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KISALTMALAR

AC : Akciger

AIDS : Acquired immune deficiency syndrome

ALT : Alanin Aminotransferaz

B¢ : Baz cifti

cGST : Sitoplazmik Glutatyon-S Transferaz

DNA : DeoksiribonUkleik asit

dNTP : DeoksinUkleotid trifosfat

EDTA : Etilen diamin tetra asetik asit

GSH : Glutatyon (redikte)

GST : Glutatyon-S Transferaz

HBV : Hepatit B virusu

HBcAg: Hepatit B Core Antijeni

HBeAg: Hepatit B “e” Antijen

HBsAQ: HBV ylzey antijeni

HCV : Hepatit C virusu

HCC : Hepataseliiler karsinom

HNE : 4- hidroksinoneal

KC : Karaciger

kb : Kilobaz

OR  :0Odds Ratio

PCR : Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
RNA : RibonUkleik asit

Rpm : Revolutions per minute (dakikadaki dénls hizi)
SOD : Siperoksit Dismutaz

SLE : Sistemik Lupus Eritamatozus

SPSS : Statistical package for social science: Sosyal bilimler igin istatistik
paketi
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I. GiRiS

Karaciger sirozu basta viral hepatit ve alkol olmak Uzere cesitli
etmenlerin yol agtigi parankim hasari, fibroz ve nodil olusumu ile birlikte,
lobller ve vaskiler yapinin bozulmasiyla karakterize, déntstmsiz diffiz bir
kronik karaciger hastaligidir. B ve C hepatit sonrasi goérilen siroz orani
tlkemizde %60-65 civarindadir.

Hepatit B akut enfeksiyonu takiben, kronik enfeksiyon geligtirme riski
yasla ters orantilidir. Dogumda enfekte olanlarin yaklasik %90’1, 1-5 yaslari
arasinda enfekte olanlarin %25-50’si, 5 yasindan sonra enfekte olanlarin %1-
5’i kronik HBV enfeksiyonu gelistirir. Kronik enfekte kisilerin yaklasik Gcte
birinde, orta veya ciddi kronik hepatit, siroz veya primer hepatoseliler kanser
gelisebilir.

Akut C hepatiti %70-80 oraninda asemptomatik seyretmekte ve
hastalarin yaklasik %70-80’inde kroniklesmektedir. Kronik hepatiti olanlarda
ise hafif-agir arasi degisen seyirler gortlir ve yaklasik %20’sinde 10-20 yil
arasi karaciger sirozu olusur. Hepatit C virlisiine baglh sirozlu hastalarda yillik
karaciger kanseri siklig1 %1-4 arasinda degismektedir.

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda serbest radikallerin
hepatobiliyer hastaliklarin énemli bir kisminin patogenezinde yer aldiklari
gosterilmigstir. Serbest radikal hasarinin sinirlanmasinda gig¢li bir antioksidan
defans mekanizmasina sahip karacigerin bu konuda nasil yenilgiye ugradigi
henlz acgik degildir.

Glutatyon-S transferaz (GST) enzim sistemleri bircok farkh
ksenobiyotik ve endojen bilesiklerin detoksifikasyonu ve
biyotransformasyonunda &nemli rol oynayan Faz Il metabolizmasi
enzimlerindendir. Karacigerde GST aktivitesi ylksek konsantrasyonlarda

tespit edilmistir.



insanlarda GSTM1 ve GSTT1 polimorfiktir ve irklara gdére degisik
oranlarda delesyonlari gértlmektedir. GSTM1 ve GSTT1 aktivitesinin yoklugu
(null genotip) bu genlerin homozigot olarak delesyona ugramasindan
kaynaklanmaktadir.

Daha o&nce literatirde benzerine rastlamadigimiz ¢alismamizda
antioksidan yollarda islev gésteren GST slperailesinin Uyelerinden GSTM1
ve GSTT?'in aktivitesinin yoklugunun (null genotip) kronik B veya C
hepatitinden siroz gelisiminde belirleyici oldugu hipotezini ileri sUrerek,
bdélgemizde kronik B veya C hepatit sirozu olusumunda glutatyon-s transferaz
gen polimorfizminin bir risk faktérl olup olmadigini arastirmayi amagladik.

Il. GENEL BILGILER

Il.1.Hepatit B Enfeksiyonu



Hepatit B enfeksiyonu, akut ve kronik karaciger hastaliginin tim
dinyada gorulen en sik sebebidir(1). Dinyada yaklasik iki milyardan fazla
kisinin HBV ile enfekte oldugu, her yil 1-2 milyon kiginin direkt olarak HBV
infeksiyonu ve komplikasyonlarina bagl olarak yasamini yitirdidi
bildirilmektedir. Tim dinyada nifusun yaklasik %5'inde HBV tasiyiciliginin
oldugu varsayillmakta ve tim dunyadaki HBV tagiyicilarinin sayisinin 350
milyon civarinda oldugu kabul edilmektedir. Gelismis bati Ulkelerinde
tastyicilik sikhdr %1’den dusuk, gelismekte olan bazi Ulkelerde (6rnegin
GuUneydogu Asya'da) %20'den fazladir. Dinya nufusunun Ugte biri yuksek
enfeksiyon riski olan bolgelerde yasamaktadir(2).

ABD'de her yil 140.000 yeni hepatit enfeksiyonu bildirilmektedir. T.C.
Saglik Bakanligi kayitlarina gére 1996 ve 1997 yillarinda HBV infeksiyonu
morbidite hizlari ylzbinde 3.9 ve 6.9, tasiyicilik orani %5-8 ve %4-14 olarak
bildirilmistir(3). (Sekil 1).
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Sekil 1: HBsAg'nin dinyadaki dagilhmi(2).

HBV, akut hepatitin yani sira kronik hepatit, karaciger sirozu ve
hepatoselller karsinoma yol agmasi nedeniyle tim dinyada énemli bir saghk
sorunudur. HBsAg pozitifligi orani Birlesik Amerika ve Kuzey Avrupa



Ulkelerinde 9%0.1-0.2 iken bu oran Afrika ve Uzak Dogu'da %10-15
civarindadir. Ulkemizde ise gesitli calismalarda elde edilen oranlar %6-10
arasinda degismektedir(4).

Hepatit B akut enfeksiyonu takiben, kronik enfeksiyon geligtirme riski
yasla ters orantilidir. Dogumda enfekte olanlarin yaklasik %90’1, 1-5 yaslari
arasinda enfekte olanlarin %25-50’si, 5 yasindan sonra enfekte olanlarin %1-
5’i kronik HBV enfeksiyonu geligtirir(5).

Kronik enfekte kigilerin yaklasik Ggcte birinde, orta veya ciddi kronik
hepatit, siroz veya primer hepatoseliler kanser gelisebilir. Ayrica infant ya da
geng ¢ocuk olarak enfekte olanlarda erken 6lim oranlari %25 civarindadir(6).

Akut HBV enfeksiyonunun inklibasyon zamani 45 ile 160 gin arasinda
(ortalama 120 gun) degdisebilir ve akut hastaligin baslangici genellikle
sinsidir. Enfekte olan kisilerde, HBsAg, HBV maruziyetinden 30-60 giin sonra
serumda belirlenir. HBsAg varligi, devam eden HBV enfeksiyonunu ve
potansiyel enfeksiy6z durumu goésterir. Butiin HBV enfeksiyonlarinda anti-
HBc geligir ve ge¢gmis veya devam eden enfeksiyonu isaret eder. Akut veya
yeni alinmis enfeksiyonu anlamak igin anti-HBc'nin IgM sinifina bakilabilir,
cunkl bu akut hepatit B’'nin basglangicinda belirlenir ve 6 ay kadar kalir. HBV
enfeksiyonundan iyilesen kigilerde, HBsAg 2-3 ay icinde serumdan kaybolur
ve iyilesme déneminde anti-HBs gelisir. Anti-HBs varligi, iyilesmeyi ve HBV
enfeksiyonuna immdaniteyi belirtir. HBeAg, akut ve kronik hastalarin
serumunda belirgindir. HBeAg varhdi viral replikasyon ve ylUksek virls
seviyesi ile ilgilidir. Anti-HBe varlidi replikasyonun olmamasi ve virls
seviyesinin azalmasiyla ilgilidir. Fakat HBsAg-pozitif kisiler, potansiyel
enfeksiy6z olarak dusunulmelidir(7).

HBV, Hepadnaviridae ailesine baglidir. Hepadnavirisler 42 nm
¢apinda, enveloplu virGslerdir. Elektron mikroskobunda ¢ift katmanl olarak
gorundr. Digtaki katman viral enveloptur, HBsAg'den olusur. Icteki katman ise
ikosahedral nlkleokapsiddir, HBcAg'den olusur, 37 nm ¢apindadir ve viral
DNA genomunu gevreler(8). (Sekil 2).



Sekil 2: HBV genom yapisi(9)

HBV serum icinde 30-32 C°de 6 ay, -20 C°de ise yillarca canliligini
korur. Serum icinde 60 C°ye 4 saat dayanabilir. Kuru sicak hava ile 180
C°de 1 saatte, otoklavda 121 C°de 15 dk.’da, kaynatma ile 10-20 dk.'da
inaktive olur. Kimyasal ajanlardan 9%0.1-0.2°lik glutaraldehit, %0.5-1°lik
Sodyum Hipoklorit, izopropil veya etilalkol virusu inaktive eder(10).

HBsAg ve Anti-HBs: Lipoprotein yapisinda olup, serumda veya diger
vUcut sivilarinda Dane partikGlinin bir komponenti olarak veya 20-22 nm
¢apinda kire veya silindir bigiminde ayr olarak bulunur. HBs Ag, klinik
belirtiler ortaya ¢ikmadan énce serumda saptanir. Serumda varligi, akut HBV
enfeksiyonunu ve kanin enfekte oldugunu gosterir. Serumda saptandiktan 4
hafta sonra klinik hepatit tablosu ortaya ¢ikar. Belirtilerle birlikte HBe Ag,
DNA polimeraz ve HBV-DNA saptanabilir. HBsAg, akut viral hepatit B

olgularinda 2-6 ay icinde kaybolur ve antikor saptanincaya kadar pencere



doénemi olugur. Bu pencere déneminden sonra anti-HBs antikorlari pozitif
olarak saptanmaya baglar ve omar boyu varhdini korur. Bu nedenle
saptanmasi, daha Once HBV enfeksiyonunu ve kismen ileriye yonelik
korunmay! goésterir. HBsAg 6 aydan uzun sdrmesi durumunda hastaligin
kroniklesmesi s6z konusudur.

HBcAg ve Anti-HBc: intakt virion 42 nm gapindadir ve kimyasal
maddeyle parcalanirsa 27 nm c¢apindaki nikleokapsid core partiklll izole
edilebilir. Ciplak core partikilleri dolasimda bulunmazlar. Nukleokapsid
Uzerindeki antijen Hepatit B Core antijen olarak adlandirilir. HBsAg ile asla
capraz reaksiyon vermez. HBcAg kanda sadece Dane partikilleri iginde
bulunur, hepatositlerde ise nikleusta yer alir. Cekirdege kargi antikor (Anti-
HBc) genellikle hastahidin klinik olarak ortaya c¢ikigi ile belirir ve giderek
azalarak yillar ve yagsam boyunca devam eder. Anti-HBc ayrica kronik HBsAg
tastyicilarinda bulunur.

HBeAg ve Anti-HBe: Virisin c¢ekirdeginden tlreyen bir peptittir ve
sadece HBsAg pozitif serumlarda bulunur. Dolayisiyla Gretimi DNA polimeraz
aktivitesine paralellik gdsterir. HBeAg klinikte ylUksek bulastiricilik ve viral
replikasyonun mevcut oldugunu géstermede son derece dnemli bir antijendir.
Akut hepatitli hastada erken evrede gecici olarak yukselir, distsu ile birlikte
Anti-HBe ortaya ¢ikar. Bu durum biyokimyasal iyilesmenin ve enfeksiyonun
ortadan kalktiginin mujdecisi olabilir(11). (Sekil 3).
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Sekil 3: Akut HBV enfeksiyonunun seyri(12)

Serumda en az 6 ay slreyle HBsAg pozitifliginin saptanmasi
durumunda kronik HBV infeksiyonu s6z konusudur. HBV direk sitopatik bir
viris olmayip infeksiyonun seyrini vicudun virlse kargi immdn yaniti
belirlemektedir. HBV’'ne kargi immin yanitin henlz yetersiz oldugu
yenidogan déneminde kronik infeksiyon gelisme riski ortalama %90 iken bu
oran erigkinler de %10’dan daha azdir. Diger yandan cins (erkeklerde
kadinlara goére 6 kat daha fazla kronik infeksiyon gelismektedir), etnik kdken,
AIDS, bobrek vyetersizligi ya da kanser gibi hastaliklarin varhgi,
immunsUpresif ilag alimi ve uyusturucu madde bagmhligr gibi durumlar

kronik infeksiyon gelisme riskini artirmaktadir(13). (Sekil 4).
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Sekil 4: Kronik HBV infeksiyonunun seyri(12)

11.2. Hepatit C Enfeksiyonu

HCV kiremsi, zarfli, pozitif sarmalli, yaklagik 50 nm boyutlarinda bir
RNA virusudur. Dinyada yaklasik 300 milyon kiside HCV infeksiyonu oldugu
tahmin edilmektedir(14).

Hepatit C’nin genel toplumdaki sikligi, Misirda 9%95’in (zerinde,
Japonya'da %2-3, ABD ve Fransa’da %1-2, diger Avrupa Ulkelerinde ise
%0.3-1 arasindadir. Ulkemizde, Sentiirk tarafindan yapilan ve 5000 saglikli
Kisiyi kapsayan bir calismada siklik %0.3 bulunmustur(15).

Geligsmis Ulkelerde akut hepatitlerin %20’sinden, kronik hepatitlerin ise
%70’'inden, son ddnem sirozun %40’indan, hepatoselller karsinomanin
%60’Indan ve karaciger transplantasyonunun %30’undan HCV infeksiyonu

sorumludur. Akut C hepatiti %70-80 oraninda asemptomatik seyretmekte ve



hastalarin yaklasik %70-80’'inde kroniklesmektedir(16). Kronik hepatiti
olanlarda ise hafif-agir arasi degisen seyirler goralir ve yaklasik %20’sinde
10-20 yil arasi karaciger sirozu olusur. Hepatit C virusuna bagl sirozlu
hastalarda yillik karaciger kanseri siklig1 %1-4 arasinda degismektedir. (Sekil
5).
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Sekil 5: Akut HCV infeksiyonunun seyri(17).

Anti-HCV total: Akut hepatit C'de antikor gelisme siresi 4-24 hafta
arasinda olup; ortalama 8-10 haftadir. Akut hepatit C’de transaminazlarda
artig ile anti-HCV pozitiflesmesi arasinda seronegatif pencere ddnemi
bulunmaktadir.

Anti-HCV IgM: HCV’nin core proteinine karsi gelisen IgM antikoru

hepatitin baslangicindan kisa bir sire sonra ortaya c¢ikmakta ve yeni



gecirilmig infeksiyonlarda siklikla pozitif bulunmaktadir. Bunun yaninda birgok
olguda, akut dénemde anti-core IgM pozitifligi IgG ile es zamanli ya da kisa
stre dnce ortaya ciktigindan, akut infeksiyonda tani degeri yoktur. Yapilan
calismalarda, iyilesen infeksiyonlarda IgM pozitifliginin yaklasik 6 ay sonra
kayboldugu, kroniklesen olgularda ise pozitifliginin devam ettidi
bildirilmektedir.

HCV core Antijen: Seronegatif pencere déneminde, erken HCV
infeksiyonun tanisinda kullanilmaya baglanmigtir. Bu testle ilgili ¢calismalar

devam etmektedir(17).

Akut HCV infeksiyonunda kroniklegsme riskini arttiran 6zellikler:
Parenteral bulasma
Birden cok tranflizyon éykusu
Akut dénemde ciddi semptomlar
Akut dénemde ylksek ALT dlzeyi
YUksek titre anti-HCV pozitifligi
Erkek cinsiyet
40 yasindan daha buyuk kigiler

11.3. Karaciger Sirozu

Karaciger sirozu basta viral hepatit ve alkol olmak Uzere cesitli
etmenlerin yol actigi parankim hasari, fibroz ve nodil olusumu ile birlikte,
lobuler ve vaskuler yapinin bozulmasiyla karakterize, déntstimsutz diffiz bir
kronik karaciger hastaligidir. Etiyoloji ne olursa olsun sonunda ortaya ¢ikacak
morfolojik tablo aynidir. Karaciger sirozu tanisi morfolojik bir tanidir.
Morfolojik olarak ayirirm mikronodiler, makronodiler ile mikro ve
makronodullerin birlikte bulundugu mikst tip olmak Uzere (¢ sekilde
yapilmaktadir. Mikronoduler siroz, ¢apr 3 mm'den kigUk rejenerasyon
nodulleri, kalin, dizenli septa olusumu ile karakterizedir. Zamanla mikst veya
makronoduler tiple sonuglanir. Alkolik siroz bu tipi temsil eder. Makronoduler
siroz ise ¢apl 3 mm'den buyuk, dedisik boyutlarda noduller ve septa olusumu

ile karakterizedir(18).



Karaciger sirozunun etiyolojisinde 9%60’a varan oranlarda viral
hepatitlerin ~ (%55.1-%59.5)  katkilarinin ~ oldugu  kanitlanmigtir(19).
Hepatitlerden sonra goértlen karaciger sirozlarinin gelismesinde rol oynayan
en dnemli faktérler:
1-Hepatit virtslerinin virulanslari
2-VirUsle karsilagan karaciger hlcrelerinin sayisi
3-Hastanin direnci
4-Organizmada meydana gelen immunolojik olaylar (20).

11.4. Glutatyon-S Transferaz Enzimleri

Glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptiddir.
GSH, akciger, bagirsak, bébrek ve kismen karaciger gibi eksojen toksinlere
direkt olarak maruz kalabilen organlar icin c¢ok Onemlidir. Karaciger,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuyla devreye giren ve ayni zamanda GSH
icin ana depo olan bir organdir. Glutatyon en yiksek hiicre ici derisimine
(~10 mM) hepatositlerde ulasir. Hepatositler, potansiyel toksinlere kargi
GSH'’1 kullanirlarken, diger yandan da GSH’I sentezleyebilen &zellesmis
hucrelerdir. Organizmanin antioksidan kapasitesinin korunmasi canlihgin
devami acisindan c¢ok 6nemlidir. Glutatyon eksikligine bagli olarak bir¢ok
dokuda cesitli mitokondriyal dejenerasyonla baglantili olarak hicre hasari
meydana gelmektedir. Normal bir hicrede, spesifik olarak hicresel
kompartmanlara  yerlestiriimis  olan  oksidan-antioksidan  sistemler
dengesindeki herhangi bir bozukluk bir ¢ok patofizyolojik durumun
(nérodejeneratif hastaliklar, yaslanma, kanser, immun hastaliklar gibi) ortaya
cilkmasina neden olmaktadir. Birgok hastaligin patofizyolojisinde yer alan
glutatyon eksikliginin, GSH veya GSH o&nciilleri verilerek énlenebildigi veya
geriye dondurulebildigi ¢esitli galismalarla gdsterilmistir(21).

Glutatyon ile ksenobiyotiklerin reaksiyonlarini katalizleyen enzimlere
"glutatyon-s transferazlar", kisaca "GST" denir(22). GST enzim sistemleri
birgok farkli ksenobiyotik ve endojen bilesiklerin detoksifikasyonu ve



biyotransformasyonunda ©6nemli rol oynayan Faz Il metabolizmasi
enzimlerindendir(23).

GST enzimleri GST genleri tarafindan kodlanirlar. Gevresel kaynakli
kimyasallar ve dogal olarak olusan bircok metabolitin detoksifikasyonundan
sorumludurlar(24). Gilutatyon-s transferazlar elektrofilik ksenobiyotikleri
inaktive ederek vicuttan atilmak GUzere konjugasyonunu saglayan dimerik
enzimlerdir(25).

Biyolojik membranlarin lipid peroksidasyonu sonucunda olusan
alkenler, epoksitler, hidroperoksitler ve aldehitler gibi toksik Urtnler cesitli
GST izoenzimlerinin substratidir. Yapilan epidemiyolojik ¢calismalarda, gesitli
GST enzimleri ile oksidatif stresle iligkili hastaliklara yatkinligin artis
arasinda bir korelasyon bulunmasi ve cesitli dokulardan elde edilen GST
enzimlerinin  4-hidroksi alkenal gibi oksidatif stres Urdnlerine afinite
gbsterdiginin tespit edilmesi, GST’larin oksidatif strese kargi korumadaki
énemini ortaya koymaktadir(26). Glutatyon konjugasyonu elektrofilik merkezi
bulunan bir bilegikle glutatyonun bir tiyoeter bag olusturmasi esasina
dayanir.

GST’lar kanserojen bilesiklerin detoksifikasyonunda gérev alan ve
DNA zararina karsi dokulari koruyan enzimlerdir. Bu enzimler ilaglar, yiyecek
ya da yiyeceklerdeki katki maddeleri ile viicuda alinan toksik ve kanserojenik
bilesiklere kargi dokulari korumaktadir.

Glutatyonun ksenobiyotik metabolizmasindaki roli; faz | enzimlerince
olusturulan reaktif tOrlerin glutatyon ile konjugasyona girmesi ve sonucta
hiucre makromolekulleri (DNA, RNA, protein) ile baglanmasini engelleyerek
hiicre hasarini dnlemesi seklinde gerceklesmektedir. Ksenobiyotigin reaktif
tarleri, bir proteine baglanarak onu degisiklige ugratip antijenik 6zelligini
degistirebilir. Ksenobiyotik bir hapten, yani tek basina antikor sentezini
uyarmayan bir molekll gibi davranip, antikorla birlesip hicreyi hasara
gotarebilir(27).

GST'lar membrana bagh ve soluble olmak UGzere iki grupta
incelenmektedirler. Memelilerde 7 farkl soluble GSTs sinifi vardir. Bunlar

alpha, ml, omega, pi, sigma, theta’dan ve zeta’dan olusur(28). Bitkilerde,



bdceklerde ve diger canlilarda bu sayr daha da artabilir (29). (Sekil 6)
Kromozom lokalizasyonlari alpha, 6p12(30); mu, 1p13.3(31); omega,
10924.3(29); pi, 11913(32); sigma, 492-22(33) ; theta, 22911.1(34); zeta
14924.3(35) 'dir.

/‘ alpha

1

=

o P

Sekil 6: GST slper ailesi(29)

Alfa gen ailesi icinde 5 insan GST izoenzimleri saptanmistir.
Kromozom 6p12 Uzerinde sunulur. Alfa sinifi izoenzimler karaciger, bobrek
ve adrenal dokuda guclu olarak eksprese edilirler. Ancak bazi bireylerde bu
alfa sinifi enzimler eksprese edilmez. Bu genetik olarak saptanan eksikligin
son derece nadir olduguna inanilir(36).



Sitozolik GST’lar her bir subuniti yaklagik 25000 Da molekiler agirhkta
dimerik proteinlerdir. GST proteinin en blylk miktarn karaciger tarafindan
salinir ve tim GST’larin %3-5'ini olusturur(40).

Alfa sinifi GST’larin  karakteristik 6zellikleri, gulutatyon’da cesitli
ajanlarin konjugasyonuna ragmen, farkl kortikosteroidlerin izomerasyonu ve
organik hidroperoksidazlara dogru non selenyum bagimh gulutatyon
peroksidaz aktivitesi icerir. Alfa sinift GST'in karaciger izoenzimlerinden
baska anlaml ylUksek peroksidaz aktivitesi gbsteren farkli bir formu insan
derisinde saptanmigtir. Diger GST’larla karsilastinldiginda, GSTA2, ozonun
toksititesinde katkida bulunan 9,10 metil-linolat ozonid’e karsi en yuksek
aktivite gosterdigi gosterilmistir. Alfa sinifi cGST’lar, bilurubin ve diger organik
anyonlarin hepatik baglanmasindan sorumlu majér GST izoenzimidir(37).
GSTAA4-4, 4-hidroksinonenal‘in ve lipid peroksidasyonu sonucunda Uretilen
sitotoksik bir a,-doymamis aldehid’'in konjugasyonunu kataliz eder(38).
GSTA3-3, A®° androstene-3,17-dione’'un izomerizasyonunda &nemli bir rol
oynar(39). Sigma sinift GST, prostaglandin Dy'ye prostaglandin Hz'nin
izomerizasyonunda oynadidi rolden dolayi prostaglandin D-sentaz olarak
bilinir.

Mu sinift GST’nin 5 geni, M1’den M5’e kadar insanda saptanmistir.
Bu genler kromozom 1p13 Uzerinde bir kiime olarak olusur. Bu genlerin
ekspresyonu dokular arasinda genis varyasyonlar gosterir. En yaygin
eksprese edilen gen GSTM1’dir. GSTM2 iskelet kasinda daha sinirhdir.
GSTMS3’ de oldugu gibi beyin, akciger ve testiste de bulunmustur. GSTM4
insan lenfoblastoid hicrelerinde bulunmustur. GSTMS5 beyinde eksprese
edilir.

GSTM1 ekspresyonu otozomal dominant kaltim gbsterir ve
populasyonun cogunda GSTM1 ekspresyonu %40-60 arasindadir(41). Baska
bir calismada insanlarda GSTM1’in polimorfik oldugu ve bireylerin %35-
60'Inda bulunmadigi gdésterilmistir. Bu enzim beyaz populasyonun %50-
60'inda bulunmazken, Kuzey Amerikali siyahlarin %28'inde ve Nijeryalilarda
ise %22 gibi daha dusik yUzdelerde bulunur(42). GSTM1’in g0sterdigi

genetik polimorfizm c¢esitli ksenobiyotiklerin toksik etkilerine bireylerin



hassasiyetini saptamada bir faktdr olabilir. Ornegin genel olarak anlamli
mutajenik ve karsinojenik potansiyele sahip oldugu dustnilen polisiklik
aromatik hidrokarbonlardan cok sayida epoksik metabolitlere karsi GSTM
1’in yOksek aktivitesinin 6zel anlami olabilir(42).

Karacigerde sitozolik GST aktivitesinin yaklagik yarisindan fazlasi
GSTM1 kaynakhdir ve GSTM1 hepatositlerde yilksek diizeyde eksprese
edilirken, bilier epitelyum hucrelerinde disik eksprese edilir(44). GSTT1 de
polimorfiktir ve insan populasyonlarinin %10-65'inde bulunmamaktadir.
Amerikall beyazlarin %17'si, Nijeryalilarin %39'u, Hindistan'da yasayan
ingilizlerin %3.2'si GSTT1-1 enzim aktivitesi bulundurmaziar. GSTM1 ve
GSTT1 aktivitesinin yoklugu (null genotip) bu genlerin homozigot olarak
delesyona ugramasindan kaynaklanmaktadir(42).

Pi genleri arasinda, GSTP1 saptanmistir. Bu 11q13 {zerinde
haritalanmistir. Pi sinifi izoenzimler tim GST’ larin en yaygin dagiimig enzimi
gibi gortlmektedir ve codu dokuda en yogun formdadir(45). Karaciger
harictir. Karacigerde alpha ve mu gen aileleri yiksek olarak eksprese edilir.
Fakat fetal karacigerde major GST formu pi sinifi izoenzimlerdir. GSTP1-1,
acrolein ve crotonaldehide gibi kisa zincirli a,f-doymamis aldehitlere GSH'in
birlesmesini (konjugasyonu) kataliz edebilir. GSTP1-1, acrolein’e karsi ¢ok
yUksek aktiviteye sahiptir(46). Enzim akivitesi klinik anlami olabilen bireyler
arasl genig varyasyonlar gésterir. Bazi calismalarda plazmada genel timér
markiri olarak GSTP1’in olasi rolu énerilmigtir(47).

insan GST =zeta geni, 10.9 kb uzunlugunda olup 9 ekzondan
olusmustur ve kromozom 14924.3 Gzerinde yer almaktadir. GSTZ1 geninde
¢ok sayida polimorfik bélge bulunmaktadir. Bunlar arasinda en yaygin olani
94. ve 124. nukleotitlerde yer almaktadir(48).

GST Zeta tirozin katabolizmasinda énemli bir rol oynar ve a-halo asidlerin
biyotransformasyonu i¢in de 6nemlidir(49,50).

Tdm  GST'lar  1-kloro-2,4-dinitrobenzenden  substrat  olarak
faydalanirlar ve GST'larin karakterizasyonunda bir ara¢ goérevi yaparlar. 2-
kloro-5-nitrobenzonitrilin’in - de  GST'lar icin  substrat goérevi yaptigi



bulunmustur. GSTT1 igin diger spesifik substrat p-nitrobenzil klorid,
dikloromethan, etilen oksid ve metiloromid'dir. Diklorometan boyalarda
¢bzlcu, temizlik maddelerinde, sogutucularda, kahve dekafeinizasyonunda
kullanilan 6nemli bir endustriyel bilesiktir. Bu bilesigin toksisitesinde genig
tarsel farkhhklar bulunur. Farelerde bu bilesigin GSH konjugasyonuyla aktive
edilerek akciger ve karaciger kanserlerine neden oldugu belirtilmigtir(51).



Il GEREC VE YONTEM

lll.1. Arac ve Gerecler

Santrifij Hettich mikro 200/Sogutmali (Germany)
Otomatik Pipetler Biohit ( Finland)-isolab (Germany)
Mikrodalga firin Arcelik (Turkiye)

Vorteks Yellowline (USA)

Benmari: Medingen W 22 (0-99 °C) (Germany)
Termal Cycler 2720 Applied Bioystems (Singapure)
Elektroforez giic kaynagi Thermo EC 4000 P (USA)

Jel gorintileme sistemi Syngene (USA)

lll.2.Y6ntem

lll.2.1. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamiza; kontrol grubu, siroz olmayan viral hepatitliler ve siroz
olan viral hepatitliler olmak Gzere G¢ grup dahil edilmigtir.

Grup 1: Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim
Dali Hepatoloji polikilinigi tarafindan takip edilen ve siroz olmayan kronik B
veya C viral hepatitli 40 hasta dahil edilmistir.

Grup 2: Celal Bayar Universitesi Tip Fakilltesi Gastroenteroloji Bilim
Dali Hepatoloji polikilinigi tarafindan takip edilen ve biyopsi ile siroz tanisi
konulmus olan kronik B veya C viral hepatitli 7 hasta dahil edilmigtir.

Grup 3: Kontrol grubu: Hepatit markirlarina bakiimis ve negatif olan
57 saglikli birey dahil edilmistir.



Tablo 1’de gruplarin yas dagilimi verilmistir.

Tablo1: Gruplarin yas dagilimi

YAS GRUP1 GRUP 2 GRUP 3
21-40 4 | e 22
41-60 33 4 25
261 3 3 10
TOPLAM 40 7 57

Tablo 2’de gruplarin cinsiyet dagilimi verilmigtir.

Tablo 2: Gruplarin cinsiyet dagilimi

CINSIYET GRUP1 GRUP 2 GRUP 3
ERKEK 24 1 29
KADIN 16 6 28

TOPLAM 40 7 57

l11.2.2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Hastalarin ve saglikh goéndlldlerin  kan &rnekleri Celal Bayar
Universitesi Tip Fakilltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu onayi ile alind.
Hastalar calisma konusunda bilgilendirilerek, rizalarinin alindigina dair
bilgilendirilmis onay formlari kan alinmadan énce imzalatilmigtir.

DNA izolasyonu igin hastalardan ve kontrol grubundan EDTA’ll tUp
icerisine 2 ml periferik kan o6rnekleri alinmigtir. DNA izolasyonuna kadar

ornekler -20 °C’de saklandi.

111.2.3. DNA izolasyonu
DNA izolasyonu ticari kit (Omega Bio-Tek Blood DNA izolasyon kit’i
katalog no: DZ3392, Doraville, GA USA) kullanilarak yapildi.

Kandan agagidaki protokole gére genomik DNA elde edildi:
1. Ornekten 250 pl alinip nikleaz free 1.5 ml tiiplere koyulur. Uzerine 250 ul
Buffer BL ve 20 pl protease enzimi eklenir. 10-15 saniye iyice vortexlenir.




2. Tupler 45 C®ye ayarlanmis sicak su banyosuna yerlestirilerek olusan lizat
solisyonu 20 dk inktbe edilir.

3. Sicak su banyosundan alinan tupler Uzerine 260 pl etanol(%100) ilave
edilir. Vortexlenir(10-15 saniye). Tup i¢erigi 2 ml santrifdj tpine yerlestirilmig
HiBind DNA spin kolona aktarilir.

4.10.000 rpm’de 1 dk. santrif(j edilir.

5.Alttaki tipler atilir ve spin yeni bir santrifij tiptne yerlestirilir. Uzerine 500
ul HB Buffer ilave edilir.

6. 10.000 rpm’de 1 dk. santrifj edilir.

7. Alttaki tup igindeki sivi dékulir, ayni tlp icine yerlestirilen spin tGzerine 650
ul Wash Buffer ilave edilir ve 10.000 rpm’de 1 dk. santrif(j edilir.

8. Alttaki tlpler atilir ve spin yeni bir tipe yerlestirilir. 650 ul Wash Buffer ilave
edilir.

9. 10.000 rpm’de 1 dk. Santrifyj edilir.

10. Tlpler degistiriimeden bir kere daha 10.000 rpm’de 1 dk. santrif(j
edilerek artiklarin tamamen spinden ayrilmasi saglanir.

11. Spinler 1.5 ml'lik tiplere yerlestirilir ve Gzerine 100 uyl énceden sicak su
banyosunda 70 °C’ye isitilmis Elution Buffer eklenir.

12. 10.000 rpm’de 1 dk. Santrif(j edilir.

13. Tupler degistirimeden tekrar 100 pl dnceden isitilmig Elution Buffer
eklenir ve yine 10.000 rpom’de 1 dk. santrifdj edilir.

14. Spin kolonlar atihr. 1.5 ml tupler icindeki DNA solusyonu kullanima
hazirdir.

l.2.4. GSTM1, GSTT1, Polimorfizm Taramasi
Bu calismada son hacim 50 pL olacak sekilde; 0.5 puM her bir

primerden, 2 Gnite Taq DNA polymerase, 10x PCR buffer, 1.5 mmol/L MgCly,
0.02 mM her bir dNTP’den ve 5 pL elde edilen DNA (30-50 ng/mL)ve steril
distile su katildi(52).

GSTM; F Primer : 0.3 pl

GSTM; R Primer: 0.3 pl

GSTT¢{ F Primer: 0.3 pl

GSTT{ R Primer: 0.3 pl



DHFR F Primer: 0.3 pl

DHFR R Primer: 0.3 pl

Taq DNA polymerase: 0.4 ul (2 U)
10XPCR buffer: 5 pl

MgClz: 3 pl

dNTP’s: 4*0.3 pl=1.2 pl
DNA: 5 pl

Steril distile su: 33.6 yl
Toplam: 50 pl

Bu calismada GSTM1 geni F: 5-AACTCCCTGAAAAGCTAAAGC 3'-
R: 5-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3’ primerleri kullanilarak ¢ogaltiimig
ve 209 bg. lik PCR 0rin0d elde edilmigtir. GSTT1 geni F: 5-
TTCCTTACTGTCCTCACATCTC-3’ R: 5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3
primerleri kullanilarak ¢ogaltiimis ve 459 bg.lik PCR (rinu elde edilmistir.
DHFR geni internal kontrol olarak kullaniimistir. DHFR geni icin F: 5’-
GCATGTCTTTGGGATGTGGA-3 R: 5-GGAATGGAGAACCAGGTCTT-3’

primeri kullaniimigtir.

Primerlerin sulandiriimasi:

Galismamizda kullanilan primerlerin sulandirma prosediru
GSTM; F : 719.4 ul steril distile su ilave edildi.

GSTM; R :841.3 ul steril distile su ilave edildi.

GSTTy F :873.9 pl steril distile su ilave edildi.

GSTT: R

DHFR F :616.4 pl steril distile su ilave edildi.
DHFR R :637.1 pl steril distile su ilave edildi.
Elde edilen primerler 100 pmol/ pl derisime sahiptir.

: 913.3 ul steril distile su ilave edildi.

Amplifikasyon sartlar: Baslangic 94 °C de 5 dk denatiirasyon, 35 dongi
olarak 94 °C de 1 dk denatiirasyon, 58 °C de 1 dk hibridizasyon, 72 °C de 1

dk uzama, 72 °C de 10 dk son uzama olarak gerceklestirildi.



Jel elektroforezi ve DNA Urinlerinin ylruatilmesi

jel elektroforezi igin %2’lik agaroz jel hazirlandi.
0,6 gr agoroz 30 ml 0.5XTBE tamponla ¢6ézuldu.
Bu karisim mikrodalga firinda 2 dakika isitildi

3 ul Etidiyum Bromr eklendi

Karisim biraz sogumasi igin beklendi.

Agoroz Jel, Jel yatagina dokuldi ve taraklar takildi
Sogumaya birakildi

Elektroforez tankina yerlegtirildi

Her 6rnek icin 1 pl gel loading dye ve 10 pl hasta DNA 6rnegi karigimi
jele yuklendi

Elektroforez 125 V ‘da 45 dk. c¢alistirildi

10X TBE Tamponu Hazirlanisi:

108 gr Tris
55 gr Boric asid
40 gr EDTA

Distile su ile 1 litreye tamamlandi.

Daha sonra Amplifiye olmus PCR drUnleri %2’lik ethidium bromid’li agaroz jel
elektroforezinde 125 V ‘da 45 dk yUratalda ve gérintilendi. (Sekil 7).



GSTM1
DHFR

GSTT1

Sekil 7: GSTM1 (209 bg.) ve GSTT1 (459 b¢.) genotiplendirmesi. 2,3 GSTM1
null genotip. 5,6 GSTT1 null genotip.

l11.3. istatistiksel Analiz

Calisma verileri, SPSS 10.0 istatistik paket programi kullanilarak istatistiksel
olarak  degerlendirildi. Elde edilen verilerin istatistiksel olarak
degerlendiriimesinde Lojistik Regresyon modelleri kullanildi. Bu modelde
%95 glven araldi icerisinde Univariate OR ve Multivariate OR oranlari
hesaplandi.



IV. BULGULAR

Galismamizda Mayis 2006-Eylul 2007 tarihleri arasinda Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim Dali Hepatoloji polikilinigi
tarafindan takip edilen siroz olmayan kronik B veya C viral hepatitli 40 hasta,
biyopsi ile siroz tanisi konulmus olan kronik B veya C viral hepatitli 7 hasta ve
57 saglikh kisi de kontrol grubu olarak segilmistir.

Calismamiza katillan hasta ve kontrol gruplarina ait yas, cinsiyet ve
GST gen polimorfizm dagilim bulgulari Tablo 3,4,5,6 ile Grafik 1,2,3,4'de
verilmigtir.

Tablo 3:Viral hepatit ve kontrol gruplarinin yas dagilimi

Yas Viral Hepatit(n:47) Kontrol(n:57)
% %
21-40 8,5 37,5
41-60 78,7 44,6
>61 12,8 17,9

GRUPLARIN YAS DAGILIMI

80
70+
60-
50

% 401 @ GRUP 1 VE 2

28: m GRUP 3(KONTROL

10+

21-40 41-60 >61
YAS

Grafik 1: Gruplarin yas dagilimi




Tablo 4:Viral hepatit ve kontrol gruplarinin cinsiyet dagilimi

Viral Hepatit(n:47)

Kontrol(n:53)

Cinsiyet % o
Erkek 53,2 50,9
Kadin 46,8 49,1

GRUPLARIN CINSIYET DAGILIMI

GRUP 1 VE 2

GRUP 3 (KONTROL)

o Erkek
m Kadin

Grafik 2: Gruplarin cinsiyet dagihmi

Tablo 5: Viral hepatit ile kontrol grubu arasindaki GST gen polimorfizmi

dagilimi
Grup 1 ve Grup 3 . Multivariate
Polimorfizm ( i ) (K(°“"§’I) Ur(]°l/<‘3’35ﬂgaut\?egR ( oR’
n: n:57 x %95 guven
% % aralig) araligr)
GSTM1T1 31,9 33,3 1 1
1,094 1,153
GSTM1 null 40,4 38,6 (0,439-2,728) | (0,422-3,152)
1,029 0,898
GSTT1 null 27,7 28,1 (0,380-2,789) | (0,306-2,634)

*Yas ve cinsiyete gore diizeltilmis




Viral hepatitli hasta grubunda (n=47) GSTM1 null genotipli bireyler
kontrol grubuna (n=57) gbre daha ylksek oranda gorilmesine ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi (OR=1,153; %95 Cl=0,422-
3,152).

Viral hepatitli hasta grubunda (n=47) GSTT1 null genotipli bireyler
kontrol grubuna (n=57) gbre daha disUk oranda goérllmesine ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi (OR=0,898; %95 Cl=0,306-
2,634).

VIRAL HEPATITLILER ILE KONTROL GRUBU
ARASINDAKIi GST GEN POLIMORFizMmi DAGILIMI

50-
40-
30 @ GST M1T1
% 20 m GSTM1 null
O GSTT1 null
101
0,

GRUP 1 VE 2 (n:47) GRUP 3 (n:57)

Grafik 3: Viral hepatitliler ile kontrol grubu arasindaki GST gen polimorfizmi

dagihmi



Tablo 6: Siroz olmayan viral hepatitlilerle, siroz olan hastalar arasindaki GST
gen polimorfizmi dagilimi

Siroz s
. . olmayan viral | Siroz Univariate OR Multlva: late
Polimorfizm . . o - OR
hepatit (n:7) (%95 glven o .
(n:40) o aralign) (%95 gliven
% ° 9 araligi)
GSTM1T1 35 14,3 1 1
2,624 2,045
GSTM1 null 40 42,9 (0,244-28,123) | (0,156-26,831)
4,199 2,350
GSTT1 null 25 42,9 (0,379-46,474) | (0,147-37,611)

*yas ve cinsiyete gore diizeltilmis

Siroz gelismis kronik B veya C viral hepatitli hastalarda (n=7), GSTM1
null genotipli bireyler siroz olmayan kronik B veya C viral hepatitli hastalara

(n=40) gbre daha ylUksek oranda goérilmesine ragmen istatistiksel olarak
anlaml bir iliski bulunamadi (OR=2.045; %95 Cl=0,156-26,831).

Siroz gelismis kronik B veya C viral hepatitli hastalarda (n=7), GSTT1
null genotipli bireyler siroz olmayan kronik B veya C viral hepatitli hastalara

(n=40) gbre daha ylUksek oranda goérilmesine ragmen istatistiksel olarak
anlamli bir iligki bulunamadi (OR=2.350; %95 CI=0,147-37,611).




SiROZ OLMAYAN VIRAL HEPATITLILERLE,
SiROZ OLAN HASTALAR ARASINDAKI GST GEN
POLIMORFizMi DAGILIMI
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40
y 30- o GSTM1TH
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Grafik 4: Siroz olmayan viral hepatitlilerle, siroz olan hastalar arasindaki GST

gen polimorfizmi dagilimi



V. TARTISMA

Hepatit B ve C enfeksiyonu sonucu, kronik hepatit, siroz ve hatta
primer HCC olabilir. Hepatitten siroza degisim veya tedaviye cevap kisiden
kisiye degismektedir. Bu farkhliklar hastaligin etmenine ve ilag metabolizmasi
ve hedef proteinlerdeki bireysel farkliliklara baghdir. Hepatit enfeksiyonunun
ilerlemesi  kisinin  genetik  duyarlihigina bagl  olabilir.  Hastaligin
progresyonundaki bu farkhlidin ne kadar kisisel farklhhklara bagli oldugu
bilinmemektedir (53,54).

Serbest radikallerin hepato-biliyer hastaliklarin énemli bir kisminin
patogenezinde yer aldiklari hemen hemen kesindir. Serbest radikal hasarinin
sinirlanmasinda gdcli  bir anti-oksidan defans mekanizmasina sahip
karacigerin bu konuda nasil yenilgiye ugradigi henlz agik degildir ve eksikligi
gbsterilen defansif ajanlarin yerine konulmasi da net bir olumlu etki
yaratamamaktadir. Bu yeterli konsantrasyonlarin saglanamamasindan veya
hasar bagladiktan sonra bu ajanlarin etki gésterememesinden kaynaklaniyor
olabilir. Buna Kkarsilik serbest radikallerin hedefi olan hepatosit ve
mitokondrial membranlarin lipid peroksidasyon hasarina karsi giclenmesini
saglayan ajanlarla olduk¢a umut verici sonuclar alinmistir. Serbest radikal
hasarini azalttigi diusindlen bazi sistemlerin deneysel olarak bloke edilmesi
paradoksik olarak hasari arttirabilmektedir(55).

KC hicre hasari ve sirozun gelisimindeki skar dokusu olusumu
sonugta KC yetmezligine yol acar. Bu durum genellikle toksik bilesikler ve
karsinojenleri detoksifiye eden KC enzimlerinin normal disi aktivitesiyle
aciklanir(56). KC detoksifiye edici enzimleri arasinda GST oksidatif stresten

korunmada anahtar rol oynayan enzimlerdendir.



Reaktif oksijen metabolitleri arasinda sayilan 4-hidroksinoneal en
sitotoksik ve mutajenik aldehidler arasindadir. GST’nin ise glutatyonun
hidroksi alkalenlerle konjugasyonunu kataliz ettigi bilinmektedir(57). Bu
spesifik katalitik aktivite sebebiyle GSTA4-A oksidatif hasardan korunmak icin
aragtirlan ana GST izoformu olmustur. Desmonts ve ark.(58) yaptiklari
calismalarda demir yiklemesinin fare GSTA1, A4, M1 ve P1’in karaciger ve
bdbrekte ekspresyonunu arastirmislardir. Demir ylklenmis hayvanlarda
GSTA1, A4 ve M1 protein ve mRNA dizeylerinin karacigerde artmis
bbébrekte ise GSTA4 dizeyi yikselirken GSTA1 ve M1 ekspresyonu belirgin
sekilde azaldigr bulunmustur. Fare hepotosit primer kiltirlerinde demir sitrat
tek basina kullanildiginda oksidatif stres ve hiicre hasari yaratarak GSTA4
ekspresyonu artmis, oysa demir sitrat ve desferoksamin veya E vitamini
beraber kullanildiginda toksisite ve GSTA4 artigi 6énlenmistir. Bu calismanin
sonucunda demir ytklemesi gibi serbest radikal olusumuna sebep olan
durumlarda, karaciger ve bobrekte GSTA4 ekspresyonunu arttirdig
gOsterilmistir.

Reaktif oksijen ve nitrojen tlrevleri karaciger hastalidinin baslangici ve
ilerleyisi Uzerine etiyolojiden bagimsiz olarak 6nemli rol oynar. Reaktif oksijen
metabolitleri birgcok sitokinin ve blyime faktérinin transkripsiyon ve
aktivasyonunda 6nemli rol oynarlar. Bu durum daha fazla reaktif oksijen ve
nitrojen metabolitlerinin olusmasina neden olur. Serbest radikallerin ana
kaynag! hepatosit mitokondrisi, sitokrom P450 enzimleri, endotoksinle aktive
olmus makrofajlar ve nétrofillerdir. Serbet radikale bagl hasarin géstergeleri
arasinda malondialdehit, 4-hidroksinoneal, protein tirevleri, peroksinitrit,
nitrotrozin ve benzerleri veya glutatyon, E vitamini, C vitamini, selenyum
azligi, viral ve alkolik karaciger hastaliklarinda goésterilmistir. Bu markirlar
karaciger hasarinin derecesini izlemek igin icin, antiviral tedavilere cevabin
6lciimesi ve yeni tedavi stratejilerinin denenmesi icin kullanilabilir. Son
calismalar olasi redoks gen tedavisi Uzerinde yogunlagsmaktadir.
Hepatositlerin  antioksidan vyeterliliklerini  arttirarak transgen vektorleri
kullanilarak oksidatif stres durumlari énlenebilir ve bu sekilde karaciger

hasari azaltilabilir. Ozellkle SOD gibi antioksidan enzimlerin genlere



eklenmesi ve retroviral vektorlerin kullanimi detoksifiye edici enzimlerden
GST ve katalazlarin indiklenmesi intrahepatik inflamatuar ve fibrotik hasarin
azaltilmasi igin yeni umut verici yaklagimlar arasinda sayilabilir(59).

Kanser tipleriyle detoksifikasyon metabolizmasinda gorev alan
enzimleri kodlayan genler arasindaki iliskinin gdésterilmesi, degisik kanserler
tiplerinde risk grubunda olan insanlarin belirlenmesi acisindan énemlidir.

Acar ve ark.(60) 110 larinks squamous hucreli karsinomlu hastada
yaptiklari caligmada GSTM1-null genotipini %51.8, GSTT1-null genotipini
%30, her iki cGST-null genotipini %16.4 bulmuslardir. GSTM1-null
genotiplilerde larinks squamous hucreli karsinom gelisme riskinin 1.78 kat
arttigini (OR: 1.78, %95 Cl: 1.11-2.87), GSTT1-null genotiplilerde 2.29 kat
arttigint (OR: 2.29, %95 Cl: 1.31-4.01), her iki GSTs-null genotipli olanlarda
ise 3.3 kat arttigini bulmuslardir (OR:3.3 %95 ClI: 5-7.29).

SUmer ve ark.(61) tarafindan Tark toplumunda normal bireylerde ve
akciger kanserli hastalarda GSTM1 null allel frekansi incelenmistir. Elde
edilen sonuclara gore akciger kanserli hastalarda GSTM1 null allel frekansi
(N=44) %72.7, normal bireylerde ise (N=100) %66 olarak bulunmustur.
Akciger kanserli hastalarda null allel frekansi normal bireylerden ylksek
olmasina karsin bu fark istatistiksel anlam tagimamaktadir (OR:0.73; %95 CI:
0.33-1.59). Elde edilen bu ilk sonuglar GSTM1 null genotipinin Tirk
hastalarda akciger kanser gelisimine bir katkist  bulunmadigini
savunmaktadir.

Ada ve ark.(62) Tark toplumunda sitokrom P450, GSTM1 ve GSTTH1
polimorfizmini arastirmiglardir. Saglikh  bireylerde (n=133) vyapilan bu
calismada GSTM1 null genotipini %51.9 ve GSTT1 null genotipini %17.3
bulmusglardir. Bizim ¢alismamizda ise normal bireylerde GSTM1 null genotipi
%38.6, GSTT1 null genotipi %28.1 bulunmustur.

Arslan ve ark.(63) 144 Turk bireyde GSTM1 genotipi ile primer beyin
timorleri arasindaki iligkiyi arastirmislardir (primer beyin timérli 53 hasta, 91
saghkli kontrol). Hasta grubunda GSTM1 null genotipli bireyler kontrol
grubuna gbére daha yulksek oranda goérilmesine ragmen istatistiksel olarak
anlamli bir iliski bulamamislardir (OR: 1.90, %95 Cl: 0.92-3.96, X2 = 2.981,



P= 0,084). Ayrica GSTM1 polimorfizmi ile beyin timorll hastalarin sigara
icme durumu(OR:0,61 %95 Cl: 0,19-1,91, P=0.39) ve histopatolojik beyin
timor tipleri (glioma ve meningioma) arasinda da istatistiksel olarak anlamli
bir iliski saptayamamislardir.

GST izoenzim siniflarn arasinda GSTM1 ve T1 null genotip tasiyicilari
karacigerde organik hidroperoksitler ve elektrofilik bilesenleri inaktif hale
getirmekte yeterli fonksiyon gd&steremiyebilirler. Daha spesifik olmak
gerekirse sigaradaki polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve aflatoksin B igin bu
yetersizlik daha belirgin olabilir. Bu durum, GST polimorfizminin kanser
gelistirme riski Uzerine olan rolUinin biyolojik agiklamasini olusturmaktadir.
GST M1 ve T1 polimorfizmleri kolorektal, AC, mesane ve diger kanserlerde
calisildiginda farkh sonuglar elde edilmistir(64,65).

Adero ve ark.(66) HCC’li 188 hastada ve 329 saglikli kontrolde
multiplex PCR ile Dihidrofolat redlktaz genini internal kontrol olarak
kullanarak GSTM1 ve T1 polimorfizmini calismiglardir. GSTM1 genotipini
hastalarda %47.8 (n=88), kontrol grubunda ise %45.3 (n=149) olarak
bulmuslardir (OR:1.11 %95 CI: 0.76-1.62 P=0.58). GSTT1 genotipi ise
hastalarda %28.8 (n=53), kontrol grubunda %23.1(n=76) olarak bulmusglardir
(OR: 1.35 %95 Cl: 0.88-2.07 P= 0.15). Sonug olarak yilksek riskli ispanyol
populasyonunda HCC insidansi GSTM1 ve T1 polimorfizmi ile iligkili
bulunmamistir. Alkol kullanmanin tek bilinen risk faktérii olan HCC grubunda
yUksek oranda duble null genotipinin bulunmasi, ayni grubun &énceki
calismalarinda yapmis olduklan alkolik sirotik olup heniz HCC'ya
dénismemis fenotipteki duble null genotip artisiyla uyumlu, ancak istatiksel
olarak anlamli bulunmamigtir. Alkol ile iliskili HCC’da null genotip sahibi
olmak, HCC gelisme riskini etkilemekte ve HCC gelisiminde genetik ve
cevresel faktorlerin birlikte etkili oldugu hipotezini desteklemektedir.

Anti-GSTA1-1 GST’nin subtipleri arasinda karacigerde en c¢ok
eksprese edilen ve insanda en ¢ok calisilan antikordur. Kato ve ark.(67)
otoimmun hepatitli hastalarinin serumunda anti-GSTA1-1 ‘in frekansi ve
anlami Gzerine ¢alismislardir. Otoimmun hepatitli 74 hasta, kontrol olarak 20

primer bilier siroz, 10 primer sklerozan kolanjit, 40 karaciger siroz tip B ve C,



32 SLE ve 20 normal kontrol kullanmislardir. Anti-GSTA1-1 antikoru,
rekombinant GST A1-1 proteini antijen olarak kullanilarak immunobloting
ybntemi ile dlctlmastir. Anti-GSTA1-1 otoimmun hepatitli hastanin 12 sinde
(%16) gorulturken kontrol serumlarinin hi¢birinde (2 bilier siroz hastasi harig)
gorulmemistir. Anti-GSTA1-1 pozitif otoimmun hepatit hastalarinda negatif
olanlara gére agir klinik ve kot prognoz izlenmigtir. Bu sonuglara gore az
goérilmesine ragmen anti-GSTA1-1'in  otoimmun hepatitlerde erken
progresyon markiri olabilece@i yorumu yapilmistir.

Savolainen ve ark.(68) yaptiklari ¢calismada alkolik karaciger hastalgi
meydana gelmesi ve GSTM1 null genotipi arasindaki iligkiyi incelemislerdir.
Polimeraz zincir reaksiyonu ile 33 kontrol, 43 orta alkol tiketicisi ve 313
yuksek alkol tuketenlerde GSTM1 null genotipi incelemiglerdir. Bu genotip,
alkolik yagh karaciger, alkolik hepatitler ve alkolik karaciger fibrozislerinin
varligi ile karsilastinimistir. GSTM1 null genotipi, seride bulunan hastalarin
%44.7’sinde bulunmustur, farkh tiketici gruplari (kontrol; %36.4; orta
tUketiciler; %39.5; ve ylUksek tuketiciler; %46.3) arasinda belirli bir farkhlik
g6zlenmemistir. GSTM1 null genotipi, orta alkol tiketicilerinde alkolik
karaciger hastaligi olusumu ile iligkili degildir. Null genotipinin sikhgdi, normal
karaciger histolojili yiksek tuketicilerde alkolik karaciger hastaligi olan ytksek
tiketicilerden istatistiksel olarak (p=0.07, OR:1.75) daha dusUktir. Alkolik
karaciger hastaligi olmayan yuiksek tiketiciler ile karsilastirildigr zaman null
genotip, dislk karaciger fibrozisli ylUksek tlketicilerinki kadar siklikla
gb6rilmektedir (p = 0.05, OR:1.8) ve istatistiksel olarak ilerlemis karaciger
fibrozisli alkoliklerin arasinda belirgin bir sekilde sikligi daha fazladir(p<0.025,
OR: 2.3). Etanollin toksik etkilerine kargi cevapta karaciger irreversible hasar
olusumunda artmis duyarliigin GST M1 genindeki homozigot delesyonla ilgili
olabilecegi distnmuslerdir. Bu ¢alismada null genotipi ve alkolik karaciger
sirozu olusumu arasinda anlaml iligki bulmusglardir.

Ghobadloo ve ark.(69) tarafindan kriptojenik karaciger sirozlu 45
hastada ve 56 saglkli kontrolde GSTP1, GSTT1, ve GSTM1 polimorfizmi
incelenmigtir. lle/Val ve Val/Val GSTP1 genotipleri sirozlu hastalarda (n=39,
%87) kontrol grubuna (n=10; %18) oranla daha sik bulunmustur (OR:34.04,



%95 Cl:10.70-108.31, P<0.001). Val/Val GSTP1 genotipleri sirozlu
hastalarda (n=23 %53), kontrol grubunda (n=1 %2) yiksek bulmuslardir (OR:
50.7, %95 CI: 6.46-398.9). lle/Val GSTP1 genotipleri sirozlu hastalarda (n=16
%35), kontrol grubundan (n=9 %16) yiksek bulunmustur (OR:3.5 %95 CI:
1.2-8.3). GSTM1 null genotip sirotik hastalarda saglikli kontrol grubundan
daha yaygindir (OR 6.83, %95 Cl 2.53-18.42, P<0.001). GSTT1’in delesyonu
iki grup arasinda belirgin bir fark géstermemistir (OR:2.35, %95 CI 0.76 -
7.28, P= 0.111). GSTT1 ve GSTM1 polimorfizmi bilinmeyen bir mekanizma
ile sirozun gelismesi ile iligkili olabilir. DUsUk detoksifikasyon aktiviteli proteini
kodlayan Val/Val GSTP1 genotipinin kriptojenik karaciger sirozu ile olan
dikkat ¢ekici iligkisi, bu polimorfizmin kriptojenik karaciger sirozu i¢in 6nemli
bir risk faktérl oldugunu géstermistir.

Ghobadloo ve ark.(70) yaptiklan diger bir calismada 41 saghkh HBV
tasiyicisi hasta, 37 kronik B hepatitli hasta, 38 kronik B hepatit sirozu
gelismis hasta ve 59 saglikh kontrol grubunda GSTT1, M1 ve P1
polimorfizmini incelemiglerdir. GSTP1-Val/Val genotipi, karaciger sirozlu
hastalarda (%27) saglikli HBV tasiyicilarindan daha yiksek bulunmustur
(%2.4; OR:14.8, %95 Cl:1.8-122.5). GSTP1-Val/lle genotipi, karaciger
sirozlu hastalarda (%59.5) saglkl HBV tasiyicilarindan daha ylUksek
bulunmustur (%19.5; OR:6.1, %95 Cl:2.1-16.7). GSTP1-Val/Val genotipi,
kronik hepatitli hastalarda (%19.4) saglikl HBV tasiyicilarindan daha yuksek
bulunmustur (%2.4; OR:9.65, %95 Cl:1.1-82.8). GSTM1 null genotipi,
karaciger sirozlu hastalarda (%71.1) saglikh HBV tasiyicilarindan daha
yuksek bulunmustur (%27.5; OR:6.5, %95 Cl:2.4-17.4). GSTM1 null genotipi,
kronik hepatitlilerde (%64.9) HBV tasiyicilarindan daha yuksek bulunmustur
(%27.5 OR 4.9, 95% CI: 1.8-12.8). GSTT1 genotipi tim gruplarda benzer
bulmusglardir. HBV infeksiyonlu hastalarda, null GSTM1 ve GSTP1-Val
polimormizmi hastaligin progresyonu ile ilgili oldugu sonucuna varmislardir.

Bizim c¢alismamizda saglikl kontrol grubumuzda(n=57) GSTM; null
genotipi %38.6, GSTT; null genotipi %28.1 bulunmustur. Siroz olmayan
kronik B veya C viral hepatitli hastalara (n=40) GSTM; null genotipi %40,
GSTT¢ null genotipi %25 bulundu. Siroz gelismis kronik B veya C viral



hepatitli hastalarda (n=7) hem GSTM1 null genotipi, hemde GSTT1 null
genotipi %42.9 bulundu.

Viral hepatitli hasta grubunda (n=47) GSTM1 null genotipli bireyler
kontrol grubuna (n=57) gbére daha ylksek oranda gorilmesine ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi (OR:1,153 ; %95 CI:0,422-
3,152). Viral hepatitli hasta grubunda (n=47) GSTT1 null genotipli bireyler
kontrol grubuna (n=57) gbére daha dislUk oranda gdérilmesine ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamadi (OR:0,898 ;%95 CI:0,306-
2,634). Siroz gelismis kronik B veya C viral hepatitli hastalarda (n=7),
GSTM1 null genotipli bireyler siroz olmayan kronik B veya C viral hepatitli
hastalara (n=40) gbére daha ylksek oranda gérilmesine ragmen istatistiksel
olarak anlamh bir iligki bulunamadi (OR:2.045; %95 CI:0,156-26,831).

Siroz gelismis kronik B veya C viral hepatitli hastalarda (n=7), GSTT1
null genotipli bireyler siroz olmayan kronik B veya C viral hepatitli hastalara
(n=40) gbre daha yiksek oranda gériimesine ragmen, istatistiksel olarak
anlamli bir iligki bulunamadi (OR:2.350; %95 ClI: 0,147-37,611).

GSTT1 ve GSTM1 polimorfizmi bilinmeyen bir mekanizma ile sirozun
gelismesi ile iliskili olabilir. Kronik B veya C hepatitli hastalarda, null GSTM1
ve GSTT1 polimorfizminin hastaligin progresyonunda etkili oldugunu ve bu
yuzden risk grubunda olan hastalarin belirlenmesi gerektigini disinmekteyiz.
Bélgemizde yaptigimiz GSTM1 ve GSTT1’in aktivitesinin yoklugunun (null
genotip) kronik B veya C hepatitinden kronik B veya C hepatit sirozu
olusumunda GST gen polimorfizminin bir risk faktéri olup olmadigini
g6steren calismamiz bir ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Hasta ve kontrol
gruplarindaki sayi arttirilarak yeni calismalar yapildiginda istatistiksel olarak
anlamli sonuglar bulunabilecegini disiinmekteyiz. Bu nedenle ¢alismamizin
daha genis sayida hasta gruplariyla yapilan arastirmalarla desteklenmesinin

uygun olacagi kanisina variimistir.



VI. SONUCLAR VE ONERILER

1. Calismamizda siroz gelismis kronik B veya C viral hepatitli hastalarda
GSTM1 null genotipi ve GSTT1 null genotipi, siroz olmayan kronik B veya C
viral hepatitli hastalara goére daha ylksek oranda goérilmesine ragmen
istatistiksel agidan anlamli bir iliski bulunamadi.

2. Viral hepatitli hasta grubunda GSTM1 null genotipli bireyler kontrol
grubuna gbére daha yiksek oranda goértlmesine ragmen istatistiksel olarak
anlamli bir iligki bulunamadi.

3. Viral hepatitli hasta grubunda GSTT1 null genotipli bireyler kontrol grubuna
gbre daha disik oranda gértlmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulunamadi.

4. Hasta ve kontrol gruplarindaki sayi arttirilarak yeni ¢alismalar yapildiginda
istatistiksel olarak anlamli sonuglar bulunabilecegini distinmekteyiz.

5. GSTT1 ve GSTM1 polimorfizmi bilinmeyen bir mekanizma ile sirozun
gelismesi ile iligkili olabilir.

6. Bdlgemizde saglikh kontrol grubunda GSTM1 null genotipi %38.6, GSTT1
null genotipi %28.1 bulundu.

7.Yapilan literatdr taramalarinda GSTM1 ve GSTT1'in aktivitesinin
yoklugunun (null genotip) kronik B veya C hepatitinden kronik B veya C
hepatit sirozu olusumunda glutatyon-s transferaz gen polimorfizminin bir risk
faktérd olup olmadigini gésteren calismaya rastlayamadigimizdan bir ilk
olma 6zelligi tasiyan c¢alismamizin, daha genis hasta gruplariyla yapilan
calismalarla desteklenmesi uygun olacaktir.



VIIl. OZET

Amac ve kapsam: Antioksidan yollarda islev gdsteren GST ailesinden
GSTM1 ve GSTT1 aktivite yoklugunun (null genotip) kronik B veya C
hepatitden siroz gelisiminde olasi rolinln arastiriimasi amaglanmistir.

Materyal-metod: Celal Bayar Universitesi Tip  Fakiiltesi
Gastroenteroloji Bilim Dali tarafindan takip edilen siroz olmayan kronik B
veya C viral hepatitli 40 hasta ile biyopsi ile tanisi konulmus siroz olan kronik
B veya C viral hepatitli 7 hasta, ve kontrol grubu olarak hepatit markirlari
negatif olan 57 saglikli génUlli birey ¢alismamiza dahil edilmistir. Periferik
kan érneklerinden, I6kosit genomik DNA's| ticari izolasyon kiti ile ayrildi. PCR
ile amplifikasyonu vyapilan o&rnekler %2’lik agaroz jel elektroforezinde
yUrGtaldd ve gérintilendi. Veriler, Odd Ratio oranlari %95 guven aralig
icerisinde SPSS 10.0 programi ile istatistiksel olarak degderlendirilmistir.

Bulgular: Saglikli kontrol grubumuzda(n=57) GSTM; null genotipi
%38.6, GSTT¢ null genotipi %28.1 bulundu. Siroz gelismis kronik B veya C
viral hepatitli hastalarda (n=7), GSTM1 null genotipli bireyler siroz olmayan
kronik B veya C viral hepatitli hastalara (n=40) gére daha ylksek oranda
gbrilmesine ragmen (%42.9, %40) istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunamadi (OR: 2.045; %95 CI: 0,156-26,831). Siroz gelismis kronik B
veya C viral hepatitli hastalarda (n=7), GSTT1 null genotipli bireyler siroz
olmayan kronik B veya C viral hepatitli hastalara (n=40) gére daha yiksek
oranda goralmesine ragmen (%42.9, %25) istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunamadi (OR:2.350; %95 Cl:0,147-37,611).

Sonug: Siroz gelismis hepatitli hastalarda GSTM1 null genotipi ve
GSTT1 null genotipi, siroz olmayan kronik B veya C viral hepatitli hastalara
g6re daha ylUksek oranda gérilmesine ragmen istatistiksel agidan anlamli bir
iliski bulunamadi. Daha genis populasyonlarda yapilacak c¢alismalarda
istatistiksel olarak anlamli sonuglar bulunabilecegini kanisina varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon-s transferaz M1, Glutatyon-s transferaz
T1, Genetik polimorfizm, Kronik Hepatit, Siroz



VIIL. INGILIZCE OZET / ABSTRACT

The role of Glutathione-S Transferase M1 and T1 polymorphisms on
progression of hepatocellular insufficiency to cirrhosis.

Aim and Background: We intended to investigate the probable role of
activity absence (null genotype) of GSTM1 and GSTT1 functioning in
antioxidant pathways, on progression of chronic B or C hepatitis to cirrhosis.
Methods: The patient population included 40 B or C chronic hepatitis
patients without cirrhosis, 7 patients with cirrhosis diagnosed by biopsy (B or
C type chronic hepatitis) compared to hepatitis markers negative control
group (n=57) of normal healthy volunteers. All patients were recruited from
the outpatient clinic of Gastroenterology, Celal Bayar University Faculty of
Medicine. Genomic DNA of leukocytes for polymerase chain reaction (PCR)
analysis was isolated using a commercial isolation kit PCR analysis was
assessed for GSTM1 and GSTT1 genotypes. The PCR products were
resolved on electrophoresis 2% agarose jell and visualized. Odds ratios and
95% confidence intervals were calculated for the two genotypes. The
statistical software used for the data analyses was SPSS version 10.0.
Results: The prevalence of GSTM1 and GSTT1 null genotypes in the control
group (n=57) were 38.6%, 28.1% respectively. The prevalence of GSTM1
null genotype in the B or C chronic hepatitis patients with cirrhosis group
(n=7) was 42.9%, compared to 40% in the B or C chronic hepatitis patients
without cirrhosis group (n=40), giving an odds ratio (OR) of 2.045 (95%
confidence interval Cl: 0.156-26.831). Although the prevalence of GSTM1
null genotype was higher in the B or C chronic hepatitis with cirrhosis group it
was not statistically significant. The prevalence of GSTT1 null genotype in

the B or C chronic hepatitis patients with cirrhosis group (n=7) was 42.9%,



compared to 25% in the B or C chronic hepatitis patients without cirrhosis
group (n=40), giving an odds ratio (OR) of 2.350 (95% confidence interval Cl:
0.147-37.611). The prevalence of GSTM1 null genotype was higher in the B
or C chronic hepatitis with cirrhosis group but it was not statistically
significant.

Conclusion: The prevalence of GSTM1 null genotype and GSTT1 null
genotype in the B or C chronic hepatitis patients with cirrhosis was higher
compared to the patients without cirrhosis but the ratio’s were not statistically
significant. We believe that investigations with higher population groups could
reveal results with statistical significance.

Key Words: Glutathione-s transferase M1, Glutathione- s transferase T1,
Genetic polymorphism, Chronic hepatitis, Cirrhosis
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