T.C.
KIRIKKALE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJIi ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

TUKURUK BEZi KANSERINDE GLUTATYON S-
TRANSFERAZ iZOZiIMLERININ
EKSPRESYONLARININ iNCELENMESI

NURAN TOPAL

OCAK- 2020



Biyoloji Anabilim Dalinda Nuran TOPAL tarafindan hazirlanilan TUKURUK
BEZI KANSERINDE GLUTATYON-S-TRANSFERAZ [ZOZIMLERININ
EKSPRESYONLARININ INCELENMESI adli yiiksek lisans tezinin Anabilim Dali
standartlarina uygun oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. Aysun ERGENE

Anabilim Dali Baskani

Bu tezi okudugumu ve tezin Yiiksek Lisans Tezi olarak biitiin gereklilikleri yerine
getirdigini onaylarim.

Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN

Jiiri Uyeleri
Bagkan : Dog. Dr. Metin KONUS
Uye :Prof. Dr. Nazife YIGIT KAYHAN

Uye (Damigman) : Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN

Bu tez ile Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Yiiksek

lisans derecesini onaylamistir.

Prof. Dr. Recep CALIN

Fen Bilimleri Enstitiisi Mudiiru




OZET

TUKURUK BEZi KANSERINDE GLUTATYON S-TRANSFERAZ
iZOZIMLERININ EKSPRESYONLARININ INCELENMESI

TOPAL, Nuran
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN
Ocak 2020, 92 sayfa

Bu ¢alismada, 52 tiikiiriik bezi kanserli ve normal tiikiiriik bezi dokusunda Glutatyon
S-Transferaz izozimlerinden pi (GSTP1) ve kappa (GSTK1) ‘nin protein
ekspresyonlari immiinohistokimyasal metodla karsilastirilmistir. GST ekspresyonu
arasindaki iliski Mann Whitney-U testi ile ve klinik parametrelerle iliskisine
spearman correlation rank testi ile bakilmistir. Hastalarin timorlii dokulariyla
normal dokular1 arasinda GSTP1 ve GSTKI1 izozimlerinin ekspresyonlarinin
farkliliklarina bakildiginda; Tiimorlii ve normal dokular arasinda GSTP1 protein
ekspresyon farkliliklart  bulunamadi.(p=0,1902>0,05).Ancak hastalarin normal
dokularinda GSTK1 ekspresyonu tiimorlii dokulara oranla daha yiiksek oldugu
bulundu (p<0,05).

Anahtar kelimeler: Tikirik bezi kanseri, Glutathione S-transferase,
immiinohistokimya



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GLUTATHIONE S-TRANSFERASE ISOENZYMES
EXPRESSIONS IN SALIVARY GLAND CANCER

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

January 2020, 92 pages

In this study we investigated the immunohistochemical staining characteristics S-of
glutathione s-transferase pi (GSTP1), and kappa (GSTK1) , salivary gland tumor
and surrounding tumor free (normal) salivary gland tissues from 52 patients. For
immunohistochemical studiends, tissues were obtained from 52 patients with salivary
gland carcinoma. Tumor and control tissues of patients were compared according to
their staining intensity. Relationships between GST expressions in salivary gland
carcinoma tissue were examined by the Mann Whitney-U test and the
clinicopathological data were examined by the spearman correlation rank test.
Differences in GSTP1 and GSTKI1 1zoenzymes expression between tumor and
normal tissues of patients were not found between tumor and normal tissues (p=0,
1902>0,05). However, GSTK1 expression was found to be higger in patients normal
tissues compared to tumor tissues (p<0,05).

Key words: salivary gland karsinoma, glutathione-S-transferase,
immunohistochemistry
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1. GIRIS

1.1. Karsinogenez

Kanser, bazi1 etkilerle degisiklige ugramis hiicrelerin, viicudun bir organ veya
dokusunda kontrolsiiz ve diizensiz sekilde ¢ogalmasi ile tanimlanan bir hastaliktir.
Karsinogenezin, genellikle, ayr1 ve ardigik baslangig, artis ve gelisim asamalarini
iceren ¢ok asamali bir siire¢ oldugu bilinmektedir. Baglangig, neoplazma
tiretemeyecek seviyedeki bir karsinojene maruz kalmis olan bir ya da birkag hiicrenin
DNA’sindaki kalici degisim anlamina gelmektedir [1]. DNA sentezi, yavru
hiicredeki mutant genin baglanmasi i¢in gereklidir ve baslangi¢ hiicrelerinin geri
doniilmez yapilarinin olusmasini saglar [2]. Artis, cevredeki normal hiicrelerden daha
hizli biiyiiyen ve goriiniir bir neoplazmada gelisen baslangi¢ hiicrelerinin klonal
biiylimesi olarak agiklanmaktadir [1,3]. Hem genetik hem de epigenetik
mekanizmalarin artis asamasi igerisinde yer aldig1 disiiniilmektedir. Bu degisimler,
basarili bir bi¢imde evrimlesme ve normal biiylimeyi ve/veya gelisimsel kontrolii
atlatma ihtimali olabilecek hiicrelerin monoklanal popiilasyonu ile sonuglanir.
Gelisimin, oncelikli olarak, karyotipik instabilite ve maligniteye evrilmeyle olustugu
diisiiniilmektedir. Bazilar1 gelisimi, malignite ile sonuglanan ya da maligniteye dogru
artan bir ilerleme potansiyeli tasiyan bir baglangic hiicre grubundaki niteliksel ve
kalitimsal degisimler serisi olarak tanimlamay1 tercih etmektedir [4]. Geri doniilmez,
andploid koétii huylu neoplazmalarin olugmasi, gelisimi baslangi¢c ve artistan ayiran
seydir. Ilerleyen seleksiyon siiregleri ya da genetik degisimler, degisken fenotip
ozelliklerle birlikte daha heterojen bir hiicre niifusunun olusumu ile sonuglanabilir.
Ayrica, bu hiicrelere normal konak¢r immiin takibinden kurtulma ve metastatik

yerlerde tiimor progenitdr hiicreleri gelistirme ve olusturma kabiliyeti vermektedir.

Ug asamadan olusan baslangig, artis ve gelisim, asil olarak, kimyasal karsinojenler
kullanilarak fare derisi karsinogenez modelinde kesfedilmis ve boylelikle
tanimlanmistir. Bilinen karsinojenler igerisinde ilizerinde en fazla calisilmis olani,
polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH) grubu karsinojenleridir; ¢linkii bunlar, bas ve

boyun kanseri de dahil insan kanserlerine sebep olan en yaygin c¢evresel



karsinojenlerdir [5]. PAH kullanilarak yapilan g¢alismalarda fare derisi, esik alti
dozda ve baslatici nitelikte olan bir karsinojen ile topikal tedavi gergeklestirilerek
“baglatilmistir” [6]. Devaminda hayvanlara herhangi bir tedavi uygulanmadiginda,
higbir tiimér gelisimi gériilmemistir. Onceden tedavi uygulanmis bir fare derisinin
tedavisi, kendisi karsinojenik olmayan bir baglatici olan kroton yagmin diizenli ve
periyodik uygulanmasi ile devam ettiginde, birgok tiimor meydana gelmistir. Olusan
tiimorlerin sayisi, verilen karsinojenin dozajiyla baglantilidir. Karsinojenik baslatici
ile promotoriin uygulanmasi arasindaki siirenin -bu siire 1 yil kadar uzun olsa da-

timor olusumunu etkilememis oldugu goriilmektedir [6].

Bir karsinojen ¢esidinin insan ya da hayvanda kansere sebep olabilmesi i¢in, protein
ve lipidleri igeren hiicresel makromonekiiller ve daha da énemlisi hiicrelerin genetik
materyalleri olan niikleik asitler ile etkilesime girmesi gerekmektedir. Bazi
karsinojenik bilesenler, metabolik aktivasyon gerektirmeden hiicresel bilesenler ile
dogrudan etkilesime ge¢melerini saglayan yapilara sahiptir. Bunlar, direkt etkili
karsinojenler olarak adlandirilmaktadir. Direkt etkili karsinojenlerin birgogu,
genellikle, niikleik asitlerdeki guanin 7 pozisyonunda hiicresel makromonekiillerin
alkilasyonuna sebep olur. Digerleri, indirekt karsinojen ya da pre- ya da pro-
karsinojen olarak adlandirilan ve sonrasinda hiicresel bilesenler ile tepkimeye
girebilecek reaktif ara girdiler olusturmak amaciyla metabolik aktivasyona ihtiyag
duyarlar. Sonug olarak bu bilesenler (direkt-indirekt olsun ya da olmasin), daha fazla
ara reaktif bilesen olusturmak amaciyla metabolize edilmekte ve hiicresel reseptorler
ya da hiicresel bilesenlerle baglanmaya devam etmektedir. Bunun yerine, suyla
reaksiyona girerek ya da matabolik konversiyon ile deaktive edilebilirler. Bu sebeple,
karsinojenlerin matabolik aktivasyonu ya da deaktivasyonunda yer alan birgok

enzim, karsinogenezde énemli roller oynamaktadir.

Tiir, 1rk, cinsiyet, beslenme, bagisiklik durumu ve enzim uyaricilar ile inhibitorleri
gibi bircok faktor bu direkt ve indirekt etkili karsinojenlerin metabolizmalarini
etkileyebilir. Ornegin, bir tiirde karsinojenik olan bir prokarsinojen, kendisini aktive
edecek gerekli enzim sistemlerini barindirmayan diger bir tiirde karsinojenik
olmayabilir. Karsinojenleri detoksifiye edecek metabolik sistemlere sahip olmayan

bireyler, kanser gelisimi agisindan daha fazla risk altinda olabilir. Cinsiyet



farkliliklarinin, karsinojenler de dahil ksenobiotiklere verilen tepkiyi degistirdigi
goriilmiistiir. Baz1 durumlarda da cinsiyetler arasindaki farkli tepkiler, kadin ve
erkeklerdeki farkli enzim seviyeleri ile iligkili olmaktadir. Bilesenlerin karsinojenik
potansiyellerini etkileyen bu faktorler farkli farklidir ve genellikle birbirleriyle
iliskilidir [7].

Cok asamali karsinogenez esnasinda olusan preneoplastik ve neoplastik hiicreler,
farkli genetik ve fenotipik degisimler tarafindan sekillendirilir. Fakat biitiin tiimorlii
hiicrelerdeki ortak 0Ozellik, normal biiylime kontroliiniin kaybidir. Cok asamali
karsinogenezin molekiiler mekanizmalar1 hala tam olarak bilinmemektedir. Hiicreler,
normal sartlar altinda, hiicre bdliinmesi, farklilasmasi, adhezyonu, gogii, yaslanmasi
ve diizenlenmis, islenmis uyarilar altinda gerceklesen 6liim gibi bir¢cok yolaga dogru
evrilir. Bu siiregler, onemli hiicresel fonksiyonlarin gergeklestirildigi araglardir.
Hiicreleraras1 ve hiicre i¢i iletisim normal aktif genler tarafindan diizenlendiginde
coklu diizeyde ilerler; fakat eger bu genler degisir ya da bozulursa normal hiicresel
isleyiste bir bozukluk meydana gelir ya da biiylime goriiliir. Farkli karsinojenlerin -
kimyasal, viral ya da radyasyon- hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasi uyar1 noktalarinda
yer alan bir kisim kritik kontrol genlerinde genetik alterasyonlara sebep oldugu

diistiniilmektedir.

Iki farkli gen grubunun kanser gelisimi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Bunlar,
onkogenler ile timor supresor genleridir. Onkogenlerin aktivasyonu ile timor
supresor genlerinin deaktivasyonun, timorlii hiicrelerdeki normal biiyiime

kontroliiniin kaybina neden oldugu diisiiniilmektedir [7].

Onkogenler asil olarak hizli doniisen retroviriislerin  sebep oldugu genetik
transdiiksiyonlar ~ hakkinda  yapilan  c¢alismalar  esnasinda  bulunmustur.
Transdiiksiyon, DNA’nin bakteriyofaj tarafindan bir organizmadan digerine tasindigi
ve boylece genetik degisime sebep olan bir vakadir. Retroviriis c¢alismalarinda
transdiiksiyonun, asili hayvanlarda maruziyetin ardindan sarkomlara sebep oldugu

gorilmiistiir.



Onkogenler ve onlarin normal hiicresel benzerleri olan proto-onkogenler, biiyiime
faktorleri, biiylime faktorii reseptorleri, protein kinazlari, diizenleyici proteinler ve
transdiiksiyon yollari ile iliskilendirilmistir [2]. Hiicresel proto-onkogenler, retroviral
insersiyon, mutasyon, gen amplifikasyonu ve kromozomik translokasyon gibi
mekanizmalar ile onkogene donistiiriilebilir. Kimyasal karsinojenler ise hiicresel
proto-onkogenlerin aktive olmasina yol acan nokta mutasyonlar1t ile gen
amplifikasyonuna neden olabilir. Bu sebeple, proto-onkogenler normal hiicresel
genlerdir; fakat onkogenler, neoplastik hiicreler igin pozitif proliferatif uyarimlar
olarak hareket eden aktive edilmis tiimdr genleridir. Ilk belirlenen onkogenler H- ve
K-ras onkogenleridir (Harvey ya da Kirsten rat sarkoma); digerleri daha sonradan

tamimlanmustir [4,7].

Antionkogenler ya da timor baskilayici genler, normal sartlar altinda timor
olusumunu oOnleyen genlerdir. Bu genler, mutasyon yoluyla inaktive hale
getirildiklerinde ya da baskalasim gecirdiklerinde, sahip olduklar1 pozitif etkiler
kaybolur ve sonrasinda timor gelisebilir [8,9]. Tiimor baskilayici genlerin hangi
mekanizmalar ile kendilerini koruduklari tam olarak bilinmemektedir; fakat ileri
stiriilen fonksiyonlar arasinda onkogen anlatiminin ve fonksiyonunun diizenlenmesi,
hiicre bilyiimesinin normal gen anlatiminin transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel
kontrolii vasitasiyla olumsuz diizenlenmesi, Oliimciil farklilagma ile hiicresel

yaglanmanin indiiksiyonu ve biiylime diizenleyici maddelerin iiretimi sayilmaktadir

[4].

Karsinojenler hakkinda yapilan son c¢aligmalarin bircogu, ¢ok asamali siiregler
boyunca olusan ve molekiiler ve enzimsel degisimler ile bu degisimlerle alakali

mekanizmalar1 da igceren degisimleri algilamaya odaklanmaktadir.

1.2. Karsinogenezde Serbest Radikallerin Rolii

Serbest radikal, bir ya da daha fazla ¢iftlesmemis elektron barindiran ve bagimsiz bir

mevcudiyete sahip olma yetisine haiz tiirlere denir. Ciftlesmemis elektron ise, bir

atom igerisindeki bosluk alani olan ydriingede yalniz basina bulunan elektrona denir



[10]. Serbest radikaller, ¢cok cesitli insan hastaliklarinin patolojisinde yer almistir.
Oksijen kullanarak yasayan organizmalar olan insanlar, hidrojen peroksid, siiperoksit
anyon radikalleri ve hidroksil radikaller benzeri serbest radikaller ve oksijen
tirlerinden kaynaklanan oksidatif stres ve hasara ugramaya yatkindir [10]. Serbest
radikaller ile diger reaktif oksijen tiirleri, hem bilingli sentezler hem de
mitokondriyal elektron tasima sistemi, hiicresel peroksidaz, monooksijenaz ile flavin,
tiyol ve lipidlerin otooksidasyonu gibi kaynaklarin sebep oldugu kimyasal yan-
reaksiyonlar sebebiyle insan viicudunda olusur. Genellikle antioksidant savunmalar
ile ortadan kaldirilirlar. Fakat eger antioksidant savunmalari arasindaki denge
kaybolursa, hiicresel metabolizmay1 bagkalastirabilecek ¢ok bilesenli karmasik bir

oksidatif hasar meydana gelebilir.

Reaktif oksijen gesitleri sadece igsel olarak tiretilmez; eksojen oksidan kaynaklari da
mevcuttur. Eksojen oksidatif hasar, ya da bagimsiz radikallerin olusumu,

karsinojenler ya da sitotoksik ilaglar gibi ksenobiotikler tarafindan da iiretilebilir.

Serbest radikallerin ¢ok basamakli karsinogenez yolu icerisinde de yer aldigini ve
baslangig, artis ve gelisimde rol oynadigini iddia eden kanitlar giderek birikmektedir.
Belirli baslaticilar, radyasyon ve kimyasal karsinojenler de dahil, serbest radikal
tiretirler. Dahasi, kanserin olugsmasiyla siiperoksit radikaller ve hidrojen peroksit gibi
oksijen tiirleri arasinda bir baglanti oldugu goriilmiistiir. Baz1 karsinojenler, hiicresel
DNA’y1 basgkalastiran ve tekli ya da cift sarmal DNA kirilmalarina sebep olabilecek
serbest radikaller iretebilir; bir hiicre igerisindeki serbest radikal temizleyicilerini

ortadan kaldirabilir [11].

Serbest radikallerin, bir kisim mekanizma vasitasiyla, onkogenler ile onkogenezi
biiyiik oranda etkiledigi bilinmektedir [12]. Bunlar, dogrudan oksidasyon ya da lipid
peroksidasyon liriinlerinin dolaydi DNA-baglanmasi ile DNA hasarina sebep olabilir.
Oksijen radikalleri, lipid peroksidasyonu ve protein yikimi ile plazma zarlarinda {i¢
boyutlu yap1 degisimlerine sebep olabilir. Bu ii¢ boyutlu degisimler, zarla iliskili
hiicresel ~faaliyetlerde baskalagimlar yaratir. Hiicre lipidlerinin  oksidatif
modifikasyonu, tiimor hiicresi proliferasyonu acisindan potasiyel sonuglar

tasimaktadir [11]. Serbest radikaller, membrana bagl protein kinazlarini ve biiylime



faktorleri ile reseptorlerini etkileme kabiliyetine sahiptir. Sonu¢ olarak da sinyal
iletimi ile hiicresel iletisimi baskalastirma ihtimali tasir. Trombosite bagli biiylime
faktorleri benzeri bazi biiytime faktorleri, en az iki proto-onkojeni, c-myc ve  c-fos,
aktive eder [12]. Lipid hidroperoksitler hiicresel diizenleyici proteinleri etkileyebilir;
fakat timor oOnleyici ya da immiinosupresifler ile prostaglandinlerin olusumunda
prekiirsor olarak hareket edebilirler. Ayrica, tiimorlii hiicrelerde toksik etkiler
gosteren n-3 ¢oklu doymamis yag bakimindan zengin olan yaglarin ortadan

kaldirilmasini saglayabilirler [11].

Enflamatuar hiicrelerinin timor olusumuyla miicadeleye yardimci oldugu
diisiiniiliiyor olmasina ragmen, inflamasyonun tiimor artigina destek olabilecegini ve
tim6r  hiicrelerini  ayut eden immun lenfositlerin metastatik alanlarin
kolonizasyonunu artirabilecegini sdyleyen bir teori de mevcuttur. Bu teoriye gore
sebep, l0kositler tarafindan salinan hidrojen peroksit ve superoksitlerin timorli

hiicrelere hatir1 sayilir derecede fayda saglamasidir. [11].

Antioksidanlar, oksitlenebilir substratlarin konsantrasyonuna nazaran disiik
konsantrasyonlarda bulunduklarinda, bahse konu substratlarin oksitlenmesini
geciktiren ya da onleyen maddelerdir [10]. Bu maddeler, reaktif oksijen tiirlerini
temizleyerek, olusumlarini engelleyerek ya da sebep olduklari hasar1 onararak
antioksidanlar gibi davranirlar. Bir karsinojen ya da onun metabolik {iriinlerinin
antioksidan ile dogrudan etkilesimi; prokarsinojen aktivasyonunun reaktif ara
triinlerle olan rekabeti ya da tikanikligi; hasarli DNA’nin onarilmasindaki artan
yeterlilik ve karsinojenleri inaktive hale getiren ve bdylelikle de hiicresel
transformasyonu sinirlayan gelismis enzim aktiviteleri konular1 da dahil olmak tizere
belirli antioksidan aktivite mekanizmalar1 teorize edilmistir [13]. Normal sartlar
altinda, hiicresel antioksidan savunma sistemi gerekli oksidatif olaylar ile gerekli
olmayanlar arasinda uygun bir denge saglar. Bu denge olmadigi vakit, hiicresel
redoks sisteminde asir1 yiikklenme meydana gelir ve o zaman, oksijen radikalleri
hiicresel hasara sebep olabilir. E vitamini, C vitamini, beta-karoten, selenyum ve 2-
(3)-tert-butyl-4-hidroksianisol (BHA) gibi dogal antioksidanlarin antikarsinojenik
maddeler oldugu belirtilmektedir [11]. Hem dogal hem de sentetik antioksidanlarin

karsinogenez modiilatorleri olarak sergiledikleri faaliyetler benzerlikler tasiyabilir.



Endojendz ve ekzojen reaktif oksijen tiirleri, enzimatik olan ve olmayan antioksidan
savunmalari ile ortadan kaldirilabilir.

Dokularin, organlarin ve hiicrelerin serbest radikallerin zararlarindan korunmak
amaciyla kendilerini donattiklar1 mekanizmalar arasinda hiicrelerin  yapisal
biitiinliigli, hiicre bilesenleri ile fonksiyonlarinin boliimlere ayrilmasi, antioksidan
kullanimi1 ve farkli koruyucu enzimlerin varliklar1 bulunmaktadir. Birka¢ yolagin
karsihikli bagimliligi ve etkilesimi, hiicre i¢i ve ¢evresinde toksik olmayan ve
korunmus bir dengenin olusturulmast ve siirdiiriilmesi agisindan gereklidir.
Enzimatik redoks reaksiyonlarini da igeren bir kistm kompleks etkilesimler, toksik
olmayan ve korunmus bir hiicresel c¢evrenin siirdiiriilmesinde ©onemli roller
oynamaktadir. Bu enzimler arasinda, pro-oksidanlari inaktif hale getiren ve
karsinojenler ile sitotoksik ilaglar1 da kapsayan ksenobiotikleri inaktif iiriinler olarak
metabolize eden 6nemli bir enzim grubu bulunmaktadir. Bu enzim grubu, katalaz,
stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, DT-diyaforez, gama glutamil
transpeptidaz ile bu tezin konusu olan glutatyon S-transferazi (GSTs) igermektedir.
Bu enzimler olduk¢a birbirine bagimlidir. Glutatyon transferaz ile diger enzimlerin
bu yolaklardaki indiiksiyonu, hiicresel stabilitenin saglanmasinda 6nemli bir rol

oynar.

1.3. Tiikiiriik Bezi Tiimorii Belirtecleri

Timor belirtegleri kavrami, herhangi bir konakgr hasta tiimor igerisinde meydana
gelen belirli degisimleri tanimlamak igen kullanilmaktadir [14]. Bu degisimler belirli
genetik ve fenotipik 6zellikleri icermektedir ve yeni niteliklerin kazanilmasina neden
olabilecekleri gibi var olan niteliklerin yitimine de sebep olabilirler [15]. Timor
belirteglerine 6rnek olarak c-myc benzeri onkojenler, p53 benzeri mutant timor

baskilayict genler, onkoproteinler ve farkli enzimler ile bliylime faktorleri verilebilir.

Tiimor belirteci ¢caligmas1 onemli bilgiler sunmaktadir. Belirtegler, hiicrelerin gorsel
olarak “isaretlenmesini” ve boylelikle {izerlerinde calisilip hiicrelerin takip
edilmesini saglamaktadir. Timor belirteclerinin belirlenmesi metabolik vakalar,

hiicre farklilagmalar1 ve proliferasyonu, dolayisiyla da fonksiyonel durumlar



hakkinda bilgiler sunar. Enzimatik ya da protein timor belirteglerinin
immunohistokimyasal demonstrasyonu, parafine gomiilmiis doku kesitlerinde
gergeklestirilip rutin boyama teknigi olarak tibbi laboratuvarlarin birgogunda
kullanilabilir. Normal ve anormal hiicreler ile dokulardaki temel enzimsel
degisimlerin anlagilmasi, preneoplazi ile neoplazi tedavisindeki énleme ve miidahale
stireclerinin baglamasina saglayabilir. Herhangi bir neoplastik ve ozellikle de
preneoplastik degisime yapilacak erken miidahaleyle daha olumlu prognostik

degerler elde edilir.

Preneoplastik ve neoplastik degisimler tizerinde ¢alismak ve bu degisimlerin tanisi,
hiicresel vakalarin meydana geldigini gdsteren kayda deger degisimlerin olmasini
gerektirir. Uzun neoplastik transformasyon siirecinin olduk¢a sonlarina dogru,
karsinojen degisimli hiicrelerin mevcudiyetini gosteren Onemli histomorfolojik
degisimler meydana gelir. Histomorfolojik degisimler, premalign ve malign
lezyonlarin  tanisi, premalign lezyonlarin tasidi§i malignite potansiyelinin
belirlenmesi ve bir tiimdriin teshisi icin ilk ve belki de tek yontemdir. Fakat benzer
morfolojik lezyonlar, farkli klinik davraniglara, farkli malignite potansiyeline ve
oldukga farkli teshislere sahip olabilir. Timor belirteglerinin  olusturulmasi,
konvansiyonel histomorfolojik degisimler dncesinde karsinojen degisimli hiicrelerin
belirlenmesinde kullanilacak ilave araglar sunabilir. Morfolojik olarak benzer;

davranigsal olarak ise farkli olan lezyonlarin belirlenmesi arzu edilmektedir.

Dahasi, tiimoér belirtecleri lizerine yapilan ¢aligmalar, timor olusum
mekanizmalarinin anlagilmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir; ¢iinkii bu g¢aligmalar,
neoplazi doneminde olusan hiicresel vakalar hakkinda fikir vermektedir. Tiimor
olusum mekanizmalarinin belirlenmesiyle, onlemeye yonelik araglar ile muhtemel

tumor miidahale tedavileri elde edilebilir.

1.3.1. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferazlar, elektrofilik ve hidrofilik bilesiklerin glutatyon ile

etkilesimlerini saglayarak, hiicresel makromolekiilleri reaktif elektrofillere karsi



koruyan Faz-1I detoksifikasyon enzim ailesi iiyesidir. Molekiil agirliklari 20.000-
25.000 daltondur ve her bir alt birim 200-240 aminoasitten olusur. Ik kez sican

karacigerinde Boyland ve ark tarafindan tanimlanmistir [16].

GST’ler kataliz reaksiyonlarinda, elektrofilik substratlar iizerine glutatyon (GSH)
tripeptidin niikleofilik atagini kataliz ederler. Bunun yaninda oksidasyonla olusan
tirlinlerin ya da disaridan alinan yabanci toksik maddelerin, viicutta bulunan diger
makromolekiiller ile birlesmesini Onleyip, hiicre komponentlerine zarar vermeden
atilmasint saglarlar. Bu yiizden GST’ler, ¢cok 6nemli koruyuculuk goérevi goéren

enzim gruplarindan biridir [17].

Glutatyon S-transferazlar; mitokondriyal, sitosolik ve mikrozomal olmak {izere ii¢
aileye ayrilirlar. Mitokondriyal ve sitosolik GST’ler ii¢ boyutlu katlanmalari
acisindan birbirlerine benzerler ve ¢ozilinebilen GST’ler olarak isimlendirilirler. Bu
gruptaki GST’ler fazla sayida izoenzime sahiptirler; bu izoenzimler farkli dokularda
farkl1 miktarlarda bulunabilirler. Coziinebilir GST izoenzimleri birbirlerinden
izoelektrik noktalart ve aminoasit dizileri arasindaki farkliliklarla ayrilirlar.
Mikrozomal GST’ler, (MAPEG) c¢oziinebilen gruplara yapisal benzerlik
gostermezler, bu yiizden mitokondriyel GST formlar1 ve primer yapilar1 farklidir
[18].

Glutatyon S-transferazlarin (GST) indirgeme 6zelligi, membran bilesenlerini lipit
peroksidasyonundan korur. Ayrica lipit peroksidasyonunun aldehit yapida triinleri
olan 4-

hidroksi alkenaller, GSH ile konjuge olurlar. Mikrozomal fraksiyonda bulunan
GST'ler de peroksidaz aktivitesiyle lipit peroksitlere karsi koruma saglar. Dogal
koruyucu sistemlerden biri olarak da kabul edilen GST’ler herbisid, pestisid,
antikanser ilaglar, kimyasal kanserojenler ve cevresel kirlilikler gibi elektrofilik
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda da 6nemli bir role sahiptirler. GST, E.coli’den
memelilere kadar birgok organizmada bulunmakta olup insan, sigan, fare, sigir, gibi
hayvanlarin karaciger, eritrosit, akciger, plasenta ve barsak mukozasindan izole

edilerek ¢aligilmistir [19].



1.3.2. Glutatyon S-Tranferazlarin Siniflandirilmasi

Primer yapilarina, enzimatik 6zelliklerine, antikorlarla ilgili reaksiyonlarina, yapisal
karakteristiklerine, kimyasal affinitelerine, aminoasit dizilerine ve enzimlerin
kimyasal davraniglarina gore GST’ler sitozolik, mikrozomal ve mitokondriyal olmak
tizere ¢ ailede smiflandirilmistir. Buna gore sitoplazmik GST’ler: GST Alfa
(GSTAL-1, GSTA2-2, GSTA3-3, GSTA4-4, GSTA5-5), GST Mi (GSTMI-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 fiizere 7 sinifa, eicosanoid ve glutatyon
metabolizmasinda membrana bagl proteinler (MAPEG: Membrane-Associated
Proteins in Eicosanoid and Glutathione metabolism) olarak da adlandirilan
mirozomal GST’ler; MGST1, MGST2 ve MGST3 olarak ii¢ sinifa ve son olarak
mitokondriyal GST siifint olusturan GST Kappa (GSTK1-1,GSTK2) olmak {izere

toplam 11 smifta incelenmektedir [16].

1.3.2.1. Glutatyon S-Transferaz pi Sinifi (GSTP)

GST’ler arasinda en yaygin olan pi sinifidir. Akciger, 6zafagus, bobrek, adrenal bez,
kalp beyin ve plesanta gibi bircok organda eksprese edilir [20-22]. Pi genleri arasinda
GSTP1 tanmimlanmigtir. GSTP1 geni insanlarda polimorfiktir. Ayrica GSTP
enzimlerinin farkli kanserlerde uygulanan kemoterapi ve radyoterapiye direnglilik

gosterdigi belirtilmistir [23].

1.3.2.2. Glutatyon S-Transferaz Kappa Sinifi (GSTK)

GST ailesinin bu siifi hakkinda litaratiirde pek bilgiye rastlanmamstir. GSTK1
(GSTK1-1) enziminin 1- kloro-2.4-dinitro benzen ve etakrinik asit subsratlarina

aktiviteleri bulunmaktadir. Onceleri GSTT izoziminin alt grubundan oldugu

diisiiniilityordu.
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GSTK1-1, GSTK2-2 olmak iizere iki adet izoenzimi bulunmaktadir. Hiicrede
mitokondri 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  olarakta
bilinmektedir. Bakteri ve Okaryotlarda bulunur. GSTK ayrica adinopektin (beyaz
yag) biyosentezinde anahtar gorevindedir. Proteinlerin dogru katlanmasinda saperon

proteini olarak fonksiyon gostermektedir.

GSTK insiilin resistansi, obesite ve diabette de rolii vardir. Yapilan bir ¢aligsmada;
fare ve insan yag dokusunda GSTKI1 obesite ile negatif korelasyon
gostermistir. GSTK1 bdylece metabolik hastaliklarda rolii oldugu gosterilmistir.
Ayrica, GSTK1 polimorfizm ¢alismalari insiilin salinimi ve yag depolamanin iligkili

oldugunu gostermistir.

GSTK1-1 bir¢ok dokuda ozellikle yag dokusunda eksprese olmaktadir. GSTK1-1
fare ve insanda obezite ile negatif iligkilidir ve insiilin direnci hastaliginin

tedavisinde gelistirilen ilaglar i¢in hedef olarak diistiniilmektedir [24-26].

1.4. Yapr

Glutatyon S-transferaz, hiicrelerde bulunan diisitk molekiiler agirliklt bir ana peptit
olan hiicresel glutatyon ile etkilesime girmektedir. Glutatyon ayrica gama-glutamil-
sisteinglisin olarak da bilinmektedir. Bu molekiil, ii¢ amino asit, glutamin, glisin ve
sistein igermektedir. Bunlar, yabanci bilesenlerin metabolizmalarinda da bulunabilir.
Glutatyon sistein kalintisindaki niikleofilik sulfiir atom gergeklesmeleri ile
glutatyonun antioksidan igerikleri, ksenobiotikler ve oksidanlarin bu tripeptit
tarafindan detoksifikasyonuna sebep olur [27]. Hiicresel glutatyonun biokimyasal

yapist soyledir:
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HS CH, CH CO NH CH; COOH
I
NH CO CH2 CH, CH COOH
I
NH;

Merkaptiirik asit biosentezinde bulunan ve detoksifikasyonda temel rol oynayan sey
amino asit sistein (SHCH,-CH(NH,)COOH); 6zellikle de reaktif tiyol par¢a yani tek
degerli radikal -SH’dir.

Yakin zamana kadar GST enzimleri hakkinda ¢ok az sey bilinmekteydi. Bu
enzimlerin dogal hallerinin genellikle bagimsiz olarak hareket eden bireysel alt
birimlere sahip dimerler olarak var oldugu 6grenilmistir. Bu dimerlerin her bir alt
birimi yaklasik 24-28 kDa’dir. Bunlar, kovalent olmayan etkilesimlerle iki benzer
molekiil kombinasyonu olusturmak i¢in dimer olustururlar ve heterodimerin her bir
alt birimi, diger alt birimlerden kinetik olarak bagimsizdir. Bireysel alt birimlerin

sadece benzer enzim siniflarina ait alt birimler ile dimer olusturdugu goriilmiistiir.

Memelilerin tam c¢cDNA kodlamasinda, sitosolik glutatyon S-transferazlari yalitik
birakilmig ve bilinen smiflar i¢in dizge haline getirilmistir [28]. Pi smifi GST ler
igerisinde 208 aminoasitten, alfa sinifi igerisinde 221 amino aside kadar uzanan

peptitlerin agik okunabilir cDNA ¢ergeveleri tarafindan kodlandigi belirlenmistir.

1988 yilinda ilk pi sinift GST, si18ir plasentasindan alinarak kristalize edilmistir [29].
Sonrasinda ayni grup, domuz akcigerinden elde edilmis olan bir pi smifi enzimini
saflastirmis ve kristalize etmistir [30]. 1991 yilinda, bir GST’nin {i¢ boyutlu yapisinin
ilk kez belirlenmesini saglayan sey de bu kristaller olmustur [31]. Pi smifi bir
glutatyon S-transferazinin ii¢ boyutlu yapisi, bir domuza ait olan glutatyon S-
transferaz pi/glutatyon siilfonat co-kristalinin kristalografik Xx-isin1 analizi ile
¢cOziilmiigtiir. Rinemer’in yaptigt bu analiz, bu pi smnifi GST’nin yaklagik
55Ax52Ax45A molekiil boyutlarinda olan kiiresel bir sekle sahip oldugunu
gostermistir. Yalitik haldeki bireysel alt birimler, 10345A%lik ulasilabilen bir yizey

alanina sahipken; dimer yapidaki bir alt birimin ulagilabilir yilizey alani, bireysel alt
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birimlerin 8975A%’ye katilmalar1 sonrasindaki toplamdan azdir. Dimerik bir yapinin
en belirgin 6zelligi, dimerizasyon sonrasindaki ulagilabilir yiizey alanini sinirlayan
iki alt birim arasinda genis bir kavite ya da yarik olmasidir. Bu domuz modelindeki
pi smifi, 209 amino asidi i¢eren bir homodimerik enzimdir. Bu enzimin yapisi ile

polipeptit kivrimu, biitiin sitosolik GST ailesi i¢in prototipiktir.

Bu pi yapisina ait olan her bir GST monomeri iki adet domain igermektedir: Bir
kiiciik domain —1°den 76’ya kadar numaralandirilmis olan ve 76 amino asit igeren
domain I- ile bir biiyiikk domain -83’ten 209’a kadar numaralandirilmis olan ve 126
amino asit igeren domain - [31,32], bu enzimin serit temsilidir. Glutatyona bagh
olan enzim pargasi, G-alani, proteinin ilk domaini igerisinde bulunur [31-33] ve
dimerizasyon sonucu olusan yarikta kendine yer edinmistir [34]. Bu glutatyon
baglanma alani oldukca 6zeldir. Caligsmalar, aktivite i¢in dimer yapisinin ne kadar
onemli oldugunu gostermistir [32]. Kivrim ve dizileme de dahil bu polipeptitler

hakkindaki ayrintili agiklamalar Wilce ve Parker, 1994 tarafindan yapilmastir.

Insan glutatyon S-transferazi pi proteini ile ilgili calismalar yapilirken, monoklonal
antikorlardan birkag¢ farkli sekilde yararlanilmistir. Antikorlar, dokularda bulunan bu
enzimlerin hiicresel seviyedeki yerlerinin tayin edilmesi ic¢in belirte¢ olarak
kullanilmistir. Bunlar, protein antijenlerinin belirli bolgelerine baglanmak amaciyla
uiretilebilirler ve boylece protein molekiillerinin yapisal ve fonksiyonel parcalarinin
belirlenmesinde proplar olarak yararli olurlar. Bir kisim monoklonal antikorun
negatif ya da denatiire halde olan GST-pi ile tepkimeye girebilmesi, molekiiliin biitiin
yapilari, baglayict domainin belirlenmesi ve glutatyon molekiillerinin biitiin ya da bir
parcasinin katalizor fonksiyonlariin netlige kavusturulmas ile ilgili ilave bilgilerin

ortaya ¢ikmasini saglamistir [33].

Elektrofil substratlarin bagli oldugu aktif alan, H-alani, heniiz tam olarak
aciklanmamistir. Bazi ¢aligmalar, bu alanin enzimin karboksil terminal bolgesinde
olabilecegini gostermistir [33]. Reinemer ve arkadaslar1 ise G-alana bitisik olarak
konumlandiginm iddia etmis ve {i¢ bolgeyi muhtemel baglanma alanlar1 olarak kabul
etmislerdir: 1. domain II’deki kavite, 2. yukarida agiklanan ve kiig¢iik molekiillerin

yer aldig1 G-alanina bitisik olan yariktaki hidrofobik bolge ve 3. bir dimerik yapida
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bulunan alt birimler arasinda olusmus olan kavite ya da yarik [31]. Substrat
baglanma alani, glutatyon baglanma alanindan ¢ok daha az belirgindir; bu da

GST’lerin ¢ok ¢esitli toksik maddelerle reaksiyona girmesini saglar [32].

Besinci sinif pi izoenzimlerinin amino asit dizisi, izoenzimler arasinda onemli bir
yapisal iliski oldugunu gostererek olusturulmustur. Oyle ki pi sinifindaki kalintilarin
%76’s1, yaklasik %82-85 oraninda bir benzerlige sahip olan konumsal kimlik ile
tamamen muhafaza edilmektedir. Yiiksek benzerlik derecesi, farkli glutatyon S-
transferaz siiflari arasinda goriilmez. Sadece, pi sinifi ile kiyaslandiginda alfa ve mu
siiflar1 arasinda yaklasik %34°lik bir konumsal benzerlik bulunmaktadir. Bu
sebeple, bu enzim ailesi belki fonksiyonel olarak birbiriyle iliskili olabilir; fakat
birincil yapisal iligkilerine bakildiginda farklilik gostermektedir. Bir¢ok izoenzimin
G-alanindaki yapisal farkliliklarinin, bu izoenzimlerin glutatyon molekiiliindeki
farklilasin modifikasyonlara verdikleri cevaplari belirledigi diistiniilmektedir. Fakat
H-alanindaki yapisal farkliliklar, bir¢ok elektrofilik substrata farklilasan 6zgiilliikler

katar.

1.5. Enzimatik Mekanizmalar

GST’ler, daha az reaktif, daha fazla hidrofilik ve daha fazla salgilanmis olan {iriinler
elde etmek amaciyla hiicresel glutatyonun fizyolojik ve ksenobiotik elektrofiller ile
baglanmasini katalize eder [28]. Memeli hiicrelerindeki siilfhidril glutatyon gruplari,
bir hiicre igerisindeki protein olmayan siilfhidril gruplarinin yaklagik % 10-20’sini
icerir. Glutatyon iizerindeki S atomu, elektrofilik ksenobiotik alanlara kovalent
olarak baglanir. Glutatyon S-transferazlari tarafindan katalize edilen glutatyonun
(GSH) elektrofilik bir substrat ile (R-X) yaygin baglanma reaksiyonu asagidaki
sekilde aciklanmaktadir:

R-X + GSH = R-SG + H-X

Bu cesit baglanma reaksiyonuna verilebilecek 6rnek azot hardalinda su sekilde

goriinmektedir:
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R-NR’-CH,CH,-Cl + GSH = R-NR’-CH,CH,-SG + HCI

Alkilleyici bir ajanin yer aldigr bu reaksiyon, kloriiriin yer degistirmesi yoluyla
gerceklesebilir. Bu, elektrofilik hardal fonksiyonelliginin inaktivasyonuna sebep olur
[35].

Niikleofilik katalizlerdeki glutatyon, genel olarak, anyonik tiyonat olarak tepkimeye
girer. Glutatyon S-transferazlari tarafindan katalize edilen ¢ogu reaksiyonda ise
niikleofilik bilesenler olarak bulunur. Bu reaksiyonlarda, bagli glutatyon tiyolu
transferazlar tarafindan aktive edilir. Fakat tiyolu ne sekilde aktive ettiklerine dair az
bilgi bulunmaktadir. Bu aktivasyon, elektrofiller iizerindeki baskiy1 kolaylastirir. Iki
aktivasyon mekanizmasi ileri siiriilmistiir. Birincisi, proteinin tiyol grubunun
protondan arindirilmasit amaciyla uygun bir pKa’nin aktif alaninda bir zemin
olusturarak tiyoliin niikleofilligini artirdiginin diistiniildiigii genel baz-katalizidir.
Ikinci ihtimalde ise bagli glutatyonun tiyonat anyonu tiyol kismi1 pKa’s1, enzimin
aktif alani tarafindan gergeklestirilen stabilizasyon sonrasinda azalir [36]. Bu
muhtemel aktivasyon mekanizmalarinin tam olarak anlasilmasi ve katalize sebep
olan yapisal ve kimyasal olaylarin ayrintili bir bigimde anlasilabilmesi i¢in daha fazla

incele yapilmasina ihtiyag vardir.

Artan hiicre i¢i GST seviyesinin hiicreleri toksinlerden koruduguna dair iddia,
Manoharan ve arkadaslarinin (1987) caligmalarinda kanitlanmistir. Calismada, GST-
1 i¢in sigan cDNA’s1 COS ya da 10T1/2 hiicreleri igerisine transfekte edilmistir.
Transfekte edilmis bu hiicreler GST aktivasyonunda 260 kat artis gdstermis; ayrica
transfekte durumunun goriilmedigi hiicreler ile kiyaslandiginda benzo(a)piren anti-

diol epoksite kars1 diren¢ olugsmasina sebep olmustur.

GST enzimleri, ayrica, bagimsiz bir selenyum glutatyon peroksidaz aktivitesini
katalize ederek lipid ve niikleik asit hidroperoksidlerinin detoksifikasyonuna yol
acar. Bu reaksiyonlarda hidroperoksidin (R-OOH) azalmasi, iki glutatyon moliinii

yok eder ve nihai tiriinde glutatyonun katilim1 olmadan yol alir.
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R-OOH + 2GSH - R-OH + GSSG + H,0

Azalan hidroperoksidler, bir¢ok ilag ve diger ksenobiotiklerin redoks geri doniistimii
esnasinda olusur; fakat hiicresel oksijen kullaniminin yan iriinleri bigimindeki

normal metabolizmalarda da uretilebilir.

1.6. Metabolik Roller

GST’ler ¢ok yonlii ve c¢ok fonksiyonlu enzim aileleri olusturan homo ve
heterodimerik proteinlerdir. Bu enzimler, hemen hemen biitiin aerobik hiicrelerde
bulunur; ayrica bitki, balik, bocek, mantar, maya, bakteri, hayvan ve insanlarda da
goriilmektedir [32]. Bu enzimlerin tepkimeye girdigi substrat ya da elektrofilik
molekiiller oldukea ¢esitlidir; fakat bunlar genellikle iri ve hidrofobiktir. GST-pi ilk
olarak 1981 yilinda Guthenberg ve Mannervik tarafindan term insan plasentasindan
alinmigtir ve bu sebeple plasental GST olarak adlandirilmaktadir [37]. GST’ler,
ksenobiotikler ile hidroperoksitlerin hiicresel detoksifikasyonunda yer alir ve
mutajenez ile karsinogenezde 6nemli bir rol oynar. Giintimiizde, GST’lerin sitotoksik
ilaglar ile karsinojenlere karsi birgok detoksifikasyon mekanizmasi olusturdugu

bilinmektedir.

En 6nemli hiicresel antioksidan oldugu diisiiniilen glutatyonun metabolik kullanima,
birka¢g yol izler. Bunlarin arasinda, merkaptiire yolu boyunca glutatyon S-
transferazlar1 tarafindan katalize edilen tepkimeler de bulunmaktadir. Glutatyon,
ayrica, hidrojen peroksit ile organik peroksitleri yok eden bir glutatyon peroksidaz
substratidir. Buna ilaveten, askorbat i¢in dehidroaskorbat konversiyonu ve
deoksiriboniikleotit i¢in riboniikleotit konversiyonunda ihtiya¢ duyulan indirgeme
giiclinii saglar; bu sebeple DNA sentezi ve onarimi ile yeni sentezlenmis proteinlerin
katlanmasinda 6nem tasimaktadir. Hiicresel koruma ile glutatyon metabolizmasinda
bulunan farkli metabolik yolaklar, bunlar, gii¢lii bir bigimde birbirine baglanmistir

ve glutatyon S-transferazlart merkaptiir yolaginda belirgin bir rol oynar.
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Glutatyon S-transferazin karsinogenezdeki rolii, bu transferazlarin hiicresel
glutatyonu farkli ksenobiotiklere baglama kabiliyeti ve dolayisiyla da potansiyel
karsinojenleri daha az reaktif formlara doniistiirme becerisiyle iliskilidir. Bunlarin
baglandig1 elektrofillerden bazilari, alkil ve aril halideler, epoksitler, kinonlar ve
aktive alkenlerdir. Bunlara benzer bilesimler ile gergeklesen birlesme reaksiyonu,

merkaptiirik asit yolakta ilk adim olarak seyretmektedir.

Merkaptiirik asit yolagi, tabiati geregi ubikuitéz olan hiicresel glutatyon igerir.
0.5’ten 10 mM’ye uzanan bir konsantrasyona sahiptir ve yapisal iki karakteristik
Ozelligi vardir: silfhidril (SH) grubu ve gama-glutamil bag Bu iki karakteristik
ozellik bu tripeptidin biyolojik fonksiyonlarmi tanimlar. Glutatyonun GST’ler
tarafindan elektrofilik bilisenlere baglanmasi, bu yolaktaki ilk adim olarak
gerceklesir. Sonrasinda ise glutatyon S-bagi, enzimle katalize edilmis ii¢ tepkimeyle

merkaptiirik aside doniisiir:

1. gama-glutamil kismin membrana bagli GGT ile katalize edilerek ortadan
kaldirilmasi
2. cys-gly S-konjugat1 glisin kisminin baz1 aminopeptidazlar ya da dipeptidazlar
ile ortadan kaldirilmas1
3. ilgili merkaptiirik asidin elde edilmesi amaciyla, sistein konjugatin N-
asetiltransferaz ile katalize edilerek N-asetilasyonu
Merkaptiirik asitler yani N-asetilsistein S-konjugatlari, alkil ve aril gruplar ile
halojen, nitro, amino ya da diger gruplara sahip olan ya da olmayan heterosiklik grup

benzeri siilfiir siibstitiileri igerebilir [38].
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Sekil 1.1. Glutatyon Metabolizmasinin Tiim Yolaklari

Lipofilik bilesimlerin baglayict 6zelligine sahip tek bir proteinin ve glutatyon ile geri
dontislii baglanma gerceklestirme kapasitesinin, bir organizmanin potansiyel olarak
toksik oOzellik tasiyan maddeler ile (solunmus, yenilmis ya da metabolik olarak
tretilmis) miicadele etmesine olanak tamiyan c¢ok yonlii araclar sagladigi
bilinmektedir. Aflatoksin B; , vinil klorid ve 1,2-dibromoetanlar1 (bir benzin katig)
igerin kuvvetli karsinojenler, glutatyon eklentileri olusturur ve disar1 atilir [40-42].
Baz1 yararh ilaglar dogrudan test edilmis ve GST substratlar1 olduklar1 ortaya

¢ikmistir. Bunlar [38]:

Benzo(a)piren 4,5-oksit
Bromsiilfoftalein
1-Kloro-2, 4-dinitrobenzen
1,2-Dikloro-4-nitrobenzen

1,2-Epoksi-3-(p-nitrofenoksi)-propan
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Etakrinik asit

Iyodometan

2-Nitropropan

Menatftil siilfat
p-Nitrobenzil kloriir
trans-4-Fenil-3-biiten-2-one

Prostaglandin A;

Diger ilaglarin, sadece, ayn1 anda her yerde bulunan enzimlerden olan sitokrom P-
450 mikst fonksiyonlu oksidazlar tarafindan gergeklestirilen oksidasyon sonrasinda

glutatyon transferazi konjugati olduklari bilinmektedir [39].

Transferazlar, katalizorliik yeteneklerinin yani sira, organik maddeler ve steroidler,
prostaglandinler ve 16kotrienleri igeren endojen bilesimler i¢in tasiyici protein olarak
hareket etmektedir [34,42]. Bu ligand baglama fonksiyonu, safra tuzu, safra boyasi,
hem ve steroidleri i¢ceren hidrofobik ve amfipatik nitelikteki bir¢ok bilesenin hiicre
ici tagmimini kolaylastirir. Genellikle, bu bilesenler tarafindan gergeklestirilen

baglanma sonrasinda enzim aktivitesi bagli ligand tarafindan engellenir.

Detoksifikasyon yolaklarinda yer almamis olan glutatyona birlesik hidrofobik
toksinler, suda daha fazla erir hale gelebilir ve dolayisiyla da hiicreden rahatlikla
atilabilir. Dahasi hiicreler, glutatyonla olan yiiksek baglama afinitesi sonrasinda
meydana gelen toksik maddelerin izolasyonu ve sekestrasyonu sebebiyle toksik
maddelerden bir nebze korunabilir. Bu sebeple, maddelerin non-toksik ya da
metabolize edilmis substratlara doniisiimiinden ayr1 olarak, glutatyon S-transferazlari

ile iliskili olan hiicreler i¢in baz1 korunma araglar1 saglanir.

GST’lerin, ayrica, oksidatif strese kars1 verilen hiicresel yanit siirecinde de yer aldig:
diisiiniilmektedir. Bunlar, 6zellikle, intrinsik peroksidaz aktivitesine sahip olan alfa
ve pi formundaki GST’lerdir. Bazi1 transferazlar, bir selenyum-bagimsiz peroksidaz
aktivitesini lipid ve niikleik asit hidroperoksitleri ile katalize edebilir. Digerleri,
delta5-3-ketosteroyidlerin izomerizasyonunda oldugu gibi gergek koenzimler olarak

hareket ederler [31]. Bu sebeple, iyonizan radyasyon ya da diger kaynaklar sebebiyle
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ortaya ¢ikan oksidatif strese karsi korunmada rol oynayabilmektedirler. Bu sebeble
iyonize radyasyon ya da diger kaynaklar sebebiyle ortaya ¢ikan oksidatif strese karsi
rol oynayabilmektedirler.[43,44].

Glutatyon S-transferaz ailesi, ii¢ ¢esit reaksiyonu (hidroliz, transpeptidasyon,
ototranspeptidasyon) katalize edebilen fonksiyonel metabolizmanin birgok
sathasinda bulunan bir enzim grubu olan gama-glutamil transpeptidaz (GGT) ile
yakindan iligkilidir. Glutatyonun metabolik dongiisii, GGT aktivitesi ile yakindan
iligkilidir; ¢iinkii bu enzim, hiicresel glutatyon tiyoeterin merkaptiirik asitlere
dontigimiinti katalize ettigi bilinen tek enzimdir. GGT, ayrica, amino asitlerin
hiicresel dolasiminda da yer alir. Memelilerin endojendz bilesimlerden Onemli
miktarlarda merkaptiirik asit lirettigine dair herhangi bir kanit olmamasina ragmen,
cok sayida ksenobiotik ve normal yiyecek bileseni merkaptiirik asit olarak viicuttan

digariya atilir [38].

1.7. Fonksiyonlar

1.7.1. GST ve Hiicresel Detoksifikasyon

Insanin genis yapisal gesitlilige sahip cok sayida farkli kimyasala maruz kalmas: fiili
olarak kaginilmazdir. Potansiyel olarak zararli ve toksik maddeler, suda, havada,
yiyeceklerde bulunabilir ve hatta ilag olarak sunulmaktadir. Kimyasallarin viicut
tarafindan polar ve atilabilir metabolitlere doniistiiriilmesi, bunlarin viicuttan
atilabilmesini  kolaylastirmaktadir. Fakat alternatif yolaklar, ¢esitli hiicresel
makromolekiillere sahip yliksek reaktif potansiyel barindiran elektrofilik bilesenlerin
iiretilmesi amaciyla bu kimyasallar1 metabolize edebilir. Hiicresel makromolekiiller
ile gerceklesen tepkimelerdeki bozukluklar ve/veya sonuglar, toksisite olgusunu

(sitotoksisite, immiinotoksisite, mutajenisite ya da karsinojenite) ortaya ¢ikarabilir.
Hiicrelerin  ¢esitli kimyasal ajanlara karst sahip olduklar1t temel savunma

mekanizmasi tripeptit glutatyondur. Glutatyon (gama-glutamil-sisteinglisin), memeli

hiicrelerinde bulunan diisiik molekiiler agirliktaki ana peptittir ve Onceden de
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bahsedildigi tizere g¢esitli hiicresel tepkimelerde yer alir [27,45]. Glutatyon, kimyasal
elektrofilleri nétralize etme ve bdylelikle bunlarin hiicresel bilesenler ile tepkimeye
girmelerini engelleme yetenegine sahiptir. Eger bu protein, yetersiz beslenme ya da
kimyasallar sebebiyle dokularda tiikenirse kimyasallarin toksik etkileri ¢ok fazla artig
gosterebilir. Antikarsinojenik tedavi yoOntemleri hakkinda yapilan arastirmalarda,
terapotik maddelerin  se¢iminde, kimyasallarin glutatyon ile baglanmasiyla
sonuglanan detoksikasyonun stimule edilme cabalari baz alinmaktadir. Elektrofilik
bilesenler, bir dereceye kadar kendiliginden hiicresel glutatyona baglanir; fakat

baglanma, genellikle, glutatyon S-transferaz enzim ailesinden etkilenir.

Glutatyonun bir diger rolii ise reaktif oksijen tiirlerine karsi sergilenen savunmada
yer almasidir. Askorbat ve tokoferol ile konjugasyon halinde olan glutatyon, temel
antioksidan olarak hareket eder ve glutatyon rediiktaz tarafindan yeniden iiretilebilir.
Glutatyon, ayrica, glultatyon peroksidaz sisteminin de parcasidir. Peroksidaz ve
hidroperoksidazlar hiicresel letaliteye sebep olabilir. Bu sistem, hiicrelerin
peroksitlerden korunmasini saglar ve biyolojik membranlar lipit peroksidasyondan
korur. Glutatyon transferazlarmin bir kismi, Ozellikle de alfa ve pi formundaki
GST’ler, yapisal olarak peroksidaz aktivitesine sahiptir ve redoks tepkimeleri ya da
normal hiicresel oksijen kullanimindakilerin yan1 sira iyonizan radyasyon ya da diger

kaynaklar tarafindan tiretilen oksidatif strese kars1 korunmada rol oynar [43,44].

Radyasyon, bir takim zararli serbest radikaller, serbest radikal {iirtinleri ve hem
organik hem de hidrojen peroksit-H,O, peroksitleri tiretir [44] Dahasi, siiper oksit de
radyasyon tarafindan tiretilir. Radyasyon letalitesi, peroksitin, hiicre tarafindan daha
az reaktif olan alkollere ve suya doniistiiriilmesine kiyasla daha hizli olarak biriktigi
zamanlarda meydana gelir. Peroksit indirgemesi i¢in temel yolak, diisiik derecedeki
peroksit inaktivasyonunun %70’ine tekabiil eden ve kalan inaktivasyondaki katalaza
sahip olan glutatyon peroksidazidir. Indirgenmis durumdaki hiicresel glutatyon
seviyesi, heksoz monofosfat santi ve peroksidazdan elde edilen elektronlarca
stirdiirtiliir ve transferaz aktiviteleri de glukoz oksidasyonuna baglidir [44]. Bu sant

olmaz ise, hidroperoksitlerden kaynakli toksisite artar.
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GST’ler, katalize etme fonksiyonlarinin yani sira, detoksikasyonda da rol oynar.
Bunu, baglanma tepkimesi substratlart olmayan ligandlart dogrudan baglayarak ve
ayrarak gerceklestirir [46]. Yapilan ilk incelemelerde, purifiye edilen si¢an
karacigeri izoenzimi yiiksek baglama afinitesi 6zelligi sebebiyle “ligand” nitelikte
olarak tanimlanmistir. GST’ler ise bilirubini de igeren bilesenleri baglar ve tasir;
hiicre boyunca tasinimi kolaylastirir ve diger safra tuzlarini da baglar. Bakir ve bakir
tiirevlerine baglanma durumu da meydana gelmektedir. Steroidleri de igeren diger
biyolojik medyatorler, erken tip hipersensitivite reaksiyonlarinda yer alan 6nemli bir
medyator olan l6kotriende de oldugu gibi, giiglii baglanma affinitesi gostermislerdir.
Bu, bir baglanma reaksiyonu ya da parakrin 16kotrien C4 hormonu ortaya ¢ikaran bir
endojen lokotrien A4 bilesenine glutatyonun dogrudan baglanmast yolu ile
gerceklesir. GST-aracili ligand baglanma, genellikle, bagl ligand tarafindan
gerceklestirilen GST aktivitesinin inhibisyonu ile iligkilidir ve lipofilik bilesenlerin

hiicre i¢i taginimini kolaylastirir.

Glutatyon konjugasyonunun Onemli bir detoksikasyon tepkimesi oldugu
belirtilmesine ragmen, toksik glutatyon S-konjugatt olusumuyla sonuglanan
glutatyon bagimli bioaktivasyon tepkimelerinin de meydana geldigi goriilmiistiir.
Farkli bilesen tipleri, haloalkanlar, hidrokinonlar ve aminofenoliin toksik glutatyon
S-konjugatlart olusturdugu goriilmiistiir [27-35]. Dahasi, antibiotik neokarsinostatin
sitotoksisite de tiyoller tarafindan artirilmaktadir. Glutatyon ya da glutatyon/GST
tarafindan aktive edilen ve toksik konjugatlar olusturan bu gibi bilesenler,
muhtemelen hiicrelere dogru yonlendirilir ve yiiksek GSH ya da GSH/GST seviyesi
ile sitotoksik ya da kemoterapotik maddeler olarak kullanilirlar. Buna karsilik,
nispeten daha yararli maddeler toksik; ender durumlarda da karsinogenik maddelere
dontstiiriilebilir ki sonu¢ olarak enzim sisteminde karsinogenez siirecine katki

saglayan bir faktor rolii oynar.

1.7.2. Hiicre Cekirdeginde GST Fonksiyonu

Glutatyon S-transferazlarinin  hiicre ¢ekirdegindeki  fonksiyonu/fonksiyonlari

konusunda varsayimdan ote bir bilgi mevcut degildir. Hiicre sitopldzmasindaki
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rolleri diisiiniildiigiinde, hiicre ¢ekirdegindeki fonksiyonlari konusunda yapilabilecek
en net tahmin, sitoplazmadaki detoksifikasyondan siyrilmis olan elektrofilik
bilesenlerin biotransformasyonunu gerceklestirmesi ve boylece bunlarin DNA ya da
diger molekiiller ile etkilesime girmesini engellemesidir. GST-pi, kimyasal
karsinogenezin ilk evreleri siiresince si¢an karacigerindeki preneoplastik lezyon
cekirdeklerinde immiinohistokimyasal olarak tespit edilmistir. Tan ve arkadaslar
(1986), timin hidroperoksite kars1 yiiksek GST-pi reaktivitesi oldugunu gostermis ve
detoksifikasyonda yer aldigi ya da tasiyict protein olarak hareket ettigi ileri
stiriilmiistiir. Normal si¢an ve insan karacigerinde, GST alt birimleri ile GST-u ve
GST-pi’nin serbest ve ¢ekirdege bagl kesitler olarak var oldugu tespit edilmistir ve
bunlar, DNA peroksitlerinin detoksifikasyonunda belirli bir 6énem tasiyor olabilir
[47,48]. GST’lerin DNA ve benzo(a)piren arasinda in vivo ve in vitro olarak
gerceklesen kovalent baglanmayr engelleyerek koruyucu bir rol oynadigi
goriilmektedir [49]. GST’nin diger bir goérevi ise, niikleer fonksiyonun
diizenlenmesinde oynadigi roldiir. Bir non-histon proteinin de glutatyon S-transferazi
oldugu belirlenmis ve DNA transkripsiyonu ya da prosesinin gerceklestigi
alanlardaki ya da bu alanlara bitisik yerlerdeki GST alt birimlerinde niikleer
lokalizasyon meydana geldigi goriilmiistiir. Bunlar, 6zellikle, hnRNA’nin mRNA’ya
dogru gelisiminde kritik rol oynadigi one siiriilen parcalart olusturmak amaciyla
proteinlerle iliski halinde olan {irik asit bakimindan zengin kiigiik niikleer RNA’lar
ile ilintili olarak bulunmuslardir [49]. Bu sebeple gen ekspresyonunun modiile

edilmesinde rol oynayabilirler.

1.7.3. GST ve Ilag¢ Direnci

Kemoterapotik maddeler stirekli olarak gelistirilmekte; ayrica hayatta kalma siiresini
uzatma ve farkli insan tiimorlerini tedavi etme stireglerindeki etkinlikleri bakimindan
incelenmektedir. Kemopreventif maddeler gelistirilirken bazi ayirt edici stratejiler
izlenir: 1. Kemopreventif aktivitenin 0Olgiilmesi amaciyla son nokta olarak
kullanilabilecek premalign belirteclerin, 6zellikle de erken premalign lezyonlarin,
belirlenmesi ve validasyonu; 2. Etki mekanizmasi1 bazindaki potansiyel terapdtik

maddelerin belirlenmesi ve test edilmesi; 3. Etkinligin maksimize, toksisitenin ise
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minimize edilmesi amaciyla birlesik tedavilerin degerlendirilmesi; 4. Gelisimin her
asamasinda, en iyi maddenin tercih edilmesi ile mevcut kaynaklarin en etkili
kullaniminin kontrol edilmesi maksadiyla maddeleri belirlemek ve derecelendirmek
[50]. Kemoterapotik maddeler, hodgkin ve non-hodgkin lenfoma, akut 16semi ve
teratom olmak {izere az sayidaki yetigkin tlimoriinii tedavi eder ve erken basvuru
olmasi durumunda ise ¢ocuk timdrlerinin ¢cogunlugunu tedavi edebilirler. Fakat solid
tiimdrlerin ¢cogunda kemoterapiye verilen yanit %20’den daha diisiik bir orandadir ve
baz1 timorler tedavi edilebilir olarak kabul edilmelerine ragmen, nihayetinde
tekrarlayabilir ve ilag tedavisine direng gosterebilir [51]. Bu direng, belki de, belirli
hiicrelerde kendi karakteristikleri olarak mevcut durumdadir. Ayrica, kendi orijinal
formlarindayken ya da bagkalasmis hallerinde goriilebilir ki bu da hiicre igerisinde
sabit bir degisime sebep olur. Ya da belirli bir ilaca maruz kalinmasi sonrasinda
diren¢ olusumu ortaya ¢ikabilir. Tlaglarin etkili olmadig ve ilag direnci olusumunu
da iceren mekanizmalar, ila¢ farmakokinetikleri ile bunlarin molekiiler seviyedeki
etkinligini etkileyecek olan faktorlerle iliskili olarak ele alinmahidir. Etkinlik, hedef
alanda gerceklestirilen ve uygulama anindan sitosidal konsantrasyonlarin elde
edildigi zamana kadar olan siire icerisinde etki altinda olacaktir ve biiylikk dnem

tasimaktadir.

Coklu ilag direnci (MDR), hiicrenin higbir zaman maruz kalmadig1 farkli kimyasal
siniflardaki c¢esitli maddelere karsi gosterilen ilaca bagli capraz dirence maruz
kalmmas: olgusudur [51]. ilag direnci birden fazla yolak vasitasiyla saglaniyor

olmasina ragmen, MDR’nin ayirt edici dzelligi p-glikoprotein ekspresyonudur.

P-glikoprotein, direngli hiicrelerdeki toksin birikimini azaltmaya yardimc1 olan ve bir
ilag akis pompasit olarak c¢alistigt disiiniilen membrana bagli 170kD bir
glikoproteindir. Altt adet hidrofobik domain ve bir adet de ard arda tekrarlanan ATP
baglama domainine sahiptir. Klonlanmis p-glikoprotein niikleotit sekanslari,
membrana bagli nakil proteini ile ona ilag ya da substrat tasima islevi gdren
periplazmik substrat baglama proteinlerini de iceren iyi karakterize edilmis
bakteriyel tagima sistemleri ile gii¢lii benzerlikler gosterir. Normal substratlar i¢in
heniiz net bir fikir olmamasina ragmen, P-glikoproteinlerin ilaclar i¢in transmembran

tasiyict olarak hareket ettigi bilinmektedir. MDR1 geni (¢oklu ilag direnci geni) ile p-
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glikoprotein geni, insanlarda 7921-31 kromozomunda yer alir. Bu gen ya da p-
glikoproteinin diizenlenmesi, seleksiyon siiresi boyunca degiskenlik gosteren ilgili

her bir katki ve amplifikasyon, transkripsiyon ve geviri yoluyla gergeklestirilir [51].

Coklu ilag direnci gosteren bir meme kanseri hiicre dizisinde yiiksek oranda GST-pi
ve asir1 p-glikoprotein okumasi goriilmesi sonucunda, GST’lerin p-glikoproteinler ile
memelilere ait bir ilag ya da toksin tagima sistemi olarak tepkimeye girebilecegi 6ne
stiriilmiistiir [46]. Farkli ilag direng mekanizmalari arasinda karsilikli bir iligski oldugu
reddedilemez. Bir seferde birden fazla direng mekanizmasinin degerlendirildigi ¢cok
az c¢alisma vardir. Efferth ve arkadaglart (1992) tarafindan gergeklestirilen bir
calismada, ilag direng belirtecleri olan p-glikoprotein (P-1700), glutatyon S-
transferaz (GST-pi) ve DNA topoizomeraz Il (Topoll) ekspresyonlari, insan bobregi
kanseri hiicre dizisi ile insan hematolojik neoplazilerinde ve insan gogiis kanserinde
incelenmistir. Direng belirteclerinin ko-ekspresyonu da goriilmiistiir. Boylelikle,
timor hiicrelerinin proliferatif aktivitesinin bu belirteglerin ekspresyonunda ve
sitostatik ilaglara karsi sergilenen direncin artmasinda rol oynadigir kanitlanmistir
[52]. Benzer bir sekilde, Volm ve arkadaslarmin (1991) yaptigi ¢alismada, kiigiik
hiicreli olmayan direngli akciger kanserindeki fazla p-glikoprotein ve GST-pi
ekspresyonu incelenmis ve sonug olarak kayda deger protein seviyesi ile P-170 ve
GST-pi overekspresyonu arasinda Onemli bir iligki oldugu goriilmistir. Ko-
ekspresyon ya da coklu ilag direnci yolaklarini igeren ¢alismalarda goériilmiistiir ki,
eger dominant bir enzim belirli bir reaksiyonda yer alabilirse bu, enzim ailelerinin
katalitik segiciligi ile bunlarin farkli doku ve tiimor gesitlerinde yer almalariyla ilgili

fikir sahibi olunmasini saglar.

Buna karsilik, farkli enzim seviyeleri bakimindan degerlendirilmis olan hastalarda
goriilmistiir ki, bilinen karsinogenlerin detoksikasyonunda yer alan bir enzim
ortalamadan daha az bir seviyede bulunuyor ise, hasta bu belirli karsinogenlere
maruz kaldig1 zaman bilinen kanser formu risklerine sahip olma ihtimali tagiyacaktir.
Farkli mekanizmalarin birbirinden tamamen bagimsiz hareket etmedigi belirtilmis
olmasina ragmen, diger enzimlerin yaptig1 katkilar diistik aktiviteyle sonucglanabilir
ki bu da yiiksek risk demektir. Dahasi, ilag direnci ile ilgili olarak tam tersi

diistintilebilir. Soyle ki: eger bir bireysel enzim, istenilen kemoterapdtiklerin
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inaktivitasyonunda hakim katalizor olarak var oluyorsa, tedavi altindaki bir birey i¢in
gerekli olan enzim seviyeleri, seg¢ilmis terapdtiklerin potansiyel inaktivasyonun
tahmini igin yararli olabilir ki boylelikle, gerekli goriiliirse, alternatif bir rejime

gecilebilir.

Cesitli antikanser ilaglari, GST katalizleri tarafindan inaktive edilebilir ki bir¢ok
rapor, ilag direnci baslangici ile yiikksek GST seviyesi goriildiigiinii bildirmistir [51].
GST-pi'nin bazi ¢oklu ilag direngli hiicre dizilerinde, Ozellikle de bir GST-pi
substrat1 olan adriamisin ve etakrinik aside diren¢ gosterenlerde ¢okca bulundugu

gorilmistir.

Kemoterapi, tiikiiriik bezi tiimdrleri icin Oncelikli tedavi segenegi olmasa da,
minferit koti huylu tiikiiriikk bezi timorlerinin metastatik lezyonlarinin tedavisinde
etkili oldugu goriilmiistiir. Diger bazi doku tiimdrlerinde kemoterapi oldukca
faydalidir; ayrica GST’ler ile diger direng bigimlerinin rolii konusundaki incelemeler

de devam etmektedir.

Diger ilag direnci mekanizmalari, DNA yinelenmesi, kromozom iskelesi olusumu ve
kromozom ayriminda rol oynayan topoizomeraz II enzimlerini (Topo II) igerir.
Ayrica, rekombinasyon ve gen transkripsiyonunda da rol oynarlar. Bu enzim, tek ve
cift sarmalli DNA’da kopmalar yaratarak kendisini kopmanin 5' ucuna eklemler ve
kovalent enzim DNA kompleksleri olusturarak hareket eder. Doksurubisin benzeri
bazi ilaglar, topoizomeraz II’yi engeller ve enzim-DNA bagi dengesini saglar. Bu,
ayrt DNA zincirinin baglanmasinin  engellenmesi ile sonuglanir. Direng
belirteclerinin ko-ekspresyonu iizerine yapilan ¢aligmalarda, kanserli insan bobregi
hiicre dizilerinde ve meme kanserlerinde artan P-170 ve GST-pi ile kanserli bobrek
hiicre dizilerinde azalan Topo II ve artan P-170 ko-ekspresyonuna dogru bir yonelim
oldugu gorilmistiir [52]. Eger boyle ise, 6zellikle HnRNA transkripsiyon ve gelisim
bolgelerindeki gekirdekteki GST bulgulari, belirli hiicrelerde ko-eksprese oldugunda
muhtemel bir karsilikli iliski olusmasi anlaminda dikkat ¢ekse de GST ile Topo II

arasindaki iligki tam olarak bilinmemektedir.
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Eksizyon onarimi, glikosilaz, hatasiz onarim, rekombinasyon onarimi ve uyumsuzluk
onarimi ¢oklu DNA onarim mekanizmalari, ila¢ direncinde rol oynamaktadir.
Karsinogenezde ilag direnci, onarim eksikliginin hiicre dizilerindeki hassasiyet ile
iliskili oldugu insana ait onarim yetersizligi hastaliklarinda goriiliir. Buna karsilik,
onarim ve diger mekanizmalar tarafindan belirli hiicreler iizerinde daha fazla direng
uygulanabilir. Dirence, genellikle, birden fazla yolak vasitasiyla aracilik edilir; fakat
bireysel yolaklarin katkis1 hususundaki bilgiler ile bu yolaklarin diger direng
bi¢cimlerine -molekiiler ve kinetik- iligkin bireysel rollerinin anlasilmasina yardimci

olunur ve ayrica ilag protokollerinin planlanmasi i¢in de bilgi temin edilir.

1.8. Glutatyon S-Transferaz indiiksiyonu ve Diizenlenmesi

GST-pi’nin on sekiz aylik bir fetiisiin mide epitelyumunda bulundugu goriilmiistiir.
Bu, bu formun insan mide kanserinde tabiati geregi onkofetal olabilecegini
gostermektedir [53]. Onkogenlerin GST ekspresyonundaki muhtemel aktivasyonu
hakkinda yapilan ilk g¢alismalarda, GST ekspresyonu diizenlenmesine insan ras
onkogeni de dahil edilmistir. Li ve arkadaslari (1988)’nin epitelyal sigan karacigeri
hiicrelerine insan ras ekspresyonu vektoriinii transfekte ettikleri caligmalarda,
eksprese edilen GST7-7 mRNA seviyesinde alti kat artis goriilmistir. Power ve
arkadaglar1 (1987) benzer bulgulara N-ras transfekte edilmis BL8 hiicrelerinde ya da
metabolik olarak aktive edilmis AfB; ile yapilan tedavilerde de rastlamistir. Bu ilk
caligmalar, onkogenik faktdrlerin GST gen ekspresyonunu bagkalagtirdigini

gostermektedir.

Glutatyon transferaz enzimleri indiiksiyonu, sentetik gida katkilar1 da dahil olmak
lizere baz1 farkl aracilar vasitasiyla da gerceklesir. Bu katkilardan dordii olan [2(3)-
tert-biitil-4-hidroksianisol] (BHA), BHT, propil galat ve etoksikuinin, deneysel
karsinogenezi modiile ettigi goriilmiistiir [13]. Cok etkili bir lipit peroksidasyon
inhibitori ve dogrudan bir antioksidan olan etoksikuin, detoksifikasyon enzimlerinin,
ozellikle de glutatyon S-transferazlarinin, indiiksiyonu vasitasiyla hareket eder.
Etoksikuin ve BHT, BHA ve oltipraz igeren antioksidanlar, etkili glutatyon rediiktaz,

glutatyon S-transferaz, UDP-glukuronil transferaz ve epoksit hidrolaz uyaricilaridir.
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%4 oraninda etoksikuin iceren gida takviyelerinin aflatoksine maruz kalmadan
onceki hallerini inceleyen caligmalar, in vitro olarak ¢oklu glutatyon S-transferaz
bi¢imlerinin bes kattan daha fazla indiiksiyon sergiledigini ve in vivo olarak
aflotoksinin bilyer eliminasyonunda glutatyon konjugati olarak 4.5 kat artis

kaydedildigini gostermistir [13].

Sogan ve sarimsak gibi yiyeceklerde bulunan allyl di- ve tri-siilfiir benzeri
organosiilfiir bilesenlerin, Kkarsinogenezin hem baslamasini hem de gelismesini
engelledigi gorilmustiir. Bu bilesenler karsinogenez baslangicini, glutatyon S-
transferazi aktivitesini baglatma yetenekleri ile engellemektedir [13]. GST tetikleyici
diger bilesenler icerisinde DDT, indol ve benzilizotiyosiyanat bulunmaktadir.
Endiiksiyonun, bunlar ve oksitlenebilir difenol ve fenilendiaminler, Michael
reaksiyonu akseptorleri, organo-tiyosiyanat, elektrofiller (alkil ve aril halojentirler),
metal iyonlar (HyCl, ve CdCl,), trivalan arsenik tiirevler, komsu dimerkaptanlar,
organik hidroperoksitler ve hidrojen peroksit ile 1,2-ditiyol-3-tiyonlar1 igeren
kapsamli kimyasal ajan gruplarinin sebep oldugu yiiksek transkripsiyon sonucu

olustugu disiiniilmektedir [54].

Prestera ve arkadaslart (1992), GST’nin yukarida belirtilen gruplardaki 28 bilesen
tarafindan ~ gergeklestirilen  indiiksiyonundaki ~ molekiiler =~ mekanizmalari
incelemislerdir. Bu noktada, bir fare karacigerinin GST alt birim geninin 5' {ist
bolgesinden alinan ve bu genin izole promotdr bolgesinin 5' ucuna bagli olan 41-bp
artirict elementi barmdiran ve bunu insan biiylime hormonu reseptdr genini igeren bir
plazmid igerisine yerlestiren bir yap1 hazirlanmistir. Bu yapi, sonrasinda, Hep G2
insan hepatom hiicrelerinin igerisine transfekte edilmistir. Iki kat1 hormon iiretimi
biiyiimesi ve ¢ift kinonlu redaktaz faaliyetleri igin gerekli olan test edilmis 28 bilesen
konsantrasyonunun olduk¢a dogrusal oldugu goriilmiistiir. Test edilen biitiin
kimyasal uyaricilarin, test edilmis olan bilesen smiflarinin gesitliliginden bagimsiz
olarak, bu 41 baz ¢ifti artirma elementleri vasitasiyla gen ekspresyonunu tetikledigi
goriilmiistiir. Uyaricilara cevap verdigi anlasilan bu genin artirict akis yukari element
dizileri, eletrofile yanit veren element (EpRE) ve 41 niikleotit katman igerisinde

bulunan antioksidana yanit veren element (ARE) olarak adlandirilmistir. Bu artiric
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elementin, tamamen farkli bilesenlerin II. satha uyarici enzim aktivitesinin biiyiik

cogunluguna aracilik ettigi disiinilmektedir [54].

Gen kodlayici insan GST-pi’si, promotor bolgesi de dahil edilerek siralandirilmistir
[55]. Konsensus aktive edici 1, AP1 proteininin baglanma alaninin promotor
aktivitesi i¢in gerekli oldugu goriilmiistiir. GSTP1 transkripsiyonunu yukariya dogru
regiile eden ve promotdre bagli olan bir intron dizi de bulunmaktadir [55]. insan
GST-pi geni ekspresyonu modiilasyonunun retinoik asitten olumsuz anlamda;
instilinden de olumlu anlamda etkilendigi goriilmiistiir. Retinoik asidin bazi
kanserlerin tedavi edilmesinde etkili bir terapdtik madde oldugu ortaya ¢ikmistir
[55]. Bunun GST’ler iizerinde yarattigi olumsuz modiilasyona iliskin bulgular,
timorlerde GST overekspresyonuna sebep olan mekanizmalar ile retinoik asidin
hiicre farklilagmasini tetikleme ve malign potansiyelini engelleme kapasitesinin

anlagilmasini saglar.

Insiilinin GST’ler {izerinde yarattig1 olumlu modiilasyona iliskin bulgular, c-jun, c-
fos ve ras genlerinin muhtemel iliskisi hakkinda bilgi vermektedir. Insiilin
stimiilasyonu, c-jun ve c-fos mRNA’da artisa sebep olur [55]. Bu sebeple, artan
GST-pi transkripsiyonunun Fos ve Jun proteinleri tarafindan diizenlendigi
diisiiniilmektedir ki bu, Burgering ve arkadaslarinin (1991) ortaya attigi p21™>m c-
jun ve c-fos gibi genlerin diizenlenmesinde yer alan bir insiilin sinyali iletim yolagi

aracisi oldugu fikrini desteklemektedir [55,56].

1.9. Normal insan Dokularinda Glutatyon S-Transferaz Doku Dagihmlari

Insan alfa, mu ve pi sinifi glutatyon S-transferazlari, immunohistokimyasal olarak
baz1 organlarda yer almaktadir. Insan dokular1, hem biitiin GST iceriklerinde hem de
GST alt birimleri ya da izoenzimlerinin ekspresyonunda biiyiik oranda cesitlilik
gosterir. Dokular arasindaki niceliksel ve niteliksel farkliliklarin, bir dokunun
bireysel ya da ¢oklu karsinogenlere kars1 yatkinliginin belirlenmesinde 6nem tasidig

belirtilmektedir. Hem hayvanlar hem de insanlar iizerine yapilan g¢aligmalarda,
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gelisim asamalart esnasinda farkli izoenzim ekspresyonlarinda degiskenlikler

meydana geldigi gorilmiistiir.

Sican karacigeri gelisimi esnasinda gerceklesen glutatyon S-transferazi ekspresyonu
tizerine yapilan ¢alismalarda, karacigerin fetiis haldeyken ve dogum sonrasi gelisimi
esnasindaki ontogenezinin ti¢ temel GST sinifi ekspresyonu —alfa, mu ve pi- ortaya
cikardigr goriilmiistiir. Ve her biri, karaciger gelisim evrelerinde farkli ekspresyonlar
sergilemistir. Buna gore pi, transkripsiyon seviyesinde diizenlenen bir fetal
proteindir; alfa ve mu ise fetiis gelisimi esnasindaki transkripsiyonel kontrol ve
dogum sonrasindaki post-transkripsiyonel kontrolii kapsayan c¢oklu bir mekanizma
tarafindan diizenlenen “matiir” proteinlerdir [57]. Gelisimin farkli derecelerindeki {i¢
enzimin ekpresyonunda goriilen degisimlerin 6nemi tam olarak belli olmamasina
ragmen 6nemli olan mesele, fetiis ile yenidoganin toksik maruziyete ve o anda orada
bulunan enzim g¢esitlerine yatkinligidir. Yetiskin sigan karacigerinde GST7-7 ifade
edilmemektedir; fakat hepatokarsinogenez esnasinda oldukca artmaktadir. Bu ifade
bi¢imi ile fetiis gelisimi boyunca sergiledigi farkli ifade sekli, bunun onkofetal bir
protein olabilecegini ortaya koymaktadir [57]. Insan karacigerindeki GST-pi iizerine
yapilan ¢aligmalarda ise mevcut mRNA ile protein seviyeleri tarafindan belirlenen
ekpresyon seviyesinin yetiskin ve fetiis karacigerlerinde olduk¢a farkli oldugu
goriilmistiir [58], insan fetiis organlarinda, glutatyon S-transferazi izoenzim
bilesimini incelemislerdir. Insan fetiis akcigeri, beyni, bobregi, bagirsagi, karacigeri
ve bobrekiistii bezleri ilizerine c¢aligmalar yapilmig; akciger, beyin, bdbrek ve
bagirsaklarin sadece asidik transferaz bigimini (GST-pi) igerdigi goriilmiistiir. Bu,
GST-pi’nin fetiis dokularinda daha fazla miktarda; daha primitif halde ve potansiyel
bir multifonksiyonel role ve genis substrat Ozgiilliigiine sahip bir bigimde
bulundugunu gostermektedir [59]. Fetiis karacigeri, bobregi ve bobrekiistii bezi
seviyesi karsilik gelen yetiskin dokular1 ile kiyaslandiginda, farklilasan izoenzim
ekspresyonlarinda gelisimsel degisimler goriilmiistiir; fakat fetiis ve yetiskin akcigeri

ile beyninde hicbir gelisimsel farkliliga rastlanmamustir.
GST’nin farkli doku ekspresyonlar1 konusundaki bilgilerin biiyiik c¢ogunlugu,

yetiskin insan dokulariyla ilgilidir. Terrier ve arkadaslart (1990), normal insan

dokular1 tiizerine yaptiklar1 bir ¢alismada, GST-pi’nin genellikle epitel iiriner,
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sindirimsel ve solunum yolu hiicrelerinde eksprese edildigini gormiisler ve
detoksikasyon ile toksik maddelerin yok edilmesinde rol oynayabilecegini iddia
etmislerdir. Bu bulgular, sekretuar epitelde bulunan p-glikoprotein ekspresyonu igin
iddia edilenlerle ortiismekte ve bunlarin normal ve/veya malignan hiicrelerde ko-
regiile olma olasiliklarina destek sunmaktadir [60]. Bu, Efferth ve arkadaslarinin
(1992) calismalariyla da desteklenmistir. Efferth ve arkadaslarinin yaptiklar
caligmalarda insan bobregi hiicre dizileri, hematolojik malignite ve meme kanserinin
bobrek ve memede P-170 ve GST-pi ko-ekpresyonlarina yonelik bir egilim
sergiledigi  goriilmiistiir. Hematolojik malignitede ise hicbir ekspresyona
rastlanmamustir  [52]. Tikirik bezlerindeki GST-pi ekspresyonu, Terrier’in

calismasinda yoktur.

Corrigall ve Kirsch, dokuz bireye ait 18 organdaki GST alfa, mu ve pi
konsantrasyonlari lizerine ¢esitli bulgular sunmuslar, Campbell ve arkadaslar1 da
immiinohisto kimyasal olarak yerleri belirlenen ve 15 insan dokusunda yer alan insan
alfa, mu ve pi smift GST’ler ile 39 farkli gesit iyl huylu ve kotii huylu tiimor
belgelendirmislerdir [48,61]. Bu calismalarda, alfa transferazlarinda organlar arasi
yiiksek degisimler ile nispeten sabit pi sinifi transferaz konsantrasyonu goriilmiistiir.
Pi siifi transferazlar, karaciger, bobrek ve tiikiiriik bezinde bulunan duktular
hiicrelerde fazlaca; parankimal hiicrelerde ise ¢ok az bulunmaktadir. Safra kanali,
pankreas kanali, epididim, renal toplayici sistem ve tiikiiriik kanallarindaki doku
dagilimi ve GST-pi varliginin sonuglar1 detoksikasyondaki muhtemel rolleri
diisiiniildiiglinde 6nem tasimaktadir. Terrier ve arkadaslarinin (1990) elde ettikleri
sonuclarin ¢arpict noktasi, toksik maddelerin viicuttan atilmasinda rol alan 3 temel
sistem olan iiriner, solunum ve sindirim sistemi epitelyumlarinda bulunan giiclii
GST-pi ekspresyonudur ki bu, toksin atimi ile metabolizmada rol oynadiklar
anlamma gelmektedir. GST-pi izoenzimi daha ¢ok boébrekte bulunur ve nefron,
Henle kulpu, distal dalgali kanal, toplayici kanal ile sidik borusu ve idrar kesesinde
goriilmiistiir. GST-pi, ayrica, akcigerdeki en etkili izoenzimdir. Buradaki roli,

solunum sistemini ugucu toksinler ve kirleticilerden korumaktir.
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1.9.1. Glandiiler Dokularda GST-pi Dagilim

Enzimlerin benzer fonksiyonal ya da gelisimsel karakteristiklere sahip yapilardaki
dagilim bi¢imi, bu enzimlerin in vivo olarak oynadiklar1 rol hakkinda kismen bilgi
verebilir. Histolojik olarak meme ve pankreas tikiiriik beziyle benzer bir
karakteristige sahiptir ve bu sebeple GST-pi’nin bu dokulardaki dagilimi, doku
kiyaslamasi yapildiginda dikkat ¢ekmektedir. Baz1 meme tiimorleri ve tiikiiriik bezi
timorleri arasinda gliglii benzerlikler bulunmaktadir. Pankreastaki GST-pi doku
dagilimi, asiner ve adaciklar lekesiz birakarak sentroasiner ve duktular yapilari hizl
bir bigimde belirler [48]. Bu, tiikiiriik bezlerindeki ekspresyonuyla benzerdir. Fakat
meme, hem asiner hem de duktal epitelyumda lekeli ¢ikar; burada miyoepitelyal

hucreler de lekeli durumdadir.

1.9.2. Tiikiiriik Bezinde GST-pi Dagilimi

Campbell ve arkadaslarinin (1991) yaptigi ¢alismanin, GST-pi’nin normal insan
tikiiriik bezi dokusunda ve insan tiikiiriik bezi tlimorlerindeki ekspresyonu hakkinda
onceki bilgileri ortaya koydugu goriilmektedir. Normal bezler hakkindaki bulgular,
belirsiz alanlarda bulunan sadece ii¢ 6rnege dayandirilmigtir ve duktular hiicrelerin,
pankreas kanallarininkine benzer olarak, pozitif boyanma; asiner hiicrelerin ise
negatif boyanma sergiledigi goriilmiistiir. Sadece {li¢ 1yi huylu tiikiirik bezi tiimori
boyanmustir ve hepsi de pozitiftir. Farkli tiikiiriik bezlerindeki enzimatik derecelerin,
verili bir enzim igin farklilik gosterebilecegi bilinmektedir. Fakat GST-pi
derecelerinin farkli insan tiikiirik bezlerinde farklilik gdsterip gostermedigi
bilinmemektedir. Ayrica, farkli insan tiikiirik bezleri tiimdorlerindeki GST-pi

ekspresyonuna dair herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.

1.10.Neoplazi ve Preneoplazide Belirte¢ Olarak GST

GST’ler sadece karsinojenlerin detoksikasyonunda rol oynamaz. Ve bir izoenzimin,

en az bir kimyasal karsinojen modelinde bulunan neoplastik bir transformasyon
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belirteci oldugu kaydedilmistir. Solt-Farber karsinojenez modeli, sicanlarda bulunan
pi smift GST icin eski bir klasifikasyon olan GST7-7’nin Onemli derecede
yiikseldigini gostermektedir [62]. Bu modelde, transformasyonu baslatmak amaciyla
siganlar bir karsinojene maruz birakilip sonrasinda ise kisa bir ara veriliyor. Daha
sonra hepatosit proliferasyonu tetiklemesi i¢in kismi hepatektomiye tabi tutuluyor ve
normal hepatosit biiylimesini 6nleyen bir toksik madde ile (6rn: 2-asetilaminofluren)
tedavi ediliyor. Toksine maruz birakildiktan birkac¢ hafta sonra sigan karacigerinin,
biiyiikk ¢ogunlugu preneoplastik olan ve zamanla gerileyen hiperplastik nodiiller ile
bezendigi gorilmistir. Kirkin {izerinde farkli karsinojenin bu tip hiperplastik
nodiiller olusturdugu bilinmektedir. Bazi nodiiller, hepatoseliiler karsinoma dogru bir
malignan transformasyona ugrarlar. Bir¢ok arastirmaci, hiperplastik nodiillerde artan
oranda sican GST7-7 ekspresyonu oldugunu ve premalign karaciger hiicrelerindeki
GST7-7 endiikksiyonunun 6ngoriilebilir oldugunu (sican hepatositindeki premalign
degisim belirteci halini almasi gibi) kesfetmislerdir [46] Benzer bulgulara
hepatoseliiler insan karsinomlarindaki asidik GST (GST-pi) formunda da
rastlanmaktadir [63]. Sicanlarla yapilan c¢aligmalarda, yiiksek oranda GST
seviyesinin goriildiigii alanlarin yiiksek oranda DNA replikasyonunun bulundugu
yerler olmadig1 bilinmektedir. Bu, GST overekspresyonunun hiicre proliferasyonu ile
iligkili olmadigin1 gostermektedir [46]. Sato (1989) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
Solt-Farber modeli tarafindan M2 antikoru (mu smifi GST) kullanilarak tetiklenen
odaklarin bir kismi heterojen olarak lekelenmistir. Bu, incelemeyi yapanlara gore,

farkl sistemlerde ortaya cikan lezyonlar arasindaki farkliliklara isaret ediyor olabilir.

Tetikleyicilerin kullanimin1 kapsayan immunohistokimyasal ¢aligmalarda, ¢ok kiiciik
pozitif GST-7-7 odaklarinin ya da hatta tekli hiicrelerin, bir 6rnekte tek tetikleyicinin
verilmesinden 1-2 hafta sonra [54], diger bir modelde ise tek doz dietilnitrozamin
(DEN), dimetilnitrozamin (DMN) ya da aflatoksin B; (AfB;) verildikten sonraki 48
saat icerisinde meydana gelen GST-7-7 igeriginde bir artis olmadan ya da GGT
aktivitesi biokimyasal olarak belirgin olmadan 6nce goriiniir oldugu ortaya ¢ikmistir
[54,65]. Bu bireysel hiicreler ile pozitif GST7-7 odaklari, artan tetikleyici dozuyla
(DEN) birlikte artis gostermis; fakat fenobarbital, metilkolantren, poliklorlu bifenil
ve izosafrolii iceren bilinen karaciger karsinogenezi promotorleri tarafindan

tetiklenmemistir [65]. Bu, GST-7-7’nin ilk degisimler ya da “harckete gegirilen”
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hiicreler i¢in dogru belirte¢ oldugunu gostermistir. Dahasi, erken ve daha kiiciik
lezyonlarda ¢ekirdek boyanmasi gorilmiistiir, fakat bu diger GST formlan ile
pozitivite gostermemistir. Buradan, GST-7-7’nin preneoplastik hiicre ¢ekirdeginde
bulunabilecegi anlasilmaktadir. Moore ve arkadaslari(1987) , karsinojenlere maruz
birakilan Suriye hamsterlarinin pankreas dokularinda da benzer GST7-7 yiikselmesi
goriildiigiinii belirtmislerdir. Polinitrozamin verildiginde GST7-7 seviyesinin hem
preneoplastik hem de neoplastik pankreas dokusunda artti§i goriilmiistiir. Sigan
karacigerindeki GST-7-7 pozitif odagi, hem genotoksik hem de non-genotoksik
karsinojenler igin giivenilir belirtegler oldugu igin GST-7-7 pozitif odagi, risk
degerlendirmesinde pratik bir uygulama gerceklestirilmesi ve g¢evresel bilesenlerin

karsinojenik potansiyelinin belirlenmesi agisindan ayrica yarar saglamaktadir [65].

Mu sinifi GST enzimlerinde, insan GST-u geni ekspresyonunda onemli derecede
polimorfizm goriilmektedir. Warholm ve arkadaslarinin (1983) yaptigi calisma, bazi
bireylerin bu enzim simifin1 eksprese ettigini ve GST-p ekspresyonu ile potansiyel

karsinojenite arasinda bir bag oldugunu gostermistir.

GST7-7 (GST-P) ve GST-pi igeren plasental GST’lerin, yukarida belirtildigi tizere,
deneysel modellerdeki preneoplastik ve neoplastik lezyonlar ile insan dokularinda
yiikselmis halde bulundugu goriilmistiir [52, 66-68]. Baz1 durumlarda, yiiksek GGT
seviyesinin yiiksek GST seviyesi ile birlikte meydana geldigi belirtilmistir. Bu
enzimlerin (GST ve GGT) premalignan ve malignan hiicrelerdeki yiiksek
ekspresyonunun, GST ve GGT negatif hiicreleri iizerinde segici bir biiyiime
potansiyeli sagladig1 ve sitotoksiteye yonelik direng gosterdigi belirtilmistir. Yiiksek
direng, GGT ve GST enzimlerinin endiiksiyonundan kaynakli olabilir. GGT, kendi i¢
glutatyon seviyelerini korumalar1 i¢in hiicrelere hiicre dis1 glutatyondan yararlanma
firsat1 tanir ve GST endiiksiyonu da, ksenobiotiklere maruziyetin goriildigi bir
cevrede baskalagmis hiicrelerin korunmasi amaciyla glutatyon kullanimina olanak
saglar. Bu sebeple, bu enzimlerin toksik bir ¢evredeki birlesik etkisi, secici hiicre

biiyiimesi ya da artan hiicre proliferasyonu anlamina gelmektedir [69].

GST’ler ile GGT lerin diger detoksikasyon yolaklartyla, 6zellikle de glikoprotein P-
170 ile sitokrom p450°yle olan iliskisi 6nem tagimaktadir. p450 (kendi indirgenmis
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bi¢iminin karbonmonoksit tlirevinin dalga boyu (450nm) tarafindan ayirt edilen bir
hemoprotein) i¢in kullanilan p450 sistemi, bir¢ok metabolik reaksiyondan
sorumludur. Karsinojenleri de igeren ksenobiotikler igin baslangic metabolik
reaksiyonlarindan bir tanesi, bir detoksikasyon tiriiniiniin oksidasyonudur. Metabolik
reaksiyonlarin ksenobiotikleri, aktive edilebilecek ya da yiiksek karsinojene daha
yakin olabilecek bir bigime donistiirdiigli goriilmistiir. Detoksikasyon enzimlerinin
bu reaksiyonlarin bazilar1 igerisindeki potansiyel mevcudiyetini inceleyen
calismalarda, p-glikoprotein (P-170) ko-ekspresyonu ile GST-pi’nin insan bobregi
karsinom hiicre dizisinde, hematolojik malignitede ve insan memesi karsinomlarinda
bulundugu anlasilmistir [52]. Sigara kullanan kisilerin kiiglik hiicreli olmayan
direncli akciger karsinomundaki iki protein arasinda Onemli bir iliski oldugu
goriilmistiir [70]. Bu enzimlerin sahip olduklar1 nitelikler ile karsinojenezlerle
alakali stireclerdeki karsilikli iliskileri g6z oniine alindiginda beklenmeyen bir durum
olmamasina ragmen, bu ikili ekspresyonun onemi heniiz tam olarak agikliga
kavusturulmamistir. Bu enzimlerin, sadece hiicrelerin maruziyet sonrasindaki ilk
reaksiyonlarinda degil muhtemel karsinogenez ya da tiimorigenez siirecinin
baslangic, bliylime ve gelisme donemlerinde de yer alabilecegi goriilmiistiir. Hatta
ortak bir diizenleyici kontrol altinda da olabilirler. Yiksek GST seviyesi, timor
gelisiminin bir siireci oldugu diisiiniilen lipid peroksidasyonun 6nlenmesinde de rol

oynuyor olabilir [71].

Calismalar, pi smifi glutatyon S-transferazin bazi neoplazmalarda bulunan alfa
GST’ler ile birlikte ¢oklu insan tiimorlerindeki en persistan ve giiclii bir sekilde
eksprese edilen sinif oldugunu goéstermistir [72,73]. Campbell ve arkadaslarinin
(1988) otuz dokuz farkli iyi ve kotli huylu tiimor iizerine yaptig1 calismada, bu 39
farkli gesit timoriin 31’inin GST-pi’ye pozitif reaksiyon gosterdigi goriilmiistiir.
GST-pi antikorunun immunohistokimyasal olarak belirlenmesi {izerine yapilan diger
bircok arastirmanin, prekanser6z durumlarin, displazinin ve insan organlarinda
bulunan farklilasmis karsinomlarin belirlenmesinde ©6nemli bir rol oynadigi
goriilmiistiir. Yiiksek GST-pi seviyesi, meme, bobrek, akciger, karaciger, kolon,
safra kesesi, mide, yemek borusu, rahim boynu ve oral mukozayi igeren birgok

premalign ve malign lezyonda bulunmaktadir [74-85].
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GST-pi’nin bazi neoplazmalardaki over-ekspresyonu, onun bu lezyonlar i¢in bir
belirte¢ olabilecegini gostermistir. Ayrica, onkogenler ile de iligkili oldugu; bu
sebeple de bir protoonkogen transformasyonu ya da onkogen aktivasyonu belirteci
olabilecegi belirtilmistir. Teta sinifi GST lerin alfa, mu ve pi simiflarinin evrimsel
onceli oldugu diistiniilmektedir ki bunlar, organizmalarin evrim boyunca goriilen
farkli toksik streslere adapte olmasina imkan taniyan teta geninin duplikasyonu
sonrasinda ortaya ¢ikmislardir [32]. Pi form GST ise daha ¢ok fetiiste bulunur ve bu
formun, primitif bir karaktere sahip oldugu ve bu sebeple de tabiat1 geregi onkofetal

oldugu distiniilmektedir [57,58].

Onceki calismalara aykirt olsa da, ozellikle servikal neoplaziyle ilgili olarak,
displastik ya da neoplastik ve normal dokular ile GST-pi ekspresyonu arasinda ayrim
farki olmadigimi sdyleyen bazi ¢alismalar da mevcuttur [86-88]. Normal insan kolonu
ve tiimorli kolon dokusu ¢ogunlukla GST-pi eksprese eder; bu sebeple bunun kolon
tiimdrleri icin iyi bir belirte¢ oldugu diisiiniilmemektedir. Fakat tiimorlerde yiiksek
seviyede bulunmasiyla, bu gibi timdérlerin kemoterapdtik maddelere kars1 oldukga

fazla direng gostermesine katki saglanabilir [89].

1.10.1. GST ve Klinik Uygulamalardaki Kullanimi — Serum Analizi

GST-pi serum analizleri, baz1 klinik analizler agisindan ele alinmustir. Intravendz
piyelografi takip edilerek, yiiksek oranda iyot igeren kontrast maddelerin
enjeksiyonuyla birlikte idrar igerisinde yiiksek oranda GST-pi’ye rastlanmaktadir. Bu
enzimlerin varligindan, transplantasyon i¢in bobrek se¢imi siirecinde yararlanilmistir.
Ciinkii bu, yiiksek seviye hiicre Oliimiiniin bir isareti olarak goriildiigiinden bu
organin kullanimmin O6niine gecilebilir [90]. Yiiksek GST-pi serum seviyesine,
hepatit ve siroz durumlart ile karbon tetrakloriir kaynakli karaciger problemleri
sonrasinda da rastlanmustir [38]. ilag toksisitesi ve fasioliyazisle (trematod solucan
ailesinin sebep oldugu bir enfeksiyon) iligkili enzim seviyesine iligkin ¢alismalarda,
kan glutatyonu (GSH), eritrosit glutatyon S-transferazi (GST) ve serum gama-
glutamil transferaz (GGT), bithinol tedavisi dncesi ve sonrasinda lgiilmiistiir. Sonug

olarak, fasioliyazisli hastalardaki GSH, GST ve GGT seviyeleri 6l¢iilmiis; bithinol
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ile yapilan tedavi sonrasinda bu seviyelerin normal kontrol degerlerine geri dondiigii
goriilmiistiir. Boylelikle Fasciola enfeksiyonundan kaynakli toksik ozelliklerin
olustugu dogrulanmis; bithinol tedavinin hi¢bir yan etkisi olmadigi gortilmustiir [91].
Bu sebeple fasioliyazisdeki kan ve serum seviyeleri, erken terapotik yanit verme

noktasinda yararli olmustur.

Timorli hastalarda kullanilan serumlardaki GST-pi seviyeleri iizerine de bazi
incelemeler yapilmistir. Gastrik karsinom ve 6zofajiyal karsinom sahibi hastalardaki
GST-pi seviyeleri Ol¢iilmistiir. Dahasi, yiiksek seviyelerin, 6zofajiyal karsinom
sahibi hastalardaki timoérlerin ameliyatla alinmasindan sonra normal seviyeye dogru
geriledigi gorilmiistir [84]. Kanserli hastalarin tedavileri esnasinda izlenmesi
acisindan serum GST-pi seviyelerinin tedavi sonrasi takip edilmesi yararli olabilir
[53].

Sindirim sistemi kanseri olan hastalardaki GST seviyesini Olgen caligmalar da
yapilmustir. Severini (1993), gastrik, karaciger ve kalinbagirsak kanseri olan
insanlarda ortalama seviyeden oldukg¢a yiiksek bir GST seviyesi oldugunu
gostermistir. Sindirim sistemi neoplazmasi goriilen 95 kisi tizerinde incelemeler
yapilmuis; gastrik kanser olanlarin %90’1nda, karaciger kanseri olanlarin %100’tinde
ve kalinbagirsak kanseri olanlarin da %89’unda, non-neoplastik hastalia sahip
olanlarinkinin {izerinde bir GST seviyesine rastlanmistir. Bir kisim hastada da
(15/95) ameliyat sonrast GST seviyesinin baslangicta yiikseldigi; sonrasinda ise
diistiigli gortilmustiir ki bu, plazmadaki GST seviyesinin gastrik, karaciger ve
kalinbagirsak kanserinde bir tiimor belirteci olarak kullanilabilecegi anlamina gelir
ve karsinoembriyonik antijen gibi  belirtegclerle = kombinasyon halinde

degerlendirildiginde yiiksek bir hassasiyet yaratabilir [92].

Kanser tedavisi Oncesinde, esnasinda ve sonrasinda hastalardaki farkli enzimlerin
serum seviyesini inceleyen ve son zamanlarda yapilmis olan g¢alismalar GST-pi
seviyesinin, karma kemoterapi rejimlerine verilecek terapotik cevabin tahmin
edilmesinde kullanilabilecek parametreler olarak Onem tasimakta oldugunu
gostermistir. Kemoterapotik maddelere karst gosterilen direng, kiiclik hiicreli

olmayan akciger kanserinin tedavisindeki temel sorundur. ilag direncindeki ve
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Ozellikle de platin iceren bilesenleri kapsayan alkilleyici ajanlara karsi gosterilen
direncteki GST roliinlin, kemoterapide Onemli bir etkiye sahip oldugu
diistiniilmektedir. Hida ve arkadaslarinin (1994) gergeklestirdigi bir ¢alismada, platin
bilesenli karma kemoterapi alan hastalardaki GST-pi, karsinoembriyonik antijen
(CEA), noron spesifik enolaz (NSE) ve skuaméz hiicreli karsinoma (SSC) antijeni
iceren farkli bazi enzimlerdeki serum seviyesi incelenmistir. Sonug olarak, kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri olan 121 hastadan 50’sinde (%41,3), saglikli kontrol
Ozneleriyle kiyaslandiginda daha yiikksek oranda GST-pi serum seviyesine
rastlanmistir. Kemoterapiye kismi cevap veren hastalar arasindaki tedavi Oncesi
GST-pi seviyesi degiskenlik gostermistir. Hig cevap vermeyen hastalarda, kismi
cevap verenlerden ¢ok daha yiiksek oranda tedavi oncesi GST-m seviyesine
rastlanmustir. Uzerinde galisma yapilan diger higbir enzimin tedaviye yanit verme
hususuyla iligkisi bulunmamaktadir. Bu sebeple, tedavi 6ncesi GST-pi seviyelerinin,
platin bilesenini igeren kemoterapi rejimlerine ne sekilde yanit verileceginin tahmin

edilebilmesi agisindan yararli bir parametre olabilecegi sonucuna ulasiimistir [93].

Faz II enzimlerini tanimlamak i¢in kullanilan detoksikasyon enzimleri, glutatyon S-
transferaz, kinon redaktaz ve UDP-glukronosil transferazlarini igerir. Bu enzimler,
detoksikasyon potansiyellerinden 6tiirli antikarsinogenik olarak kabul edilmektedir.
GST serum seviyesi ile kinon redaktazinin korunan muhtemel bir alandaki doku
seviyesiyle olan muhtemel iligkisi iizerine incelemeler yapilmistir [94]. Bu
enzimlerin uyaricilari, gida katki maddesi, ilag ya da gida bilesenleri olarak
tiiketiliyor olabilir ve yiiksek doku seviyesinin olusmasina sebep olmaktadir. Besin
BHA’s1 ya da dimetil fumarat, bu uyaricilardan bir tanesidir ve farelerde hem kinon
redaktazinda hem de GST’de yiiksek oranda hepatik 6zgiil etkinlige ve yine yliksek
oranda serum aktivitesine sebep olmaktadir. Faz Il serum enzimi aktiviteleri, doku
seviyelerine baglidir ve serumdaki kinon redaktazi ile glutatyon S-transferazi
aktivitelerin Olglimii ile belirlenir. Bu enzimlerin meyve ve sebzelerde bulunan
uyaricilar tarafindan indiiksiyonunun onleme hususunda 6nem tasidigi ve faz II
enzimlerinin serum enzim testlerinin de kemoprevansiyon denemelerinde ise

yarayabilecegi iddia edilmektedir [94].
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Dahasi, serum lipit peroksitleri, C ve E antioksidan vitaminleri, serum selenyum,
serum seruloplazmin, eritrosit ile bunun membran lipit peroksidasyonu ve katalaz,
stiperoksit dizmutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon S-transferazi igeren
antioksidan enzim seviyeleri, iyi ve kotii huylu meme tiimérlerine sahip olan tedavi
edilmemis postmenopozal kadinlar ile bilinen herhangi bir neoplazisi olmayan yas
eslesmeli kadinlar arasinda kiyaslanarak incelenmistir [94]. Meme kanseri olan
kadinlarda, ciddi antioksidan potansiyeli bozukluguna rastlanmis olup; bu,
dolasimdaki yiiksek lipit peroksitleri, seruloplazmin ile antioksidan vitamin ve
selenyumdaki azalis sebebiyle fark edilmistir. Eritrosit ve GST’yi igeren membran
lipit peroksidasyonu da Onemli derecede artmistir. Bu c¢aligmada, birbirine bagl
bircok sistem degerlendirilmis ve antikarsinogenik ya da antioksidan potansiyelin
farkli mekanizmalara bagli oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu mekanizmalarin her
biri, kanser hastalarinda yiiksek c¢ikmasi beklenen lipit peroksidasyonunun

onlenmesine katkida bulunmaktadir [95].

1.10.2. insan Tiimérleri Ve Insan Tiimérii Hiicre Dizilerindeki GST-pi Dagihm

Insan tiimérii hiicre dizilerindeki GST aktivitesi ile izoenzim kompozisyonun in vivo
bulgularin1 yansitip yansitmadigini belirlemek amaciyla, insan tiimorleri ile tiimor
hiicre dizisindeki GST aktivitesi hakkinda bir ¢alisma gergeklestirilmistir. Substrat
olarak 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) kullanilarak, solid tiimoérler ve tekabiil
eden tiimor hiicre dizilerindeki GST aktivitesi seviyesi Ol¢iilmiistiir [96]. Birgok
durumda, solid tiimorlerdeki ortalama aktivitenin hiicre dizilerindekinden daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu tiimor hiicre dizileri, bu enzim seviyesinin kargilik
gelen solid tlimorlerde bulunanlardan farkli oldugunu gosterdigi i¢in, hiicre dizilerini
kullanan ve doku ornekleri yerine anti kanser ilaglarinin etki mekanizmalarini

inceleyen arastirmalarda da bu duruma rastlanabilir.
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1.11. GST’de Cinsiyet Farkhliklar:

GST konsantrasyonu regiilasyonu farkli seviyelerde gerceklesir. Bazi normal ve
neoplastik hayvan ve insan dokularindaki GST ekspresyonunda cinsiyet farkliliklart
goriilmiistiir. Farkli substratlarin test edilmesine dayanilarak hayvanlar {izerinde
yapilan bazi ¢aligmalarda, erkek sicanlarin daha yiliksek derecede GST aktivitesine
sahip olduklar1 goriilmistiir [98]. Baz1 izoenzimler (B transferaz) bulunmus; fakat
bunlarin disi hayvanlarda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica, yetiskin erkek
fare karacigerinde yiiksek miktarda ve yetiskin disi fare karacigerinde de dikkate
deger bir oranda oldugu goriilen hepatik GSTM II'nin, testosteron enjeksiyonu ile
disilerde daha yiiksek seviyelere cikarilabilecegi goriilmiistiir. Erkek faredeki seviye
de kisirlastirma ile kadinlardakine yakin bir seviyeye kadar diisiiriilebilir. Bu GST
bicimindeki izoenzimler, testosteron ya da kisirlastirma uygulamasindan

etkilenmezler [99].

Sigan karacigerinde de steroid hormon metabolizmasinda ve ksenobiotik
metabolizmada cinsiyet farkliliklari oldugu goriilmiistiir. Metabolizmadaki cinsiyet
farkliliklari, neonatal donemdeki testis androgenleri tarafindan gerceklestirilen
neonatal “tamimlama”ya baglanmistir [100]. Onceki ¢alismalarda, GST-7-7 pozitif
odak gelisiminde bazi karsinojenler tarafindan tetiklenen cinsiyet farkliliklarma
rastlandigini goriilmiistiir. Solt-Farber modelindeki pozitif GST-7-7 lezyon alanlari,
erkek siganlarda disi si¢anlarinkinden ¢ok daha biyiktir [101]. Ayni etkiye,
sicanlardaki GGT-pozitif karaciger odaginda da rastlanmistir. Cinsel anlamda
yetiskin olan erkek ve disi Wistar si¢anlarindaki enzim kaynakli karaciger odagi
degisimi alan oraninda belirgin cinsiyet farkliliklarina rastlanmistir. Hepatik
karsinom gelisimindeki farkliliklar da erkeklerdeki kanser gelisiminin disilerden
daha once gercgeklestigini gostermistir ki erkeklerde kadinlara goére daha uzun bir
latensi donemi egilimi goriilmektedir [100-102] Malignan bir transformasyona
ugrayacag1 goriilen hepatik karaciger odagi, hormonal kontrollerdeki hipotalamik-
pituiter aks etkisinin kontrol edilmesiyle degistirilmistir. Bu ¢alismalar, siganlardaki
farkli enzimatik ve metabolik hepatokarsinojen yolaklarinin en azindan bir kisminda

hipotalamik-pituiter etkisi oldugunu gostermektedir.
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Insan (erkek ve kadin) kolon dokular1 iizerine yapilan ¢alismalarda, {i¢ GST smifi da
eksprese edilmistir. Alfa GST’nin erkeklerde 2 kat daha yiiksek oranda; mu sinifi
GST’nin kadinlarda 2 erkeklerde ise sadece 1 adet oldugu ve erkeklerle
kiyaslandiginda kadin kolonunda daha yiiksek bir pi smifi GST termostabilitesi
bulundugu goriilmiistiir [103]. Pi izoenzimi igin sadece bir gen gosterilmis olmasina
ragmen, tek bir plasentadan ayrilan amino asit dizisi iizerine yapilan ¢alismalar, ana
yapida tekli amino asit farklilagsmalar1 oldugunu gostermektedir. Bu tip farkliliklarin
termostabilitedeki farkliliklarin agiklayicist oldugu ve bu sebeple de yapidaki giic
algilanan degisikliklerin erkek ve kadin enzimleri arasindaki farki agiklayabilecegi
iddia edilmistir. Ana yapida sadece ayrintili incelemelerle algilanabilecek cinsiyet
baglantili farklar mevcut olabilir. GST’lerin steroitleri igeren bir kisim hidrofobik
ligand1 bagladig: diisiiniildiigiinde, GST’lerin cinsiyet hormonlarina ya da onlarin
metabolitelerine kars1 sergiledikleri farkli baglanma bicimleri, cinsiyetler arasi

potansiyel konsantrasyon ile kinetik kabiliyet degiskenligini aciklayabilir.

Insan derisindeki GST aktivitesini, miktar tayinini ve Kkinetik niteliklerini
karsilastiran caligmalarin kolon tlizerine yapilan 6nceki ¢alismalar ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir [103]. U¢ GST izoenzimi, asil form GST-pi olmak iizere, hem erkek
hem de kadin derisinde eksprese edilmistir. Kolonik dokularda da oldugu iizere,
kadin derisinde erkeklerle kiyaslandiginda daha yiiksek bir GST-pi 6zgiil etkinligi
bulundugu gozlemlenmistir. GST-pi’nin diferansiye ekspresyonunun bu bulgularin
asil nedeni olup olmadigi ya da posttranslasyonel modifikasyonun cinsiyetlerde

goriilen kinetik niteliklerdeki farklilagmalara sebep olup olmadig1 bilinmemektedir.

Insana ait normal tiikiiriik bezi ile tiikiiriik bezi tiimérlerindeki dstradiol, progesteron
ve progesteron reseptorii ekspresyonu ile lokalizasyonundaki farkliliklar iizerine de
caligmalar yapilmistir. Adenoid kistik tiimorlerde hem cinsiyet steroidlerine hem de
progesteron reseptOriine rastlanmistir. Bu bulgular, insan tiikiirik bezinin hedef
Ostrojen dokularindan bir tanesi oldugunu ve progesteron reseptorlerini eksprese
eden tiimorlerin endokrin tedavisine cevap verebilecegini gostermektedir [104].
Glutatyon S-transferaz ekspresyonu ile hiicresel diizey tlizerindeki hormonal etki ve
tiikiiriik bezindeki kinetikler arasindaki iliski tam olarak bilinmemektedir. Fakat deri

ve kolonda da goriildiigii iizere, erkek ve kadindaki benzer dokularda goriilen GST
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ekspresyonunda cinsiyet farkliliklarina rastlanildigina ve tiikiiriik bezinin, farkli
hassasiyetlikler gosteren tiikiiriik bezi tiimorleri igin hormonal olarak hassas bir doku
olduguna dair bilgiler ortaya c¢ikmaktadir. Bu sebeple, cinsiyetler arasindaki

izoenzim seviyesinde farkliliklar oldugu diistiniilebilir.

Belirli enzim ekspresyonlarindaki niteliksel ve niceliksel farkliliklarin,
karsinogenleri de iceren ksenobiyotikleri detoksifiye etme becerisini kazanip
kazanmayacagi hususu dikkate alinmalidir. Baz1 kanser vakalarinda, 6zellikle de bas
ve boyun kanserlerinde, kadin ve erkek arasinda goriilen farkliliklarin, cinsiyet
hassasiyeti ile ksenobiyotiklere maruziyetle baglantili faktorlerle iligkili oldugu
gorlilmiigtir [105]. Cinsiyete bagli farkliliklarin fizyolojik Onemi tam olarak
bilinmemektedir; fakat GST izoenzimleri kimyasal karsinogenlere karsi sergilenen
savunma mekanizmalarinda yer aldigi ve GST ekspresyonlari da ksenobiyotiklere
maruz kalindiginda etkilendigi icin, cinsiyetler arasinda ayirici bir ekspresyonun
goriilme ihtimali oldugu soylenebilir. Farklilik gosteren GST endiiksiyonlari, kadin
ve erkek arasindaki farkliliklar1 acgiklayabilir ki c¢alisma ortami, kullanilan
kozmetikler vs sebebiyle ksenobiyotiklere maruz kalinmasiyla cinsiyete iliskin kesin

farkliliklar degil degisen seviyeler ortaya cikar.

1.12. insan Tiikiiriik Bezi Dokusu ve Tiimorleri

Major ve mindr olmak tizere iki gesit tiikiiriik bezi bulunmaktadir. Major bezler, ¢iftli
parotis, submandibular ve sublingual bezlerini igerir. Minor tiikiiriik bezleri ise,
boyut olarak daha kii¢iik olmalarina ragmen, damak, dil, dudak, agiz mukozasi ve
agiz tabanina yayilmigstir. Salgi birimlerinin mikroskobik yapisi ¢ok az farklilik
gostermektedir ve buna bagli olarak, bezlerdeki tilikiiriik bilesimi de farklidir:
sublingual bezler asil olarak mukdz; parotis bezler serum; submandibular bezler ise
bir ara form {iretirler. Tiim bu glandlarin duktal, sinir, damar ve bag doku sistemleri
vardir. Ozellikle parotis gland icerisinde bez igil lenf nodlar1 bulunur. Sayilar1 30-50
arasindadir. Agiz boslugunun mukoza yiizeyinde ek Olarak birka¢ bin adet daha
kiictik tiikiiriik bezi bulunur. Bu farklara ragmen, biitiin tiikiiriik bezlerinde major ve

mindr olarak ayni tip tiimor ¢esitleri meydana gelir.
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Normal hiicreler

Bazal hiicreler: Yuvarlak niikleuslu kii¢iik hiicrelerdir. Sitoplazma daima
Okromatiktir. Bazen bunlarin gercek doku fragmanlari arasinda ya da ii¢ boyutlu
hiicre kiimelerinin disinda palizadlanma olusturdugunu gorebiliriz. Zeminde yer alan
stromay1 gormek, adenoid kistik karsinom gibi kii¢iik hiicreli tiimorlerden ayirmada
onemlidir. Bu vakalarda stroma, Giemsa ile metakromatik boyanir. Ayn1 zamanda
ektraselliiler materyalin morfolojiside dnemlidir.

Asiner hiicreler: Biiyiik serdz hiicreler veya sitoplazmasi miisin igeren kiigiik
niikleuslu hiicrelerdir. Sitoplazmada siklikla zimojen graniiller goriilir. Duktal
hiicrelerde bir arada yer aldiklarin1 gérmek, monoton bir ¢ogalma varligini ve buna
bagl olarak iyi diferansiye asiner hiicreli karsinom ihtimalini dislayacagindan

oldukca degerli bir bulgudur.

Duktal hiicreler: Sitoplazmasi homojen, niikleusu santral yerlesmis hiicrelerin
olusturdugu kiiciik balpetegi yapilar1 seklinde goriiliir. Bu duktal, fragmanlara

tutunan miyoepitelyal hiicreler izlenebilir.

Miyoepitel hiicreleri: genellikle asiner hiicreler ile birlikte aspirata gelirler.Uzamis
sitoplazmali plazmositoid ya da epiteloid hiicrelerdir.Niikleus yuvarlak-oval,
sitoplazma mavi ve metakromatiktir. Miyoepitel {iistiinliigli gosteren ¢ok sayida
tikiiriik bezi lezyonu vardir. Bag doku fragmanlart ve kristal benzeri yapilarda

goriilebilir [106].

Insan tiikiiriik bezi tiimérleri hakkinda son yillarda &nemli bilgiler edinilmistir.
Immiinohistokimya, sitofotometre, melezleme teknikleri, doku kiiltiirii ve kromozal
analizler sayesinde, histolojik tipleme ile teshis ve tedavideki farkliliklar daha iyi
anlagilmistir. Dahasi, immiinositokimyasal ya da histokimyasal teknikler, stirekli
klasifikasyon, fonksiyonel diferansiyasyon ile terapotik planlama icin prognostik
gostergeler elde edilmesi amaciyla yararli bilgiler vermektedir. Tiikiiriik bezinde
bulunan {i¢ ana epitelyal hiicrenin (asinik hiicre, duktal hiicre, miyoepitelyal hiicre)

ayirt edilebilmesi igin bazi tiimor belirteglerinden yararlanilmaktadir [107,108].
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Asinik hiicre belirtegleri, amilaz, sitokeratin, epitelyal membran antijeni (EMA),
laktoferin, lizozim, salgi bileseni, karsinoembriyonik antijen (CEA) ve bazi kan
grubu antijenleridir. Duktal hiicreler igin olanlariysa, sitokeratin, EMA, doku peptit
antijeni (TPA), laktoferin, lizozim, salgi bileseni, immiinoglobiilin A, lektin
reseptorleri, CEA ve bazi kan grubu antijenleridir. Miyoepitelyal hiicreler ise salgi
tirtinlerinin yoklugu ile aktin, miyosin ve S-100 proteinlerinin mevcudiyeti ile ¢ift
sitokeratin ve vimentin ekspresyonu ile ayirt edilebilir. Ortak 16kosit antijeni ve
sitokeratin, indiferansiye karsinomlar ile malignan lenfoma ya da sarkomay1 ayirmak
icin kullanilir. Karsinoembriyonik antijen ile tiroglobulin, ana tiikiiriik bezi tiimdrleri
(adenokarsinom) ile tiroit karsinomu metaztazinin ayirici tanisinda bulunmak igin
kullamlir. Bu zamana kadar, insan tiikirik bezi ile tikiiriik bezi timorlerindeki

detoksikasyon enzimi ekspresyonlar1 hakkinda ¢ok az calisma yapilmistir.

1.12.1. Etyoloji

Cogu hastaligi etkileyen iki ana faktor genetik ve epigenetik faktorlerdir. Bas ve
boyun skuamoz hiicreli karsinomlarin ve mindr tiikiiriik bezi karsinomlariin oral
gelisimi, hem bu faktorlerden, hem de tiitiin, alkol, diyet ve beslenme, viriislerden,
radyasyondan, ailesel ve genetik yatkinlikla, oral pamukguktan, agiz gargaralarindan,
immiin baskilama, frengi, oral faktorler, mesleki riskler ve mate ¢ayindan etkilenir.
Tiitiin: Her yi1l milyonlarca insan Oliimiine neden oldugu igin tiitliin tiiketimi en
onemli kanser riski olmaya devam ediyor.

Betel quid: ozellikle Hindistan’in alt kisminda giineydogu Asya’da en yaygin
aliskanlik, farkli malzemelerle ¢ignenen bitki tiirtidiir.

Alkol: Alkol oral kanser gelisiminde rol oynar.Alkollii iceceklerin ozellikle
insanlarda kansere neden oldugu,agiz boslugu,farinks,girtlak.6zafagus ve karaciger
tiimorlerine neden olur. Alkol tiitiin ile birlikte agiz kanseri gelisme riskini artiran
faktorlerdir.

Diyet ve beslenme: Diyet ve beslenme ile kanser gelisimi arasindaki iligki birkag
epidomiyojik ve labrotuvar c¢alismasiyla belirlenmistir. Uluslararasi Kanser
Arastirmalart Ajansi c¢alisma grubu, meyve ve sebzelerin diisiik aliminin kanser

gelisimi riskinin artmasina neden oldugunu onaylamistir.
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Gargara: Gargara kullaniminin agiz kanserine neden oldugu belirtilmistir.
Mate: Gliney Amerika’da ve Avrupa’nin bazi bolgelerinde tliketilen ¢ay gibi igecek
olan mate’nin, oral ve farengeal kanserlerin gelisiminde bagimsiz bir neden oldugu

gosterilmistir.

Cevresel Faktorler

Viral enfeksiyonlar: Viriisler, oral skuaméz epiteli de dahil olmak tizere skuaméz
epiteli malign tiimorlerinin gelisiminde giiclii bir sekilde yer almaktadir.

Mantar enfeksiyon/ar:: Candida tiirlerinin neden oldugu fungal enfeksiyonlar,
ozellikle Candida albicans oral premaling lezyonlarin patogenezinde etkilidir.
Mesleki faktorler: Mesleksel risklerin yani asir1 radyasyon/ultravioleisigina maruz
kalmanin dudak kanserlerine neden oldugu bilinmektedir.

Dis faktorleri: zayif agiz hijyeni, zayif dis durumu ve uygun olmayan bir protezden
kronik iilserasyonun diger risk faktorlerinin varliginda neoplazm olusturdugu one
siirtilmistiir.

Frengi: Frenginin, oral kanser gelisiminde tiitin ve alkol gibi etkili oldugu
bilinmektedir.

Radyasyon: iyonlastirici radyasyona maruz kalma ve tiikiiriik bezi tiimorlerinin daha

sonraki gelisimi arasinda bir iliski olduguna dair 6nemli kanitlar var.

Genetik Faktorler

Genetik yatkinliklarin OSSC(Oral Skuamoz Cell Carcinoma) gelisiminde 6nemli risk
faktorii oldugu gosterilmistir [109].

1.12.2. Tiikiiriik Bezi Tiimérlerinin Simiflandirilmasi

Tiikiirik bezi tlimorleri genis bir histolojik subtipe sahiptir. Tikiiriik bezi

tiimorlerinin histolojik siniflandirmasina dair yapilan en son caligma, Diinya Saglik

Orgiitii tarafindan gerceklestirilmistir [110].
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Cizelge 1.1. Tikiiriik Bezi Tiimoérlerinin Siniflandirilmasi.

BENING EPITELYAL TUMORLER

MALING EPITELYAL TUMORLER

-Pleomorfik adenom

-Monomorfik adenom

-Bazal hiicreli adenom

-Warthin timori

-Onkositoma

-Kanalikiiler adenom

-Sebasedz adenom

-Lenfadenom(sebasedz ve sebasedz
olmayan)

-Duktal papillom, inverted,
intraduktal ve sialoadenoma
papilliferum

-Kistadenom

-Asinik hiicreli karsinom

-Mukoepidermoid karsinom

-Adenoid Kistik karsinom

-Polimorfik diisiik dereceli
adenokarsinom

-Epitelyal miyoepitelyal karsinom

-Seffaf hiicreli karsinom

-Bazal hiicreli adenokarsinom

-Sebasedz lenfo adenokarsinom

-Kistadenokarsinom

-Onkositik karsinom

-Tiikiiriik bezi duktus karsinomu

-Adenokarsinom NOS

-Miyoepitelyal karsinom

-Karsinoma ex pleomorfik adenom

-Karsinosarkom

-Metastaz yapan pleomorfik adenom

-Skuamoz hiicreli karsinom

-Kiigiik hiicreli karsinom

-Biiyiik hiicreli karsinom

-Lenfoepitelyal karsinom

-Sialoblastom

46




1.12.2.1. Iyi Huylu Tiikiiriik Bezi Tiimérleri

1.12.2.1.1. Pleomorfik Adenom

Iyi huylu karigik tiimér, ya da pleomorfik adenom (PA), hem major hem de mindr
tilkiirik bezlerinde goriilen en yaygin timor ¢esidi oldugundan biiyiikk Onem
tasimaktadir. Oldukca yiliksek tekrarlama oranmma ve kot huyluya doniisme

potansiyeline sahiptir.

Bu tiimor, mimari ve hiicresel pleomorfizmi sebebiyle bu sekilde isimlendirilmistir
¢linkii mukoid, miksoid, kondroid ve hiyalen iceren bagdokular1 ile karismis olan
epitelyal ve modifiye miyoepitelyal bilesenleri kapsamaktadir. Pleomorfik adenom
kanallar1, normal tiikiiriikk bezlerininkiler gibi, iki ana hiicre tipinden olusmaktadir:
kanal kaplayici i¢ hiicreler ile miyoepitelyal dis hiicreler. Normal bezlerde i¢ duktal
hiicreler daha belirgindir; dis miyoepitelyal hiicreler ise daha az belirgindir.
Pleomorfik adenomda ise tam tersi goriiliir; yani miyoepitelyal hiicreler daha belirgin
durumdadir [111]. Bu hiicreler, bu tiimériin tam anlamiyla belirlenmesinde 6nemli
bir rol oynar. Epitelyal hiicrelerin diferansiyasyonu ve stromanin proporsiyonu ile
diferansiyasyonuna dayanilarak pleomorfik adenom smiflandirmasi yapilmaya
calisgtlmistir.  Bu ¢gesitler genellikle hiicre-zengini ve hiicre-fakiri  olarak
tanimlanmaktadir. Hiicre-zengini PA’lar, cok miktarda epitelyal hiicre igerir. Fakat
bazi hiicre-fakiri pleomorfik adenomlardaki bu timdriin belirgin 6zelligi olan
miksoid ve kondroid alanlar, bir neoplazmanin en biiyiik pargasini olusturacak kadar

biiyiik olabilir.

Pleomorfik adenomlar yavas yavas biiyliyen neoplazmalardir. Bunlar, genisleme ve
fibr6z dokusu kabugunu bitisik beze dogru iten lokal salginlar vesilesiyle biiyiirler.
Mikroskobik odakta kapsiiler i¢-bliylime gerceklestigi goriilmiistiir. Bu biiylimenin
diizenli olarak boyutsal anlamda artugi ve sonug¢ olarak da tliimoérlerin c¢oklu
lobiilasyonuna sebep oldugu diisiiniilmektedir [112]. Iyi huylu olmalarina ragmen,

tekrarlama ve kotli huylu olmaya yonelik transformasyona ugrama egilimleri vardir.
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Pleomorfik adenomlarin niiksetmesine yonelik birgok aciklama yapilmistir ki
tekrarlama oraninin %17 ile %50 arasinda degiskenlik gosterdigi sdylenmektedir
[113]. Tekrarlama, genellikle, eksik eksizyon ile alakalidir [113,114]. Fakat
tekrarlama oranindaki degisimler daha ¢ok 6n tedavide kullanilan cerrahi prosediirle
ilgilidir [112]. Submandibular bezler ile kiyaslandiginda, parotit bdlgedeki
pleomorfik adenomlarda daha yiiksek oranda tekrarlama orani goriilmesinin sebebi,
yiiz sinirlerine zarar vermekten kaginmak amaciyla bu bolgede ¢ok daha konservatif
cerrahi miidahalelerde bulunulmasidir. Timor genislemesi ve/ya da kapsiiler i¢
bliylime sebebiyle gerceklesen yayilmalar, eniikleasyon sirasinda kiigiik timor
bolgelerinin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Dahasi, miksoid ve kondroid alanlarda
timor igerisinde yariklar olusabilir. Bunlar, rezeksiyonun derin marjini olarak
tanimlanan yere paralel durumda olurlar ise tiimorii fibréz kapsiile bagl bir bigimde
geride birakarak yalanci bir rezeksiyon diizlemi olusturabilirler [116]. Fakat eksizyon
esnasinda gerceklesen tekrarlama durumunun en bilinen sebebinin, tiimoriin
cikartilmasi esnasinda ince fibroz kapsiilde meydana gelen yirtilma oldugu
diistiniilmektedir. Bunun sonucunda, tiimor pargalari yara tizerine sagilir ve ameliyat

alaninda ¢oklu tiimor nodiilleri olusmasina sebep olur [116].

Hiicre-fakiri pleomorfik adenom varyantlar1 daha fazla tekrarlama riski tagimaktadir.
Hiicre zengini olanlar ise malignan transformasyona ugrama riskine daha fazla
sahiptir. Fakat seliilarite ve tekrarlama arasindaki iliskiye dair bulgular geliskilidir
Fakat tekrar eden tiimorlerin, hiicre-fakiri olanlarda daha yaygin olarak goriildiigi
genel kabul gormektedir. Ayrica, intrensek hiicre davranisinin da PA tekrarlamasinda

kismen etkili olduguna dair kanitlar da bulunmaktadir

1.12.2.2.2. Monomorfik Adenom

Monomorfik adenom kavrami, karisik tiimor ya da pleomorfik adenomdan ayr1 olan
ozel kliniksel patolojik birimlerin ifade edilmesi amaciyla 1967 yilinda kullanilmaya
baslanmistir. Monomorfik adenomlar epitelyumun, icerilerinde diizenli ve genellikle
de glandiiler yapilar olusturdugu iyi huylu tiimoérlerdir. Bu tiimorlerde, pleomorfik

adenomun karakteristik bileseni olan mezenkimal dokularin var olduguna dair
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herhangi bir kanit bulunmamaktadir [116]. Fakat miksokondroid dokularin mevcut
olmamasi, bunun monomorfik olarak nitelenmesi icin yeterli bir sebep degildir. Bu
tiimorler, cogunlukla, bag doku degisimlerinin goriilmedigi bir hiicre tipini igeren
monofazik bir histolojiden meydana gelmektedir. Epitelyum, timor igerisinde bir
sekilde diizenlenir. Bu, bireysel tiimorlerin bir monomorfik adenom alt kategorisine
ait oldugunu ifade eder. Bazi hiicresel tiirler ile yapilar bu tiimoér grubunda
gorllebilir. Bunlar: bazal hiicre adenomu, kanalikiil adenom, sebaséz adenom,
sebaséz lenfadenom, onkositom, papiller kistadenoma lenfomatozum (Warthin
timorii) ve papiller siyaladenom ya da ice donmiis kanal papillomudur ve her biri

kendine has epitelyum yapisina sahiptir.

Farkli monomorfik adenomlar: i¢eren tiimor gruplari, dahil olmamis normal doku
marjini ya da yiizeyel parotidektomi gibi konservatif cerrahi miidahaleler ile tedavi

edilir. Bunlarda diisiik tekrarlama orani gortliir.

1.12.2.2 Kétii Huylu Tiikriik Bezi Tiimoérleri

1.12.2.2.1.Asinik Hiicreli Karsinom

Bu tiikiirtik bezi tiimdrii birgok histopatolojik 6zellik sergilemesine ragmen, kendine
has ayirict niteliklere sahiptir. Bu tiimor, asiner hiicreler yoniinde bazi sitolojik
farklilagmalar gosteren kotii huylu bir epitelyal neoplazmadir. Interkalar kanal
hiicreleri ya da asiner hiicrelerin neoplastik transformasyonundan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Bireysel hiicre oOzellikleri, iyi diferansiye asiner hiicrelerden
interkalar kanal hiicrelerine kadar farklilik gosterir. Bunlar vakuol, berrak ya da non-
spesifik glandiiler hiicreler olabilir. Biitiin hiicre tiirleri mevcut olabilir; fakat
bazofilik graniiler stoplazmaya sahip; perde perde ya da salkim bi¢iminde
diizenlenmis olan yuvarlak ya da ¢ok yiizlii hiicre goriinlimlerinden dolay1 asiner
olarak tanimlanan hiicreler, genis asinik hiicre karsinomu yelpazesinin
aciklanabilmesini saglamaktadir. Solid patern, mikrokistik patern, papiller Kistik
patern ve folikiiler biiyiime paterni gibi biiyiime paternleri mevcuttur. Mikroskobik

incelemeler, bunlarin ¢gogunun infiltratif oldugunu gostermektedir.
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Asinik hiicre karsinomlar1 ¢ok diisiik bir metastatik potansiyele sahip olmalarina
ragmen, ciddi bir yineleme egilimi tasimaktadir ki baz1 hastalar birka¢ yil i¢inde
timor nodiillerinin tekrardan alinmasimi talep etmektedir. Vakalarin %10’unda
bolgesel lenf nodu metastazi1 goriiliir; uzak metastazlarin goriilme orani ise %15’tir.
Kotii prognostik 6zellikler arasinda agri, ¢cevre dokuya sabitlenme, timdr invazyonu
ve mikroskobik dezmoplazi 6zellikleri ile hiicresel atipi ve yliksek mitotik aktivite
sayilabilir. Bu timdr cesidinin morfolojik paterni ve hiicresel kompozisyonu

prognozu agiklamaz. Ameliyat en ¢ok tercih edilen segenektir [117].

1.12.2.2.2.Mukoepidermoid Karsinom

En yaygin kotii huylu tikiiriik bezi timori olan bu tiimdrler, isimlerinden de
anlasilacagl lizere miisin Ureten epitelize tlimorlerdir. Skuamoz hiicreler, miisin
hiicreler ve ara tip hiicreler ile karakterize edilmektedirler. Ayrica, goriintii ve
biyolojik davranis agisindan tartismali bir noktadadirlar. Biitliin mukoepidermoid
lezyonlarin karsinom oldugunu ve makroskopik ve mikroskobik goriiniislerinden
bagimsiz olarak metastasise gerceklestirebileceklerini gosteren kanitlar mevcut
olmasma ragmen, kesin olmamakla birlikte, yakin zamanda yapilan bir
siniflandirmada  gorilmiistir ki lokal tekrarlama ve metastatik potansiyel
baglamindaki muhtemel prognozlar diisiiniildiiglinde bu tiimorler ya diisiik ya da
yiksek derecelidir. Diisiik dereceli mukoepidermoid karsinomlar, iyi diferansiye;
genellikle sinirlandirilmis ama kapsiillii olmayan ve ¢ogunlukla kistik, lokal olarak
invaziv ve nispeten agresif olmayan karsinomlardir; fakat yiiksek dereceli
mukoepidermoid  tiimorler, kotli  diferansiye, makroskobik olarak tam
tanimlanmamis, kati olma egilimi goOsteren; kanama ya da kangren bolgeleri
olusturma ihtimali olan ve daha yiiksek metastatik potansiyele sahip olan

tiimorlerdir.
Mukoepidermoid karsinomlarin klinik goriinlimleri malignite derecesine baglidir.

Diisiik dereceli olanlar, iyi huylu timérlerde oldugu gibi, uzun ve agrisiz gegen bir

biliyiime genisleme sergileyebilirler. Agiz boslugunda, mukoseli andirabilir ve Kistik
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formasyonu sebebiyle de dalgali bir seyir izleyebilirler. Yiiksek dereceli
mukoepidermoid karsinomlar, hizla biiyiir; agr1 ve mukozal iilserasyona sebep
olabilirler. Major tiikiiriik bezlerinde goriildiiklerinde, obstriiksiyon ya da fasiyal

sinir belirtileriyle birlikte yiiksek dereceli malignite gosterebilirler.

Mukoepidermoid karsinomdaki prognostik énem, timér derecesine gore belirlenir.
Diisiik dereceli olanlar iyi huylu bir klinik seyir izlerken, yiliksek dereceli olanlar,
vakalarin neredeyse %060’inda lokal ve uzak metastaz sergileyebilirler. Diisiik
dereceli lezyonlardaki bes yillik hayatta kalma orani genellikle %95 ya da daha
fazlasidir. Fakat yiiksek dereceli olanlarda bu oran, yaklasik %40 olup; 15 yillik
stire¢ igerisinde %25’¢ kadar diiser. Tekrarlama durumu ise ilk lezyonun eksiksiz

olarak alinmasina ve metastaz dncesi saptamaya baglidir.

1.12.2.2.3.Adenoid Kistik Karsinom

Kotlii huylu bu tikiirik bezi timoérii infiltratiftir ve bas ve boyun bdlgesindeki
biyolojik anlamdaki en aldatic1 tiimérlerden biri olarak kabul edilir. Biitiin tiikiiriik
bezi karsinomlarinin yaklasik %23’iinii olusturur ki bunlarin %50-%70’1 bas ve
boyun bdlgesindeki minér tiikiiriik bezlerinde meydana gelir. Ug biiyiime paternini
iceren farkl histolojik 6zelliklere sahiptir. Bunlar, kribriform (glandiiler), tiibiiler ve
solid. Tiimorler iki hiicre tiirlinii igerir: kanal kaplayan hiicreler ve miyopitelyal tiirde
olanlar. Adenoid kistik karsinom, mikroskobik goriintiisii, biyolojik davranisi ile
yiiksek lokal tekrarlama orani ve sistemik yayilisi ile karakterize edilmektedir.
Stromal reaksiyon goriilmeyen perindral ve perivaskiiler yayillmaya sik rastlanir ve
bunlar diger tiimor tiirlerindeki kotii prognoz belirtileri olmalarina ragmen, mitotik
aktivite ve pleomorfizm de dahil olmak {izere prognozla iliskili degildir. Biitiin bu
timorler, hangi tiir olursa olsun, biyolojik anlamda agresiftir ve ilk tiimdriin
¢ikarilmasindan uzun yillar sonra bile metastaz1 harekete gecirebilir. Solid tiirler,
genellikle erken tekrar ve metastaz sergileyen ve yiiksek mortalite orani gdsteren en
kotli prognoz sahibi tiirdiir. Kemikteki lokal biiyiime kotii prognoz gostergesi

olabilir. Glandiiler ve tiibiiler tiirler istatistiksel olarak daha iyi bir prognoza sahiptir.
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Klinik olarak goriiniisii unilobiiler kiitle seklindedir. Ve agr1 ve hassasiyetin de kimi
zaman eslik ettigi palpasyona dayamiklidir. Inaktif olan bir tiimér icerisinde hizlica
bliylimiis bir kiitle biciminde var olma ihtimali de tasimalarina ragmen, diisiik
bliylime orani egilimi gostermektedirler. Bu tiimor hareket edebilir ya da bitisik
dokulara sabitlenmis bi¢cimde durabilir. Noral alanlarin infiltrasyonu istegi
tagidiklarindan Gtiirii agr1 yaygin olarak goriiliir ve fasiyal sinir zayiflig ile felg

meydana gelebilir.

Adenoid kistik karsinom, yavas biiyiimesi ve son asamaya kadar metastaz
goriilmemesi sebebiyle, 15 ile 20 yillik bir hayatta kalma orani ile degerlendirilir. ilk
baslardaki hayatta kalma orani iyi olmasina ragmen —ki bu ilk 5 yilda %70
oranindadir- uzun siireli veriler olduk¢a kotiidiir. On bes yillik hayatta kalma oran
%10’dur. Metastazin yani sira tekrarlayan lokal hastalik da ¢ok¢a goriiliir. Koti
prognostik faktorler igerisinde yiiz siniri felei ki bu komplikasyona sahip olan
hastalarda hastalik baslangicindan sonraki bes yil icerisinde Oliim gergeklesir,
tamamlanmamis eksizyon, 3 cm’den biiylik tiimor boyutu ile nekroz alanlarina sahip

solid biiylime paterni gosteren tiimorler bulunur.

1.12.2.2.4 Kotii Huylu Kanisik Tiimor

Kotii huylu karisik timorler ¢ok sik goriilmez ve vakalarin %2-10’unu olustururlar .
Iyi huylu emsalinin, yani pleomorfik adenomun, tekrar etmesine sebep olan
histolojik kriter ve 6zellikler, burada malignite kriteri olarak kabul edilmemektedir.
Fakat iyi huylu lezyonlardaki yiiksek tekrarlama orani ile tasidiklari malignan
transformasyon potansiyeli, bunlar1t diger tiikiirik bezi tiimoérlerinden ayirir.
Tasidiklar tek malignite 6zelligi, infiltratif ve yikici biliylime paternine sahip olan
timorlerdir ki bu dogrudan bir malignan transformasyon isaretidir [107]. Nadir bir
olusum olan metastasise pleomorfik adenomun, uzak metastaz alaninda iyi huylu
histolojik niteliklere sahip bir bicimde var oldugu ifade edilmistir. Metastatik tiimor,
ana tiimor ile ayni gorilintiiye sahiptir; fakat genellikle sonradan gelen c¢oklu lokal

tekrarlamalar gosterir [116,118,119]
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2.1. Materyal

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Primer Antikor (GSTP1, GSTK1)

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

%30’ luk H,0; Solusyonu (Sigma)

Ksilol (Merck)

Etanol (Merck)

Metanol (Merck)

Sodyum Sitrat (Sigma)

Sitrik Asit (Sigma)

Protein Blokaj1 (Santa Cruz)

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

Hematoksilen (Shandon)

DAB (Diamino benzidin) (Santa Cruz)

2.1.1.1. Solusyonlarin Hazirlanis:

H,0, Blokaj1 SolusyonuHazirlanisi: 30 ml %30’ luk H,0; lizerine 470 ml
metanol ilave edilerek hazirlandi.

Antijen Retrival Solusyonunun Hazirlanist (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
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distile suda ¢oziildii. 27 ml A solusyonundan, 123 ml B solusyonundan
alinarak 1500 ml’ye distile su ile tamamlandi.

II. 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

Etiv

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

o \Vortex

e Diidiiklii tencere

e Isitic1

e Hassas terazi

e Isik mikroskobu

e Fotograf makinesi

2.2. Kullanilan Metot

2.2.1. Materyal Kazanimi ve Hazirlanisi

Calismada Istanbul Kartal Liitfii Kirdar Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne 2018-
2019 yillar1 arasinda basvuran, tiikriik bezi kanseri tanis1 konmus 25 erkek (yas
ortalamast 67,78) ve 27 kadin (yas ortalamasi 70,32) olmak {iizere 52hastadan
(yas ortalamast 68.89) alinan tiikriikk bezi doku Ornekleri ¢aligildi. Caligsma
materyalleri klinisyen tarafindan ameliyat yontemiyle alindi ve dokulardan

patoloji kliniginde parafin bloklar hazirlandi. Bu bloklardan her bir vaka ig¢in
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poly-L-lysin kapli lamlara 5 kesit alindi. Elli iki hastanin tamamina GSTP1 ve
GSTK1 i¢in immiinohistokimya boyama prosediirii uygulandi. Hastalara ait timdr
dokularmin klinik evrelendirmesine TNM evreleme sistemi kullanildi. Bu
degerlendirme, patolog esliginde tarafimizca yapildi. Hastalara ait yas, cinsiyet,

tani, ile ilgili hasta bilgileri Cizelge 2.1 ve 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Hastalarin klinik verileri

n n%
Tiikriik bezi kanseri 52 100
Cinsiyet

Erkek 25 48.7
Kadin 27 51.3

Yas 40+13.4; (18-77)
<40 32 61,6
>40 20 38.4

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan hastalarin 6zellikleri (Yas,Cinsiyrt,Tan1)

Hasta Yas (cinsiyet) Tam

S.0 61(E) Pleomorfik adenom
M.A 30(K) Pleomorfik adenom
Y.K 48(E) Pleomorfik adenom
E.U 18(K) Pleomorfik adenom
E.EA 54(E) Pleomorfik adenom
E.A 58(E) Pleomorfik adenom
JK 31(K) Pleomorfik adenom
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M.T 18(E) Pleomorfik adenom
H.B 30(K) Pleomorfik adenom
C.C 48(K) Pleomorfik adenom
E.S 40(K) Pleomorfik adenom
Y.G 30(E) Pleomorfik adenom
E.S 58(K) Pleomorfik adenom
K.K 21(K) Pleomorfik adenom
N.B 33(K) Pleomorfik adenom
G.C 25(K) Pleomorfik adenom
T.A 58(E) Pleomorfik adenom
A.O 18(E) Pleomorfik adenom
S.T 38(K) Pleomorfik adenom
T.K 57(K) Pleomorfik adenom
N.K 52(K) Pleomorfik adenom
G.D 32(K) Pleomorfik adenom
M.C 36(E) Pleomorfik adenom
S.U 50(K) Pleomorfik adenom
AK 32(E) Pleomorfik adenom
SY 46(K) Pleomorfik adenom
A.E 35(E) Pleomorfik adenom
H.A 27(E) Pleomorfik adenom
A.C 30(K) Pleomorfik adenom
K.S 49(K) Pleomorfik adenom
F.M 40(K) Pleomorfik adenom
S.B 35(K) Pleomorfik adenom
M.E 37(E) Pleomorfik adenom
M.C 46(E) Pleomorfik adenom
G.B 35(K) Pleomorfik adenom
HT 53(K) Pleomorfik adenom
Y.A 28(E) Pleomorfik adenom
H.Y 47(E) Pleomorfik adenom
UK 28(E) Pleomorfik adenom
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EO 39(K) Pleomorfik adenom
.M 40(K) Pleomorfik adenom
R.K 54(E) Pleomorfik adenom
S.P 39(E) Pleomorfik adenom
K.K 48(K) Pleomorfik adenom
T.D 38(E) Pleomorfik adenom
E.K 35(E) Pleomorfik adenom
Y.B.B 77(E) Pleomorfik adenom
F.M 34(E) Pleomorfik adenom
0Y 36(K) Pleomorfik adenom
0.1 26(E) Pleomorfik adenom
A.O 49(K) Pleomorfik adenom
N.Y 66(E) Pleomorfik adenom

2.2.2. Immiinohistokimya Prosediirii

I. Dokularin Deparafinizasyonu

1) Etiivde 70C’de 1 saat bekletildi.
2) Ismmis ksilolde yarim saat bekletildi.
3) Etiivden ¢ikarildiktan sonra soguma islemi i¢in oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi.
4) - %90’lik alkolde 1dakika
- %70’lik alkolde 1dakika
- %150’lik alkolde 1dakika
- Distile suda 1-2 dakika bekletildi.
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1. Basamak

1) H,O.blokaji 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 uygulandu.

5) Primer antikor uygulandi (60 dakika)

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

7) Sekonder antikor uygulandi (15 dakika)

8) TBS ile yikandi (3x5 dakika)

9) Streptavidin-peroksidaz kompleksi uygulandi (20 dakika)

10) TBS ile yikand1 (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 tiikriik bezi kanserli hastalar i¢cin bolim
2.2.2.°de ayrmtili olarak aciklanan prosediire gore boyandi. IHC uygulanan
preparatlar 151k mikroskobunda boyanma siddetine bakilarak patologla birlikte

degerlendirme yapildi ve fotograflar1 ¢ekildi. Degerlendirme boyanma siddeti igin;
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boyanma olmamasi durumu (-), hafif boyanma (+1), orta siddette boyanma (+2),

siddetli boyanma (+3) olarak degerlendirme yapildi.

2.3. istatiksel Analiz

Yapilan c¢alismada tiimorlii ve normal dokular arasinda GSTP1 ve GSTK1
ekspresyonlarinin farklilik analizleri Mann-Whitney U Test ile GSTP1 ve GSTK1
ekspresyonlar1 ile hastalarin yas, cinsiyet gibi klinik bilgileri arasindaki iligkiler
Pearson Correlation Test ile incelendi. Istatistiksel olarak anlamli iliski goriilen
gruplar Fitted Line Plot analizi ile regresyon grafikleri ile gosterildi. Istatistiksel

sonuglar %95°lik giivenilirlik diizeyinde p<0,05 i¢in anlamli kabul edildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. GSTP1 ve GSTKZT’in Tiikiiriik Bezi Kanserindeki Normal ve Tiimorli

Dokularidaki Protein ifadelerinin Sonuclar

3.1.1. GSTP1 izozimlerinin Tiikiiriik Bezi Kanserindeki Normal ve Tiimorlii

Dokulardaki ifadesi

Elli iki tikirik bezi kanserli dokularda GSTP1 izozimlerinin ekspresyonlarinin
immiinohistokimya sonuglarina baktigimizda, GSTP1 izoziminin tiimorli dokularda
% 26.92 oraninda (1,92), normal dokularda % 42.31 oraninda (2,12) protein
ifadesinin pozitif oldugu fakat istatistiksel olarak tiimorlii ve normal dokular arasinda
GSTP1 protein ekspresyon farkliliklart bulunamadi.(p=0,1902>0,05) (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. GSTP1 Izozimlerinin Tiikiiriik Bezi Kanserindeki Normal ve Tiimérlii

Dokulardaki ifadesi
Doku Tipi GSTP1
Tiimor 1,92+0,11
(n=52 (1-3)
Normal 2,12+0,09
(n=52) (0-3)
T/N* 0,91

P value**
0,190

Boyanma skorlar1, aynm1 hastalara ait normal tiikiiriik bezi kanserli ve normal hiicrelerin boyanma
siddetine gore hesaplanmistir. Buna gore 0; protein ifadesi goriilmeyen, 1; hafif siddette protein

ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirilmistir.
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Normal ve Timoérlii dokular arasindaki protein ifadelerin farkliliklari Mann-Whitney U Test ile
%95°1ik giivenilirlik diizeyinde incelenmistir.

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

a: ortalama deger+standart hata

b: minimum ve maksimum boyama siddeti

*: Tumorli / Normal orani

Sekil 3.1. Tukiirik bezi normal dokular1 ve tikiirik bezi kanseri dokularinda
immunohistokimyasal GSTP1 proteini A: Tiikriik bezi normal dokuda
(+1)siddetinde GSTP1 proteinin ifadesi;( X200) B: Tiikiiriik bezi tiimorlii
dokuda (+1)siddetinde GSTP1protein ifadesi;( X200)

3.1.2. GSTK1 izozimlerinin Tiikiiriik Bezi Kanserindeki Normal ve Tiimorli

Dokulardaki ifadesi

Tikirik Bezi Kanserli dokularda GSTKI1 izozimlerinin ekspresyonlarinin
immiinohistokimya sonuglarina baktigimizda; GSTK1 izoziminin timolii dokularda
% 23.08 oraninda (1.89), normal dokularda ise % 50 (2,31) oraninda protein

ifadesinin pozitif oldugu ve normal dokularda tiimoérlii dokulara oranla daha fazla

61



miktarda ekspresyonun gergeklestigi istatistiksel olarak goriildii (p=0,0148<0,05)
(Cizelge 3.2) .

Cizelge 3.2. GSTK1 izozimlerinin Tiikiiriik Bezi Kanserindeki Normal ve Tiimérlii

Dokulardaki Ifadesi
Doku Tipi GSTK1

Tiimor 1,89+0,12
(n=52) (0-3)
Normal 2,31+0,09
(n=52) (1-3)

T/N* 0,81

P value**

0,0148

Boyanma skorlari, ayni hastalara ait tiikiiriik bezi kanseri ve normal hiicrelerin boyanma siddetine
gore hesaplanmistir. Buna gore 0; protein ifadesi goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ifadesi, 2; orta
siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirilmistir. Normal ve Timorli
dokular arasindaki protein ifadelerin farkliliklart Mann-Whitney U Test ile %95°lik giivenilirlik
diizeyinde incelenmistir.

** P degeri 0,05°den kiigiik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmektedir.

a: ortalama degertstandart hata

b: minimum ve maksimum boyama siddeti

*: Tumorlii / Normal orani
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Sekil 3.2. Tiikiirik bezi normal dokular1 ve tiikiiriik bezi kanseri dokularinda

immunohistokimyasal GSTK1 proteini A: Tiikriikk bezi normal dokuda
(+2) siddetinde GSTK1 proteinin ifadesi;( X200) B: Tiikiirik bezi
timorlii dokuda (+1) siddetinde GSTK1 protein ifadesi;( X200)
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4. TARTISMA VE SONUC

Kanser, diinya genelinde ani 6liimlerden sonra insan hayatini etkileyen nedenlerin
basinda yer almaktadir. Gelisen teknoloji ve bilimsel ¢alismalar 1s1¢1nda her ne kadar
bu insan hayatin1 olumsuz sekilde etkileyen hastalia careler aransa da heniiz
giintimiiz bilim ve teknolojisi bu konuda yetersiz kalmaktadir. Bunun baslica sebebi;
bu hastaligin olusumunda molekiiler karmasanin iyi derecede aydinlatilamryor
olmasidir. Fiziksel, kimyasal ve biyolojik karsinojenler gibi ¢evresel faktorlere
maruziyet ve kanser olusumunda gorevli genlerin (onkogenlerin) aktivasyonunun
yani sira, bu genlerin inhibisyonunu saglayan tiimor suprassor genlerin inaktivasyonu
gibi baslica nedenler kanser mekanizmasinda aydinlatilmaya c¢alisilmaktadir.
Tedaviye yonelik bu arastirmalar arttik¢a gelinen noktada her defasinda yapilan ve
bulunan bir etyolojik faktér, tedaviden ziyade bu hastaligin komplike yapisini
aydinlatmakta ve hedefe ulasmay1 zorlastirmaktadir. Kanser mekanizmalarinin
aydnlatilmasina yonelik calismalarda, 6zellikle molekiiler diizeyde hedef genler ve
proteinler iizerine yapilan ¢alismalardan ziyade, hiicrenin, esasinda farkli islevler i¢in
tirettigi gen ve proteinlerinin de bu hastaligin mekanizmasinda gorev aldigi artik
bilinmektedir. Ozellikle detoksifikasyon ve ila¢ metabolizmasinda, hiicre ici
immunite gibi dogrudan kanser olusumunda gérev almayan ancak yapisal bozulmalar
sonucunda da kansere yol agan gen ve proteinler ile bunlarin metabolizmasi da

kanser olusum nedenleri arasinda gosterilmektedir.

Cevresel faktorlerden baska oOzellikle calismaya konu olan enzimlerde goriilen
metabolik enzim polimorfizmleri kanserlerin molekiiler patogenezinde sorumludur.
Ailesel yatkinliga neden olan genetik degisiklikler, oOzellikle kanserojenlerin
aktivasyonunda ve detoksifikasyonunda rol alan enzimlerden sorumlu genlerde
ortaya cikmaktadir. Bu konu ile ilgili olarak GSTMI1, GSTT1 ve GSTPI
enzimlerinin gen polimorfizmlerinin incelendigi pek ¢ok calisma bu durumu
kanitlamaktadir [ 119]. Bunlarin yani1 sira hiicrede DNA tamir enzimlerinde goriilen

polimorfizmler, p53 gen mutasyonlar tiikiiriik bezi kanserlerinin olusumunun diger
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molekiiler patogenizini olusturur.

Karsinojenik etkilerden hiicrenin korunmasinda detoksifikasyon mekanizmalarinin
biiyiikk 6nemi vardir. Detoksifikasyon (biotransformasyon), ksenobiyotikler (toksik
maddeler, metabolitler, epoksidler) gibi zararli maddelerin c¢esitli enzim ya da
molekiiller yardimi ile zararsiz hale getirilerek viicuttan disari atilimini saglama
mekanizmalaridir. Bu mekanizmalarda gorev alan enzimler ya da molekiiller de bu
hayati olguyu desteklemektedirler. Glutatyon S-Transferaz enzim ailesi,
detoksifikasyon metabolizmasinda, ksenebiyotiklerin zararli etkilerini zararsiz hale
getirerek viicuttan elemine edilmesini saglayan Faz II reaksiyonlarini olusturan bir
enzim sistemini olusturur. Ayni zamanda ilag metabolizmasinda ve hiicre igi
oksidatif hasarin giderilmesinde 6nemli gorevleri bulunan Faz II reaksiyonlarini
katalizleyen GST enzimleri, reaktif ara lriinlerin detoksifikasyonunu saglayarak
hiicrenin kanser, nekroz, doku hasari, hiicre ve DNA hasar1 gibi etkilerden

korunmasini saglar.

Bu bilgiler 15181nda literatiirde, kanser olusumunda, gerek normal hiicre i¢i antioksan
aktivite, gerek ila¢c metabolizmasinda ila¢ direncliligi, gerek detoksifikasyon
metabolizmast gibi ¢ogu ¢alismalarda bu enzim ailesinin rolleri acgiklanmistir. Ne
yazik ki GST pi ve kappa izozimlerinin kanser olusumundaki rolleri tam olarak

calisiimamistir.

Yapilan tez caligmasinda, tiikiiriik bezi kanserinin olugsmasinda ve gidisatinda biiyiik
bir rol oynayan glutatyon-S-trasferaz (GSTs) pi ve kappa izozimlerinin dagilimlari
immiinhistokimya metoduyla ¢alisilmistir. GSTP1 ve GSTK1 izozimlerinin benign
hiicrelerindeki dagilimlari tespit edilmis ve kanser biyolojisindeki rolii ve Klinikte
kullanilmast degerlendirilmistir. Ayrica GST pi ve kappa izozimlerinin benign
hiicrelerindeki dagilimlariyla hastaya ait klinik parametreleri (yas, cinsiyet,)

istatistiksel olarak karsilastirilmistir.
Yapilan bu tez ¢alismasinda 52 tiikiiriik bezi kanserli hastanin GSTP1 ve GSTK1

izozimlerinin ekspresyonlar1 degerlendirilmistir. Hastalarin tiimorli dokulariyla

normal dokular1 arasinda GSTP1 ve GSTKI izozimlerinin ekspresyonlarinin
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farkliliklarina bakildiginda; Timdrli ve normal doular arasinda GSTP1 protein
ekspresyon farkliliklar1 bulunamadi. (p=0,1902> 0,05). Ancak hastalarin normal
dokularinda GSTK1 ekspresyonu timdrlii dokulara oranla daha yiiksek oldugu
gorildii.(p=0,0148<0,05).Hastalarin yaslar1 ve cinsiyetleri ile timdrlii ve normal
dokular1 arasinda izozimlerinin dokulardaki ekspresyonu ile hastalarin yas ve
cinsiyetleri arasinda anlamli iliski goriilmedi (p>0.05). Literatiire bakildiginda
tiikkiiriik bezi kanserlerinde GSTK1’in protein ekspesyonlariyla ilgili herhangi bir
calismaya rastlanamamustir. ilk defa bu c¢alismada tiikiiriik bezi kanserlerinde

GSTK1’ in protein ekspresyonlari gosterilmistir.

Franky D. Shah ve arkadaslari, Tiikiiriikten yapilan GSTM1 analizleri GSTM1 null
genotip sikliligiin oral kanser hastalarinda %36, kontrol grublarinda %36 oldugunu

gostermistir.

GSTTD’in tiikiirik analizleri GSTT1 null genotip sikliginin oral kanser
hastalarinda%?24 kontrol gruplarinda %16 oldugunu gostermistir. Null GSTT1
genotipinin oral kanser hastalarinda, null genotipli bireylerin kontrol grublariyla
kiyaslandiginda, kanser gelisimi i¢in daha yiiksek risk altinda olduklar: tespit edildi
[120].

Oguztiiziin ve arkadaglar1 2013 yilinda yaptiklar1 calismada tiroid 15 Folikiiler
Adenokarsinom, 16 Tiroid Papiller Karsinom (TPK) ve 27 Nodiiler Hiperplazili(NH)
hastanin GSTO1 ve GSTKI1 protein ekspresyonlarin1 immunohistokimyasal olarak
incelemislerdir. NH’I1 hastalarin %81.48, FA’l1 hastalarin %80 ve TPK’l1 hastalarin
%60’1mnda GSTO1’in eksprese olduklarini ve GSTK1 izoziminin ise NH’l1 hastalarin
%48,14’tinde, FA’l1 hastalarin %60’inda ve TPK’l1 hastalarin %87,5’inde ekprese
oldugunu gostermislerdir. GSTO1 izoziminin TPK’l1 hastalarin dokularinda, FA’h
hastalara oranla 1,91 (p=0,0023<0,05); NH’li hastalara oranla 2,1 kat
(p=0,0003<0,05) daha fazla eksprese oldugu; GSTKI1 izoziminin TPK’l1 hastalarin
dokularinda, FA’l1 hastalara oranla 2,08 (p=0,011<0,05); NH 1 hastalara oranla 3,73
kat (p=0,0002<0,05) daha fazla eksprese oldugu istatistiksel olarak anlamh
bulunduklarini bildirmislerdir [121].
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GSTKI izoziminlerinin tiikiiriik bezi kanserinin olusumundaki énemi bu ¢aligmayla
ilk olarak ortaya konmustur. Fakat bu izozimlerin diger kanser ¢esitlerinde de daha
fazla hasta grubuyla calisilmasi ve hasta klinik parametreleriyle karsilastirilarak

hastaligin prognozuna katkida bulunmasi beklenmektedir.
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