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KISALTMALAR
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1. GIRiS

Glutatyon-S-Transferaz (GST) lar E.C: 2.5.1.18 kodlu ¢ok fonksiyonlu
iki alt birimden olugmus (dimerik) bir enzim ailesidir(6,9,11-16,18-20,22-32,35-
37,39-44 46-59,61-86,88-93,95,96). Bu ailedeki enzimlerin hem detéksiﬁkasyon
yapici hem de hiicre i¢i baglayic1 ve tastyici gérevlerinin oldugu bilinmektedir(58).
Bunlar ksenobiyotiklerin (yabanci maddeler) biyotransformasyonunda &nemli rol
alirlar ve enzim olarak Glutatyonun (GSH) pek c¢ok elektrofilik bilesikle
konjugasyonunu saglarlar. Konjugasyon sonunda olusan bilesik bu sekilde
organizmadan atilir veya ksenobiyotiklerin klasik atilma yolu olan Merkaptiirik
asitlere ¢evrilir(53).Bu islevlerin anlagilmasiyla GST’larin mutajen, karsinojen ve
diger zararli kimyasal maddelerin hiicre i¢i detoksifikasyonunda rollerinin oldugu
bildirilmistir.Ayrica metabolize edilemeyen hidrofobik-lipofilik pek ¢ok bilesigi
baglamalar1 bu proteinlerin hiicre i¢inde siurh ¢oziiniirltige sahip molekiiller igin
depo ve transport rolii goérdiiklerinin delilidir(22,48,78). Bu rolleri GST’larin
albiiminin hiicre i¢i egdegerleri oldugunu diisiindiirmektedir(58).

Calismamizda,GST izoenzimlerinin gegitli kanser vakalarinin teshisinde
ve hastalia yakalanma riski bakimindan birer markir olup olmadiklar1 ve
sonuglarin rutin ¢alismalara uygulanip uygulanamayacagimn arastirilmasi

amaglanmistir.



2. LITERATUR BILGILER

2.1. Kanser

2.1.1. Kanserin Onemi ve Tammu:

2000 yillarinda insanlar arasinda 6liim sebeblerinin basinda kanserin
gelecegine inanilmaktadir. Yap1lan’ genis bir mortalite aragtirmasina gore, ovaryal
kanserlerin mortalite oraminin son kirk yilda degismedigi ancak kanser mortalite
trendinin kanser tiplerine bagli olarak degistigi goriilmiistiir(29). Hodgkin hastaligi,
serviks, mide ve uterus kanserlerinde ise mortalite de belirgin bir diisme
g6zlenmistir. Diger taraftan akciger kanseri, melanoma, multple myeloma ve non-
hodgkin lenfoma mortalitesinde belirgin bir artiy bulunmustur.Ancak, erken teghis,
sigara icmeyi azaltma ve uygun diyet gibi 6nlemler ile kombine edilen ¢ok etkili bir
tedavi sonucu mortalite orani azalmaktadir(29).

Organ ve dokular olusurken hiicreler belirli bir diizen iginde,belirli is
béliimleri yaparak biraraya gelirler.Bu hiicreler belirli bir hizda ve kontrol altinda
cogalirlar,belirli bir huzda yikilirlar(38).

Kanser, dokunun nisbeten kendi kendine (otonom olarak) normal disi
biiytimesi olarak tarif edilebilir(10,29,38). Kanser sebebi olan maddelere
"Karsinojen" adi verilir. Karsinojen madde, radyasyon gibi fiziksel, polisiklik
hidrokarbon gibi kimyasal yada virus gibi biyolojik ajan olabilir.Bu gibi bir ajana

maruz kalma kansere sebeb olabilir. Karsinojenler, DNA tizerine direk genotoksik



etki yapabilirler(radyasyon gibi), hiicre proliferasyonunda artisa yol agabililer
(hormonlar gibi), yada her iki etkiyi birden gosterebilirler (sigara dumani gibi)(10).

Normal hiicrelerin proliferasyonu onkogenler ile regiile edilir ve tiimor
supresor genler ile dengelenir. Kanser gelisiminde onkogenin etkisinin aktivasyona
sebeb oldugu yada etkisinin degistigi veyahut bir tiimér siipresdr geninin kaybi
yada inaktivasyonu yada ikisinin birlikte goriildiigii ileri stirtilmektedir(29,38).

Anormal gekilde ¢ogalmaya baglayan kanser hiicreleri bulunduklari
yerdeki doku ve organlari, hatta daha uzaktaki organlan iggal ederek bu bolgelerin
gérevlerini engellerler. Sebebi iyi bilinmeyen bu hastaliklarin olugs mekanizmasi da
tam olarak bilinmemektedir(38).

1990 yilinda yeni kanser vakalarinin sayisi yaklasik 1 milyon olarak tespit
edilmistir. Kanser cesitlerinden en gok akciger kanseri, bunu sirasiyla kolorektal
kanseri, meme kanseri, prostat kanseri, mesane kanseri, non-hodgkin lenfoma,
uterus kanseri, farinks ve oral kavite kanseri, pankreas kanseri, 16semi, melanoma,
bobrek, mide,over,beyin ve sinir sistemi, serviks, karaciger, larinks ve tiroid bezi
kanseri, multple myeloma, 6zefagus kanseri, hodgkin hastalif1 ve testis kanseri
izler. Gelisen teknoloji ile insanlarin kanser yapici maddelere daha ¢ok maruz
kalmalar1 da kanser sikligmi etkilemektedir.Goriilme siklii ve yiiksek o6liim

oranina ilave olarak kanser tedavisinin pahalilig1 da sosyoekonomik bazi sorunlari

ortaya ¢ikarmaktadir(29).



sebeplerin arasinda genetik faktorlerin yamnda ¢evresel faktorlerin de rolii oldugu

2.1.2. Kanserlerin Nedenleri

Kanser, tek bir sebebe baglanamayan multifaktéryal bir hastaliktir. Bu

ileri siiriilmektedir(38). Baslica gevresel faktorler sunlardir:

1-Iyonize radyasyon
2-Ultraviyole 15inlar

3-Hava kirliligi

4-Kimyasal karsinojenler (katran, komiirtin yanma {rlinleri, benzen,

naftilaminler, asbest, vinil kloriir, krom, katki maddeleri ve bazi ilaglar.)

5-Beslenme faktorleri
6-Sigara
7-Alkol

8-Virusler

2.2. Tiimoér Markirlar:

Bazi tiimor markirlarinin kisa bir tarihgesi Tablo-1 6zetlenmistir(10).

Tablo-1:Tiim6r markirlarimin kisa bir tarihcesi.

YIL ORTAYA KOYAN" MARKIR

1846 H. Bence Jones Bence-Jones Proteini
1928 W.N.Brown Ektopik Hormon

1930 B.Zondek hCG

1932 H.Cushing ACTH

1949 K.Oh-Uti Kan grubu antijenlerinin delesyonu
1959 C.Markert {zoenzimler

1963 G.L.Abele AFP

1965 P.Gold ve S.Freeman CEA

1969 R.Heubner ve G.Todaro Onkojenler

1975 H.Kohler ve G.Milstein Monoklonal antikorlar
1980 G.Cooper,R.Weinberg veM.Bishop Onkojen probian

1985 H.Haris,R.Sager ve A.Knudson Supresér gen




Erken tam1 ve tedavi ile kanserli hastalarda Gnemli oranda iyilesme miimkiin
olabilmektedir.Erken teshis edilen kanser potansiyel olarak tedavi edilebilir.Amag
tiimoriin cerrahi olarak tamamen uzaklastirilacak kadar kiiiik oldugu zaman teghis
etmektir.Maalesef, pek ¢ok kanserde tiimér ya cerrahi olarak uzaklastirmak icin
¢ok biiyiik olur yada kanser hiicreleri diger dokulara metastaz yaparlar. Dahiliyect
ve cerrahlar tedavide kimyasal toksinleri veya radyasyonu kullanirlar.Bunlar pek
¢ok tiimor hiicresine kars: etkili olmasina ragmen genellikle tedavi edici degildirler.
Clinkii arta kalan tiimér hiicrelerinin kii¢iik bir fraksiyonu prolifere olup niiks
gelistirebilirler ve hatta hastay: &ldiirebilirler(10). Ideal bir tlimor markir1 kanser
tipini veren bir spesifiklikte ve erken teshis yada tarama siiresince kiigiik tiimérleri
saptamak i¢in yeterli duyarlilikta olmalidir. Malesef bugiin bilinen pek ¢ok tiimor
markir1 ne ¢ok spesifik nede yeterince duyarlidir. Tiimér markirlar halihazirda:

1-Tarama amaciyla,

2-Semptomatik hastalarin ayiric1 tamisinda,

3-Kanserin klinik derecelendirilmesinde,

4-Tiim6r hacmini belirlemede,

5-Hastalik prognozu hakkinda 6n bilgi temin etmede,

6-Tedavi basarisimn degerlendirilmesi ve tedaviye cevabin izlenmesinde,

7-Niikslerin saptanmasinda,

8-Tiimor kitlesinin yerinin tespitinde,

9-Immunoterapi i¢in yer belirleyici olarak, kullanilmaktadirlar(1,10).



2.2.1. Enzim Yapisindaki Markirlar

Baz: istisnalar disinda bir enzim yada izoenzimdeki bir artis kanserin
tipini veya spesifik organ tutulumunu tespit etmede yeterince spesifik ve duyarl
degildir. Ancak, PSA bir istisnadir. PSA hafif proteaz aktivitesine ve kallikrein
ailesinin serin proteazi ile homolog aminoasit sirasina sahiptir(10). Normal, benign,
hiperplastik ve kanserli prostat dokular: tarafindan salgilanir fakat diger dokulardan
salgilanmaz. Enzimler tiimér markirlar: olarak onkofetal antijenler ve monoklonal
antikorlardan 6nce kullanilmaya baglamistir(5).

Enzimler hiicre icinde hiicre disindan daha yiiksek konsantrasyonda
bulunurlar. Enzimlerin tiimorin nekrozisi yada tlim6r hiicresinin membran
permabilitesinin degismesi sonucu sistemik dolasima salinirlar.Bazen sistemik
dolasima salinmalarina tiimériin metastazida sebeb olabilir.Pek ¢ok enzim tek bir
organa spesifik degildir(5).Cesitli organ kanserlerinin teshisinde kullanilan

enzimler Tablo-2’de verilmistir.

2.2.2. Hormon Markirlar

Bazi hormonlar yarim yiizyildan fazla bir siireden beridir tiim&r markir
olarak kullamlmaktadirlar immunoassay’in sunulusu ve monoklonal antikorlarin
kullanilisi ile hormonlarin Olglimli glinimiizde dogru ve kesin olarak
yapilabilmektedir. Kanserde hormonlar ya ilgili organ tarafindan agin miktarlarda
salgilanir veya ilgili olmayan normalde salgilanmas: beklenmiyen uzak ve non-

endokrin doku tarafindan iiretilir. Uzak ve non-endokrin doku tarafindan iiretilme



Tablo -2:Tiim6r markir: olan enzimler.

ENZIM KANSER TiPi

Alkol dehidrogenaz Karaciger
Aldolaz Karaciger
Alkalin fosfataz Kemik Karaciger,Losemi, Sarkoma

" " plesental Over,Akciger, Trofoblastik Ca,Mide-barsak,Seminoma,Hodgkin
Amilaz Pankreas,Cesitli
Aril sulfataz B Kolon,Meme
Kreatin-kinaz BB Prostat,Akciger, Meme,Kolon,Over
Esteraz Meme
Galaktozil transferaz Kolon,Mesane,Mide-barsak,Cesitli
Hekzokinaz Karaciger
y-Glutamil transferaz Karaciger

Ldsin aminopeptidaz

Pankreas,Karacifer

Laktat dehidrogenaz Karaciger,Lenfoma,Losemi,Cesitli
o-Niikleotidaz Karaciger

Piruvat kinaz Karaciger.Cesitli

Riboniikleaz Cesitli(over,akciger,kolon)
Terminal deoksiribotransferaz Losemi

Timidin kinaz

Cesitli.Losemi,Lenfoma,Akciger

Néron spesifik enolaz

Akciger.Noroblastom,Karsinoid tm .melanom. Feokromastoma

Prostatik asit fosfataz

Prostat

PSA

Prostat

olay1 Ektopik Sendrom olarak bilinir. Kii¢iik hiicreli akciger kanserlerinde ACTH
salgilanmas: ektopik sendroma bir 6mek olarak verilebilir. lgili organin agir
salgilamasina da hipofizden ACTH iretiminin arttif1 Cushing sendromu &rnek
olarak verilebilir(10).Tiimér markir1 olarak kullamilan hormonlardan bazi 6rnekler

Tablo -3 de verilmistir.

Tablo -3: Tiimo6r markin olarak hormonlar.

HORMON . KANSER TIPi
ACTH Cushing sendromu,Akciger
ADH Akciger,Adrenal korteks,Pankreas,Duodenum
Bombesin Akciger
Kalsitonin Tiroid
Gastrin Glukagonoma
Growt hormon Hipofizer adenoma,B8brek,Akciger
hCG Embriyonal koriokarsinoma, Testis
{nsan plasental laktojen Trofoblastik Ca,Gonadlar, Akciger,Meme
Norofisins Akciger
Pratiroid hormon Karaciger, Bobrek,Meme, Akcier,Cesitli
Prolaktin Hipofiz adenomu,B&brek, Akciger
Vazoaktif intestinal polipeptit Pankreas,Brons,Feokromastoma.Noroblastom




2.2.3. Karbonhidrat Yapisindaki Markirlar

Bu markirlar tiimér hiicre ylizeyinde bulunan antijen 6zelligi gosteren ve
tlimor hiicreleri tarafindan salgilanan karbonhidrat yapisinda olan maddelerdir(87).
Monoklonal antikorlar hiicre yiizeyindeki bu antijenlere karsi gelisirler.Bu tiimor
markirlar1 klinik olarak faydali yeni bir generasyon olarak bildirilmektedir.
Bunlarin, enzimler ve hormonlar gibi dogal olarak salgilanan markirlardan daha
spesifik olduklar1 bildirilmigtir. Yiiksek molekiil agirlikli miisinler ve kan grubu
antijenleri karbonhidrat yapisinda olan markirlar olarak bilinmektedir(10). Bunlarin
cesitli 6rnekleri Tablo-4 de goériilmektedir.

Tablo 4: Miisin ve kan grubu antijenleriyle iliskili tlimér markirlari

KARBONHIDRAT MARKIRLAR KANSER TiPI
Miisinler:
CA 125 Over.Endometriosis
Episialin *CA 15-3 Meme.Over
*CA 549 Meme.Over
*CA27-29 Meme
MCA Meme.Over
DU-PAN-2 Pankreas,Over.GIS.Akciger
Kan grubu antijenleri:
CA 19-9 Pankreas.Mide-barsak.Karaciger
CA 19-5 Mide-barsak.Pankreas,Over
CA 50 Pankreas,Mide-barsak,Kolon
CA 72-4 Over,Meme,Mide-barsak.Kolon
CA 242 MiIde-barsak.Pankreas

2.2.4. Protein Yapisindaki Markirlar

Monoklonal immunoglobulin, yiiz yildan fazia bir siiredir Multiple
Myeloma icin markir oleirak kullanilmaktadir. Monoklonal paraproteinler serum
elektroforezinde globulin bandinda sivri bir band olarak goriiliirler.Multiple
Myelomali hastalarin %95 inden fazlasinda boyle bir elektroforetik band

goriilmektedir(10). Non-malingnant monoklonal immunglobulinlerin gériiniistiniin



yas ile artig1 ve 75 yasin istiindeki hastalarda % 5 olarak goriildiigii bildirilmistir.
Bu non-malingnant monoklonal bandlar genellikle malingnant bandlardan daha
diisik konsantrasyonda oldugu ve Bence-Jones proteini ile birlikte olmadigi
gOriilmiistiir ~ Bence-Jones  proteininin  idrardaki  serbest  monoklonal
immunoglobulinin hafif zinciri oldugu ve idrardaki monoklonal immﬁnglobulinin
seviyesinin hastaligin seyrinin bir prognostik isareti oldugu bildirilmistir. Aym
sekilde tedavi siiresince idrar Bence-Jones proteininin konsantrasyonun tedavinin
etkinligini yansittig bildirilmektedir(10).

Tiim6r markirt olarak kullamilmak {lizere c¢esitli proteinler Onerilmistir
(Tablo-5). Bu markirlarin ¢ogunu klinik olarak degerlendirebilmek igin ilave

arastirmalara ihtiya¢ oldugu bildirilmektedir(1).

Tablo - 5: Tiimo6r markir1 olarak proteinler.

ADI KANSER TIPI
B2-Mikroglobulin M.Myeloma, B hiicreli lenfoma, KLL
C Peptit Insilitnoma
Ferritin Karaciger, Akciger, Meme, L6semi
Melanoma iligkili antijen Melanoma
{mmunoglobulin M.Myeloma, Lenfoma
Pankreas iliskili antijen Pankreas, Mide
Yeni dogan spesifik protein-1 Trofoblastik Ca, Germ hiicreli Ca
Protrombin prekiirsér Hepatosellitler
Timdr iliskili tripsin inhibitor Akciger, Mide-barsak, Over

2.2.5. Genetik Markirlar
Kanserlerin, hiicrelerde kalitsal ve genetik degisiklikler sonucu
olabilecegi bildirilmektedir. Genetik degisiklikler nedeniyle hiicre normal

durumdan kanserli duruma gelmekte ve sonunda metastas yapmaktadir. Kanserin
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risk indeksini kanitlama ve taramada serumdaki markirlarin biyokimyasal
metodlarla  geleneksel  takibi  yaninda  kromozomal  degisikliklerde
degerlendirilmektedir(10).

Kanserin gelismesinde Onkojen ve supresdr genlerin etkili oldugu
bildirilmektedir(Tablo-6 ve Tablo-7). Onkojenlerin dominant mutasyonlarla aktive
olabilen protoonkojenlerden meydana geldigi ve nokta mutasyon, ilave (insersiyo),
ayrilma (delasyon), yer degistirme (translokasyon), veya ters donme (inversiyo)
gibi mutasyon tipleri gosterdikleri bildirilmektedir. Pek ¢ok onkojenin 16semi gibi
hematolojik malingnitelerle ve daha az miktarda da solid tiimérlerle iliskili oldugu
bulunmustur. Supresor genler ise sadece solid tiimérlerden izole edilmisgtir(1).

Tablo -6: Onkojen markirlar.

ONKOJENLER KANSER TiPi
N-ras mutasyon AML Noroblastom
c-myc-translokasyon B ve T hiicreli Lenfoma
c-erb B-2amplifikasyon Meme,Over,Barsak-mide
c-abl/ber translokasyon KML
N-myc. Amplifikasyon Noroendokrin Ca.

Tablo -7: Siipresér gen markirlan

SUPRESOR GEN KROMOZOM
DCC  (kolon karsinomas1) 18q21.3
NF-1  (ndrofibromatosis) 17q11.2
RB (retinoblastom) » 13q14
p33 (kolon karsinomu) 179
WT  (Wilms Tm.) 11p13
erb B-2 (hepatoseliiler Ca.) Tp
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2.2.6. Diger Markirlar
Katekolaminler, poliaminler, sialik asid ile bagli lipidler ve reseptorleri
iceren diger tiimor markirlar gesitli derecelerde klinik olarak degerlendirilmektedir

(Tablo - 8)(10).

Tablo - 8: Diger tiim6r markirlari.

ADI YAPISI KANSER TIPI
Ostrojen ve Progestron reseptorieri Doku Meme
Katekolamin metabolitleri:
*VMA,**HVA Metanefrin Idrar Noroblastom, Feokromastoma
Hydroksiprolin Idrar Kemik metastazi(meme),M.Myelom
Poliamin BOS / Idrar Beyin / Cesitli

* VMA:Vanil mandelik asit, * *HVA:Homovanillik asit

Bu grub markirlarin belkide en degerlileri olabilen reseptérler doku
preparatlarinda  6lgiilebilmektedir.Ostrojen ve progesteron reseptdrleri meme
kanserinde hormonal tedavi i¢in indikatér olarak kullanilmaktadir. Pozitif dstrojen
ve progesteron resept6rlii hastalarin hormonal tedaviye cevap vermeye meyilli
olduklar, negatif reseptérliilerin ise kemoterapi gibi diger tedavi sekilleriyle tedavi
edildikleri bildirilmigtir. Hormon reseptérlerinin aynt zamanda meme kanserinde
prognostik faktorler olarak degerlendirildikleri, pozitif reseptér seviyelerine sahip
hastalarin daha uzun surviye meyilli olduklar1 bildirilmistir(10). Cok kullanilan
timor markirlarindan bazilarmin normal degerleri, 6zellikleri ve kanser tipleri

Tablo-9 da goériilmektedir(33).



Tablo-9:Baz tiimér markirlarinin 6zet bilgileri.
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NORMAL ENDIKASYON OZELLIKLERI
DEGERLER
AFP <15 ng/ml Karaciger kanseri, Benign karaciger hastaliklarinda
: germinatif hilcreli tumdr. yiikselir.

p2-Mikroglobulin 1.2-2.5 mg/LL. | Multipl miyelom, Bdbrek hastaliklarinda ve AIDS'
non-hodgkin lenfoma te yitkselir.

CA 15-3 <28 U/ml Meme karsinomu,over karsinomu. Karaciger sirozunda yiikselir.

CA 19-9 <37 U/ml Pankreas,Kolorektal, Safra kesesi ve Safra taglarinda,pankreatitte,
safra yollan karsinomu. karaciger sirozunda yiikselir.

CA 72-4 <3 U/ml Mide karsinomu

CA 125 <35 U/ml Over ve pankreas karsinomu

Kalsitonin <100 pg/ml Modiller tiroid karsinomu

CEA <3 ng/ml Kolorektal,mide,meme ve brons Sigara i¢enlerde yiikselmesi
karsinomlari. mimkiin

HCG 0-5 mU/ml Koryon karsinomu,teratom,mol
hidatiforme ve erkekde seminom

Néron spesifik enolaz | <12.5 ng/ml Kigik hiicreli brong karsinomu, Bir saat igerisinde santrifilj
apudoma,ndroblastoma. edilmeli.

PSA 3.7 ng/mi Prostat karsinomu Rektal incelemesi 8ncesinde kan

alinmali!Dokuva 8zgti.
PAP <4 pg/ml Prostat karsinomu Rektal inceleme Sncesinde kan
alinmali!Dokuya 8zgildiir.

Skuamaz hiicreli <2.5 ng/ml Yassi epitel hiicreli karsinom(KBB, Deri ve tiikritk bulagsmasinda

karsinom antijen akciger.uterus.tzefagus bolgesi ) yiikselir.

TPA <80 U/L Mesane karsinomu Dustik dzgitllak.

2.3. Glutatyon-S Transferaz (GST) Enzimi

2.3.1. GST’larm Tarihcesi ve Isimlendirmesi

GST’lar ilk olarak 1961 yilinda Combes ve Stakelum ile Booth ve
arkadaslan tarafindan ayr1 ayri yapilan ¢aligmalarda(6,78) tanimlanmig olup halen
yogun bir bigimde arastirilmaktadir. Bayland ve Chasseaud, bu enzimleri 1969
yilinda substratlarinin kimyasal yapisina gore; 1.)Aril transferaz  2.)Epoksit
transferaz 3.)Alkil transferaz 4.)Aralkil transferaz 5.)Alken transfera'z, olarak beg

ayr1 grubda siniflandirmiglardir(39,66).
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GST’lar iizerine yapilan ¢aligmalardan ayr1 olarak bilirubin
metabolizmasinda rol alan bir karaciger proteini iizerinde de ¢aligmalar yapilmistir.
Bilirubinin safraya verilmeden once glukronik asitle konjuge oldugu yer olan
endoplazmik retikulumda hl’icfé i¢i taginmasinda rol oynadig: bildirilen bu protein
Levi ve arkadaglari(40) tarafindan "Y" PROTEINI veya "LIGANDIN" olarak
adlandirilmistir. Daha sonra Habig ve arkadaslar1(22,23), bunun bir GST izoenzimi
oldugunu ortaya koymuglardir(

1973 de ¢ sigan transferazinin birbirinden ayrilarak tamimlanmasi ve
saflagtirilmasi(63) ve bu transferazlarin daha once tamimlanan alt grublarin
herhangi birine 6zgiil olmayip i¢ige gegmis substrat 6zgiilliigiine sahip oldugunun
bulunmastyla alt grublandirma birakilip tanimlanan tiim enzimler Glutatyon-S-
Transferaz baghg: altinda toplanmustir.izoenzimlerin homolog veya heterolog iki
alt birimden olustugunun bulunmasi; isimlendirmede de alt birim tiplendirmesinin
kullanilmas: fikrini dogurmustur(51). 1983 de bu diisiinceyle yapilan toplanti
sonucunda sigan izoenzimlerinin arab rakamlariyla numaralandirilmas: kabul
edilmigtir. Insan GST’lari Yunan harfleriyle isimlendirilmektedir. Ancak bu
izoenzimlerinde si¢an izoenzimlerine benzer sekilde alt birimlerini de belirleyecek
sekilde isimlendirilmeleri Onerilmektedir. Sican izozimlerinin eski ve yeni

isimlendirilmesi Tablo-10 da gosterilmistir(35).
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Tablo-10:Sitozolik sican Glutatyon S-Transferazlarinin isimlendirilmesi.

YENI ISIM ESKI ISIMLER ALTERNATIF ALTBIRIM TANIMLAMASI
GST 1-1 L2 Ya
GST 1-2 B (ligandin) BL Ya. Yec
GST 2-2 AA B2 Ye
GST 3-3 A A2 Ybi
GST 3-4 C AC Ybi. Yb2
GST 3-6 P
GST 4-4 D C2 Yh2
GST 4-6 S
GST 5-5 E
GST 6-6 MT Yn
GST 7-7 P Yp veya Yf
GST 8-8 K Yk

2.3.2. GST’larmmn Tammmlanmasi

Herhangi bir organizmada ¢ok sayida GST izoenziminin bulunmasi her bir
formun ayn ayr1 tanimlanmasiu giiglestirmektedir.Mesela siganda simdilik en az
12 sitozolik ve 1 mikrozomal, insanda 7 sitozolik GST tanimlanmistir.Bir enzim
formunun tamimlanmasi igin enzimin fizikokimyasal Ozellikleri, spesifik
antiserumlarla reaksiyonu, substrat Ozgiillligli ve inhibitdrlere duyarliligi gibi
ozellikleri g6z Oniine almmaktadir. Insan GST izoenzimlerinin fizikokimyasal
ozellikleri Tablo-11 de, ¢esitli substratlarla gosterdikleri spesifik aktiviteler Tablo-

12 de, inhibisyon karakteristikleri Tablo-13 de goriilmektedir(66).

Tablo -11:Insan GST’larmin fizikokimyasal §zellikleri.

[ZOENZIM SINIF GORUNUR ALTBIRIM IZOELEKTRIK
MOLEKUL AGIRLIGI(kDA) NOKTA
B1BI Alfa 25 . 8.9
BIB2 Alfa 25 8.75
B2B2 Alfa 25 8.4
1 Ma 26.5 6.6
v Mi 26.5 5.5
i Pi 23 4.8
skin"9.9" Alfa 27.5 9.9
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Tablo -12:Insan GST’larimn spesifik aktiviteleri.*

SINIF: Alfa Mii Pi

IZOENZIM: B1B1 B2B2 | Skin"9.9" o -€ n P4
1-kloro-2.4-dinitrobenzen 82 80 - 64 187 105
1.2-dikloro-4-nitrobenzen 0.25 0.79 - 0.05 0.032 0.11
Bromsulfoftalein - - 0.005 <0.002 <0.002
Etakrinik asit 0.11 0.14 0.31 0.03 0.081 0.86
Trans-4fenil-3bilten-2on 0 0 0 0.0015 0.36 0.01
4-hidroksinonenal - - - 0.009 0.044 0.002
Lokotrien A4 0 0 - 0 0.11 0.37
1.2-¢poksi-3(p-nitro-

fenoksi)propan 0.0006 <0.00001 - 0.019 5.2 0.0024
trans-Stilben oksit - - - 0.047 0.92 0.13
Benzo(a)piren

7.8diol-9.10-epoksit - - - 0.038 0.57 0.83
Kumen hidroperoksit 31 104 4.3 10.6 0.63 0.03
H2 02 - - - <0.01 <0.01 <0.01
p-nitrofenil asetat 0.66 0.24 - 0.18 0.22 -~

Tablo -13:Insan GST izoenzimlerinin inhibisyon karakteristikleri.*

SINIF: Alfa . Mii Pi
[ZOENZIM | BIBI1 B2B2 | Skin"9.9" - u T
Cibacron Blue 2.5 24 13 4 0.05 0.5
Tribiitiltin asetat <0.001 0.989 - 0.1 0.5 4
Trietiltin bromilr 1.55 0.145 - 10 5 6
Trifeniltin kloriir 0.3 1.5 1 0.25 0.5 >10
Bromsuifoftalein 10.5 125 120 75 2 100
Hematin 1.5 40 1 0.5 1 5
S-hekzilglutatyon 4.6 6.6 - 3 10 20
S-(p-bromobenzil)glutatyon - - - 4 1 4

*Tiim degerler uM cinsindendir. pM: pH:6.5,100mM fosfat tamponunda substrat olarak 1 mM CDNB kuilamiarak
dlgillen enzim  aktivitesini %50 inhibe eden inhibit6r konsantrasyonlaridir.

2.3.3. GST’larmn Tiirler ve Dokular Arasi Dagilimi ve Gelisime Bagh
Sentezleri

GST’lar bakterilerden, memelilere ve cesitli bitkilere kadar pek¢ok canli
tiirtinde tanimlanmstir. Konu ile ilgili olarak ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir(11,48).

Insan GST izoenzimlerinin gelisjmeye bagli dagilimi abortus olmus
fetuslarin organlan sitolojik ¢aligmalarla incelenmis ve bireysel biiyiik farkliliklar

gozlenirken fetal gelismeyle paralel Onemli bir farklilik bulunamamugtir. Yani
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calisma grublarina ait izoenzimlerin yapilar1 arasinda farklilik goriilememisgtir.
Bununla birlikte en azindan 3.trimester sonundan itibaren fotal-spesifik enzim
sentez edildigi gOriilmiistiir(19).Yapilan ¢aligmalarda enzim aktivitelerinin
perinatal olarak arttig1 bildirilmigtir(48).

GST izoenzim kompozisyonun organ bagimli oldugu ve en kompleks
Ornegin de karaciger ve adrenal bezde oldugu goérilmiistiir(76). Gebeligin erken
dénemlerinde goriilen organlar aras1t GST farkliliklar: yaninda karaciger ve bobrek
iistii bezi gibi baz1 organlardaki GST izoenzimlerinde gelisme safhasina gore
degisiklikler goriilmiistiir. Bazik izoenzimler 10 haftalik gebelikten sonra tim
karaciger ve bobrek tistil bezi hiicrelerinin sitozoliinde goriilmiistiir(19).

GST’larin yap: ve fonksiyonlart hakkinda pekcok sey bilinmesine ragmen
seliiler ve subseliiler lokalizasyonlar1 hakkinda az sey bilinmektedir(27). Seliiler ve
subselliiler yerlesimin fizyolojik rolleri a¢isindan dnemli oldugu bildirilmigtir(12).
Transferazlar kiiciik molekiil agirlikli (45000 kD) enzimler olarak bilinirler.
Bunlarin ¢6zliniir hepatik proteinlerin yaklagik % 3-5 i kadarim olusturduklar
bilinmektedir (53,60,78). Mikrozomal GST’larin yiiksek oranda endoplazmik
retikulumda ve mitekondri dis memraninda mevcut oldugu goriilmiistiir(58). Asidik
GST’larin bilier epitelde bulunup tasiyict bir protein gibi gorev yaptiklan
bildirilmektedir(24).

Her dokuda aktiviteye raslanmakla birlikte izoenzim tiplerinin farkli

oldugu bulunmustur. Karaciger enzimlerinin genetik defektini incelemek igin
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eritrositler yaygin olarak kullamilmaktadir. 2mM kadar GSH ve fazla miktarda
GST’a sahip olan eritrositlerin dolasimdaki ksenobiyotiklerin uzaklastirilmas: i¢in
ideal bir lokalizasyon yeri oldugu ve detoksifikasyondaki genel rolleri ile uyumtu
oldugu gosterilmigtir(53). Karacigerde GST 'izoenzimlerinin hiicresel diizeyleri o
konagin kimyasal durumu ile diizenlenir. Bazi hastaliklarin ve hormonal
degisimlerin izoenzimlerin hiicresel diizeyini degistirdigi gosterilmistir(88). Asidik
GST’lar insanin plasenta, akciger, bobrek, kalp ve beyin dokusunda yiiksek
konsantrasyonlarda, diger dokularinda ise diisiik konsantrasyonlarda bulunmustur.
Yetiskin karacigerinde bulunmasina ragmen fetal karacigerde daha fazlaca
bulunmustur(27). Nétral GST (GST-u) izoenziminin insanlarin yaklasik %40-
47’sinde eksikligi gosterilmistir(28,39,71-73,77). GST’larin fetus ve yetiskinde
organlar arasi dagilimi Tablo-14 de verilmigtir.

Tablo -14:Insan GST’larmin doku dagilimi.

TRANSFERAZ
Bazik Notral Asidik
DOKU (pl>17.5) (pl-6.5) (pI<5.5)
Yetiskin:
Bobrek {istli bezi + + +/-
Beyin +
Duodenum +
Eritr6sit +
Bobrek + +
Lens +
Karaciger + +/- +/-
Akciger +
Over + +
Plasenta +
Dalak +
Testis + + +
Fetal:
Bébrek tistit bezi + +
Karaciger + +
Akciger +
Bobrek +
Beyin +
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2.3.4. GST’larm Smiflandiriimasi
Son zamanlara kadar GST’lar, Aril transferaz, Epoksit transferaz gibi
katalizledikleri reaksiyona gére simiflandiriimiglardir(39,66). Giintimiizde ise tiire
bagli olmayan bir siniflama yapilmig ve ii¢ sitozolik birde mikrozomal olmak {izere
doért ana grubda simuflandinlmuslardir. Sitozolik GST’lar, SDS-Poliakrilamid jel
elektroforezindeki molekil agirliklarina ve izoelektrik noktalarina gore;
1.)Alfa(Bazik), 2.)Pi(Asidik), 3.)Mii(Notral) diye adlandinlmislardir(27,69).

Insq.n GST’larinin bu gekilde siniflandirilmalarinda heniiz tam bir netlige
ulasilamamustir.Mesela nétral simifina giren GST’larin tiimiiniin pI's:1 7 den diisiik
bulunmustur(57,69). Suzuki ve arkadaslariin (32) insan beyninden elde ettikleri
pI's1 4,25 olan GST, asidik sinifina dahil edilmemigtir.Yine GST-E formunun ana
grublarin hi¢ birine uymamadig: goriilmiistiir(57,69).

Bir grub icindeki izoenzimlerin enzimatik &zellikleri arasinda belirgin
farklibiklar olmadifi igin insan GST’lann sadece 3 grubun iiyeleri olarak ayirt
edilmislerdir. Bu ti¢ grubun fiziksel, kimyasal ve katalitik 6zellikleri yoniinden
farkliliklar1 belirlenmistir(48). Kamisaka ve arkadaslari(19) a,p,y,9,¢ isimli benzer
aminoasid kompozisyonu ve immunolojik karekterlere sahip 5 degisik bazik GST
formu ortaya koymuslardir.Notral siifi GST lar i¢in ise ¢ok benzer 2 form

bildirilmistir ki bunlar; p ve y dir (62).
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2.3.5. GST’larm Genetigi

Canlilarin pek ¢ok fizyolojik fonksiyonlar1 yapabilmeleri i¢in ¢ok sayida
GST izoenzimi kodlayabilecek genetik  kapasiteye sahip olduklan
bildirilmigtir.Cok sayida gen olmas: ve alt birimlerin hibridizasyonu izoenzim
olusumunun nedenleri olarak bildirilmektedir(48). GST alt birimlerinin degisik
ksenobiotikler ile (fenobarbital, 3-metilkolantren, transtilben oksit gibi)
uyarilabildigi ve dokuya has diizenlemenin incelenmesinde faydali bir sistem
oldugu bildirilmektedir(64).

Insan GST’larimin en az 4 otozomal gen lokusu tarafindan kodlandig:
farklit gen siiflarinin farkli kromozomlar tizerinde yerlestii ve bazi canlilarda bir
sinifa ait GST genlerinin en az {i¢ kromozom iizerine dagilmis oldugu
gosterilmistir(95).

1981 yilinda Board'in (4) yaptig1 genetik model, GST’larin asidik,bazik
ve nétral diye yap1lé.n siniflamasi ile uyum halindedir. Bu modele gore sitozolik
transferazlar:

GST Herrreeeeneenee. (No6tral), GST-1 genleriyle,

GST o,B,7,0 ve e...(Bazik), GST-2 genleriyle,

GST Teeereeeearnnene (Asidik) , GST-3 genleriyle kodlanmaktadir(19).
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GST-1 genlerinin, nigasta-jel elektroforezi kullanilarak:

GST-1*0

GST-2 *1

GST-3 *2 alellerinin kombinasyonu ile 4 fenotipi belirlenmis ve genetik
etkinligin, dominant gegisten dolayt GST-1 *0 / GST-1 *0 alellerinin
kombinasyonu ile ortaya ¢iktig1 gdsterilmigtir(19,48,52).

Bazik GST izoenzimlerinin (o,B,7,6,€) olusumu hakkinda farkli teoriler
vardir. Mesela, bunlar benzer aminoasid kompozisyonu ve immunolojik
karakterlere sahip oldugu igin tek bir ana formun deaminasyonu sonucu oldugu
farzedilmektedir. Post translasyonel modifikasyon ikinci bir izoenzim olusum
teorisidir.Ancak Mannervik ve Gutenberg (48), bu degisikligin genetik ozellikten
oldugunu ileri siirmiiglerdir.1985 de Stockman ve arkadaglari(19), ise aym genlere
ait drtinler oldugu goriilen iki enzim monomeri tanimlamiglardir. Bu iki gen 6pl12
kromozom bandi iizerindedir(Z). Bu ayrnt genlerin kodladigi Bl ile B2 alt
birimlerinin degisik kombinasyonlan ile de 5 degisik GST ortaya ¢ikmustir. Bunlar:

OB, vrerennerennessoneenes B2B2 transferazlar,

Errreereeessrernrressresenenne B1B1 transferazlar,

o S URPRR B1B2 transferazlardir(19).
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2.3.6. GST’larin Saflagtirllmasi

GST’lar E.Coli den insana kadar pek ¢ok organizmadan saflagtirilmigtr.
Doku GST izoenzimlerinin tayini i¢in yapilan daha onceki ¢aligmalar ya
immunokimyasal analiz yada enzimatik deneyleri takiben yapilan GST
izoenzimlerinin ayrigtirilmasindan ibarettir(63). Ancak mevcut GST antikorlarinin
¢ogu monospesifik olmadif i¢in antikora dayal: deneyler genellikle yapisal olarak
ilgili alt birimin tiiminii tayin eder.Bunun gibi i¢ice gegmis substrat dzellikleri ve
klasik ayirim metodlar1 ile GST izoenzimlerinin tam bir ayrimu ve elde
edilmelerinin zorlugundan dolay1 katalitik reaksiyonlara bagli deneyler ancak
birden ¢ok izoenzim tayinine imkan vermektedir(91).

Son zamanlarda basit bir metod GST alt birimlerinin tayini ve
saflagtirilmasi icin tarif edilmistir.Bu metod affinite kromatografisi ile GST
izoenzimlerinin saflagtirilmasim ve HPLC ile de alt birimlerinin ayrimim
kapsar(64). 1-k10r6,2-4-dinitrobenzen (CDNB), GST’larin saflastinlmalann ve
degerlendirilmelerinde en iyi ve en ¢ok kullanilan bir substrattir(14,18,22-

25,28,55,91).

2.3.7. GST’larm Fizyolojik Onemi
GST enzimlerinin ksenobiotikleri detoksifiye etmeleri yaninda karaciger
gibi bazi dokularda ¢6ziinebilir sitozolik proteinlerin %10 unu olusturabilmeleri

gibi dokularda yiiksek miktarlarda bulunmalari bu enzimlerin endojen
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substratlarinin da bulundugunu diistindiirmektedir.Pek ¢ok endojen maddenin
oksidatif metabolizmas1 sonucu ortaya ¢ikan elektrofillerin GST’larin muhtemel
substratlari oldugu diistintilmektedir.Karbon-karbon ¢ift bagi iceren bilesikler
reaktif 6ksidasyon lirlinleri verme eglimindedirler. Bu gruba aromatik bilesikler ve
poliansatiire yag asidleri girmektedir(49). Muhtemel substrat grublar: sunlardir:

DKinonlar.

2)Organik hidroperoksitler.

3)Epoksitler,

4)Arasidonik asit tiirevleri.

5)Alkenler(alfa-beta ansatiire karbonil bilesikleri).

6)Digerleri.

2.3.8. GST’larm Fonksiyonlar
Homodimérik veya heterodimerik enzimler olan GST’larin aragtirilan tiim
canli tiirlerinde bulunmas: bunlarin hayati 6neminin gostergesidir.Bu enzimler
katalitik ve non-katalitik ¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Hem detoksifikasyon
yaparlar hemde hiicre i¢i baglayici ve tagiyici rolleri vardir(22,48,58,78).
Katalitik olarak; yabanci maddeleri glutatyon (GSH) daki sisteine ait
(-SH) grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik 6zelliklerini nétralize ederler ve
{irliniin daha fazla suda ¢6ziiniir hale gelmesine neden olurlar.Olusan bu GSH

konjugatlar1 boylece organizmadan atilabilir veya daha ileri metabolize
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olurlar.Ksenobiyotiklerin klasik atilim {riinleri olan merkaptiirik asitler
organizmadan safra ile atilirlar.Sekil-1 de merkaptiirik asit olusum mekanizmasi
gosterilmektedir(66,91).

Bu yol GST larin kanserojen,mutajen ve diger zararli kimyasallarin hiicre
ici detoksifikasyonunda rolleri oldugunu gostermektedir. Metabolize edilemeyen
lipofilik-hidrofobik pek ¢ok bilesigi baglamalar: ise bu enzimlerin hiicre i¢inde
sinirli  ¢Oziiniirliige sahip molekiiller igin hem depo hemde tasima rolii
iistlendiklerini gostermektedir(22,24,48,54,64,78,88).

Sican Kkaracierinde bilirlibini, karsinojenleri ve azotlu bilesikleri
baglayan bir protein tanimlanmis ve "ligandin" veya "Y" ve "Z" proteinleri olarak
isimlendirilmistir(36,90). Daha sonra ligandin ile sigan GST 1-1 (GST-y)
izoenziminin aymi protein oldugu gosterilmistir(23). Bilirlibinle yapilan ¢aligmalar
GST’larin hiicre disindan igeriye biliriibin girisini artirmadigim ancak hiicre
icinden disariya biliriibin ¢ikisim azaltigimi gostermistir.Bu sekliyle bir depo
proteini gibi davranmaktadir.Bilirtibin gibi bir ¢ok pigment (hematin,
bromsiilfaftalein, indosiyanin green gibi), kolik asitler, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar bu proteinler tarafindan baglanip taginabilmektedirler(53,64,68).

GST’larin  sitozolde )ﬁka:k miktarda bulunmasi; albuminin kan
dolasiminda iistlendigi rolii bu proteinlerin hiicre i¢inde yerine getirdigi hipotezini
dogurmustur(18). Deneylerde "hem" molekiiliiniin son sentez basamaginin

bulundugu mitekondri i¢ zarindan digariya hareketini GST‘larin kolaylagtirdigy
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gosterilmistir(34,75). GST’larla yapilan baglanma calismalarinda steroid ve
hormonlar1 bagladiklari anlagilmigtir. Hormonlarin ¢ekirdege nakli gorevini de
yerine getirdigi diislinilmiigsede bu olayin fizyolojik sonuglari ve anlami hentiz
tam agik degildir(34,75). Tablo-15 de GST’ lara baglanan hormonlar ve baz: diger
bilesiklerin listesi verilmigtir.

Tablo-15:Hormonlar ve bazi bilesiklerin GST’lara baglanma &zellikleri.

HORMONLAR AFFINITE**
Triiyodotironin (T3) 4+
Tetraiyodotironin (T4) 4+
Kortikosteron 44+
Hidrokortizon o+
Deksametazon ot
Prednizolon +++
Aldesteron +4++
Progesteron Ui,
Androsteron 4+
Testesteron F 4+
Dictilstilbesteron ++
17 B-estradiol + 4+
Estron ++
Dehidroepiandrosteron + 4+
Kolesterol -
2.3-benzantresen F 4
Naftoflavon ++
Akridin oranj ++++
Fenantren +4++
1.25-dihidroksi vitamin D3 ++
Difenilhidantoin -
Klofibrat -
Biliriibin +++ 4+
indometazin et

*#:Relatif affiniteler:(+ + + +)=Kd<0,00000 1M;(+ + +)=0,00000 1<K d<0,00001 M;(+ +)=0,00001<Kd<0,0001 M;
Kd>0,001M olan bilesiklerin baglanmadig: kabul ediimistir.

Bu fonksiyonlarina ilaveten GST’lar ¢ok sayida bagka gorevlere de
sahiptirler. Lokotrien C4'iin sentezi, 16kotrien C sentaz aracilif: ile 16kotrien A4'tin
GSH ile baglanmasi sonucu olur. Bu reaksiyon GST’lar tarafindan da

katalizlenebilmektedir(20,83).
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1=GST, 2=Gama-glutamil transpeptidaz, 3=Sisteinil glisin dipeptidaz, 4=N-asetil transferaz, 4*=Deasetilaz,
5=Sistein konjugat B liyaz, 6=UDGP glukuronil transferaz, 7=S-metil transferaz, 8=Metil siilfonil tilrevleri,

=Metil sulfinil, 10=metil-tiyo konjugati, 11=Merkaptan, 12=Sistein konjugati, 13=Merkaptiirik asit
turevleri, 14=Glutatyon konjugat1, 15=Glutatyon, 16=Elektrofilik madde, 17=Tiyoglukuronid.

Sekil-1:GST aracilig1 ile toksik maddelerin merkaptiirik asitlere doniisiim
basamaklar:
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Ozellikle arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak iizere lipid
peroksitlerine karsi GST’lar Se-bagimsiz GSH peoksidaz aktivitesi gdstererek bir
defans mekanizmasi olustururlar(15,18,20,83,86).

Prostoglandinlerin. konjugasyonunda gorevlidirler(8). Prostoglandin
sente-zinde Prostoglandin izomeraz etkisine sahiptirler(56,89).

GST-n’nin gekirdekte bulunmas: sitozolden gelen genotoksik maddeleri
detoksifiye etmelerini yada hormon ve biiylime uyaric: faktorler gibi endojen ve
eksojen bilesikler igin tasiyici proteinler olarak hareket ettiklerini akla
getirmektedir(68).

GST’larin kanser ilaglarina karsi gelisen direngle ilgilerinin olup olmadig:
arastirilan konulardan biri olup direng¢ gelisimiyle ilgilerinin oldugu yoniinde

bulgular elde edilmistir(61,67,68).

| 2.3.9. GST Enziminin Katalitik ve Kinetik Ozellikleri
GST enzimlerinin aktif bélgelerinin yapist ve fonksiyonlar:1 hakkinda
ayrintili bilgi yoktur,ancak genel bazi bilgiler vardir.Aktif bélgenin dimerik bir
protein olan enzim {zerinde lokalizasyonu ile ilgili iki model kurulmustur
(13)(Sekil-2). Bunlar:
1)Aktif bolgeler iki alt birimin ortak katkistyla olusur.

2)Aktif bolgeler her iki alt birimin birbirinden bagimsiz bolgelerindedir.
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Kinetik ve baglanma deneyleri her GST alt biriminin birbirinden yapisal
ve fonksiyonel olarak bagimsiz birer aktif bolgeye sahip oldugunu
gostermektedir.Her aktif bélgede GSH baglayan bir "G bélgesi” ve hemen onun
yaninda kismen hidrofobik, elektrofilik substratin baglandigi "H bolgesi" nin

varlig1 kabul edilmektedir.

e
C?&S-! ™~
. laly B
G Bolgesi H Bdlgesi )
@H Bélgesi
£ @
G Bslgesi G Blgesi
| H Balgesi ) L )

Sekil-2:Dimerik yapidaki GST molekiilii iizerinde iki aktif bolgenin
oldugunu gosteren modeller.

Glutatyonun baglanmasinda muhtemelen iyonik baglar rol oynamaktadir.
Katalitik mekanizmanin Onemli bir asamasi olan glutatyonun tiyol grubunun
aktivasyonu, muhtemelen bir baz yardimi ile siilfidril grubunun proton
kaybetmesiyle saglanmaktadir.Substratin aktivasyonu 4-hidroksi-alkenal ile yapilan
calismada alkenalin belirleyici yapis1 karbon-karbon ¢ift bagi ve hemen yaninda

karbonil grubudur.Karbonil grubu ¢ift bag: aktive etmektedir(13).
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GST’larla yapilan Kkinetik ¢aligmalarda §ﬂdﬂda gozlenen bulgu
nonhiperbolik  egrilerdir  (Sabit  glutatyona  karst  farkli CDNB ..
konsantrasyonlarinda). Bu enzimin iki alt biriminin kooperatif etkilesmesinin
bulunmadigida gosterilmistir. GST enziminin kinetigi aragtirilirken single
displacement sequential reaksiyon semast ortaya konmus ve bazi ¢alismalarda bunu

desteklemistir (13,46,47). Reaksiyon semas1 Sekil-3 de goriilmektedir.

S
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Sekil-3:GST’in  katalizledigi  glutatyonun elektrofilik  substrata

konjugasyon reaksiyonunun semast.

Biliriibin baglanmasiyla enzimin Kinetiginin degistiginin bulunmas: bir

"enzim-memory" mekanizmasinin kurulmasina yol agmustir(92,93). Inhibisyon
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¢alismalar1 GST’lar i¢in olduk¢a ¢ok sayida yapilmigtir. Tablo-16 de bu
inhibit6rlerin bir kismu goriilmektedir(50). Glutatyon tiirevleri de bu enzim i¢in
giiclii inhibitdrlerdir.Baz1 steroidler ve porfirin tlirevleri icin aktif bélge disinda

iiclincii bir baglanma bélgesinin varlig: ileri stirilmistiic(7).

2.3.10. GST Izoenzimlerinin Klinik Onemi

2.3.10.1. GST-a

Bu bazik izoenzimler 10 haftalik gebelikten sonra tiim akciger ve adrenal
sitozollinde goriiliirler(19). Fetus karacigerinde en fazla asidik GST’lar bulunur ve
bu miktar gebelik yas1 ile gittik¢e azalir.Dogumda ise bazik GST’lar baskin hale
gecerler(19,41,88).
Serum GST konsantrasyonu tayininin aminotransferazlardan (ALT ve AST) daha
duyarli bir hepatoselliiller hasar indeksi sagladifn gosterilmistir (2,3,26,69).
Fetuslar, yeni doganlar ve yetiskinlerde karaciger GST larinin dagilimina ait son
immunohistokimyasal ¢aligmalar,bunlarin hem periportal hemde sentrilobiiler
hepatositlerde esit bir sekilde dagildigin g6stermistir.Halbuki aminotransferazlar
esas olarak periportal hiicrelerde bulunurlar. Hipoksi ve toksik maddelerin etkisiyle
kolaylikla hasara ugrayan hiicreler ise sentrilobiilerdirler(2,3). GST’lar nispeten
kiiciik oldugu ve sentrilobiiler hiicrelerde_bulundugu i¢in GST-a' nin plazmaya

sizmasiyla erken karaciger hasar1 duyarli bir sekilde olgiilebilir (24,26). Akut
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karaciger hasar1 ve kronik aktif hepatitdeki ¢aligmalar aminotransferazlarin aksine

GST aktivitelerinin histolojik anormalliklerle daha iyi bagdagtigim géstermis(2,3).

Tablo-16:GST larin bazi inhibitérleri.

ETKI* ENZIM KAYNAGI
Glutatyon tiirevleri
S-etiglutatyon + Sigan
S-hekzilglutatyon +++ [ Sigan | insan | fare
S-(p-bromobenzil)glutatyon +++ 1 Sican | insan | fare
D-1-glutamil-1-serilglisin ++ insan
Safra asitleri
Kolik asit + insan | fare
Deoksikolik asit ++ Sigan | insan
Litokolik asit +++ | Sigcan
Steroid hormon tiirevi
17 B-estradiol disiilfat +++ { Sigan
Estradiol-17-stilfat ++ Sigan
Kortizol ++ Sigan
Antienflamatuar ilaglar
indometazin +++ |Sigan | insan | fare
Sulfasalazin +++ [ Sigan
Diiiretikler
Etakrinik asit +++ { Sigan
Furosemid ++ Sigan
Porfirinler
Uroportirin 1 + Sigan
Hematin +++ | Sican | insan | fare
Biliriibin ++ Sigan | insan
Herbisidler
24-D +++ | Sigan | insan
24,5-T ++ Sigan | insan
Metal bilesikleri
Trietiltin bromiir +++ | Sigan | insan | fare
Trietiltin kloriir +++ [ Sigan
Trifeniltin asetat +++ | Sigan
Kursun asetat + dana
Boyalar
Bromsiilfoftalein +++ | Sigan | insan
Fluoresein +++ | Sigan karasinek
Rose bengal ++ Sigan | insan
Cibacron blue +++ | Sigan | insan | fare
Bromfenol blue +++ karasinek

»:Relatif inhibitor etki s6yle tammlanmugtir:(+ + +)=Ki <5 uM, (++)=Ki < 100 uM, (+)=Ki <IlmM.
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2.3.10.2. GST-n

GST-a ve GST-u simfi izoenzimler yetiskin karacigerinde fazla iken,
GST-n sifit esas olarak akciger, bobrek, plasenta ve fetus karacigerinde
bulunmaktadir. Dokularda GST-m liretimi ile malignensi arasinda bir iliski
vardir.Bu enzim normal karacigerde bulunmazken kimyasal maddeler kullanarak
olusturulan sigan hepatomalarinda veya onun prekanserdz devresinde (hiperplastik
nodiil) bulunmaktadir(16,18,30,39,53,69).

GST-r nin tiimoér belirleyici olarak tanimlanmastyla ilgili ¢ok sayida
calisma yaymnlanmakta ve g¢esitli kanser tiirlerinde bu enzimin ortaya c¢ikisi
arastinlmaktadir.Immunokimyasal ¢alismalar; kolon adenoma ve karsinomasi,
serviks displazi ve karsinomasi, memenin Paget hastalig1, melanoma, midede atipik
epitel ve karsinomalar, kolanjiokarsinoma, 6zefagus kanseri, renal karsinoma ve
akciger kanserlerinde GST-mt nin diizeyinin arttifim g&stermistir(14,16,18,24,30,
54,61,69,91,96).

GST-rn aym1 zamanda ¢ok onemli bir karaciger fonksiyon testidir.Ciinkii .
bu enzim karacigerin 6zellikle lobular ve sentrilobular bélgelerinde yerlesmistir.Bu
yiizden sentrilobuler bolgelerdeki karaciger hasar1 i¢in diger karaciger fonksiyon
testlerinden ¢ok daha iyi bir markirdir(12,24,25,32,45,60,64,66,69,72,77 ).

Halihazirda insanda hepatoma, kolon, mide ve akciger kanserlerinde

bulundugu tespit edilmis potansiyel bir tlimor markirdir(16,18,30,39,61,69).
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2.3.10.3. GST-u

Diger metabolik faz-2 enzimleri gibi GST’lar faz-1 sitokrom P-450
enzim sistemi tarafindan reaktif ara iiriinlere doniistiiriilen yabancit maddelerin daha
az reaktif konjugatlara doniigtimiint katalizlerler(28,39,77). GST-u izoenziminin
ozellikle epoksitlerin konjugasyonunu katalizledigi ve boylece sahislar1 kimyasal
mutajen ve kanserojen maddelere karsi koruyabilecegi tahmin edilmektedir
(28,39,72,73,77). Bu izoenzim dominant olarak gecer ve insan populasyonunda
goriilme oram % 53-60 kadardir(39,65,70,77,82). Siganda ¢ok sayida GST-p
izoenzim tipi olmasina ragmen insanda tek bir tip bilinmektedir.Bu enzimin varligi
mononiikleer lokositlerde TSO 'va karst enzimatik aktiviteye bakilarak
arastirilmistir(28,70-74). Genetik olarak bu enzimden yoksun olup sigara icen
salislarda koruma mekanizmasi zayifladigindan akciger kanseri riskinin yiiksek
oldugu bildiﬁlmistir (28,70-73,77). Sigara mesane ve larinks kanserinde en 6nemli
risk faktoriidiir (19,28,39). Sigara i¢menin bu kanserlere yol agmasi sigara
dumanindaki metabolik ara firiinler oldugu ileri siiriilmektedir(28).Bu metabolik
ara {irlinlerin ¢ogu aromatik aminler ve polisiklik-aromatik hidrokarbonlar olup,
mesane ve larinks epiteline etkisine sebeb olan okside olmus metabolitleridir. Her
sigara icende bu tiir neoplazmlarin olmayis1 sigara icen sahislarin duyarlilifim
etkileyebilecek kigisel faktorlerin varligimi aragtirmaya yoneltmistir.Boyle bir
markir ise GST-p’ niin var olup olmamasidir.GST-u yoksa kansere yakalanma riski

daha fazladir denilmektedir(17,19,39,71-73,77).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Vaka Se¢imi

Bu calismamiz Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ve Konya
SSK Hastanesinin Genel Cerrahi, Uroloji, Dahiliye, G6gtis Hastaliklar, Intaniye ve
Cildiye servislerinde yatan klinik ve laboratuvar bulgular: ile kanser teshisi konmug
25-90 yaslar1 arasinda (ortlama 54 + 14) toplam 88 (43 Kadin, 45 Erkek) hasta ile
klinik olarak herhangi bir sikayeti ve bulgusu olmayan 21-69 yaslar1 arasinda
(ortalama 44 + 14) toplam 40 (20 Kadin, 20 Erkek) saglikli kisi tizerinde
gerceklestirildi.

Hastalardan ve kontrol vakalarindan toplam 10ml venéz kan Ornegi
alindi.Bu kanin 2ml si GST-u ¢alismasi i¢in heparinize tiiplere aktarildi.Hafifce alt
iist edildikten sonra tiiplerin agizlar1 parafinlenerek ¢aliyma giiniine kadar derin
dondurucuda saklandi.Geriye kalan 8ml kan pihtilagtiktan sonra 4000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek serumu ayrild1 ve bu serum ¢alisma giiniine kadar derin
dondurucuda saklandi.Bu numunelerden en ge¢ bir ay i¢inde GST-n ve GST-a
analizleri yapildi. Ancak serum yetersizlikleri ve bazi imkansizliklarindan dolay1

tlim serumlarda ayni1 parametreler ¢aligtlamadi.



34

3.1.2. Cihaz ve Malzemeler
ELIiSA Cihaz :Biotek Instruments.Microplate EL 310

Autoreader, Fransa .

Otomatik Yikayici :Diagnostics,Pasteur,LP 35 ,Fransa .
Gama Sayici :DPC Gambyt-Cr, Ingiltere.

Otomatik Pipetleyici :DPC Delta, Ingiltere.

Santrifuj :Heraeus Sepatech Medifuje,Almanya.
Sogutmali Santrifuj :Hettich,Universal 30 RF,Almanya.
Derin Dondurucu :Senocak, Izmir, Tiirkiye.

Mikropipet :(0-20,10-100,2-200 pl ayarlanabilir ve

500 ile 1000ul lik sabit pipetler.)

3.1.3. Kullanilan Reaktifler

Analizlerimizi isimleri agagida verilen ticari Kkitleri kullanarak

gerceklestirdik.

HEPKIT (GST-o) :Biotrin International,County Dublin,Irlanda.
MUKIT (GST-w) :Biotrin International, County Dublin,irlanda.
GST-n :Immunodiagnostik GmbH, Wilhelmstr.7,64625

Bensheim, Almanya.
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3.2. Metod

3.2.1. GST-a Tayini

Calismada ELISA yontemine gére hazirlanmug ticari kit kullamldi.Kitin
caligma prensibi, GST-a‘ya has saflagtirilmis monospesifik antikorlarla kapli
mikrogukurcuklarda Biotinile edilmis tavsan anti-GST-a %0.095 lik Sodyum azid
ihtiva eden antikor konjugat: ilavesiyle olusan renkli antijen-antikor kompleksinin
690 nm de okunmasina dayanmaktadir.

Calisma prosediirii;Her 100 ml distile su basina bir tablet olmak iizere

5 tablet ile 500 ml lik dilue etme / yikama tamponu hazirlanip (PBST) ﬁline her 100
ml ye 4'er damla olacak sekilde hazir %25 lik Tween 20 ¢ozeltisi ilave edildi. Ik
once bir sise standarda 1,5 ml PBST ilave edilerek 50 ng/ml'lik stok ¢ozeltisi

hazirlandi.Bundan asagidaki sekilde 6 standart hazirlandi.

Konsantrasyon (ng/ml): 25 10 5 25 075 0

Pozitif Kontrol (ul) : 250 100 50 25 7,5 O

PBST () 250 400 450 475 492,55 500

Yeterli sayida mikrogukurcuk ayrilarak spora yerlestirildi. Serumlar
PBST ile 1/5 oraninda (1 hacim numune, 4 hacim PBST) sulandinildi. Her bir
standart ve numuneden 200'er pl birer kuyucuga pipetlendi.Oda 1sisinda 60 dk

inkiibe edildi.Kuyucuklar otomatik yikayici ile 4 kez PBST kullanarak
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yikandi.Antikor konjugati hafifce ¢alkanarak bundan her bir kuyucuga 50'ser pl
eklendi.60 dk oda isisinda birakildi.Tekrar PBST ile 4 kez yikandi.5 ml PBST
icinde bir tablet enzim konjugatt ¢oziildi (20dk beklenerek) ve 50'ser ul
pipetlendi.Oda sicakliginda 60 dk inkiibe edildi.Tekrar PBST ile 6 kez yikandi.Bir
sigse substrat A i¢ine bir gige substrat B tableti ¢dzerek substrat hazirlandi.Bundan
200'er pul her bir kuyucuga eklendi.15 dk kadar renk olusumu i¢in beklendi ve daha
sonra her kuyucuga 50'ser ul stop solusyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.
Okumalar 490 nm de yapildi.Sonugda standartlarin grafigi ¢izildi.Daha sonra grafik

yardimiyla numuneye ait degerler elde edildi.

3.2.2. GST-n Tayini

Bu izoenzimin tayini i¢in radyoimmunoassay (RIA) yontemine dayali
ticari kit kullanildi.Kitin ¢alisma prensibi iyot-125 ile isaretli GST-rn tracer’1 ile
numunede ve standartlarda bulunan GST ile olusturduklari kompleksin
¢oktiiriilmesi neticesi gama sayici yardimu ile sayilmasi esasina dayanmaktadir.

Test galisma prosediirti; Isaretli tiiplere her bir standarttan, kontrollerden
ve hasta ile kontrol serumlarindan ¢ift olarak 25'er pl pipetlendi.Uzerine 50'ser ul
ilk antikor ilave edildi.50 pl de tracer kondu. Bu karigim oda 1sisinda 16 saat
inkiibe edildi. Daha sonra her bir tiipe 125 pl ¢oktiirme solusyonu eklenerek tekrar
oda 1sisinda 1 saat daha inkiibe edildi.Sogutmal: santrifujde (4°C) 1800 rpm’ de 10

dk santrifuj edildi. Sonra dikkatlice siipernatant aspire edildi. Gama sayici ile 1 dk
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sayildi. Standart ve kontroller yardimi ile elde edilen kalibrasyon egrisine gore

numunelerin degerleri bulundu.

3.2.3. GST-p Tayini

Bu calisma sadece hasta grubu i¢in ELISA (Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay) yontemi ile ticari kit kullamilarak yapildi. Kitin ¢alisma prensibi,
GST-w'ya has saflagtirilmig monospesifik antikorla kapli mikrogukurcuklarda
Biotinile edilmis tavsan anti-GST-p antikor konjugati ve enzim konjugatlarinn
olusturdugu renkli kompleksin ELISA cihazinda 630 nm de okunmasi esasina
dayanmaktadir.

Test ¢alisma prosediiri:Dondurulmus total kanlar ¢aligma giinii ¢oziiliip
oda sicakligma getirildi. Her numuneden 0,5 ml alinarak iizerine kandaki
hiicrelerin pargalanmas igin bir damla ( % 1 orarunda) Titon X-100 ¢ozeltisi ilave
edildi.Her 100 ml distile suya 1 tablet olacak sekilde 500 ml dilue etme / yikama
tamponu (PBST) hazirlanarak iizerine yine her 100 ml i¢in 4 'er damla Tween 20
cozeltisi ilave edildi. Pozitif ve negatif kontroller 0,5'er ml distile su ile
sulandirildi.Pozitif ve negatif kontroller ve numunelerden 100'er ul g¢ukurcuklara
pipetlendi. Kontroller paralel c¢alisildi. Oda 1sisinda 60 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra kuyucuklar PBST ¢ozeltisi ile 6 kez yikandi. Her kuyucuga
bir damla (50 ul) antikor konjugati eklendi. Oda 1sinda 60 dk bekletildi. Dokiiliip,4

kez PBST ile yikand:. Iki sige enzim konjugat1 3'er ml PBST ile sulandirildi. Enzim
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konjugatindan 50 ul her bir kuyucuga ilave edildi. Oda isisinda 60 dk bekletildi.
Kuyucuklar dokiiliip PBST ile 4 kez yikandi. Son olarak her kuyucuga 100 ul
substrat ilave edildi.10 dk i¢inde ELISA cihaz ile 630 nm'de absorbanslar: alindi.
Pozitif kontrollerin ortalamas1 alindiktan sonra buna esit veya daha yiiksek bulunan
absorbanslar pozitif olarak degerlendirildi. Diigiik bulunanlar ise negatif olarak

kaydedildi.
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3.3. Istatistiki Analiz
GST-a ve GST-n bulgular "istatistiki olarak kantitatif ortalamalarin
incelenmesi” metodu ile degerlendirildi.(21,79,80,94) Bu maksatla sonuclarin
ortalama degerleri ve standart sapmalan agagidaki formiiller yardimu ile hesaplandi.
. X
Aritmetik Ortalama: X = X ————o- (21,80)
N

X)* -(2X)* /N

Standart Sapma : SD (21,79)

N-1
"t " Testi : t=X1-X; / Sx1-X, (21,94)

Grub ortalamalan1 arasindaki farkin 6nemli olup olmadifini gdstermek

icin “t” testi yapildi. Ortalama farkina ait standart hatanin hesaplanmas: ise

asagidaki sekilde yapildi.
(Ni-1).(S1)* + (N2-1).(S2)?
(Sx1)* = 21)
Ni1+N2-2
Sxi1-x2 = V(Sx1)*. (I/Ni + 1/N2) (21)
z :  Tophma isareti
N :  Analiz sayst
t :  Kritik oran
X :  Her bir gézlem
X . Kontrol grubu ortalamasi
Xs : Hasta grubu ortalamasi
SD : Standart sapma
N1+N2-2: Serbestlik derecesi
Sx1-x2 :  Ortalamalar arasindaki farkin hatasi
(Sx1)2 : Her iki grubun ortak varyansi

p(probability): "t" tablosundan serbestlik derecesine gore bulunan deger.



40

GST-p bulgulan Khikare testi ile degerlendirildi. Hesaplamalar agagidaki

formiiller yardimu ile yapildi.

stra toplamu x siitun toplami
f'= (21,79)
genel toplam

(fa-f'a)’ (fa-fs)°
Xt=3 + 3 (21,79)
fia f's
Sp=(Ss-1)x (Ks-1) (21,79)

X : Khikare degeri

f : Beklenen frekans

fa : l.sira bulunan frekanslar

fg @ 2. ¢ . “

fa @ 10 beklenen frekanslar
fg @ 2. ¢ « “

Sp : Serbestlik derecesi

Ss : Sirasayisi

Ks : Kolon sayisi



4. BULGULAR

Calismamizda elde ettigimiz saglam ve kanserli hastalara ait GST-a ve

GST-n aktivitelerinin ortalama degerleri, standart sapmalari ve istatistiki
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karsilagtirmalar sirastyla Tablo-17 ve Tablo-18 de verilmistir.

Tablo-17 den goriildiigi gibi serum GST-a diizeyi kontrol grubunda
4,77+3.24 ng/ml, GIS kanserlilerde 5.60+3.74 ng/ml, karacifer kanserlilerde

6.20+2.56 ng/ml, mide kanserlilerde 5.73+4.91 ng/ml, diger kanserlilerde

3.46%4.62 ng/ml ve toplam kanserlilerde 4.904+4.11 ng/ml olarak bulunmustur.

Tablo -17:GST-a diizeyleri.

VAKA N X £ SD ng/ml t P
Kontrol 32 4,77 3,24
GIS Ca 46 5,60 3,74 1,018 > 0,4
Karaciger Ca 14 6,20 2,56 1,462 >0,2
Mide Ca 16 5,73 4,91 0,811 >0.4
Diger Ca 20 3,46 4,62 1,226 > 0,2
Toplam CA 66 4,90 4,11 0,156 > 0,5

Tablo-18 den goriildiigii gibi serum GST-mn diizeyi, kontrol grubunda
23.4619.81 ng/ml, GIS kanserlerinde 35.84+12.04 ng/ml, karaciger kanserlilerde
33.79+9.79 ng/ml, mide kanserlilerde 38.92+13.69 ng/ml, diger kanserlilerde

22.99+13.46 ng/ml ve toplam kanserlilerde 33.10+13.37 ng/ml olarak bulunmustur
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Tablo-18:GST-rn diizeyleri.

VAKA N X + SD ng/ml t p
Kontrol 33 - 23,46 9,81 '
GIS Ca 63 35,84 12,04 5,086 <0,001
Karaciger Ca 18 33,79 9,79 3,596 <0,001
Mide Ca 24 38,92 13,69 | 4972 < 0,001
Diger Ca 20 22,99 13,46 0,146 > (0,500
Toplam Ca 83 33,10 13,37 3,755 <0,001

Kanserli hastalarda tespit edilen GST-u pozitiflik oraminin sigara icen
veya i¢meyen kigilerde ve cinsiyete gore dagilim Tablo-19 da verilmigtir. Tablo-
19°dan gorilldiigii gibi GST-p 25 hastada pozitif, 17 hastada negatif, pozitiflik
orani ise %59.53 olarak bulunmustur.Ayrica 27 erkek hastadan 15 pozitif, 12
negatif bulunmustur. Pozitiflik oram1 % 55.55 tespit edilmistir.Yine 15 kadin
hastadan 10’nunda pozitif, 5’inde negatif ¢ikmugtir. Pozitiflik oran1 % 66.66 olarak
bulunmustur. Sigara igmeyen 22 kisiden 14 tanesi pozitif, 8 tanesi negatif ¢ikmustir.
Pozitiflik oran1 % 63.63 olarak bulunmustur.Yine sigara igen 20 kisiden 11 tanesi

pozitif, 9 tanesi negatif ¢ikmigtir.Pozitiflik oram1 % 55 olarak bulunmustur.

Tablo-19:GST-u sonuglar ve pozitiflik ylizdeleri.

GST-u | N| % Sigara % Sigara % | Erkek % | Kadin %
icen icmeyen
Pozitif | 25 11 14 15 10
59,53 55.00 63,63 55,55 66,66
Negatif | 17 9 8 12 5
40,47 45.00 36,37 44.45 33,34
Toplam | 42 20 22 27 15
100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
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5. TARTISMA

Total GST ve izoenzimlerinin arastinlmasinda ¢ogunlukla Habig ve ark.
(22)’min metoduna dayanan elektroforetik metodlar kullanilmugtir. Arastirmamizda
kullandigimiz ticari kitler ise rutin ¢caligmalara ynelik olarak imal edilmis ¢ok daha
hassas kitlerdir.Bu kitlerden GST-n RIA, GST-a ve GST-u ELISA prensibine
dayanmaktadirlar.Bu yiizden sonuglarimiz hassas ve giivenilirdir. Literatiirde GST-
7 disinda bu kitleri kullanan arastirmaciya rastlayamadik. GST-n’yi ise ¢ok az
sayida arastirmact kullanmustir. Kitler nispetén pahalt olmakla beraber hem
arastirma hem de rutin ¢aligmalar i¢in idealdirler.

Saglikli kisilere ait bulgularimiz Tablo-20 de diger arastirmacilarin
bulgular1 ile birlikte toplu halde verilmigtir. GST-n bulgularimiz diger
arastirmacilarin bulgularindan daha yiiksek olup, Howie ve arkadaslarinin (30),
bulgularina biraz yakindir. Bulgular arasindaki bu fark kullamilan metodlar,
cevresel ve genetik faktorlerin bir sonucu olabilir. Zira bu enzimin genetik
varyasyonlar gosterdigi bilinmektedir. Ote yandan GST-o bulgularimiz hemen
hemen diger tiim aragtirmacilarin bulgular ile uyum halindedir.

Literatiirde kanserli vakalarin serumunda GST-a izoenzimini tayin eden
herhangi bir ¢aligmaya rastlayamadik. Bu ylizden bulgularimizi literatlir bulgular
ile kargilagtirma imkant bulamadik.Ancak bu izoenzimin iyi bir karaciger fonksiyon

testi oldugu gosterilmistir(2,3,24,26,70,74). Hussey ve ark.(26), halotan
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hepatoksisitesi, Hayes ve ark.(26), otoimmun kronik aktif hepatit, Beckett ve
ark.(2), dogum asfiksisinin u}l;aracigere etkisi ve Beckett ve ark.(3), parasetamol
zehirlenme neticesi meydana gelen karaciger hasari {izerine yaptiklari ¢alismalar da
GST-o’nin karaciger fonksiyonunu gostermek agisindan rutin olarals | kullamlan
diger karaciger fonksiyon testlerinden (ALT, AST, vb.) daha iyi oldugunu

gostermislerdir.

Tablo-20 :Saglikli kisilerde buldugumuz GST-a ve GST-nt diizeylerinin
literatiir bulgulan ile karsilastiriimasi.

KAYNAK GST-a GST-n
Nitsu ve ark. (61) -— 9.2 £3.1 ng/ml
Howie ve ark. (32) 4 ng/ml 10 ng/ml den az
Howie ve ark. (30) ~— 16 (8-30) ng/ml
Hayes ve ark. (26) 0.5 -4 ng/ml -—-
Beckett ve ark. (3) 4 ng/ml —
Bizim bulgularimiz 4.77 £3.24 ng/ml 23.46 +9.81 ng/ml

GST-n ile ilgili olarak yapilmis immunohistokimyasal caligmalarin
¢ogunda onkofetal orjinli olduguna inanilan kanserlerde GST-r seviyelerinde artig
gdzlenmistir. Nitekim, Satoh ve ark.(69), hepatik tiimérlerde, Di Ilio ve ark.(14),
bobrek tiimorlerinde, Tsutsumi ve ark.(61), mide karsinomasinda,

", Di Ilio ve ark.(16), Howie ve ark.(30) ve

Eimoto ve ark(18), akciger kanserinde, Nitsu ve ark.(61), gastrointestinal sistem
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malignensilerinde GST-n izoenziminin immunohistokimyasal bir kanser markir1
olabilecegini gostermislerdir. Ayrica, kolonik karsinomalarda GST-n’nin
differansiyasyon derecesine paralel olarak arttip1 tespit edilmistir. Ote yandan,
kemoterapi esnasinda ve cerrahi girisimler sonrasinda da seviye degisiminin oldugu
bildirilmigtir(24,54,61).

Yukaridaki  caligmalarin = ¢ogu  kanserli  dokular  ilizerinde
gerceklestirilmigtir (14,16,18,69). Serumda yapilmig ¢alisma sayist ise oldukca
azdir(30,61). Bunlardan Nitsu ve ark.(61), kanserli vakalarda serum GST-n
diizeyinin kontrollere gére Gnemli oranda yiiksek oldugunu bulmuslardir ki bu
bulgu bizim bulgularimizi desteklemektedir. Ayni sekilde Howie ve ark.(30)’da
akciger kanserli hastalarda plazma GST-m diizeyinin kontrollere gére onemli
oranda yiiksek oldugunu bulmuslardir

Tablo-19’dan goriildiigii gibi ¢alismamiza almnan kanserli hastalardaki
pozitiflik orant yaklagik %59.53 olarak bulunmustur ki bu oran literattirde saglikli
kisiler igin verilen orandan farkli degildir(Tablo-21). Bu konuda yapilmis benzer
bircalismada - L , , . Strange ve ark.(82)’da meme
kanserlilerde GST-u pozitiflik oranim saéhkh kisilerden farkli bulmamaiglardir.Bu
arastirmalarin bulgular1 bizim bulgularimiza uymaktadir.

Ote yandan Seidegard. ;ze ark.(72,73), akciger kanserli hastalarda GST-p
pozitiflik oramim1 %35, Lafuente ve ark.(39), mesane ve larinks kanserli hastalarda

%33.3 olarak bulmuslardir. Gortildiigii gibi bu aragtirmacilarin ¢aligtiklar kanser
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Tablo - 21 : Cesitli arastirmacilarin kaydettikleri farkli toplumlara ait
GST- u pozitiflik yiizdeleri.

ARASTIRMACI GST- p POZITIF (%) OZELLIK
Seidegard ve ark.  (77) 55 (Saglikl: goniilliilerde)
Seidegard ve ark.  (73) 58.3 (llk grup kontrol)

59 (Ikinci grup kontrol)
50 (Causian toplumunda)
Nazar ve ark. (59) 66.7 (Sigara igenlerde)
51.5 (Sigara igmeyenlerde)
52 (Japonlarda)
Lafuente ve ark. 39) 572 (Fransizlarda)
59.2 (Ingilizlerde)
60 (Kendi ¢aligmas1)

vakalar sigara ile iligkili kanserlerdir. GST-, sigara dumamndaki benzo(a)piren
gibi kansorejen maddeleri konjuge ederek detoksifiye ederler. Dolayisi ile enzimin
yoklugu sigara igenlerde kansere yakalanma riskini artirmaktadir. Ote yandan uzun
siire ve giinde 30 adet sigara igen kisilerde ise GST-p negatiflik oraminin arttig
gosterilmistir(39,72). Hatta, Lafuente ve ark.(39), mesane ve larinks kanserli
hastalarda GST-p yoklugunun énemli oldugunu ve sigara igme hikayesi varsa
riskin iki kat arttigim bildirmislerdir. Ayt gsekilde Heckbert ve ark.(28)’da
sigaramin kanserle olan iligkisinin GST-p yoklufuna baghi oldugunu ortaya

koymuslardir.
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Hem bizim ¢alismamiz hemde yukandaki c¢aligmalardan GST-p
yoklugunun daha g¢ok sigara i¢imi ile ilgili kanserlerde bir risk faktorii oldugunu
gostermektedir. Nitekim bizim ¢aligmamizda, istatistiki agidan &nemli olmasa bile
icenlerde GST-u pozitiflik orani %55, sigara igmeyenlerde %63.63 olarak
bulunmustur.Calismamiza sigara ile iligkili olan ve olmayan her c¢esit kanser
vakasinin alinmis olmasirun her iki gruba ait farkin daha da bilyiimesini engelledigi
anlasiimaktadir.

Calismamizda elde ettigimiz GST-p pozitiflik oraninin cinsiyete gore
dagilim oranlart Tablo-19°da verilmistir. Tablo-19’dan goriildiigit gibi GST-p
pozitiflik oram erkeklerde %55.55, kadinlarda %66.66 dir.Bulgularimiz Seidegard
ve ark.(73)’mn bulgulan ile uyum halindedir. Bu arastirmacilarda saglikli erkek
kigilerde GST-u pozitiflik oranim %55, kadinlarda %64.6 olarak bulmuslardr.

Sonu¢ olarak, GST izoenzimlerinden GST-m’nin &zellikle GIS
kanserleri i¢in onemli bir markir oldugu, GST-p yoklugunun ise bilhassa sigara

icen kisiler i¢in 6nemli bir risk faktorii olugturdugu kanaatine vanldi.
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6. OZET

Bu ¢alisma, 25-90 yaslan arasinda (ortalama 54 + 14) toplam 88 kanserli
vaka (43 kadin, 45 erkek) ile 21-69 yaslar: arasinda (ortalama 44 * 14) 40 saglikh
kisi (20 kadin, 2'0 erkek) iizerinde gergeklestirildi. Hastalarda ve saglikli kisilerde
serum GST-a ve GST-r ile kanserli hastalarda plazma GST-p diizeyleri aragtirildi.

Cesitli kanser vakalarma ait GST-a ve GST-n degerleri sirasiyla GIS
kanserinde; 5.60 + 3.74 ng/ml, 35.84 £+ 12.04 ng/ml, karaciger kanserinde; 6.20 +
2.56 ng/ml, 33.79 £ 9.79 ng/ml, mide kanserinde;5.73 + 4.91 ng/ml, 38.92 i 13.69
ng/ml, diger kanserlerde; 3.46 + 4.62 ng/ml, 22,99 * 13.46 ng/ml, toplam
kanserlerde; 4.90 + 4.11 ng/ml, 33.10 £ 13.77 ng/ml olarak bulunurken, kontrol
gurubunda bu degerler sirasiyla 4.77 £ 3.24 ng/ml, 23.46 + 9.81 ng/ml olarak
bulundu. Ayrica, kanserli hasta grubunda GST-p izoenziminin %59.53 oraminda
pozitif oldugu tespit edildi ki bu deger sagliklt kisiler igin literatiirde verilen
degerlerden farkli degildir.

Tiim hasta grublar ile kontrol grubuna ait GST-a degerleri arasinda
istatistiki agidan onemli bir fark bulunmazken, GIS, karaciger, mide ve toplam
kanser grublarina ve kontrol grublarina ait GST-n diizeyleri arasinda istatistiki

acidan 6nemli fark oldugu bulundu.



49

Bu sonuglardan, GST-n’nin ozellikle GIS, mide ve karaciger
kanserlerinin teshisinde 6nemli bir markir oldugu, GST-pniin ise tiim kanser
vakalar1 bir arada degerlendirildiginde, saglikli kisilerden &nemli bir farklilik

g6stermedigi sonucuna varildi.
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SUMMARY

INVESTIGATION OF GLUTATHION S-TRANSFERASE (GST) AND
ITS IZOENZYMES IN VARIOUS CANCER PATIENTS AND HEALTHY

CONTROLS

This study was carried out on 88 cancer patients (43 femaleg, 45 male)
aged 25 to 90 years and 40 healthy subjects (20 femaleg 20 maley aged 21 to 69
years. Serum GST-o and GST-n of both cancer patients and healthy controls and
plasma GST-u level of cancer patients were investigated.

GST-a and GST-r levek of patients with GIS, liver and stomach cancers
were 5.60 = 3.74 ng/ml and 35.84 + 12.04 ng/ml, 620 + 2.56 ng/ml and 33.79 £
9.79 ng/ml and 5.73 + 4.91 ng/ml and 38.92 £ 13.65 ng/ml respectively. The same
parameters of paiients with other type of cancers and those of total cancer group
were 3.46 £ 4.62 ng/ml and 22.99 + 13.46 ng/ml and 4.90 + 4.11 ng/ml and 33.10 £+
13.77 ng/ml respectively. On the other hand, GST-a level of the control group was
4.77 £ 3.24 ng/ml and GST-r level was 23.46 £+ 9.81 ng/ml.

Also, the positivity of GST-1 izoenzyme of cancer patients was 59.53%

which was not significantly different from that of healthy subjects recorded in

literature.
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As a result, no significant differegaebetween GST-a level of the control
group and cancer patients was found whereas the difference between GST-n levels
of the control group and that of patients with GIS, liver and stomach cancer and
total cancer group was statistically significant. From these results, GST-nr was

concluded to be a significant marker for GIS, stomach and the liver cancers.
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