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Amag: Calismamizin amaci, KOAH hastaliginin olusumunda GSTM1 ve GSTTI gen bolgesindeki ‘null”
allellerinin rolii olup olmadigim arastirmaktir.

Gereg ve Yontem: Bu ¢alismada, Polatli Duatepe Deviet Hastanesi Ggtis hastaliklar: béliimiinden Etik
Kurul izni alinmig 36 KOAH I hasta ve 14 kontrol vakasi bulunmaktadir. 2019 yuli icerisinde hasta ve kontrol
grubundan alinmis olan kan érneklerinden DNA izolasyonlart yapildi. KOAH hasta ve kontrol grubunda gPCR

* Sorumlu Yazar / Corresponding Author: Onur Dirican
e-posta / e-mail: onurdirican@hotmail.com

Gonderilme / Submitted: 12.12.2020 Kabul / Accepted: 12.01.2021


https://orcid.org/0000-0001-8234-0313
https://orcid.org/0000-0002-0198-9506
https://orcid.org/0000-0002-2707-8196
https://orcid.org/0000-0003-0511-6611
https://orcid.org/0000-0002-8387-4146
https://orcid.org/0000-0002-0028-6614
https://orcid.org/0000-0002-3027-6054
https://orcid.org/0000-0002-9696-6613
https://orcid.org/0000-0001-7710-4631
https://orcid.org/0000-0002-5892-3735

42  Hayat ve ark. Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(1): 41-56, 2021

metodu ile GSTM1 ve GSTT1 gen bélgelerinde ki delesyon durumlart incelendi. Calismamn sonuglart Hardy-
Weinberg, Chi-Squared ve fisher’s exact kuralina giore gen dozu seviyesinde dagilimlart yapilarak
karsilastirmal olarak degerlendirmeye alind.

Sonug¢ ve Tartisma: Yapilan qPCR analizleri sonrast 36 KOAH hastasindan alinan numunelerde, tiim
hasta grubunda gen dozlarina bagh delesyon ifadelerinden; GST-M1 i¢gin (+/-) genotipinde 23 birey (%63,8),
(-/-) genotipinde 13 birey (%26,2) seklinde gozlemlenmistir. GST-T1 i¢in, (+/+) genotipinde 14 bireyde
(%638,8) delesyon en yiiksek oranda gézlemlenirken, (+/-) genotipinde 4 bireye (%11,1) ve (-/-) genotipinde 18
bireye (%50,1) rastlannugtir. GST-M1 i¢in erkek bireylerde (+/-) genotipinde delesyon 19 bireyde (%63,3)
gozlemlenirken kadinlarda aym genotipte 4 bireyde (%66,6) seklinde géozlemlenmistir. Erkeklerde 11(%36,7)
hastada GST-M1 delesyonu goziemlenmezken, bu oran kadinlarda 2(%33,4) seklinde gozlemlenmigtir. GST-T1
de bu durum delesyonun gergeklestigi ve “null allel ” frekansnin yiiksek olarak gozlemlendigi (+/+) genotipinde
erkek hastalarda 10(%33,3), kadin hastalarda ise 4(%66,6) bireye rastlannugstir. (+/-) Genotipinde erkeklerde
3(%10) kadinlarda ise 1(%16,7) bireye rastlanmistir. Delesyonun gozlemlenmedigi ve genin korundugu (-1-)
genotipinde erkek hastalarda 17(%56,7), kadin hastalarda ise 1(%I16,7) birey gizlemlenmigtir. Yapmug
oldugumuz ¢alismada, GST-M1 gen bolgesinde gen “null” allel durumunun GST-T1 gen bolgesine gare bir
miktar daha fazla oldugu belirlenmis olup bu durumun kronik obstriiktif akciger hastaliginda etken oldugu
diisiintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Delesyon, GST izozimleri, KOAH, gPCR

ABSTRACT

Objective: The aim of this study the investigation of "null" alleles in GSTM1 and GSTT1 gene regions in
the development of COPD disease.

Material and Method: There are 36 patients with COPD and 14 control cases, who received the Ethics
Committee permission from Polatli Duatepe State Hospital Chest Diseases Department. DNA isolations were
made from blood samples from the end of 2019 and the control group. Deletions in GSTM1 and GSTT1 gene
regions were examined by qPCR method in COPD patient and control groups. The results of the study were
evaluated comparatively by distributing the gene dose according to the Hardy-Weinberg.

Result and Discussion: When seen from 36 COPD patients after gPCR analysis, it was found that deletion
expressions due to gene doses in all patient groups; 23 individuals (63.8%) in the (+/-) genotype for GST-M1,
13 individuals (26.2%) in the (- / -) genotype. For GST-T1, 14 (%) in the (+ / +) genotype 38.8), while deletion
was observed with the highest rate, 4 individuals (11.1%) in the (+/-) genotype and 18 individuals (50.1%) in
the (- / -) genotype were found. For GST-M1, deletion was observed in 19 individuals (63.3%) in the genotype
(+/-) in male individuals, while it was observed in 4 individuals (66.6%) with the same genotype in women.
While deletion was not observed in 11 (36.6%) male patients, this rate was observed as 2 (33.4%) in women.
In the GST-T1 gene region, there were 10 (33.3%) males in male patients and 4 (66.6%) individuals in female
patients with deletion occurring and the frequency of the "null allele” was high (+ / +). In the (+/-) genotype,
3 (10%) in males and 1 (16.7%) in females were found. In the genotype where deletion was not observed and
the gene was conserved (- / -), 17 (56.7%) individuals were observed in male patients and 1 (16.7%) in female
patients. In the case that the gene "null™ allele status in the GST-M1 gene region is slightly higher than the
GST-T1 gene communication, this situation is thought to be a factor in obstructive pulmonary disease.

Keywords: Deletion, GST Isozymes, COPD, gPCR

GIRiS

KOAMH; zararli gaz ve partikiillerin akcigerlerde olusturdugu anormal iltihabi yanitla iliskili
yavas ilerleyen kronik inflamatuvar bir hastaliktir. Bu hastalik tam olarak geri doniisiimlii olmayan hava
geciginin engellenmesi ile ayirt edilebilen, 6nlenebilir ve tedavi edilebilir durumudur [1]. Bu hastalik
cesitli inhalasyon yolu ile alinan ve hava yollarina zarar verme olasiligi yiiksek olan gaz, toz ve
partikiillere maruz kalma, i¢ ve dig ortam hava kirliligi, hava yolu hiper reaktivitesi ve astim ile iliskili

olsa da, en onemli faktor sigaradir. Sigara igmenin KOAH gelisimi ile iliskisi yaklasik 50 yildir
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bilinmesine ragmen, toplumlar arasindaki KOAH sikligi sigara igme oranlarindan bagimsiz olarak
biiyiik degisiklikler gostermektedir [2,3]. Eski veriler tiim sigara igicilerinin ancak % 10-15’inde KOAH
olustugunu bildirse de, yeni veriler bu oranin eski verilere gore yaklagik 2 kat fazla oldugunu ve yasla
birlikte belirgin sekilde arttigin1 gostermistir [4]. 2010 yilinda kronik solunum hastaliklar: sebebi ile
gergeklesen 3.8 milyon 6limiin yaklasik %76’sinin (2.9 milyon) nedeni KOAHtir [5].

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore diinya genelinde yaklasik 80 milyon kisinin orta ve agir
KOAH’l1 oldugu tahmin edilmekte ve her yil 3 milyon civarinda insan KOAH nedeniyle hayatini
kaybetmektedir. Bu verilerin ¢ogu gelismis iilkelere ait olmakla birlikte, KOAH’a baglh 6liimlerin
%90’1indan fazlas1 orta ve disiik gelir diizeyli iilkelerde gerceklesmektedir [6]. Hastaligin riskini
azaltmak ve tedavisini etkili bir sekilde yiiriitmek i¢in KOAH yonetim plani olusturuldu. Bu planin
bilesenleri hastalig1 degerlendirmek ve izlemek; risk faktorlerini azaltmak, stabil KOAH'1 yonetmektir,
alevlenmeler ve komorbiditeler hastaligin siddetine katkida bulunur [7]. Son yirmi yilda yapilan
calismalar, bir toplum saghigimin %15’inin biyolojik ve genetik faktorlere, %10’unun fiziksel ¢evreye,
%25inin tedavi ¢aligmalarma ve %50’sinin ekonomik ve sosyal ¢evreye bagli oldugunu gostermektedir
[8]. Hastalik, hastaligin son asamasindan 6nce, sakathigin énemli oldugu durumlarda tanimlanmalidir.
Bununla birlikte, genel popiilasyon veya sigara igenlerin Spirometrik taramanin yararlarini belirtmek ve
sigara tiiketimini azaltilmasini saglamak bu hastaligin temel bir 6zelligidir. Tiitin dumanma, kisisel
maruz kalmanin azaltilmasi, KOAH'1n baglamasim ve ilerlemesini 6nlemek i¢in 6nemli hedeflerdir.
Sigara igen Ve sigara dumanimnin zararl etkilerine karst duyarli olan kisilerde ise bu diistis daha hizli
olacagindan, ilerleyen yasla birlikte klinik olarak belirgin KOAH 6nlenmesi i¢in kaginilmaz olacaktir.
KOAH, genetik yatkinlik, gevresel uyaranlara maruziyet arasinda karsilikli etkilesim sonucu ortaya
cikan bir hastaliktir [9].

KOAH’ta, sigara icen ve sigara dumanmn zararh etkilerini azaltmak ancak iyi bir
detoksifikasyon ile miimkiindiir. Bu detoksifikasyon, oksidanlarin sorumlu oldugu metabolik yollarin
aktivasyonu ile miimkiin olabilmektedir. Glutatyon-S-Transferaz (GST)’lar sigara dumaninda bulunan
aromatik hidrokarbonlar1 detoksifiye eden enzimlerdendir [10,11]. GST enzimleri elektrofilik
substratlar1 glutatyon ile konjuge hale getirir. Bu olay toksinlerin uzaklagtirma ve salgilama
metabolizmasi olarak agiklanir [12]. Teramoto ve ark. Yaptigi ¢aligmaya gore proteaz-antiproteaz
dengesizligi ile ilgili genler ve oksidan-antioksidan dengesizligi, KOAH patolojisinin gelismesine yol
acabilir [13]. GSTM1 ve GSTT1 genleri de oksidan-antioksidan dengesizligi ile ilgili genlerdendir, bu
genlerdeki delesyonlar isleyis bozulmalarma sebep verebilir. Ding ve ark. Ocak 2000 ile Aralik 2017
tarihleri arasindaki ¢alismalar1 kapsayan, igerisinde 37 makale, 4674 KOAH’11, 5006 kontrol bulunan
ve KOAH olusumunda GSTM1 ve GSTT1 polimorfizmlerinin hastaliga katkisin1 tahmin etmek igin
yapilan ¢alisma sonucuna gore, GSTM1 ve GSTT1 polimorfizminin KOAH duyarliligini arttirdigi

gosterilmistir. Etnik kokene gore yapilan alt grup analizi, aralarinda yakin bir iliski oldugunu
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gostermistir. Farkli etnik kokenlerdeki KOAH duyarliligi, GSTT1 delesyonu agisindan degerlendirildigi
bir caligmada, yanlizca Asyali etnik kokene sahip bireylerde KOAH hastaliginin iligkili oldugu
gosterilmistir [14]. Uzun siireli sigara kullanan ve sigara kullanmaya devam eden bireylerde, GST
polimorfizmine bagli KOAH yatkinlig1 ve siddeti arasinda ki iliski iizerinde ¢aligan Hemini ve ark., 140
KOAH hastasi ve 140 kontrol grubunda, GST-M1 delesyonuna sahip bireylerin KOAH gelisimine daha
yatkin oldugu, GST-T1 delesyonlarinin ise KOAH gelisimi ile iligkili bir durumunun olmadig
gosterilmistir [15].

GEREC VE YONTEM

Kandan DNA izolasyonu

Bu c¢alismada Duatepe Polath Devlet Hastanesi Gogiis hastaliklart boliimiinden alinan ve
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali  Arastirma
Laboratuvart’na getirilen EDTA’ 11 tiiplerdeki tam kan numuneleri ile galisildi. Calisma da kit kullanimi1
yontemi ile c-DNA sentezi gergeklestirildi. Calismada c-DNA sentezi i¢in 6nce RNA izolasyonu daha

sonra izole edilen RNA’dan c-DNA sentezi gergeklestirildi.

RNA izolasyonu

Kandan RNA izolasyonu i¢in ECOPURE tam kandan RNA izolasyon Kiti kullanildi. Kit
kullammi sonunda elde edilen RNA’larin nanodrop cihazi kullanilarak 6lgimlendirmeleri yapildi.
Olgiimlendirme sonras1 saflik ve konsantrasyon acisindan uygun durumda olan numuneler ile ikinci
basamak olan “genomik DNA” eldesi i¢in, RT-PCR (Reverse Transkriptaz PCR) yontemi asamasina

gecilmigtir.

cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’dan cDNA sentezi WizScript ™ cDNA Sentez Kiti (Yiiksek Kapasite) ile
yapilmigtir. Elde edilen genomik DNA larin saflik ve konsantrasyon oranlar1 nanodrop cihaz ile
belirlenerek uygun oranda oldugu gozlemlenen tiim numuneler ile ¢alismanin qPCR kismina devam
edilmigtir. Saflik olarak A260/A280 orami 1.80-2.00 araliginda olan numuneler saf olarak kabul
edilmis olup, konsantrasyon olarak 100ng/uL ve tizerinde ki numuneler belirleyici olmustur. Ayrica
kullandigimiz genomik DNAnin , qPCR c¢alismasinda ki normalizasyon i¢in standardize etmek
amaciyla tim numuneler hesaplamalar sonrasi uygun oranlar ile dilie edilerek 100ng/uL

konsantrasyona getirilmistir [17].
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Cahsmada Kullamlacak Primerlerin Belirlenmesi

Yapmis oldugumuz ¢alismada kullanmis oldugumuz primer yapilarini belirlerken, Girauld 1.
ve arkadaglarinin 2005 yilinda Ki galismasinda ele alinan GST-M1 ve GST-T1 gen bolgelerinden
yararlanilmigtir. Gen doz oranlarinin belirlenerek bireylerde ki delesyon durumlarinin ortaya
konulmasi igin kullandiklar1 primer zincirleri ile ayni diziler kullanilmak {izere belirlenmistir. Bu
diziler, GST-M1 icin; 5-TGCATTCGTTCATGTGACAGTATTCT-3'(forward), 5'-
GAGAGGAGACCGGGCACTCA-3 (reverse), GST-T1 icin; 5'-
CAAGTCCCAGAGCACCTCACCTC-3'(forward), 5-GTGTGCATCATTGTGGCTT-3" (reverse)
seklinde belirlenmistir. Mevcut dizilerin kodlamis oldugu ilgili gen bolgesinde ki baz biiyiikleri NCBI
(National Center for Biotechnology Information) veritabanit tizerinden kontrolleri saglanarak
belirlenmistir. Ayrica, kullanilacak primerlerin Tm (Melting Temprature) degerleri hesaplanarak baz
biiyiikliiklerinin kontrolii amagl elektroforez jel kontroliinde ki “Annealing” basamaginda ki degerler
belirlenmis ve konvensiyonel PCR asamasinda ki protokol bu sekilde belirlenmistir. Sekil 1.’de
goriildugii tizere primerlerin uygunlugunun kontrolii i¢in yapilan elektroforez jel goriintiisiinde ki baz

biiytikliiklerinin, NCBI veritabaninda ki verilerle ayni oldugu gézlemlenmistir.

1
-
3

i
S

|

Sekil 1. Primerlerin uygunlugunun kontrolii amaciyla yapilan konvensiyonel PCR ve elektroforez jel
goriintiisii. (Kuyucuklar;1-50bp ladder, 2-GST-T1 89bp, 3-Negatif kontrol, 4-Negatif kontrol, 5-GST-
M1 75bp, 6-Negatif kontrol, 7-Negatif kontrol, 8-100bp ladder)

Caligmanin bir sonra ki basamaginda kullanilan primerler 10uM seviyesine diliisyonlar

gergeklestirilerek QPCR basamagina hazir hale getirilmistir.
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Kantitatif PCR (QPCR)

gPCR sistemi, spektrofotometrik analiz esasina dayali, polimeraz zincir reaksiyonu sonrasi elde
edilen {riniin miktarini, kullanilan bir prob veya yapiya baglanan bir flouresan bir boya (dye) ile
kantitatif olarak belirleyen bir sistemdir. Calismamizda bu sistemin “Melting Curve” analizinden
yararlanmak suretiyle , BIO-RAD/Sso Advanced Universal Sybr Green Supermix’! enzim ve flouresan
etkili yap1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismamizda kullandigimiz kantitatif PCR karigim oranlari
su sekildedir; SYBR Green PCR Master Mix (Power) 5uL, forward primer 0,4uL, reverse primer 0,4uL,
CDNA 1uL(100ng/uL), Su (DNAse/RNAse free) 3,2uL seklinde ve her reaksiyonda toplam hacim 10uL
olacak sekilde hazirlanmistir. gPCR calisma protokolii ise su sekilde belirlenmistir; On (initial
denaturation) denatiireasyon 95°C, 5’; denatiirasyon (denaturation) 95°C, 107, birlesme reaksiyonu
(annealing) 58°C, 207, sentez (extension) 72°C, 207, 50 dongii; Uzama (Acquisition) 95°C,5”, 55°C,1’,
1 dongii; Son sentez (Final extension) 40°C, 10” seklinde uygulanmustir.

0,08

-dF/dT

75 80 85 %0

Temperature (°C)

Sekil 2. qPCR c¢alismas: sonrasi KOAH hastalarina ait melting-curve analiz grafiklerinin genel
goriintisii (dC/dT & Temprature)

Istatistiksel Analiz
Elde edilen sayisal verilerin, kullanilan gPCR sisteminin yazilimi iizerinden esik degerleri
belirlenmis veriler standardize edilmistir. Standardize edilen verilerin analizi Hardy-Weinberg

preinsibine gore gen dozuna bagh delesyon durumlarinin dagilimilart yapilmgtir (17).
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SONUC VE TARTISMA

Verilerin analizi amaciyla IBM SPSS Versiyon 25.0. (Armonk, NY: IBM Corp) istatistik paket
programi kullamlmistir. Hasta ve kontrol grubunda yer alan katilimcilarm klinik ve demografik
ozelliklerini tanimlayan sayisal degiskenler ortalamasstandart sapma/standart hata olarak ifade
edilmistir. Kategorize edilebilen degiskenler betimleyici istatistiklerle hasta/kontrol sayis1 (n) ve ylizde
(%) olarak tanimlanmigtir. Kategorik degiskenler arasindaki iligkilerin anlamlilik diizeylerinin
belirlenmesi amaciyla Ki-Kare (Chi square) testi kullanilmigtir. Hasta ve kontrol grubundaki her bir
katilimcinin GSTM1 ve GSTT1 gen dozlar1 hesaplanmisg, genotipler ve delesyonlar tablolarda ifade
edilmigtir. Allel frekanslarmin Hardy-Weinberg (HW) esitligine gére uyumlulugu degerlendirilmistir.
Popiilasyonlarin ilgili lokuslar bakiminda Hardy—Weinberg genetik dengesinde olup olmadiklar1 Ki-
Kare (Chi square) testi ve Fisher’s exact test ile kontrol edilmis ve degerlendirilmistir. p<0.05
diizeyindeki farkhiliklar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Hasta ve kontrol grubunda yer alan
katilimeilarin demografik ve klinik 6zellikleri kategorize edilerek Tablo 1°de agiklanmugtir. Calisma
grubumuzda 36 hasta ve 14 kontrol yer almistir. Hasta grubumuzun %16.7°si kadinlar, % 83.3’i
erkeklerden olusmustur. Kontrol grubu incelendiginde ise %85.7°sinin kadinlar, %14.3’{iniin
erkeklerden olustugu goriilmistiir. Hasta grubunun yas ortalamasi1 67.36+1.16 iken, kontrol grubunun
yas ortalamasi 45.64+4.80 bulunmustur. Hasta grubunun %22.2°si, kontrol grubunun ise %50.0si aktif
sigara igicisidir. Hasta grubunun %77.8’i, kontrol grubunun ise %50.0°si sigara kullanmamaktadir. Hem
hasta, hem de kontrol grubunda yer alan katilimcilarin tamami hi¢ alkol kullanmadiklarimi beyan
etmistir. Hasta ve kontrol grubunu olusturan popiilasyonlarin GSTM1 ve GSTT1 genotipleri
belirlenmistir. Ayrica hastalarin yas, cinsiyet, sigara ve alkol kullanim durumlarida ayni sekilde
raporlanmistir. Tiim bu hasta verileri Tablo 1. ve Tablo 2.’de 6zetlenmistir.

Hasta grubunun gozlenen ve beklenen GSTM1 ve GSTT1 genotip frekanslar1 karsilagtirilmistir
(Tablo 3). GSTM1 bakimindan hasta popiilasyonunda gozlenen ve beklenen genotip frekanslar
arasindaki farklilik (x2 =6,0179) istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). GSTT1 bakimindan
hasta popiilasyonunda gozlenen ve beklenen genotip frekanslari arasindaki farklilik (32 = 21,6224)
istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Kontrol grubunun gozlenen ve beklenen GSTM1 ve GSTT1 genotip frekanslar
karsilagtirllmigtir (Tablo 4.). GSTM1 bakimindan kontrol popiilasyonunda goézlenen ve beklenen
genotip frekanslar1 arasindaki farklilik (y2 = 2,4307) istatistik olarak 6nemli bulunmamistir (p>0.05).
GSTT1 bakimindan kontrol popiilasyonunda gozlenen ve beklenen genotip frekanslar1 arasindaki
farklilik (y2 = 4,6394) istatistik olarak 6nemli bulunmamustir (p>0.05).

Hasta grubun GST-M1 genotiplemesi ile ilgili gen dozu ve delesyon bilgileri Tablo 5.’te

acgiklanmustir.
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Tablo 1. Hasta ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri (n, %)

Degisken Kategori Hasta Grubu n (%) Kontrol Grubu n (%) p-degeri

Yas <65 14 (%38.9) 12 (% 85.7) 0.008
>=65 22 (%61.1) 2 (% 14.3)
Toplam 36 (%100) 14 (%100)

Cinsiyet Kadin 6 (%16.7) 12 (% 85.7) 0.0001
Erkek 30 (%83.3) 2 (% 14.3)
Toplam 36 (%100) 14 (%100)

Sigara Kullamm Aktif igici 8 (%22.2) 7 (%50.0) 0.085
Durumu Kullanmuyor 28 (%77.8) 7 (%50.0)
Toplam 36 (%100) 14 (%100)

Alkol Kullamim Durumu Kullantyor 0 (%0) 0 (%0) 1.000
Kullanmiyor 36 (%100) 14 (%100)
Toplam 36 (%100) 14 (%100)

Tablo 2. Hasta ve kontrol grubunun GSTM1 ve GSTT1 genotipleri

Gen Genotip Hasta Grubu n (%0) Kontrol Grubu n (%) Toplam n(%o)
GSTM1* 0/0 - 1 (%7.14) 1 (%2.00)
1/0 23 (%63.89) 2 (%14.29) 25 (%50.00)
11 13 (%36.11) 11(%78.57) 24 (%48.00)
Toplam 36 (%100) 14 (%100) 50 (%100)
GSTT1* 0/0 14 (%38.89) 2 (%14.29) 16 (%32.00)
1/0 4 (%11.11) 2 (%14.29) 6 (%12.00)
11 18 (%50.00) 10 (%71.42) 28 (%56.00)
Toplam 36 (%100) 14 (%100) 50 (%100)
Tablo 3. Hasta grubunun goézlenen ve beklenen gen frekanslar
Gen Toplam (n) 11 1/0 0/0 P
GSTM1 36 Gozlenen 0,3611 0,6389 - 6,0179 <0.05
Beklenen 0,4632 0,4348 0,1020
GSTT1 36 Gozlenen 0,5000 0,1111 0,3889 21,6224 <0.05
Beklenen 0,3080 0,4928 0,1971
Tablo 4. Kontrol grubunun gozlenen ve beklenen gen frekanslari
Gen Toplam 11 1/0 0/0 P
(n)
GSTM1 14 Gozlenen 0,7857 0,1429 0,0714 2,4307 <0.05
Beklenen 0,7347 0,2449 0,0204
GSTT1 14 Gozlenen 0,7143 0,1429 0,1429 4,6394 <0.05
Beklenen 0,6173 0,3367 0,0459
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Tablo 5. KOAH hasta grubunda GST-M1 Genotiplerine bagh gen dozlar1 ve delesyon durumlari

49

Numuneler | GSTM1 Gen Dozu | GSTM1 Delesyon Bagmtisi
GSTM1* 1/0

37 0,71 )

50 0,70 (+)

47 0,62 o)

31 0,58 )

16 0,56 o)

38 0,55 o)

28 0,53 )

30 0,48 (+)

36 0,48 (+)

17 0,43 o)

39 0,43 (+)

18 0,42 )

26 0,41 (+)

33 0,41 )

29 0,40 O

34 0,38 o)

32 0,37 o)

43 0,37 (+)

41 0,37 ()

35 0,37 )

42 0,37 (+)

40 0,36 )

48 0,32 o)
Ortalama+SD 0,46+0,11
95% CI 0,51-0,42

GSTM1* 1/1

22 1,19 0

26 1,14 0

25 1,14 0

15 1,05 0

20 1,03 0

19 1,01 0

23 0,98 0

45 0,96 0

21 0,94 0

44 0,03 0

49 0,85 0

27 0,82 @)

24 0,81 0
Ortalama+SD 0,99+0,12
95% CI 0,92-1,05

SD: Standart Sapma

95% CI: %95 Giivenilirlik Aralig

Hasta grubun GST-T1 genotiplemesi ile ilgili gen dozu ve delesyon bilgileri Tablo 6.’da

aciklanmustir.
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Tablo 6. KOAH hasta grubunda GST-T1 Genotiplerine bagl gen dozlar1 ve delesyon durumlari

Numuneler | GSTT1 Gen Dozu | GSTT1 Delesyon Bagintist
GSTT1*0/0
25 0,35 +)
23 0,32 (+)
40 0,24 (+)
21 0,19 +)
43 0,16 (+)
42 0,11 &)
48 0,10 (+)
41 0,10 +)
44 0,09 ™)
22 0,09 +)
32 0,09 +)
36 0,08 +)
37 0,06 +)
39 0,06 +)
Ortalama+SD 0,15+0,09
95% CI 0,10-0,20
GSTT1*1/0
26 0,79 (+)
47 0,76 (+)
46 0,68 +)
17 0,56 +)
Ortalama+SD 0,70+0,10
95% CI 0,59-0,80
GSTT1*1/1
15 1,00 )
30 1,00 )
31 1,00 )
34 0,98 )
19 0,94 )
29 0,93 )
33 0,92 )
50 0,91 )
38 0,91 )
35 0,91 )
27 0,91 )
24 0,90 )
16 0,87 )
20 0,86 )
45 0,83 )
28 0,83 )
18 0,82 )
49 0,82 )
OrtalamazSD 0,91+0,06
95% CI 0,88-0,94

SD: Standart Sapma
95% CI: %95 Giivenilirlik Aralig
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Elde etmis oldugumuz bu sonuglarin yani sira cinsiyete bagl olarak GST-M1 ve GST-T1 gen
bolgelerinde ki gen dozu ve delesyon durumlarina iligkin durumlar ise Sekil 3. ve Sekil 4.’te gosterildigi
gibidir.

||

0 0,1 0,2 0,3 04 05 0,6 0,7

= Kadin = Erkek

Sekil 3. KOAH Hastalarinda GST-M1 delesyon oranlarinin cinsiyete bagli dagilimu.

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00% 60,00% 70,00%
= Kadin = Erkek

Sekil 4. KOAH Hastalarinda GST-T1 delesyon oranlarmnin cinsiyete bagli dagilimu.

Incelemis oldugumuz KOAH hasta grubunda cinsiyete bagli GST-M genotiplerinde ki dagilima
baktigimizda (+/+) genotipinde hem erkek hem de kadinlar da bir durum goézlemlenmemistir. (+/-)
Genotipinde erkek hastalarda 19, kadin hastalarda ise 4 birey gozlemlenmistir. Yine GST-M1
genotipinde delesyonun gozlemlenmedigi (-/-) genotipinde erkek hastalarda 11, kadin hastalarda ise 2
bireye rastlanmustir. GST-T1 de bu durum delesyonun gergeklestigi ve “null allel” frekansinin yiiksek

olarak gozlemlendigi (+/+) genotipinde erkek hastalarda 10, kadin hastalarda ise 4 bireye rastlanmistir.
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(+/-) Genotipinde erkeklerde 3 kadinlarda ise 1 bireye rastlanmigtir. Delesyonun gézlemlenmedigi ve
genin korundugu (-/-) genotipinde erkek hastalarda 17, kadin hastalarda ise 1 birey gézlemlenmistir.

KOAH akcigeri zayiflatan bir hastaliktir zamanla kotiilesir ve giinliik aktiviteleri zorlagtirir
[14,18]. Giiniimizde KOAH teshisi yapilirken, ozellikle hastaligin ilk zamanlarinda bronsit ile
karistirilabilir. Bu gibi durumlar1 6nlemek amaciyla teghis i¢in bazi 6nemli biyobelirtegleri tanimlamak
acil bir ihtiyactir ve terapotik stratejilere rehberlik edecektir[14]. Sigara kullaniminin yayginlasasi ile
son yillarda KOAH hasta sayisinda artis gozlemlendi. KOAH ile ilgili yapilan ¢aligmalarda birg¢ok
enzim ve proteinin rolii incelenmistir.

Oksidatif streste GST’ler kimyasallara karsi enzimatik savunmanin 6nemli bir pargasidir.
Strange ve ark. yaptiklari ¢alismada akciger, mesane ve kolon kanserlerinde bazi vaka-kontrol
durumlarini, GSTM1 ve GSTT1 genotipleri ile risk arasinda iliskili oldugu goézlemlenirken, diger
caligmalarda bu polimorfizmlerin sigara ile iliskili kanser riskine aracilik etmedeki 6nemi ve tersi
bulgular da bildirilmistir [19].

GSTM1 ve GSTTL1 genleri ile yapilan KOAH patolojisi ile ilgili bir baska ¢alismada bu genlerde
ki delesyonlarin oksidan-antioksidan dengesiligi ile ilgili isleyis bozukluguna sebep oldugu sonuglari
elde edilmis ve sonuglar bu genlerin KOAH patolojisi ile direk iliskili oldugu seklinde yorumlanmistir
[13].

Ding ve ark. Ocak 2000 ile Aralik 2017 tarihleri arasindaki ¢alismalar1 kapsayan, igerisinde 37
makale, 4674 KOAH’L, 5006 kontrol bulunan ve KOAH olusumunda GSTM1 ve GSTT1
polimorfizmlerinin hastaliga katkisini tahmin etmek i¢in yapilan ¢alisma sonucuna gére, GSTM1 ve
GSTT1 polimorfizminin KOAH duyarliligini arttirdigi gosterilmistir. Etnik kokene gore yapilan alt grup
analizi, aralarinda yakin bir iliski oldugunu gdstermistir. GSTM1 delesyonu igin ¢aligilan her etnik
kokende KOAH duyarliligi, GSTT1 delesyonu igin ise sadece Asyali KOAH hastalar1 ile iliski
gostermistir [14].

Hu ve ark. Yaptigi etnik kokenlere gore yapilan bir bagka analize gore GSTM1 delesyonunun,
her etnik kokende KOAH riski vardir, ancak GSTT1 delesyonu sadece Asya popiilasyonunda KOAH
riski ile iliskili oldugu gosterilmistir [20].

Shukla ve ark. Kuzey Hindistan popiilasyonunda 412 denek ile (204 KOAH hastas1 ve 208
saglikli kontrol) GSTML1 bos polimorfizminin KOAH'a genetik yatkinlikla yakin bir iligkisi oldugunu
bulunmustur [21].

Tkacova ve ark. Gore oksidatif stres, hem akciger kanserinin hem de kronik obstriiktif akciger
hastaliginin (KOAH) gelisimine katkida bulunur. Antioksidatif enzimler bu tiir hasarlara kars1 koruma
saglayabilir. Glutatyon S-transferaz M1 ve T1 genlerinin (sirasiyla GSTM1 ve GSTT1) genetik

varyasyonlarindan aktif alellerin akciger kanseri olan hastalarda KOAH gelisimine karsi koruyucu bir
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etkisi oldugu gosterildi [22]. Biz de ¢alismamizda GSTM1 geninde delesyon bulunan hastalarin KOAH
hataligina sahip olma riskinin arttigin1 gozlemleyerek Tkacova ve ark. bu ¢aligsmalarim destekledik.

Castaldi ve ark. PubMed'de indekslenen ve tiim popiilasyonlar1 kapsayan, KOAH ve genetik
tizerine yapilan ¢aligmalarinmin sistematik bir incelemesini ve meta-analizini ger¢eklestirmistir. Yeterli
veriye sahip 27 genetik varyant belirledi ancak 23’{inde sonuglar genetik etkileri tespit etmede yetersiz
bulundu. Kantitatif meta-analiz sonucu GSTM1, TGFB1, TNF ve SOD3'te KOAH duyarlilig: ile
istatistiksel olarak anlamli iliski belirlenmistir [23].

Dimov ve ark. Bulgar hastalar ve kontroller iizerinde yapilan vaka kontrol caligmalarinda
GSTM1 ve GSTT1 gen polimorfizmlerinin KOAH riski ile iliskisini inceledi. GSTM1 delesyon varligi
icin 6nemli bir vaka-kontrol farki gozlemlenmistir (0.67'ye kars1 0.36, p = 0.003), ancak GSTT1 i¢in
g6zlenmedi (0.13'e kars1 0.07, p = 0.364). GSTM1 delesyonu ile iligkili 3.60 kat artmis risk bulundu.
GSTMY’in kalitsal yoklugunun KOAH ile iligkili bir faktor oldugunu belirlenmistir [24].

Silverman ve ark. erkeklerde KOAH prevalans oranlarini, tarihsel olarak daha yiiksek sigara
icme oranlari ile iligskilendirilmistir. Bununla birlikte, son birkag on yilda kadinlarda artan sigara igme
oranlarini, kadinlarda giderek artan KOAH oranlar ile iligkilendirilmis ve galismanin sonuglari
kadinlarin siddetli KOAH gelisimine daha duyarli olabilecegi gosterilmistir [25].

Bu giine dek yapilan ¢alismalarda KOAH’1n erkeklerde daha fazla goriildiigii ¢esitli calismalara
dikkat ¢ekmektedir. Pilar Carrasco-Garrido ve arkadaslar tarafindan Ispanya’da KOAH hastalarinda
yapilan bir ¢alismaya 10.711 kisi alimmig ve ve hastalarin %75,6 oraninda erkeklerden olustugu
saptanmustir. Ayrica c¢alismada degerlendirilen KOAH'h kadinlar KOAH'l: erkeklerden daha geng
oldugu, daha az sigara kullandigi, daha fazla komorbiditeye, daha diisiik yasam kalitesine ve daha az
hastalik siddetine sahip oldugu gézlemlenmistir [26].

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada GST-M1 gen bolgesinde 36 KOAH’l1 hastadan 23’sinda
(9%63,8) delesyon gozlemlenmistir. 13 bireyde (%36,2) delesyon olmadigi gézlemlenmistir. 14 kontrol
vakamizdan 3’tinde (%21,4) delesyon gozlenirken, 11’unda (%78,6) delesyon gozlenmemistir. GST-T1
gen bolgesinde 36 KOAH’11 hastadan 18’sinde (%50) delesyon goézlenirken, 18’inde (%50) delesyon
olmadigi gozlemlenmistir. 14 control vakamizdan 4 (%28,5) bireyde delesyon gozlenirken
10(%71,5)’un da delesyona rastlanmamustir. GST-M ve GST-T gen bolgelerindeki “null allel”
durumlari incelendiginde, kadinlardaki delesyon durumunun erkeklere oranla daha fazla oranda oldugu
gozlemlenmistir. GST-T1 ve GST-M1 gen bolgelerindeki delesyon durumlariyla baglantili olarak;
sigara kullanimi, alkol kullanimi ve yas ile ilgili, bir baginti olmadig gézlemlenmistir.

Caligmamiz, kronik obsruktif akciger hastaligi (KOAH) teshisi konulmus bireylerde,
ksenobiyotik mekanizmasinin faz 2 enzimleri arasinda yer alan ve hiicre ici detoksifikasyon
mekanizmasinin 6nemli etkenlerinden biri olan glutatyon-s transferaz enzimi izozimlerinden GST-T1

(Tetal) ve GST-M1(Mul) enzimlerinin gen bolgelerinde ki kalitsal veya epigenetik faktorlere bagh
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olarak gen kaybi (delesyon) durumlari incelenmistir. Bu delesyon (gen kaybi1) nedeniyle bu durumun
protein ifadesi durumunda olan enzim sentez mekanizmasina engel teskil edecegi ve dolayisiyla da
polimorfik durumunun akciger hastaliklarinda etken oldugu disiiniilmektedir. Bu gen bolgelerinde Ki
delesyon, insersiyon veya mutasyon durumlarinin KOAH hastaliginin olusumunda etken olabilecegi,
elde etmis oldugumuz sonuglar dogrultusunda distiniilmektedir. Ancak galismanin gelecekte yapilacak
ve daha ¢ok klinik veriyle desteklenmesi gerekmektedir. Hatta hasta sayisinin artirilarak iilkemizde
yapilan bu ¢aligmanin genetik durumu ile hiicrede ki ifadesi ve/veya dokuda ki enzim diizeylerinin de

karsilastirmali olarak ayni bireylerde daha ayrintili ¢alisiimasi onerilir.
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CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu yazi igin gercek, potansiyel veya algilanan ¢ikar catismasi olmadigimi beyan
etmislerdir.
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