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cGST: Sitoplazmik Glutatyon S-Transferaz
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dH,0: Distile su
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EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit
GSH: Glutatyon

GST: Glutatyon S-Transferaz

KHCO3: Potasyum bikarbonat

KML: Kronik myeloblastik 16semi

MDS: Myelodisplastik sendrom

mRNA: Messenger Ribonucleic Acid
NAA: Nikleik aside baglanan bilegikler
NaCl: Sodyum kloriir

NAT: N-Asetil Transferaz

NH,CI: Amonyum klortr

PAH: Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar
PCR: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
RNA: Ribonikleik asit

rpm: Revolutions per minute

RX: Elektrofilik bilesik

SDS: Sodyum dodesil sulfat

STE: Salt —Tris — EDTA



TBE: Tris — Borik asit— EDTA
uv: Ultraviolet
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1.GIRIS

1.1. Kimyasal Karsinojenler

Insanlarda kanser yapici nedenler arasinda siralanan sigara dumani, hava,
su, yiyecekler ve ilaglardaki kimyasal maddeler, radyasyon ve enfeksiydz
ajanlar gibi gesitli gevresel faktérlerin, genetik fakitrlerle birlikte etkili oldugu
bilinmektedir

( Perera, 1996 ).

Kimyasal karsinojenler, genetik maddeyle iligkiye gegcmeden &nce
metabolik aktivasyona ihtiyag duyarlar ( Rollinson ve ark. , 2000 ). Bu
kimyasallara karsi verilen hiicresel yanit ise, hiicrelerin spesifik ajaniara
maruz kalmas! durumunda bazi genlerin aktivasyona ugramasi ve karsinojen
etkiden korunma seklinde gergeklesmektedir ( Wormhoud ve ark. , 1999 ).
Hucresel yanitta bireyler arasindaki farkhliklari yaratan, vicut agirligi, yas,
_cinsiyet, genel sadlik durumu ve genetik yapi gibi biyolojik faktorlerdir
(Kamrin, Bélim 2, 1988 ).

Genelde hicreler, hiicresel ajanlar olarak adlandirdigimiz ‘elektroﬁlik
bilegikiere maruz kalmaktadirlar. Bu bilesikler etkilerini farkh niikleofilik
bolgelere sahip hiicre igindeki protein ve DNA'ya baglanarak
gostermektedirier. Ornegin bir hepatik metabolizma sirasinda elektrofilik
bilesiklerin biyomakromolekiillerle olan iligkisi ele alindiinda; bu ajanlarin
hepatosit igindeki proteinler, DNA, GSH veya albumine baglanmalari,
sureklilik arzettikleri durumlarda ise kendilerine baska hedefler ( érnegin, kan
albumini, hemoglobin ve lenfosit DNA'sI gibi) secerek toksik elektrofilik

etkilerini géstermeleri s6zkonusudur ( Sekil 1.1 ) ( Rooij ve ark. , 1998 ).
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Sekil 1.1. Elektrofilik bilegiklerin biyomakromolekdillerle olan iligkisi
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Faz I'e katilan temel reaksiyon, monooksijenazlar veya sitokrom P-
450 olarak adlandirilan enzimlerce katalizienen hidroksilasyondur. Faz I'in

diger reaksiyonlar rediiksiyon ve hidrolizdir.

Faz I'de olusan hidroksile bilesikler faz II'de gesitli polar metabolitlere
dénusturilmektedir.

Ksenobiyotik metabolizmasindaki bu iki fazin bastan sona amaci,
ksenobiyotiklerin sudaki ¢éztnurliklerini (polarite) artirmak ve bu sekilde
vicuttan atiimlanni kolaylagtirmaktir ( Murray, 1990, Bélim 6 ).

Ksenobiyotikler sitokrom P-450 metabolizmasiyla aktiflestikten sonra
faz Il reaksiyonlar olarak bildigimiz glukoronidasyon, sulfasyon, metilasyon,
asetilasyon ve glutatyon ile konjugasyon reaksiyonlarindan biriyle
metabolize edilmektedir. Boylece aktive maddeler reaktif olmayan ve suda
¢6zlnebilir Grinler olarak safra ya da idrarla atiimak Uzere organizmadan
uzaklastinhr. Faz | ve Faz Il enzim aktiviteleri arasindaki denge
ksenobiyotiklerin organizma cevabinda 6nemlidir ( Sekil 1.2 ) ( Sinnett ve
ark., 2000).



MARUZ KALMA ( éncii karsinojenler, ilaglar )

Aktivasyon

Faz | metabolizmasi
Sitokrom P450
(CYP1A1, CYP2D6)

v

AKTIF AJAN ( karsinojenler)

Detoksifikasyon Oksidatif stres

Faz Il Metabolizmasi DNA’a baglanan bilesikler
Glutatyon S-Transferaziar j

(GSTT1, GSTM1)

A\
EKSKRESYON DNA HASARI

DNA Onarimi (+)
DNA Onarimi (-)

MUTASYON INTAKT
GENLER

1

KANSER

Sekil 1.2. Ksenobiyotiklerle baglatilan karsinogenez ( Sinnett ve ark., 2000, modifiye)

1.3. Glutatyon ve Ksenobiyotik iligkisi

Glutatyon ( y glutamil sisteinil glisin ) glutamik asit, sistein ve glisinden
olugan bir tripeptiddir (Sekil 1.3) ( Sipes ve ark. , 1997 ). llk defa 1888'de

T.C YORXSZXOCRETIM RVRULD
DOKOMANTASYON MERKEZL



izole edilmis, fakat yapisi 40 sene sonra agiklanmigtir ( Commandeur ve
ark. , 1995 ). Glutatyon (GSH), organizmada L-glutamik asid, L-sistein ve
glisinden, y-glutamilsistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimlerinin

etkisiyle iki agsamada meydana gelmektedir ( Rooij ve ark. , 1998 ).

y-glutamilsistein sentetaz

L-Glutamin + L- Sistein + ATP > Y - L - Glutamil - L -
sistein + ADP + P

glutatyon sentetaz
y - L - Glutamil - L - sistein +Glisin + ATP — y - L - Glutamil - L —
sisteinilglisin + ADP + P

Glutatyon genelde GSH olarak kisaltilir; SH, sisteinin stlfidril grubuna
isaret eder ve molekllin aligveris yapan kismidir. Giutatyon ile
ksenobiyotiklerin reaksiyonlarini katalizleyen enzimlere “glutatyon S-
transferaziar®, kisaca “GST” denir ( Hayes ve Pulford. , 1995 )

CONH - CH, - COOH
|

HS-CH2-CH
I 1
NH,CO - CH; - CHz = CHNH; - COOH

Sekil 1.3. Giutatyon molekilliiniin yapisi

GST ’lar ve onlarin merkaptiirik asit biyosentezindeki rolleri ilk kez
1961'de Booth ve ark. tarafindan tanimlanmistir ( Hayes ve Pulford, 1995 ).
Ksenobiyotik metabolizmasinda glutatyonun roll; faz | enzimlerince
olusturulan reaktif tirlerin glutatyon ile konjugasyona girmesi ve sonugté
hicre makromolekdlleri ( DNA, RNA, protein ) ile baglanmasini engelleyerek
hiicre hasarini 6énlemesi seklinde gergceklesmektedir. Ksenobiyotigin reaktif



turleri, bir proteine baglanip onu dedgisikliige ugratip antijenik &zelligini
degistirebilir. Ksenobiyotik bir hapten yani tek basina antikor sentezini
uyarmayan bir molekil gibi davranip, antikorla birlesip hiicreyi hasara
gotirebilir (Sekil 1.4) ( Murray, 1990, Bolim 6 ).

CYTP450 GST Toksik olmayan

Reaktif metabolit
metabolit

l

Makromolekdllere
kovalan baglanma

|
¢ v !

Ksenobiyotik I

Hucre hasan Hapten Mutasyon
Antikor Gretimi Kanser

l

Hucre hasari

Sekil 1.4. Bir ksenobiyotigin metabolizmas! ( Murray, 1990, s. 248 )

Glutatyon S-Transferaziar (GST) elektrofilik ksenobiyotikleri inaktive
ederek vicuttan atiimak tizere konjugasyonunu saglayan dimerik enzimlerdir
( Ketterer ve ark. , 1992 ). Glutatyon konjugasyonu elektrofilik merkezi
bulunan bir bilesikle glutatyonun bir tiyoeter bagi olusturmasi esasina dayanir
( Sipes ve ark.,1997,s. 61).



GST, elektrofilik merkez igeren bilesiklerle GSH'u baglama
kabiliyetindedir ( Katoh ve ark. , 1998 ). Konjugasyon reaksiyonu i¢in gerekli
elektrofilik fonksiyonel grupta bir C, bir N veya bir S atomu yer almalidir.
GST ayni zamanda pestisidlerin, ¢evresel kirleticilerin, oksidatif stres
aranlerinin, kemoterapide kullanilan ilaglarin detoksifikasyonunda yer alir
(Stroombergen ve Waring, 1999 ). GSH ve elektrofiller arasinda bir bag
olusumu ana bilesikten daha az reaktif bir konjugat olusturur ve béylece
detoksifikasyon gergeklesir ( Whalen ve ark. , 1998 ) .

Reaktif elektrofiller, niikleik asitler ve seliller proteinlerde bulunan
nikleofilik gruplarla kovalan bag yaparak toksik etkilere, yani doku
zedelenmesi, kanser olusumu, gen yapisinda bozukluk ve teratojenik etki gibi
durumlarin ortaya ¢ikmasina neden olurlar ( Rooij ve ark. , 1998 ). Glutatyon
nukleofilik salfidril grubu ile bilesiklere baglanarak organizmay! reaktif
kimyasal bilesiklere karsi korur (Sekil 1.5)

( Commandeur ve ark. , 1995).

COOH COOH

CH, CH;

CONH CONHzl

CH— CH,—HS ram—— > CH--CH,--SR
NH.CO R-X H-X NH,CO

CH, CH;

CH, CH2

CHNH,—— COOH CHNH, — COOH

Sekil 1.5. Glutatyonun elektrofilik bilesikiere baglanigi



Codu dokularda mevcut olan tripeptid yapisindaki glutatyon
ksenobiyotiklere baglandiktan sonra daha ileri bir biyotransformasyonia
karaciger ve bobreklerde bulunan mikrozomal y-glutamiltranspeptidaz ve
sisteinilglisinaz enzimleri yardimi ile peptid baglan acilir. Peptid (amid)
baglarinin hidrolizi sonucu sadece sistein kalir, sisteinin mikrozomal
asetilasyonu ile merkaptirik asid konjugati olusur ( Rooij ve ark. ,1998 ).

1.4. Glutatyon S-Transferaz Enzimleri

GST'lar dogada bakteriler, maya, kif, yumusakgalar, kabuklular, solucanlar,
kurbagalar, bécekler, bitkiler, baliklar, kuglar ve memelilerde bulunur. En gok

sicanlarda ve insanlarda ¢alisiimistir ( Hayes ve ark., 1995 ).

GST genleri tarafindan kodianan glutatyon S-transferaz enzimleri,
cevresel kaynakli kimyasallar ve dogal olarak olugan birgok metabolitin
detoksifikasyonundan sorumludurlar ( Dawyer ve ark. , 1995; Rooij ve ark. ,
1998; Murray ve ark. , 1991, Bélim 6; Nebert ve ark. ,1999; Sipes ve ark. ,
1997 ).

GST'lar membrana bagh ve sitosolik olmak Uzere iki grupta
incelenmektedirler ( Whalen ve ark. , 1998; Hayes ve Puiford.’, 1995 ).
Vertabralilarda yedi sinif sitosolik GST tespit edilmigtir: alfa, mu, kappa, pi,
sigma, theta ve zeta. Bu sinif ayrimlar yapisal farkliiklara dayanilarak
yapilmaktadir. Bir sinif icinde farkli GST'lar en az % 40, siniflar arasi ise en
az % 30 aminoasit benzerlikleri gosterirler. Tirlere gére 6zel siniflara
dayandirilarak yapilan insanlar ve diger memeliler igin siniflandirma
belirtiimistir (Cizelge 1.1).



Gizelge 1.1. Insan Glutatyon S-Transferazlari Igin Siniflandirma

Proteinler Genler
Kullanilan Sinif Onceki adlandirma Lokus Kromozom
isimleri lokalizasyonu
GSTA1-1 Alfa g, B1B1,GST2-tip 1 Ha(alt GSTA 1 6p12
birim 1), axax
GSTA2- Alfa v, B2B2, GST2 tip2 GSTA 2 6p12
Ha (alt birim 2), ayay
GSTAS- Alfa GSTA 3
GSTA4- Alfa GSTA 4
GSTM1a-1a Mu p, GST1-tip 2 GSTM1 1p13
Hb (alt birim 4), M3M3,
N1N1
GSTM1b-1b Mu vy, GST1-tip 1 GSTM1 1p13
GSTM2-2 Mu GST4, N2N2 GSTM2 1p13
GSTM3- Mu GST5 GSTM3 1p13
GSTM4-4 Mu GSTM4 1p13
GSTM5-5 Mu GSTMS 1p13
GSTK1-1 Kappa GSTK1 )
GSTP1-1 Pi n, GST3,A GSTP1 11913
GSTT11 Theta © GSTT1 22q11.2
GSTT2-2 Theta GSTT2 22qg11.2

GSTZ1-1 Zeta GSTZ1 14924.3



cGST'lar (Sitoplazmik GST) iki ayni alt Uniteden homodimerler veya
farkli alt Gniteden heterodimerlerden- olusmuslardir. Siniflandirma olarak
Mannervik ve ark. (1992)'nin 6nerdikleri siniflandirma kullaniimaktadir. Bu
siniflandirmada turlerin belirtiimesi i¢in bir 6n ek (6rnedin, insan igin h),
kullanilirken, A, P, M, S veya T harfleri sirasiyla alfa, pi, mu, sigma ve thetayi
isaret etmektedir. Bir ¢izgi ile ayrilan iki rakam alt Giniteleri belirtmektedir.

Bir GST'nin G¢ boyutlu yapisi domuz akcigerinden pi sinif enzimi igin
1991'de belirlenmistir. Insandaki GSTP1-1'in yapisi 1992'de plasentadan
purifiye edilmistir. Daha sonra da insan GSTA1-1 ve GSTM2-2 enzimlerinin

yapilar tanimlanmistir.

GST'lar herbir altbirim icin katalitik bélgeye sahip globular dimerik
proteinlerdir. 23.000- 29.000 dalton molekuler agirligindadir. Her bir alt birim
200-240 aminoasitten olugur.

Herbir GST altbiriminin polipeptid zinciri kisa baglayici bélgelerce
birlestirilen iki domainden olusur. N-terminal domain bir B-sheet ve i¢ a-
heliks yapisinda diizenlenmis asagi yukari 80 aminoasitten olusan GSH’nun
baglanma bdélgesi (G bolgesi) ve hidrofobik elektrofillerin baglanmalar igin
olan H bélgesinden olusmaktadir. C-terminal domain kalan 5 veya'6 a-heliks

yapisindaki amino asidi icerir ( Whalen ve ark. , 1998 ).

Siganlar, fareler ve insanlardan izole edilen tim sinif a genleri 11-12
kb uzunlugunda ve 7 ekzon igerir. Sinif u genleri populasyonda polimorfiktir,
asagi yukar 5kb uzunlugunda ve 8 ekzon igerir. Hamster 9 ekzona sahiptir.
Bes alt Unitesi vardir ve aminoasit seviyesinde birbirlerine %80 benzerdir.
Sinif = genleri agagi yukarn 3kb uzunlugunda ve 7 ekzon igerir. Birgok
ekstrahepatik organdan purifiye edilmistir. Sinif 6 genleri insanda polimorfiktir

ve 5 ekzona sahiptir.
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GST aktivitesi insanda tum dokularda bulunmaktadir. Siganlarda
yapilan calismalarda cGST’larin birgok dokuda bulunmamasiyla birlikte en
yiiksek konsantrasyonlar testislerde ve karacigerde tespit edilmistir ( Cizelge
1.2 ). ¢cGSTlarin seviyeleri Gzerinde birgok enzim indikleyicisinin kiiglk
artirici etkileri bulunmaktadir. Ornegin benzo(a)piren, etanol ve fenobarbitol
gibi. Herbir dokuda spesifik GST izoenzim grubu mevcuttur. Buna ek olarak,
cesitli izoenzimler farkh miktariarda ifade edilmektedir. Bir dokudaki hiicre
tiplerinde GST alt {nite profilleri 6zellikle gelisme ddneminde
degisebilmektedir. Ornegin, insan ve siganlarin fetal hepatositlerinde GSTP1-
1 oldukga yiiksek seviyede ifade edilirken yetiskin hepatositlerinde normal
olarak dahi ifade edilmemektedir ( Whalen ve ark. , 1998 ).

Gizelge 1.2. Cesitli Organ ve Dokulardaki Sigan Glutatyon (GSH) ve Enzimlerinin Dagilimlan
GSH S-transferaz

Doku GSH Sitozolik Mikrozomal
eritrositler 8,3 - -
karaciger 7.7 1400 126
bdbrek 4,1 336 8,5
ince bagirsak 29 429 60 \
akciger 1,5 79 15
beyin 2,1 190 7.9
dalak 3.4 56 9
testis - 3850 129
adrenal - 253 52
kalp 1,1 93 7,2
timus - 46 4.4
pankreas 1,8 - -
kas 0,8 - -
kemik iligi - - -

plazma 0,018

11



Tum GSTlar 1-kloro-2,4-dinitrobenzenden  substrat olarak
faydalanirlar ve GST'lann karakterizasyonunda bir ara¢ gérevi yaparlar. 2-
kloro-5-nitrobenzonitrilin de GST'lar igin substrat gérevi yapti§i bulunmustur.
GSTT1 igin diger spesifik substrat p-nitrobenzil klorid, dikloromethan, etilen
oksid ve metilbromid’dir. Dikloromethan boyalarda ¢ézicil, temizlik
maddelerinde, sogutucularda, kahve dekafeinizasyonunda kullanilan énemli
bir endustriyel bilesiktir. Bu bilesigin toksisitesinde genis tursel farkliliklar
bulunur. Farelerde bu bilesigin GSH konjugasyonuyla aktive edilerek
akciger ve karaciger kanserlerine neden oldugu belittiimigtir (Cizelge1.3)
(Hayes ve Pulford. , 1995; Whalen ve ark. , 1998 ) .

Gizelge 1.3 Farkh GST Siniflari Igin Substratlar

Model Substrat Sinif

A®- androstene-3,17-dione alpha
4-hydroxinonenal alpha
cumene hydroperoxide alpha ve theta
1,2-dichloro-4-nitrobenzene mu
4-nitrobenzyl chloride mu
trans-4-phenil-3-buten-one mu

1,2-epoxy-3-(p-nitrophenox) propane alpha ve theta
1-menaphthyl sulfate theta

1.5. Glutatyon S-Transferaz Enzimleri ve Karsinogenez

GST'lar genotoksik bilesiklerin’ detoksifikasyonunda yer aldig gibi kimyasal
karsinogenezde de &nemli koruyucu rolleri vardir. Bu enzim ailesinde
GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 genlerinin kodlandigi ti¢ polimorfik gen ailesi

12



vardir. GST'lar gibi ksenobiyotik enzimlerinin genetik polimorfizmleri spesifik
tipte belli bazi kanserlere daha yiiksek yatkinlik gésterirler.

[nsan glutatyon S-transferaz T1-1 (GSTT1-1)i kodlayan gen
22 kromozom (izerinde konumlanmistir. GSTT1 geni ve cesitli kanserler
arasinda iligki saptanmakla birlikte sinirli sayida yayin vardir. 1,3-butadien,
metil bromid, etilen oksid gibi gesitli karsinojenlerin metabolizmasinda gérev
alirlar ( Chen ve ark. , 1996 ). GSTT1 geninin kismi ya da tamaminin
delesyonu GSTT1 null genotip olarak adlandirilir (Pemble ve ark. , 1994 ).
Insan mu sinif glutatyon S-transferaz M1-1 (GSTM1-1) enzimini kodlayan
gen 1. kromozom {zerinde konumlanmistir ( Hayes ve Pulford. , 1995 ).
GSTM1 igin iki fonksiyonel GSTM1*A ve GSTM1*B alelleri ile bir
nonfonksiyonel GSTM1*0 null alel tanimlanmigtir. Karsinogenezin
fonksiyonel GSTM1 alellerinin bulunmayistyla iliskili oldugu ve sonugta
karsinojenlerin detoksifikasyonunun gerceklestirilemeyecegi dustiniiimektedir
( Brockmélier ve ark. , 1993 ). GSTM1-1 anti benzo(a)piren-7,8-diol-9,10
oksid gibi epoksidlerin detoksifikasyonunda énemilidir ( Brockméller ve ark. ,
1993; Katoh ve ark. , 1998; Wormhoudt ve ark. ,1999; Snyder ve Hedli. ,
1996 ). Karsinojenleri metabolize edebilme yetersizliginin birgcok kanser igin
risk olugturdugu bilinmektedir ( Snyder ve Hedli. , 1996; Sugimura ve ark. ,
1996; Bartsch ve Hietanen. , 1996; Zahm ve Devesa. , 1995 ).

1.6. GST Polimorfizminin Kaynagi

Polimorfik yapida olan ve g¢ok sayida maddeyi metabolize edebilme
kabiliyetlerinden dolayi oldukga fazla ilgi geken t¢ gen ailesi bilinmektedir:
Sitokrom P450, N-asetiltransferaz ve glutatyon — S transferaz ( Sinnett ve
ark ., 2000).

Polimorfizm, populasyonda bir lokus igin iki ya da daha fazla alelin

mutasyonla olugabileceginden daha yiiksek siklikla birlikte bulunmasidir. Bu
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sikligin 0.01’den fazla olmasi durumunda bu lokus polimorfik olarak kabul
edilmektedir ( Thompson ve ark., 1991, Bélum 6 ).

Kimyasal karsinojenlerin aktivasyonu ya da detoksifikasyonunda yer
alan enzimler biyotransformasyon enzimleri olarak adlandinhr ( Bartsch ve
Hietanen., 1996 ).

Biyotransformasyon enzimlerinde polimorfizmlere sebep olan
molekdler genetik mekanizmalar gesitli sekillerde olabilir (Sekil 1.6):

1) Biyotransformasyon enzimini kodlayan genin bulunmamasi,

2) Genin regulatér kisimlarinda olan mutasyonlardan dolayr genin
kaybolmasi ya da zarar gérmesi,

3) Intron-ekzon sinirlarindaki mutasyonlardan dolayi pre-mRNA’nin uglarinin
yanlig olarak eklenmesi,

4) Proteindeki 6nemli olmayan aminoasitlerin mutasyona ugramis olmasi ve
bunun sonucunda enzimin aktivitesinin degismesi,

5) Proteindeki 6nemli aminoasitlerin mutasyona ugramis olmasi ve bunun
sonucunda inaktif enzimin olusmasi gibi modeller éngérilmektedir
( Wormhoudt ve ark . ,1999 ).
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Biyotransformasyon
enzimini kodlayan
gen

Pre-mRNA

3
mRNA -
— -
i
N E—
4

Protein Az protein Tam olmayan ya da Aktivitesi de§ismis  Inaktif protein
inaktif protein protein

I\
I/

Sekil 1.6. Biyotransformasyon enzim polimorfizmierinin farkli molekiler mekanizmalarinin gematik olarak
gosterimi. Intronlar agik, ekzonlar koyu kutularla gdsterilmigtir. Genin regiilatér bélgesi genin yanindaki
cizgiyle belirtilmigtir.Biyotransformasyon enzimini kodlayan genin bulunmamasi, proteinin tamamen yok
olmasina neden olabilir(1). Genin regiilatér bdigesi mutasyona ugramis olabilir, bu da daha az (pre)mRNA ve
daha az proteinin olusmasina neden olabilir(2). Intron-ekzon sinirindaki bir mutasyon, pre-mRNA uglarinin
yanlig olarak eklenmesine ve tam olmayan ya da inaktif proteinin olusmasina neden olabilir(3). Ekzon
bélgesinde bir mutasyon (enzimatik aktivitedeki 6nemine gore) proteinde bir aminoasit degisikligine neden
olarak proteinin aktivitesini degigiklige ugratabilir(4) ya da inaktif bir proteinin olugmasin saglayabilir(5).

( Wormhoudt ve ark., 1999 )



Insanlarda GSTM1'in polimorfik oldugu ve bireylerin % 35-60'nda
bulunmadigi g6sterilmigtir. Bu enzim-beyaz populasyonun % 50-60'nda
bulunmazken, Kuzey Amerikali siyahlarin % 28'nde ve Nijeryalilarda ise %
22 gibi daha dusik ylzdelerde bulunur. Benzer sekilde GSTT1 de
polimorfiktir ve insan populasyonlarinin % 10-65'inde bulunmamaktadir.
Amerikall beyazlarin % 17’si, Nijeryalilarin % 39u, Hindistan’da yasayan
Ingilizlerin % 32'si GSTT1-1 enzim aktivitesi bulundurmazlar. GSTM1 ve
GSTT1 aktivitesinin yoklugu (null genotip) bu genlerin homozigot olarak
delesyona ugramasindan kaynaklanmaktadir ( Whalen ve ark. , 1998; Chen
ve ark. ,1996 ).

1.7. Karsinojenler ve Losemi

Lésemi, hematopoietik pluripotent stem hiicresinin neoplastik dénagumi ile
olusan klonal myeloproliferatif bir hastaliktir. Akut 16semiler pluripotent stem
hiicresinden kaynaklanan proliferasyonun ya lenfoid seride (ALL) ya da
myeloid seride (AML) ifade edilmesidir. Akut [6semilerin erigkin insidansi
yaklasik senede 100 000 kiside 3.5 vakadir. 35 yas alti kanser 6limierinin
nedenleri icinde yer alan akut I6semiler tum kanserlerin yaklagik %10'unu
olusturur. Erigkinlerde AML'nin insidansi ALL'den daha yuksektir. Akut I6semi
hastalarinin ¢gogunlugunda nedeni tam olarak bilinmemesine ragmen, birgok
faktoriin insidansin artmasiyla iliskili oldugu belirtiimigtir. Hiroshima ve
Nagasaki'deki atom bombasi faciasindan sonra radyasyona maruz kalinma
sonucu o bolgenin halkinda l16semi artigi dikkat gekmigtir. Hodgkin’s hastalg
ve ankylosin spondiliti gibi hastaliklar igin tedavi amagl radyoterapiden sonra
Ibkomogenez izlenmistir. Kimyasal karsinojenlerden benzen, fenilbutazon,
arsenik ve kloromfenikola maruz kalmanin lésemi gelistirebilecegi
belirtimistir. Melphalan, klorombusil ve siklofosfamid gibi 6zellikle alkilleyici
ajanlarla olan sitotoksik terapinin de I6semi riskini artirdidi belirtilmigtir. Riskin
alinan alkilatérlerin total dozuyla iligkili oldugu dustntlmektedir. Hayvan
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I6semilerinin etiyolojisinde RNA virlislerinin énemli oldugu belirtiimektedir.
Konjenital faktorier ve immunolojik yetersizlikler de 16seminin patogenezinde

énemli yer tutmaktadir ( Mazza, 1995 ).

KML, myeloid hucrelerin proliferasyonuyla karakterize bir klonal
hematopoietik kék hiicre hastalifidir. KML, bati Ulkelerinde tim lésemi
vakalarinin % 20'sini olusturmaktadir. Yasamin dordiinci ya da besinci
dekatinda erkeklerde biraz daha fazla bir insidansla pik gdsterir. KML’'nin
klinik seyri her iki cinsiyette de benzerdir, fakat kadinlarda erkeklerden daha
uzun yagsama dénemi gézienebilir ( Mazza, 1995 ). Genel olarak I6semilerin
olusumunda genetik 6zellikler, bazi gevresel etkenler ve gesitli karsinojenlere
maruz kalmanin etkili oldugu bildiriimektedir ( Sinnettt ve ark. , 2000 ), ( Irons
ve Stillman. , 1996 ), (Zahm ve Devesa., 1995).

Bu tez calismasinda,
e GSTT1 null genotipi ve AML, ALL, KML arasindaki iligkinin
e GSTM1 null gendtipi ve AML, ALL, KML arasindaki iligkinin
e GSTT1 ve GSTM1 null genotipleri ile Iosemi arasindaki iliskinin
o Sigara ve alkol tiiketimi, aile 6ykusi, yas, cinsiyet parametreleri
ile GSTT1 ve GSTM1 genotipleri arasinda bir iligkinin,

var olup olmadi§inin arastiriimas: amagltanmigtir.
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2. GEREG VE YONTEM

2.1 Caligma Grubu

Galisma kapsaminda 100 hasta ve 100 kontro!l grubu olmak tizere 200 érnek
incelenmesi 6ngéralmustir. Ancak calisma slresi igcinde daha az 6rnek
cahisilabilmistir.

Bu galismaya, Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Hematoloji Bslimi’'ne
basvuran ve lésemi tanisi almis 22 ALL, 38 AML, 23 KML ve 9 farkli tani
almis toplam 92 hasta ile kontrol grubunu olusturan 87 kanser siphesi
olmayan birey dahil edilmistir.

Kan ornekleri alinan kisiler ¢alismanin amaci ve yéntemi hakkinda
bilgilendiriimis, ayrica yeterince bilgilendirildikleri ve kendi iradeleriyle bu
calismaya katildiklarini gosteren bir onam formu kigiler tarafindan
imzalanmistir, kisisel bilgilere yonelik anket formu doldurulmustur ve gerekli-
bilgiler alinmistir ( bkz. Ek 1 ve Ek 2).

2.2 Polimorfik Ozelliklerin Belirlenmesi
2.2.1. DNA izolasyonu ve Kantitasyonu

DNA izolasyonu, 5ml periferik kandan asagida tanimlanan standart fenol-

kloroform yéntemiyle yapilmistir ( Sambrook ve ark., 1982, s. 458 ).

2.c. YORSEXOCRETIR EORULD

" poeOMAINTASYOR



o EDTA (100 pi, 0,5 M) 'l tiipe 5 ml periferik kan alinir.

e 3500 rpm’'de 20 dakika santrifij edilip (lonetics medical products,
Centurion 6000) serum uzaklastirildiktan sonra (zerine 10 ml lizis
tamponu (0.154 M NH4Cl [Sigma, A9434], 0.0092M KHCO3 [Sigma,
P4913], 0.0001 M EDTA [Sigma, E5134]) eklenir ve 1 saat buz tizerinde
bekletilir.

e 3500 rpm’de 20 dakika santrifiij edilir.

e Supernatan atilir, pelet tGzerine 5 ml 1x STE (0.1 M NaCl [Merk,
1.06400], 0.01 M Tris pH=8,0[Sigma, T8524], 0.001 M EDTA) eklenir ve
karigtirir.

e 3500 rpm’de 20 dakika santrifij edilir.

e Sipernatan atilip pelet Gzerine 4.5 ml 1x STE, 0.5 ml %10 SDS
(Sodium Lauryl Sulfat [Sigma, L4390]) ve 50 pg/ml Proteinaz K (Sigma,
P4914) eklenir, yavasca karistirilir ve bir gece 37°C'de etlivde (Heraus,
FB 420) inkiibe edilir. ‘

o Ertesi giin solusyon {izerine esit hacimde doymus fenol (Sigma,
P4557) eklenip karigtirildiktan sonra 3500 rpm’'de 20 dakika santrifi)j
edilir.

e Slpernatan temiz bir tipe alnip {zerine esit hacimde
kloroform:izoamil alkol (24:1) (Sigma, C2432:Sigma, 19392) eklenir ve
kanstinhr.

e 3500 rpm'de 20 dakika santrifiij edilir ve stpernatan temiz bir tiipe
aktarilir.

e Solisyon Uzerine esit hacimde saf etanol (Carlo Erba, 414608) ilave
edilir ve yavagga karistirilarak DNA'nin presipite olmasi beklenir. Presipite
olan DNA mikropipet ile 1.5 ml'lik mikrofij tGptne aktarilir.

e Bir kez saf etanol, bir kez de % 70 etanol ile 10 dakika 13000 rpm’'de
santrifdj (Herolab, MikroCen 13D) edilir, stpernatan atiir ve DNA
kurumaya birakilir.

e Kurutulan DNA 500 pl dH,0 ile ¢gozillr.
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Elde edilen DNA’ nin miktar ve safliginin tespit edilmesi i¢in spektrofotometrik

diciim agagidaki gibi yapilmistir.

e (Co6zilmis DNA 6rneginden 20 pl alinip quartz kiivet iginde dH,0 ile
hacmi 2 ml'ye tamamlanir, iyice karistirilir.
o Spektrofotometrede OD260 ve OD280 degerleri 6l¢ulir (Jasco UV/VIS
Spectrophotometer, V-530).
e 260 ve 280 nm’deki optik dansite degerlerinin orani hesaplanarak
DNA'’ nin saflig belirlenir.
e Asagidaki formil kullanilarak elde edilen DNA’nin konsantrasyonu
belirlenir.

Konsantrasyon (ug/ul) = ODgg x 0,05 x 100 (sulandirma katsayisi)

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

Bu calisma kapsaminda, 6ngoériilen GSTM1 ve GSTT1 lokuslari igin uygun
primerler ve internal kontrol olarak da p-globin geni primerleri (lontek)
kullanilarak multipleks PCR uygulanmigtir ( Chen, Liu ve ark., 1996 ).
Kullanilan primer dizileri Cizelge 2.1’de ve amplifiye edilen bélge Sekil 3.2'de
sunulmaktadir. ,

Herbir PCR uygulamasi, 1U Taq Polimeraz (Sigma, D4545), 5 pul
10xPCR tamponu (100mM TrisHCI (pH 8,3), 500mM KCI [Sigma, P2317]),
1.5 mM MgCl, (Sigma, M8787), 0,1 uM her bir primer (lontek), 0.25mM her
bir dNTP (Sigma, dNTP-100), 2.2ul DMSO ve 200-500 ng genomik DNA
iceren toplam 50pl reaksiyon karigiminda tizeri mineral yagi (Sigma M5904)
ile kaplanmig ve thermocyclerda (Biometra Personel Cycler ™ 050-500)
gerceklestirilmistir ( Chen, Liu ve ark. , 1996 ). Kullanilan PCR protokoli
asagidaki gibidir:
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Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C,>4 dakika

Denatiirasyon 94°C, 1 dakika
Baglanma 55°C, 45 saniye | 35 déngll
Uzama 72°C, 1 dakika
Son uzama 72°C, 10 dakika
intron 4
GSTT1 — Exon4 Exon5 [—
T, = I T,

480 bp

f-globin Exonl |_intron |
G, :> &Gy
268bp

intron 6

GSTM1 — | Exoné6 Exon7 [~ '

M, = ¢ M,
219bp

Sekil 3.2. PCR reaksiyonuyla amplifiye edilen béigeler

PCR islemi bittikten sonra driniin varhgini kontrol etmek amaciyla % 2’lik
agaroz jelde elektroforez yapilmigtir. Jel, 1XTBE (0.089M Trizma base
[Sigma. T8524], 0.089M Borik asit [Sigma, B6768], 0.002M EDTA) iginde 0.1
ug/ul Etidyum bromid (Sigma, E8751) igerecek sekilde hazirlanmistir. PCR
Uriinlerinden 10 i alinarak agaroz jelde 90 V'da 1 saat ylritildikten sonra
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(Biometra-Agagel Mini, 020-000), UV-transiliminatér (zerinde reaksiyon
sonugclari degerlendirilmistir.

GSTM1 geni igin; GSTM1*A / GSTM1*B alellerinin bulundugu
“"GSTM1 pozitif genotip”, her iki-alellin de bulunmadigi genin tamamen delete
oldugu "GSTM1 null genotip” tanimiari bilinmektedir.

GSTT1 geni igin; GSTT1 genin kismi ya da tamaminin delesyona
ugradidr "GSTT1 null genotipi” ve genin bulundugu "GSTT1 pozitif genotip”
tanimlari kullaniimaktadir.

Bu ¢alismada GSTM1 ve GSTT1 genlerinin delesyona ugradidi
bélgelerde null genotip gdzlenmisgtir.

Gizelge 2.1. GSTM1, GSTT1, B-globin genleri icin kullanilan primer dizileri

GEN On (forward) primer (5'-3’) Ters (revers) primer (5’-3’)

GSTM1 GAACTCCCTGAA AAGCTAAAGC GTTGGGCTCAAATATACGCTGG

GSTT1 TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC TCACCGGATCATGGCCAGCA

B-Globin | CAACTTCATCCACGTTCACC GAAGAGCCAAGGACAGGTAC

2.3. Sonuglarin Degeriendirmesi

Lésemi gruplari ile kontrol gruplarinda GSTT1 ve GSTM1 genlerinin null ya
da pozitif olarak bulunma oranlari ile, sigara ve alkol kullanip kullanmama,
aile 6ykusiinde kanser bulunup bulunmama ve cinsiyet karsilastirimasinda
Ki-kare (x?) testi, lssemi ve kontrol gruplarinin yas ortalamasinin

karsilastinimasinda Student’s testi kullaniimistir.
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3.1. Gahgma Grubu

3. BULGULAR

Calisma grubu 38 AML, 22 ALL, 23 KML, ve 9 farkh tani almig toplam 92
l6semi ve 87 kanser sliphesi olmayan bireyden olugsan kontrol grubunu

icermektedir. Vakalarin % 55.4'G erkek, % 44’ kadin; kontrol grubunun ise,

% 44.8'i erkek, % 55.2'si kadinlarl olugturmaktadir. Ortalama yas degerleri
I6semi 39.2 £ 26.6, kontrollerde 34.3 + 11.3 olarak bulunmustur.

Lésemilerde GSTM1, GSTT1 null ve pozitif genotipler ile sigara ve

alkol kullanimi, aile 8ykust, yas, cinsiyet arasinda farklilik saptanmamisgtir
(p>0.05) (Cizelge 3.1).

Gizelge 3.1 Losemilerde GSTM1 ve GSTT1 genotipleri ile sigara, alkol kullanimi; aile
bykasi; yas; cinsiyet kargilagtirmasi

SIGARA ALKOL AILE OYKUSU CINSIYET YAS
- + - + - + K E ortalama
n 6 9 13 2 10 5 10 18
37,33
GSTT1(-) %40 %60 %86,7 | %13,3 | %66,7 | %33,3 | %357 | %64,3
n 17 15 29 3 20 12 31 33
40,06
GSTT1(+) %53.1 %46,9 %980,6 | %9,4 %62,5 | %375 | %484 | %516
n 12 7 18 1 11 8 19 17
36,42
GSTM1(-) %63,2 %36,8 %947 %5,3 %579 | %42,1 | %52,8 | %47,2
n 1 17 24 4 19 9 22 34
41,03
GSTM1(+) | %39,3 %60,7 %85,7 | %14,3 | %679 | %32,1 | %39,3 | %60,7
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3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA o&rnekleri Uzerinde primerlerle gergeklestirilen multipleks PCR
sonunda elde edilen Grinlerin agaroz jeldeki gérintist Sekil 3.3.'de
gosterilmistir.

M12345

587bg

458bg

434bg

298bg ——

267bg

$ekil 3.3 PCR Urtnlerinin 0.1 ug / pl ethidium bromide igeren %2 agaroz jeldeki gérintiisii ve
sirasiyla GSTT1, B-globin, ve GSTM1 alellerin 480, 268, ve 219 bg'lik fragman boylari; M: Marker,
pUC18/Haelll kesimi; 1 nolu kuyu: GSTT1 ve GSTM1 poxzitif, 2 nolu kuyu: GSTM1 null, 3 nolu kuyu:
GSTT1 ve GSTM1 null, 4 nolu kuyu: GSTT1 null, 5 nolu kuyu: negatif kontrol.

Elektroforez sonrasinda jelde gérilen DNA bandlarninin beklenen
uzunlukta olmasi, éngérilen primerler ile uygulanan PCR’in gergeklestigini
ve istenilen Grintn elde edildigini géstermistir. Bu reaksiyonlar sonucunda
GSTM1 igin 219 bg; B-globin igin 268 bg; ve GSTT1 igin 480 be¢'lik bolgeler
cogaltilabilmistir.
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3.3. Polimorfik Ozellikler

3.3.1. GSTM1 Genotipi

Toplam 38 AML'nin 13’tinde (% 34.2) GSTM1 null genotip, 25'inde (%
65.8) GSTM1 pozitif genotip; 22 ALL'nin 11'nde (% 50) GSTM1 null genotip,
11'nde (% 50) GSTM1 porzitif genotip; 23 KML'nin 10'nda (% 43.5) GSTM1
null genotip. 13'nde (% 56.5) GSTM1 pozitif genotip tespit edilmistir. Kontrol
grubunda ise; 87 kiginin 37'sinde (% 42.5) GSTM1 null genotip gézlenirken,
S0'sinde (% 57.5) GSTM1 pozitif genotip saptanmigtir. Tum [&semilerin
degerlendirilmesi birlikte yapildiginda ise; 92 vakanin 36'sinda (% 39.1)
GSTM1 null genotip, 56'sinda (% 60.9) GSTM1 pozitif genotip tespit
ediimigtir. Bu dederlendirmeler sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanamamistir (x°= 0,52 ).

AML, ALL, KML gruplarn ve kontrol grubu ile GSTM1 null genotip,
GSTM1 pozitif genotip arasinda bir degerlendirme yapildiginda; anlamli bir
fark saptanamamigtir ( AML-Kontrol (x?=0,76), ALL-Kontrol (32=0,40), KML-
Kontrol (x%=0,007),. Bu gruplar (AML, ALL, KML) yine kendi arasinda GSTM1
null ve GSTM1 pozitif genotipler ile degerlendirildiginde anlamli bir sonug
saptanamamigtir ( AML-ALL (x?=1,45), AML-KML (x?=0,52), ALL-KML
(x*=0,76) (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Hasta grubu ve kontrol grubu arasinda GSTM1 genotip sonuglar

GSTMH1
TOPLAM
- +
AML 13 (%34.2) | 25 (%65.8) 38
ALL 11 (%50) 11 (%50) 22
KML 10 (%43.5) | 13 (%56.5) 23
DIGER 2(%22,2) | 7(%77,8) 9
TOPLAM LOSEMI 36 (%39.1) | 56 (%60.9) 92
KONTROL 37 (%42.5) | 50 (%57.5) 87

3.3.2. GSTT1 GENOTIPI

Toplam 38 AML vakasinin 11'nde (% 28.9) GSTT1 null, 27’sinde (% 71.1)
GSTT1 pozitif genotip, 22 ALL'nin 7’sinde (% 31.8) GSTT1 null, 15'nde
(%68.2) GSTT1 pozitif genotip, 23 KML'nin 6'sinda (% 26.1) GSTT1 null
genotip, 17'sinde (% 73.9) GSTT1 pozitif genotip saptanmigtir. Tum lésemi
gruplan olarak ele alindiginda ise; toplam 92 vakanin 28'nde (% 30.4)
GSTT1 null genotip, 64'nde (% 69.6) ise GSTT1 pozitif genotip tespit
edilmigtir. Kontrol grubunda ise; 87 kisinin hepsinde GSTT1 pozitif genotip
saptanirken, bu deger tum I6semiler ile kontrol grubu arasinda
degerlendirme yapildiginda, istatistiksel agidan anlamh bir farkliiga yol
acmigtir (p<0.001). AML, ALL, KML. gruplar ile kontrol.gruplant GSTT1 null
ve pozitif genotipleri agisindan kiyasiandiginda anlamli farklar
saptanabilmistir. AML ve kontrol grubu arasi x2=24,12; ALL ve kontrol grubu
arast %*=24,52; KML ve kontrol grubu arasinda x2=19,21 degerleri

bulunmustur.
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AML ve ALL, AML ve KML, ALL ve KML gruplan kendi aralarinda
degerlendirildiginde ise sonuglarin anlamli olmadig: tespit edilmistir ( AML-
ALL (x?=0,004), AML-KML (x?=0,003), ALL-KML (x?>=0,009) ) (Cizelge 3.4).

Gizelge 3.4. Hasta grubu ve kontrol grubu arasinda GSTT1 genotip sonuglari

GSTT1
TOPLAM
- +
AML 11 (%28,9) | 27 (%71,1) 38
ALL 7 (%31,8) | 15 (%68,2) 22
KML 6(%26,1) | 17 (%73,9) 23
DIGER 4 (%44,4) 5 (%55.6) 9
TOPLAM LOSEMI 28(%30,4) | 64(%69,6) 92
KONTROL - 87(%100) 87
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4. TARTISMA

llaglar metabolize eden enzimlerdeki polimorfizmin kansere bireysel
yatkinhkta énemli bir faktér oldugu belirtiimektedir ( Katoh ve ark. , 1998 ).
DNA’yi endojen ve eksojen hasardan koruyan birgok mekanizma
bulunmaktadir. GST’lar bu sistemde yeralan dnemli enzimlerden biridir.
GST'lar birgok ¢evresel kirleticilerin, karsinojenlerin, kemoteropétik ajanlarin
ve reaktif oksijen turlerini igeren ¢ok genis sayida ksenobiyotiklerin
metabolizmasinda gérev almaktadiriar ( Rollinson ve ark. ,1999; Rebbeck ve
ark. , 1997 ). GST polimorfizmi ve kanser ile ilgili, ¢ok sayida aragtirma
yapilmigtir ( Stroombergen ve ark., 1999; Helzlsouer ve ark., 1998; Trizna ve
ark., 1995; Yengi ve ark., 1996; Basu ve ark., 1997; Atoyebi ve ark., 1997,
Sinnett ve ark., 2000; Stanulla ve ark., 2000; Chen ve ark., 1997; Krajinovic
ve ark., 1999; Preudhomme ve ark., 1997; Rollinson ve ark., 2000; Chen ve
ark., 1996; Heagerty ve ark., 1994; Zhong ve ark., 1991; Ophius ve ark.,
1998; Nakachi ve ark., 1993; Seidegard ve ark., 1986; Deakin ve ark., 1996 )
( Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. GSTM1 null ve GSTT1 null genctiplerinin ¢esitli kanserlerle olan iligkisi

Niski

Kanser Referanslar
GSTM1 | GSTT1
null null
ALL + Sinnett ve ark., 2000
ALL + + Stanulla ve ark., 2000
ALL - + Rollinson ve ark., 2000
ALL + - Krajinovic ve ark., 1999
MDS - Basu ve ark., 1997
Preudhomme ve ark.,
MDS - 1997
+ .

MDS Chen ve ark., 1996
MDS - - Atoyebi ve ark., 1997
AML + + Rollinson ve ark., 2000
AML - Basu ve ark., 1997

Gastrik ve kolorektal

adenokarsinom + - Katoh ve ark., 1996
Urogenital kanser + - |Katoh ve ark., 1996
Mesane kanseri + + [ Brockmsller ve ark., 1996
Mesane kanseri + Bell ve ark., 1993 |
Akciger kanseri + _ Zhong ve ark., 1991
Bas ve boyun kanserleri + + Trizna ve ark., 1995
Bas ve boyun kanserleri - + Ouphuis ve ark., 1998
Meme kanseri + + Helzlsouer ve ark., 1998

Akciger, oral, gastrik,

- - ki ., 1996
kolorektal kanserler Deakin ve ark., 199




Bizim ¢alismamizda GSTT1 ve GSTM1 genotiplerinin 92 I6semi hastasi ve
87 kontrol Uizerindeki dagilimi arastintmistir. GSTT1 null genotipi, 16semili
hastalarda kontrol grubuna goére anlamli bir artis gostermistir. Bu sonug
literatlrde bildirilen populasyon galigmalarn ile uyumluluk gbstermektedir.
(Chen ve ark., 1997; Chen ve ark., 1996; Rollinson ve ark., 2000 ). GSTM1
null genotipinin hasta ve kontrol grubu arasindaki karsilagtirmasi yapildiginda
ise anlamh bir fark tespit edilememisti. Bu sonug literatlrdeki bir grup
calismay! desteklerken ( Chen ve ark., 1996 ) diger bir grubun ¢aligmasi ile
farklihk gdstermektedir ( Krajinovic.,, 1999; Sinnett., 2000; Chen ve ark. ,
1997 ).

Cinsiyet ile GSTM1 ve GSTT1 genotip degerlendirmesi arasinda
anlamli bir iligki saptanamamustir (x?= 0.156). Degerlendirmeler sigara, alkol
tuketimleri, aile 6ykisti ve yas parametreleri baz olarak yapildiginda
sonuglarin yine anlamli olmadi§i saptanmigtir. Bu sonu¢ Chen ve ark.’nin,
Rollinson ve ark.’nin yaptiklarn galismalar ile uyumludur.

4.1. GSTM1 Genotipi

Bizim galismamizda GSTM1 null genotipinin tim Iésemiler (AML, ALL, KML)
ile kontrol grubu arasi iligkisinde anlamli bir fark bulunmamistir.

Amerika ve Ingiltere’de yapilan c¢aligmalarda [6semi ve GST genotipi
arasindaki iliskide gdzlenen farkliliklarin etnik heterojeniteye baglanabilecegi
bildirilmistir. Bu yiizden istatistiksel olarak anlaml iligki bulunmayan
losemilerde farkli etkenlerin roli Gzerinde durulmaktadir ( Atoyebi ve ark.,
1997; Basu ve ark., 1997 ).
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Bu calismadaki kontrol grubunda GSTM1 null genotipinin % 42.5
olmasi bildirilen ara sinir degerler ( %35 - %60 ) ( Bell ve ark., 1993; Groppi
ve ark., 1991 ) arasinda yer aimaktadir.

CGalismamizda GSTM1 null genotipi ile ayri ayri AML, ALL, KML ve
kontrol grubu arasinda anlamh bir iliski saptanmamistir. Krajinovic ve ark.
177 ALL'li gocuk ve 304 kontrol grubunda GSTM1 polimorfizm galigmasi
sonuglar bizim sonuglarimizla uyumlu gézikmektedir. Ancak Sinnett ve
ark.’nin ALL'li g¢ocuklarda yaptiklarn c¢alismada GSTM1 null genotipi ile
anlamh bir iligki bildirmektedirler. Bizim hastalanmizin erigkin grupta yer

almasi ile sonuglarimizin farkli gtkmasi agiklanabilir.

GSTM1 null genotipinin her i¢ lI6semi grubunda kontrol grubu ile
anlamh bir farklilik bulunmamigtir. Bu sonuglar hasta ve kontrol grubu

sayisinin artirilmasinin uygun olacagini dustindiirmektedir.

4.2. GSTT1 Genotipi

GSTT1 null genotipin birgok kanserde risk faktérlerinden biri oldugu birgok
aragtirmaci tarafindan bildiriimektedir ( Rollinson ve ark., 2000; Chen ve
ark., 1996; Katoh ve ark., 1996; Basu ve ark., 1997; Wormhoudt ve ark.,
1999 ). Calismamizda GSTT1 null genotip orani hastalarda artmis olarak
bulunmustur. Kontrol grubunda GSTT1 null genotipi saptanamamistir. Bu
sonhug beyaz irk i¢in su ana kadar tespit edilmis degerlerin altindadir. GSTT1
null genotipi etnik farkliliklar géstermektedir. Beyaz irkta prevelans % 10-20
arasinda degisebilmektedir ( Hirvonen,1999 ). Insan populasyonlarinda %
10-65'inde gdzlendigi bildiriimektedir ( Whalen ve ark., 1998 ). Oke ve ark’'nin
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( Oke ve ark.,1998 ) yapmis oldugu calismada ise Turk populasyonunda
GSTT1 frekansi % 20 olarak belirtiimektedir.

Bizim galismamizda kontrol grubunda null genotip saptanamamig
olmasi, kontrol grubumuzun yas ve cinsiyet eslestirimesi yapilarak segilmis

olmasi ile agiklanabilir géziikmektedir.

Calismamizda GSTT1 null genotipinin lésemilerde kontrollere gére
yiksek olmasi I6semilerde vyapilan birgok ¢alisma ile uyumluluk
gostermektedir ( Preudhomme ve ark., 1997; Rollinson ve ark., 2000; Chen
ve ark., 1996; Stanulla ve ark., 2000 ).

Literatirde AML ile yapilan sadece iki calismaya rastlanmigtir.
Bunlardan Rollinson ve ark’'nin yaptiklan calisma bizim sonuglarimizi
desteklerken, Basu ve ark'nin MDS ve AML'lilerde yaptiklan g¢alisma
sonuglarimizla uyumlu gézilkmemektedir. Rollinson ve ark. AML'de GSTT1
ve GSTM1 null genotipinin ALL'ye gére daha dusik oranda birliktelik
gosterdigini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda AML ve ALL'de GSTT1 null
genotipinin gézlenme oraninda farklilik bulunmamaktadir. Ancak Rollinson
ve ark'nin galismasinda 557 akut losemili hasta ve 952 yas ve cinsiyet
eslestiriimesi yapilmis kontrol grubu kullaniimigtir. |

KML'li hasta grubunda GSTT1 null genotipi kontrol grubuna kiyasla
anlamli derecede ylksek bulunmustur. Ancak, literatirde KML ve GST
polimorfizmi ile ilgili calisma bulunamamistir. Bu ylzden KML'li hasta

sonuclarimizin literatirle kiyaslanmasi yapillamamigtir.
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Calismamizin sonucunda GSTT1 null genotipinin hem tim l6semiler
bazinda ve hem de alt gruplarinda ( AML, ALL, KML ) lésemiye yatkinhkta

dénemli rolt olabilecegini destekler géziikmektedir.
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4. SONUCLAR

GSTT1 null genotipi ALL, AML, KML arasinda anlamli bir iligki
saptanmistir.

GSTM1 null genotipi ile I6semiler arasinda birliktelik bulunmamaktadir.

Sigara ve alkol tuketimi, aile dykisl, yas ve cinsiyet ile GSTM1 ve
GSTT1 genotipleri arasinda birliktelik saptanmamistir.

Bu ¢alismada daha énce literatiirde galisiimayan KML'li hasta
grubu ile ilgili ilk GST genotip sonuglan elde edilmigtir. Bu sonuglara
gére KML'de de diger l6semi gruplarinda oldugu gibi GSTT1 nuil
genotipi ile anlaml bir iligki saptanmustir.
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OzZET

Losemilerde GSTM1 ve GSTT1 Polimorfizminin Rolii

Insanlarda kanser yapict nedenler arasinda sigara dumani, hava, su,
yiyecekler ve ilaglardaki kimyasal maddeler, radyasyon ve enfeksiy6z ajanlar
gibi cesitli cevresel faktorlerin, genetik faktérlerle birlikte etkili oldugu
bilinmektedir. Ksenobiyotikler olarak adlandirilan bu yabanci bilesiklerin
zararl etkilerinden korunmak icin hiicrelerde biyotransformasyon enzimleri
goérev alirlar. Bu enzimlerden biri olan GST lar karsinojenlerin de igine girdigi
farkli maddelerin detoksifikasyonundan sorumludurlar. GSTM1 ve GSTT1
lokuslarindaki polimorfizmler birgok kanser ile iligkili bulunmustur.

Calismamizda GSTM1 ve GSTT1 polimorfizmlerinin lésemiye
yatkinliktaki roli arastiriimistir. Bu amagla 38 AML, 22 ALL, 23 KML, toplam
92 I16semi hastasi ve 87 kontrol ¢galismaya dahil edilmigtir. GSTT1 ve GSTM1
polimorfizmi agisindan degerlendirmeler yapiimistir.

Calisma sonucunda GSTT1 null genotip ve AML, ALL, KML arasinda
bir iligki bulundugu, GSTM1 null genotipi ile I6semi hastahfi arasinda
birliktelik bulunmadig! saptanmistir.

Anahtar Soézciikler: Glutatyon S-Transferaz , polimorfizm, 16semi, ALL,
AML, KML, GSTT1, GSTM1, karsinojenler
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SUMMARY

The Role of GSTM1 and GSTT1 Polymorphisms in Leukemia

The most carcinogens are the chemicals in smoke air, air, water, nutrients
and drugs , radiation, radon, infectious agents in the workplace and general
environment. Risk from these environmental exposures is modulated by
genetic and acquired suspectibility factors. Biotransformation enzymes are
encountered in cells in order to be protected from the hazardous effects of
the chemicals which are called xenobiotics.

One of these enzymes , GSTs are implicated in the detoxification of
different substances including carcinogens. The genetic polymorphisms in
GSTM1 and GSTT1 locus are associated with a lot of cancer types.In our
study the possible role of GSTM1 and GSTT1 polymorphisms are evaluated
in the role of susceptibity to leukemia. For this purpose, 38 AML, 22 ALL, 23
CML, total 92 leukemia patients and 87 controls are included in this study.
The detections are done for GSTM1 and GSTT1 polymorphisms.

It is found that an association between GSTT1 null genotype and
AML, ALL, CML but, there is no association between GSTM1 null genotype
and leukemia disease.

Key Words: Glutathione S-Transferase , polimorphism, leukemia, ALL,
AML, CML, GSTT1, GSTM1, carcinogens
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EK 1

Géniillilerle ilgili Bilgiler

e Adi Soyadt:

o Cinsiyeti: K[] E[] Yast:
e Dogum Yeri:

e Meslegi:

e Adres, Telefon :

e Tani Tarihi:
e Hastahgin Evresi :

[ 1 Yenitani [] Remisyon [] Relaps [] Diger
e Tedavi: [ ]Alyor (Belirtiniz) [1Almiyor

e Sitogenetik ¢alisma sonucu ?
Yapildigt Tarih :

e Ailede kanser olgusu var mi ?
Hastaya Yakinhgt ? '

e Sigara Kullanimi :

e Alkol Kullanimi :

e Son 10 yildir strekli kullandigi ilag var m1 ? []Evet []Hayir
llacin Adi :

4



EK 2
HASTA ONAM FORMU

Bu form, katilmaniz énerilen aragtirma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek
amaciyla dizenlenmistir. Formun dizenlenmesinde aragtirmaya katilip
katilmama konusunda karar vermenizi kolaylastiriimasi hedeflenmigtir.

Arastirmanin Adi: ALL'li ve KML'li hastalarda GSTM1 ve GSTT1
Polimorfizminin Roli

Aragtirmanin Amaci: Bu ¢alismada GST enzimlerinin Iésemiye olan etkisini
test etmek Uzere GSTM1 ve GSTT1 gen diizeyinde aragtiriimasi
planlanmistir .

Galisma Protokolii: Arastirmaya katilacak bireylerden 5 ml kan alinacak ve
genotip ¢alismasi bu kandan izole edilecek DNA ile yapilacaktir. Kanserojen
maddeleri pargalayan enzimlerin (GST) eriskin akut ve kronik I8semili
hastalarda varligi arastirilacaktir. Toplam 200 kisi ile sinirlandinlan bu
arastirmada isimler gizli (anonim) tutulacaktir. Projenin mali kaynag! Ankara
Universitesi Aragtirma Fonu’ndan saglanacaktir. Hastalar agisindan herhangi
bir mali ylk getirmeyecektir. Arastirmaya katiimak isteyen hastalar,
aragstirmanin  herhangi bir asamasinda, bu arastirmaya katiimaktan
vazgegebilirler.Béyle bir durum sézkonusu oldugunda hastanin tedavisine
devam edilecektir. Ayrica bu arastirmada elde edilecek veriler anonim
kalmak kaydiyla baska arastirmalarda da kullanilabilir.

Ankara Universtesi Tip Fakiltesi ..........cc.c.vvveeeeeennnn. Ana Bilim Dali
Hematoloji-Onkoloji Klinidinin ..................... .. protokol numarall hastastyim
(hastasinin velisiyim). 1

Hastaligimin (velisi bulundugum hastanin) tedavisinde nasil bir
yéntem uygulanacadi ve uygulanacak yoéntemin icedigi riskler, Dinya
Hekimler Kongrelerinde alinip Helsinki Deklarasyonu bagligi altinda
metinlestirilmis ilke ve 6nerilere uygun bicimde tani koyucu ya da hastaligin
etyolojisini ve patogenezini anlamak amaciyla yaptlacak c¢aligmalar |,
aragtirmalar ve riskler etrafli bir bicimde tarafima anlatiimigtir.

BeN. oo , bu arastirma ile ilgili
yeterli bilgiye sahibim. Arastirma ile ilgili sorularimi Biolog Nur Ozten'e
sorarak agik ve doyurucu yanitlar aldim. Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismaya kendi
istegimle katiliyorum.

Beyani Kaydeden Sahit Beyanda Bulunan



