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MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Soyunda Doksorubisin
Oncesi ve Sonrasi GST izozimlerinin, ila¢ Direnclilik

Proteinlerinin ve Apoptotik Etkisinin Arastirilmas1”

Arzu KAYA KOCDOGAN™, Serpil OGUZTUZUN*",

Giilcin GULER SIMSEK***, Mustafa TURK"***

Oz

Amagc: Kanser hastaliginin tedavisinde kargilagilan klinik sorunlardan biri hastalara uygulanan
kemoterapiye karsi tiimor hiicrelerinin gelistirdigi direngtir. Tiimor hiicrelerinin ilaclara karsi
gosterdigi direncin asil kaynaklarindan biri, ilaglarin hiicre disina atilmasimi saglayan membran
proteinlerinin en 6nemli iiyelerinden ABC (ATP-binding cassette) tasiyic1 proteinleridir. ilac
direnglilik proteinlerinin yaninda diger hiicre ici proteinlerinde etkin olabilecegi bilinmektedir.
Bu baglamda, alkilleyici 6zellikteki kanser ilaclarina gelisen direncte, hiicre ici glutatyon ve
glutatyon S- konjugatlarinin seviyelerinin artmasmin roliiniin oldugu bildirilmistir. Bu
calismada, Michigan Cancer Foundation-7 (MCF-7) meme kanseri hiicre hattinda Glutatyon S-
transferaz (GST) izozimlerinin ¢oklu ila¢ diren¢ mekanizmasindaki bazi 6nemli proteinlerin

doksorubisin uygulamasiyla iligkilerinin incelenmesi amaclanmgtir.
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Yontem: Bu calismada ilag uygulanmis ve uygulanmamis meme kanserli MCF-7 hiicre hattinda
GST enzim ailesi ve ABC tasiyici proteinlerin ekspresyon ifadeleri immiinositokimya yontemiyle

incelenmistir.

Bulgular: Bu calismada, ila¢ uygulanmis hiicre hatlarinda GSTP1, GSTT1, GSTM1, GSTA1,
GSTO1, GSTZ1 ve GSTK1 protein ifadelerinin ila¢ uygulanmamaig hiicrelere oranla daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir; GSTS1 proteini kontrol ve deney gruplarinin ikisinde de tespit
edilememistir. Ilac uygulanmis MCF-7 hiicre hattinda MRP (Multidrug resistance-associated)
2,3,6,7 protein ifadelerinin ila¢ uygulanmamis hiicrelere oranla daha fazla oldugu goriilmiistiir.
MDR1 (multidrug resistance protein) ve MRP1 proteinleri izlenememistir. fla¢ uygulanmis
meme kanserli MCF-7 hiicre hattinda Bcl-2, p53, p38, caspase-3 protein ifadelerinin ilac

uygulanmamig hiicrelere oranla daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Sonug: ABC siiper ailesi iiyelerinden MRP 2,3,6 ve 7 ile Faz II enzimleri arasinda bulunan
GSTP1, GSTT1, GSTM1, GSTA1, GSTO1, GSTZ1 ve GSTK1 izozimlerinin, MCF-7 kanser hiicre

hattinda doksorubisine kars1 olusan ila¢ direngliliginde rolleri oldugu belirlenmistir.
Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, GST, MDR, MRP, immunositokimya.

Investigation of GST Isoenzymes, Multi-Drug Resistance Proteins and Apoptotic
Effect in MCF-7 Human Breast Cancer Cell Line Before and After Doxorubicin

Treatment
Abstract

Aim: In the treatment of cancer, one of the problems encountered in clinical therapy of tumor
cells had developed resistance against chemotherapy patients. The ABC (ATP-binding cassette)
protein that helps drugs outside the cell membrane and has shown resistance of tumor cells to
these drugs, is one of the most important members of transporter proteins. Besides that drug
resistance protein is known to be effective on other intracellular proteins. In this context, the
alkylating functionality at developing resistance to the cancer drug has been reported that
increased level intracellular glutathione and glutathione S- conjugates have a role in cancer

chemoresistance.

Method: In this study, the expression of GST isoenzyme family and ABC transporter proteins
in drug-treated and untreated breast cancer MCF-7 cell line was examined by the

immunocytochemical method.
Results: It was observed that the expression of GSTP1, GSTT1, GSTM1, GSTA1, GSTO1, GSTZ1

and GSTK1 protein in drug-treated breast cancer MCF-7 cell line was higher than that of

2
A. KAYA KOCDOGAN, S OGUZTUZUN, G. GULER SIMSEK, M. TURK



IGUSABDER, 10 (2020): 1-18

untreated cells, no GSTS1 protein was found. The MRP 2,3,6,7 protein expressions in drug-
treated breast cancer MCF-7 cell line was found to be higher than in the untreated cells, no
MDR, MRP1 proteins were found. Also, bcl-2, p53, p38, caspase-3 protein expressions in drug-

treated breast cancer MCF-7 cell line were found to be higher than in untreated cells.

Conclusion: MRP-2,3,6,7 of the ABC superfamily have a role in the development of breast

cancer, and GST isoenzymes are important in drug resistance.

Keywords: Breast cancer, GST, MDR, MRP, immunocytochemistry.

Giris

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasi, invazif nitelik kazanmasi ve
metastaz yapmasi ile kendini gosteren ve halen gelismis iilkelerin oliim istatistiklerinde
kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer alan oldiiriicti bir hastaliktir’. En

sik goriilen kanser tiirleri erkeklerde akciger (%22), kolorektal (%12) ve prostat (%11)
iken kadinlarda ise meme (%26), kolorektal (%14) ve midedir (%7)z.

Meme kanseri tiim diinyada kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tiirlerinin basinda gelir.
Yapilan baz1 arastirmalarla ABD'de kadin kanserlerinin %29,7'sini (1998) ve
Tiirkiye'deki kadin kanserlerinin %26'smn1 (1995) olusturdugu tespit edilmistir.
Insidansinda artisa ragmen erken tam yontemleri ve etkin tedavi yaklasimlariyla

mortalitesi azalma egilimindedirs.

Var olan ve giliniimiizde kansere karsi kemoteropatik olarak kullanilan antikanser
ilaclarin c¢ogu, tiimor hiicrelerine sitotoksik etki gostererek onlarin biiyiime ve
cogalmalarini onlerler. Ancak kanser tedavisinde kesin bir tedavideki amacg, viicutta tek
bir malign hiicre kalmaksizin tiim hiicrelerin yok edilmesidir. Fakat gelinen son
noktada boyle bir tedavi birkac istisna disinda hala miimkiin olmamistir. Antikanser
ilaclarmin tedavideki etkinligini kisitlayan ©nemli faktorlerden biri de, tiimor
hiicrelerinin kemotorapatik ajanlara karsi, bazi kanser tiirlerinde kendiliginden,
bazilarinda ise kemoterapiden sonra gelistirdikleri diren¢ mekanizmalaridir45. Timor
hiicrelerinin gosterdigi bu ilaclara karsi direng, ilaglarin hiicre dismma atilmasini
saglayan membran proteinlerinin ekspresyonunun bir sonucudur ve ilaclarin hiicre

icindeki konsantrasyonlarinin diismesine neden olmaktadir®. Bu membran
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proteinlerinden en onemli {iyelerinden biri de ABC (ATP-binding cassette) tasiyici
proteinleridir. Son yillarda yapilan calismalarda ilac metabolizmasindaki degisiklikler,
aciklanan bu ilag¢ direnclilik proteinlerinin yaninda diger hiicre i¢i proteinlerinde etkin
olabilecegini gostermistir. Bu baglamda, alkilleyici ozellikteki kanser ilaglarina gelisen
direncte, hiicre ici glutatyon ve glutatyon S- konjugatlarinin seviyelerinin artmasinin
roliiniin oldugu bildirilmistirt. Glutatyon S-transferazlar, endojen ve ekzojen kaynakli,
elektrofilik ve hidrofobik bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu saglayarak,
genellikle daha kolay atilabilen ve daha az toksik metabolitlere doniistimiinii

katalizleyen Faz II. detoksifikasyon enzim ailesidir?.
Gerec ve Yontem

Kirikkale Universitesi Merkez Arastirma Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarlarinda bulunan
MCF-7 meme kanser hiicre hatlarinin ¢ogaltilmasi ve ila¢ uygulamasi yapilabilmesi i¢in
iceriginde 89 ml RPMI 1640 (hazir besi yeri), 10 ml serum, 1 ml doksorubisin
kullanilarak 100 ml besi yeri hazirlanmigtir. Hazirlanan besi yeri iki ayr1 deneme
uygulamasinda kullanilmistir. I. denemede 48’lik mikroplakalarin her bir kuyucuguna
200 pl besi yeri konulmus, her birinde 20.000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmis ve
%5 CO.Ni etiivde 37° C de hiicreler tam tabaka olana kadar inkiibe edilmistir.
inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra belirlenen doksorubisin dozlarina gore ilk iki
uygulama art arda gilinlerde ve diger iki uygulama ikiser giin arayla uygulanmistir. Besi
yeri de uygulama siiresince 2-3 giin arayla degistirilmistir. ilac uygulama 6ncesi ve
sonrasinda inverted mikroskopta dozlara gore hiicrelerin canlilig1 gézlemlenmistir. lac
uygulamalar1 tamamlandiktan sonra 1/100 dilisyonda MDR-1 antikoruyla
immiinositokimyasal olarak boyanmistir. ikinci denemede 24’liik mikro plakalara
ekilen hiicrelere ayn1 doz uygulamalar1 tekrarlanmis ve uygulamalarin sonuclar:

inverted mikroskopta gozlemlenmistir.
Materyal (Hiicre Kiiltiirii ve Etkin Dozun Belirlenmesi)

RPMI-1640 besi yeri, 10%’luk FBS ve doksorubisin iceren ortamlara MCF-7 hiicreleri
ekilmis ve inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra o0; 1,25; 2,5; 5 uM ve ila¢ uygulama
oncesi ve sonrasinda inverted mikroskopta dozlara gore hiicrelerin canlihig:

gozlemlenmistir. flac seyreltilmeden Doksorubisin (1000mg/20ml) art arda 2 giin ve
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ikiser giin arayla 2 kez daha daha uygulanmistir. Besi yeri de uygulama siiresince 2-3
giin arayla degistirilmistir. Ilac uygulama 6ncesi ve sonrasinda inverted mikroskopta
dozlara gore hiicrelerin canliig1 gozlemlenmistir. ilac uygulamalar1 tamamlandiktan
sonra 1/100 diliisyonda MDR-1 antikoruyla immiinositokimyasal olarak boyanmuistir.
2,5 uM’'lik doza kara verilmistir. Yeniden ekilen MCF-7 hiicre hatlarma 2,5 uMhk
Doksorubisin dozu 2 giin arayla 12 giin boyunca uygulanmis ve her uygulamada besi
yeri degistirilmistir. Kontrol grubu olarak da ila¢ uygulanmamis hiicre hatlar:
kullanilmistir. Tripsinle kaldirilan hiicrelere immiinsitokimya yontemiyle MDR, MRP-
1, MRP-2, MRP-3, MRP-6, MRP-7, GSTA1, GSTM1, GSTT1, GSTS1, GSTZ1, GSTO1,
GSTK1, GSTP1, Bcel-2, Caspaz-3, P38, P53 antikorlar1 uygulanmastir. immijnsitokimya
yapilan kontrol ve ila¢ uygulanmis hiicre gruplar1 yogunluklarina gore inverted

mikroskopta 20x lik objektifte degerlendirilmistir.
immunositokimyasal Boyama Yontemi

Hiicre ekimleri yapilmig ve farkhi dozlarda ila¢ uygulanmis kuyucuklara hiicrelerin
tstiinii kapatacak sekilde %70’lik alkol (1dk.), daha sonra 1 dk. dH.O uygulanmistir.
Distile suda 1-2 dakika bekletilen preparatlar endojen peroksidaz aktivitesinin
inhibisyonu icin 10 dakika H.O. blokajinda bekletilmistir. Cesme suyunda 5 dakika
yikanan preparatlar PBS tampona batirilip cikarildiktan sonra antijen retrival
soliisyonu icerisinde diidiikli tencerede 3 dakika kaynatilmigtir. Nonspesifik
boyanmanin engellenmesi amaciyla protein blocking soliisyonunda 10 dakika
bekletilen preparatlara 1 saat siireyle uygun diliisyon oranlarinda hazirlanan antikorlar
(GSTP 1/750, GSTM1 1/400, GSTT1 1/350, GSTO1 1/300, GSTK1 1/500, MDR 1/100,
MRP1 1/250, MRP2 1/250, MRP 1/250, MRP3 1/250, BXP21 1/100, BXP34 1/150, p53
1/100, p38 1/50, caspase-3 1/100, bcl-2 1/100) uygulanmistir. Aralarda PBS tamponla
3 kere yikanmak sartiyla orneklere sirasiyla, 10 dakika sekonder antikor ardindan
streptavidin-proksidaz kompleksi uygulanmistir. Tekrar 3 kere PBS tamponla yikanan
preparatlar 5 dakika DAB da tutulduktan sonra 1 dakika distile suda yikanmistir. 2
dakika hemotoksilende bekletilen preparatlar yiikselen alkol serilerinden 1’er dakika
gecirilerek ksilolde 5 dakika bekletilmistir. Son olarak entellan ile preparatlar
kapatilmistir. immunositokimyasal degerlendirmeler 151k mikroskobunda, dokularin

boyanma derecelerine gore; (0): negatif boyanma (protein ifadesi yok), (+1): hafif
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siddette protein ifadesi, (+2): orta siddette protein ifadesi, (+3): siddetli boyanma
ifadesi seklinde yapilmigtir. Farkli dozlarda uygulama yapilan platedeki kuyucuklarin

her biri inverted mikroskop da degerlendirilerek fotograflar: ¢ekilmistir.
Bulgular

Genel olarak GST izozimlerinin protein ifadeleri ila¢ Oncesinde ve sonrasinda
incelendiginde; GSTP1, GSTT1 GSTM1 GSTK1 GSTO1 GSTZ1 izozimleri ila¢c oncesine
gore ilac sonrasinda artmistir. GSTS1 izozimi ise ila¢c Oncesi ve sonrasinda negatiftir
(Tablo 1) (Sekil 1).

Tablo 1. MCF-7 meme kanser hiicre hattinda ilac oncesi ve sonrasinda GST

izozimlerinin protein ifadeleri

GSTA1 GSTM1 GSTP1 GSTTi GSTS1 GSTZ1 GSTK: GSTO1

MCF-7

24 - - - - - 1+ 2+
Kontrol
Doksorubusin
uygulanmig 3+ 1+ 3+ 1+ - 3+ 3+ 3+
MCF-7

(0): negatif boyanma (protein ifadesi yok), (+1): hafif siddette protein ifadesi, (+2): orta
siddette protein ifadesi, (+3): siddetli boyanma
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Sekil 1: MCF-7 meme kanser hiicre hattinda immunositokimyasal yontemle GST

izozimlerinin protein ifadeleri

c d o
A: MCF-7 meme kanser hiicre hattinda immunositokimyasal GSTM1 proteini, 100X.
B: MCF-7 meme kanser hiicre hattinda immunositokimyasal GSTA1 proteini, 100X.
C: MCF-7 meme kanser hiicre hattinda immunohistokimyasal GSTT1 proteini, 100X.
D: MCF-7 meme kanser hiicre hattinda immunositokimyasal GSTP1 proteini, 400X.

E: MCF-7 meme kanser hiicre hattinda immunositokimyasal GSTK1 proteini, 400X.

MDR, MRP 1, 2, 3, 6, 7 izozimlerinin protein ifadeleri ilac oncesinde ve sonrasinda
incelendiginde; MRP 2, 3, 6, 7 ila¢ O6ncesine gore ila¢ sonrasinda artmistir. MDR, MRP1

proteinleri ise ilac oncesi ve sonra MDR, MRP1 proteinleri izlenmemistir.
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Tablo 2. MCF-7 meme kanser hiicre hattinda ila¢c oncesi ve sonrasinda

direnclilik protein ekspresyonlari

MDR MRP1 MRP2 MRP3 MRP6 MRP7

MCF-7 Kontrol - - - - 1+ 2+
Doksorubusin

uygulanmis - - 1+ 1+ 3+ 3+
MCF-7

(0): negatif boyanma (protein ifadesi yok), (+1): hafif siddette protein ifadesi, (+2): orta
siddette protein ifadesi, (+3): siddetli boyanma

Sekil 2: MCF-7 meme kanser hiicre hattinda ilag direnclilik protein ifadeleri

° * o

“ A B
Y

A: MCF-7 meme kanser hiicre hattinda immunositokimyasal MPR6 proteini, 100X.

B: MCF-7 meme kanser hiicre hattinda immunositokimyasal MRP2 proteini, 100X.

Apoptotik protein ifadeleri ila¢ oncesinde sonrasinda incelendiginde; p53, caspase-3,

p38, bcl-2 izozimleri ila¢ 6ncesine gore ila¢ sonrasinda artmistir (Tablo 3) (Sekil 3).
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Tablo 3. MCF-7 meme kanser hiicre hattinda ilac oncesi ve sonrasinda

apoptoz proteinlerinin ekspresyonlar:

Bcl-2 Caspase-3 P38 P53
MCF-7 Kontrol 1+ 1+ - -
Doksorubusin
3+ 2+ 2+ 2+

uygulanmis MCF-7

(0): negatif boyanma (protein ifadesi yok), (+1): hafif siddette protein ifadesi, (+2): orta
siddette protein ifadesi, (+3): siddetli boyanma

Sekil 3: MCF-7 meme kanser hiicre hattinda immunohistokimyasal Apoptotik Protein
ifadeleri

A: MCF-7 meme kanser hiicre hattinda immunohistokimyasal caspase-3 proteini, 100X.
B: MCF-7 meme kanser hiicre hattinda immunohistokimyasal p38 proteini, 100X.

C: MCF-7 meme kanser hiicre hattinda immunositokimyasal bcl-2 proteini, 100X.

Tartisma

Meme kanseri kadinlar arasinda goriilen en yaygin kanser tiiriidiir. Meme kanseri
tedavisinde kullanilan yontemler arasinda cerrahi, radyoterapi, hormonoterapi ve en

yaygin olarak kullanilan yontem sistemik kemoterapidir. Kanser tedavisinde basariya
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ulasmay1 engelleyen en 6nemli sorun uygulanan kemoterapiye karsi tiimor hiicrelerinin
kazandig1 direnctir. Bunun sebebi ise birden fazla antineoplastik ila¢ uygulanilmasidir.
Kemoterapiye karsi gelistirilen direnclilik pek cok antikanser ilacin tiimor hiicreleri
tizerinde beklenen etkisini gosterememesine ve hastaligin ilerlemesine neden

olmaktadir.

Coklu ilac direncliligi birden fazla ve birbirinden farkh ilaca direnc gelisimidir®. Hiicre
ici yetersiz ila¢ konsantrasyonunun nedeni membran gecirgenliginin bozulmasidir ve
timor hiicrelerinin gosterdigi bu ilaclara kars: direng, ilaglarin hiicre disina atilmasini
saglayan membran proteinlerinin ekspresyonunun bir sonucudur ve ilaclarin hiicre
icindeki konsantrasyonlarinin diismesine neden olmaktadirs. Bu membran
proteinlerinden en oOnemli iiyelerinden biride ABC (ATP-binding cassette) tasiyici
proteinleridir. P-gp’nin normal dokularda da eksprese olmasi bu proteine, toksik
maddelerin hiicre icine girisine engel olmak ve hiicre icinde olusan zararli bazi
ksenobiyotiklerin hiicre disina tekrar pompalanmasini saglamak gibi onemli fizyolojik
roller yiiklemektedir. P-gp'nin normal hiicre metabolizmasi i¢in gerekli ve koruyucu bir
protein oldugu ve bu acidan bakildiginda karsinogenez siirecinde rol oynayabilecegi

One surilmektedirzo.

Son yillarda yapilan calismalarda ila¢ metabolizmasindaki degisiklikler, aciklanan bu
ila¢ direnclilik proteinlerinin yaninda diger hiicre i¢i proteinlerinde etkin olabilecegini
gostermigtir. Bu baglamda, alkilleyici ozellikteki kanser ilaclarina gelisen direncte,
hiicre ici glutatyon ve glutatyon S- konjugatlarinin seviyelerinin artmasinin roliiniin
oldugu bildirilmistir. GST’ler substratlar olan, 4-hidroksil-2-nonenal, kolesterol-5,6-
oksit, adenin propenal, 9-hidroperoksilinoleik asit, dopaminokrom, aminokrom gibi
endojen molekiillerin; biitadien, akrolein, aflatoksin B1-8,9-epoksit, hekzakloro-
biitadien, trikloroetilen, stiren oksit, metilen klorid, etilenoksit, nitrokinolin oksit gibi
cevresel karsinojenlerin; lindan, atrazin, DDT gibi pestisitlerin ksenobiyotik
metabolizmasinda detoksifikasyonunu saglarken, basta cis-platin gibi, platin bazli
kanser ilaclar1 olmak iizere, klorambusil, siklosofamid, tiyotepe, fosfomisin, etakrinik
asit, nitrogliserin, adriamisin, asetaminofen gibi ilaclarinda aktivitelerini inhibe ederek

hiicrede bu ilaglara karsi direncin gelismesine neden olurlart2.
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Son zamanlarda ila¢ rezistansi mekanizmalar1 {izerindeki c¢alismalar kanser
hiicrelerinin kemo rezistansinda cesitli faktorlerin rol oynadigim1 gostermistir. Bunlar
arasinda glutatyon S-transferazlar (GST) onemli faktorlerden birisidirs4. GSTler, faz
IT enzimlerinden olup elektrofilik ozellikteki toksik maddelerin inaktivasyonunu
saglayan glutatyon konjugasyonunu Kkatalizleyen enzimlerdir. Ozellikle platinyum
bilesiklerinin detoksifikasyonuna GSTP1nin dogrudan katilmakta oldugu ve platinyum
bilesiklerine kars1 gelisen gerek intrinsik ve gerekse kazanilmig rezistansta onemli rol

oynadigi ileri stiriilmektedir's-.

Fengxi-Su ve arkadaglarim1 (2003) yilinda meme kanseri tiimorlerinde de, GSTP
geninin varhgimin bu tiimorlerin kemoterapiye karst diren¢ olusturdugunu

gostermektedir?”.

Jingxiang ve arkadaslarini (2003) yilinda yapmis oldugu meme kanserli hastalarin
ttimorli dokularinda GSTP1 izoziminin daha fazla agresif oldugunu ve kotii prognoza

sebep oldugunu bildirmislerdir.

Gilbert ve arkadaslarinin (1993) yilinda yaptiklan calismada GSTP1 izoziminin meme
kanserli hastalarda hormon reseptoriiniin belirleyicisi oldugunu ve artan GSTP1
ekspresyonunun meme kanserinin sag kaliminda onemli bir belirleyicisi oldugunu

bildirmistir.

Garcia-Closas ve arkadaslar1 (1999) yilinda meme kanserli hastalarda yaptiklar
calismada GSTM1 ve GSTT1 homozigot gen delesyonun meme kanseri riskini 6nemli

olciide arttirdigin ileri stirmiislerdir2°.

Bu calismada ila¢ uygulanmis meme kanserli MCF-7 hiicre hattinda GSTP1, GSTT1,
GSTM1, GSTA1, GSTO1, GSTZ1 ve GSTK1 protein ifadelerinin ila¢ uygulanmamis
hiicrelere oranla daha yiiksek oldugu goriilmiis, GSTS1 proteini bulunamamustir. flac
uygulanmis meme kanserli MCF-7 hiicre hattinda MRP 2,3,6,7 protein ifadelerinin ilag
uygulanmamis hiicrelere oranla daha fazla oldugu goriilmiistir, MDR, MRP1
proteinleri izlenmemistir. Ayrica ila¢ uygulanmis meme kanserli MCF-7 hiicre hattinda
Bcl-2, p53, p38, caspase-3 protein ifadelerinin ila¢ uygulanmamais hiicrelere oranla

daha fazla oldugu goriilmiistiir.
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Nakapoulou ve arkadaslar1 (2001) meme kanserli hiicrelerde yaptiklar1 calismada
caspase-3 proteininin asir1 ekspresyonunun apoptotik yolakta p53 ve Bcl-2 proteinini
etkiledigi ve caspase-3 proteininin asir1 ekspresyonunun meme kanserli hastalarin sag

kalimlari iizerinde olumsuz etki yaptig1 belirlenmistir2:.

Gorczyca ve arkadaslar1 (1995) 59 meme kanserli hastalarda immiinohistokimyasal
yontemle p53 ve Bcl-2 proteininin ekspresyonunu incelemis ve meme kanserli
hastalarin cogunda negatif korelasyon gosterdigi ve ekspresyonun tiimor poliferasyonu

ile ilintili oldugu sonucuna varmigtir2.

Pilco-Ferreto ve arkadaslarinin (2016) yaptiklarn ¢alismada DOX uygulanan MCF-7
hiicre hatlarinda anti-apoptotik Bcl-2 protein ifadesinin azaldigi da literatiirde rapor

edilmektedir2s.

Nooter ve arkadaslari (1997) yilinda meme kanserli dokularda yaptiklari calismalarinda
MRP’yi monoklonal antikorlarla ve immiinohistokimyasal yontemle belirleme
calismiglardir. Sonug¢ olarak MRP’nin kanserli dokularda asir1 eksprese oldugunu
bulmuslar ve MRPnin kanserli dokularda onemli bir kemoterapotik ajan oldugun u

belirlemislerdir24.

Taniguchi ve arkadaglarinin (1996) yaptiklar1 calismada insanlarda cisplatin direncli

bas ve boyun kanserli hiicre hatlarinda MRP2’in asir1 eksprese oldugunu bildirmistir2s.

Kool ve arkadaslar1 (1997) ise MRP?’'in zittina MRP2’in ilaca direncli insan kanser

hiicre hatlarinda cisplatin direncine korele oldugunu bildirmislerdir2e.

Ishikawa ve arkadaslar1 (1993) ise cisplatin direncli HL-P/R-CP hiicre hatlarinda ilacin
GS-X pompalar1 tarafindan MRP1 kanal tarafindan disar1 atildigini soylemektedir.

MRP’lerincisplatin direncindeki rolii hala tartismal olarak kalmaktadir27.

Faneyte ve arkadaslar1 (2004) yilinda meme kanserli hastalarda immunohistokimyasal
yontemle yaptiklar1 calismada MRP1, MRP2 ve MRP3’iin ekspresyonlarini belirlemeye
calismislardir. MRP1, MRP2 ve MRP3’lin meme kanserli hiicre hatlarinda timor
olusumunda birbirleriyle iligkili olmadigini ve bunun immunohistokimyasal calismayla
yontemiyle basarisiz oldugunu ve bu proteinlerin meme kanserinde ila¢ direncliligiyle

baglantili olmadiklarini ileri stirmiislerdir28.
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Leah ve arkadaglarimin (2001) yilinda akciger kanserli hastalarda yapmis olduklar:
calismada MRP1, MRP2 ve MRP3’ii poliklonal antikorlarla belirlemeye calismis ve
MRP1 ve MRP3lin doksorubisin direncli akciger kanserli hiicre hatlarinda ilag
direnclilik proteini olarak multi fonksiyonel bir goreve sahip olduklarini ve ayrica
MRP3iin KHDAK hiicrelerinde icsel diren¢ saglamaya katkida bulundugunu

bildirmislerdir29.

Larkin ve arkadaslar1 (2004) yilinda meme kanserli MCF hiicre hatlarinda MRP1 ve
MDR1 proteinlerinin immiinohistokimyasal yontemle klinik parametrelerle korele
oldugunu,MDR1’in evre 3 ve ayn1 zamanda MRP1 ile yiiksek derecede iligkili oldugunu
ancak, MRP1’in evre 1 ve evre 2’de belirleyici prognostik bir protein oldugunu,MDR1’in

hastaliksiz ve genel sag kalimla iligkisi olmadigini bulmuslardirse.

Filipits ve arkadaslarinin (1996) yaptiklar1 meme kanserli hastalarda MRP1 ve MDR1
proteinleri arasinda hicbir korelasyon olmadigini ancak her iki proteininde meme
kanserinde protein ifadesinin oldugunu ve bunlarin ila¢ direncliliginde rolii oldugunu

bulmuslardirs:.

Keith ve arkadaslar1 (1990) yilinda meme kanserli dokularda yaptiklar1 calismalarda
GST izoenzimlerinden olan GSTP ile MDR-1 geninin korele bir sekilde arttigim
belirlemis ve sonuc olarak kemoterapi alan meme kanserli hastalarin MDR-1 geninin

ifadesinin onemli oldugunu vurgulamistirs2.

Terrier ve arkadaslarinin (1990) normal insan dokularinda yapmis olduklar1 calismada
GSTP1 ve MDR1’in normal dokular arasindaki dagilimi arasinda bir benzerlik oldugunu
ve her ikisininde tiimorlii ve normal dokularda sitotoksik ilaglara karsi direng sagladig:

immiinohistokimyasal yontemle belirlemeye calismislardirss.

Juliano ve arkadaslar (1976), Ueda ve arkadaslari, (1987); kanser hiicrelerinde, ¢oklu
ila¢g direncinin en onemli mekanizmas1 P-glikoprotein (Pgp) olarak bilinen enerji

bagimli ila¢ atim pompalarinin fazla ekspresyonunun oldugunu bildirmislerdir3+3s.

Sun ve arkadaslar1 (2004) yaptiklar1 calisma da P-gp’nin ilacin absorbsiyonu, dagilima,

atilimi gibi islemlerde 6nemli rolii oldugunu gostermislerdirs®.
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Cole ve arkadaslar1 (1992) yaptiklarn bir calismada glutatyon konjugatlarimin
taginmasinda, ¢oklu ilac¢ direngli protein olarak adlandirilan (MRP) ve ilaca direncli

MDR substratlarmin aracilik ettiklerini bildirmislerdirs”.
Sonuc

Ozetle soylenecek olursa; GST izozimlerinin protein ifadelerinin farklihklar: incelenmis
ve bu izozimlerin kanser olusumunda ksenobiyotik ve ilac metabolizmasinda gorev alan
coklu ila¢ direnglilik proteinleriyle olan iliskisi aydinlatilmaya calisiimigtir.
Immunositokimyasal acidan incelendiginde literatiir verilerine uygun olarak calismada
ilac almis ve almamis MCF-7 meme kanser hiicre hattinda GSTP1, GSTT1, GSTA1,
GSTO1, GSTT1, GSTK1 ve coklu ilag direnglilik proteini olan MRP 2,3,6,7 nin rolleri
oldugu bulunmustur. Antikanser ilaclarin inaktivasyonunda birinci derecede sorumlu
enzim oldugu bilinen glutatyon S-transferazlarin kemoterapotik bilesiklere direng
gelismis pek cok kanser tiiriinde fazla salgilandigi bilinmektedir. Enzimin GSH
konjugasyonu ile kemoterapotik bilesiklerin metabolizmasini artirarak, etki yoresinde
ilacin etkili konsantrasyona ulasilamamasi sonucu, ilaca direncg gelisimine sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Tiimor hiicrelerinde kanser ilaclarina karsi olusan direncten sorumlu
oldugu bilinen ABCC (MRP 1-9) siiper ailesidir. Bu ¢alismada, ABCC stiper ailesinden
MRP-2,3,6,7nin meme Kkanseri olusumunda roli oldugunu ve GSTlerin ilag

direncliligine neden oldugunu soylenebilir.
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