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~duddonit~'im~::~dnt::~wi::fl~%~ia::~un(u~~q~~~nfl GSTMl homozygous mutant (OR = 0.7414. 

95% CI = 0.2722-2.0195, p = 0.5569) ufl:: G S T l  homozygous mutant (OR = 1.4706, 95% CI = 
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p = 0.0.01 10) uenqin~~dwuiiwt luq~ulnd GSTT1 du wild type fiu GSTPI (Ile / Val or Val / Val) 
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A    = adenine 
β    = beta  

BPDE    = benzo[α]pyrene-7,8-diol-9,10-epoxide 
C    = cytosine 
CI    = confidence interval 
DHPLC    = denaturing high performance liquid   
                                                              chromatography 
DNA    =  deoxyribonucleic acid 
G    = guanine 
GSTs    = enzyme glutathione S-transferase 
IBC    = Invasive bladder cancer 
Ile    = isoleucine 
Lys    = lysine 
µl    = microlitre 
mg    = milligram 
MgCl2    = magnesium chloride 
min    = minute 
ml    = millilitre 
mM    = millimolar 
MRP    = Multidrug-resistance protein 
ng    = nanogram  
PAH    = polycyclic aromatic hydrocarbon 
PCR    = polymerase chain reaction 
RBC    = red blood cell 
rpm    = round per minute 
SBC    = Superficial bladder cancer 
SNP    = Single nucleotide polymorphism 
SDS    = sodium decadocyl sulfate(SDS) 



	 
T    = thymine 
U    = unit 
Val    = Valine 
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��������������������3�#��'	��������+�������'	�	#��)%�����������+�� 	0�����
(1) $��4��."���1� 	�����"#��"+�����*&	�(��.(�	|+��4��6 ���).4)����(��)	*+��������"#������
0	"#	�&�|�������4)��+ �������|���������0����+���������+���%��������#%�������"-3��
�"+�$�#�%� �0(	 ����l���	 	�����	q�".��)�|�����	��)	�� ��'	.%	(2) ������+�l� )%��33��
�)�(�	�&��'	���).4)�����"#3�������+�4)��+$������"-�)�(�	�&	 )%������������/� polycyclic 
aromatic hydrocarbon (PAH) $�����|+	� ��+���41����."��'	 electrophilic $���������� 	
�����%��l��}"�"�"��������.(��� $�������������0	"#������� �0(	 DNA �*+�3��l� )%�� DNA 
����)��������( 	����� 3	��"#�������+�	$�����������"���������� �(�q� )%��"#������(
��#4���)	%���+����l���	���������)�(������3�"!�."��. ������.����+����l�)	#��%$�%� 
(apoptosis) 3	��"#��'	����������� 	��+�4# ��&�	�&�#���."�(�����3�������3�#���������.(��� 
�)�(�	�&	�#%�#�����,������l���	���	���� 	�(�������&� Phase I $�� Phase II 
biotransformation  	�������+�	$��� )%��'	�����+������������ 	��������	&l���"+��*&	$��
����3���(������#% 

����)���)��������	
4���� (Polymorphisms) �3��"#3�������"#���$�	��+��
�l�#����� (nucleotide substitutions) �����#)��������	 (deletion) �*+�����$.�.(���)�(�	�&
�3�(�q�)�|��(�(�q�.(����l���	�����.�	��+�����%���*&	���#% ��&�	�&����)���)������
��	
4��������	��+����4������%���	���� 	 Phase II biotransformation �*+���������l���!
.(�����	����3�#������'	�"-�����.(��� ��+��%���(�(������#��h�������(������	�&	 3�
�(�q������.(�������4�$���������+��.(�����"#������)���0	"# �#��h����������������
��������*+���33�����+��)�����"#3���������4)��+$������#%�������"-3���"+�$�#�%�#����(�� 3*���
)�����	�"3����+�l����,*�-��������+���%���)�(���������+��.(�����"#��������������������
�������)���)��������	
4��������	��+�l�)	%���+����4������%���	������+������� 	���
����+�	$�������"-.(�����+ ��%���( �(����� �*+ ��#��(�	 )!(��'	�	���� 	 Phase II 
biotransformation �0(	 �0(	 N-acetyltransferase (NAT), Glutathione S-transferases (GSTs), 
Sulfotransferases (SULTs) $�� Myeloperoxidase ��'	.%	 �����&��	���� 	 Phase I 



� 
Cytochromes P-450 �����	l���,*�-�����0(	�#�����	 �#��h��� CYP2D6, CYP2C19 $�� 
CYP2E1(3) 

�	���� GSTs ��������l���! 	����3�#������'	�"-�����.(��� )���0	"#$��
�������"��1����*� 10% �� cytosolic enzyme ��+�� 	�(����� (4) 3*����	l���,*�-��*����
�l���	$����33�� 	$�(.(��� ��+���������+���%�����������+�� 	�����"#������)���0	"# 
�#��h��������"#����)���)��������	
4�����*+��0|+�(���'	��33���l���!�(��)	*+���+�(�q�.(
����"�
"/�� 	����l���	���	���� �#���4(��	���� Glutathione S-transferase 3����
�#�)��$��$���)��3����	�(��	%� 8 ��4(� �| Alpha, Mu, Pi, Sigma, Omega, Theta, 
Zeta $�� Kappa  3���%������#%�	������%��$���%������#%�	/��"�4%���	�"����l� )%�����(�
 	$.(����4(�3����$�(����'	��4(��(��#%��)���0	"# $���	������+��"#�*&	3��� 	��"��1��+
$.�.(����	�� 	$.(���	|&��|+.��������3��.������	 �0(	 ���	���� GSTs 0	"# Mu 1 ���
 	.�� $�����	���� GSTs 0	"# Pi 1 ��� 	�#(5) ��'	.%	  

�����,*�-��������+���%�������)���)��������	
4��������	 GST ��4(�.(��� 
����������+�� 	�����"#���������������������*+��3 )%q�$.�.(����	�� 	$.(����4(�
���0��� �0(	 ���,*�-� meta-regression analysis GSTP1 (Ile/Val) ����������������
������� ���(�������$.�.(����	���(� odds ratios   	��4(��	�4��� ���"��	 $����0��(6) 
�#����(� 	��4(��	"	�#�� )%q��������+�� 	�����"#����������������������|+��3��	���v��'	 
GSTP1 (Ile/Val) (7)  	�1���+���,*�-� 	��4(��	3�	��(��	���l���!�����"."�����������	
�
#����(��(8) �(�	��	 GSTM1 3��	���v homozygous mutant ��+��������+�(	�%����� 	)���
��4(����0���	�&	 3���$	��	%� 	�����"+��������+��.(�����"#���������������������(	�%��
0�#�3	(9)  	�1���+ GSTT1 homozygous mutant ���� )%q���+��($	(			�� �#� 	���
���,*�-�3���$	��	%� 	�����"+��������+��.(�����"#����������������������|+��������
��4(�����4�  	�1���+������,*�-���(��	���l���!�����"."��q�#����(�� (10,11) �*+���&�	�&�3
��'	�����	�3������$.�.(��������-1������	
4����$�%� ��33��|+	� �������q�.(�����"#
���#%�� �0(	 �����������	�)�� $��������q���/��$�#�%���+$.�.(����	 

 	�����,����#%�����,*�-�����)���)��������	
4��������	 GSTM1  	��4(�
�	�4�/��#��� GSTM1 genotype homozygous mutant �%��� 62.7 (12) �����)	*+���	 $��
�����(�����,*�-����������	
�������)���)��������	
4���� 	��4(�q�%�r���������������
������� 	�	��� ��	�"3��	�&3*���34#���������+3�,*�-�����)���)��������	
4��������	 
Glutathione S-transferase ��&� 3 subtype �#%$�( GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1 �*+�����'	
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� 
��"��1��� 	�(����� $����'	��4(�)��� 	�������+�	$������ 	��4(� polycyclic aromatic 
hydrocarbon ��+�� 	�4)��+ �*+��������4)��+��'	��33�����+��)��� 	�����"#��������������������
#����+�#%��(��$�%��%��.%	 	�3��	�& 	��	�"3��	�&3��l�����"�����)��*���"�����	
���)�(����	 
(gene interaction) ��&����0	"#�����(��	 $��q���3��	���v��|+����������������#������
�4	$������������������������ �#��%���3������"3��3���'	�����0	���&� 	$�(�����'	�%���
�|&	m�	��|+ 0% 	��������"	��33�����+�� 	�����"#�������������������� 	��4(��	���.(�� 

 
"�()�������%�����"�*� 

��|+�������������	
���)�(������)���)�������	��������	 ��-���	���
��� GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1 ��������"#�������������������� 	�	��� 

 
%��#%�%�����"�*� 

���,*�-�	�& ��'	���,*�-�$�� case-control study (unmatched) design �����
��#%����4(��#����q�%��%��(���"3��3l�	�	 139 �	 $����4(�����4���q�%��%��(���"3��3l�	�	       
278 �	 �#���4(��#���|q�%�r������������������������+�#%�������"	"3h��$��������|	��	�#�
q�������
"�"����(���'	�	|&������������������0	"#���	�"0�	$	��������+����#%������
���-�$��/)�|."#.����+$q	�,���,��.�������"������������,"�"��0 $����4(�����4��|q�%��
��"3����|#��+/���"0���0,��.�����
	������|#�����������,"�"��0��+��(�#%��'	������$����(
�������."�(����	 	���������'	������ �#�3��l����.��3������)���)��������	
4����
����	 GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1$��)����������	
���3��	���v��+�� 	��&�����4(���|+
�����������$�������"	�������+��.(�����"#�������������������� 

"���+��#!�!���"�*� 

��	�"3��	�&3�.��3������)���)��������	
4��������	 GSTM1, GSTP1 $�� 
GSTT1 �#�����&	.	#��	�&�| 

1.��#��|���4(����0�����&���4(��#��$����4(�����4���+3���%��(�� 	��	�"3��.��
�%�l�)	# $����3l�	�	.����+�#%3������l�	�1#%�����$��� QUANTO ver 1.1   

2.	l�.���(�� DNA ��q�%��%��(������"3�����l����.��3������)���)������
��	
4���� �*+���4(��#��3� 0%#��	���q�%�r����+�)�|��( 3����������"3����|+� 
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���-1�����)���)��������	
4��������	���.������   (�������) 450 ��#��"���  	
q�%�r��0�������+��'	�	|&������������������ $����4(�����4��|q�%����"3��
��|#��+/���"0���0,��.�����
	������|#�����������,"�"��0��+��(�#%��'	������
$����(�������."�(����	 	���������'	������ 

3.���	"���+ 0% 	���.��3������)���)��������	
4��������	��&����0	"#�|
�����"+���"��1�����	
4������+�	 3#%�� Polymerase Chain Reaction (PCR) �*+�3�
 0%��&�)�# 3 ���	"� �| multiplex-PCR, PCR-RFLP $�� Real-Time PCR �����&� 0% 
DHPLC  	���.��3����"+��."��l�)��� GSTM1  

4.��	�*��%����� 	���$��� Microsoft Excel ��|+	l����l�	�1)��%���������+��
����)���)��������	
4���� $���"�����)�����$.�.(����������+�� genotype 
��+�� 	��4(��#�������4(�����4��#� 0%��"." chi-square  

5.�l�����"�����)�)��}"�����	
�����	 (gene interaction or epistasis) GSTM1, 

GSTP1 $�� GSTT1 ��+���+���%���������"#�	|&������������������ �#� 0%
���$��� multifactor dimensionality reduction (MDR) ������#��	��)�#�#%3�� 
http://sourceforge.net/projects/mdr/ 

 

���,�-!������+"��*�.+/�� 

1. ��'	�%����|&	m�	�l�)��� normal alleles ����		��������	 ��-���	������ 
GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1 �l�)��� 0% 	���,*�-���� Pharmacogenetic  	
�	���.(�� 

2. �������������	
���)�(������)���)�������	��������	 ��-���	���
���GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1 ��������"#�������������������� 	�	��� 
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�����  2 

���	
����
������������������� 

 
2.1 ��#�2����#����&���"� 

 
����������������'	�������+�l�)	%���+�����������������3���.�(	�������3��

�(����� 0�&	�������)���0�&	������*&	��'	q	���������������� �#�0�&	 	�4#)�|0�&	$����+
���q�������������#�.��������(� urothelial )�| mucosal layer 0�&	��#���|0�&	���	|&��|+
���+����	$��0�&	��%���	|&�����.���l�#��  q�%�r����+�#%�������"	"3h�� )�(��(��%��� 70-80 3���
�	|&�� 	0�&	$��)�|0�&	��+����q	����������������  ������(� Superficial bladder cancer 
(SBC)  �(�	��1���+�	|&���3�"!�4��4���%���(0�&	����%���	|&�����3����������(� Invasive 
bladder cancer (IBC)(2) 

 

�������� 1 ���$�(���#��$�����-1���������	|&����������������(2) 
Stage Description 

Superficial bladder cancer 
Ta Papillary tumor confined to the urothelium and projecting toward the lumen 

(noninvasive papillary carcinoma) 
T1 Papillary tumor invading the underlying lamina propria (tumor invades 

subepithelial connective tissue) 
Tis Flat, reddened lesion on cystoscopic appearance. High-grade histologic 

features confined to the urothelium (carcinoma in situ) 
Invasive bladder cancer 
T2 T2a: Tumor invades the inner half or the smooth muscle layer 

T2b: Tumor invades the outer half of the smooth muscle layer 
T3 T3a: Tumor invades the fat layer on microscopic examination 

T3b: Tumor invades the fat layer on macroscopic examination (a so-called 
extravesical mass) 

T4 T4a: Tumor invades the prostate, uretus or vagina 
T4b: Tumor invades the pelvic or abdominal wall 

N+ Tumor has invaded a local lymph node 
M+ Tumor has metastasized and progressed to a distant organ 



� 
4��."���1� 	�����"#��� $���.�����.��3����������������������������

$.�.(����	 	$.(�� �0|&0�." ��, $����4 �#����(� 	��4(��	����0�+�	3���4��."���1� 	���
��"#��� 17.7 .(���0��� 100,000 �	 ���"��	-$��"��	 9.2 .(���0��� 100,000 �	 $���	
��0�� 7.5 .( 100,000 �	 �*+� 	�	����������1 5 .( ���0��� 100,000 �	(1) �#���,
0��3����������+��.(�����"#��������(���,)!"� 3 ��(� $��q�%����4�����(� 70 �6 3�������
���+�������(���4(��	��4 55-69 �6 �*� 3 ��(�(2) 

 
�������+��.(�����"#������������������������&���33��3���/��$�#�%�$����33��

���#%�	��	
4���� �*+���33�����+���	#��)	*+�3���/��$�#�%��|�������4)��+ �#����(�q�%��+���
�4)��+3����������+�������(�q�%��+��(����4)��+�*������(� 	�3��	�&����l���	��+���������+���%����
������� 	��4(� benzene derivatives $�� arylamines ������'	����33��)	*+���+�l���! �#�
���(�q�%�r���%��� 25 ��'	q�%��+.%����q������������.(��� ��)�(������l���	�0(	 4.��)����
��� ���%� )�|4.��)���������)	��(13) 	�3��	�&�����,*�-���+���(�q�%)!"���+�%���q�
�#|	�����&�3����������+�� 	�����"#�������������������������(�q�%��+��(�%���q�  2 ��(� $��
�������+��3���"+��*&	��'	 3.3 ��(� ��|+ 0%���%���q�."#.(��	��'	����	�	��"	 15 �6 �����&�q�%��+
�l���	��'	0(���l�q���'	���������(� 10 �6 ��3����������+�������(���."�*� 3 ��(�(14) 
	�3��	�&����3����33�����+����+���h��� 	��������,)�|����|&	��+ �0(	 ��33�����+��3�����."#
�0|& Shistosoma haematobium ��+�� 	����$��"�� �*+�3��l� )%��"#����������|&���$������
q� 	�����#���������	����3�#������'	�"-������(��������+��%���(�(����� �����&���33��
���+��3���/���$�#�%�|+	� ��+�|�(���(���������+���%��������(������ �#%$�( ���."#�0|& 	
��������#"	������� ���h���������+4%��0"����	 �����q�*�$�����+������ 	�(����#"	������� 
����#%����� chlonaphazine )�| cyclophosphamide ��'	.%	(2) 

 
�l�)�����33�����+�����#%�	��	
4����	�&	 ���(���|+���������4���33��#%�	�������4)��+

$������#%������3���/���$�#�%�$�%� ��,0��3����������+�������(���,)!"� ��&�	�&�3��"#
3�����-1�$�����$�� 	�����#��)�� 3�1�����4)��+)�|�3��"#3���������� 	���#l��	"	
���������+���+���%��������$.�.(����)�(����,(2) 
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2.2 ��
�	�
�������
�����
��
� 
� 
��
�!��"#����$%���
��	����&��
����'����(�

����!
�)*		
�� 
 

����$.�.(�������	
4�������	4-�� 	$.(���4��� ��"#3������$.�.(�����l�#�� 
	"�������#� 	3��	� ����$.�.(��	�&���#% 	���������	����� #�����)	*+���+��0	"#����
��������(� 2 0	"# )�������0	"#��+��	%���(���������+�����(��%��� 1 �����0��� ����
$.�.(����������)�(�	�&������(� genetic polymorphism $�� ��	 	.l�$)	(�	�& ������(� 
polymorphic locus  	3��	����	4-���� genetic polymorphism )���$�� �#%$�( restriction 
fragment length polymorphism (RFLP), variable number of tandem repeats (VNTRs) 
polymorphism ��'	.%	 0	"#��+���#%�(� $���������l���! 	���,*�-�����/��0��	
4,��.��	�&	 
�| ����$.�.(�����l�#��	"�������#������)	*+�.l�$)	(���+������(� single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) SNPs ��������3��.����(��+�3��	� ��&��(�	��3��	���+�������#�)��
��'	���.�	 (coding region) $���(�	��+��(����#�)����'	���.�	 (non-coding region) 
�#������1����(�3��� SNPs  	�4�� )	*+���		"�������#� $.(3���%����(��4# 	m�	�%��� 
SNPs (SNP database; dbSNPs) SNPs ���������#%�4�� 300-500 	"�������#� ���
����+�	$�����+��"#�*&	 	�l�#��	"�������#������)	*+�.l�$)	(��3�(�q��*����$�#������	 
��"��1$������l���	�����.�	 ��+���+���%�������.��	�.(�� )�|�3��(�(�q������
 #� �*&	��(���.l�$)	(��� SNPs �	���#���	� (�����+ 1)#��	�& �|(15) 

 
1.  	�(�	��+������#�)�� (coding SNPs; cSNPs) �%��������+�	$�����	"�������#�

�����.l�$)	(� #.l�$)	(�)	*+���+��"#�*&	 	 triplet codon �l� )%��"#�������+�	$���
��#��"�	 	������������#� ����� SNPs 	�&	�(� non-synonymous SNPs $.(�%� SNPs 
	�&	��(�l� )%��"#�������+�	$�����#��"�	 3�������(� SNPs 	�&	�(� synonymous SNPs 
�*+� non-synonymous SNPs 3��������l���! 	����l� )%������$.�.(�� 	���
.��	�.(�� �	|+�3���������+�	$�����#��"�	 	������������#��l� )%���-1�
������%���4."�/��" 	�����4���+���+���%����������
":����q"#��."�� 
 

2.  	�(�	��+��(����#�)�� �#%$�( 5� untranslated region, 3� untranslated region, 
promotor region ��'	.%	 SNPs 	�&	�3�������l���! 	�������4����$�#����
��	 	�����%�����.�	 )%����*&	)�|	%��� SNPs 	�&������(� regulatory SNPs SNPs ��+
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� 
��"#�*&	 	��"��1��.(��)�(�� exon $�� intron (splicing site) �33��l� )%���.�#.( 
RNA q"#��3���#"� �*+��l� )%��3l�	�	��#��"�	 	������������#�q"#�� �(�	���
����+�	$���	"�������#� 	�(�	�� intervening sequence 3���(�l� )%��"#���
����+�	$�������#��"�	  
 

 
 
 
 
 
 
 
 

�@���� 1 0	"#�� single nucleotide polymorphisms (SNPs) �*+����3��.����( 	�(�	.(��� ��
��	�	4-��(15) 

 
����$.�.(�������	
4����	�& ����+�l� )% 	��334��	�����	l�������%#����(����

�l����,*�-�����/��0��	
4,��.�� 	���.��3����	��+��'	���).4����� )�|��	��+���+���%����
������
":���� �#�3���'	���)����������	
��� SNPs  	��4(�q�%�r����+�����-1����
��"	"���+�	 3����������4(�����4� �����������������-1�	�&������(� �genetic association 
study� ��	�"3��0	"# association study $�(����'	 2 $�� �|  

 
1. candidate gene association study ��'	���,*�-�����$.�.(���� SNPs �	

��	��+��#�(�	(�3���'	���).4����� (candidate gene) �#�.�� �*+���	�"3��0	"#	�&
3�.%���������%�|&	m�	���1�0���"�����+���+��������
"�l��	"#����� )�|���
.��	�.(����'	�(��#� �#������������ SNPs  	��4(���+�����-1���+.%����
,*�-������4(�����4� 3��	�&	�l����3�#��4(� SNPs ��+��'	.��$�	 )%��'	 SNP 
haplotype ��|+ 0%�l�	���������+��.(�����"#��� 	��4(����0���  
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� 
2. genome-wide association study ��'	���,*�-����������	
��� SNPs ���

���-1�����(�� �0(	 ���)���	�(��� �#������������������� SNPs  	��4(�
�#����+�����-1���+.%����,*�-�����������4(�����4� )��������$.�.(��
�� SNPs  	��"��1 #�	3��	� �����������#%�(� 	��"��1��+������$.�.(��
#����(�������������	
�������-1���+,*�-� (�����+ 2) �#���	�"3��#����(����(
3l���'	.%���������%���#%�	1�0���"��������-1���+.%����,*�-�  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

�@���� 2  ��	�"3������/��0��	
4,��.��$�� candidate gene association study $�� genome-
wide association study(15) 

 
#����+��(��$�%��(���������������������	�&	����33�����+��)����|�������4)��+ $.(��&�	�&q�%

��+����4)��+�4��	��(3l���'	3�.%���"#�������������������� )�|$�%�����+� 	��4(�q�%����4)��+��+��'	
���������������������������������$.�.(����	 	#%�	������	�$�����#l��	"	������� 
	�3��	�&4��."���1� 	�����"#������������$.�.(����	�� 	$.(���0|&0�." �*+�����$.�.(��
#����(���3���������+���%��������)���)��������	
4��������	��+���+���%�����������4�
����l���	���	������+�l�)	%���+����+�	$���$���3�#������'	�"-������(��������+��%���(
�(����� #��	�&	���,*�-����������	
�����	�)�(�	�& 3*����(�	0(�� )%�����*������	%�����$��
�������+��.(�����"#�����������������������  �*+�3���'	�%����(�	)	*+��l�)���������������
���.(�� 
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2.3 ���,-�. glutathione-S-transferase (GSTs) 

 
�	���� glutathione-S-transferase (GSTs) ��'	�	������+��������l���! 	����3�#

������'	�"-�����.(��� q(�	������.4%	 )%��"#�����	��� glutathione  conjugation  �*+���'	
������+�(��������	��*&	��|+�����	�����"#��������)���������3���������l�����#���� 
electrophillic ��+�3�#%����#�.��3���/��$�#�%� 3��/�� 	�(����� (endogenous 
compound) )�|3�����q(�	�������+�	$���3�� Phase I metabolizing enzyme  

 

glutathione ��'	�����+�����	&l��#% �����#%�������4�����#��"�	 3 0	"# �| 
glycine, glutamic acid $�� cysteine ��������)��#%3�������	��� de novo  	���������.��
���&�����#%��	� �l���	�#������'	 non-specific reducing agent ��+�0|+�(��l� )%���.�	�����
�/����( 	����� reduced thiol form �*+�3������	�����4��� cysteine ��( )%��"#��� 
oxidation )�|���.����������4�0	"#|+	#%����� cross-link q(�	 disulphide bridges (4) 

 
�����	��� glutathione  conjugation  ����(#%����	 2 0	"# �| 
1. Displacement reactions: glutathione 3���%�$�	��+)��( electron-withdrawing 

�0(	 halogen, nitriles $�� carboxylic acid 
2. Addition reactions : glutathione 3�����."���%���.��.l�$)	(���	
���()�|�."���

 	��$)�	 
 
�}"�"�"����+���#���+����������	��� glutathione  conjugation  �| 
 
RX + GSH -----GST----> HX + GSR 
 
glutathione 3���%��l��}"�"�"���������������+��)��( electrophillic �#��,�����

�l���	���	���� glutathione-S-transferase �l� )%��"#��	
� thioether ��)�(�� cysteine  	
�����4��� glutathione �������������+��)��( electrophillic 3���}"�"�"����+��"#�*&	3��#%�����+��
���������� 	��������	&l���"+��*&	$������������3���(������#% $.(�3�������1���+�l�
 )%�#%����������+��������'	�"-����*&	�0(	 haloalkanes $�� haloalkenes ��&�	�&�����+��"#3��
�}"�"�"��3������( 0(34#�"&	�4#�������	��� )���3��	�&	3��������q(�	���	&l�#�$������+�	
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� 
��������'	����������)�(�� cysteine ��� mercapturic acid  	�l���%���� �*+�3����#�#�*�
����$�����������+�	$���.(���#�.��$���. 

 
�����+�������+�	$����#��	���� glutathione-S-transferase 	�&	����������*�

��/���3���"+�$�#�%� ���(�$��� ����(������ $�������+��"#3���������+�	$����#�   
Phase I �*+���&�)�#3����(�	�������+��'	 electrophillic ��+��'	�	.���.(�(����� 	�3��	�&
$�%� GSTs ����l� )%�����+��"#3��/��� oxidative stress ���0	"# �0(	 epoxides, aldehydes, 
quinones, hydroperoxides ��������.(�����"#�}"�"�"��	%��� �#���� 0% glutathione ��'	
.�� )%"����.�	  

 
 
 
 
 

 
�@���� 3    $�#��������+�	$����� benzene �#��	���� cytochrome 450 �#%��'	 benzene 

oxide �*+�3���������.����� glutathione �#��,�� glutathione S-transferase �#% 
prephenyl mercapturic acid �*+�3����������+�	$���.(����'	 phenyl mercapturic 
acid $����������������(4) 

 
	�3�������l���! 	����3�#������'	�"-�����.(��� #����+�#%��(����$�%��%��.%	 

GSTs ����������l���!����	|+�3����'	�	������+����'	��"��1�����(��%��� 10 �� 
cytosolic enzyme ��+�� 	��.�����&�����#%��	�(4) ��������(�#% 	)������$�� $�����3��.��
��( 	�	|&��|+)���0	"#��+��(�����  �	�����������4������#��(�3��������#��,��
�����	�����+.%� 0%������	q(�	������.4%	 glycoprotein  	��4(� multidrug-resistance 
protein (MRP) �*+� protein pumps �)�(�	�&���������(� glutathione-S-conjugate pump �*+���
����3l���'	�(�����.(�l���	���	����  	0(��(����)�(�������   	��.�����&�����#%��	� 
������$�(��	������#%��'	 3 ��4(� .��0	"#�����.�	 �| cytosolic, mitochondria $�� 	
����� microsome �#��	������+��( 	��� cytosolic $�� mitochondria 3�������������#% 	
	&l�$����������%������"." ��%�������	 �*+�3�.(��3���	������+��( 	��� microsome ��&�	�&�	����
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� 
 	��� cytosolic 3������	l���,*�-������+�4#�	|+�3������3l�����.( substrate $�����
�����%���#%�	������%����&� 	��#���m�/��"  .."�/��" $�� 	��#�����3l�$	����/��"�4%���	 

 
2.3.1����l�)	#0|+���	���� 
 

3�����$�(�.��������%����*���	���l�#������#��"�	 �l� )%�#%�	���� GSTs 
��#%��'	 8 ��4(� �| Alpha, Mu, Pi, Sigma, Omega, Theta, Zeta $�� Kappa �#� 	��334��	
�����(���%�l�)	#$	(0�# 	���3l�$	���4(��(����	���� $.(�(������.�����%����(��l�#��
��#��"�	��&�)�#��)�(��0	"#���	���� 	��4(��#�����	3�.%������� ��%�������	�����(�   
60 % (5) ����$.�.(����������%��)������	���� 	$.(����4(�	�&	�0|+�(���'	��"��1 active 
site ��+q"�#%�	 	 �#��(�	�� N-terminus �����	l���,*�-������+�4#�*+���+��( 	��"��1	�&3���q�
.(����#�(� pKa �� glutathione ��+�0|+�(���'	����)��� 	����l���	���	���� �*+��%���
��|&�.%	�� GSTs ��&� 8 ��4(� $�#�#��.������+ 2 

 
2.3.2 ����)	�+��	l�����l���	���	���� 
 
�����,*�-����(����)���0	"#���41����." 	����)	�+��	l�����l���	���	���� 

GSTs ��&����3��
���0�." �#%$�( dithiolthiones $�����3�������������)� �0(	 barbiturates, 
polyaromatic hydrocarbons �#�q�������)	�+��	l��l� )%�������"+�����l���	���	���� 3�
���#% 	 .�� )�#�)�� ��������)�� $���l���%���� �*+�������+�"#�*&	�3��"#3�����
.��	�������/��.(��� electrophilic �0(	 �����"+�����l���	���	������|+��"#/��� 
oxidatiove stress ��'	.%	 	�3��	�&��� 	
���0�."�0(	q���%���0	"#���3�)	�+��	l� )%��"#
�����"+�����l���	���	�����#%3����������������'	�������� 	�����4� 

 
2.3.3 ��������&�����l���	���	���� 

 
�����)���0	"#��+�����&�����l���	���	���� GSTs �0(	 bilirubin, haematin, 

leukotriene C4 $�� bile acid ��'	.%	 
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� 
�������� 2 �%�����|&�.%	�� GSTs ��&� 8 ��4(�(5) 

Class Description Further Information 

Alpha 
A1-1, A2-2, A3-3, A4-4, 
hGST5.8 (putative)  

GST A1-1 is found in only a few body tissues, including 
kidney, intestine, lung, and liver. A4-4 has been seen to 
interact with the cell mitochondria  

Kappa  
Liver, kidney, stomach, heart. Associated with liver and 
kidney mitochondria. More widely and uniformly expressed 
in humans.  

Mu 
Chromosome region 1p12.3, 
6 � M1-M6 members found  

GST M1 is mainly expressed in liver, brain, testis, kidney 
and lung and show enzyme activity towards CDNB; M1-1 
has been seen to interact with the cell mitochondria. Mu 
may be able to exist as monomers through interactions 
with other proteins  

Omega 
Unusual proline rich N 
terminal identified  

Mixed disulphide is formed with a cysteine residue  

Pi 
62 variants found � including 
P1-1  

GST P1-1 has a widespread distribution in most tumour 
cells and tissues but it is absent in liver. Pi may be able to 
exist as monomers through interactions with other proteins  

Sigma   

Theta 
Two distinct heterodimers 
identified.  

Originally overlooked as only contains 7% sequence 
homology with alpha, mu and pi, and lacks activity with the 
universal GST substrate �CDNB�. Also, serine , rather than 
tyrosine  in active site. 

Zeta  
Serine residue at the active site responsible for binding 
GSH  
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� 
2.4 ���	Q����"��'���'�������!�)����%����! glutathione-S-transferase (GST) 

 
3�������+ GSTs ��������l���! 	����l�3�#����(��������&�0	"#��+�#%���3��

�/��$�#�%�$��3��/��� oxidative stress  	�(����� �l� )%��		�&���	l���,*�-�����
���+���%�������)���)��������	
4����$���������+�� 	�����"#���������0	"#.(��� �*+�
��4(��	���� Glutathione S-transferase 3�����#�)��$��$���)��3����	�(��	%� 8 ��4(� 
�| Alpha, Mu, Pi, Sigma, Omega, Theta, Zeta $�� Kappa ��&�	�&��4(���	��+������	(��	 3 	
���	l���,*�-������+�4#�*��������+���%���)�(������)���)��������	
4������������"#���
.(��� �| GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1 �	|+�3����'	��4(���+���	������'	��"��1������3��
��( 	)����	|&��|+��+��(����� �����&�����)���)��������	
4������+��"#�*&	����(�q�.(
����"�
"/�� 	����l���	���	���� 
 

�������� 3 $�#��%�����|&�.%	����	 GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1(16) 

Gene GSTM1 GSTP1 GSTT1 

Chromosome location of gene 1p13.3 11q13.3 22q11.23 
Length of gene 5.92 kb 2.84 kb 8.09 kb 
Number of exons 8 7 5 
Position of polymorphism Deletion A313G Deletion 
Enzyme activity Null Reduced by 30% Null 

Liver and kidney Main sites of tissue expression Liver, kidney and 
adrenal 

Lung 

Main substrates Polycyclic aromatic 
hydrocarbons, 
aflatoxins 

N-acetylbenzoquinone 
imine, 4-nitroquinoline-
1-oxide, polycyclic 
aromatic 
hydrocarbons 

Hydroxyalkylarenes, 
butadiene, mono- and 
dihaloalkanes 

Approximate frequencies of 
polymorphisms in individuals of 
European continental 
ancestry/Asians/ African-Americans 

50% / 51% / 30% 10% / 2% / 14% 24% / 51% / 25% 

 

2.4.1  GSTM1 

GSTM1 ��'	��	)	*+� 	��4(�����	 (gene cluster) �	�������� 1p13.3 �����.�� 	
���-1� 5�-GSTM4-GSTM2-GSTM1-GSTM5-GSTM3-3�(17,18) (�����+ 4) �*+��������)��� 	
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� 
����l�3�#�����4(� polycyclic aromatic hydrocarbon ��+�� 	�4)��+ �0(	 benzo[α]pyrene   	
��334��	������)���)��������	
4���� (polymorphisms) �� GSTM1 ��&�)�# 3 ���$�� 
(alleles) �| GSTM1*A, GSTM1*B $�� GSTM1*0 �#� GSTM1*A ��� GSTM1*B ������

$.�.(����	��+.l�$)	(�	"�������#� 534 �����$�	��+��� C → G �(�q� )%��"#�������+�	$���
��#��"�	 Lys172Asn �*+��	������+�#%������"�
"/�� 	����l���	��(���	 (19) �(�	$�� 
GSTM1*0 ��'	�����#)������&���	 (gross deletion) �(�q� )%��(������#�)��$��$���)��
��'	�	���� Glutathione S-transferase (null allele) �#���������+�� GSTM1*0 allele  	
��4(��	 Asian $�� Caucasian ��'	�%��� 53 �(�	 	��4(� African-American ���#%�%��� 27 
(20) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

�@���� 4 ��	 GSTM1 �	�������� 1p13.3 �����#%�� 8 exons �*+����	�#��( 	0(��                
36 � 112 bp  	�1���+ intron ���	�#��( 	0(�� 87 � 2641 bp �#� GSTM1 ����	��
�%��#%��.l�$)	(���+���l�#����� ��%�������	 (homologies identical) �	�# 4.2 kb  �#�
������.����	���l�#������&l���&���#%�	 (recombination) �(�q� )%��"#���)������
��	 GSTM1(3)   

 

2.4.2 GSTP1 

 
GSTP1 ��(�	�������� 11q13  ��������l���! 	����l�3�#����(��������+�� 	

�4)��+ �0(	 benzo[α]pyrene-7,8-diol-9,10-epoxide (BPDE) $�� polycyclic aromatic 
hydrocarbon 0	"#|+	� �#��� Polymorphisms $�� single nucleotide polymorphism 
(SNP)  	)���.l�$)	(� �*+�3��� 2 .l�$)	(���+�����,*�-�����������+�	$���.(����l���	��
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� 
�	���� .l�$)	(�$���|��+�l�#����� 313 A →G codon 105 ��"#�������+�	$���0	"#��

��#��"�	 Ile→Val ���(��	������+����#��"�	��'	 Ile 3�������"�
"/�� 	����l���	.+l���(� 
�	������+����#��"�	��'	 Val �*� 5 ��(� (21) �(�	��.l�$)	(���+���#%	%���(� $�������(�#%���4

�*�q����������+�	$���)	%���+����l���	���	�����(��$	(0�# �| C→T ��"#���

����+�	$�������#��"�	 Ala→Val ��+ codon 114 #��	�&	3*���������4����)���)�����+
��"#�*&	�#%��'	���$�� �| GSTP1*A (105Ile;114Ala), GSTP1*B (105Val; 114Ala) $�� 
GSTP1*C (105Val; 114Val) (3)  	��4(�0	 Caucasian ��������+ GSTP1*0 �����1�%��� 
32 �(�	 Asian ���#%�%��� 14 (20) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

�@���� 5   ��	 GSTP1 �	�������� 11q13 ���	�#�����1 2.8 kb �����#%�� 7 exons ���

��"# polymorphism ��+�(�q� )%���������+�	$�����#��"�	��+ codon 105(Ile→Val) 

$�� codon 114 (Ala→Val)  	 exon 5 $�� 6 .���l�#��(22,23) 
 
 
2.4.3 GSTT1 

 
GSTT1��(�	�������� 22q11.2 �#� Glutathione S-transferase subtype Theta

�����#%�� 2 ��	 �| GSTT1  $�� GSTT2  (�����+ 6)(24) �#���()(����	 �	�# 50 kb $����
�(�	���l�#������&l� (repeat) ��+�l� )%��"#�����#)������&���	�#���"#3�����$������+�	 
(homologous recombination; HA3 and HA5) 0"&	�(�	��#���	� 	���	��� meiosis  �*+�
�	���� GSTT1 ��)	%���+)��� 	����l�3�#�"-����� 	��4(� reactive  hydrocarbon ��+���	�#
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� 
������(� 	�	���� GSTM1 �#%$�( ethylene oxide  �����"#�����#)��������	 �l� )%��"# 
GSTT1*0 allele  �*+�3���(���	�������l�3�#����"- ���%������������	
���)�(�������#)����
����	 GSTT1 ���(� �(�q�.(�������+������*&	 	�����"#�������������������� ��|+��������
��4(�����4�(25) �#����,*�-� 	��4(�0	 Caucasian ��������+ GSTT1*0  �����1�%��� 20 
�(�	 Asian ���%��� 47 � 64 (26) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

�@���� 6   ��	 GSTT1 �	�������� 22q11.2 �����#%�� 5 exons �	�#��(��)�(��88-195 bp 
 	�1���+ intron ���	�#��( 	0(�� 87 � 2641 bp �#� GSTT1 ����	���%��#%��.l�$)	(�
��+���l�#����� ��%�������	 (homologies identical) �	�# 18 kb (HA3, HA5) �#����
���.����	���l�#������&l���&���#%�	 (recombination) �(�q� )%��"#���)��������	 
GSTT1 (3)  

 
 
2.5 ���	Q����"��'���'�������!�)����%����! glutathione-S-transferase (GST) 
���"��#�����T!���#��+��#�2����#����&���"� 

 
3�������+�	���� GSTs ��������l���! 	����l�3�#����(������)���0	"#��+�� 	

�4)��+ 3*��l� )%��)�����	�"3��	l����l����,*�-����������	
���)�(����������)���)������
��	
4��������	��+����4�����l���	���	����0	"#	�&����������+�� 	�����"#�������������
������� �*+�q�3�$.�.(����	�� 	$.(����4(����0���  
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� 
 	���,*�-� meta-regression analysis GSTP1 105(Ile→Val) ����������������

������� ��|+$��.���0|&0�."  	��4(��	�4��� ���"��	 $����0�� 3�������$.�.(����	���(� 
odds ratios  (.������+ 4) 
 

�������� 4 $�#��(� odds ratios $�� 95% confidence intervals  	���,*�-����������	
�
�� GSTP1 genotype ����������+�� 	�����"#�������������������� (6) 

 

�(������.�� $�%q������,*�-� meta-regression analysis 3���$	��	%� 	���
��"+��������+�� 	�����"#����������������������|+�������������)�(��q�%��3��	���v GSTP1 

Ile/Val $��GSTP1 Val/Val ��� GSTP1 Ile/Ile $.(��|+�"3��1��#�$�����'	$.(�����,*�-�
3����(�������� 4 ���,*�-���(�	�&	��+q�#����(��������$.�.(����	�(����	���l���!�����"."(7, 
27-29) 	�3��	�&������(���)	*+���	�"3����+ )%q�.����	�%�� 	�+	�|�����"+��������+�� 	�����"#
����������������������|+��3��	���v��'	 GSTP1 Ile/Ile (30) �(�	��	�"3���h��� 	��4(��	
��0��	�&	 $�%3����(� 	��4(��	"	�#�����������+�� 	�����"#������������������������*&	��|+
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� 
��3��	���v��'	 heterozygous )�| homozygous mutant (7) $.(���,*�-� 	��4(��	3�	������(
��	���l���!�����"."�����������	
�#����(��(8) 

 
�l�)������,*�-����������	
�����)���)�������	 GSTM1 ����������+�� 	���

��"#�������������������� ���(� GSTM1 null alleles ��$	��	%� 	�����"+��������+��.(���
��"#������ 	��������������(9) 
 

�������� 5 $�#��(� odds ratios $�� 95% confidence intervals  	���,*�-����������	
�
�� GSTM1 null allele ����������+�� 	�����"#�������������������� (9) 
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� 
�l�)��� 	�����,����#%�����,*�-�����)���)��������	
4������ GSTM1  	

��4(��	�4�/��#��� GSTM1*0 �%��� 62.7 �����)	*+���	(12) $�������(�����,*�-�
���������	
��� ����)���)��������	
4���� 	��4(�q�%�r���������������������� 	�	��� 
��	�"3��	�&3*���34#���������+3�,*�-�����)���)��������	
4������   Glutathione            

S-transferase Gene ��&� 3 subtype �#%$�( GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1 ��+����������	 
(direct genetic association) �(� ���������+���%�����������+�� 	�����"#�������������
�������  $������l�����"�����)��*���"�����	
���)�(����	 (gene interaction) �%���3������"3��
3���'	�����0	���&� 	$�(�����'	�%����|&	m�	$�� 0% 	��������"	��33�����+�� 	�����"#������
�������������� 	��4(��	���.(�� 
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� 
�����  3 

"���+��#!�!���"�*� 

3.1���-��� 

���0��������#%������4(��|��4(��#��$����4(�����4� ��4(��#���|q�%�r��
�������������������� �#�.���(������4(��#�� 	��	�"3��	�&3� 0%#��	���q�%�r����+
�)�|��( 3����������"3����|+� ���-1�����)���)��������	
4��������	���.������        
(�������) 450 ��#��"���  	q�%�r��0�������+��'	�	|&������������������ 3l�	�	 139 �	 ��4(�
����4��| q�%����"3����|#��+/���"0���0,��.�����
	������|#�����������,"�"��0 �*+�
.���(������4(��	��." 	��	�"3��	�&3� 0%#��	���q�%�r����+�)�|��( 3����������"3����|+�
���-1�����)���)��������	
4��������	�"�2#�6  	�	���$�����������	
����������.��
$���������������������� 3l�	�	 278 �	  

3.1.1 ��12������#��|����0��� 

3.1.1.1 ��4(��#����'	q�%�r������������������������+�#%�������"	"3h��$����
����|	��	�#�q�������
"�"����(���'	�	|&������������������0	"#���	�"0�	$	��������+
����#%���������-�$��/)�|."#.����+$q	�,���,��.�������"������������,"�"��0  

3.1.1.2 ��4(�����4��| q�%����"3����|#��+/���"0���0,��.�����
	������|#
�����������,"�"��0 ��4��(.+l���(� 40 �6 ��(�#%��'	������$����(�������."�(����	 	�������
��'	������  

3.1.2 ����l�	�1��4(�.���(�� 

3l �	�	q�% � �% � �( ���" 3� �  	��4( ��#���l �	�1#% �� ���$����h�������|           
QUANTO ver 1.1  �#��(������"�.����+ 0% 	����l�	�1�| Odd Ratio 1.9 , Allele Frequency  
62.7%, Population Risk 0.005% $�� Power 0.8 �(�	3l�	�	q�%��%��(���"3�� 	��4(�����4� 
�l�)	# )%��'	����(�����4(��#�� 

 

 



� 
3.2#��U����U����T-/T!���"�*� 

3.2.1������� ���������+ 0% 	���,*�-���'	�������0	"# molecular biological grade 
�*+���������#��	�&�|  

3.2.1.1���������+ 0% 	����l� PCR  �#%$�( Quigen hot start Taq polymerase 

$�� buffer, Immulase hot start Taq polymerase $�� buffer, dNTPs (Perkin Elmer),  
LightCycler II CYBR Green (Roche), Triton x-100 (Sigma) 

3.2.1.2���������+ 0% 	����l� gel electrophoresis �#%$�( Seakem LE 

Agarose (FMC Bioproduct),  Generuler 100 bp $�� 50 bp (Gibco BRL) 

3.2.1.3���������+ 0% 	����l� DHPLC �#%$�( Acetonitrile HPLC Grade 
(LabScan Asia), Tri-ethyl ammonium acetate (Transgenic) 

3.2.1.4���������+ 0% 	������# DNA �#%$�( NaCl, KCl, Na2HPO4, KH2PO4, 
NH4Cl, KHCO3, Phenol, 8-hydroxyquinoline, Cholofrom, Isoamyl alcolhol, Absolute 
ethanol (Merck, USA), EDTA (Biobasic,USA), Sodium Decadocyl Sulfate(SDS) (Sigma), 

ProteinaseK  (Amercham,USA) 

3.2.2 4���1�  

3.2.2.1 Refrigerated water bath  

3.2.2.2 Vortex mixer 

3.2.2.3 Automatic pipettes (Gilson) 

3.2.2.4 GeneAmp PCR system 2400 (Applied Biosystem) 

3.2.2.5 Gel electrophoresis apparatus (BIO-RAD)  

3.2.2.6 Gel document system (Sysgene, GeneGenuis and Gene Tool 
Match),  
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3.2.2.7 WAVE Nucleic Acid Fragment Analysisi System 3500 HT   

(Transgenomic) 

3.2.2.8 LightCycler LC II System (Roche) 

3.2.2.9 Fume hood (ASTEC sensair) 

3.2.2.10 Centrifuge (Hermle ZK380) 

 

3.3 ���#����� DNA  

3.3.1 ���������������#��|#���3��.���(����|# 

 

	l�.���(����|#��+�� EDTA �����	��+ 3000 rpm ��'	���� 5 	��� ��|+.�.��	 lymphocyte 

 

$���(�	�� plasma �$�%��%��#%�� PBS Buffer 2-3 ���&� 

 

�."� RBC lysis ��"��1 2-3 ��(�����"��1��|#��&�)�# 

.�&��"&���%��+41)/��")%� 1 0�+���� 

 

$���(�	 �#%�	�	�$�%��."� RBC lysis ��|+�l���&	.	�#"��&l������&� 

 

�%����������#��|#�����+�#%#%�� PBS buffer 2 ���&� 

��1���+�����(	l������#$�� DNA 3�������%��+41)/��" -20 oC 

���	��+ 1500-2500 rpm  4oC  10 	��� 
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! 
3.3.2 ������# DNA 3����������#��|#���#%���"
� Phenol-chloroform 

	l���������#��|#������l�������3��.�� 	 TE20-5 ��"��1 4 ml.                     
3��	�&	�."� 10% SDS ��"��1 200 µl. $�� Proteinase K ��"��1 200 µl.                   

incubate ��+ 37 oC ��'	���� 24 0�+���� 

 

�."� Phenol $�� chloroform-isoamyl alcohol(24:1) ��"��1 �(���� ½ ��(������
��&�)�# 	)�# 

 

#�#����� 	�(�	 organic phase �"&� $���l��&l� 	��&	.	�."� Phenol $�� 
chloroform-isoamyl alcohol(24:1) �� 2 ���&� 

 

�."� chloroform-isoamyl alcohol(24:1)  	��"��1��(���������&�)�# 	)�# �l����
���	.�.��	$��#�#�� organic phase �"&� �#��l���&	.		�&�&l���	 2 ���&� 

 

�."� 4 M NaCl ��"��1 1/10 ����"��.������&�)�# 	)�# 3��	�&	�."�         
Absolute alcohol ��|+�l����.�.��	 DNA  

 

�%�� DNA ��+�#% #%�� 70% ethanol  

 

)���3����(��"&���% )%$)%�$�%� �."�	&l����+	��|+�l������ DNA �#��(	3�	l��� 0%3��l�
�����#�(����#�#��|	$����|+�l�	�1������%��%	�� DNA ��+�#% 

 

���	��+ 2500 rpm  4oC  10 	��� 

���	��+ 3000 rpm  4oC  10 	��� 

������%��%	�� DNA µl/ml )�| ng/µl = OD260 x 50 x dilution factor 
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" 
3.4 �����"*����"��'���'�������!�)����%����! GSTM1, GSTP1 ���GSTT1 

 
���,*�-�����)���)��������	
4��������	 GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1  �l�

�#%�#����	l� genomic DNA ��q�%��%��(���"3�����l������"+���"��1�����	
4�����h���
.l�$)	(�����	 GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1  �#� 0%���	"� polymerase chain reaction 
(PCR) �*+���)�������|�����"+���"��1�����	
4���� 	��"��1��+.%�����#��,���(�	�����
�l���! �#%$�( #���	�$�($�� (DNA template)  #���	������"+�.%	 (primer)3l�	�	�������+��
�l�#�������%���(����l�#�����#%�	���� 3� �����#���	�$�($�� 	"�������#�)�|��� $��
�	����#���	���������� (DNA polymerase) �}"�"����+��"#�*&	�����#%�� 3 ��&	.	)����| 

 
1. ���$�����#���	�$�($���#� 0%41)/��"�����|+ )%#���	�������������(�

3����	��'	����#�+�� 
2. ���3������� primer ���#���	�$�($����&������  
3. �����������)�#���	���� )�(�#����.(����� primer �*+��,���	����#���	�

��������� 	���	l���� (A, T, C, G) ��+��%���(���#���	�$�($����.(��%���+����
����� primer ��&����%����|+ )%�#%#���	���� )�( 

 
q�q�".#���	���+��"+���"��1�#%3���}"�"�"�� (PCR product) .��3���#%#%���"
� gel 

electrophoresis �*+���'	���$��#���	� 	�4%	������#%�����$������ 3��	�&		l�$q(	�4%	��
�%�#%�����%�#���	� �0(	 ethidium bromide �*+��������4���+�������#$�����%��� 	0(��(��
��)�(����������(��#���	�$�����41����." 	���#�#��|	$����.�������. #��	�&	��|+	l�$q(	
�4%	��+q(�	����%���$�%����(��	���|+��l��	"#$����.�������. (UV transilluminator)          
3�����}��'	$��#���	��*+��l� )%�����	�##���	���+.%�����#%�#����������������	�##���	
���.�m�	 

 
��	�"3�� 	���&�	�&�,�����	"���+���|&	m�	3��)������#����(�� 	���.��3������

)���)��������	
4���� �| multiplex PCR, Restriction fragment length polymorphism 
(PCR-RFLP), Real-time PCR �*+�3���(�� 	��������#.(�� �#��l�#������� primer �l�)���
��	��&� 3 subtype $�#�#��.������+ 6 
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# 
�������� 6 $�#��l�#������� primer ��+ 0% 	 PCR  

Name Gene Sequence Product size 

A1 GSTM1 5′-CTG CCC TAC TTG ATT GAT GGG- 3′ 273 bp 

A2 5′-CTG GAT TGT AGC AGA TCA TGC-3′ 

B1 β-actin 5′-GGC CCC TCC ATC GTC CAC CG-3′ 496 bp 

B2 5′-GGG CAC GAA GGC TCA TCA TT-3′ 

C1 connexin26 5′-TCT TTT CCA GAG CAA ACC GC-3′ 286 bp 

C2 5′-GAC ACG AAG ATC AGC TGC AG-3′ 

D1 dystrophin 5′-TTT TCG GTC TCT CTG CTG GTC AGT G -3′ 196 bp 

D2 5′-CAA AGC CCT CAC TCA AAC AGT AAG C-3′ 

E1 GSTP1 5′-CCA GTG ACT GTG TGT TGA TC-3′ 189 bp 

E2 5′-CAA CCC TGG TGC AGA TGC TC-3′ 

F1 GSTT1       
(������) 

5′-CAG TTG TGA GCC ACC GTA CCC-3′ 1460 bp 

F2 5′-CGA TAG TTG CTG GCC CCC TC-3′ 

G1 GSTT1      
(�����&	) 

5′-CCA GCT CAC CGG ATC ATG GCC AG-3′ 466 bp 

G2 5′-CCT TCC TTA CTG GTC CTC ACA TCT C-3′ 
 

3.3.1.���.��3������)���)��������	
4��������	 GSTM1 
 
 	���.��3������)���)��������	
4������ GSTM1 3� 0%���	"� 

multiplex PCR, Real-time PCR $�� Denaturing high performance liquid chromatography 
(DHPLC) ��|+$����4(���+��3��	���v wild type, heterozygous mutant $�� homozygous 
mutant  �*+� 	$.(�����	"���)������$����&	.	#��	�&�| 

 
3.3.1.1 Multiplex PCR  

Multiplex PCR ��'	���	"� 	�����"+���"��1�����	
4�����#� 0% primer 
�����(� 1 ��( 	�}"�"�"��  �*+� primer $.(����(3�����$�� )%�#% PCR product ��+���	�#����
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$ 
���.(����	 3*�������3l�$	�����$.�.(�������	
4������#���	�$�($���#%3�����	l� 
PCR product ���l����.��3��#%�� gel electrophoresis 

#����+�#%��(�� 	����+ 2 $�%��(� ����)���)��������	
4������ GSTM1 ��+
.%����.��3�� ��'	�����"# deletion �*+���'	���)������&�)�#����	 #��	�&	 primer ��+ 0%3*�
����$�� )%������3l���������l�#������(�	)	*+�/�� 	��	 GSTM1 �l� )%������3�����#�
��	�.%	$����+��'	 wild type )�| heterozygous mutant $�� )%q� PCR product �#%  	�1�
��+ homozygous mutant �*+���#�(�	���l�#�������+3l�������� primer 3���(��������"+�
��"��1#���	�#%�� primer 	�& ����$.�.(��#����(�������$���#%�#�	l� PCR product ��+��"#
�*&	���l����.��3��#%�� gel electrophoresis .���(����+�� PCR product ��+���	�#����
��� 273 bp 3�� primer ��+3l�����.(�l�#�����/�� 	��	 GSTM1 (A1,A2) 3�$��q���'	 wild 
type )�| heterozygous mutant �(�	.���(����+��(�� band $��q���'	 homozygous 
deletion ��&�	�&��|+�|	��	�������.%����}"�"�"�� 3*�������3l���'	 	��� �( primer ����	��
)	*+���(��+��(��"# deletion �� 	�}"�"�"���#�����	��|+��'	 internal control �*+� 	���,*�-�	�&��|� 0% 
primer ��+3l����������	  β-actin (B1,B2) �#�3��l� )%�#% PCR product �	�#������� 496 bp 
#��	�&	3�������$��q��#%#��$�#� 	�����+ 7 �|  

1. wild type )�| heterozygous : �� band �	�# 273 3�� primer A1, A2 $�� 
band �	�# 496 bp 3�� primer B1,B2   

2. homozygous mutant : ���h��� band �	�# 496 bp ��+��"#3�� primer B1,B2 
 

 
�@���� 7 $�#�.l�$)	(����3���� primer A1, A2 $�����$��q�����)���)������
��	
4��������	 GSTM1 3�� band �� PCR product ��+��"#�*&	 
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% 
#%��)������#����(��	�&3������(������$����)�(����4(���+��3��	���v��'	 wild 

type ��� heterozygous mutant �#% 3*�3����	l���.��3�� 	���	"� DHPLC .(�� 

�l�)����}"�"�"�� PCR ��+ 0%��'	#��	�&�| 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�l����.��3�� PCR product ��+�#%#%������l� electrophoresis #%��         
1.5% agarose gel ��+ 110 Volt ��'	���� 40 	��� 3��	�&	�l�����%�$q(	 gel #%�� ethiduim 
bromide �%��	&l� $��	l���.��3�� band ��+��"#�*&	#%�����|+� UV light $��$��q�3�� band 
��+�� 

3.3.1.2 Denaturing high performance liquid chromatography (DHPLC) 

DHPLC ��'	���	"���+������	l��� 0%.��3������)���)��������	
4����
�#% 	)������-1� �#� 	��	�"3��	�&3��,�����.��3������$.�.(������"��1���
��	
4������+�#%3�������"+���"��1#%�����	"� PCR �*+�)��������|&�.%	�| #���	�$�($����+��
3l�	�	 copy number ����	$.�.(����	 3��l� )%�#% PCR product  	��"��1��+.(����	  

 	��&	.	$��3��l������"+���"��1�����	
4����#%�����	"� multiplex PCR 
�#� 0% primer 3 ��( �| A1, A2 (�l�)�����	 GSTM1) B1, B2 (�l�)�����	 β-actin) $�� D1, D2 

Mixture of 25 µl PCR reaction 
10x PCR buffer   2.5 µl 
50 mM MgCl2   0.75  µl 
2 mM dNTPs    2.5  µl 
10 pmol/ µl  primer A1   1.0 µl 
10 pmol/ µl  primer A2  1.0  µl 
10 pmol/ µl  primer B1  1.0  µl 
10 pmol/ µl  primer B2  1.0  µl 
5U/ µl Taq (Immulase)   0.2 µl 
Sterile distilled water   12.3 µl 
40 ng/ µl genomic DNA  2.5 µl 
1% Tritanx-100   0.25 µl 
Total     25  µl 

Thermal cycle condition 
95 oC 10 min 
95 oC 1 min 
61 oC 30 sec         30 cycles 
72 oC 1 min 
72 oC 7 min 
4   oC iiiii 
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&& 
(�l�)�����	 dystrophin) �#�3����������4�������%��%	�� primer ��&� 3 ��(  )%������
�)����� ��|+)���3��	l� PCR product ��.��3��#%���"
� DHPLC $�%��#%3��#%��%	������+��
���������(���	��|+.���(��	�&	��'	��,)!"���+��3��	���v����	 GSTM1 ��'	 wild type �*+���
)������#��	�&�| 

1. �����	
4������+��"+�#%���}"�"�"�� PCR 3����	 dystrophin �*+���'	 x-link gene  	
��,)!"��*+�������������,��'	 XX 3�����"��1��'	����(�����,0���*+���
����������,��'	 XY 

2. �����	
4������+��"+�#%���}"�"�"�� PCR 3����	 GSTM1  	#���	�$�($����+��3��	
���v��'	 wild type 3�����"��1��'	����(���#���	�$�($����+��3��	���v��'	 
heterozygous mutant 

3. �����	
4������+��"+�#%���}"�"�"�� PCR 3����	 β-actin  �*+���'	��	�	��������
�(�������+��(��"#��� deletion $����3l�	�	 copy number ��(���	 	��,)!"�$��
��,0�� 3�����"��1����+�|��|+��'	��,)!"���"��1�����	
4����3���(������+�#%
3����	 dystrophin  	�1���+��,0��3��#%��"��1�����	
4������'	����(���+�#%
3����	 dystrophin 

#%��)������#����(��)���3��	l� PCR product ���l����.��3��#%�� 
DHPLC �*+���%	������+��"#�*&	3�����"��1�����	
4������+�#% 	$.(����	 �#�������l�#��.��
��������� product �| dystrophin 196 bp, GSTM1 273 bp β-actin  3�������$��q��#%
#��$�#� 	�����+ 8 �| 

 
�@���� 8 $�#����(�	q�������)���)��������	
4��������	 GSTM1 3������ DHPLC 
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'' 
�#� condition �� DHPLC �l�)�����������"	 PCR product �| 41)/��"

����+ 50 oC gradient ��+ 0.5-4 	����.���(�	�� Buffer B ��(���� 50-85% ��"��1�����+ 0%h�# 
20 µl �(�	�}"�"�"�� PCR ��#��	�&�| 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.1.3 Real � Time PCR 

�����"+���"��1�����	
4����#%�����	"�  Real � Time PCR 	�&  	$.(��
.���(�� DNA ��+.%��l����.��3������)���)��������	
4����3����	l�����"+���"��1�#�
�l������(��	 2 )�#$����	�#� 0% primer 2 ��( �| A1, A2 �l�)�����	 GSTM1 $�� C1, C2 
�l�)�����	 connexin 26 �*+� 0%��'	.�������������������%��%	�� DNA  	$.(��.���(�� ��&�	�&
�4��}"�"�"��3������	l� DNA 3��.���(����+���� genotype $	(		�(���'	 wild type $�� 
heterozygote ����'	.������������� (calibrator sample) #%�� 

 

Mixture of 25 µl PCR reaction 
10x PCR buffer   2.5 µl 
50 mM MgCl2   0.75  µl 
2 mM dNTPs    2.5  µl 
10 pmol/ µl  primer A1   1.0 µl 
10 pmol/ µl  primer A2  1.0  µl 
5.5 pmol/ µl  primer B1  1.0  µl 
5.5 pmol/ µl  primer B2  1.0  µl 
9.5 pmol/ µl  primer D1  1.0  µl 
9.5 pmol/ µl  primer D2  1.0  µl 
5U/ µl Taq (Immurase)  0.2 µl 
Sterile distilled water   10.3 µl 
40 ng/ µl genomic DNA  2.5 µl 
1% Tritanx-100   0.25 µl 
Total     25  µl 

Thermal cycle condition 
95 oC 10 min 
95 oC 1 min 
61 oC 30 sec         24 cycles 
72 oC 1 min 
72 oC 7 min 
4   oC iiiii 
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q��������"+���"��1�����	
4����3�$�#� 	��������� exponential $��
�(� threshold cycle number (Ct) �*+�3�������������$.�.(����3l�	�	 copy ����	�#%
3�����	l����l�	�1 #%����.� 

 
 
 

 

�#��(�������
���3l�	�	 copy ����	 3����(���(���� 2 -∆∆Ct  �*+���4(���+��'	 wild 
type 3��#%�(�.���.���(�	��(���� 1 $����4(� heterozygote 3��#%�(�.���.���(�	��(���� 0.5 

3����&	.	���.��3������)���)��������	
4����#%�����	"� Real-time 
PCR 3�����.���(����+�� genotype ��'	 wild type $�� heterozygote �l�)��� 0% 	������	� 
condition �l�)������.��3����#$�� 2 genotype 	�& #%���"
� DHPLC .(�� �����&������'	���
.��3���������.%���q���+�#%3����&� multiplex PCR $�� DHPLC 

 

 

 

Mixture of 10 µl PCR reaction 
10 pmol/ µl  primer A1 ()�| C1) 0.5  µl 
10 pmol/ µl  primer A2 ()�| C2) 0.5 µl 
CYBR     2.0 µl 
Sterile distilled water    4.0 µl 
5 ng/ µl genomic DNA    3.0 µl 
 

Thermal cycle condition 
95 oC 15 min 
95 oC 10 sec 
62 oC 5 sec         35 cycles 
72 oC 13 sec 
40 oC 30 sec 
 

  ∆∆Ct = [∆Ct connexin 26 (calibrator sample) - ∆Ct GSTM1(calibrator sample)] �  

                 [∆Ct connexin 26  (unknown sample) - ∆CtGSTM1(unknown sample)] 
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)) 
3.3.2 ���.��3������)���)��������	
4��������	 GSTP1 

#����+�#%��(�� 	����+ 2 $�%��(� ����)���)��������	
4������ GSTP1 ��'	

���-1������$�	��+�����+.l�$)	(� 105(A→G) ���.��3������)���)��������	
4����
����		�&3*� 0%���	"� RFLP-PCR �*+��,��)�������3l�����.(�l�#�������+��'	.l�$)	(���
�	����.�#3l����� (restriction enzyme) �*+��������+�	$���$�%���������#��� 	0"&	#���	���+
�	 33���'	.���l�)	#�(��	����3�������.�#�#%)�|��( 

#%��)������#����(�� ���.��3������)���)��������	
4��������	 
GSTP1 3��l��#%�#������"+���"��1�����	
4��������	#%�� primer E1,E2 �*+�������3l�����
��������"+���"��1�����	
4���� 	��"��1.l�$)	(���+��"#���$�	��+����#% PCR product �	�#
������� 189 bp 3��	�&	 0%�	����.�#3l����� BsmAI ��+3#3l�.l�$)	(� GTC TC(N)  	���.�#

0"&	�(�	�� PCR product ��+�#% �	|+�3�����$�	��+�������"#3���������+�	$��� A→G 
#��	�&	#���	�$�($����+��3��	���v GSTP1 ��'	 wild type 3���(���.�##%���	����  	�1���+3��	
���v heterozygous mutant $�� homozygous mutant 3����.�#��+.l�$)	(���+�����$�	��+����#%
0"&	�(�	��+���.�#��0"&	�	�# 148 bp $�� 41 bp �*+�3�������$����4(�3��	���v��&�����3��
��	�#%#%�����.��3��q���+��"#�*&	#%�� gel electrophoresis #��$�#� 	�����+ 9 
 

�@���� 9 $�#�.l�$)	(�������3���� primer E1, E2 ���.�##%���	����.�#3l����� BsmAI $��
���$��q�����)���)��������	
4��������	 GSTP1 3�� band �� PCR product ��+
��"#�*&	 
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** 
���$��q��l��#%�#����#�.l�$)	(� band ��+��"#�*&	#��	�&�|  
1. wild type : ���h��� band ��+ 189 bp �*+���(���.�##%���	���� BsmAI  
2. heterozygous mutant : �� band ��+ 189, 141 $�� 41 bp  
3. homozygous mutant : �� band ��+ 141 $�� 41 bp 

�#��}"�"�"��$����&	.	.(��� ��'	#��	�&�| 

 

 

 

 

 

 

 

�l����.��3�� PCR product ��+�#%�#�����l� electrophoresis #%�� 1.5% 
agarose gel ��+ 110 Volt ��'	���� 40 	��� 3��	�&	�l�����%�$q(	 gel #%�� ethiduim bromide 
�%��	&l� $��	l���.��3�� band ��+��"#�*&	#%�����|+� UV light 	l��h��� amplified DNA ��+�� 
band �� PCR product ��+���	�# 189 bp �*+���'	.l�$)	(���+.%����  ���l����.�##%���	����
.�#3l����� BsmAI #%���}"�"�"��#��	�&�| 

 

 

 

 

 

Mixture of 25 µl PCR reaction 
10x PCR buffer   2.5 µl 
50 mM MgCl2   0.75  µl 
2 mM dNTPs    2.5  µl 
10 pmol/ µl  primer E1   1.0 µl 
10 pmol/ µl  primer E2  1.0  µl 
5U/ µl Taq (Immurase)  0.15 µl 
Sterile distilled water   14.6 µl 
40 ng/ µl genomic DNA  2.5 µl 
Total     25  µl 

Thermal cycle condition 
95 oC 10 min 
95 oC 30 sec 
60 oC 30 sec         30 cycles 
72 oC 30 sec 
72 oC 7 min 
4   oC iiiii 

Mixture of 50 µl Reaction 
10 NE  buffer    35 µl   
amplifed  DNA   20 µl 
enzyme  BsmAI   2  µl 
Sterile  distilled  water   23  µl 
Total      50 µl 
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�� 
 )���3�� incubate ��+41)/��" 55 oC ��'	���� 16 0�+���� 3�	l���.��3�� 

PCR product �#�����l� electrophoresis #%�� 2.0% agarose gel ��+ 110 Volt ��'	���� 1 
0�+���� 15 	��� 3��	�&	�%�#%�� ethiduim bromide �%��	&l� $��.��3�� band ��+��"#�*&	#%��
���|+� UV light  
 

3.3.3 ���.��3������)���)��������	
4��������	 GSTT1 

 
�	|+�3������)���)��������	
4������ GSTT1 ��+.%����.��3�� ��'	

�����"# deletion #��	�&	3*� 0%���	"� multiplex �0(	�#�����	�����	 GSTM1 $.(3���"+����	"� 
Gap-PCR �*+� primer ��()	*+�����$�� )%������3l�����.(�l�#�������+��(#%�		���+������&�
��#%�	��.l�$)	(���	��+��"# deletion �#�)�������| ��|+��(����� deletion .l�$)	(���+ primer 
��%�3��3���()(����	3	��(��������"+���"��1�����	
4�����#%  	�1���+��|+�� deletion .l�$)	(�
��&���3������|+	��%���0"#��	3	�������l������"+���"��1�����	
4�����#%  

 
#%���"
����	�&�l� )%$������$.�.(����3��	���v��&����$���| wild type, 

heterozygous mutant $�� homozygous mutant �#% 	�}"�"�"���#��� �#� 0% primer ��&�)�#
����( �| F1,F2 $�� G1, G2 �#� primer  G1, G2 ����$�� )%������3l���������l�#�����
�(�	)	*+�/�� 	��	 GSTT1�#% PCR product �	�# 466 bp �(�	 F1,F2 ����$�� )%��
����3l���������l�#������	.l�$)	(�#%�	�%������	 GSTT1 ��|+����� deletion 3�������
��"+���"��1�����	
4�����#% PCR product �	�# 1460 bp #��	�&	3�������$��q��#%#��$�#�
 	�����+ 10 #��	�&�| 

1. wild type : ���h��� band ��+ 466 bp  
2. heterozygote : �� band ��+ 1460 $�� 466 bp  
3. homozygous mutant : �� band �h�����+ 1460 
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�@���� 10 $�#�.l�$)	(�������3���� primer F1, F2 $�� G1,G2 $�����$��q�����
)���)��������	
4��������	 GSTT1 3�� band �� PCR product ��+��"#�*&	 

+���,&,�,�-.�/'01��$��2-)3 4�5�0)�61(7$ 

 

 

 

 

 

 

 

 

�8-&-����*!$� PCR product �69:;;��&-��8- electrophoresis ;��         

1.5% agarose gel �69 110 Volt 4�5�4��- 40 �-�6 *-&�01��8-&-��;$�.�2� gel ;�� ethiduim 
bromide �;-)�18- .�/�8-:����*!$� band �694&,'?1�;��4(�79$) UV light  

 

 

Mixture of 25 µl PCR reaction 
10x PCR buffer   2.5 µl 
2 mM dNTPs    2.5  µl 
10 pmol/ µl  primer F1   0.5 µl 
10 pmol/ µl  primer F2  0.5 µl 
10 pmol/ µl  primer G1  2.0  µl 
10 pmol/ µl  primer G2  2.0  µl 
5U/ µl Taq (Quigen)   0.2 µl 
Sterile distilled water   12.3 µl 
40 ng/ µl genomic DNA  2.5 µl 
Total     25  µl 

Thermal cycle condition 
95 oC 15 min 
94 oC 30 sec 
68 oC 30 sec         35 cycles 
72 oC 1 min 
72 oC 7 min 
4   oC iiiii 
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�� 
3.4 ���"�#����'�%/��@� 

�%���3������	�*��� 	���$��� Microsoft Excel ��|+	l����l�	�1)��%���
������+������)���)��������	
4���� $���"�����)�����$.�.(����������+��3��	���v��+
�� 	��4(��#�������4(�����4��#� 0%��"." chi-square $���l�����"�����)�)��}"�����	
���
��	 (gene interaction or epistasis) GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1 ��+���+���%���������"#������
�������������� �#� 0%���$��� multifactor dimensionality reduction (MDR) ������#��	�
�)�#�#%3�� http://sourceforge.net/projects/mdr/ 
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�����  4 

^����"�#����'�%/��@� 

 

4.1 ^������"*����"��'���'�������!�)����%����! GST 

3�����.��3������)���)��������	
4��������	 GSTM1, GSTP1 $�� 
GSTT1  	��4(��#���*+���'	q�%�r����������������������3l�	�	 139 �	 $����4(�����4��|
�	��."3l�	�	 278 �	 #%�����	"� multiplex PCR, RFLP - PCR, Real Time PCR $�� 
DHPLC q��� product band $������$�#�#�������+ 7- 11 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

�@���� 11 q� gel electrophoresis �� PCR product 3����	 GSTM1  
 

 

3�������+ 11 )������ 2,3 $�� 4 ��+������� band �� PCR product 3�� β-actin 
gene ��+���	�# 496 bp   ������$��q��#%��'	 homozygous mutant �(�	)������ 1,5 $�� 

6 �*+�����&� band �� PCR product 3��  β-actin gene �	�# 496 bp  $�� band �� PCR 
product 3��  GSTM1 gene �	�# 273 bp  3������(���������4�#%�(���'	 wild type )�|  
heterozygous �*+���'	��4(���+3����	l����l����.��3��$������$.�.(��#����(��.(�� 
 

100 bp DNA marker 

500 bp  
 200 bp  
 

β-actin 

GSTM1 

    1              2         3           4             5            6 



�� 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

 

�@���� 12  q� gel electrophoresis �� PCR product 3����	 GSTP1 )������.�##%���	����.�#
3l����� BsmAI 
 

3�������+ 12 �| band �� PCR product )���������.�##%���	����.�#3l����� 
BsmAI )������ 1 $�� 3 ��+������� band ��+���	�# 189 bp   �*+�)��������*������(���.�#
�#��	���� #��	�&	3*�$��q��#%��'	  wild type �l�)���)������ 4 $�� 5 �*+�����&� band ��+��
�	�# 189 bp  $�� 141 bp )��������*��������&��(�	��+���.�#$����(���.�##%���	���� 
������$��q��#%��'	��4(� heterozygous mutant  �(�	)������ 2 ��+�� band �	�# 141 �*+�
)����*�������.�##%���	�����(�������1� 3*�������$��q��#%��'	��4(� homozygous 
mutant 

 

 

 

 

 
 
 
 

�@���� 13 q� gel electrophoresis �� PCR product 3����	 GSTT1  

     1          2     3         4          5          6 

200 bp  
 50 bp  
 

50 bp DNA marker 

Wild type = 189  
Heterozygous = 189/141 
Mutant = 141/48 

100 bp DNA marker 

 1000  bp  
 500 bp  

 

   1        2          3       4         5          6            

Wild type = 466  
Heterozygous = 1460/466 
Mutant = 1460 
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�� 
3�������+ 13 )������ 1, 3$�� 5 ��+������� band �� PCR product �	�#       

1460 bp  ������$��q��#%��'	  homozygous mutant  �l�)���)������ 2 $�� 4 �*+�����&� 
band �	�# 1460 bp  $�� 466 bp  ������$��q��#%��'	  heterozygous mutant �(�	
)������ 6 ��+������� band �	�# 466 ������$��q��#%��'	  wild type 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

�@���� 14 q��� Real-Time PCR  
 

3�����������+ 14 ���(���&� 3 .���(����������%��%	�� DNA ��"+�.%	��(���	 �"3��1�
3����%	���� PCR product ����	 connexin 26 ��+���(���(���	 #��	�&	3*��������l����
�����������q��� PCR product ����	 GSTM1 �#% �*+� GSTM1 wild type ��+����	 2 copy 3�
�������"+���"��1�#%��#������(���	��+��'	 heterozygous mutant $����|+	l��(� threshold cycle 
number (Ct) ����&� 3 .���(�� �| .������4���+��'	 heterozygote 3����(� Ct ����	 connexin 

26 $�� GSTM1��(���� 23.13 $�� 23.69 .���l�#�� .������4���+��'	 wildtype 3����(� Ct ��
��	 connexin 26 $�� GSTM1 ��(���� 23.13 $�� 22.79 $��.���(����+�����(���� genotype 
�*+����(� Ct ����	 connexin 26 $�� GSTM1��(���� 23.13 $�� 23.69 ���l�	�1.����.� 3�
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�#%�.���(�	��.���(����+��(���� genotype ��(���� 0.5 #��	�&	3*�$��q��#%�(� .���(��	�&�� 
genotype ��'	 heterogygote 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�@���� 15 q��� DHPLC  

3�������+ 15 ��'	������ DHPLC ��+�#%3�����h�# amplified DNA 3�������"+�
��"��1�����	
4����#%�����	"� multiplex PCR �*+����������4�������%��%	�� primer $.(��
��( )%�)�����3	�#%��%	��%��4���%	�����������(���	 ��|+.���(��	�&	��'	��,)!"���+��3��	���v��
��	 GSTM1 ��'	$�� wild type ��|+$��q� �#���%	��%��l�#����+ 1, 2 $�� 3 3�$�#��*���"��1
�� PCR product ��+�#%3�� primer ��(��+3l�����.(�����"+���"��1����	 dystrophin, GSTM1 

$�� β-actin .���l�#�� $��������$��q�3�������#%#��	�&�| (1) .���(����'	��,0����+�� 
genotype ����	 GSTM1 ��'	 heterozygote (2) .���(����'	��,)!"���+�� genotype ����	 

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 
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GSTM1 ��'	 heterozygote (3) .���(����'	��,)!"���+�� genotype ����	 GSTM1 ��'	$�� 
wild type  (4) .���(����'	��,0����+�� genotype ����	 GSTM1 ��'	$�� wild type   

��������������������+�� GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1 alleles  	��4(��#��$��
��4(�����4�����������+�� 	�����"#�������������������� ���(� 	��4(�����4�3��� GSTM1         
$�� GSTT1 ��+��'	 homozygous mutant �%��� 56.83 $�� 28.06 .���l�#��   �(�	         
GSTP1  3��� GST P1 (Ile / Ile) �%��� 55.04 , GST P1 (Ile / Val) �%��� 38.85 $��     

GST P1 (Val / Val) �%��� 6.12 (.������+ 7)�#� Genotype distribution ����4(��#����'	��
.�� Hardy-Weinberg Equilibrium  

��(������$.�.(�� 	�����"+��������+��.(�����"#�������������������� 	��4(���+
�� genotype ��'	 GSTM1 homozygous mutant  (OR = 0.7414, 95% CI = 0.2722-2.0195,        
p = 0.5569) $�� GSTT1 homozygous mutant  (OR = 1.4706, 95% CI = 0.8510-2.5411,       
p = 0.1659)  	�1���+q�%��+�� genotype ��'	  GSTP1 (Ile/Val) 3��������������+��.(�����"#
������ 	��������������	%���(��*� 0.5275 ��(� ��|+����������4(�����4� (OR = 0.5275, 
95% CI = 0.3331-0.8353,  p = 0.0060)      	�3��	�&�����$	��	%� 	�����"+��������+��.(
�����"#�������������������� 	��4(� GSTT1 ��+��'	 Heterozygote (OR = 1.1.6471, 95% CI 
= 0.9907-2.7383, p = 0.0534) (.������+ 7) 
�������� 7 GST genotype  	��4(��#��$����4(�����4� 
 

GST genotypes 
 

Control (N=278)(%) 
 

Patients (N=139)(%) 
 

Odds ratio (OR) 
 

95% CI 
 

P value 

GSTM1         
GSTM1(+ / +)  10 (3.60%) 7 (5.04%) 1.0 (ref.) - - 

GSTM1(+ / -)  110 (39.57%) 50 (35.97%) 0.6494 0.2337-1.8046 0.4048 

GSTM1(- / -)  158 (56.83%) 82 (58.99%) 0.7414 0.2722-2.0195 0.5569 
GSTP1        

GST P1 (Ile / Ile) 153 (55.04%) 94 (67.63%) 1.0(ref.) - - 
GST P1 (Ile / Val) 108 (38.85%) 35 (25.18%) 0.5275 0.3331-0.8353 0.0060* 
GST P1 (Val / 
Val) 

17 (6.12%) 10 (7.19%) 0.9574 0.4207-2.188 0.9164 

GSTT1        
GST T1(+ / +) 100 (35.97%) 34 (24.46%) 1.0(ref.) - - 
GST T1(+ / -) 100 (35.97%) 56 (40.29%) 1.6471 0.9907-2.7383 0.0534 

GST T1(- / -) 78 (28.06%) 39 (35.25%) 1.4706 0.8510-2.5411 0.1659 
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	�3��	�& ��|+�"3��1���	 GSTM1 $�� GSTT1 �#�#��h��� present )�| null 

allele ����(��	���l���!�����"."������$.�.(����)�(����4(�����4�$����4(��#�� (.������+ 
8) 
 

�������� 8 GST genotype  	��4(��#��$����4(�����4���|+�"3��1���	 GSTM1 $�� 
GSTT1 �#�#��h��� present )�| null allele 

 
GST genotypes 

 
Control 

(N=278)(%) 

 
Patients 

(N=139)(%) 

 
Odds ratio 

(OR) 

 
95% CI 

 

P value 

GSTM1         
Present  100 (43.17%) 57 (41.01%) 1.0 (ref.) - - 
Null  158 (56.83%) 82 (58.99%) 0.9105 0.5978-1.3867 0.7419 

GSTP1        
GST P1 (Ile / Ile) 153 (55.04%) 94 (67.63%) 1.0(ref.) - - 
GST P1 (Ile / Val) 108 (38.85%) 35 (25.18%) 0.5275 0.3331-0.8353 0.0060* 
GST P1 (Val / Val) 17 (6.12%) 10 (7.19%) 0.9574 0.4207-2.188 0.9164 

GSTT1        
Present 200 (71.94%) 90 (64.75%) 1.0(ref.) - - 
Null 78 (28.06%) 49 (35.25%) 1.3960 0.9033-2.1576 0.1639 

 

4.2 ^����#�����#�����_����!����'"�����! 

��|+�l�����"�����)��#���� genotype ����	 GSTP1 ��+��'	 GST P1 (Ile / 

Val) $�� GST P1 (Val / Val) ��%���'	��4(��#�����	 ��|+����������������	 GSTT1 $�� GSTM1 

��+��������  wild type $�� Heterozygous alleles ��%�#%����	 ���(� 	��4(���+�� genotype ��'	 
GSTT1 wild type $��/)�| Heterozygote ��� GSTP1 ��+��'	 GST P1 (Ile / Val) $�� GST P1 
(Val / Val) 3����������+��.(�����"#��������������������	%���(���|+����������4(���."�*� 
0.5866 ��(�(OR = 0.5866, 95% CI = 0.3464-0.9932, p = 0. 0.0460) (.������+ 9)   

��|+$����	 GSTP1 ���'	 GST P1 (Ile / Ile), GST P1 (Ile / Val) $�� GST 

P1  (Val / Val)  3����(���4(���+�� genotype ��'	 GSTT1 wild type $��/)�| GSTT1 
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�� 
Heterozygous allele ��� GST P1 (Ile / Val)  3����������+�� 	�����"#��������������������
	%���(���|+����������4(���." 0.4971 ��(� (OR = 0.4971, 95% CI = 0.2802-0.8819, p = 0. 
0.0158) (.������+ 10)  

$.(��&�	�&��|+$����&� GSTM1 $�� GSTT1 ���'	 wild type, Heterozygous 
alleles $�� Homozygous alleles ���(���4(���+�� genotype ��'	 GSTT1 Heterozygous allele 
$�� GST P1 (Ile / Ile) ���������+�������(���|+����������4(���." 2.3866 ��(� (OR = 2.3866, 
95% CI = 1.2410-4.5896, p = 0. 0.0083) (.������+ 11) 	�3��	�&������������+����"+��*&	�*� 
2.4421 ��(� ��|+�� genotype ��'	 GSTT1 Homozygous allele ��� GST P1 (Ile / Ile)             
(OR = 2.4421, 95% CI = 1.2175-4.8985, p = 0. 0.0110) (.������+ 11)   

 

�������� 9 �������������� Double GST genotype ��)�(����4(�����4�$����4(��#����|+
�"3��1���	 GSTM1 $�� GSTT1 ��'	 present )�| null $�� ��	 GSTP1 ��'	 GSTP1 

(Ile/Ile) $�� GSTP1 (Ile/Val 0r Val/Val) 

Double  GST genotypes 
 

Control 
(N=278)(%) 

Patients 
(N=139)(%) 

Odds 
ratio (OR) 

95% CI P value 

GSTM1 and GSTT1        
Both present 91 (32.73%) 37 (26.62%) 1.0   
Either Null 138 (49.64%) 73 (52.52%) 1.3010 0.8083-2.0940 0.2779 

Both Null 49 (17.63%) 29 (20.86%) 1.4556 0.8009-2.6454 0.2170 
GSTM1 and GSTP1        
M1(+ / +) and P1 (Ile / Ile) 68 (24.46%) 38 (27.34%) 1.0   

M1(+ / +) and P1 (Ile / Val or Val / Val) 52 (18.71%) 19 (13.67%) 0.6538 0.3384-1.2632 0.2046 
M1(- / -) and P1 (Ile / Ile) 85 (30.58%) 56 (40.29%) 1.1789 0.7002-1.9849 0.5350 
M1(- / -) and P1 (Ile / Val or Val / Val) 73 (26.26%) 26 (18.71%) 0.6373 0.3504-1.1594 0.1385 

GSTT1 and GSTP1        
T1(+ / +) and P1 (Ile / Ile) 113 (40.65%) 62 (44.60%) 1.0   
T1(+ / +) and P1 (Ile / Val or Val / Val) 87 (31.29%) 28 (20.14%) 0.5866 0.3464-0.9932 0.0460* 

T1(- / -) and P1 (Ile / Ile) 40 (14.39%) 32 (23.02%) 1.4581 0.834-2.5491 0.1847 
T1(- / -) and P1 (Ile / Val or Val / Val) 38 (13.67%) 17 (12.23%) 0.8154 0.4255-1.5625 0.5381 
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�������� 10 �������������� double GST genotype ��)�(����4(�����4�$����4(��#��     
��|+�"3��1���	 GSTM1 $�� GSTT1 ��'	 present )�| null $�� ��	 GSTP1 ��'	 GSTP1 

Ile/Ile), GSTP1 (Ile/Val) $��GSTP1(Val/Val) 

 

 

 

 

 

Double  GST genotypes 
 

Control 
(N=278)(%) 

Patients 
(N=139)(%) 

Odds ratio 
(OR) 

95% CI P value 

GSTM1 and GSTT1        
Both present 91 (32.73%) 37 (26.62%) 1.0   
Either Null 138 (49.64%) 73 (52.52%) 1.3010 0.8083-2.094 0.2779 
Both Null 49 (17.63%) 29 (20.86%) 1.4556 0.8009-2.6454 0.2171 

GSTM1 and GSTP1        
M1(+ / +) and P1 (Ile / Ile) 68 (24.46%) 38 (27.34%) 1.0   
M1(+ / +) and P1 (Ile / Val) 46 (16.55%) 16 (11.51%) 0.6224 0.3110-1.2455 0.1786 
M1(+ / +) and P1 (Val / Val) 6 (2.16%) 3 (2.16%) 0.8947 0.2116-3.7827 0.8794 
M1(- / -) and P1 (Ile / Ile) 85 (30.58%) 56 (40.29%) 1.1789 0.7002-1.9849 0.5355 
M1(- / -) and P1 (Ile / Val) 62 (22.30%) 19 (13.67%) 0.5484 0.2865-1.0498 0.0681 
M1(-/-) and P1 (Val / Val) 11 (3.96%) 7 (5.04%) 1.1388 0.4076-3.1816 0.8049 

GSTT1 and GSTP1        
T1(+/+) and P1 (Ile / Ile) 113 (40.65%) 62 (44.60%) 1.0   
T1(+/+) and P1 (Ile / Val) 77 (27.70%) 21 (15.11%) 0.4971 0.2802-0.8819 0.0158* 
T1(+/+) and P1 (Val / Val) 10 (3.60%) 7 (5.04%) 1.2758 0.4627-3.5181 0.6375 
T1(-/-) and P1 (Ile / Ile) 40 (14.39%) 32 (23.02%) 1.4581 0.8340-2.5491 0.1847 
T1(-/-) and P1 (Ile / Val ) 31 (11.15%) 14 (10.07%) 0.8231 0.4075-1.6626 0.5870 
T1(-/-) and P1 (Val / Val) 7 (2.52%) 3 (2.16%) 0.7811 0.1950-3.1283 0.7268 
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�������� 11 �������������� Double GST genotype ��)�(����4(�����4�$����4(��#��     
��|+�"3��1���	 GSTM1 $�� GSTT1 ��'	 wild type, Heterozygous allele $�� Mutant $�� 
��	 GSTP1 ��'	 GSTP1 (Ile/Ile), GSTP1 (Ile/Val) $��GSTP1(Val/Val) 

 

Double  GST genotypes Control 
(N=278)(%) 

Patients (N=139)(%) Odds ratio (OR) 95% CI P value 

GSTM1 and GSTP1        
M1(+ / +) and P1 (Ile / Ile) 7 (2.52%) 6 (4.32%) 1.0   
M1(+ / +) and P1 (Ile / Val) 3 (1.08%) 1 (0.72%) 0.3889 0.0315-4.7958 0.4520 
M1(+ / +) and P1 (Val / Val) 0 (0.00%) 0 (0.00%) - - - 
M1(+ / -) and P1 (Ile / Ile) 61 (21.94%) 32 (23.02%) 0.6120 0.1897-1.9746 0.4082 
M1(+ / -) and P1 (Ile / Val) 43 (15.47%) 15 (10.79%) 0.4070 0.1179-1.4046 0.1473 
M1(+ / -) and P1 (Val / Val) 6 (2.16%) 3 (2.16%) 0.5833 0.1000-3.4024 0.5474 
M1(- / -) and P1 (Ile / Ile) 85 (30.58%) 56 (40.29%) 0.7686 0.2455-2.4068 0.6507 
M1(- / -) and P1 (Ile / Val) 62 (22.30%) 19 (13.67%) 0.3575 0.1071-1.1936 0.0855 
M1(- / -) and P1 (Val / Val) 11 (3.96%) 7 (5.04%) 0.7424 0.1751-3.1482 0.6855 
GSTM1 and GSTT1        
M1(+ / +) and T1(+ / +) 4 (1.44%) 1 (0.72%) 1.0   
M1(+ / +) and T1(+ / -) 4 (1.44%) 3 (2.16%) 3.0000 0.2111-42.6260 0.4075 
M1(+ / +) and T1(- / -) 2 (0.72%) 3 (2.16%) 6.0000 0.3544-101.5728 0.1966 
M1(+ / -) and T1(+ / +) 47 (16.91%) 14 (10.07%) 1.1915 0.1230-11.5462 0.8794 
M1(+ / -) and T1(+ / -) 36 (12.95%) 19 (13.67%) 2.1111 0.2201-20.2457 0.5090 
M1(+ / -) and T1(- / -) 27 (9.71%) 17 (12.23%) 2.5185 0.2592-24.4711 0.4127 
M1(- / -) and T1(+ / +) 49 (17.63%) 19 (13.67%) 1.5510 0.1627-14.7814 0.7004 
M1(- / -) and T1(+ / -) 60 (21.58%) 34 (24.46%) 2.2667 0.2434-21.1086 0.4611 
M1(- / -) and T1(- / -) 49 (17.63%) 29 (20.86%) 2.3673 0.2523-22.2138 0.4381 
GSTT1 and GSTP1        
T1(+ / +) and P1 (Ile / Ile) 58 (20.86%) 19 (13.67%) 1.0   
T1(+ / +) and P1 (Ile / Val) 38 (13.67%) 12 (8.63%) 0.9640 0.4202-2.2117 0.9333 
T1(+ / +) and P1 (Val / Val) 4 (1.44%) 3 (2.16%) 2.2895 0.4696-11.1609 0.2949 
T1(+ / -) and P1 (Ile / Ile) 55 (19.78%) 43 (30.94%) 2.3866 1.2410-4.5896 0.0083* 
T1(+ / -) and P1 (Ile / Val) 39 (14.03%) 9 (6.47%) 0.7045 0.2890-1.7170 0.4397 
T1(+ / -) and P1 (Val / Val) 6 (2.16%) 4 (2.88%) 2.0351 0.5186-7.9860 0.3011 
T1(- / -) and P1 (Ile / Ile) 40 (14.39%) 32 (23.02%) 2.4421 1.2175-4.8985 0.0110* 
T1(- / -) and P1 (Ile / Val) 31 (11.15%) 14 (10.07%) 1.3786 0.6093-3.1193 0.4401 
T1(- / -) and P1 (Val / Val) 7 (2.52%) 3 (2.16%) 1.3083 0.3074-5.5682 0.7153 
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�� 
��&�	�&��|+�l����,*�-����������	
���)�(��}"�����	
�����	��&����0	"##%��

���$��� MDR $�%����(���(�����������	
���	 (.������+ 12) 

�������� 12 $�#�q�����l�	�13�����$��� MDR 

Model Training Bal.Acc Testing Bal. Acc Sign. Test(p) CV consistency 

X2 0.5695 0.5360 7(0.1719) 8/10 

X2X3 0.6061 0.5917 8(0.0547) 10/10 

X1X2X3 0.6231 0.5750 8(0.0547) 10/10 

 

4.3 ^�%���"��'���'�������!�)���������+��"���)!���%����#�2����#���
�&���"� 

��|+�l�����"�����)��#���� genotype ����	 GSTP1 ��+��'	 GST P1 (Ile / 

Val) $�� GST P1 (Val / Val) ��%���'	��4(��#�����	 ��|+����������������	 GSTT1 $�� GSTM1 

��+��������  wild type $�� Heterozygote ��%�#%����	 ��|+#�q�������)���)������
��	
4��������	��&������4(�.(��#�������4	$��$��0	"#���������������������� ��(��
	���l���!�����"."��)�(������$.�.(���� genotype ��|+�������������)�(����4(���+����#��
�����4	$�������$.�.(����	 	��	��&� 3 0	"# #��.������+ 13-15 

�������� 13 $�#����������	
���)�(����#�������4	$��������������������������� 
GSTM1 genotype 
Pathological 
features 

GSTM1 Odd Ratio (OR) 95% CI 
Present no.(%) Null no.(%)   

Stage       
Stage Low 43 (30.94) 60 (43.17) 1.0 (Ref.)  
StageHigh 14 (10.07) 22 (15.83) 1.1262 0.5183 - 2.4473 
Grade       
 Low 52 (37.41) 77 (55.40) 1.0 (Ref.)  
High 5 (3.60) 5 (3.60) 0.6753 0.1862 -2.4498 
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�� 
�������� 14 $�#����������	
���)�(����#�������4	$��������������������������� 
GSTP1 genotype 
Pathological 
features 

GSTP1 Odd Ratio (OR) 95% CI 
Present no.(%) Null no.(%)   

Stage       
Stage Low 71 (51.08) 32 (23.02) 1.0 (Ref.)  
StageHigh 23 (16.55) 13 (9.35) 1.2541 0.5647-2.7852 
Grade       
 Low 87 (62.59) 42 (30.22) 1.0 (Ref.)  
High 7 (5.04) 3 (2.16) 0.8878 0.2185-3.6064 

 

�������� 15 $�#����������	
���)�(����#�������4	$��������������������������� 
GSTT1 genotype 
Pathological 
features 

GSTT1 Odd Ratio (OR) 95% CI 
Present no.(%) Null no.(%)   

Stage       
Stage Low 64 (46.04) 39 (28.06) 1.0 (Ref.)  
StageHigh 26 (18.71) 10 (7.19) 0.6312 0.2750-1.4488 
Grade       
 Low 82 (58.99) 47 (33.81) 1.0 (Ref.)  
High 8 (5.76) 2 (1.44) 0.4362 0.0889-2.1399 

 

4.5 ^�%���"��'���'�������!�)����%����! GSTM1, GSTP1 ��� GSTT1 #�U��
������*�,!.��`T!��)��^@/�a"���#�2����#����&���"��������������"������@��)'��� 

�	|+�3�������#�%��������."�������4)��+��q�%��%��(���"3�� 	��4(�����4� 3*���(
�������l�����������������33�����+�����������4)��+�����������)���)��������	
4����
$�������"#���������������������#% �(������.�� q�����������������3��	���v ����	 
GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1 ��|+$��.��3��	���v 	��4(�q�%�r������������������������+$�(�
.�������."�������4)��+3�$�#��#%#��.������+ 16 
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�� 
�������� 16 $�#�q�������)���)��������	
4��������	 GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1 
��|+$��.��3��	���v 	��4(�q�%�r������������������������+$�(�.�������."�������4)��+ 
Genotype Smoking status 

Pack year (%) 
 0 0 to <15 15 to < 30  30 to <45 ≥45 
      
GSTM1           

GSTM1 (+/+) 5 (3.6) 0 (0) 1 (0.7) 1 (0.7) 0 (0) 
GSTM1 (+/-) 13 (9.4) 11 (7.9) 10 (7.2) 10 (7.2) 6 (4.3) 
GSTM1 (-/-) 19 (13.7) 14 (10.1) 23 (16.5) 12 (8.6) 14 (10.1) 

GSTP1           
GSTP1 (Ile/Ile) 22 (15.8) 16 (11.5) 27 (19.4) 14 (10.1) 15 (10.8) 
GSTP1 (Ile/Val) 11 (7.9) 6 (4.3) 5 (3.6) 8 (5.8) 5 (3.6) 
GSTP1 (Val/Val) 4 (2.9) 3 (2.2) 2 (1.4) 1 (0.7) 0 (0) 

GSTT1           
GSTT1 (+/+) 9 (6.5) 6 (4.3) 7 (5.0) 9 (6.5) 3 (2.2) 
GSTT1 (+/-) 16 (11.5) 8 (5.8) 14 (10.1) 9 (6.5) 9 (6.5) 
GSTT1 (-/-) 12 (8.6) 11 (7.9) 13 (9.4) 5 (3.6) 8 (5.8) 
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�� 
�����  5 

��)�^����"�*� �������^� ���%/�#�!��!� 

 

��.�4�����������	�"3��	�&��|+�������������	
���)�(������)���)�����
��	 GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1 ��������"#�������������������� 	�	��� �*+����(�������� 
GSTP1 (Ile/Val) ��(�	�&	��+��q�.(����#�������+�� 	�����"#����������������������|+�����
�����4(�����4� (OR = 0.5275, 95% CI = 0.3331-0.8353,  p = 0.0060) �l�)���q��������   
3��	���v GSTP1 (Val/Val) ��+��(����	���l���!�����"." 	����#�������+��.(�����"#������
��������������	�&	 �3��"#3���}"�����	
���)�(����	�*+���q�3��"�
"������	 GSTM1 ��+��
���,*�-����(�q�%��3��	���v GSTM1 homozygous mutant ��$	��	%� 	�����"+��������+�� 	
�����"#��������������������(9) ��%������+���%� �#�3���%������(�q�%��%��(���"3�� 	��4(�
q�%�r������������������������&� 10 �	��+��3��	���v GSTP1 (Val/Val) ��q�%��3��	���v GSTM1 
homozygous mutant ��&�)�# 7 �	 �*+��"#��'	�%��� 70 3*��3�l� )%�)�	q� 	��������	����
���+����(0�#�3	��(������4(���+��3��	���v GSTP1 (Ile/Val) �*+�3����&�)�# 35 �	 	�&	��q�%��3��	���v 
GSTM1 homozygous mutant 19 �	 �*+��"#��'	������%��� 54.3 ��&�	�&��|+����|	��	q�#����(��
 )%0�#�3	�*&	 �3.%��������"+�3l�	�	���0��� 	��4(�q�%�r���������������������� 

�(�	q����}"�����	
���)�(����	 GSTP1 �����	 GSTT1 ���(� 	��4(���+��3��	
���v GSTT1 present alleles ��� GSTP1 (Ile / Val or Val / Val) 3����������+��.(�����"#
��������������������	%���(���|+����������4(���."(OR = 0.5866,   95% CI = 0.3464-
0.9932, p =   0. 0.0460) $�������3��	���v��'	 GSTT1 heterozygous mutant $�� GST P1 

(Ile / Ile) ���(����������+��.(�����"#�������������������������(���|+����������4(���." 
2.3866 ��(� (OR = 2.3866, 95% CI = 1.2410-4.5896, p = 0. 0.0083) $��3����������+��
��"+��*&	�*� 2.4421 ��(� ��|+�� genotype ��'	 GSTT1 Homozygous mutant ��� GST P1 (Ile / 
Ile)  (OR = 2.4421, 95% CI = 1.2175-4.8985, p = 0. 0.0110) �����&������$	��	%� 	�����"+�
�������+����|+��3��	���v��'	 GSTM1 homozygous mutant $�� GSTP1 (Val/Val) 3�������+
��4(�q�%�r������������������������������+�����(���4(�����4�$�%�(�q�#����(��3���(��
	���l���!�����"."��.�� 

��&�	�&$�%�(�q�������#�������+����|+��3��	���v��'	 GSTP1(Ile/Val) ��+�#%3��
���,*�-� 	���&�	�&3�$.�.(�������	�"3����+,*�-� 	��4(��	"	�#����+���(�q�%��+��3��	���v GSTP1 



�� 
(Ile/Val) ���������+�� 	�����"#�������������������������(��	��."��|+����������4(�����4� 
(OR = 1.98, 95% CI = 1.23 � 3.20,  p = 0.0050) (7) $.(�����(�����	�"3����+��q���"+�����
���+��.(�����"#����������������������|+��3��	���v��'	 GSTP1 (Ile/Ile) (OR = 6.5, 95% CI = 
1.01-41.5)(30) �����&����,*�-���+���(������3��	���v GSTP1 (Val/Val) 3��l� )%���	������+��

����"�
"/�� 	�������+�	$��������4(� bezo[α]pyrene �����(� 3.4 ��(� $��������"�
"/��
.(�������+�	$������ diol epoxide of chrysene $�� (+)-anti-1,2-dihydroxy-3,4-Oxy-
1,2,3,4-tetrahydrochrysene((+)-anti-CDE) �����(��*� 5.3 ��(�(21) �*+�q�.(��� �)�(�	�&�%�	
�#��%�$�������q������,*�-���+������#�������+����|+��3��	���v��'	 GSTP1(Ile/Val) 
��&��"&	 

�l�)�������)���)��������	
4��������	 GSTM1 $�� GSTT1 	�&	���(�
 	��4(�����4��� GSTM1 homozygous mutant ������%��� 56.83 �*+�	%���(���+��������
�l����,*�-� 	�	����4�/��#���+���*��%��� 62.7 (12) �(������.�� ��|+�"3��1���	 GSTM1 
$�� GSTT1 �#�$�����'	�h��� present )�| null allele ��|+�����������q������	�"3��0"&	
|+	� ��+�����$�(���4(� 	���-1��#�����		�& ���(� GSTM1 $�� GSTT1 null allele ��������+���
��(� 	��4(��#����|+����������4(�����4�(GSTM1 = 58.99% $�� GSTT1 = 35.25%) �*+�
�#��%������	�"3����+��������,*�-� 	��4(��	���)��(31) $���	"	�#�� (7) 

	�3��	�& ��|+ )%��%� 3�*������������)���)��������	
4��������	 
GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1 .(���	l�����'	.��0�&�(���+�30(���l�	����#�������4	$��$��
���#l��	"	���������������������� 3*������,*�-������������3��	���v����	��&������4(����
��#�������������������������#�$�(�.�������4	$��������| Low stage )�| 
Superficial bladder cancer (SBC)  $�� High stage )�| Invasive bladder cancer (IBC) 
�(������.�� q����,*�-� 	���&�	�&��($�#��*�	���l���!�����"." 	�����"+�)�|�#�������+��.(
��#�������4	$������������������������ $�%3���$	��	%��(�q�%�� GSTM1 genotype 
homozygous mutant 3����������+�� 	������	����	|&����'	 SBC �����(�  

 
�l�)������,*�-���33�����#%�	��."�����������4)��+�*+�3��(�q�.(�����"#

��������������������	�&	 �	|+�3����#�%���#����(�� 	��4(�����4� 3*���(������	l���,*�-�
q������3����33��#����(���#%  
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�� 
�3��(���#���4��#%�(�q����,*�-�����)���)��������	
4��������	 

GSTM1, GSTP1 $�� GSTT1 ����������+�� 	�����"#�������������������� 	��	�"3�� 	���&�
	�&  )%q��#��%������	�"3����+��������,*�-� 	��4(��	��0�� �|��$	��	%� 	�����"+�����
���+�� 	��1��������3��	���v�� GSTM1 $�� GSTT1  ��'	 homozygous mutant �(�	����� 
3��	���v��'	 GSTP1 heterozygous mutant 	�&	���(�3��#�������+�� 	�����"#�������������
�������  
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