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ÖZET

MİDE KANSERİNDE P53, GSTM1 VE GSTZ1 İZOZİMLERİNİN PROTEİN

EKSPRESYONLARININ İNCELENMESİ

DANIŞMAN, Zuhal

Kırıkkale Üniversitesi

Fen Bilimleri Enstitüsü

Biyoloji Anabilim Dalı, Yüksek Lisans Tezi

Danışman: Prof. Dr. Serpil OĞUZTÜZÜN

Haziran 2018, 41 sayfa

Bu çalışmada, 32 normal ve mide adenokanserli dokuda Glutatyon S-

Transferaz izozimlerinden mu (GSTM1) ve zeta (GSTZ1) ayrıca p53’in protein

ekspresyonları immünohistokimyasal metodla karşılaştırılmıştır. GST ekspresyonu

ve p53 arasındaki ilişki Mann Whitney-U testi ile ve klinik parametrelerle

ilişkisine spearman correlation rank testi ile bakılmıştır. Normal mide ve

adenokanserli mide dokularında GSTM1, GSTZ1 ve p53 ekspresyonları

karşılaştırıldığında mide adenokanserli dokulardaki protein ekspresyonunun yüksek

olduğu istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p < 0,05). GSTM1, GSTZ1 ve p53 ile

klinik parametreler (yaş, cinsiyet) arasında herhangi bir ilişki

bulunamamıştır (p>0,05). GSTZ1 izoziminin az diferansiye, orta diferansiye ve iyi

diferansiye kolon adenokanserli dokularında da istatistiksel olarak anlamlı sonuçlar

bulunmuştur (p<0,05). İyi differansiye kolon tümör hastalarında GSTZ1 ekspresyonu

normal dokuya göre daha fazla bulunmuştur ( p<0,05).

Anahtar kelimeler: Mide Adenokarsinomu, Glutatyon S-transferaz, p53,
İmmünohistokimya
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ABSTRACT

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

DANIŞMAN, Zuhal

Kırıkkale University

Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology, M. Sc. Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Serpil OĞUZTÜZÜN

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
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adenocarcinoma patients, GSTZ1 expression was stronger than normal tissue

( p<0.05).

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

Immunohistochemistry



iv

TEŞEKKÜR

Bu çalışmada beni yönlendiren, destekleyen ve tecrübeleriyle bana yol

gösteren değerli hocam Prof. Dr. Serpil OĞUZTÜZÜN’e teşekkür ederim.

Çalışmalarımın deneysel aşamalarında doku kazanımı ve immunohistokimyasal

sonuçlarımın değerlendirilmesinde bana yardımcı olan Keçiören Eğitim ve Araştırma

Hastanesi Patoloji Uzmanı Doç. Dr. Gülçin GÜLER ŞİMŞEK’e teşekkür ederim.

Tezin belli aşamalarında yardımlarını gördüğüm Dr. Arzu KAYA KOÇDOĞAN’a

teşekkür ederim. Tez çalışmam boyunca sağladıkları imkanlardan dolayı Kırıkkale

Üniversitesi Bilimsel ve Teknolojik Araştırma Laboratuvarları Müdürlüğü’ne

teşekkürlerimi sunarım.

Ayrıca tezimin başlangıcından sonuna kadar hiçbir desteğini esirgemeyen aileme

teşekkür ederim.



v

İÇİNDEKİLER DİZİNİ

ÖZET............................................................................................................................ i

ABSTRACT................................................................................................................ ii

TEŞEKKÜR .............................................................................................................. iv

İÇİNDEKİLER DİZİNİ ............................................................................................ v

ÇİZELGELER DİZİNİ ...........................................................................................vii

ŞEKİLLER DİZİNİ ................................................................................................viii

1.GİRİŞ ....................................................................................................................... 1
1.1. Kanser................................................................................................................ 1

1.2. Mide Tümörleri ve sınıflandırılması ................................................................ 5

1.2.1. Adenokarsinomlar....................................................................................... 6

1.3. Mide Adenokarsinomunun Mikroskobik Özellikleri ........................................ 6

1.3.1. Epitelyal Elemanlar ve düzeyleri ................................................................ 6

1.3.2. Stromal Durumlar ....................................................................................... 6

1.4. Mide Kanseri Etyolojisi ve Patogenez .............................................................. 7

1.4.1. Cinsiyet, Yaş ve Lokalizasyon.................................................................... 7

1.4.2. Genetik........................................................................................................ 8

1.4.3. Sosyoekonomik durum ............................................................................... 8

1.4.4. Diyet............................................................................................................ 8

1.4.5. Sigara Kullanımı ......................................................................................... 8

1.4.6. Meslek......................................................................................................... 9

1.4.7. Radyasyon................................................................................................... 9

1.4.8. Helicobacter pylori gastriti ......................................................................... 9

1.4.9. Toksik Maddelerin Metabolizması ............................................................. 9

1.4.10. Glutatyon-S-Transferaz .......................................................................... 10

1.4.11. Glutatyon-S-Transferazların Sınıflandırılması ....................................... 12

1.4.11.1. Mü Sınıfı Glutatyon-S-Transferazlar .............................................. 13

1.4.11.2. Zeta Sınıfı Glutatyon-S-Transferazlar............................................. 13

1.4.12. Kemoterapide İlaç Direnci ve Glutatyon-S-Transferaz İlişkisi .............. 14

1.4.13. p53 ve mide kanseri ............................................................................... 14



vi

1.4.14. Çalışmanın Amacı................................................................................... 15

2. MATERYAL VE YÖNTEM............................................................................... 16
2.1. Materyal........................................................................................................... 16

2.1.1. Materyalin Temini ve Hazırlanışı ............................................................. 16

2.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler ................................................................. 17

2.1.2.1. Çözeltilerin Hazırlanışı ..................................................................... 17

2.1.3. Kullanılan Cihazlar ................................................................................... 18

2.2. Kullanılan Metot.............................................................................................. 18

2.2.1. İmmünohistokimya Yöntemi .................................................................... 18

3. ARAŞTIRMA BULGULARI.............................................................................. 21

3.1. GST izozimleri ve p53’ün Mide Kanserindeki Normal ve Tümörlü Dokularda
Protein İfadelerinin Sonuçları ................................................................................ 21

3.1.1. GSTM1 izozimlerinin Mide Kanserindeki Normal ve Tümörlü
Dokulardaki İfadesi............................................................................................. 21

3.1.2. GSTZ1 izozimlerinin Mide Kanserindeki Normal ve Tümörlü
Dokulardaki İfadesi............................................................................................. 22

3.1.3. p53’ün Mide Kanserindeki Normal ve Tümörlü Dokulardaki İfadesi ..... 24

4. TARTIŞMA VE SONUÇ..................................................................................... 26

KAYNAKLAR ......................................................................................................... 33



vii

ÇİZELGELER DİZİNİ

ÇİZELGE Sayfa

1.1. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) bölgesi veya gelişmişlik düzeyine göre her iki
cinsiyet için tahmini ve öngörülen tüm kanser vaka ve ölüm sayıları (milyon
cinsinden)……….……………………..................................................................3

1.2. Mide Tümörleri .....................................................................................................5

2. 1. Hastalara ait klinik parametreler.........................................................................16

3.1. GSTM1 İzozimlerinin Mide Kanserindeki Normal ve Tümörlü Dokulardaki
İfadesi...................................................................................................................21

3.2. GSTZ1 İzozimlerinin Mide Kanserindeki Normal ve Tümörlü Dokulardaki
İfadesi...................................................................................................................23

3.3. p53’ün Mide Kanserindeki Normal ve Tümörlü Dokulardaki
İfadesi...................................................................................................................24



viii

ŞEKİLLER DİZİNİ

ŞEKİL Sayfa

1.1. Kadınlarda En Sık Görülen Kanserlerin Toplam Sayısı ve Yüzde Dağılımları... 4

1.2. Erkeklerde En Sık Görülen Kanserlerin Toplam Sayısı ve Yüzde Dağılımları…4

1.3. GST enzimlerinin katalizlediği ksenobiyotik mekanizması …………..……….12

3.1. Mide normal dokuları ve mide adenokarsinomlu dokularda

immunohistokimyasal GSTM1 proteini..............................................................22

3.2. Mide normal dokuları ve mide adenokarsinomlu dokularda

immunohistokimyasal GSTZ1 proteini...............................................................23

3.3. Mide normal dokuları ve mide adenokarsinomlu dokularda

immunohistokimyasal p53 proteini.....................................................................25



1

1. GİRİŞ

1.1. Kanser

Kanser, bazı etkilerle değişikliğe uğramış hücrelerin, vücudun bir organ veya

dokusunda kontrolsüz ve düzensiz bir şekilde çoğalması ile karakterize edilen bir

hastalıktır [1]. Bu hastalık kendini göstermesi, gelişimi ve sonuçları açısından bir

hastadan diğerine çok değişken olan karmaşık bir olgudur. Aynı heterojenlik ve

çeşitlilik hücresel ve moleküler düzeyde de kendini gösterir. Kanser, hücrelerin aşırı

ve zamansız çoğalmalarına, immün sistemin gözetiminden kaçmalarına ve sonuç

olarak da uzaktaki dokuları da istila ederek metastazlar oluşturmalarına yol açan

metabolik ve davranışsal değişiklikler geçirdikleri, çok basamaklı bir süreçtir [2].

Dünya Sağlık Örgütü raporuna göre; kanserler, dünya çapında yılda 7,6 milyon

ölümden sorumludur ve bu ölümlerin yaklaşık 736.000’i mide kanserinden

kaynaklanmaktadır. Ülkemizde ise; mide kanseri bayanlarda meme kanseri ve

erkeklerde akciğer kanserinden sonra ikinci sıklıkta görülen kanser türüdür.

Türkiye’de yapılan bir çalışmada mide kanseri tanı alma yaşı ortalama 57 yaş ve

kadın erkek oranı 1/2 bulunmuştur. Bölgelerin karşılaştırılması ile ülkemizin doğu

bölgesinde kanser tanısı alan hastaların sosyoekonomik durumu batı bölgesine göre

daha düşük bulunmuştur [3].

Pek çok kanser hücresi kanser tipine bağlı olarak moleküler ve biyokimyasal

özelliklere sahiptir. Bu özellikler, büyümeyi inhibe eden sinyallere duyarsızlık,

apoptozisten kaçınması, büyüme sinyallerine karşı kendi kendine yetmesi, sınırsız

kopyalanma potansiyeli, angiogenezin sürdürülmesi, doku invazyonu ve metastazı

kapsamaktadır [4].

Hücreler doğar, gelişir ve ölürler. Bu olay genetik bir kontrol altındadır. Bu

kontrolün, kalkması ile dengenin bozulması sonucu, ya çok sayıda oluşmaları ya da

oluşan hücrelerin ölmemeleri sonucu çoğalan hücreler tümör dokusunu oluşturur.
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Hücrelerdeki bu olayların gelişmesine neden olan birçok kanser yapıcı (kanserojen)

madde vardır [5].

Kanser aynı zamanda neoplazma olarak adlandırılan tümörleri oluşturan anormal

hücrelerin kontrolsüz bir şekilde büyümesi olarak ta tanımlanmaktadır. İki çeşit

tümör bulunmaktadır. Bunlar; vücutta yayılan yani metastaz özelliğine sahip malign

(kötü huylu) tümörler ve vücutta yayılmayan benign (iyi huylu) tümörlerdir [6].

Kansere neden olan etmenleri sınıflandıracak olursak karsinojenler; fiziksel

karsinojenler (güneş ışınları, UV, radyasyon vb.), kimyasal karsinojenler (polisiklik

aramotik hidrokarbonlar, nitrozaminler, asbest, radon, alkol, sigara vb.) ve biyolojik

karsinojenler (virüsler, hormonal bozukluklar, ailesel genetik yatkınlık, mutasyonlar,

onkogenler vb.) üç ana grupta toplamak mümkündür. Bu etkilere maruziyet sonucu

kanser; başlama (initiation), gelişme (promotion) ve ilerleme (progresyon) olmak

üzere üç aşamada gerçekleşir [7].

Dünya genelinde farklı toplumlar farklı kanser türleriyle farklı oranlarda karşılaşırlar

ve bu oranlar zamanla değişim gösterir. Yaygın biçimde insanlarda görülen

kanserlerin % 80‟e varan bir oranının, hatta belki % 90‟ının, beslenme, sosyal ve

kültürel alışkanlıklar da dâhil olmak üzere yaşam tarzı boyutlarını da içerecek

biçimde tanımlandığı çevresel etkenlerden kaynaklandığına inanılmaktadır. Küresel

kanser yükü geçtiğimiz 30 yılda iki kattan fazla artmıştır. 2008’de 12 milyon yeni

kanser vakasının teşhis edildiği, kanserden kaynaklanan 7 milyon ölümün

gerçekleştiği ve kanserli 25 milyon kişinin halen hayatta olduğu tahmin edilmektedir.

Dünya nüfusunun devam eden artışı ve yaşlanması kanser yükü üzerinde de büyük

değişikliklere yol açacaktır. 2030’a gelindiğinde 27 milyon kanser vakası, kanserden

kaynaklanan yılda 17 milyon ölüm ve son beş yıl içinde kanser tanısı konmuş 75

milyon kişi rakamlarına ulaşacağı kestirilmektedir. Her iki cinsiyet için tahmini ve

öngörülen tüm kanser vaka ve ölüm sayıları Çizelge 1’de verilmiştir [8].
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Çizelge 1.1. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) bölgesi veya gelişmişlik düzeyine göre

her iki cinsiyet için tahmini ve öngörülen tüm kanser vaka ve ölüm

sayıları (milyon cinsinden) [9]

Bölge 2008 2030* 2030**

Vakalar Ölümler Vakalar Ölümler Vakalar Ölümler

Dünya 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 5,5 3,4

Doğu 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 1,9 3,7 2,6

Batı Pasifik 3,7 2,6 6,1 4,4 8,1 5,9

*: Şu andaki oranlarda bir değişme olmazsa; **: Yıllık % 1’lik oran artışı olursa.

Türkiye’de ise erkeklerde akciğer, mesane ve mide kanserleri, kadınlarda ise meme

kanseri ve kolorektal kanserler daha sıklıkla izlenmektedir. Türkiye İstatistik Yıllığı

2015 verilerine göre, cinsiyete göre toplam kanser insidansı 2009 yılında; yüz bin

nüfusta kadınlarda 173 iken, erkeklerde 270 dir [9]. Kadınlarda ve erkeklere en sık

görülen kanserlerin toplam sayısı ve yüzde dağılımları Şekil 1.1 ve Şekil 1.2’de

verilmişir [9].
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Şekil 1.1. Kadınlarda En Sık Görülen Kanserlerin Toplam Sayısı ve Yüzde

Dağılımları [9].

Şekil 1.2. Erkeklerde En Sık Görülen Kanserlerin Toplam Sayısı ve Yüzde

Dağılımları [9].
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1.2. Mide Tümörleri ve sınıflandırılması

Mide tümörleri malign ya da benign ve bunlar histopatolojik özelliklerine göre

sınıflanabilir (Çizelge 2) [10]. Mide malign tümörlerinin yaklaşık %90 kadarı

adenokarsinomlardır. Non-Hodgkin lenfomalar ve leiyomyosarkomlar geri kalan

%10’luk dilimi oluşturur [11,12].

Çizelge 1.2. Mide Tümörleri [10]

EPİTELYAL TÜMÖRLER EPİTELYAL OLMAYAN TÜMÖRLER

İntraepitelyal Neoplazi-Adenom Leiyomyom

Karsinom Schwannom

Adenokarsinom

İntestinal tip, Diffüz tip
Granüler hücreli tümör

Papiller adenokarsinom Leiomyosarkom

Tubuler adenokarsinom Glomus tümör

Müsinöz adenokarsinom Gastrointestinal stromal tümör

Taşlı yüzük hücreli karsinom Kaposi sarkom

Adenoskuamöz karsinom Diğerleri

Skuamöz hücreli karsinom Malign lenfomalar:

Küçük hücreli karsinom Marjinal zon B hücreli lenfoma

İndiferansiye karsinom Mantle hücreli lenfoma

Karsinoid tümör (iyi diferansiye

endokrin neoplazm)
Diffüz büyük B hücreli lenfoma
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1.2.1. Adenokarsinomlar

Lauren sınıflamasına göre Adenokarsinomlar histolojik olarak 2 gruba ayrılır: 1-

intestinal tip (diferansiye): gland benzeri tubüler yapılar oluşturan, koheziv

neoplastik hücrelerden oluşur ve genellikle ülser meydana getirir. 2-diffüz tip

(indiferansiye): hücre kohezyonu yoktur, mide duvarı belirgin bir kitle

oluşturmaksızın infiltre olur ve kalınlaşır [11, 12]. Mide kanserlerini intestinal ve

diffüz olarak sınıflamak epidemiyoloji, etiyoloji, patogenez ve klinik davranış

bakımından farklılıklar göstermesi açısından önemlidir. Bu sınıflama aynı zamanda

cerrahi yöntemi de etkiler, özellikle tümörün rezeksiyonu gerektiğinde cerrahi

sınırlarda güvenlik sınırını belirlemek için gereklidir [12]. İntestinal tip erkeklerde ve

daha yaşlı gruplarda daha sıkken, diffüz karsinomlar ise genç yaş gruplarında daha

sıktır. Kadın ve erkekte görülme oranı eşittir [11].

1.3. Mide Adenokarsinomunun Mikroskobik Özellikleri

1.3.1. Epitelyal Elemanlar ve düzeyleri

Mide adenokarsinomları taşlı yüzük hücreli karsinom hariç olmak üzere yapısal

olarak iyi, orta ve az differansiye olmak üzere üç gruba ayrılır. Tümörün

differansiyasyon derecesi bez yapılarını taklit edebilme derecesi ile orantılıdır. İyi

differansiye tümörler büyük ölçüde bez yapıları içerir. Orta dercede differansiye

tümörlerde düzensiz bezler ve kribriform yapılar bulunur. Az differansiye tümörler,

çok az miktarda bez benzeri yapı oluştursalar da daha çok tümör kordonlar veya tek

hücre infiltrasyonları meydana getirir. Differansiyasyon kötüleştikçe atipik mitoz

oranı fazlalaşmaktadır [13].

1.3.2. Stromal Durumlar

Mide adenokarsinomlarda dört farklı stromal durum görülür. Bunlar; desmoplazi,

stromal eozinofili, lenfositik infiltrat ve granülomatöz yanıttır [13].
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1.4. Mide Kanseri Etyolojisi ve Patogenez

Mide kanseri farklı epidemiyolojik ve prognostik özellikler gösteren iki ayrı

patolojik duruma ayrılmaktadır. İntestinal tip adı verilen ilk durum, primer olarak

midenin distal bölümünü tutan ve intestinal bezlere benzeyen tübüler yapılardan

oluşmuş kitlesel tümörlerle kendini gösterir. Epidemiyolojik olarak intestinal tip

kanser, çevresel ve diyetsel faktörlerle belirgin şekilde ilişkilidir. Bu tip, mide

kanseri yönünden yüksek riskli bölgelerde görülen başlıca mide kanseri türü olup,

progresif multifokal atrofik gastrit ve intestinal metaplazi süreçlerinden geçerek

ortaya çıkmaktadır. Yaşlı bireylerde ve sosyoekonomik düzeyi düşük

populasyonlarda daha sıklıkla görülür. Erkek/kadın oranı 2/1’dir [14,15]. Diffüz tip

kanser ise glanduler ya da düktüler yapı oluşturmaksızın birbirlerinden ayrı duran,

çoğunluğu müsinöz tipte malign hücre tabakalarından oluşmuştur. Diffüz tip kanser,

intestinal tipin tersine midenin proksimalinde yerleşme eğilimi göstermektedir [14].

Bu tip dünyanın hemen her yerinde aynı sıklıkta bulunup, çevresel faktörlerden

belirgin bir etkilenme gözlenmeyen aile içi bir dağılım göstermektedir. İntestinal tipe

göre daha genç yaşta ortaya çıkan diffüz tip kanserde yaş ortalaması 48 olarak

tanımlanmıştır [16]. Kadınlarla erkekler arasında bu tip kansere yakalanma oranı

birbirine yakın olup kadınlarda hafifçe daha sıklıkla görülmektedir.

1.4.1. Cinsiyet, Yaş ve Lokalizasyon

Mide kanseri, 50–70 yaşları arasında sık görülmekle beraber gençlerde ve orta

yaştaki erişkinlerde de görülebilir [17]. Mide kanseri insidansı ve ölüm hızı yaşla

birlikte artar. Genç ve orta yaştaki erişkinlerde, erkek/kadın oranı yaklaşık 1 veya

daha az iken, bu oran 60 yaşında 2,5 ve daha fazladır [18,19]. Bu oran yaş ilerledikçe

tekrar düşer. Hastalık çocukluk ve ergen çağında çok nadirdir [20].
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1.4.2. Genetik

Mide kanser riski, kan grubu A olan kişilerde diğer kan gruplarına sahip kişilere göre

daha yüksektir. Bu durum özellikle diffüz tip için geçerlidir [21].

1.4.3. Sosyoekonomik durum

Midede kanser gelişme riski, düşük sosyo ekonomik ülkelerde gelişmiş ülkelere göre

yaklaşık iki katı daha fazladır [11].

1.4.4. Diyet

Beslenme ile mide kanseri arasında direkt ve önemli bir ilişki vardır. Bazı gıda

pişirme ve saklama yöntemleri mide karsinomun yüksek riski ile yakından ilişkilidir.

Soğutmanın olmaması; korunmuş, tütsülenmiş, konserve ve tuzlanmış gıdaların bol

tüketimi gastrik kanser riskini arttırır. Aynı şekilde gıdalarla fazla nitrat alımı ve taze

meyve- sebzelerin yokluğu kanser riskini arttırmaktadır. Tam aksine yeşil, lifli

sebzelerin alımı ve vitamin C, vitamin E, beta karoten ve selenyum içeren

turunçgillerin tüketiminin antioksidan özelliklerinden dolayı gastrik kanser riskini

azalttığı ifade edilmektedir [11, 22].

1.4.5. Sigara Kullanımı

Sigara kullanımı ile ilgili veriler çelişkilidir. Bazı araştırmacılar sigaranın mide

kanserini arttırdığını ve bunun doza bağlı olduğunu belirtirken, bazı araştırmacılar ise

dozla ilgisi olmadığını ifade etmişlerdir. Yine bazı araştırmacılar da sigara ile mide

kanseri arasında ilişki olmadığını ifade etmektedirler [11].
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1.4.6. Meslek

Mide karsinomu insidensi bazı meslek ve iş kollarında fazladır. Bu iş kolları metal

endüstrisi, boya, maden, kömür, tekstil, seramik, kimya, lastik ve petrol sanayisi gibi

işlerde çalışan işçilerin mideleri, asbest, poliaromatik hidrokarbon ve nitroz

komponetleri gibi kanserojenlere maruz kalmakta ve kanserojenler etkisi ile bu

kişilerin midelerinde kanser gelişmektedir [23].

1.4.7. Radyasyon

Radyasyonun mide kanseri oluşturma etkisi olduğu düşünülmektedir. Hodgkin

hastalığı nedeniyle radyoterapi alan çocuklarda 12-14 yıl sonra mide kanseri

gelişmiştir [24].

1.4.8. Helicobacter pylori gastriti

Helicobacter pylorinin özellikle intestinal tip mide kanseri gelişiminde karsinojen bir

bakteri olduğunu kabul edilmiştir [25]. H. pylori taşıyanlarda mide kanseri 3-6 misli

daha fazla olmaktadır. H. pylori gastrik asit salgılanmasını arttırarak gastrit ve ülsere

neden olan bir bakteridir. Sonuçta hücre DNA’sında genomik hasar meydana

gelmekte ve zamanla mide kanseri gelişmektedir [26].

1.4.9. Toksik Maddelerin Metabolizması

Kentleşme ve hızlı endrüstrileşme ile insan ve diğer canlılar her geçen gün artan

sayıda “ksenobiyotik” adı verilen birçok kimyasal maddeye maruz kalmaktadırlar.

Ksenobiyotiklerin çoğu lipofiliktir ve kolaylıkla bulunduğu ortamda absorbe

edilirler. Çeşitli yollarla organizmaya giren lipofilik kimyasal maddeler

(kemoterapatik ilaçlar, çevresel karsinojenler ve endojen moleküller v.b.) enzimlerin

katalitik etkisi ile kimyasal reaksiyonlara girer ve daha polar ve hidrofilik
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metabolitlere dönüştürülürler. Bir ksenobiyotiğin canlı organizmada uğradığı bu

kimyasal değişimlerin tümüne biyotransformasyon denir. Biyotransformasyon

sonucu oluşan ürünler safra ve böbreklerden daha kolay atılır. Ksenobiyotikler,

biyotransformasyon ile değişik etki gösteren metabolitlere dönüşür ve sonra da

konjugasyon reaksiyonları ile inaktif hale gelerek vücuttan atılır. Genel olarak

ksenobiyotik veya metabolitlerinin bu son mekanizma ile biyotransformasyonları

sonucu toksisitesi azalıyor veya ortadan kalkıyorsa bu olaya “detoksifikasyon” denir;

bazı durumlarda ise kimyasal maddenin biyotransformasyonu ile çok aktif ara

metabolitler oluşabilir. Bu reaktif ara ürünlerin oluşmasına “toksikasyon (toksik

maddelerin etkisini arttırması)” veya “biyoaktivasyon” denir. Daha polar

metabolitlerin oluşmasını sağladığından ksenobiyotiklerin organizmadan

uzaklaştırılması önem arz etmektedir [27].

Ksenobiyotiklerin metabolizması iki fazlı bir işlemdir: Faz I reaksiyonları daha çok

karaciğerde, mikrozomal enzimler tarafından katalizlenir. Az sayıda olmakla birlikte

böbrek, akciğer, bağırsak, testis, deri, plasenta, adrenal bezde de Faz I reaksiyonu

gerçekleşebilir. Faz I reaksiyonu ile lipitte çözünen ksenobiyotikler daha polar hale

geçerler [28].

Faz II reaksiyonları ise birçok sitozolik enzim tarafından yürütülen konjugasyon

reaksiyonlarıdır. Faz II reaksiyonları ile ilişkili en az 5 tip reaksiyon vardır. Bunlar;

glukuronik asitle konjugasyon, sülfat konjugasyonu, glutatyon ile konjugasyon,

asetilasyon ve metilasyondur. Birinci fazda oluşan polar metabolitler, ikinci faz

reaksiyonları ile glukronik asit, glutatyon, sülfat gibi endojen maddelerle

konjugasyona uğrayıp vücuttan atılırlar. Birinci fazda oluşan polar metabolitler,

endojen maddelerle birleşerek inaktif şekilde eleminasyona uğrarlar [27, 29].

1.4.10. Glutatyon-S-Transferaz

Glutatyon; hücrenin radyasyon, oksijen radikalleri, endojen toksinler ve

ksenobiyotiklerin zararlı etkilerinden korunmasında önemli rol oynar. Tüm memeli
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hücrelerinde bulunan Glutatyon bir disülfit grubuna sahiptir ve bu serbest disülfit

grubu aracılığı ile oksidan molekülleri indirgeyerek, protein, lipid ve DNA’yı

oksidasyondan korur [30]. Glutatyon ile Faz I enzimlerince oluşturulan reaktif türler

konjugasyona girer ve sonuçta hücre makromolekülleri (DNA, RNA, protein) ile

bağlanması engellenerek hücre hasarı önlemiş olur [31]. GSH Peroksidaz tarafından

katalizlenen bu reaksiyonla UV ve çeşitli kimyasallar aracılığı ile oluşan

hidroperoksitler indirgenirken, glutatyon oksitlenir (GSSG). GSH’ın fonksiyonunun

sürekliliği okside glutatyonun rejenerasyonuna bağlıdır. GSSG, GSH- Redüktaz

tarafından katalizlenen ve kofakör olarak nikotinamid adenin dinükleotid fosfatın

(NADPH) kullanıldığı reaksiyonla indirgenerek yeniden aktif hale geçer [32].

Glutatyon genelde GSH olarak kısaltılır; SH, sisteinin sülfidril grubuna işaret eder ve

molekülün alışveriş yapan kısmıdır. Glutatyon ile ksenobiyotiklerin reaksiyonlarını

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

GST; kemoterapik ajanların, reaktif oksijen moleküllerinin ve çevresel karsinojenleri

içeren ksenobiyotiklerin metabolizmasından sorumlu Faz II detoksifikasyon enzim

ailesidir. GST, çeşitli elektrofilik bileşikler ile glutatyon arasındaki reaksiyonları

katalizler. GST aktif metabolitlerin glutatyon ile konjugasyonunu gerçekleştirerek

DNA’yı alkilasyondan korur. Glutatyon-s-transferazlar elektrofilik ksenobiyotikleri

inaktive ederek vücuttan atılmak üzere konjugasyonunu sağlayan dimerik

enzimlerdir. Glutatyon nükleofilik sülfidril grubu ile bileşiklere bağlanarak

organizmayı reaktif kimyasal bileşiklere karşı korur [34]. Çoğu dokularda mevcut

olan tripeptid yapısındaki glutatyon ksenobiyotiklere bağlandıktan sonra daha ileri

bir biyotransformasyonla karaciğer ve böbreklerde bulunan mikrozomal γ-

glutamiltranspeptidaz ve sisteinilglisinaz enzimleri yardımı ile peptid bağları açılır.

Peptid (amid) bağlarının hidrolizi sonucu sadece sistein kalır, sisteinin mikrozomal

asetilasyonu ile merkaptürik asit konjugatı oluşur [35]. Bu reaksiyon Şekil 1.3.’de

gösterilmiştir.
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Şekil 1. 3. GST enzimlerinin katalizlediği ksenobiyotik metabolizması [35]

1.4.11. Glutatyon -S- Transferazların Sınıflandırılması

GST enzimleri birçok alt sınıflara ayrılmıştır. Her bir sınıf birçok gen ve enzimden

oluşur. GST enzimlerinin büyük bir kısmı hücrenin sitoplazmasında çözünmüş

olarak bulunur [36]. Bir kısmı ise endoplazmik retikulum (mikrozomal) lokalize

olmuştur. Sitozolik GST aktivitesinin mikrozomal aktiviteye göre 5 ile 40 kat daha

fazla olduğu saptanmıştır [27].

İnsan sitozolik GST enzimleri substrat spesifikliklerine, immünolojik özelliklerine,

izoelektrik noktalarına ve aminoasit dizilerinin benzerliklerine göre

sınıflandırılmışlardır [36]. Yapılan sınıflandırmaya göre GST’ler mü (GSTµ,

GSTM), alfa (GSTα, GSTA), pi (GSTπ, GSTP), teta (GSTθ, GSTT), kappa (GSTK,

GSTK), zeta (GSTZ), sigma (GSTσ, GSTS) ve omega (GSTω, GSTO) olmak üzere

sekiz sınıfa ayrılmıştır [36].
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1.4.11.1. Mü Sınıfı Glutatyon S-Transferazlar

GSTM gen ailesi, 1981’de Board tarafından karaciğer ve eritrositlerden

tanımlanmıştır [37]. GSTM gen ailesi, 1. kromozom (1p13.3) üzerinde 20 kb

uzunluğunda ve 5 tane gen bölgesinden meydana gelmektedir. GSTM gen ailesi, 5'-

GSTM4-GSTM2-GSTM1- GSTM5-GSTM3-3' şeklinde oluşturulmuştur [38].

GSTM1 izoenzimleri baskın olarak karaciğerde, az miktarda ise akciğerde eksprese

edilir; GSTM3 akciğer dokusundaki önemli bir izoenzimdir [39]. Ekspresyonları

dokular arasında değişim gösterir. En yaygın eksprese edilen GSTM1’dir ve kemik,

kalp, beyin, böbrek, over, akciğer, paratiroid ve uterus gibi organlarda bulunur.

GSTM2 daha çok iskelet kasında, GSTM3 ise kaslara ilave olarak akciğer, beyin ve

testiste bulunur. GSTM4 insan lenfoblastoid hücrelerinde, GSTM5 ise beyinde

eksprese edilir [40,41].

1.4.11.2. Zeta Sınıfı Glutatyon S-Transferazlar

GSTZ gen ailesi Board ve ark. tarafından 1997’de bitkilerden insanlara kadar uzanan

geniş bir alanda tanımlanmıştır [42]. GSTZ sınıf genleri 14. kromozom (14q24.3)

üzerindedir. GSTZ 10.9 kb genişliğindedir ve 9 eksondan oluşmaktadır [43]. Ayrıca

maleylasetoasetat izomeraz olarak da bilinen insan GSTZ1’i, tirozin

metabolizmasının sondan bir önceki adımı olan glutatyon bağımlı

maleylasetoasetat’ın fumarilasetoasetat'a izomerizasyonunu katalizler [43].

GSTZ1 ayrıca dikloroasetik asit içeren alfa haloasitlerin çoğunluğunun biyolojik

transformasyonlarını da katalizlemektedir [44, 45]. GSTZ1’in başta karaciğer olmak

üzere beyin ve iskelet kasında ekspresyonları tespit edilmiştir [42].
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1.4.12. Kemoterapide İlaç Direnci ve Glutatyon-S-Transferaz İlişkisi

Tümör hücresine anti-kanserojenın girmesiyle birlikte hücre içinde Glutatyon

düzeyinde ve GST enziminin ifadesinde artış olmaktadır [46]. GSH hücre içinde en

bol bulunan protein yapısında olmayan ve tiyol grubu içeren bir tripeptiddir [33]. Bu

bileşik GST enziminin substratı olarak görev yapmaktadır. Enzim, GSH yardımıyla

ksenobiyotiklerin protein yapısındaki çeşitli pompalar yardımıyla dışarı atılmasına

neden olmaktadır. Artan GST aktivitesi ile birlikte ilacın hücre içinde uzun süre

kalması bu nedenle zorlaşmaktadır. GST enzimi ile birlikte bu dışarı pompalama

proteinlerinin [MultiDrug Resistance Proteins (MRPs)] ifadesinde de artış

gözlenmektedir. Son yıllarda yapılan çalışmalar, tümör hücrelerinde GSH’ın yüksek

düzeylere ulaşmasının ve GST’nin aşırı ekspresyonunun MRP gelişimi ile paralel

geliştiği yönündedir [47, 48]. Çoklu ilaç direnci proteini ailesi olan ve

ksenobiyotiklerin taşınmasında görevli ATP-bağımlı taşıyıcı protein, ABC

proteinleri (ATP Binding Casette Super family Transporters), P-glikoprotein (Pgp),

çoklu-ilaç direnci ilişkili-protein 1 (MRP1 ve ya ABCC1), gibi proteinlerdir ve

büyük bir kısmının MRP fenotipine sahip oldukları saptanmıştır [49]. MRPs GSH ve

GSH konjugantlarının transportuyla onkolitik ajanların hücreden atılımlarına aracılık

etmektedir [50]. MRPs ve insan GSTs arasındaki sinerjizmi gösteren literatürde

birçok örnek mevcuttur [46,51].

1.4.13. p53 ve mide kanseri

17. kromozomun p kolunda yerleşen p53 tümör supresör geni (17p13.1), 53 Kd

ağırlığında 393 aminoasitlik bir nükleer fosfoproteini kodlar [52]. p53 tümör

supresör geni kanser araştırmalarında çok sayıda incelenmiştir. Gastrik hücre dizileri

ve erken gastrik kanserlerde olduğu gibi ilerlemiş gastrik kanserlerde de kromozom

17p üzerinde heterozigosite kaybı (LOH) ve p53 gen mutasyonu sıklıkla

gözlenmektedir. Yapılan çalışmalarla p53 genindeki değişikliğin gastrik

karsinogenezin erken evresinde gözlendiği ortaya çıkarılmıştır [53]. Kromozom

17p’deki LOH’un gastrik karsinomada yaygın olduğu ve % 60 oranında erken evrede
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ortaya çıktığı önceden yapılan birçok çalışmada ifade edilmiştir. İlaveten, p53

geninde allel kaybı olan çoğu tümörün aynı lokusunda bulunan diğer p53 allelinde

nokta mutasyonları tespit edilmiştir [54].  Mide karsinomunda p53 genindeki nokta

mutasyonlarının çoğunluğu G veya C bazında görülmektedir ve mide karsinomunda

tespit edilen p53 mutasyonlarının en sık rastlananı GCAT transisyonudur [55].

Mide karsinomunda p53 mutasyonlarının spektrumu kanserin moleküler patogenezi

ve etiyolojisi hakkında ipuçları sağlar. p53 anormalilerinin belirlenmesi diagnostik,

prognostik ve terapötik imkânlar sağlayabilir [52].

1.4.14. Çalışmanın Amacı

GST izozimleri ve P53’ün mide kanserinde önemli olduğu görülmektedir. Bu tez

çalışmasında kimyasalların vücuttan elimine edilmesinde büyük ölçüde rolü olan II.

Faz Reaksiyonlarından Glutatyon S-Transferaz enziminin sitozolik GSTZ1, GSTM1

ve p53’ün immunohistokimyasal yöntemle mide kanserinde protein ekspresyonlarına

bakılmıştır.  Elde edilen sonuçların yaş, cinsiyet, tümör grade arasındaki istatistiksel

ilişkilerinin araştırılması amaçlanmaktadır. Ayrıca bulgularımız klinik parametrelerle

olan ilişkilere bakılarak hastalığın gidişatı hakkında kullanılabilirliği

değerlendirilecektir.
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2. MATERYAL VE YÖNTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Materyal Temini ve Hazırlanışı

Çalışma kapsamında Keçiören Eğitim ve Araştırma Hastanesi Etik Kurulu tarafından

alınan etik kurul onayı doğrultusunda, yine Keçiören Eğitim ve Araştırma

Hastanesinden Patoloji arşivinden alınan 32 mide kanserli ve normal perifer

dokularda aşağıdaki yönteme göre immunohistokimyasal olarak analizler yapılmıştır.

Tüm hastaların yaş, cinsiyet, tümör evre ve dereceleri kaydedilmiştir. Buna göre

hastaların 10’u kadın, 22’si erkektir ve yaş ortalaması 67,8±10,9’dir. Hastalara ait

bazı klinik parametreler Çizelge 2.1’de verilmiştir. Bu verilere göre önce dokular

GSTZ1, GSTM1 ve p53 antikorları ile ayrı ayrı immunohistokimyasal yöntemle

boyanmış ve sonuçlar kaydedilmiştir.

Çizelge 2.1. Hastalara ait klinik parametreler

PARAMETRE

MİDE
ADENOKARSİNOM
N %
32 100

TÜMÖR
AZ DİFERANSİYE 12 37,5
ORTA
DİFERANSİYE

10 31,25

İYİ DİFERANSİYE 10 31,25
YAŞ 67,8±10,9

CİNSİYET
KADIN 10 31,25
ERKEK 22 68,75

TÜMÖR GRADE
I 10 31,25
II 10 31,25
III 12 37,5
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2.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler

 Primer Antikor (GSTZ1, GSTM1, p53)

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

 TBS buffer (Santa Cruz)

 %30’ luk H2O2 Solusyonu (Sigma)

 Ksilol (Merck)

 Etanol (Merck)

 Metanol (Merck)

 Sodyum Sitrat (Sigma)

 Sitrik Asit (Sigma)

 Protein Blokajı (Normal Swine Serum, Normal Goat Serum) (Santa Cruz)

 ABC HRP (Avidin Biotin Complex Horse Radish Peroxidase)(Santa Cruz)

 Hematoksilen (Shandon)

 DAB (Diamino benzidin) (Santa Cruz)

2.1.2.1. Çözeltilerin Hazırlanışı

I. H2O2 Blokajı Çözeltisi Hazırlanışı: 30 ml %30’ luk H2O2 üzerine 470 ml

metanol ilâve edilerek hazırlandı.

II. Antijen Retrival Çözeltisinin Hazırlanışı (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

çözüldü. 27 ml A solusyonundan, 123 ml B solusyonundan alınarak 1500 ml’ye

distile su ile tamamlandı.

III. 0,005 M Tris Tamponunun Hazırlanışı: 60,55 gr tris base, 85,20 gr NaCl 500

ml distile suda çözülür. 370 ml 1 M HCl eklenerek pH: 7,6’ya getirilip 1 lt’ye

tamamlanır. (1 ml TBS 100 ml distile suyla dilüe edilerek kullanılır.)
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2.1.3. Kullanılan Cihazlar

 Etüv

 -20C’lık derin dondurucu ve buzdolabı

 pH-metre

 Vortex

 Düdüklü tencere

 Isıtıcı

 Hassas terazi

 Işık mikroskobu

 Fotoğraf makinesi

2.2. Kullanılan Metot

2.2.1. İmmünohistokimya Yöntemi

I. Basamak, Dokuların Deparafinizasyonu

1) Etüvde 70C’da 1 saat bekletildi.

2) Isınmış ksilolde yarım saat bekletildi.

3) Etüvden çıkarıldıktan sonra soğuma işlemi için oda sıcaklığında 10 dakika
bekletildi.

4) %90’lık alkolde 1dakika

5) %70’lik alkolde 1dakika

6) %50’lik alkolde 1dakika

7) Distile suda 1-2 dakika bekletildi.
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II. Basamak

1) H2O2 blokajı ile endojen peroksidaz aktivasyonunun inhibisyonu için
solusyonda 10 dakika bekletildi.

2) Çeşme suyunda 5 dakika bekletildi.

3) Antijen Retrival Solusyonu içinde düdüklü tencerede 3 dakika kaynatıldı.

4) Non spesifik boyanma inhibisyonu için “Protein Block Solution” 10
dakika uygulandı.

5) Primer antikor uygulandı (60 dakika)

6) TBS ile 3 defa yıkama yapıldı ve her yıkama 5 dakika bekletildi.

7) Sekonder antikor uygulandı (15 dakika)

8) TBS ile yıkandı (3x5 dakika)

9) Streptavidin-peroksidaz kompleksi uygulandı (20 dakika)

10) TBS ile yıkandı (3x5 dakika)

11) 10 dakika DAB uygulandı.

12) 1 dakika distile suda bekletildi.

III. Basamak: Hematoksilen Boyaması

1) Hematoksilende 1 dakika

2) Distile suda 1dakika

3) %50’lik alkolde 1 dakika

4) %70’lik alkolde 1 dakika

5) %90’lık alkolde 1 dakika

6) Absolü alkol-ksilolde 1dakika

7) Ksilolde 10 dakika

Poly-L-lysin kaplı lamlara alınan doku kesitleri deparafinizasyon işleminden

sonra immunohistokimya (IHC) yöntemi ile GSTZ1 (1:500), GSTM1 (1:100) ve
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p53 (1:300) antikorları bölüm 2.2.1.’de ayrıntılı olarak açıklanan işleme göre

boyandı. IHC uygulanan preparatlar ışık mikroskobunda boyanma şiddetine

bakılarak değerlendirme yapıldı ve fotoğrafları çekildi. Değerlendirme boyanma

şiddeti için; boyanma olmaması durumu (0), hafif boyanma (+1), orta şiddette

boyanma (+2), şiddetli boyanma (+3) şeklinde değerlendirme yapıldı.
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3. ARAŞTIRMA BULGULARI

3.1. GST izozimleri ve p53’ün Mide Kanserindeki Normal ve Tümörlü

Dokularda Protein İfadelerinin Sonuçları

3.1.1. GSTM1 İzozimlerinin Mide Kanserindeki Normal ve Tümörlü
Dokulardaki İfadesi

Mide Adenokanserli dokularda GSTM1 izozimlerinin ekspresyonlarının

immünohistokimya sonuçlarına baktığımızda; GSTM1 izoziminin metastatik

dokularda 17 hastada (%53), normal dokularda 7 hastada (%21) protein ifadesinin

olduğu ve metastatik dokularda normal dokulara oranla fazla ekspresyonun (yaklaşık

2,52 kat) gerçekleştiği görüldü (Çizelge 3.1).

Çizelge 3.1. GSTM1 İzozimlerinin Mide Kanserindeki Normal ve Tümörlü

Dokulardaki İfadesi

Boyanma skorları, aynı hastalara ait normal mide adenokarsinomlu ve normal hücrelerin boyanma
şiddetine göre hesaplanmıştır. Buna göre 0; protein ifadesi görülmeyen, 1; hafif şiddette protein
ifadesi, 2; orta şiddette protein ifadesi ve 3; şiddetli protein ifadesi şeklinde derecelendirilmiştir.
Normal ve Tümörlü dokular arasındaki protein ifadelerin farklılıkları Mann-Whitney U Test ile
%95’lik güvenilirlik düzeyinde incelenmiştir.
** P değeri 0,05’ den küçük olan değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmektedir.
*: Tümörlü / Normal oranı
a: ortalama değer±standart hata, b: minimum ve maksimum boyama şiddeti

Doku Tipi GSTM1

Tümor

(n=32)

0,53±0,10a

(0-2)b

Normal

(n=32)

0,21±0,07

(0-1)

T/N*
P value**

2,52

0,0484
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Şekil 3.1. Mide normal dokuları ve mide adenokarsinomlu dokularda

immunohistokimyasal GSTM1 proteini (A: Mide normal dokuda +1

şiddetinde GSTM1 proteinin ifadesi, 200X, B: Mide Adenokarsinomlu

dokuda +2 şiddetinde GSTM1 protein ifadesi 200X,)

3.1.2. GSTZ1 İzozimlerinin Mide Kanserindeki Normal ve Tümörlü

Dokulardaki İfadesi

Mide Adenokanserli dokularda GSTZ1 izozimlerinin ekspresyonlarının

immünohistokimya sonuçlarına baktığımızda; GSTZ1 izoziminin metastatik

dokularda %1.56, normal dokularda ise %1.21 oranında protein ifadesinin olduğu ve

metastatik dokularda normal dokulara oranla çok az miktarda fazla ekspresyonun

gerçekleştiği görüldü (Çizelge 3.2).
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Çizelge 3.2. GSTZ1 İzozimlerinin Mide Kanserindeki Normal ve Tümörlü

Dokulardaki İfadesi

Boyanma skorları, aynı hastalara ait normal mide adenokarsinomlu ve normal hücrelerin boyanma
şiddetine göre hesaplanmıştır. Buna göre 0; protein ifadesi görülmeyen, 1; hafif şiddette protein
ifadesi, 2; orta şiddette protein ifadesi ve 3; şiddetli protein ifadesi şeklinde derecelendirilmiştir.
Normal ve Tümörlü dokular arasındaki protein ifadelerin farklılıkları Mann-Whitney U Test ile
%95’lik güvenilirlik düzeyinde incelenmiştir.
** P değeri 0,05’den küçük olan değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmektedir.
*: Tümörlü / Normal oranı,
a: ortalama değer±standart hata, b: minimum ve maksimum boyama şiddeti

Şekil 3.2. Mide normal dokuları ve mide adenokarsinomlu dokularda

immunohistokimyasal GSTZ1 proteini (A: Mide normal dokuda +2

şiddetinde GSTZ1 proteinin ifadesi, 200X, B: Mide Adenokarsinomlu

dokuda +3 şiddetinde GSTZ1 protein ifadesi 200X,)

Doku Tipi GSTZ1

Tümor

(n=32)

1,56±0,18

(0-3)

Normal

(n=32)

1,21±0,08

(0-2)

T/N*
P value**

1,28

0,1014
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3.1.3. p53’ün Mide Kanserinde Normal ve Tümörlü Dokulardaki İfadesi

Mide Adenokanserli dokularda p53 ekspresyonlarının immünohistokimya

sonuçlarına baktığımızda; p53’ün metastatik dokularda %1.81, normal dokularda ise

% 0.43 oranında protein ifadesinin olduğu ve metastatik dokularda normal dokulara

oranla fazla miktarda ekspresyonun gerçekleştiği görüldü (Çizelge 3.3).

Çizelge 3.3. p53’ün Mide Kanserindeki Normal ve Tümörlü Dokulardaki İfadesi

Boyanma skorları, aynı hastalara ait normal mide adenokarsinomlu ve normal hücrelerin boyanma
şiddetine göre hesaplanmıştır. Buna göre 0; protein ifadesi görülmeyen, 1; hafif şiddette protein
ifadesi, 2; orta şiddette protein ifadesi ve 3; şiddetli protein ifadesi şeklinde derecelendirilmiştir.
Normal ve Tümörlü dokular arasındaki protein ifadelerin farklılıkları Mann-Whitney U Test ile
%95’lik güvenilirlik düzeyinde incelenmiştir.
** P değeri 0,05’den küçük olan değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmektedir.
*: Tümörlü / Normal oranı
a: ortalama değer±standart hata, b: minimum ve maksimum boyama şiddeti

Doku Tipi p53

Tümor

(n=32)

1,81±0,17

(0-3)

Normal

(n=32)

0,43±0,08

(0-1)

T/N*
P value**

4,2

0,0000
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Şekil 3.3. Mide normal dokuları ve mide adenokarsinomlu dokularda

immunohistokimyasal p53 proteini (A: Mide normal dokuda +1

şiddetinde p53 proteinin ifadesi, 200X, B: Mide Adenokarsinomlu

dokuda +3 şiddetinde p53 protein ifadesi 200X,)
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ

Kanser, dünya genelinde ani ölümlerden sonra insan hayatını etkileyen nedenlerin

başında yer almaktadır. Gelişen teknoloji ve bilimsel çalışmalar ışığında her ne kadar

bu insan hayatını olumsuz şekilde etkileyen hastalığa çareler aransa da henüz

günümüz bilim ve teknolojisi bu konuda yetersiz kalmaktadır. Bunun başlıca sebebi;

bu hastalığın oluşumunda moleküler karmaşanın iyi derecede aydınlatılamıyor

olmasıdır. Fiziksel, kimyasal ve biyolojik karsinojenler gibi çevresel faktörlere

maruziyet ve kanser oluşumunda görevli genlerin (onkogenlerin) aktivasyonunun

yanı sıra, bu genlerin inhibisyonunu sağlayan tümör suprassör genlerin inaktivasyonu

gibi başlıca nedenler kanser mekanizmasında aydınlatılmaya çalışılmaktadır.

Tedaviye yönelik bu araştırmalar arttıkça gelinen noktada her defasında yapılan ve

bulunan bir etyolojik faktör, tedaviden ziyade bu hastalığın komplike yapısını

aydınlatmakta ve hedefe ulaşmayı zorlaştırmaktadır. Kanser mekanizmalarının

aydınlatılmasına yönelik çalışmalarda, özellikle moleküler düzeyde hedef genler ve

proteinler üzerine yapılan çalışmalardan ziyade, hücrenin, esasında farklı işlevler için

ürettiği gen ve proteinlerinin de bu hastalığın mekanizmasında görev aldığı artık

bilinmektedir. Özellikle detoksifikasyon ve ilaç metabolizmasında, hücre içi

immunite gibi doğrudan kanser oluşumunda görev almayan ancak yapısal bozulmalar

sonucunda da kansere yol açan gen ve proteinler ile bunların metabolizması da

kanser oluşum nedenleri arasında gösterilmektedir.

Mide kanseri Avrupada görülme sıklığı akciğer, prostat, kolorektal ve mesane

kanseri ardından en çok görülen 5. Kanser türüdür [56]. Her yıl Avrupa’da 193 bin

yeni vaka görülmektedir [57]. Bunların %23’ü malignant neoplasm aşamasında tespit

edilmektedir [58]. Bu değerler baz alındığında mide kanserinin Avrupa’da cinsiyet

odaklı oransal dağılımı erkek:kadın;1.6:1 ‘dir [57]. Mide kanseri İngiltere’de her 5

yılda %5 artış göstermektedir [59]. İtalyada her iki cinsiyet için ölüm oranında bir

düşüş gözlenmektedir; ancak yeni vaka oranı cinsiyet bazında %3-5 oranında

artmaktadır [60]. Dünya genelinde erkeklerde 34.1/100000 ve kadınlarda 6.1/100000

görülür. Bu oranlar Türkiye’yi de içeren Avrupa odaklı verilerde artmaktadır.
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Ülkemizde ise Sağlık Bakanlığı Kanser Savaş Dairesi tarafından bildirilen verilere

göre 2004-2006 yılları arası erkek/kadın mide kanseri olgu sayısı 2460/1318 rölatif

frekans %5.9/4.8 görülme hızı %14.6/7.8 erkeklerde gastrointestinal sistem

kanserleri beşinci sırada gelmektedir. Kadınlarda ise gastrointestinal sistem

kanserleri;meme, ürogenital sistem kanserlerinden sonra üçüncü sırada yer

almaktadır. Yine bu verilere göre gastrointestinal sistem kanserleri içinde mide

kanserleri birinci sıradadır. Mide kanseri kanseri oluşumunda da diğer kanserlerde

olduğu gibi karsinojen maddelerin hücre genetik materyalini mutasyona uğratması

sonucu çoklu hücre değişimleri görülür ve kanserli hücre oluşumu gerçekleşir. Diğer

kanser türlerinden farklı olarak mide kanserini tetikleyen unsurlardan birisi

h.pilori’dir. Helicobacter pylori, karsinojen olduğu saptanan ilk bakteri olup dünya

nüfusunun yarısından fazlasında midede kolonize olan bir patojendir.  Gastrit ve

gastrik ülser, duodenal ülser, kanser, primer gastrik B-hücreli lenfoma (MALT

lenfoma) gibi gastritle ilişkili hastalıkların en önemli nedenidir [61]. Helicobacter

pylori suşlarının çoğu inflamasyon ve klinik ile ilişkisi kesin olarak gösterilmiş bazı

sitokinler salgılarlar. VacA (vacuolating cytotoxin), Cag-PAI (Cytotoxin associated

gene pathogeniticy Island) ve IceA gibi virülansla ilgili patojenite adacıklarına sahip

oldukları belirlenmiştir [61,62]. Hem duodenal ülser hem de mide kanserinde

Cag+’liğinin riski artırıcı faktör olduğu bilinmektedir [61,62]. Helicobacter pylori

enfeksiyonunun tedavisi ülser iyileşmesi ve gastrik kanser gelişim riskinin

azalmasıyla sonuçlanmaktadır [61].

Çevresel faktörlerden başka özellikle çalışmaya konu olan enzimlerde görülen

metabolik enzim polimorfizmleri kanserlerin moleküler patogenezinde sorumludur.

Ailesel yatkınlığa neden olan genetik değişiklikler, özellikle kanserojenlerin

aktivasyonunda ve detoksifikasyonunda rol alan enzimlerden sorumlu genlerde

ortaya çıkmaktadır. Bu konu ile ilgili olarak GSTM1, GSTT1 ve GSTP1

enzimlerinin gen polimorfizmlerinin incelendiği pek çok çalışma bu durumu

kanıtlamaktadır [63]. Bunların yanı sıra hücrede DNA tamir enzimlerinde görülen

polimorfizmler, p53 gen mutasyonları mide kanserlerinin oluşumunun diğer

moleküler patogenizini oluşturur.
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Karsinojenik etkilerden hücrenin korunmasında detoksifikasyon mekanizmalarının

büyük önemi vardır. Detoksifikasyon (biotransformasyon), ksenobiyotikler (toksik

maddeler, metabolitler, epoksidler) gibi zararlı maddelerin çeşitli enzim ya da

moleküller yardımı ile zararsız hale getirilerek vücuttan dışarı atılımını sağlama

mekanizmalarıdır. Bu mekanizmalarda görev alan enzimler ya da moleküller de bu

hayati olguyu desteklemektedirler. Glutatyon S-Transferaz enzim ailesi,

detoksifikasyon metabolizmasında, ksenebiyotiklerin zararlı etkilerini zararsız hale

getirerek vücuttan elemine edilmesini sağlayan Faz II reaksiyonlarını oluşturan bir

enzim sistemini oluşturur. Aynı zamanda ilaç metabolizmasında ve hücre içi

oksidatif hasarın giderilmesinde önemli görevleri bulunan Faz II reaksiyonlarını

katalizleyen GST enzimleri, reaktif ara ürünlerin detoksifikasyonunu sağlayarak

hücrenin kanser, nekroz, doku hasarı, hücre ve DNA hasarı gibi etkilerden

korunmasını sağlar.

Bu bilgiler ışığında literatürde, kanser oluşumunda, gerek normal hücre içi antioksan

aktivite, gerek ilaç metabolizmasında ilaç dirençliliği, gerek detoksifikasyon

metabolizması gibi çoğu çalışmalarda bu enzim ailesinin rolleri açıklanmıştır. Ne

yazık ki GST mu ve zeta izozimlerinin kanser oluşumundaki rolleri tam olarak

çalışılmamıştır.

Yapılan tez çalışmasında, mide kanserinin oluşmasında ve gidişatında büyük bir rol

oynayan glutatyon-S-trasferaz (GSTs) mu ve zeta izozimlerinin dağılımları

immünhistokimya metoduyla çalışılmıştır. GSTM1 ve GSTZ1 izozimlerinin benign

ve karsinom hücrelerindeki dağılımları tespit edilmiş ve kanser biyolojisindeki rolü

ve klinikte kullanılması değerlendirilmiştir. Ayrıca GST mu ve zeta izozimlerinin

benign ve karsinom hücrelerindeki dağılımlarıyla hastaya ait klinik parametreleri

(yaş, cinsiyet, tümör evre ve derecesi) istatistiksel olarak karşılaştırılmıştır.

2005 yılında yapılan bir çalışmada gastrik kanser ile ilgili hipermetilasyonu olan

genler araştırılmıştır. hMLH1 (humanmutL homolog) MGMT, GSTP1 genlerinin

hipermetilasyonu gastrik kanserli hastalarda kontrol grubuna göre anlamlı oranda

daha sık olarak saptanmıştır. Bu çalışmada mide kanserli hastalarda GSTP1
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saptanma oranı %7’dir. Yine ilginç olarak hipermetile genlerin kadınlarda erkeklere

göre daha sık olduğu saptanmıştır [64].

Lieshout ve arkadaşları 1999 yılında yaptıkları çalışmada GSTA ve GSTP

izozimlerini immunohistokimyasal metotla çalışmış ve normal gastrointestinal

dokusunda (epitelinde) negatif ve 75% e kadar pozitiflik,  barret epitelinde 75% ile

100 arasında, adenocarcinoma 25% ile 100% arasında, sukuamoz hücreli karsinomda

27% ile 91% arasında ekspresyon göstermiştir [65].

Ada ve arkadaşları 2013 yılında yaptıkları çalışmalarında GSTO1 izoziminin

immünohistokimya yöntemiyle insan normal dokularda dağılımlarına bakmışlardır.

Karaciğerde, makrofajlarda, glia hücrelerinde, meme miyoepitel hücrelerinde kolon

nöroendokrin, hepatosit, safra, pankreas epitelinde, tiroid foliküler ve C- hücrelerinde

ekspresyon olduğunu göstermişlerdir. Bu bulgular GSTO1’in bu dokularda

fonksiyonunun olduğunu göstermiştir [66].

Oğuztüzün ve arkadaşları 2013 yılında yaptıkları çalışmada tiroid 15 Foliküler

Adenokarsinom, 16 Tiroid Papiller Karsinom (TPK) ve 27 Nodüler Hiperplazili(NH)

hastanın GSTO1 ve GSTK1 protein ekspresyonlarını immunohistokimyasal olarak

incelemişlerdir. NH’lı hastaların %81.48, FA’lı hastaların %80 ve TPK’lı hastaların

%60’ında GSTO1’in eksprese olduklarını ve GSTK1 izoziminin ise NH’lı hastaların

%48,14’ünde, FA’lı hastaların %60’ında ve TPK’lı hastaların %87,5’inde ekprese

olduğunu göstermişlerdir. GSTO1 izoziminin TPK’lı hastaların dokularında, FA’lı

hastalara oranla 1,91 (p=0,0023<0,05); NH’lı hastalara oranla 2,1 kat

(p=0,0003<0,05) daha fazla eksprese olduğu; GSTK1 izoziminin TPK’lı hastaların

dokularında, FA’lı hastalara oranla 2,08 (p=0,011<0,05); NH’lı hastalara oranla 3,73

kat (p=0,0002<0,05) daha fazla eksprese olduğu istatistiksel olarak anlamlı

bulunduklarını bildirmişlerdir [67].

2013 yılında Moran ve ark. tarafından yapılan bir başka çalışmada gastrointestinal

kanserlerinden 40 mide adenokarsinomlu ve kolonda adenokanserli dokularda II. Faz

enzimlerinden enzimlerinin; GSTP1 ve GSTT1 izoenzimlerinin
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immunohistokimyasal yöntemle protein ekspresyonlarına bakılmıştır. Bu hastaların

%77,5’inde GSTP1, %95’inde GSTT1 izozimlerinin tümörlü ve normal dokularının

birinde ve ya her ikisinde eksprese olduğunu gözlemlemişlerdir. Tümörlü ve normal

dokularda GST izozimlerinin ekspresyon farklılıkları incelendiğinde; Mide

Adenokarsinomlu hastaların tümörlü dokularında normal dokularına oranla  GSTP1

ve GSTT1 izozimlerinin daha fazla eksprese olduğu (p=0,048;0,0006<0,05)

istatistiksel olarak anlamlı bulmuşlardır. Ayrıca 47 kolon kanserli hastalarda

%97,87’sinde GSTP1 ve %87,23’ünde GSTT1 izozimlerinin tümörlü ve normal

dokularının birinde ve ya her ikisinde de eksprese olduğu görmüşlerdir. Ayrıca

Kolon Adenokarsinomlu hastaların dokularında izozimlerin tamamının tümörlü

dokularda normal dokulara oranla ekspresyonlarının daha fazla olduğu istatistiksel

olarak anlamlı bulunmuş (p=0,00;0,00<0,05). Hasta dokularında izozimlerin

ekspresyon dereceleri ile hastaların cinsiyeti arasında yapılan ilişki analizine göre

kolon kanserli hastalarda GSTP1 izoziminin kadınlarda erkeklerden daha fazla

eksprese olurken (p=0,02<0,05); GSTP1 izoziminin ekspresyonu ile hastaların sigara

içim sayıları arasında pozitif yönde %37’lik düşük düzeyde ilişki olduğu görülmüştür

(p=0,011, r=0,367) [68].

Ali-Osman ve arkadaşlarının 1997 yılında yaptığı bir çalışmada GSTP1 promotor

hipermetilasyonu ve ekspresyon inaktivasyonu prostat kanseri, hepatoselüler

karsinom ve mide karsinomunda saptanabilmektedir [69].

Mide kanserlerinde hipermetilasyonu saptanan genler mevcuttur ancak GSTP1 ile

yapılan çalışma sayısı çok sınırlıdır. Lee ve arkadaşlarının 2002 yılında yaptığı

çalışmada mide kanserli hastalarda DAP-kinaz, E-kadherin, GSTP1, p15 ve p16

genlerinin promotor metilasyonu araştırılmıştır. Sırasıyla %70,3; %75,9; %18,5;

%68,5; %66,7 olarak saptanmıştır. Kontrol grubunda gen metilasyonu

saptanmamıştır. Çalışmanın ikinci aşamasında DNA hipermetilasyonu hastaların

serumunda tekrarlanmış, GSTP1 pozitif grubun serumda saptanma oranı %80 gibi

yüksek oranda bulunmuştur. Kontrol grubu serumunda ise DNA metilasyonu

saptanmamıştır [70].
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2005 yılında Hong ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada gastrik kanser ile ilgili

hipermetilasyonu olan genler araştırılmıştır. hMLH1 (humanmutL homolog) MGMT,

GSTP1 genlerinin hipermetilasyonu gastrik kanserli hastalarda kontrol grubuna göre

anlamlı oranda daha sık olarak saptanmıştır. Bu çalışmada mide kanserli hastalarda

GSTP1 saptanma oranı %7’dir. Yine ilginç olarak hipermetile genlerin kadınlarda

erkeklere göre daha sık olduğu saptanmıştır [71].

Şimşek ve arkadaşlarının 2018’de yaptıkları  insan gastrik tümörü ve tümör olmayan

dokulardaki CYP ve GST İzozimlerinin ekspresyonları çalışmasında, 40 gastrik

kanser hastasında, tümörlü ve tümör periferinde bulunan normal dokularında

sitokrom P450 1A1 (CYP1A1), CYPB1, CYP2E1 ve glutatyon S-transferaz P1

(GSTP1), GSTT1, GSTO1, GSTK1 izozimlerinin immünohistokimyasal boyanma

özellikleri araştırılmıştır. Gastrik kanserli dokularda CYP1B1, GSTT1, GSTO1 ve

GSTK1 ekspresyonlarının normal dokulara oranla daha fazla olduğu istatistiksel

olarak anlamlı bulunmuştur (p< 0,05). Fakat, CYP1A1, CYP2E1 ve GSTP1

ekspresyonlarının normal dokulara oranla daha az olduğu istatistiksel olarak anlamlı

bulunmuştur (p< 0,05). Çalışılan CYP ve GST izozimlerinin ekspresyonları ile yaş

ve cinsiyet arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki bulunamamıştır (p> 0,05).

Gastrik adenokarsinomalı hastalarda, CYP1B1, GSTO1, GSTT1 ve GSTK1 protein

ekspresyonları tümörlü dokuda, normal gastrik dokulardan daha yüksek olduğu ifade

edilmiştir [72].

Yapılan bu tez çalışmasında 32 mide adenokanserli hastanın GSTM1 ve GSTZ1

izozimlerinin ve p53 ekspresyonları değerlendirilmiştir. Mide adenokanserli

dokularında, GSTM1, GSTZ1 izozimlerinin ve p53 ekspresyonları normal dokulara

oranla daha fazla olduğu bulunmuştur (p=0,0008;0,0000<0,05); (p=0,0000,

0,0000<0,05). Literatüre bakıldığında mide kanserlerinde GSTZ1’in protein

ekspesyonlarıyla ilgili herhangi bir çalışmaya rastlanamamıştır. İlk defa bu çalışmada

mide kanserlerinde GSTZ1’ in protein ekspresyonları gösterilmiştir.

Mide kanserinin gelişmesi ve ortaya çıkması için literatürde ortaya çıkan yaş

ortalaması bizim gruplarımız için de geçerliliğini korumaktadır. Bu da mide
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kanserinin ağırlıklı olarak ileri yaşlarda ortaya çıkan bir hastalık olduğu hipotezini de

devam ettirmektedir.

Yapılan bu tez çalışmasında kullanılan dokular kemoterapi almamış hastalara aittir.

GST izozimlerinden M1 ve Z1’in mide kanserlerinin oluşumundaki rolü bu

çalışmayla ilk defa ortaya konmuştur. Bu izozimlerin substratları ve kanser

ilaçlarının öncü maddeleri karşılaştırılmalı ve substratlarla öncü maddelerin

eşleşmesi durumunda karşılaşılan ilacın verilmemesi çünkü verilen ilaca karşı

hücrelerin bu enzimler sayesinde bir direnç göstereceği düşünülmektedir. Ayrıca

elimizde yeterli hasta sayısı olmadığından klinik parametreler ve hasta prognozları

hakkında net bilgiye ulaşılamadığından bu izozimlerin diğer kanser çeşitlerinde de

daha fazla hasta grubuyla çalışılması ve hasta klinik parametreleriyle karşılaştırılarak

hastalığın prognozuna katkıda bulunulması gerektiği düşünülmektedir.

GSTM1 ve GSTZ1 izoziminlerinin mide kanserinin oluşumundaki önemi bu

çalışmayla ilk olarak ortaya konmuştur. Fakat bu izozimlerin diğer kanser

çeşitlerinde de daha fazla hasta grubuyla çalışılması ve hasta klinik parametreleriyle

karşılaştırılarak hastalığın prognozuna katkıda bulunması beklenmektedir.
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