuplere alinarak sodyum
perklorat / kloroform ekstraksiyon yontemi ile DNA’lari izole edilmigtir.
(ingiltere - Scotlab protokolil) Genel olarak bir lizis isleminden sonra
proteinlerin denatlrasyonu ve nukleik asitlerin etanol ile g¢okturilmesi
esasina dayanir.

3.1.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasal Maddeler

- Trizma Baz (Sigma Kat. No: T-1503)

- Sukroz (Sigma Kat. No: S-1513)

- Triton (Sigma Kat. No: X-100)

- Magnezyum Klorur (Sigma Kat. No: M-9272)

- Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma Kat. No:ED2SS)
- Sodyum Klorur (Merck)

- Sodyumperklorat (Sigma Kat. No: S-1513)

- Sodyum dodesil sulfat Sdlfat (SDS) (Sigma Kat. No: L-4509)
- Kloroform (Merck)

- Hidroklorik asit (Merck)

- Mutlak Etanol (Merck)

- Sodyum hipoklorit

3.1.2. DNA izolasyonunda Kullanilan Alet ve Cihazlar

- EDTA'l steril kan tupu (Vacuette-Greiner)
- 50ml’lik kromozom tupu (Falkon) (Corning)
- 15ml’lik kromozom tupu (Corning)

- Steril plastik pastor pipeti

- Agzi vidal ependorf tupu (Axygen)

- Steril bioloop

- DNA saklama kutusu

- Pipet ucu

- Mikropipetler (100-1000ul, 1000-5000pl)
- Otoklav banti

- Sogutmali Santrifuj (Nuve NF 800R)

- Etav

- Su distilasyon cihazi (Nuve NS 108)

- Karigtirici (MK 418)

- pH Olger (Sartorius)

- Hassas terazi (Schimadzu AW 320)



- Otoklav (Nuve)
- Alt-Ust karigtirici (Falc 205)
- Buzdolabi

3.1.3. DNA izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler

Liziz Tamponu (Lysis Buffer, Reajan A): (10mM Tris HCI (pH=8), 320 mM
Sukroz, 5mM MgCly, %1 Triton); 12.1g Trizma Baz tartilarak 100ml distile
suda ¢oOzulur. HCI ile pH’s1 8'e ayarlanir. 109.5g sukroz, 1.0g magnezyum
klorar tartiir. 1M Tris HCI (pH=8) ¢ozeltisinden 10ml eklenerek 1000 ml'ye
distile su ile tamamlanir. Otoklavda steril edilir. Cikarildiktan sonra
sicakken 10 ml TritonX-100 eklenerek +4°C’de saklanr.

Reajan B: 48.5g Trizma Baz, 22.3 g EDTA, 8.8g NaCl tartilarak 1000
ml’ye distile su ile tamamlanir. HCI ile pH’sI 8'e ayarlanarak otoklavlanir.
Cikanldiktan sonra sicakken 10g SDS eklenerek oda sicakliginda
saklanir.

5M Sodyum perklorat ¢ozeltisi: 70.2 g sodyum perklorat tartilir. 100 ml'ye
distile su ile tamamlanarak otoklav ile steril edilir. Oda sicakliginda
saklanir.

3.1.4. DNA izolasyon Yéntemi
(Sodyum perklorat-kloroform ekstraksiyon yontemi)

1. 5-10 ml kan ornekleri EDTA'lI tuplere alinir. Kan ornekleri izolasyon
yapilincaya kadar -20° C’de saklanir.

2. Her birey igin bir kromozom tupu (50ml’lik) kullanilir. Her tipe soguk
Lysis buffer (Reajan A) ¢ozeltisinden 35ml ilave edilir.

3. Kan drnekleri falkonlara bogaltilir. Tapler alt Gst edilerek karigtirilir.

4. 10 dakika 3000 rpm’de santrifuj edilir.

5. Bu arada kromozom tuplerine (15mllik) 5M Sodyum perklorat
cOzeltisinden 0.5ml koyulur.

6. Santrifljden ¢ikartilan falkonlarin stpernatantlari ¢amasir suyu dolu
behere bogaltilir.

7. Pelletlerin Uzerine Reajan B’den pastor pipet yardimiyla 2ml ilave edilir.
8. Falkondaki Reajan B’li pellet sodyum perklorat iceren kromozom
tuplerinin Gzerine aktarilir.

9. 15 dakika alt Ust edilir.

10. 65°C’de 30 dakika etuvde inkube edilir.

11. Etdvden alinan tuplere soguk kloroformdan 2ml ilave edilir.

12. 10 dakika alt Ust edilir.



13. 10 dakika 1400 rpm’de santrifj edilir.

14. Ust fazin hepsi pastor pipeti ile yeni kromozom tuplerine aktarilir.

15. Yeni tupe aktarilan stpernatantlarin Gzerine 5ml soguk etanol ilave
edilir.

16. EtOH'’IU tupleri iyice alt Ust ederek, DNA sarmalinin olusumu gozlenir.
17. Bioloop ile olugsan DNA sarmali alinir. Kurumasi igin 5 - 10 dk bekletilir.

18. Kuruyan DNA'lar ependorflarin igine aktarilarak DNA’nin buyukligine
gore 200/300yuL steril distile su ilave edilir.

19. 60°C’ de 1 gece etlvde inkube edilir.

20. Cozunen DNA’lar +4°C’de saklanir.

3.2. DNA Orneklerinde PCR Uygulamasi

Her bireyin hOGG1 allellerini tanimlamada polimeraz zincir
reaksiyonu — restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (Polimerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Lenght Polimorphism = PCR-RFLP)
yontemleri kullaniimigtir. Bir DNA boluma, yapi ve islevinin tanimlanmasi
ya da patojenik bir mutasyonun gosterilmesi amaciyla incelenegi zaman
baslangic materyali yeterli olmaz'®. Bu nedenle polimorfizmin
arastirilacagl gen bolgesinin belirli bir kismi, mutasyonlu bdlgeyi de igine
alacak sekilde PCR teknigi ile ¢ogaltilir. PCR yontemi ilk kez 1985 yilinda
Mullis tarafindan tanimlanmis ve gunumuze kadar birgok defa geligtirilerek
kullanilmistir'®. DNA 6rnekleri; analizi yapilacak olan genin beliri
bolgesinin c¢ogaltiimasini saglayan in vitro DNA sentezi yontemi olan
sartlari ayarlanmis PCR’a uygulanir. Yontemin esasi; yuksek 1si
uygulamasiyla c¢ift sarmalli DNA'nin denature olmasi (denaturasyon),
spesifik oligonukleotid primerlerin  komplementeri  olduklari  zincire
baglanmalari (annealing) ve isiya dayanikli DNA polimeraz enzimi olan
Tag DNA polimeraz ile uzamalarindan olugsan DNA replikasyon
mekanizmasina dayanmaktadir. Karahalil ve Aygun’an ¢alismasi modifiye

edilerek uygulanmistir'®.

3.2.1. DNA Amplifikasyonu icin Kullanilan Kimyasal Maddeler

- Reverse Primer: 5-TGAATTCGGAAGGTGCTTGGGGAAT-3’ (lontek)
- Forward Primer: 5-ACTGTCACTAGTCTCACCAG-3’ (lontek)

- 100mM dATP (Fermentas, dNTP Set)

- 100mM dGTP (Fermentas, dNTP Set)



- 100mM dTTP (Fermentas, dNTP Set)

- 100mM dCTP (Fermentas, dNTP Set)
- SU/pl Tag DNA polimeraz (Fermentas)
- 10X Taq Buffer (NH4)2SO4 (Fermentas)
- 25mM MgCl, (Fermentas)

- Steril su (AppliChem)

3.2.2. DNA Amplifikasyonu icin Kullanilan Alet ve Cihazlar

- PCR aleti (Thermal Cycler - Techne)

- Mikrosantrifuj (Spectrafuge 24D — Labnet)
- Ependorf tupu (0,5 ml'lik)

- Ependorf tipa (1,5ml'lik)

- Mikropipetler

- Mavi, sar1 ve beyaz mikropipet uglari

3.2.3. DNA Amplifikasyonu icin Kullanilan Cozeltiler

10mM dNTP c¢ozeltisi: 100mM’lik dATP, dGTP, dTTP ve dCTP nukleotid
stok c¢ozeltilerinden 20’ser pl alinarak, Uzerlerine 120 pl steril su ilave
edilir. Karistirihp -20°C’de saklanir.

18 pmol/pl R ve F Primer ¢ozeltisi: 122.3 pmol/ul konsantrasyonunda stok
R ve 105 pmol/ul konsantrasyonunda stok F primerleri steril su ile 18
pmol/ul konsantrasyona dilue edilerek -20°C’de saklanir.

3.2.4. PCR Protokolii

DNA izolasyonu ile elde edilen DNA’lar hOGG1 geninin
analizi yapilacak bolgesinin gogaltiimasi igin polimeraz zincir reaksiyonuna
tabi tutulur. (Sekil 18) Bu amacla her bir 6rnek i¢in; 0,2mM dNTP, 1,5mM
MgClz, 0,3pmol R primeri, 0,3pmol F primeri, 1X Mg icermeyen Taq buffer,



22,4l steril su, 1U Taq DNA polimeraz ve 1ul DNA 6rnegi eklenerek 30ul
hacimlik karisim elde edilir. Bu karisim PCR cihazina (thermal cycler)
koyularak tanimlanmig DNA sekansinin in vitro ortamda sayisinin
geometrik olarak artmasi saglanir.

Amplifikasyon sartlari; ilk basamak denatlrasyon igin
94°C’de 2 dakika, 33 déngii devam edecek denatiirasyon icin 94°C’de 15
saniye, baglanma (annealing) icin 60°C’de 30 saniye ve uzama (extention)
icin 72°C’de 35 saniyedir. Bir siklus olan son uzama asamasi ise 72°C’de
10 dakika olarak uygulanir.

8941 ccctgttccc caaggactct tccacctcee aacactqtca ctagtctcac cagcecctgac

9001 cccagtgtac cctccteccce acacagactc caccctecta caggtgcetgt tcagtgecga

9061 cctgcgecaa tceccgecatg ctcaggagec accagcaaag cgcagaaagg gttccaaagg

9121 gccggaaggc tagatggggce accctggaca aagaaattcc ccaagcacct tcccctccat

Sekil 18 : PCR yontemi ile gogaltiimasi istenen 207bp’lik gen sekansi

3.2.5. PCR Amplifikasyon Uriinlerinin Kontrolii

Sulu bir g¢ozelti igcinde, kuguk elektrik yuklu pargaciklarin,
uygulanan bir elektrik alaninin etkisi ile go¢ etmesi surecine elektroforez
denir. DNA’nin negatif yukli olmasi katottan anota dogru ilerlemesine
neden olur. Ayni jele buyuklugu bilinen bir belirtecin konulmasiyla
elektroforez  sonunda olugsan bantlarin konumlari karsilasgtirilarak
bilinmeyen DNA’nin biyikligine ulasilabilir’®. Jel olarak genellikle
agaroz jel kullaniimaktadir.

3.2.5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

- Agaroz (Prona Basic Agarose)
- Etidium Bromide (Sigma)

- Trizma Baz (Sigma Kat. No: T-1503)

- Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma Kat. No: ED2SS)

- Borik asit (Sigma Kat. No: B-0252)

- 100bp’lik DNA ladder (GeneRuler - Fermentas)

- Boya ¢ozeltisi (6X) (loading dye solution) (GeneRuler - Fermentas)



3.2.5.2. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

- Elektroforez gug¢ kaynagi (Therma EC 250)
- Elektroforez tanki (Maxicell Primo)

- Jel kalibi

- Jel taraklan

- Mikrotiter kabi

- Jel maskeleme bandi (Sigma Kat. No:T-6656)
- UV-transilluminator

- Hassas Terazi (Schimadzu AW 320)

- Mikropipetler

- Mikropipet uglari

- Mikrodalga firin

3.2.5.3. Kullanilan Cozeltiler

TBE Tamponu (10X): Trizma bazdan 108g, borik asitten 55g, EDTA'dan
9,3g tartilarak 1 litreye distile su ile tamamlanir. Cozeltinin pH’si 8,3'e
ayarlanarak otoklavda steril edilir ve oda sicakliginda saklanir.

TBE Tamponu (1X): 100ml (10X) TBE tampon ¢ozeltisi uzerine 900ml
steril distile su eklenerek oda sicakhiginda saklanir.

%Z2’lik agaroz coOzeltisi: 1g agaroz tartilarak Uzerine 50 ml (1X) TBE
tamponu ilave edilir. Mikrodalgada kaynatilarak ¢ozinmesi saglanir.

DNA ladder (belirteg) c¢ozeltisi: 10pl 0,5pug/ml DNA ladder, 10ul (6X)

yukleme boya c¢Ozeltisi (loading dye solution) ve 40ul steril distile su
karistirllarak buzdolabinda saklanir.

3.2.6. Jelin Hazirlanmasi

%Z2’lik agaroz ¢ozeltisi sogumadan once uUzerine 7ul EtBr
eklenerek karistirilir. Bu karisim taraklari yerlestirilmis jel kaliplarina hava
kabarcigl kalmayacak sekilde dokulerek donmasi beklenir.

3.2.7. PCR Uriinlerinin Jele Uygulanmasi ve Elektroforez

PCR islemi bitiminde, polimorfizmin yer aldig istenilen dizinin
amplifikasyonunun dogru olarak gergeklestigini kontrol etmek amaciyla pcr
urtnleri jele tatbik edilir. Jel (1X) TBE tamponu igeren elektroforez tankina
alinir. Mikrotiterin godelerine her bir 6rnek i¢in 1,5ul (6X) boya ¢ozeltisi ve
7ul per Grunu eklenerek pipetaj yapilip jelin bosluklarina uygulanir. Ayrica



bir bogluga da olusan Grandn uzunlugunu olgmek amaciyla DNA ladder
yiiklenir. Elekroforez tanki 110V akima 20 dakika siire ile baglanir. islem
sonunda, cogaltilan 207bp’lik bantlar marker ile karsilastirilarak UV-
transilluminatorde kontrol edilir.

3.3. OGG1 Ser326Cys Genotipinin Belirlenmesi (RFLP)

RFLP yonteminde; spesifik primerler kullanilarak amplifiye
edilen genomik DNA'nin belirli bir bolgesi, arastirilacak mutasyona 6zgu
olan restriksiyon endonukleaz enzimi ile muamele edilerek kesilir'®. Gen
bolgesindeki bir nokta mutasyonu restriksiyon enzimi i¢in tanima bolgesi
yaratarak amplifiye DNA’nin o noktadan kesilmesine neden olur. Kesim
urtnleri, DNA pargasinin buyuklugune gore belirli bir konsantrasyondaki
agaroz ya da poliakrilamid jelde elektroforez iglemine tabii tutulur.

3.3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

- Satl (Fnu4HlI) Restriksiyon Enzimi 10U/pl 5.GC|INGC..3
(Fermentas) J..CGN1CG..5~%
- (10X) Tampon G Cozeltisi

3.3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

- 0,5 ml'lik ependorf
- Mikropipetler

- Mikropipet uglari

- Etav

3.3.3. PCR Uriiniiniin Enzim ile Kesilmesi

hOGG1 PCR  drlUnlerinde  1245. bazdaki C—-G
transversiyonu Satl enzimi igin restriksiyon bolgesi olusturur, boylece
RFLP yontemi ile Ser326Cys degisimi belirlenebilir. Bu amagla, ependorfa
her bir ornek igin 13,7yl steril su, Sul pcr arind, 1ul tampon G ¢ozeltisi ve
0,3ul Satl enzimi eklenerek 37°C’de etiivde 16 saat inkiibasyona birakilir.



8941 ccctgttccc caaggactct tccacctcee aacactqtca ctagtctcac cagccctgac

9001 cccagtgtac cctccteccce acacagactc caccctecta caggtgcetgt tcagtgecga

gc Ngc (N=c enzimin tanima bélgesi ‘gccgc’)100bp/107bp

9061 cctgcgcecaa tee/egecatg ctcaggagec accagcaaag cgcagaaagg gttccaaagg

9121 gccggaaggc tagatggggc accctggaca aagaaattcc ccaagcacct tcccctccat

Sekil 19 : Restriksiyon enzimi uygulanan 207 bp’lik gen sekansi
Kirmizi ile igsaretlenmis sitozin bazi C/G tek nokta polimorfizmine sahip ise,
enzim igin tanima bolgesi olusmus olur ve kesilir.

3.3.4. Kesim Urlinlerinin Jele Uygulanmasi

3.3.4.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

- Agaroz (Prona gamma micropor agarose)
- Etidium Bromide (Sigma)

- Trizma Baz (Sigma Kat. No: T-1503)

- Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma Kat. No: ED2SS)

- Borik asit (Sigma Kat. No: B-0252)

- 100bp’lik DNA ladder (Fermentas)

- Boya ¢ozeltisi (6X) (loading dye solution) (GeneRuler - Fermentas)

3.3.4.2. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

- Elektroforez gug¢ kaynagi (Therma EC 250)
- Elektroforez tanki (Maxicell Primo)

- Jel kalibi

- Jel taraklan

- Mikrotiter kabi

- Jel maskeleme bandi (Sigma Kat. No:T-6656)
- UV-transilluminator

- Hassas Terazi (Schimadzu AW 320)

- Mikropipetler

- Mikropipet uglari

- Mikrodalga firin



3.3.4.3. Kullanilan Cozeltiler

TBE Tamponu (10X): Trizma bazdan 108g, borik asitten 55g, EDTA'dan
9,3g tartilarak 1 litreye distile su ile tamamlanir. Cozeltinin pH’si 8,3'e
ayarlanarak otoklavda steril edilir ve oda sicakliginda saklanir.

TBE Tamponu (1X): 100ml (10X) TBE tampon ¢ozeltisi tuzerine 900ml
steril distile su eklenerek oda sicakhiginda saklanir.

%3’luk agaroz ¢ozeltisi: 1,5 g agaroz tartilarak Uzerine 50 ml (1X) TBE
tamponu ilave edilir. Mikrodalgada kaynatilarak ¢ozinmesi saglanir.

DNA ladder (belirteg) g¢ozeltisi: 10pl 0,5ug/ml DNA ladder, 10ul (6X)

yukleme boya c¢Ozeltisi (loading dye solution) ve 40ul steril distile su
karistirllarak buzdolabinda saklanir.

3.3.5. Jelin Hazirlanmasi

%3’luk agaroz ¢oOzeltisi sogumadan once Uzerine 7ul EtBr
eklenerek karistirilir. Bu karisim taraklari yerlestirilmis jel kaliplarina hava
kabarcigi kalmayacak sekilde dokulerek donmasi beklenir.

3.3.6. Kesim Orneklerinin Jele Uygulanmasi ve Elektroforez

Kesim islemi bitiminde, tek nokta mutasyonunun yer aldigi
baz restriksiyon enziminin tanima bolgesine uydugu icin kesilecek ve
normal DNA’dan farkli uzunlukta DNA pargasi olusturacaktir. Bireyin
Ser/Ser, Ser/Cys ve Cys/Cys genotiplerinden hangisine sahip oldugunu
belirlemek amaciyla kesim urunleri jele tatbik edilir. Jel (1X) TBE tamponu
iceren elektroforez tankina alinir. Mikrotiterin godelerine her bir 6rnek igin
2 ul (6X) boya ¢Ozeltisi ve 7ul kesim Uranu eklenerek pipetaj yapilip jelin
bosluklarina uygulanir. Ayrica bir bosluga da olusan Urinin uzunlugunu
olgmek amaciyla DNA ladder yuklenir. Elekroforez tanki 110V akima 20
dakika siire ile baglanir. islem sonunda, bantlar UV-transilluminatérde
belirte¢ ile karsilastirilarak kontrol edilir. Restriksiyon enzimi ile kesilen
DNA pargasi; Ser/Ser genotipinde 207 bp uzunlugunda tek banta, Ser/Cys
genotipinde 207, 107 ve 100 bp wuzunlugunda U¢ banta, Cys/Cys
genotipinde ise 107 ve 100 bp uzunlugunda iki banta sahiptir. Ancak
%3’luk agaroz jel ile 107 ve 100 bp’lik bantlarin birbirinden ayriimasi
mumkun olmadigindan; islem sonunda UV-transilluminatorde Ser/Ser icin
207 bp’lik tek bant, Ser/Cys i¢in 207 ve 107 bp’de iki bant, Cys/Cys igin ise
sadece 107 bp’de tek bantin goriimesiyle degerlendirme sorunsuzca
yapilmaktadir.



3.4. idrarda 8-OHdG Tayini

idrarda 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin kantitasyonu yapmak
amaciyla ELISA yontemi kullanilimistir. (StressXpress DNA Damage
ELISA Kit, EKS-350, Stressgen) ELISA yontemi son yillarda pahali
ekipmanlara ihtiya¢ duyulmaksizin (ELISA reader hari¢) kisa sirede, ucuz
ve az miktarda ornek ile calisilabilen bir yontem olmasi sebebiyle diger
yontemlerden Ustiinliik saglamistir'®. Ancak kit ile 8-OHdG'nin yani sira
8-hidroksiguanozin (oksidatif RNA hasarinin trand) ve 8-hidroksiguanin
(OH radikali tarafindan olusan oksidatif DNA hasarinin Urana)
maddelerinin de saptanmasi 6zgunlugunu azaltmaktadir. ELISA kitinde; 8-
OHdG monoklonal antijeninin  (Anti-8-OHdG) 0ornek, standart veya
onceden plakanin kuyucuklarina baglanmamig 8-OHdG’lere yarigsmali
olarak baglanma o6zelliginden yararlaniimaktadir. Standart veya ornekteki
8-OHdG’e baglanan antijenlerin yikanmasi ile sadece sabit 8-OHdG'ler
kuyucukta kalir ve bunlar ikinci bir antijen (Anti-Mouse IgG:HRP
Conjugate) varliginda belirlenir. Tekrar yikama islemi sonunda
baglanmamis ikincil antijenler de uzaklagtirilarak ve ortama katilan
kromojen substrat ile renk olusumu gozlenir ve daha sonra
spektrofotometrik tayin yapilir.

3.4.1. ELISA Kitinin icerigi

- 8-OHdG Immunoassay Plate

- 8-OHdG Standard

- Sample Diluent

- 20X Wash Buffer

- Anti-8-OHdG

- Antibody Diluent

- Anti-Mouse IgG:HRP (Horseradish peroxidase) Conjugate
- HRP Conjugate Diluent

- TMB (tetramethylbenzidine) Substrate

- Stop Solution 2

3.4.2. Kullanilan Cozeltiler

(1X) Yikama Cozeltisi: (20X) Yikama c¢ozeltisinden 50ml alinarak
1000ml’ye distile su ile dilte edilir.

Anti-8-OHAG Cozeltisi: 20pl “Anti-8-OHdG” ¢ozeltisi “Anti-8-OHAG diluent”i
ile 5ml’ye tamamlanir.



Anti-mouse IgG:HRP Konjugat Cozeltisi: 22pl “Anti-mouse 1gG:HRP
Conjugate” ¢ozeltisi “HRP Conjugate Diluent” ile 11ml’ye tamamlanir.

3.4.3. 8-OHdG Standartlarinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisi elde etmek amaciyla “8-OHdG standart”
stok ¢ozeltisi (10ug/ml) kullanilarak , 0,94-60 ng/ml araliginda 7 farkh
konsantrasyonda (0,94; 1,875; 3,75; 7,5; 15; 30 ve 60 ng/ml) c¢ozelti
“sample dilient” ¢ozeltisi yardimiyla hazirlanir. Ayrica bir ependorfa da
sadece sample dilient koyarak konsantrasyonu O ng/ml olan kor de
hazirlanir.

3.4.4. 8-OHdG Olciimii Yapilacak Orneklerin Hazirlanmasi

Ornekler santrifiijlenerek siipernatant kismi kullanilir. idrar
1:20 (v/v) oraninda “sample diluent” ¢cozeltisi ile seyreltilerek hazirlanir.

3.4.5. Deney Protokoll

Onceden 8-OHAG : BSA (Bovin Serum Albumin) konjugati ile
kaplanmig olan kuyucuklara standartlar, kor ve 8-OHdG miktar tayini
yapilacak idrar orneklerinden 50pl eklenir. Kor hari¢ digerlerinin Gzerine
50ul Anti-8-OHdG (8-OHAG igin spesifik monoklonal antikor) eklenerek
oda i1sisinda 1 saat inkube edilir. Plakalar (1X) yikama ¢oOzeltisi ile 6 kez
yikandiktan sonra Anti-Mouse IgG:HRP Conjugate ¢ozeltisinden 100ul,
yine kor hari¢ her bir kuyucuga eklenerek oda isisinda 1 saat inkibe
edilmeye birakilir. Plakalar tekrar yikama ¢ozeltisi ile 6 kez yikandiktan
sonra 100yl tetrametilbenzidin (TMB) substrati eklenerek karanlikta 15
dakika bekletilir. Daha sonra 100ul asit stop solusyonu ile reaksiyon sona
erdirilerek, ELISA okuyucuda 450nm dalga boyunda absorbansi olgulir.
Standartlar yardimiyla elde edilen kalibrasyon egrisinden ortaya c¢ikan
denklem araciligi ile ornek absorbanslari kullanilarak konsantrasyonlar
hesaplanmaktadir.

Oksidatif hasarin biyogostergesi olan idrarda 8-OHdG atilim
duzeylerinin oOlgulmesi amaciyla U¢ adet ELISA kiti kullaniimis ve
calismada standartlardan elde edilen kalibrasyon egrileri ve denklemleri
asagida belirtilmigtir.



1.ELISA Kiti:

y=0,2x*—1,3x+1,78
r’= 0,9952
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Sekil 20 : 8-OHAG logaritmik kalibrasyon egrisi-1

2. ELISA Kiti:

y =0,44x*—~ 1,63 x + 1,58
r’=0,9999
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Sekil 21 : 8-OHdAG logaritmik kalibrasyon egrisi-2



3. ELISA Kiti:

y=0,13x*-0,84 x + 1,11
r? = 0,9838
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Sekil 22 : 8-OHdG logaritmik kalibrasyon egrisi-3

3.5. idrarda Kreatinin Analizi

80OHdG tayininde bireylerden numune olarak 24 saatlik idrar
toplamanin zor bir iglem olmasi sebebiyle spot idrar 6rnegi kullanilimistir.
idrardan 80HAG atilimi, bireylerin érneklerinde idrar diliisyonlarinin farkli
olmasi gibi bircok faktorden etkilenirken 24 saatlik kreatinin atiliminin her
hasta icin hemen hemen sabit olmasi nedeniyle spot idrardaki 8OHdG
atihiminin kreatinin ile oranlanarak degerlendiriimesi gerekmektedir'®®.
Kreatinin; kaslarda enerji kaynagi olarak gorev alan kreatin fosfatin yikim
irini olup idrarla atilan bir bilesiktir'®. Bu calismada idrar kreatinin
duzeyleri spektrofotometrik yontemle dlguimustir. Yontem; alkali ortamda
kreatinin pikrik asit ile renk reaksiyonu vermesi ve bunun spektrofotometri
ile 520 nm‘de olgulmesi esasina dayanmaktadir.

3.5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

- Kreatinin (Sigma Kat. No: c4255)

- Sodyum Hidroksit (Merck Kat. No: 6498)
- Pikrik asit (Merck Kat. No:623)

- Hidroklorik asit (Merck)



3.5.2. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

- Cam deney tupu

- Ependorf

- Otomatik pipet (10-100ul, 100-1000ul, 1000-5000ul)
- Pipet ucu

- Karigtirici (MK 418)

- Hassas terazi (Schimadzu AW 320)

- Santriflj (Spectrafuge 24D — Labnet)

- Vorteks

- Spektrofotometre

3.5.3. Kullanilan Cozeltiler

Pikrik asit ¢ozeltisi: 5,875g pikrik asit distile su ile 500ml’'ye tamamlanir.
Ultrasonik banyoda ¢ozular.

%10 NaOH: 10g NaOH distile su ile 100ml’'ye tamamlanir.
0,1N HCI: 2,13ml HCI distile su ile 250ml’'ye tamamlanir.

Stok kreatinin ¢ozeltisi: (1mg/ml) 25mg kreatinin 0,1N HCI ile 25ml'ye
tamamlanir.

Seyreltik kreatinin ¢ozeltisi: (1mg/100ml) 1ml stok kreatinin ¢ozeltisi 0,1N
HCI ile 100ml’'ye tamamlanir.

3.5.4. Kreatinin Standartlarinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisi elde etmek amaciyla seyreltik kreatinin ¢ozeltisi
(1Tmg/100ml)  kullanilarak  0,2-1  mg/100ml araliginda 5 farkli
konsantrasyonda (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 mg/100ml) 5ml ¢ozelti distile su ile
hazirlanir. Ayrica bir tipe de sadece su koyarak konsantrasyonu O
mg/100ml olan kor hazirlanir.

3.5.5. Kreatinin Olciimi Yapilacak Orneklerin Hazirlanmasi

idrar drneklerinden 1ml alinarak ependorflara koyulur ve
3000rpm’de 10 dakika santrifljlenir. Supernatant kismindan 50pl idrar
alinarak deney tupunde 5ml’ye distile su ile tamamlanir.



3.5.6. Deney Protokoll

5ml standart ve ornek ¢ozeltilerin Gzerine 0,5ml %10 NaOH c¢ozeltisi
ve 2,5ml pikrik asit ¢ozeltisi eklenerek vortekslenir. 10 dakika beklenerek
spektrometrede 520nm’de kore karsi okunur. Standartlar yardimiyla elde
edilen kalibrasyon egrisinden ortaya ¢ikan denklem araciligi ile 6rnek
absorbanslari kullanilarak konsantrasyonlar hesaplanmaktadir.
Standartlardan elde edilen kalibrasyon denklemi ve egrisi agagidadir.

0,140 -
0,120 -
0,100 -
0,080 -
0,060 -
0,040 -
0,020 -
0,000

absorbans

y =0,13x - 0,0012
R? = 0,9996

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
mg/100ml

Sekil 23 : Kreatinin ol¢iimii igin kalibrasyon denklemi ve egrisi

3.6. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS 11.5 paket programinda vyapildi.
Tanimlayici istatistikler surekli degiskenler icin ortalama + standart hata
biciminde kategorik degiskenler ise gobzlem sayisi ve (%) seklinde
gosterildi. Bagimsiz gruplar arasinda ortalamalar yonunden farkin
anlamlihgr bagimsiz grup sayisi iki oldugunda Mann Whitney U testiyle,
bagimsiz grup sayisi ikiden fazla oldugunda Kruskal Wallis testiyle
incelendi. Kruskal Wallis test istatistiginin anlamli goéruldugu yerlerde farka
neden olan grubu belirlemek amaciyla Kruskal Wallis ¢oklu karsilastirma
testi kullanildi.  Grup i¢i karsilastirmalarda sonuglar Bonferroni
Duzeltmesine gore verildi. Kategorik karsilagtirmalar i¢in Khi-Kare (Chi-
Square) veya Fisher'in Kesin (Fisher's Exact) testi kullanildi. Kanserli
olmay etkileyen genotiplerin referans kategoriye gore kansere yakalanma
riskini ne yonde etkiledigini tespit etmek amaciyla Lojistik Regresyon
analizi kullanildi. Ortaya c¢ikan risk duzeylerini yas, cinsiyet ve sigaraya
gore duzeltmek amaciyla Coklu Lojistik Regresyon (Multiple Logistic
Regression) analizi kullanildi. Bagimsiz risk faktorlerine iligkin Odds
Oranlari, %95 guven araliklari ve anlamlilik duzeyleri saptandi. p<0,05 i¢in
sonugclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. OGG1 Ser326Cys Polimorfizmi

4.1.2. Demografik bulgular

Tark populasyonunda akciger kanserli hastalarda OGG1
Ser326Cys genetik polimorfizmininin belirlenmesi amaciyla 165 birey (20
kadin ve 145 erkek) incelenmistir. Kontrol grubu 250 (83 kadin ve 167
erkek) bireyden olusmustur. Kontrol ve akciger kanserli hasta grubuna ait
yas ortalamalari sirasiyla $3,19+0,75 ve 56,99+0,79'dur.

Gruplar ~ vicut kdtle  indeksleri  (BMI)  agisindan
kargilastirildiginda kontrol grubunun BMI'i 27,16+0,29; hasta grubunun ise
24,94+0,35’tir. Kontrol grubu hasta grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli derecede yuksek bulunmustur (p= 0,0001).

Tablo 4 : OGG1 Ser326Cys genotiplemesi yapilan gruplarin demografik 6zellikleri

Gruplar Kontrol Hasta p SCLC NSCLC p
Yas (ort * SH)
53,19+0,75 | 56,99+0,79 57,79+1,42 | 56,58+0,98
Cinsiyet Kadin 83 (%33,2) | 20 (%12,1) 6 (%15,8) 14 (%11,7)
N (%) Erkek 167 (%66,8) | 145 (%87,9) 32 (%84,2) | 106 (%88,3)
BMI (ort * SH)
27,16+0,29 | 24,94+0,35 25,25+0,86 | 24,87+0,38
0,0001* >0,05
Sigara icmeyen | 121 (%48,4) | 24 (%14,5) 5(%13,2) 19 (%15,8)
N (%) icen 126 (%50,4) | 141 (%85,5) 33 (%86,8) | 101 (%84,2)
<20
. . . 80 (%62) | 70 (%49,6) 20 (%60,6) | 47 (%46,5)
Sigara icen | adet/giin
>20
. 26 (%20,2) | 64 (%45,4) 13 (%39,4) | 48 (%47,5)
N (%) adet/giin

*|statistiksel olarak anlamhdir.




Uygulanan anketlerden c¢ikan sonuglara gore; kontrol ve
hasta grubunda ailesinde kalitsal hastalik, kanser Oykusu bulunma
oranlarinda fark olmadigi goézlenmistir (p=0,768). Kontrol grubunda 197
bireyde (%78,8) hem kalitsal hastalilk hem de kanser agisindan herhangi
bir aile dykusu yokken, 53 bireyde (%21,2) oldugu; hasta grubunda ise
132 bireyde (%80) aile oykusu yokken 33 bireyde (%20) aile oykusu
oldugu belirlenmistir.

Gruplarin sigara aligkanliklari degerlendirildiginde; kontrol
grubunu olugturan bireylerin 121 tanesi (%48,4) sigara igmiyorken, 126
tanesi (%50,4) sigara icmekte; kanser hastalarinda ise; 24 tanesi (%14,5)
sigara icmiyorken, 141 tanesi (%85,5) sigara icmektedir. Sigara igenleri,
kendi aralarinda gunde bir paket ve daha az sigara ve gunde bir paketten
fazla sigara seklinde ayirdigimizda; kontrol grubunda 80 birey (%62)
gunde bir paketten az, 26 birey (%20,2) ginde bir paketten fazla sigara
icmektedir. Kanserli grupta ise; 70 birey (%49,6) gunde bir paketten az
sigara icerken, 64 birey (%45,4) ginde bir paketten fazla sigara icmektedir
(p=0,0001).
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Sekil 24 : Kontrol ve hasta gruplarinda sigara aligkanliklari (p=0,0001)

Akciger kanserli hastalar histolojik alt tiplerine gore SCLC ve
NSCLC olarak iki gruba ayrilmaktadir. Kanserli hasta grubunu olugturan
bireylerin 120’si (%72,7) NSCLC, 38'i (%23) SCLC ve geriye kalan 7 kisi
(%4,2) ise patolojik bilgisi mevcut olmadidi i¢in herhangi bir gruba dahil
edilememistir. Akciger kanserinde NSCLC gorulme sikligi, SCLC’ye gore
anlamh olarak fazladir (p=0,0001). NSCLC ve SCLC gruplari arasinda
yas, cinsiyet, BMI, sigara aliskanligi, icilen sigara miktari, aile dykusu ve



diyet aligkanhgi Ozellikleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gdzlenmemistir.
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Sekil 25 : Akciger kanseri histolojik alt tip dagilimi (p=0,0001)

4.1.3 OGG1 Ser326Cys Genotip Analizleri

izole edilen DNA’lar; OGG1 Ser326Cys genotiplemesini
yapmak icin gerekli olan belirlenmis baz dizisinin gogaltiimasi amaci ile
PCR’a uygulanmigtir. Sekil 26’da OGG1’nin PCR uygulamasi sonucunda
elde edilen 207 bp buyuklugundeki trinler gérulmektedir.

200
100

Sekil 26 : 207 bp’lik PCR iiriinleri



OGG1 Ser326Cys genotipinin belilenmesi amaciyla PCR
artnleri Sat | restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Kesim sonucunda Urdnlerin
%3’lik agaroz jele ylklenmesiyle; Ser326Ser genotipi icin 207bp’de tek
bant, Ser326Cys genotipi icin 207bp ve 107 bp’de iki bant, Cys326Cys
genotipi i¢in ise 107 bp’de tek bant gorulmektedir.

|..|_L'Pt -y 5 b By '-'r i _": - ¥
blank Ser/Ser Ser/Cys Cys/Cys Ser/Ser Ser/Ser Cys/Cys  Ser/Cys

=l |
marker

Sekil 27 : Restriksiyon enzimi ile olusan kesim liriinleri

Yapilan genotipleme galismasinin ardindan Ser/Ser, Ser/Cys
ve Cys/Cys genotip frekanslari kontrol grubunda sirasiyla %46; %42,4 ve
%11,6; hasta grubunda ise %52,1; %39,4 ve %8,5 bulunmustur. Hasta ve
kontrol grubunda heterozigot varyant genotipi dagiliminda anlamli bir fark
bulunmadi§i ve hasta - kontrol arasinda Ser326Cys polimorfizminin
akciger kanseri riskinde bir faktér olacagini gésterecek anlamh bir sonug
bulunamamistir. (Ser/Cys OR=0,82; %95 CI=0,541-1,244; p=0,350)
Homozigot varyant genotipi dagiliminda da heterozigot varyant genotipi
gibi anlamh bir fark bulunmamakla birlikte riskte de istatistiksel olarak
anlamli bir sonuca varilamamigtir (Cys/Cys OR=0,65; %95 CI=0,322-
1,295; p=0,218). Istatistiksel olarak yas, cinsiyet ve sigara icme
aliskanliklarina gore duzeltme yapilmasinin ardindan sonug¢ hem Ser/Cys
hem de Cys/Cys genotipleri igin ayni kalmis istatistiksel olarak bir
anlamhlik bulunamamisgtir.

Tablo 5 : OGG1 Ser326Cys polimorfizmi genotip frekanslari dagihmi ve akciger
kanseri riski iligkisi

Genotip K:r(f/: ;’ : ';:a(f/:? OR (CI %95) o] Duz(célltl‘l’/r‘glg)OR p
Ser/Ser 115 (%46) | 86 (%52,1) 1 1

Ser/Cys | 106 (%42,4) | 65 (%39,4) | 0,82 (0,541-1,244) | 0,35 | 0,87 (0,551-1,36) | 0,531
Cys/Cys | 29 (%11,6) | 14 (%8,5) | 0,65 (0,322-1,295) | 0,218 | 0,59 (0,283-1,235) | 0,162




OGG1 allel frekanslarinin incelenmesi sonucu kontrol
grubunda Ser alleli 0,67; Cys alleli 0,33 bulunurken hasta grubunda Ser
alleli 0,72; Cys alleli 0,28 bulunmustur. Cys allelini tasiyan bireylerin
akciger kanseri risklerinde anlamli bir degisme olmadigi bulunmustur
(OR=0,80 (%95 CI=0,593-1,089); p=0,159). Allel frekaslari dagilimlari
Hardy-Weinberg esitligine gore uyumludur (p=0,546).

Tablo 6 : Kontrol ve hasta grubunda OGG1 Ser326Cys allel frekanslari

Allel Kontrol Hasta
Ser326 0,67 0,72
Cys326 0,33 0,28

Hasta grubunun NSCLC ve SCLC olarak ayriimasiyla
incelenen genotip frekanslarinda, Ser/Ser, Ser/Cys ve Cys/Cys genotip
frekanslari SCLC hasta grubunda sirasiyla %65,8; %26,3 ve %7,9;
NSCLC hasta grubunda ise %49,2; %41,7 ve %9,2 bulunmustur. Kontrol
ve SCLC gruplarinin Ser/Cys genotiplerinin karsilastiriimasi sonucu, OR
0,43 (%95 Cl= 0,199-0,946; p=0,036) bulunurken, yas, cinsiyet ve sigara
Ozelliklerine gore duzeltme yapildiginda istatistiksel anlamlilik ortadan
kalkmistir (p=0,188). Cys/Cys genotiplerinin karsilagtirilmasi sonucu ise,
anlamh bir iligki saptanamamistir. Kontrol ve NSCLC gruplarinin hem
Ser/Cys hem de Cys/Cys genotip karsilastirlmalarinda dagilimin
istatistiksel olarak anlaml olmadigi goérulmastur.

OGG1 Ser326Cys polimorfizminin cinsiyete gore dagilimi;
kontrol grubunda kadinlarda Ser/Ser %44,6; Ser/Cys %43,4; Cys/Cys
%12, erkeklerde Ser/Ser %46,7; Ser/Cys %41,9; Cys/Cys %11,4
bulunmustur. Hasta grubunda ise kadinlarda Ser/Ser %50, Ser/Cys %45,
Cys/Cys %5 iken, erkeklerde Ser/Ser %52,4; Ser/Cys %38,6; Cys/Cys %9
bulunmustur. Kontrol ve hasta grubu arasinda cinsiyete baglh olarak
Ser/Cys ve Cys/Cys genotiplerinde akciger kanser riski ile iligki
gozlenmemistir. (Tablo 7)



Tablo 7 : OGG1 Ser326Cys Polimorfizmi ve Akciger Kanser Riski iligkisi

Gruplar Genotip ?c();)t)rol :a(os/:)a OR (CI %95) P ?CL:Z,,Zgg;m§ OR o]
Ser/Ser 115 (%46) 25 (%65,8) |1 1
SCLC (n=38) Ser/Cys | 106 (%42,4) |10 (%26,3) |0,43(0,199-0,946) |0,036* |0,56 (0,232-1,331) 0,188
Histoloji: Cys/Cys |29 (%11,6) 3 (%7,9) 0,48 (0,134-1,686) |0,25 0,55 (0,145-2,078) 0,378
Ser/Ser 115 (%46) 59 (%49,2) |1 1
NSCLC (n=120) |Ser/Cys |106 (%42,4) |50 (%41,7) |0,92(0,580-1,456) |0,72 1,01 (0,602-1,683) 0,980
Cys/Cys |29 (%11,6) 11 (%9,2) |0,74 (0,345-1,584) | 0,437 0,68 (0,299-1,542) 0,355
Ser/Ser 37 (%44,6) 10 (%50) 1 1
Kadin Ser/Cys | 36(%43,4) 9 (%45) 0,93 (0,337-2,541) 0,880 0,92 (0,335-2,548) 0,878
Cinsiyet: Cys/Cys |10 (%12) 1(%5) 0,37 (0,42-3,244) 0,369 0,37 (0,042-3,269) 0,371
Ser/Ser 78 (%46,7) 76 (%52,4) |1 1
Erkek Ser/Cys |70 (%41,9) 56 (%38,6) |0,82(0,512-1,317) |0,413 0,84 (0,503-1,404) 0,507
Cys/Cys |19 (%11,4) 13 (%9) 0,70 (0,324-1,521) 0,370 0,65 (0,288-1,474) 0,304

*Istatistiksel olarak anlamlidir.




4.1.4. Akciger kanseri ve OGG1 polimorfizmine sigaranin etkisi

Akciger kanseri olusum riskinde sigaranin etkisi géz Onune
alinarak hasta ve kontrol grubunda sigara icme aligskanliklarina gore OGG1
genotip dagihmi incelendiginde, kontrol grubunda hig sigara icmemis bireyler
arasinda Ser/Ser, Ser/Cys, Cys/Cys genotipleri sirasiyla %45,5; %45,5; %9,
sigara igen bireyler arasinda %46,8; %38,9; %14,3 olarak gozlenmistir. Hasta
grubunda ise hi¢ sigara igmemis bireylerin Ser/Ser, Ser/Cys, Cys/Cys genotip
frekanslari sirasiyla %50, %45,8; %4,2; sigara igen bireylerin %52,5; %38,3;
%9,2 olarak bulunmustur. Kontrol ve hasta grubu arasinda sigara icme
aligkanhgina bagli olarak Ser/Cys ve Cys/Cys genotiplerinde akciger kanseri
ile iligki gozlenmemigtir.

Sigara igen bireyler arasinda kontrol grubunda gunde bir paket
ve daha az sigara i¢cenlerden %46,3'U Ser/Ser genotipini, %41,2’si Ser/Cys
genotipini, %12,5’i Cys/Cys genotipini tagsimaktadir. Hasta grupta ise %47,1’i
Ser/Ser genotipini, %45,7’si Ser/Cys genotipini, %7,2’si Cys/Cys genotipini
tagimaktadir. Hasta ve kontrol grubunda heterozigot varyant genotipi
dagiliminda anlamh bir fark bulunmadigi ve gunde bir paket ve daha az
sigara icen hasta - kontrol arasinda OGG1 Ser326Cys polimorfizminin
akciger kanseri riskini artirdigini gosterecek anlamli bir sonuca ulasiimadigi
gozlenmistir. Homozigot varyant genotipi dagiliminda da heterozigot varyant
genotipi gibi anlamli bir fark bulunmamakla birlikte riskte de istatistiksel
olarak anlamli bir sonuca varilamamistir. istatistiksel olarak yag ve cinsiyete
gore duzeltme yapilmasinin ardindan sonu¢ hem Ser/Cys hem de Cys/Cys
genotipleri igin ayni kalmig anlaml bir degere ulagsmamigtir. Sigara igcen
bireyler arasinda kontrol grubunda gunde bir paketten fazla i¢enlerden
%34,6’s1 Ser/Ser genotipini, %42,3’4 Ser/Cys genotipini, %23,1'i Cys/Cys
genotipini tagsimaktadir. Hasta grupta ise %59,4’4 Ser/Ser genotipini, %28,1’i
Ser/Cys genotipini, %12,5'i Cys/Cys genotipini tasimaktadir. Kontrol
grubunda heterozigot varyant genotipi tasiyicilarinin orani hasta grubu ile
kargilasgtirildidinda yuksek bulunsa da istatistiksel olarak anlamliiga
ulasmamigtir. Bununla birlikte risk hesaplamasi sirasinda yasa ve cinsiyete
gore yapilan duzeltmeler sonucunda gunde bir paketten fazla sigara igen
Ser/Cys genotipine sahip bireylerin akciger kanserine karsi koruyucu etkisi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Ser/Cys ORuizelimis=0,30; %95
ClI=0,095-0,939; p=0,039). Homozigot varyant genotipi dagiliminda da
kontrol grubu hasta grubuna gore yuksek frekansa sahip olmasina ragmen
anlamh degildir. Ancak risk hesaplamasi sirasinda yasa ve cinsiyete gore
yapilan duzeltmeler sonucunda gunde bir paketten fazla sigara icen Cys/Cys
genotipine sahip bireylerde istatistiksel olarak akciger kanseri riskinde dusus
bulunmustur (Ser/Cys ORGgizeltimis=0,22; %95 C1=0,055-0,915; p=0,037).



Tablo 8 : Akciger kanseri ve OGG1 polimorfizmine sigaranin etkisi

. Kontrol Hasta Diizeltilmis OR
Genotip n (%) n (%) OR (Cl %95) p (Cl %95) p

Sigara:

Ser/Ser |55 (%45,5) | 12 (%50) 1 1
icmeyen [Ser/Cys |55 (%45,5) | 11 (%45,8) 0,92 (0,373-2,253) | 0,85 |0,87 (0,349-2,166) | 0,764
Cys/Cys | 11(%9) | 1(%4,2) |0,42(0,049-3,542) 0,423 | 0,41 (0,048-3,55) | 0,419

Ser/Ser |59 (%46,8) | 74 (%52,5) 1 1
icen Ser/Cys |49 (%38,9) |54 (%38,3) [0,88 (0,524-1,472) 0,623 |0,84 (0,487-1,464) | 0,547
Cys/Cys |18 (%14,3) | 13 (%9,2) [0,58 (0,261-1,270) 0,172 |0,62 (0,266-1,431) | 0,26
Ser/Ser |37 (%46,3) | 33 (%47,1) 1 1
<20 Ser/Cys |33 (%41,2) | 32 (%45,7) [1,09 (0,553-2,137) 0,808 |1,11 (0,543-2,266) | 0,777
Sigara Cys/Cys |10 (%12,5) | 5(%7,2) [0,56 (0,174-1,809) 0,333 |0,76 (0,218-2,668) | 0,671
igen: - Ser/Ser | 9(%34,6) |38 (%59,4) 1 1

Ser/Cys |11 (%42,3) | 18 (%28,1) 0,39 (0,136-1,101) 0,075 |0,30 (0,095-0,939) | 0,039*

Cys/Cys | 6(%23,1) | 8(%12,5) |0,32(0,87-1,140) 0,078 |0,22 (0,055-0,915) | 0,037*

*istatistiksel olarak anlamlidir.

4.1.5. OGG1 Ser326Cys ve Akciger Kanser Riski lliskisi (Ser/Ser genotipine
karsi Ser/Cys+Cys/Cys)

Analizler Ser/Ser genotipine karsi Ser/Cys+Cys/Cys olarak
kargilastirildiginda; Ser/Ser, Ser/Cys+Cys/Cys genotip frekanslari kontrol
grubunda sirasiyla %46 ve %54, hasta grubunda ise %52,1 ve %47.,9
bulunmustur. Hasta ve kontrol grubunda heterozigot+homozigot varyant
genotipi dagiliminda anlamh bir fark bulunmadigi ve hasta - kontrol arasinda
Ser326Cys polimorfizminin akciger kanseri riskini artirdigini gosterecek
anlaml bir sonu¢ bulunamamistir. Hasta grubunun NSCLC ve SCLC olarak
ayriimasiyla incelenen genotip frekanslarinda, Ser/Ser, Ser/Cys+Cys/Cys
genotip frekanslari SCLC hasta grubunda sirasiyla %65,8 ve %34,2; NSCLC
hasta grubunda ise %49,2 ve %50,8 olarak bulunmustur. SCLC histolojik alt
tipinde Ser/Cys+Cys/Cys genotipi Ser/Ser  tasiyan bireylerle
kargilagtirildiginda akciger kanseri riskinde anlamli azalma goézlenmigtir
(Ser/Cys+Cys/Cys OR=0,44 (0,217-0,905); p=0,026). Bununla birlikte, yas,
cinsiyet ve sigaraya gore yapilan duzeltmelerin sonucunda anlamlilik ortadan
kalkmigtir  (Ser/Cys+Cys/Cys  ORuizeliimis=0,46  (0,215-0,967); p=0,41).
Cinsiyetin OGG1 genotiplerine gore akciger kanserine yaptigl etkinin
arastirlmasi sonucu; hasta grubunda Ser/Cys+Cys/Cys genotiplerinin
dagilimimin kontrol grubundan farkli olmadigi ortaya c¢ikmistir. (Tablo 9)




Tablo 9 : OGG1 Ser326Cys Genotip Dagilimi (Ser/Ser genotipine kargi Ser/Cys+Cys/Cys) ve Akciger Kanser Riski iligkisi

. Kontrol Hasta o Duzeltilmis OR
Genotip n (%) n (%) OR (CI %95) p (Cl %95) p
Ser/Ser 115 (%46) 86 (52,1) 1 1
Toplam:
Ser/Cys + Cys/Cys 135 (54) 79 (%47,9) | 0,78 (0,528-1,160) | 0,222 | 0,80 (0,523-1,224) | 0,304
Ser/Ser 115 (%46) | 25 (%65,8) 1 1
SCLC
Histoloii Ser/Cys + Cys/Cys 135 (54) 13 (%34,2) | 0,44 (0,217-0,905) | 0,026 | 0,46 (0,215-0,967) | 0,41
istoloji:
Ser/Ser 115 (%46) | 59 (%49,2 1 1
NSCLC
Ser/Cys + Cys/Cys 135 (54) 61 (%50,8) | 0,88 (0,570-1,362) | 0,568 | 0,88 (0,551-1,395) | 0,578
Ser/Ser 37 (%44,6) 10 (%50) 1 1
Kadin
Cinsivet Ser/Cys + Cys/Cys | 46 (%55,4) 10 (%50) |0,80 (0,303-2,138) | 0,662 | 0,80 (0,301-2,139) | 0,660
insiyet:
Ser/Ser 78 (%46,7) | 76 (%52,4) 1 1
Erkek
Ser/Cys + Cys/Cys | 89 (%53,3) | 69 (%47,6) | 0,80 (0,510-1,243) | 0,315 | 0,80 (0,492-1,290) | 0,355

*|statistiksel olarak anlamhidir.




4.1.6. Akciger kanseri ve OGG1 polimorfizmine sigaranin etkisi (Ser/Ser
genotipine karsi Ser/Cys+Cys/Cys)

Sigaranin akciger kanseri ve OGG1 genotipleri arasindaki
iligki Uzerine yaptigi etkiyi anlamak amaciyla; kontrol ve hasta grubunun
sigara aligkanliklari Ser/Ser ve Ser/Cys+Cys/Cys genotipleri ile
iligkilendirilmis ve hi¢ sigara igmemis bireyler arasinda kontrol grubunda
genotip frekanslari sirasiyla %45,5 ve %54,5; hasta grubunda %50 ve
%50 bulunmustur. Sigara i¢en bireylerde ise; kontrol grubunda genotip
frekansi %46,8 ve %53,2; hasta grubunda genotip frekansi %52,5 ve
%47,5 bulunmustur. Kontrol ve hasta grubu arasinda sigara icme
aligkanhgina bagh olarak Ser/Cys+Cys/Cys genotiplerine sahip bireylerde
akciger kanser riski ile iligki gbzlenmemistir.

Sigara igen bireyler arasinda kontrol grubunda gunde 1 paket
ve daha az sigara igenlerden %46,3'U Ser/Ser genotipini, %53,8i
Ser/Cys+Cys/Cys genotipini tasimaktadir. Hasta grupta ise %47,1
Ser/Ser genotipini, %52,9'u Ser/Cys+Cys/Cys genotipini tagimaktadir.
Hasta ve kontrol grubunda Ser/Cys+Cys/Cys genotipi dagihminda anlaml
bir fark bulunmadigi ve ginde 1 paket ve daha az sigara i¢cen hasta -
kontrol arasinda Ser326Cys polimorfizminin akciger kanseri riskini
artirdigini  gosterecek anlamli  bir sonuca ulagmadigi gozlenmigtir.
(Ser/Cys+Cys/Cys OR=0,97; %95 Cl=0,507-1,835; p=0,913)

Sigara igen bireyler arasinda kontrol grubunda ginde 1
paketten fazla icen bireylerden %34,6’si Ser/Ser genotipini, %65,4’U
Ser/Cys+Cys/Cys genotipini tagimaktadir. Hasta grupta ise %59,4’0
Ser/Ser genotipini, %40,6’s1 Ser/Cys+Cys/Cys genotipini tagimaktadir.
Gunde 1 paketten fazla sigara igen Ser/Cys+Cys/Cys genotipli bireylerde
akciger kanseri gelisme riskinde anlamli disus oldugu bulunmustur
(Ser/Cys+Cys/Cys OR=0,36; %95 CI=0,140-0,936; p=0,033). Bununla
birlikte risk hesaplamasi sirasinda yasa ve cinsiyete gobre yapilan
duzeltmeler sonucunda Ser/Cys+Cys/Cys genotipine sahip bireylerin
akciger kanserine karsi koruyucu etkisi istatistiksel olarak anlamliligini
yitirmigtir  (Ser/Cys+Cys/Cys ORuizeitimis=0,27 (0,095-0,780); p=0,15).
Sonuglar Tablo 10°da gosterilmigtir.



Tablo 10 : Akciger kanseri ve OGG1 polimorfizmine sigaranin etkisi (Ser/Ser
genotipine karsi Ser/Cys+Cys/Cys)

. Kontrol Hasta o Diizeltilmis OR
Genotip n (%) n (%) OR (Cl %95) P (Cl %95) p
_ Ser/Ser |55 (%45,5) | 12 (%50) 1 1
Igmeyen Ser/Cys + o o
CysiCye |66 (%545) 12 (%50) | 0,83(0,347-2,002) | 0,683 | 0.79(0327-1929) | 0,61
Sigara: y
_ Ser/Ser |59 (%46,8) |74 (%52,5) 1 1
een Ser/Cys  + 67 (%53.2) | 67 (%47,5) | 0,80 (0,493-1,290) | 0,356 | 0,79 (0,47-1,315) | 0,36
CyS/CyS ( 099, ) ( o/, ) ; ( ’ =1, ) ; ’ ( =1, ) 3
<0 Ser/Ser |37 (%46,3) |33 (%47,1) 1 1
Sigara | 2det/gin (S;‘;'lrs//%@ 143 (%53,8) |37 (%52,9) | 0,97 (0,507-1,835) | 0,913 | 1,04 (0,526-2,064) | 0,907
icen: 520 Ser/Ser 9 (%34,6) |38 (%59,4) 1 1
adet/giin (S;flrs//%@ T117 (%65,4) |26 (%40,6) | 0,36 (0,140-0,936) | 0,033* | 0,27 (0,095-0,780) | 0,15

* [statistiksel olarak anlamlidir.

4.1.7. Sigaranin SCLC ve OGG1 polimorfizmi iliskisine etkisi

Bireylerin sigara aligkanliklarina bagli olarak OGG1
Ser326Cys genotipi ve SCLC olugsma riskini degerlendirmek amaciyla
kontrol ve SCLC gruplarinda sigara icen ve icmeyen bireylerin genotip
frekanslari kargilastinimistir. Kontrol grubunda sigara igmeyen bireylerin
%45,5’ini Ser/Ser genotipi, %45,5'ini Ser/Cys genotipi, %9'unu Cys/Cys
genotipi; sigara icen bireylerin ise %46,8’ini Ser/Ser genotipi, %38,9'unu
Ser/Cys genotipi, %14,3’'unt Cys/Cys genotipi olusturmaktadir. SCLC
grubunda ise sigara igmeyen bireylerin %60’Iin1 Ser/Ser genotipi, %40’ini
Ser/Cys genotipi, %0’ini Cys/Cys genotipi; sigara igcen bireylerin ise
%66,7’sini Ser/Ser genotipi, %24,2’'sini Ser/Cys genotipi, %9,1’ini Cys/Cys
genotipi olusturmaktadir. Kontrol ve SCLC grubu arasinda sigara icme
aligkanhigina bagh olarak Ser/Cys veya Cys/Cys genotiplerinin akciger
kanseri riski ile iligkisi olmadigi bulunmustur.

Sigara igen bireyler arasinda kontrol grubunda gunde bir
paket ve daha az sigara i¢cen bireylerden %46,3’uU Ser/Ser genotipini,
%41,2’si Ser/Cys genotipini, %12,5'i Cys/Cys genotipini tagimaktadir.
SCLC grupunda ise %55’i Ser/Ser genotipini, %401 Ser/Cys genoatipini,
%5’i Cys/Cys genotipini tasimaktadir. SCLC ve kontrol grubunda
heterozigot varyant genotipi dagihiminda anlaml bir fark bulunmadigi ve
gunde bir paket ve daha az sigara icen SCLC - kontrol arasinda OGG1
Ser326Cys polimorfizminin akciger kanseri riski ile iligkisi oldugunu




gosterecek anlamli  bir sonuca ulasmadigi go6zlenmistir. (Ser/Cys
OR=0,82; %95 CI=0,293-2,272; p=0,696) Homozigot varyant genotipi
dagilhminda da heterozigot varyant genotipi gibi anlamli bir fark
bulunmamakla birlikte riskte de istatistiksel olarak anlamli bir sonuca
variflamamigtir (Cys/Cys OR=0,34; %95 CI=0,039-2,925; p=0,324).
istatistiksel olarak yas, cinsiyet ve BMI'e gére diizeltme yapilmasinin
ardindan sonug¢ hem Ser/Cys hem de Cys/Cys genotipleri igin ayni kalmig
anlamli  bir degere ulagmamistir. (Ser/Cys ORgizeltimis=1,29; %95
CI=0,361-4,568; p=0,699; Cys/Cys ORgizeiimis=0,84; %95 CI1=0,080-8,700;
p=0,880) Sigara i¢en bireyler arasinda kontrol ve SCLC grubunda gunde 1
paketten fazla sigara icen bireylerin genotip dagihmi incelenmis, Cys/Cys
genotipinin SCLC olusma riski ile iligkisinin olmadigi gorulmustar.

Tablo 11 : Sigaranin SCLC ve OGG1 polimorfizmi iligkisine etkisi
Genotip g‘(’:/‘:)m' ﬁc(’o'/-? OR (Cl %95) p (Dculzozgg')“@ OR |p
Ser/Ser | 55 (%45,5) | 3 (%60) 1 1
icmeyen Ser/Cys | 55 (%45,5) 2 (%40) 0,67 (0,107-4,147) | 0,664 | 0,88 (0,112-7,024) | 0,910
Sigara Cys/Cys | 11 (%9) 0 (%0) -
Ser/Ser | 59 (%46,8) | 22 (%66,7) 1 1
icen Ser/Cys | 49 (%38,9) | 8 (%24,2) | 0,44 (0,179-1,070) | 0,070 | 0,51(0,185-1,407) | 0,194
Cys/Cys | 18 (%14,3) | 3(%9,1) | 0,45(0,120-1,668) | 0,231 | 0,67 (0,164-2,728) | 0,575
Ser/Ser | 37 (%46,3) | 11 (%55) 1 1
zigt/g[]n Ser/Cys | 33 (%41,2) 8 (%40) 0,82 (0,293-2,272) | 0,696 | 1,29 (0,361-4,568) | 0,699
Sigara Cys/Cys | 10 (%12,5) | 1 (%5) 0,34 (0,039-2,925) | 0,324 | 0,84 (0,080-8,700) | 0,880
icen Ser/Ser | 9(%34,6) | 11 (%84,6) 1 1
Zggt/g[]n Ser/Cys | 11 (%42.3) | 0 (%0)
Cys/Cys | 6(%23,1) | 2(%154) | 0,27 (0,044-1,695) | 0,163 | 0,27 (0,027-2,677) | 0,263

Sigaranin SCLC ve OGG1 genotipleri arasindaki iligki
uzerine yaptigi etkiyi anlamak amaciyla; kontrol ve SCLC grubunun sigara
aligkanliklar1 Ser/Ser ve Ser/Cys+Cys/Cys genotipleri ile iligkilendirilmig ve
hi¢ sigara igmemis bireyler arasinda kontrol grubunda genotip frekanslari
sirasiyla %45,5 ve %54,5; SCLC grubunda %60 ve %40 bulunmustur.
Sigara igen bireylerde ise; kontrol grubunda genotip frekansi %46,8 ve
%53,2; SCLC grubunda genotip frekansi %66,7 ve %33,3 bulunmustur.
Kontrol ve SCLC grubu arasinda sigara igmeyen Ser/Cys+Cys/Cys
genotiplerine sahip bireylerde SCLC riski ile iligki go6zlenmemigtir
(p=0,792). Sigara igen bireylerde ise Ser/Cys+Cys/Cys genotiplerine sahip
olmanin SCLC geligme riskini anlamli olarak azalttigi (p=0,046) ancak yas,
cinsiyet ve BMl'e gore yapilan duzeltmeler sonucunda bu anlamhhgin
kayboldugu belirlenmistir (p=0,197).




Sigara igen bireyler arasinda kontrol grubunda gunde 1 paket
ve daha az sigara icen bireylerden %46,3'U Ser/Ser genotipini, %53,8’i
Ser/Cys+Cys/Cys genotipini tagimaktadir. SCLC grubunda ise %55'i
Ser/Ser genotipini, %45’i Ser/Cys+Cys/Cys genotipini tagimaktadir.
Ser/Cys+Cys/Cys genotipleri dagiliminda anlamh bir fark bulunmadigi ve
gunde 1 paket ve daha az sigara icen bireylerde OGG1 Ser326Cys
polimorfizminin SCLC riski ile iligskisini gosterecek anlamli bir sonuca
ulasmadigr gozlenmistir (p=0,485). Sigara igen bireyler arasinda kontrol
grubunda gunde 1 paketten fazla sigara igen bireylerden %34,6’s1 Ser/Ser
genotipini, %65,4’'4 Ser/Cys+Cys/Cys genotipini tasimaktadir. SCLC
grubunda ise %84,6’s1 Ser/Ser genotipini, %15,4°0 Ser/Cys+Cys/Cys
genotipini  tagimaktadir. Gunde 1 paketten fazla sigara igen
Ser/Cys+Cys/Cys genotipli bireylerde SCLC gelisme riskinde anlamli
dusus oldugu bulunmustur (Ser/Cys+Cys/Cys OR=0,10; %95 CI=0,017-
0,532; p=0,007). Bununla birlikte risk hesaplamasi sirasinda yasa,
cinsiyete ve BMI’e gore yapilan duzeltmeler sonucunda Ser/Cys+Cys/Cys
genotipine sahip bireylerin akciger kanserine karsi koruyucu etkisi
istatistiksel olarak anlamlihgini devam ettirmigtir (Ser/Cys+Cys/Cys
ORiizeltimis=0,08; %95 CI=0,009-0,674; p=0,020).

Tablo 12 : Sigaranin SCLC ve OGG1 polimorfizmi iligkisine etkisi (Ser/Ser
genotipine karsi Ser/Cys+Cys/Cys)

. Kontrol SCLC o Diizeltilmis OR
Genotip n (%) n (%) OR (Cl %95) p (Cl %95) p
) Ser/Ser 55 (%45,5) | 3 (%60) 1 1
Igmeyen Ser/Cys +
66 (%54,5) |2 (%40)  |0,56 (0,090-3,445) |0,528 |0,76(0,096-5,996) |0,792
Si Cys/Cys
igara
_ Ser/Ser |59 (%46,8) |22 (%66,7) |1 1
Icen Ser/C +
CIILYS  *167 (%53,2) |11 (%33,3) | 0,44 (0,197-0,984) | 0,046* | 0,55 (0,223-1,362) | 0,197
Cys/Cys
<0 Ser/Ser |37 (%46,3) | 11 (%55) |1 1
Sigara | 2det/gin (S;‘;rs//%@ 143 (%53,8) |9 (%45) | 0,70 (0,263-1,884) | 0,485 |1,20(0,355-4,025) |0,774
igen |, Ser/Ser |9 (%34,6) |11 (%84,6) |1 1
adet/gtin (S;f/;//%ﬁ T117 (%65,4) |2 (%15,4) |0,10(0,017-0,532) | 0,007* | 0,08 (0,009-0,674) | 0,020

* [statistiksel olarak anlamlidir.

4.1.8. Sigaranin NSCLC ve OGG1 polimorfizmi iliskisine etkisi

Bireylerin sigara aligkanliklarina bagli olarak OGG1
Ser326Cys genotipi ve NSCLC olugsma riskini degerlendirmek amaciyla
kontrol ve NSCLC gruplarinda sigara igen ve icmeyen bireylerin genotip




frekanslari kargilastinimistir. Kontrol grubunda sigara igmeyen bireylerin
%45,5’ini Ser/Ser genotipi, %45,5'ini Ser/Cys genotipi, %9'unu Cys/Cys
genotipi; sigara icen bireylerin ise %46,8’ini Ser/Ser genotipi, %38,9'unu
Ser/Cys genotipi, %14,3’'Unu Cys/Cys genotipi olusturmaktadir. NSCLC
grubunda genotip frekanslari sigara igmeyenler igin; %47,4 Ser/Ser
genotipi, %47,4 Ser/Cys genotipi, %5,3 Cys/Cys genotipi; sigara igen
bireyler icin ise %49,5 Ser/Ser genotipi, %40,6 Ser/Cys genotipi, %9,9
Cys/Cys genotipi olarak ortaya ¢ikmigtir. Sigara icme aligkanhgina bagh
olarak Ser/Cys veya Cys/Cys genotiplerinin NSCLC riski ile iligkisi
olmadigi bulunmustur. igilen sigara miktarlarina gére de genotip ile
NSCLC riski arasinda bir iligki saptanmamigtir.

Tablo 13 : Sigaranin NSCLC ve OGG1 polimorfizmi iligkisine etkisi

Kontrol NSCLC Diizeltilmis OR

Genotip n (%) n (%) OR (Cl %95) p (Cl %95) Y
Ser/Ser |55 (%45,5) |9 (%47,4) |1 1
icmeyen | Ser/Cys |55 (%45,5) |9 (%47,4) |1,00(0,369-2,709) | 1,000 |0,93(0,332-2,603) |0,890
Sigara Cys/Cys | 11 (%9) 1(%5,3) |0,56 (0,064-4,842) |0,595 | 0,48 (0,054-4,345) |0,516
Ser/Ser |59 (%46,8) | 50 (%49,5) |1 1
icen Ser/Cys |49 (%38,9) | 41 (%40,6) | 0,99 (0,564-1,729) |0,964 |1,03 (0,546-1,940) |0,929
Cys/Cys |18 (%14,3) | 10 (%9,9) |0,66 (0,277-1,549) {0,336 | 0,79 (0,300-2,060) | 0,625
Ser/Ser |37 (%46,3) | 21 (%44,7) | 1 1
zigt/gun Ser/Cys |33 (%41,2) | 22 (%46,8) | 1,18 (0,549-2,512) |0,678 | 1,38 (0,572-3,348) |0,470
Sigara Cys/Cys |10 (%12,5) |4 (%8,5) |0,71(0,196-2,528) |0,591 |1,33 (0,306-5,757) |0,704
icen Ser/Ser |9 (%34,6) |26 (%54,2) |1 1
Z(ngt/gu” Ser/Cys |11 (%42,3) | 16 (%33,3) | 0,50 (0,171-1,481) |0,213 0,41 (0,125-1,330) |0,137
Cys/Cys |6 (%23,1) |6(%12,5) |0,35(0,089-1,351) |0,127 |0,26 (0,056-1,198) |0,084

Sigaranin NSCLC ve OGG1 genotipleri arasindaki iligki
Uzerine yaptidi etkiyi anlamak amaciyla; kontrol ve NSCLC grubunun
sigara aligkanliklari Ser/Ser ve Ser/Cys+Cys/Cys genotipleri ile
iligkilendirilmis ve sigara icmeyen ve igcen Ser/Cys+Cys/Cys genotiplerine
sahip bireylerde NSCLC riski ile iligki gozlenmemigtir (icmeyen p=0,876;
icen p=0,688).

Sigara i¢en bireyler arasinda gunde bir paket ve daha az
sigara icen bireylerden kontrol ve NSCLC gruplarinda Ser/Cys+Cys/Cys
genotipi dagiliminda anlamh bir fark bulunmadigi ve gunde 1 paket ve
daha az sigara i¢cen bireylerde OGG1 Ser326Cys polimorfizminin NSCLC
riski ile iligkisini gosteren anlamli bir sonuca variimadigr gozlenmigtir
(p=0,864). Gunde bir paketten fazla sigara icen Ser/Cys+Cys/Cys
genotipine sahip bireyler ile NSCLC olusumu riski arasinda bir iligki




bulunamamistir (p=0,111).

Tablo 14 :

genotipine karsi Ser/Cys+Cys/Cys)

Sigaranin NSCLC ve OGG1 polimorfizmi iligkisine etkisi (Ser/Ser

. Kontrol NSCLC o Diizeltilmis OR
Genotip n (%) n (%) OR (CI %95) p (Cl %95) p
_ Ser/Ser |55 (%45,5) |9 (%47,4) |1 1
Igmeyen Ser/Cys
Couis |66 (%545) |10 (%526) | 0,93 (0,351-2,440) |0,876 |0,85(0,313-2,313) |0,751
Sigara ysiLy
_ Ser/Ser |59 (%46,8) |50 (%49,5) | 1 1
een Ser/Cys  +1 67 (%53.2) | 51 (%50,5) | 0,90 (0,532-1,517) | 0,688 |0,97 (0,534-1,757) |0,917
CyS/CyS (01) (01) ; (v =1 ) ; ’ (v =1 ) 3
Ser/Ser |37 (%46,3) |21 (%44,7) | 1 1
<20
Sigara adet/gtin (S;flrs//%ss 43 (%53,8) |26 (%55,3) |1,07 (0,517-2,197) |0,864 |1,38 (0,588-3,216) |0,463
een o Ser/Ser |9 (%34,6) |26 (%542) |1 1
adet/giin (S;flrs//%ss 17 (%65,4) |22 (%45,8) | 0,45 (0,167-1,203) |0,111 |0,36 (0,119-1,069) |0,066

4.2. idrardan 8-OHdG Atiliminin Degerlendirmesi

4.2.1. Demografik Bulgular ve 8-OHdG Atilimina Etkisi

Oksidatif hasarin biyogostergesi olan 8-OHdAG duzeylerini
tayin etmek icin kemoterapi ve radyoterapi almamis 72 kanserli hasta ve
61 saglkli bireyden idrar ornekleri alinmistir. Kontrol grubu 17 (%27,9)
kadin ve 44 (%72,1) erkekten olusurken kanser hastalari 13 (%18,1) kadin
ve 59 (%81,9) erkekten olusmustur (p= 0,254). Kontrol ve akciger kanserli
hasta grubuna ait yas ortalamalari sirasiyla 54,84+1,38 ve 56,50 +1,30
olarak saptanmigtir (p=0,382). Gruplar BMT’leri acisindan
kargilastirildiginda kontrol grubunun BMI'i (26,75+0,458) hasta grubuna
(25,3910,447) gore anlamh derecede dusuk bulunmustur (p= 0,036).
Ancak hem hasta hem de kontrol grubu igerisinde BMI ile 8-OHdG
atihmlarn  arasinda istatistiksel olarak anlamli  bir  korelasyon
gOzlenmemistir (pearson korelasyon testi p=0,168).

Gruplarin sigara aligkanliklari degerlendirildiginde; kontrol
grubunda 35 birey (%57,4) sigara igmeyen, 15 birey (%24,6) icip birakan,
11 birey (%18) sigara i¢en; kanser hastalarinda ise; 18 birey (%25) sigara
icmeyen, 29 birey (%40,3) icip birakan, 25 birey (%34,7) sigara igen grubu




olusturmaktadir. Sigara igenleri kendi aralarinda gunde bir paket ve daha
az igenler ve gunde bir paketten fazla igenler seklinde ayirdigimizda;
kontrol grubunda 3 birey (%27,3) gunde bir paketten az, 8 birey (%72,7)
gunde bir paketten fazla icmektedir. Kanserli grupta ise; 14 birey (%58,3)
gunde bir paketten az icerken, 10 birey (%41,7) ginde bir paketten fazla
icmektedir (p= 0,179).

8-OHdG miktarlarinin dlgimU sonucunda; kanserli hastalar
ile kontrol grubu idrarlarinda 8-OHdG seviyeleri arasinda anlamli bir fark
olmadigi saptanmistir (p=0,946). Her iki grupta da cinsiyetin 8-OHdG
atiiminda etki gostermedidi bulunmustur. Bireyler 60 yasindan kuguk
(<60) ve 60 ve 60 yasindan buyuk (=60) olarak gruplandiridiginda; 8-
OHdG seviyelerinde yasa bagli anlamli artma veya azalma goralmemistir.

90 +
80 1
70
60 -

8-OHdG 50
nmol/mmol 40 1

30 -
20 1
10 4
0 -

kontrol hasta

Sekil 28 : Kontrol ve hasta grubunda 8-OHdG atilim diizeyleri
orttSH ; (p=0,946)

Calisma grubu sigara aliskanliklarina gore; sigara igmeyen,
hayatinin bir ddoneminde igip birakmis ve icen olarak siniflandirildiginda;
hasta ve kontrol grubunda sigara aliskanliklarinin 8-OHdG atiliminda rol
oynamadigi ortaya ¢cikmigtir. Sigara i¢cenler arasinda yapilan alt analizde,
bireyler ginde bir paket ve daha az sigara i¢genler ve gunde bir paketten
fazla igenler olarak incelendiginde gruplar arasinda herhangi bir fark
gorilmemistir. ilgili sonuglar tablo 15’de gosterilmistir.



Tablo 15 : 8-OHdG Olgiimleri Yapilan Bireylerin Demografik Ozelliklerine Gére
8-OHdG Atilim Miktarlan

KONTROL HASTA
GRUPLAR ortzSH ortzSH p**
n p N p
nmol/mmol nmol/mmol
Toplam: 61 70,03+7,11 72 | 67,26 £5,63 0,946
K : 17 46+11 1 +13,4 7
Cinsiyet: adin 65,46+11,65 0,987 3 | 66,90%£13,40 0.878 0,96
Erkek: 44 71,80+8,83 59 67,34+6,26 0,920
39 67,25+8,05 43 59,74+6,27 0,659
Yas: <60 0,928 0,230
260 22 | 74,96+13,82 29 | 78,41+10,24 0,834
icmeyen 35 63,81+8,65 18 66,68+9,67 0,523
Sigara: |Birakan 15 | 77,32¢11,33 | 0,337 | 29 69,52+8,65 | 0,700 | 0,480
icen 11 | 79,90%£24,43 25 | 65,06+10,99 0,919
Sigara |<20adet/gin| 3 | 121,88+61,81 0.630 14 | 70,09+15,34 0625 0,509
icen: >20adet/gin| 8 64,16+25,16 ’ 10 | 59,25+17,89 ’ 1,000

p**: hasta ve kontrol arasinda yapilan analiz sonuglari

4.2.2. Akciger Kanseri Alt Tiplerinde 8-OHdG Atilimi Karsilastirmasi

Akciger kanseri hastalarinin histolojik alt tiplerinde 8-OHdG
atiimlarinda fark olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla bireylerin idrar 8-
OHAG seviyeleri karsilastirilmig ancak atiiminda histolojik alt tipin rol
oynamadigi gorulmustur (p=0,124).

Tablo 16 : Akciger kanseri alt tiplerinde 8-OHdG atilimi karsilastirmasi

8-OHdG
HASTA orttSH
n p
nmol/mmol
Histolojik | NSCLC 61 63,93+6,04 0.124
alt tip: SCLC 10 |89,05%£15,97 ’

4.2.3. OGG1 Ser326Cys Genotiplerinin 8-OHdG Diizeyleri Uzerine Etkisi

8-OHdG odlgumu yapilan kanserli hasta grubunun Ser/Ser,

Ser/Cys ve Cys/Cys genotipleri sirasiyla %45,8 (n=33), %33,3 (n=24),
%9,7 (n=7); kontrol grubunun ise %42,6 (n=26), %50,8 (n=31) ve %6,6
(n=4) olarak belirlenmistir. Kanserli hasta grubunda 8 hastanin (%11,1)
DNA's! izole edilemedigi icin genotip bilgisi eksiktir. Yapilan analizler
sonucunda hasta grubu icinde OGG1 Ser326Cys genotiplerinin 8-OHdG
atiliminda rol oynamadigi ortaya c¢ikmigtir. Kontrol grubu igerisinde ise
genotipi Ser/Ser olanlarin 8-OHdG olgumleri hem Ser/Cys (p=0,006) hem
de Cys/Cys (p=0,008) grubuna gore anlamli olarak yuksek bulunmustur.



Ancak Ser/Cys ve Cys/Cys gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli degildir (p=0,179).

Bireylerin sigara aligkanlklarinin ve OGG1 Ser326Cys
genotiplerinin  8-OHdG atilimi  Uzerine etkisine bakildiginda, sigara
icmeyen saglikli bireylerin 8-OHdG atilimlarinda genotipe gbre degisme
oldugu, Ser/Ser genotipe sahip bireylerin 8-OHdG duzeylerinin Ser/Cys ve
Cys/Cys’e gore daha yuksek oldugu ancak Bonferroni Duzeltmesine gore
bu sonucun anlamli olmadigi bulunmustur (p=0,036). Akciger kanserli
hastalarin genotiplerine gore 8-OHdG atilim seviyelerinde sigara
aligkanliklarinin anlamli bir etkisinin olmadigi bulunmustur (p=0,606).
Kontrol ve hasta grubunda sigara aliskanliklarina gore bireylerin
genotipleri karsilastirildiginda da iki grup arasinda anlamli bir degisme
olmadigi gorulmustir. Sigara icenler arasinda sigara miktarinin OGG1
polimorfizmi ve 8-OHdG atilimi Gzerine etki etmedigi bulunmustur.

Tablo 17 : OGG1 Ser326Cys Genotiplerinin 8-OHdG Diizeyleri Uzerine Etkisi

_ KONTROL HASTA
GRUPLAR GENOTIP ortSH ortSH p**
n nmol/mmol P n nmol/mmol P
Ser/Ser | 26 | 87,65+11,35 33 | 65,96+9,28 0,079
Toplam: Ser/Cys | 31 59,50+9,28 |0,015*| 24 | 67,01+8,14 | 0,860 | 0,186
Cys/Cys 4 | 37,12+21,08 7 | 82,05+24,52 0,648
Ser/Ser 16 | 83,46+14,69 9 | 53,61+12,83 0,207
icmeyen |Ser/Cys | 15 | 49,96+9,78 |0,036+| 5 | 70,73+14,92 | 0,606 | 0,197
Cys/Cys 4 37,12421,08 1 158,79
Ser/Ser 5 | 78,98+18,00 13 | 72,23+14,23 0,703
Sigara |[Birakan |Ser/Cys | 10 | 76,49+15,08 | 0,859 | 12 | 69,70+13,52 | 0.955 | 0,674
Cys/Cys 0 0 2 64,43+20,51
Ser/Ser 5 | 109,74+3341 11 | 68,65+20,32 0,267
icen Ser/Cys 6 | 55,03t3423 |0,126| 7 | 59,74+13,35 | 0,919 | 0,101
Cys/Cys 0 0 4 71,67+38,16
Ser/Ser 1 129,94 8 | 76,03+26,20
jﬁgvgu” Ser/Cys 2 | 117,85+106,84 4 | 48,00+10,07 | 0,666 | 1,000
Sigara Cys/Cys 0 0 1 97,63
miktar Ser/Ser 4 | 104,69+42,63 3 | 48,99+29,97 0,629
;ggt/gtm Ser/Cys | 4 | 23624638 |0114| 2 | 86,73+45.89 0.133
Cys/Cys 0 3 63,68+22,32

p**: hasta ve kontrol arasinda yapilan analiz sonuglari

p*: istatistiksel olarak anlamlidir.

“«”: Bonferroni Diizeltmesine gore anlamh degildir (p>0,025)




5. TARTISMA

Eksojen ve endojen kaynaklar tarafindan meydana gelen
ROT’leri oksidatif DNA hasarlarina neden olmakta ve bu durum mutajenez
ve karsinojenez ile iliskilendirilmektedir®. Oksidatif DNA  hasarlarinin
biyogoOstergesi olan ve oksidatif hasar lezyonlari arasinda en onemli
mutajenik lezyonlardan biri olan 8-OHG DNA glikozliaz/AP liyaz OGG1
enzimi ile onariimaktadir'”’. Kansere duyarllikta hasarli DNA onariminin
kontrolinde genetik alt yapinin 6nemli oldugu bilinmektedir.

Genel olarak akciger kanseri teghisinin 50 ve 80 vyaslari
arasinda konuldugu bilinmektedir’”. Calisma grubumuzun demografik
Ozelliklerine bakildiginda yas ortalamasinin 57 oldugunun goérulmesi bu
genellemeyle uyumlu oldugunu gostermektedir. Sigara kullanimi akciger
kanserinin en 6nemli nedenidir ve akciger kanserli hastalarin %80-90’inin
sigara ictigi bilinmektedir®. Calismamamizda kanserli hastalarin %85,5'i
sigara icmektedir (p=0,0001) Kontrol grubunda sigara igenlerin
icmeyenlere orani birbirine benzerlik gosterirken akciger kanserli
hastalarda sigara kullananlarin sayisi olduk¢a fazladir. Bu durum
sigaranin  akciger kanseri i¢in bir risk faktord olusturdugunu
gOstermektedir. Akciger kanserinde SCLC histolojik alt tipi vakalarin
~%20sini olusturmakta® genel olarak NSCLC daha fazla gériilmektedir.
Calisma grubumuzda SCLC goérulme sikliginin daha az olmasinin nedeni
budur.

Oksidatif DNA hasarlarindan 8-OHG’nin  onarimindan
sorumlu OGG1 geninde pek ¢ok polimorfizm mevcuttur. Ozellikle
Ser326Cys polimorfizminin enzimin aktivitesi Uzerine etki ettigi ve bu
durumun akciger kanseri riski ile iligkili oldugu dusunulmektedir. Ayrica
OGG1 geninin kromozom 3p25’te yer almasi ve bu bolgede akciger
kanserinde siklikla heterozigotluk kaybinin gorilmesi (Lack of
heterozygous; LOH) ve p53 geninde oldugu gibi mutasyonunda G:C —
T:A transversiyonlarinin arttiginin fark edilmesi OGG1 geni uzerinde
calismalarin odaklanmasina neden olmustur'. Park ve arkadaslarinin
Avrupa Beyaz Irki'nda yaptigi calismada varyant genotiplerin akciger
kanseri riskini 2-4 kat artirdigi’®, Marchand ve arkadaslarinin cesitli
populasyonlarda yaptigi calismalarda da Cys/Cys genotipinin kanser
riskinde yaklasik 2 katlik artisa neden oldugu gdsterilmistir’®. OGG1
Ser326Cys polimorfizminde yapilan meta analizde 7 galismanin sonuglari
bir araya getirilerek 3371 kontrol ve 3253 hasta kullanilarak OGG1
Cys/Cys genotipinin akciger kanser riskinde zayif bir artisa neden oldugu
bulunmustur. (OR=1,24 %95 Cl=1,01-1,53)"®".



Ancak farkl etnik gruplardaki populasyonlar arasinda OGG1
Ser326Cys allel frekanslari oldukga farkiidir™’. Tirk populasyonunda
Cys/Cys genotip sikhgr 9, Beyaz Avrupa irkinda 2-6 arasinda degisirken,
Cin populasyonunda 13-24, Japon populasyonunda 14,9 olarak
belirlenmis calismalar vardir'® 7+ 2352 130.13¢ ‘Bayaz Avrupa populasyonu
ile kargilastirldiginda Cin ve Japon populasyonunda Cys/Cys genotip
sikh@r yaklagik 8-10 kat fazla oldugu gozlenmektedir. Cys/Cys genotipine
sahip bireylerin artmis akciger kanseri riskine sahip oldugunun bulundugu
calismalarin yani sira OGG1 genotipinin akciger kanseri ile iligkisinin
olmadigini gosteren de bir ¢ok calisma mevcuttur. Bu amagla akciger
kanser riski ve OGG1 Ser326Cys polimorfizmi ile iliskiyi gosteren bir ¢ok
calisma yapilmis ancak henuz fikir birligine varilamamistir.

Yaptigimiz bu c¢alismada akciger kanseri ile ilgili diger
populasyonlardaki veriler gz onunde bulundurularak OGG1 Ser326Cys
polimorfizmi ile akciger kanser iligkisini saptamayi ve bireylerdeki oksidatif
hasari belilemek igin oksidatif hasarin biyogdstergesi olan 8-OHdG
miktarinin  dlgulmesini amacgladik. Yaptigimiz calismada OGG1 allel
frekanslarina bakildiginda; Karahalil ve Aygun tarafindan saglikh Tdrk
populasyonunda yapilan OGG1 Ser326Cys polimorfizm sikligindan g¢ikan
sonuclar™® destekler bicimde Cys allel frekansi 0,28-0,33 olarak
bulunmus ve Avrupa Beyaz irkindaki alel frekanslari ile benzerlik
gOsterdigi gozlenmistir.

Sonuglarimiz  Turk populasyonunda OGG1 Ser326Cys
polimorfizmi ile akciger kanseri arasinda anlamli bir iligkinin olmadigini
gOstermigtir.  Literatir dunyasinda vyapilan c¢alismalar g6z Onune
alindiginda; Ser326Cys polimorfizmini ilk kez saptayan Kohno ve
arkadaglari, akciger kanserli hastalarla saglhkl bireyler arasinda OGG1
Ser326Cys polimorfizm dagiliminda fark olmadigini gérmastir. Ancak
yapilan calismanin sayi olarak oldukga kuguk bir populasyonu icermesi
sinirll sonug elde ettigini diisiindiirmektedir (kontrol n=42, hasta n=45)"
Bizim sonuglarimizla benzer sekilde; Hung ve arkadaslarinin Avrupa
Beyaz Irki'nda yaptigi calismada Ser326Cys ve akciger kanser riski iligkisi
bulunamamistir'. Yine Wikman ve arkadaslarinin Avrupa Beyaz Irki'nda
yaptid1 baska bir galismada da hasta grubunda mutasyonun gostergesi
olan Cys326 aleli yerine Ser326 allel frekansi kontrolden daha yuksek
cikmistir’™. Danimarka'da yapilan iki farkli polimorfizm calismasinda
OGG1 Ser326C}/s varyantlarinin akciger kanseri ile iligkisinin olmadigi
gosterilmistir®'*. Avrupa Beyaz Irki'nda yapilan ¢alismada da kanser riski
ile Ser326Cys polimorfizmi arasinda da anlamli bir iliski bulunamamistir™®
2006 yilinda 11 gcalismanin sonuglari ile yapilan meta-analizde de OGG1



polimorfizmi ile akciger kanser riski arasinda anlamli bir iliskinin olmadigi
bulunmustur'®. Son yapilan OGG1 Ser326Cys polimorfizm calismasinda
ise OGG1 Ser326Cys genotipi tasityan bireylerin akuger kanseri gelisme
riskinde anlamli olarak iki kat azalma oldugu gérilmistiir'®.

Ancak bir ¢ok calismada akciger kanserinin histolojik alt
tipleri siniflandirilarak gen-hastalik etkilesimine bakilmakta ve boylece
daha spesifik sonuglara ulagiimaktadir. Bu sebeple Turk populasyonunda
akciger kanseri histolojik alt tiplerinin detaylh analizleri yapilmig, NSCLC
riskinde OGG1 genotipinin anlamli bir etkisinin bulunmadigi ancak SCLC
icin OGG1 heterozigot varyant olmanin anlamli olarak riski azalttig
bulunmustur (p=0,036). Ancak yas, cinsiyet ve sigara Ozelliklerine gore
duzeltme yapildiginda istatistiksel anlamlilik ortadan kalkmigtir (p=0,188).
Duzeltme yapilmadan onceki risk degerlendirmesi sadece OGG1
Ser326Cys genotipi kaynakh risk artigini gostermediginden istatistiksel
olarak anlamli olsa da klinik olarak dogru bir sonug olmayabilir. SCLC rlskl
ile OGG1 arasinda iliski olmadigini ortaya koyan galismaninin yani sira™
Zienolddiny ve arkadaglarinin Avrupa Beyaz Irki'nda yaptigi calismada ise
Cys326Cys genotipinin yaklagik 2 kat NSCLC riskinde artisa neden
oldugu ortaya konulmustur®’. Bizim galismamiza paralel olarak; Wikman’in
calismasinda da akciger kanserinin alt tipleri ayriimaksizin tumu
degerlendirilde anlamli olmayan risk iligkisinin, kanseri alt tiplerine ayirip
her bir tip ile arasindaki iliskiye bakildiginda da bu anlamsizhgin
degismedigi goriimiistiir'>1%.

Sigara igiminin, akciger kanseri OGG1 polimorfizmi iligkisine
etkisinin saptanmasi amaciyla sigara kullanan ve kullanmayan bireylerin
genotip frekanslarina bakilmis ancak akciger kanser riski ile anlamli bir
iligki kurulamamigtir. Oysaki akciger kanseri 6zellikle sigara dumani gibi
karsinojenlere ¢evresel maruziyet ile baglantihdir. Bununla beraber sigara
kullanan bireylerin bir klsmlnda akciger kanserinin gelismesi; sigarada
bulunan karsinojenlere %/arllllkta bireysel farkhliklarin  oldugu
aciklamasini  dogurmaktadir’ DNA onarim genlerindeki genetik
varyasyonlar nedeniyle onarim kapasitesinde meydana gelen degismeler,
sigaranin qu?turacagl genotoksik etkilerin ortaya ¢ikmasinda rol
oynamaktadir’ Sigara icenlerde akciger dokusu ve periferal
lenfositlerinde bagta 8-OHG olmak uzere karsinojen DNA katim urunlerinin
arttigr buna bagli olarak yapilan testlerde 8-OHG onarim aktivitesinde
artislar oldugu bulunmustur (p<0,05)*" Calismalar hOGG1 Ser326Cys
polimorfizminin sigara kullanimina bagli kanserler igin risk olusturdugunu
gostermistir™®.



Teorik olarak; sigaranin oksidatif hasari induklemesi
nedeniyle 8-OHG olugumu ve 8-OHG'in temel onarim yolagi OGG1’in
aktivitesinin artmasi beklenirken Paz-Elizur'un c¢alismasinda OGG1
aktivitesi ile sigara aligkanliklari arasinda bir baglanti kurulamamigtir.
Ancak bireyin genetik olarak OGG1 aktivitesi dusukse sigaranin meydana
getirdigi hasarlari onaramadigi igin kansere yatkinliginin artacagi tzerinde
durulmustur®. OGG1 polimorfizmi ve akciger kanseri riski ¢calismalarinda
sigaranin riske yaptigi etkinin arastirilmasi sonucu anlamli bir iligkinin
bulunmadigi baska calismalar da vardir**®#'*°  Sigaranin OGG1
aktivitesini induklememesi; sigara kaynakli kanserlerde goérilen G:C —
T:A transversiyonlarinda PAH kaynakli DNA katimlarinin baskin rol
oynadigini ve bunlarin onariminda nukleotid c¢ikarma (NER) yolaginin
gorev aldigini  dusindurmektedir. Bu durum 8-OHG onariminda
Ser326Cys polimorfizm etkisini maskeleyebilir®.

Sigara igme miktarinin kanser riski ile OGG1 iligkisi Uzerine
etkisi incelendiginde ilging olarak gunde >20 sigaradan fazla igen
heterozigot veya mutant genotipe sahip bireylerin akciger kanserine
yakalanma risklerinde anlamli dusus oldugu bulunmustur. Bu sonugla
uyumlu herhangi bir galismanin bulunmamasi Turk populasyonunda
gorulen koruyucu etkinin nedenini sorgulamak i¢in daha kapsamli
calismalar gerektirmektedir. Riski tahmin etmede tek bir genotipin yeterli
olmadigi'® ve diger DNA onarim proteinleri ve yolaklarinin OGG1
aktivitesindeki yetersizlikleri kompanse edebilecegi disuniimelidir'2.
OGG1 enziminin yetersizligi  mevcut hasarlari onarmak icin diger
yolaklarin devreye girmesine ve Ozellikle bazi enzimlerin induksiyonuna
neden olabilecegini dusundurmektedir. 8-OHG onariminin primer yolagi
baz c¢ikarma onariminin kisa yolagli olmasina ragmen kisa yolak
komponentleri olmadiginda veya doygunluga ulastiginda yerini uzun
yolagin almasi bu duruma &rnektir’. Ayrica APE1, XRCC1, MTH1, NEIL1
ve MYH gibi bir cok BER geninde polimorfizmlerin varligi bilinse de heniz
aydinlatiimamis bir gok gen mevcuttur (6r: 0GG2)'*2. Bununla beraber
DNA polimorfizm tanimlamalari aktivite olgumine goére daha kolay
olmasina ragmen esas parametre dogrudan protein fonksiyonuyla
baglantili olan onarim aktivitesidir. Ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar,
mMRNA stabilitesi, post-translasyonel degisimler ve dogal inhibitor ve
aktivatorlerin varhgi gibi diger parametrelerin yaninda OGG1 gen
polimorfizmi OGG1 aktivitesini etkileyebilecek birgok parametlerden
yalnizca biridir®.

OGG1 Ser326Cys polimorfizminin enzimin katalitik 6zelligini
degistirdigine dair calismalar oldugu gibi aktivitede fark olusturmadigini
gOsteren sonuglar da vardir. E.col’de Cys326 proteininin Ser326
proteinine gore yaklasik yedi kat dusuk aktivite gostermesinin yani sira'



Ser326 ile Cys326 fonksiyonunda anlamh bir farklihk olmadigini,
Ser326Cys polimorfizminin onarim aktivitesinde notr oldugunu gosteren
sonuclar da bulunmustur' ', Bu sekilde farkli sonuclarin ¢ikmasinin
nedeni OGG1 genindeki diger olasi fonksiyonel polimorfizmlerle guglu bir
baglanti icinde olmasi olabilir®>. OGG1 Ser326Cys polimorfizminin DNA
onarim aktivitesi Uzerine yaptidi etkinin tam olarak kesinlesmemesi
sebebiyle galismadan c¢ikan sonuglarin yorumlanmasi oldukga zordur.
Diger DNA onarim enzimleri, antioksidanlar gibi koruyucu ajanlar veya
enzimlerin varligi sigara kullanimina ragmen akciger kanseri ve OGG1
polimorfizmi iligkisinin koruyucu etkisini agiklayabilir.

DNA'da olusan oksidatif hasarlar akciger kanseri icin bir risk
faktorudur. DNA'da veya hucresel nukleotid havuzunda hasarli nukleotid
arunlerinin idrardan atihmi, ilgili karsinojenlere maruziyetin 6nemli bir
biyogoOstergesi olarak kanser riskinin tahmininde kullanilabilir. DNA'da
veya nukleotid havuzunda guanin bazinin oksidasyonu idrardan 8-OHdG
atiimina neden olmaktadir. Birgok oksidatif DNA hasar Urund arasinda 8-
OHdG’nin en ¢ok c¢aligilan bilesiklerden biri olmasi; kolay oOl¢ilmesi ve
G:C—T:A transversiyonlari sonucu mutajenik 0Ozellik gosterdiginin
bilinmesi nedeniyledirzs. Calismamizda idrardan ELISA yontemiyle 8-
OHAG miktarlar 6lgulmUs ve radyoterapi ve kemoterapi almamis kanserli
hastalarla saglikli bireyler arasinda oksidatif hasarda fark olup olmadigi ve
demografik 0Ozelliklere gore 8-OHdG atiliminin degisip degismedigi
gdzlenmistir. idrarda degismis nikleozid veya baz seviyeleri oksidatif
stresin genel bir gostergesi olarak DNA'ya oksidatif saldirinin veya DNA
onariminin bir indikatérii olabilir*®.

Hepsinde olmamakla birlikte bir gok g¢alismada, 8-OHdG'nin
idrardan atihminin gesitli demografik, mesleki ve yasam tarzina bagh
faktorlerle (yas, cinsiyet, vucut kutle indeksi, sigara igimi, alkol tuketimi,
diyet) degistigi gosterilmistir'2. Yapilan galismalarda genellikle idrar 8-
OHdG duzeylerinin  kanserli hastalarda saglikli bireylerden, sigara
icenlerde icmeyenlerden, erkeklerde kadinlardan daha ylksek oldugu
bulunmustur. BMI ile 8-OHdG arasinda ise negatif iligkinin oldugu
belirlenmistir'”>.

Calismamizda ise 8-OHdG miktarlarinin 6lgimu sonucunda;
kanserli hastalar ile kontrol grubu idrarlarinda 8-OHdG seviyeleri arasinda
anlaml bir fark olmadigi saptanmistir. Bizim sonuglarimizla benzer olarak,
Loft ve arkadaslarinin 260 akciger kanserli hasta ve 263 saglikh bireyde
yaptigi calismada® ve Erhola ve arkadaslarinin akciger kanserli (n=37)
hastalarla saglikli bireyler (n=52) arasinda yapilan analizlerde idrardan 8-



OHdG atilim oranlar farkinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

bulunmustur'™.

Bizim sonuclarimiza zit olarak bir ¢ok c¢alismada akci?er
kanseri disinda farkli kanser tirlerinde'”®, jinekolojik kanserlerde'”®,
prostat kanserlilerde'’’ artmis 8-OHdG atillm oranlari  bulunmustur.
Oksidatif DNA hasarinin idrardaki biyogostergelerinin kanserli hastalarda
artmig olabileceg@i bilinmektedir. Bununla birlikte, bu durum o6zellikle ileri
evrelerde hastaligin ylksek seviyelerde devam eden oksidatif stres,
inflamasyon ve dokunun yapim-yikiminin bir sonucu olabilecedi
dusundlmelidir. Ayrica bu drunlerin idrarla atihmina tim vicudun katkida
bulundugu da gbéz ardi edilmemelidir®®. Kanser hastalarinda yogun
granulosit aktivasyonuna ve tumore karsi reaksiyon vermek Uzere sitokin
artisina bagli olarak artan ROT miktarlari da kanser hastalarinda artmig
oksidatif hasarin gériilmesine neden olabilir'"®.

Calismamizda akciger kanseri hastalarinin idrardan 8-OHdG
atiliminda histolojik alt tiplerin rol oynamadigi gorulmugtur. Bizim
sonuglarimizla uyumlu olarak Gackowski ve arkadaslarinin idrar 8-OHdG
Olcumlerinde de NSCLC ve kontrol grubu arasinda 8-OHdG duzeylerinde
anlaml bir farklihgin olmadigi gerImU§tUr179. Ancak Erhola ve arkadaslari
akciger kanserlilerde kontrol grubuna go6re anlamh bir farkhlik
bulamamasina ragmen hastalari SCLC ve NSCLC olarak siniflandirip
incelediginde SCLC grubunda 8-OHdG atiliminin anlamli olarak yuksek
oldugunu gormustur. (p=<0,05) Bu durum SCLC tipinin oldukg¢a hizl ve
yaygin Ozellik goOsteren malign sistemik bir hastallk olmasiyla

iliskilendirilmistir'".

Yapilan galigmalardan sigara igenlerin 8-OHdG atilimlarinin
icmeyenlerle karsilastiriidiginda, %10-50 oraninda daha fazla olduguzs,
sigarayl birakmanin atlimda %21 azalma ile baglantili oldugu' ve
cevresel sigara dumanina maruziyetin ise 8-OHdG atihmini etkilemedigi
gosterilmistir®®. Ancak ¢alismamizda sigaranin akciger kanserli hastalar ve
saglikh bireylerde 8-OHdG atilimini degistirmedigi gozlenmistir. Toraasson
ve arkadaslarinin yaptigi calismada da 8-OHdG atilimi Uzerine sigara

kullanmanin etkisinin olmadig gdsterilmistir'®’.

Oksidatif DNA hasarinin onarim urunu olarak idrarda 8-
OHdG bulundugu inancinin yaygin olmasi ve Ozellikle de nukleotid
¢ctkarma onariminin Urind oldugu kabul edilmesine ragmen oksidatif



hasarli DNA bazlarinin ana onarim yolag! olarak baz c¢ikarma onarimi
oldugu bilinmektedir*®. 8-OHdG’nin idrardan atilimi ve akciger kanseri riski
arasindaki iligkinin OGG1 Ser326Cys polimorfizmi ile baglantisini anlamak
amaclyla Loft ve arkadaslarinin yaptigi galismada 8-OHdG atiliminin
akciger kanser riski ve OGG1 genotipi ile anlamh bir iligkisinin olmadigi
bulunmustur?®. Calismamizda 8-OHdG ile ilgili verilerimiz Loft ve
arkadaslarinin c¢alismalari ile uyumludur. Ancak saglkh Ser326Ser
genotipine sahip bireylerde 8-OHdG atilimlarinin varyant genotiplere gore
anlamli olarak yuksek bulundugu gozlenmistir. 8-OHdG atiliminin saglikli
bireylerde fazla olmasi vicudun oksidatif onarim kapasitesinin hastalardan
daha yuksek oldugunu dusundurmektedir.



6. SONUG

Akciger kanser riski ve OGG1 polimorfizmi iligkisinin
belirlenmesi amaciyla Turk populasyonunda yapilan bu ¢alismada; OGG1
Ser326Cys polimorfizminin akciger kanserinde anlamli bir risk faktoru
olmadigi bulunmustur. Buldugumuz bu sonugla, literatir dinyasinda
OGG1 Ser326Cys polimorfizminin kanser duyarhliginin bir gostergesi
olarak ele alinmasi c¢aligmalari icin farkli populasyonlarda yapilan birgok
arastirmaya katkida bulunulmustur.

Akciger kanserinin en Onemli risk faktori olan sigara
kullaniminin  OGG1 Ser326Cys polimorfizmi ve akciger kanseri riski
Uzerine yaptigi etkinin arastirlmasi sonucu gunde bir paketten fazla sigara
icen varyant genotipe sahip bireylerde akciger kanseri riskinin dustugu
gozlenmistir. 8-OHdG miktarlarinin  6lgumiU sonucunda ise; kanserli
hastalar ile kontrol grubu idrarlarinda 8-OHdG miktarlari arasinda anlamli
bir fark olmadid1 saptanmistir.

Boyle bir sonucun ilk kez bulunmasi ve teorik bilgilerin tersini
savunmasi sebebiyle kesin bir yargiya varmak olduk¢a zordur. DNA
onarim yolaginda yer alan onlarca gen arasindan sadece birini aragtirmak
bu calismanin sonuglarini kisitlamigtir. Bir ¢ok alternatif yolagin olmasi
sebebiyle OGG1 ile birlikte diger onarim genlerindeki polimorfizmlerle
gen-gen etkilesimlerine bakilmasi, enzim aktivitesinin degismesinde rol
oynayan diger faktorlerin incelenmesi ve sigara ile birlikte diger risk
faktorlerinin  neden oldugu oksidatif stresin birden fazla Grdnunun
Olculmesi akciger karsinojenezinde genetik varyasyonun etkilerini
aydinlatmak agisindan yararli olacaktir.



7. OZET

TURK POPULASYONUNDA DNA ONARIM ENZiMi OGG1 SER326CYS
POLIMORFiZMi iLE AKCIGER KANSERI ILISKISININ ARASTIRILMASI
ve OKSIDATIF HASARIN BiYOGOSTERGESI 8-OHdG OLGUMU

Akciger kanseri dunyada yaygin olarak gorulen ve mortalite
orani yuksek olan kanserlerin baginda yer alir. Etiyolojisindeki en onemli
etken sigara olmakla birlikte pek ¢ok gevresel faktor ve bireylerin genetik
Ozellikleri akciger kanseri gelisiminde rol oynamaktadir. Sigara ile akciger
kanseri arasindaki baglanti, Reaktif Oksijen Turleri (ROT) tarafindan lipid,
protein ve DNA'da meydana gelen oksidatif stresdir. Endojen ve ekzojen
kaynaklar tarafindan uretilen ROT’lar DNA’da 6nemli lezyonlardan biri
olan 8-hidroksiguanin (8-OHG) olusumuna neden olur. 8-OHG baz
clkarma onarim yolaginda gorev alan 8-hidroksiguanin DNA glikozilaz
(OGG1) enzimi ile onarilir. Onarilamamasi durumunda DNA'da GC—TA
transversiyonlarina neden olarak mutajenik etki gostermektedir. OGG1
geninde sikga gorulen Ser326Cys polimorfzminin enzim aktivitesinde
fonksiyonel degisiklige neden oldugu yonunde celiskili sonuglar mevcuttur.
Bu sebeple OGG1 Ser326Cys polimorfizmi ile kanser iligkisinin
saptanmasi ve bireylerde oksidatif hasarin biyogOstergesi olan 8-hidroksi-
2’-deoksiguanozin (8-OHdG) miktarinin dlgulmesi hedeflenmistir.

Akciger kanser teshisi konmus 165 hasta ve 250 saglikli
bireyde PCR-RFLP metodu ile yapilan genotipleme ¢alismasinin ardindan
Tark populasyonunda OGG1 Ser326Cys genotipi ile akciger kanseri
arasinda anlamhl bir iligki olmadigi belirlenmistir. Kemoterapi ve
radyoterapi almamig kanserli hastalar ve saglikli bireylerde idrardan
ELISA yontemiyle Ol¢ilen 8-OHdG atilim duzeylerinde de anlamli bir fark
olmadigi gozlenmigtir. Beklenilenin tersine, Ser326Cys polimorfizmi ve
akciger kanseri riski arasinda gunde igilen sigara miktarina gore iligki
incelendiginde, gunde >20 sigaradan fazla i¢en varyant genotipe sahip
bireylerin akciger kanserine yakalanma risklerinde  dusus oldugu
bulunmustur. Birden fazla onarim genindeki polimorfizmlerin kombine
etkilerinin analizi ile birlikte sigara ve diger risk faktorlerinin neden oldugu
oksidatif stresin birden fazla Grinunun 6l¢ulmesi, karsinojenezis surecinde
genetik varyasyonun etkisini daha iyi agiklamamiza yardimci olabilecektir.

Anahtar Sozciukler: Genetik polimorfizm, 8-hidroksiguanin DNA glikozilaz
(OGG1), oksidatif hasar, akciger kanseri.



8. SUMMARY

ASSOCIATION OF THE OGG1 SER326CYS POLYMORPHISM WITH
LUNG CANCER RISK AND 8-OHdG LEVELS AS A BIOMARKER OF
OXIDATIVE DAMAGE IN TURKISH POPULATION

Lung cancer is the most common cancer and has the highest
mortality rate in the world. The dominant role of tobacco smoke as a
causative factor in lung cancer has been well established. Environmental
and genetic predisposition can also play an important role in development
of lung cancer. The connection between smoking and these diseases is
oxidative stress, a condition in which lipids, proteins and DNA are
damaged by the reactive oxygen species. Reactive Oxygen Species
(ROS) formed by exogeneously and endogeneously processes cause
oxidative damage to DNA. 8-hydroxyguanine (8-OHG) is one of the major
lesions and repaired by 8-oxoguanine DNA glycosylase (OGG1) which
plays an important role in Base Excision Repair (BER) system. 8-OHG is
highly mutagenic and, if not excised /repaired on DNA replication, can
cause GC to TA transversion mutations. There are many conflicting
studies which are showing the association between OGG1 activity and
OGG1 Ser326Cys polymorphism. Thus, in this study, it was aimed to
investigate the relation between OGG1 Ser326Cys polymorphism and the
risk of lung cancer and to measure the levels of urinary 8-OHdG as a
biomarker of oxidative DNA damage.

One hundred sixty-five subjects with lung cancer and 250
healthy control subjects were genotyped by Restriction Fragment Length
Polymorphism-Polymerase Chain Reaction (RFLP-PCR) for OGG1
Ser326Cys polymorphism. We could not find any association between
OGG1 Ser326Cys polymorphism and the risk of lung cancer. It was also
measured urinary 8-OHdG levels by ELISA immunoassay in patients (no
received any chemotherapy and radiotherapy) and healthy control
subjects. There was no significant difference between patients and control
subjects. Surprisingly, our data demonstrated that subjects, with carrying
variant genotype, who smoked more than 20 cigarettes /day were,
decreased the risk of cancer. Investigating of the combined effects of
polymorphisms within many DNA repair genes, measuring products of
oxidative stress from smoking and other risk factors may help to clarify the
influence of genetic variation in the carcinogenic process.

Key words: Genetic polymorphism, 8-hydroxyguanine DNA glycosylase
(OGG1), oxidative damage, lung cancer
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