Allerjik Kontakt Dermatit ve

Glutatyon S-Transferaz Gen Polimorfizmi iligkisi

THE RELATIONSHIP BETWEEN GLUTATHIONE S-TRANSFERASES GENE
POLYMORPHISM AND ALLERGIC CONTACT DERMATITIS

Kiymet BAZ*, Liiliifer TAMER**, Ayca CORDAN YAZICI*, Nurcan ARAS ATES***,
D.Deniz DEMIRSEREN*#*** Bahadir ERCAN***** Ugur ATIK#*****

* Yrd.Dog.Dr., Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dermatoloji AD,

*k Dog.Dr., Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya AD,

#*#%  Yrd.Dog.Dr., Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi Biyoloji ve Genetik AD,
##x%  Arg Gor.Dr., Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dermatoloji AD,

##x6% - Arg Gor.Dr., Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya AD,

##x%%% Prof. Dr., Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya AD, MERSIN

Ozet

Amag: Bir multifonksiyonel enzim ailesi olan glutatyon S-
transferaz (GST), allerjenlerin ve metobolitlerinin faz II
biyotransformasyon ile inaktivasyonunda 6nemli bir role
sahiptir. Insan dokularinda sentezlenen GST; alfa (A),
mii (M), pi (P), teta (T), kappa (K) ve zeta (Z) olmak ii-
zere bagslica bes simifta yer alir. Bu enzimlerin sentezin-
den sorumlu GST genleri arasinda GSTM1 and GSTM3,
GSTTI1, GSTP1, and GSTZ1 genleri polimorfiktir. GST
polimorfizminin bazi hastaliklarin gelisiminde etkili ola-
bilecegi bildirilmistir. Caligmamizda, allerjik kontakt
dermatit ile GSTM1, GSTT1, GSTP1 (GSTP1 Ile/lle,
GSTP1 Ile/Val, GSTP1 Val/Val) gen polimorfizmleri
arasindaki iliskiyi belirlemeyi amacgladik.

Yontemler: Kirkbir allerjik kontakt dermatitli hasta ve 184
saglikli kontrol caligmaya dahil edildi. Hasta ve kontrol
grubunda, periferal lenfositlerden elde edilen DNA o6r-
neklerinden “LightCycler real-time” polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemiyle GST genotiplemeleri ya-
pildi. Hastalik ile gen polimorfizmleri arasindaki iliski-
yi belirlemede binary lojistik regresyon analizi kulla-
nild1.

Bulgular: Kontakt dermatitli hastalarda GSTM1 ve GSTT1
negatif genotip sikligi, kontrol grubuna goére daha yiik-
sekti (sirastyla OR=2.95, 95% CI: 1.40-6.20; OR=2.82,
95% CI: 1.34-5.90). GSTM1 pozitif, GSTT1 negatif ve
GSTP1 Val/Val yanisira GSTMI1, GSTT1 negatif ve
GSTP1 Val/Val genotip kombinasyonlar1 da kontakt
dermatit gelisimi igin artmus risk teskil ediyordu (sirasty-
la,0OR 4.57,95% CI 1.10-18.87; 95% CI: 1.30-33.94).

Sonuglar: Bulgularimiz GSTT1 negatif ve GSTMI1 negatif
genotiplerin allerjik kontakt dermatit gelisiminde rolii
olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte bulgulari-
muzin ileri ¢aligmalarla desteklenmesi gerektigi inancin-
day1z.

Anahtar Kelimeler: Allerjik kontakt dermatit,
Glutatyon S-transferaz gen polimorfizmi
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Summary

Objective: Glutathione S-transferases (GST), a family of
multifunctional enzymes, play a particular role in the de-
activation process of allergens and their metabolites in
biotransformation phase II. The mammalian soluble GST
are divided into five main classes; alpha (A), mu (M), pi
(P), theta (T), and zeta (Z). GST genes ensure synthesis
of these enzymes. Among these, GSTM1 and GSTM3,
GSTT1, GSTP1, and GSTZ1 genes are polymorphic. It
has been reported that GST polymorphisms may be dis-
ease modifying. In the present study, we examined
whether polymorphisms in the GSTM1, GSTT! and
GSTP1 (GSTP1 Ile/lle, GSTP1 Ile/Val, GSTP1 Val/Val)
genes are associated with allergic contact dermatitis.

Methods: 41 patients with allergic contact dermatitis and 184
healthy controls were enrolled in this study. In both pa-
tients and controls, DNA was extracted from the peripheral
lymphocytes by high pure template preparation kit .The
polymorphisms of GSTT1, GSTM1 and GSTP1 were ana-
lyzed by real time PCR with LightCycler instrument. The
association between GSTM1, GSTT1 and GSTP1 poly-
morphisms and contact dermatitis was modeled through
multivariate logistic regression analysis.

Results: Contact dermatitis patients presented a higher preva-
lence of the GSTM1 and GSTT1 null genotype than the
healthy individuals (OR=2.95, 95% CI: 1.40-6.20;
OR=2.82, 95% CI: 1.34-5.90, respectively). The com-
bined GSTM1 present, GSTT1 null and GSTP1 Val/Val
and also the combined GSTM1, GSTT1 null and GSTP1
Val/Val genotypes were associated with an increased risk
of developing allergic contact dermatitis (OR 4.57, 95%
CI 1.10-18.87; 95% CI: 1.30-33.94, respectively).

Conclusions: Our results may suggest that GSTT! and
GSTMI1 null genotypes play a role in the pathogenesis of
allergic contact dermatitis. However, we believe that our
findings need to be supported by further studies.

Key Words: Allergic contact dermatitis,
Glutathione S-transferases gene polymorphism
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Kiymet BAZ ve Ark.

Glutatyon S-transferaz (GST) enzimleri faz II
enzimleri olup, kemoterapdtik ilaglar, karsino-
jenler, ¢evre kirliligi etkenleri ve ksenobiyotikler
ile glutatyon arasinda konjugasyonu katalizleyen
bir dimerik enzimler ailesidir. GST, reaktif oksijen
radikallerinin ve sigara tiitiininde bulunan
karsinojenlerin  (monohalometanlar, etilenoksit,
diklorometan ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlar) detoksifikasyonunda, lipid
peroksidasyonu sonucunda olusan 4-
hidroksinonenal gibi ajanlarin metabolizmasinda
onemli bir role sahiptir. Bunun disinda, GST sub-
stratlar1 arasinda parasetamol ve kemoterapotikler
gibi farmakolojik ilaglar da yer almaktadir. GST
enzimleri yukarida sayilan bilesiklerin glutatyon
ile konjugasyonunu saglayarak suda ¢oziliniir bile-
sikler haline doniistiirdr, dolayistyla
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve dokularin
oksidatif zarardan korunmasinda 6nemlidir (1-7).

Insan  dokularinda  sentezlenen =~ GST
izoenzimleri alfa (A), mii (M), pi (P), teta (T),
kappa (K) ve zeta (Z) olmak {izere bes ana siifta
yer alir (1,8-10). Bu izoenzim siniflarinda yer alan
GSTM1, GSTM3, GSTT1, GSTP1 ve GSTZI
fenotipinden sorumlu genler polimorfik olmalari
nedeniyle molekiiler epidemiyolojik calismalarin
ozel ilgi alanina girmektedir (11). GSTT1 ve
GSTMI1 gen polimorfizminde, populasyonun %
15-50’sinde GSTT1 ve GSTM1 geni bulunmaz ve
homozigot gen delesyonu bulunan bu bireylerde
ilgili enzim sentezlenemez (12). GSTP1 g
genotip halinde bulunmakta olup bunlar GSTP1
Ile105Ile (Ile/Ile), GSTP1 Ilel05Val (Ile/Val),
GSTP1 Vall05Val (Val/Val)’dir. GSTP1 Ile/le,
bireylerde normal enzim fonksiyonu i¢in bulunma-
s1 gereken genotiptir. GSTP1 gen polimorfizminde
105. pozisyondaki amino asitte isolésin yerine
valin amino asidinin degisimi s6z konusu olursa
(GSTP1 Ile/Val veya GSTP1 Val/Val) GSTPI
enzim aktivitesi ve termostabilitesinde degisim
olur (13).

Son yillarda GST gen polimorfizmlerinin ¢e-
sitli hastaliklar i¢in bir risk faktorii olup olmadigi-
na iligkin aragtirmalar yogunlagmistir. Bu ¢aligma-
larda 6zellikle GSTM1 ve GSTT1 homozigot ne-
gatif alellerinin ¢evresel toksik bilesiklere
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(1,11,12,14-19) ve ksenobiyotiklerin allerjik etki-
sine duyarlilikta artma (14) ile iliskili olabilecegi
ileri slirilmiigtiir. Glutatyonun deride en yogun
bulunan antioksidan molekiil oldugu ve oksidatif
strese karst major hiicresel antioksidan gorevini
iistlendigi bilinmektedir (1-4,8,14). Buradan yola
cikilarak  yapilan ¢alismalarda, GST gen
polimorfizminin oksidatif stresle baglantili bazal
hiicreli kanser (1,11,17), UVB’ye bagli deri hasari
(18), kutan6z malign melanoma (19) gibi baz1 deri
hastaliklarinin ortaya c¢ikisinda etkili olabilecegi
bildirilmistir.

Allerjik  kontakt dermatit veya kontakt
hipersensitivite, hapten yapisindaki allerjenlerin
deriye temasini takiben ortaya ¢ikan lokal
inflamatuvar deri reaksiyonu ile karakterize, sik
goriilen, T lenfosit aracili bir hastaliktir. GST en-
zimleri ise allerjenler ve metabolitlerinin endojen
glutatyon ile konjugasyonunu katalize ederek, faz
II biyotransformasyon ile inaktivasyonunda 6énemli
bir role sahiptir (14). Bu ¢alismada, allerjik kontakt
dermatit ile GSTMI1, GSTTI1, GSTP1 (GSTPI
lle/lle, GSTP1 Ile/Val, GSTP1 Val/Val) gen
polimorfizmleri arasindaki iliskiyi belirlemeyi
amagladik.

Yontemler

Bu ¢alisma, Kasim 2002-Mayis 2003 tarihleri
arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Derma-
toloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir. Ca-
lismaya, allerjik kontakt dermatit tanis1 konan 41
hasta ve kontrol grubu olarak 184 saglikli birey
dahil edildi. Hasta grubunda allerjik kontakt
dermatit tanisi temel olarak hastanin Oykiisli ve
mevcut klinik bulgulara dayanilarak kondu. Bu-
nunla birlikte tan1y1 desteklemek amaci ile, mevcut
bulgularin daha da siddetlenmesi olasilig1 nedeniy-
le klinik bulgular1 siddetli olan ve son bir haftadir
yama testi sonuglarini etkileyebilecek herhangi bir
topik ya da sistemik tedavi alanlar disinda, testi
kabul eden 20 olguya Avrupa Standart serisindeki
22 madde ile yama testi yapildi.

Hasta ve kontrol grubu olusturulurken, hiper-
tansiyon, diyabet, koroner kalp hastaligi, kanser,
astim, otoimmiin hastaliklar gibi herhangi bir
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sistemik hastalig1 olanlar ile sigara ya da alkol
bagimliligi olan bireyler ¢aligma dist birakildi.

Kan érnekleri ve DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol grubundan steril silikonize 2
ml’lik EDTA’l1 vakumlu tiiplere ven6z kan 6rnek-
leri alind1 ve alinan kan 6rnekleri kullanima kadar
+4°C’de saklandi. Alinan kan 6rneklerinden “High
Pure PCR Template Preparation” kiti (Roche
Diagnostics, Gmbh, Germany) ile DNA 6rnekleri
elde edildi.

GSTT1, GSTM1 ve GSTPI Gen
Polimorfizminin Saptanmasi

DNA oOrneklerinden GST genotiplemeleri,
“Light-Cycler real-time” polimeraz zincir reaksi-
yonu (PCR) yontemiyle (Roche Diagnostics,
GmbH, Mannheim, Germany) Ko ve arkadaslari-
nin (20) oOnerdikleri sekilde yapildi. GSTTI,
GSTMI1 ve GSTPI igin primer ve prob dizileri
Tablo 1°de verilmistir.

Istatistiksel Analiz
Hastalik ile gen polimorfizmleri arasindaki i-
liskiyi belirlemede multivariete binary lojistik
regresyon analizi (Windows SPSS 11.5 istatistik
programi) kullanildi.

Bulgular
Hasta grubunda yer alan 41 hastanin 27’si ka-
din, 14’1 erkek; kontrol grubunu olusturan 184
bireyin 79’u kadin, 105’1 erkek idi (p=0.008). Yas
ortalamasi hasta grubunda 46.46 + 10.39, kontrol
grubunda ise 62.55+ 6.90 idi (p=0.0001).

Yama testi uygulanan 20 hastanin 3’{inde ni-
kel, 2’sinde peru balsami, 2’sinde kobalt klorid ile

pozitif allerjik reaksiyon saptandi.

Genotip analizinde, GSTMI1 negatif ve
GSTTI1 negatif genotipleri, hasta grubunda sirasiy-
la 2.95 ve 2.82 kat daha fazla tespit edildi (sirastyla
OR=2.95, 95% CIL 1.40-6.20 ve OR=2.82, 95%
CI: 1.34-5.90). GSTP1 gen polimorfizmi agisindan
hasta ve kontrol gruplar arasinda istatistiksel ola-
rak anlamli farklilik saptanmadi (Tablo 2). Hasta
ve kontrol grubunda GSTP1 alel siklig1 agisindan
da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptan-
madi (p=0.69; Tablo 3).

GST genotip profili ile kontakt dermatit arasi
iligki olup olmadigini tespit etmek icin, genotip
kombinasyonlarn ile iligkili kontakt dermatit riski
arastirildi. Kontakt dermatitli hastalarda GSTM1
pozitif, GSTT1 negatif ve GSTP1 Val/Val genotip
kombinasyonu 4.6 (OR=4.57, 95% CI 1.10-18.87);
GSTMI1 negatif , GSTTI negatif ve GSTPI
Val/Val genotipi ise 6.66 kat daha fazla (OR=
6.66, 95% CI: 1.30-33.94) tespit edildi (Tablo 4).

Tartisma

Allerjik kontakt dermatit olusumu, allerjene
ilk maruz kalmada goriilen duyarlanma fazi ve
allerjene tekrar maruz kalma sonucu hastaligin
klinik olarak ortaya ¢ikis faz1 olmak tizere iki fazda
gergeklesir.  Duyarlanma fazinda  allerjenler
Langerhans hiicreleri tarafindan T lenfositlere su-
nulur. Ancak bundan 6nce, hapten olarak adlandiri-
lan kiiclik molekiiler agirlikli reaktif bilesikler
halindeki allerjenlerin, antijenik O6zellik kazana-
bilmesi i¢in tasiyict epidermal proteinler ile
kovalen baglanmasi1 gerekir. Bunun i¢in 6ncelikle,
siklikla sitokrom P-450 tarafindan katalize edilen
bir dizi reaksiyon ile (faz I biyotransformasyon)

Tablo 1. Glutatyon S- tranferaz (GSTT1, M1 ve P1) polimorfizmi igin primer ve prob dizileri

Gen PCR primerleri

Hybridizasyon Problari

GSTM1 5’-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3’
5’-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3’
GSTT1 5- TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3’
5’-TCCAGGTCAACCGGATCAT-3’
GSTP1 5’-ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3’
5’-TGAGGGCACAAGAAGCCCCT-3’
3-globin 5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3”
5’-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-¥’

5’-LCR640-ATGGCCGCTTCCCAGAAACTCTG-3’
5’-TCACTCCTCCTTTACCTTGTTTCCTGCAAA-FL-3’
5’-LCR640-TCDAAGGCCGACCCAAGCTGGC-3’
5’-CCGTGGGTGCTGGCTGCCAAGT-FL-3’
5’LCR640-TGTGAGCATCTGCACCAAGGGTTGGGG-3”
5’-TGCAAATACATCTCCCTCATCTACACAAC-FL-3’

T Klin J Dermatol 2004,
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Tablo 2. GST genotiplerine gore kontakt dermatit gelisme riski.

Hasta (n=41)

Kontrol (n=184)

Degisken n (%) n (%) OR i 95% CI
GSTM1

Pozitif 14 (4.1) 103 (56.0) 1 (referans) —
Negatif 27 (65.9) 81 (44.0) 2.95 1.40-6.20
GSTT1

Pozitif 23 (56.1) 137 (74.5) 1 (referans) —
Negatif 18 (43.9) 47 (25.5) 2.82 1.34-5.90
GSTP1

Ile/Ile 16 (39.0) 83 (45.1) 1 (referans) —
Ile/Val 22 (53.7) 68 (37.0) 1.78 0.81-3.91
Val/Val 3(7.3) 33(17.9) 0.44 0.11-1.71

Multivariete binary lojistik regresyon testi i¢in £ OR (odds ratio), CI (confidence interval)

n: Ornek say1s1

Referans: GSTM1 ve GSTT1 gen i¢in pozitif, GSTP1 gen i¢in homozigot isoldsin olan bireyler

aktive olmalar1 gerekir. Bu reaksiyon sonucu
elektrofilik gruplar igeren sekonder allerjenler
olusur ve bunlar da proteinler gibi hiicresel
makromolekiiller ile baglanirlar. Daha sonra
allerjenlerin bu elektrofilik aktif metabolitleri
glutatyon, glukuronik, siilfat ve diger gruplara
baglanir (faz II biyotransformasyon). Bu biiyiik
polar molekiillere baglanma siklikla allerjenin
elektrofilik metabolitinin kimyasal aktivitesinde
azalma ve organizmadan hizla uzaklastirilmasina
neden olur. Sonug olarak allerjik aktivite, antijenin
faz 1 biyotransformasyon ile aktivasyon ve faz II
biyotransformasyon ile inaktivasyon reaksiyonu
arasindaki dengeye baglidir. GST enzimleri,
allerjenlerin  aktif = metabolitlerinin  endojen
glutatyon ile konjugasyonunu katalize ederek, faz
II biyotransformasyon ile inaktivasyonunda rol
oynar (14).

Son yillarda yapilan caligmalarda allerjik
(3,21-23) ve irritan (22-24) kontakt dermatit
patogenezinde oksidatif stresin roliine iliskin veri-
ler artmaktadir. Kontakt dermatit gelisimi sirasinda
direkt allerjen veya irritan madde tarafindan ya da
inflamatuvar mediatorler araciliy ile serbest radi-
kaller ortaya ¢ikmaktadir. Baslica serbest radikal
kaynagi inflamatuvar hiicresel infiltrattir; bagslan-
gicta sitimiile monositler siiperoksit iiretirken, daha
sonra polimorf niiveli 16kositler lokal siliperoksit
anyonu ve hidrojen peroksit iiretiminde artisa ne-
den olur. Aymi zamanda Kkeratinositlerde nitrik
oksit tretimi artar. Sonu¢ olarak ortamda artmus

28

Tablo 3. Hasta ve kontrol grubunda GSTP1 alel
siklig

Hasta (41) Kontrol(184)
GSTPI alel N (%) N (%)
Tle 54 (65.9) 234 (63.6)
Val 28 (34.1) 134 (36.4)
p=0.69
N = Alel sayis1
serbest radikaller, hiicre membraninda lipid

peroksidasyonuna, protein ve DNA hasarna yol
acar (3). Allerjik kontakt dermatitte, deride
oksidatif strese karsi major hiicresel antioksidan
olan glutatyonun inhibitor rolii oldugu gosterilmis-
tir  (3,21-23). Dolayisiyla GST  enzimleri,
allerjenlerin inaktivasyonu yanmi sira allerjik
kontakt dermatit gelisimi sirasinda ortaya g¢ikan
serbest radikallerin ortamdan uzaklastirilmasinda,
hiicrelerin oksidatif strese karsi korunmasinda da
onemli role sahiptir.

GST izoenzimlerinin doku ve organlardaki
dagilimi, kalitatif ve kantitatif farkliliklar gosterir
ve bu durum hiicrelerin toksik ajanlara kars1 duyar-
liligim1  etkiler. Deride en sik rastlanan GST
izoformunun GSTP oldugu bildirilirken (25),
GSTT1 ve GSTM1 izoenzimlerinin varlig1 da gos-
terilmis ve bu son iki izoenzimin diisiik aktivitesi
veya yoklugu ile iliskili defektif genotip tastyicila-
rm (GSTM1 ve GSTTI homozigot negatif
alellerinin), ¢evresel toksik ajanlara (1,15-19) ve

T Klin Dermatoloji 2004, 14
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Tablo 4. Kontakt dermatit gelisimi ile GST genotip profili arasindaki iligki.
Hasta Kontrol o
GSTM1 GSTTI GSTP1 n (%) n(%) OR (95% €D
1. Pozitif Pozitif Ile/Tle 3(7.3) 32(17.4) 1 (referans)
2. Negatif Pozitif Te/Tle 9 (22.0) 33(17.9) 2.90 (0.72-11.72)
3. Pozitif Negatif Tle/Tle 2 (4.9) 9 (4.9) 2.37 (0.34-16.42)
4. Pozitif Pozitif Ile/Val veya Val/Val - 41 (22.3) -
5. Negatif Negatif Ile/Tle 2(4.9) 9(4.9) 2.37(0.34-16.42)
6. Negatif Pozitif Ile/Val veya Val/Val 11 (26.8) 31(16.8) 3.78 (0.96-14.87)
7. Pozitif Negatif Ile/Val veya Val/Val 9(22.0) 21(11.4) 4.57 (1.10-18.87)
8. Negatif Negatif Ile/Val veya Val/Val 5(12.2) 8 (4.3) 6.66 (1.30-33.94)

Multivariete binary lojistik regresyon testi i¢in f OR (odds ratio), CI (confidence interval)

n: Ornek sayis1

Referans: GSTM1 ve GSTT1 gen i¢in pozitif, GSTP1 gen i¢in homozigot isoldsin olan bireyler

baz1 ksenobiyotiklerin allerjik etkisine (14) daha
duyarli olabilecegi bildirilmistir. Bizim c¢alisma-
mizda da allerjik kontakt dermatitli hastalarda
GSTM1 ve GSTTI negatif genotipleri kontrol
grubuna gore daha sik tespit edildi. Bu bulgulan-
miz1 aciklamaya yonelik ¢esitli hipotezler ileri
stirilebilir; allerjik kontakt dermatitli hastalarda,
GSTMI1 ve TI1 negatif genotiplerle iliskili GST
diisiik enzim aktivitesi veya yoklugu nedeniyle
allerjenlerin faz II  biyotransformasyon ile
inaktivasyonu gergeklesemiyor olabilir. Ayrica
ayn1 nedenle kontakt dermatit patogenezinde rolii
oldugu bilinen oksidatif stresle miicadelenin yeter-
siz olusu da hastaliga yatkinlig: arttirabilir. Dolayi-
styla, GST gen polimorfizminin, daha 6nce gevre-
sel faktorlere baglh diger bazi hastaliklarda bildiril-
digi gibi (1,15-17,18-19), allerjik kontakt dermatit
olusumunda da etkili olabilecegi ileri siiriilebilir.

Sonug olarak; ¢alismamiz, literatiirde GST gen
polimorfizminin allerjik kontakt dermatit gelisi-
minde rol oynayabilecegini gdsteren ilk ¢alisma-
dir. Bununla birlikte bulgularimizin konuyla ilgili
ve daha genis serilerle yapilacak ileri ¢alismalarla
desteklenmesi gerektigi inancindayiz.
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