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Investigation of glutathione S-transferase polymorphisms in small cell lung cancer
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0Oz
Amag: Bu calismada, kiictk hiicreli akciger kanserinde (KHAK) glutatyon S-transferaz (GST); GSTM1, GSTT1 ve GSTP1

ile105Val polimorfizmlerini arastirmayi amacladik.

Gereg ve Yontemler: Calismaya Atatiirk Gogus Hastaliklari ve Gogus Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesinde KHAK
tanisi konulan 28 hasta dahil edildi. GST polimorfizmleri, hastalardan alinan kan 6rneklerinden izole edilen DNA'larda PCR
yontemi kullanilarak ¢alisildi.

Bulgular: GSTM1 null, GSTT1 null ve GSTP1 ile105Val varyant genotiplerin yiizdeleri sirasiyla %60,7, %3,6 ve %46,4 olarak
bulunmustur.

Sonug: KHAK ile artmis GSTM1 null genotip ylizdesi ve azalmigs GSTT1 null genotip ylizdesi arasinda iliski olabilir.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon S-transferaz, polimorfizm, kiiglik hiicreli akciger kanseri

Abstract
Aim: In this study, we aimed to investigate GSTM1, GSTT1 and GSTP1 lle105Val polymorphisms in SCLC (Small Cell Lung Cancer).

Material and Method: Twenty-eight patients diagnosed with SCLC at the Atatiirk Gogus Hastaliklari ve Gogus Cerrahisi
Training and Research Hospital were included in the study. GST polymorphisms were studied in DNA, isolated from blood
samples taken from patients, using PCR method.

Results: The percentages of GSTM1 null, GSTT1 null, and GSTP1 lle105Val variant genotypes were found to be 60.7%, 3.6%,
and 46.4%, respectively.

Conclusion: There may be an association between SCLC and increased GSTM1 null genotype percentage and decreased
GSTT1 null genotype percentage.
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Giris

Kanser bitiin diinyada yaygin olarak gortilen bir hastalik ve her
yil yiiksek oranda 6liimlere neden olan ciddi bir saglik sorunudur.
Diinya Saglk Orgiitii (DSO)niin verilerine gére akciger kanseri
2020 yilinda tiim diinyada 2.206.771 yeni vaka gorilmesiyle tim
kanserler arasindaki orani %11,4 olmustur. Ancak %18'lik mortali-
te oraniile kansere bagli 6liimler arasinda ilk sirada yer almaktadir
[1]. Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC)'nin 2020'de yayin-
ladig istatistiklere gore Tirkiye'de yeni vakalar arasinda akciger
kanseri gérlilme orani %17,6 olarak bildirilmistir [2].

Akciger kanserleri histolojik olarak ku¢iik hiicreli akciger kan-
seri (KHAK) ve kiictk hicreli disi akciger kanseri (KHDAK) ol-
mak Uzere iki tipe ayrilir [3]. Akciger kanseri vakalarinin yak-
lasik olarak %20'sini KHAK olusturmaktadir [4]. KHAK ¢ok hizh
blyur, genis infiltrasyon gorulir ve erken metastaz yapar [5].
KHAK etiyolojisinde sigara kullanimi ve meslek kosullari gibi
cevresel faktorler en dnemli risk grubunu olusturmakla birlik-
te genetik yatkinlk da akciger kanseri olusumunda bir faktor
olabilmektedir [6]. Sigara dumani 6zellikle polisiklik aromatik
hidrokarbon (PAH)'lar, nitrozaminler ve aldehitler gibi kimya-
sal karsinojenleri icermektedir. Bu kimyasal karsinojenlerin
DNA eklentilerini arttirdidi, timor baskilayici genleri (p53 gibi)
baskiladigi, mutasyonlarla agresif timoér olusumuna neden
oldugu bilinmektedir [7]. Sigara dumaninda bulunan PAH’
larin metabolik olarak aktivasyonu sonucunda karsinojenik
metabolitler olusur. Bu karsinojenik metabolitlerden birisi de
benzo(a)pyrene 7,8- 9,10 diol epoksit (BaPDE)'dir [8].

Glutatyon S-transferaz (GST) enzimleri ksenobiyotik meta-
bolizmasinin faz Il evresindeki konjugasyon reaksiyonlarini
katalizleyen bir enzim siiper ailesidir. Ozellikle PAH'larin me-
taboliti olan BaPDE gibi mutajenik ve karsinojenik aktivite
gosteren DNA-reaktif molekulleri detoksifiye eder [9]. Ayrica
GST enzimleri kemoterapatik ilaglar, cevresel karsinojenler ve
endojen molekuller olmak Uzere ksenobiyotiklerin genis bir
spektrumunu detoksifiye ederler [10]. Sitozolik GST enzim aile-
si genetik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore cesitli alt ailelere
ayrilmaktadir. Bunlar GSTA, GSTM, GSTP, GSTS, GSTT, GSTO ve
GSTZ' dir. Ayrica bu siniflar icinde bir¢ok izoenzimler tanimlan-
mistir [11]. GST enzimlerinin gen ekspresyonu polimorfik bir
dagihm gosterir. Bu da gerek cevresel karsinojenlerin detoksi-
fikasyonunda gerekse de ilaglarin metabolizmasinda bireysel
farkhhklara yol acar [12]. Erken baslangi¢li akciger kanserleri-
nin patolojisinde genetik faktorlerin roll ileri yasta gorilenlere
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gore daha fazladir. Bircok calismada GST gen polimorfizminin
geng yaslarda kanser gelisim riski ile glicli bir sekilde iligkili
oldugu bildirilmistir [13-15].

GST’ lerde gorilen bazi polimorfizmler, enzim aktivitesinde
degisiklik meydana gelmesine veya tamamen enzim aktivi-
tesinin kaybolmasina neden olur. Ornegin, GSTM1 ve GSTT1
gen silinmeleri, bu enzimlerin aktivitelerinin tamamen kay-
bolmasiyla sonuclanir. GSTP1 enziminin ekzon 5'te (ile105Val)
ve ekzon 6'daki (Ala114Val) tek niikleotid polimorfizmleri bu
enzimin aktivitesini azaltir [16]. GST polimorfizmleri ile ak-
ciger kanseri riski arasindaki iliskiler cesitli popilasyonlarda
incelenmistir. Bazi calismalar GSTM1, GSTP1 ve GSTT1 poli-
morfizmleri ile akciger kanseri riski arasinda bir iliski oldugunu
ortaya koymaktadir [17-19]. Ayrica, duyarli GST genotiplerinin,
daha agresif timor fenotiplerinin ortaya ¢cikmasina ve hayatta
kalma siresinin azalmasina yol acabilen p53 ve K-ras genle-
rindeki ylksek mutasyon frekanslariyla iliskili oldugu bildiril-
mistir [20]. TUrk popiilasyonunda yapilan bir calismada GSTP1,
GSTM1 ve GSTT1 polimorfizmlerinin akciger kanseri gorilme
riskini artirdigi 6ne stirilmustur [21]. Yine Turk populasyonun-
da yapilan diger bir calismada KHAK gelisimi ile GSTP1 poli-
morfizmi arasinda bir iliski oldugu 6ne surllmustdr [22].

Yukarida belirtilen nedenlerden dolay! bu c¢alismada, KHAK
hastalarinda GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 polimorfizmlerinin aras-
tirlmasi amaclanmistir.

Gereg ve Yontemler
Hastalar

Bu calismaya Atatlirk Gogus Hastaliklari ve Goguls Cerrahi-
si Egitim ve Arastirma Hastanesi'nde KHAK tanisi konulan 28
hasta dahil edildi ve calisma lokal etik komitesi tarafindan
onaylandi. GST polimorfizmleri hastalardan alinan kan 6rnek-
lerinde calisildi. Calisma sirasinda tiim uygulamalarda 1964
Helsinki Bildirgesi'nin ve ulusal/kurumsal bilimsel arastirma
komitelerinin etik standartlarina uygun hareket edildi.

Tani Yontemleri

Calismamizda hastalara KHAK tanisi konulmasinda direkt go-
gus grafisi, bilgisayarh akciger tomografisi ve kemik sintigrafisi
gibi goriinttileme yontemleri kullanildi. Ayrica patolojik tani
icin igne aspirasyon biyopsisi, bronkoskopik biyopsi ve cerrahi
olarak alinan biyopsi 6rnekleri kullanildi.

DNA izolasyonu

Yazili onaylari alindiktan sonra her bir hastadan yaklasik 5 ml
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vendz kan ornegi alindi. Alinan kanlarla standart tuz ¢oktiirme
yontemine gore [23] gelistirilmis hazir kit kullanarak (Prome-
ga, Madison WI, ABD) lenfositlerden DNA izolasyonu yapildi.
Elden edilen DNA'nin 260 nm dalga boyunda verdigi absor-
banslar degerlendirilerek saflik ve miktar tayini yapildi. izole
edilen DNA'lar kullanilincaya kadar -200 C' de saklandi.

Genotiplerin Belirlenmesi

GSTM1 ve GSTT1 genotipleri multipleks polimeraz zincir reak-
siyonu (PCR) yontemi ile Abdel-Rahman ve ark!larinin (1996)
acikladigi metod kullanilarak belirlendi [24]. Kisaca, 1 ug izole
edilmis DNA, GSTM1 primerleri (sense 5-GAA CTC CCT GAA
AAG CTA AAG G, antisense 5'-GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG
G) ayrica GSTT1 (sense 5-TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC,
antisense 5'-TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA) primerlerinin her
birinden 30 pmol iceren 30 pL reaksiyon karisiminda amplifiye
edildi. internal kontrol olarak ekzon 7'de bulunan CYP1A1 geni,
uygun primerler (sense 5-GAA CTG CCA CTT CAG CTG TCT, an-
tisense 5'-CAG CTG CAT TTG GAA GTG CTC) kullanilarak birlikte
amplifiye edildi. Reaksiyon karisimi ayrica her bir dNTP'den 200
pmol, 3 uL T0XPCR tamponu (100 mM Tris-HCI pH 9.0 25°C, 500
mM KCl), 1.6 mM MgClI2 ve 0,75 (inite DNA Taq polimeraz (Pro-
mega, Madison WI, ABD) iceriyordu. Amplifikasyon icin Thermo
Hybaid (Massachusetts-ABD) PCR cihazi kullanildi. Reaksiyon
kosullari 94°C'de 5 dakika ilk denatiirasyon, ardindan 2 dakika
94°C'de 35 PCR dongusu erime, 1 dakika 59°C'de yapisma ve
72°C'de 10 dakika sentez basamaklarindan olustu. PCR Griinleri,

%3 (w/v) agaroz jel elektroforezi ile ayrildi.

GSTP1 genindeki ile105Val polimorfizmi PCR-RFLP yéntemi
kullanilarak yapilmistir [24]. Toplam 30 pL reaksiyon karisimi;
3 uL 10XPCR tamponu, (100 mM Tris-HCI pH 9.0 25°C, 500 mM
KCl), 1.2 mM MgCl2, 100 pmol dNTP karisimi, 25 pmol GSTP1
primerleri (sense, 5'- AAT ACC ATC CTG CGT CAC CT, antisense
5'-TGA GGG CAC AAG AAG CCCCTT), 0,75 Ulinite DNA Taq poli-
meraz (Promega, Madison WI, ABD) ve 0.6 ug DNA iceriyordu.
Thermo Hybaid (Waltham, MA, ABD) PCR cihazinda reaksiyon
kosullarn 95°C'de 2 dakikalik 1 déngu, 94°C'de 0,5 dakikalik 40
dongd, 55°C'de 0,5 dakikalik ve 72°C'de 0,5 dakikalik 1 déngi
ve ardindan 72°C'de 10 dakikalik sentez basamadi olacak se-
kilde ayarlandi. Elde edilen PCR Uriinleri BsmAl (New England
Biolabs, Ipswich, MA, ABD) enzimi ile kesildi ve kesim Griinleri
%3 (w/v) agaroz jel elektroforezi ile ayristirildi.

Bulgular

Kucuk hucreli akciger kanseri tanisi almis 28 hastada belirle-
nen GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 ile105Val polimorfizmlerine ait
genotip frekanslar Tablo 1'de gosterilmektedir. GSTM1 pozi-
tif genotipe sahip bireylerin sayisi 11 (%39,3), GSTM1 negatif
(null) genotipe sahip bireylerin sayisi 17 (%60,7), GSTT1 pozi-
tif genotipe sahip bireylerin sayisi 27 (%96,4), GSTT1 negatif
(null) genotipe sahip bireylerin sayisiise 1 (%3,6) olarak bulun-
mustur. GSTP1 ekzon 5 ile/ile (yabanil tip) genotipe sahip bi-
reylerin sayisi 15 (%53,6), GSTP1 ile/Val, Val/Val (varyant) geno-
tipe sahip bireylerin sayisi ise 13 (%46,4) olarak belirlenmistir.

Tartisma

Glutatyon S-transferazlarin islevi, tiitiin dumaninda bulunan
polisiklik aromatik hidrokarbonlari glutatyon konjugasyonu ile
detoksifikasyonudur. Eksik veya azaltilmis aktiviteye sahip en-
zimleri kodlayan GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 genlerindeki polimor-
fizmler, akciger kanseri riskinin potansiyel degistiricileri olarak
incelenmistir. Potansiyel duyarlilik gen polimorfizmleriyle iliski-
li riskin, diisiik maruziyet seviyelerinde en belirgin olabilecegi
varsayllmaktadir [26]. Beyaz irka ait saglikli kontrol poptilasyon-
larinda GSTM1 null genotipe sahip bireylerin ylzdesi yaklasik
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%50 civarindadir [12]. Bizim yaptigimiz caismada GSTM1 null
genotipe sahip bireylerin yiizdesi 60,7 olarak bulundugu dikka-
te alindiginda KHAK hastalarinda bu genotipe sahip bireylerin
yuzdesi saglikli kontrollere gore yuksektir. GSTM1 null genotip
ile akciger kanseri riski arasindaki iliskiyi degerlendirmek icin
bir dizi epidemiyolojik calisma yapilmistir. Bu risk, Afrikali-Ame-
rikali ve Asyali populasyonlarda Kafkasyalilara gére daha fazla
gorinmektedir. Son arastirmalar, CYP1A1, NAT2 veya GSTP1
polimorfizmleriyle birlestirilmis GSTM1 null genotipin, tek basi-
na GSTM1 null genotipten daha buytik bir akciger kanseri riski
tasidigini gostermistir [27]. CYPT1A1, CYP2D6 ve CYP2E1'deki ve



kusurlu GST ve N-asetiltransferaz enzimlerindeki degisen feno-
tipler ve genotipler, akciger ve diger kanserlerin gelisme riskinin
artmasiyla iliskilendirilmistir. CYP1A1 ve GSTM1' de es zamanli
olarak yuksek riskli genotipleri tasiyan popllasyonda akciger
kanseri riski carpici bicimde artar [28]. Cin de yapilan bir meta
analizde 46 calisma ele alinmig, CYPTAT1 varyant ile GSTM1 null
genotipleri ve artmis akciger kanseri riski arasinda bir iliski oldu-
guna dair kanit bulmuglardir [29]. Yine yapilan baska bir calis-
mada GSTM1 null genotipinin akciger kanseri ile iligkili oldugu
bulunmustur. GSTM1 null genotipi ve CYP1AT varyant genoti-
pini tastyan bireylerde akciger kanseri riski, bu genotipleri tasi-
mayan bireylere gore 2,75 kat daha fazla oldugu ayni calismada
gosterilmistir [30].

Cahsmamizda kiiguik hiicreli akciger kanseri tanisi alan hasta-
larda, GSTT1 null genotipe sahip bireylerin orani %3,6 olarak
belirlenmistir. GSTT1 null genotipe sahip bireylerin beyaz irk-
taki saglikli kontrol popilasyonlarindaki ylizdesinin yaklasik
%20 oldugu [12] g6z onlinde bulunduruldugunda KHAK ile
GSTT1 null genotipin ters iliskili olabilecegini diisindiirmekte-
dir. Nitekim GSTT1 null genotip ve KHAK riski arasindaki iliskiyi
inceleyen bazi calismalarda GSTT1 null genotipin disik KHAK
riski ile iliskili oldugu belirlenmistir [31].

Bu calismada KHAK hastalarinda GSTP1 ekzon 5 ile/ile (yabanil
tip) genotip ve GSTP1 ile/Val, Val/Val (varyant) genotipe sahip
bireylerin ylizdesi beyaz irktaki saglikli kontrol poptilasyonla-
rindaki GSTP1 ekzon 5 genotip ytizdeleriyle [12] uyumlu oldu-
gundan GSTM1 ve GSTT1 polimorfizmlerine benzer bir iligki
GSTP1 ekzon 5 polimorfizmi icin s6z konusu degildir.

Sonug olarak saglikh poptlasyonlarla karsilastirldiginda bu ¢a-
lisma, artmis GSTM1 null genotip ylzdesi ve azalmis GSTT1 null
genotip ylzdesi ile KHAK arasinda bir iliski olabilecegini ortaya
koymaktadir. Ancak bunun ileriye dontik olarak yapilacak daha
genis olcekli calismalarla teyit edilmesi gerekmektedir.

Etik Kurul Onayi

Bu calisma lokal etik komitesi tarafindan onaylanmistir (Tarih:
12.09.2003, Karar No: 70).

Aydinlatilmig Onam: Calismaya katilan tiim hastalardan aydin-

latilmig yazili onam alinmistir.
Hakem Degerlendirme Stireci: Harici cift kor hakem degerlendirmesi.
Cikar Catismasi Durumu

Yazar bu ¢alismada herhangi bir ¢ikara dayali iliski olmadigini
beyan etmistir.

0)

AN
>

KUNAK
IGST polimorfizminin klictk hiicreli akciger kanserindeki roli

Finansal Destek
Yazar bu calismada finansal destek almadigini beyan etmistir.
Yazar Katkilari

Yazar; makalenin tasarimina, ylrutilmesine, analizine katildi-
gini ve son sirimiinl onayladigini beyan etmistir.
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