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OZET

Kanser genetik bir ¢ok bilesenin olusturdugu, hiicre diizeyinde genetik bir
hastalik olarak diisiiniilebilir. Bir cok kanser genetik ve cevresel faktorlerin
karsihikh etkilesmeleri sonucunda ortaya cikar. Bazi kanserlere olan bireysel
yatkinhk, ksenobiyotiklerin aktivasyon ve detoksifikasyon mekanizmalarinda
meydana gelen genetik degisikliklerle aciklanabilmektedir. NAD(P)H:kinon
oksidorediiktaz 1 (NQO1) ksenobiyotiklerin oksidasyonu sonucunda ortaya
cikan Kinonlarin detoksifikasyonunda gorevlidir. NQO1 enzimi hiicreyi
oksidatif stresten korur. NQO1 geninin 187. kodonunda meydana gelen nokta
mutasyonu sonucunda (C609T) enzimin aktifligi homozigot bireylerde tamamen
ortadan kalkmaktadir. Yaban tip alleli homozigot olarak tasiyan bireylerde ise
normal aktivite vardir. Diisiik veya ortadan kalkmis enzim aktivitesinin akut

losemi etiyolojisinde rol oynadig: diisiiniilmektedir.

Biz bu calismada NQO1 genindeki genetik polimorfizm ile akut losemi
arasindaki iliskiyi arastirdik. NQO1 allel dagilimi 87 saghkh bireyde ve 78 akut
losemili hastada arastirildi. NQO1 genindeki mutasyonu tespit edebilmek icin
PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) tabanli RFLP (restriksiyon parca uzunluk
polimorfizmi) metodu kullamlmistir. Yaban (yt/yt) ve mutant (mt/mt) tip
genotiplerin saghkh bireylerde %60,92, %5,75 iken akutl losemili bireylerde bu
oran %062,82, %8,97 olarak hesaplanmistir. NQO1 C609T allel siklig1 kontrol



grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak farkhhk gozlenmemistir
(OR:1,133; 0,675-1,902; Cl: %95). NQO1 genotip ayrimi, akut losemili
hastalarla kontrol grubu kiyaslandiginda da istatistiksel bir farkhhk
gorilmemistir (OR:0,923; 0,492-1,731; Cl: %95). Tiim bu bulgular NQO1

C609T polimorfizminin akut losemi etiyolojisinde bir etkisinin olmadigim

gostermistir.
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ABSTRACT

Cancer has a genetic component and at the level of the cell it can be said to be
genetic disease. Most cancer results from interaction between enviroment and
genetics. Individual susceptibility to some of cancers maybe explained partly by
genetic differences in the activation and detoxification of xenobiotics. NAD(P)H:
quinone oxidoreductasel(NQO1) detoxifies quinones derived from the oxidation
of phenolic metabolites of benzene. NQO1 enzyme activity protects cells from
oxidative stres. A point mutation in codon 187 (C609T) results in complete loss
of enzyme activity in homozygus subjects, whereas those with 2 wild-type allels
have normal activity. Low or null enzyme activity may play a role in etiology of

acute leukemia

In this study, we investigated associations between genetic polymorphism in
NQOT1 susceptibility to acute leukemia. The distrubition of NQO1 allels were
determined in 87 healty individuals and 78 patients with acute leukeima. NQO1
polymorphism was studied using polymerase chain reaction based restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP), followed by digestion with
restriction enzyme was used to analyze the mutation in NQO1 gene. The
distrubtion of wt/wt and mt/mt genotypes were determined as %60,92, %5,75 in
the healthy control population and %62,82, %8,97 in acute leukemia. The
NQO1 C609T allele frequency was not statistically different in acute leukemia
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in comparison to the controls (OR:1,133; 0,675-1,902; Cl: %95). The
distribution of NQO1 genotypes acute leukemia was not statistically different
from the control group (OR:0,923; 0,492-1,731; Cl: %95). These findings do not
support the role of NQO1 C609T polymorphism in the ethiology acute

leukemia.
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Page Number : 65
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1. GIRIS

Insanlik tarihinin énemli bilimsel projelerinden bire de hi¢ kuskusuz insan Genom
Projesidir. Amerikan Enerji Dairesi (DOE) ve Amerikan Ulusal Saglik Orgiitii (NIH)
gibi  Amerikan kurumlar1 tarafindan 1990 yilinda resmen baslatilan proje;
Avustralya, Brezilya, Kanada, Cin, Danimarka, Fransa, Ingiltere, Israil, Japonya,
Almanya, Italya, Hollanda, Kore, Meksika, Rusya, Isve¢ gibi cesitli iilkelerin
katilmastyla uluslar arasi bir boyut kazanmistir [Ulutin, 2005].

Insan Genom Projesi ile 100,000 oldugu tahmin edilen insan genlerinin; yapilarini,
genomdaki yerlerini ve fonksiyonlarinin anlasilabilmesi i¢in 3 milyar baz diziliminin
belirlenmesi amaglanmistir. Planlanandan iki yil once haritanin kabaca olustugu
aciklanmistir. Insan genom calismalariyla tek yumurta ikizleri disinda her insanin
kendine 6zel bir genom versiyonuna sahip oldugu gosterilmistir [Goldstein, 2003].
Genomlar arasindaki farkliliklarin  en  biliylk kaynagi, tek niikleotid
polimorfizmleridir. Insan DNA’sinda 1,4 milyon kadar tek niikleotid polimorfizmi
belirlenmistir. Insan genom projelerinden saglanan bilgilerin farmakogenetige
uyarlanmasiyla bireysel tedaviler giindeme gelmekte ve tedavi i¢in verilebilecek
ilactn metabolik hizi, potansiyel risk yada yan etki olasiligt 6nceden
belirlenebilmektedir [Evans, 2003]. Genetik farkliliklar, ila¢ metabolizmasini
degistirerek ya da enzim ve/veya reseptorleri, substrat ya da ligantlara olan
baglanma etkilerini degistirerek organizmanin ilaca olan yatkinhiklarini
etkileyebilmektedir [Bennet ve ark., 1996]. Bireyler arasindaki bu farkliligin kanser,
diyabet, cesitli dolasim ve mental hastaliklarin molekiiler temelini olusturdugu
diistiniilmektedir. Elde edilen bu bilgilerle bir ¢ok hastaligin temelinde yatan genetik
degisimler aydinlatilabilecektir. Bireyler arasindaki bu farkliligin aydinlatilmasiyla

kisiye 6zel tedavi yaklasimlar1 gelistirilebilecektir [Johnson, 2003].

Kanser temelinde bir hiicre hastaligi olup latince yenge¢ anlamina gelmektedir.
Kanser, hiicresel genlerdeki mutasyona bagl olarak hiicre cogalmasinin kontroliiniin
kaybolmas1 sonucunda ortaya ¢ikan oziinde genetik bir hastaliktir [Sarasin, 2003].

Hiicrede meydana gelen morfolojik, biyokimyasal ya da cogalma o&zelliklerinde



anormal sapmalar sonucu hiicre kanserlesir. Hiicre iireme hiz1 artar, kontak
inhibisyon kaybolur. Besin maddelerinin hiicreye girisi artar, metabolik hiz ve
glikoliz artar. Kanserli hiicrenin, ¢ogalmasi i¢in gerekli olan biiyiime faktorlerine
olan ihtiyaci azalir, bir siire sonra gerekli olan biiylime faktorlerini kendisi tretir. Bir
takim hiicresel genler inaktive olurken bir kismi1 aktive olur [Hanahan ve Weinberg,

2000].

Kanser olusumunda bir ¢ok faktér oOzellikle yas, cinsiyet, ¢evresel etmenler rol
oynamaktadir. Sigara kullanimi, mesleksel nedenlerle kimyasal maddelere (benzen,
arsenik, kadminyum, krom) maruziyet, fiziksel ¢evreden gelen iyonize ve iyonize
olnayan radyasyon, ¢esitli viruslar gibi etmenler genetik faktorlerle birleserek kanser

olusum riskini artirmaktadir [Hunter, 2005].

Insan viicudu hayat boyunca i¢ veya dis kaynakli bir ¢cok toksine maruz kalmaktadir.
Viicudumuzda toksinlerin kotii etkilerini ortadan kaldirmak i¢in ¢esitli enzim
sistemleri bulunmaktadir. Bu enzimler toksinlerin zararli etkilerini azaltmay1
(detoksifikasyon) hedefler [Liska, 1998]. Bugiine kadar yapilan bir¢cok g¢alismada
detoksifikasyon mekanizmalarindaki bozukluklarin ¢esitli kronik hastaliklarin ve
kanserin iizerinde etkili oldugu ve bu hastaliklarin etiyoloji ve seyrini etkiledigi

ortaya konulmustur [Liska ve ark., 1999].

Detoksifikasyon; polar olmayan bilesiklerin, polar bilesiklere c¢evrilip, bosaltim
organlarindan (bobrek, karaciger, akciger, deri) atilmasidir. Bireyler arasindaki
olusan farkliliklarin bir sonucu da detoksifikasyon mekanizmasinda yer alan
enzimleri kodlayan genlerdeki polimorfizimlerdir. Bu durum bireyin yasadigi
cevreye, hayat tarzina, yasia ve cinsiyetine gore degisiklik gostermektedir [Liska,

1998].

Populasyonda %1°den daha yiiksek oranda bulunan gen segenekleri polimorfizm
olarak tanimlanir. Toplumdaki bir organizma birden fazla fenotip olusturan ayni
lokustaki birden fazla allelin mevcudiyeti sonucu ortaya c¢ikan bir Ozelliktir.

Enzimleri kodlayan genlerdeki polimorfizm sonucu enzimlerin allelik varyantlar



ortaya ¢ikar [Vineis. 2002]. Bunun sonucunda viicuda giren ksenobiyotiklerin bu
enzimlerle detoksifiye olma kapasitesi etkilenir. Polimorfizmin fenotipe yansimasi
sonucunda protein ve enzim ifadesinde farkliliklar, dolayisiyla enzimin
aktivasyonunda degisiklikler meydana gelir. Enzimlerde olusan bu polimorfik durum
ile bireyin  kansere yatkinligi arasindaki yakin iligkiler {izerine ¢alismalar

yogunlagmistir [Bennet ve ark., 1996].

Akut l6semiler hizli ilerleyis gosteren bir hastalik olup, olgunlasmamis ve
fonksiyonel olmayan hiicrelerin kemikiligi ve kanda birikmesiyle karakterizedir.
Kanserlesmis kan hiicrelerin anormal artisina bagli olarak normal hiicrelerin gelisimi

baskilanmaktadir [Yakut ve Giilten, 2005].

Bu calismada; 78 akut I6semi hastasi ve 87 saglikli bireyden izole edilen DNA
orneklerinde, detoksifikasyonun faz-1 safthasinda gorevli olup, kinon ve tilirevlerinin
biyoaktivasyonunda gorev alan NAD(P)H: kinon oksidorediiktaz (NQO1) adl1 enzimi
kodlayan gen iizerindeki C—T polimorfizminin dagilimint ve allel frekanslarini
belirlemek suretiyle mutant genotipin Akut 16semiye yatkinlik saglayip saglamadigi

arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Kanser, temelde bir hiicre hastaligidir. Canli organizmada goriilen hiicre
cogalmasinin diizenlenmesi ¢esitli nedenlerden otiirli bozulmaktadir. Canlinin
ihtiyact olmadig1 halde, herhangi bir dokuda meydana gelen kontrolsiiz hiicre
boliinmesi sayisal olarak hiicre artisina ve neticede tumor olusumuna sebep
olmaktadir. Kanser, hiicresel genlerdeki mutasyona bagli olarak hiicre ¢ogalmasinin
kontroliiniin kaybolmasi sonucunda ortaya ¢ikan, 6ziinde genetik bir hastaliktir.
Hiicrelerde ortaya ¢ikan morfolojik, biyokimyasal yada ¢ogalma ozelliklerindeki
anormal sapmalar transformasyon olarak adlandirilir. Bu transforme hiicrelerin tumor

olusturabilme 6zelligine de maling transformasyon denir [Dixon ve Kopras, 2004].

Transforme olan hiicrelerde morfolojik, fenotipik ve genotipik degisiklikler meydana
gelir. Kanserlesen hiicrelerin lireme hizi artar, kontak inhibisyon kaybi1 gozlenir.
Normal hiicreler kiiltiir ortaminda kontak inhibisyonu nedeniyle birbirlerine siki bir
bicimde baglidirlar ve hiicreler tek tabaka olusturduktan sonra ¢ogalmazlar. Kanser
hiicrelerinde kontak inhibisyon kayb1 gozlenir dolayisiyla stirekli ¢ogalarak birkag
tabakali diizensiz kitleler olustururlar. Kanser hiicrelerinin biiylime faktorlerine
gereksinimleri azalir, kendi biiyiime faktorlerini kendileri sentezleyebilirler. Yari-kati
ortamda koloni olusturabilirler. Kat1 ylizeylere tutunma o6zellikleri kaybolur. Besin
maddelerinin hiicreye girisi artar. Hiicre i¢inde proteaz ve proteaz aktivatdrlerinin
salinimi artar. Hiicre yiizeyindeki glikoprotein ve glikolipit yapilarinda degisiklikler
meydana gelir. Hiicrenin metabolik hizi ve glikoliz artar. Hiicre iskeletindeki

degisiklikler sonucunda yuvarlaklasir [Delerenko, 1998].

2.1. Kanserin Molekiiler Temeli

Kanser ilk bakildiginda tek bir hastalik gibi goriilse de; gergekte hiicre ve dokulari
etkileyen karmagik bir siirecin timiidiir. Tumdr bolgesindeki hiicreler sayisal olarak
art1s gosterirler ve buna bagli olarak artan besin ihtiyacini gidermek i¢in en yakin kan
ve lenf yoluna kendi damarlarini olusturarak ulasirlar. Bu hiicreler sekil ve fonksiyon

bakimindan normal hiicrelerden farkli bir durum gosterirler. Sonugta hem yapisal



hem de islevsel olarak anormal bir doku kitlesi olusur. Bulundugu yerdeki organi
isgal eder, olusturdugu kan damarlariyla dolasima girer ve yeni dokulara yayilabilir.
Buna metastaz denir. Boylece kontrolsiiz olarak cogalan, baska dokulara yayilip
onlarin fonksiyonlarint da etkileyen ve organizmanin tiim dengesini sarsan kanser

hiicreleri ¢esitli nedenlerle 6ltime yol acar [Macdonald ve ark., 2004].

Viicudumuzdaki bir¢ok hiicrenin serbest dolagima izni yoktur, yani dogduklar1 yerde
yasar ve Oliirler. Kanserli hiicrelerin en tehlikelileri ise hastaligin ileri agamalarinda
viicudun i¢inde dolasmaya baglarlar ve bu durum kanser tedavisinin en &nemli
engellerinden biridir. Gezici kanser hiicreleri, kanserli dokudan kopup dokular arasi
duvarlart 6zel enzimlerle eriterek dokudan kan bazen de lenf sistemine karisirlar.
Kalp tarafindan siirekli viicudun dokularina pompalanan kan sivisi i¢inde yolculuga
cikan bu gezici hiicreler genelde immiin sistemin T hiicreleri tarafindan dogrudan
yok edilir. Bunlardan kurtulan bazi kanser hiicreleri kendilerine saklanmaya ve

tiremeye uygun dokular bulduklarinda yeniden ¢ogalmaya baslayabilirler.

Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran tiim bu 6zellikler hiicrenin DNA’sinda
meydana gelen mutasyonlar sonrasinda olusmaktadir. Hiicre ¢ogalmasini negatif ve
pozitif yonde etkileyen bir takim genler mevcuttur. Hiicrenin yasami bu genlerin
kontrolii altindadir. Saglikli bir dokuda bu genlerin belli bir dengede kalmasi
gerekmektedir. Bu denge pozifif yonde etkileyen genler lehine bozulursa hiicre

kanserlesir [Klug ve Cummings, 2002].

Hiicre i¢indeki ve hiicre digindaki dengenin korunmasini saglamak icin gerekli tim
islemlere homeostaz denir. Dinamik bir denge durumudur. Doku homeostazini
etkileyen genler iic gruba ayrilabilir. Bunlar onkogenler, tumor baskilayici genler,
apoptozda gorev alan genleridir. Bu genlerin hiicre iizerine olan etkisi sematik olarak

Sekil 2.1°de gosterilmistir [Macdonald ve ark., 2004].

Normal dokulardaki hiicreler programli sekilde boliintir, farklilasir ve dliirler. Proto-
onkogenler, normal hiicre bdliinmesiyle ilgili metabolik yollari, farklilasmay1

diizenleyen proteinlerin genleridir. Proto-onkogenler evrimsel siirecte tiirler arasinda



oldukca 1yi korunmustur. Ciinkii bu genlerin normal isleyisleri, hiicreyi kontrollii

sekilde ¢cogaltmak, 6zgiin sekilde farklilastirmak ve organizmay1 olusturmaktir.

Onkogenler
Myc, src, ras

indiiksiyon

HUCRE

DONGUSE R :
ONGUSU -
Apoptoz OLUMU
genleri
inhibisyon Fas, bax
Tumor
baskilayic1 genler
P53

Sekil 2.1. Doku homeostazini etkileyen genlerin sematik gosterimi [Macdonald ve
ark., 2004].

Onkogenler ise hiicresel genlerden olan proto-onkogenlerin degismis sekilleridir.
Hiicre reseptorlerine baglanan biiylime faktorleri, hiicre zarinda bulunan
transmembran trozin kinazlar, hiicre sitoplazmasinda bulunan sinyal iletiminde
gorevli olan proteinler, hiicre c¢ekirdeginde gen ifadesinden sorumlu olan
transkripsiyon faktorlerinin hepsi proto-onkogen {irlinleridir. Proto-onkogenleri
onkogenlere  doniistiren  mutasyonlar; nokta  mutasyonlari, kromozomal
translokasyonlar, gen ¢ogalmasi, inversiyonlar, protein-protein etkilesimleridir. Bu
genlerde meydana gelen mutasyon sonucunda hiicre anormal olarak uyarilmakta,
cevreden gelen sinyallere gerek kalmaksizin kontrolsiiz hiicre bdliinmesine
baslamaktadir. Onkogen olmasi gerektiginden ¢ok daha fazla ifade edilebilir, yanlis
zamanda yapilan protein fosforilizaysonu nedeniyle hiicre bdliinmesi tetiklenebilir

yada yapist degismis proteinler sentezlenebilir [Brenner ve Dugogan, 2004].

Normal bir hiicrenin boliinmesi ve farklilasmasi, biliylime faktorleri, sitokininler,

hormonlar ve onlarin reseptorleri ile iliskilidir. Reseptorlerin aktivasyonu ile hiicre



ici sinyaller iletilir ve hiicre oliimiiyle ilgili genler baskilanir. Proto-onkogenlerin
iriinleri bu  basamaklarda kritik noktalarda gorev alirlar. Hiicre dis1 biiylime

faktorlerinin uyarilmasini saglarlar. DNA replikasyonunu tetiklerler [Sherr, 2004].

Hiicre dongiisii DNA replikasyonu ve hiicre boliinmesini igeren G, S, G Mitoz
sathalarindan olusur. G; S, G; hiicre béliinmesinin interfazini olusturur. G
sathasinda DNA replikasyonu ve hiicre bdliinmesi icin gerekli proteinlerin sentezi
yapilir, S sathasinda DNA replikasyonu gerceklesir, G, sathasinda da hiicre
boliinmesi i¢in gerekli son hazirliklar tamamlanir. Eger tim bu asamalar saglikli bir
bicimde tamamlanirsa hiicre mitoza girer. Hiicrede mutasyonlarin en sik ortaya
ciktigi dénemler S ve G, sathalarindadir. S safhasi ne kadar uzun olursa mutasyon
olugsma ihtimali o kadar artmaktadir. Mitoz ile ¢ogalan hiicrelerin boliinme
kapasiteleri de sinirhidir, hiicrelerdeki bu programli fizyolojik yaslanma ve oliim
mekanizmasina apoptoz denir. Bu mekanizmanin bozulmasi kanser olusumunun

temelidir [Klug ve Cummings, 2002].

Hiicre dongiisiiniin herhangi bir safhasinda hata s6z konusu ise dongii muhtemel
tamir igin bloke olur. Hiicre dongiisii iki noktada genetik kontrolden gecirilir. Ilki
DNA sentezinden hemen 6nce (G1/S), ikincisi mitozdan hemen dnce (Go/M) yapilir.
Ik kontrolde DNA sentezi igin uygun hiicre dis1 sinyaller ve tiim mekanizmanin
kontrolii yapilir. DNA replikasyonu baslamadan DNA’nin hatasiz oldugundan emin
olunur. Eger herhangi bir hata varsa hiicre dongiisii yavaslatilir ve tamir yapilir, tamir
edilemiyorsa hiicre apoptoza génderilir. Ikinci kontrol mitoza girmeden hemen énce
olusacak yeni hiicrelere hatasiz DNA kopyalandigindan emin olunmak i¢in yapilir.
Ayni zamanda mitozun sorunsuz tamamlanabilmesi i¢in gerekli tiim proteinler, ig
iplikciklerini olusturacak tiim materyaller eksiksiz olarak tamamlandiysa hiicrenin
mitoza girmesine izin verilir. Bu gecis donemlerinde varsa, hatalar diizeltilir.
Biiyiimeyi durduran sinyaller ile biiylimeyi tetikleyen sinyaller arasindaki denge,
hiicrenin dongiiyii tamamlamasma yada sonlandirmasina karar verir [Klug ve
Cummings, 2002]. DNA tamir genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucunda bu
genler aktifliklerini kaybederler. Dolayisiyla olusan mutasyonlar tamir edilemez,

birikir. Bunun sonucunda hiicre kanserlesme yolunda ilerler. Kanserlesme siirecinde



en ¢ok mutasyona ugrayan proto-onkogenlere drnek olarak ras, myc, siklin-D, bcl-

abl genleri verilebilir [Sherr, 2004].

Organizmadaki doku homeostazi i¢in, hiicre boliinmesi ve 6limii arasinda bir denge
olmalidir. Proto-onkogenlerin diizenlenmesinin bozulmasi hiicre ¢ogalmasina neden
olur. Benzer sekilde hiicre c¢ogalmasini durduran, apoptozu tetikleyen genlerin
aktifligini kaybetmesi de kanser gelisimini (karsinogenez) hizlandirmaktadir

[Derelenko, 1998].

Tumoér baskilayict genler hiicre c¢ogalmasini engelleyen genlerdir. Apoptozu
tetiklerler. Apoptoz genetik kontrol altinda olan, organizmanin kendi iyiligi i¢in
hiicrenin kendi kendisini yikmaya karar verdigi, programli hiicre intiharidir. Cok
hiicreli canlilarda apoptoz kullanilmayan hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda, varligi
organizma icin tehtid olusturan hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda gorev alir

[Macdonald ve ark., 2004].

Tumor baskilayict genler ilk kez ¢ok seyrek goriilen kanser tiirlerinden olan
retinoblastoma {izerinde yapilan c¢alismalar sonucunda kesfedilmistir. Tanimlanmasi
onkogenlere oranla ¢cok daha zor olmustur. Tumdr baskilayici genler kalici olarak
aktifligini kaybettigi zaman, hiicre kontrolii olmaksizin boliinmeye devam eder ve
nihayet kanserlesir. Bu gen drlinlerinin bir ¢ogu transkripsiyon faktoriidiir.
Transkripsiyon faktorleri genin promotor bodlgesine baglanirlar. Bu bolge hiicre
boliinmesinin G1/S fazlari arasindaki geg¢is donemini kontrol eder. Dolayisiyla bu
transkripsiyon faktorlerinde meydana gelen mutasyon sonucunda G; hazirlik donemi
tamamlanmadan sentez asamasima gegilir. Ayrica DNA replikasyonu esnasinda
meydana gelen mutasyonlar da tamir edilmeksizin dongii tamamlanir. Bu sayede
degisime ugramis hiicreler olusur ve neticede kanserlesir. Tumoér baskilayic
genlerden p53 geni insan kanserlerinin yaklasik %50 sinde aktifligini kaybetmistir.
Normal bir hiicrede p53 konsantrasyonu diisiiktiir. Fakat hiicrenin DNA’s1 hasar
gordiigiinde bu oran dramatik bir sekilde artmakta, ortalama 60 katina ¢ikmaktadir.
Bunun sonucunda hiicre dongiisii G; sathasinda bloke edilir ve apoptoz tetiklenir

[Macdonald ve ark., 2004]. Tumor baskilayici genler tarafindan sentezlenen



proteinler hiicredeki 6nemli effektdr proteinlere baglanarak bunlarin islevlerini

engeller. En 6nemli baskilayici genler; BRCA-1, BRCA-2, Rb, p53’tiir [Sherr, 2004].

Organizmadaki hiicrelerin sinirlt bir boliinme sayisi ve dmiir uzunlugu vardir. Kanser
hiicrelerinin sinirsiz sayida ¢ogalmalarinin bir diger sebebi de kromozom uglarindaki
telomer bolgeleridir. Kromozomlarin u¢ kisimlarinda kromozomlar1 parcalanmaktan
ve uglarinin kisalmasindan koruyan telomer adi verilen tekrarlanan diziler
bulunmaktadir. Islevsel telomerler olmaksizin, genetik bilgi kaybolabilir, yeniden
diizenlenebilir ya da kararsizlagir. Normal bir hiicre her DNA replikasyonu
sonrasinda replikasyonda kullanilan primer boyu kadar kisalmaktadir. Telomerin esik
degere kadar kisalmasi hiicre genomunda kararsizlifa ve sonugta apoptotik 6liime
gotiiren bir sinyal olarak algilanir. Dolayisiyla normal hiicreler telomerlerinin
yeterince kisalmasi sonucunda yeni bir boliinmeye giremezler, sonugta hiicre yaslanir
ve oOliir. Oysa ki; embriyonik kok hiicrelerde ve bir¢ok kanserli hiicrede telomeraz
enzimi sayesinde telomerler hi¢ kisalmamakta ve hiicre 6liimsiizlesmektedir [Cech,

2004].

Tiim bu mutasyonlarin yaninda DNA ve histon metilasyonu, asetilasyonu,
fosforilasyonu gibi bazi epigenetik degisimlerle de kanser genlerinin ifadelenme
ozelliklerini  degisiklige  ugratilabilmektedir. ~ Ornegin  proto-onkogenlerin
promotorunun CG bolgesindeki metilasyonun ortadan kalkmasit genin asir1
ifadelenmesine neden olurken, ¢ok fazla metillenmesi gen ifadelenmesini

engellemektedir [Feinberg ve Tyco, 2004].

Gliniimiizde kabul goren goriise gore karsinogenez ¢ok basamakli karmagik bir
stirectir. Tek bir hiicreden, kotii huylu tumoére uzanan siire¢ kabaca ii¢ ana bdliime
ayrilmaktadir. Bunlar; baslangi¢ (initasyon), desteklenme (promosyon), ilerleme
(progresyon) asamalaridir [Derelenko, 1998]. Baslangi¢c asamasinda, karsinojene
maruz kalinmasindan kisa bir siire sonra, tek bir hiicrede geri doniigsiimsiiz olarak
cesitli genomik degisiklikler meydana gelmektedir. Genetik degisiklige ugramis olan
hiicreler ¢ogalmaya baglayarak sayilarini artirilar. Fenotipik anormallikler ortaya

cikincaya kadar, DNA da yeni mutasyonlar olusur. Olusan yeni mutasyonlar bu
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hiicrelere segici ¢ogalma oOzelligi kazandirir. Baslangic asamasinin genellikle
DNA'da ortaya ¢iktig1 kabul edilse de, bu ilk asama RNA'da veya bunlarin {iriinii
olan enzimlerde, proteinlerde de ortaya ¢ikabilir. Destekleme asamasi ile ilerleme
sathalar1 arasindaki ayirim net degildir ve destekleme asamasindaki biyokimyasal ve
morfolojik degisikliklerin bir kismi ilerleme sirasinda da devam eder. ilerleme
asamasinda ¢ogalma, invazyon, metaztas 6zellikleri daha yiiksek olan yeni klonlar
olusturulur [Derelenko, 1998]. Ayni tumér i¢indeki her bir kanser hiicresi ¢ok yiiksek
oranda genotipik ve fenotipik heterojeniteye sahiptir. Sonraki kanser hiicrelerinin ¢ok

daha direngli ve kotii huylu olma 6zelligi kanser tedavisini zorlastiran bir durumdur.

Kanser yapan (karsinojen) maddeler etkili olduklar1 asamaya gore kendi aralarinda
ayrilirlar. Baslangi¢ sathasi olmadik¢a desteklenme asamasinda etkili olan maddeler
malign transformasyona neden olamaz. Basglangi¢ sathasi geri doniisiimsiiz olmasina
ragmen, desteklenme safhasi Ozellikle erken donemlerde geri doniisiimliidiir.
Kanserlesen hiicrenin gelisimi sematik olarak Sekil 2.2 ve Sekil 2.3’de gosterilmistir

[Derelenko, 1998].
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Kanser kimyasal mutajenler, fiziksel etmenler (radyasyon ve ultraviyole isinlari),
alman gidalar, sigara, yaslanmis hiicrede biriken toksik maddeler, viriisler ve ¢evre
kirliligi, yasam tarz1 ve stres tarafindan tetiklenmektedir. Gilinlimiizde insanoglunun
hizmetine sunulmus olan 2-3 milyon kimyasal madde mevcuttur. Bunlardan sadece
belli bir kisminin mutajenik ve kanserojenik etkileri incelenmis, geri kalaninin etkisi
bilinmemektedir. Mesleksel nedenlerden otiirli baz1 agir metallere ve g¢esitli
kimyasallara maruziyet bazi kanser tiirlerine yatkinlik saglamaktadir. Bunlar benzen,
naftilamin, is, katran, mineral yaglar, yangin sondiirmede kullanilan
karbontetraklorid ve naylon yapiminda kullanilan akrilnitril, inorganik bilesiklerden
asbest, arsenik, kadminyum, krom gibi maddeler yer almaktadir. Boya sanayisi gibi
alanlarda aromatik amin ve anilin boyalar ile ¢alisanlarda mesane kanseri gelisme
riskinin arttig1 goriilmiistiir. Izolasyon sanayinde kullanilan asbest ise mezetelyoma

¢ok sik izlenmistir [Hunter, 2005].

Fiziksel karsinojenlerden iyonize radyasyon, ultraviyole 1smlar1 (UV) sayilabilir.
Yasanan niikleer patlamalar sonrasinda insanlarda 16semi, lenfoma, troid kanseri
goriilme riski artmustir. Ultraviyole 1sinlar ise deri kanserine yakalanma riskini

arttirmaktadir. Kanserlesme stireci Sekil 2.3’de sematik olarak gosterilmistir.

Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ile enfekte olan besinlerde olusan
alfatoksinler DNA mutasyonu ile karaciger kanserine yol agmaktadir. Besin zinciri
yoluyla insanlara ulasan pestisitlerin ¢ogu, besinlere renk vermekte kullanilan boya
maddeleri, korumada kullanilan katki maddelerin ¢cogunun mutajenik 6zellige sahip
oldugu bilinen gercektir. Yine beslenme aligkanligi da kanser gelisimini
etkilemektedir. Kirmiz1 et, hayvansal yag, tavuk derisinin tiiketilmesi kanser

gelisiminde rol oynayan g¢evresel faktorlerdir [Sarasin, 2003].

Diger taraftan ultaviyole ve radyasyon da kanserojen maddelerdir. Ultraviyole 15181na
maruz kalan deride deri kanseri, X 1smlarina maruz kalan kiside tiroid kanserine
sebep olmaktadir. Bu yiiksek enerjili 1sinlar etki ettikleri hiicrelerin DNA’sinda

kirilmalara ve mutasyonlara neden olmaktadir [Sarasin, 2003].
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Sigarada Ozellikle benzopiren maddesi akciger, iist solunum yollari, 6zefagus,
pankreas, mide, karaciger, barsak ve bobreklerde kansere yol agmaktadir. DNA’daki
guanin bazlarini timine doniistiirerek etki eder. Sigara akciger kanserinin neredeyse

tamamindan sorumludur [Sarasin, 2003].

Bazi virusler kanser gelisimini tetiklemektedir. HIV (Insan bagisiklik sistem
eksikligi viriisii) virusiine bagh gelisen AIDS (Kazanilmis Bagisiklik Yetmezlik
Sendromu) hastalarinda Kaposi sarkoma, hepatit B ve C gegiren bireylerde karaciger

kanseri gelismektedir.

Genetik faktorler ise kanser vakalarmin %5 aciklayabilmektedir. Kalitsal gegis
gosteren kanser tipleri kalinbarsak, meme, yumurtalik, beyin ve deri kanseridir [Klug

ve Cummings, 2002].

Kanser, giiniimiiziin en Onemli saglik sorunlarindan biridir. Sik goriilmesi ve
oldiiriiciligiiniin de yliksek olmasi nedeniyle de bir halk sagligi sorunudur. Tani
olanaklarinin gelismesi ve saglik kurumlarindan yaralanma olanaklarinin artmasi ile
her yil daha ¢ok kanser vakasi teshis edilmektedir. Ayrica enfeksiyon hastaliklarinin
kontrol altina alinmasi, diger hastaliklara karsin etkin tedavi yoOntemlerinin
kullanilmasi, toplum bilincinin gelismesi ve kanser tedavisindeki gelismeler
nedeniyle kanser sikga rastlanan bir hastalik durumuna gelmistir. Yagam standardinin
ylkselmesi dolayisi ile yasam siiresinin uzamasi ve yasli niifusun atmasi, gelisen
teknoloji ile ¢evresel karsinojenlere daha fazla maruz kalma durumu da kanser

insidansinin artmasina neden olmaktadir.

Diinya saghk oOrgiitiiniin yaptigi kapsamli ¢alismalar, kurulan kanser kayit
sistemlerinden gelen bilgilerin 1s181nda kanser prevalansi, mortalitesi ve insidansi

hakkinda istatistiksel bilgiler toplanmaktadir.

Parkin ve arkadaglarinin 2002 yilina ait, olduk¢a kapsamli yapilan veri toplama
calismalar1 sonucunu 2005 yilinda yaymmlamislardir. Buna gore 5 kitada kanser

insidansi, mortalitesi ve prevalansi, yas ve cinsiyet durumuna gore 26 kanser tipi
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arastirilmistir. Buna gore diinyadaki en yaygin ve oliimciil kanser olarak akciger
kanseri belirlenmistir. 2002 yilinda 1,35 milyon akciger kanseri tanist konulmustur.
Tek basina tiim kanserlerin i¢inde %12,5’luk yer kaplamaktadir. Akciger kanserini
1,15 milyon insanla meme kanseri izlemektedir. Kadinlarda en sik rastlanan kanser
tipi meme kanseri olmustur. Kolon ve rektum kanseri %9,4’liikk bir oranla ii¢lincii
sirada yer almaktadir. Mide kanseri bugiine kadar diinyada ikinci en yaygin kanser
tipi iken 2002 yilinda 934,000 kisi ile dordiincii siraya gerilemistir. 679,000 kisi ile
prostat kanseri tim kanserler i¢inde besinci sirada yer alirken, erkeklerde rastlanan
ikinci sirada yer alan kanser tipi olmustur. Karaciger kanseri altinci sirada yer
alirken, serviks kanseri 493,000 adet yeni olgularla yedinci sirada yer almustir.
Serviks kanseri meme kanserinden sonra kadinlarda rastlanan ikinci kanser tipidir.
Bunlar sirasiyla 6zefagus, mesane, lenfoma, 16semi takip etmektedir [Parkin ve ark.,

2005].

Cizelge 2.1. Sebebi bilinen 6liim oranlari

Oliim Sebebi % orani
Kardiyovaskiiler hastaliklar 36
Kanser 11
Serebrovaskiiler hastaliklar 7
Infeksiyon hastaliklari 7
Kazalar 4
Diger Sebepler 35

Ulkemizde 1970’1i yillarda sebebi bilinen éliimler arasinda dérdiincii sirada yer alan
kanser, son yillarda kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra ikinci siraya
yiikselmistir. Gelismis iilkelerde bir yilda goriilen kanser insidansi, yiizbinde 400
civarinda iken saglik bakanlig1 kanser kayit merkezine bildirilen kanser orani
ylizbinde 35-40 civarindadir. Kanser, Tirkiyede1982 yilinda “bildirimi zorunlu
hastaliklar” listesine alinmis olmasina ragmen iilkemizde gercek kanser insidansi
bilinmemektedir. Saglik Bakanligi Kanserle Savag Daire Bagkanligin yaptigi
aciklamaya gore bu oranin gercgekte, ylizbinde 150-200 oldugu diisiiniilmektedir.
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Tiirkiye’de erkeklerde goriilen ilk bes kanser tipi; akciger (%32), mide (%7,2),
mesane (%6,5), larinks (%35,5), kolon / rektum (%5) kanseridir. Tirkiye’de
kadinlarda goriilen ilk bes kanser tipi; meme (%23,4), mide (%6,2), ovaryum (%?5,6),
akciger (%4,9), hodgkin dis1 lenfoma (%4) kanseridir.

2.2. Akut Losemi

Kan hiicreleri kemikiliginde hematopoez adi verilen siki kontrol altindaki ama esnek
bir silire¢ neticesinde kan yapict ana hiicreler (hematopoetik kok hiicre) tarafindan
tiretilirler. Tiim kan hiicreleri kemikiligindeki az sayida bulunan, uzun Omiirlii
pluripotent hematopoetik kok hiicrelerinden koken alir. Kok hiicreleri kendini
yenileyebilme ve farklilagma oOzelliklerine sahiptirler. Bu farklilasmanin son
agsamasinda hiicreler dolasima salinir ve bundan sonra boliinmezler. Bu farklilasma
ve ¢ogalma, kemikiligindeki hiicrelerin birbiriyle iletisimleri, biiylime faktorleri ile
kontrol altinda tutulur. Bir biiyiime sinyali olmadiginda, hematopoetik hiicrelerin

dengesini siirdiirmek i¢in apoptoz baslar [Yakicier, 2005].

Hematolojik kanserler, kan hiicrelerinin kontrolsiiz olarak c¢ogalmasi sonucunda
ortaya ¢ikarlar. Biitlin kanserlerde oldugu gibi tek bir hiicrenin genetik degisimlerle
biiylime ve yasama avantaji kazandig1 ¢cok basamakli bir siire¢ oldugu bilinmektedir

[Yakut ve Giilten, 2005].

Losemi ise normal kan hiicrelerinin gelisim, olgunlasma ve/veya hematopoez
stirecinde rol oynayan genlerin mutasyon ya da epigenetik degisiklik sonucunda
hatali c¢alismalar1 sonucunda gelisir. Kontrolsiiz olarak olgunlasmamis kan
hiicrelerinin birikimi ile karakterizedir. Dort kategoriye ayrilmaktadir. Hastaligin
klinik seyrine gore akut/ kronik, kdken aldig1 hiicreye gore miyeloid/ lenfatik olarak
adlandirilir. Buna gore Akut Lenfatik Losemi (ALL), Kronik Lenfatik Losemi
(KLL), Akut Myeloid Lésemi (AML), Kronik Myeloid Losemi (KML) olmak tizere
dorde ayrilir [Rowe, 1995].
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Akut l16semiler hizli ilerleyis goOsteren bir hastalik olup, olgunlagsmamis ve
fonksiyonel olmayan hiicrelerin kemikiligi ve kanda birikmesiyle karakterizedir. Bir
stire sonra kemikiligi normal eritrosit, 16kosit ve trombosit iiretemez hale gelir.
Kemikiliginde olugsan primer hematopoetik kanserli hiicreler viicutta dolasir ve her
biri metastatik hiicrelerdir. Losemi tedavisinde diger kanser tiplerinden farkli olarak

cerrahinin yeri yoktur [Yakut ve Giilten, 2005].

Kanserlesmis kan hiicrelerin anormal artisina bagli olarak normal hiicrelerin gelisimi
baskilanmaktadir. Bu da, kan elemanlarinin azalmasina yol agmaktadir. Lokosit
sayisindaki azalma sonucunda; enfeksiyona yatkinlik, ates; eritrosit sayisindaki
azalma sonucunda kansizlik, tansiyon diisiikliigii, tsiime, carpinti, halsizlik,
yorgunluk, bas donmesi; trombosit sayisindaki azalmaya bagli olarak da dis eti,
burun kanamasi, morarikliklar, deri lezyonlari, eklem agrilar1 gibi sikintilar bag

gosterir [Yakut ve Giilten, 2005].

Her yastan ve cinsiyetten insan l6semi olabilir. Cesitli kimyasallara maruziyet,
radyasyon gibi cevresel etmenler hastaliklarin ortaya ¢ikmasini tetiklemektedir.
Japonya’ ya atilan atom bombasi sonrasinda losemi insidansinin 6nemli Olglide
artmasi radyasyonun ne kadar etkili oldugunu gdstermistir. Cesitli kanser tiplerinin
(meme, ovaryum kanseri, lenfoma) kemoterapik tedavisinde kullanilan ilaglardan
alkilleyici ajanlar, topoizomeraz inhibitorleri 16semi olusumunu tetiklemektedir

[Rowe, 1995].

Akut l6semiler kronik 16semilere oranla daha sik izlenmektedir. Losemilerde
insidans yasa gore degismektedir. Cogunda hastaligin ileri yaslarda ortaya ¢iktigi
izlenmektedir. Bunun yaninda ¢ocuk c¢agi kanserlerinin 2/3’sini ALL olusturmaktadir
[Smith ve ark., 2005]. Tiim 16semi tiplerinin insidansi kadinlara oranla erkeklerde
daha ytiksektir. 2005 yilinda tiim losemi tiplerinin %356’sin1 erkeklerin olusturacagi

tahmin edilmektedir [Rowe, 1995].

Losemi, tlizerinde yapilan sitogenetik ve molekiiler calismalar sonucunda, sik

tekrarlayan kromozom anomalileri (translokasyonlar, inversiyonlar, delesyonlar)
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izlenmistir. Proto-onkogenlerin aktivasyonu, DNA metilasyon mutasyonlari, tumér
baskilayici genlerin kaybi, DNA tamir mekanizmasindaki degisiklikler, telomeraz
aktivitesindeki degisiklik gibi bircok molekiiler diizeyde degisiklikler sonucu ortaya
cikmaktadir [Hoelzer ve Seipelt, 2004].

Kromozom anormallikleri Idsemilerde oldukga fazladir. Ornegin bugiine kadar
AML’ de 160’a yakin kromozom anormalligi tespit edilmistir. Bu anormalliklerden
bazilar1 hastaligin ilerleyisini ve sag kalimini belirlemektedir. Bunlardan bazilari
sitogenetik analizle belirlenebilmektedir. Bu kromozomal degisiklikler 16semide bazi
onkogenlerin aktivasyonuna neden olmaktadir. Ldsemilerde meydana gelen
molekiiler degisiklikler hakkinda bazi genellemeler yapilabilir. Hematopoetik
hiicrelerde goriillen kromozom anomallileri sonucu gen ifadesinin kontrolii
bozulmaktadir. Gen diizenlenmesinin bozulmasi iki tipte olabilmektedir. Bunlardan
biri gen flizyonudur. Farkli bir gen, genellikle bir transkripsiyon faktorii yada tirozin
kinazin promotoru ile fiizyona ugrar ve bunu ifadesi sonucunda kimerik bir protein
meydana gelir. Myeloid 16semilerin ¢ogunda t(9, 22) translokasyonu sonucunda
olusan Philedelphia kromozomu gozlenmektedir. Molekiiler diizeyde olaya
baktigimizda bcr-abl translokasyonu gozlenmektedir. Diger bir mekanizma da,
normal hiicrelerde gen ifadesini kontrol eden bir genin, uygun olmayan bir bi¢gimde
baska bir genin aktif promotorunun yada enhansirinin kontrolii altina girmesidir. Bu
tip degisiklikler genellikle T hiicresi ya da immunoglobuliinleri reseptdrlerinin gen
lokuslarinda meydana gelmektedir [Yakicier, 2005]. Bunlarin disinda diger genetik
ve epigenetik mekanizmalar (tumdr baskilayict genlerde yada onko-genlerde goriilen
nokta mutasyonlari, gen delesyonlar, DNA metilasyonu/ asetilasyonu) loseminin

ortaya ¢ikmasina yada ilerlemesine neden olabilmektedir [Hoelzer ve Seipelt, 2004].

Losemiler de diger kanser tipleri gibi tek bir hiicreden gelismekte, yeni klonlar
olusturarak g¢ogalmaktadirlar. Maling klonun baskin hale gelmesi normal klona gore
daha hizli ve direngli sekilde g¢ogalmasi ile miimkiindiir. Bu nedenle 16semi
gelisiminin  (I6komogenez) en az iki basamaktan olustugu diisiiniilmektedir.
Hiicrelerin klonal ¢ogalabilmesi i¢in farklilasmanin engellenmesi ve asir1 ¢ogalma ile

hiicresel basamaklarin asilmasi gerekmektedir. Zaten Ildsemilerde goézlenen
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translokasyonlarin genellikle hematopoetik farklilasmada rol oynayan, transkripsiyon
faktorlerinin paketlendigi bolgelerde meydana geldigi gozlenmistir. Bu faktorlerden
biri 6z baglanma faktorii (CBF) olup kromozonun kirilma noktasinda bulunmaktadir.
Bu faktor AML’de sik gozlenen t(8, 21) traslokasyonu ile olusan kimerik protein ile
etkisiz hale getirilmektedir. Fakat sadece farklilasmanin engellenmesi tek basina
16seminin gelismesi i¢in yeterli degildir. Ayn1 zamanda hiicre cogalmasi tetiklenerek

l6komogenez tamamlanmaktadir [Rowe, 1995].

2.3. Detoksifikasyon

Insan viicudu hayat boyunca i¢ veya dis kaynakli bir ¢ok toksine maruz kalmaktadir.
Bu toksinler; c¢evresel toksinler, su, hava ve yiyeceklerdeki kimyasal maddeler,
ilaglar gibi disardan alinabilecegi gibi; hormon metabolizmalarinin {iriinleri,
bakteriyal iirlinler gibi viicut i¢inde de olusabilmektedir. Her kimyasal madde doza
bagli olarak toksik etki gosterebilmektedir. Bu kimyasallar ilag, kozmetik, tarim
ilaci, gida katki maddesi, temizlik malzemesi, endiistriyel kimyasallar gibi ¢cok genis
alana yayilmaktadir. Biitiin bu kimyasallara, organizmaya yabanci anlamina gelen

ksenobiyotik ad1 verilmektedir [Liska, 1998].

Viicudumuzda toksinlerin kotii etkilerini ortadan kaldirmak igin ¢esitli enzim
sistemleri bulunmaktadir. Bu enzimler toksinlerin zararli etkilerini azaltmay1
hedefler.  Bugiine  kadar yapilan  bircok  calismada  detoksifikasyon
mekanizmalarindaki bozukluklarin ¢esitli kronik hastaliklarin ve kanserin {izerinde
etkili oldugu ve bu hastaliklarin etiyoloji ve seyrini etkiledigi ortaya konulmustur

[Liska, 1998].

Detoksifikasyon; polar olmayan (lipofilik) bilesiklerin, polar (hidrofilik) bilesiklere
cevrilip, bosaltim organlarindan (bobrek, karaciger, akciger, deri) atilmasidir.
Detoksifikasyon olduke¢a karmasik olup, bireyden bireye farklilik gostermektedir. Bu
durum bireyin yasadig1 ¢cevreye, hayat tarzina, yasina ve cinsiyetine gore degisiklik

gostermektedir [Bock ve ark, 1990].
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1947 yilinda R. T. Williams; reaktif olmayan toksinlerin iki basamakl
mekanizmayla biyotransformasyona ugradigmi bulmustur. Oncelikle bilesige oksijen
kullanarak fonksiyonel grup eklenmekte, olusan reaktif bilesiklerle (glutamin, glisin,
siilfat) konjugasyon reaksiyonlarina girmekte ve bdylece suda ¢oziiniir hale
gelmektedir [Liska ve ark., 1999]. Bu iki basamak sirasiyla Faz-1 ve Faz-II olarak
adlandirilmistir. Bu reaksiyonlar sonunda yagda c¢oziinen bilesikler suda ¢oziiniir

hale gelmekte ve iire ile atilmaktadir [Estabrook, 1996].

Aslinda toksinler reaktif olmayan (reaktif site igermeyen) bilesiklerdir. Faz-I
siteminde bu toksinlere; oksidasyon, rediiksiyon ve hidroliz reaksiyonlar ile yapisal
guruplar eklenmektedir. Bu sayede reaktif hale gelen toksin Faz-II reaksiyonlarina
girebilecek ve suda ¢Ozliniir hale gelebilecektir. Cok nadir olarak bu reaksiyonlar

sonrasinda dogrudan atilim olmaktadir [Hutt ve Cadwell, 1990].

Faz-I reaksiyonlar1 birgok enzim ailesinin gorev aldigi karmasik bir sistemdir. Temel
olarak; birgok substrata 6zel izoenzimden olusan sitokrom P450 (CYP450) siipergen
ailesi gorev almaktadir. CYP450 enzimleri oksijeni ve NADH (nikotinamid adenin
diniikleotid) substratlara reaktif gurup eklerken, ko-faktor olarak kullanmaktadir
[Estabrook, 1996]. Bu reaksiyon sonucunda ilkinden daha toksik ve reaktif molekiil
olugsmaktadir. Eger bu olusan ara {iriin Faz-II sisteminde detoksifikasyona ugramazsa

hiicresel DNA, RNA ve proteinlere zarar verebilir [Hutt ve Cadwell, 1990].

Birgok calisma Faz-I reaksiyonlarinin indiiklendigi yada Faz-II reaksiyonlarinin
inhibe edildigi durumlarda; Parkinson, kanser gibi hastaliklarin ortaya ¢ikma riskinin
attigin1 ortaya koymustur. Insanda CYP450 enzimlerinden 10 aile tanimlanmistir. Bu
ailelerin birgok alt aileleri de bulunmaktadir ki bunlarin aminoasit dizileri oldukga

yakindir [Estabrook, 1996].

Faz-I reaksiyonlarini takip eden Faz-II konjugasyon reaksiyonlar1 sonrasinda reaktif
toksik molekiiller, suda ¢oziiniir hale gelip, safra ve iire ile viicuttan atilir. Insan
viicudunda glukronidasyon, siilfasyon, asetilasyon, metilasyon, glutatyon ve

aminoasit konjugasyonlar1 gerceklesmektedir. Tiim bu reaksiyonlar i¢in enerji ve
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kofaktore gereksinim vardir. Faz-II enzimlerine 6rnek olarak glukuroniltransferaz,
glutatyontransferaz, sulfotransferaz, N-asetil transferaz verilebilir [Hutt ve Cadwell,

1990]. Detoksifikasyonun mekanizmasi Sekil 2.4’de sematik olarak gdsterilmistir.

Son zamanlarda anti-porter aktivite adi verilen bir detoksifikasyon hareketi
izlenmistir. Anti-porter aktivite enerji gerektiren, hiicre i¢indeki ksenobiyotikleri
hiicre disina pompalayan bir sistemdir. Boylelikle hiicre i¢indeki ksenobiyotikler
hiicre digina pompalanarak ve faz-I sistemine girmeleri saglanir. Bdylece daha etkili
detoksifikasyon olmaktadir. Baz1 ilaglara gosterilen direncin nedeni olarak anti-

porter aktivasyon gosterilmektedir [Liska ve ark., 1999].

Bir¢cok faktor detoksifikasyonda yer alan enzimlerin aktivitesini diizenler. Bu
detoksifikasyon mekanizmalari; ¢evresel faktorlere, viicutta artan ksenobiyotiklere,
yasa, cinsiyete, yasam tarzina, genetik faktorlere bagl olarak baskilanmakta veya

indiklenmektedir.

Viicutta biriken ksenobiyotikler faz-1 ve faz-II enzimlerinin devreye girmesine
neden olur. Indiikleyicilerin bazilar1 tek-etkili bazilar1 ise ¢oklu-etkili olmaktadir.
Tek etkili indiikleyiciler tek bir enzimi yada mekanizmanin tek bir basamagini aktive
eder. Coklu etkili indiikleyiciler ise birden fazla basamag: etkiler [Liska ve ark.,

1999].

Bazi substratlar sadece faz-1 enzimlerini indiikler. Bunun sonucunda cok fazla
miktarda reaktif iiriinlerin olusmasina neden olur. Uretilen bu ara iiriinler hiicresel
DNA, RNA ve proteinlere zarar verir. Buna ornek olarak sigara dumanindaki
polisiklik hidrokarbonlar, yanik etdeki aril aminler verilebilir. Bunun yaninda birgok
sebze ve meyvada bulunan flavonoidler bir¢ok faz-II enzimini indiikler [Estabrook,

1996].

Detoksifikasyon mekanizmasi gesitli nedenlerden 6tiirii inhibe olabilir. Ornegin; ayni
enzimle reaksiyona giren bilesikler ayni ortamda bulundugunda birbirleriyle

yarisirlar. Bu duruma kompetetif inhibisyon denir. Bunun yaninda bazi bilesikler



22

vardir ki, secici olarak tek bir detoksifikasyon basamagini inhibe eder. Bazi ilaglar,
H, inhibitorleri, makroloit antibiyotikleri, faz-I enzimlerinin reaktif sitelerine
baglanarak inhibisyona neden olabilmektedir. Enzimlerin kullandig1 ko-faktorlerin
ortamda yeterli miktarda bulunmamasi da bir inhibisyon nedeni olabilir [Liska ve

ark., 1999].

Faz-1 Reaksiyonlari Faz-1I Reaksiyonlari
ARA ATILIM
> URUNLER URUNLERI
Reakmyqnlar Reaksiyonlar
e  Oksidasyon .
s e Siilfasyon
e  Rediiksiyon .
Sy e  Asetilasyon
e Hidroliz .
. e Metilasyon
e Hidrasyon .
dehid e  Glukronidasyon
¢ chidrasyon e  Glutatyon
konjugasyonu
e  Aminoasit safra serum
konjugasyonu
v
v v

disk1 boébrek

Sekonder
Doku Hasar1

ure

Reaktif O,
Radikalleri

Sekil 2.4. Detoksifikasyonun sematik gosterimi [Liska ve ark., 1999]

Detoksifikasyon reaksiyonlarinda yer alan enzimlerin ko-faktdr, ko-enzimleri ve
diger bilesiklere karsi olan ihtiyaclar1 beslenme yoluyla alinir. Detoksifikasyon

aktivitesinde yas Oonemli bir role sahiptir. Yeni doganlarda ve kiigiikk ¢ocuklarda
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detoksifikasyon reaksiyonlari yetiskinler kiyasla ¢ok daha yavas gerceklesmektedir.
En az yas kadar 6nemli olan bir diger faktdrde cinsiyettir. Menopoz Oncesi ve
menopoz sonrast kadinlarin ila¢ dozlarina verdikleri tepkilerin farkliligini,

hormonlarin faz-1 enzimleri lizerindeki etkisi agiklamaktadir [Liska ve ark.,1999].

Insan genom calismalariyla tek yumurta ikizleri disinda her insanin kendine 6zel bir
genom versiyonuna sahip oldugu gosterilmistir. Genomlar arasindaki farkliliklarin en
biiyiik kaynagi, tek niikleotid polimorfizmleridir [Vineis, 2002]. Insan DNA’sinda
1,4 milyon kadar tek niikleotid polimorfizmi belirlenmistir. Insan genom
projelerinden saglanan bilgilerin farmakogenetige uyarlanmasiyla bireysel tedaviler
giindeme gelmekte ve tedavi igin verilebilecek ilacin metabolik hizi, potansiyel risk
ya da yan etki olasiligt onceden belirlenebilmektedir [Johnson, 2003]. Genetik
farkliliklar, ila¢ metabolizmasini degistirerek ya da enzim ve/veya reseptorleri,
substrat ya da ligantlara olan baglanma etkilerini degistirerek organizmanin ilaca

olan yatkinliklarini etkileyebilmektedir [Golstein ve ark., 2003].

Mutasyon, kalittm molekiiliinde olusan ve kusaktan kusaga aktarilan kalici
degisikliklerdir. Mutasyonlar biiyiikliigiine gore (nokta, gen veya kromozom),
nedenine gore (kendiliginden yada uyarilmis) etkilenen doku tipine gore (viicut veya
esey) genetik sifrenin anlamlilig1 gibi bir¢ok 6zellige gore siiflandirilabilmektedir.
Mutasyonlar rastgele olugsmaktadir. DNA’daki nokta mutasyonlari, DNA’daki tek bir
baz ciftindeki degisiklik olarak tanimlanabilir. Bu degisiklik, baz eklenip/eksilmesi
seklinde olabilecegi gibi baz degisikligi ile de olusabilmektedir. Baz degisiklikleri,
bir baz cifti yerine baska bir baz ¢iftinin gegmesi seklindeki mutasyonlardir. Bunlar
transisyonlar (bir bazin yerine ayni kimyasal gruptan bir baska bazin geg¢mesi),
transversiyonlar (bir bazin yerine farkli kimyasal gruptan bir bagka bazin ge¢mesi)

seklinde olmaktadir [Sarasin, 2003].

Bir organizmanin tasidigi tiim genler bireyin genotipini, ortaya cikardigi fiziksel
goriiniim ve islevi ise fenotipini olusturur. Genlerin niikleotid dizilimindeki herhangi
bir degisiklik kodladig1 tiim proteinin kopyalarini etkiledigi i¢in mutasyonlar bir

organizmanin tiim hiicrelerinin zarar gormesine neden olabilir. Bir genin kontrol
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yada yapisal bolgesindeki mutasyon, proteinin islev kazanmasina, kaybetmesine ya

da yeni bir 6zellik kazanmasina neden olur [Hartl ve Andrew,1997].

Toplumda %1°den daha yiiksek oranda bulunan gen segenekleri polimorfizm olarak
tanimlanmaktadir. Genetik mutasyonlar bir ¢esit genetik polimorfizmdir.
Polimorfizmler de tipki mutasyonlar gibi bazi DNA boélgelerinde eksilme, artma,
rekombinasyonlar, gen duplikasyonu ve gen kaybi seklinde goriilse de genomda en
cok tek niikleotid polimorfizmleri olarak goriiliir. Niikleotid degisimi genin kontrol,
intron ve ekzon bolgesinde olabilir. Kodlayici bolge icinde olup birinci ve ikinci
niikleotidde degisiklige neden olan ve iiciincii niikleotidte degisiklik oldugu halde
aminoasit diziliminde degisiklige neden olmayan sinonim polimorfizimlerdir. DNA
diizeyindeki bu genetik degisiklikler kodlayic1 bolgede yaklasik 500-1000
niikleotidde bir, kodlayici olmayan bdlgede 300-500 niikleotidte bir niikleotid
degisimi gézlenmektedir [Weber, 1997].

Genetik polimorfizm ¢aligmalari, hastaliklar i¢in risk altindaki kisilerin belirlenmesi
ve ila¢ tedavisi i¢in yeni hedeflerin belirlenmesine firsat verir. Kimyasallar1 ya da
karsinojenleri metabolize eden enzim polimorfizmleri kalitsal yada g¢evresel olarak
hastalik olusumunda dogrudan etki gosterirken, DNA onarim genlerindeki
polimorfizmler dolayli etki gosterir [Vineis, 2002]. Polimorfizm toplumdaki bir
organizmada birden fazla fenotip olusturan ayni lokustaki birden fazla allelin
bulunmasi durumudur. Polimorfizmin fenotipe yansimasi sonucu gen iirliniiniin
ifadesinde farkliliklar olmasina neden olur. Eger polimorfizm enzimi kodlayan
bolgede olusmus ise viicuttaki enzim seviyesi populasyon igerisinde farkliliklar
olusturur. Ortaya ¢ikan farklilik ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunu da etkiler.
Enzimlerin bu polimorfik durumlar1 ¢esitli hastaliklara ve kansere yatkinlik
saglamaktadir. Bu nedenle, bu konu c¢alismalarin ilgi odag: haline gelmistir [Weber,

1997].



25

2.4. Kinon Oksidorediiktaz

Kinon bilesikleri oldukga reaktif bilesikler olup, otomobil ekzosu, sigara dumani ve
sehir havasinda bol miktarda bulundugu gibi, yedigimiz ¢ogu besinin igerisinde de
dogal olarak bulunmaktadir. Ksenobiyotikler organizmada bir takim enzimler
vasitastyla metabolize edilirler. Kinoid yapisina uygun bilesiklere 6zgii enzimler,
kinon ve tilirevlerinden bir veya iki elektron kopararak indirgenmesine sebep olurlar

[Iskander ve Jaiswal, 2005].

Ksenobiyotik metabolizmasina katilan enzimlerden wubikinon oksidorediiktaz,
sitokrom P450 rediiktaz gibi enzimler kinon ve tilirevlerinden bir elektron kopararak
semikinon bilesiklerin olusmasina neden olurlar. Olusan bu bilesikler oksidatif stres,
DNA hasari, membran hasari, sitotoksisiteye neden olarak reaktif oksijen tiirevlerini

olustururlar [Estabrook, 1996].

Kinonlardan iki elektronun koparilmast kinon oksidorediiktazlar tarafindan
gerceklestirilir.  Kinon tiirevlerinden, kinon oksidorediiktazlarin iki elektron
indirgemesi ile Sitokrom P450 rediiktaz’1n bir elektron indirgemesi yarisir. Fakat bu
reaksiyon sonrasinda semikinon bilesikler olugsmadigindan hiicre, kinon ve kinon
tirevlerinin olas1 zararlarindan korunmus. Hidrokinon bilesikleri, semikinon
bilesikleri gibi reaktif oksijen tiirevleri olusturmadigindan daha kararli bir durum

yaratilmis olur [Jaiswal, 2000]

Insanlarda NAD(P)H kinon oksidorediiktaz-1 (NQO1) ve NRH kinon
oksidorediiktaz-2 (NQO2) olmak flizere iki sitosolik formu vardir. Son zamanlarda
caligmalar daha ziyade NQOI iizerine yogunlasmistir. Enzimin yaklagik 40 yillik bir
gecmisi vardir. 1958 yilinda Ernster ve Navazio tarafindan kismi olarak saflagtirilmis
ve bazi 6zellikleri tamimlanmigtir. NQO! tanimlanmasinin ardindan yapisal olarak
NQO1’ a ¢ok benzeyen flavoprotein yapisinda olan ikinci bir enzim tanimlanmistir.
[k kez Liao ve William-Ashman tarafindan kesfedilen bu enzim NRH: kinon
oksidorediiktaz-2 (NQO2) olarak adlandirilmistir [Chen ve ark., 2000].
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Diger enzimlere olan iistiinliikleri ve biyolojik fonksiyonlar1 nedeniyle NQO’larin
farkli sitosolik formlari i¢erisinde en ¢ok g¢alisilan enzim NQO1’dir. NOQ1 kinon ve
kinon tiirevlerinden iki elektron indirgeyen bir flavoproteindir. Indirgeme islemi
NAD(P)H ve FAD (flavin adenindiniikleotit) yardimiyla olusur. Reaksiyon
sonucunda hidrokinon bilesikleri olusur. Kinonlardan sitokrom P450 enzimiyle de
bir elektron kopararak indirgeme yapilabilmektedir. Bu iki reaksiyon birbirleriyle
yarisirlar. Kinonlardan bir elektron indirgenmesiyle semikinon bilesikleri olusur ve
bu bilesikler serbest oksijenle reaksiyona girerek reaktif oksijen radikalleri (ROS)
olustururlar. Reaktif oksijen radikalleri DNA, RNA ve proteinlere zarar vererek
hiicresel hasara neden olurlar. Oysa ki; NQO1 enzimi ile reaksiyona giren
hidrokinonlardan iki elektron indirgenerek hidrokinon bilesikleri olusur. Hidrokinon
bilesikleri, semikinon bilesikleri gibi reaktif oksijen tiirevleri olusturmadigindan daha
kararli bir durum yaratilmis olur. Indirgeme sonucunda olusan hidrokinonlar faz-II
enzimleri ile konjugasyona girerek detoksifiye olurlar ve viicuttan atilirlar. Fakat bazi
durumlarda olusan hidroksikinon bilesikleri kendilerini oksidasyona ugratarak ROS
olusturabilirler. NQO1 enziminin detoksifikasyon reaksiyonlart Sekil 2.5’de
gosterilmistir [Chen ve ark., 2000].

Sonug olarak; NQO1 enzimi kinoid bilesiklerin detoksifikasyonunda yer aldig1 gibi
bilesiklerin reaktif formunu da aktive edebilme 6zelligine sahiptir. NQO1 kimyasal
toksisiteye ve karsinojeniteye karsi hiicreleri koruyucu etkisi nedeniyle son

zamanlardaki caligmalarin ilgi kaynagi olmustur [Joseph ve ark., 2000].

NQOI gen ifadesi, ksenobiyotiklere, antioksidanlara, agir metallere, UV, iyonize
radyasyona cevabi arttirir. Bu sayede hiicre oksidatif stresten, serbest radikallerden
ve kanserden korunmus olur [Ross, 2005]. NQOI1 iki diizine genin indiiklenmesini
saglayarak hiicresel savunmay1 tetikler. Bu genler; Glutatyon-S-transferaz
(hidrofobik elektrofilleri ve reaktif oksijen tiirevleriyle konjugasyona girer), UDP-
glukroniltransferaz  (ksenobiyotikler ve ilaglarla konjugasyon yaparlar), -
glutaminsistein  sentetaz (glutatyon mekanizmasinda anahtar rolii oynar).

Ksenobiyotik bilesikler organizmaya girdiginde hiicresel savunma mekanizmasi aktif
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olarak islemeye bagslar. Bu mekanizmada NQOI1 6nemli bir role sahiptir [Ross ve

ark., 2000].
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Sekil 2.5. NQO1 enziminin detoksifikasyon semasi

NQOI kinon oksidasyonunda dogrudan gorev almasinin yaninda CoQ (ko-enzim Q),
E vitamini gibi ¢esitli dogal antioksidanlarin indirgenmesinde ve bu bilesiklerin bu
sekilde kararli kalmasina yardimci olmaktadir. indirgenmis formdaki antioksidanlar
tim hiicrelerde ve membranlarda bulunur. Hiicre membraninin fizyokimyasal

yapisinin diizenlenmesinde gorev alir. NQO1 ayni1 zamanda tumor baskilayict



28

genlerden p53 kararliligini korumasinda gorev alir. p53 baglanarak daha kararl bir

hale geldigi diisiiniilmektedir [Iskander ve Jaiswal, 2005].

NQOI insanda 16. kromozomun kisa kolunda (16q22.1) lokalize olmus tek kopya
halinde bir gendir. Restiksiyon haritas1 ve dizi analizi sonucunda genin; ortalama 20
kb. biiytikliigiinde 6 ekzon, 5 introndan olustugu gosterilmistir. 274 aminoasitten
olusmustur. Sitosolik bir protein olup ilk kez ratlarin karacigerinden izole edilip

klonlanmistir [Ross ve ark., 2000].

Genin regiilasyonu, promoter bolgesindeki cis elementler vasitasiyla olmaktadir.
NQOI genini kontrol eden cis elementler tespit edilmistir. Bunlar antioksidant cevap
elementi (ARE), ksenobiyotik cevap elementi (XRE), aktivator protein-2 (4P-2) gibi
elementleridir. Bu elementler genin hem indiiklenmesine hem de baskilanmasini
saglar. Cesitli antioksidant, oksidanlar maruziyetinde NOQOI geni ARE elementiyle
pozitif diizenlenir. NQOI geni gibi birgok detoksifikasyon enzimlerinin
diizenlenmesi ARE cis elementi vasitasiyla yapilmaktadir. ARE bdlgesine baglanan
bir takim transkripsiyon faktorleri tanimlanmistir. Bunlar; AP-1, Nrf-1, Nrf-2, Maf, c-
Jun, Jun-B, Jun-D, c-Fos’ dur. Nrf-2 ksenobiyotiklere veya antioksidantlara maruz
kalmamis olan normal hiicrelerin  sitoplazmasinda Keap-I proteini tarafindan
tutulmustur. Hiicre ksenobiyotiklere maruz kaldiginda Keap-1 ve Nrf-2 birbirinden
ayrilir, serbest kalan Nrf-2 ¢ekirdege transloke olur [Yu ve Kensler, 2005]. Keap-1’in
oksidatif strese duyarli bir sensor protein oldugu diistiniilmektedir. Burada c-Jun
faktoriiyle heterodimerize olarak ARE bdlgesine baglanir. Nrf-2 ile c-Jun birbirine
baglanmasin1 ¢esitli bilinmeyen sitosolik faktorler sitiimiile eder. Bu sayede
traskripsiyon tetiklenir ve gen ifade edilir. Nrf-2 ve c-Jun gibi Nrf-1, Jun-B, Jun-D de
ARE bolgesine baglanarak diizenleme yapabilmektedir. Diger transkripsiyon
faktorleri de benzer mekanizmalara sahip oldugu disiiniilmektedir. NOOI gen

ifadesinin diizenlenmesi Sekil 2.6’da gosterilmistir [Jaiswal, 2000].

NQOI geninin ifadesi bireyden bireye farkliliklar gosterirken, ayni kisinin farkli
dokularinda bile farklililk gosterebilmektedir. Tumor dokularinda, saglikli

dokulardakine nazaran daha fazla ifade edilmektedir.
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Polimorfizm bir populasyondaki ayni lokusta birden fazla allelin mevcudiyeti
sonucunda birden fazla genotipin ortaya ¢ikmasina neden olan bir 6zelliktir. Genel
olarak aminoasit degisimi ile ilgilidir. Gen dizisindeki bir aminoasitin degismesi
olusan {riiniin degismesine neden olmaktadir. Genin iiriinii bir enzim ise bu
degisiklik enzimin aktivitesinde degisiklige yol agmaktadir. Aktivitenin azalmasina
yada ortadan kaybolmasina neden olur. Bunun sonucunda organizmaya giren
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonun da aksakliklar olabilmektedir. Tiim bunlarin
sonucunda; toplumda polimorfizm gosteren bireylerin ¢esitli hastaliklara daha yatkin

olabilecegi diisliniilmektedir [Weber, 1997].

Faz-1 enzimlerinden olan NQOI 16. kromozomun kisa kolunda lokalize olmustur.
1980 yilinda Edward ve arkadaslarmin yaptifi calismada Ingiliz toplumunun
%4 tinlin NQO1 enzim aktivitesi gostermedigini saptamistir. Polimorfizm genin iig
bolgesinde olabilir. Genin promotor bdlgesinde (ARE, XRE bdlgelerinde),
transkripsiyon olmayan 3’ bolgesinde yada genin icerisindeki herhangi bir bolgede

olabilir [Nebert, 1991].

Traver ve arkadaslar1 kolon karsinom hiicre gruplarinda enzim aktivitesinin
azalmasina yol agan 6. ekzonun 609. niikleotidinde bir baz degisimi sonucu olusan
polimorfizmi tanimlamigtir. Genin 6. ekzonunun 187. niikleotitinin sitozinden timine
degismesi (C—T) gen triinlerindeki aminoasit dizisini degistirmekte ve prolin’in
serin’e doniismesine neden olmaktadir. Bu durum proteine kararsiz bir yapi

kazandirmakta ve enzim aktivitesini durdurmaktadir.
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Sekil 2.6. NOOI geninin diizenlenmesi [Jaiswal, 2000].

Mutant NOQOI (NQO1%*2) geninin yarilanma 6mrii ¢ok kisadir, hemen yikima ugrar.
Iki alleli de mutant olan bireylerde enzim aktivitesi gdriilmezken, heterozigot
bireylerde orta diizeyde aktivite gozlenir [Traver ve ark., 1997]. NOOI geninin 6.
ekzonunda belirlenen polimorfizminin diyagram ve sematik gosterimi Sekil 2.7 ve

Sekil 2.8’de gosterilmistir
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Kimyasal Ajanlar NQOI1 geninin
Or: benzen, > aktivasyonu
kinoid bilesikler

l

NQO1*1/*1 NQO1*1/*2 NQO1*2/*2

NQOI Orta diizeyde NQOI
aktivitesinde NQOI aktivitesinde
artig aktivitesi degisiklik yok

Hiicresel
stres

Hiicresel
savunma

Sekil 2.8. NOOI polimorfizminin diyagram ile gosterimi [Ross, 2005]

Genetik polimorfizm caligmalari, hastaliklar icin risk altindaki kisilerin belirlenmesi
ve ilag tedavisi i¢in yeni hedeflerin belirlenmesine firsat verir. Kimyasallar1 ya da
karsinojenleri metabolize eden enzim polimorfizmleri hastalik olusumunda dogrudan
etki gosterirken, DNA onarim genlerindeki polimorfizmler dolayli etki gosterir.
NQOI polimorfizmini homozigot mutant olarak tasiyan bireylerde (NQO1*2) enzim
aktivitesi ortadan kalktig1 i¢in hiicresel strese maruz kalmakta, bu durumun bir ¢ok
hastaliga yatkinlik sagladigi diistiniilmektedir [Siegel ve ark., 1999]. Bu nedenle bir
cok kanser tipinde bu gen polimorfizmi arastirilmistir. Populasyon ¢alismalarinda her
ne kadar da farkli sonuclar elde edilmis ise de, bazi calismalar sonucunda *”C—T
polimorfizmi tasiyan bireylerde enzim aktivitesinin diisiik olmasi nedeniyle

hematolojik kanserlere yatkinlik sagladig: diigiiniilmektedir [Nebert ve ark., 2002].

Yapilan c¢alismalarda PZR-RFLP yontemi kullanilarak NQOI polimorfizmi
degerlendirilmistir. Bu yontem DNA’nin in vitro ortamda istenilen bdlgesinin

cogaltilmasi sonrasinda belli niikleotid dizilerini tantyarak kesen ve DNA’y1 farklh
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boylarda parcalara ayiran restriksiyon enzimiyle kesimine ve bu pargalarin jel

tizerinde degerlendirilmesine dayanir [Klug ve Cummings, 2002].

In vitro kosullarda istenilen bir genin yada 6zgiin bir DNA dizisinin ¢ok sayida
kopyasinin elde edilmesi i¢in rekombinant DNA yontemleri ile DNA klonlamasina
ek olarak 1986 yilinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu’da (PZR) kullanilmaya
baslanmigtir. Kary Mullis tarafindan gelistirilen PZR, 6zel bir DNA par¢asinin
kopyalarinin primerler tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi
seklinde tanimlanan in vitro bir yontemdir. Sistemin Cetus firmasi tarafindan
gelistirilmesiyle birlikte klinik tipta hizla kullanilmaya baglanmistir. PZR ile insan
genomik DNA’s1 gibi karmagik yapidaki DNA molekiiliinden 6zel DNA pargalarinin
sentezinin birkag saat icinde gerceklestirilebilir hale gelmesi, bu teknolojinin

yayginlagsmasinda baslica neden olmustur [Klug ve Cummings, 2002] .

Polimeraz zincir reaksiyonu, ¢ift iplikli DNA molekiilinde hedef dizilere iki
oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. Yiiksek sicaklikta
denatiire olan DNA molekiilii tek iplikli hale geldikten sonra primerlerin tamamlayici
bolgeden DNA’ya baglanir. DNA polimeraz enzimi uygun tampon ve dort gesit
deoksiriboniikleikasitrifostat (dNTP) varlifinda primerin 3’ hidroksil ucundan
uzamasini saglar. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekiilii

sentezlenmis olur [Manniatis ve ark., 1989] .

Bir PZR dongiisii denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve uzamasi olmak iizere ii¢
asamadan olusur. PZR’in temel bilesenleri kalip DNA, DNA polimeraz enzimi,
primerler, dNTP karisimi, tampon ve MgCl,’diir. DNA polimeraz enzimleri, dort
cesit ANTP kullanarak tamamlayici diziyi sentezlerler. Bunun i¢in kalip molekiildeki
diziye baglanan kisa DNA pargalar1 (primer) olmasi gerekir. Sentez 5° yoniinden 3’
yoniine dogru devam eder. Bunun i¢in yiiksek sicaklikta yasayabilen bakteri veya
arkelerden izole edilen sicaklia dayanikli DNA polimerazlar kullanilir. DNA
polimerazin senteze baslayabilmesi i¢in kalip DNA’ya uygun primerlere ihtiyag
vardir. Ticari olarak elde edilebilecegi gibi primer tasarimi da yapilabilir. NTP’lerde

yiiksek saflikta tek tek yada 4’lii grup karisim halinde ticari olarak satilmaktadir.
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Karisimda kullanilan tamponlarda enzime uygun olarak (set halinde) 10X
konsantrasyonda satilmaktadir. Mg™ iyonlart NTP ile ¢oziinebilir kompleksler
olustururlar, polimeraz aktivitesini uyarir, primer-kalip etkilesimini saglarlar. Bu
nedenle MgCl, PZR 6zgiilliigii ve iiriin verimi lizerinde olduk¢a 6nemli etkisi vardir.
Diisik Mg™ konsantrasyonu iiriin olusumunda azalmaya, yiksek Mg™

konsantrasyonu ise 6zel olmayan {iriin birikimine yol agar [Manniatis ve ark., 1989].

Baglangi¢ denatiirasyonu i¢in genomik DNA gibi karmagik kaliplarin denatiire
olmasii saglamak iizere yiiksek sicakliklar (92-100°C) kullanilir. Primerlerin
uzamasi agsamasinda genelikle polimerazlarin polimerizasyon aktivitesi i¢in en uygun
sicaklik derecesi olan 72°C kullanilir. PZR iiriinii olan tiim molekiillerde reaksiyonun
tamamlandigindan emin olmak i¢in son dongiiniin uzama siiresi ¢gogunlukla uzun
(10-15 dakika) tutulur. Toplam dongli sayisinin arttirilmasi halinde istenmeyen
tiriinler fazlalagirken istenilen iirlinlerde herhangi bir artis meydana gelmez Bu
ylizden kirk dongliden fazla yapilan PZR reaksiyonlari basarili sonu¢ vermez

[Manniatis ve ark., 1989] .

PZR fiiriinlerinin boylar1 primerlerle sinirhidir. Cogaltilmis {iriinlerin saptanmasi ve
dogrulanmasi i¢in ¢esitli yontemler kullanilabilir. Bu yontemlerden en basit ve genel

olani elektroforezdir.

Yontem avantajlar1 basit ve hizli olmasi ayrica diger yontemlerden yeterli diizeyde
ayrilamayan DNA parcalariin ayrilabilmesini saglamaktadir. UV 15181 altinda
florasan etki gosteren EtBr (etidyumbromiir) boyasmin kullanimi ile diisiik
derigimlerde olsa bile DNA’nin jel lizerinde yerini belirlemek miimkiindiir. Giig
kaynagindan elektroforez cihazina uygun miktarda akim vererek DNA
molekiillerinin hareketi saglanir. DNA ve RNA molekiilleri igerdikleri fosfat
grubundan olayr pH’lar1 5-7 arasinda olup negatif yiiklilerdir. DNA’nin
elektroforetik analizinin temeli, bu molekiiliin elektriksel bir alanda, jel lizerinde (-)
yukli DNA molekiiliiniin (+) yiiklii alana dogru gbgiine dayanmaktadir. Bu go¢ hizi
molekiiliin biiytikliigiine, yapisina, jelde kullanilan maddenin yogunluguna, iyonik

kuvvete, uygulanan akima bagh olarak degisir [Klug ve Cummings, 2002].
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Cogaltilacak olan hedef DNA bolgesi

|

3 |
3 2
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5 2
1. DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmast i¢in 1sitilmasi
2. Primerlerin hedef DNA’ya baglanmasi
3 [ 5
4—- primer
5 | I | 3

3. DNA polimerazin 5°—3’ yéniinde DNA sentezinin
bagslatmasi

Hedeflenen DNA bolgesi milyonlarca kez ¢ogaltilmis olur

Sekil 2.9. Cift iplikli DNA zincirini PZR teknigi ile ¢ogaltiimasi
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Jel elektroforezinde kullanilan destekleyici madde mekaniksel etkiyi engellemek,
molekiilleri biiytikliikklerine gore ayirmak i¢in kullanilir. Matriks poliakrilamid,
agaroz, agaroz-akrilamid karigimi olabilir. Poliakrilamid jellerin ayirma giicleri fazla
oldugundan boyut bakimindan birbirine ¢ok yakin DNA pargalarinin ayriminda
kullanilir. Agaroz bir alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilmis olan dogrusal bir
polisakkarittir. Agaroz sicak suda ¢oziiniir, sogudugu zaman karsilikli kurulan H
baglar1 nedeniyle yol yapist olugmaktadir. Bu olusum geri doniistimlidiir [Klug ve

Cummings, 2002].

DNA’nin jelde goriinlir hale gelmesi EtBr’iin DNA baglar1 arasina baglanarak
300-360 nm’de 15181 absorblamasi sonucu fluorasan etki gdstermesi ile olur. Bu etki
DNA derisimine bagh olarak kuvvetli yada zayif olabilmektedir. Jele fazla miktarda
DNA yiiklendiginde kenar ve hiz etkisi ile jelde yanlis yorumlara yol agabilecek
goriintiiler ortaya  cikabilir.  Ornegin, iginde bulundugu ¢dzeltinin  tuz
konsantrasyonundan DNA’nn jelde yiiriimesi etkilenmektedir. Iyonik kuvvetin artisi

kiigiik pargalarin hizin1 yavaslatmaktadir [Manniatis ve ark., 1989].

DNA’nin enzimatik kesimi restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimlerinin kullanim ile
yapilir. Bu enzimlerin kesfi rekombinant DNA teknolojisinde énemli bir kdse tasi
olmustur. 1978 yilinda Nobel 6diilii restriksiyon enzimleri ile yaptigi ¢calismalardan
otiri H. Smith, D. Nathans’, W. Alber’e verilmistir. Bugiine kadar 500 den fazla
restriksiyon endontikleazlar1 bu kadar 6zel yapan o6zellikleri, DNA’y1 her zaman
0zgilin bolgelerden kesebilmeleridir. Kesim sonucu kiit yada yapiskan uclu DNA
parcalar1 olugsmaktadir. E. coli’den izole edilen EcoRI ilk tanimlanan enzim olmustur.
Gliniimiizde RE ticari olarak iiretilmektedir. Genellikle 10U/ul konsantrasyonda
satilmaktadirlar. Bir unit RE aktivitesi, uygun kosullarda 1 mg DNA’y1 1 saatte
kesebilen enzimdir. Enzimin aktif olarak calistigi kosullar1 saglayan 06zel
tamponlarda tiretilmektedir. Restriksiyon enzimlerin ¢ogu 37°C aktiflesirken, bazilari

30°C, bazilar1 60°C’de optimum aktivite gostermektedir [Manniatis ve ark., 1989]

Insan genomu boyunca her 200 niikleotitte bir dizi farkhiligi goriilmektedir.

Niikleotitteki bu degisim nokta mutasyonlari, delesyon veya inversiyonlarla
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olusmaktadir. Bu degisiklik neticesinde bir restriksiyon enziminin kesim noktasini
ortadan kaldirabilir yada yeni bir kesim noktasi olusturabilir. Kromozomun bir
allelinde bu nokta kaybolurken digerinde bulunmaktadir. Dolayisiyla restriksiyon
enzimiyle olusturulan parca uzunluklarindaki farkliliklarina restiksiyon parca
uzunluk polimorfizmi (RFLP) olarak adlandirilir. RFLP’ler olduk¢a yaygin olup
insan genomunda binlercesi tanimlanmistir. RFLP analizinde temelde iki teknik

uygulanir. Birisi PZR digeri ise Southern Blotlamadir [Kirby, 1990].

Southern blotlama teknigi PZR gelistirilmeden 6nce Edward Southern tarafindan
bulunmustur. Cok yaygin olarak kullanilmayan bir teknik olmakla beraber bazi
durumlarda kullanilmas: daha uygun olmaktadir. Ornegin biiyiik inversiyon veya
delesyonlarin tespitinde kullanilmas1 uygundur. Teknigin temeli izolasyonu yapilan
DNA oOrneginin restriksiyon enzimiyle kesilmesiyle olusan DNA pargalarinin
elektroforezle ayristirilip, daha sonra agaroz jelin nitroseliiloz veya naylon membran
lizerine aktarilmasina dayanmaktadir. Daha sonra bu membran radyoaktif olarak
isaretlenmis olan DNA problartyla inkiibe edilir. Bu sayede hedef DNA’daki eslenik
bolgeler radyoaktif olarak belirlenmis olmaktadir [Kirby, 1990].

PZR teknigi Southern teknigi ile kiyaslandigi zaman olduk¢a kolay, hizhidir.
Southern blotlama 3-4 giin siirebilmektedir, oysa PZR bir giinden daha kisa stirede
tamamlanmaktadir. PZR teknigi oldukc¢a duyarli olmasinin yaninda ¢ok daha az
miktardaki DNA ornegi ile calisilabilmektedir. PZR radyoaktif materyallerin
kullanilmasina da gerek yoktur [Macdonald ve ark., 2004].

Asagida ornek olan verilen populasyon ¢alismalarinda farkli sonuglar elde edilmistir.
Bazi ¢alismalar *”C—T polimorfizmi tasiyan bireylerde enzim aktivitesinin diisiik
olmas1 nedeniyle hematolojik kanserlere yatkinlik sagladigin1 gosterirken bazilar1 bu
polimorfizm ile hematolojik kanserler arasinda bir iliski bulamamistir. Yapilan
calismalarda PZR-RFLP yontemi kullanilmistir. Caligmalarda kullanilan DNA
ornekleri geleneksel metotla ya da ticari kitler yardimiyla izole edilmis, sense ve
anti-sense primerler kullanilarak PZR ile c¢ogaltilmistir. PZR {iriinleri Hinf-1

restriksiyon enzimi ile kesilmis, agaroz jel lizerinde UV altinda degerlendirilmistir.
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Smith ve arkadaglar1 yaptig1 calismada diisiik ya da ortadan kalkmis olan NQO1
aktivitesinin Akut Losemiler lizerindeki etkisini aragtirdigi ¢aligmasinda kullanilan
DNA ornekleri uygun primerler kullanilarak PZR ile cogaltilmis ve Hinf-I
restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Agaroz jelde yapilan degerlendirme sonrasinda
NQOI polimorfizminin akut 16semi riskini arttirdigir gosterilmistir [Smith ve ark.,

2001].

Larson ve arkadaslar1 primer ve tedavi sonrasi gelisen I6semiler ile yaptigi
populasyon calismasinda NQO!I polimorfizminin tiim I6semi tiplerinde bir risk

faktorii oldugunu gdstermisglerdir [Larson ve ark., 1999].

Krajinovi¢ ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada faz-I ve faz-11 enzimlerinden sitokrom
P-450, myeloperoksidaz, kinonoksidodediiktaz, gulutatyon-S-transferaz, N-asetil
transferaz enzimlerinin varyantlarinin akut lenfasitik 16semi (ALL) gelisimi iizerine
olan etkilerini arastirmislardir. PZR-RFLP ile degerlendirilen ¢alismada bu
enzimlerin polimorfik formlarmin ALL gelisimine katkida bulundugu hatta
hastaligin relaps (hastaligin tekrarlama durumu) riskini de artirdigi gosterilmistir

[Krajinovig ve ark., 2001].

NQOI polimorfizminin akut I6semi gelisimin etkiledigi gosterilen c¢alismalarin
yaninda l6semi gelisiminde etkisinin olmadigimnin sdylenen populasyon c¢aligsmalari
da mevcuttur. Cilinkii NOOI polimorfizmi etnik gruplar arsinda farkliliklar

gostermektedir.

Kelsey ve arkadaslarinin NQOI polimorfizminin anti-kanser kemoterapisindeki
roliinii arastirmak i¢in farkli etnik kokenli populasyonlarda taramalar yapmistir.
Fakat oranlar etnik gruplar arasinda, rastlanma siklig1 agisindan farkliliklar
gostermistir. Avrupa kokenlilerde %4, Meksika kokenli Amerikalilarda %16, Afrika
kokenli Amerikalilarda %5, Asya kokenlilerde %20 olarak hesaplanmistir. NQO1*2
allel siklig1 ise sirasiyla 0,22, 0,39, 0,23, 0,45 bulunmustur. NQO! polimorfizmi her
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ne kadar etnik gruplar arasinda farklilik da gosterse en yliksek %22 ile Cin
populasyonu olmustur [Kelsey ve ark., 1997].

Sirma ve arkadaglarinin Tiirk populasyonunda yaptiklart ve NQO! polimorfizminin
pediatrik akut I6semiler tizerindeki etkisini arastirdigi ¢alismasinda polimorfizmin
bir etkisinin olmadigin1 gdstermislerdir. Olgu ve kontrol gruplari arasinda yapilan
genotip ayriminda istatistiksel bir anlam bulunamamistir. Mutant allel siklig1 kontrol

grubunda 24,8 iken akut 16semilerde 20,1 bulunmustur [Sirma ve ark., 2004].

Krancht ve arkadaslarinin Avrupa kokenli olgularla yaptigi calismada c¢esitli
hematolojik kanserlerde NQOI polimorfizminin etkisini arastirmis, Burkitt’s
lenfoma disinda akut I0semiler iizerinde bir risk olusturmadigi gosterilmistir

[Krancht ve ark., 2004].

Losemi disinda bir ¢ok kanser tipinde NOQO! polimorfizmi arastirilmis kimi kanser

tiirlerinde anlamli bulunurken kimisinde etkisiz oldugu gosterilmistir.

Hamajima ve arkadaglarinin Japon populasyonunda NQO! polimorfizmini 8 farkli
kanser tipinde (6zefagus, mide, kolan, rektum, akciger, meme, prostat kanseri,
lenfoma) aragtirmislardir. Sonucta akciger kanseri disinda diger kanser tipleri ile
kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik gosterilmemistir [Hamajima ve ark.,

2002].

Bu ¢aligmada; 78 akut 16semi hastasi ile 87 saglikli bireyde detoksifikasyonun faz-I
sathasinda gorevli olup, kinon ve tiirevlerinin biyoaktivasyonunda gorev alan
NAD(P)H: kinon oksidorediiktaz (NQO1) adli enzimi kodlayan 16. kromozomun
kisa kolunda (16922.1) lokalize olmus gen {izerindeki polimorfizim Tiirk
populasyonundaki dagilimi ve bu polimorfizim sonunda meydana gelen genotiplerin

akut 16semilere yatkinlik saglayip saglamadigi arastirilmistir.
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal

Bu ¢alismada kontrol grubu olarak segilerek incelenen 87 saglikli bireylere ait kan
ornekleri Giilhane Askeri Tip Akademisi’ne genetik ve kanser harici miiracaat eden
goniillii kisilerden toplanmistir. Secilen kisilerin Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden
olmasina, yas ve cinsiyet dagilimma dikkat edilmistir. Boylece olusturulan kontrol
grubunun homojen bir dagilim gdstermesine dikkat edilmistir. Kan 6rnekleri 10 ml
steril EDTA’ 1 tiiplerde toplanmistir. Kontrol grubuna ait yas, cinsiyet ozellikleri
Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Bu ¢alismada 87 saglikli bireye ait DNA o6rnekleri ile Giilhane Askeri Tip Akademisi
Hematoloji Bilimdali’na 1996-2000 yillar1 arasinda basvurmus ve ALL/AML tanisi
konmus olan 78 hastadan alinan kan orneklerinden izole edilen DNA Ornekleri
kullanilmistir. Akut Lésemi tanist konmus olan olgulardan ilk tan1 evresinde alinan
kemikiligi ve periferik kan 6rneklerine ait DNA’lar Giilhane Askeri Tip Akademisi
Tibbi Biyoloji Anabilimdali ve Tibbi Genetik Bilimdalinda Manniatis ve
arkadaslarinin tarif ettigi metoda uygun olarak izole edilmistir [Manniatis ve ark.,

1989]. Calismada kullanilan ¢ozeltiler Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Kullanilan kimyasallardan; Tris baz, Borik asit, EDTA, Bromfenol mavisi, Etidyum
bromiir SIGMA’dan; agaroz SERVA’dan; Etanol MERCK’ten temin edilmistir.

Taq DNA polimeraz, MgCl,, 10X PZR tamponu, Hinf-I (RE), 10X RE (Hinf-I)
tamponu BIORON’dan; 100-3000 bg¢. DNA marker, ANTP karistmi AMRESCO’dan

temin edilmistir.



Calismada kullanilan primerlerin dizileri asagida gosterilmistir.

NQOI-R
5’ - TCT CCT CAT CCT GTA CCT CT - 3’
NQOI-F

5’ - AAG CCC AGA CCA ACT TCT - 3’

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan ¢ozeltiler

41

TBE (5X) Cozeltisi : 54 g Tris baz
27,5 g Borik asit
20 ml 0,5 M EDTA (pH:8.0)

TBE (0,5X) Cozeltisi : 100 ml 5X tampon
900 ml distile su

Yiikleme Tamponu : %25 bromfenol mavisi
%25 ksilen siyanol
%40 siikroz

PZR Tamponu (10X) : 10 mM potasyumfosfat (pH:7,4)
0,1 mM EDTA
%50 Gliserol
%0,1 TritonX-100
%0,1 Tween 20

RE (Hinf-1) Tamponu (10X) : 50mM TrisHCI (pH:7,6)
10mM MgCl,
100 mM NacCl
1 mM DDT
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3.2. Metod

3.2.1. DNA izolasyonu

Olgu grubunda incelenecek olan akut 16semi hastalarinin kanlar1 1996-2000 tarihleri
arasinda toplanmis olup, Giilhane Askeri Tip Akademisi Tibbi Biyoloji Anabilimdali
ve Tibbi Genetik Bilimdalin’da Manniatis ve arkadaglarinin tarif ettigi metoda uygun

olarak izole edilmistir [Manniatis ve ark., 1989].

Kontrol grubunda incelenecek olan saglikli bireylerin DNA’lar1 ise QlAamp DNA
Kan Mini Kit ( Kat. No: 51306) ile firmanin 6nerdigi ¢ozeltiler kullanilarak izole

edilmistir.

DNA izolasyon kiti ile 200 pl kan 6rneginden 6 pul DNA elde edilmistir. 200pul
distile suda ¢oziilmiis olan DNA’nin yogunlugu ortalama 30 ng/ ul olmakla beraber

Aseo/ Azgo absorbansta dlctildiiglinde 1,7-1,9 saflikta ¢ikmaktadir.

3.2.2. PZR reaksiyonu

NQOI lokusunun genotiplendirilmesi, BioRad termal dongii aleti kullanilarak

polimeraz zincir reaksiyonu ile gergeklestirilmistir. DNA Orneklerinin herbirinin

cogaltilmasi i¢in asagida belirtilen PZR karisim hazirlandi.

10X Tampon 2,5ul
MgCl, (25 mM) 1,5ul
dNTP (2,5mM) 2,5u
DNA (30 ng/ml) 2,5ul
F Primer (30pmol/ pl) Il
R Primer (30 pmol/ pal) 1 ul
Tag DNA polimeraz (5 U/pl) 0,25ul

Steril damitik su 16,25
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PZR programi asagida gosterildigi gibi hazirlandi.

e Ilk denatiirasyon 95°C 5 dakika x 1 Dongii
e Denatiirasyon 95°C 50 saniye

e Primerlerin baglanmasi 52°C 50 saniye x 40 Dongti
e Uzama 72°C 30 saniye

e Son uzama 72°C 10 dakika x 1 Dongii

3.2.3. PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

PZR iiriinleri %2’lik agaroz jelde degerlendirilmistir. Bunu i¢in 0,6 gr agaroz, 30 ml
0,5X TBE ¢ozeltisi ile ¢oziildii. Mikrodalga firinda agaroz tamamen ¢oziiniip
kaynatildi. DNA’nin UV altinda goriilebilmesi icin jele EtBr (0,5ul/ml) eklendi.
Karigtirilarak boyanin homojen hale gelmesi saglandi. Jel tabagina dokiilen jelin
sogumas1 beklendikten sonra PZR iiriinleri jeldeki kuyucuklara yiiklendi. ilk kuyuya
3 pl DNA marker, digerlerine de sirayla 3 pl PZR iirlinlerinde yiiklendi. 120 V’da 1
saat yiiriitiilerek, UV altinda degerlendirildi (UVI tec).

3.2.4. PZR iiriinlerinin Hinf-I restriksiyon enzimi ile kesimi

Kesim karisimi

10X tamponu 2ul
Hinf-I (10U/pl) 1,5 pl
PZR iiriinii 20 ul

Karisim 37°C’de su banyosunda bir gece boyu inkiibe edildi. Kesim iiriinleri %2’lik
agaroz jelde degerlendirildi. Bunun i¢in 2 gr agaroz, 100 ml 0,5X TBE (EK-1)
sollisyonu ile ¢oziildii. Mikrodalga firinda agaroz tamamen ¢6ziliniip kaynayincaya

kadar 1sitildi. DNA’nin UV altinda goriilebilmesi i¢in jele EtBr (0,5ul/ml) eklendi.
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Karistirllarak boyanin homojen hale gelmesi saglandi. Jel tabagina dokiilen jelin
sogumasi beklendikten sonra PZR iiriinleri jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Ik kuyuya
5 pl DNA marker, digerlerine de sirayla 15 pl PZR iiriinlerinde yiiklendi. 150 V’ da
1 saat yiiriitiilerek, UV altinda degerlendirildi (UVI tec).

3.2.5. Genotip tayini

NQOI genine ait PZR iirlinii 271 b¢ uzunlugundadir. Kesim sonucunda 151 ve 120
be iki parca olusmaktadir. Eger 271 bg tek bir bant gézleniyorsa homozigot normal,
151 ve 120 bg iki bant gozleniyorsa homozigot mutant, 271,151 ve 120 bg ii¢ bant

olusuyorsa heterozigot olarak degerlendirilmektedir.

3.2.6. istatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel analizleri i¢cin SPSS 10.5 (SPSS Inc., Chicago. IL., USA)
programi kullanildi. Tiim parametreler icin frekanslar ve yiizde degerleri hesaplandi.
Bu frekanslarin hasta ve kontrol gruplarinda goriilme sikliklari arasindaki iliskiler
Ki-Kare testi ile arastirildi. Odds oranlar1 (OR) hesaplandi. Yanilma diizeyi olarak
0,05 degeri secildi. Bu degere esit ya da kiigiik p degeri i¢in “parametreler arasi

iliskinin istatistiksel agidan anlamli” oldugu yorumu yapildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda kontrol grubu olarak Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden gelen ve
aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan 87 saglikli, 78 akut 16semili bireylerden
izole edilmis DNA oOrnekleri kullanilmistir. Akut I6semi hastalarinin DNA’lar1 1996-
2000 yillar arasinda, Giilhane Askeri Tip Akademisi Tibbi Biyoloji Anabilimdali ve
Tibbi Genetik Bilimdalinda Manniatis ve arkadaslarinin tarif ettigi metoda uygun
olarak izole edilmis ve ¢alismaya hazir olarak dahil edildi. Saglikli bireylerin DNA
ornekleri ise ticari kit (QIAamp DNA Blood Mini Kit) kullanilarak izole edildi.

Tiirk toplumunda bu genin frekansini dogru belirleyebilmek icin ¢alismaya dahil
edilen bireylerin Tiirkiye’nin her bdlgesinden miimkiin oldugu kadar esit sayida
denek ¢alismaya dahil edildi. Calismada kullanilan olgularin genel bilgileri Cizelge
4.1°de ayrintili olarak gosterilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin 54’1 erkek,
24’1 kadindir. Yaslar ise 4-68 arasinda degismektedir. Hastalarin 52°si AML, 26’s1
ise ALL hastasidir.

NQOI geninin 6. ekzonunda 458. niikleotidi ile 729. niikleotidi arasindaki DNA
bolgesi metod boliimiinde belirtilen primerler kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu ile ¢ogaltildi. PZR firiinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek UV altinda
degerlendirildi.

Kontrol grubunun PZR fiiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.1°de
gosterildi. Sekildeki 1. hata 1000 b¢ DNA marker yiiklendi. 2-16. hatlara kontrol
grubunun PZR iiriinleri yiiklendi. PZR f{iriinlerinin boyu 271 bg¢ olarak bulundu.
Hasta grubunun PZR iiriinlerinin jel elektroforez goriintiiler1 Sekil 4.2°de gosterildi.
Sekildeki 16. hata 1000 b¢ DNA marker yiiklendi. 1-15. hatlara kontrol grubunun
PZR firiinleri yiiklendi. PZR firiinlerinin boyu 271 bg¢ olarak bulundu. 3. hatta PZR

¢ogalmasi gozlenmedi.
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300 bg— . I ————— . e e e — 271 bg
100 bg—

Sekil 4.1.  Kontrol grubu PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi
Hat 1 :1000 b¢ DNA marker
Hat 2-16 :Kontol grubunun PZR iiriinleri

1 23 45 6 7 8 910 1112 13 14 15 16

—>300b§
271bg — | i—— — e e G e e S D e R — —200 bg
—>100b(}

A

Sekil 4.2. Hasta grubu PZR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi
Hat 16 : 1000 b¢ DNA marker
Hat 1-15 : Hasta grubunun PZR iiriinleri

Polimorfizm varligin1 incelemek i¢in PZR {iriinleri metod kisminda belirtilen sekilde
Hinf-I restriksiyon enzimi ile bir gece inkiibasyona birakildi. Kesim {iriinleri %2’lik
agaroz jelde yiriitillerek UV altinda degerlendirildi. Kesim sonucunda 151 ve 120
be iki parca olugmaktadir. Eger 271 bg tek bir bant gozleniyorsa homozigot normal,
151 ve 120 bg iki bant gozleniyorsa homozigot mutant, 271, 151 ve 120 bg {i¢ bant

olusuyorsa heterozigot olarak degerlendirildi. Kontrol grubunun kesim iiriinlerinin
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agaroz jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.3, 4.4, hasta grubununkiler ise Sekil

4.5,4.6’da gosterildi.

Sekil 4.3’de 1. hata 1000 b¢ DNA marker yiiklendi. 2-16. hatlara kontrol grubunun
Hinf-I enzimi ile kesim {irtinleri yliklendi. Hat 1, 2, 5-8, 10-12, 14-16’daki kesim
tirtinleri 271 bg biiytikliigiinde olup homozigot normal (CC) olarak degerlendirildi.
Hat 9 ve 13’deki kesim iiriinlerinde ise 271, 151, 120 bg biiyiikliigiinde ii¢ farkli bant
gozlendi. Bu bireyler NOOI gen polimorfizmi agisindan heterozigot (CT) olarak
degerlendirildi. Hat 4’te ise 151 ve 120 bg iki bant gozlendi.

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

=1 —I—J—F-=F-—— T F —F T T—1——

J

—
300bg— S e — —
200 b — - T S ———— N ——_,) ]| |,
100 bg—s - = - —151 bg

- -~ —120 be

Sekil 4.3. Kontrol grubu Hinf-I enzimi ile kesim {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : 1000 b¢ DNA marker

Hat 2-3 : 271 bg¢ homozigot normal (CC) birey

Hat 4 : 151, 120 bg homozigot mutant (TT) birey
Hat 5-8 : 271 bg¢ homozigot normal (CC) birey

Hat 9 : 271, 151, 120 bg heterozigot (CT) birey
Hat 10-12 : 271 b¢ homozigot normal (CC) birey

Hat 13 : 271, 151, 120 bg heterozigot (CT) birey

Hat 14-16 : 271 b¢ homozigot normal (CC) birey
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Sekil 4.4. Hasta grubu Hinf-I enzimi ile kesim {irtinlerinin agaroz jel elektroforezi 1

Hat 1 : 1000 b¢ DNA marker

Hat 1-4  : 271 bg¢ homozigot normal (CC) birey
Hat 5 : 271, 151, 120 bg heterozigot (CT) birey
Hat 6 : 271 bg¢ homozigot normal (CC) birey

Hat7-9  :271, 151, 120 bg heterozigot (CT) birey
Hat 10-1 : 271 b¢ homozigot normal (CC) birey

Sekil 4.4°de 16. hata 1000 b¢ DNA marker yiiklendi. 1-15. hatlara hasta grubunun
Hinf-I enzimi ile kesim lriinleri yiiklendi. Hat 1-4, 6, 10-15’deki kesim {iriinleri 271
be biiyiikliigiinde olup homozigot normal (CC) olarak degerlendirildi. Hat 5, 7-
9’daki kesim iirtinlerinde ise 271, 151, 120 bg biiyiikliigiinde {i¢ farkli bant gozlendi.
Bu bireyler NQOI gen polimorfizmi agisindan heterozigot (CT) olarak
degerlendirildi.

Sekil 4.5°del. hata 1000 b¢ DNA marker yiiklendi. 2-7. hatlara hasta grubunun Hinf-
I enzimi ile kesim {irlinleri yiiklendi. Hat 2-3’deki kesim {irlinleri 271 bg
biiytikliigiinde olup homozigot normal (CC) olarak degerlendirildi. Hat 4-6’daki
kesim triinlerinde ise 151, 120 bg biiytikliigiinde iki farkli bant gézlendi. Bu bireyler
NQOI gen polimorfizmi agisindan homozigot mutant (CT) olarak degerlendirildi.
Hat 7°deki kesim iiriinlerinde ise 271, 151, 120 bg¢ biiyiikliigiinde {i¢ farkli bant
gbzlendi. Bu bireyler ise, NOOI gen polimorfizmi agisindan heterozigot (CT) olarak

degerlendirildi. Hat 8’e ise kontrol amagli steril damitik su konuldu.
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Sekil 4.5. Hasta grubu Hinf-I enzimi ile kesim iirlinlerinin agaroz jel
elektroforezi 2
Hat 1 : 1000 b¢ DNA marker
Hat 1-2 : 271 bg¢ homozigot normal (CC) birey
Hat 4-6 : 151, 120 b¢ homozigot mutant (TT) birey
Hat 7 : 271, 151, 120 bg heterozigot (CT) birey
Hat 8 : Steril damitik su

1 2 3 4 S 6 7

=}

300 be—
200 bg—

|
—_ 271
— 151 b(;
== — 120 bg

Sekil 4.6. Hasta grubu Hinf-I enzimi ile kesim iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi 3
Hat 1 : 1000 b¢ DNA marker
Hat2-3  : 271 b¢ homozigot normal (CC) birey
Hat4-5  :271, 151, 120 bg heterozigot (CT) birey

100 bg—

Hat 6 : 271 bg¢ homozigot normal (CC) birey
Hat 7 : 271 b¢ homozigot mutant (TT) birey
Hat 8 : Steril damitik su

Sekil 4.6’da 1. hata 1000 b¢ DNA marker yiiklendi. 2-7. hatlara hasta grubunun Hinf-
I enzimi ile kesim iiriinleri yiiklendi. Hat 2-3, 6’daki kesim {irlinleri 271 bg

biytikliigiinde olup homozigot normal (CC) olarak degerlendirildi. Hat 4-5’deki ise
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271, 151, 120 bg biiylikliginde ii¢ bant goézlendi. Bu bireyler, NOOI gen
polimorfizmi agisindan heterozigot (CT) olarak degerlendirildi. Hat 7°de ise 151, 120
be¢ biiytikliiglinde iki farkli bant gozlendi. Bu bireyler ise NOOI gen polimorfizmi
acisindan homozigot mutant (CT) olarak degerlendirildi. Hat 8’e ise kontrol amagh

steril damitik su konuldu.

Polimorfizmler belirlendikten sonra, kontrol ve akut l16semi hasta gruplarinda NQO!
geninin allel ve genotip frekanslar1 SPSS 10.5 (SPSS Inc., Chicago. IL., USA)
programi kullanilarak hesaplandi (Cizelge 4.2). Kontrol grubuna ait allel ve genotip

dagilimlar1 akut 16semili hastalarin allel ve genotip frekanslar ile karsilagtirildi.

Kontrol grubu igerisinde yt/yt (normal) ve MT/MT (mutant) genotiplerinin
dagilimlar1 sirastyla % 60,92, %5,75 iken akut 16semili hastalarda bu oran %62,82,
%8,97 olarak hesaplandi. Bu polimorfizmi heterozigot olarak tasiyan bireylerin
orani ise kontrol grubunda %33,33, hasta grubunda ise %28,21 olarak bulundu.
Bununla beraber mutant allel frekanst (NQO1%*2) hasta ve kontrol gruplarinda
sirastyla 0,2466 ve 0,2241 olarak hesaplandi. Elde edilen gen frekanslar1 Hardy-

Weinberg kuralina uymaktadir.

Daha sonra mutant (NQO1*2) ve normal (NQO1*1) allel frekanslarinin akut 16semi
hastalarinda ve kontrol grubundaki dagilimlar1 karsilastirildi (Cizelge 4.3). NOQ1*2
alleli kontrol grubunun %?22,41°de, hasta grubunun ise %24,66’sinda, gozlenmistir.
Buna gore normal alleli tagiyan bireyin akut 16semi hastasi olmama sans1 1,133
(0,675-1,902; Cl: %95, p=0,734) kat fazladir. Yani hasta ve kontrol grubuna ait allel
frekanslar1 birbirleriyle kiyaslandiklari zaman istatistiksel agidan bir fark olmadigi

gozlenmistir.

Allel frekanslarinin dagiliminin yaninda, NOQ! genotiplerinin dagilimlarida hasta ve
kontrol gruplarinda incelenmis, sonuglari ise Cizelge 4.4’de gosterilmistir. Buna gore
NQOI geni agisindan normal genotipe sahip bireyler (yt/yt) kontrol grubunun
%60,92’sin1, hasta grubunun %62,82’sini olusturmaktadir. Mutant genotipe sahip
bireyler (yt/yt, yt/mt) ise oranlar sirastyla %39,08, %37,18 bulunmustur. Normal
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veya mutant genotipe sahip olma durumunun akut losemi hastaligi i¢in bir risk
olusturmadigi ortaya cikmistir. Mutant genotipe sahip olan bireyin akut l6semi
hastas1 olma sans1 0,923 (0,492-1,731; Cl: %95, p=0,928) kat fazladir. iki grup

istatistiksel olarak karsilastirildiginda bu sonug¢ anlamli bulunmamustir.

NQOI genotipinin  Akut l0semi tiplerinde dagilimlar1 ise Cizelge 4.5°de
gosterilmigtir.  AML hastalarinin %43,40’inda mutant genotip gozlenirken, ALL
hastalarinin %23,08’inde gozlenmistir. AML hastalarinin %30.4’{inii homozigot
mutant genotipe sahip bireyler olustururken, ALL hastalarinda homozigot mutant
genotip hi¢ gézlenmemistir. Yapilan istatistik degerlendirme sonucunda AML hastasi
olan bireyin ALL hastas1 olan bireye oranla normal genotipi tagima sansi 0,391
(0,135-1,131; Cl: %95, p=0,130) kat fazla oldugu bulunmustur. Istatistiksel olarak

anlaml bir deger izlenmemistir..

Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol grubunun yas, cinsiyet ve akut I6semi tipine gore
dagilimlar1 (n:toplam olgu sayisi)

Kontrol Grubu Hasta Grubu
(n=87) (n=78)
Cinsiyet
Erkek 58 54
Kadin 29 24
Yas
<20 26 20
20-40 38 30
>40 23 28
Losemi Tipi
AML - 52
KML - 26
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Cizelge 4.2. Akut Losemi hastalarinda ve kontrol gruplarinda NOO1 genotip ve allel
frekanslarinin ~ dagilimlari

Genotip Kontrol Grubu Hasta Grubu
(n:87) (n:78)
yt/yt 53 (%60,92) 49 (%62,82)
yt/mt 29 (%33,33) 22 (%28,21)
mt/mt 5 (%5,75) 7 (%8,97)
NQOI1*1 allel ferkansi 0,775 0,769
NQOI1*2 allel frekansi 0,225 0,231

Cizelge 4.3. NQO1*1 ve NQO1*2 allel frekanslarinin Akut Losemi hastalarinda ve

kontrol grubundaki dagilimlarinin karsilastirilmasi

Allel Kontrol Hasta OR o p
Grubu Grubu (%95 CI)
NQO1*1 135 110 1,030
(%77,59) (%75,34) (0,911-1,164) 0,115 0,734
NQO1*2 39 36 0,909
(%22,41) | (%24,66) | (0,612-1351




Cizelge 4.4. NQO1*1 ve NQO1*2 genotiplerinin Akut Losemi hastalarinda ve

kontrol grubundaki dagilimlarinin karsilastirilmasi

Genotip Kontrol Hasta OR v’ P
Grubu Grubu (%95 CI)
yt/yt 53 49 1,039
(%60,92) (%62,82) (0,774-1,395) | 0,008 0,928
yt/mt 34 29 0,958
mt/mt (%39,08) (%37,18) (0,685-1,340)
Cizelge 4.5. NOOI genotipinin 16semi tiplerine gore dagilimi
Losemi yt/yt yt/mt OR v P
Tipi mt/mt (%95 Cl)
Akut myeloid 30 23 0,757
16semi(AML) | (%56,60) (%43,40) | (0,564-1,014)
(n:52) 2,287 0,130
Akut 20 6(%23,08) 1,933
lenfoblastik (%76,92) (mt/mt (0,878-4,257)
16semi(ALL) gozlenmedi)
(n:26)
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5. TARTISMA

Kanser, genetik ve ¢evresel faktorlerin bir araya gelmesiyle ortaya ¢ikan hiicresel bir
hastaliktir. Cevresel toksinler, viicudumuzda faz-1 ve faz-Il detoksifikasyon
metabolizmasi ile zararsiz hale getirilmektedir. Faz-1 enzimleri ile toksik maddelere
islevsel grup ekleyerek ¢cok daha reaktif formlar olusturmakta, faz-II enzimlerinin
konjugasyon reaksiyonlar1 ile etkisiz hale getirilmektedir [Liska, 1998]. Kisilerin
kansere olan yatkinligmin  belirlenmesinde géz Oniinde  bulundurulan
mekanizmalardan biride detoksifikasyon mekanizmalarinda rol oynayan enzimlerin
gosterdigi polimorfizmlerdir [Estabrook, 1996]. Ortaya c¢ikan polimorfizmler
sonucunda enzimlerin niceliksel ve niteliksel Ozellikleri degismektedir. Aym
miktardaki toksik madde bireyin sahip oldugu genotipe bagli olarak enzimlerde
meydana gelen bu polimorfizmlerin ¢esitli hastaliklara ve kansere yatkinlik sagladigi

distiniilmektedir [Vineis, 2002].

Bugiine kadar farkli etnik gruplarda detoksifikasyon enzimlerini kodlayan gen
tirtinlerindeki polimorfizmler bir¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi losemilerde de
arastirilmistir.  Bu  polimorfizmlerin  16seminin  patogenezinde rol oynadigi

diistiniilmektedir.

NOQI kinon ve kinon tiirevlerinden iki elektron indirgeyen bir flavoproteindir.
Bir ¢cok dokuda ifade edilen NQO1, ksenobiyotiklerden iki elektron indirgenmesini
katalize ederek semikinon ve serbest radikal olusumunu engeller. Dolayistyla hiicreyi
oksidatif stres, sitotoksiklik, mutajenlik ve Kkarsinojenlikten korur. Indirgeme
sonucunda olugan hidrokinonlar faz-II enzimleri ile konjugasyona girerek detoksifiye
olurlar ve viicuttan atilirlar. NQOI1 kimyasal toksisiteye ve karsinojeniteye karsi
hiicreleri koruyucu etkisi nedeniyle son zamanlardaki ¢alismalarin ilgi kaynagi

olmustur [Joseph ve ark., 2000].

Ksenobiyotik metabolizmasinda énemli yere sahip olan NQO1 enzimini kodlayan
gen lizerinde meydana gelen mutasyon sonucunda ortaya ¢ikan polimorfizm enzimin

etkisini azaltmakta yada ortadan kaldirmaktadir. 16. kromozomun kisa kolunda
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lokalize olmus NQO! geninin 6. ekzonunun 609. niikleotidinde C—T doniisiimii
aminoasitlerden prolinin serine doniismesine neden olmaktadir. Polimorfik alleli
heterozigot olarak tasiyan bireylerde enzim aktivitesi diisiik iken, homozigot olarak
tagiyan bireylerde enzim aktivitesi ortadan kalkmaktadir [Traver ve ark., 1997].
NQOI geni ayn1 zamanda tumor baskilayici genlerden p53 geninin kararliligini
sagladig i¢in bu genin varyantini tagiyan bireylerde p53 geni kararli olmadigindan
diger kromozomal diizensizliklerin olusmasina meyilli bir ortam yaratilmistir.
Genomik kararsizlik nedeniyle mutasyonlarin hedefi haline gelen hiicre nihayetinde

kanserlesir [Iskander ve Jaiswal, 2005].

Sonug olarak mutant NQOI allelini tasiyan bireylerin ¢esitli hastaliklara ve kansere

yatkinlig1 sagladigi diisliniilmektedir.

Biz bu ¢alismada kontrol grubu olarak Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden gelen ve
aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan saglikli 87 bireyden ve akut 16semili 78
bireyden izole edilmis DNA o6rnekleri kullanarak, NOOI C—T polimorfizminin
dagilimim ve allel frekanslarini belirlemek suretiyle, iki grup arasinda anlamli bir

fark olup olmadigini inceledik.

Kontrol grubu igerisinde yt/yt (normal) ve mt/mt (mutant) genotiplerinin dagilimlari
sirastyla % 60,92, %5,75 iken akut I6semili hastalarda bu oran %62,82, %8,97
olarak hesaplanmistir. Bununla beraber mutant allel frekans1 (NQO1*2) hasta ve
kontrol gruplarinda sirasiyla 0,231 ve 0,225 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2).
Buna gore normal alleli (NQO1*1) tagiyan bireyin akut 16semi hastas1 olmama sans1
1,133 (0,675-1,902; Cl: %95) kat fazladir. Mutant genotipe sahip olan bireyin akut
16semi hastas1 olma sans1 ise 0,923 (0,492-1,731; Cl: %95) kat fazla bulunmustur. iki

grup istatistiksel olarak karsilastirildiginda sonuglar anlamli bulunmamastir.

Yaptigimiz bu g¢alisma sonucunda NQO! geninin 187. kodonundaki aminoasitin
prolinden serine donmesi sonucunda ortadan kalkan enzim aktivitesinin Tiirk

populasyonunda Akut I6semi gelisimine herhangi bir katkis1 olmadigi gosterilmistir.
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Sonuglarimiz Sirma ve arkadaslarinin yaptigi calismayla benzerlik gosterirken, farkli
etnik gruplarda yapilan ¢aligmalarda farklilik gostermektedir [Sirma ve ark., 2004].
Yapilan c¢aligmalarda incelenen kanser tipine ve populasyonuna bagli olarak
birbiriyle c¢eligkili sonuglar elde edilmistir. Bunun nedeni, etnik gruplarin bu
polimorfizm agisindan farklilik gostermesidir. NOOI geninin 609. niikleotidinin
sitozinden timine donlismesiyle ortaya ¢ikan polimorfizmin insan populasyonunun
ortalama %50’sinde goriildiigii, bunun %10’nun bu polimorfizm i¢in homozigot
ozellik gosterdigi diisiiniilmektedir. Fakat bu oranlar etnik gruplar arasinda rastlanma
siklig1 acisindan farkliliklar gostermektedir. Avrupa kokenlilerde %4, Meksika
kokenli Amerikalilarda %16, Afrika kokenli Amerikalilarda %5, Asya kokenlilerde
%20 olarak hesaplanmigtir. NQO1*2 allel siklig1 ise sirasiyla 0,22, 0,39, 0,23, 0,45
bulunmustur. NOOI polimorfizmi her ne kadar etnik gruplar arasinda farklilik da

gosterse en yliksek %22 ile Cin populasyonu olmustur [Kelsey ve ark., 1997].

Omegin; Avrupa populasyonunda yapilmis bir c¢alismada cesitli kromozom
anomalisi tasityan (MLL/AF4, BCR/ABL, TEL/AMLI) 138 Pediatrik ALL hastast ile
Burkit’s lenfoma hastast olan 71 hasta ile 190 saglikli bireyi NQO1 polimorfizmi
acisindan karsilastirmislardir. Istasistiksel degerlendirme sonucunda, ALL hastalart
kontrol gurubuyla kiyaslandiginda NQO! polimorfizminin hastalik i¢in bir risk
olusturmazken sadece Burkit’s lenfoma hastalar1 kontrol grubuyla kiyaslandiginda
anlamli bir sonug¢ (OR: 1,81; %95 CI: 1,04-3,15; p=0,036) elde edilmistir. Yas ve
cinsiyet acisindan kiyaslandiginda yine anlamli sonuglar elde edilmemistir [Kracht

ve ark., 2004].

Wielmes ve arkadaslarinin yaptiklari bir diger ¢aligmada genetik degisimler gecirmis
136 16semi vakasini, 100 saglkli bireyden olugsmus olan kontrol grubuyla
karsilagtirarak  NQOI  polimorfizminin  dagilimimi  incelemislerdir.  Yapilan
degerlendirme sonucunda NQO! polimorfizm frekans: kontrol grubunda %17 iken,
MLL fiizyon genini tastyan 16semi hastalarinda %32, MLL/AF4 fiizyon genini tagtyan
l6semi hastalarinda %45, TEL/AMLI flizyon genini tasiyan hastalarinda %22,
hiperdiploidi tasiyan 16semi hastalarinda %16 olarak hesaplanmistir. Istatistiksel

olarak degerlendirildiginde MLL fiizyon genini tagiyan 16semi hastalarinda NQO1*2
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genotipinin gozlenme olasiligi kontrol grubuyla kiyaslandiginda 2,5 kat daha
fazladir. Diger translokasyonlari tagiyan 16semi hastalari i¢in NOO! polimorfizmi bir

risk olusturmamaktadir [Wielmes ve ark., 1999].

Sirma ve arkadaslarinin yaptigr benzer g¢alismada, NQO1*2 mutant genotipinin
pediatrik 16semi iizerindeki dagilimini incelemislerdir. Calismada NQOI C609T
polimorfizminin allel siklig1 kontrol grubunda %3,5 iken akut 16semi hastalarinda
%2,5 bulunmusgtur. Bu allel sikligi kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli
bulunmamistir (OR: 0,76, C1 %95: 0,58-1,01, p=0,06). Farkli NOO! genotiplerininde
akut 16semili hastalar1 kontrol grubuyla kiyasladiklarinda da istatistiksel bir anlam

(p=0,13) bulunamamustir [Sirma ve ark., 2004].

Bunun yaninda Smith ve arkadaslarinin yaptig1 calismada diisiik veya ortadan
kalkmis NQOI1 aktivitesinin akut ldsemi riskini arttirdigr gosterilmistir. Kontrol
grubunda NQO! genotip dagilimi %67 (CC), %29 (CT), %4 (TT) iken akut 16semi
grubunda %58 (CC), %38 (CT), %4 (TT) olarak hesaplanmistir. Akut 16semi
grubunun %49’unu homozigot mutant veya heterozigot allel tasiyan bireyler
olusturdugu gosterilmistir. NQOI polimorfizminin akut 16semi olusturma riskini
arttirdigi, bu artisin AML’ye oranla ALL’de daha belirgin oldugu belirlense de
bunun istatistiksel bir anlami bulunamamistir. Calismada yas, cinsiyet ve sigara
kullanma aligkanlig1 agisindan da iki grup kiyaslanmis ancak istatistiksel bir anlam

bulunamamuistir [Smith ve ark., 2002].

Krajinovic ve arkadaglar yaptiklari ¢calismada faz-I ve faz-11 enzimlerinden Sitokrom
P450 enzimleri (CYP1AI, CYP2EI), myeloperoksidaz (MPO), kinon oksidorediiktaz
(NQOI), glutatyon-S-transferaz (GSTMI1, GSTM2), N-asetil transferaz (NAT2)
enzimlerinin ALL gelisimine olan etkisini incelemislerdir. Sonucta bu enzimlerin
polimorfik varyantlarii tasiyan bireylerde ALL gozlenme riskinin arttifi ayni
zamanda hastaligin releps riskinin arttirdig1 da gosterilmistir. Ayni grubun yaptig1 bir
diger calismada ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda gorev alan CYP2EI,
MPO, NQOI1 enzimlerinin varyantlarinin ¢ocuk ¢agt ALL olusturma riskini Kanada-
Fransa kokenli bireylerde aragtirmislardir. CYP2E1 varyantini tagiyan bireylerde
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ALL gelisme riski 2,8 kat arti§1 gosterilmistir. NQO1 varyantinin risk olusturdugu
fakat MPO varyantinin tek basina etkisiz oldugu belirlenmistir [Krajinovi¢ ve ark.,
20011].

Losemi disinda bir ¢ok kanser tiiriinde de NOOI polimorfizmi arastirilmig, kimi

kanser tiiriinde risk olustururken kimisinde etkisiz bulunmustur.

Japon populasyonunda yapilan ve 8 farkli kanser tiirlinde (6zefagus, mide, kolon,
rektum, akciger, meme, prostat kanseri, lenfoma) NQO! polimorfizminin etkisinin
arastirlldigr calismada; akciger kanseri disinda diger kanser tipleri ile polimorfizm

arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir [Hamajima ve ark., 2002].

Park ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada mesane kanseri ile NQOI polimorfizmi
arsindaki iligkinin arastirildigi ¢alismada NQO1*2 genotipinin mesane kanseri i¢in
oldukca yiiksek risk olusturdugunu belirlenmistir. Ozellikle sigara kullanan

bireylerde bu risk daha da artmistir [Park ve ark., 2003].

Ingiliz populasyonunda yapilan bir diger ¢aliymada da NQOI polimorfizminin
kiigiik hiicreli akciger kanseri iizerine olan etkisi arastirilmis ve herhangi bir risk

olusturmadigi gosterilmistir [Lewis ve ark., 2001].

Organizmada 6nemli bir gorevi olan NQO1 geninin aktivitesinin ortadan kalkmasi
kanser gelisimine katkida bulunmasi ihtimalinin yiiksek oldugunu diisiinerek yola
ciktigimiz aragtirmamizda tam tersi bir sonu¢ elde ettik.Yaptigimiz ¢alisma
sonucunda ortadan kalkan NQOI1 aktivitesinin akut l0semi olusumuna herhangi bir
katki saglamadigi gosterilmistir. Bunun durum bizlere, dncelikle kanserin karmasik
ve ¢ok basamakli bir siire¢ sonucu ortaya ¢iktigini gostermektedir. Hastaligin ortaya
cikabilmesi i¢in ¢ok sayida genetik degisikligin bir arada bulunmasi gerekmektedir.
Diger yandan, NQO1 geninin 1958 yilinda Ernster ve Navazio tarafindan kismen
saflagtirtlip bir takim Ozellikleri belirlenip yayinlanmasindan sonra NRH: kinon
oksidorediiktaz-2 (NQO2) adi verilen, yapisal olarak NQO1’ e ¢ok benzeyen,

flavoprotein yapisinda, ikinci bir enzim tanimlanmistir. Birbiriyle homoloji gosteren
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bu iki enzimden NQOI1 genin kayb1 NQO2 gen iiriiniiyle tolere edilebilecegini

diistindiirmektedir.

Yapilan molekiiler epidemiyolojik calismalar ile kanser-genetik faktorler ve kanser-
cevresel faktorler arasindaki iliskinin altinda yatan nedenler ¢ok daha rahat
irdelenebilmektedir. Yaptigimiz bu calismada kansere yatkinlikta Onemli bir
basamak olan ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan enzimlerden NAD(P)H: kinon
oksidorediiktaz-1 (NQOI1) geninin polimorfizmini inceleyerek, bireylerin sahip
oldugu genotipe bagli olarak kansere yakalanma riskinin belirlenmesi bu dogrultuda
uygun ilag¢ tedavisinin uygulanabilmesi, elde edilen bulgular sayesinde erken taniya

olanak saglayabilmeyi amagcladik.

Inaniyoruz ki; bu ¢alisma sonucunda elde ettigimiz bu bulgular akut 16semi ile iliskili
oldugu diisiiniilen diger gen polimorfizmleri ile birlikte degerlendirildiginde ¢ok
daha aydinlatict olacak diger caligmalar i¢in bir 0n ¢alisma niteliginde
degerlendirilebilecektir. Tim bu caligmalar ile gliniimiizde insan saglig1 agisindan
bliyiilk bir tehlike olarak goriilen kansere karst kismen de olsa kendimizi

savunabilecegimiz bir alan olusabilecektir
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