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1. GIRIS ve AMAG

Gecmiste sadece hayal edebildijimiz insan genom haritasinin
cikariimasi, glinUmiizde hayal olmaktan ¢ikmis ve genomun yaklagik %96’si
tamamlanmistir (66). Kuskusuz ki bu gelisme bilim diinyasindaki buyik
adimlardan biridir. Bu arastirmalar sonucunda insanlarin genetik olarak %100
ayni olmadiklar belli noktalarda farkliliklar gésterdikleri ortaya ¢ikmig ve bireyler
arasindaki bu farklihgin bireyin bazi 6zelliklerinin ve bazi hastaliklarin molekuler
temelini olusturdugu, hatta bu genetik farkliliklardan dolayi bireylerin hastalga
gére degil bireye gore tedavi uygulanmasi gerektigi gercegdi anlagiimigtir.  Tam
dunyada kanser kaynakl élumlerin arttigida géz éniinde tutuldugunda bu grup
hastaliklar igerisinde kanserin kiiglimsenemeyecek bir éneme sahip oldugu da
cok aciktir (62, 64).

Kanser olusumunda 6zellikle yas, cinsiyet, cevresel ve genetik faktorler
belirgin bir rol oynamaktadir (63). Sigara kullanimti, alkol ve diyet gibi birtakim
cevresel faktorier genetik faktorierle etkileserek bir bireyde diger bir bireye goére
kanser riskini azaltabilir yada arttirabilir (28). Bu bireyler arasi farkhligin en
énemli nedenlerinden biride ksenobiotik metabolizmasinda rol oynayan
enzimleri kodlayan genler tizerindeki polimorfizmlerdir (12, 16, 27, 39).

Zararli ksenobiotiklerin birikmesi hucre igin bir tehlike unsurudur
organizma bu maddelerden suratle kurtulmak ister ve boylelikle ksenobiotikler
icin bir biotransformasyon sureci baglar. Bu proses boyunca belirli Kkilit
noktalarinda belirli enzimler anahtar rolu oynamaktadir. Ksenobioitik
metabolizmasinda anahtar rolu oynayan belli bash enzim gruplan iginde:
Sitokrom P450, Glutation-S-transferazlar, N-asetiltransferazlar, Dehidrojenazlar,
Oksidorediiktazlar sayilabilir.

Bu enzimleri kodlayan belli genler mevcuttur ve ¢ogu da polimorfik
genlerdir. Enzimler tzerindeki polimorfizmler enzimlerin allelik varyantlarinin
olusmasina neden olurlar. Ortaya ¢ikan genetik farkliliklar ksenobiotigin
metabolize olma kapasitesini etkiler. Ayrica Enzimlerin ¢ogunun kimyasal
prokarsinojenin aktivasyonundaki yada detoksifikasyonundaki dnemli rollerinden
dolay! arastirmalar enzimlerin polimorfik formlari ile kansere yatkinlik arasindaki

yakin iligkiler Gzerinde odaklanmistir (27).



Polimorfizm toplumdaki bir organizmada birden fazla fenotip olusturan
ayni lokusdaki birden fazla allelin mevcudiyeti sonucu ortaya ¢ikan monogenik
bir 6zelliktir. Polimorfizmlerin fenotipe yansimasi sonucunda protein veya
enzimin ekspresyonunda farkhliklar, dolayisiyla enzim aktivitesinde degisiklikler
meydana gelir. Farmakogenetik polimorfizmler ksenobiotik ve ilag
metabolizmasi ile yakindan ilgilidirler (2). Bireylerin toksisiteye veya kansere
genetik egilimlerinde farkliia neden olabilen en az bes diizine farmakogenetik
polimorfizim tanimlanmigtir (42).

Bu galismada 94 akciger kanserli ve 166 saglikli bireyde, kinonlarin ve
kinon yapisindaki maddelerin bioaktivasyonu yada detoksifikasyonunda gérev
alan NAD(P)H:kinon oksidorediltktaz adli enzimi kodlayan gen Uzerindeki
polimorfizmin Tark toplumundaki dadihmi ilk kez belirlenerek bu polimorfizm
sonucunda meydana gelen wt/wt, wt/MT ve MT/MT genotiplerinin akciger
kanserine yakalanma riski Uzerindeki etkileri incelenmistir. Ayrica akciger
kanseri ile iligkisi bulununan bu polimorfizmin, Tirk toplumundaki frekansinin
saptanmasiyla bu kanser ile ilgisi saptanan diger polimorfizmler ile birlikte
degeriendirilebilme imkani sadlanacaktir. Bu galismadan elde edilecek veriler
diger bulgularla daha kapsamli bir sekilde degerlendirilebilecektir.

Akciger kanseri erkeklerde ikinci kadinlarda ise t¢incil sirada gorilen bir
timordar. 1996 yilinda 177.000 yeni vaka ve 159.000 6lim tespit edilmistir.
Yeni kanser vakalarinin % 15 ni , tium kanser olimlerinin % 18 ini
olusturmaktadir. Akciger kanser insidansi kadinlarda erkeklerden daha hizh bir
artis gostermektedir. Bu da sigara igme aligkanliklarinin degismesindan
kaynaklandigi dusundlmektedir (63). Kansere bagli élitmlerin bu derece artmasi
nedeniyle bu konu {izerine arastirmalarda olduk¢a yogunlasmis olup kanserden
korunma vyollari geligtiriimeye baslanmistir. Kanserden korunma (¢ baslhk
altinda toplanmigtir. Karsinojenezi baglatabilecek  karsinojenlerden uzak
durmak birincil koruma, erken tani ikincil korunma ve son olarakta mortaliteyi

geciktirmek tg¢inctl korumayi olusturmaktadir.



Tum kanserlerin % 30’u sigaraya baglanmaktadir. Sigara i¢imi ile Akciger
kanseri arasindaki etiyolojik iligki, birgok (lkede yapilan epidemiyolojik
calismalar ile ortaya konuldu. Akciger kanseri riski sigara icmakte olanlarda 10
kat daha fazladir ve bu risk giinde igilen sigara adedine bagh olarakta artar.
Birincil korumada en 6énemli husus tatin kullanimini engellemektir. Birincil
koruma yéntemleriyle kanser olusumunu 6nlemek aslinda gérildigiu kadar
kolay degilidir o nedenle giinimuizde ikincil korunma yani erken tani énem
kazanmistir (63).

Kanserle miicadelede basariya ulagmanin yolu hastaligin guglu ve zayif
yanlari hakkinda mumkin oldugunca ¢ok bilgi edinmektir. Bunun farkina
variimasiyla birlikte kanserin genetik sebepleri, bireylerin genetik yatkinig
arastiriimaya baslanmigtir. Bu ¢alismada akciger kanseriyle iligkisi oldugu ileri
strilen NAD(P)H: kinon oksidorediiktaz 1 polimorfizmini inceleyerek akciger
kanserine yatkinhigi olan bireylerin akciger kanserine yakalanma risklerini
belirledik. Ve boylelikle bireylerin genetik yatkinliklarinin belirlenmesiyle erken
tan1 yapabilmey! ve kanserle miicadele edebilme sansimizida arttirarak yasam
slirecimizi uzatabilmeyi hedefledik. Glunumiizde yenidogan bebekler bazi
genetik hastaliklar igin taramaya tabi tutulabiliyor ve yakin bir gelecekte ayni
sekilde kanserinde genetik risk profili ¢ikartilarak erken tani ve tedavi

yapilabilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser

Kanser, geride biraktigimiz yirminci ytzyilda ozellikle endustrilegmis
tlkelerdeki hastalik ve élimlerin en 6nemli nedenleri arasinda yer almaktadir.
Yiuzyilin baglangicinda olime sebebiyet veren olgular iginde sekizinci
siradayken 20. ylzyihn sonunda ikinci siraya yikselmistir (21). Gegen yhzyl
siresince kanser insidansi ve mortalite oranindaki bu Qzlct artig, kanserin
nedenlerinin anlagiimasinin ve erken tani yapilarak &nlenebilmesi igin yeni
stratejiler gelistiriimesinin 6nemini bir kez daha gézler 6niine sermektedir (68).

Kanser hiicresel genlerde gergeklesen somatik ve kalitsal
mutasyonlardan ve biriken genetik degisikliklerden kaynaklanan karmagik ve
uzun sireli bir iglemdir. Son yirmi yil iginde hiicrelerde kanserlesmeye neden
olan genler ve iglevieri aydinlanmig, kanserin genetik bir hastalik oldugu ve
normal bir hicrenin kanser haline déntsebilmesi icin multipl genetik lezyonlarin
olusmasi gerektigi anlasiimigtir (62, 63, 64, 67). Hatta bazi kanser turlerinin
kalitsal 6zellik gosterdigi saptanmigtir. Her 100 kanserden 5 ya da 10 kadan
kalitsal yolla gegen hastalikilardan kaynaklanmaktadir. Kalitsal yolla gegen bir
gen bozuklugu bireylerin kansere yatkinlklarini degistirerek hasta olma riskini
arttirmaktadir. Bununla beraber bozuk geni tasiyanlarin tamami mutlaka
kansere yakalanmak zorunda degildir fakat bu bireylerin yaklagik %85-90
oraninda kanser olma riskleri bulunmaktadir. Bugiin tanimlanmis olan on kadar
farkli gen (BRCA1, BRCA2, MSH2, MLH1, v.b.), degisik kanserlerin kalitim
yoluyla kusaktan kusaga gecmesinde rol oynamaktadir (62, 64).

Tumor hicrelerinin - en  belirgin  6zelliklerinden  biri  farklilagsma
yeteneklerinin kaybolmasidir. Farklilagsmanin bozulmasina paralel olarak kanser
hiicresi apoptozis (programl hiicre 6limu) yeteneginide kaybeder ve normal
hiicreye kiyasla daha uzun yasar. Bu nedenle kanseriesen bu hiicrelere
6limsiiz hucrelerde denilmektedir (62, 63). Tumérler sinirsiz gogalma yetenegi
kazanan bu htcrelerin anormal g¢ogalmalar sonucu meydana gelir. Ancak
baslangigtaki bu ilk hiicre sonugtaki kanserli hiicrenin tim 6zelliklerini tagimaz.

Hiicreler yeni degisikliklere ugrayarak daha malign nitelik kazanirlar.



Ik basamag olusturan degisiklik (inisiyasyon) hicrenin anormal
cogalmasina olanak saglar. Inisiasyon kalici (DNA hasan) olmasina kargin
promosyon (baglangigta) geri déntisebilen epigenetik bir mekanizmay: simgeler.
Inisiasyatér olarak etki eden maddeler genellikle DNA hasarina neden olurken
‘promoter’ olarak degeriendirilen maddeler tek bagina test edildiginde bunlarin
karsinojenik etkisinin bulunmadigi gérlur. Ik degisiklik gerceklestikten sonra
hilcre klonunun c¢ogalmasi sirasinda ortaya ¢ikan yeni mutasyonlar bu
hiuicrelere selektif cogalma avantaji kazandirir. Progresyon adi verilen bu
asamada, bir tur klonal seleksiyon sonucu g¢ogalma, invazyon, yayilma v.b.
yetenekleri daha ylksek yeni klonlar geligir. Bu olay timér gelisimi boyunca
devam eder ve tumorler béylece giderek daha malign nitelik kazanarak, daha
hizh c¢ogalirlar. Bitin  bu asamalarda onkogenlerin  aktivasyonu ve
protoonkogenlerin kaybi veya inaktivasyonu gibi degisiklikler géraldr.

Tumér hucrelerinin  diger bir 6zelligide programh hiicre 8lumanin
(apoptozis) bozulmasidir. Apoptozisin kontrolunde hem onkogenler hemde
tumor supressor genler rol oynar. Hicre 6lumind indUkleyen genlerin
baskilanmasi veya sagkalimi uyaran genlerin aktivasyonu timér gelisimine
zemin hazirlar.

Karsinojenez molekiler diizeyde incelendiginde, bu olayda degislik gen
gruplarinin rol oynadigi gérilmektedir. Bu genler genel olarak U¢ kategoride
toplanir. Onkogenler, timér stipressér genler, DNA onarim genleri (63).

Onkogenler ilk olarak timére neden olan virtslerde kesfedildi daha sonra
bu genlerin hayvan hicrelerindeki genlerin tlrevi yada onlara ¢ok benzer
olduklar anlasildi. Basta virlislere 6zgll kanser olugturucu genler olarak bilinin
retroviral genlerin buglin normal hicrelere ait hiicresel genlerden tiredikleri
bilinmektedir. Buylumeyi reglle eden  proteinleri kodlayan bu genlere
protoonkogenler adi verilmistir. Bu genler ¢odalma, farklilagsma, ve hicre
olumt gibi 6nemli iglevierden sorumlu olan genlerin degisiklie ugramig
sekillleridir (63).



Onkogenler genellikle mutasyon yada baska nedenlerle yeni bir iglev
veya aktivite kazanarak otozomal dominant etki gdsterirler. Onkogenlerde
aktivite artisi degisik sekillerde ortaya cikabilir. En ¢ok rastlanilan degigiklikler
kromozom translokasyonu sonucu gen aktivasyonu, gen amplifikasyonu sonucu
gen Urininidn asin derecede sentezlenmesi yada gende meydana gelen
yapisal dedisiklikler sonucu genin kodladigi proteinde aktivite artigidir . Kanser
tarlerine en sik bozulmaya ugrayan onkogenler ras, myc, siklin D, ret, erb-B, bcl
2,mdm2, abl onkogenleridir. Tumor gelisiminde rol oynayan ikinci temel
mekanizma ise proto-onkogenlerin tersi bir fonksiyona sahip genler olan timor
sUpressor genlerin inaktivasyonudur (62, 63, 64). Tumoér slpressor genler
normal hiicrede ¢odalmanin kontrolu igin gerekli olan ve hasara ugradiklari
yada ortadan kalktiklari zaman hicrenin denetimsiz ¢ogalmasina neden olan
genlerdir. Tumér supressér genler otozomal ressesif 6zellik gosterirler.
Onkogenler gen ekspresyonunu hizlandiran veya sentezlenen proteinlerin asir
aktivitesine yol acan genetik degsiklikler araciligiyla hiicreyi denetimsiz
¢odalmaya sevkederken, tumoér silpressér genler tam aksine, hiicre
cogalmasini ve tumér gelisimini baskilayici yénde hareket eder. Birgok tumor bu
genlerde olusan hasar veya delesyonlar nedeniyle genin iglevini yitirmesi
sonucunda ortaya ¢ikar (63).

Tuamor stpressér genler tarafindan sentezlenen proteinler hicredeki
6nemli effektér proteinlere baglanarak, buniarin iglevini engellerler. Stipressor
proteininin sentezlenmemesi veya inaktivaasyonu, baglandi§i proteinin serbest
kalarak aktivitesini strdirmesi seklinde sonuglanir. En tipik tUmér siipressoér
genler BRCA1, BRCA2, Rb ve p53 genleridir (62, 63, 64).

DNA onarim genleri ise genomda olugan hasarin onarimindan sorumlu
olan genlerdir Bu genlerin iglevi bozuldugunda ortaya cikan mutasyonlar
giderilmeden biriktiginde, hucre karsinojenez yolunda ilerlemeye baglar. Onarim
genlerine bagll kusurlardan kaynaklanan tumérlerde genin iki kopyasininda
ortadan kalktig! (heterozigotluk kaybi) gézlenir (63).



Kanser fiziksel, kimyasal, genetik ve gevresel faktérler gibi birgcok etkene
bagh olarak geligebilir. Kanserlerin ¢odu genetik ve cevresel etkenlerin
etkilesimi sonucu vuku bulmaktadir. Genetik faktorlerin, tim kanser vakalarinin
sadece %5'inin aciklayabildigi dustnulmektedir. Geri kalan kismini ise genetik
olmayan faktorler yani sigara dumani , alkol, besinler icindeki maddeler, kirlilik,
ilaglar, radyasyon, glines 1sinlan ve virGsler gibi cevresel faktérler
olugturmaktadir. Demek oluyor ki karsinojenezin olusumundaki &nemli
fonksiyonlar geregi cevresel faktdrler, genetik faktérler ve kazanilan yatkinhk
olgularinin birbirinden bagimsiz degil bir buttin degerlendiriimesi gerekmektedir
(21, 29, 46, 63).

Karsinojenler hticre igersinde protein, lipid gibi birgok molekile yaninda
DNA'ya da kovalan baglarla baglanabilirler. Kronik karsinojen maruziyeti
sonucunda ise genetik materyalde hasar olugmaktadir. DNA’da, hicreyi
kanserlesmeye gétiren hasarin temelinde, hiicre gogalmasini kontrol eden
genlerdeki degisiklikler yatmaktadir; bu DNA hasari, hiicre gogalmasini uyaran
dominant onkogenlerin aktivasyonu yada hiicre buyimesini baskilayan tumor
slipressor genlerin inaktivasyonu sonucu olusabilmektedir (64, 67).

Degisik (lkelerdeki kanser oranlarinda genis farklliklar saptanmigtir.
Buradan bireylerin kansere karsi esit sansa sahip olmadiklar sonucuna
ulasabiliriz. Ornegin ©zellikle gé¢ eden toplumlardaki kanser oraninin diger
toplumlardakinden carpici bir sekilde farkl oldugu gézlenmistir. Bu farklihgin da
toplumlarin yagsam tarzi ve yasadiklari ¢evre ile dodrudan alakal olabilecegi
dustnilmektedir (46, 47, 62, 64, 68).

Kanser insidansindaki belirgin artisa ragmen erken tani yéntemleri heniiz
yeterince gelistirilememistir (64, 68). Kanserle miicadelede bagariya ulagmanin
yolunun hastaligin giigll ve zayif yanlari hakklndé mUmkin oldugunca ¢ok bilgi
edinmekten gegctiginin anlasiimasi tzerine kanserin genetik sebepleri (zerine
olan galigmalar daha da yogunlagmigtir (66).

Molekuler Dbiyoloji alaninda hizla devam eden gelismeler sayesinde
yakin zaman iginde kanserin nedenlerinin anlagilacak ve risk grubu bireylerin
belirlenerek erken tani yéniinde bir adim daha atiimig olacaktir.



2.2. Akciger Kanseri

Tum kanserler arasinda mortalite orani olduk¢a yiksek olan bir kanser
tipide Akcger kanseridir (1, 17, 18). Akciger kanserinde yasin énemli bir etkisi
vardir. Kanser riski yasla birlikte artmakta, genellikle de 40 yasindan sonra
belirgin bir artis olmakta ve 60 - 70 yaglan arasinda en yilksek dlzeye
ctkmaktadir (17, 63).

Akciger kanseri kadinlarda erkeklere gére daha az gérilen bir kanserdir
ve bu gérilme sikhigininda sigara igme aliskanhiginin, erkeklerde daha fazla
olmasi ile ilgili oldugu dustntlmektedir. Bununla beraber son 10 yil iginde
akciger kanser insidensinde, erkeklerde ©6nemsiz bir gerileme ile birlikte
kadinlarda belirgin bir artis gézlenmistir (18, 63, 64).

Dinya saghk ¢rgutd (WHO) Akciger kanserini dért ana baglik altinda
toplamigtir ve WHO’nun 1997°deki klasifikasyonu bugiin igin halen gegerlidir.

Bu dért hiicre grubu Skuamoéz karsinom, Kuglk hcreli karsinom,
Adenokarsinom ve Buyilk hcreli karsinomdur (63). Diger bir siniflandirmaya
gore ise Akciger kanseri Kuglk hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve Kiglk hicre
disi akciger kanseri (KHDAK) olarak ikiye ayriimigtir (64).

Epidermoid karsinom diger bir adiyla Skuamdz karsinom Akciger
kanserleri arasinda en ¢ok goérllen turdir ve tim kanser vakalarinin yaklagik
%50'sini olusturur. Etiyolojisinde sigara i¢iminin, kullaniima miktari ve siresi ile
orantill olarak énemi artmaktadir. Tumor ¢ogunlukla ana brong ve santral
yerlesimlidir ve diferansiyedir . Diger U¢ major gruba Ustunligi ise erken tani,
rezeksiyon endikasyonu, bes yil yasama sansi, uzak metastaz olasiiyinin en az
olmasi ve dider tiplere gére yavas bllyime géstermesidir (17,63).

Kugtk hticreli karsinom %20-25 oraninda gériulmektedir. Kékeni en sik
tartisilan tumor tipidir. Ktglk hiicreli kanserler digerlerine gére ¢ok hizh bliyime
gosterirler ve gerek hematojen gerek lenfojen yolla ¢ok erken metastaz
yaparlar. Kanser kitlesinin 1 cm’den blytk olmasi igin gegen siire epidermoid
kanserde 7.5 yil iken kiiglk hiicreli kanserde 2.5 yildir. Bu hastalarin 5 yil
yasama orani %1'den azdir. Hucreler andiferansiyedir, ilgili doku hiicrelerinden
ve birbirlerinden aynimalart gugctir. Sigara igilmesiyle yakin iligkisi vardir
(17, 63).

xusuy



Adenokarsinom kadin ve erkeklerde esit oranda gérilmekle birlikte kadin
akciger kanserleri arasinda en ¢ok gérilenidir. Ayrica sigara igimi ile daha az
bagintih ve akciger kanserlerinin %20-25'ini olusturan bir tumér tipidir. Olgularin
%75'i periferik yerlesimlidir. Diferansiyonu bu karngik grupta belirlemek oldukga
guetar (17, 63, 64).

Buyiik hucreli karsinom morfolojik 6zellikleri yanisira, ultrastriktirel ve
immunohistokimyasal olarak da daha ¢ok diger tiplerin az diferansiye bir tipi
olarak tanimlanir. Gértilme sikligi %10-20 arasindadir. Bu farkliigin diger tiplere
benzerliginden dolay1 yasanilan siniflama zorluguna bagh oldugu
dusunulmektedir. Tumor hicreleri buyik olup ilgili doku hiicrelerinden belirli bir
ayrilk gostermezler yani andiferansiyedir. Buyuk hicreli timérlerin hicre
yapisi, 6ncelikle ikinci derecede veya kiiguk bronglarda olugmasi, yayilig niteligi
acisindan genellikle adenokarsinomaya benzer. Dev hicreli ve berrak hiicreli
olmak lzere iki alt tipi tanimlanmigtir. Makroskobik olarak periferik ve bazen
santral yerlesimlidir. Adenokarsinoma ve buyik hiicreli karsinomanin biyime
hizlarr ve metastaz nitelikleri epidermoid ve kigiuk hicreli karsinoma
arasindadir (17, 63, 64).

Sigara dumani karsinojenler agisindan oldukg¢a zengin bir kaynaktir.
Sigara dumaninda muvcut olan karsinojenlerin énemli bir kismini benzopiren
gibi polisiklik aromatik hidrokarbonlar oluigturmaktadir. Fakat diger dnemli grup
karsinojende nikotinden kaynaklanan nitrozaminlerdir. NNK (nikotin turevi
nitrozaminoketon) ve NNN (N’-Nitrozonornikotin)  spesifik  Akcider
karsinojenleridir (64).

Yaygin epidemiyolojik calismalar Akciger kanserinin major nedeninin
sigara dumani oldugunu géstermektedir. Birgok g¢alismada Akciger kanserinin
%90’ nindan fazlasinin sigara igimi ile yakindan ilgili oldugu bildiriimesine kargin
sigara igenlerin sadece %10’ nunda bronsogenik karsinoma gelistigi
saptanmistir (1, 17, 69). Ayrica sigaraya bagl olarak gelisen akciger kanserinde
yasa bagl olarak farkhliklar olabilmektedir (18). Sigara adedinin artmasiyla

birlikte kanserden 6lim oranininda arttigi gézlenmigtir (17).



Sigara kullananalarda, Akcider kanserinden 6lum riski, igmeyenlere
oranla 10 kat daha fazladir ve agir sigara kullanan bireylerde ise bu risk 15-25
kata kadar cikabilir (1). Elde edilen veriler degerlendirildiginde bireyin sigara
kullanimina olan vyatkinhgini bireysel faktérierin  etkili oldugu sonucuna
ulagiimaktadir (69).

Akciger kanserli hastalar igerisinde %5-10'luk bir kesimin sigara
hikayesine sahip olmadig: bildirilmigtir (1). Sigara kullanmayan bireylerde
gelisen akciger kanserinin etiyolojisi ¢ok iyi anlagilamamistir. Son yapilan
galismalarda sigara kullanan ve kullanmayan kadinlar Uzerinde g¢aligiimis
onlarin p53 ve K-ras mutasyon spektrumlar incelenmistir. Sonug olarak Akciger
kanser insidensinin sigara kullanmayan kadinlarda artti§i saptanmistir. Bu
trendin nedeni tam olarak agiklanamasada c¢evresel sigara dumani, kémur
dumani gibi ¢cevresel maruziyetler ile hormonal etkilerin sigara kullanmayan
bireylerde akciger kanseri icin potansiyel bir risk faktéri oldugu ileri
striimektedir (18).

Sigara kullanmayan ayni zamanda kanser olmayan bireyler ile yine
sigara kullanmayan ama farkli olarak akciger kanserli birinci derecede akraba
olan bireyler arasinda Ailesel kanser hikayesi incelenmis ve ailesel kanser
hikayesinin sigara kullanmayan bireylerde de Akciger kanseri igin bir risk faktorii
olabilecegi saptanmistir (35).

Alkol tiiketimi ile akciger kanseri arasinda bir iligkinin varligi ¢ok agikiik
kazanmamigtir. Ancak alkol tiketimi ile sigara kullanimi ¢ok yakin iligki
icindedir ve bu nedenle Akciger kanserinde alkolun etkisini sigaradan bagimsiz
olarak distnmek oldukg¢a zordur. Ayrica D2 dopamin reseptér genindeki minér
allelin kronik alkolizm ile ilgili oldugu ve nikotin bagimhliginin saptanmasinda rol
oynadidi saptanmigtir. Bircok ¢aligmada sigara igen bireyler kontrol edilmis ve
bu bireyler icinde agir alkol tuketimi yapan bireylerde akciger kanser

insidensinin arttigi saptanmistir(1).
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Molekiiler epidemiyolojik galigmalarda, spesifik cevresel karsinojenler ile
kanserdeki mutasyonal olaylar arasinda bir iligki kurulmustur (1). Akciger
kénseri molekiller duzeyde incelendijinde genomdaki bazi farkliliklarinda
kanser yatkinhig: etkiledigi goézlenmigtir. Ozellikle tumoér siipressor gen ve
onkogenlerdeki bazi mutasyonlar sonucu Akciger kanseri gelisme riskide
degismektedir (64).

Insan timérlerinin gogunda p53 tumér stipressoér geni ve K-ras  proto-
onkogeni (izerinde mutasyonlar oldugu belirlenmis olup &zellikie sigaraya bagh
gelisen Akciger kanserinde p53 ve K-ras mutasyonlar tanimlanmistir. Akciger
tumérlerinde 6zellikle K-ras mutasyonlari gériimektedir. Bunun en g¢ok
goérulduglu tip ise adenokanserlerdir. Adenokarsinoma vakalarinin yaklagik
%30’'unda K-ras mutasyonlari saptanmistirr. ras proteinlerindeki mutasyonlar en
cok 12, 13 ve 61. kodonlarda gériilmektedir. Iglerinde en sikilikla rastlanilani, bu
mutasyonlarin yaklagik %80-90’1 codon 12 deki G—T transversiyonudur. Ras
mutasyonlari adenokanserlerde kétli prognozla iligkisi vardirBu nedenle ras
genindeki degisikliklerin timér olusumundan degil progresyonundan sorumiu
oldugu dasuntlmektedir (17, 18).

Ras proto-onkogenlerinin H-ras, K-ras, ve N-ras olmak Ulzere (g tipi
vardir. Bunlarin Grint p21 adh protein olup hiicre membraninin i¢ yliziinde
lokalize olan ve bliyime sinyalinin iletiminde rol oynayan G-proteinleri ile
iligkilidir. G-proteinleri ya GTP’ye bagli yada GDP’ye bagli olarak bulunur. Bu iki
form birbirine déntsebilmektedir. Normal p21 GTPaz aktivitesine sahiptir ve
GTP’nin GDP’ye doniisimUni katalize eder (64).

p53 mutasyonlari ise birgok kodonda olugabilir. p53 mutasyonlar
cogunlukla G-T transversiyonu daha az olarak G—>C transversiyonu ve G~A
transiyonu igerirler (17, 18).

Myc ailesine ait genlerinde akciger kanseri ile ilgileri oldugu belirlenmigtir.
Myc genlerinini aktivasyonu g¢ogunlukla amplifiksyon yada ekspresyon artig
sonucunda olmaktadir, mutasyon nadiren goralir. Myc gen ailesi
amplifikasyonlar 6zellikle kigtk hicreli akciger kanserlerde goériimektedir,
tumér olusumundan ¢ok timér progresyonu ile iligkilidir ve kéti prognoz
faktorlerinden birisidir (64).
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Mutasyonlarin gogu hiicrelerin karsinojenlere maruziyeti sonucu geligir.
Karsinojenler hiicre icinde birgok molekille ve DNA'ya kovalan baglaria
baglanarak genetik materyalde hasar olusmasina neden olur. Eger
baglandiklar bolge p53 gibi bir timér sipressér gen veya K-ras gibi bir proto-
onkogen ise hiicreyi kanserlesme siirecine sokmus olur (18, 64).

Tumér slipressér ve onkogenlerde olugsan mutasyonlarin ana nedeni,
toksik maddeye maruz kalma stresi, kseobiotiklerin biotransformasyonundaki
farkhiliklar ve DNA tamir kapasitesindeki degisikliklerdir ( 62, 64).

Bireysel faktérler bireylerin gevresel karsinojenlere olan yatkinliklarini
etkileyebilir. Faz | ve faz |l enzimlerini kodlayan genler bireysel faktérlerin en
guzel Ornekieridir. Karsinojen maddeler karsinojenik etkilerini ortaya
cikarabilimek igin aktivasyona ihtiyag duyarlar ki bu metabolik prosesde
enzimleri kodlayan genler tarafindan regiile edilir. Herhangi bir mutasyon
sonucu olugacak olan varyant allel enzim aktivitesinde farkliliga neden olur. Bu
da bireyin kansere yatkinhigini etkileyecek énemli bir degisikliktir (69).

Ksenobiotik metabolizmasinda substrata bagli olarak ya detoksifikasyon
yada aktivasyon enzimi olarak gérev yapan NQO1 birgok ksenobiotik yaninda
dzellikle Akciger kanseri ile siki bir iligki icinde bulunan sigara dumanindaki bazi
cevresel prokarsinojenlerin aktivasyonunu katalize ettigi icin dikkatleri Gizerinde
toplamaktadir. Bu enzimi kodlayan gen zerindeki mutasyon sonucu olugan
varyant allel enzim aktivitesinin diismesine neden olmaktadir. Mutant allelin
akciger kanser riskini azalttig ileri surilmekle birlikte elde edilen sonuglar
celiskilidir (5, 69).

Gergekten insan hayatini bu derece tehdit eden bir kanser olmasina
karsin erken tani ve tedavide sorunlar yagsanmaktadir. Ozellikle sigara ile olan
iligkisi ve her gegcen gun sigara igen kesimdeki artig aragtirmacilar akciger
kanseri icin yeni ¢ozim yollarinin aranmasina yéneltmistir. Molekuler biolojideki
son gelismeler sayesinde yakin zaman iginde kanserin sirnnin g¢oézilecegi ve
artik korkulacak bir olgu olmaktan ¢ikacagini imid ediyoruz ve bizim yaptigimiz
taramalarinda kanser arastirmalari igin birer veri tabani olugturacagini

dasuniyoruz.
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2.4. Ksenobiotik Metabolizmasi

Insanoglunun biyolojik sistemde geligsen olaylara karsi duydugu merak
onu, organizmaya giren ksenobiotiklerin akibetlerinin  aragtiriimasina
ybéneltmistir. Insanlar gerek ilaglar ve gidalardaki katki maddeleriyle gerekse
gevre kirliligine neden olan maddelerle olsun giderek artan bir bigimde gesitli
kimyasal maddelere maruz kalmaktadir. Ksenobiotikler adi verilen bu maddeler
organizmaya yabanci olan organik bilesiklerdir. Bir bagka deyigle ksenobiotikler
eksojen kaynaklardan vucuda alinan kimyasal maddedir (27, 40, 43).

Vicuda alinan bilesiklerin atiimi canli organizmalar icin temel bir
dzelliktir. Herglin viicut tarafindan bilytk miktarda kimyasal madde alinir. Bu
maddeleri organizmaya igtigimiz su yada yedigimiz besinlerle olabildigimiz gibi
inhalasyon yoluyla yada transdermal olarakta alabiliriz (2). Bu maddelerin
vicutta birikimi ciddi sorunlara neden olacagindan suratle organizmadan disari
atiimalan gerekir. Bir maddenin vicuttan atiimi igin polarite sarttir. Baz
ksenobiotikler eliminasyon igin yeterince polar olmalarina kargin ¢gogu yagdaki
¢ozunurlukleri sudaki ¢éztnurluklerinden daha fazla yani lipofilik 6zellige sahip
olan maddelerdir. Organizmadaki hiicre membranlarn fosfolipid ve protein
yapisinda oldugundan lipofilik 6zellige sahip bu maddeler hiicre membranlarini
asarak hedef bolgelere kolaylikla ulagirlarken bu maddelerin lipofilitelerinden
dolay: eliminasyonlarinda ciddi problemler ortaya ¢ikmaktadir. Lipofilik olan bu
maddelerin atilimi igin bir takim metabolizma reaksiyonlarina ugrayarak polar
turevlerine dénligmeleri gerekmektedir.

Ksenobiotik metabolizmasi ile ilgili bilgi, farmakoloji, toksikoloji, kanser
arastirmasi ve ilag aligkanliginin mantiga uygun bir bigimde anlagilabilmesi igin
bir temel olugturmaktadir . Viicuda alinana ksenobiotikler besin maddelerine ve
endojen bilesiklere benzer sekilde bir seri biokimyasal tepkime sonucunda
metabolize edilmektedir. Ksenobiotik metabolizmasi canli organizmalardaki
lipid, karbohidrat, protein ve nikleik asit gibi diger aract metabolizma yollan ile
benzerlik gosterir ki bu da ksenobiotik metabolizmasinin anlagilabilmesi igin
buytk 6nem tagimaktadir (2, 40, 43).
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Ksenobiotik metabolizmasini Faz | ve Faz Il olmak Gzere iki grup altinda
toplayabiliriz (sekil 1). Faz I'e katilan temel reaksiyon, monoksijenazlar veya
sitokrom p450 tirleri olarak adlandirilan enzim sinifinin Gyeleri tarafindan
katalizlenen hidroksilasyondur. Faz l'in diger reaksiyonlarn rediksiyon ve
hidrolizi icerirler. Faz I'de olusmus hidroksile veya diger bilesikler Faz IlI'de
spesifik enzimler araciligiyla glukuronik asit , siifat, asetat, glutatyon veya baz
aminoasitler ile konjugasyon veya metilasyon sonucu gesitli polar metabolitlere
dénusturulur. Ksenobiotik metabolizmasindaki bu iki fazin bagtan sona amaci,
ksenobiotiklerin sudaki ¢o6zinurluklerini arttirmak ve bdylece vicuttan
atihmlarini kolaylastirmaktir (2, 40).

Organizmaya giren maddelerin oldukga az bir kismi degigiklige
ugramadan dogrudan disan atilirken blyik gogunlugu biotransformasyona
ugrar. Biotransformasyon sirasinda normalde bilesikler faz | reaksiyonlari
sonucunda daha az aktif veya inaktif formlarina doénusirler ve faz iki
reaksiyonlan ile de konjugasyona ugrayip atilir yani detoksifiye olurlar.
Detoksifikasyon terimi ksenobiotik metabolizmasina katilan pek ¢ok madde igin
kullanilmakla birlikte bu terim her kosul igcin uygun degildir, ¢unkl bazi
durumlarda bilesikler faz | reaksiyonlari sonucunda inaktif formlarindan aktif
formlarina doéniserek biyoaktivasyona ugrarlar. Boylelikle bu metabolizma
reaksiyonu sonucunda ksenobiotigin biolojik aktivitesi veya toksisitesi artabilir.
Inaktif formdan aktif formuna déniisen bu tip maddelere 6n ilag (prodrug) veya

prokarsinojen denilmektedir (sekil 1).

Sekil 1. Organizmaya giren ksenobiotiklerin akibeti

Faz |
<= Aktif ilag Metabolit

Fazl Faz i

Prodrug Eliminasyon

Eliminasyon

o TN KURVY
SKOCREINT WA
g TURSERE S or1 g TEs K
TR



Sekil 2. Karsinojenezde ilag metabolize eden enzimlerin roll

Benzo(a)piren
4-(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-butanon
Dinitropiren
CYP1A1, 1A2
2A6
2D6
2E1
3A4
+ NQO1
Diol epoksit
Hidrokinon
Reaktif oksijen tarleri
GSTM1, T1
NAT2
UGT
ST
Suda goztnebilen Kasinojen-DNA eklentisi
Qran 8-Hidroksideoksiguanozin

Onarim
¢ enzimleri

¢
v

Replikasyon
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Sekil 3. Karsinojenezin Basamaklari

Kimyasal Karsinojen

i Metabolik Aktivasyon

Etkinlesmis Karsinojen

DNA'ya Baglanma(DNA Adduct)

N

Degismis DNA

> Detoksifikasyon

> Detoksifikasyon

]

Nukleofillere Baglanma

DNA Tamir Enzimleri

Reblikasvon

Apoptosis
{ ] \4

Kritik Genlerde

Mutasvonlar

Akciger Kanseri

DNA Onarimi l

16



Ayni enzim hem bir karsinojen hemde bir prokarsinojenin
metabolizmasinda rol oynuyorsa, ilgili enzim igin diistk aktiviteli fenotipe sahip
bir birey karsinojen maddeye maruz kaldiginda dezavantaj prokarsinojene
maruz kaldiginda ise bir avantaj tegkil edecektir (2, 40). Herhangi bir karsinojen
ile karsilasildiyi zaman sirastyla organizmada gelisen karsinojenez prosesi ve
bu karsinojenezde enzimlerin fonksiyonlari sekil 2 ve sekil 3 de ayrintih bigimde
gdsterilmigtir.

Simdiye kadar ksenobiotiklerin biotransformasyonlari gergeklegirken
birtakim enzimlerin bu reaksiyonlarda katalizor gérevi gérdiklerinden séz ettik.
Bu metabolizmaya katilan faz 1 ve faz |l enzimlerini kisaca asagidaki gibi

sintflandirabiliriz (Tablo1).

Tablo 1: Ksenobiotik metabolizmasina katilan enzimler

L FAZI J ( FAZIl ]
ENZIMLERI ENZIMLERI
1.0ksidorediiktazlar 1.Transferazlar
1. Sitokrom P450 1. Glutation S-transferazlar
2. Flavin monooksijenazlar 2. UDP-Glukuronosiltransferlar
3. Prostaglandin sentetaz 3. Stlfotransferazlar
4. Dihidrodiol Dehidrojenazlar 4. Asetiltransferazlar
5. DT-Diaforaz (NQO1) 5. Metiltransferziar
6. Alkol dehidrojenazlar 6. Aminoagiltransferaziar

2.Hidrolazlar
1.Epoksid hidrolazlar
2.Esterazlar/Amidazlar
3.Glukuronidaziar
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2.4. Kinon Oksidorediiktazlar

Son derece reaktif bilesikler olan kinonlar dojada yaygin bir dagihma
sahip olduklarindan insanlarin bu bilegiklere maruz kalma olasiliklarida bir o
kadar fazla olmaktadir. Bu bilegikler otomobil eksozu, sigara dumani ve sehir
havasi icinde bol miktarda bulunabildigi gibi yedigimiz cogu yiyecegin iginde de
dogal olarak bulunabilmektedirler. Ksenobiotikler organizmada birtakim
enzimler vasitasiyla metabolize edilirler. Kinoid yapidaki bilesiklere 6zgu
enzimler kinonlarla reaksiyona girerek bu maddelerin bir veya iki elektronlarinin
indirgenmesine neden olurlar. Ginumuzde kinon c¢ekirdegi iceren bilesikler
genellikle antitimér ajan olarak kullanildiklan igin kinon metabolizmasinda yer
alan enzimlerde oldukga énem kazanmistir (22, 23).

Ksenobiotik metabolizmasina katilan enzimler iginde Sitokrom P450
(CYP1A1 ve CYP1A2), sitokrom P450 rediktaz, ubikinon oksidorediikiaz,
ksantin oksidorediiktaz gibi enzimler kinon ve kinon tirevlerinden bir elektronun
indirgenmesini katalize ederek semikinon (serbest radikal) bilesiklerinin
olusmasina neden olurlar (sekil 4). Olugsan semikinon bilegikieride serbest
oksijen varliginda redoks siklusuna girerler béylelikle elektrofilik ve oksidatif
stres, DNA hasar, lipid peroksidasyonu, membran hasari, sitotoksisite ve
neoplazi gibi olaylara neden olan yiksek derecede reaktif oksijen tirlerini
olustururlar (22, 23).

o
0.
0,
/ o-
O Bir elektron transfer

: i : eden reduktazlar
0 NQO1
iki elektron oH ) O-R
indirgenmesi Konjugasyon

sistemleri
—
+R

H 0-R
Sekil 4. Kinon vyapisindaki bilesiklerden bir ve iki elekiron indirgenme

reaksiyonlarinin sematik gésterimi.
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Redoks siklusu reaktif tOrlerin olugmasina neden olmasina karsin
organizma bu durumu kompanse edebilmek igin bir ¢esit savunma
mekanizmasi gelistirmistir ki bunu da Stiperoksit Dismiitaz, Katalaz ve Glutation
Peroksidaz gibi hicresel savunma elemanlari tarafindan bu Grinlerin
toksisitelerini sinirlayarak gerceklestirir.

Kinonlardan iki elektron indirgenmesini ise kinon oksidorediktazlar
katalize eder (Sekil 4). Kinon vyapisindaki bilesiklerden iki elektronun
indirgenmesi sirasinda  bir elektronun indirgenmesiyle olugan semikinon
bilesikleri ve reaktif oksijen tirleri olusmadigindan dolay! hiicreler kinon ve
kinon bilesiklerinin zararli etkilerine kargi korunmus olur. Bununla beraber iki
elektronun indirgenmesi sonucu olusan baz hidrokinon bilesikleri ise
otoksidasyona girerek reaktif oksijen tirlerini (ROS) olusturabilir ve hiicresel
toksisiteye neden olabilir. Ozetlersek kinon oksidorediiktazlar kinon ve kinon
turevi Dbilesiklerin iki elektronlarini indirgemek suretiyle bu bilesiklerin
deaktivasyonlarinda oldugu gibi aktivasyonlarinda da rol oynayabilmektedirler
(23) ( Sekil 5).

Sekil 5. Kinonlarin aktivasyonu ve deaktivasyonu
NQO1

Hidrokinon

2e
[ roksisite TSl
Hidrokinon kinonlardan dah
Alkilasyon & Aktif oksijen Adkitaspatidviidifalsiian %
tirlerinin Uretimi tatlariolaylaatimi
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Insanlarda kinon oksidorediiktazlarin NAD(P)H:kinon oksidorediiktaz 1
(NQO1) ve NRH:kinon oksidorediiktaz 2 (NQO2) olmak tzere iki sitosolik
formu mevcuttur (23). Son zamanlarda calismalar 6zellikle NQO1 {izerinde
yogunlagmistir. Enzim yaklasik kirk yilik bir gegmise sahiptir. llk olarak Lars
Ernster tarafindan 1960’'da kismi olarak saflagtinhp bazi &zellikleri
tanimlanmisgtir. Enzim &nceleri NADH (DPN (difosfopiridin niikleotid)) ve
NAD(P)H (TPN (trifosfopiridin nukleotid)) araciliiyla kinonlarin ve diger elektron
akseptorlerinin indirgenme reaksiyonlarini katalize ettidi icin DT-diaforaz olarak
aniimaktaydi (8, 34). Daha sonra ise resmi olarak adlandirilarak NAD(P)H:
(kinon-akseptér) oksidorediktaz adini almigtir. Zaman igcinde bu enzim igin
birgok isim kullaniimaya baglamistir bunlardan birka¢i asagida belirtilmistir.

NAD(P)H: kinon oksidorediktaz 1 (NQO1)

NAD(P)H: kinon aksepttr oksidorediktaz 1

NAD(P)H: kinon rediktaz1

Nikotinamid-kinon oksidorediiktaz 1

Kinon akseptdr oksidorediiktaz (QOA)

NAD(P)H: menadion oksidoredilktaz (NMOR)

Menadion redilktaz

Vitamin K redilktaz v.b.(8)

NAD(P)H: kinon oksidorediiktaz 1 (NQO1)'in kesfinin ardindan yapisal
olarak NQO17’a ¢ok benzeyen flavoprotein yapisinda olan ikinci bir enzim
tanimlandi ve NRH: kinon oksidorediiktaz 2 (NQO2) olarak isimlendirildi. llk kez
1960 yillarinin baglarinda Liao ve William-Ashman tarafindan kesgfedilen bu
enzim NQO1‘dan farkli olarak NADH, NAD(P)H ve nikotinamid mononikleotid
(NMNH) gibi fosforillenmis hidrid dondrlerini kullanmaksizin N-ribozil ve N-alkil-
dihidronikotinamidler aracilihgiyla menadion ve diger kinonlarin indirgenmesini
katalize eder. Ayrica NQO1, bir antikoagiilan olan Dikumarol tarafindan gigli
bir sekilde inhibe edilirken NQO2'nin Dikumarol tarafindan inhibisyonu ¢ok
dusuktar. Buna kargin NQO2 polisiklik hidrokarbonlar ve dstrojenler tarafindan
gicla bir sekilde inhibe edilir (8,13). NQO2, NQO1 ve diger faz Il enzimleriyle

birlikte bir indiiksiyon géstermez.
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Diger enzime olan ustunlikleri ve biyolojik fonksiyonlari nedeniyle
NQO'’larin farkl sitosolik formlari igerisinde en ¢ok galisilan enzim NQO1'dir.
Kirk yih askin siredir enzimin mekanizma reaksiyonlari, biosentezi,
induksiyonu, kinon tirevi oksijen radikallerinin mutajenitelerine ve
sitotoksisitelerine kargi koruyucu rold ve vitamin Kya baglh protein
karboksilasyonundaki fonksiyonlari {izerine caligiimistir (34). Son zamanlarda
ise enzim {izerindeki polimorfizm ve bu polimorfizmin kanser ile iligkisi izerinde
calismalar oldukga yogunlagmistir.

Kofaktor olarak FAD iceren bir flavoprotein olan NQO1, kinon ve kinon
turevlerinden iki elektron indirgenmesini katalize etmek suretiyle bu maddelerin
detoksifikasyon ve aktivasyon metabolizmalarnna katilir. Enzim iki elektronun
indirgenmesini, bir elektronun indirgenmesini katalize eden CYP P450 ve P450
rediktaz gibi enzimlerle yarnigmak suretiyle gergeklestirir. Olusan stabil
hidrokinon bilesikleri ise glutation ve UDP-glukuronik asid gibi maddelerle

konjugasyona girerek kolaylikla viicuttan disar atilir (22) (Sekil 6).
Q + NAD(P)H + H' > QH, + NAD(P)*

NQO1'In direkt olarak iki hidrid transferi ile kinonlari indirgedigi
disuniimektedir. Indirgenme bir hidridin NAD(P)H'dan FAD’a diderinin ise
FADH, ‘den kinona aktarilmasiyla gerceklesir (13). Reaksiyon sonucunda
hidrokinon bilesikleri olusur bu bizim ig¢in bir avantajdir ¢linkii semikinon
bilesikleri (serbest radikaller) ve reaktif oksijen tirleri (reactive oxiygen species
(ROS)) olugmadigindan kinon ve kinon tirevlerinin bu bilesiklerden
kaynaklanan yan etkiler gézlenmez. NQOT1'nin kimyasal toksisiteyi ve
kartsinojeniteye karsi koruyucu bir rol oynamasi son zamanlarda ilgilerin odagi
olmasina neden olmustur. Yapilan aktivite galismalari sonucunda enzim
aktivitesinin, yliksek derecede reaktif kinon metabolitlerinin olusumunu 6nledigi,
benzo(a)piren-kinonlar detoksifiye ettigi ve krom toksisitesini azalttiginin

anlasiimasida koruyucu etkisinin varligini desteklemektedir (22)
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Sekil 6. Kinonlarin detoksifikasyonunda NQO 1’nin rolii
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Normal sartlar altinda indirgenme sonucunda olusan hidrokinonlar
konjugasyona ugrayarak organizmadan atilirlar. Baska bir deyisle detoksifiye
olurlar (Sekil 6). Fakat bazi durumlarda olusan hidrokinonlar otoksidasyon
reaksiyonlarina girerek reaktif oksijen tirlerinin  (ROS) olugmasina neden
olurlar ve béylelikle dogrudan dogruya DNA'y! alkilleyebilirler. Demek ki NQO1
bilesigin detoksifikasyonunda etkili olabilecegi gibi bilesigin toksik formunu
olusturmak suretiyle aktivasyonunda da etkili olabilmektedir (Sekil 7). Enzimin
bazi bilesiklerin aktivasyonundaki énemi g6z 6niinde tutularak yapilan
calismalar sonucunda NQO1’nin belirli kanser tiplerinde normal dokulara orania
daha fazla eksprese edildi§i saptanmigtir. Bu fonksiyonlarindan dolayi
biorediuktif kemoteropétik ajan olarak kullaniimaktadir. Ama yine de enzimin
ilaglarin metabolik aktivasyonundaki rolu tartismaya agik birakiimigtir.

Enzimin en gugli inhibitéri DIKUMAROL'dur. Dikumarol'un yanisira
warfarin ve inandion gibi diger antikoagilanlar tarafindan da inhibe edilir ve bu
inhibisyonu, elektron dondrleri olan NAD(P)H ve NADH ile yansmak suretiyle
gerceklestirir. Enzim vitaminK ile reaksiyona girip aktif formu olan hidrokinon
formuna déniistirerek protrombin sentezinde katalizér olarak rol oynar. Enzimin
Dikumarol'a ve diger antikoagilanlara karsi olan bu hassasiyeti, dikkatlerin
enzimin Vitamin K' ya bagdh protrombin ve posttranslasyonal karboksilasyona
katilan diger proteinlerin biosenteziyle olasi ilgisi Gzerinde yodunlagsmasina
neden olmustur (34).

NQO1 polisiklik aromatik hidrokarbonlar, fenolik antioksidanlar, azo
boyalari, oksidanlar, agir metaller, UV isik, iyonize radyasyon ve ksenobiotikler
tarafindan indiiklenebilen bir enzimdir (8, 25, 34). Indilksiyon NQO1’a ézgl bir
olay degildir. Bu sekilde indiklenebilen iki dlzineden fazla gen mevcuttur.
Ksenobiotik organizmaya girdigi andan itibaren hiicresel savunma mekanizmasi
aktif olarak islemeye baslar. Iste bu savunma mekanizmasi icinde NQO1’da

6nemli bir fonksiyona sabhiptir.
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NQO1 ile koordine bir sekilde indiklenen genler iginde; glutation ile
reaktif oksijen tirleri ve hidrofobik elektrofiller arasindaki konjugasyonu katalize
eden Glutation-S-transferazlar (GST)'1 kodlayan genler, vucuttan hizii bir
sekilde atilmalari igin ksenobiotikler ve ilaglar ile glukuronik asit konjugasyonunu
katalize eden UDP-glukuronosil transferazlar (UDP-GT)I kodlayan genler,
epoksitleri inaktif hale getiren epoksit hidrolaz'i kodlayan genler ve glutation
metabolizmasinin diizenlenmesinda anahtar rolunu Ustlenen y-glutamilsistein
sentetaz (y-GCS)'1 kodlayan genler sayilabilir. Bu genlerin koordine olarak
induiksiyonlari sonucunda, serbest radikallerin zararh etkilerine, oksidatif strese
ve neoplaziye kargl hiicre korunmus olur. Enzimin indikleyicilerinden olan
Fenolik antioksidanlar , polisiklik aromatiklerden, TCDD ve azo boyalarindan
radikal olarak farklidirlar. Fenolik antioksidanlar monofonksiyonel bilesiklerdir ve
fonksiyone! aril hidrokarbon reseptérlerine (Ahr) gereksinim duymaksizin faz Il
enzimlerinin indilksiyonuna neden olurlar. Aromatikler ise bifonksiyonel
bilesikler olup fonksiyonel Ahrlere bagli olarak faz | ve faz Il enzimlerinin
indiksiyonunda gérev yaparlar. Ozellikle kanser tedavisinde kullanilacak
chemoprotector segiminde Ahr'ye bagh Sitokrom P450 tarafindan karsinojenin
aktivasyonunda rol almasi muhtemel olmadigi i¢in monofonksiyonel
indiikleyiciler, bifonksiyonel indikieyicilere gére daha avantajlidir.

NQO1 dogrudan dogruya kinon detoksifikasyonunda rol oynadidi gibi
dolayli olarakta hicrelerin tim antioksidan fonksiyonlarini destekledigi ileri
sUriimektedir. NQO1 koenzimQ (ubikinon) rediktaz gibi etki gdstererek dogal
antioksidanlar (Vitamin E ve Koenzim Q gibi) indirgenmis formlarinda tutar.
Boylelikle hiicre membranini serbest radikallerin etkilerinden korur.

Genin indiksiyonu ve ekspresyonu igin genin promotor bélgesinde yer
alan bir takim esansiyel cis-elementler tanimlandi. Bu elementlerden biri
ksenobiotiklere, antioksidanlara ve oksidanlara maruz kalindiginda genin
indiklenebilmesi icin ve bazal ekspresyon igin gerekli olan Antioksidan
Response Elementtir (ARE). Diger elementler ise genin TCDD'ye maruz
kalmas! sonucunda indiiklenebilmesi igin gerekli olan bir DNA fragmanidir ve
son olarakta bazal bir eleiment ve c-AMP indiiksiyonu ile genin eksprese olmasi

icin esansiyel olan AP-2 elementidir (Sekil 8).
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Sekil 8. NQO1geni
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ARE'ler analiz edildiginde nikleer bir protein kompleksine baglanirlar.
Olusan ARE-nikleer protein kopleksi c-Jun, Jun B, Jun D, c-Fos, Fra1, Nrf1,
Nrf2, YABP, ARE-BP1, Ahr ve 6storjen reseptérleri gibi ¢esitli transkripsiyon
faktérlerini igerir. Fakat bunlardan sadece c-Jun, Jun B, JunD,c-Fos, Fra1, Nrf1,
Nrf2'nin insan NQO1 geninin ARE’sine baglanabilmektedir. Organizma
ksenobiotiklere ve antioksidanlara maruz kaldiktan sonra Nrf1 ve Nrf2 ARE
araciliglyla gen indiksiyonunu ve ekspresyonunu positif olarak regiile eder.
Sitoplazmadaki Nrf2 normal sartlar altinda Keap1 adli sitosolik bir faktér
tarafindan alikonmus durumdadir. Hiicre ksenobiotik yada antioksidana maruz
kaldiginda Nrf2 Keap1’den ayrilir ve Nrf2 gekirdek icinde translokasyona ugrar.
Ardindan c-Jun ile heterodimerize olup ARE'ye baglanir ve genin eksprese
olmasina yada indiklenmesine neden olur. C-Jun Nrf2 ile dimerize olmadan
once sitosolik faktérler tarafindan bazi modifikasyonlarada katilabilir fakat bu
olay ¢ok az olmasi muhtemel bir seydir ¢lnkii kimyasallara maruziyet
sonucunda c-Jun ekspresyonu belirgin bir sekilde artmaktadir. Ayrica diger
transkripsiyon faktorlerinden Nrf1'in Nrf2 gibi, JunB ve JunD’ nin de c-Jun gibi
benzer bir olayda rol oynadidi dusiiniimektedir (22) (Sekil 9).
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Sekil 9. Ksenobiotik ve antioksidanlar tarafindan NQO1 gen ekspresyonunun
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2.5. NQO1 Polimorfizmi ve Akciger Kanseri

Gunimizde kanser insan hayatini ciddi boyutta tehdit eden olgularn
baginda gelmektedir. Ozellikle gelismis tlkelerde 6lum nedenleri icinde genis bir
yiizdeye sahiptir (16, 33). Kanser olusumunun nedenleri multifaktéryeldir. En
biyik grubu, olgularnin %50’sini kapsayan diyet ile ilgili faktdrlerin olusturdugu
ve bunu sigaranin (%35) izledigi bilinmektedir. Mesleki olarak karsinojenlere
maruz kalma %5’lik bir orani kapsarken %10’luk b&limu ise virtslerin, ¢esitli
genetik faktorlerin ve geligen birgcok spontan mutasyonel olayin sorumliu oldugu
disinulmektedir (63).

Yodunlagsan kanser arastirmalari sirasinda c¢evresel karsinojenlerin
detoksifikasyon yada aktivasyon reaksiyonlarini katalize eden enzimleri
kodlayan genler Ozerinde bir takim genetik farkhiliklarin oldugu saptandi ve
ardindan bu genetik farkliliklarin kanser olusumu ile yakindan ilgili olabilecegi
fikri ortaya atildi. Bunun Gizerine enzim aktivitesinde degisikliklere neden olan
genetik polimorfizmler ile kanser arasindaki olasi iligki arastinimaya
baglanmistir (5, 33).

Polimorfizm, bir populasyondaki ayni lokusda birden fazla allelin
mevcudiyeti sonucunda birden fazla fenotipin ortaya ¢ikmasina neden olan
monogenik  bir  ozelliktir. Farmakogenetik polimorfizmler ksenobiotik
metabolizmasiyla ilgilidirler ve genotipteki bu farkhlagsmalar fenotipe
yansidiklarinda enzim aktivitelerinde degisikliklere neden olurlar.

Farmakogenetik ¢alismalar 1950’li yillarda Glukoz 6-fosfat dehidrojenaz,
psodokolinesteraz enzimlerindeki degisiklikler ve izoniazid uygulanmasi sonucu
N-asetiltransferaz eksikliginin kesfiyle birlikte baglamigtir ve ardindan 1957'de
Vogel ilk kez farmakogenetik terimini kullanmaya baglamistir (2). Klinik tipta en
azindan bes duzine farmakogenetik polimorfizm tanmimlanmistir. Bu
polimorfizmlerin gogu bireylerin toksisite veya kansere genetik yatkinliklarindaki
farkliliklardan sorumludur (42). Ozellikle ilag metabolize eden enzimleri
kodlayan genler tizerindeki polimorfizmler ilacin yan etkilerinin gézlenme riskini

etkileyebilir veya bireyin ilag ile tedavi etkinli§ini degistirebilir.
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Genetik polimorfizmler birtakim ilaglarin hizh yada yavas metabolize
edilmelerine ve ilacin toksisitesinde degisikliklerin ortaya c¢ikmasina neden
olabilmektedir. Bu bilgi gercevesinde, bazi bireylerde nigin ilacin etkinliginin
daha az veya toksisitesinin daha fazla olabilecedi konusudaki belirsizlikler
kismen agiklanabilmektedir. Farmakogenetik ¢alismalar sayesinde gelecekte
ilacla tedavi bireye gére optimize edilerek tedavide daha pozitif sonugclar elde
edilebilinecektir (36).

Genetik polimorfizmler temel olarak aminoasit sibstitisyonlar ile
ilgilidirler. Bir aminoasit siibstitisyonu i¢ceren genin ekspresyonu sonucunda
normalden farkli bir Griin elde edilir. Ornedin eder genin Grlini bir enzim ise
genin yapisindaki bu degisiklik enzim aktivitesinin azalmasina yada aktivitenin
tamamiyla kaybolmasina neden olabilir. Bunun sonucu olarak organizmaya
giren ksenobiotiklerin biyotransformasyonlarinda farkliliklar meydana gelir.
Buradan yola g¢ikarak yapilan arastirmalarda genetik polimorfizmlerin bireylerin
belirli kanser tirlerine yatkinliklarini belirleyebilecegi ileri strtilmektedir .

Ksenobiotik metabolizmasini katalize eden enzimler arasinda NQO1,
Glutation S-transferazlar (GST), N-asetiltransferaziar(NAT), Sitokrom P450
(CYP450) enzim sistemleri sayilabilr. NQO1, 16. kromozomun 16qg2.2
bélgesinde lokalize olmus olan ve NQO1 geni tarafindan kodlanan kofaktér
olarak FAD ( flavinadenindinikleotid ) iceren bir flavoproteindir ( 6, 24, 55, 57,
69 ). Enzim, kinonlann hidrokinon bilegiklerine dénisimuni katalize ettigi ve
oksijen radikallerinin olugsumunu azaltarak kinon-DNA eklentilerinin olusumunun
Onledidi icin dikkatleri Gzerinde toplamistir.

llk kez 1980'de Edwards ve arkadaglan ingiliz toplumunun yaklasik
%4’'nin NQO1 enzim aktivitesinden yoksun oldugunu saptadilar (15, 65). Fakat
o zamanlarda mevcut bilgiler 1siginda bu genetik faklihga mantikh bir agiklama
getirilemedi ve bunun (zerine enzim ile ilgili caligmalar hiz kazandi. lleriki
yillarda enzimatik aktivitedeki bu dedisiklidin genetik bir farklliktan
kaynaklanabilecegini dislnerek gen (zerinde polilmorfizm arastirmalarina

basland!.
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Gen Uzerinde bir polimorfizmin yer alabilecegi baslica i¢ bélge vardir: 5’
ucunda ARE ve XRE'ler i¢in baglanma alani iceren béige, transle edilmeyen 3’
bblgesi ve son olarakta gen igindeki herhangi bir bélge. 3' ve 5 bélgelerinde
yapilan arastirmalar sonugsuz kalmig olmasina karsin gen iginde yapilan
aragtirmalar olumlu sonuglar verdi. ilk kez 1992'de Traver ve arkadaslari kolon
karsinoma hiicre gruplarinda enzim aktivitesinin azalmasina neden olan ve
genin 6. eksonunda yer alan bir nokta mutasyonu bildirdiler (15, 53). 6. eksonun
609. baz cifti Gzerindeki bir C—T slbstitlisyonu sonucunda polipeptid zincirinin
187. aminoaisdi olan prolin yerine serinin kodlanmakta ve bu aminoasit
degisikligi enzim aktivitesininde degismesine neden olmaktadir (15, 22, 33, 53).

1995 yilinda ise Pan ve arkadaglari ayni genin 4. eksonu lizerinde ikinci
bir C—T substitisyonu belirlediler. Bu polimorfizim de dier polimorfizm gibi
enzim aktivitesini degistirecek bir aminoasit degisikligine sebebiyet vermektedir.
Bu kez polipeptid zincirinin 139. aminoasidi olan arginin yerine triptofan
sentezlenerek enzim aktivitesinde belirgin bir azalma olmaktadir. Aminoasit
degisikligi enzim aktivitesinde belirgin bir azalmaya neden olmasina ragmen bu
mutasyonun etkisini degerlendirmek oldukg¢a zordur ¢linkli heniiz toplumlara ait
hicbir allel frekansi bildirilmemistir (15).

NQO1 geni lizerindeki bu iki mutasyon sonucunda (g allel olugsmaktadir.
NQO1 allel nomenklatiri asagidaki gibidir:

NQO1*1 — Arg 139/Pro 187

NQO1*2 — Arg 139/Ser 187

NQO1*3 — Trp 139/Pro 187

Son epidemiyolojik ¢alismalar, akciger kanser riski ile bu polimorfizmler
arasinda bir iligkinin ag¢iga kavugsmasinda ve akciger kanserine yatkinhgin
belilenmesinde NQO1T'nin aktif bir rol oynadigi yoénindedir. Kansere
yatkinliktaki olasi rolQ géz &nlinde tutularak yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarin
hepsi ayni sonuca varmamasina ragmen lésemi, trolojik bozukiuklar ve akciger
kanserinde NQO1 polimorfizminin frekansinda bir artis bulundugunu géz ardi
etmemek gerekir. Yine bazi galismalarda NQO1 enzim aktivitesinden yoksun
yada enzim aktivitesi dusiuk olan bireylerin habis timoér geligimine
yatkinliklarinin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (33).
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Enzimin tim dokularda bulunmasi enzimle ilgili ¢alismalanda olumlu
yonde etkilemistir. Farkli bireylerdeki, ayni bireylerin farkli dokularindaki, normal
ve timor dokular arasindaki enzim aktiviteleri ayr ayr incelendiginde her érnek
grubu icin enzim aktivitelerinde belirgin fakliliklar gézlenmistir. Ozellikle hepatik
ve kolon orijinli timér dokularinda aynt orijinli normal dokulara nazaran NQO1
gen ekspresyonunun daha yiiksek dlzeyde oldugu ayni zamanda tumér
dokusunu cevreleyen normal dokularda da ekspresyonun artmis oldugu
belirlenmigtir. Bu nedenlerden dolayl enzimin tumériin geligiminde énemli bir
role sahip oldugu dustnilmektedir.

Enzim aktivitesi farkll ttmér dokularinda incelenmis ve karaciger, kolon,
g6gus, beyin ve akciger tuimér dokularinda yiksek fakat mide ve boébrek tiUmor
dokularinda ise aktivitenin digik oldugu saptanmisgtir.

Epidemiyolojik galigmalar akciger kanserinin major bir nedenininde sigara
dumani oldugunu gostermektedir. Sigara dumani  poliniikleer aromatik
hidrokarbonlar, N-nitrosoaminler, aromatik aminler ve heterosiklik aminler gibi
birgok karsinojen madde yénunden olduk¢a zengindir. NQO1 katalitik etkisi
nedeniyle sigara dumani igindeki karsinojen maddeleri metabolik olarak ya
aktive eder yada detoksifiye eder. Genetik polimorfizmlerin akciger kanserinin
étiyolojisinde rol oynadigida g6z 6ninde tutulursa NQO1 {izerinde meydana
gelebilecek herhangi bir polimorfizmde akciger kanser riskini yakindan
ilgilendirecektir. Yapilan son caligsmalarda sigara dumanindaki prokarsinojenleri
metabolizmasinda gorev alan enzimlerde bir aktivite degisiklijine neden olan
polimorfizmlerin akciger kanseri ile ilgili oldugunu géstermektedir.

NQO1 sigara dumani igindeki &6nemli polinikleer aromatik
hidrokarbonlardan biri olan benzo[a]pireni metabolize ederek benzo[a]piren
kinon-DNA eklentisinin olusumunu o6nlerken yine sigara dumani igindeki 2-
amino-3-metilimidazo[4,5-flkinolin (I1Q) ve 3-amino-1-metil-5H-pirido[4,3-blindol
adli mutajenik ve karsinojenik heterosiklik amini metabolik olarak aktive eder.
Bu agidan bakildigi zaman enzime baglh olarak sigara dumanindaki maddelerin
metabolize edilmesi sonucunda Akciger kanser riskinin artip artmadidi yada
azallp azalmadi daha dogrusu sigaraya bagl olarak akciger kanser riskini

etkileyip etkilemedigi belirsiz kalmaktadir.
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Populasyon aragtirmalarinda her ne kadar farkll sonuglar mevcut ise de
bazi gcalismalar sonucunda ®%°C—T polimorfizmi tasiyan bireylerin enzim
aktivitelerinin distik buna bagh olarak akciger kanser risklerinin de digik ve
Akciger kanserli bireylerdeki mutant allel (NQO1*2) frekansinin kontrol grubuna
oranla daha dugik oldugu saptanmistir. Bu verilere gére de NQO1 {zerindeki
bu genetik polimorfizmin bireyleri kanser riskine karsi korudugu sonucuna

ulagiimaktadir.
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2.6.NQO1’nin etki mekanizmasina bagh olarak ila¢ gelistiriimesi

Alkilleme ajanlari 1940’lardan bu yana kanser tedavisinde yogun olarak
kullaniimaktadir. Bu sinifin bir {iyesi olan kinon igeren alkilleme ajanlarina
“Biorediktif alkilleme ajanlan” adi veriimektedir (3). Biorediksiyonun
sonucunda, enzimatik reaksiyona giren bilesiklerin kimyasal 6zelliklerine bagh
olarak ya alkilleme turleri yada aktif oksijen tirleri olusur (50). Kinon igeren
alkileme ajanlarinin etkilerini gosterebilmeleri igin mutlaka aktif sekillerine
donusturilmeleri gereklidir. Bu noktada bu ilaglarin aktivasyonunu saglayan
enzimler 6nem kazanmaktadir.

Enzime bagl biorediiktif ilag gelistirimesi (enzyme-directed drug
development) normal dokulara kiyasla timér dokusunda daha fazia eksprese
edilen rediiktazlarin belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Bu konuda dikkat
edilmesi gereken iki nokta vardir: bunlardan biri belirli reduktazlar tarafindan
indirgenerek aktive edilen yani bu enzim igin bir substrat olan bilegiklerin
tanimlanmasi dideri ise timor dokusunda yiksek miktarda bulunan rediktazin
enzim profilinin belirlenmesidir (3).

Kinon iceren yeni alkileme ajanlarinin kesfi ve onlarin sonradan
antikanser ilag olarak gelistiriimesi uzun yillar aktif bir aragtirma alani olmustur.
1950’lerin sonlarinda streptomyces tirlerinden elde edilen mitomisinlerin
izolasyonundan bu yana bilesiklerin yapilan ¢ézimlenmis, birgok analogu
sentezlenmis, preklinik ve klinik galigmalarn yapiimigtir. Bu alandaki ¢aligmalarin
yogun bir sekilde slrdiriilmesine kargin mitomisinler ve onun analoglar iginde
sadece Mitomisin C klinik kullanima sunulmug durumdadir. Bioreduktif ilaglarin
prototipi olan Mitomisin C mide, pankreas, kolon ve meme kanserine kars! bir
aktivite gostermekle birlikte asil kullanim alani ise kigik htcreli olmayan (non-
small cell) akciger kanserinin tedavisinde aktif olarak kullanilan tek ajandir.
Ayrica mesane kanserinde de lokal olarak kullaniimaktadir. Cok toksik bir
bilesik olan Mitomisin C kemik ili§i sipresyonuna neden olur. Bu nedenle toksik
etkisi biraz olsun azaltilabilir Umidiyle aktif analoglarinin aragtinlmasi yoluna
gidilmis olup E09 (indolkinon), diazokinon (benzokinon (AZQ)) gibi birka¢
analogu sentezlenmig ve bu analoglar halen klinik olarak calisiimaktadir.
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Sekil 10. Mitomisin ve analoglari
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Biorediiktif ajan olarak geligtirilen bu ilaglarin normal dokudan ziyade
selektif olarak rediiktaz diizeyinin yilksek oldugu timér dokusu Uzerine toksik
olmasi istenir ve bu yonde iyilestirme calismalar yapiimaktadir. Bir flavoprotein
olan ve kinonlardan iki elektron indirgenmesini katalize eden NQO1’'nin ézellikle
akciger, kolon ve meme timér dokularinda ¢ok fazla eksprese edildiginden
antikanser ilag geligiminde 6zellikle NQO1 ile metabolize edilen yapilar baz
alinarak c¢alismalar ilerlemektedir. NQO1 kinonlari, toksik semikinon
radikallerinin olusumunu engelleyerek hidrokinon formuna indirger. Fakat daha
6nceden de sbz ettigimiz gibi tim hidrokinonlar redoks-stabil degildirler ve
redoks-labil hidrokinonlar molekler oksijen ile reaksiyona girerek semikinon ve
reaktif oksijen tirlerinini olusmasina neden olabilirler. Bu da esittir hicresel

toksisite!
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, NQO1’nin indirgeme 6zelligi kinon iceren alkilleme ajanlarinin bioreduktif
olarak aktive olmalarina neden olur. Biraz daha agarsak bu ilaglar NQO1
tarafindan indirgenerek aktif hale gecerler. NQO1 tarafindan aktive olabilen
bilegikler arasinda mitomisin C, AZQ ve E09 gibi maddeleri sayabiliriz (Sekil10).
Yapilan son c¢aligmalarda meme, Akciger, kolon, CNS ve over tiumér
dokularindaki NQO1 aktivitesi ile antitim&r kinonlarin sitotoksisitesi arasinda bir
korelasyon oldugu bildirilmistir.

NQO1 tarafindan kinon igeren alkileme ajanlarinin giglu bir sekilde
aktivasyonu ve belirli kanser tiplerindeki NQO1 diizeyinin yiuksek bulunmasi,
arasrirmacilar enzim ile etkin olarak aktive olabilen yeni ve daha az toksik
bilegiklerin arastirimasina tesvik etmektedir. Bugiine dek aktif olarak
uygulamaya sunulan tek ajan Mitomisin C olmasina karsin bu konudaki

caligmalar halen devam etmektedir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Orneklerin Toplanmast

Bu galigmada incelenen saglikli bireylere ait 166 kan ornegi, Istanbul
Universitesi, Istanbul Tip Fakultesi, Fen Fakiiltesi Ogretim tyeleri, 6grencileri,
calisanlan ve [stanbul Universitesi Deneysel Tip Aragtirma Enstitiisii galiganlar
ile Turkiye'nin degislik bélgelerinden gelen bireylerden toplandi. Kan érnekleri
10ml’lik steril EDTA’ll tiplere aktarildi ve DNA izolasyonu yapildi. Calismaya
dahil edilen bireylerin aralarinda akrabalik iligkisi bulunmamakta ve yaglan 18
ila 65 arasinda degismektedir. Turk Toplumunda genlerin frekanslarint en
dogru sekilde belirlemek i¢in cinsiyet dagiliminda denge kuruldu ve Tirkiye'nin
her bolgesinden olabildigi kadar esit sayida denek galismaya dahil edildi. Tim
bireylere ait aile agaci ¢izildi ve DNA bankasi kurulmasi igin gerekli bilgiler
sigara kullanimi, ebeveynlerin dogum tarihi ve yerleri, kendilerinin ve aile
fertlerinin gecirdigi kronik hastaliklara ait bilgiler toplandi. Bu ¢alismada, 166
kontrol DNA érnegi ile, Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitisi’'nde tehsis
ve/veya takip eidlen akciger kanserine yakalanmig 94 hastadan elde edilen
kanlardan izole edilen DNA 6&rnekleri incelenmigtir. Butin hastalara Onkoloji
Enstitiisti tarafindan tutulan dosyalardan ayri olarak, ¢alisma igin gerekli bilgiler
iceren bir form dolduruldu.

166 saglikli ve 94 akciger kanserine yakalanmis hastaya ait, toplam 260
DNA orneginde, NQO1 genindeki mutasyon, polimeraz zincir reaksiyonu
yontemi kullanilarak incelendi ve UV ile gérintilenerek degerlendirildi.
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3.2. Kullanilan Geregler
1. Elektroforez icin gli¢ kaynagi (E-C Apparatus Corporation)
. Gortintileme Sistemi
. Hassas terazi (Mettler AE 200)
. Heat Block (IsI Blogu) (VWR)
. Manyetik karigtirici (1siticth)(Kermanlar)
. Minijel elektroforez aleti (Stratagene)
. Mikrosantrifuj (Eppendorf)
. Orbital sallayici (Kermanlar)
PCR aleti (Thermal Cycler) (Perkin Elmer)
. pH metre (Corning)
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. Pipet takimi (Gilson)

-
N

. Sogutmali santrifuj (Sorvall-1001,Bausch-Lomb)
. Spektrofotometre (Jasco-7800,UV/VIS)
. Su banyosu (Kermanlar)

- = -
g A~ W

. UV transiliminatér (Foto-Dyne)
16. Vorteks (Kermanlar)
17. Polaroid kamera

3.3. Kullanilan Kimyasal malzemeler

3.3.1. Kimyasal Maddeler

Agaroz (Sigma A-9539)
Amonyum asetat (Sigma A-8920)
Amonyum klorir (Sigma A-5666)
. Asetik asit (Glasiyal) (Sigma A-6284)
Borik asit (Sigma B-3269)
Bromfenol mavisi (Sigma B-3263)
. dNTP seti (MBI Fermantas)
. Etilendiamintetraasetik asit dihidrat (EDTA-dihidrat) (Sigma E-5134)
9. Etanol (%95) (Merk-986)
10. Etidyum bromr (Sigma E-7637)
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11. Hidrojen peroksit (%35) (Merk-8600)

12. Mineral yag (Perkin Elmer)

13. Potasyum bikarbonat (Sigma P-4913)

14. Sodyum dodesil sulfat (SDS) (Sigma L-4340)
15. Sodyum hidroksit (Sigma S-5881)

16. Sodyum klorir (Sigma S-3014)

17. Tris baz (Sigma T-8524)

3.3.2. Kullanilan Enzimler:
1. Proteinaz-K (Boehringer Mannheim 1000144)
2. Taq polimeraz (MBI EPO 282)
3. Hinf 1 (MBI Fermantas)

3.3.3. Kullanilan Primerler:
PA-F: 5-TCC TCA GAG TGG CAT TCT GC-3
PA-R: 5-TCT CCT CAT CCT GTA CCT CT-3’
PA-F, PA-R , kullanilan primerlere verdigimiz isimlerdir ve Prizma Itd.

tarafindan sentez edilmistir.

3.3.4. Kullanilan Diger Maddeler:
DNA size Marker ( pUC mix 8, MBI Fermentas)

3.4. Kullanilan Gézeltiler

3.4.1. DNA izolasyon gdzeltilleri

3.4.1.1. Kirmizi1 Kan Hiicrelerini Parcalama Cdézeltisi (Lysis buffer)
1. NH,CI :8.74g
KHCOa3: 1g
EDTA: 200ui(0.5 M’lik EDTA’dan alinir.)
2. Tartimlar yapilip meziir igine konuldu ve su* ile 1 It'ye tamamland:.
3. pH’si 1N NaOH ile 7.4’e ayarland..
4. 120 °C’'de, 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
5. +4 derecede saklanir.
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3.4.1.2. EDTA Cdzeltisi (0,5 M-pH 8.0)
1. Disodyum etilendiamintetraasetat . 2H,0: 186.1g
2. Beher igine alindi ve su ile 800ml'ye tamamlandiktan sonra manyetik
karnigtirict yardimi ile ¢éztunduraldi.
3. pH'si NaOH ile 8.0'e ayarlandi(=20 g NaOH) ve su ile 1000 ml'ye
tamamlandi.
4. 120 °C’de, 15 dakika otoklavda sterilize edildi.

3.4.1.3. NaCl Cozeltisi (4M)

1. NaCl : 233.6g
2. Tartildiktan sonra mezir igine konuldu, 800 ml su ilave edildikten sonra

tamamen g¢ézilene kadar manyetik karistirici yardimi ile karistirildi ve su

ile 1 It'ye tamamlandi.
3. 120 °C’de, 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Oda 1sisinda saklanir.

3.41.4. Beyaz Kan Hiicrelerini Pargalama Tamponu (White Blood Cell
Lysis Buffer) (WBL)
1. NaCl (4M) : 10 mi
EDTA (0.5M) : 20 ml
2. Mezir icine konulur, su ile 400 ml'ye tamamlandi.

3. 120 °C'de, 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Oda isisinda

saklanir.

3.4.1.5. Proteinaz-K Gozeltisi
1. Proteinaz-K: 0.02g, su ile 1 ml'ye tamalandi.

3.4.1.6. Tris-HCI Tamponu (1M)
1. Tris baz : 121.1g

HCI : 42yl
2. Mezirr igine aktarildi ve su ile 1 It'ye tamamlandi. Manyetik karngtirici

yardimiile ¢dzundurildi.
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3.4.1.7. TE (Tris-EDTA) Tamponu
1. Tris HCI(1M): 10 mi
EDTA(0.5M): 20 ml
2. Mezir igine aktarlldl ve su ile 1 It'ye tamamlandi.
3. 120 °C’de, 15'{dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

3.4.1.8. Amonyum asetat ¢ozeltisi (9.5M)
1. Amonyum asetat : 73,2269
2. Beher icine alindi, su ile 100 ml'ye tamamiandi. Manyetik karigtirici
yardimi ile ¢ézindurilda. (Manyetik karistiric’nin 1sisi ~ 40 °C olmalidir.)
3. 0.22 mikron’luk filtreden gegirilerek sterilize edildi.
4. +4 derecede saklanir.

3.41.9. %10 SDS Cozeltisi (Sodyum Dodesil Siilfat)
1. SDS : 10g tartildi.
2. Dikatlice Beher igine alindi ve SDS tozlanni kaldirmamaya dikkat
edilerek Uizerine su eklenerek ve 100 ml'ye tamamlandi.
3. 56 °C'de bekletmek kaydi ile ¢ozindurultr. [Ya da iyice soliisyona
gecmesi icin uzunca bir siire (1-2 saat) manyetik karistirici’da ¢evrildi].
4. 0.22 mikron’luk filtreden gegcirilerek sterilize edilir.

5. pH’sI 7.2'ye ayarlandi. Oda isisinda saklanir.

3.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi Gozeltileri

3.4.2.1. Etidyum Bromiir Cozeltisi
Stok 10mg/ml olacak sekilde steril su ile 10ml hazirlandi.

3.4.2.2. Agaroz Jel Yiikleme Tamponu
1. %0.25 bromfenol mavisi
2. %30 gliserol olacak sekilde steril su ile 10 ml hazirlandi.
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3.4.2.3. 50 X TAE Tamponu (Tris-Asetik asid-EDTA)

1. Tris baz 1 242g
Glasiyal asetik asid : 57.1ml
EDTA(0.5M) : 100 mi

2. Mezur icine aktarildi ve su ile 1 It'ye su ile tamamland..

3. 120 °C'de, 15 dakika otoklavianarak sterilize edildi.

4. Oda 1sisinda saklanir.
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3.5. Yontemler
3.5.1. DNA izolasyonu

10 ml venéz kan seril falkon tipline aktanidi ve Uzerine 1:3 oraninda
Lysis buffer (30ml) eklenerek, +4 derecede 15 dakika rotorda gevrildi. Rotordan
alinan ornekler, +4 derecede 10 dakika, 1500 rpm’'de santriflj edildi.
Sipernatant atildi ve pelet tamamen slspanse edilerek Gzerine 15-20ml Lysis
buffer eklenip +4 derecede 10 dakika, 1500 rpm’de santrifiij edildi. Pelet tekrar
stispanse edildi ve sispanse edilmis érnege %10’ luk SDS'ten 500ul, 50 pl
proteinaz-K ve 9.4ml WBL eklenerek 56 derecede bir gece inkiilbe edildi.
Inkiibasyon sonrasi her bir milimetre soltisyon basina 0.37mi 9.5M Amonyum
asetat eklenip (10ml érnek igin 3.7ml 9.5 Amonyum asetat) iyice karigtirildiktan
sonra oda isisinda, 25 dakika, 3000 rpm’de santrifij edilerek proteinler
coktarilda.

Sipernatant steril falkon tiplere aktarildiktan sonra tizerine 1:2 oraninda
olacak sakilde %99luk absoli alkol eklenerek DNA'nin ¢dkmesi saglandi.
%70’lik alkol iginde yikanan DNA &rnekleri 1.5mllik Eppendorf tubl iginde
bulunan 150-200 pl TE buffer igerisinde ¢liziindlrildii ve 56 °C’'de bir saat
bekletildi. Béylece butiniyle ¢dzeltiye gegen DNA +4 derecede saklandi.

3.5.2. DNA Miktar Tayini

DNA orneklerinin saflik derecelerini belirlemek igin, optik dansiteleri
spektrofotometre de 260 ve 280 nm dalga boylarinda él¢ildi. Kér érnek olarak
DNA'larin iginde ¢dziindurulduga TE kullanildi. Her 15 pl'lik DNA 6rnegi iginde
1485 pl TE bulunan eppendorf tiiplere kondu ve pipet ile karigtinidiktan sonra
kuartz kiivetlere aktarilarak spektrofotometrede élgiimleri yapildi.

260/280 nm degerleri 1.8 = 0.1 olan 6rnekler polimeraz zincirleme
. reaksiyonunda kullanildi. Olgiimleri yapitan DNA érneklerinin konsantrasyonlari
ug7ml olarak;

Aoso X Seyreltme Faktéri x 50 formilu ile hesaplandi.

Uygun DNA'lar ilgili lokusa spesifik primer dizileri kullanilarak Polimeraz

zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile amplifiye edildi.
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3.5.3. NQO1 Lokusunun Genotip Tayini
3.5.3.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

1980'li yillarda California Universitesinde, bir grup bilimadami toplanarak
Insan genom diziligini bulmanin ne kadar uygulanabilir oldugunu tartistilar ve bu
toplantinin akabinde Kary Mullis ve calisma arkadaslari bilinen bir nikleotid
dizisi yardimiyla bir genomun segilmis bir bélgesindeki DNA'nin milyonlarca kez
cogaltilmasina olanak saglayan ve poimeraz zincir reaksiyonu (PCR) olarak
isimlendirilen bu teknidi geligtirdiler (66). Amerikali bir biokimyaci olan Kary
Mullis 1983 yilinda yaptigi bu icati sayesinde 1993 yilinda nobel 6diilli kazandi
“Molekiler fotokopi (molecular phootocopying)” olarak ta bilinen PCR 1985'te
Cetus firmasi arastiricilar tarafindan gelistiriimesinin ardindan temel molekdiler
biolojik arastirmalarda (klonlama, dizi analizi va DNA haritalamasi gibi) ve
birgok hastaligin DNA temeline dayali tanisi iginde Klinik tipta hizla kullaniimaya
baglanmistir. Bu teknik &zellikle molekiler genetik , bioteknoloji ve diger bir ¢ok
alandaki caligmalara ve arastirmalara yeni yaklagimlar ve yeni bir bakig agisi
getirmigtir. Molekiller genetikte devrim yapan bu teknik sayesinde gen
aragtirmalarindaki en biyilk problemlerden biri olan yaklasik 100.000 gen
iceren memeli genomunde hedeflenen genin yakalanmasi ve daha yakindan
incelenmesi mimkin olmustur. Kisaca tanimlarsak PCR metodu in vitro
sartlarda enzimatik olarak spesifik bir DNA segmentinin milyonlarca kopyasinin
cikariimasina imkan saglayan bir yéntemdir.

PCR, DNA replikasyonunun temel 6zelliklerine gére tasarlanmistir. Bu
nedenle DNA sentezinin gerceklesebilmesi i¢in ortamda kalip DNA molekuld,
primer, dNTPs, Taq DNA polimeraz, MgCl, gibi bazi komponenetlerin
bulunmasi gerekir. Bir PCR ddngusi denatlirasyon, primerlerin baglanmasi
(annealing) ve yeni zincirin uzamasi (extension) olmak {zere i¢ adimda
gergeklesir. Yeni komplementer zincirin sentezlenebilmesi igin ¢ift zincirli DNA
Is1 ile denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir. DNA polimeraz senteze
bagslamak igin primer (genellikle 16-24 nikleotidlik tek zincirli DNA dizileri)
denilen kisa ¢ift zincirli bir DNA pargasina ihtiya¢g duyar. Primer dizileri kalip
DNA (zerindeki komplementer bolgelerine yapisirlar (annealing). Bu
komplementer diziler kopyalama igin baglangi¢ noktasi olarak gérev yaparlar.
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DNA sarmali (izerinde 6zgil oligonikleotid primerlerin baglandi§i bélge
DNA sentezinin baglangic noktasini olugturur. Bu olay PCR’In en &6nemli
yénudir ve bu sayede DNA polimeraz enzimi DNA Uzerinde aranan bolgeyi
dogrudan sentezleyebilir. DNA zincirlerinin ikisi de sentez igin kalip g6revi gorir
ve her iki iplie uygun oligoniikleotid primerler dizayn edilir. PCR primerleri
cogaltiimak istenen DNA dizisinin he iki ucuna yakin bulunan dizilere uygun
olarak segilir. Her iki primerin baglanma noktasindan itibaren yeni DNA zinciri
kalip DNA'ya zit ydnde amplifiye edilir (extension). Bu sayede diger primer igin
yeni bir baglanma bélgesi sentez edilmis olur. Reaksiyon karigimi orjinal kalp
sarmalin ve yeni sentezlenmis DNA parcasinin birbirlerinden ayrigmasi igin
tekrar 1sitilir. Primer hibridizasyonu, DNA sentezi ve zincir ayrigmasi islemleri
birbiri ardini izler ve PCR’'da bu déngtiler defalarca tekrar edilir (Sekil 11).

Herbir ddongli sonucunda DNA miktar bir éncekinin iki katina c¢ikar.
Ardarda tekrarlanan denatlirasyon, primerlerin baglanamasi ve primerin
uzamasi evreleriyle DNA fragmentleri Ussel olarak artar. Bu artigsin nedeni, bir
déngl sonucu sentezlenen Uranin, ardigik déngide diger primer igin kalip
gorevi yapmasidir. Béylece her PCR déngist DNA molekili Gzerinde istenilen
boélgenin iki katina gikmasi ile sonuglanir. Potansiyel olarak her déngtintiin %100
verimle gerceklestigi varsayilirsa PCR'In net sonucu n sayida tekrarlanan
déngulerin sonunda reaksiyon teorik olarak 2" miktarda ¢ift sarmali DNA
molek0li igerir.

PCR'in ihtiyag duydugu DNA miktar oldukg¢a azdir. DNA igeren tip’e dért
deoksiribontkleotid onculleri (ANTPs: dATP, dTTP, dCTP, dGTP) DNA
polimeraz enzimi ve oligonikleotid primerlerinin eklenmesi ile DNA sentezi
istenilen noktadan direkt olarak baglatilir. Toplam hacim genellikle 50ul veya
100pul'dir. PCR reaksiyonunda herbir adim farkli temperatirlerde gergeklesir.
Reaksiyon karigimi éncelikle 94°C’de yaklasik 5 dakika isitilir. Bu sicaklikta gift
zincirli DNA molekilii iki zincire aynlir. lkinci adimda sicaklik oligoniikleotid
primerlerin DNA moleklll Uzerinde komplementer olduklar dizelere
baglanabilecekleri isiya kadar diuser ve bu adimda her iki zincirde kalip olarak

kullanthr.
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Sekil 11. Polimeraz zincir reaksiyonunun sematik gésterimi

Gift zincirli hedef DNA

5 s
3' 5'
[ e Y e
Gt L X Cift zincir ayrilir ve
primerler yapisir
5 3

——a— Primer 1

Primer2 . o
3 5

Tag DNA polimeraz kalip DNA'ya komplementer

olan yeni DNA zincirini sentezler

5I 3!
oA ]
Primer 2'nin <_| Primer 1'nin
komplementeri komplementeri
= ey

Orjinal ve Yeni DNA zincirleri ayrilir
ve ayni iglem tekrarlanir

3'\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\:' 5
Q Yeni primerler ——__

5'DM/\/\/\M/\N\/\I;\/\3'

\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\:
D\NV\/WW\/\M/\/\ . .
Istenilen uzunluktaki
— zincirler
:\/\/\/\/\/\MM/\/\N\/\

Proses ayn! sekilde tekrarlanir

44



Bu baglanma sicaklhigi PCR'In 6zgil olarak tanidaki gesitliliginin
anahtandir ve sicaklik ile zaman , ¢ogaitilacak diziye bagli olarak degigir. Ayni
zamanda primerlerin nilkleotid igerigi baglanma isisinin (anealing temperature)
tayininda de énemlidir. Ugilinci adimda sicaklik DNA polimeraz enziminin
optimum olarak galistigi isiya yukseltili. DNA polimeraz olarak genellikle Taq
polimeraz (Thermus aquaticus DNA polimeraz ) kullanilir. Tag DNA polimeraz
kesfedilmeden &6nce kullanilan enzim denatirasyon igin gerekli olan yiksek
sicaklikta stabil olmadigi igin her déngliden sonra ortama tekrardan DNA
polimeraz ilave edilmesi gerekiyordu fakat sorun 1987'de isiya dayanikli Taq
DNA polimerazin kesfinden sonra ¢6ziildil. Taq polimeraz enzimi sicak sularda
yasayan ve replikasyona ugrayan bir organizma olan Thermophilic bacterium
Thermus aquaticus'tan elde edilmigtir ve optimum galistigi 1si 72°C'dir.

72°C’lik 1sida Tag DNA polimeraz enzimi, kalp DNA (zerinde
¢ogaltiimak istenen bdélimin sentezini yapar. PCR’da her bir déngi yukaridaki
sirayi takip eder ve etkili bir DNA amplifikasyonu igin reaksiyonun yaklasik 30-
40 déngu yapmasi gereklidir. Her bir déngide sentezlenen DNA miktarn bir
onceki DNA miktarinin iki katina cikar.

Polimeraz zincir reaksiyonunun basamaklarini; 94°C-96°C’de cift zincirli
DNA molekulinin denatiirasyonu, 50°C-64°C'de primerlerin kalip DNA'ya
baglanmasi (annealing) ve 72°C’'de ortamda bulunan dNTP’lerin DNA polimeraz
enzimi ile primerden baslayarak yeni DNA zincirlerinin sentezlendigi uzama
(elongasyon) agamalir olarak 6zetleyebiliriz (62, 67).

PCR Urinlerine agaroz ve/veya poliakrilamid jel elektroforezi
uygulandiktan sonra ilgili fragmanlar etidyum bromir veya gimis nitrat boyama
teknikleri ile boyandiktan sonra UV isik altinda gériintilenerek genotipleme
yapilir. PCR metodu uzunluk polimorfizmleri ve tek nlkleotid degisim
polimorfizmlerinin belirlenmesinde kullanilabildigi gibi molekiler klonlama,
patojen bulunmasi, genetik mithendisligi, molekiler marker’larin Gretimi gibi pek
cok alanda da yaygin olarak kullaniimaktadir.
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3.5.3.2. PCR ile NQO1 genotip tayini

NQO1 lokusunun genotiplemesi polimeraz zincir reaksiyonu metodu
kullanilarak gergeklestirildi. Saghkl ve akciger kanserli bireylerden izole edilen
DNA &rneklerinin her birinin amplifikasyonu i¢in total 50 ul'lik PCR karisimi
hazirlandi. Bu PCR karigimi 100-200 ng DNA, herbir primerden 0.5ul, 0.2mM
dNTP, 1.5mM MgCI; ve 1.5 U Taq DNA Polimeraz olacak sekilde hazirlandi.

Buffer 10x 5ul  (1x buffer olacak sekilde ayarlandi)
MgCl; (25mM) 3ul (1.5 mM)

DNTPs S5ul (0.2 mM)

PA-F 2.5ul (0.5 mM)

PA-R 2.5yl (0.5 mM)

Taq Polimeraz (5U/ul) 0.3ul (1.5 U)

ddH;0 30.7ul

TOPLAM 50ul

PA-F ve PA-R NQOT1 lokusu igin hazirlanmig olan 6zel primer dizileridir.

PA-F osmmp 5-TCC TCA GAG TGG CAT TCT GC-3' (forword primer)
PA-R =ssmp 5-TCT CCT CAT CCT GTA CCT CT-3’ (revers primer)

NQOT1 lokuslari igin kullanilan amplifikasyon protokolu asagida gésterilmisgtir.

94°C 2 dakika 1 siklus
94°C 90 saniye

59°C 90 saniye 35 siklus
72°C 90 saniye

72°C 7 dakika 1 siklus
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3.5.3.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile gériintiilenmesi:
Amplifiye edilen DNA &6rnekleri %2'lik agaroz jel eletroforezine tabi
tutuldu.

50 ml'lik %3’lik agaroz jel hazirlanmasi:

1.5 g agaroz tartilip, bir beher iginde 1 x TAE ile 50 ml'ye tamamlandi.
Manyetik karigtiricih 1siticida  kaynatildi. Sonra yaklasik 60°C’ye kadar
sogutuldu. Daha sonra lGzerine son konsantrasyonu 0.5 pl/ml olacak sekilde
etidyum bromir eklenip, karigtirildi. Jel yeterince soduduktan sonra tanka
yerlestirilmis jel yatagina doékildi ve jelin donmasi beklendikten sonra PCR

artnleri yuklendi.

Elektroforez
1. PCR ariinleri (10-15ul) jeldeki kuyucuklara yiklendi.
2. Ornekler kuyucuklardan jele girene kadar 150 V’ta daha sonra ise
80 -100 V'ta yuratalda.
3. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel UV altinda gérintilendi.

3.5.4. PCR Uriinlerinin Hinf1 restriksiyon enzimi ile kesimi:

Buffer 10x 4ul

Hinf1 1ul (12 V)
ddH,0O Sul

PCR drint 30ul

Herbir 30 pl'lik PCR Grtni igin 4pul buffer, 5ul dd H,O ve 12 U olacak
sekilde Hinf1 restriksiyon enzimi eklendi. 40 pl'lik karigim 37°C’de 3 saat inkiibe
edildi.

Kesim sonucu olugsan fragmanlarin Agaroz jel elektroforezinde
goriintiilenmesi ve Genotip tayini:

Amplifiye edilen érnekler Hinf1 enzimi ile kesime tabi tutulduktan sonra
%2'lik agaroz jele yiuklendi. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel UV altinda

gorantilendi.
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Genotip tayini:

NQO1 genine ait amplifikasyon Griinleri 230 baz ¢ifti uzunlugundadir.
Kesim sonucunda 195 ve 151 baz ¢ifti uzunlugunda iki kesim ariint olusur.
Eger 195 baz cifti uzunlugunda bir fragman olugsmusgsa bu homozigot normal bir
allelin, 151 baz ¢ifti uzunlugunda bir fragman ise homozigot mutant bir allelin
varligint hem 195 hem de 151 baz ¢ifti uzunlugunda iki bantin gézlenmeside bu

bireylerin heterozigot olduklarini géstermektedir (Sekil 12) .
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Sekil

— 230 bg
—>195 bg
— 151 bg

Ornek 1: DNA size marker
Ornek 2: Kesilmemis PCR triinG
Ornek 3: wt/wt

Ornek 4: wt/MT

Ornek 5: wt/wt

Ornek 6: MT/MT

Ornek 7: wt/MT

Ornek 8: wt/wt

12,

NAD(P)H:kinon oksidoredilktaz 1 genotipinin agaroz jel
elektroforezinde gériintiilenmesi. Her jele DNA size marker (6rnek
1) ve 230 bg¢ uzunlugunda kesilmemis PCR urind (6rnek 2)
yuklendi. Ornek 3,5,8'de 195 b¢ uzunlugunda normal allel (wt/wt),
Omek 4,7de 195, 151 bg olmak {izere iki banttan olusan
heterozigot allel (Wt/MT) ve o6rnek 6’da 151 bg¢ uzunlugunda
homozigot mutant allel (MT/MT) gézlendi.
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4. BULGULAR

Calismamizda kontrol grubu olarak Tarkiye’'nin degisik bdélgelerinden
gelen ve aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan, yaglarn 18 ila 65 arasinda
degisen 166 bireyden izole edilen DNA &rnekleri ve hasta grubu olarakta yaslari
33 ila 73 arasinda degisen 94 akciger kanserine yakalanmig bireye ait DNA
ornekleri kullanildi. Toplam 250 bireyin polimeraz zincir reaksiyonu ydntemi
kullanilarak NQO1 genotipleri incelendi.

Turk toplumunda genlerin frekansini en dodru sekilde belirlemek igin
calismaya dahil edilen bireylerin cinsiyet dagihminda denge kuruidu ve
Tarkiye'nin  her bdlgesinden mimukin oldugu kadar esit sayida denek
calismaya dahil edildi. Tum bireylere ait aile agac ¢izildi ve DNA bankasi
kurulmasi igin gerekli bilgiler sigara, alkol kullanimi, ebeveynlerin dogum tarihi
ve yerleri, kendilerinin ve aile fertlerinin geg¢irdigi kronik hastaliklara ait bilgiler
topland.. Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisi’'de teshis ve veya takip edilen
akciger kanserine yakalanmis 94 hastaya, Onkoloji Enstitlisti tarafindan tutulan
dosyalardan ayri olarak, ¢alisma igin gerekli bilgileri iceren bir form dolduruldu.

Kontrol ve Akciger kanserli hasta grubunda ayri ayrt NQO1 geninin allel
ve genotip frekanslarl belirlendi ve daha sonra kontrol grubuna ait allel ve
genotip dagihmlar akciger kanserli hastalarin allel ve genotip frekanslari ile
kargilagtinldi. Ayrica Akciger kanserinin histolojik tiplerine gére de allel ve
genotip frekanslari saptandi ve bu veriler kontrol grubu ile kiyaslandi. Fakat bu
degerlendirmeye 6rnek sayisinin yetersizligi nedeniyle Akcier kanserinin bir
diger histolojik tipi olan blyiik hicreli akciger kanserli olgular dahil edilmemisgtir.

Kontrol grubu igersinde wt/wt (normal) ve MT/MT (mutant) genotiplerinin
dagiimlarn sirasiyla %56.63, %4.82 olarak, akciger kanserli hasta grubu iginde
ise bu degerler %62.77, %3.19 olarak hesaplandi. Ayrica NQO1*2 (mutant) allel
frekansi Hasta ve kontrol grubunda sirasiyla 0.202, 0.241 olarak belirlendi
(Tablo1). Tum akciger kanserli hastalarda belirlenen mutant allel frekansinin
kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatiksel agidan belirgin bir fark géstermedigi
saptand.. Istatiksel hesaplamalar sonucunda elde edilen bulgular daha ayrintili
bicimde tablolarda g&sterilmistir.
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Tablo 2: Bu tabloda NQO1 genotip ve allel frekanslarinin hasta ve
kontrol gruplarindaki dagilimlan verilmigtir. Hasta grubuna ait frekanslar
kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman degerlerin birbirine yakin oldugu ve
istatiksel agidan belirgin bir farkin olmadig: belirlenmistir.

Tablo 3: NQO1 genotiplerinin dagilimlan hasta ve kontrol grubunda ayri
ayn incelenmig olup hasta ve kontrol gruplarindaki genotip dagilimlar
kargilastirildifinda ise istatiksel agidan anlamli bir farkin olmadigi

saptanmistir.

Tablo 4. NQO1 allellerinin frekanslarinin hasta ve kontrol gruplarindaki
dagiimlari hesaplanmig ve mutant allel frekansinin hasta grubunda
kontrol grubuna nazaran sayisal deger olarak daha yilkksek olmasina
karsin istatiksel agidan belirgin bir farkin olmadigi gézlenmistir.

. Tablo 5: Akciger kanserli hastalar histolojik tiplerine gére siniflandiriimig

ve histolojik tiplerin NQO1 genotiplerine gére dagilimlan incelenerek
kontrol grubuyla karsilastinimistir. Istatiksel agidan degerlendirdigimizde

ise anlaml bir fark saptanamamustir.

Tablo 6: Bu tabloda NQO1 genotiplerinin farkh etnik gruplardaki dagihmi
gosteriimektedir. Kelsey ve arkadaslarinin yaptigi calismada Afrika
kékenli Amerikalilara ait frekans ile Avrupa toplumuna ait frekans
arasinda benzerlik gézlenmis olup Asya toplumunda Mutant allel
frekansinin belirgin derecece yiiksek oldugu saptanmistir. Bizim
bulgularimiz  benzer diger bulgular ile karsilanidiginda (Avrupa
toplumunda yapilan diger caligmalarla) frekans degerlerimizin Chen ve
arkadaglaninin Avrupa toplumunun mutant allel frekansina gére biraz
yiksek olmakla birlikte Kelsey ve arkadaglarinin galigmasindan elde
edilen mutant allel frekansina olduk¢a benzer oldugu gézlendi. Bu
bulgular 1s1ginda NQO1 allel frekansinin belirgin bir etnik farklilik

gosterdigini séyliyebiliriz.
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VI.Tablo 7. Kontrol ve Akciger kanserli hasta gruplarinda NQO1

genotiplerinin sigara aligkanliklarina gére dagihmi yapildi ve istatiksel
acidan degerlendirildi fakat bu degerler arasinda anlamali bir fark

bulunamadi.

Calismamizda elde ettigimiz diger veriler su sekildedir;

NQO1 gen frekanslari Hardy-Weinberg kuralina uymaktadir.

NQO1 genotiplerinin cinsiyete gére dagiimlari incelendiginde,
istatiksel agidan belirgin bir farkhilik saptanmamigtir.

NQO1 genotiplerinin yasa goére dagiimlan incelendiginde

istatiksel agican anlamili bir fark olmadigi gézlenmistir.

NQO1 genotipleri ailesel kanser hikayesi olan ve olmayanlarda
incelendiginde bulgularin istatiksel agidan anlamsiz oldugu

belirlenmigtir.
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‘ GENOTIP

59 (%62.77)

KONTROL GRUBU

94 (%56.63)

3 (%3.19)

8 (%4.82)

NQO1*1 allel frekans1

0.797

0.759

NQO1*2 allel frekansi

0.202

0.241

Tablo 2. Hasta ve kontrol gruplarinda NQO1 genotip ve allel frekanslarinin

dagihmlan
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)
i

[ALLECONTROL ®
| GRUBU g8 GRUBU, " :

NQO1*1 | 252 (%75.9) | 150 (%79.79)

0.798
(0.516 — 1.234)

NQO1*2 | 80 (%24.1) | 38 (%20.21)

Tablo 3: NQO1*1 ve NQO1*2 allel frekanslarinin akciger kanserli hastalarda

ve kontrol gruplarindaki Dagilimlarinin karsilastinimasi

ey O B

94 (%56.63) | 59 (%62.77)

0.775
(0.461 — 1.301)

72 %47.37) | 35 (%37.23)

OR: Risk Orani
Cl: %95 kesinlikle Gliven Aralig
X?: Ki-Kare Testi

Tablo 4: Akcider kanserli hastalarda ve kontrol grubunda NQO1 genotiplerinin
karsilagtiriimasi
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Kontrol grubu (n=166) 94 (%56.63) 72 (%47.37)

Hasta grubu (n=94) 59 (%62.77) 35 (%37.23)

OR (%95 ClI) 0.775 (0.461-1.301)

0.334

Adenokarsinoma (n=21) 15 (%71.43) 6 (28.57)

OR (%95 ClI) 0.523 (0.195-1.413)

0.289

Epidermoid (n=55) 32 (%58.18) 23 (%41.82)

OR (%95 Cl) 0.938 (0.506-1.740)

0.840

Kiigiik huicreli (n=18) 12 (%66.67) 6 (%33.33)

OR (%95 CI) 0.653 (0.234-1.823)

0.570

OR: Risk Orani
Cl: %95 kesinlikle Giiven Aralig

Tablo 5. NQO1 polimorfizminin akciger kanserinin histolojik tiplerine gére
dagilimi
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Etnik grup

Meksikali-
ispanyol

52 (%32.3)

84 (%52.2)

25 (%15.5) Kelsey ve ark.

Afrikali-
Amerikali

83 (%61)

46 (33.8)

7 (%5.2) Kelsey ve ark.

Asya
Koreli
Cinli

37 (%31.4)
23 (%33.3)
14 (%28.6)

57 (%48.3)
33 (%47.8)
24 (%50.0)

24 (%20.3) Kelsey ve ark.
13 (%18.8)
11 (%22.4)

Japon

64 (%38.3)

78 (%46.7)

25 (%15.0) Chen ve ark.

Hawai

60 (%58.8)

39 (%38.2)

3 (%2.9) Chen ve ark.

Avrupa

105 (%61.4)

62 (%36.3)

4 (%2.3) Chen ve ark.

Avrupa

64 (%56.1)

45(%39.5)

5 (%4.4) Kelsey ve ark.

Avrupa

94 (%56.6)

64 (%38.5)

8 (%4.8) Bu calisma

Tablo 6. Farkli etnik gruplarda NQO1 Genotip frekanslarinin incelenmesi
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' OR (95% CI)

73 (%59.35) | 3 (%60.0)

0.973
(0.157 — 6.040)

50 (%40.65) | 2 (%40.0)

g ¢ o)

22 (%51.16) | 56 (%62.92)

0.617
(0.296 ~ 1.290)

21 (%48.84) | 33 (%37.08)

* Fisher's Exact Testi

OR: Risk Orani

Cl: %95 kesinlikle Guven Araligi
X2 Ki-Kare Testi

Tablo 7. Kontrol ve akciger kanserli hasta grubunda NQO1 genotiplerinin sigara

kullanimina gére dagilimi
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5. TARTISMA

Kanserle ilgili mevcut ¢alismalar, kansere yatkinligin iki farkli mekanizma
ile caligan genler araciliyla belirlendigini ileri sGrtlmektedir. Birinci grup genler
icinde dogrudan dogruya timér olusumuna katilan onkogenler ve timér
slipressor genler yer almaktadir. Bu grup genlerdeki kusurlar kanserin erken
yasta ve siklikla da birgok organda baglamasina neden olur. lkinci grup genler
ise DNA tamirinde ve Faz |, Faz !l detoksifikasyon reaksiyonlarinda gérev alan
genlerdir ve bu ikinci sinif genler akciger kanserine yatkinligin belirlenmesi igin
potansiyel aday genler olarak bilinirler (2).

Kisilerin kansere yatkinliklarinin belirlenmesindeki kilit
mekanizmalarindan birisi ksenobiotiklerin metabolizmasinda rol oynayan
enzimlerin gosterdikleri polimorfizmlerdir. Bu polimorfizmler neticesinde
enzimlerin Kkalitatif ve kantitatif 6zellikleri, dolayisiyla enzimlerin biyolojik
etkinlikleri ve toksikokinetikieri degisecektir. Ayni miktardaki toksik madde
bireylerin sahip olduklari genotipe bagh olarak farkh etki gdsterecek ve
bireylerin bazi kanser tirlerine yatkinliklarinin belirlenmesinde énemli bir rol
oynayacaktlr (47, 48).

Bugine dek farkl etnik gruplarda detoksifikasyon enzimlerini kodlayan
genler Gzerindeki polimorfizmler (GSTM1, CYP1A1, CYP2D6, NAT2 v.b.) ile
akciger kanseri arasindaki iligkiyi aragtiran bir ¢ok g¢alisma yapilmigtir (2). Bu
calismalarda &zellikle ksenobiotiklerin, ilag ve sigara dumanindaki bazi
prokarsinojenlerin metabolizmasina katitan enzimierin aktivitesini etkileyen
genetik polimorfizmler ile akciger kanseri arasinda bir iligki olabilecegi
arastinimis ve bu polimorfizmlerin akcijer kanserinin etiyolojisinde bir rol
oynayabilecegini ileri stralmistir (10).

Ksenobiotik metabolizmasinda énemli bir yere sahip olan NAD(P)H:kinon
oksidorediiktaz enzimini kodlayan gen iizerinde de aktivitede degisikliklere
neden olan bir polimorfizm saptanmigtir. Bu polimorfizmin Kansere yatkinligi
etkileyebilecegdi dusunilerek gen Gzerindeki ¢alkismalar yogunlagmistir.
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Codu dokuda eksprese edilen NQO1, ksenobiotiklerden iki elektron
indirgenmesini katalize ederek semikinon ve serbest radikallerin olusumunu
engeller ve bdylece hiicreyi de oksidatif strese kargl korumus olur. NQO1 geni
Uzerindeki mutasyona bagh olarak enzim aktivitesindeki farkliliklarin mutant
genotipe sahip bireyin Akciger kanserine yatkin hale gelmesine neden
olabilecegi ileri surilmektedir. Bu nedenle 6zellikle son galigmalar NQO1 geni
Uzerindeki polimorfizmin kansere yatkinigin belirlenmesindeki énemi tzerine
yogunlagmistir.

Mutajenik ve karsinojenik maddelere kargl hiicresel korunmada
potansiyel bir role sahip olan NQO1’'nin da diger ksenobiotik ve ilag metabolize
eden enzimler gibi akciger kanserine yatkinigin belirlenmesi igin aday bir gen
olabilecedi dusiinilmektedir (2). Biz bu ¢alismada 94 akciger kanserli ve 166
saglikl bireyde NQO1 *®C—T polimorfizminin dagilimini frekansini belirleyerek
hasta grubundan elde edilen verileri kontrol grubu ile kiyaslayip anlaml bir fark
olup olmadidini inceledik. Mutant allel frekansi, kanserli ve saglikh bireylerde
sirasiyla % 3.19 , % 4.82 olarak bulundu. Sayisal degerler agisindan bir fark
gbzlenmekle birlikte istatiksel olarak belirgin bir farkin olmadigini gézledik (OR :
0.775, guvenlik araligi: 0.461 — 1.301, df: 1). Elde edilen bulgularin baz
toplumlarla benzerlik gésterdigi fakat bazi toplumlarla ise belirgin olmamakla
birlikte farkliliklar gésterdigi saptanmigtir (Tablo 6).

NQO1 geni farkl etnik gruplarda galisiimis olup bu genle ilgili olarak etnik
farkliliklarin oldugu ortaya gtkmistir. Ornegin Japon toplumunda yapilan bir
calismada Akciger kanseri ile NQO1 polimorfizmi arasinda istatiksel olarak
belirgin bir baginti oldugu saptanmis olup bu topluma ait mutant allel
dagiiminin  Avrupa (Caucasian) populasyonunun neredeyse iki kati oldugu
belirlenmigtir. Yine ayni ¢aligma grubu bu kez bu polimorfizm dagilimini hawai
ve Avrupa populasyonunda incelemigtir. Dederler Japonlarda oldugu kadar
belirgin sapmalar goéstermemesine ragmen (¢ etnik grup igin genel bir
degerlendirme yapildiginda mutant allel ile akciger kanseri arasinda ters bir
orantinin oldugunu yani mutant allel frekansinin artmasiyla akciger kanser

riskinin azaldigini ortaya koymuslardir (10).
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Yine yapilan iki galismada NQO1 ®°C—T polimorfizmi ile akciger kanseri
arasinda bir iligki oldugu bildiriimesine ragmen elde edilen bulgular tartismaya
aciktir. 1995'te Rosvold ve arkadasglarinin Avrupa populasyonu (izerinde
yaptiklari caligmalar sonucu elde edilen bulgulara gére hasta grubunun mutant
allel frekansi ( 0.22 ) kontrol grubunun ( 0.13 ) yaklagik iki kati oldugu
gbzlenmigtir. Buna karsin 1997 Wiencke ve arkadaslart Meksikali-
Amerikalrlarda ve Afrikali-Amerikali’larda bu polimorfizmin wt genotip ile akciger
kanseri arasinda 6zellikle de Meksikali-Amerikalr'larda daha belirgin bir iligki
olduunu rapor etmiglerdir. Taiwan’lilarda da meksikali-Amerikalilardan elde
edilen sonuglara benzer sonuglar elde edilmistir.

Kisaca o6zetlersek farkll etnik gruplarda bu polimorfizm incelenmis ve
sonuglarin etnik farklilklar gésterdigi anlasiimistir.

Yaptigimiz bu galisma ile 6zellikle ilag ve ksenobiotik metabolizmasinda
farkliliklara dolayisiyla bireylerin organizma igin yabanci olan bu maddelere
karg gésterdikleri farkli tepkilere neden olan bu polimorfizmin o bireyin kansere
yakalanma riskinin belirlenmesini ve bireyin sahip oldugu genotipe gére ilag ile
tedavinin uygulanabilmesini ve en énemlisi de elde edilen bulgular sayesinde
erken taniya olanak saglanabilmesini amagladik. Inaniyoruz ki bu calisma
sonucunda elde ettigimiz bulgular akciger kanseri ile iligkisi oldugu ileri striilen
ksenobiotikleri metabolize eden dijer enzimler lizerindeki galigmalardan elde
edilen verilerle birlikte degderlendirildigi zaman bireye ait daha ayrintili bir
genotip tablosu ¢ikartilabilecek ve béylelikle giintimiizde buiyiik bir tehlike olarak
gorilen kansere karst kismen de olsa kendimizi savunabilme imkani

bulabilecegiz.
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6. OZET

NAD(P)H: KINON OKSIDOREDUKTAZ 1 GENETIK POLIMORFizMmi iLE
AKCIGER KANSERI ARASINDAKI iLIiSKININ INCELENMESI

Cogu kanser genetik ve gevrenin etkilesimi sonucu ortaya gikar. Kanseri
kimyasal olarak indiikleyen bireysel yatkinliklar, ksenobiotiklerin detoksifikasyon
ve aktivasyonundaki genetik farkliliklar ile kismen agiklanabilir. Polimorfik bir
enzim olan NAD(P)H: kinon oksidorediiktaz 1 (NQO1) substrata bagli olarak ya
detoksifikasyon enzimi yada aktivasyon enzimi olarak rol oynamaktadir. Ayrica
bu enzim sigara dumanindaki prokarsinojenik maddeleride bioaktive
edebilmektedir. Yapilan genis epidemiolojik ¢alismalar sigara dumanini akciger
kanserinin major bir nedeni oldugunu ortaya koymaktadir. Yine birkag
calismada NQO1 genetik polimorfizmi ile akciger kanseri arasinda bir iligkinin
oldugu saptanmistir. Bu nedenle NQO17'nin akciger kanserine yatkinhgin
belirlenmesi icin aday bir gen olabilecegi ileri surilmektedir.

Bu calismada, NQO1 genindeki genetik farkliik ve akciger kanserine
yatkinhk arasindaki iligkiyi aragtirildi. 166 saglikli bireyde ve 94 akciger kanserli
bireyde NQO1 allelerinin dagihmi belirlendi. Polimeraz zincir reaksiyonu
kullanilarak NQO1 genindeki mutasyon bu analiz edildi. PCR’ 1 takiben
restriksiyon enzimi ile kesim yapildi. wt/wt ve MT/MT genotiplerinin dagilimi
sirasiyla, kontrol grubunda %56.63, %4.82 olarak, akciger kanserli hastalar
grubunda %62.77, %3.19 olarak ve enzimatik aktivitediki azalma ile iligkisi
bulununan NQO7*2 allelinin frekansi akciger kanserli hastalarda ve kontrol
grubunda 0.202, 0.241 olarak saptandi. Bu bulgularin Caucasion
toplumlarindaki diger bulgularla benzerlik gésterdigi belirlendi. Kontrol ve hasta
gruplan arasinda sayisal degerler agisindan ufak bir bir farkliik gézlenmekle
birlikte bu fark istatiksel agidan belirgin degildir (OR: 0.755, %95 Givenlik
Arahg 0.461-1.301).

Bu calismadan elde edilen sonuglar ileride ilgili gendeki polimorfizmler,
kanser arastirmalari ve farmakogenetik konularinda ¢alisma yapacak

arastirmacilara 1sik tutacaktir.
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7. SUMMARY

NAD(P)H: QUINONE OXIDOREDUCTASE 1 GENETIC POLYMORPHSIM
AND ITS ASSSOCIATION TO LUNG CANCER

Most cancer results from the interaction of genetics and environment.
Individual susceptibility to chemically induced cancer may be explained partly
by genetic differences in the activation and detoxification of xenobiotics.
NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (NQO1), a polymorphic enzyme, may act
as either a detoxification or activation enzyme, depending on substrate.
However, NQO1 can also bioactivate procarcinogenic compounds in tobacco
smoke Extensive epidemiological data clearly establish cigarette smoking as
the major cause of lung cancer. Several studies demonstrate the association
between genetic polymorphism of NQO1 and lung cancer risk as well as that
NQO1 is the candidate gene for susceptibility to lung cancer.

In this study, we investigated associations between genetic variability in
NQO1 and susceptibilty to lung cancer. The distribution of NQO1 alleles were
determined in 166 healthy individuals and 94 patients with lung cancer. NQO1
polymorphism was studied using polymerase chain reaction (PCR)-based
method, followed by digestion with restriction enzyme, was used to analyze the
mutation in the NQO1 gene. The distribution of wt/wt and MT/MT genotypes
were determined as 56.63%, 4.82% in the healthy control group, as 62.77%,
3.19% in lung cancer patients and the frequencies of NQO1*2 allele which is
associated with a reduced enzymatic activity in patients with lung cancer and
control group was 0.202, 0.241, respectively. These findings are consistent
with the findings in Caucasian population. Although it seems that there is a
difference between control group and cases, it is not statistically significant
(OR 0.755, 95% Cl 0.461-1.301).

Our results will be important to examine further as investigators continue
to study pharmacogenetics and interaction of these enzymes with enviromental

exposures and the putative role in cancer susceptibility.

62



. KAYNAKLAR

. Ahrendt SA, Chow JT, Yang SC, Wu L, Zhang M-J, Sidransky D: Alcohol
Consumption and cigarette smoking Increase the Frequency of p53
Muattions in Non-small cell lung cancer. Cancer Res. (2000) 60:3155-3159.

. Aring E, Schenkman JB, Hodgson E: Molecular and applied aspects of
oxidative drug metabolizing enzymes. NATO ASI| Series (1997), Life
Sciences 303:127-145.

. Beall HD, Winski SL: Mechanisms of action of quinone-containing alkylating
agents I: NQO1-Directed Drug development. Frontiers in Bioscience (2000)
5:629-638.

. Caporaso N, Landi MT, Vineis P: Relevance of metabolic polymorphisms to
human carcinogenesis:evaluation of epidemiologic evidence.

Pharmacogenetics (1991) 1:4-9.

. Chen H, Lum A, Seifried A, Wilkens LR, Marchand LL: Association of the
NAD(P)H:Quinone oxidoreductase 5%°C T Polymorphism with a decreased
Lung Cancer Risk. Cancer Research (1999) 59:3045-3048.

. Clairmont A, Sies H, Ramachandran, Lear JT, Smith AG, Bowers B, Jones
PW, Fryer AA, Strange RC: Association of NAD(P)H:Quinone
oxidoreductase (NQO1) null with numbers of basal cell carcinomas: use of a
multivariate model to rank the relative importance of this polymorphism and
those at other relevant loci. Carcinogenesis (1999) 20(7):1235-1240.

. Cresteil T, Jaiswal AK: High levels of expression of the NAD(P)H:Quinone

oxidoreductase (NQO1) Gene in tumor cells compared to normal cells of the
same origin. Biochemmical Pharmacology (1991) 42(5):1021-1027.

63



8. Dinkova-Kostova AT, Talalay P. Persuasive evidence that quinone
reductase type 1 (DT-Diaphorase) protects cells against the Toxicity of
elektrophiles and reactive forms of oxygen: Free Radical Biology & Medicine
(2000) 29(3/4):231-240.

9. Doughty SW, Phillips RM: Molecular modelling of human DT-Diaphorase for

enzyme-directed Bioreductive drug design.

10.Eickelmann P, Ebert T, Warskulat U, Schulz WA, Sies H: Expression of
NAD(P)H:Quinone oxidoreductase and Glutathione S-Transferases a and
in human renal cell carcinoma and in kidney cancer-derived cell lines.
Carcinogenesis (1994) 15(2): 219-225.

11.Eickelmann P, Schulz WA, Rohde D,Schmitz-Drager B, Sies H: Loss of
Heterozygosity at the NAD(P)H:Quinone oxidoreductase Locus Associated
with Increased Resistance against Mitomycin C in a Human Bladder
Carcinoma Cell Line. Biol. Chem.Hoppe-seyler (1994) 375:439-445.

12.Flader C, Liu J, Borch RF: Development of Novel Quinone
Phosphorodiamidate Prodrugs targeted to DT-Diaphorase. J.Med.Chem.
(2000) 43:3157-3167.

13.Foster CE, Bianchet MA, Talalay P, Faig M, Amzel M: Structures of
mammalian Cytosolic quinone reductases. Free Radical Biology & Medicine
(2000) 29(3/4):241-245.

14.Gaedigk A: Interethnic Differences of drug-metabolizing enzymes.

International Joumal of Clinical Pharmacology and Therapeutics (2000)
38(2): 61-68.

64



15.Gaedigk A, Tyndale RF, Jurima-Romet M, Sellers EM, Grant DM, Leeder
JS: NAD(P)H:Quinone oxidoreductase: polymorphisms and allele
frequencies in Caucasian, Chinese and Canadian Native Indian and Inuit

populations. Pharmacogenetics (1998) 8:305-313.

16.Gazdar AF, Minna JD: Molecular Detection of Early Lung Cancer. J.Natl.
Cancer Inst (1999) 91(4):299-301.

17.Gazioglu K: Akciger hastaliklari (1997) 7. Baski , Nobel Tip Kitapevi.

18.Gealy R, Zhang L, Siegfried JM, Luketich JD, Keohavong P: Comparison of
mutation in the p53 and K-ras genes in lung carsinomas from smoking and
nonsmoking women. Cancer Epidemiology, Biomarkers & Prevention (1999)
8:297-302.

19.Guiterrez PL: The role of NAD(P)H:Quinone oxidoreductase (DT-
Diaphorase) in the bioactivation of quinone-containing antitumor agents: A
Review. Free Radical Biology & Medicine (2000) 29(3/4):263-275.

20.Harth V, Donat S, Ko Y, Abel J, Vetter H, Briining: NAD(P)H:Quinone
oxidoreductase 1 codon 609 polymorphism and its association to colorectal
cancer. Arch. Toxicol (2000) 73:528-531.

21.Hiatt RA, Rimer BK: Anew strategy for cancer control research. Cancer
Epidemiology, Biomarkers & Prevention (1999) 8:956-7-964.

22.Jaiswal AK: Regulation of Genes Encoding NAD(P)H: Quinone
oxidoreductases. Free Radical Biology & Medicine (2000) 29:254-262.

23.Jaiswal AK: Characterization and Partial Purification of Microsomal

NAD(P)H:Quinone oxidoreductase. Archives of Biochemistry and Biophysics
(2000) 375(1):62-68

65



24 Jaiswal AK, Bell DW, Radjendirane V, Testa JR: Localization of human
NQO1 gene to chromosome 16g22 and NQO2-6p25 and associated
polymorphisms. Pharmacogenetics (1999) 9:413-418.

25.Jaiswal AK: Human NAD(P)H:Quinone oxidoreductase (NQO1) gene
Structure and Induction by Dioxin. Biochemistry (1991) 30:10647-10653.

26.Joseph P, Long Il DJ,Klein-Szanto AJP, Jaiswal AK: Role of
NAD(P)H:Quinone oxidoreductase 1 (DT-Diaphorase) in protection against
Quinone Toxicity. Biochemical Pharmacology (2000) 60:207-214.

27.Kayaalp SO: Rasyonel Tedavi yéninden Farmakoloji. 1. cilt, Gilines
Kitabevi.

28.Kelsey KT, Ross D, Traver RD, Christiani DC, Zuo Z-F, Spitz MR, Wang M,
Xu X, Lee B-K, Schwartz BS, Wiencke JK: Ethnic Variation in the
Prevalence of Common NAD(P)H:Quinone oxidoreductase polymorphism
and its implications for anti-cancer chemotherapy. British Journal of Cancer
(1997) 76(7): 852-854.

29.Kiyohara C: Genetic polymorphism of enzymes involved in xenobiotic
metabolism and the risk of colorectal cancer. J.Epidemiol (2000) 10(5):349-
360.

30.Knox RJ, Jenkins TC, Hobbs SM, Chen S, Melton RG, Burke PJ:
Bioactivation of 5-(aziridin-1-yl)-2,4-dinitrobenzamide (CB 1954) by Human
NAD(P)H: Quinone Oxidoreductase 2:A novel Co-substrate-mediated
Antitumor Prodrug Therapy. Cancer res.(2000) 60:4179-4186.

66



31.Lafuente MJ, Casterad X, Trias M, Ascaso C, Molina R, Ballesta A, Zheng
S, Wiencke JK, Lafuente A: NAD(P)H:Quinone oxidoreductase-dependent
risk for colorectal cancer and its association with the presence of K-ras
mutations in tumors. Carcinogenesis (2000) 21(10):1813-1819.

32.Lang M, Pelkonen O: Chapter 3. Metabolism of xenobiotics and chemical
cacinogenesis. JARC Sci publ (1999) 148:13-22.

33.Lin P, Wang H-J, Lee H: NAD(P)H:Quinone oxidoreductase Polymorphism
and Lung Cancer in Taiwan. J. Toxicology end enviromental Health (1999)
58:187-197.

34.L.ind C, Cadenas E, Hochstein P, Ernster L: DT-Diaphorase: Purification,
Properties and Function. Methods in Enzymology () 186:287-301.

35.Mayne ST, Buenconsejo J, Janerich DT: Familial cancer History and lung
cancer risk in united states nonsmoking men and women. Cancer
Epidemiology, Biomarkers & Prevention (1999) 8:1065-1069.

36.Meyer UA: Pharmacogenetics and adverse drug reactions. Lancet (2000)
356:1667-1671.

37.Meyer UA: The molecular basisi of genetic polymorphisms of drug
metabolism. J. Pharm Pharmacol (1994) 46 (suppl 1): 409-415

38.Moran JL, Siegel D, Ross D: A potential mechanism underlying the
increased susceptibility of individuals with a polymorphism in
NAD(P)H:ginone oxidoreductase 1 (NQO1) to benzene toxicity. Proc.
Natl.Acad.Sci (1999) 96:8150-8155.

67



39.Muiswinkel FLV, Riemers FM, Peters GJ, LaFleur VM, Siegel D, Jongenelen
CAM, Drukarch B: L-Dopa Stimulates expression of the antioxidant enzyme
NAD(P)H:Quinone oxidoreductase (NQO) in Cultured Astroglial cells. Free
Radical Biology & Medicine (2000) 29(5):442-453.

40.Murray RK, Mayes PA, Granner DK, Rodwell VW: Harper'in Biokimyasi.
Baris kitabevi (1993)

41.Naoe T, Takeyama K, yokozawa T, Kiyoi H, Seto M, Uike N, Ino T,
Utsunomiya A, Maruta A, Jin-nai |, Kamada N, Kubota Y, Nakamura H,
Scimazaki C, Horiike S, Kodera Y, Saito H, Ueda R, Wiemels J, Ohno R:
Analysis of Genetic Polymorphism in NQO1, GST-M1, GST-T1, and
CYP3A4 in 469 Japanese Patients with  Therapy-related
Leukemia/Myelodysplastic Syndrome and and de novo Acute Myeloid
Leukemia. Clin.Cancer Res. (2000) 6:4091-4095.

42.Nebert DW: Role of Genetics and Drug Metabolism in Human Cancer Risk.
Mutation Research (1991) 247: 267-281.

43.0nat T, Emerk K: Temel Biokimya. Saray Medikal Yayincilik (1996)

44.0zawa S, Schoket B, McDaniel LP, Tang Y-M, Ambrosone CB, kostie S,
Vineze |, Kadlubar FF: Analyses of Bronchial bulky DNA adduct levels and
CYP2C9, GSTP1 and NQO1 genotypes in Hungarian study population with

pulmonary diseases. Carcinogenesis (1999) 20(6):991-995.

45.Pacifici GM, Fracchia GN: Advences in drug metabolism in man. European
commission (1995) DG XlI-Science, Research and development,407-460.

46.Perera FP: Enviroment and Cancer:Who are susceptible? Science (1997)
278:1068-1073.

68



47.Perera FP:Molecular Epidemiology: Insights Into Cancer Susceptibility, Risk
Assessment, and Prevention. J.Natl.Cancer Inst.(1996) 88(8):496-509.

48.Perera FP:Molecular Epidemiology:On the Path to Prevention?
J.Natl.Cancer Inst.(2000) 92(8):602-612.

49.Peters ES, Kelsey KT, Wiencke JK, Park S, Chen P, Miike R, Wrensch MR:
NAT2 and NQO1 polymorphism are not associated with adult Glioma.
Cancer Epidemiology, Biomarkers& Prevention (2001) 10: 151-152.

50.Ross D, kepa JK, Winski SL, Beall HD, Anwar A, Siegel D:
NAD(P)H:Quinone oxidoreductase 1(NQO1): chemoprotection,
bioactivation, gene regulation and genetic polymorphisms. Chemico-
Biological Interactions (2000) 129: 77-97.

51.Ross D, Siegel D, Beall H, Prakash AS, Mulcahy RT, Gibson NW: DT-
Daphorase in Activation and Detoxification of Quinones. Cancer and
Metastasis Reviews (1993) 12: 83-101.

52.Ross D, Traver RD, Siegel D, Kuehl BL, Misra V, Rauth AM: A
polymorphism in NAD(P)H:Quinone oxidoreductase (NQO1): relationship of
Homozygous mutation at position 609 of the NQO1 cDNA to NQO1 activity.
British Journal of Cancer+supplements (1996) 74:995-996.

53.Rosvold EA McGlynn KA, Lustbader ED, Buetow KH: ldentification of an
NAD(P)H:Quinone oxidoreductase polymorphism and ist association with
Lung Cancer and Smoking. Pharmacogenetics (1995) 5:199-206.

54.Schlager JJ, Powis GT:. Cytosolic NAD(P)H:(Quinone-Acceptor)

oxidoreductase in human normal and tumor tissue:effects of cigarette
smoking and alcohol. Int.J. Cancer (1990) 45: 403-409.

69



55.Schulz WA, Krummeck A, Résinger |, Eickelmann P, Neuhaus C, Ebert T,
Schmitz-Drager BJ, Sies H: Increased frequency of a null allel for
NAD(P)H:Quinone oxidoreductase in patients with urological malignancies.
Pharmacogenetics (1997) 7:235-239.

56.Siegel D, Franklin WA, Ross D: Immunohistokhemical Detection of
NAD(P)H:Quinone oxidoreductase in Human Lung and Lung Tumors. Clin.
Cancer Res. (1998) 4:2065-2070.

57.Siegel D, McGuinness SM, Winski SL, Ross D: Genotype-phenotype
relationships i,n studies of a polymorphism in NAD(P)H:Quinone
oxidoreductase 1. Pharmacogenetics (1999) 9:113-121.

58.Smith MT: Benzene, NQO1, and genetic susceptibility to cancer: Proc.
Natl.Acad.Sci (1999) 96:7624-7626.

59.Smith MT, Wang Y, Kane E, Rollinson S, Wiemels JL, Roman E, Roddam P,
Cartwright R, Morgan G: Low NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 activity is
associated with increased risk of acute leukemia in adults. Blood (2001)
97(5): 1422-1426.

60. Sultuybek G, Ulutin T, Sayhan N: polimeraz zincir reaksiyonu. Rekombinant
DNA Teknolgjisi ve Tipta kullanimi (1995) 50-52.

61.Temizkan G,Yiimazer S, Ozturk M, An S, Ertan H, Olgun A,Sarikaya AT,
Arda N: DNA'nin polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltiimasi. Molekdler

Biyolojide kullanilan yéntemler (1999) 57-71.

62. Thompson MW, Mc Innes RR, Willard HF: Thompson & Thompson Genetics
in Medicine (1991), 5. baski, HBJ Saunders

70



63.Topuz E, Aydiner A, Karadeniz AN: Klinik Onkoloji. Istanbul Universitesi
Onkoloji Enstitlisi1 yayinlari (2000).

64.Topuz E: Akciger kanseri. Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitlisi yayinlari 1
(1997).

65. Traver RD, Siegel D, Beall HD, Phillips RM, Gibson NW, Franklin WA, Ross
D: Characterization of a polymorphism in NAD(P)H: quinone oxidoreductase
(DT-Diaphorase). British Journal of Cancer (1997) 75(1):69-75.

66. Tlbitak: insan Genomu. Bilim ve Teknik (2001) 400.

67.Watson JD,Witkowski J,Gilman M, Zoller M: Recombinant DNA (second Ed).
Scientific American Books (1992).

68.Willett WC: Diet and cancer: One view at the start of the millenium. Cancer

Epidemiology, Biomarkers & Prevention (2001) 10:3-8.

69.Xu LL, Wain JC, Miller DP, Thurston SW, Su L, Lynch TJ, Christiani DC: The
NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 gene polymorphism and lung cancer:
Differential Susceptibility based on smoking Behavior. Cancer Epidemiology,
Biomarkers& Prevention (2001) 10: 303-309.

71



9. 0ZGECMIS

ADI SOYADI :  Pinar AKSOY
EGITIM DURUMU : 1998- Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiltesi
Biokimya  Anabilim Dal’nda yiksek lisans
égrencisiyim.
1994-1998 Istanbul Universitesi Eczacilik FakUltesi
1990-1993 Kocamustafapasa Lisesi
1987-1990 Kocamustafapaga Ortaokulu
1982-1987 Mehmet Akif llkokulu
TECRUBELER
1. Son ¢ikan Il. Kusak Antihistaminiklerin Farmakolojik 6zellikleri hakkinda yaptigim
aragtirmalan VI. Eczacilik Kongresinde (1997) bir bildiri seklinde sundum.
2. 1999 senesi iginde [stanbul Universitesi Deneysel Tip ve Arastirma merkezinde 2
ay slreyle yeni molekiler bioloji ve genetik teknikleri Gizerine staj yaptim.
3. Bilkent Universitesi Molekiiler Bioloji ve Genetik bélimiinde yeni molekuler

teknikler tizerine 11.07.1999-09.08.1999 tarihleri arasinda staj yaptim.

wsvy
P s
‘M



