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Danigman : Prof. Dr. Bayram KIRAN

Kanser insidansi agisindan, kolorektal kanser kadin ve erkekler arasinda ikinci sirada
yer almaktadir. Arastirmalar, hiicrelerin habis doniistimiiniin indiiklenmesinden
sorumlu faktdrlerden birinin reaktif oksijen tiirleri (ROS) oldugunu gostermektedir.
ROS iiretimi ve antioksidan sistem performansi arasindaki dengesizlik oksidatif
strese neden olmaktadir. Normal hiicreler, bu hasarlardan korunmak i¢in savunma
mekanizmas1 gelistirmislerdir ve reaktif maddeleri detoksifiye eden antioksidan
sistemler tarafindan korunurlar.

GPx’ in temel rolii,hidroperoksit seviyelerini diizenlemek ve ROS aracili DNA
hasar1 ile kanser baglangicinin O6nlenmesidir. Selenyumun hayvan modellerinde
kanser insidansini azalttigini ve yeni veriler de insanlarda da koruyucu olabilecegini
gostermektedir. Se, selenoproteinler aracilifiyla biyolojik rollerini kullandig: i¢in,
selenoprotein genlerindeki genetik varyasyonlar CRC'ye duyarliligi etkileyebilir.
Caligmada GPx enzim polimorfizmi, selenyum diizeyi ve kolorektal kanser gelisim
riski degerlendirildi. 90 kolon kanserli hasta ve 99 kontrol {izerinde caligilmistir.

Kolon kanserli hastalarin serum selenyum diizeyleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda aradaki fark ileri diizeyde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,001). Bireylerin tasidiklar1 genotipler ile selenyum serum diizeyleri
degerlendirildiginde anlamli bir farklilik bulunamamigtir. GPX gen polimorfizmi
sonuglart degerlendirildiginde genotip dagilimi agisindan kontrol grubu ve kolon
kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamlik saptanmistir

(p< 0,001).

Anahtar Kelimeler: GPX , kolon kanseri, polimorfizm, antioksidan, reaktif oksijen
tiirleri
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MSc Thesis

GLUTATHIONE PEROXIDASE ENZYME POLYMORPHISM IN
COLORECTAL CANCER AND ASSESSMENT OF SELENIUM STATUS

Nurdan Ezgi CELIK
Kastamonu University
Institute of Scienceand Technology
Department of Genetics and Bioengineering

Supervisor : Prof. Dr. Bayram KIRAN

Interms of cancer incidence, colorectal cancer ranks second among men and women.
Research has shown that one of the factors responsible for the induction of malignant
transformation of cells is reactive oxygen species (ROS). The imbalance between
ROS production and antioxidant system performance causes oxidative stress. All
normal cell shave developed a defense mechanism to protect against these damages
and are protected by antioxidant systems which detoxify the reactive substances.

The main role of GPx is to regulate hydroperoxide levels and to prevent the onset of
cancer by ROS-mediated DNA damage. Selenium shows that it reduces the
incidence of cancer in animal models and that new data may also be protective in
humans. Since Se uses biological roles through selenoproteins, genetic variations in
selenoprotein genes can affect susceptibility to CRC.

In the study, the risk of developing GPx enzyme polymorphism, selenium level and
colorectal cancer was evaluated. 90 colon cancer patients and 99 controls.

When serum selenium levels of colon cancer patients were compared with the
control group, the difference was found to be statistically significant (p = 0.001). No
statistically significant difference was found when selenium serum levels were
assessed by genotypes of individuals. When GPX gene polymorphism results were
evaluated, genotype distribution was statistically significant between control group
and colon cancer patients (p <0.001).

Key Words : GPX, colorectal cancer, polymorphism, reactive oxygen species,
antioxidant
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1. GIRIS

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) Mayis 2016 verilerine gore; Tiirkiye'de her 5
Oliimden 1'inin nedeni, kanser ve kanserli vaka sayisi yillar i¢inde artis gostermis
(Tiirkiye Istatistik Kurumu,. 2016). Amerikan Kanser Dernegi'nin 2015'te
yayinladig1 "Kanser Atlasi"na gore, Tiirkiye'de kanser, her yil ortaya ¢ikan 148 bin
civarindaki yeni vaka ve 91 bin 800 kansere bagli 6liim diisliniildiigiinde, 6nemli bir
halk sagligi sorunu (Jemal vd,. 2014). Bu nedenle kanserogenez siireci ve tedavisi
bugiinkii aragtirmacilar tarafindan en c¢ok arastirilan konular arasindadir. Kanserin
ortaya ¢ikma nedenleri ve tedavisi lizerine yapilan caligmalar ise her gecen giin

artmakta, daha etkili ve en az yan etkiye sahip tedavi siireci arayiglari siirmektedir.

Ulkemiz igin &nemli saglik problemlerinin basinda gelen kolorektal kanserin

aydinlatilmasinin 6nemi agiktir.

Viicutta en ¢ok goriilen serbest radikal, oksijenden olusan ve genel olarak reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilan radikallerdir. ROS genelde mitokondri gibi
organellerin fonksiyonlarindan yada iyonize radyasyon gibi dis etkenlerden hiicre

i¢inde tiretilmistir.

Antioksidan enzimler yolu, ROS’un neden oldugu hasarin onariminda rol oynayan en
onemli yol olarak diisiiniilmektedir. Antioksidan yolaklardaki bozukluklar diyabet,

yasla iligkili hastaliklar ve kanser gibi ¢esitli hastalik tiirleriyle iligkilidir.

Oksidatif hasar ve inflamatuar siireglerle ilgili spesifik molekiiller, CRC
(kolorektalkarsinom)'nin farkli fazlarinin karakterize edilmesini saglayabilir, yine de

arastirmaya ihtiya¢ duyar (Yoshizawa vd., 1998).

Insanlarda, birka¢ grup selenyumun diyetle alinmasi ile akciger, kolon ve prostat
dahil olmak iizere cesitli yerlerdeki kanser insidansi arasinda ters korelasyon
bildirmistir. Selenyum (Se) insan saglhgi i¢in gerekli olan bir mikro besindir

(Bellinger vd., 2009)(Rayman, 2009).
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Selenyum tiiketiminin bir sonucu olarak kanser insidansindaki azalma, selenyumun
etkili oldugunu gostermistir. Akciger, kolon, prostat ve karacigerde kanser

insidansini azaltmaktadir (Clark vd., 1996)(Yu vd., 1997).

Insan ¢aligmalarinda, veriler selenyum diizeylerinin kanser mortalitesi ve insidansi
ile ters olarak iliskili oldugunu gostermistir. Selenyum kanser mortalitesini ve

kolorektal kanser insidansini azaltmistir (Ghadirian vd., 2000).

Selenyumun kanser insidansini etkileyebilecegi bir mekanizma, selenyum igeren
proteinler {izerindeki etkilerinden kaynaklanir. Glutatyon peroksidaz-1 (GPX1),
hidrojen ve lipid peroksitleri her yerde ifade eden ve detoksifiye eden hiicre igi
selenyum bagimli bir enzimdir. GPX1 seviyeleri diger selenoproteinlere kiyasla

selenyum seviyelerindeki dalgalanmalara 6zellikle duyarhidir(Chu vd., 2004).

Epidemiyolojik calismalar, GPX1 genlerindeki allellik varyasyonlarin, H2O:'nin
tiretimi ve eliminasyonu arasindaki dinamigi etkiledigini gosterdi. Deneysel ve
epidemiyolojik kanitlar GPX1'in kanser riskini ve ilerlemeyi etkilemek {izere
etkilesebilecegini gosteren epidemiyolojik kanitlar, aktiviteler arasindaki dengeden
kaynaklanan net mitokondriyal H.O. birikiminin (mtH202) oldugunu ortaya
koymustur (Ekoue vd., 2017).

GPX enzimlerinin bazilarinin hiicre i¢i patolojik siireclerin 6nlenmesinde 6nemli rol
oynadiklar1 bilinmektedir. GPX, oksidatif hasara kars1 hiicreleri koruyan antioksidan

bir enzimdir.

Onceki bir ¢alisma, insan SEPP1 geninin promotoriindeki varyantlar CRC riskini
(Al-Taie vd., 2004) degistirmemesine ragmen, daha yakin zamanda yapilan bir
calismada, SEPP1'de {i¢ degisikligin (rs3797310, rs2972994 ve rs12055266) ileri
kolorektal adenom riski ile iligkisini gosterdi (Peters vd., 2008).

Antioksidan enzimlerin etkinligindeki azalmalar, diyabet, kanser gibi pek cok
patolojik siiregle iliskilidir. Selenoproteinleri kodlayan genlerdeki genetik
varyasyonlarin, hiicre koruma mekanizmalarin1 ve kansere yatkinligi etkilemesi

olasidir. Bu c¢alisma ile, kolorektal kanserli hastalarda GPX enziminin etkinliginde
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degisikliklere sebep olabilecek tek niikleotid polimorfizmi (SNP) ile, hastalarin
selenyum degerlerinin, hastalifin etyopatogenezi ve prognozundaki olasi etkileri

hakkinda bilgiler edinilmesi amaglanmustir (Jacobs vd., 2004).
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kolon Kanseri

2.1.1. Epidemiyoloji

Kanser, viicudun belirli bir boliimiindeki normal hiicreler kontrol disi kalmaya
basladiginda gelisir. Farkli kanser tiirleri vardir; her tiirlii kanser hiicresi 6lmek
yerine biiyiir, boliinmeye devam eder ve yeni anormal hiicreler olusturur. Genellikle
kanser hiicreleri deoksiribo niikleik asit (DNA) hasarina bagli olarak normal
hiicrelerden olusur. DNA'nin hasar gordiigii zamanlarin ¢ogunu viicut onarabilir, ne

yazik ki kanser hiicrelerinde hasar géren DNA onarilamaz (Sudhakar, 2009).

Kanser en yaygin genetik hastaliktir: Bati diinyasinda ii¢ kisiden birinde gelisir
(Futreal vd., 2001). WHO (Diinya Saglik Orgiitii) 2012 verilerine gore diinyada
kanserden meydana gelen 6liim sayis1 8,2 milyon ile birinci sirada yer almakta ve
TUIK 2015 verilerine gore Tiirkiye’deki &liim nedenlerinin % 19,6 s1 kanserdir.
2014 yilinda yapilan tarama sonucuna gore kadin ve erkeklerde goriilen kanser tiirleri

arasinda kolorektal kanser 3. Sirada yer almaktadir (Keskinkilig, 2017).

2012 yilinda 14.1 milyon yeni vaka ve 8.2 milyon 6liim tespit edilmistir. En yaygin
olarak teshis edilen kanserler akciger (1.82 milyon), meme (1.67 milyon) ve
kolorektal (1.36 milyon) idi; kanser 6liimiiniin en yaygin nedenleri akciger kanseri
(1,6 milyon 6liim), karaciger kanseri (745,000 6liim) ve mide kanseri (723,000 6liim)
idi. Kolorektal kanser, diinyadaki en yaygm figiincii kanserdir ve 2012 yilinda

yaklagik 1,4 milyon yeni vaka tespit edilmistir (Peters vd., 2015).
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Grafik 2.1. Tiirkiye’ de 6liim nedenleri (TUIK-Saglik Bakanligi Saglik
Aragtirmalar1 Genel Miudiirliigii,2016)
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Grafik 2.2. Tiirkiye* de En Sik Gériilen Ilk 10 Kanser (100.000 Kiside — 2014)
(Keskinkilig, 2017)

Kanser, somatik mutasyonlar olarak da adlandirilan genetik ve epigenetik
degisikliklerle karakterizedir. CRC tliimdrleri de genellikle somatik mutasyona sahip
genlerde bulunur (Peters vd., 2015).

Kolorektal kanser; apandis, rektum ve kolonda biiyliyen malign bir tiimordiir. CRC

olgularmin ¢ogunun sporadik olarak (% 70-80) ortaya ¢iktigi tahmin edilirken, CRC
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vakalarmin yaklasik % 15" ailesel adenomatdz polipozis (FAP) ve kalitsal non
polifozis kolorektal kanser (HNPCC) gibi, kalitsal faktorlerin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikmaktadir (Souglakos., 2007).

Molekiiler diizeyde incelendiginde kolorektal kanserlerin biiyiik kisminda (%80-
%90), adenomat6z polipozis koli (APC) olarak adlandirilan tiimor baskilayici1 gende

inaktive edici bir mutasyon saptanmaktadir (Dow vd., 2015).

CRC en sik rastlanan malign tiimorlerden biridir ve morbidite ve mortalite oranlar
her y1l artmaktadir. 2016'ya ait kanser istatistikleri raporunda, Birlesik Devletler gibi
gelismis iilkelerdeki tiim malign tiimdrler arasinda CRC'nin en yiiksek insidans ve
mortalite oranlarina sahip oldugu gosterilmekte (Siegel vd., 2016). Kalin bagirsak
(kolon-rektum) kanserleri en sik goriilen tgilincii kanser olmakla birlikte, 6liimle

sonuclanan kanserler arasinda ikinci sirada yer almaktadir.

Oniimiizdeki on yillar boyunca diinya niifusundaki mevcut insidans ve &liim oranlari
ile 6ngoriilen demografik degisimlere dayanarak, Diinya Saglik Orgiitii (WHO), yeni
teshis konan CRC vakalarinda % 77'lik bir artis ve 2030'a kadar CRC'den 6liimlerde
%80 artig tahmin etmektedir (Karsa vd., 2010) (McGuire , 2016) (Binefa vd., 2014).

2.1.2. Etiyoloji

Kanser etiyolojisinin  agiklanmasit ¢evresel ve genetik risk faktorlerinin
entegrasyonuna bagli (Garcia-Closas vd., 2014) genom, transkriptom, epigenom ve
benzerleri lizerindeki tiimdre 6zgii veri tabanlarinin, belirli kanserojenlere isaret eden
genetik degisim Oriintiilerinin kesfedilmesiyle etiyolojiyi agiga ¢ikarma ihtimaline
sahip oldugu gosterilmistir (Mébert vd., 2014). Daha hedefe yonelik biyolojik
belirtegler, maruz kalma, DNA hasari, genetik yatkinlik ve kanser arasindaki

karmagik mekanik iligkilerin anlasilmasina yardimci olabilir (Porru vd., 2014).

Spesifik genlerdeki mutasyonlar, diger kanser tiirlerinde oldugu gibi kolorektal
kanserin baslamasina neden olmaktadir. Bu mutasyonlar, onkogenlerde, timor
stipresor  genlerinde ve DNA tamir mekanizmalariyla ilgili  genlerde

goriilebilmektedir. Mutasyonun kokenine bagli olarak, kolorektal karsinomlar
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sporadik, kalitsal ve ailesel olarak siniflandirilabilir. Yasam boyunca ortaya ¢ikan
nokta mutasyonlar, kalitim yoluyla alinan sendromlarla iligkili degildir ve sadece
bireysel hiicreleri ve onlarin soylarin1 etkiler. Nokta mutasyonlardan tiireyen
kanserler, sporadik kanserler olarak adlandirilir ve tiim kolorektal kanserlerden %70

sorumlu gosterilmistir (Fearon vd., 1990).

Farkli kanserler farkli risk faktorlerine sahiptir. Sigara gibi bazi risk faktorleri
degistirilebilir. Birinin yas1 veya aile gecmisi gibi degerleri degistirilemez. Ancak,
bir risk faktorii ya da ¢coklugu olmasi, hastaligi alacagimiz anlamina gelmemektedir.
Ve hastalig1 olan bazi insanlarda bilinen herhangi bir risk faktorii olmayabilir (Adair

vd., 2014).

Kanser vakalarmin yaklasik %30'unun diyet, sismanlik ve/veya egzersiz
eksikliginden kaynaklandigi gosterilmistir (Ng vd., 2014). Sedatif davranis kolon ve
endometriyal kanser riskini arttirmaktadir. Diinya ¢apinda, viicut kiitle indeksi 25
kg/m2 veya daha fazla olan yetigkinlerin orani, 1980 ve 2013 yillar1 arasinda %28.8
(28.4-29.3) ila %36.9 (26.3-37.4) arasinda artarken, %95 belirsizlik araligi
gosterilmistir (Scully, 2014).

Kiiresel olarak, 2012 yilinda 481000 kanser (tiim eriskin kanserlerinin %3.6's1) asir1
viicut kiitle indeksine baglanmigtir (Arnold vd., 2015). Sosyo ekonomik kosullarin
tyilestirilmesi, artan tiitiin ve alkol kullanimi, yiliksek yag/seker alimina yonelik diyet
degisiklikleri ve azalmis fiziksel aktivite 1ile kanser riskinin artmasi

iliskilendirilmistir(Ng vd., 2014).

Diyet kalsiyumunun diisiik seviyeleri, baz1 ¢alismalarda artan kolorektal kanser riski

ile iliskilendirilmistir (Alteri vd., 2018).

Kirmizi et (s181r eti, domuz eti, kuzu veya karaciger gibi) ve islenmis etlerden (sosisli
sandvi¢ ve baz1 6gle yemekli etler gibi) yiiksek bir diyetin kolorektal kanser riskini
arttirdig1 gosterilmistir. Etleri cok yiiksek sicakliklarda pisirme (kizartma, kizartma
veya 1zgara) kanser riskini artiracak kimyasallar iiretir ancak bunun kolorektal kanser

riskini ne kadar artirabilecegi kesin olarak belirlenmemistir (Jayasekara vd., 2016).
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Diger diyet bilesenlerinin (6rnegin belirli yaglarin, lifli gidalarin) kolorektal kanser

riskini etkileyip etkilemedigi acik degildir.

Sigara, akciger kanserinin bilinen bir nedeni olmakla birlikte, kolorektal kanser gibi
diger kanserlerle de baglantili olabilmektedir (Stewart vd., 2016)(McGuire, 2016).

Kolorektal kanser, agir alkol kullanimiyla da baglantili olabilir. Alkol kullanimini
erkekler i¢in giinde en fazla 2, kadinlarda giinde 1 kez bir igecek ile kisitlamak,
kolorektal kanser riskini azaltmak da dahil olmak tizere pek ¢ok saglik yarari icin
Onerilmistir. Ayrica yas ilerledik¢e kolorektal kanser riskinin yiikseldigi One

stirilmiistiir.

Ulseratif kolit veya Crohn hastaligi da dahil olmak iizere inflamatuar bagirsak
hastaligi (IBD) ve birinci derece akrabasinda (ebeveyn, kardes veya ¢ocuk)
kolorektal kanser oOykiisii olan kisiler i¢in, kolorektal kanser riskinin arttig

bildirilmistir.

Kolon kanserinin katkida bulunan nedenlerinden birisi, reaktif oksijen tiirlerinin
DNA onarim mekanizmalarina olumsuz etkisidir. Birgok c¢alisma, oksidatif strese
kars1 koymada ve kolorektal karsinogenezi Onlemede antioksidanlarin Onemini

belgelemektedir (Carini vd., 2017).

Artan riskin nedenleri her durumda acik degildir. Kanserlerin kalitsal genler, ortak
cevresel faktorler veya bunlarin bir kombinasyonu nedeniyle ortaya c¢iktigi

diistiniilmektedir (Marmol vd., 2017).

2.2. Oksidatif Stres ve Kanser

Oksidatif stres, enzimatik ve enzimatik olmayan sistemler de dahil olmak tizere
ROS’un iiretimi ile antioksidan savunmalar1 arasindaki denge bozulmasi olarak
tanimlanmaktadir (Betteridge, 2000)(Yildirim vd., 2009). Oksidatif stres, makro
molekiiler oksidatif hasara yol acar, doku proteini denatiirasyonunu, DNA hasarini
ve lipid peroksidasyonunu tetikler ve viicudun normal metabolik aktivitesini bozarak

hastaliklarin olusumuna ve/veya gelisimine sebep olur (Wu vd., 2017).
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Oksidatif reaksiyonlar ¢ogunlukla kanserin erken evresi ile iligkili olsa da, esas
olarak DNA hasarini indiikledikleri i¢in, anti-tiimdr etkilere sahip olmaktan ziyade
timor ilerlemesini ve invazivligi kolaylastirabilen antioksidan tepki aktivasyonunda
yer alabilirler. CRC'de inflamasyon sirasinda aktive edilen redoks duyarli sinyal

yollar1 bu fenomenin baglica aktorlerinden biridir (Rokutan vd., 2006).

Stiperoksit veya hidrojen peroksit gibi ROS’un birikimine baglh oksidatif stres,
bir¢cok kanser hiicresinde yaygin olarak goriiliir (Nogueira vd., 2013)(Toyokuni vd.,
1995). Bununla birlikte pnémoni, pankreatit (Osterreicher vd., 2007), diyabetik
nefropati, kardiyovaskiiler hastalik, sinir sistemi hastaligi (Feng vd., 2012) gibi
cesitli hastaliklar da etkendir (Eroglu vd., 2013).

2.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla c¢ift olusturmamis
elektron igeren yiiksek enerjili, stabil olmayan bilesiklerdir. Bu ¢iftlenmemis
elektronlar diger maddelerle kolaylikla reaksiyona girebilir ve serbest radikallere
biiyiik bir reaktiflik kazandirarak protein, lipid, DNA ve niikleotid ko-enzimler gibi

birgok biyolojik materyale zarar vermelerine neden olmaktadir (Diplock, 1998).

Serbest radikaller oksijen (Tablo 2.1.) ve nitrojen kaynakli olabilir (Tablo 2.2.).
Oksijen kaynakli olanlar ROS ve nitrojen kaynakli olanlar reaktif nitrojen tiirleri
(RNS) olarak isimlendirilir. Reaktif oksijen tiirleri arasinda siiperoksit (.O2-),
hidroksil (OH.), peroksil (ROQ.), lipit peroksil (LOO.), ve alkoksil (RO.) radikalleri
sayilabilir. Reaktif nitrojen tiirlerini ise nitrik oksit (NO.) ve nitrojen dioksit (NO-.)

olusturur.

ROS ve RNS diger non-radikal reaktif tiirlere kolay bir sekilde doniisebilir.
Genellikle oksidanlar olarak adlandirilan hidrojen peroksit (H20:), ozon (Os), tekli
oksijen (102), hipoklordz asit (HOCI), nitrik asit (HNO-), peroksinitrit (ONOO), di
nitrojentrioksit (N20s3) ve lipit peroksit (LOOH) ise serbest radikaller arasinda

gosterilmezler. Bu oksidan tiirleri patolojik ve fizyolojik durumlar altinda canlilar
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tarafindan tretilir ve canli organizmada kolaylikla serbest radikal reaksiyonlarina yol

acabilirler (Karabulut vd., 2016).

H20, OH., .02- ve ONOO gibi ROS, normal enerji metabolizmasinin yan {iriinleri
olan oksijenin eksik tamamlanmasindan tiremistir (Saud vd., 2014).  Aerobik
organizmalarda, mitokondri, sitokrom P450 metabolizmasi, peroksizomlar veya
enflamatuvar hiicre aktivasyonu gibi eksojen kaynaklardan hem de endojen olarak

tiretilirler (Sreevalsan vd., 2013).

2.2.1.1. Reaktif oksijen tiirleri

ROS, ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu yoluyla kanserojen fenotipleri
tesvik ederek kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve sag kalimini uyarir (Saud vd. ,

2014). (Sekil 2.1.)

Mitokondri,sitokrom P450

metabolizmasi,peroksizomlar

veya inflamatuar hiicre -DNA iplikgik krnlmasi
aktivasyonu
-Piirin ve pirimidin bazlarin
T oksidasyonu
Endojen
-Genetik kararsizhk
ROS DNA hasari
_ -DNA metilasyonunda
Eksojen degisiklikler

l -Kromozomal karasizlik ve
Toksinlere maruz kalma, sigara anoploidi

icmek,stres, metabolik hastaliklarin

neden oldugu_iltihap,diyet,yasam -GC baz ciftindeki degisiklikler

tarzi faktorleri ve disbiyozis

Sekil 2.1. ROS un DNA iizerindeki etkileri
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ROS aktif oksitlerin ¢ogunlugunu ve toplam oksitlerin %95'inden fazlasini olusturur.
ROS seviyelerinin antioksidanlarla dengesiz oldugu oksidatif stres kosullar1 altinda

ROS; kontrolsiiz ¢ogalma, inflamasyon veya apoptozise yol agan hiicre i¢in zararh

olabilir (Valko vd., 2007)(Kramer vd., 2007).

Bununla birlikte, ROS'un faydali ya da zararli rolii konsantrasyonlarina baghdir.
Belirli bir seviyedeki ROS, DNA hasar1 ve genetik mutasyonlarin indiiklenmesi,
hiicre i¢i sinyal, transkripsiyon aktivasyonu, hiicre cogalmasi, inflamasyon ve
apoptoz gibi hiicre fonksiyonlarmin diizgiin bir sekilde diizenlenmesi i¢in ¢ok
onemlidir ancak makro molekiillere daha yiiksek ROS miktar1 zararlidir (Lachance
vd., 2001)(Valko vd., 2006).

Asirt ROS iiretimi ayn1 zamanda hiicre dongiisli tutuklanmasina, yaslanmasina ve
programlanmis hiicre 6liimiine neden olabilir (Trachootham vd., 2008)(Trachootham
vd., 2009).

Ayrica proteinler ROS'a duyarlidir ve artan serbest radikal iiretiminin sik hedefidir.
ROS, yapisal proteinleri oksitlemekte ve proteolitik sistemi inhibe etmektedir. Bu
gibi reaksiyonlar, protein yapilarinin degigsmesine veya enzim islevlerinin
degistirilmesine yol agar. Ikincisi enzimatik ve baglayici aktivitelerin inhibisyonu,
hiicrelerin artmis veya azaltilmig alimi, DNA tamir enzimlerinin inaktivasyonu ve
cogaltilmig DNA'da hasar gormiis DNA polimerazlarinin giivenilirligini kaybetmesi

gibi genis islevsel sonuglari bir araya getirebilir (Shringarpure vd., 2002).

ROS iiretimi metabolik hastaliklar, diyet, yasam tarz1 faktorleri ve disbiyozis
kaynakli toksinler, sigara, stres ve inflamasyona maruz kalindiginda artar (Pais vd.,
2013). Bu reaktif tiirler; lipidler, karbonhidratlar, proteinler ve niikleik asitler gibi
biyo molekiillerle reaksiyona girebilir ve boylece hiicre islevine miidahale edebilir
(Yung vd., 2006).

Sonug olarak DNA mukavemetine neden olan niikleotid diziliminde bozulma, piirin
ve pirimidin bazlarinin oksidasyonu, genetik istikrarsizlik (Saud vd., 2014) ve DNA

metilasyonunda kromozomal instabilite ve andploidi olusturan degisiklikler meydana
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gelebilir. Bu meydana gelen oksidatif hasar, mutagenez, karsinogenez ve yaglanmaya

katilan ilk adimdir (Slattery vd., 2015)(Sreevalsan vd., 2013).

Notrofiller ve makrofajlar gibi, inflamatuar fagositik hiicreler immiin yanit
olusturmak i¢in oksidaz (NOX) iiretirler. Bu enzim, bakterileri islemek ve 6ldiirmek
icin gerekli ROS'u iiretir. Kanser baglangici sirasinda ROS olusturmadaki roliiniin
yani sira, NOX ayrica epitelyal tiimor hiicresi proliferasyonu ve invazyonunda da
onemli bir rol oynar. Siiperoksit ve H.O. ikinci haberciler gibi hareket edebilir.
Patojenlerle veya spesifik sitokinlerle temas ettiginde, NOX, oksijeni O°-‘e
dontistiiriir, sonra antioksidan enzimlerle siiperoksit dismutaz (SOD) ve daha sonra
H.0O ve O:'den glutatyon peroksidaz (GPX) ve katalaz (CAT) yoluyla H20:'ye
dontistirilir (Juhasz vd., 2009).

HASARLI ENTEROSIT TUMOR HUCRESI
gg Konakgl ve patojenik
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y . NF-kB, NRF2 ..
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Sekil 2.2. Inflamasyon ve oksidatif reaksiyonlar
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Onceden varolan inflamasyon, tiimor baslangicini destekleyen inmutasyonlar ve
epigenetik degisimlere neden olabilir. ROS/RNS, proinflamatuar sitokinler, biiylime
faktorleri ve aktif inflamatuar/immiin hiicreler tarafindan {iretilen prostaglandinler,
mutasyonlar1 ve genomik degisiklikleri baslatir, Bu uyaranlara yanit olarak ¢ogalan
ve hayatta kalan premalign hiicrelerin (hasarli enterosit) ortaya ¢ikmasiyla

sonuglanir.

Boyle bir mikro ortamda malign transformasyonun erken evrelerinde, tiimorle iliskili
makrofajlar (TAM) 1, tiimorle iliskili nétrofiller (TAN) 1 ve T yardimer (TH) 17
lenfositler gibi,inflamatuar infiltrat tipik olarak proinflamatuar bir fenotipi eksprese

eden hiicrelerden olusur.

Bu hiicreler transkripsiyon faktorleri niikleer faktor-B (NF-B) ve sinyal transdiiseri
ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) 3 aktivasyonundan ve ayni zamanda
inflamasyonla iligkili tiimor gelisiminin patogenezinde rol oynayan anahtar olaylari
temsil eden Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat (NADPH), NOX yukari

regiilasyonundan sorumludur.

Dahasi, intestinal mikrobiyota tarafindan Toll-benzeri reseptorlerin (TLR) ve Nod
benzeri reseptorlerin (NLR) aktivasyonu, NF-P ve STAT3 aktivasyonu yoluyla

inflamasyona katkida bulunabilir.

NOX ve mitokondri, hiicre biiyiimesi ve proliferasyonunda rol oynayan 6nemli
molekiillerin yapisal ve fonksiyonel hasarini indiikleyebilen ROS firetimi ve ilgili

oksidasyon tirlinlerinden sorumludur.

Normalde, enterositlerde oksidatif hasar, hiicresel antioksidan savunmalarla,
ozellikle redoks duyarli niikleer faktor eritroid 2 iliskili faktér 2 (NRF2), GSH,
hemeoksijenaz (HOX-1), SOD ve tiyoredoksin (TXN) gibi antioksidan molekiilleri

indiikler.

Tersine, hiicreler malign fenotip (tiimdr hiicresi) aldiginda, artan antioksidan tepkisi
ve yiiksek oranda antioksidan {iretimi, onlarin ilerlemesini ve yayilmasini

kolaylagtirir.
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Ozellikle, bu kanser asamalarinda, esas olarak farkli biiyiime faktorlerini ve timor
sag kalimini ve invazivligini slirdiiren proteinazlar1 sentezleyen proteojenik aktivitesi

olan hiicreler (yani, TAM2, TAN2 ve TH1) ile yer degistirmektedir.

Inflamasyon sirasinda ROS iiretimi yoluyla NF-P'nin aktivasyonu, karsinojenezi
destekleyebilir. Aktive edilmis NF-B ile tiimor hiicreleri, kemoterapdtiklere karst

direng¢ kazanirlar; NF-a'nin etkisiz hale getirilmesi, bu ajanlara karsi duyarliliklarini

arttirrr (Berardi vd., 2012).

NRF2'nin, tiimdrijenezde ikili bir rol oynadig: diisiniilmektedir. Bir¢ok rapor, NRF2
aktivasyonunun, Ozellikle de en erken asamalarda birgcok malign tiimorde
karsinojenezi baskilayabildigini gostermektedir. Bununla birlikte, malign tiimoérlerde
NRF2'nin siirekli aktivasyonu ortaya ¢ikar. NRF2 ayrica, kanser hiicrelerinde redoks
dengesini koruyarak ve antioksidanlar olusturarak kanser hiicresi proliferasyonunu

ve tiimor olusumunu destekleyebilir.

GSH sentezinin artmasi, kanser hiicresi proliferasyonunu hizlandirmada NRF2'nin
bir baska 6nemli etkisidir. Ozellikle, NRF2, NF-yB'yi inhibe ederek enflamasyona
karst korumaya katilabilir (Kim vd., 2010). Tersine, NF-BB'nin inflamasyon
sirasinda oksidatif stresin bir sonucu olarak NRF2'yi aktive edebilecegi de

diistiniilebilir (Guina vd., 2015).

2.3. Antioksidan Savunma Sistemi

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlari Onleyen, serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere; antioksidan adi verilir

(Elliott, 1999).

Antioksidan enzimler yolu, ROS’un neden oldugu hasarin onariminda rol oynayan en
onemli yoldur. Ayrica tiimor hiicrelerinin biiyiimesi ve invazivitesi ile iligkili gesitli
metabolik ve molekiiler siireclerle ilgilenmektedirler. Antioksidan aktivitesini
arttirarak oksidatif strese karsi koymak, ROS'un zararli etkilerini geciktirmenin

potansiyel olarak etkili bir aracidir (Goldstein vd., 2014)(Mazzola vd., 2016).
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ROS'un iiretimi ve c¢ikarilmast arasindaki dengeyi kontrol etmek icin (Sekil 2.3.),
gesitli DNA onarim enzimleri bulunur, antioksidanlar hiicrelerin radikallerden

korunmasinda daha spesifik ve etkilidir.

5

Antioksidanlar

@
Cytokines
Growth|Chemo- Radia-
Fi therapy | tion

Prooksidanlar

Sekil 2.3. Pro-oksidanlar ve anti-oksidanlar arasindaki
dengenin modeli (Yi Zhang vd.,2011)

Antioksidan savunma sisteminin toplu olarak ¢alisan sayisiz antioksidandan
olugmaktadir. Antioksidanlar birincil (SOD, CAT, GPX, glutatyon rediiktaz (GR)) ,
ikincil (E vitamini, vitamin C, beta-karoten, iirik asit, bilirubin ve albumin) ve
liclinciil (serbest radikal tarafindan hasar gormiis biyomolekiiller) savunma

elementleridir (Valko vd., 2007).

Organizmay1 zararli pro-oksidanlara karsi korumak, enzimatik antioksidanlarin
(6rnegin SOD, GPX, GR, CAT)ve enzimatik olmayan antioksidanlarin (GSH,
vitaminler C ve D) kompleks bir sistemidir (Sies, 1991). (Sekil 2.3.)
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Sekil 2.4. Reaktif oksijen tiiriiniin ¢esitli aktivatorlerinin ve
inhibitorlerinin sematik gdsterimi (Reuter vd., 2010)
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2.3.1. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Ikincil antioksidanlar; oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarini
kiran glutatyon, selenyum, C vitamini, E vitamini, iirik asit, bilurubin ve polifenoller

gibi bilesiklerdir (Ou vd., 2002).

GSH, hiicreler tarafindan iiretilen ve serbest radikaller ve peroksitler gibi ROS'lardan
korunmaya yardimc1 olan bir tripeptid ve baslica endojen antioksidantir (Pompella

vd., 2003).

ROS ve elektrofilik kimyasallarin DNA'ya zarar verebilecegi ve GSH'nin bu tiir
hasara karsi koruyabilecegi simdi iyi bir sekilde belirlenmistir (Valko vd.,
2007).GSH, ayn1 zamanda, karsinojenleri faz II metabolizmasi ve bu kimyasallarin

hiicreden daha sonra ihracati yoluyla dogrudan detoksifiye edebilir.

Diger taraftan, kanserli hiicrelerin ve kati tlimorlerin ¢esitli tiplerinde yiikselmis GSH
seviyeleri gozlenir ve bu, bu hiicreleri ve dokular1 kemoterapiye daha direngli hale

getirme egilimindedir (Estrela vd., 2006).

GPX, substrat olarak GSH kullanilarak lipid hidroperoksitler de dahil olmak tizere
hidroperoksiti azaltabilen baska bir enzim grubudur. Glutatyon di siilfitin (GSSG)
oksitlenmis formu yine spesifik enzim GR tarafindan azaltilir (Zhang vd., 2011).

2.3.1.1. Selenyum

CRC; genetik, epigenetik ve c¢evresel faktorlerin bir kombinasyonundan
kaynaklanmaktadir (Lamprecht vd., 2003). Diyet, CRC gelismesinde énemli bir rol
oynamaktadir ve bir¢cok biyolojik mekanizma mikro besinler ile azalmis CRC riski

arasinda teorik bir baglanti saglamaktadir (Bruce vd., 2000)(Hill, 1999).

Oksidatif stres, CRC gelisimi ve progresyonunda 6nemli bir rol oynar (Kovacic vd.,
2001), ve serbest radikallerin asir1 liretimi veya yetersiz antioksidan savunmalardan

kaynaklanir (Watters vd., 2007).
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Serbest radikaller doku hasar1 olusturabilecek dengesiz, yiiksek oranda reaktif
oksijen iceren molekiillerdir. Bu nedenle, serbest radikaller ve antioksidanlar
arasindaki denge kritiktir. C vitamini, E vitamini, karotenoidler ve Se gibi ¢ok sayida
besin maddesi, antioksidan 6zelliklere sahiptir (Borek., 2004) ve serbest radikallerin

zararl etkilerine kars1 koruyucudurlar.

Se’nin anti neoplastik etkisi i¢in birka¢ Onerilen mekanizma vardir. Se, GPX’i
arttirarak ve mukozal prostaglandin E seviyelerini diislirerek bir antioksidan gdrevi
gorebilir. Onerilen diger mekanizmalar; lipid peroksidasyonunun inhibisyonu,
peroksit ayrisimi, serbest radikal siipiirme ve molekiiler hasarin onarimmidir.
Selenyum metabolitlerinin  apoptozu arttirdigi  gosterilmistir  (Reddy vd.,
1992)(Lanfear vd., 1994)(Russo vd., 1997).

2.3.1.1.1 Selenyum alimi ve kanser

Se, insan saghi1 i¢in gerekli olan mikro besin maddesidir (Rayman, 2009). insan
viicudunda selenyumun fonksiyonlari, selenosistein amino asidi (Sec) iceren 25

selenoproteinle saglanir (Kryukov vd., 1999)(Kryukov vd., 2003).

Se’in kanser insidansini etkileyebilecegi mekanizma, Se igeren proteinler lizerindeki
etkisidir. Selenoproteinler; hiicrelerin oksidatif radikallere zarar vermesini dnleyen
glutatyon peroksidazla 1 ve 4 (GPx1 ve GPx4), Se'yi dokulara (Burk vd., 2005)
tastyan selenoprotein P (SePP), redoks kontroliinde (Arnér, 2009) ¢alisan tioredoksin
rediiktazlar1 (TR), 15 kDa selenoprotein (Sep15) ve inflamasyonda rol oynayan yeni
bir tioredoksin benzeri proteinler ve selenoprotein S (SelS) ailesinin iyelerini
(Shchedrina vd., 2010) igerirler.

Bu nedenle, selenoproteinleri kodlayan genlerdeki genetik varyasyonlarin, hiicre
koruma mekanizmalarint ve kansere yatkinli§i etkileyebilecegi olasidir.
Selenoprotein genlerindeki birkag SNP’nin fonksiyonel sonuglara sahip oldugu
gosterilmistir. (Meplan vd., 2010)

Bir selenoprotein, sitoplazmik GPX1, hidrojen ve lipid peroksitleri her yerde

eksprese eden ve detoksifiye eden hiicre i¢i selenyum bagimli bir enzimdir. Birgok
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caligma, selenyumun hGPX1 aktivitesini ve ifadesini artirdigim1 gostermistir.
Genellikle, selenyumun bir hiicrenin antioksidan kapasitesini arttirdig1 ve dolayisiyla

hiicre i¢i oksidatif stresi azalttig1 belirtilmistir (Nordlund vd., 2006).

Selenoproteinler énemli enzimlerdir ve insan sagligina olan onemi, selenoprotein

genlerindeki SNP’lerin hastalik riski veya mortalitesi lizerine etkisi ile gosterilmistir.

e 15 kDa selenoprotein (SEP15) = ER'de yer alir; glikoprotein katlanmay1
etkileyebilir.

e Selenoprotein S (SEPS1) ER'de bulunan anti inflamatuar; ER

strese, glikoz metabolizmasina ve insiilin
duyarliligina bagli apoptozdan hiicreleri
koruyabilir.

e Selenoprotein P (SEPP1)

10 adet selenosistein kalintisi igerir;
plazma selenyum durumunun

1yi bir gostergesi icin katkida bulunur.

e Glutatyon peroksidazlar Antioksidan enzimlerin ailesi: hidrojen
peroksit, lipit hidroperoksitler, (GPx4)

fosfolipit ve kolesterol hidroperoksitleri
temizler.

e GPx1 (sitosolik)

Retro viral viriilans1 azaltir;
eksikligi kardiyomiyopatiye neden olur.
(Rayman, 2009)

2.3.2. Enzimatik Antioksidanlar

Birincil antioksidanlar; mevcut radikallerle reaksiyona girerek bunlarin daha zararh

formlara doniismelerini ve yeni serbest radikal olusumunu 6nleyen bilesiklerdir.

Birincil antioksidan kategorisinde SOD, GPX, CAT ve GR yer alir. Bu enzimler
genel olarak serbest radikallerin DNA, proteinler ve lipidler gibi hiicresel bilesenlere

zarar vermesini sinirlandirmak suretiyle bir hiicresel bolgeden digerine gegisini de

onleyebilmektedirler (Diplock, 1998).
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SOD, CAT ve GPX; organizmalar1 oksidatif hasardan koruyan antioksidan
enzimlerdir (Chandrasena vd., 2006). SOD, siiperoksiti hidrojen peroksit haline
dontstiirir. CAT, hidrojen peroksitin su ve oksijene ayrismasini katalize eder,
boylece yiiksek ROS seviyelerinden gelen hiicre hasarini 6nler. GPX'ler, glutatyonun
birlestirilmis oksidasyonu ile organik peroksitleri ve hidrojen peroksiti diisiiren

selenoproteinlerdir (Yung vd., 2006)(Valko vd., 2007).

SOD, CAT ve GPX enzimlerini kodlayan antioksidan genlerin genetik ¢esitliligi,
enzimatik aktivitelerinin azalmasina veya bozulmasina ve ROS detoksifikasyonunun
degismesine neden olabilir. Bu nedenle, hiicreyi ROS'a karsi koruyan enzimler
arasindaki genetik degisiklikler hastalik riskini modiile edebilir (Forsberg vd., 2001).

CAT daha sonra H.O:'nin suya detoksifikasyonundan sorumludur.

2.3.2.1. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon, ¢ogu aerobik organizmanin merkezi redoks ajanidir. Glutatyon peroksidaz
sistemi, GPX enzimi ve GR enzimleri ve kofaktdrler GSH ve indirgenmis NADPH
enzimleri de dahil olmak iizere ¢esitli bilesenlerden olusur. Bu molekiiller birlikte
hidrojen peroksidi etkili bir sekilde ¢ikarirlar. Ug amino asitten olusan GSH, bu
sistemin vazgecilmez bir bilesenidir ve glutatyon transferaz adi verilen; bazi ilaglarin
ve kimyasallarin yami sira diger reaktif molekiillerin hiicrelerden c¢ikarilmasina
yardimct olan bir enzim i¢in bir kofaktoér gorevi goriir. Dahasi, GSH, bazi ROS
(6rnegin, hidroksil radikali) ile etkilesime girerek onlar1 detoks hale getirmenin yani
sira hiicredeki diger kritik faaliyetleri de yerine getirir (Fernandez-Checa vd., 1997).
GSH'nin oksidasyonu ile H20:'nin indirgenmesini katalize eden GPX; ilk olarak
Mills tarafindan  tamimlanmigtir (Mills, 1957). GPX1 kesfedilen ilk memeli
selenoproteini olup, hidrojen peroksitin detoksifikasyonuna ve genis bir organik
peroksit araligina katilan selenyum bagimli bir enzimdir. GPX1'in sitozolik formu,
bir bagka sitozolik formu olan GPX2 (Chu vd., 1993), plazma bazli GPX3
(Takahashi vd., 1990) ve fosfolipid hidroperoksidaz GPX4 (Maiorino vd., 1991)
igeren selenyum bagimli peroksidazlardan bir ailenin {iyesidir (Ratnasinghe vd.,
2000).
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Gilinzler ve ark. GPX1'in (Giinzler vd., 1984)amino asit dizisini belirledigini,
Chambers ve ark. Fare GPX' de ki selenosistein kalintisinin bir durdurma kodonu

tarafindan kodlandigin1 goéstermistir (Chambers vd., 1986).

Selenosistein igeren redoks enzimlerinin bir ailesi olan glutatyon peroksidazlar, ROS
sinyal, immiino modiilator ve zararli etkilerini dengelemek icin G6nemli rol
oynamaktadir. Glutatyon peroksidazlarinin katalitik triadinda bulunan selenosistein,
glutamin ve triptofan kalintilariyla hidrojen bagiyla optimize edilir ve aktivitesini
arttirir ve GPX1 gibi belirli glutatyon peroksidazlarinda antioksidan aktivite saglar
(Barrett vd., 2013).

GPX’ler, hiicreleri hidrojen peroksit ve indirgenmis glutatyonla genis bir organik
peroksit araligina indirgeyerek oksidatif hasara karst hiicre savunma

mekanizmalariyla iliskilendirmistir (Cohen vd., 1963)(Flohe, 1988).

H20.'nin yam sira, enzim ¢esitli organik hidroperoksitlerin indirgenmesini de katalize
edebilir (Little vd., 1968). GSH’in sadece hiicresel bilesenleri H20. toksisitesinden
korudugu degil ayn1 zamanda lipit hidroperoksitleri parcalayarak yapisal lipidlerin
oksidasyonunu 6nledigi ve bunun da lipid peroksidasyonunun engellenmesine neden
oldugu bildirilmistir (Awasthi vd., 1979).

Insan GPX1 genindeki islevsel polimorfizmler, artmis akciger kanseri ve olasilikla
diger organlarin kanseri riskiyle iligkilidir. Spesifik GPX1 alleli ile baglantili bir
kanser riskini gosteren verilere ek olarak, GPX1 lokusundaki heterozigotluk kaybi1
(LOH), kanser gelisiminde ortak bir olay olarak gosterilmistir (Moscow vd., 1994).

Alel kaybi, hiicrenin GPX1 aktivitesinde, zayiflatilmis antioksidan savunmada veya
etkilenen sinyal yollarindaki degisikliklerle sonuglanarak geri kalan alelde resesif
gecisli bir mutasyonun ortaya ¢ikmasina veya kanser tesvik edilmesine neden olabilir

(Hu vd., 2005).
CRC'ye duyarliligi etkileyebilecek genetik faktorler {izerine yogunlagilmistir

(Slattery vd., 2012). Antioksidatif koruyucu sistemle iligkili genlerde birkag tek

niikleotid polimorfizm (SNP) bulunmustur. Selenoproteinler, selenosisteine dahil
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olan yaklagik 25 protein grubu igerir ve bunlar, oksidatif strese karsi1 ¢esitli koruyucu
mekanizmalara dahil edilmistir. Ornegin, GPX antioksidan enzimi, redoks
kontroliinde TR fonksiyonu, SePP dokulara selenyum tasir ve SelS katlanmamis

protein tepkisinin giderilmesinde rol oynamaktadir (Meplan vd., 2010).

2.3.2.1.1. Glutatyon bagimh GPX' in enzimatik mekanizmasi

Enzimatik reaksiyonlar araciligiyla serbest radikalleri yakalamak i¢in gdrev yapan
hiicresel antioksidanlardir. Bir tripeptid olan glutatyon, serbest radikallerin yikici
etkilerini Onleyen veya azaltan transferazlar, peroksidazlar gibi bir¢cok enzimin
substratt olarak gorev yapmaktadir. Glutatyonun, biyolojik membranlart lipid
peroksidasyonuna karst koruma mekanizmasi, enzimatik olarak gerg¢eklesmektedir
(Di Mascio vd., 1991). Aktivitesi i¢in Se mineraline ihtiya¢ duyan GPX enzimi,
glutatyonun  indirgenmis  formunu (GSH), oksitlenmis hale (GSSQG)

doniistiirmektedir.

GSHPx

2GSH+H:0: _ GSSG+2H:0

Glutatyon ayn1 zamanda hiicre ig¢inde tekli oksijen (*Oz), siiperoksit anyonu (-O: -),
hidroksi (-OH) radikalleri gibi bir¢ok zararli oksidanla enzim katalizi olmaksizin da

reaksiyona girmektedir (Larson, 1988).

Hidroperoksitlerin GPX katalizli indirgeme mekanizmasi (Sekil 3.1.)

(1)  Hidroperoksit, GPX tarafindan saldirtya ugramadan 6nce glutatyonile degildir.
(1)) Ara madde olarak oldukga reaktif bir selelenik / siilfenik asit olusur.

(111)) Modifiye edilmis enzimin rejenerasyonu, indirgeyici yarit reaksiyonda iki

basamak gerektirir (Flohé vd., 1972).
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Sekil 2.5. GPX katalizinin modeli

Aktif bolge, protondan arindirilmis bir selenosistein veya sistein kalintisi igerir.
Indirgeyici yarim reaksiyon iki kisimdan olusur. Oksidatif yar1 reaksiyonun sonunda
konformasyonel bir degisim meydana gelebilir. Bir glutatyon baglayici sistenin
varlig1 ve bilesimi, GPX izoformuna biiyiik 6l¢iide baglidir ve bu nedenle, tahmin
edilen her iki bdlgede soru isaretiyle belirlenir. (alternatif olarak, GSH1 ve GSH2
ayrica bazi baglanma artiklari igin de yarigabilir) (Deponte, 2013).
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Gerec

3. 1. 1. Secilen Orneklerin Tanimi

Laboratuvar ¢alismalar1 Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma

Enstitiisii’'nde yapilmistir.

Calismada 6rnek olarak iki grup kullanilmistir. Tk gruba kendisinde tiimér bulgusu
olmayan ve ailesinde kanser tanist olmamasi tercih edilen 99 birey kontrol grubu

olarak dahil edilmistir.

Diger grup icin, istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi’nde kolorektal kanser
tanist alan 90 birey ele alinmistir. Tanisi konan bireylerin 6rnek alimlari ilgili

klinikte gerceklestirilmistir.

3. 1. 2. Cahismada Kullanilan Cihazlar

e Buzdolab1 (+4 Beko)

e Derin dondurucu (-20 Ugur)

¢ Distile su cihazi (Millipore)

e Hassas terazi (Scaltec)

e Vortekskaristiricispin (Biosan)

e Spektro fotometre (NanoDrop2000)

e UV- goriiniir alan spektrofotometresi (Maestro Gen NanoDrop)
e Pipet takimi (Gilson)

e PCR cihaz1 (BioRad)

e Elektroforez sistemi (Labnet)

e Mikrodalga firin (Philco)

e Giic¢ kaynagi (Apparatus)

e UV transilluminator (Kodak Gel Logic 100 ImagingSystem)
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e Isiblogu (Biosan)

3. 1. 3. DNA Izolasyonunda Kullamlan Kimyasal Maddeler

e Agaroz (invitrogen MBG)

e Amonyum asetat (Sigma A-8920)

e  Amonyum kloriir (Sigma A-5666)

e Borik asit (Sigma B-6768)

e Bromfenolblue (Sigma B-6896)

e DNA marker (Fermentas)

e EDTA (Merck K-90602121)
e Etanol (%99 Merck)

e EtidyumBromid (Sigma E-8751)

e Hidroklorik asit (% 37 Merck K-13190114)
e izopropanol

e Potasyum bikarbonat (Merck K-126223552)
e Potasyum hidroksit (Sigma P 1767)

e Primerler (invitrogen)

e Proteinaz K (invitrogen)

e Sodyum dodesil (lauryl) stilfat (Sigma L-5750)

e Sodyum hidroksit (Merck C754962)

e Sodyum kloriir (Carlo Erba 368257)
e Trizmabaz (Sigma T-1503)

e Tagpolimeraz (Intron)

e 100bp marker (Intron)

3. 1. 4. DNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler
3. 1. 4. 1. Eritrosit parcalama tamponu (LysisBuffer)

8.7 gram amonyum kloriir (NH4Cl), 1 gram potasyum bikarbonat (KHCOs3), 200 pn

10.5 M etilen diaminetetra asetat (EDTA)’in miktarlar1 ayarlandi ve erlen igerisine
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900 mililitre distile su eklenerek ¢ozeltinin pH’s1 1N sodyum hidroksit (NaOH) ile
7.4’e ayarlandi. Ardindan erlene aktarilarak 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15

dakika otoklavlanan ¢ozelti, +4°C” de muhafaza edildi.

3. 1. 4. 2.0.5 M Disodyumetilendiaminteraasetat ( EDTA) (ph8.0)

186 gram EDTA tartildi, behere aktarildi ve 800 ml distile su ilave edildi. Manyetik
karigtirict ile ¢oziindiiriilerek, pH’st NaOH c¢ozeltisi ile 8.0’e ayarlandi1 ve distile

suyla 1 litre olacak sekilde tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavland1 ve sterilize
edildi.

3.1.4.3. 4 M Sodyum Kloriir (NaCL)

233 gram NaCl tartilip, erlene alindiktan sonra tizerine 800 mililitre distile su eklendi
ve manyetik karistirici ile ¢oziinmesi saglandi. Hacmi 1 litreye tamamlanarak, 120°C

’de 15 dakika otoklavlandi ve sterilize edildi.

3. 1. 4. 4. Lokositleri par¢alama tamponu (WBL)

25 mililitre 4 M NaCl ve 50 mililitre 0.5 M EDTA beher icerisinde 1 litre olacak
sekilde ayarlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanip sterilize edilerek, oda 1sisinda

muhafaza edildi.

3.1.4.5. 1 m Tris tamponu

121 gram miktarinda tartilip behere alinan Tris baz igerisine 42ulHCI ve 800
mililitre kadar distile su ilave edilerek manyetik karistirici araciligiyla ¢oziinmesi
saglandi. Sonrasinda erlene aktarilip 1 litreye tamamlanarak 120°C’de 15 dakika

otoklavlanip, sterilize edildi.

3.1.4.6. 9.5 m Amonyum asetat

73 gram amonyum asetat tartilip behere alind1. igerisine 80 mililitre distile su ilave
edilerek manyetik karigtirict yardimiyla ¢dziinmesi saglandi. Ardindan distile su ile

100 mililitreye tamamlanip, sterilize edildikten sonra +4°C’de muhafaza edildi.
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3.1.4.7. %10’luk Sodyum dodesil siilfat (SDS)

10 gram SDS tartilip beher icine alindiktan sonra igerisine 80 mililitre distile su
eklendi. Manyetik karistiric1 aracilifiyla ¢oziinmesi saglanip, pH’s17.2’ye ayarlandi.

Sterilize edilerek ve oda 1sisinda muhafaza edildi.

3.1.4.8. Proteinaz K (20 mg/ml)

20 miligram Proteinaz K tartilip steril tiip icerisinde steril distile su kullanilarak

hacmi 1 mililitreye tamamlandiktan sonra -20 °C’de muhafaza edildi.

3.1.5. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullamlan Cozeltiler

3.1.5.1. Agaroz jel yiikleme tamponu (5x)

20 gram Ficoll 400, 1 gram SDS, 0.2 mililitre 0.5 M , EDTA, 1 mililitre 1M Tris (pH
8.0), 200 miligram Brom fenol blue, 200 miligram xylenecyanol tartildiktan sonra

steril distile su kullanilarak hacmi 100 mililitreye tamamlanip, oda 1sisinda muhafaza

edildi.

3.1.5.2. Etidyum bromiir (10 mg/ml)

1 gram Etidyum bromiir tartilip steril distile su kullanilarak hacmi 10 mililitreye

tamamlandi.

3.1.5.3. 5x Tris-borik asit-edta (TBE)

54 gram Trisbaz ve 27,5 gram borik asit tartilarak behere alind1. Igerisine 20 mililitre
0.5 M EDTA (pH 8.0) ve 800 ml distile su eklenerek manyetik karistiric1 kullanilarak
¢ozlinmesi saglandi. Hacmi 1 litreye tamamlandiktan sonra 120°C’de 15 dakika

otoklavlanip sterilize edilerek oda 1sisinda muhafaza edildi.
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3.2. Calismamizda Kullanilan Laboratuvar Yontemleri

Calismaya dahil olan bireylerden izin alimarak EDTA’l1 ve kuru tiip icerisine 10
ml’lik kan ornekleri alinmistir. Periferik kanlar EDTA’l1 tiiplere alindiktan sonra
numaralandirilarak, listelenmistir. Ardindan DNA izolasyonu yapilip, DNA’nin
saflig1 belirlenerek DNA konsantrasyonlart bulunmustur. izole olan DNA
orneklerinden GPX genlerindeki polimorfizmleri belirleyebilmek igin, polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilip, kisitlama parg¢asi uzunluk polimorfizmi
(RFLP) yontemi ile varyasyon tespit edilmistir. Kuru tiliplerin igerisindeki kan
orneklerinden santrifiijleme yontemi kullanilarak serum elde edilip -40 °C’de
muhafaza edilmistir. Olgulara ait genotip ve allel dagilimlarinin saptanmasi ve
biyokimyasal parametrelere ait istatistiksel analizler yapilmistir. Elde edilen verilerin

hastalik gelisimi a¢isindan risk olup olmadiklar1 belirlenmeye ¢alisilmistir.
3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Steril EDTA’l1 tiiplere 10 ml periferik kan 6rnegi alindi. Falkon tiipe konulup 1:3
oraninda (30 ml) eritrosit par¢alama ¢ozeltisi ile muamele edilip, karistirildiktan
sonta +4 °C’de 15 dakika bekletildi. +4 °C’den alinan Ornekler silipernatant
kisimlarinin atilmasi i¢in 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve pelletler tam
olarak siispanse edildikten sonra bir kere daha 15-20 ml eritrosit pargalama ¢6zeltisi
ilave edildi. +4 °C’de 15 dakika muhafaza edilen 6rnekler, 1500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek siipernatant kisimlar1 atild1 ve siispanse edildi. Pellet {izerine 500 pl
%10’luk SDS, 75 plproteinaz K (20mg/ml) ve 9.4 ml 16kosit pargalama ¢ozeltisi
(WBL) ilave edildi. Iyice kangtirilarak 56 °C‘de bir gece inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra tiip icerisine 1 ml 6rnek icin 0.37 ml ayarlayarak 9.5 M
amonyum asetat ¢ozeltisi ilave edildi. Tiip giizelce karistirildi ve 3000 rpm’de 25
dakika santrifiij edilmesi sonucu proteinlerin ¢okmesi saglandi. Karigim santrifiij
edildikten sonra siipernatant kismi steril ependorf tiipe alindi ve 2 kati miktarda
%99’ luk saf alkol ilave edilerek, DNA’nin yogunlagsmasi gozlendi. Yogunlasan DNA
alkol yiizeyine ¢ikti ve mikro pipet ucuyla ependorf tiipe aktarildi. DNA %70’lik
alkol ile yikandiktan sonra Tris-EDTA ¢ozeltisinde c¢oziindiirilip +4 °C’de
muhafaza edildi.
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3.2.2. DNA Konsantrasyonu (OD260 X 50pg/ml) ve Safhigmin Olciilmesi

UV spektrofotometresi ile belirlenebilmektedir. 260 nm ve 280 nm dalga
boylarindaki ol¢iimler ile DNA’nin saflik derecesi ve konsantrasyonu ol¢iildii. 260
nm’deki ol¢iimde ¢ift iplik¢ikli DNA icin absorbans karsiligt 50 ug / ml’dir ve 1
optik dansite (OD) degerindedir. (Sambrook, Fritsch, ve Maniatis. 1989)

DNA orneklerinin safligt OD260 / OD280 formiilii ile hesaplandi. Saf DNA i¢in
kabul edilen absorbans oran1 OD260 / OD280; 1.8 dir. Absorbansin 1.8’e yakinlig1
arttikga DNA’nin verimi yiikselir. Mevcut olan fenol veya protein kontaminasyonu;
degerin 1.8’den kiiciik olmasina neden olacaktir. Deger 2’den biiyiik ise ribo niikleik

asit RNA kontaminasyonu s6z konusudur.

3.2.3. GPX Gen Polimorfizmlerinin PCR-RFLP Yontemi ile Saptanmasi

Calismada GPX gen bolgesi i¢in kullanilan spesifik primerlerin dizisi asagidaki

gibidir. Uluslararasi kaynaklarda onaylanmis primer dizileridir.
GPX ileri Primer: 5 AAGGTGTTCCTCCCTCGTAGGT’3
GPX Geri Primer: 5 CTACGCAGGTACAGCCGCCGCT’3

3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nda Kullamlan Kimyasal Maddeler ve

PCR’nin Hazirlanisi

DNA 6rneklerinde GPX geni 252bg¢’lik gen bdlgesinin PCR yontemi ile cogaltilmasi
saglandi. Reaksiyon hacmi 25 pl ayarlanacak sekilde, tablo 3.1°de verilen oranlarda
sirastyla 0.2 ml’lik steril tiipe bilesenler ilave edildi. Olas1 pipetleme hatalari
diisiintilerek c¢alisilacak 6rnek sayisindan iki tane fazlasi olacak sekilde reaksiyon

karisimi hazirlandi. Bilegenlerin iyice karigsmasi i¢in tiipe vorteks ve spin uygulandi.
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Tablo 3.1. PCR Karisimimin Hazirlanmasi

MALZEMELER KULLANILAN HACIM
dH20 16,7 nul
10x buffer 2,6 ul
MgClI 1,7 ul
Dntp 1,5 ul
GPx Primer L5 ul
Taq i-star 0,1 ul
DNA 1 ul

Uzerlerinde 6rnek kodu yazilan 0.2 ml’lik PCR tiiplerine 24 ul olacak sekilde
karisim dagitildi. Daha sonra sirasiyla her tiipe 1 plgenomik DNA eklenerek
pipetleme yapild1 ve tiipler teker teker vorteks ile karistirilarak, karigimin tliplin
dibinde olmasi saglandi. Oncesinde 95°C sicakliga ayarlanmis PCR cihazina érnekler

yerlestirildi ve PCR islemi baslatildi.

Tablo 3.2. GPX geni PCR Cogalma Kosullar:

°C Siire
95 5dk
94 45 sn
61 45 sn
72 45 sn
72 5 dk
4 0
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3.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ile Kontrolii
3.4.1. %2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi:

* 5 gr agaroz hassas terazide tartilarak erlen icerisine alindi ve hacmi 200 ml’ye
ayarlanacak sekilde 1X TBE tamponu eklendi. Mikrodalga firinda yaklasik 2 dakika
1sitilarak jel eritildi.

e Ilik hale gelen jel igerisine 4,5 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) eklendi ve
karistirildi.

* Jel hazirlandiktan sonra elektroforez kabina dokiildii ve tarak yerlestirilerek

donmaya birakildi.

* Donan jelden tarak ¢ikarilarak elektroforez tankina yerlestirildi.
3.4.2. PCR Uriinlerinin Jele Yiiklenmesi ve Kontrolii

* Jeli 2-3 ml asacak sekilde 1X TBE tamponu jel iizerine ilave edildi.

* PCR friintine, 10 pl ylikleme tamponu eklendikten sonra pipetleme islemi
uygulanarak karigmast saglandi. 7ul’lik 6rnek ve 1 pl boya karistmi kuyulara
yiiklendi. Marker tiiplerine 3,5 pl kadar da marker konuldu. Yiikleme sonrasi tankin
kapagi kapatilarak 170 volt 500 miliamper akimda 30 dakika jel yiiriimeye birakildi.
Elektroforez islemi sonras1 UV 151k altinda (304 nm dalga boyunda) jelin fotografi

¢ekilerek PCR iirtinleri incelendi.

3.5. GPX Geni PCR Uriiniinde RestriksiyonFragment Uzunluk Polimorfizmi
(RFLP) Yonteminin Uygulanmasi

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

saptanmasi1 amactyla kullanildi. Apal enziminin tanidig1 dizi ve kesim yeri:
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5°...GGGCCVYC...3’

3°...CACCGGG...5

Sekil 3.1. Apal Restriksiyon Enzimine
ait Kesim Tanima Bolgesi

Primerle ¢ogaltilan genin PCR {iriinlerinin Apal enzimi ile kesimi gergeklestirildi.

Kesim agamasi i¢in enzimin optimum sicaklig1 olan 37 °C’de 16 saat beklenmistir.

Tablo 3.3. Apal Enzimi Kesim Protokolii

Kimyasallar Kullanilan Hacim
Per iiriinii 8,5 nl
dH:0 4,5 nl
10XBuffer 1,5 pnl
Kesim Enzimi (Apal) 0,5 nl

3.5.1. Enzim Kesim Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforez Yéntemi ile Kontrolii

%?2’lik agaroz jel hazirlandiktan sonra kesim friinlerinden 7 pl ve yiikleme
tamponundan 1 pl almip karistirllarak %2’°lik agaroz jeldeki kuyulara yiikleme
yapildi. Kesim {riinleri 50 bg¢’lik DNA molekiiler markerla beraber yiiriitiildii.

Yiiriitme asamasindan sonra jel tizerindeki bantlar, UV 1s1k altinda incelendi.

3.5.2. Apal Enzim Kesim Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Gozlemlenecek olan PCR bant biiyiikligi 192 bp olacaktir. Apal enzimiyle kesim
sonrasinda yalnizca 192 bg’lik bant gozlendiginde TT (homozigot mutant genotip),
192, 122 ve 70 bg’lik bantlar gozlendiginde CT (heterozigot mutant genotip), 122 ve
70 be¢’lik bantlar gozlendiginde ise CC (homozigot dogal genotip) olarak
degerlendirildi.
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PCR kesim bantlarina ait genotipler ve bant biiyiikliikleri Tablo3.4.’te belirtildigi
gibidir.

Tablo 3.4. GPX genine ait DNA par¢alarimin kesim bantlarina ait genotipleri

Kesim Enzimi Bantlar Genotip
192 bp TT

Apal 192,122, 70 CT
122, 70 CcC

3.6. Selenyum Ol¢iimiinde Kullanilan Yéntem

Selenyum tayini icin atomik absorbsiyon spektroskopisi yontemi kullanildi.
Oncelikle hasta ve kontrol gurubundan alinan kanlar 3000rpm’de 5 dk santrifiij edilip

serumlarina ayrilarak, ¢alisma boyunca -80°C derin dondurucuda muhafaza edildi.

Selenyum  miktar tayininde  Thermo  Scientific ~ Atomik  Absorbsiyon
Spektrofotometresi ve Ol¢iimii yapilacak elemente uygun ’Se’” lambasi kullanildi.
Kalibrasyon degerlendirmesinde bakir standardi referans kabul edildi. 3,5 mg/L

(ppm) bakir standardr 0,4 A vermektedir.

Cihaz caligma prensibi olarak, temel seviyedeki elementlerin UV-goriiniir kistmdaki
monokromatik 1sinlart Lambert-Beer yasasina gore absorblamasina dayanmaktadir.
AAS’de, ornek sulu ortamda ¢oziildiikten sonra, bu sivinin aerosola doniistiiriilecegi
havali bir nebiilazor araciligiyla aleve piiskiirtiiliip, kaynaktan gelen 1s1n demetinin
etkisine birakilir. Isig1 absorplayan atomlarda temel seviyedeki elektronlar, kararsiz
uyarilmig enerji seviyelerine gegerler ve absorpsiyon miktari, temel diizeydeki atom

sayisina bagli olarak degismektedir.
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3.6.1. Antioksidan Kapasite Tayin Yoéntemi

3.6.1.1. Atomik Absorbsiyon Spektroskopisi Yontemi

Atomik absorbsiyon spektrometrisi(AAS), eser miktardaki elementlerin kantitatif
analizinde siklikla tercih edilen bir yontemdir. Isik enerjisinin atomlar tarafindan
absorplanmasini inceler. Spektroskopi; atomlar, molekiiller veya diger kimyasal
maddeler tarafindan absorplanmis, dagitilmis (sagilmis) ve disartya yayimlanmis

elektromagnetik radyasyonun (1sin1m) dl¢liimii ve yorumlanmasidir.

AAS cihaz1 iki farkli teknik ve {i¢ farkli modda calisabilir. En basit teknik alevli
atomik absorbsiyondur. Ppm (milyonda bir) seviyelerinde analiz imkani vardir.
Grafit firinlt AAS (GFAAS) diger modudur. Diisiik ppb (milyarda bir) seviyelerinde
analizlere yoneliktir. Digeri, hidriir tekniginin kullanildigi Hidriir olusumlu AAS
(Hydritegeneration AAS) cihazidir. Yalnizca ugucu ve hidriir olusturabilen
elementlerin analizinde kullanilabilir ve diisiik ppb analizleri i¢in uygundur. Alevli

ve grafit firinli AAS de numunenin atomize edildigi boliim farklidir.

Sistemin prensibi, metale 6zgli oyut katot lambasindan {iretilen 15181, atomize
edilmis numune tarafindan absorblanmasi ve sayica azalmis 151k demetinin dedektore
ulagtirilarak aralarindaki oranin yazilim sayesinde yapilan hesaplama ile sayisal

degere donilismesidir. Beer-lambert yasasi cihazin ¢alisma prensibini belirler.

Atomik absorbsiyon spektrofotometreleri; Analiz elementinin absorplayacagi dalga
boyunda 1s1ma yapan bir 151n kaynagi, Ornek ¢ozeltisi icindeki analiz elementini
atomlaria ayiran bir atomlastirici, calisilan dalga boyunu diger dalga boylarindan

ayiran bir monokromator, 1sin siddetinin 6l¢iildiigii dedektor kisimlarindan olusur.

Atomik absorpsiyon spektrofotometresinde tayin edilen elementlerin absorpsiyon hat
genisliginden daha dar emisyon spektrumu veren 1sin kaynaklari kullanilmalidir.

Aksi halde hassasiyeti diisiiren diisiik absorbans degerleri elde edilir.

Bir atomlastiricinin (absorpsiyon hiicresinin) en dnemli gorevi, bir ornekte termal

seviyede bulunan iyon ve molekiillerden analiz edilecek elementin atomlarini
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olusturmaktir. Isin kaynagindan gelen emisyon atomlastiricidan gecirildiginde bir
kismi1 termal ayrisma sonucu olusturulan atomlar tarafindan absorblanir. Bu nedenle
AAS’de bir analizin basarisi, atomlasmanin etkinligine baghdir. Atomlastiricilar
genel olarak; alevli, elektrotermal, hidriir, soguk buhar olmak iizere dorde ayrilir

(Welz, 1999).

Monokromatoriin esas gorevi tayin elementinin rezonans hattini, oyuk katot
lambasimin yaydig1r diger hatlardan ayirmaktir. Monokromatorler, giris ve ¢ikis
olarak iki yarik, dalga boyuna ayirma bileseni ve yardime1 optik bilesenlerden olusur.
Giris ve ¢ikis yariklari, 151n kaynagindan ¢ikarak monokromatdre giren ve dedektor
tizerine diisen 151n oranini kontrol eder. Genis giris yarig1 kullanilabildiginde 151
enerjisinin daha biiyiikk miktar1 dedektore ulasir. Bu durumda giiriiltii, sinyale oranla
kiigiildiiginden sinyal kararlidir, kesindir ve diisiik derisimler 6l¢iilebilir (Welz vd.,
1985).

Dedektorler 1s1n kaynagindan gelen 1ginin giddetinin dlgiilmesi amaciyla kullanilan
bilesenlerdir. Isig1 elektrik sinyaline doniistiiriirler. Bir dedektoriin, 1s18a karsi
duyarli olmasi, 151n siddeti ile dogru orantili bir sinyal iiretmesi, lizerine diisen 1513a
cevap verme yani sinyal iiretme siiresinin kisa olmasi, kararli olmasi ve tretilen
elektriksel sinyalin yardimci devrelerle cogaltilabilmesi gibi 6zelliklere sahip olmasi

istenir (Murat vd., 2006).
Hazirlanan standartlar insan serumu i¢indeki minimum ve maximum miktarlar i¢ine

alacak sekilde hazirlanir. Standart ¢ozeltiden faydalanarak cizilen standart egrisinden

ornegin absorbans degeri igin gozlenen deger okunarak konsantrasyon bulunur.
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4. BULGULAR

4.1. GPX1 - 198 C/T Polimorfizmi PCR Uriinlerine Ait Bulgular

PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra incelendi. Agaroz jelde GPX1
gen varyasyonunun belirlenmesi i¢in 192 bg¢’lik spesifik PCR fiirliniine ait bantlar

olustugu gozlendi ve PCR firlinleri Apa-I enzimi kullanilarak kesim islemi yapildi.

Sekil 4.1. RFLP sonrasi GPX-1 genine ait DNA pargalarinin agaroz
jeldeki goriintii semas1 (MBI Fermentas 100 b¢ DNA marker)

4.2. RFLP Yontemi Apal Enzim Kesimi ile GPX-1 Kesim Bantlarina Ait
Bulgular

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

100 bc

Sekil 4.2. Apal enzim kesimi sonucunda iiriinlerin
%3’ ik agaroz jeldeki goriintiisii
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4.3. Istatistiksel Analiz Sonrasinda Elde Edilen Bulgular

Calismamiza dahil edilen kolon kanserli hasta ve kontrol grubuna ait 6zellikler Tablo
4.1.’de verilmistir. Buna goére hasta ile kontrol grubu arasinda yas ve cinsiyet
parametreleri agisindan istatistiksel anlamlilik mevcut degildir. Yas parametresine
gore yapilan degerlendirme sonucunda kontrol grubunun yas ortalamasi 57,34 +

12,71 hasta grubunun yas ortalamasi 61,66 =+ 13,73 seklinde bulunmustur.

Kolon kanserli hastalarin serum selenyum diizeyleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; kolon kanserli hastalarda serum Se diizeyleri (73,50 + 17,61)
kontrol grubuna gore (58,45 = 19,36) daha yiiksek oranda tespit edilmis olup, aradaki

fark ileri diizeyde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,001).

GPX gen polimorfizminde, kolon kanserli hastalarda anjiyolenfatik invazyon
varliginda hastalarin (%12,1) TT genotipi tasidigi gozlenirken, anjiyolenfatik
invazyon goriilmeyen hastalarin hi¢birinde TT genotipine rastlanmamistir. Aradaki

fark ileri diizeyde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,016).

Miisindz komponent varliginda, CC genotip tasima frekanst hastalarda (%43,8)
olarak tespit edilirken, miisindz komponent yoklugunda bu deger (%20,3) olup,
yaklasik 2 kat daha diisikk bulunmustur. Aradaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p=0,0048, OR:2,158, %95CI:1,055-4,417).

GPX gen polimorfizmi sonuglari degerlendirildiginde CC, TT, CT genotip
frekanslar1 hasta grubunda sirasiyla %24,4, %4.,4, %71,1 ve kontrol grubunda %21,2,
%30,3, %48,5, olarak gbzlenmis olup genotip dagilimi agisindan kontrol grubu ve
kolon kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamlik

saptanmustir (p< 0,001).



Tablo 4.1. Kontrol ve Kolorektal Kanserli Hastalarin Ozellikleri

Hasta n (%) Kontrol n (%)

Bireylerin Sayisi
90 99
SelenyumSeviyeleri 73,50 £17,61 58,45+ 19,36
mean + (SD)
Yas 61,66 + 13,73 57,34 £12,71
mean + (SD)
Erkek 54 (60) 49 (49,5)

Cinsiyer Kadin 36 (40) 50 (50,5)
Tiimo6r Lokalizasyonu
Sol Kolon 10 (11,1) -
Sag Kolon 11 (12,2) -
Transvers(enine) Kolon 3(3,3) -
Sigmoid Kolon 39 (43,3) -
Cekum 8(8,9) -
Rektum 19 (21,1) -
Timor Evresi
I 8(8,9) -
I 15 (16,7) -
" 52 (57,8) -
v 15 (16,7) -
Lenf Nodu Durumu
NO 41 (45,6) -
N1 28 (31,1) -
N2 15 (16,7) -
N3 6 (6,7) -
Uzak Metastaz
Var 23 (25,6) -
Yok 67 (74,4) -
Anjiolenfatik Istila
Var 33 (36,7) -
Yok 57 (63,3) -
Perindral Istila
Var 31 (34,4) -
Yok 59 (65,6) -
MiisinzKomponent®
Olumlu 16 (17,8) -
Olumsuz 74 (82,2) -




Tablo 4.2. CRC hastalarinda (n = 90) ve kontrollerde (n = 99) GPX polimorfizminin genotip

ve allel stkliklar
PD-1.5 (CIT) Kolon Kanseri Hasta Kontrol
Genotipler ve Alleller n (%) n (%) P
Genotip Siklig1
CC (%) 22 (24,4) 21(21,2)
TT (%) 4 (4,4) 30 (30,3) <0,001
CT (%) 64 (71,1) 48 (48,5)
CC+CT (%) 86 (95,6) 69 (69,7)
TT (%) 4 (4,4) 30 (30,3) <0,001
CC+TT (%) 26 (28,9) 51 (51,5)
CT (%) 64 (71,1) 48 (48,5) =0,002
Allel Siklig:
C (%) 108 (60) 90 (45,5)
T (%) 72 (40) 108 (54,5) =0,005

GPX gen polimorfizmine ait allel frekanslar1 degerlendirildiginde C allel frekansinin
kolon kanserli hastalarda (%60) kontrol grubuna gore (%45,5) yiiksek oldugu, T allel
frekansinin ise hasta grubunda (%40) kontrol grubuna (%54,5) gore diisiik oldugu
gbzlenmis olup aradaki fark istatistiksel olarak anlamlilik gostermistir (p= 0.005)
(Tablo 4.2).

Hasta grubumuzda C alleli tasima durumu (CC+CT) (%95,6) olarak kontrol grubuna
gore (%69,7) daha yliksek bulunmus ve aradaki fark istatistiksel olarak ileri diizeyde
anlamliliga ulasmistir (p<0,001, OR:1,371, %95CI:1,195-1,573). C alleline sahip
olmanin yaklagik 1,371 kat hastalik riskini artirdig: tespit edilmistir.




Tablo 4.3. GPX genotiplerinin dagilimi, klinikopatolojik parametrelerin karsilastiriimasi

GPX Genotipi
Parametreler CC TT CT
n (%) n (%) n (%)
Cinsiyet
Kadm 12 (33,3) 1(2,8) 23 (63,9)
Erkek 10 (18,5) 3(5,6) 41 (75,9)
Timor Evresi
/v 16 (23,9) 3(4,5) 48 (71,6)
I/11 6 (26,1) 1(4,3) 16 (69,6)
Lenf Nodu Durumu
N+ 14 (29,2) 1(21) 33 (68,8)
N- 8 (19) 3(7,1) 31 (73,8)
Metastaz
Var 7 (30,4) 0 (0) 16 (69,6)
Yok 15 (22,4) 4 (6) 48 (71,6)
Anjiolenfatik Istila
Var 8(24,2) 4(12,1) 21 (63,6)
Yok 14 (24,6) 0 (0) 43 (75,4)
Perindral Istila
Var 10 (32,3) 2 (6,5) 19 (61,3)
Yok 12 (20,3) 2(3,4) 45 (76,3)
Miisin6zKomponent
Olumlu 7 (43,8) 0 (0) 9 (56,2)
Olumsuz 15 (20,3) 4 (5,4) 55 (74,3)




Tablo 4.4. Selenyum seviyeleri, klinikopatolojik parametrelerin karsilastiriimasi

Selenyum Diizeyi
(nmol/ml)

mean + (SD)
Cinsiyet
Kadin 70,02 +17,76
Erkek 77,61+ 17,33
Tiimor Evresi
Hnnv 70,96 + 16,94
I/ 81,11+ 18,92
Lenf Nodu Durumu
N+ 69,37 + 19,53
N- 77,62+ 15,16
Metastaz
Var 68,54 + 20,26
Yok 77,69 £14,51
Peringral stila
Var 65,47 +£18,34
Yok 76,17 +£17,04
Anjiolenfatik Istila
Var 72,49 £11,61
Yok 73,70 + 18,81
MiisindzKomponent
Olumlu 76,78 £ 14,76
Olumsuz 70,21 + 20,17
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CT genotini tasima durumu hasta grubunda (%71,1) olarak bulunurken kontrol
grubunda ise (%48,5) olarak daha diisiik bulunmustur ve istatistiksel olarak ileri
diizeyde anlamlik saptanmigtir (p=0,002, OR:1,467, %95CI:1,151-1,868). CT
genotipine sahip olmanin yaklasik 1,467 kat hastalik riskini artirdig1 tespit edilmistir.

Gerek kolon kanserli hasta grubu gerekse kontrol grubunda, grup i¢i ve gruplar arasi
bireylerin tasidiklar1 genotipler ile selenyum serum diizeyleri degerlendirildiginde

anlamli bir farklilik bulunamamastir.



5. TARTISMA

Kanser insan sagligi i¢in bir endise kaynagidir. CRC, diinya ¢apinda en sik teshis
edilen kanserlerden biridir ve kanser mortalitesinin ana nedenidir (Kumarasamy vd.,
2017). Genetik ve ¢evresel risk faktorlerinin bir sonucu olarak gelisen karmasik bir
hastaliktir. CRC' nin birgok belirlenmis ¢evresel risk faktorii vardir (Peters vd.,
2015).

Oksijen hayat i¢in gerekli olan bir elementtir ancak ROS ve serbest radikaller gibi,
oksijen metabolizmasinin yan {irlinleri canli organizmalar i¢in toksiktir(Abele.,
2002). ROS fiiretimi kendi kullanim kapasitelerini astiginda, bu; niikleik asitlerin,
proteinlerin ve lipidlerin hasar gormesine ve hiicre, doku veya organ fonksiyonlarinin

bozulmasina neden olmaktadir (Jablonska vd., 2009).

ROS ayrica hiicre biiylimesi ve 6liimiiniin diizenlenmesinde énemli bir rol oynadigi

icin, yiiksek GPX aktivitesi de prokarsinojeniktir(Hockenbery vd., 1993).

Oksidatif stres, kolonda kanserojenez siirecinde rol oynayan faktorler arasinda hayati
oneme sahiptir. Oksidatif durumun artmasi, kanser hiicrelerinde antioksidan
savunmaya neden olur ve saldirganliklarint arttirir (Kanbagli vd., 2000)(Barrett vd.,
2013).

Oksidatif stresin endikasyonlarindan biri lipidperoksidasyondur; fosfolipidleri
olusturan ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidatif reaksiyona girerek peroksitlerinin
olusumuna neden oldugu bir siiregtir.  Aldehitler ve alkoller gibi
lipidhidroksilasyonun son iiriinleri, protein sentezini bozmakta ve membran
gecirgenligi, immiinolojik tepki iizerinde olumsuz bir etkiye sahip olmaktadir

(Klaunig vd., 2004).

Karsinogenez ve timor gelisimi ile iligskili olan serbest radikallerin olusturdugu
hasarlarin ortadan kaldirilmasi agisindan antioksidan mekanizmalarin bilinmesi

onemlidir. GPX, hiicreleri reaktif oksijen tiirlerine karsi koruyan, hidrojen ve lipid
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peroksitleri her yerde ifade eden ve detoksifiye eden hiicre i¢i selenyum-bagimli bir
antioksidan enzimdir. Aktivitesi, enzimin aktif merkezinde bulunan Se
konsantrasyonuna baglidir. GPX enzimini kodlayan genlerdeki genetik varyasyonlar
enzimlerin aktivitelerinde azalmaya ve ROS detoksifikasyonunda degisimlere neden

olabilmektedir.

Klasik hiicresel GPX, cGPX, plazma GPX, pGPX ve gastrointestinal GPX, GI-GPX,
H-0. ve organik hidroperoksitleri detoksifiye eder. Fosfolipid hidroperoksit,
kolestrol hidroperoksit ve linoleik asit hidroperoksitin azaltilmast fosfolipid
hidroperoksit GPX (Ravn-Haren vd. 2006) ile katalize edilir. Buna ek olarak, SeP
fosfolipid hidroperoksiti, fosfolipid hidroperoksit GPX' den daha az etkili olsa da,
azaltabilir (Raaschou-Nielsen vd., 2007).

Selenoprotein genlerinde [(GPx1, GPX4, 15 kDa selenoprotein (SEP15), SELS,
SEPP1 ve tioredoksin rediiktaz 2 (TXNRD2)] 12 SNP‘nin analiz edildigi ¢alismanin
sonuclari; SEPP1, GPX4 ve SELS'deki SNP' lerin CRC riskini etkiledigini
gostermektedir (Meplan vd., 2010).

Adenokarsinomlu 166 vaka, adenomlu 974 ve Norve¢ kohortuNORCCAP (The
Norwegian Colorectal Cancer Prevention)'tan 397 kontrolle ¢alisilan arastirmada
GPX Prol98Leu polimorfizmi ile kolorektal adenom veya karsinom arasinda iliski

bulunamamistir (Hansen vd., 2005).

Elmas ve Ratnasinghe ve digerleri farkli bir polimorfizm ¢alismis insan GPX1 geni,
Pro198Leu ve daha diisiik GPX aktivitesine sahip 16sin allelinin meme ve akciger
kanseri ile iliskili oldugunu bulmuslardir (Ratnasinghe vd., 2000)(Hu vd., 2003).
GPX'in asir1 ekspresyonu, tiimor hiicrelerinin daha hizli biiyiimesi ile sonuglandig:
ileri siiriilmiistiir (Zhang vd., 2002). Insan GPX1'inin tek basina veya insan SODI ile
birlikte asir1 ekspresyonu farelerde kanser riskini arttrmistir (Li vd., 2000)(Lu vd.,
1997).

Bu ornekler, GPX1'in asir1 ekspresyonunun apoptozu onleyebilecegini ve oksidatif

hasara yol acan hiicrelerin ¢ogalmasin1 saglayabildigini gostermektedir. GPX1 geni
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insan osteojenik sarkom hiicrelerinde ve kolon kanseri hiicrelerinde p53 tiimor
baskilayicisi tarafindan indiiklenmektedir; p53, G1 asamasinda hiicre durmasini
veya apoptozu uyararak ve bdylece tiimOr hiicresi biiyiimesini inhibe ederek

genomun koruyucusu olarak bilinmektedir (Gladyshev vd., 1998)(Tan vd., 1999).

Tiim olgular g6z oniine alindiginda, normal hiicrelerde GPX1 aktivitesinde bir artis
antioksidan ve anti-inflamatuar aktiviteye sahip olabilir. Bununla birlikte, hiicreler
prekanser6z bir duruma donistiiriildiigiinde, artan GPX1 aktivitesi, oksidan aracili

hiicre 6liimiinii 6nleyebilir ve prokarsinojenik hale gelebilir (Chu vd., 2004).

Rotruck ve Flohe tarafindan yapilan ¢alismalar, enzimin bir selenoprotein oldugunu
ve her biri bir atom Se igeren dort adet 22 kDa alt birimden olustugunu ortaya
koymustur (Flohe vd., 1973). Tim memelilerde oldugu gibi, Se, GPX1 yapisinda
TGA sonlandirma kodonu tarafindan kodlanan bir amino asit olan Sec seklinde
bulunur. Sec, enzimin aktif bir bolgesidir ve Se eksik diyet, GPx1 aktivitesinde bir

azalmaya neden olur (Lei vd., 2007)(Jablonska vd., 2009).

GPX1 aktivitesi ve selenyum baglayici protein (SBP1) konsantrasyonlart arasinda bir
ilisgki vardir. SBP1, GPXI1' in aktivitesini azaltir. Sirastyla, GPX1, SBPI1
ekspresyonunu transkripsiyon seviyesinde ve ayrica epigenetik modifikasyonlarla

inhibe etmektedir (Zmorzynski vd., 2015).

Hepatoseliiler karsinomal1 hastalarda diisitk SBP1 diizeyleri yliksek GPx1 aktivitesi,
metastaz ve daha kisa sag kalim siiresi ile iligkilidir. Prostat kanseri olan hastalarda

da benzer gozlemler goriilmiistiir.

Calismalar diisiik Se durumunun artmig CRC riski ile iligkili oldugunu
gostermektedir. Selenoprotein genlerindeki genetik varyasyonlar CRC'ye duyarlilig:

etkileyebilmektedir (Meplan vd., 2010).

Bununla birlikte, 6zellikle de adenomdan kansere ilerlemenin degigmis Se alimindan
etkilenip etkilenmedigi ile ilgili olarak, CRC'ye duyarlilig1 modiile etmede Se alimi
ve genetik arka plan arasindaki etkilesimleri acikliga kavusturmak i¢in daha fazla

calismaya ihtiyag¢ vardir.
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Varyant allellerin belirli selenoproteinlerin fonksiyonel etkinligini diisiirdiigii, artmis
CRC riskine katkida bulunabilecegi, ancak bu etkilerin, selenoprotein sentezi igin
selenosistein  tedariginin artmasiyla sonuglanan artan bir Se alim ile

hafifletilebilecegi varsayilmaktadir.

Bu varyantlarin CRC riski tizerindeki etkileri goreceli olarak kiigliktlir (en yaygin
kanser duyarlilik varyantlari ile uyumlu olarak), fakat adenom riski ile ilgili daha
onceki c¢alismanin sonuglarindan elde edilen uyum ve mevcut CRC riski,
selenoprotein varyantlarinin kuvvetle muhtemel oldugunu gostermektedir. Diisiik Se
durumu, hem adenom hem de kanser gelisiminde rol oynamaktadir ve CRC riskinin

belirteglerini temsil etmektedir.

Selenyumun etkilerinin, selenyum igeren proteinlerin bileseni roliiyle aracilik etmesi
muhtemeldir. insanlarda, birka¢ grup, selenyumun diyet alimi ile akciger, kolon ve
prostat dahil olmak tizere ¢esitli bolgelerde kanser insidansi arasinda ters bir iligki

oldugunu bildirmistir.

Yapilan caligmalar selenyumun akciger, kolon, prostat ve karacigerde kanser

insidansini azaltmada etkili oldugunu géstermistir (Hu vd., 2005).

Calismamizin sonucunda; kolon kanserli hastalarin serum selenyum diizeyleri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda; kolon kanserli hastalarda serum selenyum
diizeyleri (73,50 = 17,61) kontrol grubuna gore (58,45 + 19,36) daha yiiksek oranda
tespit edilmis olup, aradaki fark ileri diizeyde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,001).

GPX gen polimorfizmi sonuglari degerlendirildiginde CC, TT, CT genotip
frekanslar1 hasta grubunda sirasiyla %24,4, %4,4, %71,1 ve kontrol grubunda %21,2,
%30,3, %48,5, olarak gozlenmisolup genotip dagilimi agisindan kontrol grubu ve
kolon kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamlik

saptanmugtir (p< 0,001).

CT genotipi tasima durumu hasta grubunda (%71,1) olarak bulunurken kontrol

grubunda ise (%48,5) olarak daha diisiik bulunmustur ve istatistiksel olarak ileri
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diizeyde anlamlik saptanmistir (p=0,002, OR:1,467, %95CI:1,151-1,868). CT
genotipine sahip olmanin yaklasik 1,467 kat hastalik riskini artirdig1 tespit edilmistir.



6. SONUC

Calismamizda kolon kanserli hastalarda GPX enzim polimorfizmi ve selenyum
miktar1 degerlendirilmistir. Selenyum durumlar kiyaslandiginda; kolorektal kanserli
bireylerde selenyum miktarinin daha yiiksek olup, istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Bireylerin tasidiklar1 genotipler ile selenyum serum diizeyleri arasinda

anlaml bir farklilik gézlenmemistir.

GPX gen polimorfizmine bakildiginda; kolon kanserli hastalarda anjiyolenfatik
invazyon varliginda TT genotipi go6zlemlenirken, anjiyolenfatik invazyon
rastlanmayan hastalarda TT genotipi gozlemlenmemistir. Miisindz komponent
varhiginda, CC genotip tasima frekansi hastalarda, miisinz komponent olmayanlara
oranla 2 kat fazla olarak tespit edilmistir. Hasta ve kontrol grubu arasindaki genotip
frekanslar1 degerlendirildiginde genotip dagilimi yoniinden ileri diizeyde anlamlik
bulunmustur. C ve T allel frekanslart degerlendirildiginde hasta ve kontrol gruplari
arasinda istatistiksel anlamlik gozlemlenmistir. CT genotipi tasima durumu hasta
grubunda daha yiiksek bulunmus, istatiksel anlamlik tespit edilmistir. C alleline
sahip olmanin yaklagik 1,371 kat, CT genotipine sahip olmanin yaklagik 1,467 kat
hastalik riskini artirdig tespit edilmistir.
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