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OZET

YUKSEK LiSANS / TEZi

IRAK MEME KANSERI KADINLARINDA OKSIDATIF
BiYOBELIRTECLERIN APE1 GEN EKSPRESYONU UZERINDEKI
ETKIiSi

ALTAYEB JASIM MOHAMMED

KIRSEHIR AHI EVRAN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
GENETIK VE BiYO MUHENDISLIiK BOLUMU

Damisman: Do¢. Dr. Murat Canh

Bu calisma, meme kanserli kadinlarda bazi klinik biyobelirteclerle APEl gen
ekspresyonunu arastirmay1 amagladi. Bu ¢alismaya doksan kadin alinds; esit olarak 2 gruba
ayrildilar: Bagdat'taki Al-Eluia kadin bakimi hastanesine giden meme kanseri hasta grubu
ve saglikli kontrol kadin grubu. Hastalardan ve saglikli kontrol grubundan bes mililitre kan
alinds. iki mililitre kan dogrudan EDTA tiiplerine iletildi ve ardindan Glutatyon Peroksidaz
1 (GPX1), Estradiol (E2), Malondialdehit (MDA) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi
oksidatif biyobelirtecleri belirlemek i¢in ELISA teknigi kullanildi. RT-PCR yontemi
kullanilarak gen ekspresyonu i¢in ii¢ mililitre kan kullanildi. Bu ¢alismanin sonucu, APE1
geninin ekspresyonunda anlamli farkliliklar oldugunu gosterdi, hastalar i¢in gen katlanmasi
3.004 £ 0.15 1di, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1.00 + 0.00, Estradiol i¢in ise hasta
grubu i¢in yiiksek bulundu. meme kanseri hastalarinda 146.26 +10.07 kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda yiiksek derecede anlamliyd: 34.19 £1.80 P-Degeri 0.0001 idi, kontrol
grubu icin glutatyon peroksidaz 1 (GPX1) yiiksek bulundu, fark meme kanseri hastalarinda
oldukca 6nemliydi 509.38 £37.78 kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1253.94 +40.09 P-
Degeri 0.0001 idi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) hasta grubu icin yiiksek bulundu, meme
kanseri hastalarinda fark oldukca Onemliydi 623.19 +67.53 kontrol grubu ile

Xii



karsilagtirildiginda 351.01 +23.35 P-Degeri 0.0003 idi ve malondialdehitte (MDA) hasta
grubu icin yiiksek bulundu, meme kanserinde fark anlamliyd: r hasta 4.09 £0.52 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda 2.76 £0.42 P-Degeri 0.050 idi. Sonug olarak, meme kanseri
hastalar ile saglikli kisiler karsilastirildiginda, birgok faktoriin (GPX1, E2, MDA, ROS ve
APE1 geni gibi) olagan dis1 oldugu kesfedildi.

Mayis 2022, Sayfa 84

Anahtar Kelimeler: APE1 geni, Glutatyon Peroksidaz 1 (GPX1), Estradiol (E2),
Malondialdehit (MDA) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS), RT-PCR.
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ABSTRACT
M.Sc. THESIS

INFLUENCE OF OXIDATIVE BIOMARKERS ON APE1 GENE
EXPRESSION IN IRAQI BREAST CANCER WOMEN

ALTAYEB JASIM MOHAMMED

KIRSEHIR AHI EVRAN UNIVERSITY
INSTITUTE OF SCIENCES
DEPARTMENT OF GENETICS AND BIOENGINEERING

Supervisor: Associate Prof. Murat CANLI

This study aimed to investigate the APE1 gene expression with some clinical biomarkers
in breast cancer women. Ninety women were enrolled in this study; they were divided
equally into 2 groups: the breast cancer patients’ group, which attended the Al-Eluia
hospital for women's care in Baghdad, and the healthy control women's group. Five
milliliters of blood were taken from patients and a healthy control group. Two milliliters of
blood were transmitted directly to EDTA tubes, and then the ELISA technique was used to
determine the oxidative biomarkers like Glutathione Peroxidase 1 (GPX1), Estradiol (E2),
Malondialdehyde (MDA), and reactive oxygen species (ROS). Three milliliters of blood
were used for gene expression by using the RT-PCR method. The result of this study
showed that there were significant differences in the expression of the APE1 gene were the
gene folding for patients was 3.004 +0.15 when compared with the control group 1.00
+0.00, as for Estradiol was found elevated for the patients group the difference was highly
significant when in breast cancer patients 146.26 +£10.07 when compared with the control
group 34.19 £1.80 the P-Value was 0.0001, glutathione peroxidase 1 (GPX1) were found
elevated for the control group the difference was highly significant when in breast cancer
patients 509.38 +£37.78 when compared with control group 1253.94 +40.09 the P-Value
was 0.0001, reactive oxygen species (ROS) were found elevated for the patients group the
difference was highly significant when in breast cancer patients 623.19 +67.53 when
compared with control group 351.01 +£23.35 the P-Value was 0.0003 and in

malondialdehyde (MDA) were found elevated for the patients group the difference was

Xiv



significant when in breast cancer patients 4.09 +0.52 when compared with the control
group 2.76 +0.42 the P-Value was 0.050. In conclusion, when comparing breast cancer
patients to healthy people, it was discovered that several factors (like GPX1, E2, MDA,
ROS, and APE1 gene) were out of the ordinary.

May 2022, Pages 84

Keywords: APE1 gene, Glutathione Peroxidase 1 (GPX1), Estradiol (E2),
Malondialdehyde (MDA), and reactive oxygen species (ROS), RT-PCR.
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1. GIRIS

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda kansere bagli oliimlerin en yaygin
nedenidir. Oranlar diinya genelinde yaklasik bes kat farklilik gosteriyor, ancak yakin
zamana kadar hastalik oranlarmin diisiik oldugu bélgelerde artiyor. Ostrojenler, bilinen
bir¢ok risk faktori ile iligkilidir. Obezitede, menopoz sonrasi kadinlarda, erken menarsta
ve ge¢ menopozda risk artar ve ileriye doniik ¢alismalar, artan riskin yiiksek endojen
Ostradiol seviyeleri ile iligkili oldugunu gostermistir. Cocuk dogurma, daha erken ilk dogan
giivenligi ve daha fazla sayida dogum ile riski azaltir; emzirmenin koruyucu bir etkisi
olmast muhtemeldir. Hem oral kontraseptifler hem de menopoz hormon tedavisi meme
kanseri riskinde, kullanim sona erdikten sonra azalma egiliminde olan kiiciik bir artisa
neden olur. Fiziksel aktivite koruyucu olsa da alkol riski artirir. Bazi genlerdeki
mutasyonlar meme kanseri riskini énemli 6l¢iide artirir, ancak bunlar vakalarin az bir

kismini olusturur [1].

Son yillarda kanser insidansindaki artis ve bunun bir kisinin ¢esitli fiziksel, zihinsel ve
sosyal yonleri tizerindeki etkisi, kanseri ylizyilin biiyiik bir sorunu haline getirmistir [2].
Ayricalikli bolgelerde, bu durumun prevalanst %1 ila %2 arasinda degismekte olup, az
gelismis tilkelerde yillik yaklasik %5'lik bir artis s6z konusudur [3]. Kadinlar arasinda en
yaygin kanser tiirli meme kanseridir. Bir hastanin meme kanserinden 6lme olasilig1 35'te
birdir [2]. X-ray mamografi, ultrason ve manyetik rezonans goriintileme (MRI), meme
kanseri i¢in en diizenli olarak kullanilan klinik tani teknikleridir [4]. Bu ii¢ prosediir, rutin
tibbi kontrollerde veya semptomu olmayan kisilerde meme kanserini teshis etmek i¢in
kullanilir. T1ibbi biyopsi ile karsilastirildiginda, bu ii¢ prosediir agrisizdir ve klinik tanida
siklikla kullanilir. Ancak meme kompresyonu nedeniyle rontgen mamografisi agrilidir [5].
Bunun disinda kullanilan yiiksek doz iyonlastiric1 radyasyon hastalar i¢in tehlikelidir ve
saglikli dokularda kansere neden olabilir. Ultra-ses ekipmani ile derinde yatan veya kati
malign dokuyu tespit etmek zordur [4]. MRI teknolojisi, 6zellikle kii¢iik timdrler igin,

yumusak dokularin olaganiistii yiiksek ¢oziintirliiklii resimlerini iiretir [5].

Yag dokusu adi verilen bir tiir yag dokusu memeyi olusturur. Kadin gdgiisleri genellikle

erkek gogilislerinden daha fazla salgi dokusuna sahiptir [6]. Kadin gdgiisleri, siit kanallar



yoluyla bu loblara ve lobiillere baglanan kiiciik lobiillere ayrilan 12-20 lob igerir [7].
Memenin yag dokusu, sinirler, kan damarlari, lenf damarlari, lenf diigiimleri, fibroz bag
dokusu ve baglardan olusan bir agla doludur [7]. Kadin memesi, yeni dogan bebeklere
harika bir beslenme sunarken ayni zamanda kadma cinsel haz da saglamak iizere
tasarlanmistir [8]. Gogiisler, viicudun hormonal seviyelerinde ortaya ¢ikan diizensizliklere
hizla tepki veren salgi organlaridir. Adet dongiisii ile senkronize olarak, dongiisel
degisikliklere izin verirler [8]. Kadinlarin genital sistemleri onlarla yakindan iliskilidir.
Meme ucunun uyarilmasi, hipofiz bezinden protaktinyum salgisini arttirir. Rahim de bu
hormondan etkilenir ve kasilmalar yapabilir. Koltuk altlarinda ayrica meme dokularini
drene eden bir lenf diigiimii bulunur. Bir kadin dogum yaptiktan ve siitii tamamen
gelistikten sonra, o bolgedeki meme dokusunun sigsmesi nedeniyle kollarinin altinda

belirgin sislikler hissedebilir [8].

Yaygin olarak Ref-1 olarak bilinen redoks efektor faktor 1, cesitli transkripsiyon
faktorlerinin (TF'ler) indirgeyici bir uyaricist olarak g¢alisir. Ornegin, APEI, aktivator
protein-1, niikleer faktor kappa B, hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1, birlestirilmis kutu
gen 8, transkripsiyon 3'in sinyal doniistiiriicii aktivatorii ve ayrica pS3'li uyararak apoptoz,
inflamasyon, anjiyogenez ve birgok yolakta yer alir. Hiicresel homeostaz, reaktif oksijen ve
nitrojeni kontrol etmek icin ¢esitli fizyolojik siirecleri yoneten ve redoks dengeleme
ajanlar (tioredoksin, katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi) ile etkilesime giren aktive edici
transkripsiyon faktorleri (TF'ler) araciligiyla APE1/Ref-1 (redoks) tarafindan kontrol edilir.
Tiir konsantrasyonlari. APE1/fonksiyon(lar) Ref-1'lerin etkinligi, katilime1 protein(ler) ile
cift bagl etkilesimlerle belirlenir; BER yolu, TF'ler, enerji metabolizmasi, hiicre iskeleti
elemanlart ve strese bagli tepkiler, APE1/Ref-1 tarafindan diizenlenen aktiviteler
arasindadir. Sonug olarak, APE1/Ref-1, temel hiicre hayatta kalma yollarini1 diizenleyen bir

" hub proteini " olarak islev goriir. APE1/Ref-1, birka¢ calisma grubunun ¢esitli kanser
tirleri (6rnegin, yumurtalik, gastro-6zofageal, pankreatikobiliyer) i¢in gosterdigi gibi,
diizensizligi, translasyon sonrasi degisiklikler veya dizisindeki polimorfizm yoluyla bu
rahatsizliklara giden tepkiyi degistirebilir (akciger, prostat, servikal, kolorektal, meme,

hepatoseliiler, mesane, bas ve boyun, mide ve glial kanserler) [9].



1.1. Amacg

Bu ¢aligma, meme kanserli kadinlarda bazi klinik biyobelirteglerle APE1 gen
ekspresyonunu arastirmayi amagladi.

1.2. Arastirma Plani
1. Saglikli kontrol ve meme kanseri kadinlardan kan 6rneklerinin toplanmasi.
2.  Bazi kan biyobelirteclerini arastirin (GPX1, E2, ROS, MDA).
3. Toplam RNA'nin ekstraksiyonu ve cDNA'ya doniistiiriilmesi.

4.  APEI gen ekspresyonunun meme kanseri insidansi ile tespiti.



2. LITERATUR INCELEMESI

2.1. Kanser

Kanser, son yillarda insanlarda ciddi bir tehlike ve 6nde gelen bir 6liim nedeni olarak
ortaya cikmistir. Normal hiicrelerin kotii huylu hiicrelere fenotipik doniistimi ile
sonuglanan dis etkiler ve i¢ genetik degisikliklerin bir kombinasyonundan kaynaklanir
[10]. Daha sonra kanserli hiicreler saglikli doku smirlarinin 6tesinde ¢ogaldi ve viicudun

uzak bolgelerine metastaz yapti [11].

Genetik ve Epigenetik
Degigiklikler
Kromozomal Sapmalar

-
Cogaltma Hatalari \Dei]@en Heterotipik O ::

Evrim ve klonal Seleksiyon
GOVIEYE MATV? Q —
-y Edinilmig 6zellikler ‘
O (Belirtiler) o a
onkoviriisler / N A koti huylu

Sekil (2- 1): Doniistim siireci [12].

Kotii huylu bir timoriin yakindaki dokular1 ve uzak yerleri hedefleyerek ikincil kanserlere
yol agma potansiyeli kritik bir 6zelliktir (metastaz). Metastatik tiimor, kansere bagl

6liimlerin yiizde 90'indan fazlasindan sorumludur [12].

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri (BC), kadmlarda en sik goriilen malignitelerden biridir ve mortalitenin
ikinci onde gelen nedenidir. Asya'da daha yaygin hale geliyor ve c¢evresel ve genetik
degiskenlerin karmasik bir etkilesiminden kaynaklaniyor. Meme kanseri sagkalim oranlari,
diistik gelirli iilkelerde yiizde 40'tan yiiksek gelirli lilkelerde yiizde 80'e kadar degisen 5
yillik sagkalim oranlar ile gezegende biiyiik farkliliklar gdstermektedir [13][14]. Irak
Kanser Kayit Defteri'ne gére meme kanseri, topluma zarar veren ilk 10 malign tiimor
arasinda ilk sirada yer almaktadir ve kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve
belgelenen tiim kadin malignitelerinin {igte birini olusturmaktadir [15]. 2016 yilinda 897

kadin bu habis hastaliktan 61dii, bu da onu Irakli kadinlar arasinda kansere bagli dliimlerin



%23,6'sinin 6nde gelen nedeni ve genel olarak erkekler ve kadinlar arasinda kansere baglh
Olimlerin %12,1'inin ikinci en biiyiik nedeni haline getirdi. Meme kanseri durumunda,
potansiyel meme kanseri risk faktorleri bilgisine ve tani konan kadinlarin klinik

Ozelliklerine dayali olarak erken teshisin planlanmasi kritik 6neme sahiptir [16].

2.3. Meme Kanseri Tirleri

2.3.1. Invaziv olmayan meme Kkanseri

Lobiil veya kanal bolgesinin 6tesine gegmemis kanserdir. Yerinde duktal karsinoma olarak
bilinen bir tiir invaziv olmayan meme kanseri. Duktal karsinoma in situ, siit kanallarinin
icinde anormal hiicreler olarak baslayan ancak yakindaki dokuya veya disariya hareket
etmeyen bir kanser tiiriidiir. Atipik hiicreler, lobiillerin veya kanallarin 6tesine
yayilmadiklar1 i¢in gelisecek ve invaziv meme kanserine doniisecektir. "Yerinde",
"yerinde" anlamina gelen bir deyimdir. Her bilimsel birimin olagan baglami goriiliir ve
mevcut bilginin biyolojik yorumu saglanir. Lobiiler karsinoma in situ, invaziv kanserin
ilerlemesinin Onciisii olarak hizmet eden minimal diizeyde tehdit edici bir endikasyon
oldugundan, secim yapildiktan sonra daha fazla operasyonel miidahale gereksizdir ve
basitge ardisik takip Onerilir. Duktal karsinoma in situ tedavisinde meme koruyucu
tedavinin meme kanseri i¢in en giivenli tedavi olarak kabul edildigini, Onlemeye

calistigimiz kanser oldugunu hatirlamakta fayda var. [17].

2.3.2. Lobiiler karsinoma in situ (LCIS)

Bu tiir meme kanseri meme lobiillerinden gelisir. Meme kanseri meme dokusunun
lobiillerine yayilmamistir. invaziv olmayan meme kanserine yaygin olarak lobiiler in situ

karsinom denir [18].

2.3.3. Duktal in situ karsinom

Gogiis kanalina lokalize olan meme kanseri, invaziv olmayan meme kanserinin en yaygin

tiiriidiir. Duktal karsinoma in situ 6rnegi, duktal komedokarsinomdur [19].

2.3.4. invaziv meme kanseri

Lobiillerdeki veya siit kanallarindaki diizensiz hiicrelerin meme dokusuna yaklasmasiyla

olusur. Kanser hiicreleri, bagisiklik sistemi veya sistemik dolasim yoluyla meme yoluyla



viicudun diger bolgelerine goc edebilir. Tiimor, bir dakika veya daha sonra 6nemli Slgiide
daha biiylik oldugunda, biiyiimesinin erken doneminde hareket edebilir. Kadinlarda en sik

goriilen karsinom invaziv meme kanseridir [20].

2.3.5. Lobiiler karsinom infiltrasyonu (LCI)

Infiltre lobiiler karsinom, invaziv lobiiler karsinom olarak da bilinir. LCI, viicudun diger
bolgelerine yayilabilmesine ragmen, anne siitii bezlerinin lobiillerinde (lobiiller) baslar
[21].

2.3.6. Sizan duktal karsinom

Invaziv duktal karsinom, sizan duktal kanseri tanimlamak icin kullanilan bir terimdir. DCI
anne siitii kanallarinda baglar ve meme yag dokularma ve belki de viicudun diger

boliimlerine girdigi kanal duvarima yayilir [22].

2.3.7. Miisinoz karsinom

Kolloid karsinom olarak da bilinen mutindz karsinom, mukus iireten kanser hiicrelerinin
neden oldugu nadir goriilen bir meme kanseridir. Genel olarak, asi karsinomal1 bayanlar,

diger invaziv kanser tiirlerine sahip kadinlardan daha iyi tahminlere sahiptir [23].

2.3.8. inflamatuar meme Kanseri

Inflamatuar meme kanseri, meme yiizeyindeki lenf damarlarmi veya kanallarmi tikayan
kanser hiicreleri nedeniyle gamzeli ve/veya biiyiik ¢ikintili memelerin sismesi (kirmizi ve
sicak) olarak goriiliir. Inflamatuar meme kanseri en nadir goriilenidir, ancak hizla biiyiir.
Radyasyon tedavisi, cerrahi, kemoterapi ve goriintiileme, tedavi sirasinda titizlikle
senkronize edilmesi gereken multidisipliner prosediirlerden sadece birkagidir. Bu konudaki
ilk caligmalardan bu yana neoadjuvan kemoterapi genel sagkalimi biiyiik 6l¢iide olumlu
etkilemistir ve bu hastalikta radyasyon ve cerrahi gibi bolgesel tedavilerin islevini

gelistirmede 6nemli bir rol oynamastir [24].



2.4. Meme kanserinin evreleri

24.1. Asama0

Bu, invaziv olmayan bir timor asamasidir; bu hem kanserli hem de kanserli olmayan
hiicrelerin, tiimoriin gelismeye basladigi memenin smirlari i¢inde mevcut oldugu ve
bunlarin istilasina dair hi¢bir kanit bulunmadigi anlamina gelir. Duktal hiicreli karsinom in

situ (DCIS) gibi ¢evre dokularda bulunur [25].

24.2. Asamal

Bu asama, invaziv meme kanserini tespit eder ve mikroskobik invazyonun
gerceklesmesinin muhtemel oldugunu gosterir. Iki tip vardir: asama 1A ve asama 1B. Cap1
2 cm'ye kadar ulasan ve lenf nodu igermeyen bir tiimor kategori 1A olarak siniflandirilir,
ancak bir lenf nodu icinde 0,2 mm'den daha biiyiik olan az sayida kanser hiicresi evre 1B

olarak siniflandirilir [25].

2.4.3. Asama 2

Ayrica iki 2A ve 2B varyant1 vardir. Evre 2A'da koltuk alt1 lenf diiglimiinde veya sentinel
lenf diigiimiinde bir tiimor var, ancak memede tiimor yok. Tiimoriin ¢ap1 2 cm veya daha
fazla olabilir, ancak uzunlugu 5 cm'yi gegmemelidir. Adim 2B, tiimoriin ¢capinin 5 cm'den

bliyiik olabilecegini ve aksiller lenf diiglimlerine ulasamayacagini sdyler [25].

24.4. Asama 3

Ug alt kategori olusturulmustur: 3A, 3B ve 3C. Evre 3A, memede tiimdr olmadigini, ancak
4-9 aksiller lenf nodu veya sentinel lenf nodlarinda bulunabilecegini, evre 3B ise tiimoriin
herhangi bir boyutta olabilecegini, ancak sislik veya iilsere neden oldugunu ortaya
koymaktadir. Meme derisi ve 9 aksiller lenf noduna veya sentinel lenf noduna yayilabilir.
Evre 3B, memenin derisi kirmizi, sicak ve sis oldugu i¢in inflamatuar meme kanseri olarak
siniflandirilabilir. Adim 3C ise tiimoriin 10 veya daha fazla aksiller lenf noduna ve ayrica

klavikulanin iistiindeki ve altindaki lenf nodlarina yayildigini gosterir [25].

2.45. Asama4

Bu, kanserin akcigerler, kemikler, beyin ve karaciger gibi diger viicut organlarina

yayilmasini tanimlayan kanserin ileri ve metastatik asamasidir [25].



2.5. Laboratuvar Tanis1

Bircok malignite i¢in, hasta yoOnetiminde serum tiimdr belirtegleri 6nemli bir rol
oynamaktadir. Meme kanserinde serum belirteclerinin potansiyel kullanimlar1 arasinda
erken taniya yardimer olmak, prognozu belirlemek, spesifik tedavilere yanit1 veya direnci
ileriye doniik olarak tahmin etmek, birincil cerrahi sonrasi gozetim ve ilerlemis hastaligi
olan hastalarda tedaviyi izlemek yer alir. Meme kanseri i¢in tiimor belirtecleri arasinda
kanser antijeni 15 — 3(CA 15 — 3), kanser antijeni 27.29 (CA 27.29), karsinom embriyonik
antijeni (CEA), doku polipeptit antijeni, doku polipeptiti, spesifik antijen ve HER-2 (hiicre
dis1) etki alani bulunur. Ancak en yaygin olarak kullanilan CA 15 — 3 ve CEA dir [26].

2.6. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanserine yakalanma riskini artiran her seye risk faktorii denir. Meme kanseri risk
faktorlerinin varligi her zaman kanserin ortaya ¢ikacagi anlamina gelmez; Sonug olarak,
risk faktorlerine maruz kalan birgok kadin meme kanserine yakalanmamaktadir [27]. Tablo
(2-1)'de belirtildigi gibi, epidemiyolojik arastirmalar menars yasi, menopoz yasi ve ilk
donem gebelik yasi gibi baslica iireme risk degiskenlerini belirlemistir. Premenopozal
kadinlar tarafindan kontraseptif olarak eksojen seks steroidlerinin ve postmenopozal
kadinlar tarafindan hormon replasman tedavisinin (HRT) kullanimi, epidemiyologlara
meme kanseri gelisiminde seks steroidlerinin roliinii anlama konusunda essiz bir sans

saglar [28].

Tablo (2- 1): Meme kanseri risk faktorleri [29].

Risk faktorii Goreceli risk

Ureme faktorleri

Erken menars (+)
Ik cocugun dogum yas1 (++)
Dogum sayisi (+)
Menopoz yasi (+)
Emzirme )

Hormonal faktorler

Oral kontraseptif (mevcut vs. yok) (+)




Ostrojen replasmani (10+ y1l vs. (+)

Yok)
Ostrojen art1 progesteron (+4)
Yiiksek kan Ostrojen veya androjen (+++)

(menopoz sonrasi)

Yiiksek prolaktin (++)

Beslenme ve yasam tarzi faktorleri

Obezite (BMI: >30 vs <.25)

menopoz dncesi O]
menopoz sonrast (+)
Yiikseklik (+)
Fiziksel aktivite O]
Tekli doymamus yag ve doymus yag )
Diger faktorler
Aile oykiisii [anne ve kiz kardes) 5 (+++)
Aile 6ykiisii [birinci derece akraba] (++)
Iyonlastirici radyasyon [olumlu vs. (+)
Olumsuz)
Iyi huylu meme hastalig: [fibrokistik (++)
hastalik vs. yok)

BMI: Viicut Kitle Indeksi.
RR Goreceli Risk: (+):1.1-1.4; (++): 1.5-2.9; (+++): 3.0-6.9;
(-): 0.7-0.8.
A: 65 yasindan dnce meme kanseri Oykiisii olan ve akrabasi
olmayan iki birinci derece akraba.

B: 65 yasindan 6nce meme kanseri dykiisii olan ve akrabasi

olmayan birinci derece akraba.

2.7. Glutatyon peroksidaz 1 (GPX1)

GPX-1, bagirsakta asir1 eksprese edilen epitelyal spesifik bir enzimi de (GPX-2) igeren
GPX enzim ailesinin en bol bulunan iiyelerinden biridir; salgilanan bir alt tip (GPX-3); ve
yaygin olarak ifade edilen ancak ailenin diger iiyelerinden farkli bir substrat spesifikligine
sahip olan GPX-4. Sonu¢ olarak, GPX-1, hiicreler iginde tehlikeli hidrojen peroksit
birikimini smirlamada rol oynayan O©nemli bir antioksidan enzimdir. Sitozolik,

mitokondriyal ve bazi hiicrelerde peroksizomal bélmelerde (Forman) bulunur ve cesitli



fizyolojik durumlarda hiicre i¢i peroksitleri ortadan kaldirmada katalazdan daha etkili
oldugu gosterilmistir [30]. Hiicre i¢i hidrojen peroksit seviyelerini kontrol etmede
GPX'lere kars1 peroksiredoksinlerin nispi etkinligi bir ¢ekisme noktasi olmustur:
Peroksiredoksinler yaygin olarak ifade edilir ve sitozol ve mitokondride c¢oklu
peroksiredoksin izoformlar tespit edilebilir. Bununla birlikte, belirli peroksiredoksinler,
diisik mikromolar hidrojen peroksit seviyelerinde oksidatif inaktivasyona egilimlidir.
GPX-1, lipid hidroperoksitleri ve diger ¢oziiniir hidroperoksitleri, membran lipidlerinden
salindiktan sonra ve ayrica 1-linoleoil lizofosfatidilkolin hidroperoksit gibi fosfolipid-
monoasilgliserol hidroperoksitleri azaltabilir, ancak tri-veya diagilgliserol hidroperoksitleri
azaltmaz [31]. Tercihen membranlarla birlesen ve hiicre i¢i hidrojen peroksit tonu iizerinde
kiigtik bir etkiye sahip gibi goriinen GPX-4 [31], bunun yerine, hidrojen peroksit veya yag
asidi hidroperoksitlerini ortadan kaldirma agisindan GPX-4 olmasina ragmen, bu diger
membranla iliskili fosfolipitleri azaltir. GPX-1'den daha az etkili degildir. Son sonuglara
gore, peroksiredoksin 6 hiicrelerdeki fosfolipid hedeflerini azaltabilir [32]. Ayrica, GPX-1
in vivo olarak peroksinitrit ile indiiklenen sinyal yollarin1 degistirerek bir peroksinitrit
rediiktaz olarak islev gorebilir [33]. Ancak, GPX-1'in in vivo peroksinitrit akisini
etkiledigine dair giiclii bir kanit yoktur; daha ziyade, aragtirmalar GPX-1 eksikliginin iyi
calisilmamis mekanizmalar yoluyla peroksinitrit sagkalimini iyilestirdigini ima etmektedir
[31].

2.8. Estradiol (E2)

Ostrojen, kadm genital ve kadin cinsiyet ozelliklerinin gelisiminde ve biiyiimesinde
bulunan kadin cinsiyet hormonlaridir, E2 yumurtalik, plasenta, testisler ve adrenal
kortekste olusturulur [34], natiiralist ES, C 18-karbon iskeletine sahip steroid hormonlardir.
[35] ve biyolojik olarak aktif {i¢ temel formu vardir; Sekil (1-1)'de gosterildigi gibi estron
(E1), 17-B Estradiol (E2) ve Estriol (E3).
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p—

ostradiol (|:2) estron (E) ostriol (|3)

Sekil (2- 2): Ostrojenin temel biyolojik olarak aktif formlari [36].

E2, yiiksek biyolojik aktivitedir [36]. E2 veya 17-B Estradiol, menopozdan once
yumurtaliklar tarafindan iiretilen iki hidroksil grubuna sahiptir. E1, menopoz sirasinda
yiikselme seviyesinde atilan bir hidroksil grubuna sahiptir; yumurtaliklar, yag dokusu
tarafindan {retilir ve diger hormonlardan veya dis ortam oOnciilerinden degisir. E3,
hamilelik sirasinda plasentadan yilikselme seviyesinde atilan {i¢ hidroksil grubuna sahiptir.
Ana oOstrojen tiirii olan E2 de erkeklerde aktif, metabolik bir testosteron {liriinii olarak
bulunur. Serum diizeyindeki miktari, menopoz sonrasi kadinlarinkiyle hemen hemen
aynidir. Enzimatik eylemler androjenlerden ostradiol iiretir ve testosteron iiriiniine katkida
bulunur, dstron ise androstenediondan olusur [37]. ES'nin asagidakiler dahil bir¢ok islevi

vardir:
» Erkeklerde ve kadinlarda cinsel davranis.
> Ikincil kadin cinsiyet 6zellikleri.
» Yumurtlama.
» Destek (progesteronlu) rahim endometriumu.

» Organizasyon, of. Kardiyovaskiiler, fizyoloji, kemik, biitiinliikk ve néronal biiyiime
[38].

Ostrojenlerin, biiyiikk olasilikla artan mitotik aktiviteyle baglantili olan hiicre
proliferasyonunu artirarak hareket ettigine inanilir ve etkiyi baslatmaktan ¢ok tesvik edici
oldugu diisiiniiliir. Hiicre boliinmesi sirasinda deoksiribontikleik asit (DNA) replikasyonu
sirasinda hata yapma tehlikesi arttigindan, bu durum onarilmazsa kansere yol agabilir,
hiicre ¢ogalmasi karsinogenez i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu, Ostrojenin neden meme kanseri

riskini artirdiginin diisiiniildiigiinii agiklar [39].
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2.9. Malondialdehit (MDA)

MDA, C=C—C=0 genel yapisina sahip olan ve karbon 1 iizerinde bir aldehit grubu (C=0)
ve aralarinda bir konjuge cift bag (C=C) ile ayirt edilen a, B -doymamis aldehitlerin bir
ornegidir. Sekil (1-3)'te gosterildigi gibi her iki karbon iki ve ii¢. Karbonil grubundaki
oksijen atomunun o,  -doymamis aldehitler bi¢iminde olmasi nedeniyle, ¢ift bagin
polaritesi artirilarak onlart daha giiclii elektrofiller yapar. MDA bir dikarbonil molekiiliidiir
ve yapisindaki ikinci oksijen atomu c¢ift bagi ekstra reaktif hale getirir [40].

H H H H
H
\C—C:C/ S \C—Cz—C/
o/ " /

OH 0 0

Sekil (2- 3): Doniistiiriilmiis enol formundaki malondialdehitin (MDA) yapisi [40].

Hidroksil radikali, lipid peroksidasyonu sirasinda hiicresel membranlara ve lipoproteinlere
zarar verebilir. Lipid peroksidasyon islemi sirasinda iiretilen MDA ve konjuge dien
kimyasallarinin sitotoksik ve mutajenik oldugu bulunmustur. Biiyiik miktarlarda ROS
zararli olabilir veya proteinlerin, niikleik asitlerin ve lipidlerin oksidasyonunu artirarak
ikincil yan triinlere neden olabilir. ROS, ¢oklu doymamis yag asitlerine karsi 6zel bir
reaktiviteye sahip olduklar1 i¢in hiicre zarinda lipid peroksidasyonuna ve MDA dahil
olmak tizere tehlikeli aldehitlerin {iretimine neden olur. MDA, bir lipid peroksidasyon
belirteci olarak kullanilir [41].

MDA, klinik durumlarda oksidatif stres icin en yaygin ve giivenilir belirteglerden biridir,
bu nedenle yiiksek reaktivitesi ve toksisitesi giliniimiiz biyomedikal arastirma alaniyla
oldukca ilgilidir [41]. Lipid peroksidasyonu ve antioksidan durumu dogum sirasinda
degisebilir ve bu durum oksidatif stres treterek fetiisii etkileyebilir. Yenidoganin
antioksidan savunma sistemi oksidatif strese karsi savasamaz, bu nedenle oksidatif hasar
meydana gelir ve bu stres i¢in biyokimyasal bir belirte¢ olarak MDA diizeyi yiikselir [42].
MDA'nin ateroskleroz ve inme hastaligi gibi cesitli hastaliklarin patogenezi ile iligkili

oldugu bildirilmistir [43].
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2.10. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

O, - gelisen fotosentetik canlilar, yaklasik 2,7 milyar yil 6nce Diinya'nin erken indirgeyen
atmosferine molekiiler oksijen getirdi ve bu da istenmeyen yan firiinler olarak reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasmna neden oldu (44). ROS siirekli olarak aerobik
metabolizma tarafindan iiretilir ve kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar gibi ¢esitli bitki
hiicre bolmelerinde lokalizedir. Son arastirmalar ayrica reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
kaynag1 olarak apoplastin 6nemi hakkinda fikir vermistir (45). ROS, uygun kosullarin
varliginda temel seviyelerde siirekli olarak iiretilir. Bununla birlikte, cesitli antioksidan
islemlerle uzaklastirildiklar i¢in zarar veremezler. Tuz, kuraklik, yiiksek sicakliklar, agir
metaller, kirlilik, yliksek radyasyon, patojen enfeksiyonu ve digerleri gibi stres faktorleri
ROS olusumu ve ROS siiplirme arasindaki hassas dengeyi bozar (Sekil 2-4). Bu nedenle
bitki Omrii, biliylime kosullarindaki degisiklikler, stres durumlarinin yogunlugu ve
uzunlugu ve bitkilerin degisen enerji denklemlerine hizla uyum saglama yetenegi dahil
olmak ilizere bazi 6nemli unsurlara baglidir (46). Hesaplamalara gore, bitki dokulart

tarafindan tiiketilen O,'nin sadece %1-2'si ROS iiretimi ile sonuglanir.

Hava

kirleticiler

gibi gazlar o,,
SO,, CO, NO,

toprak tuzlulugu
Asin Na*, K*
and Cl" ions

Kuraklik 2 k Agir metaller
Su agigi Al, Cd, Pb, Cu,
kosullar Hg, As

Yiiksek 151k

2 X Biyotik Stres
329"“'“9“ Zararhlar ve Hastalik
Yiiksek sicakhik

Sekil (2- 4) : ROS iiretimine ¢esitli faktorler neden olur.

13



ROS, gen transkripsiyonu, Sinyalizasyon ve immiinolojik yanit dahil olmak iizere ¢esitli
biyolojik islevlerde rol oynar. Hidroksil radikali ("OH), siiperoksit (O,") ve hidrojen
peroksit (H.0,) ROS ornekleridir. ROS, kanserin baslangicinda, ilerleyisinde ve
yayillmasinda rol oynar. Malign dokulardaki ROS kaynaklt DNA mutasyonlar1 baslangi¢
asamasinda diizeltilmezse ilerleyebilir [47]. Asir1 reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimi,
kansere yol acabilen onkojenik DNA mutasyonlarina neden olabilir. Degisen metabolizma
ve yiiksek enerji gereksinimi nedeniyle kanser hiicreleri, normal hiicrelerden daha fazla
ROS saglar [47]. Karsinom hiicrelerinde ROS ile indiiklenen OS'nin, hiicre biiylime
sinyalini aktive ederek, tiimorlerin tedavilere direncini artirarak, tiimorlere kan akigini

artirarak ve metastazi tesvik ederek kanser biiyiimesini arttirdigi gosterilmistir [47].

2.11. APE1 Geni

Apurinik/apirimidinik endoniikleaz 1 (APE1l), baz eksizyon onarim (BER) yolu yoluyla
ekzojen ve endojen faktorlerin neden oldugu oksidatif baz hasarini onaran ¢ok islevli bir
enzimdir [48]. Insan APE1 geni (yaklasik 2,6 kb'lik bir alana yayilan) kromozom 14 q11.2-
12 iizerinde bulunur ve sekil (2-5)'te gosterildigi gibi 4 intron ve 5 ekzondan olusur
[49,50].

I. APE1
T 265 —>
Hu T I ] 318
Exolllg .o L ] 268

] 679

Sekil (2- 5): Baz eksizyon onarim proteinlerinin protein yapisi [50].
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Baz eksizyon onarimi (BER), oksidatif serbest radikallerin neden oldugu DNA hasarlarinin
onariminda yer alir. (BER) etkinliginin meme kanseri riskinin 6nemli bir belirleyicisi
oldugu diisiintilmektedir [51]. Genom stabilitesini korumaktan ve dolayisiyla birgok DNA
lezyonunu ve endojen ve harici mutajenler tarafindan indiiklenen iplik kopmalarini stirekli
olarak sabitleyerek kansere ve diger bozukluklara karst koruma saglamaktan sorumlu olan
kritik bir DNA onarim sistemidir [52]. Tek bir baz kirildiginda, BER yolu enzimleri onu
tanimlamaktan ve sabitlemekten sorumludur [53]. Baz eksizyon onarim yolundaki ilk
adim, hasarli baz1 degistirmek ve bir bazik veya AP bolgesi olusturmak i¢in seker ve baz
arasindaki N-glikosil bagini parcalayan DNA glikosilazlarini igerir. APE1, hasarli bazin
¢ikarilmasindan sonra 5' fosfodiester omurgasint AP bdlgesine hidrolitik olarak ayirir, bu
da 5'-deoksiriboz fosfat (5'-dRP) ve bir 3'-OH primerinin tretilmesine neden olur [54].
DNA polimeraz bu noktada bir sag niikleotidi sokar ve DNA ligazlari, sekil (2-6)'da
gosterildigi gibi onarilan DNA zincirini kapatir [55].

E96
(a) Balgeler C65 c93)co9 D210
1 el 1 L 1
| B | Y] | 1
Redoks inhibitérleri Tecom toger DNA onanm ve nidesz bSices
] l‘m [ ] ]
0 Lys6/7Arg L‘:ju
nukleerden =S I ahewo | Mitokondriy
2 T
sitoplazmaya IS 1 genel nikieaz u dizi
Agri77 P;‘fzfs
8tR to 5
Kootiliaanyon eksoniikleaz
(b) Fonksiyonlar APE1 redoks sinyalleme APE1 onanm ve niikleaz fonksiyonlar
diizenlemesi - BER
- endoniikl niikleaz
- 3-fo
NFxB, HIF1a, STAT3, AP-1, pS3 &y
- 3ila az
NIR: BER tarafindan tamir edilmeyen oksidatif hasan isler
= RNA metabolizmas:
c) uygulamalar 2o e
Anti-inflamasyon. kanserler iin Antikanser tedavisi igin DNA Salgs seviyelerine dayah teshis
i y in  onarimmn inhibisy (ilag (serum ve idrar)
neden oldugu periferik néropati, direncinin tersine gevrilmesi
okiiler hastaliklar (AMD, DME ve DR) dahil)

ve IBD

(d) DNA baz eksizyon onarim yolu

hasarh nikleotid

TOEImrT hasarl nakleotid

Base excision Mono-fonksiyonel ’ Bifonksiyonel ;‘ 3’ Blocking group O
A z DNA glikozilaz
DNA glikosilaz 9 5' dRP
Iononr IOGRIL | conontsanudeotide 8
APE1 . ArSL
AP site incision b PNKP

Uzun yama onanmi

Gap fillin

P & APE1 ‘ DNA polymerase 8/«
PCI

DNA polymerase 8 APEL

a DNA polymerase B
dRP removal DNA polymerase B Fenl
- r PCNA

DNA ligase tiia DNA ligase DNA ligase lila
Nick ligation XRCC1 XRCC1L XRCC1

Drug Discovery Today

Sekil (2- 6): Apurinik/apirimidinik endoniikleaz 1 (APE1) protein bolgeleri, islevleri ve
uygulamalar1 [56].
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APE1l, DNA onarmmi ve redoks diizenlemesinde yer alan kiiresel bir proteindir. APE1
enziminin iki farkli konumu bu iki aktiviteyi kodlar. Redoks islevi N-terminalinde
kodlanirken, onarim islevi C-terminalinde kodlanmustir [57,58]. 3'-fosfodiesteraz, 3'-
fosfataz ve 3-5'-eksoniikleaz aktivitelerinin tiimii, DNA onarim siirecinin bir pargasidir
[59]. APEl , BER yolunu diizenlemek i¢cin PARP1, XRCC1, DNA polimeraz ve flep
endoniikleaz 1 (FENT1) ile etkilesime girer , APE1 bu proteinlerin her birini ayr1 ayr1 aktive
eder [9]. Diger kanserlerde de tablo (2-2)'de gortildiigi gibi roli vardir.

Tablo (2- 2): APE1'in kanserlerdeki rolii.

Kanser tiirii APE1 katkis1 Referanslar

PDAC Asirt ifade: kemorezistans, radyodireng [60,61]
Redoks islevi: kemorezistans, anjiyogenez

Onarim islevi: gemsitabin direnci

M.O. Asint ifade [61]
Tanisal belirteg olarak idrar seviyeleri

Yiksek serum seviyeleri

CRC Asini ifade [62,63]
Redoks islevi: kemorezistans

Asp148 Glu polimorfizmi riski artirir

Losemi Stabilite kayb1 apoptoza neden olur [64]
redoks islevi
endoniikleaz aktivitesi

MPNST Asirt ifade: redoks islevi [65]

Akciger Asir1 ifade ve kemorezistans [66,63]
lle64Val ve Asp148Glu promotor varyantlari riski artirir
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M.O Asri ifade [67,68,69]
Asp148Glu polimorfizmi, radyoterapi sonrasi akut yan etkilere
kars1 koruma saglar
Asp148Glu polimorfizmi iyonlagtirici radyasyon agirt
duyarliligina katkida bulunabilir ve
kanser duyarliligi
Salgi ile sonuglanan hiperasetilasyon, TNBC'de apoptoza neden
olur [diisiik ekspresyon
agresif ER-pozitif kanserler i¢in se¢in; Luminal A alt tipinde
(ER) yiiksek ifade
pozitif)
Pca Asiri ifade [70,61]
redoks iglevi
Asp148Glu polimorfizmi kanser riskinin artmasina katkida
bulunur
Karaciger Asiri ifade [71]
Hiicre alt1 lokalizasyonu kanser 6zelliklerine katkida bulunur
Serum i¢ine salgilanmasi inflamatuar yanit1 artirir
EAC Asir1 ifade [72]
Onarim islevi, asidik safra tuzlarinin (ABS) neden oldugu DNA
hasarina kars1 koruma saglar
EGFR-STATS3 ekseni, COX2/VEGF diizenlemesi ve NFkB-p65
aktivasyonu araciligiyla redoks iglevi
servikal Asir ifade [73]
Sitoplazmik agir1 ekspresyon: radyorezistans
Kafa ve Niikleer lokalizasyon, HNSCC'leri oksidatif stresten korur, [63]
boyun boylece 6liimden kaginir
Sigara ve/veya tiitiin ¢igneme ile iliskili Asp148Glu
polimorfizmi riski artirir
Oral Asiri ifade ve yiiksek serum seviyeleri [63,74]
Malign transformasyonla iligkili Asp148Glu polimorfizmi
GBM Asir ifade [75]

Onarim etkinligi: kemorezistans

Redoks islevi: TMZ'ye karsi direng
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Yumurtalik Asin ifade ve kemorezistans [61]
Tiimdr ilerlemesi ve diisiik sagkalim ile iliskili sitoplazmik
lokalizasyon
BER ve rRNA aktiviteleri araciligiyla NPM1 ile etkilesim,
kanser saldirganligin artirir

redoks islevi

Osteosarkom Asint ifade [76]
Sitoplazmik Asir1 Ifade - Platin Direnci
anjiyogenezi indiikler
Melanom Asiri ifade [77]

MITF- pozitif melanom hiicrelerinde asir1 ekspresyon

Onarim aktivitesi inhibisyonu melanomu hedefler
Wnt antagonisti sSFRP2 yoluyla kaybi, melanomu vemurafenib'e
duyarli hale getirir

rezistans

2.12. APE1 gen ifadesi

APEL1, hiicre canliligi ve embriyonik gelisim icin gerekli olan her yerde bulunan bir
proteindir. Hem insan hiicrelerindeki yikim teknikleri hem de kosullu knock-out fare hiicre
modelleri, hiicre cogalmas1 ve hayatta kalmasindaki kritik islevini dogruladi. NIH3T3 fare
embriyonik fibroblastlarinda (MEF'ler), APE1 ekspresyonu hiicre dongiisii tarafindan
diizenlenir. APE1 transkripti G1'de 2.5-3.5 kat artti, S fazinda yiiksek kaldi, ardindan
mitozun ardindan diger DNA onarim genleriyle ayni olan baslangic seviyelerine geri
dondii. Immiinolojik, nérolojik, sindirim, kas ve salgi sistemleri dahil tiim dokular APE1'i
eksprese eder. APE1 proteini genellikle DNA onarim rolii ile tutarli olan gekirdekte
bulunur, ancak ayni zamanda mitokondride (mitokondriyal DNA onarimi igin) ve

endoplazmik retikulumda fizyolojik olarak uygun lokalizasyona sahiptir [50].

2.13. APEI1 redoks sinyallesmesinde

APE1l, memelilere 06zgii bir redoks islevine sahiptir. APEl redoks sinyali, gen
ekspresyonunu ve protein sentezini etkileyen cesitli transkripsiyon faktorlerinin (TF'ler)

aktivitesini diizenleyen siki bir sekilde kontrol edilen bir mekanizmadir (2-7). APEL'in
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redoks aktivitesi esas olarak N-terminal kuyrugunun iginde yer alan ve APEl'in DNA
onarim fonksiyonu figiirii (2-6) ile ilgisi olmayan gomiilii bir sistein kalintis1 olan Cys65'e
baghdir [78]. Cys93 ve Cys99 da APEl'in redoks islevinde yer alir [79]. TF'lerin
etkinlestirilmesi i¢in APE1'in indirilmis durumda olmasi1 gerekir. APEI, bir tiyol/siilfiir
degisimi yoluyla tioredoksin tarafindan indirgenir. Aktive transkripsiyon faktorleri
(TF'ler), bir kez azaldiklarinda DNA'ya baglanir [78]. APEI1 tarafindan kontrol edilen
TF'ler, bir sinyal doniistiirticli ve transkripsiyon 3 (STAT3) aktivatorii, Aktivator protein 1
(AP-1), hipoksi ile indiiklenebilir faktor (HIF)-la, p53, niikleer faktér (NF)kB ve
digerlerini igerir (Tablo 2 -3). Bu transkripsiyon faktorlerinin biiylime, inflamasyon ve
anjiyogenez gibi cesitli fizyolojik fonksiyonlarda rolii vardir [80,81]. APEl'in asiri
ekspresyonu, klinik ortamlarda tiimorijenik transformasyon, migrasyon ve ilag direncini

icerebilen TF'lerin ve bunlarin asagi akis efektorlerinin kontroliinii etkiler [80].

Tablo (2- 3): APE1 redoks kontrollii TF'ler.

TF Islev APEI tarafindan | Referanslar
diizenlenen kanser
tiirii

AP-1 Proliferasyon, farklilasma, apoptoz Pankreas, BC, CRC

ATF stres tepkisi Laboratuvar

c-Myb Hiicre dongiisii diizenlemesi ortaminda [78]
CREB Noroplastisite, hafiza olusumu

Egr-1 Farklilagsma, mitogenez Kemik, kolon, HelLa [82]
HIF-1 Glikoliz, anjiyogenez pankreas [80,81]
NFkB Yayilma, gég, istila Pankreas, M.O. [81]

NY-F Kromatin erisilebilirligi, transkripsiyon HelLa [83]

baslangig yeri se¢imi
P53 DNA onarimi, hiicre dongiisii durmasi, kolon, karaciger [78,62]
apoptoz
PAX5/8 farklilasma lenfosit [83]
PEBP2 hematopoez Laboratuvar [83]
ortaminda
PTEN Hiicre dongiisii diizenlemesi Kemik, kolon, HelLa [82]
STAT3 | Proliferasyon, istila, immiinosupresyon | Pankreas, karaciger, [78]
BCa
TTF-1 Tiroid ve akciger gen aktivasyonu HelLa [84]
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(a) Etkin olmayan durum Aktif durum

Aktif olmayan, oksitlenmi Aktif, azaltilmis
TF'ler B TFler
0.0., NFxB, HIF, STAT3

e.g., NFxB, HIF,

GF S AETER STAT3, AP-1, CREB

| APX bilesikleri, APE1 redoks (b)
APX3330 ¥ sinyalini inhibe ederek
TFlerin aktivasyonunu bloke / N
\ AP !
\

eder )
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Angiogenesis
"
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noropeptidler inflamatuar sitokinler

noronal plastisite  (  STAT3 gbvde diizenleyiciler
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APX2009

APX2014

IL-6, TNF ve diger inflamatuar
sitokinler

Hiicre biiylimesi Farkhlasma
Apoptoz

Sekil (2- 7): Apiirinik/apirimidinik endoniikleaz 1'in (APE1) redoks sinyalleme islevi [56].

2.14. APE1 DNA onarimi veya redoks sinyali inhibitorleri

DNA etkilesim ilaglarina diren¢ ve kanser patogenezinin her ikisi de APEI ile
iliskilendirilmistir. Sonug¢ olarak, APE1, kanser tedavileri i¢cin hedeflenen O6nemli bir
diigiimdiir. Ornegin, APE1'in DNA onarim aktivitesinin inhibisyonu, direngli tiimorleri
DNA-etkilesimli ilaglara (bleomisin, karmustin, TMZ ve gemsitabin) kars1 daha duyarli
hale getirdi ve apoptoz diizeylerini yiikseltti. APE1'in redoks aktivitesi inhibe edildi, bu da
kanserle iligkili TF'lerin DNA'ya baglanmasin1 ve sonug¢ olarak transkriptom etkilerini
yasakladi. Sonu¢ olarak, hem APEIl'in onarim hem de redoks aktiviteleri icin etkin
inhibitorlere acilen ihtiya¢ duyulmaktadir. Cesitli tarama paradigmalari araciligiyla, birkag
arastirma hem DNA onarimima hem de redoks baskilanmasina bakti [56]. Tablo (2-4),

cesitli calisma seviyelerindeki APE1 inhibitorlerinin bir listesini gostermektedir.

Tablo (2- 4): APE1 DNA onarimi ve redoks sinyali inhibitorleri.

Bilesik Engellenen Referanslar
fonksiyon
3-Benzilkarbamoil-2-metoksibenzoik asit inhibitorleri Tamirat [85]
5-(Hydroxymethyl)-2-furfural, antioksidan [85]
6-Hidroksi-dI-DOPA Tamirat [85]
9-Aminoelliptisin aminoelliptisin 1, izopropil - Tamirat [85]
oksazolopiridokarbazol
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AJAY -1,-2,-3, -4 Tamirat [86]
APE1-endoniikleaz inhibitorii (Bilesik 3) Tamirat [87]
APX2007, APX2009, APX2014, APX2032 Redoks [88,89]

APX3330 Redoks [90,91]
ARO1, ARO3, AROG6 Tamirat [92]
AT-101 Tamirat [85]
Aurintrikarboksilik asit inhibitérleri Tamirat [85]
Bis-naftalin makro dongiileri Tamirat [85]
CRT0044876 Tamirat [85]
Fiduxosin Tamirat [93]
Heterodimerik bilesikler Tamirat [85]
Hycanthone Tamirat [85]
Lucanthone Tamirat [85]
MC043, MC047, MC042, and MC018 Tamirat [94]
Metoksiamin Tamirat [85]
Metil-3,4-defostatin Tamirat [85]
MGAP-9 Tamirat [95]
Mitoksantron Tamirat [85]
MLS001196838, MLS000587064, MLS000737267, ve Tamirat [85]

MLS000090966
Mirisetin Tamirat [85]
N-(3-(Benzo[d]tiazol-2-il)-6-izopropil-4,5,6,7- Tamirat [85]
tetrahidrotieno[2,3-c]piridin-2-il)asetamid

NCI-13,755, NCI-13793 Tamirat [96]
Farmakofor modeli inhibitorleri Tamirat [97]
PNRI-299 Zayif redoks [85]
Reaktif Mavi 2 Tamirat [85]
SB206553 Hafif onarim [93]
Spiklomazin Tamirat [93]
Tanshinon 1A Zay1f redoks [85]
Tiyolaktomisin Tamirat [85]
Troglitazon Hafif onarim [93]
Tirfostin AG 538 Tamirat [85]
Cink069565400/ilgili bilesikler Tamirat [98]
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3. MATERYALLER VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Hastalar ve Kontrol Gruplari

Bu c¢alismaya, yaslar1 30 ile 70 arasinda degisen 90 katilimci (yeni tanm1 almis 45 meme
kanseri hastas1 ve 45 saglikli kontrol) dahil edildi. Al-Eluia kadin bakim hastanesi, bir
kanser egitim hastanesi, kan ornekleri verdi. Her hastaya Mart 2021'den Temmuz 2021'e
kadar kapsamli bir fizik muayene yapildi. Kesin tani kistlerin aspire edilmesi ve sitoloji,

histoloji (biyopsi) ve mamografinin kontrol edilmesiyle konuldu.

3.1.2. Ekipman ve Aparat

Tablo (3-1), arastirma boyunca kullanilan tiim ekipman ve aparatlari, imalatgilar1 ve

kokenleri ile listeler.

Tablo (3- 1): Calismada Kullanilan Ekipman ve Aparatlar.

aparat Sirket Mensei
kulugka makinesi JRAD Cin
Mikrodalga firm Gosonic Cin
hassas terazi KERN Almanya
Mikro doniislii 12, Yiiksek hizl Bio San Almanya
Mini santrifiij

Girdap Digsystem Almanya
AURA TM PCR Kabini Labnet Italya
Mini Gii¢ Kaynagi 300V, 2200V Cin
Termal 1s11 dongiileyici Labnet ABD
Elektroforez birimi CBS, Scientific ABD
Mikrospin Bio San Litvanya
Kombi-spin Bio San Litvanya
Santrifiyj Hettich Almanya
Derin dondurucu Sanyo Japonya
Mikropipetler Slamed ABD
NanoDrop (Kuantustmflorometre) Promega ABD

Su damitma cihazi GFL Almanya
Ipuclar1 (mavi, sar1, beyaz) AFCO Urdiin
Otomatik Elisa Okuyucu PARA medically Italya
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SaCycler-96 Real-Time PCR
SISTEMI

Eppendorf tezgahi

santrifiij

jel tlip

EDTA tiipii

Jel dokiimantasyon sistemi
UV transilliminator

Bio TDB-100, Kuru blok

termostat yapili

sacace

Hermle

AFCO
AFCO
Labnet
Vilber lourmat

Bio San

Italya

Almanya

Urdiin
Urdiin
ABD

Fransa

Almanya

3.1.3. Kimyasal Malzemeler

Bu calismadaki deneyimlerde kullanilan kimyasallar asagida Tablo (3-2)'de gdsterilmistir.

Tablo (3 - 2): Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar firmalar ve mensei ile birlikte.

No Kimyasal Sirket Mensei
1.  Pre-mix pcr (Master mix-pcr) Intron Kore
2. PrimeScriptTM RT Enzim Takara Kore
Karigimi I 100 ul

3. RNazsizd H20 (1ml) Takara Kore

4.  ESAY Seyreltme Tamponu (Real Takara Kore
Time PCR i¢in) * 2 1 ml

5. TRI Reaktifi(50ml). Zymo ABD

6. Direct-zol RNA ON YIKAMA Zymo ABD
(40ml).

7. Zymo-Spin I C Zymo ABD
Kolonlari/Koleksiyon Tiipleri.

8.  DNase/RNase-Free su (6 ml). Zymo ABD

9. RNA yikama tamponu (12ml). Zymo ABD
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10.

11.

12.

DNaz (liyofilize). Zymo
DNA Sindirim Tamponu (4ml). Zymo
Primerler Idt

ABD

ABD

ABD

3.1.4. Cahsmada kullanilan primerler

Hedef gen ve endojen gen dahil tiim primerler, tablo (3-3)'de gosterildigi gibi 10 pmol'liikk

bir konsantrasyonda hazirlandi.

Tablo (3 - 3): Bu ¢alismada kullanilan primerlerin sirasi.

Gen Primer dizisi (5'—3") Tm(C | GC% | Uriin
Q) boyutu(bp)
APE1 F: GAGTAAGACGGCCGCAAAGAAAAA | 58 50
R: CCGAAGGAGCTGACCAGTATTGAT |585 |50 128
GAPDH F: CACTAGGCGCTCACTGTTCTC 60 60
(Referans R: AATCCGTTGACTCCGACCTT 59 59 89
gen.)
3.1.5. Kitler

Tablo (3-4), iiretici ve mense iilke ile birlikte bu ¢aligmada kullanilan kitleri listeler.

Tablo (3 - 4): Calismada kullanilan kitler.

No

Kitler Sirket

Mensei

KAPA SYBR FAST gPCR Master Mix (2X) Takara
Kitleri

PrimeScriptTM RT (Miitkemmel Gergek Takara
Zamanli)

#RRO37A

RNA ekstraksiyon Kiti Zymo
*Direct-zol RNA MiniPrep Kit

boyutu(50Prep).

Kore

Kore

ABD
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4. Insan GPX1(Glutatyon Peroksidaz 1) ELISA  Elabscience ABD

Kiti
5. Estradiol(E2) ELISA Kiti Monobind ABD
6. Insan Malondialdehit (MDA) ELISA Kiti Mybiosource ABD
7. Direct-zol™ RNA MiniPrep Zymo ABD
Kit Boyutu (Hazirliklar)
8. Insan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ELISA Mybiosource ABD
Kiti

3.2. Yontemler

3.2.1. Kan Orneklemesi

Hastalardan ve saglikli kontrol grubundan bes mililitre kan alindi ve iki mililitre kan
dogrudan EDTA tiiplerine iletildi, ardindan tiip ¢alkalanarak EDTA'nin kanda ¢oziinmesi
sagland1 ve 100 pl, 300 pl igeren yeni bir steril tiipe aktarildi. Tryzol reaktifi. Kanin geri
kalan1 (3 mililitre) bir jel tlipline aktarildi, kanin oda sicakliginda pihtilasmasina izin
verildi ve 3000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi ve serum, ELISA teknigi tamamlanana
kadar Eppendorf tiiplerinde alikuotlara boliindii. Sonuglart belirlemek igin kullanilir.
Serum izole edildi ve tahlile kadar (-20C)'de tutuldu.

3.2.2. insan Glutatyon Peroksidaz 1 (GPX1) Olciimii.

3.2.2.1. Prensip

Bu ELISA kiti, Sandwich-ELISA prensibini kullanir. Bu kitte saglanan mikro-ELISA
plakasi, Human GPXl'e 06zgii bir antikorla onceden kaplanmustir. Standartlar veya
numuneler, mikro-ELISA plaka kuyularina eklenir ve spesifik antikor ile birlestirilir. Daha
sonra, Insan GPX1 ve Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP) konjugatma o6zgii
biyotinlenmis bir saptama antikoru, her bir mikroplaka kuyusuna art arda eklenir ve inkiibe
edilir. Serbest bilesenler yikanir. Substrat ¢dzeltisi her kuyuya eklenir. Yalmzca Insan
GPX1, biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugati igeren kuyular mavi
gorlinecektir. Enzim -substrat reaksiyonu, stop soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir ve
renk sararir. Optik yogunluk (OD), 450 nm + 2 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak oOl¢iiliir. OD degeri, Human GPX1 konsantrasyonuyla orantilidir. Numunelerin
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OD'sini standart egriyle karsilastirarak numunelerdeki Human GPX1 konsantrasyonunu

hesaplayabilirsiniz.
3.2.2.2. Reaktif hazirlama

1. Reaktifler kullanimdan once oda sicakligina (18~25°C) getirildi. Kurulum i¢in
Mikroplaka okuyucu kilavuzu izlendi ve reaktifler OD 6l¢timiinden 6nce 15 dakika

onceden 1s1t1ldi.

2.  Yikama Tamponu: 30 mL Konsantre Yikama Tamponu 720 mL deiyonize veya

distile su ile seyreltilerek 750 mL Yikama Tamponu hazirlandu.

3. Standart ¢alisma ¢oziimii: standart, 10.000xg'de 1 dakika santrifijjlendi. 1.0 mL
Referans Standardi ve Numune Seyreltici eklendi, ardindan karigim 10 dakika
beklemeye birakildi ve birka¢ kez hafifce ters cevrildi. Tamamen c¢oziindiikten
sonra pipetle iyice karistirildi. Bu sulandirma, 2000 pg/mL'lik bir ¢aligma
soliisyonu iiretti. Daha sonra gerektigi gibi seri seyreltmeler hazirlandi. Onerilen
seyreltme derecesi asagidaki gibidir: 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 0
pg/mL. Seyreltme yontemi: Her 7 EP tiipiine 500uL Referans Standardi ve Ornek
Seyreltici eklendi. 2000 pg/mL ¢alisma soliisyonunun 500pl'si birinci tiipe
pipetlendi ve 1000 pg/mL'lik bir ¢alisma soliisyonu iiretmek tizere karigtirildi. Sekil
(3-1)'de gosterildigi gibi bu adimlara gore ¢ozeltinin 500 pL'si oneceki tlipten ikinci
tiipe pipetlendi.

4. Biotinylated Detection Ab c¢alisma soliisyonu: Deneyden Once gerekli miktar
hesaplandt (100 pL/well). Hazirlanirken hesaplanandan biraz daha fazla
hazirlanmalidir. Stok tlip kullanilmadan once santrifiijlendi, 100x Konsantre
Biyotinlenmis Saptama Ab, Biyotinlenmis Saptama Ab Seyreltici ile 1x ¢alisma

sollisyonuna seyreltildi.

5. Konsantre HRP Konjugat calisma soliisyonu: Gerekli miktar deneyden Once
hesapland1 (100 pL/well). Hazirlanirken hesaplanandan biraz daha fazla
hazirlanmalidir. 100X Konsantre HRP Konjugat, Konsantre HRP Konjugat

Seyreltici ile 1x calisma soliisyonuna seyreltildi.
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500uL. 500ul. 50041 50041 500uL. 500uL

S e e W W Wi |

Reference
Standard

L sosouoo

2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 0

Sekil (3- 1): standart GPX1'in seri diliisyonu.

3.2.2.3. Prosediir

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Standart ¢aligma soliisyonu ilk iki siituna eklendi: Soliisyonun her konsantrasyonu
ikiser kez, her bir kuyucuga yan yana eklendi (her well icin 100 puL) . Ornekler
diger kuyucuklara eklendi (her well i¢in 100 uL). Plak, kitte saglanan kapatici ile
kapland1 ve ardindan 90 dakika 37°C'de inkiibe edildi.

Sivi her welldan ¢ikarildi, yikamayin Hemen, her well 100 uL Biotinylated
Detection Ab c¢aligma soliisyonu eklendi. Plaka, Plaka kapatici ile kaplandi.
Yavasca karistirilir. 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.

Cozelti, her bir well aspire edildi veya dokiildii ve her bir kuyucuga 350 pL yikama
tamponu ilave edildi. 1~2 dakika bekletin ve ¢ozelti aspire edildi veya her well
dokiildii ve temiz emici kagida hafifce vurarak kurutun. Bu yikama adimi 3 kez

tekrarlandi.

Her well 100 uL HRP Konjugat ¢alisma soliisyonu eklendi. Plaka kapatici ile
kapland1. 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.

Coziim her well aspire edildi veya dokiildi ve yikama islemi 3. adimda

gergeklestirildigi gibi bes kez tekrarlandi.

Her well 90 pL Substrate Reaktifi eklendi. Plaka yeni bir plaka kapatici ile
kapland1. 37°C'de yaklasik 15 dakika inkiibe edildi. Plaka 1siktan korunmustur.

Her well 50 uL Stop Solution eklendi.

Optik yogunluk (OD degeri), 450 nm'ye ayarlanmis bir mikro-plaka okuyucu ile bir
kerede her kuyu i¢in belirlendi.
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3.2.2.4. Sonuclarin hesaplanmasi

Standart egri, dikey (Y) eksende standart konsantrasyonlarin her biri i¢in elde edilen
absorbansin (450 nm) yatay (X) eksende karsilik gelen GPX1 konsantrasyonu hesaplandi
(pg/mL) kars1 ¢izilmesiyle olusturulabilir. Standart numunenin her bir koordinat noktasini
baglamak i¢in diiz bir ¢izgi kullanarak, numunelerin konsantrasyonu, Sekil (3-2)'de
gosterildigi gibi numune OD okumasini kontrol ederek bulunabilir. Bilinmeyen

hesaplanirken sonug seyreltme faktorii ile ¢arpildi.
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Sekil (3- 2): GPX1 konsantrasyonunun belirlenmesi igin standart egri.
3.2.3. Insan Estradiol (E2) Olciimii.

3.2.3.1. Prensip

Bir enzim immiin testi i¢in gerekli olan temel reaktifler arasinda bir antikor, enzim-antijen
konjugat1 ve dogal antijen bulunur. Biyotinlenmis antikorun antijeni i¢eren bir serumla

karistirilmasi {lizerine, antijen ve antikor arasinda bir reaksiyon meydana gelir.

3.2.3.2. Reaktif hazirlama

Yikama Tamponu: Yikama soliisyonunun igerigi uygun bir saklama kabinda distile veya

deiyonize su ile 1000 ml'ye seyreltildi.
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3.2.3.3. Prosediir

1.  Uygun serum referans kalibratorii, kontrolii veya numunesinden 0,025 ml (25 uL)

atanan kuyuya pipetlendi.

2. Tum wells 0.050 ml (50 ul) Estradiol Biotin Reaktifi ilave edildi. Mikroplaka
karigtirmak i¢in 20-30 saniye hafif¢ce dondiiriildii. Daha sonra iizeri kapatilarak oda

sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

3. Tum wells 0.050 ml (50 ul) Estradiol Enzim Reaktifi ilave edildi. Mikroplaka
nazik¢e 20-30 saniye karistirilarak dondiiriiliir. Daha sonra lizeri kapatilarak oda
sicakliginda 90 dakika inkiibe edildi. Mikroplakanin igerigi, dekantasyon veya

aspirasyon yoluyla atildi. Bosaltma yapiyorsaniz, plakay1 emici kagitla kurulayim.

4.  Toplam ii¢ yikama i¢in iki kez daha tekrarlamak tizere 0.350 ml (350 pl) yikama

tamponu eklendi.

5. Tim wells 0.100 ml (100 pl) substrat soliisyonu ilave edildi. Kuyular arasindaki

reaksiyon siiresi farkliliklarini en aza indirmek i¢in reaktifleri ayni sirada kullanin.

6. Oda sicakliginda yirmi (20) dakika inkiibe edildi. Her kuyucuga 0.050ml (50ul)
stop soliisyonu eklendi ve 15-20 saniye hafifce karistirildi. Kuyular arasindaki

reaksiyon siiresi farkliliklarin1 en aza indirmek i¢in reaktifleri ayni sirada kullanin.

7. Her kuyudaki absorbans 450 nm'de okunmustur.

3.2.3.4. Sonuclarin hesaplanmasi

Standart egri, dikey (Y) eksende standart konsantrasyonlarmn her biri i¢in elde edilen
absorbansin (450 nm) yatay (X) ekseninde karsilik gelen E2 konsantrasyonu hesaplandi
(pg/mL) kars1 ¢izilmesiyle olusturulabilir. Standart numunenin her bir koordinat noktasini
baglamak i¢in diiz bir ¢izgi kullanarak, numunelerin konsantrasyonu, Sekil (3-3)te
gosterildigi  gibi numune OD okumasim1 kontrol ederek bulunabilir. Bilinmeyen

hesaplanirken sonug seyreltme faktori ile ¢arpildi.
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Sekil (3- 3): E2 konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in standart egri.

3.2.4. Insan Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii.

3.2.4.1. Prensip

Bu kit, Cift Antikorlu Sandvi¢ Teknigi kullanir. Cift Antikorlu Sandvig prensibi, kaplanmig

antikoru ve saptama antikorunu ayni1 anda tanimlayabilen ikiden fazla degerlikli test edilen

antijenin 6zelliklerine dayanir.

3.2.4.2. Reaktif hazirlama

1)

2)

3)

Insan MDA standart numunesi: Insan MDA liyofilize standart numunesine 1.0 ml
seyreltici ilave edildi ve 30 dakika hareketsiz tutuldu. Numune tamamen
¢oziildiikten sonra hafifce karigtirildi ve tiip 1 olarak isaretlendi. Sonra seyreltme

gerektigi gibi alindi.

Standart numune seyreltme yonteminin agiklamasi: 7 temiz tiip alind1 ve sirasiyla 2,
3,4,5,6,7, 8 ile etiketlendi . 300ul standart numunenin alikuotlar1 bir test
tiipiine ilave edildi ve sekil (3-4)'deki gibi seyreltildi. Tiip 1'den tiip 2'ye 300 pl
seyreltici pipetle alind1 ve iyice karistirildi. Yukaridaki adim, tlip 7'ye kadar

tekrarland1. Tiip 8'deki standart numune diliisyonu negatif kontroldiir.

Biyotinlenmis insan MDA antikor sivisi: Gerekli miktara istinaden, bir
biyotinlenmis antikor sivisi olusturmak {izere konsantre biyotinlenmis antikoru
(1:100) seyreltmek icin antikor seyreltici kullanildi. Hazirlik 30 dakika onceden
yapilmalidir.
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4) Enzim -konjugat sivisi: Gerekli miktara istinaden konsantre enzim-konjugat, bir
enzim-konjugat sivisi olusturmak igin bir enzim-konjuge seyreltici (1:100) ile

seyreltilir. Hazirlik 30 dakika onceden yapilmalidir.

5) Renk Reaktifi sivisi: Renk Reaktifi sivis1 30 dakika onceden Renk Reaktifi A ve

Renk Reaktifi B ile 9:1 oraninda hazirlanir.

300uL 300wL 300mL 300uL 300uL 300uL

1 <3 €©) @) & ® T 8

Sekil (3- 4): standart MDA'nin seri diliisyonu.

3.2.4.3. Prosediir

1.  Gerekli seritler oda sicakligina denk gelen kilitli posetten c¢ikarilmistir.
Kullanilmayan seritler ve kurutucu, saklama i¢in 2-8°C'de miihiirlii aliiminyum

folyo torbaya geri konmalidir.
2.  Bos wells Kenara koyun.

3. Numuneler veya farkli konsantrasyonlarda insan MDA standart numuneleri karsilik
gelen kuyucuklara eklenmistir (her kuyu i¢in 100ul), 0 nmol/ml kuyucuk standart
seyreltici ile doldurulmalidir. Reaksiyon kuyular1 yapiskan bantlarla kapatildi ve
37°C'de 90 dakika inkiibe edildi.

4.  Biyotinlenmis insan MDA antikor s1vis1 30 dakika 6nceden hazirlandi.
5.  Elisa plakasi 2 kez yikandi.

6. Biyotinlenmis insan MDA antikor s1visi, her bir kuyucuga ilave edildi (her biri i¢in
100 pl). Reaksiyon kuyucuklar1 yapiskan bantlarla kapatildi ve 37°C'de 60 dakika
inkiibe edildi.

7. Bir enzim-konjugat sivist 30dk dnceden hazirlanir.
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10.

11.

12.

Elisa plakasi 3 kez yikanda.

Bos kuyucuklar hari¢ her kuyucuga enzim-konjugat sivisi eklendi (her biri igin
100ul). Reaksiyon kuyucuklar1 yapiskan bantlarla kapatildi ve 37°C'de 30 dakika
inkiibe edildi.

Elisa plakas1 5 kez yikandi.

Ayri ayn kuyucuklara (kér kuyucuklara da) 100ul Renk Reaktifi sivisi ilave edildi
ve karanlik bir inkiibatérde 37°C'de inkiibe edildi.

Ay ayr1 kuyucuklara (kér kuyucuga da) 100ul Renk Reaktifi C eklendi. Iyice
karigtirthir. OD  ( 450nm ) oldu okuman 10 dakika iginde.

3.2.4.4. Sonuclarin hesaplanmasi

Standart egri, dikey (Y) eksende standart konsantrasyonlarmn her biri i¢in elde edilen

absorbansin (450 nm) yatay (X) ekseninde karsilik gelen MDA konsantrasyonu hesaplandi

(nmol/ml) kars1 ¢izilmesiyle olusturulabilir. Standart numunenin her bir koordinat

noktasini baglamak i¢in diiz bir ¢izgi kullanarak, numunelerin konsantrasyonu, Sekil (3-

5)'te gosterildigi gibi numune OD okumasini kontrol ederek bulunabilir. Bilinmeyen

hesaplanirken sonug seyreltme faktori ile carpildi.
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Sekil (3- 5): MDA konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in standart egri.
3.2.5. insan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) 6l¢iimii.

3.2.5.1. Reaktif hazirlama

20xyikama soliisyonu: Distile veya deiyonize su ile 1:20 oraninda seyreltilir.

3.2.5.2. Prosediir
1) Tiim reaktifler tahlil prosediiriine baglamadan once hazirlanmustir.
2) Standart kuyusuna 50ul standart eklendi.

3) 10pul numune eklendi Daha sonra 40ul numune eklendi numune kuyusunu test

etmek icin numune seyreltici de eklenmistir.

4) Her bir kuyucuga 100ul HRP-konjugat reaktifi eklendi, ardindan yapigkan bir
seritle kapatildi ve 60 dakika 37°C'de inkiibe edildi.

5) Her kuyu yikandi ve aspire edildi, islem toplam bes yikama igin dort kez

tekrarlandi.

6) 50ul _ her bir kuyucuga kromojen soliisyonu A ve kromojen soliisyonu B ilave
edildi. Daha sonra nazik¢e karistirilarak 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi ve

karanlik bir yerde muhafaza edildi.

7) Her kuyucuga 50ul Stop Solution eklendi. Renk maviden sariya donene kadar.
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8) Optik Yogunluk (OD) 15 dakika iginde bir mikrotitre plaka okuyucu kullanarak
450 nm'de okuyun.

3.2.5.3. Sonuglarin hesaplanmasi

Standart egri, dikey (Y) eksende standart konsantrasyonlarin her biri i¢in elde edilen
absorbansin (450 nm) yatay (X) ekseninde karsilik gelen ROS konsantrasyonu hesaplandi
(IU/ml) kars1 ¢izilmesiyle olusturulabilir. Standart numunenin her bir koordinat noktasini
baglamak i¢in diiz bir ¢izgi kullanarak, numunelerin konsantrasyonu, Sekil (3-6)'da
gosterildigi  gibi numune OD okumasim1 kontrol ederek bulunabilir. Bilinmeyen

hesaplanirken sonug seyreltme faktori ile ¢arpildi.
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Sekil (3- 6): ROS konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in standart egri.

3.3. APEL1 gen ekspresyon seviyesinin tahmini:
3.3.1. RNA Ekstraksiyonu

Tiim tampon hazirlig1 oda sicakliginda yapilir, protokol iki boliimden olusur:

3.3.1.1. RNA Aritma

1. TRI Reaktifinde pargalanan bir numuneye esit hacimde etanol (%95-100) ilave

edildi ve iyice karistirildi.
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3.3.2.

Karigim, bir toplama tiipli i¢inde bir Zymo-Spin™ IIC Siitununa aktarildi ve 30

saniye 16.000 rpm'de santrifiijlendi.
Siitun yeni bir toplama tiipiine aktarildi ve akis atilan.

Kolona 400 pl RNA Yikama Tamponu eklendi ve 30 saniye 16.000 rpm'de
santrifiijlendi.

RNase igermeyen bir tiipte, Sul DNase I (6U/ul), 75ul DNA Digestion Buffer ve
mix4. Karisim dogrudan kolon matrisine eklendi ve oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edildi.

Kolona 400 pl Direct-zol™ RNA PreWash eklendi ve 30 saniye 16.000 rpm'de
santrifiijlendi. Akis oldu atildi1 ve bu adim tekrarlandi.

Kolona 700ul RNA Yikama Tamponu eklendi ve yikama tamponunun tamamen

cikarilmasini saglamak i¢in 16.000 rpm'de iki dakika santrifiijlendi.
Stitun dikkatli bir sekilde RNase icermeyen bir tiipe aktarildi.

RNA'y1 ayristirmak i¢in, dogrudan kolon matrisine 50ul DNase/RNase-Free Su
ilave edildi ve 30 saniye 16.000 rpm'de santrifiijlendi.

Ters Transkripsiyon (RNA'dan ¢cDNA'ya) prosediirii

Prime Script TM RT reaktif Kiti, gercek zamanli (RT-PCR) i¢in optimize edilmis ters

transkripsiyonu gerceklestirmek tlizere tasarlanmaistir.

3.3.2.1. Protokol:

1)
2)
3)

4)

Asagidaki reaksiyon karigimi, buz lizerinde hazirlanir.
5 x Prime Script TM karisimindan 2 pl, 3-5 pl toplam RNA'ya ilave edildi.
Hacim 10 pl'ye tamamlandi. tabloda goriildiigii gibi (3-5).

Reaksiyon karisimi, asagidaki kosul altinda inkiibe edildi. 15 dakika 37°C (Ters
transkripsiyon), 5 saniye 85°C ve Ters transkriptazi 1s1l islemle inaktive etmek i¢in

4°C.
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Tablo (3 - 5): Ters Transkripsiyonun Bilesenleri.

Reaktifler Birimler
5 x PrimeScriptTM karisimi 3-5ul
Toplam RNA 8 ul
RNazsiz dH20 10 pl'ye kadar

3.3.3. Gerg¢ek zamanh- PCR

3.3.3.1. KAPA SYBR® FAST qPCR Master Mix (2X) Kiti.

qPCR'de bir hedefin amplifikasyonu ve tespiti i¢in tiim bilesenleri (primerler ve sablon

hari¢) iceren kullanima hazir bir kokteyldir.

3.3.3.2. Prosediir
1) Tiim reaksiyon bilesenleri uygun sekilde ¢6ziildii ve karistirildi.

2) Sablonsuz Denetim (NTC) reaksiyon bilesenlerinin kontaminasyonunun tespitine

izin vermek i¢in dahil edilmistir.

3) KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix (2X) Universal'den 10 ul ve her bir

Forward ve Reverse primer i¢in 0,4 ul ve 10 pl'ye kadar Niikleazsiz su.
4) Her bir bilesenin gerekli hacmi tabloya gére hesaplanmustir (3-6).

5) Bilesenlerin eklenmesinden sonra tiipler kapatilir ve APE-1 geni igin tablo (3-7)'da
ve GAPDH i¢in tablo (3-8)'de oOzetlendigi gibi programlanan bir termal
dongiileyiciye yerlestirilir.
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Tablo (3 -

6): RT-PCR'nin reaksiyon bilesenleri.

Bilesen hacim (pnL) Son konsantrasyon

KAPA SYBR FAST gPCR 10 2X
Master Mix (2X) Evrensel

ileri astar 0.4 0.2uM

Ters astar 0.4 0.2uM

Niikleaz igermeyen su 10 A kadar
Sablon cDNA Ornek Hacmi 3 1pg-100ng
Tablo (3- 7): RT-PCR Bisiklet Programu.

Adimlar Sicakhik (°C) Zaman Dongii
Enzim aktivasyonu 95 5 dakika Tutmak
Denatiirasyon 95 20 saniye
Tavlama 60 20 saniye 40
Uzant1 72 20 saniye

Tablo (3 - 8): Referans genin (GAPDH) RT-PCR Dongii Programu.
Adimlar Sicakhik (°C) Zaman Dongii
Enzim aktivasyonu 95 5 dakika Tutmak
Denatiirasyon 95 20 saniye 40
Tavlama 56 20 saniye 40
Uzanti 72 20 saniye 40
Son uzatma 72 2 dakika 1
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3.4. Gen ifadesi denklemleri
ACt=Hedef Ct- Referans Ct
AACt=ACt (her numune icin)-normalin ortalama ACT'si

Katlama degisimi =2- (AACYt) [99].

3.5. Istatistiksel Analiz:

Istatistiksel Analiz Sistemi-SAS (2012) programi, farkli faktdrlerin ¢alisma parametreleri
tizerindeki etkisini tespit etmek icin kullanildi. Ortalamalar arasinda anlamli bir
karsilastirma yapmak i¢in bir T-testi kullanildi. Yiizdeler arasinda anlamli karsilastirma
yapmak i¢in Ki-kare testi kullanildi (0,05 ve 0,01 olasilik). Bu calisgmada degiskenler

arasinda korelasyon katsayis1 tahmin edilmistir [100].
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4. BULGULAR

4.1. Antropometrik ve viicut Kitle indeksi (BMI) ¢calismasi

Ortalama kontrol yasi 51.64 +1.13 yil, hastalar 52.49 +1.21 yil idi. P degeri 0.612'dir.
Meme kanseri hastalarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda aradaki fark anlamli olarak
farkli degildi (p>0.05), Viicut kitle indeksi (VKI) hasta grubunda kg/m2 yiiksek bulundu.
P-Degeri 0.0533'tlir. Kontrol grubu 26.22 +0.56 ile karsilastirildiginda meme kanseri
hastalarinda 27.75 £0.55 iken VKI'de fark anlaml1 olarak farkli degildi (p>0.05), ancak her
ikisi de tablo (4-1)'de gosterildigi gibi normal VKI araligidaydi. Ve ek (1), (2).

Tablo (4- 1): Kontrol ve hasta gruplarinin Yas ve VKI acisindan karsilastiriimast.

Grup Ortalama + SE
Yas (yil) VKi (kg/m?)
Kontrol 51.64 +1.13 26.22 +£0.56
Hastalar 52.49 £1.21 27.75 £0.55
T- testi 3.301 NS 1.558 NS
P- degeri 0.612 0.0533
NS: Onemsiz.

4.2. Aile dyKkiisii

Hasta ve kontrol karsilastirildiginda gosterilen sonuglar anlamli bir fark vardi (P<0.01).
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Tablo (4- 2) : Orneklem ¢alismasinin kontrol ve hasta gruplarinda Aile dykiisiine gore dagilimi.

Aile oykiisti Kontrol Hastalar P- degeri
Numara. (%) Numara. (%)

Evet 9 23 0.0013 **
(20.00) (51.11)

hayir 36 22 0.0013 **
(80.0) (48.89)

P- degeri 0.0001 ** 0.761 NS
** Cok Onemli (P<0.01), NS: Onemsiz.

4.3. Glutatyon peroksidaz 1 (GPX1)

Kontrol grubu igin glutatyon peroksidaz yiiksek bulundu. P-Degeri 0.0001'dir. Tablo (4-3)
ve ek (3)'te gosterildigi gibi kontrol grubu 1253.94 +40.09 ile karsilastirildiginda meme
kanseri hastalarinda 509.38 +37.78 oldugunda GPX1 pg/ml'de fark olduk¢a anlamliyd:
(P<0.01).

Tablo (4- 3) : Glutatyon peroksidaz 1'de kontrol ve hasta gruplar1 arasindaki karsilastirma.

Grup Ortalama + SE (pg/ml)
Kontrol 1253.94 +£40.09
Hastalar 509.38 £37.78
T- testi 109.49
P- degeri 0.0001**

** Cok Onemli (P<0.01).

4.4. Estradiol (E2)

Hasta grubunda 6stradiol yiiksek bulundu. P-Degeri 0.0001'dir. Tablo (4-4) ve ek (4)'te
gosterildigi gibi kontrol grubu 34.19 £1.80 ile karsilastirildiginda meme kanseri
hastalarinda 146.26 £10.07 oldugunda E2 pg/ml'de fark olduk¢a anlamliyd: (P<0.01).
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Tablo (4- 4) : Estradiol'de kontrol ve hasta gruplari arasindaki karsilastirma.

Grup Ortalama + SE (pg/ml)
Kontrol 34.19 £1.80
Hastalar 146.26 +£10.07
T- testi 20.339 **

P- degeri 0.0001
** Cok Onemli (P<0.01).

4.5. Malondialdehit (MDA):

Hasta grubunda malondialdehit yiiksekligi saptandi. P-Degeri 0.050'dir. Tablo (4-5) ve ek
(5)'te gosterildigi gibi kontrol grubu 2.76 +0.42 ile karsilastirildiginda meme kanseri

hastalarinda 4.09 £0.52 MDA nmo/ml'de fark anlamliydi (P<0.05).

Grup Ortalama + SE (nmo/ml)
Kontrol 2.76 £0.42
Hastalar 4.09 +£0.52
T- testi 1.245*

P- degeri 0.050
* Onemli (P<0.05).

Tablo (4- 5) : Malondialdehitte kontrol ve hasta gruplarinin karsilastirilmasi.

4.6. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Hasta grubunda reaktif oksijen tiirleri yiiksek bulundu. P-Degeri 0.0003'tiir. Tablo (4-6) ve
ek (6)'da gosterildigi gibi kontrol grubu 351.01 +23.35 ile karsilastirildiginda meme
kanseri hastalarinda 623.19 £67.53 oldugunda ROS IU/ml'de fark oldukg¢a anlamliyd:

(P<0.01).
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Tablo (4- 6) : Reaktif oksijen tiirlerinde kontrol ve hasta gruplari arasindaki karsilagtirma.

Grup Ortalama + SE (IU/ml)
Kontrol 351.01 £23.35
Hastalar 623.19 £67.53
T- testi 142.01 **

P- degeri 0.0003
** Cok Onemli (P<0.01).

4.7. APE1 gen ekspresyon seviyesinin tahmini

Bu isaret¢inin gen ifadesi, ¢ RT-PCR kullanilarak kullanildi. Tiim numuneler iki kopya
halinde c¢alistirildi. Her numuneden dongii numarasina karsi floresan sinyalleri arasindaki
amplifikasyon grafikleri, sekil (4-7)'de gosterildigi gibi gergek zamanli PCR deneyi

boyunca iirlin birikimini temsil eder.

5,000 180001
- 16000
4000 14,000-
- g e
Ef.m 510’000‘
g Q
g 8 so00]
3 20001 )
3 3 500
L W ;
1000 4000
I :.m
> 0
1§ 11 1§ N W 33 1 6 1 16 N % N 3
Cycle number Cycle number

Sekil (4- 1): Real-time — PCR ile APE1 geninin amplifikasyon egrileri.
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3.004 £0.15 VS 1.00+ 0.00, Tablo (4-7)'de gosterildigi gibi, hastalarda énemli 6lgiide
(p<0.01) daha yiiksek bir APE-1 gen ekspresyonu seviyesi ortaya g¢ikardi. APElgen
ekspresyonu i¢in qRT-PCR, GAPDH referans genine normallestirildi. Katlama degisikligi

verileri, goreceli karsilastirma yontemi 2- (AACt) kullanilarak hesaplandi.

Tablo (4- 7): APEL geninin gen ifadesi.

ACt AACt
Grup APE1 geninin | GAPDH'nin Katlama
Ct'si Ct'si
Hastalar | 21.78 17.19 4.60 -1.38 3.004 £0.15
Kontrol | 23.02 17.06 5.96 -0.022 1.00 +£0.00
P- degeri | - - - - 0.0001 **
** Cok Onemli (P<0.01).

4.8. Kimyasal olciimler arasindaki korelasyon

Kimyasal 6l¢ciimlerle ilgili mevcut ¢alismada yer alan tiim parametreler arasindaki iliski
Pearson korelasyon analizi kullanilarak incelenmistir. Toplu sonuglar Tablolarda (4-8)
sunulmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) diizeylerinin 6stradiol (E2) ve ROS ile 6nemli
Ol¢iide anlamli bir pozitif korelasyona sahip oldugu, glutatyon peroksidaz (GPX1) ile
anlamli bir negatif korelasyona ve ayrica E2 ve GPXI1 arasinda onemli bir negatif

korelasyona sahip oldugu bulundu.

Tablo (4- 8): Meme hastas1 grubundaki degiskenler arasindaki korelasyonlar (P-degeri).

Degiskenler Korelasyon katsayisi-r isaret
ROS & E2 0.39 ol
ROS & GPX1 -0.35 *k
ROS & MDA -0.08 NS
E2 & GPX1 -0.66 **
E2 & MDA 0.19 NS
GPX1 & MDA -0.19 NS

** Cok Onemli (P<0.01). NS: Onemsiz.
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4.9. Degiskenler ve gen katlanmasi arasindaki korelasyon

Tim parametreler ile gen katlanmasi arasindaki iliski Pearson korelasyon analizi
kullanilarak incelenmistir. Tablolarda (4-9) goriildiigi gibi gen katlanmasi ile ROS, GPX1
ve MDA'da anlamli olmayan bir degisiklik ve E2 ile anlamli olmayan bir negatif iliski
degisikligi gosterdi.

Tablo (4- 9) : Degiskenler ve gen kivrimi arasindaki korelasyon katsayisi ifade hastalarda.

Degiskenler Katlama ile korelasyon isaret
katsayisi-r

ROS 0.07 NS

E2 -0.02 NS
GPX1 0.04 NS
MDA 0.04 NS

NS: Onemsiz.
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5. SONUCLAR

Bu calisma, meme kanserli hastalarda APE1 gen ekspresyonunun etkinligini ve bazi
biyokimyasal parametreleri, yash saglikli bireylere gore degerlendirdi ve bu ¢alismanin
sonucuna gore, APEI1, Estradiol (E2) ekspresyonunda énemli farkliliklar oldugu gosterildi,
Glutatyon peroksidaz (GPX1), Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve Malondialdehit (MDA)
arasinda iki gruptur. Ayrica (ROS ve E2), (ROS ve GPXI1) ve (E2 ve GPX1) arasinda
istatistiksel olarak anlamli iligkiler bulundu. Ancak, APEl ile tiim biyokimyasal

parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmadi.

Uluslararas1 hasta sagkalimini belirlemek icin kullanilan her prognostik belirteg, meme
bezi kanseri klinik davramisi hakkinda faydali bilgiler saglayabilir. Bununla birlikte,
vakalarm biiyiik ¢ogunlugunda ne tahmin edilen tiimor gelisimi ne de kemoterapi yanitidir
[101,102]. Vant't Veer ve arkadaglarina gore, hastaligin ayn1 evresinde meme kanseri olan

kadinlar ayn1 tedaviye tamamen farkli tepkiler verebilirler [101].

5.1. Obezite

Obezite veya kilo artisi, tiim riskler arasinda en 6nlenebilir olan meme kanseri i¢in bir risk
faktortidiir [103]. Obezite 25-29 kg/m2 agirlik artis1 olarak tanimlanir; Diinya ¢apinda 475
milyon kisinin BMI'si 30 kg/m2'nin altindadir. Meme kanseri, tiim diinyada kansere bagl
Oliimlerin baslica nedenlerinden biridir [104]. Sonuglar, diger ¢alismalarin yani sira [106]

onceki caligmaya gore istatistiksel olarak anlaml degildir [105],.

5.2. Aile gecmisi

Aile oykiisii genetik bir faktor olmasina ragmen (bu arastirmada meme tiimorii olan
kadinlarin ylizde 51,11'1 dogrudan bir baglantiya (anne, kiz kardes veya kizi1) sahipti), tim
vakalarin aile gecmisinde meme kanseri yok (yaklasik yiizde 48,89'u negatif aile ge¢cmisi)
[107]. Meme kanseri risk oranlari, etkilenen birinci derece akrabalarin sayis1 arttik¢a artti
[108]. Thorlacius'un uzun siiredir devam eden "iki vurus" hipotezine gore, aile meme
kanseri hastalarindaki timor hiicreleri genellikle bir alelde mutasyona ve diger alelde
delesyona sahiptir [107]. Kalitsal meme kanseri vakalarimin g¢ogu, iki kusurlu genle
baglantilidir: BRCA1 (meme kanseri geni bir) ve BRCA2 (meme kanseri geni iki). BRCA

genleri, hiicresel hasar1 onarmaktan ve meme, yumurtalik ve diger hiicrelerin dogru
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gelismesini saglamaktan sorumludur. Bununla birlikte, bu genlerde nesilden nesile
aktarilan anormallikler veya mutasyonlar oldugunda, genler diizgiin ¢alismay1 durdurarak

meme, yumurtalik ve diger kanser riskini artirir [109].

5.3. Glutatyon peroksidaz 1

Glutatyon peroksidaz (GPX1), H,O,'yi H,O'ya diisiirmek igin elektron dondrii olarak
GSH'yi kullanan ve glutatyon disiilfidi (GSSG) oksitlenmis formuna doniistiiren selenyum
iceren bir enzimdir [110,111]. GSH, hiicrenin antioksidan savunma mekanizmasinin en
kritik bilesenlerinden biridir. GSH, GPX'e konjuge oldugu i¢in ksenobiyotik ve kanserojen
maddelerin eliminasyonunda islev goriir [112]. Birgok tiimor hiicresinde gosterildigi gibi,
yiikksek miktarda GSH ve/veya GPX, antioksidan kapasitesini artirir. Bu degisikliklerin
mekanizmas1 ve etkileri iyi tanimlanmamasina ragmen [111], Son c¢alismalar neoplastik
meme dokusundaki antioksidanlardaki artisin bu hiicrelere saglikli dokuya gore 6nemli
avantajlar sagladigini gostermistir. Kanser hiicrelerinde bu enzimlerin varligi, radyasyon
ve diger kemoterapotikler gibi oksidatif hasara neden olan tedavilere diisiik dereceli bir

yanit olabilir [113].

Tas et al. [114] meme kanseri hastalarinda boyle bir iligkiyi arastirmis ve kanser
dokusundaki MDA seviyeleri ile GPX1 aktivitesi arasinda higbir korelasyon géstermemis,

ancak her iki parametre de iyi huylu tiimorlere kiyasla 6nemli 6lgtide artmugtir [114].

5.4. Malondialdehit

Meme kanseri hastalarinin oksidan/antioksidan durumunu arastirmak igin ¢esitli calismalar
yapilmigtir. Zarrini ve ark. [115] bir ¢alismada meme kanseri hastalarinin saglikli
kontrollerden [115] daha yliksek MDA konsantrasyonlarina sahip oldugunu bulmuslardir,

bu da bizim bulgularimiz ile uyumludur.

Goneng ve ark. [116] tarafindan yapilan bir caligmada, kontrol grubu [116] ile
karsilagtirildiginda evre II, III ve IV'te serum MDA diizeylerinde 6nemli farkliliklar vardi.
Basgka bir arastirmada meme kanserli hastalarda serum MDA diizeyleri daha diistiktii
(p<0.05) [117], bu bulgularimizla ¢elisiyor, ancak Yeh ve ark. [118] MDA, SOD ve GPX

aktivitelerinde bir artis gozlemledi [118]. Ray ve ark.na gére MDA konsantrasyonlari,
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hastaligin II ve III. evrelerinde kontrollere kiyasla onemli Olglide artti. [119] GPX

seviyeleri, hastalarda istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha yiiksektir [119].

5.5. Estradiol

Nsaif [120] tarafindan yapilan arastirma, digerlerine goére anlamli yiikselme gosteren
menopoz sonrast malign grup disinda (p0.05), menopoz oncesi ve iyi huylu ve radyoterapi
gruplar1 ile menopoz sonrasi kontrol gruplari. Bu bulgular, Malezya ve Misir'da [121]
yiiriitiilen Onceki arastirmalarla eslesti. Ancak premenopozal malign meme hastalarinda
serum E2 seviyelerinde artis vardir ve istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir [122]. Ek
olarak, sonuglari, kontrollere kiyasla menopoz Oncesi vakalar arasinda ortalama E2
konsantrasyonlarinda anlamli olmayan bir artis Oneren diger Onceki caligmalarla
uyumludur [123,121]. Meme kanseri, biyolojik 6zelliklerini etkileyen hormon agisindan
zengin bir ortamda biiyiir ve bu nedenle nihayetinde klinik davramstir [124]. Ostrojenler,
artan proliferasyon ve azalan apoptoz ile iliskilidir ve genetik mutasyonlu hiicrelerin
proliferasyonunu tesvik edebilir [125]. Artan dolasimdaki dstrojen konsantrasyonlarinin,
postmenopozal kadinlarda meme kanseri riskinin artmasiyla giiglii bir sekilde iliskili

oldugu bulunmustur [126], bu bizim ¢aligmamizla uyumludur.

Estradiol diizeylerindeki artig, bu hormonlarin meme kanserindeki roliinii gosteren kanitlar
desteklemektedir. Bu calisma, menopoz Oncesi ve meme kanserindeki kadinlarda artan
estradiol seviyeleri arasinda bir iliski olmadigin1 gostermektedir [127]. Bu sonuglar,
ostradiol ile higbir iligski gostermeyen bir grup premenopozal kadin {lizerinde kanser ve
beslenmeyi (EPIC) arastirmak i¢in Avrupa grubunda vyiiriitilen en yeni calisma ile

tutarhdir [121].

5.6. Oksidatif stres

Oksidatif stres, lipidlerde, proteinlerde veya DNA'da oksidasyon gostergeleri aranarak
oOl¢iiliir. Nihai lipid peroksidasyon iiriinleri, lipid peroksidasyon derecesini degerlendirmek
icin Olgiiliir. Malondialdehit, en yaygm lipid peroksidasyon son iirliniidir (MDA).
Oksidatif stres igin bir belirtegtir. ROS'a kars1 hiicre direncinde glutatyon ve glutatyon
bagimli enzimler (glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz (GST) ve glutatyon
rediiktaz gibi) gereklidir [128]. Bir¢ok calisma, insanlarda mutajenik MDA &zelliklerini

arastirdi; mutajenik MDA'nin kardiyovaskiiler hastaliklar, ateroskleroz ve diinyadaki
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kadinlarda 6liime neden olan en ileri kanser olan meme kanseri de dahil olmak iizere ¢esitli
kanser tiirlerinin gelisimini destekledigini gosterdiler [129]. Bu, MDA'nin timor
boyutundan [130,131], sitoplazmik yayilimdan ve kanser tiiriinden (zayif farklilasmis)
[129] etkilenmesiyle iligkili olabilir. MDA, plazma zarinda ¢oklu doymamis yag asitlerinin
(PUFA) kaybimna yol acan viicuttaki oksidatif stresle baglantilidir ve oksidatif stresin
mitokondriyal arizaya neden oldugunu ve hatta niikleer solunum ajani gibi kritik
degiskenleri diizenledigini belirtir [132]. Meme kanserli hastalarin serumunda lipidlerin
peroksidasyon diizeyinin normale gore artmasi bazi ¢alismalar [133] ve bizim ¢alismamiz

ile uyumludur.

5.7. Reaktif oksijen tiirleri

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi ve ROS kaynakli apoptoza karst savunmasizlik,
mitokondriyal ariza ile baglantili iki Ozelliktir. Cesitli kanserlerde daha yiiksek ROS
seviyeleri rapor edilmistir ve doniistiiriilmemis hiicrelerde veya kanser hiicrelerinde daha
yiiksek ROS seviyelerinin niikleik asitleri yok ederek ve hiicre hasarina neden olarak pro-
tiimorijenik 6zelliklere sahip olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Ancak literatiirde reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) tiimorijenezdeki roliine dair tartismalar mevcuttur. Bazi caligmalar
ROS'un kanser hiicrelerinde pro-tiimorijenik sinyal yolaklarimi tetikleyebilecegini 6ne
stirerken [134,135], digerleri anti-oksidan tedavinin timor biiylimesini, metastazi

arttirdigini ve kanser fare modellerinde sagkalimi azalttigini buldu [136,137].

5.8. APEL1 geni

BER islemine apurinik/apirimidinik endoniikleaz (APE), kromozom 14 iizerindeki APE1
(14911.2—q12) yardimci olur, APE1 geni 2.21 kb agikliga sahip bes ekzon igerir [138], 3'
ucunda hidrolize edildiginde, tek veya ¢ift zincir kopmalarinda DNA onarimi igin gerekli

olan 3'-hidroksil terminallerini olugturarak DNA oksidasyonunu inhibe eder [139,140].

Irak'ta bir ilk olabilecek bu calismada, Iraklt meme kanserli hastalarin yanitinda rol alan

APE1 onarim genini degerlendirmek i¢in RT-PCR yontemi uygulandi.

Bu arastirmanin bulgulari, hastalarin AlMutairi ve ark.,[141] tarafindan Suudi Arabistan'da
bildirilen bulgularla tutarli olarak, kontrol grubu ile karsilastirildiginda hastalarin APEI

geninin gen ekspresyonunun arttigini ortaya koydu. DNA baz1 eksizyon onarim yolundaki
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azalmis APEI aktivitesi, APE1 modifikasyonu (Asp148Glu) olan hastalarda meme kanseri
riskinin artmasma baglanabilir. Yakin tarihli meta-analiz arastirmasina gore, APEI
Aspl48Glu varyasyonu olan Asyali insanlar, Asyali olmayan insanlara gore daha fazla
kanser riskine sahipti [142]. Redoks efektor faktor 1 (Ref-1) olarak da bilinen APEL1, DNA
onarimina ek olarak bagka bir 6nemli role sahiptir [143]. APE1/Ref-1, c-Jun, aktivator
protein-1 (AP-1), niikleer faktor kappa B (NF-B), tiimor baskilayici protein p53, hipoksi ile
indiiklenebilir faktér 1a (HIF-1a) gibi transkripsiyon faktorlerini soyut olarak uyarir) ve
hiicrenin hayatta kalmasi, biiyiime sinyali ve inflamatuar yol gibi hiicresel islevlerde rol
oynayan eslestirilmis kutu geni 8 [144,145]. APE1'in, promotorlerinde negatif kalsiyum-
yanit elementine bagl kalarak genlerin baskilanmasinda dogrudan trans-etkili bir faktor
olarak calistigi da kesfedilmistir. APE1/Ref-1'in diizensizligi, norodejeneratif [146] ve
kardiyovaskiiler [147] bozukluklarin yani sira insan maligniteleri [148,149] dahil olmak
tizere cesitli hastaliklarla iliskilendirilmistir. APE1/ Ref-1'in DNA onarimini ve
antiapoptotik, inflamatuar ve biiylimeyi tesvik edici yetenekleri destekleme kapasitesi
kanser gelisiminde rol oynayabilir [150]. APE1 genindeki polimorfizmler, APE1/Ref-1'in

calisma seklini degistirebilen amino asit degisikliklerine neden olabilir.
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6. TARTISMA VE ONERILER

6.1. Tartisma

Bu ¢aligmanin sonuglarindan agagidaki sonuglar gozlemlenmistir:

1.

6.2.

GPX, kontrol grubunda hasta grubuna goére daha yiiksek bulundu.
Hasta grupta E2 diizeylerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu gbzlendi.
Hasta grupta MDA diizeyleri kontrol grubuna gore daha yiiksek bulundu.

Hasta grubunda ROS diizeylerinin kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu

gozlendi.

Hasta grubundaki gen ekspresyonu kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek

bulundu.
ROS ve E2 degiskenleri arasinda pozitif bir iliski bulduk.
ROS ve GPX degiskenleri arasinda negatif bir iligki bulduk.

E2 degiskenindeki artig, GPX degiskenindeki artisla iligkilidir.

Oneriler

Meme kanserli kadinlarda APE1 geninde tek niikleotid polimorfizmlerinin

saptanmast.
APEI gen ifadesi ve diger kan biyobelirtegleri arasindaki iliskiyi belirleyin.
Meme kanseri hastasinda diger genlerin gen ekspresyonunun tahmini.

Daha ileri caligmalarin diger oksidatif stres biyobelirteglerini incelemesi gerekiyor.
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Yas (yil)

VKi (kg/m2)

EKLER 1. Yasta kontrol ve hasta gruplari arasinda

52,6
52,4
52,2

52
51,8
51,6
51,4
51,2

karsilastirma.

Control Patients
Grup

EKLER 2. VKI'de kontrol ve hasta gruplarinin

28
27,5
27
26,5
26
25,5

25

karsilastiriimasi.

s

Control Patients
Grup

66



ROS

E2

EKLER 3. ROS'ta kontrol ve hasta gruplari arasinda

700
600
500
400
300
200
100

kargilastirma.

Control Patients
Grup

EKLER 4. E2'de kontrol ve hasta gruplari arasinda

160
140
120
100
80
60
40
20

karsilastirma.

Control Patients
Grup
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EKLER 5. GPX'te kontrol ve hasta gruplari arasinda
karsilastirma.

1400
1200
1000
800
600
400
200

GPX1

Control Patients
Grup

EKLER 6. MDA'da kontrol ve hasta gruplar arasinda
karsilagtirma.

MDA

Control Patients
Grup
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