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OZET

MITOKONDRIYAL GST KAPPA1’IN MESANE KANSERINDEKI

PROTEIN EKSPRESYONUNUN INCELENMESI

KAYGIN, Pinar
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Serpil OGUZTUZUN
Eyliil 2016, 52 sayfa

Glutation-S-transferaz (GST) enzim ailesi hiicrelerin hemen hemen her tiirtinde
mevcuttur ve bircok reaksiyonlarda ve endojen maddelerin metabolizmasinda ¢ok
onemli bir rol oynar. Bu enzim sistemi ilaglar, ¢evre kirliligi ve kanserojen
biyotransformasyonunda ¢ok Onemlidir. Bu calismada, mesane kanseri
patogenezinde, GSTK1 izoenziminin olas1 etkisini immiinohistokimyasal boyama ile
arastirdik. Yapilan ¢aligmada altmis mesane papiller iirotelyal karsinom vakasinda,
GST Kappa (K1) izoziminin immiinohistokimyasal bulgular1 degerlendirildi. Bu
hastalara ait dokular boyanma siddetine gore karsilastirilldiginda; Mesane
karsinomada GSTK1 izoziminin protein ekspresyonunun tiimorlii dokularda normal
dokulara oranla daha fazla oldugu bulunmustur (p=0,0000; 0,000<0,05). GSTKI
izoziminin  immiinohistokimya boyama sonuglari, klinik  parametrelerle
karsilagtirildiginda; bu izozimlerin ekspresyonlar1 hastalik durumlarinda yasa,

cinsiyete, timor evre, derece, sigara igiminde farklilik gostermedi (p>0,05). Bu



bulgulara gére GSTKI1 izoziminin mesane kanserinde diagnostik olarak &nemi

olabilecegi sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: Mesane karsinom, GSTK 1, Immiinohistokimya



ABSTRACT

EXAMINATION OF MITOKONDRIAL GST KAPPA1 ISOENZYME

PROTEIN EXPRESSIOS IN BLADDER CANCER

KAYGIN, Pinar
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmant of Biology, M.Sc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN

September 2016, 52 pages

Glutathione-S-transferase (GST) enzyme family is present in almost all type of cells
and can play a critical role in several reactions and metabolism of endogen materials.
This enzyme system is important for drugs, enviromental pollution and carcinogen
biotransformation.  In this study, we investigated GSTK1 isoezyme with
immunohistochemical staining for possible effect on the patogenesis of bladder
cancer. GST Kappa (K1) isozyme immunohistochemical finding was evaluated in
sixty papillary urothelial bladder carcinoma cases. When the tissues of these cases
were compared according to their staining intensity, GSTK1 expression in bladder
carcinoma was significantly higher than normal bladder tissues (p=0,0000;
0,000<0,05). When the immunohistochemical result of GSTK1 isoenzyme was
correlated with the clinical parameters, they were not correlated with age, gender,
tumor stage, grade, smoking status, (p>0,05). According to these findings, it is likely

to be of importance GSTK1 isozyme in the diagnosis of bladder cancer.



Keywords: Bladder carcinoma, GSTK1, immunohistochemistry
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SEKILLER DIZINi

Sekil
1.1. Mesane Kanserinin 2009 TNM Siniflandirmasi
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1.GIRIS

Kanser Diinya Saglik Orgiitlerine(WHO) gére insan sagligma tehdit eden
problemlerden birisi olan kanser, hiicre diizeyinde meydana gelen kalitsal
degisimlerin (Transformasyon) sonucudur [1]. Kanserdeki bu kalitsal degisimler
belirli genlerde bir takim etkilerle olusan mutasyon sonucu veya gen ifadesinin
miktarinda ve zamanlamasinda meydana gelen farkliliklarla ortaya ¢ikan hiicresel
seviyedeki genetik bir bozukluktur. Bunun sonucunda hiicre dongiisiiniin zarar
gormesiyle siirekli olarak yeni kanser hiicrelerinin meydana gelmesi ve hiicre
olimii(apoptozis) gerceklesmemesi sonucu olusan karakterize bir hastaliktir. Kanser
hem diinyada hem de iilkemizde %22'lik oran ile kardiyovaskiiler hastaliklardan
sonra gelen ikinci 6liim sebebidir [2]. 2002 yilinda {ilkemizde kanserden 6lenler tiim
dliimlerin %12’sini olusmusken bu oran 2009°da %21°e ¢ikmstir. Ozellikle ortaya
cikisinin  Onlenebildigi, taramalarla Olimiin yok edilebildigi ve erken teshis
edildiginde tedavinin yasam kalitesine ¢ok sey katabildigi kanser tiirlerini g6z oniine

alirsak korunmanin 6nemi artmaktadir [3].

Mesane kanseri bugiin diinyada en ¢ok goriilen kanser tiirler arasinda erkeklerde
dordiincii, kadinlarda yedinci sirada yer almaktadir ve idrar yollarinda goriilen en
onemli kanserdir [4,5,6]. En yiiksek oranlar Kuzey Amerika, Bati Avrupa, Dogu
Avrupa’nin giineyi ve Asya’nin pek ¢ok boliimiinde goriilmiistiir [7]. 2000 yilinda
diinyada yaklagik 336000 yeni vaka teshis edilmistir [5]. Amerika’da 2005 yilinda
63210 yeni vaka bildirilmis ve mesane kanseri 13100 kisinin bu nedenden dolay1

Olmiistlir [8]. Misir gibi gelismekte olan iilkelerde ise toplam kanser vakalarinin %



30,8’ini mesane kanseri olusturmaktadir [9]. Tiirkiye’de ise Tirk Kanser Arastirma
ve Savas Kurumu’nun hazirladigi Kanser Yiikii 2006 Raporu’na goére mesane
kanseri, goriilen kanser tiirleri arasinda yaklasik % 7.8 ile liclincli sirada yer

almaktadir.

Mesane kanseri yiizeyel, kas invaziv ve metastatik olmak {izere 3 grupta incelenir.
Histopatolojik olarak %90 {iirotelyal karsinom, %35-7 skuamoz hiicreli karsinom,
%1-2 adenokarsinom, %21-2 oraninda non-diferensiye karsinom ve mikst timdrler
izlenmektedir. Nadir goriilen mesane epitelyal tiimorleri villoz adenom, karsinoid
timor, karsinosarkom ve melanomdur. Nadir goriilen non epitelyal tiimorleri

feokromositoma, lenfoma, koryokarsinom ve mezenkimal tiimorlerdir [10].

Bu tez calismasinda mesane kanserinin olusmasinda ve gidisatinda biiyiik bir rol
oynayan glutatyon- S-transferaz (GST) GSTK1 izoziminin dagilimlar
immiinohistokimya metoduyla ¢alisilacaktir. GSTK1 izoziminin bening ve karsinom
mesane hiicrelerindeki dagilimlart tespit edilecek ve kanser biyolojisindeki rolii ve
klinikteki kullanilmasi degerlendirilecektir. Ayrica GST izozimlerinin bening ve
karsinom hiicrelerindeki dagilimlariyla hastaya ait klinik parametreleriyle (tiimor

evre, timor derecesi ve sigara igimi) istatiksel olarak karsilagtirilacaktir.

1.1.Mesane kanseri

Mesane kanseri, mesaneyi olusturan hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi sonucu
meydana gelir. Mesane kanseri idrar kesesinin i¢ini doseyen hiicre tabakasindan
kaynak alir. Eger bu hiicre ¢ogalmasi yalnizca mesanenin yilizeyel katmani ile

siirliysa buna yilizeyel mesane kanseri denir. Eger hiicre ¢ogalmasi derinlesip kas ve



yag tabakasina da gegerse buna derin (invaziv) mesane kanseri denir. Kas tabakasina
gecmis mesane kanseri ¢cevre dokulara yayilabilir. Kan dolasimi sayesinde dokulara

ulasip uzak metastaz yapabilir, akciger, karaciger gibi organlara atlayabilir [11].

Ayrica mesane kanseri kanser olgulart iginde tani anindan Oliime kadar, birim
hastaya uygulanan tedavi agisindan en pahali kanser tiirtidiir [10]. Etiyolojide sigara
kullanimi, ¢esitli karsinojenler, suni tatlandiricilar, kronik sistit ve diger

enfeksiyonlar, pelvik radyoterapi gibi faktorler rol oynamaktadir.

1.1.1. Evreleme

Mesane kanserinde temel evreleme sistemi, International Union Against Cancer
(UICCO)tarafindan onaylanmig TNM 2009 yaygin kabul gormiistir. TNM 2009

cizelgel. 1‘de gosterilmistir.

Cizelgel.1. Mesane kanserinin 2009 TNM simiflandirmasi

T-Primer timor

Ta Non-invaziv papiller karsinoma

Tis Karsinoma in situ —diiz timor

T1 Lamina propria invazyonu

T2 kas dokusu invaze

T?2a Timdr yiizeyel kasa invaze (i¢ yart)

T2b Tiimor derin kasa invaze (dis yari)

T3 Tiimor perivezikal dokuya invaze




T3a Mikroskopik olarak

T3b Makroskopik olarak (mesane dis1 kitle)

T4 Timor su dokulardan herhangi birini tutar; prostat, uterus, vajina, pelvik duvar,

abdominal duvar

T4a Timor prostat, uterus veya vajeni tutar

T4b Timor pelvik duvar veya abdominal duvari tutar

N-Lenf nodlar1

NX Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemez

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Pelviste (hipogastrik, obturator, eksternal ilyak veya presakral) tek bir lenf nodu

metastazi

N2 Pelviste (hipogastrik, obturator, eksternal ilyak veya presakral) multiple lenf

nodu metastazi

N3 Kommon ilyak lenf nodu metastazi

M-Metastaz

MX Uzak metastazlar degerlendirilemiyor

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var




Sekil 1.1. Mesane Kanserinin 2009 TNM Siniflandirmasi [40].

Mesane i¢i bos ve esnek bir organdir. Mesane tiimorleri yiizeysel (Ta ve T1) ve
invazif (T2, T3, T4) oluslarina gore derecelendirilir (Sekil 1.1). Ta tiimorleri
ekzofitik olarak disa dogru biiyiime gdsterirken {irotelyumun 6tesine gegmezler. T1
timdrleri lamina propriyaya invaze olmustur, fakat muskiilaris propriya’ya
geememistir. T2 tiimdrleri muskiiler propriyaya, T3 tiimorleri perivezikal dokuya

invaze olmustur. T4 tiimorleri ise diger organ yapilarina ulagsmistir [40].

1.1.2. Mesane Tiimorlerinin Histolojik Derecelendirilmesi
1998°de WHO ve “The 2005 International Society of Urological Pathology( (ISUP)”
tarafindan yeni non-invaziv tirotelyal timor siniflamasi teklif edildi ve 2004‘te WHO

tarafindan yayinlandi [12] (Cizelge 1.2).



WHO/ISUP Derecelendirmesi

Diisilk malign potansiyeli olan papiller iirotelyal neoplazmlar, malign sitolojik
Ozellikleri olmayan ama normal iirotelyal hiicrelerin papiller konfigiirasyonda
gozlendigi lezyonlardir. Progresyon riskleri onemsiz olmakla beraber, tamamiyla

benign degillerdir ve tekrarlama egilimleri vardir [12].

Cizelgel.2.1973 ve 2004 WHO derecelendirmesi [12]

1973 WHO derecelendirmesi

Urotelyal papillom

Grade 1: lyi diferansiye

Grade 2: Orta diferansiye

Grade 3: Kétii diferansiye

2004 WHO derecelendirmesi

Urotelyal papillom

Diisiik malign potansiyelli papiller lirotelyal neoplazmlar

Diisiik derece papiller lirotelyal karsinom

Yiiksek derece papiller iirotelyal karsinom

1.1.3. Patoloji
Papiller {rotelyal karsinom genitoiiriner sistemin en yaygin tiimoridir ve

genitoiiriner sistemin en fazla 6liime neden olan 2. tiimoriidiir.




1.1.3.1. Normal Mesane Urotelyumu

Normal mesane epiteli 3 ile 7 katman kalinliginda olan bir ya da daha ¢ok tabakadan
olusan ara hiicreler, bazal hiicre tabakasinin iizerinde yer alir. En yiizeyel katman ise
diiz, biiyliik ve semsiye hiicrelerinden olusur. Mesanenin en i¢ yiizlinii kaplayan
iirotelyum, lamina propriya bazal membrani iizerinde yerlesir. Lamina propriya,

icinde diiz kas lifleri bulunan tunika muskularis mukozayi igerir [10].

1.1.3.2. Urotelyal Karsinom

Mesane tiimérlerinin %90°dan fazlasi iirotelyal karsinomdur. Urotelyal (transizyonel
hiicreli) kanserler normal iirotelyumdan, mukoza da papiller katlantilar1 olan artmis
sayida epitelyal hiicre tabakalari, artmis ¢ekirdek/stoplazma orani,belirgin niikleoli,
kromatin kiimelesmesi ve artmis sayida mitoz ile ayrilir. Urotelyal karsinomlar tiimor
bliylime yapilarina gore, papiller, sesil, ¢cevreye yayilan, nodiiler, mikst ve yassi,
epitelyum i¢ine dogru biiyliyen (karsinoma in situ) olarak sayilabilir. Mesane
tiimorlerinin yaklasik %701 papiller, %10‘u nodiiler ve %20°si mikst tiptedir. Timor
derecesi (grade) ve evresi (stage) arasinda giiclii bir baglanti bulunmaktadir. Buna
gore disiik derecede ve orta derecede diferansiye tiimorler yiizeyel olmaya
meyilliyken az diferansiye olan daha ¢ok kas invaziv tiptedir. Diisiik dereceli
(tamamu 1y1 diferansiye ve bircoguda orta derece diferansiye) tiimorlerin ve yiiksek
dereceli (kotii diferansiye) tiimorlerin temelde birbirinden farkli orjinleri vardir. Iyi
diferansiye (grade 1) tiimorlerince bir fibromiiskiiler sapla birlikte yedi kattan daha
fazla tabakaya kalinlagmis bir iirotelyuma sahip ve hiicrelerinde az miktarda anaplazi
ve pleomorfizim bulunan tiimorlerdir. Diisiik malign potansiyeli olan papiller

tirotelyal tiimorler olarak adlandirilmaktadir. WHO ve ISUP smiflandirmasinda



disiik dereceli (low grade) iirotelyal karsinom olarak adlandirilmistir. Koti
diferansiye (grade 3) tiimorler yeni WHO ve ISUP smiflandirmasinda yiiksek
dereceli (high grade)iirotelyal karsinom olarak adlandirilmistir. Tabandan yiizeye
dogru gidildikge hiicrelerde farklilasma goriilmez. Yiiksek ¢ekirdek ve stoplazma
orani ile birlikte belirgin niikleer pleomorfizm goze carpar. Mitotik sekillere sik

rastlanir [10].

1.1.3.3. Karsinoma In Situ

Karsinoma in situ mukozanin lezyonu olarak goriiniirse de siklikla endoskopik olarak
taninamaz. Histolojik olarak az diferansiye transizyonel hiicreli karsinomdan olusur.
Karsinoma in situ asemptomatik olabilir ya da siddetli semptomlar olusturabilir.
Karsinoma in situ olan hastalarin % 80 ile %90‘inda idrar sitolojisi pozitiftir. Yiiksek
gradeli yiizeyel tiimdrii olan hastalarin % 25 ya da daha fazlasinda karsinoma in situ
mevcuttur ve bunlarin %401 ile %83l ilerleyerek kasa invaziv kansere doniisiir.
Yaygin karsinoma in situ nedeniyle sistektomi yapilan hastalarin %Z20‘sinde

mikroskobik kas tutulumu olan kanser goriilmektedir [10] .

1.1.3.4. Skuamoz Hiicreli Karsinom

Schistosoma hematobium enfeksiyonuna bagli skuamoz hiicreli kanserler ekzofitik,
nodiiler ve dallanan lezyonlar olup genellikle iyi diferansiyedirler, lenf nodu ve uzak
metastaz oranlar1 daha disiiktiir. Schistosoma haematobium enfeksiyonuna bagl
olmayan skuamoz hiicreli kanserler genellikle {iriner taslarin ya da uzun uzun siireli
kateterizasyonun kronik irritasyonuna, kronik iiriner enfeksiyonlara ya da mesane

divertikiiliine bagh ortaya g¢ikmaktadir. Skuamoz hiicreli karsinoma karakteristik



olarak squamoz inciler adi verilen birbirinden ayrik hiicre topluluklarinda olusan
keratinize adalar seklindedir. Degisik derecelerde histolojik farkliliklar gosterebilir

[10].

1.1.3.5. Adenokarsinoma
Adenokarsinomalar primer mesane kanserlerinin  %?2°‘sinden azii olusturur.

Adenorkarsinomalar ayn1 zamanda barsaklardaki liriner kalintilarda goriilebilir [10].

1.1.4. Mesane Karsinomanin Yayilma Sekilleri

1.1.4.1. Direk Yayihm

Malign transizyonel epitel hiicrelerinin bazal laminay1 asarak alttaki lamina
proprianin bag dokusuna erismeleri ve sonrasinda muskularis propria ve perivezikal
yag dokusuna kadar ulagmalaridir. Mesane kanserinin lokal invazyonu ii¢ yolla
gerceklesir. En sik goriilen sekli tiimorlerin yaklasik %60°‘mnda goriilen ve primer
mukozal lezyonun altinda genis bir ylizeye yayilmis kanser hiicreleri ile karakterize
kitlesel yayilimdir. Tiimorlerin yaklasik %?25‘inde (tentacle-like) dokuna¢ benzeri
invazyon ve yalmzca %10‘unda da normal goriinlimlii mukoza altinda biiyliyen
timor hiicrelerinin bulundugu lateral yayilim goriiliir. Lamina propriya ve daha
siklikla muskularis propriaya giren malign iirotelyal hiicreler kan damarlarina ve
lenfatiklere ulasarak buralardan bolgesel lenf nodlarina ve uzakbolgelere metastaz

yaparlar [10].



1.1.4.2. Metastatik Yayihhm

Mesane kanserinde vaskiiler ya da lenfatik yayilim goriliir. Yiizeyel kanseri olan
bazi hastalarda latent uzak metastazlar bulunur ve bu hastalarin biiyiik ¢ogunlugu,
lezyonlar1 patolojik evreleme sirasinda daha diisiik gosterilen ve aslinda kasa invaziv

tiimorleri olan hastalardir [10].

1.1.4.3. Lenfatik Yayihm
Mesane kanserlerinin en sik metastaz yaptiklar yerler pelvik lenf nodlaridir. Bunlar
arasinda paravezikal nodlara yayilim %16, obturator nodlara %74 eksternal iliak

nodlara yayilim %65 ve presakral nodlara yayilim da kabaca %?25civarindadir [10].

1.1.4.4. Hematojen Yayilhm
Vaskiiler metastazlar en sik karacigere (%38), akcigere(%36), kemige (%27),
adrenalbezlere (%21) ve bagirsaklara (%13) olur. Bunlarin disindaki herhangi bir

organa da metastaz olur [13].

1.2. Mesane Kanserine Yol Actig1 Diisiiniilen Mesleki, Cevresel ve Genetik
Faktorler

Mesane kanseri, akciger kanseri ile birlikte ciddi epidemiyolojik aragtirmalar yapilan
ilk kanser tiirlerinden biridir. Sigara i¢imi, meslek yiiziinden maruz kalinan
kimyasallar ve kronik enfeksiyonlar gibi mesane kanserine yol agan faktorler

yiullardir bilinmektedir.
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1.2.1. Epidemiyoloji

1.2.1.1. Insidans ve Prevalans

Kanser insidansi bir yilda 100,000 insanda yeni tan1 almis olgu sayisi1 olarak ifade
edilir. Mesane kanseri erkeklerde kadinlardan 2-3 kat daha fazla goriilmektedir.
Mesane kanseri 2002 yilinda tutulan kayitlara gore Diinya’da 357, 000 olguyla en sik
gozlenen 9. Kanserdir [15]. Erkeklerde prostat, brons ve akciger kanserlerden sonra
% 6,3 ile tiim kanserler i¢inde en sik 4. kanserdir. Kadinlarda %2,6 ile tiim kanser
olgularinda 7. sirada goriilen kanserdir. Ulkemizde yapilan bir galismaya gore
Tiirkiye'de erkeklerde en sik goriilen {i¢iincii, kadinlarda ise en sik goriilen 13. kanser

tiiriidiir [15].

1.2.1.2. Yas

Mesane kanseri genellikle orta ve ileri yasin hastaligidir. Mesane kanseri insidansi
direk olarak yasla artar. 65-69 yaslarinda erkeklerde 100.000‘de 33°ten, 85 yasin
uistiindeki erkeklerde 100.000°de 75°e ¢ikar. Mesane kanseri adolesanlarda ve 30-40
yas arasindaki genc yetiskinlerde iyi diferansiye histolojilidir ve daha sessiz bigimde
davranir. Geng insanlarda prognoz ¢ok daha iyidir, ¢iinkii daha ¢ok yiizeyel tiimorler
goriiliir; bununla beraber hastaligin progresyon riski genglerde yaslilardaki ile

aynidir [14].

1.2.1.3. Bolgesel ve Ulusal Farkhihiklar
Mesane kanserinin Ortadogu ve Kuzey Afrika iilkelerinde insidans hizi ¢ok
yiiksektir. Mesane kanseri insidanst Orta Afrika, Giiney Asya ve uzak dogu

iilkelerinde en diisiik oldugu bildirilmistir [14].

11



1.2.2. Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Mesane kanseri gelisiminde ve progresyonunda rol oynayan faktorler arasinda;
mesleki kimyasallara maruziyet; kahve, sigara, analjezik ya da yapay tatlandirici
kullanimui; viral enfeksiyonlar, bakteriyel mantar ve genotoksik kemoterapdtik ajanlar
sayilabilir. Karsinojenler hedef hiicre DNA‘sinda lezyonlar olustururlar ve

tiimorogenezisi hem baglatir hem de devam ettirirler [16].

a) Onkogenler

Mesane kanseri gelisiminde suglanan mekanizmalardan biri  onkogenlerin
indiiksiyonu olup, bu normal genin degisip malign fenotip kodlayan gene doniigsmesi
ve normal biiylime mekanizmasi kontroliinden kagmaya imkan veren hiicrelere

doniismesine neden olur [10].

b) Tiimor Siipresor Genler

Karsinogenez siirecinde onkogenlerin yanisira, hiicre biiylimesi kontrolii, DNA
tamiri ya da apoptozisi saglayan proteinleri kodlayan genlerinin inaktivasyonu da
onemli rol oynar. Timor siipresor genler olarak adlandirilan bu genlerdeki
inaktivasyon ya da delesyon kontrolsiiz biiylimeya da hasarli DNA hiicrelerini
Oldiirme programinda bir bozukluga neden olur, bunun sonucunda genetik olarak
degisik hiicreler kontrolsiiz ¢ogalir. Etkilenmis hiicrelerde hatali DNA hiicreleri

olusur [10].
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¢) Mesleki Faktorler

Sigara i¢giminden sonra, meslek faktorii de mesane kanseri i¢in en biiyiik ikinci risk
sayilmaktadir. 1985 yilinda ilk defa Alman cerrah Rehn, magenta iireticilerindeki
artmis mesane kanseri oranlarina dikkat ¢ekti. 1954 yilinda ise kimya endiistrisinde
calisanlarda B-naftilaminin mesane kanseri riskini 200 kat arttirdigi gosterildi [17].
B-naftilamin, komiir ve komiir katraninin distilasyonu sonucunda elde edilen bir
aromatik amindir. Karsinojik etkileri yiiziinden endiistride kullanimi (Isvicre,
Ingiltere ve Italya gibi) pek ¢ok iilkede yasaklanirken Amerika gibi bazi iilkelerde de
kullanim1 kisitlanmis ve denetim altina alinmistir. Aromatik aminlerin yaninda
boyalar, metaller, endiistriyel yaglar ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) da
mesane kanseri riskinin artmasi ile alakahidir. Organik materyallerin piroliz veya
pirosentezindeki tamamlanmamis yanmay1 igeren islemler PAH’lar1 ortaya
cikarmaktadir. Sonu¢ olarak maden iscileri, baca temizleyiciler, ocakg¢ilar,
demirciler, zift ve asfalt yapanlar gibi pek cok endiistriyel meslek sahibi PAH’lara
maruz kalmaktadir. Aromatik amin {iretiminde, boyayla alakali iiretimde, kauguk ve
kablo iretiminde, tekstil ve deri islerinde, komiir, aliiminyum ve petrol
endiistrilerinde bahsi gegen kimyasal ajanlara maruz kalinmaktadir. En bilinen
mesane Kkarsinojenleri ve bu karsinojenlere maruz kalinabilecek endiistriyel alanlar
Tablo 3’de verilmistir [18]. Cogu zaman maruz kalinan g¢evresel veya mesleki
kimyasallar tamamen aktif halde degildirler. Bu kimyasallarin etkileri viicutta
birtakim aktive veya inaktive edici enzim veya yolaklarla diizenlenir [20]. Kimyasal
prokanserojenik bilesikler gibi c¢evresel risk faktorleri potansiyel kanserojen
formlarina doniisebilmek i¢in oksidatif (Faz I) enzimlerle (cogunlukla CYP

enzimleri) metabolik olarak aktive edilmelidir. Cogu kanserojen ise Faz Il enzimleri
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ile detoksifiye edilir. Sonug olarak, ¢evresel kimyasallarin kanserojenik etkilerine

kars1 hastaliga yatkinlikta kisisel varyasyonlara sebep olur [21].

Cizelgel.3. Bilinen Mesane Karsinojenleri ve Bunlara Maruz Kalinan Endistriyel

Alanlar [19].
Mesane Karsinojenleri Endiistriyel Alanlar
* 2-naftilamin Kimyasal boya tiretimi
* Benzidin « Kauguk tiretimi (6zellikle lastik ve kablolar)
* 4-aminobifenil » Komiir gazi iiretimi
« Diklobenzidin * Aritma
+ Ortodianizidin * Atesleyici liretimi
* Ortolidin * Tarim ilaglart
* Fenasitin » Tekstil bask atolyeleri
« Klornafazin
« Siklofosfamid

d) Sigara Icimi

Sigara mesane kanseri i¢in gosterilebilmis ana risk faktoriidiir. Urotelyal karsinomlu
erkeklerde %60, bayanlarda ise %30 sigara Oykiisii vardir [22]. Sigara i¢imi tiikketilen
sigara miktarina gore mesane kanseri riskini 2 ila 6 kat arasi arttirir [22]. Pasif
igicilerde mesane kanseri gelisme riski icmeyenlere oranla istatistiksel anlamda farkli
saptanmamustir [23]. Titiinde yaklasik olarak 3800 kimyasal vardir, fakat bu
kimyasallardan 2-naftilamin ve 4-aminobifenil en siipheli iki kimyasal ajan olarak

gorilmektedir. Sigaradaki bilesiklerin mesane lizerindeki karsinojenik etkilerinin
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yaninda, mesane epitelindeki hiperplazi temel alinarak sigara i¢giminin proliferasyonu

arttirdigir bulunmustur [23].

e) Kahve ve Cay Tiiketimi
Mesane kanseri riski kahve ve ¢ay tiiketenlerde hafif yliksek bulunmus olsa da bu

durum cay kahve tliketenlerin sigara tiiketimi ve diyet aliskanliklar ile ilgili olabilir

[24].

f) Enflamasyon ve Enfeksiyonlar

Erkeklerde sistozomiazisin endemik oldugu Misir‘da mesane squamoz hiicreli
karsinomu en sik goriilen malignensidir [25]. Ayrica sistozomiazisli erkeklerde
transizyonel hiicreli karsinom riski de artmistir. Yapilan bir ¢alismada HPV(Human
papilomavirus enfeksiyonu enfeksiyonunun rolatif olarak mesane kanseri gelisme

riski 2,3 kat arttirdig1 6ne stirtilmistiir [26].

g) Kemoterapotik Ajanlar

Mesane kanseri gelisiminde rolii ispatlanmis tek kemoterapotik ajan
sisklofosfamittir. Siklofosfamidin iiriner bir metaboliti olan akrolein hem hemorajik
sistitten hem de mesane kanserinden sorumlu tutulmaktadir. Bununla beraber

hemorajik sistit gelisimi mesane kanseri ile iligkili degildir [27].

1.3. Ksenobiyotiklerin Metabolizmasi

Cesitli yollarla besin amagli dogal bilesikler disinda viicuda (oral, inhalasyon,

deriden emilim gibi)giren ve viicuda yabanci olan bilesiklerin tiimiine ksenobiyotik
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denir. Bu ksenobiyotiklerin bazilar1 suda ¢o6ziinebilir(hidrofilik) o6zellikte iken
bazilarida suda c¢oziinemeyen (lipofilik)ozelliklerdir. Bu olaylara dayanarak olusan
biyolojik reaksiyonlar sonucu suda ¢oziinebilen bilesikler kolayca idrar ve safra ile
disartya atilabilmektedir. Boylece bir ksenobiyotigin canli organizmada ugradigi bu
kimyasal degisimlerin biitliniine biyotransformasyon denir. Biyotransformasyon
sirasinda bazi1 ksenobiyotiklerin biyolojik etkisini kismen ve tamamen kaybettigi
diisiiniilmesine ragmen bu durumlarda olusan {iriinler kendisinden daha etkin veya
daha toksik bilesik olarak gosterebilir. Bu ¢ok aktif ara iirinlerin olusmasina
“"toksikasyon" veya  "biyoaktivasyon" = ksenobiyotigin = ve  metabolitlerin
biyotransformasyon sonucu toksik etkisi azaliyor veya ortadan kalkiyorsa bu olaya

"biyoinaktivasyon" ya da "detoksifikasyon"denir [28-29].

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyon mekanizmalari iki faz da gergeklestirir. Faz I
reaksiyonlar1 yiikseltgenme(oksidasyon), indirgenme (rediiksiyon) ve hidroliz
reaksiyonlarindan olusur. En ¢ok karacigerde, mikrozomal enzim mekanizmasi
icinde yer alan Sitokrom P-450(CYP) reaksiyonlarinda gorev alir. Sinirli olmakla
beraber akciger, bobrek, barsak, testis, deri, plasenta, adrenal bezde de faz I
reaksiyonu gergeklesebilir. Faz I reaksiyonu ile lipitte ¢oziinen ksenobiyotikler daha

polar hale gelerek viicuttan atilimlar1 kolaylasir [30-31-32-33].

Ksenobiyotik biyotransformasyon mekanizmalarinda rol oynayan Faz Ive Faz II

enzimleri ve reaksiyon tipleri Cizelge 1.4 ve Cizelge 1.5 de gosterilmistir.
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Cizelgel.4. Faz I reaksiyonlar1 ve rol oynayan enzimler [29].

Reaksiyon Tipi Enzimler
Yiikseltgenme Sitokrom P450(CYP)’ler
(oksidasyon) Ksantin okidaz
Peroksidazlar
Aminooksidaz
Dioksijenaz
Siiperoksit dismutaz
Indirgenme Sitokrom P450(CYP)’ler
(rediiksiyon) Ketorediiktaz
Glutatyon peroksidazlar
Hidroliz Epoksit hidrolaz
Karboksiesteraz
Amidazlar

CYP enzimleri multigen siiper enzim ailesi olan, karsinojenlerin ve Ozellikle
antikanser ilaclarin biyoaktivasyon ve inaktivasyonunda 6nemli rol oynadiklar1 i¢in
kanserin etiyolojisinde ve tedavisinin belirlenmesinde 6nemli yer tutmaktadir. CYP
metabolizmasi, sirasinda olusan reaktif ara tirlinler genellikle toksik ve karsinojendir.
Fakat bunlar metabolizma sirasinda hemen faz Il enzimleri olan GST 'ler tarafindan,

basta konjligasyon olmak fiizere, cesitli reaksiyonlarla inaktif polar diriinlere

dontistiiriilerek bobreklerden atilirlar [34].
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Faz II reaksiyonlar1 genellikle konjugasyon reaksiyonlaridir. Detoksifikasyon olarak
kabul goriinen konjugasyon reaksiyonlari ile endojen maddelerle birlesen polar

metabolitleri etkisiz hele getirerek uzaklastirlar [29-35].

Cizelge 1.5. Faz II reaksiyonlar1 ve rol oynayan enzimler [29].

Reaksiyon Tipi Enzimler
Konjugasyon Glukronil transferaz
Reaksiyonlari Siilfonil transferaz

Glutatyon S-transferaz(GST)
Glukozil transferaz

Tiyol transferaz

Asetilasyon N-asetiltransferaz
Agiltransferaz

Metilasyon N-asetiltransferaz

Digerleri O,N,S-metiltransferazlar

1.3.1.Glutatyon ve Glutatyon S-transferazlar

Glutatyon (GSH); sistein, glutamik asid ve glisinden olusan, intraseliiler
konsantrasyonu olan bir tripeptittir. Glutatyon iki dnemli yapist olan tiyol grubu ve
y-glutamin bag1 bulundurur. Genelde" GSH" olarak gosterilir. Karsinojenik

etkilerden korunmada glutatyonun 6nemli bir rolii vardir. Bu rol GSH konjugasyon
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reaksiyonlarin ¢ogunu glutatyon S-tranferaz (GST)denilen enzimler tarafindan
gerceklesir.GST  izoenzimlerin dokularin  oksidatif stresten kounmasinda,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda, ila¢ direncliligi ve apoptoziste 6nemli rol

alan ¢ok fonksiyonlu enzim grubudur [36].

Glutatyon S-Transferaz (GST) elektrofilik ve hidrofilik bilesiklerin glutatyon ile
etkilesimlerini saglayarak, hiicresel makromolekiilleri reaktif elektrofillere karsi
koruyan Faz-ll detoksifikasyonunda yer alan multigen ailesidir. Bu enzimler
genellikle hayvanlarda, bitki ve bir¢ok mikroorganimalarda bulunur. Molekiiler
25kD’dur ve her bir alt birim 200-240 aminoasitten olusur [37]. En ¢ok rastlandigi
dokular, basta karaciger olmak {izere, kalinbagirsak, incebagirsak, akciger, bobrek,
kas, meme, dalak, plasenta ve testis gibi bir¢ok organin sitosolii ve membranidir
[38]. En c¢okta sicanlarda ve insanlarda bulunur [39]. GST, reaktif oksijen
radikallerinin ve sigara tiitiiniinde bulunan karsinojenlerin detoksifikasyonunda, lipid
peroksidasyonu sonucu olusan 4-hidroksinonenal gibi ajanlarin metabolizmasinda

onemli bir role sahiptir [31-42].

Bireyler arasinda goriilen baz1 kanser tiirlerine yatkinli§in artmasi veya azalmasinin
temelinde yatan neden ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda (biotransformasyon)
rol oynayan enzimlerin gosterdigi genetik polimorfizmler ve bu enzimlerin

genlerinin ve/veya proteinlerindeki ekspresyonlarinin degiskenligidir [43-44].

1.3.2. GST’ lerin Substratlar:

Glutatyon S-Transferaz enzimleri ¢evresel karsinojenler (Stiren oksit, Trikloroetilen,

Akrolein, vb) endojen molekiiller (Adenin propenal, 9-Hidropeksi-linoleik,
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Kolesterol-5,6-oksit) kemoterapik ilaglar(Cis-platin, Klorambusil, siklofomid)gibi
cok sayida toksik bilesikler GST'lerin substratlarindandir (¢gizelgel.6) [41]. GST, ¢ok
substratli bir enzimdir. Endojen yag asidi oksidasyonu iiriinleri, cevresel karsiojen ve
toksik bilesikler GST’ lerin substratidir. GSH’un kosubstratina 6zgiil olan bir G
bolgesi ve hidrofobik elektrofilik substratlarin baglandigi H bélgesi vardir. GSH’ un
tiyol grubu, cebin agik olan kismina doniiktiir. Diger substratlara baglanan grup, bu

tiyol grubudur [45-46].

GST, besinlerle birlikte alinan toksik maddelerin uzaklagsmasini sagladigl gibi,
prostoglandinlerin izomerizasyonu, hem bilirubin, yag asitleri ve safra tuzlar1 gibi
nonsubstrat ligandlart GSH ile baglayarak tasinmasini da saglamaktadir. Ayrica
reaktif elektrofilik bilesiklerin viicuda zarar vermesini, ayni tiir bilesikleri birbirine

kovalent baglayarak da onleyebilmektedir [41].

GST’in etkiledigi bu ksenobiyotik akseptdrler i¢cinde nitrojenli, halojenli bilesikler,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar, organofosfatlar yer almaktadir. Bu molekiiller
icin ilk biyolojik reseptor, endoplazmik retikulum ve elektron tasima sisteminin
olusturan mikrozomal oksijenazlardir. Ksenobiyotikler, bu enzim sistemi ile
oksijenlenir, oksijen atlh iiriinlerin sonraki mekanizmasi, daha fazla oksijenasyon ve
bu iriinlerin suda daha kolay ¢6ziiniir hale gelmesidir [37]. Cizelge 1.6’da GST’

lerin substratlar1 detayli olarak gosterilmektedir [42].
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Cizelgel.6. GST’lerin substratlari [42].

Cevresel Pestisidler Ilaclar Endojen Molekiiller
karsinojenler

Stiren oksit Lindan Cis-platin 4-Hidroksi-2-nonenal
4-Nitrokinolin oksit | Alaklor Klorambusil Kolesterol-5-6-oksit
Akroleyn Atrazin Siklofosfamit Adenin propenal
Hekzaklorobutadien | DDT Tiyotepa 9-hidropeksi-linoleik asit
Trikloroetilen Metil paration | Fosfomisin Dopaminokrom

Metilen kloriir Adriamisin Katesol estrojenleri
Etien oksit Nitrogliserin

1.3.3 GST'lerin Siniflandirmasi

Glutatyon-S transferazlar memelilerde ilk kez bilgileri 1961 yilinda, fare
karacigerinde glutatyonun (GSH) konjugasyonunun gozlenmesi {iizerine elde

edilmistir.

Yapilan siniflandirmaya goére GST’ler sitozolik, mikrozomal ve mitokondriyal olmak
tizere ¢ ailede smiflandirilmistir. Buna gore sitoplazmik GST’ler: GST Alfa
(GSTA1-1, GSTA2-2, GSTA3-3, GSTA4-4, GSTA5-5), GST Mi (GSTMI1-1,
GSTM 2-2, GSTM3-3, GSTM4-4, GSTM5-5), GST Pi (GSTP1-1), GST Sigma
(GSTS1-1), GST Teta (GSTT1-1, GSTT2-2), GST Zeta (GSTZ1-1), ve GST Omega
(GSTO1-1, GSTO2-2) olmak flizere 7 eicosanoid ve

sinifa, glutatyon

metabolizmasinda membrana bagl proteinler (MAPEG: Membrane-Associated

Proteins in Eicosanoid and Glutathione metabolism) olarak da adlandirilan
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mikrozomal GST’ler; MGST1, MGST2 ve MGST3 olarak ii¢ sinifa ve son olarak
mitokondriyal GST smifimi olusturan GST Kappa (GSTK1-1) olmak iizere toplam

11 sinifta incelenmektedir. Cizelge 1.7°de GST ailesinin izozimleri ve bulunduklari

organlar detayl bir sekilde verilmistir [47] .
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Cizelge 1.7. GST ailesinin izozimleri ve bululunduklar1 organlar [47].

Siiperaile Simf [Protein |Organ
GSTAL | Testis,karaciger,bobrek,adrenal,pankreas
GSTAZ2 | Karaciger,testis,pankreas,bobrek,adrenal,beyin
Sitozolik Alfa
GSTA3 |Plesanta
GSTA4 |Ince bagirsak, dalak, karaciger, bobrek,beyin
GSTML1 | Karaciger, testis,beyin,adrenal,bobrek,akciger
GSTM3 [ Testis, beyin,ince bagirsak,iskelet kasi,akciger
Sitozolik Mu
GSTM4 | Beyin, kalp,iskelet kast
GSTMS5 | Beyin, kalp,akciger,testis
Sitozolik Pi GSTP1 |Beyin, kalp,akciger,testis,bobrek,pankreas
GSTT1 |Bobrek, karaciger,ince bagirsak,beyin,prostat
Sitozolik Teta
GSTT2 |[Karaciger
Sitozolik Sigma |GSTS1 [Fetal karaciger,kemik iligi
Sitozolik Zeta |GSTZ1 [Fetal karaciger, iskelet kasi
GSTOL1 | Karaciger,kalp,iskelet kasi,pankreas,bobrek
Sitzolik Omega
GSTO2 (Karaciger
GSTK1 [Karaciger mitokondrisi
Mitokondriyal | Kappa
GSTK?2 [Karaciger mitokondrisi
Mikrozomal MGST1 | Karaciger,pankreas,prostat,kolon,bobrek,beyin
(MAPEG) MGST]1 | Testis,prostat,ince bagirsak,kolon
MGST? | Karaciger,iskelet kasi,ince bagirsak,testis
MGST3 | Kalp,iskelet kasi,adrenal bez,tiroid
LTC4S |Trombosit,akciger,karaciger
FLAP | Akciger,dalak,timus,ince bagirsak
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1.3.4. Glutatyon S-Transferaz Ailesi

1.3.4.1. GST Alfa Siifi

Alfa gen ailesi tarafindan eksprese edilen dort GST izoenzimi tanimlanmustir.
GSTA1 ve GSTA?2 insan dokularinda bol miktarda eksprese edilir; ancak ekspresyon
diizeyleri farkli doku ve bireylerde farklilik gosterir [48]. Karaciger, bobrek ve
adrenal dokuda bol miktarda eksprese edilir ve insan karacigerinde total GST’lerin

%80’ininden fazlasini kapsar [47].

1.3.4.2. GST Mii Sinifi

GST mii s1n1f1,1981 yilinda Board tarafindan karacigerde tanimlanan insanlarda
MI1’den M5’e kadar numaralanan 5 izoenzimi bulunmaktadir [49]. Bu izozim
genleri 1. kromozom (1p13),lizerinde bulunurlar. GSTM1 Mii sinifi ailesinden en
yaygin eksprese edilenidir, esas olarak karaciger, mide ve beyinde salinmakla
birlikte; kemik, beyin, paratiroid (PTH), akciger, kalp, bobrek, uterus, over

organlarinda bulunur [50-51].

1.3.4.3. GST Pi Smifi

GST’ler arasinda en yaygin olan pi sinifidir. Akciger, 6zafagus, bobrek, adrenal
bez, kalp, beyin ve plesanta gibi bir¢ok organda eksprese edilir [41-49]. GSTP1’ in,

ilk olarak insan plasentasinda bulunan anyonik GST oldugu bulunmustur [52].
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Sonradan beyin, akciger, kalp, testis, adrenal bez, bobrek, pankreas ve karaciger
olmak iizere dokularin biiyiikk bir kisminda sentezlendigi goriilmiistiir [47].
Glutatyon-S Transferaz P1 (GSTP1) geni ksenobiyotik metabolizmasinin faz II
evresinde rol oynayan GST enzim ailesinin bir {iyesidir. Sigara dumaninda bulunan
polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi bazi kanserojen maddelerin glutatyonla

konjugasyon reaksiyonlarini katalizler [53].

1.3.4.4. GST Teta Sinifi

Insanlarda GSTT1 ve GSTT2 olmak iizere iki sinifi bulunmustur [54]. GSTT1 239
aminoasitten olusan bir homodimerdir., Kolon beyin, bobrek, kalp, prostat ,overler,
tonsil, uterus testis, gibi organlarda ekspresyonu tespit edilmistir [54]. GSTT1
geninde enzimin fonksiyonel yetersizligine yol acan gen kanser riskini artirdigi

bildirilmistir [47-54].

1.3.4.5. GST Omega Simifi (GSTO)

Omega gen ailesi 10. Kromozomun biiyiik kolonunda bulunur(hGSTO3p). Yapisal
olarak benzemelerine ragmen digerlerinin substratlariyla ¢ok etkilesime girmezler.
GST ailesinin diger iiyelerinin aktif bolgelerinde serin ya da tirozin bulunurken

GSTO smifinda sistin bulunmaktadir.

Omega siifinin insanda, farede, siganda, Drosophila melanogaster’de bulundugu
tespit edilmistir. GSTO simifinin GSTO1 ve GSTO2 olmak {izere iki izoenzimi

bulunmaktadir.
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Omega smifi indirgeme reaksiyonlarim kataliz eder. ila¢ direngliliginde, radyasyon
direngliliginde, igme suyuyla arsenigi indirgemede, oksidatif streste rolii oldugu gibi

alzaymuir, Parkinson, sinir sistemi hastaliklarinda da koruyucu role sahiptir [55]

1.3.4.6. GST Kappa Simifi (GSTK)

GST ailesinin bu smifi hakkinda literatiirde pek bilgiye rastlanamamistir.
GSTK1(GSTK1-1) enziminin 1-kloro-2,4-dinitrobenzen ve etakrinik  asit
substratlarina aktiviteleri bulunmaktadir. Onceleri GSTT izoziminin alt grubundan
oldugu distintilir. GSTK1-1 ve GSTK2 olmak iizere iki adet izoenzimi
bulunmaktadir. Hiicrede mitokondride ve peroksizomda bulunur. Kemiriciler, insan
ve C.elegans da bulunan GST kappa mitokondri ve peroksizomda enerji ve lipit
metabolizmasinda gorevlidir. GST’ lerin aktivitelerine benzemesine karsin
mitokondri ve peroksizomda bulunmaktadir. Glutatyon transferaz (GST) kappa
mitokondrial GST olarakta bilinir. Bakteri ve okaryotlarda bulunur. GSTK ayrica
adiponektin (beyaz yag) biyosentezinde anahtar gorevindedir ve proteinlerin dogru

katlanmasinda saperon proteini olarak fonksiyon gostermektedir.

GSTK insiilin resistansi, obesite ve diyabette de rolii vardir. Yapilan bir ¢alismada
Fare ve insan yag dokusunda GSTKL1 obesite ile negatif korelasyon gdstermistir.
GSTK1 Boylece metabolik hastaliklarda rolii oldugu gosterilmistir. Ayrica, GSTK1
polimorfizm c¢aligmalar1 insiilin salinimi ve yag depolamanin iliskili oldugunu

gostermistir.

GSTK1-1 bir ¢ok dokuda ozellikle beyaz yag dokusunda eksprese olmaktadir.

GSTK1-1 fare ve insanda obesite ile negatif olarak iliskilidir ve insiilin direnci
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hastaliginin tedavisinde gelistirilen ilaglar i¢in hedef olarak diisiiniilmektedir

[56-57-58].

1.3.5. Glutatyon S-Transferazlar ve Mesane Kanseri

Insanlarda detoksifikasyon sistemleri arasindaki genetik farkliliklar, mesane
kanserine neden olan ¢evresel faktorlerin etkinliginin de farkli olmasina neden
olmaktadir. Bizim calismamizda ilk 6nce mesane kanserli hastalarin timorli ve
normal dokusunda, GSTK1 izoziminin protein ekspresyon farkliliklar1 iki grup

arasinda incelendi.

Simic ve arkadaslari 24 mesane kanserli hastada 2005 yilinda yapilan ¢aligmada
enzim assay metodu ile calisilmigtir. 11 hastada GSTMI1 aktivitesi bulunmus ve
tiimorlii dokularda GSTP1 ve GSTT1 normal dokuya gore yliksek aktivite oldugu
bulunmustur. GSTT1 ile tiimor evresi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

bulunmustur. Tiimor evresi artarken GSTT1 aktiviteside artmistir [59].

Berendsen ve arkadaslar1 1997 yilinda yaptiklart ¢alismada 46 mesane kanserli
hastada GSTAl ve GSTM1, GSTP1 izozimlerini enzim assay metoduyla
calismiglardir. Tiimorlii dokuda normal mesane dokusuna gore GSTP1 ve GSTM1

yiiksek aktivitede bulunurken GSTA1 diisiik aktivitede bulunmustur [60].

Oguztiiziin ve ark. 2011 yilinda, 124 mesane kanser hastasinda immiinositokimya
metoduyla calismistir. Bu calismada, GSTA1l, GSTMI1, GSTP1 ve GSTTI
izozimlerinin ekspresyonlarini GSTA {irotelyal tiimorlii hiicrelerin %48'inde, GSTP1

%46'inde, GSTM %38'inde ve GSTT %#42'inde bening epitel hiicrelerden daha
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siddetli boyandiklarii gostermislerdir. Papiller mesane kanserinde GSTA1, GSTM1,
GSTP1 ve GSTT1 negatif ekspresyon, bening hiicrelerde pozitif ekspresyon

bulunmustur [61].

Ercegovac ve ark. 2011 yilinda 84 mesane kanser hastasinda immiinohistokimya
metoduyla calismistir. Yaptiklart ¢alismada GSTP1 ve apoptotik proteinleri
karsilagtirmistir. GSTP1'in bel-2 ile pozitif fakat caspase-3 ile negatif korelasyon

oldugu gosterilmistir [62].

Literatiir verilerine gore, GSTK1 izoziminin ¢alismalarinin sinirli sayida oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle yapilan bu tez calismasinda; mesane karsinomali
dokularda ve tiimoriin uzaginda bulunan normal dokularda detoksifikasyon
metabolizmasinin Faz II reaksiyonlarin1 Katalizleyen GST enzim ailesinden GSTK1
izoziminin protein ekspresyonunun farkliliklarinin arastirilmasi ve mesane kanserinin

patogenezindeki roliiniin aragtirilmasi amaglanmaistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

e Primer Antikor(GSTK1)

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

e TBS buffer (Santa Cruz)

e %30’ luk H,0, Solusyonu (Sigma)

e Ksilol (Merck)

e Etanol (Merck)

e Metanol (Merck)

e Sodyum Sitrat (Sigma)

e Sitrik Asit (Sigma)

e Protein Blokaji (Normal Swine Serum, Normal Goat Serum) (Santa
Cruz)

e ABC HRP (Avidin Biotin Complex Horse Radish Peroxsidase)
(Santa Cruz)

e Hematoksilen (Shandon)

e DAB (Diamino benzidin) (Santa Cruz)

e Etanol (Merck)

e Metanol (Merck)

e Sodyum Sitrat (Sigma)

e Sitrik Asit (Sigma)

e Protein Blokaji (Normal Swine Serum, Normal Goat Serum) (Santa
Cruz)

e ABC HRP (Avidin Biotin Complex Horse Radish Peroxsidase)
(Santa Cruz)

e Hematoksilen (Shandon)

e DAB (Diamino benzidin) (Santa Cruz)
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2.1.1.1. Solusyonlarin Hazirlanisi

l. H,0, Blokaji SolusyonuHazirlanisi: 30 ml %30’ luk H»O, iizerine

470 ml metanol ilave edilerek hazirlandi.

1. Antijen Retrival Solusyonunun Hazirlanis1 (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 ¢6ziildii. 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 ¢oziiliir. 370 ml 1 M HCI eklenerek pH:
7,6’ya getirilip 1 1t’ye tamamlanir. (1 ml TBS 100 ml distile suyla

diliie edilerek kullanilir.

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

e FEtiv

e -20’lik derin dondurucu ve buzdolab1
e pH-metre

o \Vortex

e Diidiiklii tencere

e [sitict

e Hassa terazi

e Isik mikroskobu

e Fotograf makinesi
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2.2. Kullanilan Yontem

2.2.1. Hasta Dokularinin Toplanmasi ve Klinik Bilgiler

Calismada Istanbul Goztepe Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden onay1 alinan ve adi
gecen hastaneye 2012-2016 yillar1 arasinda basvuran 60 mesane kanserli hasta yas
ortalamas1 70+9.82 olan hastalardan patoloji klinigi tarafindan yapilan parafin

bloklardan her bir vaka i¢in poly-L-lysin kapli lamlara 1 kesit alindu.

Alinan kesitlere GSTK1 izozimi immunohistokimyasal olarak uygulandi. Calismaya
konu olan Mesane papiller karsinomlu hastanin 31 (%51,6)’u Azdiferansiyel
Adenokarsinom, 29 (%48,3)’s1 lyi Diferansiye Adenokarsinom seklinde tiimér alt
tiplerine ayrilmaktadir. Hastalarin yas ortalamalart 70+9.82 olup, 60 hastanin 10

(%16,66)’1ni kadinlar geri kalan kismini ise 50 (%83,33) erkekler olusturmaktadir.

Hastalarin geneline bakildiginda 10 hasta ((%16,66), hastalik teshisleri konuldugu
giine kadar sigara igmekteyken 40 (%66,66) hasta hayatlar1 boyunca sigara igmedigi
10 hasta ((%16,66), ise hayatlarin belli donemlerinde sigara ictigi daha sonra sigaray1

biraktig1 bilinmektedir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Tez calismasina konu olan mesane kanserli hastalarin klinik bilgileri

Mesane
papiller karsinom
N %
60 100
Diisiik dereceli 31 51.6
Tiimor Tip
Yiiksek dereceli 29 48.3
Yas 704£9.82
Kadin 10 16,66
Cinsiyet
Erkek 50 83,33
i(;iyor 10 16,66
Sigara i
I¢miyor 40 66,66
Birakmis 10 16,66

2.2.2. immiinohistokimya Prosediirii

I.Basamak: Dokularin Deparafinizasyonu

1) Etiivde 70C’de 1 saat bekletildi.

2) Ismmus ksilolde yarim saat bekletildi.

3) Etiivden ¢ikarildiktan sonra soguma islemi i¢in oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi.

%9011k alkolde 1dakika

%70’lik alkolde 1dakika

- %150’lik alkolde 1dakika

Distile suda 1-2 dakika bekletildi.

4)
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I1. Basamak

1) H;Ojblokaji ile endojen peroksidaz aktivasyonunun inhibisyonu igin
solusyonda 10dakika bekletildi.

2) Cesme suyunda 5 dakika bekletildi.

3) Antijen Retrival Solusyonu iginde diidiiklii tencerede 3 dakika kaynatildi.

4) Non spesifik boyanma inhibisyonu ig¢in “Protein Block Solution” 10
dakika uygulandi.

5) Primer antikor uygulandi (60 dakika)

6) PBSile 3 defa yikama yapildi ve her yikama 5 dakika bekletildi.

7) Sekonder antikor uygulandi (15 dakika)

8) PBS ile yikand1 (3x5 dakika)

9) Streptavidin-peroksidaz kompleksi uygulandi (20 dakika)

10) PBS ile yikandi (3x5 dakika)

11) 10 dakika DAB uygulandi.

12) 1 dakika distile suda bekletildi.

I1I. Basamak: Hematoksilen Boyamasi

1) Hematoksilende 1 dakika

2) Distile suda 1dakika

3) %S50’lik alkolde 1 dakika

4) %70’lik alkolde 1 dakika

5) %90’lik alkolde 1 dakika

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

Poly-L-lysin kapli lamlara alinan doku kesitleri deparafinizasyon isleminden sonra

immunohistokimya (IHC) yontemi ile mesane kanserli hastalar i¢in GSTK1 1:300
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diliisyonunda béliim 2.2.2.’de ayrintili olarak agiklanan prosediire gore boyandi. IHC
uygulanan preparatlar 151k mikroskobunda boyanma siddetine bakilarak patologla
birlikte degerlendirme yapild1 ve fotograflar1 ¢ekildi. Degerlendirme boyanma siddeti
icin; boyanma olmamast durumu (-), hafif boyanma (+1), orta siddette boyanma

(+2), siddetli boyanma (+3) olarak degerlendirme yapild.

2.2.3 istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007&PASS
(Power Analysis andSample Size) 2008 Statistical Software (Utah, USA) programi
kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metodlarin
(Ortalama, Standart Sapma, Medyan, Frekans, Oran, Minimum, Maksimum) yanisira
niceliksel verilerden normal dagilim gostermeyen parametrelerin iki grup
karsilastirmalarinda Mann Whitney U testi kullanildi. Normal dagilim gdstermeyen
lic ve tlzert gruplarin karsilagtirmalarinda ise Kruskal Wallis test kullanildi.
Parametreler arasi iliskilerin degerlendirilmesinde de Spearman’s Korelasyon Analizi
kullanildi. Normal ve tiimorli dokunun GSTK1 ekspresyon diizeylerinin
degerlendirilmesinde Wilcoxon Ranks test kullanildi. Anlamlilik p<0.01 ve p<0.05

diizeylerinde degerlendi.
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3. BULGULAR

Calisma 2012-2016 tarihleri arasinda Goztepe Egitim ve Arastirma Hastanesi Uroloji

Klinigi’nde %16.66’1 (n=10) kadin, %83.33’si (n=50) erkek olmak {izere toplam 60

olgu ile yapilmistir. Olgularin yaslar1 45 ile 90 arasinda degismekte olup, ortalama

70£9.82y1ldur.

Cizelge 3.1: Tammlayici Ozelliklerin Dagilim

Min-Mak Ort+SD
Yas (yil) 45-90 704£9.82
N %
Cinsiyet Kadin 10 16.66
Erkek 50 83.33
Mortalite Yok 50 83.33
Var 10 16.66

Olgularin %83.33’sinda (n=50) mortalite goriilmezken, %16.66’iinde (n=10)

mortalite gortilmektedir.

Cizelge 3.2: Sigara kullanimina iliskin Dagilimlar

Sigara kullanim

Icmiyor Iciyor Birakms

Sigara kullamm  n (%) 40 (66.66) 10 (16.6) 10 (16.66)
orani
Sigara kullanom  Min-Mak - 20-40 (40) 15-30 (20)
siiresi (y1l) (Medyan)

Ort£SD - 33.10+10.17 46.70+13.5
Giinliik kullanim Min-Mak - 10-30 (20) 15-35 (23)
sayisi (adet) (Medyan)

Ort£SD - 21.33+16.35 20.60+10.10




Olgularin  %66.66’tinde(n=40) sigara kullanimi goriilmezken, %16.66’i (n=10)
birakmis, %16.66’sinde (n=10) ise sigara kullanimi1 goriilmektedir. Sigara kullanan
olgularin; sigara kullanim siireleri 20 ile 40 yil arasinda de8ismekte olup, ortalama
33.10£10.17 ve medyan1 40 yildir. Giinliik sigara kullanim sayilar1 ise 10 ile 30 adet
arasinda degismekte olup, ortalama 21.33+16.35 ve medyan1 20 adettir. Sigarayi
birakmis olgularin sigara kullanim siireleri ise 15 ile 30 y1l arasinda degismekte olup,
ortalama 46.70+13.5 ve medyani1 20 yildir. Glinliik sigara kullanim sayilar1 ise 15 ile

35 adet arasinda degismekte olup, ortalama 20.60+10.10 ve medyan1 23 adettir.

Cizelge 3.3: Tam ve Evrelere Iliskin Dagihmlar

n %
Papiller Diisiik dereceli 30 50
iirotelyalkarsinom Yiiksek dereceli 30 50
tanisi
Evre PTa 10 16.6
PT1 30 50
PT2 10 16.6

Olgulari %50’sinin (n=30) tanis1 diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinom ve

%350’sinin (n=50) yiiksek dereceli papiller tirotelyal karsinomdur.

Olgularin evreleri incelendiginde; %16.6’s1 (n=10)PT a iken, %50’si (n=30) PT 1

ve %16.66’s1 (n=10) PT 2’dir.
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Cizelge 3.4: Glutatyon S-Transferaz Kappal izozimin Ekspresyonunun

Dagilim
Min-Mak Ort+SD
(Medyan)
GSTK1 Timor 0-3(2) 2.00+0.86
ekspresyon
Normal 0-2 (0) 0.40+0.46

Olgularin tiimorli dokudaki GSTK ekspresyonlari 0 ile 3 arasinda degismekte olup,
ortalama 2.00+0.86 ve medyan1 2 iken; normal dokudaki GSTK ekspresyonlar1 0 ile

2 arasinda degismekte olup, ortalama 0.40+0.46 ve medyan1 0’dur.

Cizelge 3.5: Normal ve Tiimorlii Dokudaki GSTK1 Ekspresyon Diizeylerinin

Degerlendirilmesi
Tiimor Normal
n (%) n (%)
GSTK 0 10 (16.6) 40 (66.6)
ekspresyon 1 10 (16.6) 10 (16.6)
2 20 (33.3) 10 (16.6)
3 10 (16.6) -
Min-Mak (Medyan) 0-3(2) 0-2 (0)
OrtsSD 2.00+0.86 0.40+0.46
% 0.001**
®WilcoxonRanks Test **n<0.01

Olgularm tiimorlii dokudaki GSTK ekspresyon diizeyleri 0 ile 3 arasinda degismekte

olup, ortalama 2.00+£0.86 ve medyan1 2’dir. Olgularin %16.6’sinin (n=10)
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ekspresyonu 0, %16.6’liniin (n=10) ekspresyonu 1, %33.3’sinin (n=20) ekspresyonu

2 ve %16.6’sinin (n=10) ekspresyonu 3’diir.

Olgularin normal dokudaki GSTK ekspresyon diizeyleri 0 ile 2 arasinda degismekte
olup, ortalama 0.40+0.46 ve medyant 0’dir. Olgularin %66.6’sinin (n=40)
ekspresyonu 0, %16.6’linlin (n=10) ekspresyonu 1 ve %16.66’inin (n=10)

ekspresyonu 2’dir.

Olgularin tiimorlii ve normal dokularindaki GSTK ekspresyonlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.000; p<0.01). Normal dokuya

gore tiimorlii dokudaki GSTK ekspresyonu iki birim daha yiiksektir.

Cizelge 3.6: Cinsiyet, Mortalite, Sigara Kullanim fle Tiimér GSTK Ekspresyon
Mliskisi

Tiimor GSTK ekspresyon
n Min-Mak P
(Medyan)
Cinsiyet Kadin 10 1-3(2) b0.413
Erkek 50 0-3(2)
Mortalite Yok 50 0-3 (2) b0.400
Var 10 1-3(2)
Sigara iciyor 10 0-3 (1) 0.172
kullanimi I¢miyor 40 0-3(2)
Birakms 10 0-3(2)
"MannWhitney U Test ®Kruskal Wallis Test
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Cinsiyetlerine gore olgularin timdr GSTK ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iliski saptanmamustir (p>0.05).

Mortalite varligina gore olgularin timér GSTK ekspresyon diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamistir (p>0.05).

Sigara kullanimina gore olgularm tiimér GSTK ekspresyon diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamustir (p>0.05).

Cizelge 3.7: Yas, Sigara Kullanim Siiresi ve Sayisi fle Tiimér GSTK Ekspresyon
Mliskisi

Tiimor GSTK ekspresyon
n r P
Yas (yil) 51 0.20 0.378
Sigara kullamim siiresi (y1l) 20 -0.19 0.334
Giinliik sigara kullanim sayisi1 (adet) 25 0.40 0.213

r: Spearman’s Korelasyon Katsayisi
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Yas, sigara kullanim siiresi ve giinliik sigara kullanim sayis1 ile timoér GSTK

ekspresyon arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamaistir (p>0.05).

Cizelge 3.8: Tam ve Evre ile Tiimér GSTK Ekspresyon Iliskisi

Tiimor GSTK ekspresyon
n Min-Mak P
(Medyan)
Tam Diisiik dereceli 30 0-3(2) b0.732
Yiiksek 30 0-3(2)
dereceli
Evre PTa 10 1-3 (2) °0.673
PT1 30 0-3(2)
PT2 10 13(2)
®MannWhitney U Test Kruskal Wallis Test

Tanilara gore olgularin timdér GSTK ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iligki saptanmamustir (p>0.05).

Evrelere gore olgularin timér GSTK ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iligki bulunamamustir (p>0.05).
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4. TARTISMA ve SONUC

Bir ksenobiyotik veya metabolitin biyotransformasyon sonucu toksisitesi azaliyor
veya ortadan kalkiyorsa bu olaya detoksifikasyon denilmektedir. Bazen de, kimyasal
maddenin biyotransformasyonu ile ¢ok aktif ara metabolitler olusabilir. Bu olaya ise

toksikasyon veya biyoaktivasyon denir [29-47].

Glutatyon S-transferazlar, elektrofilik ve hidrofilik bilesiklerin glutatyon ile
etkilesimlerini saglayarak, hiicresel makromolekiilleri reaktif elektrofillere karsi
koruyan II. Faz detoksifikasyon enzim ailesi iiyesidir [30]. Kemoterapoétik ilaglar,
karsinojenler, cevre kirliligi etkenleri ve ksenobiyotikler ile glutatyon arasinda
konjugasyonu katalizleyen dimerik enzimler ailesidir. GST, reaktif oksijen
radikallerinin ve sigara tiitiinlinde bulunan karsinojenlerin detoksifikasyonunda

onemli bir role sahiptir [31-42].

Yapilan bu tez ¢calismasinda mitokondriyal GSTK1 c¢alisilmistir. GSTK1’in GSTK1-1
ve GSTK2 olmak iizere iki adet izoenzimi bulunmaktadir.. Glutatyon transferaz
(GST) kappa mitokondrial GST olarakta bilinir. Bakteri ve okaryotlarda bulunur.
GSTK ayrica adiponektin (beyaz yag) biyosentezinde anahtar gorevindedir ve

proteinlerin dogru katlanmasinda saperon proteini olarak fonksyon gostermektedir.

GSTK insiilin resistansi, obesite ve diyabette de rolii vardir. Yapilan bir ¢alismada
Fare ve insan yag dokusunda GSTK1 obesite ile negatif corelasyon gOstermistir.

GSTK1 Boylece metabolik hastaliklarda rolii oldugu gosterilmistir. Ayrica, GSTK1
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polimorfizm c¢aligmalar1 insiilin salinimi ve yag depolamanin iliskili oldugunu
gostermistir. GSTK1-1 fare ve insanda obesite ile negatif olarak iligkilidir ve instilin

direnci hastaliginin tedavisinde gelistirilen ilaglar i¢in hedef olarak diisiiniilmektedir

[63-64].

Oguztiiziin ve ark. 2011 yilinda, 124 mesane kanser hastasinda immiinositokimya
metoduyla c¢alismistir. Bu c¢alismada, GSTA1l, GSTMI1, GSTP1 ve GSTT
izozimlerinin ekspresyonlarini GSTA {irotelyal tiimorli hiicrelerin %48'inde, GSTP1
%46'inde, GSTM %38'inde ve GSTT %42'inde bening epitel hiicrelerden daha
siddetli boyandiklarin1 géstermislerdir. Papiller mesane kanserinde GSTA1, GSTM1,
GSTP1 ve GSTTI negatif ekspresyon, bening hiicrelerde pozitif ekspresyon

bulunmustur [61].

Simic ve arkadaslar1 24 mesane kanserli hastada 2005 yilinda yapilan ¢alismada
enzim assay metoduyla calisilmistir. 11 hastada GSTMI1 aktivitesi bulunmus ve
tiimdrli dokularda GSTP1 ve GSTT1 normal dokuya gore yiiksek aktivite oldugu
bulunmustur. GSTTI ile tiimor evresi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

bulunmustur. Tiimor evresi artarken GSTT1 aktiviteside artmistir [59].

Berendsen ve arkadaslar1 1997 yilinda yaptiklart ¢alismada 46 mesane kanserli
hastada GSTAl ve GSTM1, GSTP1 izozimlerini enzim assay metoduyla
calismiglardir. Tiimorlii dokuda normal mesane dokusuna gore GSTP1 ve GSTM1

yiiksek aktivitede bulunurken GSTA1 diisiik aktivitede bulunmustur [60 ].

Yapilan bu tez g¢alismasinda 60 Mesane kanserli hastanin GSTK1 izoziminin
ekspresyonlar1  degerlendirilmistir. Mesane kanserli dokularinda, GSTKI1

izozimlerinin ekspresyonlart normal dokulara oranla daha fazla oldugu bulunmustur
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(p=0,0000;0,0000<0,05); (p=0,0000, 0,0000<0,05). Literatiire bakildiginda mesane
kanserinde GSTKI1’in protein ekspesyonlariyla ilgili herhangi bir calismaya
rastlanamamustir. Ilk defa bu calismada mesane kanserinde GSTK1’ in protein
ekspresyonlar1 gosterilmistir. 2011 yilinda Oguztiiziin ve arkadaglari GSTAI,
GSTM1, GSTP1 ve GSTT izozimlerinin ekspresyonlarini mesane kanseri
hastalarinda incelemisler ve tiimor dokularinda normal dokulardakine oranla daha

fazla oldugu gosterilmistir.

GSTK izoziminin mesane kanserinin olusumundaki énemi bu ¢alismayla ilk olarak
ortaya konmustur. Fakat bu izozimlerin diger kanser ¢esitlerinde de daha fazla hasta
grubuyla calisilmast ve hasta klinik parametreleriyle karsilastirilarak hastaligin

prognozuna katkida bulunulmasi beklenmektedir.
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