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OZET
(Akciger Kanseri Hastalarinda ve Saghkh Bireylerde GSTP1 Geni Ekzon 6

Polimorfizminin Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasi)

Glutatyon S-transferaz enzimleri (GSTs), hiicrelerde glutatyon aracili detoksifikasyon
reaksiyonlarini katalizleyerek hiicreleri sitotoksik ve karsinojenik ajanlarin sebep oldugu
hasarlardan korurlar. Buna bagli olarak, GST enzimlerinin diigiik oranda ifadesi veya
yoklugu nedeni ile detoksifikasyon reaksiyonlarindaki azalmanin kanser hassasiyetinde
biiyiik oranda artisa neden oldugu bildirilmektedir. Glutatyon S-transferaz pl (GSTP1),
akciger dokusunda en fazla bulunan enzim olup cok g¢esitli karsinojenik maddeyi
metabolize eder. Yapilan ¢aligmalarda, GSTP1 enziminin yapisinda, fonksiyonunda ya
da ifade seviyesinde genetik polimorfizimlerin neden oldugu degisikliklerin enzimin
detoksifikasyon yetenegini etkileyecegi ve akciger kanseri riskinin arttiracagi

belirtilmektedir.

Calismamizda, akciger kanseri hastalarinda (30) ve saglikli kontrollerde (30) GSTP1
geninin polimorfik 6. ekzon bolgesi incelenerek kanser ile iliskisi arastirilmistir. Bu
bolgede goriilen nokta mutasyonu (Sitozin—Timin) polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
ve restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP) analizleri kullanilarak

saptanmustir.

Hastalardan sadece 27’sinin homozigot (C/C) iken 3’iiniin heterozigot (C/T) oldugu
gozlenmistir. Kontrollerden ise 26’sinin homozigot (C/C) ve 4’iliniin heterozigot (C/T)
oldugu anlasilmistir. Her iki grupta da homozigot (T/T) genotipine rastlanmamistir.
Bulgularin istatiksel degerlendirmesi, GSTP1 genindeki ekson 6 C/T polimorfizminin

akciger kanseri ile iliskisi olmadigini ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Akciger Kanseri, GSTP1, Detoksifikasyon, RFLP
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ABSTRACT

(Molecular Analysis of Exon 6 Polymorphism of GSTP1 Gene in Lung Cancer
Patients and Healthy Individuals)

Glutathione S-transferases (GSTs) catalyze detoxifying reactions with glutathione and
protect cellular macromolecules from damage caused by cytotoxic and carcinogenic
agents. It was therefore reported that the reduced level of expression or lack of GST
enzymes might increase the sensitivity for lung cancer due to decreased detoxification
reactions. Glutathione S-transferase pl (GSTP1), the most abundant GST isoform in the
lung, metabolizes numerous carcinogenic compounds. In previous studies, alterations in
the structure, function or expression levels of GSTP1 enzyme due to genetic
polymorphisms could alter the ability to detoxify carcinogens and modulate lung cancer

risk.

In our study, the polymorphic GSTP1 exon 6 region was investigated in lung cancer
patients (30) and healty controls (30) to determine its association with cancer. The C—T

point mutation seen in this region was detected using the methods of PCR and RFLP.

We observed that 27 of patients had homozygous (C/C) and 3 had heterozygous (C/T)
genotypes while 26 of controls were homozygous (C/C) and 4 were heterozygous (C/T).
Homozygous (T/T) genotype was not found in neither groups. The statistical evaluation
of the data indicated that there was no association between C/T polymorphism at exon 6

of the GSTP1 gene and lung cancer.

Key words: Lung Cancer, GSTP1, Detoxification, RFLP
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Simgeler (Kisaltmalar) Dizini

ADP :Adenozin difosfat

ATP :Adenozin trifosfat

BP :Benzo(a)pirin

BPDE :Benzo(a)piren diol epoksit

cDNA :Revers transkriptaz enzimi ile kalip mRNA’dan sentezlenen tek iplikli
DNA molekiili

CoA :Koenzim A

COMT :catechol 0-metil transferaz

CYPs :Sitokrom P-450 enzimleri

DNA :Deoksiribonukleik asit

dNTP :Dintikleotit trifosfat

EB Tamponu :Eliisyon Tamponu

EDTA :Etilendiamid tetra asetik asit

E6F :Ekzon 6 Forwaed primeri

E6R :Ekzon 6 Reverse Primeri

FMOs :Flavin monooksigenez enzimleri
gDNA :Genomik DNA

GSH :Rediikte Glutatyon

GSTP1 : Glutatyon S- Transferaz P1 Geni
Gr :gram

G-S-S-G :Okside Glutatyon

GST : Glutatyon S-Transferaz enzimleri
hGST :homoglutatyon

KHAK :Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri
M :DNA Marker

MgCl, :Magnezyum Kloriir
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mL :Mililitre

uL :Mikrolitre
NaCl :Sodyum Kloriir
NAD :Nikotinamid di niikleotit
NHDAK :Kiiciik Hiicre Dis1 Akciger Kanseri
NNK :Nitrozaminoketon
NADPH :Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
PAH :Polisiklik Aromatik hidrokarbon
PAPS :3" fosfoadenozin-5"-fosfostilfat

PE Tamponu :Yikama Tamponu
PZR :Polimeraz zincir reaksiyonu

QG Tamponu :Stabilizasyon Tamponu

rpm :rotate per minute

SAM :S-adenozil metionin

SDS :Sodyum Dodesil Siilfat

-SH : Stlfidril

SPSS :Statistical Packages of Social Sciences for Windows 10.0
TBE : Tris Borik asit EDTA Tamponu

TE : Tris-EDTA Tamponu

uv :Ultraviyole

Vv ‘Volt
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1. GIRIS

Oliimciil kanser tiirleri arasinda ilk siray1 alan akciger kanserinde, sigara kullaniminin
yani sira kanserli hiicrelerde goriilen degisik gen anormallikleri de dogrudan kanser
etkeni olabildigi gibi hastaligin seyri hakkinda da bilgi veren belirleyiciler olarak

kullanilmaktadir.

Memeli dokularinda yaygin olarak ifade edilen Glutatyon S-transferaz’lar (GSTs),
dimerik yapidaki 6zel bir enzim ailesi olup, hiicrelerde glutatyon aracili detoksifikasyon
reaksiyonlarini katalizleyerek hiicreleri sitotoksik ve karsinojenik ajanlarin sebep oldugu
hasarlardan korurlar. Buna bagli olarak, GST enzimlerinin diisiik oranda ifadesi veya
yoklugu nedeni ile detoksifikasyon reaksiyonlarinin gerceklesmemesi kanser
hassasiyetinin biiyiik oranda artmasina neden olmaktadir. GST gen ailesi enzimlerinin
GSTA, GSTM, GSTP, GSTT, GSTMO ve GST gibi izotipleri mevcuttur. Akciger
dokusunda en fazla ifade edilen ve kromozom 11q13 {izerinde lokalize olmus Glutatyon
S-transferaz pl (GSTP1) enzimi varyantlarinin yapisal ve fonksiyonel degisiklikler
nedeniyle diisiik karsinojen detoksifikasyonu etkinligine yol acabilecegi ve kanser

riskini arttirabilecegi belirtilmistir (Wang 2003).

Bu caligmada, akciger kanseri hastalarinda ve saglikli bireylerde polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ve restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemleri ile
GSTP1 geni polimorfizminin belirlenerek Isparta ve ydresi akciger kanser vakalariyla

baglantilarinin arastirilmasi amacglanmustir.



2. KAYNAK BILGISi

Karsinojenlere karsi genetik olarak tespit edilen hassasiyet, insan kanserlerinde ilk siray1
alan faktorlerden birisidir. Akciger kanserine yol agcan en énemli dis etken her ne kadar
sigara ise de, genetik olgular bu tiimoérlerin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir.
Akciger kanseri riski sigara dumani ile baglantili oldugundan beri, akciger kanserine
karst olusan genetik duyarlilik sigara dumaninda bulunan PAH (polisiklik aromatik
hidrokarbonlar), N-nitrozaminler ve aromatik aminler gibi potansiyel karsinojenlerin
aktivasyon veya detoksifikasyon metabolizmalar1 agisindan arastirilmistir (Hou vd.,
2000). Cogu sigara prokarsinojenleri DNA molekiiliinde yapisal degisiklikler meydana
getirmek icin metabolik aktivasyona gereksinim duyarlar. Bu yilizden aktivasyon veya
detoksifikasyon reaksiyonlarinda rol alan enzimleri kodlayan bazi polimorfik genler
akciger kanseri duyarliliginda bireyler arasinda degiskenlik olustururlar (To-Figueras
vd., 1997). Bu bilesenler 5-200 ng/sigara olmak iizere kiiclik miktarlarda bulunurken, en
cok rastlanan karsinojenlerden olan aldehitler, benzen ve biitadin gibi diger ugucu

organik bilesenler ise 10-1000 pg/sigara miktarinda bulunmaktadir (Hecht, 2002).

Tiirkiye’de sigara igme orani hala %65’in lizerindedir ve kisi bagina senede ortalama 60-
65 paket sigara tiiketilmektedir. Tirkiye’de sigara tiiketimi ile akciger kanserinin
goriilme oram dogru orantili olarak artmaktadir. Ulkemizde her y1l yaklasik olarak 30-40
bin kiside akciger kanseri goriilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii, diinya ¢apinda 15 yas ve
tistlindeki erkeklerin %47’sinin, kadinlarinda 9%12’sinin sigara kullandigin1 tespit
etmistir. Tirkiye’de kadin-erkek cinslerine gore akciger kanseri goriilme orani, 20 yil
once 1/6 iken yani her 6 erkege karsilik bir kadinda goriiliirken bugiin bu oran 1/2 ‘ye
yiikselmistir. Bu da {iilkemizde kadinlar arasi sigara tiikketiminin ¢ok arttigini
gostermektedir. Tiirkiye‘de erkeklerde en sik Oliime neden olan kanser tiirii akciger

kanseridir. Kadinlarda ise akciger kanseri ti¢lincii siradadir.

Organizmada karsinojen etkisine kars1 olusan yanit, herhangi bir yabanci bilesik ya da

ilaca kars1 olusan yanitla benzerdir. Kimyasal indirgenmeye ugramis ve daha sonra



karbonmonokside maruz birakilmis mikrozom preparatlarinin 450 nm’de gosterdikleri
belirgin pik’in gozlendigi sirada kesfedilen ve karaciger endoplazmik retikulum
membranlarinda yiiksek miktarda bulunan hemoproteinlerden olan Sitokrom P-450
(CYPs) (monooksijenazlar) enzim genleri insanlarda yaklasik olarak 50 genden olusan
¢ok genis bir ailedir. Sitokrom P-450 enzimlerinin gorevi; sigara dumaninda bulunan
benzen, benzo(a)pyrene (BP), benzo(a)pyrene diol epoxide (BPDE), dimetil siilfat ve
dimetilnitrosamin gibi maddelerin metabolize edilerek hiicreden disar1 atilmasini
saglamaktir. Bu islem sirasinda Faz 1 enzimleri adi verilen enzimler cevresel
kimyasallara bir oksijen molekiilii baglayarak bu maddelerin epoksit tiirevlerine
donlismesini saglarlar. Daha sonra faz II enzimleri ad1 verilen Glutatyon transferaz,
glukoronil transferaz ve siilfatazlar gibi enzimler bu molekiillerin suda ¢oziinmesini
saglayarak hiicreden disar1 atilmasini gergeklestirir ve boylece bu maddelerden hiicrenin
zarar gormesine engel olurlar. Akciger kanserli hastalarda yapilan c¢alismalarda faz I
enzimlerinin ¢ok hizli ¢alistig1, buna karsilik faz II enzimlerinin ise daha yavas calistig
gosterilmistir. Bunun sonucunda ise epoksit tiirevleri hiicrede birikmekte ve sabit
olmayan, elektrofilik bolgeye sahip (elektronca eksik bolge) bu maddeler DNA
molekiiliine kovalent baglarla baglanarak DNA molekiiliinde yapisal degisiklikler
meydana getirip mutasyonlara ve dolayisiyla kanser olusumuna yol ag¢maktadirlar

(Engin, 2001).

Hiicreler, bu ara iirlinleri uzaklastiran ve DNA’y1 normal yapisina doniistiren DNA
tamir mekanizmalarina sahiptir. DNA’nin tamir edilmesinde bireyler arasinda kanser
riskini etkileyecek farkliliklar vardir. Fakat tamir mekanizmalar1 her zaman verimli
degildir. Baz1 ara iiriinler tamirden kacar ve DNA’da kalirlar, DNA’da kalan bu {iriinler
yanlis kodlamaya neden olurlar. Bir onkogenin kritik bir bdlgesinde mutasyon olusursa
onkogen aktif hale gelir. Cok sayidaki bu tarz olaylar normal biiylime kontroliinii
kaybetmis hiicrelerin olusmasina ve sonucta da kansere neden olurlar (Hecht, 2002).
Orn; DNA’da deoksiguanosin’in 06 pozisyonu NNK’nin (nitrozaminoketon) metabolik

aktivasyonundan sonra metillendiginde, olusan DNA iirlinii (06-metilguanin) DNA



polimeraz tarafindan deoksiadenozin olarak yanlis okunur ve replikasyon boyunca

timidin katilir. Sonug ise; G-C baz ¢iftinin A-T baz ¢iftine kalic1 olarak doniistimiidiir.

2.1. Akciger Kanseri Tiirleri

Akciger kanserleri histolojik tiplerine goére smiflandirilir. Timdr hiicrelerinin 151k

mikroskopu ile yapilan incelemelerde saptanan goriinlimlerine dayanan bu siniflandirma,

Ozellikle uygun tedavi bi¢iminin se¢imini yonlendirme acisindan anlamlidir. Akciger

kanserlerinin en sik goriilen 4 tipi arasinda adenokarsinoma, yassi epitel hiicreli

karsinoma, biiyiik hiicreli karsinoma ve kiigiik hiicreli karsinoma yer alir. Klinik tedavi

ve takipte kiigiik hiicreli karsinoma bir grup, bunun diginda kalan diger kiigiik hiicre dist

akciger kanserleri de diger bir grupta degerlendirilir (Sekido vd., 2004)

2.1.1. Akciger Kanserinin Histolojik Tipleri

)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Yassi epitel hiicreli (skuamdéz) karsinoma

Adenokarsinoma

Kiigiik hiicreli karsinoma

Kiictlik Hiicre Dis1 Akciger Karsinoma (Biiyiik Hiicreli Karsinoma)
Adenoskuamdz karsinoma

Pleomorfik, sarkomatdz yada sarkomatdz elementleri igeren karsinoma
Karsinoid tiimoérler

Tiikriik bezi karsinomalar1

Tanimlanmamis karsinomalar

2.1.1.1. Yass1 Epitel Hiicreli Karsinoma

Akciger karsinomlarmin en sik goriilen tiplerinden biridir. Ulkemizde de, en sik gériilen

histolojik tiptir. Genellikle ana bronglara yakin kisimlarda, brons liimenine dogru



biiyiiyen, sert, iilsere bir nodiil bi¢iminde ortaya ¢ikar. Yerlesimi akcigerin i¢ (mezkezi)
kisimlaridir. Liimeni tikayabilir. Yavas biiylime egilimindedir. Yassi epitel hiicreli
karsinomalarin 1iyi diferansiye olanlarinda, keratinizasyon ve hiicreler arasinda

tonofilamentler kolayca saptanabilmektedir.

Keratinize hiicreler, parlak eozinofilik sitoplazmalar ile ayirdedilirler. Az diferansiye
orneklerde yass1 epitel hiicreli karsinoma ile biiylik hiicreli karsinomanin ayrilmasi
zordur. Bu tiir Orneklerde yass1 epitel yoOniinde farklilasmayr gostermek ig¢in
elektronmikroskopi ve immiinohistokimya gibi yontemlere bagvurulmasi gerekebilir. Bu

kanser, cogunlukla, yillardir sigara i¢enler kisilerde ortaya ¢ikar (Sekido vd., 2004).

2.1.1.2. Adenokarsinoma

Bronsiyal olarak adlandirilan tip, kadinlarda ve sigara igmeyenlerde daha sik goriiliir. Bu
tiir karsinomlar akcigerin periferal kisimlarinda yerlesirler. Tiimdr, miisin tiiretebilen
atipik epitel hiicreleri ile doseli diizensiz glandiiler yapilardan olusur.Yassi epitel hiicreli
karsinomaya gore daha yavas biiylir. Genellikle yerlesimi akcigerin dis (periferik)

kisimlarindadir. Siklikla lenf nodlarina ve uzak organlara yayilir (Sekido vd., 2004).

2.1.1.3. Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri

Normal lenfositlerin yaklasik iki kat1 biiytikliikte hiicrelerden olusur. Hemen yalnizca
cekirdekten olusmus gibi duran bu hiicreler, kolayca zedelenebilir bir yap1 gosterirler.
Cekirdekcik genellikle belirsizdir. Elektron mikroskopla yapilan incelemelerde
sitoplazmalarinda ndrosekretuar graniiller saptanan bu hiicrelerin bir bagka morfolojik

ozelligi de, komsu hiicrelerin birbirleri tizerinde iz birakmasidir.

2.1.1.4. Kiigciik Hiicre Dis1 Akciger Kanseri (Biiyiik Hiicreli Karsinoma)

Diger tiplere gore daha iri ve daha atipik ¢ekirdekli hiicrelerden olusur. Tanimi geregi,

bu tiimorde keratinizasyona veya glandiiler farklilasmaya rastlanmaz. "Dev hiicreli",



"igsi hiicreli" ve "berrak hiicreli" tipleri tanimlanan bu tiimor, adenokarsinomalarin ve
yass1 epitel hiicreli karsinomalarin taninamayacak oOlc¢lide az farklilasmis tiplerini

icermektedir.

2.2. Detoksifikasyon Mekanizmasi

Ksenobiyotikler; in vivo olarak iiretilmeyen fakat viicuda ¢evreden girebilen ve viicut
tarafindan metabolize edilebilen molekiillerdir. Ksenobiyotikler viicuda soluma (sigara
dumanindaki aromatik hidrokarbonlar), damar yolu (cesitli anestezikler), deri yolu ve

ilaglarla alinirlar (www.oxfordbiomed.com).

Ksenobiyotiklerin metabolizmas1 2 genis kategoriye ayrilir. Bunlar faz I ve faz II
transformasyonlardir. Faz | transformasyonlarinda bir fonksiyonel grup olusurken, faz II
transformasyonlarinda bu fonksiyonel gruplar spesifik enzimler araciligi ile glukuronik
asit, siilfat, asetat, glutatyon yada bazi aminoasitler ile konjugasyon yada metilasyon

sonucu ¢esitli polar metabolitlere dontistiirtiliirler (www.http://home.it.net.au.)
2.2.1. Faz I Transformasyonlari

1) Oksidasyon

2) Rediiksiyon

3) Hidroliz
Olmak tizere 3 gruba ayrilir.

Oksidasyon: Hem grubu iceren sitokrom P-450 enzimleri hidroksilasyon yada
epoksidasyon yolu ile bir oksijen atomu getirir. Bu sistemde oksijen, NADP ve NADP-
sitokrom P-450 rediiktaz enzimi gereklidir. Oksijen atomlarindan sadece bir tanesi
ksenobiotige transfer edilirken digeri de suya indirgenir. Ciinkii bu sistem hem bir

oksidant (0,), hem de bir rediiktant (NADPH) igerir.

Potansiyel karsinojen olarak belirlenen bazi polisiklik aromatik bilesenlerin yapisi

sitokrom P-450 tarafindan olusturulan epoksitlere benzemektedir. Bu epoksitler de


http://www.oxfordbiomed.com/
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DNA’y1 alkallendirerek kansere neden olurlar. Orn; Aflatoksin B, besinleri ve sigara
dumani ile komiirde bulunan benzo(a)pirini kontamine eden karsinojenik bir metabolittir

(www.http://home.it.net.au.).
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Sekil 2.1. Aflatoksinin Karsinojenik Mekanizmasi

Ksenobiyotiklerin oksidasyonunda rol alan diger bir onemli enzim smifi flavin
monooksigenazlar (FMOs)dir. Oksijen ve NADP’ye gereksinim duyarlar. Aminler ve
tioller gibi niikleofilik gruplarin oksidasyonundan sorumludurlar. Alkollerin aldehitlere
ve aldehitlerinde karboksilik asitlere olan oksidasyonu, alkol dehidrogenaz ve aldehit
dehidrogenaz enzimleri tarafindan yiiriitiiliir. Orn; Etil alkol metabolizmasi. Aldehit

dehidrogenaz enzimi disiilfiram tarafindan inhibe edilir (www.http://home.it.net.au.).

€ Ha—C Ha-OH

kol ,;Hj_é’

dehidrogenar H

aldehit ol
dehudrogenaz i _<a

Sekil 2.2. Etanol Metabolizmasi


http://home.it.net.au.)/
http://home.it.net.au.)/

Rediiksiyon: Nitro ve azo bilesenlerin metabolizmasi i¢in 6nemli bir reaksiyondur. Bu
rediiksiyonlar sitokrom P-450 ve NADPH-sitokrom P-450 rediiktaz enzimleri tarafindan
NADPH kullanilarak katalizlenir, oksijen tarafindan inhibe edilirler, bu yiizden de

sadece anaerobik sartlarda meydana gelirler (www.http://home.it.net.au.).

Hidroliz : Esterlerin ve amidlerin hidrolizi, karboksilik asitlerin, alkollerin ve aminlerin

olusumuna yol acar (www.http://home.it.net.au.).
2.2.2. Faz Il Transformasyonlari

1. Glukuronidasyon (Glukuronik asitle konjugasyon)
2. Siilfat konjugasyonu
3. Metilasyon
4. Asectilasyon
5. Glutatyon konjugasyonu
olmak tizere 5 gruba ayrilirlar.

Glukuronidasyon (Glukuronik Asitle Konjugasyon): Memelilerdeki en yaygin faz 11
transformasyonudur. Glukuronik grup; alkolleri, karboksilik asitleri, aminleri, tiolleri ve
aktif metil gruplarii da igeren baz1 fonksiyonel gruplara doniisebilir. Bu reaksiyonda;
UDP-glukuronosiltransferaz  ve iiridin-5-difosfo-a-D-glukuronik asit (UDPGA)

kullanilir (www.http://home.it.net.au., To-Figueras vd., 2001).

Sekil 2.3. Uridin-5-difosfo-o-D-glukuronik Asit (UDPGA)


http://home.it.net.au.)/
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Siilfat Konjugasyonu : Alkoller ve aminler, siilfotransferaz ve stilfat grubunu
saglayan 3" fosfoadenozin-5'-fosfosiilfat (PAPS) araciligiyla siilfatlara ve

stilfonamidlere dontisiirler (www.http://home.it.net.au.).
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Sekil 2.4. 3" fosfoadenozin-5"-fosfosiilfat (PAPS)

Asetilasyon : Alkoller ve aminler asetil transferaz etkisiyle asetil CoA ile asetillenirler.
Bu transformasyonlarin oranlari genetik farkliliklara bagh olarak degisir. Orn; Misir
populasyonu genellikle yavas asetillenirlerken, dogu populasyonu hizli, USA
populasyonunun yaris1 yavas, yarist da hizli asetillenirler. Bu durum, metabolik dongiisii

asetilasyon olan bazi ilaglar i¢in 6nemlidir (www.http://home.it.net.au.).

Metilasyon : Endojen bilesenler icin kullanilan daha az Onemli bir faz II
transformasyonudur. Tioller, fenoller ve aminler, ¢esitli metil transferaz enzimleri
tarafindan katalizlenen S-adenozil metionin (SAM) (Sekil.2.5) tarafindan metillenirler

(www.http://home.it.net.au.).
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Sekil 2.5. S-adenozil metionin (SAM)
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Ornek olarak Adrenalinin SAM ve catechol 0-metil transferaz (COMT) tarafindan

metabolize edilmesi Sekil.2.6’da verilmistir.

NH, feniletanolamin  HO.
N-metiliransferaz

noradrena]m adrenalin
COoMT

fonoarnn oksida/
. SAM

OH oH
HO OH 0 N
H,.C™ “CH
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SAM . .
monoarmn olksidazs

Sekil 2.6. Adrenalinin Metabolize Edilmesi

Glutatyon Konjugasyonu : Hem hayvanlarda hem de bitkilerde gozlenen en 6nemli
faz II transformasyonlarindandir. Glutatyon ; tabiatta ¢ok yaygin bir sekilde bulunan bu
silfiirli bilesik, 1921 yilinda Hopkins tarafindan kesfedilmistir. 1935 yilinda ise
Harrington ve Mead tarafindan 8-L-glutamil-L-sistein-glisin halinde sentez edilmistir.
Glutatyon, kisaca GSH seklinde, rediikte glutatyon olarak gosterilmektedir. Glutatyon
her hiicrede bulunmaktadir ve glutatyonun epoksitler, aril ve alkil halitler ile diger
eloktrofilik bilesenler de dahil olmak {izere birgok substratla tepkimeye girerek hiicrenin
fonksiyonel proteinlerini oksidan ajanlara kars1 korudugu kabul edilmektedir (Gdziikara,

1989). Glutatyon S-transferaz enzimleri tarafindan katalizlenen reaksiyonlar
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detoksifikasyon mekanizmasinda rol alarak hiicresel makromolekiilleri sitotoksik ve

karsinojenik ajanlarin neden oldugu hasarlara kars1t muhafaza ederler.

Glutatyonun bir homologu olan homoglutatyon (hGSH) ise bazi hayvan ve bitki
tiirlerinde glutatyonun yerini alir. Homoglutatyonun glutatyondan farki; son aminoasit
artiginin glisin yerine alanin olmasidir. hGSH konjugasyonu, homoglutatyon S-
transferaz enzimine baghdir (Zubay vd., 1995; Dewlin vd., 1997; To-Figueras vd.,
2001).

SH

0 0 ;
A A L A
0 : NH 0

+AH,

Sekil 2.7. Glutatyonun Yapisi

Glutatyon iki asamada olusur ve her asama ATP gerektirir.

Birinci asamada; Glutamat’in karboksil grubu ile sisteinin a-amino grubu birlesir ve
peptid bag1 olusur.
y-glutamilsistein

Glutamat + sistein + ATP » y-glutamilsistein + ADP +P;
sentetaz

Ikinci asamada; dipeptidin karboksil grubu ile glisinin amino grubu arasinda tekrar bir
peptid bag1 olusur (Zubay vd., 1995, Dewlin vd., 1997).
glutatyon

v-glutamilsistein + gilisin + ATP » glutatyon + ADP + Pj
sentetaz
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islutatmat
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Sekil 2.8. Glutatyonun Olusumu
Glutatyon;
v' Proteinlerin siilfidril gruplarini indirgenmis formda tutar.

v Protein distilfit rediiktaz enzimi, glutatyon ve proteinler arasindaki siilfidril distilfit

degisimlerini katalizler.
v' Hiicre membranindan aminoasit transportunu saglar.

v’ Bazi enzimatik reaksiyonlar igin kofaktordiir.
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v Glutatyonun siilfidril grubu, oksijen transportu sirasinda olusan peroksitlerin

indirgenmesinde kullanilir.

v" Glutatyon, peroksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonda toksik potansiyeli olan

hidrojen peroksidin dekompozisyonuna katilir.

v' Enzimlerin ¢ok ©6nemli gruplari olan SH gruplarinin rediiklenmis durumda
kalmalarina yardim eden 6nemli bir intraseliiler rediiktordiir. GSH rediikleyici bir
ajan olarak etkili oldugundan SH grubu okside olur ve glutatyonun diger bir

molekiilii ile asagidaki formiilde goriildiigi gibi bir disiilfit kdpriisii olusturur.
GSH + GSH — G-S-S-G

v G-S-S-G gerektiginde NADPH’1 kullanan bir reaksiyon ile glutatyon rediiktaz
tarafindan asagidaki formiilde goriildiigii gibi GSH’a rediiklenebilir.

Ghitatyon Eediktars
G-S-S-G +NADPH + H' > 2 GSH + NADP

2.3. GST Enzimleri ve Genleri

Glutatyon S-transferaz enzimleri ¢ok fonksiyonlu alt birimlerden olusmus (dimerik) ve
biiyiik ol¢iide sitozolik bir enzim ailesidir. Bu enzimlerin hem detoksifikasyon yapici

hem de hiicre i¢i molekiilleri baglayici ve tastyici gorevleri vardir.

GST gen ailesi, pek ¢ok karsinojenik elektrofili detoksifiye etme kapasitesine sahip
dimerik yapidaki enzimleri kodlamaktadir. Sigara dumaninda bulunan bir ¢ok bilesenin

yani sira polisiklik aromatik hidrokarbonlar bu enzimlerin en 6énemli substratlaridir.

Glutatyon S-transferaz enzimlerinin alt birimlerinin degisik ksenobiyotikler
(fenobarbital, transtilbenoksit, 3-metilkolantiren) ile uyarilabildigi , insan glutatyon S-
transferazlarinin en az 4 otozomal gen lokusu tarafindan kodlandigi, farkli gen

simiflarinin farkli kromozomlar iizerinde yerlestigi ve bir¢ok organizmanin ¢ok sayida
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glutatyon S-transferaz izoenzimini kodlayabilecek genetik kapasiteye sahip oldugu
bilinmektedir. Biiyiik 06l¢iide sitozolik olan ve degisik ksenobiyotikler tarafindan
uyarilabilen, hiicre ve doku hasar1 siirecinde plazmada metabolizmasi artabilecegi
diisiiniilen glutatyon S-transferaz aktivitesi ve izoenzimleri iizerinde bir¢ok caligsma

yapilmistir (Strange vd., 1998; 2001; Stewart vd., 2003; Choi vd., 2003).

Glutatyon S-transferaz (GST) genlerinin siniflandirilmasi primer yapilarina, enzimatik
ozelliklerine, antikorlarla ilgili reaksiyonlarina, yapisal karakteristiklerine, kimyasal
affinitelerine, aminoasit dizilerine ve enzimlerin kimyasal davraniglarina gore
yapilmistir. Buna gére GST genleri 8 siifa ayrilmaktadir: alpha (o), mu (p), pi (IT),
theta (0), omega (Q2), kappa (&), sigma (o) ve zeta (f,-). Alpha 6. kromozomda; mu 1.
kromozomda; pi 11. kromozomda; theta 22. kromozomda; omega 10. koromozomda;
sigma 4. kromozomda ve zeta 14. kromozomda kodlanmaktadir (Strange vd., 1998;

2001; Choti vd., 2003; Tsai vd., 2003).

G=T

|
£n B
FEromozom 6p 1p 22q 11q 14q 4q ND 10g
Genler  Al-Ad M1-M5  T1,T2 P1 71 S1 K1 o1
Alelk evet evet evet evet ewvet 7 7 7

Sekil 2.9. GST Gen Ailesi
2.3.1. Glutatyon S-Transferaz Pi 1 Geni (GSTP1)

GSTP1, insanlarda farkli epitel dokularda eksprese edilen, fakat akciger dokularinda en
yaygin goriilen glutatyon S-transferaz enzimi genlerinden bir tanesidir. Polimorfik
GSTP1 gen smifi iiyeleri; kromozom 11ql3 iizerinde, 2.8 kb uzunlugunda, 7 ekzon
iceren bir siniftir, bu genin 3 aleli [GSTP1*A (105 Ile/114 Ala), GSTP1*B (105 Val/114
Ala), GSTP1*C (105 Val/114 Val)] tanimlanmistir. Open reading frame (okuma alani)
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bolgesi birinci ekzonun 3’ ucundan baglar ve 630 b¢ uzunlugunda 209 aminoasitten
olusan protein sentezler. GSTP1 gen seviyesi normal dokularla kiyaslandiginda hem
0zofagus, mide, gbgiis, kolon, testis, prostat, deri, akciger ve mesane tiimorlerinde hem
de akut miyeloid ve lenfoid l6semilerde yiliksek miktarda bulunmustur (Strange vd.,

1998; To-Figueras vd., 2001; Reszka vd., 2001; Lewis vd., 2002; Duvoixa vd., 2003).

GSTP1, benzopirin de dahil olmak {iizere sigara dumanindaki ¢ogu karsinojenlerin
detoksifikasyonunda Onemli rol oynamaktadir. Sigara dumaninda bulunan aktif
benzo(a)prin diol epoksite [ benzo(a)prin -7f,a-dihidrodiol-9a,10a-epoksit (BPDE) ]
kars1 yiliksek diizeyde aktivite gosterirken, benzo(a)prinin mutajenik formu oldugu
diisiiniilen anti BPDE’ nin (+)-enantiomerine karsi da aktif oldugu ve akciger kanserinin

olusumunda etken oldugu gosterilmistir (Stewart vd., 2003).
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Sekil 2.10. GSTP1 gen yapis1

GSTP1’in yapisindaki, fonksiyonundaki veya ekspresyon seviyesindeki genetik
polimorfizme uygun olan degisiklikler sonucunda olusan diigiik enzimatik aktivite,
karsinojenlerin detoksifiye edilebilmelerinde ve akciger kanseri basta olmak tizere belirli
kanser tiplerinin gelismesinde risk faktorii tasimaktadir. GSTP1’in ekzon 5 (Ile105Val)
ve ekzon 6 (Alall4Val) genetik polimorfizmleri, glutatyon S-transferaz gen iirlini
tizerinde rediiklenmis enzim aktivitesi ile sonuglanan fonksiyonel bir etkiye sahiptir

(Lewis vd., 2002; Duvoixa vd., 2003; Stewart vd., 2003).
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cDNA dizisi lizerinde bulunan iki bolge degiskenlik gosterir ve bu bdlgeler 313.
niikleotitdeki (ekzon 5’un nokta mutasyonu) A—G transisyonu ve 341. niikleotitdeki
(ekzon 6’nin nokta mutasyonu) C—T transisyonu ile karakterize edilir ve Ile/Val 105 ve
Ala/Val 114 aminoasitlerinin elektrofilik “H” bolgelerinde kodon farklilagsmasi meydana
getirir. Farkli GSTP1 alelleri tarafindan kodlanan proteinler karsinojenlerin ve anti
kanser ajanlarinin metabolize edilmesinde ve baglanmasinda farkli 6zellikler gosterirler.
Bu farkli GSTP1 genotiplerine sahip bireyler, karsinojenlerin ve mutagenik bilesenlerin
azalan detoksifikasyonu sonucu akciger kanseri de dahil olmak iizere bir¢ok kanser tiirii
i¢in risk olusturmaktadir. (Strange vd., 1998; To-Figueras vd., 2001; Reszka vd., 2001;
Lewis vd., 2002; Duvoixa vd., 2003; Stewart vd., 2003).

GSTP1 geninin yaygin iki tipi, elektrofilik substratlara karsi farkli aktivite ve ilgi
gosterirler. Valin tipinin, sigara dumanindaki 5-metilchrysene ve benzo phenanthrene’de
dahil olmak tizere polisiklik aromatik hidrokarbon diol epoksitlere kars1 diisiik aktiviteye
sahip oldugundan diisiik detoksifikasyon potansiyeline sahip oldugu ve yiiksek kanser
riski  tasidigi  gosterilmistir. (Hernandez vd., 2002; Duvoixa vd., 2003).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kullanilan Sarf Maddeler

e Sodyum Dodesil Siilfat (SDS %10) (Sigma L-4340)
e Amonyum Asetat (10 mM Sigma A-8920)

e Etanol (%95) (Merck-986)

e izopropanol (%99.5) (Riedel deHaen)
e Agaroz (Prona)

e Etidyum Bromiir (Sigma E-7637)

e DNA Markir (100-1500 bg) (Biogen)
e Fenol (Sigma P-4557)

e Kloroform (Sigma)

e Syber ® Green I (BMA)

e Acil ve NE Tampon3 (Biolabs)

e Fikol (Sigma)

e Bromofenolmavisi ( %0.25 J.T.Baker)

e Proteinaz K (20 mg/mL Biobasic)

3.2. Kullanilan Soliisyonlar ve Hazirlanislar

e [0XTBE;
108 gr TrisBase
9,3 gr EDTA,
55 gr Borik Asit tartilip, saf dH,O ile 1000 ml’ye tamamlanir.
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e Lizis Tamponu pH=8,2;
10 mM Tris-HCI,
400 mM NaCl,
2 mM EDTA icermektedir.
10 mM Tris-HCl i¢in 250 mM Tris-HCI’den 4 ml,
400 mM NaCl i¢in 1 M NaCl’den 40 ml,
2 mM EDTA i¢in 1 M EDTA’dan 200 pl alinarak son hacim 100 ml’ye

tamamlanir. pH=8,2’ye ayarlanir.

e TE; pH=7,5;
10 mM Tris-HCl
1 mM EDTA igermektedir.
10 mM Tris-HCl i¢in 250 mM Tris-HCIl’den 4 ml,
ImM EDTA i¢in 1 M EDTA’dan 100 pl alinarak son hacim 100 ml’ye

tamamlanir. pH=7,5"a ayarlanir.

e Jel Yikleme Tamponu ;
%25 Fikol
%0.25 Bromofenol Mavisi
%8 siikroz igermektedir.
2.5 gr Fikol,
0.025 gr bromofenol Mavisi,

0.8 gr siikroz alinarak 100 mL saf su eklenerek hazirlandi.

3.3. Kullanilan Kitler
PZR Kiti:

e PZR Reaksiyon Tamponu (Takara)
e dNTP Karisimi1 (dATP,dCTP,dGTP,dTTP) (Takara)
e MgCl, (Takara)
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e GSTP1 Forward primeri (Biogen)
e GSTP1 Reverse primeri (Biogen)
e Taq Polimeraz (Takara Taq)

gDNA izolasyon Kiti: (Fermentas)
e Lizis Soliisyonu
e 10X Presipitasyon Sollisyonu
80 ul 10X Presipitasyon soliisyonuna 720 pl dH,O eklenerek hazirlanir.
e NaCl(1.2 M)

Jelden PZR Uriin Saflastirma Kiti: (Biobasic)
e Stabilizasyon Tamponu (Buffer QG)
e Yikama Tamponu (Buffer PE)

e Eliisyon Tamponu (Buffer EB)
3.4. Kullanilan Cihazlar

e Elektroforez tanki (Biolab Minicell “Primo EC320 Electrophoretic Gel System)
e @i kaynagi (Bio-Rad Power PAC 300)

e Jel goriintiileme Sistemi (Biolab UV Tech, Heidolp Potamax 120 Instruments)
e UV Kutusu (BioRad UV Transilluminator 2000)

e Derin Dondurucu - 20° (Argelik)

e Santrifiij (Hettich Universal 32)

e Mini santriflij (Minispinplus Eppendorf)

e Vorteks (Velp Scientifica)

e Buzdolab1 (Beko)

e Termocycler (Techne Genius)

e Calkalamali inkiibatdr (GallenKamp, 240v models)

e Hassas terazi



20

3.5. Hasta Kanlariin Toplanmasi

Bu calismada kullanilan hasta grubu Isparta Siileyman Demirel Universitesi Zehra
Ulusoy Onkoloji Hastanesince klinik ve laboratuvar bulgular ile “akciger kanseri”
tanis1 konulmus ve burada tedavilerini siirdiiren hastalardan olusmaktadir. Tiim hastalar
Isparta ve gevresinde dogup yasamis olup aralarinda herhangi bir akrabalik yoktur. Her
iki cinsiyetten, yaslar1 43 ile 80 arasinda degisen 30 hastadan alinan 5-10 ml’lik kan
ornekleri EDTA’l tiiplerde —20 °C’de saklanmustir.

Kontrol grubu ise kan bagist icin S.D.U. Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kan
Merkezine gelen ve her iki cinsiyetten dondr olabilecek kadar saglikli, hi¢ sigara
icmemis, yaglari 40-80 arasinda degisen her iki cinsiyetten 30 kisiden olugmaktadir.

Kontrol kan drnekleri de hasta grubundaki gibi alinarak muhafaza edilmistir.

3.6. Yiiksek Tuz Konsantrasyonu Metodu fle gDNA izolasyonu

Hastalardan ve kontrollerden elde edilen kan 6rneklerinden gDNA eldesi yiiksek tuz

konsantrasyonu yontemi kullanilarak asagidaki gibi gerceklestirildi:

1.giin:

1) Buziizerinde ¢ozdiiriilen kan 6rneklerinden 2 ml’si santrifiij tiipiine alind1 ve {izerine
8 mL soguk steril su konuldu.

2) Tip 2-3 dakika ters-yiiz edilerek calkalandi.

3) Oda sisinda 3000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi.

4) Siipernatant atildi. Pellet izerine 5 mL soguk steril su konup hizla ¢alkalandi.

5) Oda 1sisinda 3000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi.

6) Siipernatant atilip 600 pL Lizis Tamponu, 30 pL proteinaz K, 40 uL SDS eklenip
vortekslendi.

7) 37 °C’de etiivde 1 gece bekletildi.
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2.giin:

1) Cam tiiplerin iizerine 600 pL amonyum asetat soliisyonu eklenip ¢alkaland1 ve oda
1s1sinda yaklagik 10-15 dakika bekletildi.

2) 4000 rpm’de 1 saat santrifiijlendi.

3) Siipernatant baska bir steril cam tiipe alind1 ve izerine tiipteki miktarin 2 misli soguk
etanol eklendi. gDNA olusumu goézlendi.

4) Cam tiipler steril epondorf tliplere aktarildi. 12.000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenerek gDNA ¢oktiirtildii.

5) Ornekler oda sicakliginda yaklasik olarak 1 saat kurumaya birakildi.

6) Orneklere 200 uL TE eklenerek gDNA ¢ozdiiriildii ve etiketlenerek -20°C’ye
kaldirildu.

3.7. Agaroz Jel Elektroforezi

Gelidium ya da Gracilaria denen kirmizi algden elde edilmis olan agaroz; polisakkarit
bir madde olan agarin yliksek oranda saflastirilmis bir polimer formudur. Elektroforez
ise, yuklii bir partikiiliin (boya, kiigiik iyonlar, biyomakromolekiiller vb.) elektriksel

alanda hareketidir.

Bir¢ok biyolojik makromolekiil belirli bir yiike sahiptir ve bu 06zelliklerinden dolay1
elektroforez yontemi ile ayrilabilmektedirler. DNA molekiilii; yapisindaki fosfat
gruplarindan dolay1 (-) yiikliidiir ve elektriksel bir alanda agaroz jelde yiiriitiildiiglinde

biiylikliigiiniin logaritmasi ile ters orantili olarak pozitif elektroda dogru ilerler.

Calismamizda da, izolasyon islemi sonrasinda gDNA’larin varli§im1 ortaya koymak
tizere her 6rnekten bir miktar (10 pL) alinarak %1’°lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra

incelendi.
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Bunun i¢in 0.25 gr. agaroz tartilip 25 mL 1xTBE igerisinde ¢oziilerek kaynatildi. Biraz
sogumasi i¢in beklendi. Bu sirada jel dokme tablasinin kenarlar1 otoklav bandi ile
bantlandi. Oda sicakligia kadar sogutulan jel yavasca bir kenarindan tablaya dokiildii.
Tarak diizgiin bir sekilde jel tablasinin icine yerlestirildi. Jel oda sicakliginda
katilasmaya birakildi. Katilasan jel igerisinden tarak cikarildi. Jel, icerisine 250 mL
10xTBE tampon konulmus elektroforez tankinin igerisine yerlestirildi. 10 uL gDNA
ornekleri tizerine 3 uL jel ylikleme solusyonu eklendi ve oOrnekler jel kuyularina
dolduruldu. Elektroforez islemi 100 V’da bir saat boyunca uygulandi. Bu siire sonunda,
DNA o6rneklerini goriiniir hale getirmek icin niikleotitlere baglanan floresan 6zellikteki
Etidyum Bromiir soliisyonunda jel yaklasik olarak 10 dakika bekletildi ve DNA bantlar1

jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi.

Yiiksek Tuz Konsantrasyonu yontemi ile izole edilerek jelde goriintiilenen ancak PZR
isleminde olumsuz sonu¢ alman bir kisim gDNA oOrnekleri ise fenol-kloroform
ekstraksiyonu iglemine tabi tutuldu. Bu yontem, DNA Ornegini protein, lipid gibi
kontaminasyon etkenlerinden saflastirmak i¢in kullanilir. Ektraksiyon sonucunda gDNA
orneginin bir miktar kaybedilmesi riskine karsilik, bir sonraki isleme ge¢cmeden onceki
adimda kullanilan enzimleri inaktive etmek ve uzaklastirmak amaciyla molekiiler

biyoloji ¢alismalarinda kullanilan, uygulanmasi kolay, hizli ve yaygin bir tekniktir.

3.8. Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu

1. 200 pL’lik gDNA 6rneklerine 300 pL TE eklenerek ekstraksiyon hacmu arttirildi.

2. Tiplere 300 pL fenol eklenip yiiksek hizda vortekslendi.

3. 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek fenol ¢oktiiriildii. gDNA igeren iist faz
temiz tiipe aktarildi.

4. 200 pL fenol ve 200 pL kloroform eklenerek tiipler yiiksek hizda vortekslendi.

5. 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendikten sonra iist faz temiz tiipe aktarildi.

6. Orneklere 300 upL kloroform eklenip vortekslendi. 12.000 rpm’de 1 dakika

santrifiijlendi. Pipetleme yapilarak kloroform uzaklastirildi.
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8.
9.

10.
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1000 pL etanol eklendikten sonra 6rnekler -20°C’de gece boyunca bekletildi.
Bu siire sonunda 6rnekler 12.000 rpm’de 15-20 dakika santrifiijlendi.
Etanol dokiilerek uzaklastirildiktan sonra DNA peleti yaklasik 30 dakika kurumaya
birakildi.
Ornekler 30-100 puL TE’de ¢ozdiiriildii ve -20°C’de saklandh.

Fenol/kloroform ekstraksiyonu sonucunda da PZR’de olumsuz sonu¢ alinan bazi

orneklerde ise Fermentas gDNA Purifikasyon Kiti ile kandan yeniden gDNA elde edildi.

3.9. Fermentas gDNA Purifikasyon Kiti ile gDNA Izolasyonu

10.

11.

500 pL kan epondorf tiipiine kondu.

Uzerine 1000 uL soguk steril su eklendi ve altiist edilerek karistirildiktan sonra 5000
rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.

Su ile yikama islemi bir kez daha tekrarlandi ve ornekler 5000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenip siipernatant dokiildii.

200 puL TE ile pellet iyice pipetlenerek dagitildiktan sonra. 400 pL lizis tamponu
eklenip altiist edildi.

Ornekler 65 °C’de 10 dakika bekletildikten sonra 600 pL kloroform eklenip altiist
edildi.

10.000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenerek kloroform ¢oktiirtildii.

Ust fazda kalan DNA yeni bir tiipe almarak {izerine 800 pL presipitasyon soliisyonu
eklendi ve altiist edildikten sonra 6rnekler 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi.
Stipernatant dokiildii ve pellet 100 ul NaCl’de ¢oziildiikten sonra 300 pul soguk etanol
eklenerek hafif hafif karistirildi ve 6rnekler gece boyunca — 20 °C’de bekletildi.
10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij sonrasinda {istteki etanol dokiilerek uzaklastirildi.
Ornekler %70’lik etanolle yikand1 ve 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendikten
sonra etanol dokiildii ve pelet kurumaya birakildi.

gDNA peletine 30-100 uL. dH,O eklenip vortekslendi. 55-60°C’de su banyosunda
bekletilip ¢ozdiiriildii ve etiketlenerek -20°C’ye kaldirildi.



24

3.10. PZR ile GSTP1 Ekzon 6 Bolgesinin Amplifikasyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu, bir DNA molekiiliinde yer alan gen bdlgesinin uygun
oligoniikleotit primerler kullanilarak in vitro olarak c¢ogaltilmasini saglayan bir

yontemdir.

Bu c¢alismada PZR yontemi ile orneklerde yaklasik 420 bg’lik GSTP1 geni ekzon 6
bolgesi Forward (E6F: 5' GGG AGC AAG CAG AGG AGA AT 3') ve Reverse (E6R:
5' CAG GTT GTA GTC AGC GAA GGA G 3') olmak iizere 2 adet primer kullanilarak
Cizelge 1 ve 2’de belirtilen kosullarda ve thermal cycler cihazt kullanilarak

cogaltilmistir.

Cizelge 1. PZR bilesenleri

Taq polimeraz 0.3 uL
Genomik DNA 5uL
dNTP Karisimi (dATP,dCTP,dGTP,dTTP) 4 uL
Tampon 6 uL
MgCl, 3ulL
E6 Forward primeri 7.5 uL
E6 Reverse primeri 7.5 uL
Steril saf su 16.7 uL
Toplam Hacim 50 pL
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Cizelge 2. PZR Kosullar1

Denatiirasyon; 94 °C’de 6 dakika,

Taq polimeraz ilavesi; 85 °C’de 2 dakika,

Primer Baglanmasi; 60 °C’de 30 saniye, 1 Dongt

Polimerizasyon; 72 °C’de 2 dakika,

95 °C’de 1 dakika

60 °C’de 45 saniye 30 Dongii

72 °C’de 45 saniye

72 °C’de 5 dakika 1 Dongli

3.11. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

PZR islemi sonunda olugmasi beklenen 420 bg biiyiikliiglindeki DNA {iriinii her bir
ornek i¢in PZR friinlerinin bir kismu kullanilarak agaroz jel elektroforezinde

incelenmistir.

Bu amagla, 6 uL {iriin igine 2 pL jel yiikleme soliisyonu eklendikten sonra o6rnekler ve
ve ayrica 12 pL DNA markir1 (100-1500 kbg’lik) %1°lik agaroz jele yiiklendi. Bir saat
stireyle 100 V’luk akimda elektroforeze tabi tutulan jel, DNA Orneklerinin
gozlemlenebilmesi i¢in Etidyum Bromiir ile boyandi ve DNA bantlar jel goriintiileme

sisteminde goriintiilendi.

3.12. PZR Uriinlerinin Jelden izolasyonu
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Agaroz jel elektroforezinde 420 bg¢’lik DNA’nin elde edildigi orneklere ait PZR
tiriinlerinin kalan kismi i¢in yine %1°lik fakat genis kuyulu agaroz jel hazirland1 ve PZR
irlinlin tiimii i¢ine 5 pL jel ylikleme soliisyonu eklenerek jele yiiklendi. Elektroforez 100
V’luk akim siddetinde 1 saat boyunca uygulandi. Etidyum Bromiir muamalesinden sonra
DNA 6rneklerinin goriintiisii jel goriintiileme sisteminde kaydedildi. Daha sonra , her bir
ornege ait 420 bg biiylikliigiindeki DNA bant1 UV kutusu iizerine yerlestirilen jelden bir
jilet yardimiyla kesilerek alindi. Ornekler mikrotiiplere konularak bir sonraki isleme

kadar —20 °C’de saklandi.

3.13. QIAGEN Jel Ektraksiyon Kit Protokolii

Jele gomiilii olarak saklanan DNA’larin jelden izole edilmesi islemi QIAGEN Gel
Ekstraksiyon Kiti ile agagida verilen sekilde gerceklestirildi (Bu protokolle 70 bg-10 kbg

arasindaki DNA molekiiliiniin saflastirilmast miimkiindiir):

1) Temiz ve keskin bir bisturi ile DNA parcasi1 agaroz jelden kesilip ¢ikarildi.

2) Jel pargasi tartildi. 1 hacim jel i¢in (100mg~100uL) 3 hacim QG tamponu eklendi.

3) 10 dakika 50°C’de inkiibe edilerek ve 2-3 dakika araliklarla vortekslenerek jelin
tamamen ¢oziilmesi saglandi.

4) Jel c¢oziildiikten sonra karisimin renginin sart olmasina dikkat edildi (renkte
degisiklik gozlenirse pH degismistir ve pH=7,5 ayarlanmalidir).

5) Ornege 1 hacim izopropanol eklendi ve karistirildi.

6) Ornek QIAQuick kolonuna aktarildiktan sonra 10.000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenerek DNA’nin kolona baglanmasi sagland1 ve c¢oken sivi dokiildii ve
islem tekrarlandi.

7) Yikamak i¢in kolona 750 pL PE tamponu eklendi ve 10.000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlendikten sonra kolon tamponun tamamen uzaklastirilmast i¢in 13.000
rpm’de 1 dakika daha santrifiijlendi.

8) 1.5 mL’lik santrifiij tiipiine aktarililan kolon {izerine tam merkeze gelegek sekilde 30

uL EB tamponu ilave edildi. Kolon 3 dakika bekletildikten sonra 10.000 rpm’de 1
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dakika santrifiijlenerek DNA’nin kolondan santrifiij tiipiine alinmasi1 saglandi ve

ornekler kullanilana kadar -20°C’de saklandi.

3.14. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) Analizi

Molekiiler biyolojik calismalarda ¢ok farkli amagclar i¢in kullanilan restriksiyon
enzimleri, DNA’da meydana gelen bir nokta mutasyonu herhangi bir gendeki
restriksiyon enzimi kesim dizisini ortadan kaldirildiginda ya da olusturdugunda
mutasyon taramalarinda da kullanilmaktadir ki bu metot RFLP olarak

adlandirilmaktadir.

Calismamizda da RFLP metodu kullanilarak, 420 bg¢.lik GSTP1 Ornekleri Acil
restriksiyon enzimi ile muamele edilmek suretiyle daha oOnceki ¢aligmalarda ortaya
konmus olan ekson 6 polimorfik bdlgesinde 341. pozisyondaki C—T mutasyonu

bakimindan arastirilmustir.

Bu amagla, saflandirilmis PZR iiriinlerinin Acil enzimi ile kesim reaksiyonu Cizelge

3’de belirtilen sekilde hazirland1 ve 6rnekler gece boyunca 37°C’de inkiibe edildi.

Cizelge 3. Kesim reaksiyon karigimi

Tampon 4.4 pL
DNA 11 puL
Acil 3uL
H,O 25.6 uL
Toplam 44 L
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Analiz sonuglarinin degerlendirilmesi ve DNA segmentlerinin gdézlemlenmesi igin
Nusieve adi verilen kiigciik boyutlu DNA segmentlerinin tespit edilebildigi 6zel bir

agaroz jeli kullanildi.

Kesim reaksiyonu ornekleri tizerine 4 pL floresan Syber Green I (1:100 oraninda dilue
edilmis) ve 2 pL jel yiikleme soliisyonu eklenerek %3’liik Nusieve jele yiiklendi.
Elektroforez islemi 100 V’da bir saat boyunca uygulandi ve DNA bantlarinin profili jel

goriintiileme sisteminde tespit edildi.

3.15. istatistiksel Analizler

Deneysel ¢aligsmalar sonunda elde edilen bulgular istatistiksel agidan SPSS (Statistical
Packages of Social Sciences for Windows 10.0 ) paket bilgisayar programi kullanilarak

Fisher’in ki-kare testi ile degerlendirildi.

Ki-kare testleri, sayimla elde edilen nitel degiskenlerin ¢esitli siniflandirma bigimlerine
gore (tek degiskenli, iki degiskenli gibi) analizini yapmak, nicel degiskenlerin alisilmis
kurallarin disinda bazi bilimsel amaglar1 ger¢eklemek icin 6zgiin siniflama bigimlerini
ve frekans dagilimimi ele alarak dagilim bi¢imine yonelik analiz etmekte kullanilir

(Ozdamar K., 2001).

[statistiki analizler yapilirken kalitatif veriler ortalama, + standart sapma ve kantitatif

degerler ise % olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda 30 akciger kanseri hastas1 ve 30 saglikli kontrol olmak iizere toplam 60

kisinin GSTP1 geni ekzon 6 polimorfizmi bakimindan degerlendirildi.

Bu amagcla ilk olarak, hasta ve saglikli kontrol bireylerden alinan kan Orneklerinden
genomik DNA (gDNA) Materyal ve Metotlar’da izah edildigi sekilde izole edilmis, bir
miktar gDNA 6rnegi %]1’lik agaroz jelde yiiriitiiliip incelenmis ve Orneklerin kalani
kullanilana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Hasta ve kontrol orneklerinden bir

kismina ait gDNA’larin agaroz jel elektroforezi analizleri Sekil 2.11°de verilmistir.

1 23 4 548 7 &8 0 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

4 25 26 27T 23 203031 32 033 M ¥ WY OBPH N L2483 H 4 4 H

—m = e — —

Sekil 2.11. gDNA 6rneklerinin jel goriintiisii

Genomik DNA varliginin tespiti yani sira, miktar1 hakkinda da bilgi veren elektroforez
sonuclar1 drnekten 6rnege DNA oranlarinin degiskenlik gdsterdigini ortaya koymustur.
Buna bagl olarak, PZR deneyleri sirasinda kullanilacak kalip DNA miktarinin
ayarlanmasinda her o6rnegin gDNA bant yogunlugu dikkate alinmis ve gerektiginde

seyreltme yapilmistir.
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Daha sonraki asamada, hasta ve kontrollerin gDNA 6rneklerinde GSTP1 geninin 420
bc.lik polimofik ekzon 6 bodlgesi PZR yontemi kullanilarak c¢ogaltilmis ve PZR
tirtinlerinin bir kism1 Materyal ve Metodlar kisminda belirtildigi gibi %1°lik agaroz jelde

yiritiiliip incelenmistir (Sekil. 2.12).

M1 2 34 567 8 9 10 1] 1213 14 15 16 1718 19 20

Ill IGSTTll

ekil 2.12. PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi
g J
(M; DNA Marker, 1-20; hasta ve kontrollere ait 420 bg¢’lik DNA’lar)

1500 he

1000 be
£00 he
600 he
500 he
400 he
300 he

200 he
100 e

Calismamizda son agama olarak, 420 bg¢’lik PZR driinleri jelden ekstrakte edilerek
saflastirildiktan sonra Acil enzimi ile kesilmis ve oOrnekler Nusieve agaroz jelde

yiritilmistir.

RFLP analizinde Sekil 2.13°te goriildiigii sekilde, yabani tip (wild type) allel tasiyan
bireylerde (C/C); 58, 116, 246 b¢’lik 3 adet DNA banti elde edilirken, heterozigot
karakterli bireylerde (C/T); 58, 116, 246, 362 b¢’lik 4 adet ve mutant karakterli
bireylerde (T/T); 58 ve 362 b¢’lik 2 adet DNA bant1 elde edilmesi beklenmektedir.
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Sekil.2.13. RFLP yonteminde yabani tip, heterozigot ve mutant bireylerde
beklenen DNA profillerinin sematik gosterilmesi (Acil enzimi kesim
bolgeleri diiz ¢izgi, mutasyon sebebiyle kesilemeyen bolgeler ise
carpi isaretiyle belirtilmistir)

Sekil 2.14’te RFLP analizi sonucunda elde edilen tipik DNA profillerinin gozlendigi
orneklere ait bir jel goriilmektedir. Calismamiz kapsaminda analizi gergeklestirilen
hastalardan 26 tanesinin C/C genotipli ve 4 tanesinin ise C/T genotipli oldugu
saptanirken, kontrollerden 27’sinin C/C genotipi ve 3’niin de C/T genotipi tasidigi

belirlenmistir. Ote yandan T/T genotipli bir bireye rastlanmamustr.
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Sekil.2.14. GSTP1 ekzon 6 allel analizi (M: DNA Marker, 1 ve 2: C/C genotipli,
3 ve 4: C/T genotipli 6rnekler)

GSTP1 geni ekzon 6 polimorfizmi 30 hasta ve 30 kontrol birey olmak iizere toplam 60
kiside arastirilmistir. Istatistiksel analizler sonucunda hastalarin %13,3’ii C/T genotipi ve
%86,7’1 C/C genotipi tasirken, kontrol bireylerin ise %10’ unun C/T ve %90’ min da C/C
genotipine sahip oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4).

Cizelge 4: Hasta ve Kontrollerde GSTP1 ekzon 6 Genotip Frekansi

GSTP1 (C/C) GSTPI1 (C/T) Toplam
GRUP Say1 % Say1 % Say1
Kontrol 27 90 3 10 30
Hasta 26 86,7 4 13,3 30
TOPLAM 53 88,3 7 11,7 60

Fisher’in Kesin Ki-Kare Testi: 0,162, P:1,000 (OR:0,722, %95 CI 0,147-355)
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Cizelge 5 de goriilecegi gibi hastalarin % 50°si (n=15) kiiciik hiicreli akciger kanseri
ve % 50’st (n=15) kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseridir. Ancak, ne kiigiik hiicreli
(KHAK), ne de kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinin (KHDAK) GSTP1 ekzon 6

polimorfizmi ile bir iligkisinin bulunmadig1 goézlenmistir (P: 0,598).

Ayrica hasta bireyler, GSTP1 genine ait C/C ve C/T genotipleri ve cinsiyet agisindan
incelendiginde hastalarin cinsiyeti ile genotipler arasinda bir iliski bulunamamigtir (P:

0,557) (Cizelge 5).

Cizelge 5: Hastalarda GSTP1 Ekzon 6 Genotip Frekansi ile Cinsiyet ve Akciger
Kanseri Tipinin Iliskisi

) GSTP1 (C/C) |GSTP1 (C/T)| Toplam P
Ozellik
Say1 % Say1 | % |Say1| %

Erkek 20 76,9 4 100 | 24 | 80
Cinsiyet Kadim 6 23,1 - - 6 | 20 | 0,557

KHAC 14 93,3 1 6,7 | 15 [100,0
Akciger kanseri NKHAC 12 80 3 20 | 15 [100,0] 0,598
tipi
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5. TARTISMA VE SONUC

Memeli dokularinda yaygin olarak ifade edilen Glutatyon S-transferaz’lar (GSTs), bir
cok dokuda genis dagilima sahip, ¢ok islevli ve genis spektrumlu substrat 6zgiilliigii olan
dimerik yapidaki 6zel bir enzim ailesi olup, hiicrelerde glutatyon aracili detoksifikasyon
reaksiyonlarmi katalizleyerek hiicreleri sitotoksik ve karsinojenik ajanlarin sebep
oldugu hasarlardan korurlar. Sigara dumaninda bulunan bir ¢ok bilesenin yani sira

polisiklik aromatik hidrokarbonlar bu enzimlerin en 6nemli substratlaridir.

GST’ler detoksifikasyon gorevini, indirgenmis glutatyon’un -SH grubu ile ¢ok gesitli
elektrofilik molekiillerin konjugasyonunu katalize ederek gergeklestirir. Olusan iiriin
suda ¢Oziinen merkaptiirik asittir ve viicuttan idrar ile atilir. Bu nedenle, GST
enzimlerinin diigiik oranda iiretilmesi veya yokluguna bagli olarak detoksifikasyon
reaksiyonlarinin ger¢ceklesmemesinin kanser hassasiyetinde biiylik oranda artisa neden

oldugu belirtilmektedir. (Sihig vd., 2000; Wang 2003).

GSTP1 ise akciger dokularinda en yaygin goriilen GST enzimi olup ¢ogu karsinojenin
detoksifikasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Buna bagl olarak, GSTP1 geninin de
akciger ve kanser dokularinda yiiksek oranda ifade edildigi rapor edilmektedir (Hayes

vd., 1995).

GSTPI1 geni ile ilgili olarak, cDNA dizisi {lizerinde bulunan iki bolgenin degiskenlik
gosterdigi saptanmistir. Bu bolgeler 313. niikleotitdeki (ekzon 5’in nokta mutasyonu)
A—G transisyonu ve 341. niikleotitdeki (ekzon 6’nin nokta mutasyonu) C—T
transisyonu ile karakterizedir. S6z konusu baz degisimleri, GSTP1 enziminde Ile105Val
ve Alal14Val degisimine sebep olmaktadir ki bu mutasyonlar proteinin elektrofilik “H”

bolgesi adi verilen katalitik aktivite gosteren kisminda yer almaktadir.

GSTP1 enzimini kodlayan genin 3 alleli [GSTP1*A (105 Ile/114 Ala), GSTP1*B (105
Val/114 Ala), GSTP1*C (105 Val/114 Val)] tanimlanmustir.
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Cesitli caligmalarda, farkli GSTP1 alelleri tarafindan kodlanan proteinlerin
karsinojenlerin ve antikanser ajanlarinin metabolize edilmesinde farkliliklar gosterdigi
ve farkli GSTP1 genotiplerine sahip bireylerin, karsinojenlerin ve mutagenik
bilesenlerin azalan detoksifikasyonu sonucu akciger kanseri de dahil olmak iizere birgok
kanser tliriiniin gelisimi riski tasidig1 bildirilmektedir. (Strange vd., 1998; To-Figueras

vd., 2001; Reszka vd., 2001; Lewis vd., 2002; Duvoixa vd., 2003; Stewart vd., 2003).

Wang ve arkadaglar1 ¢alismalarinda ekzon 5 polimorfizminin akciger kanseri ile iligkisi
olmadigin1 fakat ekzon 6 polimorfizminin sigara igen geng erkek bireylerde akciger
kanseri ile baglantili oldugunu tespit etmis ve ekzon 6 polimorfizmine sahip bireylerin
PAH (polisiklik aromatik hidrokarbonlar) gibi potansiyel karsinojenlere ve epoksitlere
kars1 7 kat daha duyarli oldugunu bildirmistir (2003).

Ayrica, GSTP1 geninin ekzon 5 (Ile105Val) ve ekzon 6 (Alal14Val) polimorfizmlerinin
GST aktivitesinde bireysel degisikliklere neden olup olmadigi incelenmis ve ekzon
6’daki Alall4val polimorfizminin ekzon 5’te gbzlenen Ile105Val polimorfizmine gore
daha az yaygi oldugu, allel sikligindaki ve genotipteki farkliliklarin karsinojenik
ajanlara kars1 olusan farkli duyarliliklara sahip olabilecegi gosterilmistir (Watson vd.,

1998; Ryberg vd., 1997).

Bunlarin yaninda GSTP1 polimorfizmlerinin ve sigara kullaniminin akciger kanserine
karst duyarlili@i arttirmadigin1 gostereren g¢alismalar da mevcuttur. (To-Figueras vd.,
1997; Jourenkova-Mirenova vd., 1998; Kihara vd., 1999). Bir baska g¢alismada da
GSTP1 ekzon 5 polimorfizminin ve diger GST izoenzimlerinin akciger kanseri ile

baglantili olmadigi gozlenmistir (Lewis vd., 2002; Stewart vd., 2003).

Calismamizda Isparta ve yoresi akciger kanseri hastalarinda ve kontrol bireylerde
GSTP1 ekzon 6 polimorfizminin arastirilmast amaglanmistir. Elde edilen bulgular

yabani tip olan C/C genotipinin hastalarda %86,7 ve kontrollerde %90 gibi yiiksek
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oranda ve heterezigot C/T genotip oraninin ise hasta ve kontrol gruplarinda %13,3 ve

%10 gibi diisiik oranda oldugunu gostermistir.

Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda hasta ve kontrol grubu arasindaki fark énemli
bulunmamistir (Fisher Kesin Testi: 0,162 , P:1.000). Bu bulgu, GSTP1 ekzon 6 C/T
genotipinin akciger kanserine karsi hassasiyeti artirmadigini ifade etmektedir ve ekson 6
polimorfizminin kanser ile iligkili oldugu yoniindeki bazi literatiir bilgileriyle

celismektedir.

Ote yandan, GSTP1 geni 341. kodonundaki C—T baz degisikliginin énemi halen tam
anlamiyla ac¢iklanamamustir. Soyle ki; 114. Ala amino asitinin Val’e doniismesine yol
acan bu degisiklik enzimin hidrofobik Ozellik tasiyan katalitik bolgesinde
gergeklesmektedir. Ancak Ala gibi yine hidrofobik bir amino asit olan Val’e degisimin
enzimin katalitik aktivitesinde biiyiikk Olglide azalmaya neden olmayacagi
diistiniilmektedir. Bu goriis dogrultusunda, C/T ve T/T genotipli bireylerin akciger

kanserine yakalanma riskinin hayli diisiik olacagi muhtemeldir.

Calismamiz kapsaminda analizi gerceklestirilen bireylerin hi¢ birinde T/T genotipine
rastlanmamasinin gruplardaki 6rnek sayisinin az olmasindan kaynaklandigi ve saymin
arttirtlmas1 durumunda T/T genotipine rastlanacagi tahmin edilmektedir ¢iinkii mevcut
ekson 6 polimorfizm calismalarinin hepsinde homozigot T/T genotipinin orani son

derece diisiik olarak (%0.5-%0) kaydedilmistir (Wang vd., 2003; Watson vd., 1998).

Sonug olarak, bu ¢alismada hasta ve kontrollerde C/T genotip oraninin da oldukea diisiik
olmasi nedeniyle gerek heterezigot gerekse homozigot bireylerde kanser gelisim riskinin
daha iyi degerlendirilebilmesi ve daha detayli bilgilere ulasilabilmesi i¢in birey sayisinin
fazla oldugu kapsamli c¢alismalarin  gerceklestirilmesine ihtiyag  duyuldugu

distiniilmektedir.
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