T.C.

KIRIKKALE UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI

Kolon Kanserinde GST Zeta-1, GST Sigma-1 ve P53 Ekspresyonlarinin
Incelenmesi

IRMAK BULUT

Haziran 2018



Biyoloji Anabilim Dalinda Irmak  BULUT tarafindan  hazirlanilan
KOLONKANSERINDE ~ GST  ZETA-1, GST SIGMA-1 VE P53
EKSPRESYONLARININ INCELENMESI adli yiiksek lisans tezinin Anabilim Dali
standartlarina uygun oldugunu onaylarim.

Prof.Dr.ilhami TUZUN

Anabilim Dali Bagkani

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

Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN

Jiiri Uyeleri
Baskan : Prof. Dr. Nursel GUL
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. Mustafa YiGITOGLU

Fen Bilimleri Enstitistu Mudira



OZET

KOLON KANSERINDE GST ZETA-1, GST SIGMA-1 VE p53
EKSPRESYONLARININ iINCELENMESI

BULUT, Irmak
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN
Mayis 2018, 0 sayfa

Bu calismada, 57 kolon adenokanserli ve normal kolon dokusunda Glutatyon S-
Transferaz izozimlerinden sigma (GSTS1) ve zeta (GSTZ1) ayrica p53’in protein
ekspresyonlari immiinohistokimyasal metodla karsilastirilmistir. GST ekspresyonu
ve p53 arasindaki iliski Mann Whitney-U testi ile ve klinik parametrelerle iliskisine
spearman correlation rank testi ile bakilmistir. Normal kolon ve adenokanserli kolon
dokularinda GSTS1, GSTZ1 ve p53 ekspresyonlar1 karsilastirildiginda kolon
adenokanserli dokulardaki protein ekspresyonunun yiiksek oldugu istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p < 0,05). GSTS1, GSTZ1 ve p53 ile klinik parametreler (yas,
cinsiyet) arasinda herhangi bir iliski bulunamamistir (p>0,05). GSTS1, GSTZ1 ve
p53 izozimlerinin az diferansiye, orta diferansiye ve iyi diferansiye kolon
adenokanserli dokularinda da istatistiksel olarak anlamli sonuglar bulunmustur
(p<0,05). Orta ve iyi differansiye kolon tiimor hastalarinda GSTS1, GSTZ1 ve p53

ekspresyonlar1 normal dokuya goére daha fazla bulunmustur ( p<0,05).

Anahtar kelimeler: Kolon Adenokarsinom, Glutathione S-transferase, p53,
immiinohistokimya



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GST ZETA-1, GST SIGMA-1 AND p53
EXPRESSIONS IN COLON ADENOCANCER TISSUE

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

June 2018, 48 pages

In this study we investigated the immunohistochemical staining characteristics S-of
glutathione s-transferase sigma (GSTS1), and zeta (GSTZ1) , p53 in colon tumor and
surrounding tumor free (normal) colon tissues from 57 patients. For
immunohistochemical studiends, tissues were obtained from 57 patients with colon
adenocarcinoma. Tumor and control tissues of patients were compared according to
their staining intensity. Relationships between p53 and GST expressions in colon
adenocarcinoma tissue were examined by the Mann Whitney-U test and the
clinicopathological data were examined by the spearman correlation rank test.
GSTZ1, GSTS1 and p53 expressions in colon cancer cells were significantly higher
than those in colon normal epithelial cells ( p <0.05) In colon cancer patients the
higher expresions of GSTS1, GSTZ1, and p53 proteins in tumor than nomal colon

tissues could be important in colon cancer progressions and development. There was



no statistical relationship between p53 GSTS1 and GSTZ1 isoenzyme expressions
and the clinicopathological data (age, gender) (p > 0.05). There was a statistically
significant differences between GST, CYP isoenzymes expressions and tumor
differentiation status. In moderate and good differentiated colon adenocarcinoma
patients, GSTS1, GSTZ1 and p53 expressions were stronger than normal tissue (

p<0.05).

Keywords : Colon adenocarcinoma, glutathione —S-transferase,

p53, immunohistochemistry
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KISALTMALAR DiZiNi

WHO  : Diinya Saglik Orgiitii

TNM :T:Primer tiimor; N:Bolgesel lenf bezi; M:Uzak metastaz
CYP : Sitokrom p450

GST : Glutatyon S-Transferaz

GSH : v- Glutamil Sisteinil Glisin = Glutatyon

PAH : Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar



GIRIS

1.1 Kanser

Kanser, bazi1 etkilerle degisiklige ugramis hiicrelerin, viicudun bir organ veya
dokusunda kontrolsiiz ve diizensiz bir sekilde ¢ogalmasi ile karakterize edilen bir hastaliktir
[1].. Pek ¢ok kanser hiicresi kanser tipine bagl olarak molekiiler ve biyokimyasal 6zelliklere
sahiptir. Bu ozellikler, bliylimeyi inhibe eden sinyallere duyarsizlik, apoptozistenkaginmasi,
bliylime sinyallerine karst1 kendi kendine yetmesi, sinirsiz kopyalanmapotansiyeli,
angiogenezin siirdiiriilmesi, doku invazyonu ve metastaz1 kapsamaktadir [2].Hiicreler dogar,
gelisir ve oliirler. Bu olay genetik bir kontrol altindadir. Bu kontroliin, kalkmasi ile dengenin
bozulmasi sonucu, ya ¢ok sayida olusmalari ya da olusan hiicrelerin 6lmemeleri sonucu
¢ogalan hiicreler timor dokusunu olusturur. Hiicrelerdeki bu olaylarin gelismesine neden olan
bircok kanser yapici (kanserojen) madde vardir [3].Kanser ayn1 zamanda neoplazma olarak
adlandirilan tiimdrleri olusturan anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiimesi olarak ta
tamimlanmaktadir. Iki cesit tiimdr bulunmaktadir. Bunlar; viicutta yayilan yani metastaz
ozelligine sahip malign (koti huylu) timérler ve viicutta yayilmayan bening (iyi huylu)
tiimorlerdir [4] .Kansere neden olan etmenleri siniflandiracak olursak karsinojenler; fiziksel
karsinojenler (gilines 1sinlari, UV, radyasyon vb.), kimyasal karsinojenler (polisiklik aramotik
hidrokarbonlar, nitrozaminler, asbest, radon, alkol, sigara vb.) ve biyolojik karsinojenler
(viriisler, hormonal bozukluklar, ailesel genetik yatkinlik, mutasyonlar, onkogenler vb.) ii¢
ana grupta toplamak miimkiindiir. Bu etkilere maruziyet sonucu kanser; baslama (initiation),

gelisme (promotion) ve ilerleme (progresyon) olmak iizere li¢ asamada gergeklesir [5].



Yillara ve Cinsiyete Gore Toplam Kanser insidansi
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Yillara Gore Kadinlarda En Sik Gériilen 10 Kanser Tiiriiniin insidansi
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Yillara Gore Erkeklerde En Sik Goriilen 10 Kanser Tiiriiniin insidansi
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1.2 Kolon Kanseri

Kolorektal adenokarsinomun tanimlayici 6zelligi muskularis mukozay asarak submukozaya
girmesidir. lyi, orta ya da az derecede diferansiye olup, degisik miktarlarda miisin sekrete
eden bir timordiir. Tiimdr; seyrek endokrin hiicreler, goblet hiicreleri, kolumnar hiicreler ve
cok nadir Paneth hiicrelerinin kombinasyonundan olusmaktadir. Gland liimenleri siklikla
hiicresel kalintilar igerir. Tiimor ¢evre stromasinda desmoplastik ve inflamatuar reaksiyon
siklikla belirgindir ve de metaplastik degisiklikler de goriilebilir. Inflamatuar hiicrelerin biiyiik
bir kismini T lenfositler olusturur, arada B lenfositler, histiositler, plazma hiicreleri ve S-100

protein pozitif dentritik hiicreler de goriiliir[6]

1.2.1.Etiyoloji

Kolorektal kanserin aile ge¢cmisi ve kisisel kolorektal kanser, kolorektal polipler veya kronik
inflamatuar bagirsak hastaliklar1 gegmisi kolorektal kanser riski baslica risk faktorleridir [7,8].
Kolorektal kanserli birinci dereceden akrabasi olan kisilerin kolorektal kanser olma riski

yuksektir [8,9,10,11].

Kolorektal kanserli kisilerde ilk kanser tamamen ortadan kalkmis olsa bile kolon ve
rektumun diger bolgeleri yeni kanserlerin gelisimi i¢in oldukca uygundur. Eger ilk kolorektal
kanser 60 yasinda veya daha gencken olmussa, ikinci kanser riski daha fazladir [8].Bir ya da
daha fazla adenomatoz polipleri olanlarin kolorektal kanser riski artmaktadir [8,9,11]. Onemli
stireklilikte (8-10 yi1l) ve tiim bagirsagi kapsayan kronik iltihabi bagirsak hastaligi olanlarda

da kolorektal kanserin gelisme riski artmaktadir [8].



Kolorektal kanserin gelismesi beslenme aliskanligiyla da son derece alakalidir [12].
Epidemiyolojik ¢aligmalar diizenli sebze ve lif aliminin riski azalttigini; kirmizi et, yag ve

alkol tiiketiminin ise riski onemli oranda arttirdigini kanitlamistir [12,13].

Yas da onemli bir risk faktoriidiir. Kolorektal kanser %90 oraninda 50 yasindan sonra

goriilmektedir [14].

Sigara ve alkol kullanim1 kolorektal kanser riskiyle baglantilidir. Asir alkol tiikketimi
yiksek bir risk faktoriidiir [13].Sigaranin da kolorektal adenomlar ve karsinomlarin
olusumuyla iliskili oldugu saptanmis olup, risk hem dozla hem de sigaraya baglanmasindan

itibaren gecen siirenin uzunluguyla iliskilidir [10].

1.2.2.Histopatoloji

Kolorektal kanser adenom zemininden yillar veya 10 yillar iginde karsinoma dontisiir
ve %85-90" adenokanser tipindedir. Adenokanserler atipik tiimor hiicrelerinin degisik
boyutlarda ve sekillerde adenoid yapilari olugturmasi ile karakterizedir. Adenoid olusturma
ozelligineve yayginligina dayanilarak iyi diferansiye, orta derecede diferansiye ve az

diferansiye olarak derecelendirilir [15].

1.2.3. Epidemiyoloji

Kanserden o©liim nedenleri siralamasinda erkeklerde akciger kanserinden sonra
kadinlarda meme kanserinden sonra ikinci sirayr almaktadir ([16].Kolorektal kanser, Kuzey
Amerika, Bati Avrupa, Iskandinavya, Yeni Zelanda ve Avustralya gibi gelismis iilkeler basta

olmak {izere tiim diinyada yaygin olarak rastlanan ve kanser ile iligkili 6liimlerin yaklagik



%10’undan sorumludur [17]. En yiiksek goriilme oranlart Avustralya, ABD ve Yeni
Zelanda'da; en diisiik oranlar ise Hindistan, Giiney Amerika ve Ortadogu lilkelerinde
goriilmektedir[18]. 1999 yili Saglik Bakanligi verilerimize gore iilkemizde kolorektal
kanserler tiim kanserler arasinda insidans agisindan erkeklerde dordiincii, kadinlarda ise ikinci
sirada gelmektedir. Insidans, erkeklerde yiizbinde 1,68, kadinlarda yiizbinde 1,28 olarak
bildirilmektedir. Kolon kanser sikligi ayni iilkede yorelere ve topluluklara gore farkliliklar
gostermektedir. Bu farkliligin diyet ve c¢evresel faktorlerin farklilik gostermesinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Diisiik riskli bolgelerden yiiksek riskli bolgelere gog
edenlerde risk artmaktadir Kolon kanserinin iicte ikisi sol kolonda, ii¢te biri sag kolonda
goriilmekte, %3 tinde ayn1 anda birden fazla odakta birden belirmektedir (Kolorektal kanserin
erkek/kadin orani 1,34’tiir. Hayat boyu kolorektal kanser goriilme orani erkeklerde % 6,14,
kadinlarda % 5,92°dir Yasin ilerlemesi ile kolon kanseri gelisme riski arasinda dogru oranti
vardir. Genel popiilasyonda 40 yasindan sonra kolon kanser gelisme riski artmaya baslar ve
her dekatta katlanarak artar. Kolon kanserinin %90’dan fazlasi 50 yasindan sonra
gelistiginden, tarama programlarini baglatma yasi buna gore belirlenmistir. En sik hastalik

goriilme yas1 60-65’tir ve ortalama tani yas1 62°dir [19].



1.2.4 Kolon Anatomisi
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Sekil 1.4 Kolon Anatomisi

Kolon gastrointestinal sistemin ileogekal valvile rektosigmoid kdse arasinda kalan yaklasik
150 cm’lik bolimiidiir. Sirasiyla ¢ekum, ¢ikan kolonun, transvers kolon, inen kolon ve
sigmoid kolon ile devam ederek rektosigmoid kosede rektum ile birlesir.Kolon duvarinin
katlari: mukoza, submukoza, i¢ sirkiiler kas, dis longitudinal kas ve serozadir. Kolonun
disinda 3 adet aralarinda 120 derece olan tinea koli’ler vardir, bunlar appendikste birlesirler,
proksimal rektumda sakral promontorum hizasinda uzaklasarak kaybolurlar. Haustra koli’ler,

tinealar aras1 keselesmelerdir ve yarimay sekilli plica semilunareslerle ayrilirlar.



Appendiks epiploikalar yagli ¢ikintilar olup tinealara tutunmuslardi. Omentum, transvers
kolona antero superior kenardan yapisir. Kolonun retroperitoneal kisimlari: ¢ikan-inen kolon-
hepatik ve splenik fleksuralarin arka yiizleridir; intraperitoneal yapilar ise: transvers kolon -
¢ekum ve sigmoid kolondur. Embriyolojik olarak ¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolonun sag
yarist midguttan gelisirken, transvers kolonun sol yarisi, inen kolon ve sigmoid kolon, rektum
ve aniis hindguttan geligmistir. Klinik kullanim kolaylig1 acisindan ilk kisma sag kolon son

kisma sol kolon denilmektedir [20].



1.2.5. Kolon Tiimoérlerinin Siniflandirilmasi:
Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) son olarak diizenledigi kolon tiimérlerinin histolojik

siniflandiriimasi asagida gdsterilmistir. (CIZELGE 1.4)
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EPITELYAL TUMOR

*Premalign lezyonlar

*Adenom

- Tibiiler

- Villoz

- Tiibiilovilloz

Diisiik dereceli glanduler intrepitelyal neoplazi
Yiiksek dereceli glanduler intraepitelyal
neoplazi

*Serrated lezyonlar
- Hiperplastik polip
- Sesil serrated adenoma/polip
- Traditional serrated adenom

*Hamartomlar

- Cowden-iliskili polip
- Juvenil polip

- Peutz-Jegher polip

» Karsinomlar

*Adenokarsinom

- Musinoz adenokarsinom

- Tash yiiziik hiicreli adenokarsinom

- Serrated adenokarsinom

- Mikropapillar karsinoma

- Meduller karsinom

- Kribriform komedo-tip adenokarsinom

*Skuamoz hiicreli karsinom
- Adenoskuamoz karsinom
- Spindle hiicreli karsinom
- Andiferansiye karsinom

*Noroendokrin neoplazmlar

*Noroendokrin tiimor (NET)
- NET G1(Carcinoid)
- NET G2

*Noroendokrin karsinoma(NEC)
- Biiyiik hiicreli NEC
- Kiigiik hiicreli NEC

Mikst adenonoéroendokrin karsinom

EC hiicre, serotonin iireten neoplazm

L hiicre, glukagon benzeri peptid ve PP/PYY
olusturan NETs
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MEZENKIMAL TUMORLER

*Leiomyom

*Lipom

*Gastrointestinal stromal tumor
*Leiomyosarkom
*Anjiosarkom

*Kaposi sarkom

LENFOMALAR

+Diffiiz biiyilik B hiicreli lenfoma

*MALT tipi marjinal zon B hiicreli lenfoma
*Mantle hiicreli lenfoma

*Burkitt lenfoma

*Burkitt” benzeri “atipik Burkitt” lenfoma
*Diger
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CIZELGE-1.5 TNM’ye gore kolon kanseri evrelemesi

Primer tiimoér (T)

TX Primer timor degerlendirilememis

TO Primer tiimor saptanamamis

Tis In situ karsinom (intraepitelyal veya intramukozal)

T1 Timor submukozayi invaze eder

T2 Tiim6r muskularis propria’y1 invaze eder

T3 Subseroza veya perikolik veya perirektal dokulara invazyon
T4a Timor visceral periton yiizeyini invaze eder

T4b Direkt olarak diger organlar1 veya yapilar1 invaze eder

Regional lenf nodu (N)

NX Regional lenf nodlar1 degerlendirilememis

NO Regional lenf nodu metastazi yok

N1 1-3 regional lenf nodu metastazi var

Nla 1 regional lenf nodu metastazi var

N1b 2-3 regional lenf nodu metastazi var

Nlc Regional lenf nodu metastazi olmadan subseroza, mezenter veya peritonsuz
perikolik veya perirektal tiimor adaciklar

N2 >4 regional lenf nodu metastazi var

N2a 4-6 regional lenf nodu metastazi var

N2b >7 regional lenf nodu metastazi var

Uzak metastaz (M)

MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz
Mla Bir organ veya bolgeye sinirlt metastaz (6rn., karaciger, akciger, over, regional olmayan
lenf nodu)
M1b Birden fazla organ/bdlge veya periton metastazi
Evreleme
Evre T N M Dukes MAC
0 Tis NO MO - -
I T1 NO MO A A
T2 NO MO A Bl
A T3 NO MO B B2
1B T4a NO MO B B2
Inc Tab NO MO B B3
A T1-2 N1/N1lc MO C C1
T1 N2a MO C C1
B T3-T4a N1:/Nlc MO C C2
T2-T3 N2a MO C Cc1l/c2
T1-T2 N2b MO C C1
11[e; T4a N2a MO C C2
T3-T4a N2b MO C Cc2
T4b N1-N2 MO C C3
IVA T1-4 NO-2 M1la - -
IVB T1-4 NO-2 M1b - -
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1.3 Toksik Maddelerin Metabolizmasi (Biyotransformasyon)

Cesitli yollarla organizmaya giren lipofilik kimyasal maddeler enzimlerin Katalitik
etkisi ile kimyasal reaksiyonlara girer ve daha polar ve hidrofilik metabolitlere
dontstiiriiliirler. Bir ksenobiyotigin canli organizmada ugradigi bu kimyasal degisimlerin
timiine biyotransformasyon denir. Biyotransformasyon sonucu olusan iriinler safra ve
bobreklerden daha kolay atilir. Ksenobiyotikler, biyotransformasyon ile degisik etki gosteren
metobolitlere doniisiir ve sonra da konjugasyon reaksiyonlari ile inaktif hale gelerek viicuttan
atilir.  Genel olarak ksenobiyotik veya metabolitlerinin bu son mekanizma ile
transformasyonlar1 sonucu toksisitesi azaliyor veya ortadan kalkiyorsa bu olaya
“detoksifikasyon” denir; bazi1 durumlarda ise kimyasal maddenin biyotransformasyonu ile ¢ok
aktif ara metabolitler olusabilir. Bu reaktif ara {iriinlerin olusmasia “toksikasyon” veya

“biyoaktivasyon” denir [21].

Ksenobiyotiklerin metabolizmasi iki fazli bir islemdir: I. Faz reaksiyonlar1 daha ¢ok
karacigerde gercgeklestirilir ve oksidasyon, rediiksiyon, hidroliz reaksiyonlarindan olusur. Bu
reaksiyonlar CYP enzimlerinin de dahil oldugu mikrozomal enzimler tarafindan katalizlenir.
Smirh olmakla birlikte akciger, bobrek, barsak, testis, deri, plasenta, adrenal bezde de I. faz
reaksiyonu gerceklesebilir.l. Faz reaksiyonu ile lipitte ¢6ziinen ksenobiyotikler daha polar
hale gecerler [22,23] II. Faz reaksiyonlar1 ise bir¢ok sitozolik enzim tarafindan yiiriitiilen
konjugasyon reaksiyonlaridir. II. Faz reaksiyonlari ile iliskili en az 5 tip reaksiyon vardir.
Bunlar; glukuronik asitle konjugasyon, stilfat konjugasyonu, glutatyon ile konjugasyon,

asetilasyon ve metilasyondur.Birinci fazda olusan polar metabolitler, ikinci faz reaksiyonlari
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ile glukronik asit, glutatyon, siilfat gibi endojen maddelerle konjugasyona ugrayip viicuttan
atilirlar. Birinci fazda olusan polar metabolitler, endojen maddelerle birleserek inaktif sekilde

eliminasyona ugrarlar [21].

Karsinojenik etkilerden hiicrenin korunmasinda detoksifikasyon mekanizmalarinin
biiyiik 6nemi vardir. Detoksifikasyon (biotransformasyon), ksenobiyotikler (toksik maddeler,
metabolitler, epoksidler) gibi zararli maddelerin gesitli enzim ya da molekiiller yardimi ile
zararsiz hale getirilerek viicuttan disar1 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 i¢i oksidatif hasarin giderilmesinde énemli gorevleri bulunan Faz
IT reaksiyonlarmi katalizleyen GST enzimleri, reaktif ara tiirlinlerin 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¢ metabolizmasinda ilag direngliligi, gerek detoksifikasyon metabolizmasi
gibi cogu ¢aligmalarda bu enzim ailesinin rolleri agiklanmistir. Ne yazik ki GST sigma ve zeta

izozimlerinin kanser olusumundaki rolleri tam olarak ¢alisiimamustir.
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1.3.1 Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferazlar, elektrofilik ve hidrofilik bilesiklerin glutatyon ile
etkilesimlerini saglayarak, hiicresel makromolekiilleri reaktif elektrofillere kars1 koruyan Faz-
II detoksifikasyon enzim ailesi tiyesidir. Molekiil agirliklart 20.000-25.000 daltondur ve her
bir alt birim 200-240 aminoasitten olusur. Ilk kez sican karacigerinde Boyland ve ark

tarafindan tanimlanmistir [24].

GST’ler kataliz reaksiyonlarinda, elektrofilik substratlar tlizerine glutatyon (GSH)
tripeptidin niikleofilik atagini kataliz ederler. Bunun yaninda oksidasyonla olusan {iriinlerin ya
da disaridan alinan yabanci toksik maddelerin, viicutta bulunan diger makromolekiiller ile
birlesmesini Onleyip, hiicre komponentlerine zarar vermeden 22 atilmasini saglarlar. Bu

yiizden GST’ler, ¢ok 6nemli koruyuculuk gorevi goren enzim gruplarindan biridir [25].

Glutatyon S-transferazlar; mitokondriyal, sitosolik ve mikrozomal olmak iizere ii¢
aileye ayrilirlar. Mitokondriyal ve sitosolik GST’ler ii¢ boyutlu katlanmalar1 agisindan
birbirlerine benzerler ve ¢oziinebilen GST’ler olarak isimlendirilirler. Bu gruptaki GST’ler
fazla sayida izoenzime sahiptirler; bu izoenzimler farkli dokularda farkli miktarlarda
bulunabilirler. Coziinebilir GST izoenzimleri birbirlerinden izoelektrik noktalar1 ve aminoasit
dizileri arasindaki farkliliklarla ayrilirlar. Mikrozomal GST’ler, (MAPEG) c¢oziinebilen
gruplara yapisal benzerlik gdstermezler, bu yiizden mitokondriyel GST formlar1 ve primer

yapilari farklidir [26].
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1.3.2. Glutatyon S-Tranferazlarm Simiflandirilmasi

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 iizere ii¢ ailede
siiflandirilmistir. Buna gore sitoplazmik GST’ler: GST Alfa (GSTA1-1, GSTA2-2, GSTA3-
3, GSTA4-4, GSTAS5-5), GST Mii (GSTM1-1, 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 iizere 7 smifa, eicosanoid ve
glutatyon metabolizmasinda membrana bagli proteinler (MAPEG: Membrane-Associated
Proteins in Eicosanoid and Glutathione metabolism) olarak da adlandirilan mirozomal
GST’ler; MGSTI1, MGST2 ve MGST3 olarak ii¢ sinifa ve son olarak mitokondriyal GST

smifini olusturan GST Kappa (GSTK1-1) olmak iizere toplam 11 sinifta incelenmektedir [27].

1.3.3 Zeta Simifi Glutatyon-S-Transferazlar

GST Z1 (maleyasetoasetat izomeraz olarak da bilinir), insanlarda 14 numarali
kromozom iizerinde GSTZ1 geni tarafindan kodlanan bir enzimdir. Bu gen, glutatyon ile
konjugasyon yoluyla kanserojen, mutajen ve cesitli terapotik ilaglar da dahil olmak {izere
elektrofilik molekiillerin detoksifikasyonunda 6nemli olan cok islevli enzimleri kodlayan
glutatiyon S-transferaz (GST) siiper ailesinin bir iiyesidir. Bu enzim ayrica fenilalanin ve
tirozin katabolizmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle, bu enzimdeki kusurlar alkaptonuri,
fenilketoniiri ve tirozinemi gibi ciddi metabolik bozukluklara yol agabilir ve yeni bulgular

enzimin oksidatif strese bagli baz1 hastaliklara kars1 korunmasina izin verebilir [28].
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1.3.4 Sigma Sinifi Glutatyon-S-Transferazlar

Sigma smifina ait GST'lerden ve Mu, Pi ve Alfa sinifindan GST'ler de dahil olmak {izere
benzer proteinlerden olusur. GST'ler, kanserojen, terapotik ilaglar, cevresel toksinler ve
oksidatif stres {iriinii iceren genis bir yelpazedeki endojen ve ksenobiyotik alkilleyici ajanlarla
glutatyon (GSH) konjugasyonunu katalize ederek hiicresel detoksifikasyona katilan sitosolik
dimerik proteinlerdir. GST katlamasi, bir N-terminal tioredoksin katlama bdlgesi ve bir C
terminali alfa helikal bolgesi igerir ve iki alan arasinda bir yarikta bulunan bir aktif bolge
bulunur. GSH, N-terminal alanina baglanirken, hidrofobik substrat C-terminal alanindaki bir
cebi kaplar. Omurgali sinifi Sigma GST'leri, GSH'ye bagli hematopoietik prostaglandin (PG)
D sentezleri olarak karakterizedir ve PGH2'min izomerlesmesini katalize ederek PGD2

uretiminden sorumludur.

PGD2'nin islevleri, viicut sicakliginin korunmasi, trombosit agregasyonunun inhibisyonu,

bronkokonstriksiyon, vazodilatasyon ve alerji ve inflamasyonunda aracilik yapar [29].

1.3.5. Glutatyon S-Transferazlarin Substratlar:

GST enzimleri kemoterapatik ilaglar (sisplatin, fosfomisin, klorambust vb), endojen
molekiiller (adenin propenal, dopominokren, aminokrom vb) ve cevresel karsinojenler
(blitodien, akrolein, etilenoksit vb) olmak {izere ksenobiyotiklerin genis bir spektrumunu

detoksifiye ederler [30]
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GSTA i¢in organik hidroperoksitler, GSTP i¢in etakrinik asit, GSTT i¢in 1,2-epoksi-3-
(p-nitro feroksi) propen, GSTM i¢in 1,2-dikloro-4-nitrobenzen, GSTZ igin z-biitil hidro
peroksit, GSTS igin ise 1-kloro-2,4-dinitrobenzen GST izozimlerinin spesifik substratlaridir

[31]

1.3.6. Glutatyon S-Transferazlarin Detoksifikasyondaki Rolii

GST’ler bir¢cok ksenobiyotik, kanserojen ve sitotoksik ajanlarin metabolizmasindan
sorumlu enzimlerdir. Bu enzimler, konjugasyon reaksiyonlarinda GSH’1n organik bilesiklerle
reaksiyona girip tiyoester olugsmasini ya da detoksifikasyonun ilk basamaginda yer alarak
merkaptiirik asit olusumunu katalizler. Bu reaksiyonlar sonucu merkaptiirik asit viicuttan
idrarla atilir [35] Ayrica GST’ler hiicrede lipit peroksidasyon ve serbest radikal olusumu ile

olusan iirlinlerin detoksifikasyonunda da rol alirlar [32]
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1.4. P53 Proteini

Insan p53 proteini 393 aminoasit igermektedir ve son yillardaki makalelerde molekiiler
agirhigimin 43.6 kDa oldugu belirtilmektedir. Bir transkripsiyon faktorii olarak bilinen p53,
ozgil ozelliklere sahip farkli, ancak birbiriyle iligkili islevsel domainlere sahiptir. p53’lin
transaktivasyon domaini (TAD; 1-42 aminoasit) proteinin N terminal ucunda bulunmaktadir.
TAD’in ardindan prolince zengin bir bolge gelmektedir. Bu dizinin ardindan p53°te merkezi
rolii iistlenen DNA baglanma bdlgesi bulunmaktadir. [33] p53° tin C terminali, esnek
baglanma bolgesi ve temel olarak C terminalini diizenleyen oligomerizasyon domainini

icermektedir. ( Sekil-3.1)

DHA baglanma

Sekil-1.5. p53 proteininin formiilii ve translasyon sonrasi modifikasyonu
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1.4.1. P53 ve Hiicresel Yanit

Hiicre, DNA hasar1 gibi bir durumla karsilastifinda bu hasar ¢ok ¢esitli
mekanizmalarla giderilmeye ¢alisilmaktadir. DNA hasar1 s6z konusu oldugunda P53 tiimor
baskilayict gen {iriinii olan p53 aktive edilmekte ve bu da hiicre siklus inhibisyonu, apoptozis,
DNA tamiri ve yaslanmayi igeren antiproliferatif bir etkiye neden olmaktadir [34]. Bir
transkripsiyon faktorii olarak goérev yapan p53, DNA hasari, hipoksi, viral transformasyon,
onkogen aktivasyonu, ig hasari, niikleotid diizensizligi gibi hiicrede meydana gelen bir ¢cok
bozukluk sonrasi aktive edilerek hasarli hiicrenin proliferatif yayilimini engelleyecek olan
gen ekspresyon programini baslatmaktadir. Bdylece organizmayi kanser gelisimine karsi

korumaktadir. (Sekil 3.2) [35,36,37,38,39,40]

DNA hasan hipoksia
viral

%3 //! ;m..m.m

onkogen

% ég aktivasyonu

aktif p53

P e
hucre siklusunun DNA tamiri  apoptozis
inhibisyonu

ig hasan

nukleotid

duzensizhigi &:A

Sekil-1.6. P53 ve Hiicresel Yanit

21



p53 cesitli stres kosullariyla aktive edilir ve sonugta p53 aracili hiicre siklus inhibisyonu ya da
apoptoz gerceklestirilir. (Leena Latonen, Marikki Laiho, 2005). Olumsuz kosullar sonrasinda
meydana gelen hasarlarin gesitli hiicresel yolaklarla diizeltilmeye calisildig1 bilinmektedir.
Hiicrede hasar olusumundan sonra bu hiicrenin akibeti ile ilgili 3 temel olasilik
bulunmaktadir. Hiicrede meydana gelen hasar ¢esitli tamir mekanizmalartyla tamir edilmeye
caligilacak, veya hasar tamir edilmezse organizmanin korunmasi i¢in hasarli hiicrenin 6limii
gerceklestirilecek ya da hiicre bu hasar1 ortadan kaldiramayarak c¢esitli mutasyonlari
biriktirecek ve karsinogenez meydana gelecektir. p53, hiicrenin akibetini ilgilendiren bu 3
temel olayla yakindan iliskilidir. p5S3, DNA hasar1 s6z konusu oldugunda hiicre dongiisiinii
durduran, DNA’nin tamirini gergeklestiren ve hiicreyi  apoptozise yonlendiren c¢esitli
yolaklar1 harekete gecirmekten sorumludur. Ayni zamanda p53’ iin hiicreyi senesense ve

farklilagmaya yonlendirdigi de yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir.

1.5. Glutatyon S-Transferaz ve Kolon Kanseri

Nakajima ve arkadaslar1 41 ozafagus kanserli hastada 1996 yilinda yapilan ¢alismada
immunoblot ve enzim assay metoduyla calisilmistir. Tiim 6rneklerde GSTP1, GSTM1 ve
GSTAI1 kan serumlarinda polimorfik olarak bulunmustur. Sonucunda kanserli hastalarda
GSTAT1’in GSTM1 den daha fazla ekspresse olmus, GSTP1 ile alkol ve sigara i¢cimi arasinda

bir iligki bulunamadigini belirtmislerdir [41]
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Lieshout ve arkadaslar1 1999 yilinda yaptiklar1 calismada GSTA ve GSTP izozimlerini
immunohistokimyasal metotla calismis ve normal gastrointestinal dokusunda (epitelinde)
negatif ve 75% e kadar pozitiflik, barret epitelinde 75% ile 100 arasinda, adenocarcinoma
25% ile 100% arasinda, sukuamoz hiicreli karsinomda 27% ile 91% arasinda ekspresyon

gostermistir [42]

Piao ve ark. 2009 yilinda yaptiklar1 ¢calismada GSTM1 ve GSTT1 null genotiplerinin
2213 gastrik kanserli ve 1829 kolorektal kanserli, 1699 kontrol grubu bulunan Koreli hasta
grubunda kanser olma riskini polimorfik olarak iligskilendirilmistir. GSTM1 ve GSTT1 null
genotipli bireylerin gastrik ve kolorektal kanser olma riskleri arttirmamustir, sigara i¢imi, alkol

kullanimi ve yas bu riski degistirmemistir [43]

Yapilan bir bagka calismada Kiss ve ark. 500 kolorektal kanserli ve 500 kontrol
gurubunda GSTMI in null olmasi kolorektal kanser olma riskini arttirdiginit ancak GSTT1 ve

GSTPI1 kolorektal kanser olma riskiyle bir iligkisi olmadigini1 vurgulamislardir [44]

Yapilan bu tez caligmasinda amag¢ kolon kanserli hastalarin tiimorlii dokularinda ve ayni
hastanin tlimorlii dokulara uzak periferde bulunan normal dokularinda ksenobiyotik
mekanizmasinin II. Faz reaksiyonlarini katalizleyen GST enzim ailesinden GSTS1 ve GSTZ1
izozimlerinin ve p53 proteininin immunohistokimyasal farkliliklar1 incelenerek, kolon
kanserinin patogenezinde ksenobiyotik mekanizmasinin roliiniin aydinlatilmasi ve bulgularin

klinik parametrelerle (yas, cinsiyet, sigara icimi) karsilastirilmasi1 amaclanmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Primer Antikor (GSTS1, GSTZ1, p53)

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

e %30’ luk H,0, Solusyonu (Sigma)

e Ksilol (Merck)

e Etanol (Merck)

e Metanol (Merck)

e Sodyum Sitrat (Sigma)

e Sitrik Asit (Sigma)

¢ Protein Blokaj1 (Santa Cruz)

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

e DAB (Diamino benzidin) (Santa Cruz)

2.1.1.1. Solusyonlarin Hazirlanisi

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

Antijen Retrival Solusyonunun Hazirlanis1 (0,01 M, pH: 6.0): 2,101 gr sitrik asit
(A) 100 ml distile suda; 0,1 M 14,7 gr sodyum sitrat (B) 500 ml distile suda
¢oOziildii. 27 ml A solusyonundan, 123 ml B solusyonundan alinarak 1500 ml’ye

distile su ile tamamlandu.
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1. 0,005 M Tris Tamponunun Hazirlanisi: 60,55 gr tris base, 85,20 gr NaCl 500 ml
distile suda c¢oziiliir. 370 ml 1 M HCI eklenerek pH: 7,6’ya getirilip 1 1t’ye
tamamlanir. (1 ml TBS 100 ml distile suyla diliie edilerek kullanilir.)

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

e Etiv

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

e Vortex

e Diidiiklii tencere

e [sitic

e Hassas terazi

e Isik mikroskobu

e Fotograf makinesi

2.2. Kullanilan Metot

2.2.1. Materyal Kazanimi ve Hazirlamisi

Calismada Kecioren Egitim ve Arastirma Hastanesi'ne 2009-2012 yillar1 arasinda
basvuran, kolorektal kanserli adenokarsinom tanis1 konmus 32 erkek (yas ortalamasi
67,78) ve 25 kadin (yas ortalamasi 70,32) olmak {izere 57 hastadan (yas ortalamasi 68.89)

alinan kolon doku 6rnekleri ¢alisildi.
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Calisma materyalleri klinisyen tarafindan ameliyat yontemiyle alindi ve dokulardan
patoloji kliniginde parafin bloklar hazirlandi. Bu bloklardan her bir vaka i¢in poly-L-lysin
kapli lamlara 5 kesit alindi. 57 hastanin tamamimma GSTS1, GSTZ1 ve p53 igin
immiinohistokimya boyama prosediirii uygulandi. Hastalara ait timor dokularinin klinik
evrelendirmesine TNM evreleme sistemi kullanildi. Bu degerlendirme, patolog esliginde
tarafimizca yapildi. Hastalara ait yas, cinsiyet, tani, timor evre durumu ile ilgili hasta

bilgileri CIZELGE 2.1ve 2.2°de verilmistir.

26



Cizelge 2. 1. Hastalarin klinik verileri

n n%
Kolon Adenokanser 55 100
Cinsiyet
Erkek 30 54.5
Kadin 25 45.5
Yas 68.8+13.7; (43-90)
<69 26 47.3
>69 29 52.7
Timor Derecesi
Gl 24 43.6
G2 22 40
G3 9 16.4
Tumor Evresi
Evre 1 2 3.6
Evre 2 34 61.8
Evre 3 18 32.7
Evre 4 1 1.8
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Cizelge 2.2. Calismada kullanilan hastalarin 6zellikleri(Yas, cinsiyet, tan1 ve timor evre

belirtilmistir)
Tiimor Evre
Hasta | Yas (Cinsiyet) Tam Tiimor Derece
Az Diferansiye 1 =]
H.A. 72 (E) Adenokarsinom
Az Diferansiye 1 =]
S.K. 63 (E) Adenokarsinom
Az Diferansiye I B
T.K. 80 (E) Adenokarsinom
Az Diferansiye I
ILA. 67 (K) Adenokarsinom
Az Diferansiye 1B
G.G. 86 (K) Adenokarsinom
Az Diferansiye 1B
Y.D. 45 (E) Adenokarsinom
) Az Diferansiye 1B
LA. 67 (K) Adenokarsinom
Orta Diferansiye 1B
H.A. 58 (E) Adenokarsinom
Orta Diferansiye 1B
G.0. 52 (E) Adenokarsinom
Orta Diferansiye v
F.i. 81 (K) Adenokarsinom
Orta Diferansiye 1B
D.D. 48 (E) Adenokarsinom
Orta Diferansiye 1B
A.C. 69 (E) Adenokarsinom
Orta Diferansiye 1B
A.G. 61 (E) Adenokarsinom
Orta Diferansiye 1B
AK. 85 (K) Adenokarsinom
Orta Diferansiye B
S.A. 89 (E) Adenokarsinom
Orta Diferansiye Imc
M.K. 85 (E) Adenokarsinom
Orta Diferansiye 1B
AA. 78 (E) Adenokarsinom
Orta Diferansiye 1B
A.G. 73 (E) Adenokarsinom
Orta Diferansiye 1B
E.A. 78 (K) Adenokarsinom
Orta Diferansiye "B
F.S. 71 (K) Adenokarsinom
Orta Diferansiye 1B
S.B. 56 (K) Adenokarsinom
Orta Diferansiye I B
H.G. 80 (E) Adenokarsinom
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Orta Diferansiye 1B

C.A. 50 (E) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1 =]

H.C. 58 (K) Adenokarsinom
] Iyi Diferansiye A

M.O. 77 (K) Adenokarsinom

Iyi Diferansiye I

Y.A. 63 (E) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye I B

T.C. 57 (E) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1B

A.B. 52 (E) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye I B

H.E. 90 (K) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1 =]

I.K. 86 (E) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1B

Z.D. 88 (K) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1A

S.B. 78 (K) Adenokarsinom
_ Iyi Diferansiye 1B

LA. 50 (E) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1B

A.D. 72 (E) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye B

S.K. 57 (E) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1B

F.Y. 75 (K) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1B

Y.A. 89 (E) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1B

H.M. 70 (E) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye B

N.D. 64 (K) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1B

M.C. 68 (K) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1B

M.K. 55 (K) Adenokarsinom
) Iyi Diferansiye I B

S.IL. 58 (K) Adenokarsinom
. Iyi Diferansiye I B

0.M. 56 (E) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye B

AK. 70 (K) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1B

S.A. 50 (K) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1B

H.P. 76 (K) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye i1 B

M.D. 58 (E) Adenokarsinom
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CIZELGE 2.2. Calismada kullanilan hastalarin 6zellikleri (devami)

Az Diferansiye I B

M.G 69 (E) Adenokarsinom
Orta Diferansiye 1 =]

N.C 78 (K) Adenokarsinom
IyiDiferansiye 1B

I.K 64 (K) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1A

S.I 63(K) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye A

M.P 98(E) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1B

S.M 85(E) Adenokarsinom
Orta Diferansiye A

H.A. 63 (E) Adenokarsinom
Az Diferansiye I B

U.Y 68 (E) Adenokarsinom
Orta Diferansiye 1B

V.C 73 (E) Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 1B

S.A 55 (K) Adenokarsinom

2.2.2. immiinohistokimya Prosediirii

I. Dokularin Deparafinizasyonu

1) Etiivde 70C’de 1 saat bekletildi.
2) Isinmis ksilolde yarim saat bekletildi.
3) Etiivden cikarildiktan sonra soguma islemi i¢in oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi.
4) - %90’lik alkolde 1dakika
- %70’1ik alkolde 1dakika
- %50’lik alkolde 1dakika
- Distile suda 1-2 dakika bekletildi.
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I1. Basamak

1)

2)
3)
4)

5)
6)
7)
8)
9

H,O,blokaji ile endojen peroksidaz aktivasyonunun inhibisyonu i¢in solusyonda
10dakika bekletildi.

Cesme suyunda 5 dakika bekletildi.

Antijen Retrival Solusyonu i¢inde diidiiklii tencerede 3 dakika kaynatildi.

Non spesifik boyanma inhibisyonu igin “Protein Block Solution” 10 dakika
uygulandi.

Primer antikor uygulandi (60 dakika)

PBS ile 3 defa yikama yapild1 ve her yikama 5 dakika bekletildi.

Sekonder antikor uygulandi (15 dakika)

PBS ile yikand1 (3x5 dakika)

Streptavidin-peroksidaz kompleksi uygulandi (20 dakika)

10) PBS ile yikandi (3x5 dakika)
11) 10 dakika DAB uygulandi.
12) 1 dakika distile suda bekletildi.

I11. Basamak: Hematoksilen Boyamasi

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

Hematoksilende 1 dakika
Distile suda 1dakika

%50’1ik alkolde 1 dakika
%70’lik alkolde 1 dakika
%90’lik alkolde 1 dakika
Absolii alkol-ksilolde 1dakika
Ksilolde 10 dakika
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Poly-L-lysin kapli lamlara alinan doku kesitleri deparafinizasyon isleminden sonra
immunohistokimya (IHC) yontemi ile kolon kanserli hastalar i¢in boliim 2.2.2.’de ayrintilt
olarak aciklanan prosediire gore boyandi. IHC uygulanan preparatlar 1sik mikroskobunda
boyanma siddetine bakilarak patologla birlikte degerlendirme yapildi ve fotograflart ¢ekildi.
Degerlendirme boyanma siddeti i¢in; 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 GSTZ1, GSTS1 ve p53
ekspresyonlarinin farklilik analizleri Mann-Whitney U Test ile, GSTZ1, GSTS1 ve p53
ekspresyonlar1 ile hastalarin timor evre, timor derece, yas, cinsiyet gibi klinik bilgileri
arasindaki iliskiler Pearson Correlation Test ile incelendi. Istatistiksel olarak anlamli iliski
goriilen gruplar Fitted Line Plot analizi ile regresyon grafikleri ile gosterildi. Istatistiksel

sonuglar %95°1ik giivenilirlik diizeyinde p<0,05 i¢in anlamli kabul edildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. GST ve p53’iin Kolon Kanserindeki Normal ve Tiimorlii Dokularidaki Protein
Ifadelerinin Sonuclar
3.1.1. GSTZ1 lzozimlerinin Kolon Kanserindeki Normal ve Tiimérlii Dokulardaki

ifadesi

Kolon  Adenokanserli dokularda GSTZ1 izozimlerinin ekspresyonlarinin
immiinohistokimya sonuglarina baktigimizda; GSTZ1 izoziminin metastatik dokulardaki
hastalarda (%53), normal dokudaki hastalarda (%21) protein ifadesinin oldugu ve metastatik
dokularda normal dokulara oranla fazla ekspresyonun gergeklestigi goriildii (Cizelge 3.1)
Cizelge 3.1. GSTZ1 izozimlerinin Kolon Kanserindeki Normal ve Tiimérlii Dokulardaki

ifadesi

Doku Tipi GSTZ1
Tiimor 0,95+0,11°
(n=32) (0-3)°
Normal 0,29+0,07
(n=32) (0-2)

T/N* 3.28
P value**
0,0000

Boyanma skorlari, ayni hastalara ait normal mide adenokarsinomlu ve normal hiicrelerin boyanma siddetine gore
hesaplanmugtir. Buna gére 0; protein ifadesi gorillmeyen, 1; hafif siddette protein ifadesi, 2; orta siddette protein

ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirilmistir. Normal ve Tiimorlii dokular arasindaki protein
ifadelerin farkliliklart Mann-Whitney U Test ile %95°lik giivenilirlik diizeyinde incelenmistir.

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

a: ortalama deger+standart hata

b: minimum ve maksimum boyama siddeti

*: Tumdrlii / Normal orant
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Sekil 3.1. Normal hiicrelerde zayif siddette (+1) ve Kolon Adenokarsinomlu hiicrede orta

siddette (+2) immunohistokimyasal GSTZ1 proteini ekspresyonu (X100).

Tek ok (1) normal doku, ¢ift ok (11)tiimor dokusunu isaret eder.
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3.1.2. GSTS1 izozimlerinin Kolon Kanserindeki Normal ve Tiimérlii Dokulardaki
ifadesi

Kolon  Adenokanserli  dokularda GSTS1 izozimlerinin  ekspresyonlarinin
immiinohistokimya sonuglarina baktigimizda; GSTS1 izoziminin metastatik dokularda %0.87,
normal dokularda ise %0.16 oraninda protein ifadesinin oldugu ve metastatik dokularda
normal dokulara oranla ¢ok az miktarda fazla ekspresyonun gerceklestigi goriildii (Cizelge

3.2) (Sekil 3.2).

Cizelge 3.2. GSTS1 Izozimlerinin Kolon Kanserindeki Normal ve Tiimérlii Dokulardaki
Ifadesi

Doku Tipi GSTS1
Tumor 0,87+0,11
(n=32) (0-3)
Normal 0,16+0,05
(n=32) (0-1)

T/N* 5,44
P value**
0,0000

Boyanma skorlari, ayni hastalara ait normal mide adenokarsinomlu 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 Tiimorlii 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 deger+standart hata

b: minimum ve maksimum boyama siddeti

*: Tiimorlii / Normal orani
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Sekil 3.2. Kolon normal hiicrelerde ve Adenokarsinomlu hiicrede zayif siddette (+1)
immunohistokimyasal GSTS1 proteini ekspresyonu (X4).

Tek ok (1) normal doku, ¢ift ok (11)tiimor dokusunu isaret eder.
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3.1.3. p53’iin Kolon Kanserinde Normal ve Tiimérlii Dokulardaki ifadesi

Kolon Adenokanserli dokularda p53 ekspresyonlarinin immiinohistokimya sonuglarina
baktigimizda; p53’iin metastatik dokularda %1.86, normal dokularda ise % 0.04 oraninda
protein ifadesinin oldugu ve metastatik dokularda normal dokulara oranla fazla miktarda

ekspresyonun gergeklestigi goriildi (Cizelge 3.3) (Sekil 3.3).

Cizelge 3.3. p53’iin Kolon Kanserindeki Normal ve Tiimérlii Dokulardaki ifadesi

Doku Tipi p53
Tlimor 1,86+0,17
(n=32) (0-3)
Normal 0,04+0,03
(n=32) (0-1)

T/N* 46,5
P value**
0,0000

Boyanma skorlari, ayni hastalara ait normal mide adenokarsinomlu 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 Tiimorlii dokular arasindaki protein
ifadelerin farkliliklart 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 degertstandart hata

b: minimum ve maksimum boyama giddeti

*: Tiimorlii / Normal orani
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Sekil 3.3. Kolon Adenokarsinomlu hiicrelerde orta siddette (+2)immunohistokimyasal p53

proteini ekspresyonu (X400).

Tek ok (1) normal doku, ¢ift ok (11)tiimor dokusunu isaret eder.
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Cizelge 3.4 Kolon Adenokarsinomlu Hastalarin Tiimérlii ve Normal Dokularinda GST Izozimlerinin
ve p53 Proteinin Ekspresyon Farkliliklar

GSTZ1 GSTS1 p53
n Timor Norm T/N* Timé Norm T/N Timo Norm T/N
al r al r al
p** p p
degeri deger deger
i i
Kolon 0.95+0. 0.29+0 3.28 0.87+0 0.16+0 5.44 1.86+0 0.04+0 46.5
11° ,07 A1 ,05 17 .03
Adenokarsi 5 0.0000 0.000 0,000
nom 5 (0-3)° (0-2) (0-3) (0-1) 0 (0-3) (0-1) 0
Iyi 1.17+0. 0.25+0 4.68 1.00+0 0.13+0 7.69 1.83+0 0.0+0. ?
Diferansiye 19 .09 A5 .07 24 0
2 0.0006 0.000 0.000
Adenokarsi 4  (0-3) (0-1) (0-2) (0-1) 1 (0-3) (0-0)
nom
Orta 0.82+0. 0.18+0 456 0.82+0 0.18:0 456 2.05+0 0.05+0 41
Diferansiye 16 11 .20 .08 27 .05
2 0.0050 0.037 0.000
Adenokarsi 2 (0-2) (0-2) (0-3) (0-1) 8 (0-3) (0-1)
nom
Kaotii 0.67+£0. 0.67+0 1.00 0.67+0 0.22+0 3.05 1.44+0 0.11+0 13.09
Diferansiye 24 24 24 15 44 A1
9 1.0000 0.216 0.034
Adenokarsi (0-2) (0-2) (0-2) (0-1) 4 (0-3) (0-1) 1
nom

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (tiimor dokusu) ve non-neoplastik (periferal normal dokular)

hiicrelerin boyanma siddetine gére hesaplanmistir. Buna gore 0; protein ifadesi goriilmeyen, 1;

hafif giddette

protein ifadesi, 2; orta siddette protein ifadesi ve 3; siddetli protein ifadesi seklinde derecelendirildi. Tiimér ve
Normal dokular arasindaki protein ifadelerinin farkliliklart Mann-Whitney U Test ile %95°lik giivenilirlik
diizeyinde incelendi. a: ortalama degertstandart hata, b: minimum ve maksimum boyama siddeti , *:
Tiimo6r/Normal orani, ** p degeri 0,05 den kiigiik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Kolon Adenokarsinomlu Hastalarin tamaminda, Iyi ve orta diferansiye
adenokarsinomlu hastalarin tamaminda GSTZ1, GSTS1 ve p53 proteinlerinin ekspresyonlari
hastalarin tiimorlii dokularinda normal dokularina oranla daha fazla oldugu istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,05) (Cizelge 3.4). Ancak kotii diferansiye adenokarsinomlu hastalarda
sadece p53 proteini tiimorlii dokularda normal dokulara oranla bu hastalarda anlamli derecede
yiiksekti (p<0,05) (Cizelge 3.4). Bu grup hastalarda GSTZ1 ve GSTSL1 izozimlerinin protein
ekspresyonlari tiimorlii dokularda normal dokulara oranla sirasiyla 1.00 ve 3.05 kat daha fazla

olmasina ragmen bu sonug istatistiksel olarak dogrulanamadi (p>0,05)
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4. TARTISMA VE SONUC

Kanser, diinya genelinde ani oliimlerden sonra insan hayatini etkileyen nedenlerin
basinda yer almaktadir. Gelisen teknoloji ve bilimsel ¢alismalar 1s181nda her ne kadar bu insan
hayatin1 olumsuz sekilde etkileyen hastalifa careler aransa da heniiz giinimiiz bilim ve
teknolojisi bu konuda yetersiz kalmaktadir. Bunun baslica sebebi; bu hastaligin olusumunda
molekiiler karmaganin iyi derecede aydinlatilamiyor olmasidir. Fiziksel, kimyasal ve biyolojik
karsinojenler gibi g¢evresel faktorlere maruziyet ve kanser olusumunda gorevli genlerin
(onkogenlerin) aktivasyonunun yani sira, bu genlerin inhibisyonunu saglayan timor suprassor
genlerin inaktivasyonu gibi baslica nedenler kanser mekanizmasinda aydinlatilmaya
calisilmaktadir. Tedaviye yonelik bu arastirmalar arttikca gelinen noktada her defasinda
yapilan ve bulunan bir etyolojik faktor, tedaviden ziyade bu hastaligin komplike yapisini
aydinlatmakta ve hedefe ulasmayr zorlastirmaktadir. Kanser mekanizmalarinin
aydinlatilmasina yonelik calismalarda, 6zellikle molekiiler diizeyde hedef genler ve proteinler
iizerine yapilan ¢alismalardan ziyade, hiicrenin, esasinda farkli islevler icin iirettigi gen ve
proteinlerinin de bu hastaligin mekanizmasinda gorev aldigi artik bilinmektedir. Ozellikle
detoksifikasyon ve ilag metabolizmasinda, hiicre i¢i immunite gibi dogrudan kanser
olusumunda gorev almayan ancak yapisal bozulmalar sonucunda da kansere yol acan gen ve

proteinler ile bunlarin metabolizmasi da kanser olusum nedenleri arasinda gosterilmektedir.
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Yapilan tez ¢alismasinda, kolon kanserinin olusmasinda ve gidisatinda biiyiik bir rol
oynayan glutatyon-S-trasferaz  (GSTs) sigma ve zeta izozimlerinin dagilimlart
immiinhistokimya metoduyla ¢alisilmistir. GSTS1 ve GSTZ1 izozimlerinin benign ve
karsinom hiicrelerindeki dagilimlar1 tespit edilmis ve kanser biyolojisindeki rolii ve klinikte
kullanilmasi degerlendirilmistir. Ayrica GST sigma ve zeta izozimlerinin benign ve karsinom
hiicrelerindeki dagilimlariyla hastaya ait klinik parametreleri (yas, cinsiyet, timdr evre ve

derecesi) istatistiksel olarak karsilagtirilmistir.

Kolon kanserli dokularda yapilan ¢alismada, GST izozimlerinden GSTO1 ve GSTK1’
in oranmi normal kolon dokularma gore anlamli bulunmus ve kolon kanserinde bu

izozimlerinin rolii olabilecegini vurgulamustir.[Simsek ark ] [45]

Yapilan polimorfizm ¢alismalarina bakildiginda Piao ve ark. 2009 yilinda yaptiklari
calismada GSTM1 ve GSTT1’ in null tipinin kolon kanseri olma riskini arttirmadigini [46]
vurgulamigsalarda yapilan bu tez ¢alismasinda GSTT1 in protein ifadesinin kolon kanseri

riskini arttirdig1 vurgulanmistir.

Yapilan bir bagka calismada Kiss ve ark. 500 kolorektal kanserli ve 500 kontrol
gurubunda GSTM1 in null olmasi kolorektal kanser olma riskini arttirdigin1 ancak GSTT1 ve

GSTPI kolorektal kanser olma riskiyle bir iligkisi olmadigini vurgulamislardir [47]

Cai ve ark. 2001 yilinda yaptiklari polimorfizm ¢aligmasinda GSTM1 null genotipli
bireylerin gastrik kansere yakalanma riski yiiksek fakat GSTT1 in herhangi bir fark

olusturmadigi bulmuslardir . [48]
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Ye Zheng ve ark. 2002 yilinda yaptiklar1 calismada GSTM1, GSTT1’in kolon
kanseri riski polimorfik olarak ¢alisilmis. Yaptiklar: ¢aligmanin sonucunda kanserli hastalarda
GSTM1 ve GSTT1 null genotipi kanser olusumunda Onemli bir risk olusturmadigi

gostermislerdir [49].

Masoudi ve arkadaslart GSTO2, GSTM1, ve GSTT1 izoenzimlerini, gastrik kanser
vakasinda calismiglardir. Calismanin sonucunda GSTO2 nin null genotipinin gastrik kanser

olma riskini distirdiigiinii géstermislerdir . [50]

Yapilan bir baska calismada 31 kolorektal kanser vakasi, ve 98 kontrol grubunda,
GSTO1 ve GSTO2 polimorfizmi ¢alismiglardir. Calismada, GSTO2*N140D polimofizmi nin

kanser olusumunda herhangi bir risk faktorii olusturmadigi gosterilmistir . [51]

Djukic ve ark. mesane kanserinde sagkalimi izleyerek GSTT1, GSTP1(rs1695),
GSTO1(rs4925), GSTO2(rs156697), GSTM1, GSTA1(rs3957357) genleriyle polimorfizmi
ile kemoterapiye etkisini arastirmiglardir. GSTP1, GSTM1 ve GSTAL1 polimorfizmi ile
kemoterapi alan hastlarda sagkalim arasinda 6nemli bir iliski gozlenmemistir. Fakat, GSTT]I,
GSTO1 ve GSTO2 polimorfizmi ile sagkalim arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
gozlenmistir. GSTT1, GSTO1 ve GSTO2 null genotipli bireylerin &liim riskileri artmustir .

[52]
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Marahatta ve ark.” nin yaptiklar1 calismada GSTO1 (A140D) polimorfizminin
hepatoseliiler karsinoma, kolanjiokarsinoma ve meme kanseri risklerini anlamli olarak

arttigini saptamiglardir [53]

Oguztiiziin ve arkadaglar1 2013 yilinda yaptiklar calismada tiroid 15 Folokiiler
Adenokarsinom, 16 Tiroid Papiller Karsinom (TPK) ve 27 Nodiiler Hiperplazili(NH) hastanin
GSTO1 ve GSTKI1 protein ekspresyonlarini immunohistokimyasal olarak incelemislerdir.
NH’1l1 hastalarin %81.48, FA’lh hastalarin %80 ve TPK’lL1 hastalarin %60°mda GSTO1’in
eksprese olduklarini ve GSTK1 izoziminin ise NH’l1 hastalarin %48,14’tinde, FA’l1 hastalarin
%60’inda ve TPK’li hastalarin %87,5’inde ekprese oldugunu gostermislerdir. GSTO1
izoziminin TPK’l1 hastalarin dokularinda, FA’l1 hastalara oranla 1,91 (p=0,0023<0,05); NH’I1
hastalara oranla 2,1 kat (p=0,0003<0,05) daha fazla eksprese oldugu; GSTK1 izoziminin
TPK’l1 hastalarin dokularinda, FA’l1 hastalara oranla 2,08 (p=0,011<0,05); NH’l1 hastalara
oranla 3,73 kat (p=0,0002<0,05) daha fazla eksprese oldugu istatistiksel olarak anlamli

bulunduklarini bildirmislerdir . [54]

Wang ve ark. GSTO1 (A140D) polimorfizminin iirotelyal karsinoma riskini

anlamli olarak degistirmedigini saptamiglardir. [55]
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Yapilan bu tez calismasinda GSTS1 ve GSTZ1 izozimlerinin protein ekspresyonlari
ilk defa calisilmistir. Literatiire bakildiginda gen ekspresyon calismalarina agirlik verildigi,
protein ifadelerinin incelenmedigi goze carpmaktadir. Bu alanda bulunan agiklig1 aydinlatma
amactyla yapilan calismamizda protein ifadeleri daha onceden calisilmamis olan bu
izozimlerin kanserli dokulardaki ifadelerinin normal dokulardan yiiksek oldugu tespit edildi.
Calismamiza konu olan enzimler daha fazla hasta doku gruplarinda ¢alisilmali ve kanser
hastasi olan bireylere ilag verilirken bu enzimlerin miktarlar tayin edilerek uygun sekilde

verilmelidir.
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