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OZGUN ARASTIRMA

Tip 1 Diyabet (T1D)'li Turk Hastalarda
Glutatyon-S-Transferaz (GSTT1 ve GSTM1)
Gen Polimorfizmlerinin Arastiriimasi
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OZET

Oksidatif stres, tip 1 diyabet (T1D) ve komplikasyonlarinin gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir Oksidatif stresin zararli etkilerine kars
savunma sistemlerinden biri de Glutatyon-S-Transferaz (GST)’dir. Calismamizda, GSTT1 ve GSTM1 gen polimorfizmleri ile TID’li Tiirk
hastalar arasindaki iliskiyi aragtirmayi amagladik. Calismamiza, T1D tanisi konmus 71 hasta ile 62 kontrol birey dahil edildi. GSTM1 ve
GSTT1 gen polimorfizmini degerlendirmek igin multiplex PCR yontemi kullamldi. Istatistiksel analizde anlamlilik diizeyi p <0.05 olarak
belirlendi. GSTT1 ve GSTM1 negatif(null) genotipleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde, gruplar arasinda anlaml bir fark saptanmadi
(p>0.05). Bu sonuglar GSTT1 ve GSTM1 negatif(null) genotiplerinin T1D ve komplikasyonlarin gelisimi i¢in katkisinin olmadigimi goster-
mektedir fakat daha genis olgu sayili ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Polimorfizm. Tip 1 diyabet. GSTT1 geni. GSTML1 geni.

Investigation of Glutathione-S-Transferases (GSTT1 and GSTML1) Gene Polymorphisms in Turkish Patients with
Type 1 Diabetes(T1D)

ABSTRACT

Oxidative stress plays an important role in the development of type 1 diabetes(T1D) and its complications. Glutathione-S-Transferases
(GST) is one of the defense systems against the harmful effects of oxidative stress. In our study, we aimed to investigate the relationship
between GSTT1 and GSTM1 gene polymorphisms and Turkish patients with T1D. In our study, 71 patients were diagnosed with T1D and 62
control subjects were included. GSTM1 and GSTT1 gene polymorphisms were used to evaluate the multiplex PCR method.In statistical
analysis, the level of significance was set at p<0.05. GSTT1 and GSTM1-negative (null) genotypes were evaluated statistically, no signifi-
cant difference was found between the groups (p>0.05). These results show that GSTT1 and GSTM1-negative (null) genotypes may not
contribute to the development of T1D and its complications but more studies with larger sample size are needed.
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bir¢ok fizyolojik ve ksenobiyotik maddelerin atilimin-
da 6nemli bir rol oynayan ¢ok fonksiyonlu bir enzim
ailesidir. insanda GST, alpha, mu, omega, pi, sigma,
theta gibi ¢esitli siniflara ayrilmis olup birgok organda
sentezlenmektedir. Huicre tipine ve gen polimorfizmle-
rine gére ekspresyonlar1 degisebilmektedir. Ozellikle
GSTT1 ve GSTM1 kodlayan genlerin yiiksek poli-
morfik 6zellikte oldugu bilinmektedir®®*°. Calisma-
larda, 1. kromozomun kisa kolunda lokalize olan
GSTML1 geni ile 22. kromozomun uzun kolunda loka-
lize olan GSTT1 genindeki homozigot delesyonlar
(null genotip) sirasiyla % 40-60 ve % 10-20 oranlarin-
da bulunmus ve bu genotipin enzim aktivitesinde
azalmalara neden oldugu saptanmis. Dolayisiyla oksi-
datif strese karsi savunma kapasitesinde bozulmalar
sonucu diyabet ve komplikasyonlarinin gelisebilecegi
belirtilmis"*°. GSTT1 ve GSTM1 gen polimorfizmleri
ile T1D iliskisini arastiran c¢aligmalar sinirli sayida
olup retinopati, noropati, nefropati gibi komplikasyon-

lara etkisi tam olarak bilinmemektedirt®*,

Bu caligmamizda, Tirk T1D hastalarinda GSTT1 ve
GSTM1 gen polimorfizmlerinin hastalik gelisimine
etkisini incelemeyi ve komplikasyonlarla olas1 iliskiyi
arastirmay1 amagcladik.

M. Karkucak, ark.

459 b¢ PCR firiinii olusmasi beklendi.. Olusan {iriinler
degerlendirmek i¢in ethidium bromide katilmig %2°1ik
agaroz jelde yuritildi. Oncelikle reaksiyonunun ger-
¢eklesip gerceklesmedigini gosteren albumin geninin
kontrol 350 bg Uriin bantina bakildi. Kontrol iiriinii
yoksa PCR tekrar edildi. GSTT1 geninin(459 bg) ve
GSTML1 geninin(219 bg) PCR drind varsa ‘pozitif
genotip’ yoksa homozigot delesyon varligini gdsteren
‘negatif(null) genotip’ olarak genotip tayini yapildi.
Calismada yas degiskeni tanimlayici istatistik olarak
medyan(minimum-maksimum)  degerleriyle ifade
edilmis olup hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki karsi-
lastirmas1 Mann Whitney U testi kullanilarak yapil-
mustir. Kategorik degiskenler ise sayr ve ilgili yiizde
degerleriyle ifade edilmis olup, kategorik degiskenle-
rin gruplar arasi karsilastirmalarinda Pearson ve Yates
duzeltmeli ki-kare testi kullamlmigtir. Calismanin
analizleri SPSS 13.0(Chicago, IL.) programinda ya-
pilmis olup p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

Gerecg ve YOntem

Calismaya Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Endok-
rinoloji Bilimdali’na bagvuran T1D tanis1 almig 71
hasta dahil edildi. Kontrol grubu ise herhangi bir di-
yabet hikayesi olmayan 62 bireyden olusmaktaydi.
Kisilerin yas, cinsiyet, genotip ve gelisen komplikas-
yonlar dahil olmak (izere demografik bilgileri kayit
edildi. Calisma icin Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurulu’ndan onay alinmis olup calismaya katilan
hastalar ¢alisma hakkinda bilgilendirilmistir.

DNA izolasyon kiti (Dr. Zeydanli Hayat bilimleri,
Turkiye) prosediirii kullamlarak alinan kan 6rnekle-
rinden genomik DNA izolasyonu yapild. izole edilen
DNA’larda GST M1 ve GST T1 genlerinin polimor-
fizmini belirlemek icin multipleks PCR yontemi kul-
lanildi. GST-T1 polimorfizmi icin forward 5’-
TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3" ve reverse
5’-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3*  primerleri,
GST-M1 polimorfizmi icin forward 5’-
GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3 ve reverse
5-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3’ primerleri,
internal kontrol amaci igin ise Albumin forward 5°-
GCCCTCTGCTAACAAGTCCTAC-3’ ve reverse 5’-
GCCCTAAAAAGAAAATCCCCAATC-3’ primerle-
ri kullamldi™'®. PCR kondusyonlar;; 5 dakika 94
°C’de ilk denatiirasyon , 35 siklus (94 °C’de 1 dakika
(denattirasyon), 58 °C’de 1 dakika (annealing), 72
°C’de 1 dakika(uzama) ve son olarak 72 °C’de 10
dakika( son uzama) seklinde yapildi. Albumin igin
350 bazgifti(bg), GSTML1 icn 219 bg ve GSTT1 igin
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Bulgular

Caligsma, 71 T1D hasta ve 62 kontrol olmak iizere 113
bireyden olustu. Hasta grubunun 45°i(%63.4) kadn,
26’s1 (%36.6) erkekti ve medyan yas1 29(18-61) yildi.
Kontrol grubunda ise 38 (%61.3) kadin ve 24 (%38.7)
erkek olup medyan yasi 31(20-47) yildi. Hasta ve
kontrol grubu arasinda cinsiyet ve yas agisindan an-
lamlh bir farklilik gozlenmedi (sirastyla
p=0.945,p=0.227,) (Tablo I).

Tablo I- Hasta ve kontrol gruplarinda klinik 6zellikler
ve GST gen polimorfizmlerinin dagilimi

Hasta grubu Kontrol grubu  p-
n=71 n=62 degeri
Cinsiyet
Kadin 45(63.40) 38(61.30) 0,945
Erkek 26(36.60) 24(38.70) '
Yas (yil) 29(18-61) 31(20-47) 0.227
GSTT1 gen polimor-
fizmi
T1 Pozitif genotip 54(76) 47(76)
T1 Negatif genotip 1.000
(null genotip) 17(24) 15(24)
GST M1 gen polimor-
fizmi
M1 Pozitif genotip 27(38) 28(45)
i i 0.405
M1 Negatif ggnonp 44(62) 34(54)
(null genotip)

T1D hasta grubunda GSTT1 negatif (null) genotipi
tagiyan hasta sayisi 17(%24) bulunurken kontrol gru-
bunda ise 15(%24) olarak saptandi. Gruplar GSTM1



Tip 1 Diyabette GST Gen Polimorfizmleri

polimorfizmi agisindan degerlendirildiginde ise nega-
tif (null) genotipi hasta grubunda 44(%62) olup kont-
rol grubunda ise 34(%54) idi. GSTT1 negatif(null)
genotiplerin sikliklar1 hasta ve kontrol gruplarinda
ayni oranlarda ¢ikti(sirasiyla,%24,%24). Genotip
sikliklar1 GSTM1 agisindan incelendiginde ise hasta
grubunda kontrol grubuna gore yiiksek c¢ikmis-
tir(sirasiyla, %64, %52). GSTT1 ve GSTMI nega-
tif(null) genotipleri istatistiksel olarak degerlendirildi-
ginde gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi
(swrastyla, p=1.000, p=0.405 )(Tablo I).

T1D hasta grubu kendi iginde retinopati, nefropati ve
noropati gelisimi agisindan degerlendirildi. T1D hasta-
lartin  27°sinde retinopati, 21’inde ndropati ve
22’sinde nefropati gelisimi gozlendi. Hastalar, retino-
pati, ndropati ve nefropati gelisimi ile genotip siklikla-
11 agisindan incelendiginde istatistik olarak anlamlilik
godzlenmedi (p=1.000)(Tablo II).

Tablo I1- GSTT1 ve GSTML1 gen polmorfizmlerinin
komplikasyonlara(retinopati, néropati, nef-
ropati) gére dagilimi ve iliskisi

GSTT1  GSTT1 GSTM1 ~ GSTM1
Pozitif ~ Negatif degeri Pozitif ~ Negatif degeri
n=54 n=17 n=27 n=44
Retinopati
var 21(38.90) 6(35.30) 10(37.00) 17(38.60)

1.000 1.000

yok 33(61.10) 11(64.70)
Noropati

var 16(29.60) 5(29.40)

yok 38(70.40) 12(70.60)
Nefropati

var 17(31.50) 5(29.40)

yok 37(68.50) 12(70.60)

17(63.00) 27(61.40)

8(20.60) 13(29.50)

1.000 19(70.40) 31(70.50)

1.000

8(20.60) 14(31.80)

L0001 970.40) 30(68.20)

1.000

Tartisma

Hipergliseminin yol ac¢tigi oksidatif stresin diyabet
komplikasyonlarinin olusumunda Kkritik bir faktor
oldugu kabul edilmistir. Ayrica diyabette, reaktif oksi-
jen tdrlerinin Uretiminin arttig1 ve antioksidan savun-
mada azalma oldugu gosterilmistir™*"*°. Antioksidan
savunmada rol oynayan Glutatyon S-transferazlar, cok
fonksiyonlu detoksifikasyon enzimleridir. GST, toksik
ara maddelerin temizlenmesi ve oksidatif stresten
korunmada bireysel farkliliklara neden olabilen poli-
morfik genler tarafindan kodlanmugtir®®?,

Bu ¢alismamizda, polimorfik genlerinden olan GSTT1
ve GSTML1 genlerinin negatif (null) genotipi ile T1D
ve komplikasyonlarimin gelisimi arasindaki iliskiyi
aragtirmayr amacladik. Calismamizin sonuglar1 ince-
lendiginde T1D hasta grubu ile kontrol grubu arasinda
istatiksel bir fark gozlenmedi. Ayrica T1D hasta gru-
bunda retinopati, néropati ve nefropati komplikasyon-
larmin  gelisimi ile GSTT1 ve GSTMI gen poli-
morfzmi agisindan iligki saptanmadi.

T1D komplikasyonlarinin gelisimi ile GSTT1 ve
GSTM1 gen polimorfizmlerinin iligkisini arastiran az
sayida calisma bulunmaktadir. Chistiakov ve ark.™
yaptigi ¢calismada, 216 noropati gelisen T1D hasta ile
250 noropati gelismeyen T1D hasta arastirilmis. Her
iki grupta polimorfizmler agisindan iliski saptanma-
mugtir. Yine noropatili T1D hastalarinda yapilan Zoto-
va ve ark." calismasinda da genotipler arasinda dagi-
Iim agisindan bir fark gézlenmemis ve negatif (null)
genotipin ndropati gelisimi lizerine etkisinin olmadig1
belirtilmistir. Hovnik ve ark.* yaptizi calismada ise
retinopati ve nefropati gelisen T1D hastalarinda
GSTM1 negatif(null) genotipinin retinopati geligimin-
de etkisi olup nefropatiye etkisinin olmadig1 bulun-
mustur. GSTT1 negatif(null) genotipinin ise hem
retinopati hem de nefropati ile iliskisinin olmadig1
goriilmiis. Ayrica GSTML1 negatif genotipinin diyabet-
te retinopati gelisme riskini arttirdigi icin genetik
panele bir belirte¢ olarak eklenebilecegi onerilmistir.

Bekris ve ark.’® yaptigi ¢alismada ise GSTT1 ve
GSTM1 gen polimorfizmlerinin komplikasyonlarla
iliskisi degil de hastalik gelisimine etkisi aragtirmak
icin vaka-kontrol calismasi yapilmis. Isveg popiilas-
yonunda yapilmigs bu ¢aligmada GSTT1 ve GSTM1
gen polimorfizmleri agisindan T1D hasta grubu ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak bir fark
saptanmamug. Fakat hastalar baslangi¢ yaslarina gore
smiflandirildiginda, 14-20 yas araligindaki GSTM1
negatif(null) genotipin hasta ve kontrol grubu arasinda
anlamli derecede fark bulunmus. Bu calismada T1D
hasta grubunda GSTT1 ve GSTM1 negatif(null) geno-
tip sikliklari, %14 ve %52 oranlarinda bulunmustur.
Bizim ¢alismamizda ise sirasiyla % 24 ve %62 olarak
saptadik. Bu aradaki farkin genotip sikliklarmin etnik
ve cografik olarak degisiklik gosterebilmesinden kay-
naklandigimi diisiinmekteyiz.

Calismamiz, yaymlamis diger c¢alismalara gére olgu
sayisinin az olsa da GSTT1 ve GSTM1 gen polimor-
fizmlerinin farkli bir toplumdaki T1D hastalarinda
arastiritlmis olmasi, hem hastalik gelisimi hem de her
l¢ komplikasyonla iliskisinin arastirllmasi agisindan
Onem arz etmektedir. Sonug olarak bu veriler, GSTT1
ve GSTM1 gen polimorfizlerinin Tirk T1D hastalik
ve komplikasyonlarinin gelisiminde rolii olmadigimi
gOstermektedir. Bu calisma, daha genis T1D hasta
sayili ¢aligmalar yapilarak ve diger etkisi olabilecek
gen polimorfizmleri de arastirilarak desteklenmelidir.
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