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Ozet: GsT (Glutatyon S transferaz) ailesi, glutatyon ile endojen veya ekzojen hidrofobik e ektrofillerin
konjugasyonunu katalizleyen Faz |1 metabolizmasi enzimlerindendir. Bu enzimleri kodlayan genler
insanlarda oldukga polimorfiktir. GSTM1 geni polisiklik araomatik hidrokarbonlarin detoksifikasyonunda
rol aan p sinif izoenzimi kodlar. Homozigot delesyon sonucu olusan GSTM1 O (null ael) genotipli
bireylerde enzim katalitik aktivite gostermemektedir. Bazi ¢alismalar GSTM1 null  genotipi ile bazi
kanser tipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki oldugunu gdstermesine ragmen aksini gosteren
calismalarda vardir. Bu caligmada 144 Tirk bireyde GSTM1 genotipi ile primer beyin tumorleri
arasindaki iliski arastirildi (53 primer beyin timdrlli hasta, 91 kontrol). Hasta grubunda GSTM1 null
genctipli bireyler kontrol grubuna gére daha yiksek oranda gorilmesine ragmen istatistiksel olarak
anlaml1 bir iliski bulunamad: [OR: 1.90, %95 Cl = 0.92-3.96, X? = 2.981, P= 0,084]. Ayrica GSTM1
polimorfizmi ile beyin timadrli hastalarin sigarai¢me durumu [OR:0,61 %95 ClI = 0,19-1,91, P.0.39] ve
histopatol ojik beyin timar tipleri (gliomave meningioma) arasinda daistatistiksel olarak anlaml bir iliski
gorilmedi.
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An Investigation of Corelation Between GSTM 1 Polymor phism

With Primary Brain Tumors

Abstract: The GST family is Phase 1| enzymes which catalyze the conjugation of glutathione to a wide
variety of exogenous and endogenous chemicals with eectrophilic functional groups. The genes encoding
these enzymes show high polymorphism. The GSTM1 gene encodes GST-p family which involves
detoxification of polycyclic aromatic hydrocarbons. Individuals having homozygous deletion of GSTM1
O (null ald) have enzymes with no catalytic activity. Some studies revealed a statistically significant
association between the polymorphisms in the GSTM1 null genotype and some cancers, athough
contrary reports exist. In this study the association between polymorphisms in the GSTM1 and primary
brain tumor incidence was investigated in 144 Turkish individuals (53 patient with primary brain tumor
and 91 controls). Although frequency of patient with GSTM1 null genotype is higher than that of control
group, no statistically significant association was found [OR: 1.90, %95 Cl = 0.92-3.96, X? = 2.981, P=
0,084]. Polymorphisms in GSTM1 did not show statistically significant association with smoking status
of the brain tumor patients and histopathologic types of brain tumor (glioma and meningioma) [OR:0,61
%95 Cl =0,19-1,91, P.0.39] .
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1.Giris

Glutatyon S transferaz (GST) enzim sistemleri birgok farkli ksenobiyotik ve
endojen bilesiklerin detoksifikasyonu ve biyotransformasyonunda énemli rol oynayan
Faz Il metabolizmas: enzimlerindendir [1]. GST ailesinde bulunan sitozolik enzimler
primer yapilarina gore o, W, I1, 0, & olmak Uzere bes sinifa ayrilirlar [2]. Insanda GST
ailesine ait enzimleri kodlayan pek c¢ok gen polimorfiktir [3]. Kromozomun 1pl3
bdlgesinde GST p sinif enzime ait bes sinif gen (M1-M5) tespit edilmistir. Bunlardan
GSTM1 genine ait enzim, sigara dumamnda bulunan karsinojenlerden, benzo [a]
piren'nin hidroksilat metabolitleri ve epoksid bilesikler gibi polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin detoksifikasyonunda rol alan izoenzimdir [2].

GSTML1 lokusuna ait GSTM1*A , GSTM1*B ve GSTM1*O (null alel) olmak
Uzere Uc ael tespit edilmistir. GSTM1*A ve GSTM1*B lokuslar1 benzer katalitik
aktivite gosteren aktif enzimler olusturabilirken, GSTM1'in homozigot delesyonu
sonucu olusan GSTM1*O (null alel) katalitik olarak aktif enzim olusturamamaktacdir
[4]. GSTM1 null genotipe sahip bireylerin oramt Kafkas populasyonlarinda ortalama
%50 oraninda gorulirken, farkli etnik gruplarda %30-60 arasinda degisen dagilim
gostermektedir [4]. GST enzimlerinin detoksifikasyon metabolizmasinda 6nemli



gorevlere sahip olmasi nedeniyle, bu enzimleri kodlayan lokuslarda meydana gelen
mutasyonlarin enzim aktivitesini degistirmesi sonucu, bireylerde kanser riskinin
artirabilecegi dusunulmektedir [5]. Bazi calismalarda GSTM1 null genotip ile meme,
mesane, kolon kanser tipleri ve beyin timoru gelisimi iliskilendirilmis olmasina ragmen
[6-7], diger calismalar GSTM1 null genotipin kanser gelisimine katkisi olmadigini
gostermektedir [8-9]. Ayrica sigara kullanimina bagli bazi kanserlerin gelisimine
GSTM1 null genotipin etkisi tartismali bir konudur [6-10-11-12]. Bazi1 calismalarda
farkli histopatalojik tip beyin timorld gelisiminde GSTM1 null genotip etkisi
istatistiksel olarak 6nemli bulunurken digerlerinde 6nemsiz bulmustur [6-10].

Bu calisma ile Turk populasyonunda beyin timér gelisimi ile GSTM1 null
genotipi arasinda bir iliski olup olmadig: arastirilmistir. Ayrica sigara kullammin ve
farkli histopatolojik tip beyin tumoru gelisimi ile GSTM1 null genctipi arasindaki iliski
ortaya konmaya calisilmustir.

2. Deneysal Yontem

2.1-Calisilan Populasyon

Bu calisma 144 Turk bireyde yapilmustir. Beyin Tumorlt hastalara (53) ait
ornekler 2002 ve 2004 yillar1 arasinda Izmir Tepecik SSK hastanesinden saglanmustir.
Kontrol grubu (91) kanser gibi énemli bir hastalig1 olmayan Cumhuriyet Universitesi
Hastanesine gelen bireylerden saglanmistir. Tumor tipleri WHO (Dinya Saglik
Orgiiti)’ nun belirledigi  standartlara gore simflandirilmistir. Hasta ve kontrol
grubundaki katilimcilardan sigara icme durumu, yas, cinsiyet ve ailesinde kanser
hikayesi olup olmadigina dair bilgiler elde edilmistir.

2.2-DNA lzolasyonu ve GSTM 1 Genotiplerinin Belirlenmes

Kan drnekleri EDTA'li tuplere yaklasik bir ml kadar alinmustir. DNA izolasyonu
icin ornekler tzerine 500ml. STE (0,1 M NaCl, 0,05 M Trisve 0,01 M EDTA, pH: 8)
tamponu, 25 pl. Proteinaz K, 30 pl. SDS (Sodyum dedosi| siilfat) (% 10) ilave edilerek,
55 °C de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra iki defa PCI (Fenol-klorofom-
izoamil alkol, 25:24:1,500 pl) karisimindan gegirilip, Uzerlerine 1000 pl. soguk etil
alkol ilave edildi. Alkol uzaklastirildiktan sonra elde edilen DNA, 100 pl. distile suda
cOzulerek spektrofotometrede konsantrasyonu okundul.



PCR metodu ile GSTM1 (+/+) ve GSTM1 null genotipleri belirlendi. r BAT
geni ise pozitif kontrol olarak kullanildi. PCR Uriint olarak GSTM1 (+/+) genotipi 273
bc¢ fragment olustururken, r BAT geni aymi baglanma sicakliginda 365 bg'lik fragment
olusturmaktadir [Sekil 1]. GSTM1 (+/+) genotipi icin F:. 5'-CTG CCC TAC TTG
GAT TGA TGG G-3, R5-TGG ATT GTA GCA GAT CAT GC-3 ver BAT geni i¢in
F: 5 =AGA GAG GGC AAT GAT GGC TA-3, R : 5 GAA GGC ACT CCG AAG
ACA TAA - 3 primerleri kullamldu.

PCR 25 pl lik bir hacimde hazirlandi. Bu hacimde 100 ng DNA, 10 pmol her bir
pirimerden, 0.2 mM her dNTP den, 2 mM MgCl, 0.5 U Tag DNA polimeraz [MBI
fermentas] kullanilmustir. Amplifikasyon sartlar;; Baslangi¢ denatiirasyon 94 °C de 2
dk, denatiirasyon 94 °C de 1 dk, baglanma sicaklig1 60 °C de 1 dk, uzama 72 °C de 1 dk,
son uzama 72 °C de 5 dk olarak 30 dongiide tamamlandi. Amplifiye olmus PCR Urlnleri
% 2'lik ethidium bromid'’ li agaroz jelde goruntilendi.[Sekil 1]

2.3-Istatistiksel Analiz

Istatistik analiz GSTM1 genotipleri ile, beyin timorleri arasinda, histopatolojik
beyin timoér tipleri arasinda ve sigara icme durumu arasindaki iliskileri belirlemek
amaci ile yapildi. Biitiin analizlerde SPSS (Versiyon 8.0) kullanilarak ki-kare (X?), P
degerleri ve %95 guven araliginda (Cl) Risk katsayisi [OR] degerleri hesaplandh.

3. Bulgular

Toplam 91 kontrol ve 53 beyin tumorli hastadan olmak Gzere toplam 144
kisiden olusan populasyonda GSTM1(+/+) ve GSTM1 (null) genotipler belirlendi.
Calisilan populasyonun 6zellikleri Tablo 1 de verilmistir.



Sekil 1. Coklu PZR Urtnlerinin %2'lik agaroz jel Uzerindeki gorintisi. 273 b¢ GSTM1 normal
aleini gostermektedir. 4, 5 ve 6. siralarda sadece 365 bg uzunlugundaki rBAT geni bantlar:
goérulmektedir (M:Molekiler Blyukl ik Belirteci, 100 bg).

Kontrol grubuna ait 38 birey erkek (%41), 53 birey ise disidir (%59). Beyin
tumorll hastalardan 22 birey erkek (%42), 31 birey ise disidir (%58). Kontrollerin
yaslar1 16 ile 82 arasinda degisirken, ortalama yas 41.84 tir. Erkeklerin yas ortalamasi
(44.16), disi bireylerden daha yuksektir. Hasta bireylerin yas araligi 18 ile 78 arasinda
degisirken ortalama yas 49.25 dir. Kontrol grubuna benzer sekilde hasta grubunda erkek
bireylerin oram daha yuksektir. Kontrollerden 24 birey sigara icerken, bunlarin 15
bireyi erkek 9 bireyi ise disidir. Hasta grubunda ise 20 birey sigara icmekte ve
bunlardan 15 birey erkek, 5 birey ise disidir.



Tablol: Beyin timorli hasta bireylerin ve kontrollerin 6zellikleri

Kontrol Hasta
Ornek Biytkligu o1 53
Cingyet
Erkek 38 [%41]] 22 [%42]
Disi 53 [%659] 31 [%58]
Yas
Y as arahgi 16-82 18-78
Ortalama 41.84 49.25
Erkek 44.16 51.18
Disi 40.17 47.87
Sigara igme Durumu
Sigara icen 24 [%26] 20 [%38]
Erkek 15 [%62] 15 [%75]
Disi 9 [%38] 5 [%25]
Beyin Tumor Tipi
M eningioma - 15 [%28]
Glioma - 24 [%46]
Digerleri* - 14 [%26]

* Digerleri (pituitary adenoma, medulloblastoma, craniopharyngioma)

Hasta ve kontrollere ait GSTM1 genotip dagilimi Tablo 2 de verilmistir. GSTM1
null genotip kontrol bireylerin % 25 inde gorulirken, hasta bireylerin ise % 38'inde
gordlmustir. GSTM1 null genotip ile beyin tumoru arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski gortlmemekle birlikte bu genotipe sahip bireyler yaklasik iki kat daha fazla
risk tasimaktadir (OR: 1.90, %95 Cl = 0.92-3.96, X? = 2.981, P= 0.084).



Tablo 2: GSTM1 genctipleri ile beyin tumorli hasta ve kontrollerin karsilastirilmasi

Genotip Kontrol Hasta
N 91 (%100) 53(%100)
GSTM1
++ 69(%75) 33(%62)
Null 22(%25) 20(%38)
P degeri 0.084
X2d eseri 2.981

OR (%95 Cl)

1.90 (0.92-3.96)

Beyin tumoar tiplerini histopatolojik 6zelliklerine gore gruplara ayirarak GSTM 1
null genotipi ile iliskisini arastircik. Beyin timorlerinin histopatolojik tipine gore
yaygin olarak gorilen meningioma, glioma ile bu iki gruba dahil olmayanlar olmak
Uzere U¢ gruba ayrildi. Hasta grubunda 15 birey meningioma, 24 birey glioma ve 14
birey ise diger timoér tiplerinden bulunmaktadir [Tablo 1]. Beyin tumorli hastalara ait
GSTM1 null genotipi ile hem meningioma tuimdr tipine sahip olanlar ( OR :1,10 %95
Cl: 0.34-3.55, P: 0.87) hem de glioma beyin timoér tipleri arasinda (OR: 0.99, %95 ClI:

0.66-2.68, P: 0.98) igtatistiksel olarak anlamlt iligki bulunamadi.

Tablo 3: GSTM1 genatipi ile beyin tumar tipleri arasindaki iliski

Genotip Hasta M eningioma Glioma Digerleri
N 53(%100] 15(%28) 24 (%46) 14(%26)
GSTM1
++ 33(%62) 9 (%27) 15(%46) 9(%26)
Null 20(%38) 6 (%30) 9(%45) 5(%25)
Pdegeri 0.87 0.98
X?degeri 0.25 0.0

OR (%95CI)

1.10 (0.34-3.55) 0.99 (0.66-2.68)




Biz ayrica GSTM1 genotipleri ile sigara igme durumu arasindaki iligkiyi
arastirdik [Tablo 4]. GSTML1 i¢in OR oram 0.61 (%95 Cl: 0.19-1.91) tespit edildi.
GSTM1 null genotipi ile sigara icme durumu arasinda istatistiksel olarak anlami iliski
tespit edilemedi (P=0.39, X* =0.72).

Tablo 4: GSTM1 ile beyin timdrll hastalarin sigara igme durumu arasindaki iliski.

GSTM1
Genotip ++ Null
Sigaraigenler [n=20] 11 9
Sigara icmeyenler[n=33] 22 11
X? 0.72
P degeri 0.39
OR (%95 ClI) 0.61 (0.19-1.91)

4. Tartisma

GST’ler genis capli kanserojen bilesiklerin detoksifikasyonunda gérev alan ve
DNA zararina karst dokulari koruyan enzimlerdir. Bu enzimler ilaclar, yiyecek
bilesenleri ya da yiyecek katki maddeleri ile vicuda alinan toksik ve kanserojenik
bilesiklere kars1 dokular1 korumaktadir. GST’lere ait genlerin homozigot delesyonu
sonucu olusan alellerin (6rnegin, GSTM1* O) elektrofilik karsinojenleri etkili bir sekilde
elimine edememesi sonucu, timér gelisimine neden olabilmektedir [4-5]. Farkli kanser
tipleri ile GSTM1 genotipleri arasindaki iliski birgok arastirma yapilmis olmasina
ragmen, beyin timorleri ile gok az ¢alisma vardir. Sinirlt sayidaki galismalarin bazilar
GSTM1 null genotipi ile beyin timor gelisimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski gbstermesine ragmen [6-13-14] diger baz1 calismalarda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski gorulmemektedir [15-16]. Bizim ¢aligmamiz 91 kontrol ve 53 beyin tumaorli
hastayr temel almustir. Beyin tumorli hastalar incelendiginde %38 oraninda GSTM 1
null genotipi gordlmustir. Kontrol grubunda GSTM1 null genotipi % 25 oraminda
gorulmistur. Hasta bireylerde GSTM1 null genotip orani, kontrol bireylerden yuksek
oranda gorilmus olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildir (OR: 1.90, P=



0.084). Ayrica bizim sonuglarimiz GSTM1 null genotipi ile beyin timor gelisimi
arasinda iliski gostermeyen calismalarla daha uyumlu gortlmektedir.

Bazi ¢alismalarda GSTM1 null genotipi hem meningioma hem de glioma beyin
tumor tipleri arasinda iliski olmadigi saptanmistir [15-17-18]. Ancak Perrett ve ark.
adenoma beyin tuimdr tipi ile GSTM1 null genotipi arasinda anlamli iliski oldugunu
gogermisledir [13]. Pmnarbasi ve ark. bir Turk populasyonunda yaptigi calismada
GSTM1 null genotipi ile histopatolojik beyin timar tipleri arasindaki iliski istatistiksel
olarak anlaml1 degildir [6]. Bizim ¢alismamizda benzer sonuclar vermis ve GSTM1 null
genotipi ile beyin timor tipleri arasinda anlamli iliski gordlmemistir [Tablo 3].
GSTMY'in sigarada bulunan karsinojenik bilesiklerin detoksifikasyonunda rol oynadigi
bilinmektedir. Baz1 calismalarda sigara icen bireylerde beyin timéri gelisimi ile sigara
icme arasinda bir iliski gorilmemesine ragmen, diger calismalarda sigara icen
bireylerde beyin timor gelisim riskinin arttigi gordalmistar [19-20]. Calismamiz
sonucunda beyin timor gelisimi ile sigara icme durumu arasinda istatistiksel olarak
anlamli iliski bulunamamis olmasina ragmen GSTM 1 null genotire sahip, beyin tumarli
hastalarda sigara igenlerin oram daha yuksektir (OR:0.61, %95 Cl :0.19-1.91).

Kanser tipleriyle detoksifikasyon metabolizmasinda gorev alan enzimleri
kodlayan genler arasindaki iliskinin gosterilmesi, degisik kanserler tiplerinde risk
grubunda olan insanlarin belirlenmesi agisindan dnemlidir. Beyin tumdr gelisiminin
bazi calismalarda GSTM1 null genotipinin iliskili olmasi, digerlerinde iliski
gogterilmemesi bu konu ile ilgili daha buyik hasta ve kontrol gruplar: ile gok sayida
arastirma yapilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
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