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OZET

MIDE KANSERINDE P53, GSTM1 VE GSTZ1 iZOZIMLERININ PROTEIN
EKSPRESYONLARININ INCELENMESI

DANISMAN, Zuhal
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dali, Yiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN
Haziran 2018, 41 sayfa

Bu calismada, 32 normal ve mide adenokanserli dokuda Glutatyon S-
Transferaz izozimlerinden mu (GSTM1) ve zeta (GSTZ1) ayrica p53’in protein
ekspresyonlari imminohistokimyasal metodla karstlastiriimistir. GST  ekspresyonu
ve p53 arasindaki iliski Mann Whitney-U testi ile ve klinik parametrelerle
iliskisine spearman  correlation rank testi ile bakilmistir. Normal mide ve
adenokanserli mide dokularinda GSTM1, GSTZ1 ve p53 ekspresyonlari
karsilastirildiginda mide adenokanserli dokulardaki protein ekspresyonunun yuksek
oldugu istatistiksel olarak anlamli bulundu (p < 0,05). GSTM1, GSTZ1 ve p53 ile
klinik  parametreler  (yas, cinsiyet) arasinda  herhangi  bir iligki
bulunamamistir (p>0,05). GSTZ1 izoziminin az diferansiye, orta diferansiye ve iyi
diferansiye kolon adenokanserli dokularinda da istatistiksel olarak anlamli sonuclar
bulunmustur (p<0,05). iyi differansiye kolon timér hastalarinda GSTZ1 ekspresyonu
normal dokuya gore daha fazla bulunmustur ( p<0,05).

Anahtar kelimeler: Mide Adenokarsinomu, Glutatyon S-transferaz, p53,
Immiinohistokimya



ABSTRACT

INVESTIGATION OF P53, GSTM1 AND GSTZ1 ISOENZYME
EXPRESSIONS IN GASTRIC ADENOCARCINOMA

DANISMAN, Zuhal
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN
June 2018, 41 pages

In this study we investigated the immunohistochemical staining characteristics
S-of glutathione s-transferase mu (GSTM1), zeta (GSTZ1), p53 in gastric tumor and
surrounding tumor free (normal) gastric tissues from 32 patients. For
immunohistochemical studiends, tissues were obtained from 32 patients with gastric
adenocarcinoma. Tumor and control tissues of patients were compared according to
their staining intensity. Relationships between p53 and GST expressions in gastric
adenocarcinoma tissue were examined by the Mann Whitney-U test and the
clinicopathological data were examined by the spearman correlation rank test.
GSTZ1, GSTM1 and p53 expressions in gastric cancer cells were significantly
higher than those in gastric normal epithelial cells ( p <0.05) In gastric cancer
patients the higher expresions of GSTM1, GSTZ1, and p53 proteins in tumor than
nomal gastric tissues could be important in gastric cancer progressions and
development. There was no statistical relationship between p53, GSTM1 and GSTZ1
isoenzyme expressions and the clinicopathological data (age, gender) (p > 0.05).
There was a statistically significant differences between GST isoenzymes

expressions and tumor differentiation status. In good differentiated gastric



adenocarcinoma patients, GSTZ1 expression was stronger than normal tissue

( p<0.05).

Key Words: Gastric adenocarcinoma,  Glutathione-S-transferase,  p53,

Immunohistochemistry
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1. GIRIS

1.1. Kanser

Kanser, bazi etkilerle degisiklige ugramis hicrelerin, vicudun bir organ veya
dokusunda kontrolsliz ve dizensiz bir sekilde cogalmasi ile karakterize edilen bir
hastaliktir [1]. Bu hastalik kendini gbstermesi, gelisimi ve sonuglari agisindan bir
hastadan digerine cok degisken olan karmasik bir olgudur. Ayni heterojenlik ve
cesitlilik hiicresel ve molekiler diizeyde de kendini gosterir. Kanser, hucrelerin asiri
ve zamansiz ¢ogalmalarina, immin sistemin gdzetiminden kagmalarina ve sonug
olarak da uzaktaki dokular1 da istila ederek metastazlar olusturmalarina yol acan

metabolik ve davranissal degisiklikler gecirdikleri, cok basamakli bir strectir [2].

Diinya Saghk Orgiitii raporuna gore; kanserler, diinya capinda yilda 7,6 milyon
o6lumden sorumludur ve bu o6lumlerin yaklasik 736.000’i mide kanserinden
kaynaklanmaktadir. Ulkemizde ise; mide kanseri bayanlarda meme kanseri ve
erkeklerde akciger kanserinden sonra ikinci siklikta gorilen kanser tdrddr.
Turkiye’de yapilan bir ¢alismada mide kanseri tani alma yasi ortalama 57 yas ve
kadin erkek orani 1/2 bulunmustur. Bolgelerin karsilastiriimasi ile tlkemizin dogu
boélgesinde kanser tanisi alan hastalarin sosyoekonomik durumu bati bélgesine gore

daha dustk bulunmustur [3].

Pek cok kanser hiicresi kanser tipine bagl olarak molekiler ve biyokimyasal
Ozelliklere sahiptir. Bu 6zellikler, blyumeyi inhibe eden sinyallere duyarsizlik,
apoptozisten kaginmasi, biyume sinyallerine karsi kendi kendine yetmesi, sinirsiz
kopyalanma potansiyeli, angiogenezin sirdurilmesi, doku invazyonu ve metastazi

kapsamaktadir [4].

Hicreler dogar, gelisir ve olurler. Bu olay genetik bir kontrol altindadir. Bu
kontrollin, kalkmasi ile dengenin bozulmasi sonucu, ya ¢ok sayida olusmalari ya da

olusan hucrelerin 6élmemeleri sonucu ¢ogalan hucreler timor dokusunu olusturur.



Hucrelerdeki bu olaylarin gelismesine neden olan bir¢ok kanser yapici (kanserojen)
madde vardir [5].

Kanser ayni zamanda neoplazma olarak adlandirilan timoérleri olusturan anormal
hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biyiimesi olarak ta tanimlanmaktadir. iki cesit
timor bulunmaktadir. Bunlar; viicutta yayilan yani metastaz ¢zelligine sahip malign

(k6t huylu) tumorler ve viicutta yaylimayan benign (iyi huylu) timérlerdir [6].

Kansere neden olan etmenleri siniflandiracak olursak karsinojenler; fiziksel
karsinojenler (giines 1sinlari, UV, radyasyon vb.), kimyasal karsinojenler (polisiklik
aramotik hidrokarbonlar, nitrozaminler, asbest, radon, alkol, sigara vb.) ve biyolojik
karsinojenler (virtsler, hormonal bozukluklar, ailesel genetik yatkinlik, mutasyonlar,
onkogenler vb.) t¢ ana grupta toplamak mumkinddr. Bu etkilere maruziyet sonucu
kanser; baslama (initiation), gelisme (promotion) ve ilerleme (progresyon) olmak

Uzere l¢ asamada gerceklesir [7].

Dinya genelinde farkli toplumlar farkli kanser tirleriyle farkli oranlarda karsilasirlar
ve bu oranlar zamanla degisim gosterir. Yaygin bicimde insanlarda gorilen
kanserlerin % 80“e varan bir oraninin, hatta belki % 90“inin, beslenme, sosyal ve
kalturel aliskanliklar da dahil olmak (zere yasam tarzi boyutlarini da icerecek
bicimde tanimlandigi cevresel etkenlerden kaynaklandigina inaniimaktadir. Kiresel
kanser yuku gectigimiz 30 yilda iki kattan fazla artmistir. 2008’de 12 milyon yeni
kanser vakasinin teshis edildigi, kanserden kaynaklanan 7 milyon 6lumin

gerceklestigi ve kanserli 25 milyon kisinin halen hayatta oldugu tahmin edilmektedir.

Dinya nufusunun devam eden artisi ve yaslanmasi kanser yuki tzerinde de blyuk
degisikliklere yol acacaktir. 2030’a gelindiginde 27 milyon kanser vakasi, kanserden
kaynaklanan yilda 17 milyon 6lim ve son bes yil icinde kanser tanisi konmus 75
milyon Kisi rakamlarina ulasacagi kestirilmektedir. Her iki cinsiyet icin tahmini ve

ongorulen tim kanser vaka ve 6lum sayilari Cizelge 1’de verilmistir [8].



Cizelge 1.1. Dunya Saglik Orguti (WHO) bolgesi veya gelismislik diizeyine gore
her iki cinsiyet icin tahmini ve 0ngorilen tim kanser vaka ve 6lum

sayilari (milyon cinsinden) [9]

Bolge 2008 2030* 2030**
Vakalar | Oltimler | Vakalar | Oltumler | Vakalar | Oliimler

Dinya 12,4 7,6 20,0 12,9 26,4 17,0
Afrika 0,7 0,5 1,2 0,9 1,6 1,3
Avrupa 3,4 1,8 4,1 2,6 55 3,4
Dogu Akdeniz 0,5 0,3 0,9 0,6 1,2 0,9

Pan Amerika 2,6 1,3 4,8 2,3 6,4 3,1
Asya 1,6 1,1 2,8 19 3,7 2,6

Bati Pasifik 3,7 2,6 6,1 4,4 8,1 5,9

*: Su andaki oranlarda bir degisme olmazsa; **: Yillik % 1’lik oran artisi olursa.

Turkiye’de ise erkeklerde akciger, mesane ve mide kanserleri, kadinlarda ise meme
kanseri ve kolorektal kanserler daha siklikla izlenmektedir. Turkiye istatistik Yillig
2015 verilerine gore, cinsiyete gore toplam kanser insidansi 2009 yilinda; yiz bin
nifusta kadinlarda 173 iken, erkeklerde 270 dir [9]. Kadinlarda ve erkeklere en sik
gorilen kanserlerin toplam sayisi ve ylzde dagihmlari Sekil 1.1 ve Sekil 1.2°de

verilmisir [9].
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1.2. Mide Tumorleri ve siniflandiriimasi

Mide timorleri malign ya da benign ve bunlar histopatolojik 6zelliklerine goére
siniflanabilir (Cizelge 2) [10]. Mide malign tumoérlerinin yaklasik %90 kadari

adenokarsinomlardir. Non-Hodgkin lenfomalar ve leiyomyosarkomlar geri kalan

%10’luk dilimi olusturur [11,12].

Cizelge 1.2. Mide Tumorleri [10]

EPITELYAL TUMORLER

EPITELYAL OLMAYAN TUMORLER

intraepitelyal Neoplazi-Adenom

Leiyomyom

Karsinom

Schwannom

Adenokarsinom
intestinal tip, Diffiiz tip

Grandler hiicreli timor

Papiller adenokarsinom

Leiomyosarkom

Tubuler adenokarsinom

Glomus timor

Misin®dz adenokarsinom

Gastrointestinal stromal timor

Tash ylzik hicreli karsinom

Kaposi sarkom

Adenoskuamoéz karsinom

Digerleri

Skuamdz hicreli karsinom

Malign lenfomalar:

Kicuk hucreli karsinom

Marjinal zon B hucreli lenfoma

indiferansiye karsinom

Mantle hiicreli lenfoma

Karsinoid timor (iyi diferansiye

endokrin neoplazm)

Diffuz blyik B hucreli lenfoma




1.2.1. Adenokarsinomlar

Lauren siniflamasina gére Adenokarsinomlar histolojik olarak 2 gruba ayrilir: 1-
intestinal tip (diferansiye): gland benzeri tubller yapilar olusturan, koheziv
neoplastik htcrelerden olusur ve genellikle Glser meydana getirir. 2-diffiiz tip
(indiferansiye): hiicre kohezyonu yoktur, mide duvari belirgin bir Kkitle
olusturmaksizin infiltre olur ve kalinlagir [11, 12]. Mide kanserlerini intestinal ve
diffuz olarak siniflamak epidemiyoloji, etiyoloji, patogenez ve Kklinik davranis
bakimindan farkliliklar géstermesi agisindan 6nemlidir. Bu siniflama ayni zamanda
cerrahi yontemi de etkiler, 6zellikle timoriin rezeksiyonu gerektiginde cerrahi
sinirlarda giivenlik sinirini belirlemek icin gereklidir [12]. intestinal tip erkeklerde ve
daha yash gruplarda daha sikken, diffiiz karsinomlar ise gen¢ yas gruplarinda daha

siktir. Kadin ve erkekte gorulme orani esittir [11].

1.3. Mide Adenokarsinomunun Mikroskobik Ozellikleri

1.3.1. Epitelyal Elemanlar ve duzeyleri

Mide adenokarsinomlari tash yuzik hicreli karsinom hari¢ olmak Uzere yapisal
olarak iyi, orta ve az differansiye olmak Uzere Uc¢ gruba ayrilir. TUumoérin
differansiyasyon derecesi bez yapilarini taklit edebilme derecesi ile orantilidir. lyi
differansiye tumorler buyuk o6lglide bez yapilar igerir. Orta dercede differansiye
timorlerde dizensiz bezler ve kribriform yapilar bulunur. Az differansiye timorler,
cok az miktarda bez benzeri yapi olustursalar da daha ¢ok timdor kordonlar veya tek
hicre infiltrasyonlari meydana getirir. Differansiyasyon koétilestikce atipik mitoz

orani fazlalasmaktadir [13].

1.3.2. Stromal Durumlar

Mide adenokarsinomlarda dort farkl stromal durum goralir. Bunlar; desmoplazi,

stromal eozinofili, lenfositik infiltrat ve graniilomattz yanittir [13].



1.4. Mide Kanseri Etyolojisi ve Patogenez

Mide kanseri farkli epidemiyolojik ve prognostik o6zellikler gosteren iki ayri
patolojik duruma ayrilmaktadir. intestinal tip adi verilen ilk durum, primer olarak
midenin distal bolimind tutan ve intestinal bezlere benzeyen tibiler yapilardan
olusmus kitlesel tlmorlerle kendini gosterir. Epidemiyolojik olarak intestinal tip
kanser, cevresel ve diyetsel faktorlerle belirgin sekilde iliskilidir. Bu tip, mide
kanseri yonunden yuksek riskli bolgelerde gorilen baslica mide kanseri tiri olup,
progresif multifokal atrofik gastrit ve intestinal metaplazi sureclerinden gegerek
ortaya cikmaktadir. Yash bireylerde ve sosyoekonomik dizeyi dusuk
populasyonlarda daha siklikla gorulir. Erkek/kadin orani 2/1’dir [14,15]. Difflz tip
kanser ise glanduler ya da diktiler yapi olusturmaksizin birbirlerinden ayri duran,
cogunlugu masindz tipte malign hiicre tabakalarindan olusmustur. Difflz tip kanser,
intestinal tipin tersine midenin proksimalinde yerlesme egilimi gostermektedir [14].
Bu tip dinyanin hemen her yerinde ayni siklikta bulunup, cevresel faktorlerden
belirgin bir etkilenme gdzlenmeyen aile ici bir dagilim gostermektedir. intestinal tipe
gore daha gen¢ yasta ortaya ¢ikan diffliz tip kanserde yas ortalamasi 48 olarak
tanimlanmistir [16]. Kadinlarla erkekler arasinda bu tip kansere yakalanma orani
birbirine yakin olup kadinlarda hafifce daha siklikla goriilmektedir.

1.4.1. Cinsiyet, Yas ve Lokalizasyon

Mide kanseri, 50-70 yaslari arasinda sik goériilmekle beraber genclerde ve orta
yastaki eriskinlerde de goérilebilir [17]. Mide kanseri insidansi ve 6lim hizi yasla
birlikte artar. Gen¢ ve orta yastaki eriskinlerde, erkek/kadin orani yaklasik 1 veya
daha az iken, bu oran 60 yasinda 2,5 ve daha fazladir [18,19]. Bu oran yas ilerledikce
tekrar dlser. Hastalik cocukluk ve ergen ¢aginda ¢cok nadirdir [20].



1.4.2. Genetik

Mide kanser riski, kan grubu A olan Kisilerde diger kan gruplarina sahip kisilere gore

daha yuksektir. Bu durum 6zellikle diffliz tip icin gecerlidir [21].

1.4.3. Sosyoekonomik durum

Midede kanser gelisme riski, disiik sosyo ekonomik tlkelerde gelismis tlkelere gore
yaklasik iki kati daha fazladir [11].

1.4.4. Diyet

Beslenme ile mide kanseri arasinda direkt ve onemli bir iliski vardir. Bazi gida
pisirme ve saklama yontemleri mide karsinomun yuksek riski ile yakindan iliskilidir.
Sogutmanin olmamasi; korunmus, tltstlenmis, konserve ve tuzlanmis gidalarin bol
tiketimi gastrik kanser riskini arttirir. Ayni sekilde gidalarla fazla nitrat alimi ve taze
meyve- sebzelerin yoklugu kanser riskini arttirmaktadir. Tam aksine yesil, lifli
sebzelerin alimi ve vitamin C, vitamin E, beta karoten ve selenyum igeren
turuncggillerin tuketiminin antioksidan 6zelliklerinden dolayi gastrik kanser riskini
azalttigi ifade edilmektedir [11, 22].

1.4.5. Sigara Kullanimi

Sigara kullanimi ile ilgili veriler celiskilidir. Bazi arastirmacilar sigaranin mide
kanserini arttirdigini ve bunun doza bagli oldugunu belirtirken, bazi arastirmacilar ise
dozla ilgisi olmadigini ifade etmislerdir. Yine bazi arastirmacilar da sigara ile mide

kanseri arasinda iliski olmadigini ifade etmektedirler [11].



1.4.6. Meslek

Mide karsinomu insidensi bazi meslek ve is kollarinda fazladir. Bu is kollari metal
endustrisi, boya, maden, komr, tekstil, seramik, kimya, lastik ve petrol sanayisi gibi
islerde calisan iscilerin mideleri, asbest, poliaromatik hidrokarbon ve nitroz
komponetleri gibi kanserojenlere maruz kalmakta ve kanserojenler etkisi ile bu

kisilerin midelerinde kanser gelismektedir [23].

1.4.7. Radyasyon

Radyasyonun mide kanseri olusturma etkisi oldugu dusiindlmektedir. Hodgkin
hastaligi nedeniyle radyoterapi alan c¢ocuklarda 12-14 yil sonra mide kanseri

gelismistir [24].

1.4.8. Helicobacter pylori gastriti

Helicobacter pylorinin 6zellikle intestinal tip mide kanseri gelisiminde karsinojen bir
bakteri oldugunu kabul edilmistir [25]. H. pylori tasiyanlarda mide kanseri 3-6 misli
daha fazla olmaktadir. H. pylori gastrik asit salgilanmasini arttirarak gastrit ve tlsere
neden olan bir bakteridir. Sonucta hiicre DNA’sinda genomik hasar meydana

gelmekte ve zamanla mide kanseri gelismektedir [26].

1.4.9. Toksik Maddelerin Metabolizmasi

Kentlesme ve hizli endristrilesme ile insan ve diger canlilar her gecen giin artan
sayida “ksenobiyotik” adi verilen birgcok kimyasal maddeye maruz kalmaktadirlar.
Ksenobiyotiklerin ¢ogu lipofiliktir ve kolaylikla bulundugu ortamda absorbe
edilirler. Cesitli yollarla organizmaya giren lipofilik kimyasal maddeler
(kemoterapatik ilaclar, cevresel karsinojenler ve endojen molekdiller v.b.) enzimlerin

katalitik etkisi ile kimyasal reaksiyonlara girer ve daha polar ve hidrofilik



metabolitlere donlsturlirler. Bir ksenobiyotigin canli organizmada ug@radi§i bu
kimyasal degisimlerin timine biyotransformasyon denir. Biyotransformasyon
sonucu olusan Urlnler safra ve bobreklerden daha kolay atilir. Ksenobiyotikler,
biyotransformasyon ile deQisik etki gosteren metabolitlere donlsir ve sonra da
konjugasyon reaksiyonlari ile inaktif hale gelerek vicuttan atilir. Genel olarak
ksenobiyotik veya metabolitlerinin bu son mekanizma ile biyotransformasyonlari
sonucu toksisitesi azaliyor veya ortadan kalkiyorsa bu olaya “detoksifikasyon” denir;
bazi durumlarda ise kimyasal maddenin biyotransformasyonu ile cok aktif ara
metabolitler olusabilir. Bu reaktif ara trunlerin olusmasina “toksikasyon (toksik
maddelerin etkisini arttirmasi)” veya “biyoaktivasyon” denir. Daha polar
metabolitlerin ~ olusmasini  sagladigindan  ksenobiyotiklerin  organizmadan

uzaklastiriimasi 6nem arz etmektedir [27].

Ksenobiyotiklerin metabolizmasi iki fazli bir islemdir: Faz | reaksiyonlari daha ¢cok
karacigerde, mikrozomal enzimler tarafindan katalizlenir. Az sayida olmakla birlikte
bobrek, akciger, bagirsak, testis, deri, plasenta, adrenal bezde de Faz | reaksiyonu
gerceklesebilir. Faz | reaksiyonu ile lipitte ¢6ziinen ksenobiyotikler daha polar hale

gegerler [28].

Faz 1l reaksiyonlar ise bircok sitozolik enzim tarafindan yurdtilen konjugasyon
reaksiyonlaridir. Faz Il reaksiyonlari ile iliskili en az 5 tip reaksiyon vardir. Bunlar;
glukuronik asitle konjugasyon, sulfat konjugasyonu, glutatyon ile konjugasyon,
asetilasyon ve metilasyondur. Birinci fazda olusan polar metabolitler, ikinci faz
reaksiyonlari ile glukronik asit, glutatyon, sulfat gibi endojen maddelerle
konjugasyona ugrayip vicuttan atilirlar. Birinci fazda olusan polar metabolitler,

endojen maddelerle birleserek inaktif sekilde eleminasyona ugrarlar [27, 29].

1.4.10. Glutatyon-S-Transferaz

Glutatyon; hicrenin radyasyon, oksijen radikalleri, endojen toksinler ve

ksenobiyotiklerin zararl etkilerinden korunmasinda énemli rol oynar. Tim memeli
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hlcrelerinde bulunan Glutatyon bir distlfit grubuna sahiptir ve bu serbest distlfit
grubu aracthgi ile oksidan molekilleri indirgeyerek, protein, lipid ve DNA’yi
oksidasyondan korur [30]. Glutatyon ile Faz | enzimlerince olusturulan reaktif tlrler
konjugasyona girer ve sonucta hiicre makromolekilleri (DNA, RNA, protein) ile
baglanmasi engellenerek hiicre hasari dnlemis olur [31]. GSH Peroksidaz tarafindan
katalizlenen bu reaksiyonla UV ve cesitli kimyasallar aracihgr ile olusan
hidroperoksitler indirgenirken, glutatyon oksitlenir (GSSG). GSH’in fonksiyonunun
strekliligi okside glutatyonun rejenerasyonuna baglidir. GSSG, GSH- Rediiktaz
tarafindan katalizlenen ve kofakor olarak nikotinamid adenin dinukleotid fosfatin
(NADPH) kullanildigi reaksiyonla indirgenerek yeniden aktif hale gecer [32].
Glutatyon genelde GSH olarak kisaltilir; SH, sisteinin stlfidril grubuna isaret eder ve
molekilin alisveris yapan kismidir. Glutatyon ile ksenobiyotiklerin reaksiyonlarini

katalizleyen enzimlere “Glutatyon-S-Transferazlar”, kisaca “GST” denir [33].

GST; kemoterapik ajanlarin, reaktif oksijen molekillerinin ve cevresel karsinojenleri
iceren ksenobiyotiklerin metabolizmasindan sorumlu Faz 11 detoksifikasyon enzim
ailesidir. GST, cesitli elektrofilik bilesikler ile glutatyon arasindaki reaksiyonlari
katalizler. GST aktif metabolitlerin glutatyon ile konjugasyonunu gerceklestirerek
DNA’y! alkilasyondan korur. Glutatyon-s-transferazlar elektrofilik ksenobiyotikleri
inaktive ederek vicuttan atilmak (zere konjugasyonunu saglayan dimerik
enzimlerdir. Glutatyon nukleofilik sulfidril grubu ile bilesiklere baglanarak
organizmay!i reaktif kimyasal bilesiklere karsi korur [34]. Cogu dokularda mevcut
olan tripeptid yapisindaki glutatyon ksenobiyotiklere baglandiktan sonra daha ileri
bir biyotransformasyonla karaciger ve bobreklerde bulunan mikrozomal Y-
glutamiltranspeptidaz ve sisteinilglisinaz enzimleri yardimi ile peptid baglar acilir.
Peptid (amid) baglarinin hidrolizi sonucu sadece sistein kalir, sisteinin mikrozomal
asetilasyonu ile merkaptirik asit konjugati olusur [35]. Bu reaksiyon Sekil 1.3.’de

gosterilmistir.
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Sekil 1. 3. GST enzimlerinin katalizledigi ksenobiyotik metabolizmasi [35]

1.4.11. Glutatyon -S- Transferazlarin Siniflandiriimasi

GST enzimleri bircok alt siniflara ayrilmistir. Her bir sinif birgok gen ve enzimden
olusur. GST enzimlerinin buyik bir kismi hicrenin sitoplazmasinda ¢6zinmis
olarak bulunur [36]. Bir kismi ise endoplazmik retikulum (mikrozomal) lokalize
olmustur. Sitozolik GST aktivitesinin mikrozomal aktiviteye gore 5 ile 40 kat daha
fazla oldugu saptanmistir [27].

Insan sitozolik GST enzimleri substrat spesifikliklerine, immiinolojik 6zelliklerine,
izoelektrik  noktalarina  ve  aminoasit  dizilerinin  benzerliklerine  gore
siniflandiriimiglardir  [36]. Yapilan siniflandirmaya gore GST’ler mu (GSTy,
GSTM), alfa (GSTa, GSTA), pi (GSTn, GSTP), teta (GST6, GSTT), kappa (GSTk,
GSTK), zeta (GSTZ), sigma (GSTa, GSTS) ve omega (GSTw, GSTO) olmak uzere
sekiz sinifa ayrilmistir [36].
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1.4.11.1. Ma Sinifi Glutatyon S-Transferazlar

GSTM gen ailesi, 1981’de Board tarafindan Kkaraciger ve eritrositlerden
tanimlanmistir [37]. GSTM gen ailesi, 1. kromozom (1p13.3) (zerinde 20 kb
uzunlugunda ve 5 tane gen bdlgesinden meydana gelmektedir. GSTM gen ailesi, 5'-
GSTM4-GSTM2-GSTM1- GSTM5-GSTM3-3' seklinde olusturulmustur [38].

GSTML1 izoenzimleri baskin olarak karacigerde, az miktarda ise akcigerde eksprese
edilir;, GSTM3 akciger dokusundaki 6énemli bir izoenzimdir [39]. Ekspresyonlari
dokular arasinda degisim gosterir. En yaygin eksprese edilen GSTM1’dir ve kemik,
kalp, beyin, bobrek, over, akciger, paratiroid ve uterus gibi organlarda bulunur.
GSTM2 daha cok iskelet kasinda, GSTM3 ise kaslara ilave olarak akciger, beyin ve
testiste bulunur. GSTM4 insan lenfoblastoid hicrelerinde, GSTM5 ise beyinde
eksprese edilir [40,41].

1.4.11.2. Zeta Sinifi Glutatyon S-Transferazlar

GSTZ gen ailesi Board ve ark. tarafindan 1997’de bitkilerden insanlara kadar uzanan
genis bir alanda tanimlanmistir [42]. GSTZ sinif genleri 14. kromozom (14924.3)
uzerindedir. GSTZ 10.9 kb genisligindedir ve 9 eksondan olusmaktadir [43]. Ayrica
maleylasetoasetat izomeraz olarak da bilinen insan GSTZ1’i, tirozin
metabolizmasinin ~ sondan  bir  6nceki adimi  olan glutatyon  bagiml

maleylasetoasetat’in fumarilasetoasetat’a izomerizasyonunu katalizler [43].
GSTZ1 ayrica dikloroasetik asit iceren alfa haloasitlerin cogunlugunun biyolojik

transformasyonlarini da katalizlemektedir [44, 45]. GSTZ1’in basta karaciger olmak
Uzere beyin ve iskelet kasinda ekspresyonlari tespit edilmistir [42].
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1.4.12. Kemoterapide ila¢ Direnci ve Glutatyon-S-Transferaz iliskisi

Tumor hicresine anti-kanserojenin girmesiyle birlikte hicre icinde Glutatyon
dizeyinde ve GST enziminin ifadesinde artis olmaktadir [46]. GSH hcre iginde en
bol bulunan protein yapisinda olmayan ve tiyol grubu iceren bir tripeptiddir [33]. Bu
bilesik GST enziminin substrati olarak gorev yapmaktadir. Enzim, GSH yardimiyla
ksenobiyotiklerin protein yapisindaki cesitli pompalar yardimiyla disari atilmasina
neden olmaktadir. Artan GST aktivitesi ile birlikte ilacin hicre icinde uzun sire
kalmasi bu nedenle zorlasmaktadir. GST enzimi ile birlikte bu disari pompalama
proteinlerinin  [MultiDrug Resistance Proteins (MRPs)] ifadesinde de artis
g6zlenmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, timér hicrelerinde GSH’in yiksek
duzeylere ulasmasinin ve GST’nin asiri ekspresyonunun MRP gelisimi ile paralel
gelistigi  yonundedir [47, 48]. Coklu ilag direnci proteini ailesi olan ve
ksenobiyotiklerin tasinmasinda gorevli ATP-bagimh tasiyict protein, ABC
proteinleri (ATP Binding Casette Super family Transporters), P-glikoprotein (Pgp),
coklu-ila¢ direnci iliskili-protein 1 (MRP1 ve ya ABCCL1), gibi proteinlerdir ve
biylk bir kisminin MRP fenotipine sahip olduklari saptanmistir [49]. MRPs GSH ve
GSH konjugantlarinin transportuyla onkolitik ajanlarin hiicreden atilimlarina aracilik
etmektedir [50]. MRPs ve insan GSTs arasindaki sinerjizmi gosteren literatiirde
bircok 6rnek mevcuttur [46,51].

1.4.13. p53 ve mide kanseri

17. kromozomun p kolunda yerlesen p53 timdr supresor geni (17p13.1), 53 Kd
agirhginda 393 aminoasitlik bir nukleer fosfoproteini kodlar [52]. p53 timor
supresor geni kanser arastirmalarinda ¢ok sayida incelenmistir. Gastrik hucre dizileri
ve erken gastrik kanserlerde oldugu gibi ilerlemis gastrik kanserlerde de kromozom
17p Uzerinde heterozigosite kaybi (LOH) ve p53 gen mutasyonu siklikla
gbzlenmektedir. Yapilan calismalarla p53 genindeki degisikligin  gastrik
karsinogenezin erken evresinde go6zlendigi ortaya cikarilmistir [53]. Kromozom
17p’deki LOH’un gastrik karsinomada yaygin oldugu ve % 60 oraninda erken evrede

14



ortaya ciktigi onceden yapilan birgcok calismada ifade edilmistir. ilaveten, p53
geninde allel kaybi olan ¢ogu timdérin ayni lokusunda bulunan diger p53 allelinde
nokta mutasyonlari tespit edilmistir [54]. Mide karsinomunda p53 genindeki nokta
mutasyonlarinin ¢cogunlugu G veya C bazinda gorilmektedir ve mide karsinomunda
tespit edilen p53 mutasyonlarinin en sik rastlanani GC—AT transisyonudur [55].
Mide karsinomunda p53 mutasyonlarinin spektrumu kanserin molekiler patogenezi
ve etiyolojisi hakkinda ipuclari saglar. p53 anormalilerinin belirlenmesi diagnostik,
prognostik ve terapdtik imkanlar saglayabilir [52].

1.4.14. Calismanin Amaci

GST izozimleri ve P53’un mide kanserinde énemli oldugu gortlmektedir. Bu tez
calismasinda kimyasallarin viicuttan elimine edilmesinde biyuk 6lctde roll olan 1I.
Faz Reaksiyonlarindan Glutatyon S-Transferaz enziminin sitozolik GSTZ1, GSTM1
ve p53’Un immunohistokimyasal yontemle mide kanserinde protein ekspresyonlarina
bakilmistir. Elde edilen sonuglarin yas, cinsiyet, timor grade arasindaki istatistiksel
iliskilerinin arastiriimasi amaclanmaktadir. Ayrica bulgularimiz klinik parametrelerle
olan iliskilere  bakilarak hastaligin  gidisati  hakkinda  kullanilabilirligi
degerlendirilecektir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Materyal Temini ve Hazirlanisi

Calisma kapsaminda Kecidren EQitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurulu tarafindan
alinan etik kurul onayr dogrultusunda, yine Kecidren Egitim ve Arastirma
Hastanesinden Patoloji arsivinden alinan 32 mide kanserli ve normal perifer
dokularda asagidaki yonteme gore immunohistokimyasal olarak analizler yapiimistir.
Tum hastalarin yas, cinsiyet, timor evre ve dereceleri kaydedilmistir. Buna goére
hastalarin 10’u kadin, 22’si erkektir ve yas ortalamasi 67,8+10,9’dir. Hastalara ait
bazi klinik parametreler Cizelge 2.1°de verilmistir. Bu verilere gore once dokular
GSTZ1, GSTML1 ve p53 antikorlari ile ayri ayri immunohistokimyasal yontemle

boyanmis ve sonuclar kaydedilmistir.

Cizelge 2.1. Hastalara ait klinik parametreler

MIDE
ADENOKARSINOM
PARAMETRE N %
32 100
o AZ DIFERANSIYE 12 37,5
TUMOR ORTA 10 31,25
DIFERANSIYE
IYI DIFERANSIYE 10 31,25
YAS 67,8+10,9
Co KADIN 10 31,25
CINSIYET ERKEK 22 68,75
o I 10 31,25
TUMOR GRADE T 10 31,25
" 12 37,5
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2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

o Primer Antikor (GSTZ1, GSTML1, p53)

o Sekonder Antikor (Biotinylated secondary antikor), (Santa Cruz)

o TBS buffer (Santa Cruz)

o %30’ luk H,0O, Solusyonu (Sigma)

o Ksilol (Merck)

o Etanol (Merck)

o Metanol (Merck)

o Sodyum Sitrat (Sigma)

o Sitrik Asit (Sigma)

o Protein Blokaji (Normal Swine Serum, Normal Goat Serum) (Santa Cruz)
o ABC HRP (Avidin Biotin Complex Horse Radish Peroxidase)(Santa Cruz)
o Hematoksilen (Shandon)

o DAB (Diamino benzidin) (Santa Cruz)

2.1.2.1. Cozeltilerin Hazirlanisi

l. H,0, Blokaji Cozeltisi Hazirlanisi: 30 ml %30’ luk H,O, izerine 470 ml
metanol ilave edilerek hazirlandi.

. Antijen Retrival Cozeltisinin Hazirlanisi (0,01 M, pH: 6.0): 2,101 gr sitrik
asit (A) 100 ml distile suda; 0,1 M 14,7 gr sodyum sitrat (B) 500 ml distile suda
¢ozildd. 27 ml A solusyonundan, 123 ml B solusyonundan alinarak 1500 ml’ye

distile su ile tamamlandi.

1. 0,005 M Tris Tamponunun Hazirlanisi: 60,55 gr tris base, 85,20 gr NaCl 500
ml distile suda c¢ozilir. 370 ml 1 M HCI eklenerek pH: 7,6’ya getirilip 1 It’ye
tamamlanir. (1 ml TBS 100 ml distile suyla diliie edilerek kullantlir.)
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2.1.3. Kullanilan Cihazlar

o Etlv

. -20°C’lik derin dondurucu ve buzdolabi
o pH-metre

o Vortex

J Duduklu tencere

o Isitici

. Hassas terazi

. Istk mikroskobu

o Fotograf makinesi

2.2. Kullanilan Metot

2.2.1. Immunohistokimya Yoéntemi

I. Basamak, Dokularin Deparafinizasyonu

1) Etlvde 70°C’da 1 saat bekletildi.
2) Isinmis ksilolde yarim saat bekletildi.

3) Etlivden cikarildiktan sonra soguma islemi i¢in oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi.

4) %90’lik alkolde 1dakika
5) %70’lik alkolde 1dakika
6) %50’lik alkolde 1dakika
7) Distile suda 1-2 dakika bekletildi.
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I1. Basamak

1) H,0O, blokaji ile endojen peroksidaz aktivasyonunun inhibisyonu igin
solusyonda 10 dakika bekletildi.

2) Cesme suyunda 5 dakika bekletildi.
3) Antijen Retrival Solusyonu iginde didukli tencerede 3 dakika kaynatildi.

4) Non spesifik boyanma inhibisyonu icin “Protein Block Solution” 10
dakika uygulandi.

5) Primer antikor uygulandi (60 dakika)

6) TBS ile 3 defa yikama yapildi ve her yikama 5 dakika bekletildi.
7) Sekonder antikor uygulandi (15 dakika)

8) TBS ile yikandi (3x5 dakika)

9) Streptavidin-peroksidaz kompleksi uygulandi (20 dakika)

10)  TBS ile yikandi (3x5 dakika)

11) 10 dakika DAB uygulandi.
12) 1 dakika distile suda bekletildi.

I11. Basamak: Hematoksilen Boyamasi

1) Hematoksilende 1 dakika

2) Distile suda 1dakika

3) %50’lik alkolde 1 dakika

4) %70’lik alkolde 1 dakika

5) %90’k alkolde 1 dakika

6) Absoli alkol-ksilolde 1dakika
7) Ksilolde 10 dakika

Poly-L-lysin kaph lamlara alinan doku Kkesitleri deparafinizasyon isleminden
sonra immunohistokimya (IHC) yontemi ile GSTZ1 (1:500), GSTM1 (1:100) ve
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p53 (1:300) antikorlari bolim 2.2.1.’de ayrintili olarak acgiklanan isleme gore
boyandi. IHC uygulanan preparatlar 1stk mikroskobunda boyanma siddetine
bakilarak degerlendirme yapildi ve fotograflar cekildi. Degerlendirme boyanma
siddeti icin; boyanma olmamasi durumu (0), hafif boyanma (+1), orta siddette

boyanma (+2), siddetli boyanma (+3) seklinde degerlendirme yapildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. GST izozimleri ve p53’Un Mide Kanserindeki Normal ve Tumorla

Dokularda Protein ifadelerinin Sonuclari

3.1.1. GSTM1 lzozimlerinin Mide Kanserindeki Normal ve Tumoérli
Dokulardaki ifadesi

Mide Adenokanserli dokularda GSTM1 izozimlerinin  ekspresyonlarinin
immunohistokimya sonuglarina baktigimizda; GSTM1 izoziminin metastatik
dokularda 17 hastada (%53), normal dokularda 7 hastada (%21) protein ifadesinin
oldugu ve metastatik dokularda normal dokulara oranla fazla ekspresyonun (yaklasik

2,52 kat) gerceklestigi goraldu (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. GSTM1 izozimlerinin Mide Kanserindeki Normal ve Tumorli
Dokulardaki ifadesi

Doku Tipi GSTM1
Tumor 0,53+0,10%
(n=32) (0-2)°
Normal 0,21+0,07
(n=32) (0-1)

T/N* 2,52
P value**
0,0484

Boyanma skorlari, ayni hastalara ait normal mide adenokarsinomlu ve normal hiicrelerin boyanma
siddetine gbre hesaplanmistir. Buna goére 0; protein ifadesi gorulmeyen, 1; hafif siddette protein
ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirilmistir.
Normal ve Tumorli dokular arasindaki protein ifadelerin farkhiliklari Mann-Whitney U Test ile
9%95’lik guvenilirlik diizeyinde incelenmistir.

** P deg@eri 0,05” den kiiclik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmektedir.

*: Tumorli / Normal orani

a: ortalama degertstandart hata, b: minimum ve maksimum boyama siddeti
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normal hiicre tiimorlii hiicre

A B

Sekil 3.1. Mide normal dokulari ve mide adenokarsinomlu dokularda
immunohistokimyasal GSTML1 proteini (A: Mide normal dokuda +1
siddetinde GSTML proteinin ifadesi, 200X, B: Mide Adenokarsinomlu
dokuda +2 siddetinde GSTML1 protein ifadesi 200X,)

3.1.2. GSTZ1 lizozimlerinin Mide Kanserindeki Normal ve Tumoérli
Dokulardaki ifadesi

Mide Adenokanserli dokularda GSTZ1 izozimlerinin  ekspresyonlarinin
immunohistokimya sonuclarina  baktigimizda; GSTZ1 izoziminin metastatik
dokularda %1.56, normal dokularda ise %1.21 oraninda protein ifadesinin oldugu ve
metastatik dokularda normal dokulara oranla ¢ok az miktarda fazla ekspresyonun
gerceklestigi goruldi (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. GSTZ1 izozimlerinin Mide Kanserindeki Normal ve Timorli
Dokulardaki ifadesi

Doku Tipi GSTZ1
Tumor 1,56%0,18
(n=32) (0-3)
Normal 1,21+0,08
(n=32) (0-2)

T/N* 1,28
P value**
0,1014

Boyanma skorlari, ayni hastalara ait normal mide adenokarsinomlu ve normal hiicrelerin boyanma
siddetine gdre hesaplanmistir. Buna gore 0; protein ifadesi gorilmeyen, 1; hafif siddette protein
ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirilmistir.
Normal ve Tumorli dokular arasindaki protein ifadelerin farkhiliklari Mann-Whitney U Test ile
%95’lik guvenilirlik diizeyinde incelenmistir.

** P degeri 0,05’den kiiglik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmektedir.

*: Tumorld / Normal orani,

a: ortalama degerzstandart hata, b: minimum ve maksimum boyama siddeti

normal hiicre tiimorlii hiicre

y

A B

Sekil 3.2. Mide normal dokulart ve mide adenokarsinomlu dokularda
immunohistokimyasal GSTZ1 proteini (A: Mide normal dokuda +2
siddetinde GSTZ1 proteinin ifadesi, 200X, B: Mide Adenokarsinomlu
dokuda +3 siddetinde GSTZ1 protein ifadesi 200X,)

23



3.1.3. p53’iin Mide Kanserinde Normal ve Tiimorlii Dokulardaki ifadesi

Mide Adenokanserli dokularda p53 ekspresyonlarinin  imminohistokimya
sonuclarina baktigimizda; p53’in metastatik dokularda %1.81, normal dokularda ise
% 0.43 oraninda protein ifadesinin oldugu ve metastatik dokularda normal dokulara

oranla fazla miktarda ekspresyonun gerceklestigi gortldu (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. p53’iin Mide Kanserindeki Normal ve Tumérlii Dokulardaki ifadesi

Doku Tipi p53
Tumor 1,81+0,17
(n=32) (0-3)
Normal 0,43%0,08
(n=32) (0-1)

T/N* 4,2
P value**
0,0000

Boyanma skorlari, ayni hastalara ait normal mide adenokarsinomlu ve normal hiicrelerin boyanma
siddetine gdre hesaplanmistir. Buna goére 0; protein ifadesi gorilmeyen, 1; hafif siddette protein
ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirilmistir.
Normal ve Tumorli dokular arasindaki protein ifadelerin farkhiliklari Mann-Whitney U Test ile
%95’lik guvenilirlik diizeyinde incelenmistir.

** P deg@eri 0,05den kiiciik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmektedir.

*: TUmorll / Normal orani

a: ortalama degerzstandart hata, b: minimum ve maksimum boyama siddeti
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Sekil 3.3. Mide normal dokulart ve mide adenokarsinomlu dokularda
immunohistokimyasal p53 proteini (A: Mide normal dokuda +1
siddetinde p53 proteinin ifadesi, 200X, B: Mide Adenokarsinomlu
dokuda +3 siddetinde p53 protein ifadesi 200X,)
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4. TARTISMA VE SONUC

Kanser, dinya genelinde ani 6lumlerden sonra insan hayatini etkileyen nedenlerin
basinda yer almaktadir. Gelisen teknoloji ve bilimsel calismalar i1siginda her ne kadar
bu insan hayatini olumsuz sekilde etkileyen hastalia careler aransa da heniiz
gunimz bilim ve teknolojisi bu konuda yetersiz kalmaktadir. Bunun baslica sebebi;
bu hastaligin olusumunda molekiler karmasanin iyi derecede aydinlatilamiyor
olmasidir. Fiziksel, kimyasal ve biyolojik karsinojenler gibi cevresel faktorlere
maruziyet ve kanser olusumunda gorevli genlerin (onkogenlerin) aktivasyonunun
yani sira, bu genlerin inhibisyonunu saglayan tumor suprassor genlerin inaktivasyonu
gibi baslica nedenler kanser mekanizmasinda aydinlatilmaya ¢ahisiimaktadir.
Tedaviye yonelik bu arastirmalar arttikca gelinen noktada her defasinda yapilan ve
bulunan bir etyolojik faktor, tedaviden ziyade bu hastaligin komplike yapisini
aydinlatmakta ve hedefe ulasmayi zorlastirmaktadir. Kanser mekanizmalarinin
aydinlatiimasina yonelik calismalarda, 6zellikle molekuler diizeyde hedef genler ve
proteinler Gzerine yapilan ¢alismalardan ziyade, hiicrenin, esasinda farkli islevler igin
urettigi gen ve proteinlerinin de bu hastaligin mekanizmasinda gorev aldigi artik
bilinmektedir. Ozellikle detoksifikasyon ve ilag metabolizmasinda, hiicre ici
immunite gibi dogrudan kanser olusumunda gorev almayan ancak yapisal bozulmalar
sonucunda da kansere yol acan gen ve proteinler ile bunlarin metabolizmasi da

kanser olusum nedenleri arasinda gosterilmektedir.

Mide kanseri Avrupada gorilme sikligi akciger, prostat, kolorektal ve mesane
kanseri ardindan en ¢ok gorulen 5. Kanser turtudur [56]. Her yil Avrupa’da 193 bin
yeni vaka gorulmektedir [57]. Bunlarin %23’ malignant neoplasm asamasinda tespit
edilmektedir [58]. Bu degerler baz alindiginda mide kanserinin Avrupa’da cinsiyet
odakli oransal dagilimi erkek:kadin;1.6:1 “dir [57]. Mide kanseri Ingiltere’de her 5
yilda %5 artis gostermektedir [59]. italyada her iki cinsiyet icin 6lim oraninda bir
duslis gozlenmektedir; ancak yeni vaka orani cinsiyet bazinda %3-5 oraninda
artmaktadir [60]. Diinya genelinde erkeklerde 34.1/100000 ve kadinlarda 6.1/100000
goraltr. Bu oranlar Turkiye’yi de iceren Avrupa odakli verilerde artmaktadir.
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Ulkemizde ise Saglik Bakanh§i Kanser Savas Dairesi tarafindan bildirilen verilere
gore 2004-2006 yillari arasi erkek/kadin mide kanseri olgu sayisi 2460/1318 rolatif
frekans %5.9/4.8 gorilme hizi %14.6/7.8 erkeklerde gastrointestinal sistem
kanserleri besinci sirada gelmektedir. Kadinlarda ise gastrointestinal sistem
kanserleri;meme, (rogenital sistem kanserlerinden sonra Ugincu sirada yer
almaktadir. Yine bu verilere gore gastrointestinal sistem kanserleri icinde mide
kanserleri birinci siradadir. Mide kanseri kanseri olusumunda da diger kanserlerde
oldugu gibi karsinojen maddelerin hiicre genetik materyalini mutasyona ugratmasi
sonucu ¢oklu hticre degisimleri gorulir ve kanserli hiicre olusumu gergeklesir. Diger
kanser tirlerinden farkli olarak mide kanserini tetikleyen unsurlardan birisi
h.pilori’dir. Helicobacter pylori, karsinojen oldugu saptanan ilk bakteri olup dinya
nifusunun yarisindan fazlasinda midede kolonize olan bir patojendir. Gastrit ve
gastrik ulser, duodenal dlser, kanser, primer gastrik B-htcreli lenfoma (MALT
lenfoma) gibi gastritle iliskili hastaliklarin en énemli nedenidir [61]. Helicobacter
pylori suslarinin cogu inflamasyon ve Klinik ile iliskisi kesin olarak gosterilmis bazi
sitokinler salgilarlar. VacA (vacuolating cytotoxin), Cag-PAI (Cytotoxin associated
gene pathogeniticy Island) ve IceA gibi virilansla ilgili patojenite adaciklarina sahip
olduklarit belirlenmistir [61,62]. Hem duodenal ulser hem de mide kanserinde
Cag+’liginin riski artirici faktor oldugu bilinmektedir [61,62]. Helicobacter pylori
enfeksiyonunun tedavisi Glser iyilesmesi ve gastrik kanser gelisim riskinin

azalmasiyla sonuclanmaktadir [61].

Cevresel faktorlerden baska Ozellikle calismaya konu olan enzimlerde gorilen
metabolik enzim polimorfizmleri kanserlerin molekdler patogenezinde sorumludur.
Ailesel yatkinhga neden olan genetik degisiklikler, o6zellikle kanserojenlerin
aktivasyonunda ve detoksifikasyonunda rol alan enzimlerden sorumlu genlerde
ortaya cikmaktadir. Bu konu ile ilgili olarak GSTM1, GSTT1 ve GSTP1
enzimlerinin gen polimorfizmlerinin incelendigi pek c¢ok calisma bu durumu
kanitlamaktadir [63]. Bunlarin yani sira hiicrede DNA tamir enzimlerinde gorulen
polimorfizmler, p53 gen mutasyonlari mide kanserlerinin olusumunun diger

molekiler patogenizini olusturur.
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Karsinojenik etkilerden hucrenin korunmasinda detoksifikasyon mekanizmalarinin
biyltk 6nemi vardir. Detoksifikasyon (biotransformasyon), ksenobiyotikler (toksik
maddeler, metabolitler, epoksidler) gibi zararli maddelerin cesitli enzim ya da
molekdller yardimi ile zararsiz hale getirilerek vicuttan disari atilimini saglama
mekanizmalaridir. Bu mekanizmalarda gorev alan enzimler ya da molekdller de bu
hayati olguyu desteklemektedirler. Glutatyon S-Transferaz enzim ailesi,
detoksifikasyon metabolizmasinda, ksenebiyotiklerin zararh etkilerini zararsiz hale
getirerek vicuttan elemine edilmesini saglayan Faz Il reaksiyonlarini olusturan bir
enzim sistemini olusturur. Ayni zamanda ilag metabolizmasinda ve hicre igi
oksidatif hasarin giderilmesinde 6nemli gorevleri bulunan Faz Il reaksiyonlarini
katalizleyen GST enzimleri, reaktif ara driinlerin detoksifikasyonunu saglayarak
hlcrenin kanser, nekroz, doku hasari, hicre ve DNA hasari gibi etkilerden

korunmasini saglar.

Bu bilgiler 1siginda literatuirde, kanser olusumunda, gerek normal hiicre ici antioksan
aktivite, gerek ilac metabolizmasinda ila¢ direncliligi, gerek detoksifikasyon
metabolizmasi gibi cogu calismalarda bu enzim ailesinin rolleri agiklanmistir. Ne
yazik ki GST mu ve zeta izozimlerinin kanser olusumundaki rolleri tam olarak

calisiimamuistir.

Yapilan tez calismasinda, mide kanserinin olusmasinda ve gidisatinda biyuk bir rol
oynayan glutatyon-S-trasferaz (GSTs) mu ve zeta izozimlerinin dagilimlari
immunhistokimya metoduyla ¢alisiimistir. GSTM1 ve GSTZ1 izozimlerinin benign
ve karsinom hicrelerindeki dagilimlari tespit edilmis ve kanser biyolojisindeki roli
ve klinikte kullanilmasi degerlendirilmistir. Ayrica GST mu ve zeta izozimlerinin
benign ve karsinom hucrelerindeki dagilimlariyla hastaya ait klinik parametreleri
(yas, cinsiyet, timor evre ve derecesi) istatistiksel olarak karsilastiriimistir.

2005 yilinda yapilan bir calismada gastrik kanser ile ilgili hipermetilasyonu olan
genler arastirilmistir. hMLH1 (humanmutL homolog) MGMT, GSTP1 genlerinin
hipermetilasyonu gastrik kanserli hastalarda kontrol grubuna gére anlamli oranda

daha sik olarak saptanmistir. Bu calismada mide kanserli hastalarda GSTP1
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saptanma orani %7°dir. Yine ilgin¢ olarak hipermetile genlerin kadinlarda erkeklere
gore daha sik oldugu saptanmistir [64].

Lieshout ve arkadaslari 1999 yilinda vyaptiklari calismada GSTA ve GSTP
izozimlerini immunohistokimyasal metotla calismis ve normal gastrointestinal
dokusunda (epitelinde) negatif ve 75% e kadar pozitiflik, barret epitelinde 75% ile
100 arasinda, adenocarcinoma 25% ile 100% arasinda, sukuamoz hiicreli karsinomda

27% ile 91% arasinda ekspresyon goéstermistir [65].

Ada ve arkadaslari 2013 vyilinda yaptiklari calismalarinda GSTO1 izoziminin
immunohistokimya yontemiyle insan normal dokularda dagilimlarina bakmislardir.
Karacigerde, makrofajlarda, glia hicrelerinde, meme miyoepitel hicrelerinde kolon
ndroendokrin, hepatosit, safra, pankreas epitelinde, tiroid folikiler ve C- hiicrelerinde
ekspresyon oldugunu gostermislerdir. Bu bulgular GSTO1’in bu dokularda

fonksiyonunun oldugunu géstermistir [66].

Oguztizin ve arkadaslari 2013 yilinda yaptiklari ¢alismada tiroid 15 Folikuller
Adenokarsinom, 16 Tiroid Papiller Karsinom (TPK) ve 27 Noduler Hiperplazili(NH)
hastanin GSTO1 ve GSTK1 protein ekspresyonlarini immunohistokimyasal olarak
incelemislerdir. NH’l1 hastalarin %81.48, FA’lI hastalarin %80 ve TPK’li hastalarin
%60’Iinda GSTOL’in eksprese olduklarini ve GSTK1 izoziminin ise NH’li hastalarin
%48,14’(inde, FA’lI hastalarin %60°inda ve TPK’li hastalarin %87,5’inde ekprese
oldugunu gostermislerdir. GSTOL izoziminin TPK’li hastalarin dokularinda, FA’li
hastalara oranla 1,91 (p=0,0023<0,05); NH’li hastalara oranla 2,1 Kkat
(p=0,0003<0,05) daha fazla eksprese oldugu; GSTKL1 izoziminin TPK’li hastalarin
dokularinda, FA’l hastalara oranla 2,08 (p=0,011<0,05); NH’l hastalara oranla 3,73
kat (p=0,0002<0,05) daha fazla eksprese oldugu istatistiksel olarak anlamli
bulunduklarini bildirmislerdir [67].

2013 yilinda Moran ve ark. tarafindan yapilan bir baska calismada gastrointestinal

kanserlerinden 40 mide adenokarsinomlu ve kolonda adenokanserli dokularda Il. Faz

enzimlerinden enzimlerinin; GSTP1 ve GSTT1 izoenzimlerinin
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immunohistokimyasal yontemle protein ekspresyonlarina bakilmistir. Bu hastalarin
%77,5’inde GSTP1, %95’inde GSTTL1 izozimlerinin timorlt ve normal dokularinin
birinde ve ya her ikisinde eksprese oldugunu gdzlemlemislerdir. Timorlt ve normal
dokularda GST izozimlerinin ekspresyon farkliliklari incelendiginde; Mide
Adenokarsinomlu hastalarin timorli dokularinda normal dokularina oranla GSTP1
ve GSTT1 izozimlerinin daha fazla eksprese oldugu (p=0,048;0,0006<0,05)
istatistiksel olarak anlamli bulmuslardir. Ayrica 47 kolon kanserli hastalarda
%97,87’sinde GSTP1 ve %87,23’(inde GSTT1 izozimlerinin timorli ve normal
dokularinin birinde ve ya her ikisinde de eksprese oldugu gormuslerdir. Ayrica
Kolon Adenokarsinomlu hastalarin dokularinda izozimlerin tamaminin timorli
dokularda normal dokulara oranla ekspresyonlarinin daha fazla oldugu istatistiksel
olarak anlamh bulunmus (p=0,00;0,00<0,05). Hasta dokularinda izozimlerin
ekspresyon dereceleri ile hastalarin cinsiyeti arasinda yapilan iliski analizine gore
kolon kanserli hastalarda GSTP1 izoziminin kadinlarda erkeklerden daha fazla
eksprese olurken (p=0,02<0,05); GSTP1 izoziminin ekspresyonu ile hastalarin sigara
icim sayilari arasinda pozitif yonde %37’lik distk dizeyde iliski oldugu gortlmastar
(p=0,011, r=0,367) [68].

Ali-Osman ve arkadaslarinin 1997 yilinda yaptigi bir ¢calismada GSTP1 promotor
hipermetilasyonu ve ekspresyon inaktivasyonu prostat kanseri, hepatoseliler

karsinom ve mide karsinomunda saptanabilmektedir [69].

Mide kanserlerinde hipermetilasyonu saptanan genler mevcuttur ancak GSTP1 ile
yapilan calisma sayisi ¢ok sinirhdir.  Lee ve arkadaslarinin 2002 yilinda yaptigi
calismada mide kanserli hastalarda DAP-kinaz, E-kadherin, GSTP1, p15 ve pl6
genlerinin promotor metilasyonu arastiriimistir. Sirasiyla %70,3; %75,9; %18,5;
%68,5; %66,7 olarak saptanmistir. Kontrol grubunda gen metilasyonu
saptanmamistir. Calismanin ikinci asamasinda DNA hipermetilasyonu hastalarin
serumunda tekrarlanmis, GSTP1 pozitif grubun serumda saptanma orani %80 gibi
yuksek oranda bulunmustur. Kontrol grubu serumunda ise DNA metilasyonu
saptanmamistir [70].
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2005 yilinda Hong ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada gastrik kanser ile ilgili
hipermetilasyonu olan genler arastiriimistir. AMLH1 (humanmutL homolog) MGMT,
GSTP1 genlerinin hipermetilasyonu gastrik kanserli hastalarda kontrol grubuna gore
anlamli oranda daha sik olarak saptanmistir. Bu calismada mide kanserli hastalarda
GSTP1 saptanma orani %7°dir. Yine ilgin¢ olarak hipermetile genlerin kadinlarda
erkeklere gore daha sik oldugu saptanmistir [71].

Simsek ve arkadaslarinin 2018’de yaptiklari insan gastrik timori ve timoér olmayan
dokulardaki CYP ve GST izozimlerinin ekspresyonlari calismasinda, 40 gastrik
kanser hastasinda, timorlu ve timor periferinde bulunan normal dokularinda
sitokrom P450 1Al (CYP1Al), CYPB1, CYP2ELl ve glutatyon S-transferaz P1
(GSTP1), GSTT1, GSTO1, GSTK1 izozimlerinin imminohistokimyasal boyanma
Ozellikleri arastirilmistir. Gastrik kanserli dokularda CYP1B1, GSTT1, GSTO1 ve
GSTK1 ekspresyonlarinin normal dokulara oranla daha fazla oldugu istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p< 0,05). Fakat, CYP1Al, CYP2E1l ve GSTP1
ekspresyonlarinin normal dokulara oranla daha az oldugu istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p< 0,05). Calisilan CYP ve GST izozimlerinin ekspresyonlari ile yas
ve cinsiyet arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir (p> 0,05).
Gastrik adenokarsinomali hastalarda, CYP1B1, GSTO1, GSTT1 ve GSTK1 protein
ekspresyonlari tumorli dokuda, normal gastrik dokulardan daha yiiksek oldugu ifade
edilmistir [72].

Yapilan bu tez calismasinda 32 mide adenokanserli hastanin GSTM1 ve GSTZ1
izozimlerinin ve p53 ekspresyonlari degerlendirilmistir. Mide adenokanserli
dokularinda, GSTM1, GSTZ1 izozimlerinin ve p53 ekspresyonlari normal dokulara
oranla daha fazla oldugu bulunmustur (p=0,0008;0,0000<0,05); (p=0,0000,
0,0000<0,05). Literatiire bakildiginda mide kanserlerinde GSTZ1’in protein
ekspesyonlariyla ilgili herhangi bir calismaya rastlanamamistir. ilk defa bu calismada

mide kanserlerinde GSTZ1’ in protein ekspresyonlari gosterilmistir.

Mide kanserinin gelismesi ve ortaya ¢ikmasi icin literatlirde ortaya cikan yas

ortalamasi bizim gruplarimiz icin de gecerliligini korumaktadir. Bu da mide
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kanserinin agirlikh olarak ileri yaslarda ortaya ¢ikan bir hastalik oldugu hipotezini de

devam ettirmektedir.

Yapilan bu tez calismasinda kullanilan dokular kemoterapi almamis hastalara aittir.
GST izozimlerinden M1 ve Z1’in mide kanserlerinin olusumundaki roli bu
calismayla ilk defa ortaya konmustur. Bu izozimlerin substratlari ve kanser
ilaclarinin  6ncl maddeleri karsilastiriimali  ve substratlarla 6ncti maddelerin
eslesmesi durumunda Karsilasilan ilacin verilmemesi cunk( verilen ilaca karsi
hicrelerin bu enzimler sayesinde bir direng gosterecegi dusinulmektedir. Ayrica
elimizde yeterli hasta sayisi olmadigindan klinik parametreler ve hasta prognozlari
hakkinda net bilgiye ulasilamadigindan bu izozimlerin diger kanser cesitlerinde de
daha fazla hasta grubuyla calisiimasi ve hasta klinik parametreleriyle karsilastirilarak

hastaligin prognozuna katkida bulunulmasi gerektigi dustinilmektedir.

GSTM1 ve GSTZ1 izoziminlerinin mide kanserinin olusumundaki 6nemi bu
calismayla ilk olarak ortaya konmustur. Fakat bu izozimlerin diger kanser
cesitlerinde de daha fazla hasta grubuyla calisiimasi ve hasta klinik parametreleriyle
karsilastirilarak hastaligin prognozuna katkida bulunmasi beklenmektedir.
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