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OZET

SiITOZOLIK GST OMEGA1 iLE MiTOKONDRIYAL GST KAPPAT’IN
KOLON VE MIDE KANSERLERINDEKIi PROTEIN
EKSPRESYONLARININ iINCELENMESI

MORAN, Biigra
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Serpil OGUZTUZUN
Mayis 2014, 61 sayfa

Kirkyedi Kolon Adenokarsinom ve kirk Mide Adenokarsinom vakasinda, glutatyon-
S-transferaz  (GST) Omega (01) ve GST Kappa (K1) izozimlerinin
immiinohistokimyasal bulgular1 degerlendirildi. Bu hastalara ait dokular boyanma
siddetine gore karsilastirildiginda; Kolon Adenokarsinomada GSTO1 ve GSTK1
izozimlerinin protein ekspresyonlarinin tiimorlii dokularda normal dokulara oranla
daha fazla oldugu bulunmustur (p=0,0000; 0,000<0,05). Mide Adenokarsinomda
GSTO1 ve GSTKI izozimlerinin protein ekspresyonlarmmin tiimorlii dokularda
normal dokulara oranla daha fazla oldugu bulunmustur(p=0,0008; 0,000<0,05). Bu
bulgulara gére GSTO1 ve GSTK1 izozimleri kolon ve mide kanserlerinde diagnostik
agidan Onemlidir. GSTO1 ve GSTK1 izozimlerinin immiinohistokimya boyama
sonuglari, klinik parametrelerle karsilastirildiginda; bu izozimlerin ekspresyonlari
hastalik durumlarinda yasa, cinsiyete, timor evre, sigara ig¢iminde farklilik

gostermedi (p>0,05).

Anahtar kelimeler: Kolon Adenokarsinom, Mide Adenokarsinom,
GSTO1,GSTK1, immiinohistokimya



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CYTOSOLIC GST OMEGAL1 AND
MITOCHONDRIAL GST KAPPA1 ISOENZYMES PROTEIN EXPRESSIOS IN
COLON AND STOMACH CARCINOMAS

MORAN, Biisra
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmant of Biology, M.Sc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN
May 2014, 61 pages

Glutathione-S-transferase (GST) Omega and GST Kappa immunohistochemical
staining results were evaluated in 47 cases of colon
adenocarcinoma and 40 cases of stomach adenocarcinoma. When the tissues of these
cases were compared according to their staining intensity, GSTO1 and GSTK1
expressions in colon adenocarcinoma were found significantly higher
than those in normal colon tissues (p=0,0000; 0,000<0,05). GSTO1 and GSTK1
expressions were significantly higher in stomach adenocarcinoma than those
in normal stomach tissues (p=0,0008; 0,000<0,05). These results suggest
that GSTO1 and GSTK1 can be important in the diagnosis of colon and stomach
adenocarcinoma. Correlation of the immunohistochemical results of GSTO1 and
GSTK1 isoenzymes with the clinical parameters was investigated, and they

were found not correlated with age, sex, smoking status (p<0,05).

Keywords: Colon Adenocarcinoma, stomach adenocarcinoma, GSTK1, GSTK1,

immunohistochemistry
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1.GIRIS

Hiicreler, belli bir kontrol altinda, bir taraftan programli 6liim (apoptoz) denilen olay
ile yok olurken diger taraftan da ihtiyaca gore biiylime faktorlerinin etkisi ile
cogalirlar. Biliylime faktorleri DNA’daki c¢esitli genlerin etkisiyle olusan
proteinlerdir. Bu genler mutasyona ugrayarak hiicrelerin asir1 biiylimesine neden
olurlarsa, o zaman kanser olusur. Neoplazmalar, benign ve malign olmak tizere iki
sinifa ayrilirlar. Tiirkiye Kanserle Savas Vakfi’nmin verdigi tanima gore kanser;
viicudun bir organ veya dokusunda beliren bazi anormal hiicrelerin kontrolsiiz ve
diizensiz bir sekilde ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan kotii tabiatli bir hastaliktir. Bu
tanim genisletilmek istendiginde kanser; genetik ve epigenetik degisiklikler sonucu
normal hiicreleri apoptozdan kacarak kontrolsiiz hiicre boliinmesine siiriikleyen,
timor baskilayic1 genleri inaktif ve onkogenleri aktif hale getiren, uzun bir zaman
stireci i¢inde genetik mutasyonlarin da etkisi ile hasara ugramasi sonucu kontrolsiiz
boliinmeleriyle olusan benignya da malign timorlerdir anlamina gelir. Diinyada her
yil 6 milyon kisi kanserden dlmektedir. Ulkemiz’ de ise bu sayinm 50.000 civarinda

oldugu tahmin edilmektedir [1-6].

Kanser olusumuna sebep veren birgok etmen vardir. Bunlan kimyasal, fiziksel,
biyolojik ve genetik karsinojenler olarak dort sinif altinda toplamak miimkiindiir. Bu
maddelere maruziyet sonucu hiicre DNA’sinda meydana gelen degisiklikler hiicre igi
tamir mekanizmalar1 yardimi ile diizeltilebilir. Fakat kimyasallara maruziyetin
stirekli olmasi ve tamir mekanizmalarinin yetersiz kalmasi sonucu hiicrede olusan
degisiklikler diizeltilemez ve boylece kanser olay1r baglamig olur. Bu karsinojenlere
cesitli yollarla maruz kalinabilir. Ornegin inorganik kimyasallardan arsenik havadan
soluma yoluyla viicuda girebilecegi gibi icme sularina karisarak da insan viicuduna

girebilir. Cizelge 1.1 de karsinojenler siniflandirilmustir [7].



Cizelge 1.1 Karsinojen maddelerin Siiflandirmasi [7]

Polisiklik Aromatikidrokarbonlar
Organik (PAH)
Kimyasallar Dialkinitrozaminler
Nitrit
Arsenik
Inorganik Kadmiyum
-Kimyasal kimyasallar Nikel
karsinojenler Kursun
Berilyum
Alkol
Dis Sigara
1ger Eksoz
Diyet
Fiziksel Glines 1s1nlar1
Karsinojenler Ultraviyole 1sinlar
Biyolojik Viriisler (Retroviriis, Hepadna viriis, Papilloma viriis ve
Karsinojenler Herpes viriis), Hormonlar
Genetik DNA dizi polimorfizmi
Karssinojenler Onkogenler

Kanser siklig1, bir toplumda bir yilda ortaya ¢ikan yeni kanser vakalar1 sayisinin yiiz
bin niifusa oran1 seklinde ifade edilir. Kanser goriiliis sikligi, yas, cinsiyet, kanserin
tirli ve cesitli ilkelere gore biiylik farkliliklar gosterir. Gegmis yillarda; Parkin
tahmini olarak verdigi rakamlarda 2000 yili i¢cin 10 milyon yeni kanser vakasi, 6
milyon kanserden 6lim ve 22 milyon kanserli hasta hesaplamistir, bu veriler Tirkiye

de teshi edilen kanser vakalariyla[8].

Saglik Bakanligi’nin 2012 yilinda yayimladigi, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumundan
aldig1 veriler dogrultusunda Tiirkiye de en sik goriilen kanser tiirleri kadin ve erkek
hastalara goére tablolastirllmistir. Kolorektal kanser insidansi (100.000°de, Diinya
Standart Niifusu) 2004 yili verilerine gore kadinlarda %11,3 iken 2008 yilinda
%13,9’ a ylikselmistir, ayn1 sekilde mide kanseri insidans1 2004 yilinda kadinlarda
%6,4 iken 2008 yilinda %7,7° ye yiikselmistir. Kolorektal ve mide kanserlerinin
erkek hastalardaki insidanslarina (100.000°de, Diinya Standart Niifusu) bakildiginda;



kolorektal kanser insidansi 2004 yilinda %16,5 iken 2008 yilinda %20,8" e
yiikselmigken mide kanseri insidans1 2004 yilinda %14,1 iken 2008 yilinda %18’ e
yiikselmistir. (Cizelge 1.2 ve ¢izelge 1.3) [9].

Cizelge 1.2. Yillara Gére Kadimlarda En Sik Gériilen 10 Kanser Tiiriiniin Insidansi,

(100.000’de, Diinya Standart Niifusu), Tiirkiye [9]

2004 (2005 (2006 [2007 {2008 [2009" [2010" |[2011"

Meme 34,7 |35 37,6 |359 |40,7 (42,1 [436 [451
Tiroid 7,3 9,6 10,8 (14,4 (16,2 (19,7 |24 29,8
Kolorektal 11,3 |11,1 |12,5 |12,3 (13,2 |139 146 153

Uterus korpusu | 7,6 7,1 84 |87 |86 [95 10,4 11,4
Trakea, Akeiger\;, 17, |77 178 82 |87 |93 o9

ve brong

't':r?fg'rﬁsg'” a4 |4 49 |52 |5 |6 72 |86
Mide 64 |69 |76 (84 |77 |8 83 |86
Over 58 |56 |59 |65 |69 |71 |73 |75
Uterus Serviksi [4,5 4.4 4.8 4,3 4,1 49 5,9 7,1

Beyin, diger sinir
sistemi

3,6 4 46 |46 |44 |45 4,6 4,7

#2009, 2010 ve 2011 yillarina ait Insidans degerleri tahmini degerlerdir



Cizelge 1.3. Yillara Gére Erkeklerde En Sik Goriilen 10 Kanser Tiiriiniin Insidanst,
(100.000’de, Diinya Standart Niifusu), Tiirkiye [9]

2004 2005 2006 2007 ]2008 |2009" |2010° |201L°
Trakea, Akciger|eo ) losg lego |73 |692 [741 |793 |84.9
ve Brons
Prostat 249 |286 |289 |323 |376 |44 |514 |60
Mesane 103 (206 |21 |225 |217 |234 |253 |273
Kolorektal 165 (162 [182 [191 |208 |225 |23 |263
Mide 141 |149 |148 |173 |18 |191 |203 |216
Non-Hodgin 63 |59 |69 |76 |69 |85 |104 |127
Lenfoma
Larinks 10 (89 97 |93 |91 |95 |99 |103
Pankreas 4 4.4 5,2 6,3 6,1 6,7 7,3 8
Bibrek 41 |41 |55 |52 |58 63 |69 |75
Beyin, diger sinir| 7 |57 |54 |58 |61 |62 |63 |6
sistemi

#2009, 2010 ve 2011 yillarina ait Insidans degerleri tahmini degerlerdir

Kansere sebebiyet veren etmenlerden kimyasal karsinojenler artan kentlesme ve
sanayilesmeye bagl olarak; endiistriyel atiklar, arabalardan ¢ikan egzozlar, fabrika
bacalarindan ¢ikan dumanlar, fabrikalarin kimyasal atiklar1 ayrica tiitliniin en sik
kullanim big¢imi olan sigara ve sigara dumani, pestisitler, herbisitler ile giin gegtikge
etkisini arttirmistir. Bilinen diger risk faktorlerine daha detayli bakildiginda;
asbestos, haloeter, PAH, radon, arsenik, nikel, agir metal tozlar1, vinil kloriir, krom,
gibi kimyasal maddeler ve kimyasal maddelere is yerlerinde maruz kalma arttik¢a
meydana gelen mesleki hastaliklarda kanser olusumu ve gelisiminde 6nemli bir yer
tutar [10,11]. Bu etmenleri ortadan kaldirmak miimkiin olmadigindan tam etkisini
saptamak, viicuttan elemine edilmesini saglamak veya elimine edilmesine bagl
sonuclar ¢ikarmak onem kazanmistir. Bu maddelerin viicuttan eliminasyonlarinda

detoksifikasyon mekanizmalar1 gérev alir.

Detoksifikasyon (biyotransformasyon); toksik maddeler, metabolitler, epoksidler gibi

ksenobiyotiklerin zararli etkilerinin cesitli enzim ya da molekiiller yardimi ile



zararsiz hale getirilerek viicuttan disari atilimini saglama mekanizmalar1 olarak
aciklanabilirFaz | ve Faz Il reaksiyonlar1 olmak iizere baslica iki ana grupta toplanan
detoksifikasyon metabolizmasinda; karsinojenler, sirasiyla Faz | reaksiyonlari ile ya
reaktif olmayan iriinlere yikilarak viicuttan dogrudan atilirlar ya da reaktif
metabolitlere transforme olurlar. Viicutta birikmesi ve atilmamasiyla DNA hasari,
doku hasari, mutasyon, hiicre yaslanmasi, kanser gibi metabolik ve kalitsal
rahatsizliklara yol agan bu reaktif metaboliteler, Faz Il reaksiyonlar1 ile konjugasyon

reaksiyonlarina ugratilarak idrar, safra, ter yoluyla viicuttan disar1 atilirlar [12-14].

Bu tez galigmasinda kanser olusum ve gelisimine biiyiik 6l¢iide sebep oldugu bilinen
kimyasallarin viicuttan elimine edilmesinde biiyiik 6l¢giide rolii olan detoksifikasyon
mekanizmasinin Faz |l Reaksiyonlarindan Glutatyon S-Transferaz enziminin
sitozolik GSTO1 ve mitokondriyal izoenzimi olan GSTK1’in immunohistokimyasal
yontemle mide kanseri ve kolon kanserinde ki protein ifadesi goriiliip goriilmedigine
bakilmis ve elde edilen sonuclarin yas, cinsiyet, sigara kullanimi arasindaki

istatistiksel iliskilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

1.1. Kolon Kanseri Epidemiyolojisi ve Etyolojisi

Kolon kanserine yakalanma siklig1 gelismekte olan iilkelerde oldugu gibi gelismis
tilkelerde de her yil hizli bir artis gostermekte oldugu bilinmektedir. Gelismis
tilkelerde iiclincii siklikta goriilen kanser tipi olmakla birlikte biitiin kanserlerin
yaklasik %9’unu olusturur, Tiirkiye’de ki kolon kanserli hastalarin sayisina
bakildiginda kadinlarin erkeklerden daha fazla yakalandigi goriillmekteyken [15-17],
sindirim sistemi kanserlerine yakalanma sayisina bakildiginda kolon kanserlerinin
mide kanserlerinden sonra en sik rastlanan sindirim sistemi kanseri oldugu ve ikinci
siray1 aldigi goriilmektedir. Kadinlarda meme ve tiroid kanserlerinden, erkeklerde ise
akciger, prostat ve mesane kanserinden sonra en sik goriilen kanser tiirii oldugu
bildirilmistir [9,18].

Kolon kanserinin tan1 yast ortalama 62 olarak bildirilmektedir fakat kolon kanserine

yakalanan bireylerin yaslarina bakildiginda kolon kanseri igin risk 50-75 yas



arasinda degistigi gozlenmektedir. Hiicre hasarlarinin artmasi ve sag kalimin

azalmasina da bagli olarak yas ilerledik¢e risk orani yiikselir [19].

Hastaliga sebebiyet veren etmenlere bircok faktor sayilabilir. Bu faktorler; hastalarin
¢ok az bir kisminda kalitsal gecis, diyet, bakteriler, safra tuzlarinin etkileri,
kolesistektomi, peptik ulser, iltihapli barsak hastaligi, pelvik radyoterapi,
apendektomi (apandisin ameliyatla alinmasi), yas, diyabet ve alkol kolon kanserine
sebebiyet acisindan énemlidir [20]. Tiitiin kullanimi kolonda bening ve malign tiimér
goriilme sikligin1 6nemli Slgiide arttirmaktadir, ilk kullanim yasinin erken olmasi ve

giinliik i¢ilen adet sayis1 ve yillik paket sayisi kanser riskini artirir [16].

Tarimsal saglik ¢aligmasindaki bir rapora gore bocek ilaci(insektisit) uygulayanlarda
bu kanserin geligim riski yiiksek olarak goriilmiistiir, bu da gostermistir ki kimyasala
direk maruz kalinmasada hava ya da temas yoluyla maruz kalmak da kanser riskini
arttirmaktadir [21].

Ayrica insanlarin giinlik hayatlarinda rahatlikla maruz kalabilecegi ve maruziyetin
gelisen teknolojik donanimlar sayesinde azaltilamadigi iyonize radyasyonun da
kolon kanseri riskini arttirdigi bildirilmistir [22]. Genel olarak kiigiik ve tiibiiler
(salg1 bezi) yapidaki poliplerin kolon kanseri riskini arttirmadigi kabul edilmekle
birlikte, kolonoskopi sirasinda saptanan tiim poliplerin c¢ikartilmas: kolon kanser

insidansini %76-90 oraninda azaltmaktadir [23].

Cevresel faktorlere maruz kalmayla birlikte tiimor derecesine de bagl olarak kolon
kanserine kalitsal duyarlilik ileri siiriilmiistiir, birey hem kalitsal olarak kolon
kanserli gen igeriyor hem de tiimore sebep veren maddelere maruz kaliyorsa tiimoriin
ortaya ¢ikma oraninda artis beklenmektedir [24,25]. Bununla beraber bir takim
polimorfizmlerin de bu kanserin gelisiminde rolii oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin;
Glutathion S-transferaz da bulunan genetik polimorfizmlerin kolon kanseri igin

Onemi olabilecegine dair goriisler mevcuttur [26].



1.2. Kolon Kanseri TNM Evrelemesi

Uluslararas1 Kanser Birligi (UICC)’nin tiimor, lenf diigimii ve metastaz
komponentlerini gruplandirmasiyla ortaya koydugu TNM (T: primer tiimor; N:
bolgesel lenf bezleri; M: uzak metastaz) siniflamasi, daha ayrintili bir siniflama olup
kolaylikla diger siniflama sistemlerine ¢evrilebilir. Giiniimiizde halen bu siiflamaya

gore tan1 ve tedavi karar1 verilmektedir [27].

Cizelge 1.4. Kolon Kanseri TNM Evrelemesi [27]

Evre 0 TIS NO MO
Tl
Evre | T2 NO MO
T3
Evre 11 T4 NO MO
N1
Evre 111 | Herhangi bir T N2 MO
N3
Evre IV | Herhangi bir T | Herhangi bir N M1

Primer Tiimér (T)

TX: Primer tiimorii bilinmeyen

TO: Primer tiimdr yok

Tis: Karsinoma insitu

T1:Timo6r submukozaya invaze

T2:Tiimo6r muskularis propriaya invaze

T3:Tiimor subseroza veya nonperitonealize perikolik dokuya invaze

T4:Tiumor visseral peritona perfore olmus veya diger organ ve dokulara direkt

invazyon gostermis

Bolgesel Lenf Nodiilleri (N)

Nx: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilememekte



NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1: Perikolik 1-3 lenf nodunda metastaz
N2: Perikolik 4’ten fazla lenf nodunda metastaz

N3: Ana arter kokiinde lenf nodu pozitifligi

Uzak Metastaz (M)

Mx: Uzak metastaz varlig1 degerlendirilememekte
MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz mevcut

1.3.  Kolon Kanseri Histopatolojisi

Diinya Saglik Orgiiti (WHO)’ne gore; Adenokarsinom, Miisindz adenokarsionm
Tagsli-yiizlik hiicreli karsinom, Yass1 hiicereli karsinom, Adenoskuamoz karsinom,
Mediiller karsinom, Diferansiye olmayan karsinom olarak siniflandirilmistir [28].

Kolon kanserlerinin biiyiikk ¢cogunlugu (%95) adenokarsinomdur. Ayrica skuamdz
hiicreli karsinom, karsinoid tiimorler, adenoskuaméz ve indiferansiye karsinomun

yani sira nadiren sarkom ve lenfomalar gibi nonepitelyal tiimorler de goriilmektedir

[29,30].

Adenokarsinom: Bu kanser tipinin tanimlayict &zelligi; kas mukozayr asarak
submukozaya (sindirim kanalinin duvarinda mukoza tabakasinin disinda kan
damarlart bulunduran yapi) girmesidir. Degisik miktarlarda miisin sekrete eden bir
tiimordiir ve miisin sekresyonu tiplerinin belirlenmesinde etkili bir faktordiir. Timor;
seyrek endokrin hiicreler, goblet hiicreleri, silindirik hiicreler ve ¢ok nadir olarak
Paneth hiicrelerinin (genel olarak ince bagirsaklarin kript epitellerinin alt kisminda
bulunan piramit bi¢imli, iri graniillii asidik ortamda yasayan hiicreler) bir arada
bulunmasiyla olugmaktadir. Salgi bezlerinin arasindaki bosluklar siklikla hiicresel
kalintilar icerir. Az diferansiye adenokarsinom, orta diferaniye adenokarsinom ve iyi
diferansiye adenokarsinom olmak {izere ii¢ alt tipi bulunur. Az diferansiye

adenokarsinomdan iyi diferansiye adenokarsinoma gidildik¢e tiimoriin tanisi



zorlagmakta ¢iinkii timoér gelisimi azalmaktadir, bu tiplerin ayrimi igin

hastahanelerde immunohistokimyasal boyamalar kullanilmaktadir.

Miisinéz adenokarsinom: Bu tip tiimdrlerde, tiimoér dokusunun %50’sinden daha

fazla oranda hiicrelerin yapisinda ve hiicre digina atilan miisin izlenmektedir.

Tash yiiziik hiicreli karsinomlar: Bu tip tiimérlerde ise musindz karsinomdan farkli
olarak ttimor hiicrelerinin sitoplazmasinda artmis miisin yapimi bulunur. Bu tip
karsinomalarda, hiicrelerin %50 den ¢ogu intraselliiler musin birikiminin niikleus ve
sitoplazmay1 hiicrenin dis yilizeyine dogru yerdegistirdigi tash yiiziik morfolojisi
gosterirler. Bu tiimorlere kolon karsinomlar: arasinda ¢ok seyrek rastlanmasina

karsin kotii prognoz gosterir [31-33].

Mediiller kanser WHO siniflamasima 2000 yilinda eklenmis olup rutinde ¢ok fazla
karsilagilan bir timor tipi degildir. Timor karakteristik olarak; lenfosit infiltrasyonu

gosteren hiicreler bulundurur [31].

Cok daha seyrek gozlenen tiimorler ise; mikroglanduler goblet hiicreli kanser, seffaf
hiicreli kanser, adenoskuamoz kanser, i8si hiicreli ve metaplastik kanser
(karsinosarkom), dev hiicreli kanser, koryokarsinom, endometriozis zemininde
gelisen kanser ve Paneth hiicreden zengin papiller adenokanser WHO simiflamasinda

yer almazlar [34].

1.4.  Mide Kanseri Epidemiyolojisi ve Etyolojisi

Mide kanseri insidansi orta yasli bireyde ve ozellikle erkeklerde daha yiiksektir.
Erkeklerde goriilme sikligiin kadinlarda goriilme sikligina orani (erkek/kadin orani)
2/1°dir. Mide kanserinin tan1 yasi ortalama 60 olup, 30 yasindan &nce nadir goériilen
bir kanser tiiriidiir. 60 yasindan sonra bireylerin yasina da bagl olarak ortaya ¢ikma

sikliginda artis gortiilmektedir [35].



Diinyada en yaygin goriilen kanser tiplerinden sayilabilir; diinya genelinde
erkeklerde 2. kadinlarda 4. en sik goriilen kanserdir. Tiirkiye’de saptanan kanserlerin
erkeklerde % 7.4, kadinlarda % 6’s1 mide kanseridir. Ulkemizde mide kanserinden
6liim orani1 erkeklerde 4.3/100.000, kadinlarda 2.5/100.000’dir [36].

Mide kanserinin gelisiminde ve ilerlemesinde birgok etken vardir bunlar genel
olarak; sigara, beslenme aliskanliklar1, gidalar1 saklama ve pisirme yontemleri olarak
siralanabilir. Ornegin, protein malniitrisyonu (protein yetersizligi), asir1 miktarda tuz
alinmasi, tiitsiilenmis yiyecekler, nitratlar ve safra asitleri gibi kimyasal irritanlarin
mide kanser riskini artirdigr ifade edilmektedir. Son 15 yil i¢inde proksimal mide

kanserlerinin (Kardianin adenocarsinomasi) insidansinda artis mevcuttur [37,38].

Cevresel faktorler ve beslenmenin mide kanseri iizerine olan etkisi uzun yillar
aragtirtlmistir. Cok ge¢mis yillarda yapilan ¢alismalarda yiiksek risk bolgelerinden
diisiik risk bolgelerine go¢ eden topluluklarin sonraki nesillerinde mide kanseri
insidansinin belirgin bi¢imde azaldig1 saptanmis ve gilinlimiizde de gecerliligini bu
goriis korumaktadir. Bu da gen¢ yaslardan itibaren etiyolojik faktorlere maruz
kalmanin kanser olusma riskini arttirdigint gostermektedir. Bu etiyolojik ajanin ne

oldugu bilinmemekle birlikte diyetin 6nemi tizerinde durulmustur [39-41].

Komiir madeni isgileri, kauguk ve asbest ile yakin temas ¢alisanlarinda mide kanseri
insidanst normal populasyona gore ¢ok kiiciik bir artis oldugu bildirilmistir [42].
Ayrica kursun, nikel, madeni yaglar, pestisid ve iyonize radyasyon gibi karsinojen
ajanlar da mide kanserine sebebiyet vermektedir [22]. Diisiik sosyoekonomik
diizeyde ¢aligan insanlarin ¢evresinde kotii hijyenik kosullar ve ¢evre kirliligi artmis

buna bagli olarak da mide kanserinin oraniyla iligkilendirilmistir [43].

1.5. Mide Kanseri TNM Evrelemesi
Tim kanserlerde oldugu gibi mide kanserleri i¢inde evrensel nitelikte ve tedavi

sonugclarimi karsilagtirmaya miisait bir evrelendirme sistemi gereklidir. Evrelendirme

sistemi ile yaklagimina, tedavi sonuglarinin degerlendirilmesine, hastaligin
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prognozuna ve hastaneler arasinda veri transferinin saglanmasina yararli olmaktadir

[44]. Mide kanserlerinin TNM siniflandirmalar1 Cizelge 1.4’de verilmistir.

Cizelge 1.5. Mide kanserinde TNM Evrelemesi [44]

Evre0 | TIS NO MO
T1 NO-1 MO
T2 NO MO
T1 N2 MO
Evre Il T2 N1 MO
NO MO

Evre |

T2
T3
T4
N2
N1-2
NO-1
MO
MO
MO
T4
T1-4
N2
N1-2
MO
M1

Evre
11

Evre IV

Primer Tiimor(T)

Tis: Karsinoma in situ
T1: Lamina propria veya submukoza invazyonu
T2: Muskularis propria invazyonu

T3: Seroza penetrasyonu
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T4: Komflu yapilarin invazyonu

Lenf Metastazi(N)

NO: Yok
N1: Primer timoriin kenarina 3 cm uzakliktaki perigastrik lenf nodlarina metastaz
N2: Primer tiimor kenarina 3 cm’den daha uzak perigastrik lenf nodlar1 ile beraber

gastrik, kommon hepatik, splenik veya ¢olyak arterlere metastaz

1.6. Mide Kanseri Histopatolojisi

Diinya Saglik Orgiiti'niin  (WHO) 2000 yilindaki siniflandirmasma  gére;
Adenokarsinom (Intestinal, Difiliz); Papiller, Tiibiiler, Miisindz, Tash Yiiziik Hiicreli
Adenokarsinom ve Adenoskuamoz karsinom, Skuamoéz Hiicreli Karsinom,
Indifferansiye karsinom olarak siniflandirilirmasina karsin en yaygim tipi olan
adenokarsinom dort ana grupta, incelemek miimkiindiir. Ayrica WHO simiflamasinin
temel parcalarini olusturmayan % 1 siklikta nadir goriilen tipler de bulunmaktadir

bunlar; pariyetal hiicreli karsinom, mediiller karsinomlardir.

Tiibiiler adenokarsinom: Tiimor genislemis, dallanan tiibiiler, keseler halinde ve
solid yapilar seklindedir, kabartili yapilar eslik edebilir. Timor hiicreleri silindirik,
kiibik veya liimen igindeki miisine bagl yassilasmis olabilir. Genellikle bobrekte
bulunan berrak hiicreler (nefrik hiicreler) goriilebilir. Tiimor stromasinda belirgin
lenfositik sizma olan az diferansiye ve poligonal tiimor hiicrelerinin bulundugu
durumlarda mediiller karsinom (Lenfoepitelyoma benzeri karsinom) olarak
adlandirilirlar. Bazen lenfoid stroma oldukga belirgin olur ve lenfoma ile ayirici tam
yapilmas1 gerekir. Bu durumda immiinhistokimyasal incelemede sitokeratin (CK)

immiinreaktivitesi dnem kazanir.

Papiller adenokarsinom: Timéor fibrovaskiiler bag doku c¢evresinde dizilim

gosteren silindirik, kiiboidal hiicrelerden olusan parmaksi ¢ikintilar seklindedir. Bazi
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timorlerde tiibiiler yapilar eslik eder ve bunlar papillotubuler tiimor olarak

adlandirilir. Nadiren mikropapilller yap1 bulunur.

Miisin6z adenokarsinom: Timor igeren alanin yarisindan fazlasinda ekstraselliiler
miisin g6lleri bulunur. Tiimor hiicreleri miisin iireten silindirik hiicrelerle doseli bez
yapilar1 olusturabilir ya da miisin golleri i¢inde yiizer tarzda birkag hiicreli gruplar
seklinde karsimiza ¢ikar. Dagmik tash yiiziik hiicreleri bulunabilir, fakat bunlar

hi¢bir zaman baskin olmazlar.

Tash yiiziik hiicreli karsinom: Timoér dokusunun yarisindan fazlasi
sitoplazmasinda miisin igeren, izole ya da gruplar olusturan tiimor hiicrelerinden
meydana gelir. Tagh yliziik hiicreli karsinom terminolojisine karsin intrasitoplazmik
miisin igermeyen tiimor hiicreleri de goriilebilmektedir. Stromada desmoplazi
(oransiz miktarda bag dokusu olusumu) genellikle belirgindir. Tiimor hiicreleri bag
dokusunu genisleterek yayilim gosterir. Bazi olgularda tiimor hiicreleri oldukga
seyrektir ve tek tek dagilim gosterirler. Bes farkli tip tiimor hiicresi ile karsilasabilir.
Bunlar arasinda en tipik olani sitoplazma i¢indeki miisin nedeniyle niikleuslar1 bir
kenara itilmis olan, yuvarlak sekilli tash yliziik hiicreleridir. Sitoplazmalarinda AB
ile boyanan asit miisin bulunur. Bu hiicrelerin disinda niikleuslar1 ortada, mitoz
icermeyen ya da seyrek mitotik aktivite gOsteren histiosit benzeri hiicreler de

bulunmaktadir [45-47].

1.7. Ksenobiyotiklerin Metabolizmasi

Kimyasal karsinojenler biyotransformasyona ugramadan once biyolojik aktivitesi
olsun ya da olmasin organizmada degisik enzimatik reaksiyonlarla farkli etki
gosteren metabolitlere doniisiir ve sonra da konjugasyonla inaktif hale gelir ve

vicuttan atilir.

Genel olarak bir ksenobiyotik veya metabolitin biyotransformasyon sonucu

toksisitesi azaliyor veya ortadan kalkiyorsa bu olaya detoksifikasyon denilmektedir.
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Bazen de, kimyasal maddenin biyotransformasyonu ile ¢ok aktif ara metabolitler

olusabilir. Bu olaya ise toksikasyon veya biyoaktivasyon denir.

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyon mekanizmalar1 iki kisimda toplanabilir;
1. Faz | reaksiyonlar1

2. Faz Il reaksiyonlar1

Faz I reaksiyonlar yiikseltgenme (oksidasyon), indirgenme (rediiksiyon) ve hidroliz
reaksiyonlarindan olusur. Sitokrom P-450 (CYP) monoksijenaz yiikseltgenme ve
CYP rediiktaz indirgenme reaksiyonlarinda gorev alir. CYP enzimleri mikrozomal
enzimler tarafindan katalizlenir. Daha ¢ok karacigerde olmak iizere sinirli da olsa
akciger, bobrek, barsak, testis, deri, plasenta, adrenal bezde de faz I reaksiyonu
gerceklesebilir. Faz I reaksiyonu ile lipitte ¢oziinen ksenobiyotikler daha polar hale
gegerler [2,12,48].

Birinci ve ikinci faz biyotransformasyon mekanizmalarinda rol oynayan enzimler ve
reaksiyon tipleri Cizelge 1.6 ve Cizelge 1.7° de gosterilmistir. Faz |
reaksiyonlarindan yiikseltgenme basamaginda goren alan CYP ailesi, Faz II

reaksiyonlarinin konjugasyon metabolizmasinda gorev alan GST ailesi ile iliskilidir.
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Cizelge 1.6. Faz I reaksiyonlar1 ve rol oynayan enzimeler[12]

Reaksiyon Tipi Enzimler

1. Yiikseltgenme Sitokrom P450(CYP)’ler
Ksantin okidaz
Peroksidazlar
Aminooksidaz
Dioksijenaz

Stiperoksit dismutaz

2. Indirgenme Sitokrom P450(CYP)’ler
Ketorediiktaz
Glutatyon peroksidazlar

3. Hidroliz Epoksit hidrolaz
Karboksiesteraz
Amidazlar

Cizelge 1.7. Faz Il reaksiyonlar1 ve rol oynayan enzimeler[12]

Reaksiyon Tipi Enzimeler

Glukronil transferaz
Siilfonil transferaz

1. Konjugasyon Glutatyon S-transferaz(GST)
Reaksiyonlari

Glukozil transferaz

Tiyol transferaz

2. Diger O,N,S-metiltransferazlar
Metilasyon N-asetiltransferaz
Asetilasyon Aciltransferaz

Siilfotransferaz
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Faz | genellikle lipitte ¢oziiniir ksenobiyorikler daha polar molekiiller haline gegerek
aktif metabolitlere doniisiirler olusan bu metabolitler veya bir¢ok dogal maddeler
sentez ve konjugasyon reaksiyonlarini da igeren II. Faz reaksiyonlar1 sonucunda
endojen maddelerle birlesen bu polar metabolitler inaktif olarak eliminasyona

ugrarlar ve toksisiteyi de azaltirlar [12].

1.8. Glutatyon

Glutatyon (gama glutamil sisteinil glisin) molekiilii; glutamik asit, sistein ve
glisinden olugsur ve genelde GSH olarak kisaltilir; -SH stilfidril grubuna isaret eder ve
molekiiliin alis veris yapan kismidir. Karsinojenik etkilerden korunmada glutatyonun
onemli bir rolii vardir. Reaktif ara metabolitleri olan epoksidler ve diger baz1 toksik
bilesikler dokularda niikleofilik endojen bilesiklerle 6zellikle glutatyon ile konjuge

edilerek inaktif duruma getirilirler.

Glutatyon molekiiliindeki siilfidril grubu giiclii bir niikleofilik grup gibi hareket eder,
epoksid veya bazi toksik bilesiklerin veya metabolitlerin elektrofilik merkezlerine
baglanarak onlar1 notralize yani detoksifiye eder. Potansiyel olarak zehirli bazi
elektrofilik ksenobiyotikler niikleofilik GSH ile konjuge olurlar. Sekil 1.1 de de
gosterildigi gibi; glutatyon sentezinin birinci basamaginda glutamik asit ve sistein
glutamin sistein sentaz enzimi araciligiyla peptid bagi olusturur. Bu sekilde glutamin
sistein yapist olusur ikinci basamakta ise, olugsan bu yapiya glutatyon sentaz enzimi

araciligiyla glisin amino asidi peptid bagi ile baglanir ve sonunda glutatyon olusur

[8].
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Clutarmat

&ATP . .
= Ristein
ADP+ P

v- Glatarnilsistein

ATF
P

ADP +

Glutatsyon

Sekil 1.1. Glutatyonun sentezi[8]

Eger toksik potansiyeli olan ksenobiyotikler GSH ile konjugasyona ugramasalardi;
DNA, RNA veya hiicre proteini ile kovalent olarak birlesmekte serbest olacaklar ve
sonucta ciddi hiicre hasarlarina yol acabileceklerdi. Bundan dolayr GSH, baz ilaglar
ve Karsinojenler gibi ¢esitli toksik bilesiklere karst Onemli bir savunma
mekanizmasidir [49,50]. Bu reaksiyonlar1 katalize eden enzimlere Glutatyon S-
Transferazlar (GST) denir ve GST’ler, besinlerle birlikte alinan toksik maddelerin

eliminasyonunu da saglarlar.

1.9. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferazlar, elektrofilik ve hidrofilik bilesiklerin glutatyon ile
etkilesimlerini saglayarak, hiicresel makromolekiilleri reaktif elektrofillere karsi
koruyan Faz Il detoksifikasyon enzim ailesi iiyesidir. Molekiil agirliklar1 20.000-
25.000 daltondur ve her bir alt birim 200-240 aminoasitten olusur. Ik kez sican
karacigerinde Boyland ve ark tarafindan tanimlanmstir [49]. Insanda ise karaciger
sitosoliinde yliksek, diger dokularda karacigere oranla daha diisiik miktarlarda

bulunurlar. Insanda onun iizerinde GST izozimleri tanimlanmustir.

GST’ ler, kemoterapotik ilaglar, karsinojenler, cevre kirliligi etkenleri ve

ksenobiyotikler ile glutatyon arasinda konjugasyonu katalizleyen dimerik enzimler
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ailesidir. GST, reaktif oksijen radikallerinin ve sigara tiitlininde bulunan
karsinojenlerin  detoksifikasyonunda, lipid peroksidasyonu sonucu olusan 4-

hidroksinonenal gibi ajanlarin metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir [51].

Glutatyon konjugeleri viicuttan atilmadan once, daha ileri metabolizasyona ugrarlar.
Glutatyona ait glutamil ve glisin gruplar spesifik enzimler tarafindan uzaklastirilirlar
ve geri kalan sisteinil kisminin amino grubuna bir asetil grubu (asetil KoA’dan
saglanan) eklenir. Sonucta meydana gelen bilesik idrarla atilima ugrayan L-asetil

sisteinin konjugesi olan merkapturik asittir [52].

Bireyler arasinda goriilen bazi kanser tiirlerine yatkinligin artmasi veya azalmasinin
temelinde yatan neden agirlikli olarak ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda
(biotransformasyon) rol oynayan enzimlerin gosterdigi genetik polimorfizmler ve bu
enzimlerin genlerinin ve/veya proteinlerindeki ekspresyonlarinin degiskenligidir [53-
54].

1.9.1. GST’ lerin Detoksifikasyondaki Rolii

GSH sentezi ve bu sistemde goérev alan enzimler bir¢ok eksojen ve endojen
maddelerin, gevresel karsinojenlerin, toksik metabolitlerin, kimyasal maddelerin ve
anti-kanser ilaglarinin  inaktivasyonuna veya detoksifikasyonuna dogrudan
karismaktadir. GST, Faz Il detoksifikasyon enzim ailesinin en ¢ok substrati bulunan
bu yiizden kimyasal ajanlara karsi en cok etkisi bulunan ailesidir. GST, cesitli
elektrofilik bilesikler ile glutatyon arasindaki reaksiyonlar1 katalizler. GST aktif
metabolitlerin glutatyon ile konjugasyonunu gergeklestirerek DNA’y1 alkilasyondan
korur alkilasyondan korunan DNA ise mutasyon gosterme orani azaldigindan kanser

olusum riskini azaltmaktadir [54].
GST’ ler elektrofilik ksenobiyotikleri inaktive ederek viicuttan atilmak {izere

konjugasyonunu saglayan dimerik enzimlerdir. Glutatyon niikleofilik siilfidril grubu

ile bilesiklere baglanarak organizmayi reaktif kimyasal bilesiklere kars1 korur [55].
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1.9.2. GST’ lerin Substratlari

GST, ¢ok substrathi bir enzimdir. Endojen yag asidi oksidasyonu iirlinleri, ¢evresel
karsiojen ve toksik bileikler GST’ lerin substratidir. GSH’un kosubstratina 6zgiil
olan bir G bolgesi ve hidrofobik elektrofilik substratlarin baglandigi H bolgesi vardir.
GSH’un tiyol grubu, cebin agik olan kismina doniiktiir. Diger substratlara baglanan

grup, bu tiyol grubudur [56,57 ].

GST, besinlerle ya da diger yollarla alinan toksik maddelerin eliminasyonunu
sagladig gibi, prostoglandinlerin izomerizasyonu, hem, bilirubin, safra tuzlar1 ve yag
asitleri gibi nonsubstrat ligandlar1 GSH ile baglayarak tasinmasini da saglamaktadir.
Ayrica reaktif elektrofilik bilesiklerin viicuda zarar vermesini, ayn tiir bilesikleri

birbirine kovalent baglanmasini saglayarakta 6nleyebilmektedir [58].

GST’1n etkiledigi bu ksenobiyotik akseptorler iginde nitrojenli, halojenli bilesikler,
organofosfatlar, polisiklik aromatik hidrokarbonlar yer almaktadir. Bu molekiiller
icin ilk biyolojik reseptdr, endoplazmik retikulum ve elektron tasima sisteminin bir
kismin1 olusturan mikrozomal oksijenazlardir. Ksenobiyotikler, bu enzim sistemi ile
oksijenlenir, oksijenatl tirinlerin sonraki mekanizmasi ise daha fazla oksijenasyon
ve bu iiriinlerin suda daha kolay ¢ozliniir hale gelmesidir [52]. Baz1 kanser ilaglarinin
GST’nin subtratlar1 oldugu goriilmiistiir, boyle bir durumda kanser ilaglar1 kisilere
uygulandiginda hiicre icerisindeki GST’lere baglanacak hiicreden detoksifiye
edilerek viicuttan atilacaklar, bu sekilde uygulanan kanser ilaci islevini yerine
getirmeyecektir. Ayrica kolon kanserinde bdcek ilact (insektisit) uygulayanlarda bu
kanserin gelisim riski yliksek olarak goriilmiistir. GST substratlarindan DDT
(dikloro difonil trikloethan) iilkemizde yasaklamnasina ragmen bazi bolgelerde hala
kullanilmakta buda kanser riskini arttirmaktadir. Cizelge 1.7 de GST’ lerin
substratlar1 olan ilaglar, pestisitler, gevresel karsinojenler ve endojen molekiiller

detayli olarak gosterilmektedir [58].
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Cizelge 1.8. GST’lerin substratlar1 [58]

Ce.:vrf_:sel Pestisidler Tlaclar Endojen Molekiiller
karsinojenler
Stiren oksit Lindan Cis-platin 4-Hidroksi-2-nonenal
4-Nitrokinolin oksit Alaklor Klorambusil Kolesterol-5-6-oksit
Akroleyn Atrazin Nitrogliserin Adenin propenal
Hekzaklorobutadien DDT Tiyotepa 9-h|dr0p2l;?t|-llnolelk
. i Metil . .
Trikloroetilen . Fosfomisin Dopaminokrom
paration
Metilen kloriir Adriamisin Katesol estrojenleri
Etien oksit Siklofosfamit

1.9.3. GST’ lerin Siniflandirilmasi

Memelilerde Glutatyon-S transferazlar’in yapis1 hakkindaki ilk bilgiler 1961 yilinda,
fare karacigerinde glutatyonun (GSH) konjugasyonunun goézlenmesi iizerine elde

edilmistir [59-62]

Glutatyon S-transferazlar; mitokondriyal, sitosolik ve mikrozomal olmak tiizere ii¢
aileye ayrilirlar. Mitokondriyal ve sitosolik GST’ler ii¢ boyutlu katlanmalar
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 noktalart ve aminoasit dizileri arasindaki farkliliklarla ayrilirlar.
Mikrozomal GST’ler, Membrane-Associated Proteins in Eicosanoid and Glutatgione
Metabolism (MAPEG) c¢oziinebilen gruplara yapisal benzerlik gostermezler, bu
yiizden mitokondriyel GST formlari ve primer yapilart farklidir [57]. Insanda
bulunan GST enzimleri substrat spesifikliklerine, immiinolojik 6zelliklerine, yapisal

karakteristiklerine, kimyasal affinitelerine, antikorla ilgili reaksiyonlarina, izoelektrik
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noktalarina ve aminoasit dizilerinin benzerliklerine gore siniflandirilmiglardir

[62,63].

Yapilan siniflandirmaya gére GST’ler sitozolik, mikrozomal ve mitokondriyal olmak
tizere l¢ ailede smiflandirilmistir. Buna gore sitoplazmik GST’ler: GST Alfa
(GSTAL-1, GSTA2-2, GSTA3-3, GSTA4-4, GSTA5-5), GST Mi (GSTMI1-1,
GSTM 2-2, GSTM3-3, GSTM4-4, GSTM5-5), GST Pi (GSTP1-1), GST Sigma
(GSTS1-1), GST Teta (GSTT1-1, GSTT2-2), GST Zeta (GSTZ1-1), ve GST Omega
(GSTO1-1, GSTO2-2) olmak fizere 7 smnifa, eicosanoid ve glutatyon
metabolizmasinda membrana bagli proteinler MAPEG olarak da adlandirilan
mirozomal GST’ler; MGST1, MGST2 ve MGST3 olarak ii¢ sinifa ve son olarak
mitokondriyal GST smifin1 olusturan GST Kappa (GSTK1-1) olmak tizere toplam 11
siifta incelenmektedir [14, 48, 64, 65]. GST’lerin her bir izozimi farkli dokularda
farkli miktarlarda bulunabilir. Cizelge 1.8’de GST ailesinin izozimleri ve

bulunduklar1 organlar detayli bir sekilde verilmistir.
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Cizelge 1.9. GST ailesinin izozimleri ve bululunduklari organlar[48]

Siiperaile Smif |Protein [Organ
GSTA1L [Testis,karaciger,bobrek,adrenal,pankreas
GSTAZ2 |Karaciger,testis,pankreas,bobrek,adrenal,beyin
Sitozolik Alfa
GSTAS3 |Plesanta
GSTA4 |Ince bagirsak,dalak, karaciger,bobrek,beyin
GSTML1 | Karaciger,testis,beyin,adrenal,bobrek,akciger
) ) GSTM3 | Testis,beyin,ince bagirsak,iskelet kasi,akciger
Sitozolik Mu
GSTM4 | Beyin,kalp,iskelet kas1
GSTM5 | Beyin,kalp,akciger,testis
Sitozolik Pi GSTP1 |Beyin,kalp,akciger,testis,bobrek,pankreas
GSTT1 |Bobrek,karaciger,ince bagirsak,beyin,prostat
Sitozolik Teta
GSTT2 |Karaciger
Sitozolik Sigma |GSTS1 |Fetal karaciger,kemik iligi
Sitozolik Zeta |GSTZ1 |Fetal karaciger, iskelet kas1
GSTO1 |Karaciger,kalp,iskelet kasi,pankreas,bobrek
Sitzolik Omega
GSTO2 |Karaciger
GSTK1 |Karaciger mitekondrisi
Mitokondriyal | Kappa

GSTK2

Karaciger mitekondrisi

Mikrozomal

(MAPEG)

MGST1

MGST1
MGST2
MGST3
LTC4S
FLAP

Karaciger,pankreas,prostat,kolon,bébrek,beyin

Testis,prostat,ince bagirsak,kolon
Karaciger,iskelet kasi,ince bagirsak,testis
Kalp,iskelet kasi,adrenal bez,tiroid
Trombosit,akciger,karaciger

Akciger,dalak,timus,ince bagirsak
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1.10. Glutatyon S-Transferaz Ailesi

Calismalara en sik konu olan GST izozimeleri GSTA, GSTM, GSTP ve GSTM’dir.
Kolon ve mide kanserlerinde daha once polimorfik ve protein ekspresyon

calismalarinda da bu izozimlere rastlanilmaktadir.

1.10.1. GST Alfa Simifi

Alfa gen ailesi tarafindan eksprese edilen dort GST izoenzimi tanimlanmustir.
GSTAT1 ve GSTA2 insan dokularinda bol miktarda eksprese edilir; ancak ekspresyon
diizeyleri farkli doku ve bireylerde farklilik gosterir. Karaciger, bobrek ve adrenal
dokuda bol miktarda eksprese edilir ve insan karacigerinde total GST’lerin

%80’ininden fazlasini kapsar [66-68].

1.10.2. GST Mii Sinmifi

GST mii smifi, insanlarda M1’den M5’e¢ kadar numaralanan 5 izoenzimden
olusmaktadir. GSTM1 Mii sinifi ailesinden en yaygin eksprese edilenidir, esas olarak
karaciger, mide ve beyinde salinmakla birlikte; kemik, beyin, paratiroid (PTH),
akciger, kalp, bobrek, uterus, over organlarinda bulunur. GSTM2 ‘e daha ¢ok iskelet
kasinda rastlanirken, GSTM3 beyinde, kaslarda, testis ve akcigerlerde bulunur.
GSTM4 insan lenfoblastoid hiicre soylarinda, GSTMS5 ise beyinde eksprese edilir
[69-72].

1.10.3. GST Pi Siifi

GST’ler arasinda en yaygin olan pi sinifidir. Akciger, 6zafagus, bobrek, adrenal bez,

kalp, beyin ve plesanta gibi bir¢ok organda eksprese edilir. GSTP1’ in, ilk olarak
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insan plasentasinda bulunan anyonik GST oldugu bildirilmistir. Hatta ifadesinde
bulunan P harfi de buradan gelmektedir [58,73].

Sonradan beyin, akciger, kalp, testis, adrenal bez, bobrek, pankreas ve karaciger

olmak iizere dokularin biiyiik bir kisminda sentezlendigi goriilmiistiir [48].

Glutatyon-S Transferaz P1 (GSTP1) geni ksenobiyotik metabolizmasinin faz II
evresinde rol oynayan GST enzim ailesinin bir {iyesidir. Sigara dumaninda bulunan
polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi bazi kanserojen maddelerin glutatyonla

konjugasyon reaksiyonlarini katalizler [75].

1.10.4. GST Teta Sinifi

Insanlarda GSTT1 ve GSTT2 olmak iizere iki sinifi bulunmustur. GSTT1 239
aminoasitten olusan bir homodimerdir. Beyin, kolon, kalp bobrek, overler, paratiroid,
prostat, tonsil, testis, uterus gibi organlarda ekspresyonu tespit edilmistir. GSTT1
geninde enzimin fonksiyonel yetersizligine yol acan gen delesyon polimorfizmi

vardir ve bu enzimatik aktivite eksikliginin kanser riskini artirdigi bildirilmistir [75-

77].

1.10.5. GST Omega Simifi (GSTO)

GSTO 10. Kromozomun biiyiik kolonunda bulunur. Yapisal olarak digerlerinde
benzemelerine ragmen digerlerinin substratlariyla ¢ok etkilesime girmezler. GST
ailesinin diger lyelerinin aktif bdlgelerinde serin ya da tirozin bulunurken GSTO

sinifinda sistin bulunmaktadir.

Omega smifinin insanda, farede, siganda, C. Elegans’ da, Drosophila

melanogaster’de bulundugu tespit edilmistir. GSTO smifinin GSTO1 ve GSTO2
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olmak tzere iki izoenzimi bulunmaktadir. GSTO1’in N terminalinde fazladan 19

aminoasit vardir. GSTO2’ nin N terminalinde 19 aminoasit fazladan vardir.

Omega smifi indirgeme reaksiyonlarim kataliz eder. ilag direncliliginde, radyasyon
direncliliginde, icme suyuyla arsenigi indirgemede, oksidatif streste rolii oldugu gibi
alzaymir, Parkinson, sinir sistemi hastaliklarinda da koruyucu role sahiptir. Yapilan

calismalarda kanserde rolii oldugu tespit edilmistir [78-82]

GSTOI1 son yillarda bulunmustur. Cizelge 1.9.°da GSTOI’in g¢esitli substratlar
gosterilmistir [64].

Cizelge 1.10. GSTO1’in substratlari [64]

1-koloro-2,4-dinitrobenzen
7-kloro-4nitrobenzo-2-oksa-1,3-diazol
p-nitrofenilasetat

GSTOL1’ in substratlar1 | trans-Oktenal

trans-Nonenal

Dehidroaskorbat rediiktaz

Tiyol transferaz

1.10.6. GST Kappa (GSTK)

GST ailesinin bu smift hakkinda literatiirde pek bilgiye rastlanamamistir. GSTK1
(GSTK1-1) enziminin 1-kloro-2,4-dinitrobenzen ve etakrinik asit substratlarina
aktiviteleri bulunmaktadir. Onceleri GSTT izoziminin alt grubundan oldugu
diistiniilmiis fakat gecen yillar igerisinde GSTK’ nin ayr1 bir GST ailesi oldugu
ortaya ¢ikmuistir.

GSTK1-1 ve GSTK2 olmak iizere iki adet izoenzimi bulunmaktadir. Hiicrede
mitokonride 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
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bulunmaktadir. GST kappa mitokondriyal GST olarakta bilinir. Bakteri ve
Okaryotlarda bulunur. GSTK ayrica adiponektin (beyaz yag) biyosentezinde anahtar
gorevindedir ve proteinlerin dogru katlanmasinda saperon proteini olarak fonksyon

gostermektedir.

GSTK insiilin resistansi, obesite ve diyabette de rolii vardir. Yapilan bir ¢caligmada
fare ve insan yag dokusunda GSTKI1 obezite ile negatif korelasyon gostermistir.
GSTK1 boylece metabolik hastaliklarda rolii oldugu gosterilmistir. Ayrica, GSTK1
polimorfizm c¢aligmalar1 insiilin salimimi ve yag depolamanin iliskili oldugunu

gostermistir.

GSTK1-1 bir¢cok dokuda ozellikle beyaz yag dokusunda eksprese olmaktadir.
GSTK1-1 fare ve insanda obesite ile negatif olarak iligkilidir ve insiilin direnci

hastaliginin tedavisinde gelistirilen ilaglar i¢in hedef olarak diistiniilmektedir. [82-87]

1.11. Glutatyon S-Transferazlar ve Mide ve Kolon Kanseri

Nakajima ve arkadaslar1 41 ozafagus kanserli hastada 1996 yilinda yapilan ¢aligmada
immunoblot ve enzim assay metoduyla calisiimistir. Tim Orneklerde GSTPI
GSTM1 ve GSTAI kan serumlarinda polimorfik olarak bulunmustur. Sonucunda
kanserli hastalarda GSTA1’in GSTM1 den daha fazla ekspresse olmus, GSTP1 ile

alkol ve sigara i¢imi arasinda bir iliski bulunamadigini belirtmislerdir [88].

Lieshout ve arkadaglart 1999 yilinda yaptiklari c¢alismada GSTA ve GSTP
izozimlerini immunohistokimyasal metotla ¢alismis 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 [89].

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

arttirmamustir, sigara i¢imi, alkol kullanimi ve yas bu riski degistirmemistir [90].

Cai ve ark. 2001 yilinda yaptiklart 95 gastrik kanser 94 kontrol gurubu bulunan
polimorfizm c¢alismasinda GSTMI1 null genotipli bireylerin gastrik kansere
yakalanma riski yiiksek fakat GSTT1 in herhangi bir fark olusturmadigi bulmuslardir
[91].

Zheng ve ark. 2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada GSTM1, GSTT1’in kolon kanseri
riski Ingiliz popiilasyonunda polimorfik olarak calisilmis. Yaptiklarr ¢alismanin
sonucunda kanserli hastalarda GSTM1 ve GSTT1 null genotipi kanser olusumunda

onemli bir risk olusturmadigi gostermislerdir [92].

Yapilan bir baska ¢alismada Kiss ve ark. 500 kolorektal kanserli ve 500 kontrol
gurubunda GSTMI in null olmas1 kolorektal kanser olma riskini arttirdigini ancak
GSTT1 ve GSTPIl kolorektal kanser olma riskiyle bir iligkisi olmadigini
vurgulamislardir [93].

Masoudi ve arkadaglar1 2009 yilinda yaptikalr1 polimorfizm ¢aligmasinda; GSTO2,
GSTMI1, ve GSTT1 izoenzimlerini, 67 gastrik kanser vakasi ve 134 kontrol grubunda
[ran popiilasyonunda ¢alismislardir. Calismanimn sonucunda GSTO2 nin null

genotipinin gastrik kanser olma riskini diistirdiigiinii gostermislerdir [94].

Yapilan bir bagka calismada Marahata ve ark. Tayland popiilasyonunda 28
hepatoseliiler kanser vakasi, 30 safrakanali kanseri vakasi, 31 kolorektal kanser
vakasi, 30 meme kanser vakasi ve 98 kontrol grubunda, GSTOI1 ve GSTO2
polimorfizmi ¢alismislardir. Calismada, GSTO1*A140D polimorfizmi hepatoselliilar
karsinoma, safra kanali kanseri ve meme Kkanserinin olusumunda 6nemli bir risk
faktorii oldugu tespit edilmistir. ~ GSTO2*N140D polimofizmi nin kanser

olusumunda herhangi bir risk faktorii olusturmadigi gosterilmistir [95].
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GSTO1-1 izoziminin immiinohistokimya yontemiyle insan normal dokularda
dagilimlarina bakmiglardir. Karcigerde, makrofajlarda, glia hiicrelerinde, meme
miyoepitel hiicrelerinde kolon ndéroendokrin, hepatosit, safra, pankreas epitelinde,
tiroid folikiiler ve C- hiicrelerinde ekspresyon oldugunu géstermislerdir. Bu bulgular

GSTO1-1 in bu dokularda fonksiyonunun oldugunu gostermistir [80].

Djukic ve ark. 2013 yilinda yaptikalr1 ¢alismada 105 mesane kanser hastasinda 5 yil
boyunca sagkalimi izleyerck GSTTI, GSTPI1(rs1695), GSTO1(rs4925),
GSTO2(rs156697), GSTM1, GSTAL(rs3957357) genleriyle polimorfizmi ile
kemoterapiye etkisini arastirmiglardir. GSTP1, GSTM1 ve GSTAI1 polimorfizmi ile
kemoterapi alan hastlarda sagkalim arasinda dnemli bir iliski gdzlenmemistir. Fakat,
GSTT1, GSTO1 ve GSTO2 polimorfizmi ile sagkalim arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iliski gozlenmistir. GSTT1, GSTO1 ve GSTO2 null genotipli bireylerin

oliim riskileri artmigtir [96].

Oguztiiziin ve arkadaslar1 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada tiroid 15 Folokiiler
Adenokarsinom, 16 Tiroid Papiller Karsinom (TPK) ve 27 Nodiiler Hiperplazili(NH)
hastanin GSTO1 ve GSTKI1 protein ekspresyonlarini immunohistokimyasal olarak
incelemislerdir. NH’l1 hastalarin %81.48, FA’l1 hastalarin %80 ve TPK’l1 hastalarin
%60’1nda 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’Ih
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; 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 anlaml
bulunduklarini bildirmislerdir [97].

2009 yilinda Wang ve ark. sigara i¢menin, arsenigin ve mesleki maruziyetlerin
tirotelyal karsinom gelisiminde risk faktorii olusturdugu bilinmektedir GSTO1
(A140D) polimorfizminin iirotelyal karsinoma riskini anlamli olarak degistirmedigini

saptamgslardir. [98].
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2013 yilinda Moran ve ark. tarafindan yapilan bir baska ¢aligmada gastrointestinal
kanserlerinden 40 mide adenokarsinomlu ve kolonda adenokanserli dokularda 1. Faz
enzimlerinden enzimlerinin; GSTP1 ve GSTT1 izoenzimlerinin
immunohistokimyasal yontemle protein ekspresyonlarina bakilmis. Bu hastalarin
%77,5’inde GSTP1, %95’inde GSTT1 izozimlerinin timorlii ve normal dokularinin
birinde ve ya her ikisinde eksprese oldugunu gézlemlemislerdir. Tiimorlii ve normal
dokularda GST izozimlerinin ekspresyon farkliliklar1 incelendiginde; Mide
Adenokarsinomlu hastalarin tiimorlii dokularinda normal dokularina oranla GSTP1
ve GSTT1 izozimlerinin daha fazla eksprese oldugu (p=0,048;0,0006<0,05)
istatistiksel olarak anlamli bulmuglardir. Ayrica 47 kolon kanserli hastalarda
297,87 sinde GSTP1 ve %87,23’tinde GSTT1 izozimlerinin timorli ve normal
dokularinin birinde ve ya her ikisinde de eksprese oldugu gormiislerdir. Ayrica
Kolon Adenokarsinomlu hastalarin dokularinda izozimlerin tamaminin timorli
dokularda normal dokulara oranla ekspresyonlarinin daha fazla oldugu istatistiksel
olarak anlamli bulunmus (p=0,00;0,00<0,05). Hasta dokularinda izozimlerin
ekspresyon dereceleri ile hastalarin cinsiyeti arasinda yapilan iliski analizine gére
kolon kanserli hastalarda GSTP1 izoziminin kadinlarda erkeklerden daha fazla
eksprese olurken (p=0,02<0,05); GSTP1 izoziminin ekspresyonu ile hastalarin sigara
icim sayilar1 arasinda pozitif yonde %37’lik disiik diizeyde iligki oldugu
goriilmislerdir (p=0,011, r=0,367) [99].

Ada ve ark. 2013 yilinda Tiirk populasyonunda GSTO1 de yaptiklari polimorfizm
caligmasinda 214 saglikli bireyin polimorfizmine bakmigslar ve Tiirk toplumunun
GSTO1 polimorfizminin beyaz 1k toplumlarminkine benzer oldugunu

bulmuslardir[81].

Literatiir verileri incelendiginde GSTO ve GSTK izozimlerinin gerek genotipik
gerekse fenotipik caligmalarinin smirli sayida oldugu goriilmektedir. Bu nedenle
yapilan bu tez caligmasinda; kolon ve mide adenokarsinomali dokularda ve u
dokularin periferinde bulunan normal dokularinda detoksifikasyon metabolizmasinin
Faz II reaksiyonlarini katalizleyen GST enzim ailesinden GSTO1 ve GSTKI1
izozimlerinin protein ifadelerinin farkliliklarinin arastirilmasi ve bu kanser tiirlerinin

patogenezindeki rollerinin arastirilmasi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Primer Antikor (GSTO1, GSTK1)

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

e TBS buffer (Santa Cruz)

e %30’ luk H,O, Solusyonu (Sigma)

e Ksilol (Merck)

e Etanol (Merck)

e Metanol (Merck)

e Sodyum Sitrat (Sigma)

e Sitrik Asit (Sigma)

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

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

e Hematoksilen (Shandon)

e DAB (Diamino benzidin) (Santa Cruz)

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 Hazirlamis1 (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 ¢oziildii. 27 ml A solusyonundan, 123 ml B solusyonundan

almarak 1500 ml’ye distile su ile tamamlandi.
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1. 0,005 M Tris Tamponunun Hazirlanist: 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.

2.1.1 Kullanilan Cihazlar

Etiv

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

e Vortex

e Diidiiklii tencere

e [sitic1

e Hassa terazi

e I[sik mikroskobu

e Fotograf makinesi

2.2. Kullanilan Yontem

2.2.1. Hasta Dokularinin Toplanmasi ve Klinik Bilgiler

Calismada Ankara Kecioren Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden onayi alinan ve adi
gegen hastaneye 2007-2012 yillar1 arasinda bagvuran 47 kolon kanserli hasta (yas
ortalamasi 68,34+12,86) ve 40 mide adenokanserli hasta (yas ortalamasi
67,07£10,75) olan hastalardan patoloji kliningi tarafindan yapilan parafin bloklardan
her bir vaka i¢in poly-L-lysin kapli lamlaran 3 kesit alindi. Alinan kesitleden iki
tanesine GSTO1 ve GSTK1 izozimleri immunohistokimyasal olarak uygulandi, diger

1 kesite ise negatif antikorsuz kontrol noyanmasi yapildi.

Calismaya konu olan Kolon Adenokarsinomlu hastanin 7 (%14,89)’u Azdiferansiyel

Adenokarsinom, 16 (%34,04)’ii Orta Diferansiye Adenokarsinom, 24 (%51,06)’s1 lyi
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Diferansiye Adenokarsinom seklinde tiimor alt tiplerine ayrilmaktadir. Hastalarin yas
ortalamalar1 68,34+12,86 olup, 47 hastanin 21 (%44,68)’ini kadinlar geri kalan
kismini ise 26 (%55,31) erkekler olusturmaktadir. Hastalarin geneline bakildiginda
18 hasta (38,29), hastalik teshisleri konuldugu giine kadar sigara igmekteyken 29
(%61,7) hasta ise hayatlar1 boyunca sigara igmedigi bilinmektedir (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.1. Tez ¢alismasina konu olan kolon kanserli hastalarin klinik bilgileri

kolon
adenokarsinom
N %
47 100
Lo Az diferansiye 7 14,89
_Triupmor F)rta diferansiye| 16 34,04
lyi diferansiye 24 51,06
Yas 68,34+12,86
Cinsiyet Kadin 21 44,68
Erkek 26 55,31
Sigara ig:en 18 38,29
Icmeyen 29 61,7

Calismaya konu olan Mide Kanser’li hastanin yas ortalamalar1 68,34+12,86 olup, 47
hastanin 13’ (%32,5)’ini kadinlar geri kalan kismini ise 27 (%67,5)’ini erkekler
olusturmaktadir (Cizelge2.3).

Cizelge2.2. Tez calismasina konu olan kolon kanserli hastalarin klinik bilgileri

Mide
Adenokarsinom
N %
40 100
Yas 67,07+10,75
. Kadin |13 32,5
Cinsiyet ek |27 675
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2.2.2. immiinohistokimya Prosediirii

1)
2)
3)

4)

1)

2)
3)
4)

5)
6)
7)
8)
9)

I. Dokularin Deparafinizasyonu

Etlivde 70C’de 1 saat bekletildi.

Isinmis ksilolde yarim saat bekletildi.

Etlivden ¢ikarildiktan sonra soguma islemi i¢in oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi.

- %90’lik alkolde 1dakika

- %70’lik alkolde 1dakika

- %50’lik alkolde 1dakika

- Distile suda 1-2 dakika bekletildi.

1. Basamak

H,0, blokaji ile endojen peroksidaz aktivasyonunun inhibisyonu ig¢in
solusyonda 10dakika bekletildi.

Cesme suyunda 5 dakika bekletildi.

Antijen Retrival Solusyonu i¢inde diidiiklii tencerede 3 dakika kaynatildi.
Non spesifik boyanma inhibisyonu ic¢in “Protein Block Solution” 10
dakika uygulandi.

Primer antikor uygulandi (60 dakika)

PBS ile 3 defa yikama yapildi 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 yikand1 (3x5 dakika)
11) 10 dakika DAB uygulandi.
12) 1 dakika distile suda bekletildi.

I11. Basamak: Hematoksilen Boyamasi

1)
2)

Hematoksilende 1 dakika
Distile suda 1dakika
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3) %>50’lik alkolde 1 dakika

4) %70’1ik 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 mide kanserli hastalar icin GSTOI1 1:250,
GSTK1 1:400 ve kolon kanserli hastalar i¢cin GSTO1 1:250, GSTKI1 1:400
dilisyonlarinda bolim 2.1.3.’de ayrintili olarak agiklanan prosediire gore boyandi.
IHC uygulanan preparatlar 151k mikroskobunda boyanma siddetine bakilarak
patologla birlikte degerlendirme yapildi ve fotograflar1 c¢ekildi. Degerlendirme
boyanma siddeti i¢in; boyanma olmamasi durumu (-), hafif boyanma (+1), orta

siddette boyanma (+2), siddetli boyanma (+3) olarak degerlendirme yapildi.

1.3 istatiksel Analiz

Calismada kullanilan II. Faz enzimlerinden GSTO1 ve GSTKI1 izoenzimlerinin
protein ekspresyon farkliliklar1 MINITAB 14 istatistik yazilim programinda Mann-
Whitney U Test ile incelendi. Protein ekspresyonlar: ile hastalarin klinik verileri
arasindaki 1iligskiler Pearson Correlation Analiz ile incelendi. Sonuglar %95’°lik

giivenilirlik diizeyinde p<0,05 i¢in anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Genel olarak Il. Faz izozimlerinden GSTO1 izoziminin kolon kanserli hastalarda
protein ifadelerinin  gorildiigli hastalar incelendiginde 47 hastadan 42
(%89,36)’sinda, GSTK1 izoziminin kolon kanserli hastalarda protein ifadelerinin
goriildiigli hastalar incelendiginde 47 hastadan 45 (%95,74)’tinde tlimorlii ve normal

dokularinin en az birinde ya da her ikisinde protein ifadelerinin oldugu goriildi

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Kolon Adenokanser’li hastalarin tiimdrlii ve normal dokularinda GSTO1

ve GSTK1 ekspresyonlari

GSTO1 GSTK1
Total — o Tiimér
(n) Tiimoér (n) % (n) )
22'0” 47 42 89,36 45 95,74

Boyanma skorlari, pozitif boyanmig neoplastik (tiimér dokusu) ve non-neoplastik (kontrol:kolon epitel
dokular1 epitel dokular1) hiicrelerin boyanma siddetine gore hesaplanmistir. Buna gdre 0; protein
ekspresyonugoriilmeyen, 1; hafif siddette protein ekspresyonu, 2; orta siddette protein ekspresyonu ve
3; siddetli protein iekspresyonu seklinde derecelendirildi.

*: Yiizdeler satirlara gore verilmistir.

Timorli ve normal dokular eslestirilerek Il. Faz izozimlerinin  protein

ekspresyonlarina bakildiginda 47 Kolon Adenokanserli hastadan; GSTO1 izoziminin
27 hastada (9%57,44), GSTK1 izoziminin 36 hastada (%76,6) tiimorlii dokularinda

normal dokularina oranla daha fazla eksprese oldugu goriildii(Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. GSTO1 ve GSTK1'in tiimorli dokularda normale oranla daha fazla

eksprese olmus hasta sayisi

GSTO1 GSTK1

Total (n) Tiimér (n) %* Timoér (n) %
Kolon 47 27 57,44 36 76.6
Ca

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (tiimor dokusu) ve non-neoplastik (kontrol:kolon epitel
dokular1 epitel dokulari) hiicrelerin boyanma siddetine goére hesaplanmistir. Buna gore 0; protein
ekspresyonugoriilmeyen, 1; hafif siddette protein ekspresyonu, 2; orta gsiddette protein ekspresyonu ve
3; siddetli protein ekspresyonu seklinde derecelendirildi.

*: Yiizdeler satirlara gore verilmistir.

Dokular Az Diferansiye Adenokarsinom, Orta Diferansiye Adenokarsinom ve iyi
Diferansiye Adenokarsinom olarak tiimor tiplerine gore gruplandiginda, 7 Az
Diferansiye Adenokarsinom’lu hastadan 3’iinde (%42,86), 16 Orta Diferansiye
Adenokarsinolu hastadan 12’sinde (%75), 24 lyi Diferansiye Adenokarsinomlu
hastadan 13’iinde (%54,16) GSTOI1 izoziminin protein ekspresyonu tiimorlii
dokularinda normal dokularina oranla daha fazla eksprese oldugu goriildii (Cizelge
3.3); 7 Az Diferansiye Adenokarsinom’lu hastadan 5’inde (%71,42), 16 Orta
Diferasnsiye Adenokarsinolu hastadan 14’iinde (%87,5), 24 Iyi Diferansiye
Adenokarsinomlu hastadan 17’sinde (%70,83) GSTK1 izoziminin protein
ekspresyonu tiimorlii dokularinda normal dokularina oranla daha fazla eksprese

oldugu goriildii (Cizelge 3.3.).
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Cizelge 3.3. Kolon Adenokarsinomun alt tiplerinde tiimérli ve normal dokular
eslestirildiginde GSTO1 ve GSTK1 izozimlerinin protein
ekspresyonlariin yliksek oldugu tiimorlii dokularin sayilar ve yilizde

oranlar1
GSTO1 GSTK1
Total(n) (Tnl;mor o Tiimér () %
Az Diferansiye 7 3 42,86 5 71,42
Orta Diferansiye 16 12 75 14 87,5
Iyi Diferansiye 24 13 54,16 17 70,83

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (tiimoér dokusu) ve non-neoplastik (kontrol:kolon epitel
dokular1) hiicrelerin boyanma siddetine gore hesaplanmistir. Buna gore 0; protein
ekspresyonugoriilmeyen, 1; hafif siddette protein ekspresyonu, 2; orta siddette protein ekspresyonu ve
3; siddetli protein ekspresyonu seklinde derecelendirildi.

*: Yiizdeler satirlara gore verilmistir.

Kolon kanseri ve normal dokualrinda GSTO1 ve GSTKI1 izozimlerinin protein
ifadelerinin boyanma derecesindeki fakliliklar istatiksel olarak incelendiginde;
GSTO1 ve GSTKI1 izozimlerinin protein ekspresyonlarinin tiimérli dokularda

normal dokulara oranla daha fazla oldugu istatiksel olarak anlamli bulunmustur

(p=0,0000<0,05).

Kolon kanserinde tiimor alt tiplerinde proteinleri ekspresyon farkliliksar
incelendiginde; Az Diferansiye Adenokarsinom’ da GSTOI tiimér ve normal
dokularda ekspresyonel acgidan farklilik gostermezken (p=0,25> 0,05), GSTK1 in
timorli dokusularinda normal dokulara oranla daha fazla eksprese oldugu istatiksel
olarakanlamli bulundu (p=0,035< 0,05). Orta Diferansiye Adenokarsinomlu
hastalarin tiimorlii dokularinda GSTO1 (p=0,0023< 0,05) ve GSTK1 (p= 0,0044<
0,05) izozimerinin protein ekspresyonlarinin timérlii dokularda, normal dokulara
oranla daha fazla istatiksel olarak anlamli bulundu. Ayni sekilde Iyi Diferansiye
Adenokarsinomlu hastalarin tiimérlii dokularinda GSTO1 (p= 0,0126 < 0,05) ve
GSTK1 (p=0,0001< 0,05) izozimlerinin protein ekspresyonlarmin, normal dokulara

oranla daha fazla oldugu istatiksel olarak anlamli bulundu (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. Kolon Adenokarsinomlu hastalarin tiimdrlii ve normal dokularinda

GSTO1 ve GSTK1 izozimlerinin protein ekspresyonlari

GSTO1 GSTK1
TIN* TIN
P**
N Timor Normal . Tiimor Normal P
deger o .
i degeri
1,00+0,1
Kolon Ca 47 134£0,11° 0,62:0,094 216 >10F0:12° 5 2,10
(0-3)° (0-2)  0,0000 (0-3) (0-3)  0,0000
Az 1,14+0,1 160 3
diferansiy 7 4 0,71+0,18 ™ 1,71+0,36 0,57+0,20
e (1-2) (0-1) 02502  (0-2) (0-1) 0,0350
Orta 1,56+0,2 0,56+0,1
+ +
diferansiy 16 0 6 2,78 2,06+0,25 0.87+0,23 2,38
e (0-3) (0-2) 0,0023 (0-3) (0-3) 0,0044
Iyi 1,2540,1 2,2540,1
diferansiy 24 6 0,62:0,14 2016 4 1,20£0,15 187
e (0-3) (0-2) 0,0126 (1-3) (0-3) 0,0001

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (tiimér dokusu) ve non-neoplastik (kontrol: kolon
epitel dokulari) hiicrelerin boyanma siddetine gore hesaplanmistir. Buna gore 0; protein ekspresyonu
goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ekspresyonu, 2; orta siddette protein ekspresyonu ve 3; siddetli
protein ekspresyonu  seklinde derecelendirildi. Tiimor ve Normal dokular arasindaki protein
ifadelerinin farkliliklart Mann-Whitney U Test ile %95°lik giivenilirlik diizeyinde incelendi.

** P degeri 0,05 den kii¢iik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

a: ortalama degertstandart hata

b: minimum ve maksimum boyama siddeti

*: Ttimor/Normal orani
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Kolon adenokanserli dokuda GSTK1 antikorsuz negatif kontrol boyamasi,
400X; B: Kolon adenokanserli dokuda GSTK1 proteinin ekspresyonu 400X;

C: Kolon normal dokusunda GSTK1 antikorsuz negatif kontrol boyamasi,
400X, D: Kolon normal dokusunda GSTKZ1 protein ekspresyonu 400X)
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Sekil 3.2. Timorli ve normal dokularda immunohistokimyasal GSTO1 proteini (A:

Kolon adenokanserli dokuda GSTO1 antikorsuz negatif kontrol
boyamasi, 400X; B: Kolon adenokanserli dokuda GSTO1 protein
ekspresyonu, 400X; C: Kolon normal dokusunda antikorsuz negatif
kontrol boyamasi, 400X, D: Kolon normal dokusunda GSTO1 ptoreini
ekspresyonu, 400X)

Genel olarak 1l. Faz izozimlerinden sitozolik GSTOL1 izoziminin mide kanserli
hastalarda protein ekspresyonlarmin goriildiigii hastalar incelendiginde 40 hastadan
39 (%97,5)’inde, mitekondriyal GSTK1 izoziminin mide kanserli hastalarda protein
ekspresyonlarinin goriildiigii hastalar incelendiginde 40 hastadan 39 (%97,5)’inde
timorli ve normal dokularinin birinde ya da her ikisinde protein ifadelerinin oldugu

gorildii (Cizelge 3.5).
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Cizelge3.5. Mide Kanser’li hastalarin tiimorlii ve normal dokularinda GSTO1 ve

GSTK1 ekspresyonlari

GSTOL GSTK1
(Tn‘;ta' Tiimor (n) %* Tiimor (n) %
Ca

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (tiimoér dokusu) ve non-neoplastik (kontrol:mide epitel
dokular1 ) hiicrelerin boyanma siddetine gore hesaplanmistir. Buna goére 0; protein ekspresyonu
goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ekspresyonu, 2; orta siddette protein ekspresyonu ve 3; siddetli
protein ieckspresyonu seklinde derecelendirildi.

*: Yiizdeler satirlara gore verilmistir.

Timorli  ve normal dokular eslestirilerek II. Faz izozimlerinin protein
ekspresyonlarina bakildiginda 40 Mide Kanser’li hastadan; GSTO1 izoziminin 20
hastada (%50), GSTK1 izoziminin 27 hastada (%67,6) tiimorlii dokularinda normal

dokularina oranla daha fazla eksprese oldugu goriildii (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.6. GSTO1 ve GSTK1'in tiimorli dokularda normale oranla daha fazla

eksprese olmus hasta sayis1

GSTO1 GSTK1
Total (n) Tiimor (n) %* Tiimor (n) %
Mide Ca 40 20 50 27 67,6

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (timér dokusu) ve non-neoplastik (kontrol; mide epitel
dokular1 ) hiicrelerin boyanma siddetine gore hesaplanmistir. Buna goére 0; protein ekspresyonu
goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ekspresyonu, 2; orta siddette protein ekspresyonu ve 3; siddetli
protein ekspresyonu seklinde derecelendirildi.

*: Yiizdeler satirlara gore verilmistir.

Immunohistokimyasal skorlamalarinin ortalamalarina gére Mide Kanser’li hastalarda
timorli  ve normal dokular arasindaki protein ifadelerinin  farkliliklar
incelendiginde; GSTO1 ve GSTKI1 izozimlerinin protein ekspresyonlarmin timorlii
dokularda normal dokulara oranla daha fazla oldugu bulunmustur(p=0,0008<0,05;
p=0,0000<0,05).Cizelge 3.7 de detayl olarak gosterilmistir.
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Cizelge 3.7. Mide Kanser’li hastalarin tiimorlii ve normal dokularinda GSTO1 ve
GSTK1 izozimlerinin protein ekspresyonlari

GSTO1 GSTK1
TIN* TIN
n  Timér Normal P** Timér  Normal . .
o . P degeri
degeri
Mide 1,92+0,12 1,27+0,1
Ca a0 ° 1,2040,13 1,6 2,200,13 173
Total (0-3))°  (0-3) 0,0008  (0-3) (0-3) 0,0000

Boyanma skorlari, pozitif boyanmis neoplastik (timér dokusu) ve non-neoplastik (kontrol: kolon
epitel dokular1) hiicrelerin boyanma siddetine gére hesaplanmistir. Buna gore 0; protein ekspresyonu
goriilmeyen, 1; hafif siddette protein ekspresyonu, 2; orta siddette protein ekspresyonu ve 3; siddetli
protein ekspresyonu  seklinde derecelendirildi. Tiimér ve Normal dokular arasindaki protein
ifadelerinin farkliliklart Mann-Whitney U Test ile %95°lik giivenilirlik diizeyinde incelendi.

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

a: ortalama deger+tstandart hata

b: minimum ve maksimum boyama siddeti

*: Tiimo6r/Normal orani

Mide ve kolon kanserli hastalarin dokularinda protein ekspresyonlar
karsilastirildiginda GSTOL izoziminin protein ekspresyonu kolon kanserli dokulara
oranla daha fazla oldugu istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,0021<0,05). Mide
ve Kolon adenokanserli dokularda GSTK1 izoziminin protein ekspresyonu
karsilastirildiginda aralarinda ekspresyonel farkliliklar goriilmedi (p=0,5740<0,05).

Klinik parametreler incelendiginde GSTO1 ve GSTK1 izozimlerinin ekspresyonlari
ile kolon kanserli hastalarin yas, sigara i¢imi ve cinsiyetleri ve timdr dokulart
arasinda herhangi bir iliski bulunamadi(p=0,477; 0,733; 0,0793>0,05), (p=0,439;
0,110; 0,439).
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Mide kanserli dokuda GSTK1 antikorsuz negatif kontrol boyamasi,
400X; B:Mide kanserli dokuda GSTK1 protein ekspresyonu 400X; C:
Mide normal dokusunda GSTK1 antikorsuz negatif kontrol boyamas,
400X, D: Mide normal dokusunda GSTK1 protein ekspresyonu 400X)
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Sekil 3.4. Tiimorli ve normal dokularda immunohistokimyasal GSTOL proteini (A:
Mide kanserli dokuda GSTO1 antikorsuz negatif kontrol boyamasi,
400X; B:Mide kanserli dokuda GSTO1 proteinin ekspresyonu 400X; C:
Mide normal dokusunda GSTO1 antikorsuz negatif kontrol boyamasi,
400X, D: Mide normal dokusunda GSTO1 proteinin ekspresyonu 400X).
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4. TARTISMA ve SONUC

Viicuda giren yabanci maddelerin, kimyasal maddelerin veya metabolit {iriinlerin
biyotransformasyon ile toksisitesi azaltilirsa detoksifikayon mekanizmasiyla
viicuttan uzaklastirilir bazen de biyotransformasyon sonucunda aktif ara {riinler
meydana gelir, bu durumda toksikasyon ya da bir baska deyisle biyoaktivasyon
meydana gelir[12]. Detoksifikasyon metabolizmasinda bir ¢ok enzim gorev
almaktadir, baglica iki basamakta gergeklesen bu metobolizma da enzimlerin
substraflari maddelerin disar1 atilmasinda 6nemli rol oynarlar bu sebeple Faz II
reaksiyonlarindan GST’ler biiylik 6nem tasimaktadir. GST enzimlerinin birg¢ok
substrat1 bulunmaktadir ve bu enzimler kimyasal madde ve ilaglarin 6ncii bilesikleri

oldugu bir¢ok c¢alismada gosterilmistir [58].

Glutatyon S-transferazlar, elektrofilik ve hidrofilik bilesiklerin glutatyon ile
etkilesimlerini saglayarak, hiicresel makromolekiilleri reaktif elektrofillere karsi
koruyan II. Faz detoksifikasyon enzim ailesi iiyesidir [52]. Kemoterapotik ilaglar,
karsinojenler, cevre kirliligi etkenleri ve ksenobiyotikler ile glutatyon arasinda
konjugasyonu katalizleyen dimerik enzimler ailesidir. GST, reaktif oksijen
radikallerinin ve sigara tiitiinlinde bulunan karsinojenlerin detoksifikasyonunda

onemli bir role sahiptir [53,54].

Yapilan bu tez galismasinda GSTO1 ve GSTKL1 izozimleri ¢alisilmistir. GSTK1’in
GSTK1-1 ve GSTK2 olmak iizere iki adet izoenzimi bulunmaktadir. Glutatyon
transferaz (GST) kappa mitokondriyal GST olarakta bilinir. Hiicrede mitokondri ve

peroksizomlarda bulunur.

GSTK ’nin insiilin resistansi, obesite ve diyabette de rolii oldugu daha 6nceden
yapilan calismalarda gosterilmistir. Yapilan bir c¢alismada fare ve insan yag
dokusunda GSTK1 obesite ile negatif korelasyon gosterdigi vurgulanmis ve tedavi
yaklasimlarinda 6nemli bir role sahip olabilecegi eklenmistir. Yapilan bu caligmayla
GSTK1’in metabolik hastaliklarda rolii oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismaya ilave

olarak, GSTK1 polimorfizm caligmalari, insiilin salinimi ve yag depolamanin iligkili
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oldugunu gostermistir.  GSTK1-1" in insanda obesite ile negatif olarak
iliskilendirmesi ve insiilin direnci hastaliginin tedavisinde gelistirilen ilaglar igin
hedef olarak diisiiniilmesi, yapilan bu tez c¢alismasi i¢in referans olmus, bu enzimin
protein ifadesinin kanser olusumuna etkisi ¢alisilmistir [90-93]. Literatiire
bakildiginda bu enzim ile ilgili ¢ok fazla protein ifadesi ¢aligmasi bulunmamakla
birlikte ¢alismaya konu olan kolon ve mide kanserinin bu enzim ile ilgili hemen
hemen hig literatiir bilgisi bulunmamaktadir. Ancak 2013 yilinda Oguztiiziin ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada bu enzimin tiroid kaserinde ekspresyonlarina
bakilmis ve bening tiroid hastaliklarindaki ifadeleri ile karsilagtirilmistir. Yapilan
calismada, tiimdrli dokularda GSTKI1 izoziminin ifadesini diger dokulara gore
istatiksel olarak anlamli bulmustur. Yapilan bu ¢alismada da GSTKI1 izoziminin
kolon ve mide kanserli dokulardaki ekspresyonu saglikli mide ve kolon hastalarina

ait dokulara oranla anlamli bulunmustur.

Calismaya konu olan bir diger enzim; GSTO "nin ise GSTO1 ve GSTO2 olmak iizere
iki izoenzimi bulunmaktadir. Omega sinifi indirgeme reaksiyonlarini kataliz eder.
fla¢ direncliliginde, radyasyon direngliliginde, igme suyuyla arsenigi indirgemede,
oksidatif streste rolii oldugu gibi alzaymir, Parkinson, sinir sistemi hastaliklarinda da

koruyucu role sahiptir. Yapilan ¢aligmalarda kanserde rolii oldugu tespit edilmistir
[85-89].

Literatiire bakildiginda GSTO1-1 izoziminin immiinohistokimya yontemiyle insan
normal dokularda dagilimlarma bakilmis ve Karcigerde, makrofajlarda, glia
hiicrelerinde, meme miyoepitel hiicrelerinde kolon ndéroendokrin, hepatosit, safra,
pankreas epitelinde, tiroid folikiiler ve C- hiicrelerinde ekspresyon oldugunu
gostermiglerdir. Bu bulgular GSTO1-1 in bu dokularda fonksiyonunun oldugunu
gostermistir [87]. Ancak GSTO1’inde tipki GSTK1 gibi literatiirde kanserli dokulara
ait protein ifadesi ile ilgili ¢aligmaya rastlanamamistir. GSTO’nin ila¢ direngliliginde
rol aliyor olmasi kanserde kullanilan ilaclara da direng gosterebilme olasiligini ortaya
cikarmaktadir. Literatiirde kanserli dokuda ki protein ifadesiigin yine Oguztiiziin ve
ark. 2013 yilinda troid kanserli hastalarda yaptiklar1 ¢alismada GSTO1 ’in kanserli
dokularda bening dokulara gore daha fazla ifade edildigini belirtmistlerdir. Yapilan u

tez calismasinda da GSTO1 ‘in protein ifadesi kolon ve mide kanserli dokularda
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saglikli bireklerdeki kolon ve mide dokularina oranla daha fazla oldugu istatiksel

olarak gosterilmistir.

Literatiir incelendiginde mide ve kolon kanserli dokularda GST enzimlerinin GSTOI1
ve GSTKI1 izozimleri ile ilgili protein ekspresyonu calismasina rastlanilmamistir
ancak 2013 yilinda Moran ve ark. GST enziminin diger {iyelerinden GSTPI ve
GSTT1 ‘in kolon ve mide kanserli dokularda yaptiklar1 protein ekpresyon
caligmasinda bu izozimlerin protein ifadelerini normal dokulardaki protein

ifadelerine oranla anlaml1 olduklarini1 bulmuslardir.

Yapilan bu tez calismasinda 47 kolon adenokanserli ve 40 mide adenokanserli
hastanin GSTO1 ve GSTK1 izozimlerinin ekspresyonlari degerlendirilmistir. Mide
ve kolon adenokanserli dokularinda, GSTO1 ve GSTK1 izozimerinin ekspresyonlari
normal dokulara oranla daha fazla oldugu bulunmustur (p=0,0008;0,0000<0,05);
(p=0,0000, 0,0000<0,05). Literatiire bakildiginda mide ve kolon kanserlerinde
GSTO1 ve GSTKI!’in protein ekspesyonlariyla ilgili herhangi bir caligmaya
rastlanamamustir. {lk defa bu ¢alismada mide ve kolon kanserlerinde GSTO1 ve
GSTK1’ in protein ekspresyonlari gosterilmistir. GSTO1 ve GSTKI1’in klinik
bilgilerle de iliskisine bakilmak istenmis ancak elimizde yeterli bilgi
bulunmadigindan mide kanserli hastalar i¢in bu sonuclar karsilastirilamamastir, kolon
kanserli hastalarin da yas, cinsiyet, sigara i¢cimi kolon kanser gelisimiyle ilgili
istatiksel olark anlamli sonuglar bulunamamistir. Sigara i¢imi kolon kanseri i¢in
onemli bir etyolojik faktdr olmasina karsin yapilan tez calismasinda bir iliski
bulunamamasinin sebebi olarak; hastalarin eshis koyulduktan sonra ameliyat olana
kadar sigara i¢ccimini birakip eski igici olarak goziikmeleri bu sebebple de istatistik
caligmalarin katilamamalar1 olabilecegi gibi; hasta sayisinin az olmasi da sebepler

arasinda olabilecegi diislincesindeyiz.

Kolon ve mide kanserinin gelismesi ve ortaya ¢ikmasi i¢in literatlirde ortaya ¢ikan
yas ortalamasi bizim gruplarimiz i¢in de gegerliligini korumaktadir. Bu da kolon ve
mide kanserinin agirlikli olarak ileri yaglarda ortaya ¢ikan bir hastalik oldugu

hipotezini de devam ettirmektedir.
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Yapilan bu tez calismasinda kullanilan dokular kemoterapi almamis hastalara aittir.
GSTO ve GSTK izozimlerinin mide ve kolon kanserlerinin olusumundaki 6nemi bu
calismayla ilk olarak ortaya konmustur. Bu izozimlerin substratlar1 ve kanser
ilaclarinin 6nii maddeleri karsilastirilmali ve eslesmesi durumunda karsilasilan ilacin
verilmemesi ¢linkii verilen ilaca karsi hiizrelerin bu enzimler sayesinde bir direng
gosterecegi diislincesindeyiz. Ayrica elimizde yeterli hasta sayisi olmadigindan
klinik parametreler ve hasta prognozlar1 hakkinda net bilgiye ulasilamadigindan bu
izozimlerin diger kanser cesitlerinde de daha fazla hasta grubuyla ¢alisilmasi ve hasta
klinik parametreleriyle karsilastirilarak hastaligin prognozuna katkida bulunulmasi

gerektigi diisiincesindeyiz.
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