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i

OZET

(Akciger Kanseri Hastalarinda ve Saghklh Bireylerde GSTM1 Gen Delesyonunun

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemiyle Arastirilmasi)

Detoksifikasyon mekanizmasinda rol oynayan GST enzimlerini kodlayan genlerdeki
polimorfizm, karsinojenlerin detoksifikasyon etkinliginde bireysel farkliliklara sebep

olmasindan dolay1 6zellikle akciger kanseri riski ile yakindan iliskilidir.

Bu calismada akciger kanseri hastalar1 ve saglikli bireylerden saglanan kan 6rneklerinden elde
edilen genomik DNA’lar PZR yontemi ile amplifiye edilerek GSTMI1 geninin varlig1 veya
delesyonu ortaya konmustur. GSTM1 delesyon genotipine akciger kanseri hastalarinda %
46.7, kontrol grubunda ise % 16.6 oraninda rastlanmis ve sonuglar GSTM1 gen delesyonunun

akciger kanseri iligkili oldugunu gostermistir (Fisher’in Ki-kare analizi; 4.80, P:0.0251).

Anahtar Kelimeler : GSTM1, Akciger Kanseri, Detoksifikasyon, PZR
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ABSTRACT

(Investigation of GSTM1 Gene Deletion Using the Method of PCR In Lung Cancer
Patients and Healthy People)

Polymorphisms of the GST genes encoding for the xenobiotic metabolizing enzymes result in
individual variations in the efficiency of detoxification of environmental carcinogens, and

have been extensively associated with variable risk for lung cancer.

In this study, genomic DNA’s obtained from the blood samples of the lung cancer patients
and healthy people were amplified by PCR method to detect the presence or deletion of
GSTM1 gene. The frequency of GSTMI deletion genotype was 46.7 % in lung cancer
patients and 16.6 % in controls. According to the Fisher’s chi square test results, GSTM1

deletion is associated with lung cancer development (Fisher’s chi square test 4.80, P: 0.0251).

Key Words : GSTM1, Lung Cancer, Detoxification, PCR
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1. GIRIS

Organ ve dokular olusurken hiicreler belirli bir diizen iginde, belirli is boliimleri
yaparak bir araya gelirler. Bu hiicreler yine belirli bir hizda ve kontrol altinda
cogalirlar, belirli bir hizda yikilirlar (Kutluk ve Kars, 1994). Kendisi bir ekosistem
olan viicutta, isbirligi icerisinde bir araya gelen bu hiicrelerin herhangi birisinde
gerceklesen ve diger hiicrelerin aleyhine olacak bir mutasyon tiim isbirligini
tehlikeye sokabilmekte, bu sekildeki bir mutasyon sonucunda somatik hiicre
populasyonu igerisinde baslayan rekabet ve dogal seleksiyon kanser igin bir
baslangi¢ teskil edebilmektedir. Kanser, dokunun nispeten kendi (otonom olarak)
normal dis1 biliylimesi olarak tarif edilebilir. Kanser bir hiicreden baslar ve komsu
hiicreleri harcama pahasina kontrolsiizce geligir ve sonunda tiim hiicresel birligi

hasara ugratarak oliime sebep olur.

Insan viicudunu olusturan milyarlarca hiicrenin her biri, ne zaman ¢ogalacagini ve
nasil gelisecegini  bildiren karmagsik bir programi tasimakta ve bunu
okuyabilmektedir. Hastaliklarin bir c¢ogu, bu programi okuma fonksiyonunun
bozuldugu zaman ortaya ¢ikmaktadir. Buradan hareketle kanser hiicresinin bazi

genel Ozellikleri su sekilde siralanabilir:

e Kanser hiicresi, kendi normal biiyiime ve bdliinmesini diizenleme mekanizmasi

bozulmus ve yeni karakterleri kazanmig bir hiicredir.

e Kanser hiicreleri hizla ¢ogalan fakat farklilagmalarim1 tamamlayamamis
hiicrelerdir; bu tlir hiicreler transforme olmus hiicreler olarak isimlendirilirler.
Transforme olmus bir hiicre populasyonu, genellikle genlerinde yikic1 degisimler
olan bir tek hiicrenin boliinmesi sonucunda meydana gelir. Bu nedenledir ki, kanser

her zaman ig¢in bir hiicre ile baslar.

e Genellikle hayvansal hiicrelerin plazma zarinin yiizeyinde bulunan
glikoproteinler, glikolipitler ve polisakkaritler hiicreye biyokimyasal bir kimlik
kazandirir ve onlar genetik kontrol altinda bulunurlar. Bu molekiillerin
gorevlerinden bir tanesi, hiicre reseptorleri olarak is gérmek ve bu arada kontakt

inhibisyonu saglamaktir. Bir hiicrede kontak inhibisyon 6zelligi ortadan kalkinca,



daha acik bir ifadeyle, hiicre yeni hiicre ylizeyi karakterleri kazaninca siirekli olarak

cogalir; yani kanser hiicresine doniisiir.

Kanser hiicresinin en belirgin 6zelligi kontrol dis1 cogalmasidir. Bu sekilde siirekli
olarak c¢ogalan hiicreler, bir timér veya neoplazma olustururlar. Neoplazma
kontrolsiiz biiyiiyen anormal hiicre yigimidir. Neoplastik hiicreler bir kitle (y18in)
halinde kaldiklar1 siirece onlara iyi huylu tiimor adi verilir. Iyi huylu tiimérler,
genellikle cerrahi uygulama ile uzaklastirilarak tam bir tedavi saglanabilir. Eger bir
tiimorii olusturan hiicreler, meydana geldikleri dokunun etrafin1 kusatma yetenegini
kazanmiglarsa, o malignant (habis) timoér olarak isimlendirilir. Bu primer tiimorden
ayrilan hiicreler, lenf ve kan dolagimi ile viicudun diger kisimlarina da tasinirlar.
Viicuda dagilan bu hiicreler kendilerine uygun lokasyonlar bulduklarinda oraya
yerlesir ve ikincil tiimorleri gelistirirler. Kanserin bir organdan digerine yayilmasi
olay1 metastaz olarak ifade edilir. Kanser metastazlarinin cerrahi miidahale ile

kokiinden sokiiliip atilmasi oldukga zordur (Bahgeci, 1999).

Kanserler, meydana geldikleri hiicre ve dokularin ¢esidine gore gruplandirilir.
Epitelial hiicrelerden meydana gelen kanserler karsinoma, bag doku veya kas

hiicrelerinden meydana gelen kanserler sarkoma olarak isimlendirilir.

Insan kanserlerinin yaklasik %901 karsinomalardir. Ciinkii, viicutta hiicre
cogalmasinin (boliinmesinin) biiyiik bir boliimii epitelial dokuda olur ve ayrica
epitalial dokular kanser olusumuna sebep olan fiziksel ve kimyasal ajanlarin

etkilerine en fazla maruz kalan dokulardir.

Yapilan genis bir mortalite arastirmasina gore, kanser mortalite trendinin kanser
tiplerine bagl olarak degistigi goriilmiistiir. Epitelyal kanserler % 18 oraninda
goriiliirken hemopoeietik ve immiin sistem kanserleri % 9, merkezi sinir sistemi ve

g0z kanserleri % 2, bag doku, kas ve damar kanserleri % 1 oraninda goriilmektedir.

(Cizelgel).

Eger anormal bir hiicre bir tiimoriin olusumuna sebep oluyorsa, bu anormalligin
yavru hiicrelere de gegmesi gerekir. Yani, s6z konusu anormallik kalitsal olmalidir.
Kanserin aydinlatilmas1 olayinda c¢oziilmesi gereken ilk problem; kalitsal

aberasyonun bir genetik degisime, yani hiicre DNA’sinin baz dizilisinde ortaya



cikan bir degisime veya epigenetik bir de§isime, yani DNA’nin baz dizilisi
degismeksizin gen isleyisi modelinde meydana gelen bir degisime bagli olup

olmadiginin ortaya konulmasidir.

Cizelgel: Kanser Tipleri ve Buna Bagli Oliim Oranlar1 (Bahgeci, 1999)

1. Epitelyal Kanserler % 81
Ag1z Boslugu ve Farinks % 2
Kolon ve Rektum % 13
Pankreas %5
Mide %3
Karaciger ve Safra Sistemi %2
Akciger % 28
Gogiis %9
Deri (Malign Melanoma) % 3
Ureme Kanali (toplam) % 10
Bosaltim Organlar1 (Toplam) % 4
Diger Epitelyal Kanserler %2
2. Hemopoeietik ve Immiin Sistem Kanserleri %9
3. Merkezi Sinir Sistemi ve G6z Kanserleri % 2
4. Bag doku, Kas ve Damar Kanserleri % 1
5. Diger biitiin Kanserler % 7

Bir cok kanser ¢esidinin genetik bir degisim sonucu basladigini gosteren bulgular
elde edilmis ve mutasyona sebep olan bir ¢ok ajanin, ayn1 zamanda kansere de sebep

oldugu deneysel olarak gosterilmistir (Sekil 1).



Kanser sebebi olan maddelere ‘’Karsinojen’” denilmektedir. Karsinojen madde,
radyasyon gibi fiziksel, polisiklik hidrokarbon gibi kimyasal yada viriis gibi
biyolojik ajan olabilir. Bu gibi bir ajana maruz kalma kansere sebep olabilir.
Karsinojenler, DNA iizerine genotoksik etki yapabilirler (radyasyon gibi), hiicre
proliferasyonunda artisa yol agabilirler (hormonlar gibi), yada her iki etkiyi birden
gosterebilirler (sigara dumani gibi) (Chan ve Sell, 1994; Henderson ve ark., 1991).

|Kimyasal Karsinojen | — | Detoksiﬁkasyonj

| Metabolik Aktivasyon

|Etkin1e§mi§ Karsinojen | — |Detoksiﬁkasyon]

| DNA’ya Baglanma Niikleofillere Baglanma

[Degismis DNA | -

| Replikasyon

[Latent Tiimor Hiicresi|

l

|T1'im6r Olusumu]

Sekil 1: Karsinojenik Etkinin Basamaklar1

Karsinogenez (kanser olusumu) ile mutagenez (mutasyon olusumu) arasindaki bu
iligki ii¢ grup ajan bakimindan net bir sekilde ortaya konmustur. Bunlarin birincisi

kimyasal ajanlardir.

Kimyasal ajanlar (komiiriin yanma {iriinleri, benzen, naftilaminler, asbest, vinil
kloriir, krom, katki maddeleri ve bazi ilaglar), DNA’nin niikleotit dizilisinde bazi
lokal degisimlere sebep olur. ikincisi, fiziksel ajanlardir. X- 1smlar1 ve ultraviyole
(UV) 1sinlar1 gibi iyonize olan radyasyon, tipik olarak kromozom kirilmalarina ve

translokasyonlara yol acar. Ugiinciisii ise biyolojik karsinojenlerdir (viriis). Viriisler



hiicreye yabani DNA’y1 sokarak kansere sebep olurlar. Insanlar gerek ilaglar, gerek
gidalardaki katki maddeleri, gerekse ¢evre kirliligine neden olan maddeler seklinde
olmak iizere giderek artan bir bicimde cesitli yabancit maddelerin (ksenobiyotikler)

etkisinde kalmaktadirlar (Murray ve ark., 1990).

Oliimciil kanser tiirleri arasinda ilk siray1 alan akciger kanserinde (Cizelge 1), sigara
kullaniminin yani1 sira radyasyon, asbest gibi ¢esitli karsinojenlere maruz kalis,
onemli risk faktorleri arasinda yer alir. Bu ¢evresel faktorlere ek olarak, kanserli
hiicrelerde goriilen degisik gen anormallikleri de dogrudan kanser etkeni olabildigi

gibi hastaligin seyri hakkinda da bilgi verici markirlar olarak kullanilmaktadir.
1.1. Detoksifikasyon Mekanizmasi

Karsinojenik etkilerden hiicrenin korunmasinda detoksifikasyon mekanizmalarinin
biiylik 6nemi vardir. Detoksifikasyon (biotransformasyon), ksenobiyotikler (toksik
maddeler, metabolitler, epoksidler) gibi zararli maddelerin ¢esitli enzim ya da
molekiiller yardimi ile zararsiz hale getirilerek viicuttan disar1 atilimini saglama
mekanizmalaridir. Bu mekanizmalarda gorev alan enzimler ya da molekiiller de bu

hayati olguyu desteklemektedirler (Sekil 2).

Detoksifikasyon (Biotransformasyon) mekanizmasi iki ana grupta toplanabilir:
1. Faz I reaksiyonlari; yiikseltgenme ve hidroliz olaylarini,
2. Faz Il reaksiyonlari; konjugasyon olaylarini igerir.

Ksenobiyotik mekanizmasindaki bu iki fazin bastan sona amaci, bu maddelerin
sudaki ¢oOzlniirliiklerini arttirmak ve idrar veya safra ile viicuttan atilmalarini
kolaylastirmaktir. Birinci fazda lipofilik ksenobiyotikler genelde daha polar
tiirevlerine donistiiriirler ve ikinci faz reaksiyonlari ile bu polar metabolitler
glukuronik asit, siilfat, glutatyon gibi endojen maddelerle konjugasyona ugrayip

viicuttan atilirlar (Vural, 1996; Kayaalp, 1994).



Sit P-450 G5H Transferaz
Ksenobivotik —— | Reaktif Metabolit | mpe |Toksik Olmayan Metabolit

i

Makromolekiillere
Kowalan badglanma

Y Y v

Hilcre Hasan Hapmn Mutasyon

Antikor Uretimi l
* Kanser

Hiicre Hasan

Sekil 2 : Ksenobiyotik metabolizmasinin hiicre hasari, immiinolojik hasar veya
kanser ile nasil sonuglanabilecegini gosteren basitlestirilmis sema. Bir
ksenobiyotigin reaktif metabolite doniisiimii bir seri sitokrom P-450 tarafindan ve
reaktif metabolitin (6rnegin bir epoksid) toksik olmayan bir metabolite doniisiimii
ise ya GSH transferaz ya da epoksid hidrolaz tarafindan kataliz edilir (Murray ve
ark., 1990).

Faz 1 ile iligskili temel reaksiyon hidroksilasyondur. Sorumlu enzimler
monooksigenazlar veya sitokrom P-450 tiirleridir ve bunlar tarafindan katalizlenen

reaksiyon sOyledir;
RH + O,+ NADPH + H" — R-OH + H,0 + NADP

Reaksiyondaki RH; ¢ok genis bir ilaglar grubunu, karsinojenleri, ¢evre kirliligine
etken olan nedenleri ve steroidler gibi baz1 bilesikleri simgeler. Pek cok durumda her
ne kadar P-450 tiirlerine ait endojen substratlar tanimlanmamais ise de, bu enzimlerin

sadece ekzogen bilesikler ile bas etmek tizere gelismis olmalar1 da pek olas1 degildir.

Faz II ile iliskili olarak ise en az 5 tip reaksiyon vardir. Bunlar; Glukuronidasyon,

Sulfasyon, Glutatyon ile konjugasyon, Asetilasyon ve Metilasyondur.

Glukuronidasyon: Ksenobiyotiklerin ~glukuronitlestigi reaksiyonlar temelde
birbirine benzerler. 2 —asetil amino fluoren (bir karsinojen), anilin, benzoik asid,
meprobomat fenol ve steroidler gibi pek c¢ok molekiiller glukuronatlar seklinde

atilima ugrarlar. Glukuronid, substratlarin oksijen, azot veya Kkiikiirt gruplarma



baglanabilir. Glukuronidasyon en sik ger¢eklesen konjugasyon reaksiyonlarindan

biridir.

Siilfasyon: Bazi alkoller, aril aminler ve fenoller sulfatlanirlar. Bunlar ve diger
biyolojik sulfasyon reaksiyonlarinda (6r: steroid, glikozaminoglikanlar, glikolipidler,
gliko-proteinlerin sulfasyonu) sulfat donorii adenozin 3 fosfat 5° fosfosulfattir. Bu

bilesige aktif sulfat denir.
Asetilasyon: En 6nemli Faz II reaksiyonlarindan birisi de asetilasyondur.
X + Asetil-KoA — Asetil X + KoA

X burada bir ksenobiyotigi temsil eder. Asetil-KoA (aktif asetat) ise asetil
dondriidiir.  Asetilasyon oOzellikle karaciger olmak iizere muhtelif doklularin
sitosollerinde mevcut asetiltransferazlar tarafindan katalizlenir. Tiiberkiiloz

tedavisinde kullanilan bir ilag olan izoniyazid de asetilasyona ugrar.

Metilasyon: En nadir goriilen Faz II reaksiyonu metilasyondur. Ksenobiyotiklerin
cok azi metil dondrii olarak S-adenozil metiyonin kullanan metil transferazlar ile

metilasyona ugrarlar.

Glutatyon ile Konjugasyon: Glutatyon (y glutamil sisteinil glisin) molekiili;
glutamik asit, sistein ve glisinden olusur ve genelde GSH olarak kisaltilir; -SH

stilfidril grubuna isaret eder ve molekiiliin alig veris yapan kismidir (Sekil 3).

Sekil 3: Glutatyonun Molekiiler Yapisi



Karsinojenik etkilerden korunmada glutatyonun 6nemli bir rolii vardir. Reaktif ara
metabolitleri olan epoksidler ve diger bazi toksik bilesikler dokularda niikleofilik
endojen bilesiklerle 6zellikle glutatyon ile konjuge edilerek inaktif duruma
getirilirler. Glutatyon molekiiliindeki stilfidril grubu gii¢lii bir niikleofilik grup gibi
hareket eder, epoksid veya bazi toksik bilesiklerin veya metabolitlerin elektrofilik

merkezlerine baglanarak onlar1 notralize yani detoksifiye eder.

Potansiyel olarak zehirli baz1 elektrofilik ksenobiyotikler asagidaki reaksiyonlarda

gosterildigi gibi niikleofilik GSH ile konjuge olurlar.
R+ GSH — R-S-G

Burada R elektrofilik ksenobiyotiktir. Bu reaksiyonlar1 katalize eden enzimlere
glutatyon S-transferazlar (GST) denir ve bunlar karaciger sitosoliinde yiiksek, diger
dokularda daha diisiik miktarlarda bulunurlar. Eger toksik potansiyeli olan
ksenobiyotikler GSH ile konjugasyona ugramasalardi; DNA, RNA veya hiicre
proteini ile kovalan olarak birlesmekte serbest olacaklar ve sonucta ciddi hiicre
hasarlarina yol agabileceklerdi. Bundan dolayr GSH, bazi ilaglar ve karsinojenler

gibi cesitli toksik bilesiklere kars1 6nemli bir savunma mekanizmasidir.

Glutatyon konjugeleri viicuttan atilmadan 6nce daha ileri metabolizasyona ugrarlar
(Sekil 4). Glutatyona ait glutamil ve glisin gruplart spesifik enzimler tarafindan
uzaklagtirilirlar ve geri kalan sisteinil kisminin amino grubuna bir asetil grubu (asetil
KoA’dan saglanan) eklenir. Sonucta meydana gelen bilesik idrarla atilima ugrayan

L-asetil sisteinin konjugesi olan merkapturik asittir (Murray ve ark., 1990).

Bireyler arasinda goriilen bazi kanser tiirlerine yatkinligin artmasi veya azalmasinin
temelinde yatan neden ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda (biotransformasyon)
rol oynayan enzimlerin gosterdigi genetik polimorfizmdir (Fryer ve ark., 1993,

Nakachi ve ark., 1993; Malats ve ark., 2000; Pemble ve ark., 1993).



A el GLUTATHENE METAEDLISM

(2324]

Sekil 4: Glutatyon Metabolizmasi (Kyoung-Ho ve ark., 2003)
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2. KAYNAK BILGISi

Memeli dokularinda yaygin olarak ifade edilen Glutatyon S-Transferaz enzimleri
(GST) o0zel bir enzim ailesi olup, hiicrelerde glutatyon aracili detoksifikasyon
reaksiyonlarin1 katalizleyerek hiicreleri sitotoksik ve karsinojenik ajanlarin sebep
oldugu hasarlardan korurlar. Buna bagli olarak, GST enzimlerinin diisiik oranda
ifadesi ya da yoklugu nedeni ile detoksifikasyon reaksiyonlarmin gergeklesememesi

kanser hassasiyetinin biiylik oranda artmasina neden olmaktadir.

Homodimerik veya heterodimerik enzimler olan GST’lerin arastirilan tim canli
tiirlerinde bulunmasi bunlarin hayati 6neminin gostergesidir. Bu enzimler katalitik
olan ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Hem detoksifikasyon
yaparlar hem de hiicre i¢i baglayict ve tasiyict rolleri vardir (Habig ve ark., 1974;
Mannervik, 1985; Morgenstern ve ark., 1987; Simons ve Jagt, 1977). Bu gruba
aromatik bilesikler ve poliansatiire yag asidleri de eklenebilir (Mannervik, 1985).
Muhtemel endojen substrat gruplar arasinda; kinonlar, organik hidroperoksitler,
epoksitler, arasidonik asit tiirevleri ve alkenler (alfa-beta ansatiire karbonit

bilesikleri) sayilabilir.

Katalitik olarak; yabanci maddeleri glutatyon (GSH)’daki sisteine ait (-SH) grubu
ile baglayarak onlarin elektrofilik 6zelliklerini notralize ederler ve iiriiniin suda daha
fazla ¢oziiniir hale gelmesine neden olurlar. Olusan bu GSH konjugatlar1 boylece
organizmadan atilabilir veya daha ileri diizeyde metabolize olurlar.
Ksenobiyotiklerin klasik atilim tirlinleri olan merkaptiirik asitler organizmadan safra

ile atilirlar (Sekil 5).

Bu yol GST’lerin kanserojen, mutajen ve diger zararli kimyasallarin hiicre igi
detoksifikasyonunda rolleri oldugunu gostermektedir. Metobolize edilmeyen
lipofilik-hidrofobik pek cok bilesigi baglamalar1 ise bu enzimlerin hiicre icinde
sinirli  ¢oziiniirliige sahip molekiiller i¢in hem depo hemde tasima roli
tistlendiklerini gostermektedir (Habig ve ark., 1974; Mannervik, 1985; Pickett, 1989;
Mc Quaid ve ark., 1988; Simons ve Jagt, 1977; Trakshel ve Maines, 1988).
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Sekil 5: Merkaptiirik asit olusum mekanizmasi (Rodwell, 1985; Unsal, 1990)

Sican karacigerinde biliriibini, karsinojenleri ve azotlu bilesikleri baglayan bir
protein tanimlanmis ve “’ligandin’> veya ’Y’’ve’’Z’’ proteinleri olarak
isimlendirilmistir (Ketterer ve ark., 1987; Tu ve ark., 1987). Yapilan ¢alismalar
sonucunda, ligandinin 1974 yilinda Habig ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan si¢an
GST 1-1 (GST-y) izoenzimi ile ayni protein oldugu anlasilmistir (Habig ve ark.,
1974). Bilirlibinle yapilan calismalar GST’lerin hiicre disindan igeriye biliriibin
girigini artirmadi@in1 ancak hiicre ic¢inden disariya bilirlibin ¢ikisint azalttigin
gostermistir. Bu sekliyle bir depo proteini gibi davranmaktadir. Biliriibin gibi bir ¢ok
pigment (hematin, bromsiilfaftalein, indosiyanin gren gibi), kolik asitler ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar bu proteinler tarafindan baglanip tasinabilmektedirler

(Marcus ve ark., 1978; Sato ve ark., 1987).

GST’lerin sitozolde yiiksek miktarda bulunmasi; albuminin kan dolasiminda
tistlendigi rolii bu proteinlerin hiicre i¢inde yerine getirdigi hipotezini dogurmustur
(Eimoto ve ark., 1988). Deneylerde “’hem’’ molekiiliiniin son sentez basamaginin
bulundugu mitokondri i¢ zararindan disariya hareketini GST’lerin kolaylastirdigi
gosterilmistir (Husby ve ark., 1981; Senjo ve ark., 1985). GST’lerle yapilan

baglanma ¢aligsmalarinda steroid ve hormonlari bagladiklar anlagilmistir (Cizelge 2).
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Cizelge 2: Hormonlar ve baz1 bilesiklerin GST’lere baglanma 6zellikleri (Vatansev, 1995)

HORMONLAR AFFINITE**
Triiyodotironin (T3) ++++
Tetraiyodotironin(T4) -+
Kortikasteron ++++
Hidrokortizon +++
Deksametazon +H+++
Prednizalon +++
Aldesteron +++
Progesteron 4+
Andesteron ++++
Testesteron +++
Dietilstilbesteron ++
17B-estradiol ++
Estron ++
Dehidroepiandrosteron +++
Kolestorel --
2.3-benzantresen ++++
Naftoflavon ++
Akridin oranj -+
Fenantren +++
1.2.5-dihidroksi vitamin D3 ++
Difenilhidantoin --
Klofibrat --
Biliriibin ++++
Indometazin ++

** . Relatif affiniteler(++++)= Kd<0,000001M;(+++)=0,000001<Kd<0,00001M: Kd>0,001M olan
bilesiklerin baglanmadigi kabul edilmistir.

Hormonlarin ¢ekirdege nakli gérevini de yerine getirdigi diisiiniilmiigse de bu olayin
fizyolojik sonuglar1 ve anlami heniiz tam ac¢ik degildir (Husby ve ark., 1981; Senjo
ve ark., 1985). Bu fonksiyonlarina ilaveten GST’ler ¢cok sayida baska gorevlere de
sahiptirler. Lokotrien C4’lin sentezi, 16kotrien C sentaz aracilig ile 16kotrien A4’{lin
GSH ile baglanmast sonucu olur. Bu reaksiyon GST’ler tarafindan da

katalizlenebilmektedir (Federici ve ark., 1985; Suzuki ve ark., 1991).
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2.1. Glutatyon-S Transferaz (GST) Enzimlerinin Simiflandirilmasi

E.C: 2.5.1.18 olarak kodlanan GST enzimleri ¢ok fonksiyonlu iki alt birimden
olusmus dimerik bir enzim ailesidir (Booth ve ark., 1961; Carmichael ve ark., 1988;
Nazar ve ark., 1993; Nitsu ve ark., 1989). Memelilerdeki sitosolik GST enzimleri;
Alfa, Mii, Pi, Teta olmak flizere dort ana sinifa ayrilmistir. Bunlarin disinda
membrana bagl sekilde 16kotrien C4 sentaz ve mikrozomal GST olarak adlandirilan

iki GST daha bulunmaktadir (Cizelge 3).

GST’ler asidik, bazik ve ndétral olmalarina gore de 3 gruba ayrilirlar (Board, 1981;

Faulder ve ark., 1987);

GST p — Notral,
GSTa,B,y,0vee — Bazik

GST — Asidik ozellik gosterir.

Cizelge 3: insan GST Enzimlerinin Siniflandirilmas1 (Chan ve Sell, 1994)

ENZIM SINIF LOKUS KROMOZOM
GST Al-1 Alfa GSTA 1 6pl2
GST A1-2 Alfa GSTA2 6pl2
GST M la-la Mi GSTM1 Ipl3
GST M1b-1b Mii GSTM1 1pl3
GST M2-2 Mi GSTM2 Ipl3
GST M3-3 Mi GSTM3 1pl3
GST M4-4 Mi GSTM4 Ipl3
GST M5-5 Mii GSTMS Ipl3
GST P1-1 Pi GSTP1 11q13
GSTT1-1 Teta GSTT1

GST T2-2 Teta GSTT2

Mikrosomal GST12 12
Lokotrien C4 Lokotrien C4

Sentaz Sentaz

2.2. GST’lerin Genetigi

Canlilarin pek ¢ok fizyolojik fonksiyonu yapabilmesi i¢in ¢ok sayida GST izoenzimi
kodlayabilecek genetik kapasiteye sahip oldugu bilinmektedir. Cok sayida gen

olmasi ve alt birimlerinin hibritlesmesi izoenzim olusumunun nedenleri olarak



14

bilinmektedir (Mannervik, 1985). GST alt birimlerinin fenobarbital, 3-
metilkolantren, transtilben oksit gibi ksenobiyotikler ile uyarilabildigi ve dokuya has
diizenlemelerin incelenmesinde faydali bir sistem oldugu bildirilmektedir (Pickett,
1989). GST enzimlerini kodlayan genlerin siiflandirilmast primer yapilarina,
enzimatik ozelliklerine, antikorlarla ilgili reaksiyonlarina, yapisal karakteristiklerine,
kimyasal affinitelerine, aminoasit dizilerine ve enzimlerin kimyasal davraniglarina
gore yapilmistir. Buna gore GST genleri 8 sinifa ayrilmaktadir: alpha (o), mu (p), pi
(IT), theta (0), omega (Q2), kappa (k), sigma (o) ve zeta ((:). Alpha 6. kromozomda,;
mu 1. kromozomda; pi 11. kromozomda; theta 22. kromozomda; omega 10.
koromozomda; sigma 4. kromozomda ve zeta 14. kromozomda kodlanmaktadir

(Strange ve ark., 2001; Choi ve ark., 2003; Tsai ve ark., 2003) (Sekil 6).

GST
| | | | | | | | | | | | | | | |
[ Alpha ] [ Mu ] [ Theta ] [ Pi ] [ Zeta ] [ Sigma ] [ Kappa ] [Omega]
Kromozom 6p 1p 22q 11q 14q 4q ND 10q
Genler | Al-A4 | M1-M5 T1,T2 P1 Z1 S1 K1 0Ol
Alelik Evet Evet Evet Evet Evet ? ? ?

Sekil 6: GST Gen Ailesi

Mi smift GST’ler (GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 ve GSTMS) polisiklik
aromatik hidrokarbonlarin epoksid tiirevlerine karsi gosterdikleri yiiksek katalitik

aktivite nedeniyle ilgi ¢ekmislerdir. Bu enzimleri kodlayan genler birinci kromozom

tizerindedirler (Pearson ve ark., 1993) (Sekil 7).

Ip13°de bulunan ve genetik polimorfizm gosteren Mii sinifi GSTMI1 geni, sekiz

ekson ve yedi introndan olugsmaktadir (Sekil 8).
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GSTM1-5 geni 1p13

Sekil 7 : Insan 1. Kromozomu ve GSTM1-GSTMS5 Lokusu (Oke, 1996)
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Sekil 8: Mii Smifi Glutatyon S-Transferazlar ve GSTMI1 geni ekson ve intron bdlgeleri
(Oke, 1996).

Calismamizda, GST izoenzimlerinden GSTM1 gen delesyonunun Isparta yoresi
akciger kanseri vakalarinda ve saglikli bireylerde goriilme sikliginin tespit edilmesi

amaclanmustir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Ornek Secimi

Bu calismada kullanilan hasta grubu kanlari; Isparta Siileyman Demirel Universitesi
Zehra Ulusoy Onkoloji Hastanesince klinik ve laboratuar bulgulari ile “akciger
kanseri” tanis1 konulmus ve burada tedavilerini siirdiiren hastalardan izinleri alinarak
toplanmistir. Her iki cinsiyetten, yaslar1 43 ile 80 arasinda degisen 30 hastadan 5-10
ml’lik kan Ornekleri EDTA’l1 tiiplere alinarak kullanilana kadar —-20°C’de

saklanmustir.

Kontrol grubu kan &rnekleri; kan bagisi igin S.D.U. Arastrma ve Uygulama
Hastanesi Kan Merkezine gelen ve her iki cinsiyetten dondr olabilecek kadar
saglikli, hi¢ sigara igmemis, yaslar1 40-80 arasinda degisen 30 kisiden alinmustir.
Tiim hastalar ve saglikli bireyler Isparta ve ¢evresinde dogup yasamis olup

aralarinda herhangi bir akrabalik yoktur.

3.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler ve Soliisyonlar

e Agaroz (Prona)

e Amonyum Asetat (Sigma A-8920)

e Etanol (%95) (Merck-986)

e Ethidium Bromiir (Sigma E-7637)

e Fenol (Sigma P-4557)

e izopropanol (%99.5) (Riedel deHaen)

e Jel yiikleme soliisyonu (Biobasic, Biogen)

e Kloroform (Sigma)

e Lizis Tamponu (10 mM Tris-HCI, 400 mMNaCl, 2mM EDTA; pH=8.2)

e Presipitasyon Soliisyonu (80 pl presipitasyon soliisyonu stok, 720 ul dH,O-
Fermentas)

e Proteinaz K (Biobasic)
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e Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Sigma L.-4340)

e Sodyum Kloriir (Sigma S-5881)

e TBE (Tris buffer EDTA; 10.8 g Tris Base, 9.3 g EDTA, 55 g Borik Asit)
e TE (pH=7,5, 10mM Tris-HCI, ImM EDTA)

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

e Buzdolab1 (Beko)

e Derin Dondurucu - 20° (Argelik)

e Elektroforez tanki (Biolab Minicell Primo EC320 Electrophoretic Gel
System)

e Etiiv (Wtcbinder)

e (i kaynagi (Biolab Power PAC 300)

e Jel goriintiilleme Sistemi (Biolab UV, Tech, Heidolp Potamax 120
Instruments)

e Mini santriftij (Minispinplus Ephendorph)

e Sogutmali Santrifiij (Hettich Universal 32)

e Steril Kabin (Telstar CV-100)

e PZR Cihaz1 (Termosayklir) (Techne Genius)

e Vorteks (Velp Scientifica)

3.2. Metot

Calismada kullanilan yontemler kisaca soyledir; Akciger kanseri hastalar1 ve saglikli
kontrol bireylerden alinan kan 6rneklerinden genomik DNA izole edildi. Elde edilen
genomik DNA’lar jelde yiiriitiildii ve daha sonra goriintiilendi (Bkz. Sekil 9). Buna
bagli olarak da PZR igeriginde kullanilmasi gereken gDNA miktarlar1 belirlendi. Bu
DNA’lardan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile GSTM1 gen bolgesine
spesifik primerler kullanilarak amplifikasyon gerceklestirildi ve jel elektroforez

analizi ile bu PZR {iriinleri kontrol edildi.
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Calismada PZR’nun sorunsuz gerceklestigini belirlemek i¢in internal kontrol olarak
GSTP1 genine bakildi. GSTM1 geni 273 bg iken GSTP1 geni 420 b¢ uzunlugunda
oldugundan elde edilen bantlar kolaylikla ayirt edilerek PZR iiriinlerinin tanimlama

islemi gergeklestirildi.

3.2.1. Kandan Genomik DNA izolasyonu

Hastalardan ve kontrol gruplarindan 5 mL vendz kan 6rnegi EDTA’ tliplere alindi.
Kanin 16kosit kismindan yiiksek tuz konsantrasyonu yontemi kullanilarak DNA

izole edildi. Izolasyon protokolii asagida belirtilen sekilde uygulanmistir;
e 2 ml kan santrifijj tiipline alindi. 8 mL soguk steril su konuldu.
e FElde asag1 yukar1 2-3 dakika calkalandi.
e Oda sisinda 3000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi.
e Siipernatant atildi. Pellet tizerine 5 mL soguk steril su konup hizla ¢alkalandi.
e Oda sisinda 3000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi.

e Siipernatant atitlip 600 puL Lizis Tamponu (pH=8.2, 10 mM Tris-HCl, 400
mM NaCl, 2mM EDTA), 30 pL proteinaz K (20 mg/mL), 40 uL SDS (%10)
eklenip vortekslendi.

e 37°C’de etiivde 1 gece bekletildi.

2.giin:

e Cam tiiplerin iizerine 600 pL amonyum asetat (10 M) eklenip calkalandi.
Oda 1s1sinda yaklagik 10-15dakika bekletildi.

e 4000 rpm’de 1 saat santrifiijlendi.
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e Siipernatant bagka bir cam tiipe alind1 ve iizerine tiipteki miktarin 2 misli
soguk etanol eklendi. DNA’nin soliisyondan ayrilmasi ve c¢okelmesi

gbzlendi.

e Cam tiiplerin icerigi ephendorf tiiplere aktarildi ve 12000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenerek DNA ¢oktiirtildii.

e Ornekler oda sicakliginda yaklasik olarak 1 saat kurumaya birakild.

e Orneklere 200 pL TE eklendikten sonra -20 °C’de saklandu.

TE (Tris-EDTA) Tampon Icerigi

e Tris-HCI ................. 20 mM

o Tris-HCl ..., 10 mM
o NaCl.....ooooiiiiiiiiiiin, 100 mM
o EDTA ...t 2mM eklendi ve pH = 8.2’ye ayarlandi.

Standart izolasyon yontemleri ile elde edilen genomik DNA &rneklerinden
bazilarinda PZR ile amplifikasyon islemi gerceklestirilemedi. Bu genomik DNA’lar
fenol-kloroform yontemiyle saflastirildi. Fenol-kloroform ekstraksiyonu; DNA’y1
kontamine eden protein, lipit, niikleik asit karisimlarini uzaklastirdigindan genomik

DNA’y1 daha saf hale getirmek i¢in bagvurulan klasik bir yontemdir.

Bu islem sirasinda bu organik bilesikler proteinlerle kompleks olustururlar ve bu
kompleksler de fenol-kloroform karisiminin alt fazda, DNA’nin ise lstteki sivi fazda
toplanmasini saglar. Protein kontaminasyonunu engellemek igin iist kisimdaki

siipernatant, interfaza zarar vermeden dikkatlice uzaklastirilmalidir.
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Ektraksiyon sonucunda gDNA 6rneginin bir miktar kaybedilmesi riskine karsilik, bir
sonraki isleme ge¢meden Onceki adimda kullanilan enzimleri inaktive etmek ve
uzaklagtirmak amaciyla molekiiler biyoloji ¢alismalarinda kullanilan, uygulanmasi

kolay, hizli ve yaygin bir tekniktir. Uygulanan prosediir su sekildedir;

Fenol Kloroform Ekstraksiyon Protokolii:

1) 1,5 mL’lik ependorf tiiplindeki DNA 6rnegine 0,5 mL seviyesine kadar TE (Tris-
EDTA) (pH = 7,5) eklendi.

2) DNA soliisyonuna 6rnekle esit hacimde (500 pL) fenol eklenerek 5-10 saniye
vortekslendi. 12.000 rpm’de 3 dakika santrifiijlendikten sonra iistte kalan ve DNA
iceren fazin yaklagik olarak %90°1 yeni temiz bir ephendorf tiipiine aktarildi. Ara
tabakada olusan kirliligin alinmamasina dikkat edildi.

3) DNA soliisyonuna 300 pL. fenol + 300 pL kloroform eklendi. 5-10 saniye
vortekslendikten sonra 12.000 rpm’de 3 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda
olusan list faz yeni temiz bir ependorf tiipline alindi. Fenol + kloroform islemi
ornegin temizlendiginden emin olunana kadar tekrarlandi.

4) DNA soliisyonuna, fenol kalintisin1 temizlemek i¢in 500 puL kloroform eklendi. 5-
10 saniye vortekslendikten sonra 12.000 rpm’de 3 dakika santrifiijlendi. Santrifiij
sonrasinda olusan 2 farkli fazdan bu kez altta kalan siv1 faza hizli bir sekilde ulasilip
dikkatlice pipetlenerek kloroform uzaklagtirildi.

5) DNA 6rneklerine 1.000 pL soguk %95’lik etanol eklendi. Tiipler alt {ist edilmek
suretiyle DNA olusumu gozlendi.

6) Tiipler —20 °C’de en az 2 saat bekletildikten sonra 12.000 rpm’de 15-20 dakika
santrifiijlendi. DNA’nin dibe ¢okiip ¢cokmedigine dikkat edilerek etanol dokiildii ve
tiipler kurumaya birakildi.

8) Kuruduktan sonra DNA pelletinin miktarina gore 30-100 pL. TE ilave edilerek

DNA’nin ¢6ziilmesi sagland1 ve 6rnekler kullanilana kadar —20 °C’de saklandi.

Standart izolasyon yontemiyle izole edilen ve Fenol- kloroform ekstraksiyonu ile

muamele edilen gDNA’lardan PZR ile sonu¢ alinamayanlar i¢in ticari kit ile yeniden
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gDNA izolasyonu yoluna gidildi. Fermentas gDNA Purifikasyon Kiti ile izolasyon

protokolii su sekildedir;

Fermentas gDNA purifikasyon Kiti ile gDNA izolasyonu

A i

10.
11.

12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.

19.

500 pl taze kan ephendorf tiipline kondu.

Ustiine 1.000 ul soguk steril su eklendi ve altiist edilerek karistirildi.

5.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.

Santrifiijden sonra drnekler tekrar 500 pl su eklenerek altiist edildi.

5.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenip siipernatant dokiildii.

Pellete 200 pul TE (pH=7,5, 10mM Tris-HCl, ImM EDTA) eklendi. Pellet
reslispanse edilerek dagitildi.

400 pl lizis tamponu (pH=8,2 10 mM Tris-HCI, 400mM NaCl, 2mM EDTA)
eklenip altiist edildi.

Ornekler 65 °C’de 10 dakika bekletildi.

Orneklere 600 pl kloroform eklenip altiist edildi.

10.000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenerek kloroform ¢oktiirtildii.

Ust fazda kalan DNA yeni bir tiipe almarak iizerine 800 pl presipitasyon
soliisyonu (80 pl presipitasyon soliisyonu stok, 720 ul dH,O) eklendi ve altiist
edildi.

Ornekler 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi.

Santrifiij sonrasinda silipernatant dokiildii ve pellet 1.2 M 100 ul NaCl’de
¢Ozildi.

300 pl soguk etanol eklenerek hafif hafif karistirildu.

Ornekler 1 gece — 20 °C’de bekletildi.

Ertesi glin 6rnekler 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.

Santrifiij sonrasinda istteki etanol uzaklastirildi.

Orneklere eklenen yogun NaCl’den dolay1 tuz birikmesi oldugu igin %70’lik
etanolle yikandi.

10.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Santriflij sonrasinda etanol dokiildii ve

ucuruldu.
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20. Coken orneklere 100-200 ul dH,O eklenip vortekslendi. 55-60 °C’de su
banyosunda bekletilip gDNA’nin tamamen ¢oziinmesinden sonra etiketlenerek

-20 °C’de saklanda.

Presipitasyon Soliisyonu Hazirlanmasi

e Presipitasyon soliisyonu stok (Fermentas kit) ............ 80 ul

3.2.2. PZR Yontemi

PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi, DNA polimeraz enzimi ve 1 c¢ift
oligoniikleotit primeri kullanarak kalip DNA’dan hedef gen bdlgesinin invitro olarak
cogaltilmasi (amplifikasyon) esasina dayanir. PZR’nin her bir dongiisiinde 3 temel
basamak vardir ve 30 dongii sonunda hedef DNA bolgesinin milyonlarca kopyasi

elde edilebilir.

Birinci basamak, amplifikasyon i¢cin DNA’nin denatiirasyonudur. Amplifiye edilen
DNA saf olmayabilir ve ¢ok c¢esitli kaynaklardan, 6rnegin genomik DNA’dan,
kurumus kan ve semen gibi adli tipta 6nemi olan maddelerden, tibbi kayitlar icin
saklanmig kuru Orneklerden, tek bir sa¢ telinden, mumya kalintilarindan ve
fosillerden gelmis olabilir. Bu kaynaklardan elde edilen ¢ift zincirli DNA, yaklagik
90°C’de 1sitilmak suretiyle yaklasik 5 dakikalik siire i¢erisinde denatiire edilerek tek

zincirli duruma getirilir.

Ikinci basamak, primer sekanslarin tek zincirli haldeki kalpp DNA’lara baglanmas:
asamasidir. Bu primerler sentetik oligoniikleotitlerdir ve PZR tekniginde 2 farkli
primer kullanilir. Bunlarin her biri, DNA’nin iki zincirinden yalnizca bir tanesine
komplementer olarak diizenlendigi i¢in onlarin 3 uclar1 da birbirine zit yonde

uzanir.

Ugiincii basamak, kalip DNA’ya baglanan primerlerin uzatilmastyla gergeklestirilen

gercek amplifikasyondur. Bu, DNA polimeraz enziminin reaksiyon karisimina



eklenmesiyle gerceklestirilir.
milyonlarca kez ¢ogaltilmis olur. PZR islemi termosayklir olarak isimlendirilen bir

cihaz ile otomatik olarak gergeklestirilmektedir. Bu cihaz onceden programlanarak
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30 dongii sonucunda hedef DNA’nin miktari

istenilen miktarlarda amplifiye edilmis DNA’nin {iretilmesini

(Bahgeci, 1999). Bu calismada uygulanan PZR kosullari ¢izelge 4’de verilmistir.

Cizelge 4 : PZR Kosullar1

Denatiirasyon; 94 °C’de 6 dakika,

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

1 Dongii
Primer Baglanmasi; 60 °C’de 30 saniye,
Polimerizasyon; 72 °C’de 2 dakika,
95 °C’de 1dakika
60 °C’de 45 saniye 30 Dongli
72 °C’de 45 saniye
72 °C’de 5 dakika 1 Dongii

PZR’da Kullanilan Sarf Malzemeler

GSTM1 Forward primeri (Biobasic, Biogen)
GSTMI1 Reverse primeri (Biobasic, Biogen)
GSTP1 Forward primeri (Biobasic, Biogen)

GSTP1 Reverse primeri (Biobasic, Biogen)

MgCl, (Biogen)

DNA Markir (100-1500 bg) (Biogen)

Taq Polimeraz (Biogen)

dNTP karisimi (dATP,dCTP,dGTP,dTTP) (Biogen)

saglamaktadir
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Polimeraz zincir reaksiyonu igerigi ise ¢izelge 5’de dzetlenmistir.

Cizelge 5 : PZR icin kullanilan Igerik

Steril saf su 19.7 uL
Tampon (Extag) 5uL
dNTP karigimi (dATP,dCTP,dGTP,dTTP) (Extag) 4 uL
GSTMI1 Forward primeri (10 uM) 4 uL
GSTMI1 Reverse primeri (10 pM) 4 uL
GSTP1 Forward primeri (10 uM) 4 uL
GSTP1 Reverse primeri (10 uM) 4 uL
Genomik DNA 5 uL
Taq polimeraz (Extag) 0.3 pL
Toplam Hacim 50 uL

Caligmamizda internal kontrol olarak 420 kb uzunlugundaki GSTP1 gen bolgesi
amplifiye edilmigtir. Tiim bireylerde mevcut olan bu genin amplifikasyonu ile
PZR’nin sorunsuz olarak gerceklestigi ortaya konmustur. Bu amacla GSTP1 gen
bolgesine uygun E6F ve E6R olmak lizere 2 adet primer kullanilmistir. GSTP1 igin

kullanilan primerlerin niikleotit dizilimi asagida verilmistir:

E6F: 5' GGG AGC AAG CAG AGG AGA AT 3'
E6R: 5' CAG GTT GTA GTC AGC GAA GGA G 3

GSTMI1 geninin uzunlugu ise 273 kb olup elektroforez sonrasi internal kontrol
GSTPI1 geninden rahatlikla ayirt edilebilmistir. GSTMI1 gen bolgesine uygun E4F ve
ESR olmak iizere 2 adet primer kullanilmistir. GSTM1 i¢in kullanilan primerlerin

niikleotit dizilimi asagida verilmistir;

E4F: 5' CTG CCC TACTTG ATT GAT GGG 3'
ESR: 5' CTG GAT TGT AGC AGA TCA TGC 3'
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3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR firiinleri olan GSTM1 ve GSTPI1 genlerine ait DNA segmentleri agaroz jel
elektroforezi ile degerlendirildi. Elektroforez, elektriksel ortamda Orneklerin
molekiiler agirliklarina gore arastirilmasi esasina dayanir. DNA  molekiilleri
yapisinda bulunan fosfat grubundan dolayr negatif (-) yiklidir. Bu yiizden

elektroforez sirasinda pozitif (+) kutba dogru ilerler.

Agaroz; agarin yiiksek oranda saflastirilmig, kahverengi alglerden elde edilen bir
polimer formudur. DNA molekiilii elektriksel bir ortamda agaroz jelde
yiriitiildiigiinde biiytikliigiiniin logaritmasi ile ters orantili olarak yiiriir ve jelde

kiigiik pargalar biiyiik pargalara gore daha hizli hareket eder.

Agaroz Jel Hazirlanmasi

Caligmamizda elektroforez i¢in %1°lik agaroz jel kullanildi. %1°lik agaroz jel i¢in;
0.3 gr. Agaroz tartildi, 25 mL TBE (tris buffer EDTA) igerisinde ¢oziilerek
kaynatild1 (Raven ve Johnson, 1996).

Tank Tamponu (TBE)

Agaroz jel elektroforezi ¢alismalarinda tank tamponu olarak Tris-Borik asit- EDTA
(TBE) kullanilmistir. Bu tampon konsantre stok (5xTBE) olarak hazirlanmais,

calismalar i¢in 1 x TBE tamponu olarak kullanilmistir.

5 x TBE Tamponu Igerigi su sekilde olusturulmustur;

e TrizmaBaz.......................... 54 ¢

o Borik Asit.......oovviiiiiiiii. 275¢g
e EDTA(025M) .cccviniiiininn.n. 8mL

e DistileSu.......ooeviiiii 1000 mL

Ornek Yiikleme Tamponu

Orneklerin agaroz jeldeki kuyucuklara aktarilabilmesi igin érnek yiikleme tamponu

kullanilmastir.
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1 x Ornek Yiikleme Tamponu Bilesimi Séyledir;

e Bromfenol Mavisi ......coovveeeeiniann... % 0.25
e Gliserol (suda) .........ccooovviiiiinnn.n. % 30

Ornek yiikleme tamponu hazirlandiktan sonra mikro tiipe bir miktar almip 4°C’de ve

geri kalan1 da -20°C’de saklanmaistir.

15 uL PZR iiriintine 4 uL jel ylikleme tamponu eklenerek drnekler jele yiliklenmistir.
Caligmamizda sirasinda, elektroforez tanki giic kaynagina baglanmig ve 100 V akim
siddetinde 60-70 dakika boyunca drnekler yiiriitiilmiistiir. Bu siire sonunda, agaroz
jeldeki DNA bantlarin1 goriinlir hale getirmek i¢in niikleotitlere baglanan Etidyum
Bromiir’de yaklagik olarak 10 dakika bekletilerek boyanmalari saglanmistir. PZR
sonucu olusan iriinler, aymi jele yiiklenen marker DNA (1 kb ladder) ile
karigtirilarak degerlendirilmistir. DNA bantlar1 jel goriintilleme sisteminde analiz

edilmistir.
Etidyum Bromiir Stok Cozeltisi

Jele yiiklenip yiiriitiilen DNA molekiillerinin goriintiillenmesinde etidyum bromiir
kullanilmistir. DNA molekiillerinin olusturdugu bantlar etidyum bromiir ile
boyandiktan sonra ultraviyole (UV) 1s1k altinda floresan goriintii vermektedir.
Etidyum bromiir stok ¢ozeltisi 10 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmis ve 4°C’de
saklanmigtir. Jel yiriitildiikten sonra 1 mg/mL etidyum bromiir igceren suda 10

dakika bekletilerek boyandiktan sonra UV 1s1k altinda goriintii elde edilmistir.
Istatistiksel Degerlendirmeler

GSTM1 genotipi ile ilgili 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 c¢esitli siniflandirma
bicimlerine gore (tek degiskenli, iki degiskenli gibi) analizini yapmak, nicel
degiskenlerin alisilmig kurallarin disinda bazi bilimsel amaclari gerceklemek igin
0zgiin smiflama bigimlerini ve frekans dagilimini ele alarak dagilim bigimine yonelik

analiz etmekte kullanilir (Ozdamar, 2001).
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4. BULGULAR

Calismamizda 30 akciger kanseri hastast ve 30 saglikli birey GSTM1 geni varligi
bakimindan degerlendirildi. Oncelikle hasta ve kontrol birey kanlarindan (16kositten

yiiksek konsantrasyon tuz yontemi ile) gDNA izole edildi (Sekil 9).

I 2 3 4 5 6 7 8

Jel Kuyulari
gDNA

Sekil 9 : gDNA’larin jel elektroforez goriintiisii; 1-8; hasta ve kontrol drnekleri

Her iki grup kanlarindan izole edilen bu gDNA’lar ile multipleks PZR yapild1 ve
GSTP1 geni internal kontrol olarak kullanildi. PZR ile amplifiye edilen GSTM1
geninin varlig1 veya delesyonu jel elektroforezi sonrasinda UV goriintiileme sistemi

kullanilarak belirlendi (Sekil 10).

11 12 12 14 15 16 17 18

Sekil 10: PZR sonuglarmin jel elektroforezi ile degerlendirilmesi; M: 100-1500 bg’lik DNA
markir, 1-18: hasta ve kontrol 6rneklerinde 273 bg’lik GSTM1 ve 420 b¢’lik GSTP1 PZR
iiriinleri.

1500 he

1000 be
200 he
600 he
E00 he
400 he
300 he

200 he
100 g

GSTP1
GSTHI

Jel analizi bulgularma gére; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 17, 18 numaral
orneklerin genotipleri GSTM1 (+) iken 7, 9, 14, 15, 16 numarali 6rneklerin
genotipleri GSTM1(-) (delesyon) olarak belirlenmistir. Internal kontrol geni olarak
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PZR’ye dahil edilen 420 bg¢’lik GSTP1 geni tiim orneklerde tespit edilmis olup
polimeraz zincir reaksiyonlarinin sorunsuz ve giivenilir sekilde gerceklestigini

gostermistir.

Istatistiksel analizler sonucunda, GSTMI (-) genotipine akciger kanseri hastalarinda
% 46.7 (n=14), kontrol grubunda ise % 16.66 (n=6) oraninda rastlanmistir. GSTM1
(+) genotipi frekansi1 hastalarda % 53.3 (n=16) iken kontrol bireylerde % 83.34
(n=24)’tiir (Cizelge 6).

Cizelge 6: Hasta ve Kontrollerde GSTM1 Genotip Frekanslari

GSTMI1 (-) GSTM1 (+) Toplam
GRUP Say1 % Say1 % Say1
Kontrol 5 16.66 25 83,34 30
Hasta 14 46,7 16 53,3 30
TOPLAM 19 31.67 41 68.33 60

Fisher’in Kesin Ki-Kare Testi: 4,80, P:0,0251 ( OR: 0.228, CI: 0.068-0.758)

Hastalarn  GSTM1 genotip frekanslar1 ile akciger kanseri tipleri arasindaki iligki
incelendiginde; gerek kiigiik hiicreli akciger kanseri ile gerekse de kiigiik hiicreli dis1
akciger kanserinin GSTMI1 delesyonu ile iligkili olmadig1 tespit edilmistir (P:0.642).
Hastalarin cinsiyeti ile GSTM1 delesyonu arasinda da bir iliski bulunmamigtir

(P:0.261) (Cizelge 7).

Cizelge 7: Hastalarin GSTM1 Genotip Frekanslari Ile Cinsiyet ve Akciger Kanseri Tipleri

Arasindaki Iliski
GSTM1 () GSTM1 (+)| Toplam P
Ozellik
Say1 % Say1| % |Say1| %

Erkek 10 41,7 14 | 58,3 | 24 |100,0
Cinsiyet Kadin 4 66,7 2 1333] 6 [100,0| 0,261

Akciger kanseri | KHAK 7 46,7 8 53,3 | 15 |100,0
tipi KHDAK 7 46,7 8 |533] 15 [100,0| 0,642

KHAK : Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri, KHDAK : Kiigiik Hiicreli Dig1 Akciger Kanseri
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5. TARTISMA VE SONUC

Glutatyon S-transferaz enzim sistemi, bir ¢ok ksenobiyotik ve endojenik maddenin
biyotransformasyonu ve detoksifikasyonunda rol alan ¢ok fonksiyonlu bir enzim
ailesinden olusmustur.

Kompleks bir sistem olan detoksifikasyon mekanizmast ayrintili olarak
incelendiginde; toksik etkiden korunmanin, o maddenin aktif metaboliti ile
detoksifikasyonu arasindaki dengeye bagli oldugu anlasilmistir. Aktif metabolit
olusumu ile detoksifikasyonun hizlar1 arasinda denge mevcut oldugu siirece hiicre
hasar1 goriilmez. Bu dengenin bozulmasi halinde yani; aktif metabolit olusumu artar

ve/veya detoksifikasyon kapasitesi azalirsa toksik etki goriiliir (Vural, 1996).

Detoksifikasyon mekanizmasinda rol oynayan enzimleri kodlayan genlerdeki genetik
polimorfizmin karsinojenlerin detoksifikasyon etkinliginde bireysel farkliliklara
sebep oldugu ve bu durumun 6zellikle akciger kanseri ile yakindan iligkili oldugu

ortaya konmustur.

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin detoksifikasyonunda rol oynayan GSTM1 geni

GST gen ailesinin mu sinifina ait bir gen olup polimorfik 6zellik gostermektedir.

GSTM1 geninin GSTM1*A, GSTMI1*B ve GSTM1*0 olmak {lizere tg¢ alleli
mevcuttur. GSTM1*0 delesyon allelidir ve bu allel bakimindan homozigot bireyler
aktif bir protein iiretemezler. Ote yandan, GSTM1*A alleli GSTMI1 A proteinini ve
GSTM1*B alleli GSTMI1 B proteinini kodlar. Bu proteinler fonksiyonel olarak
benzer olup aktif enzim olusumu i¢in homo ve hetero — dimerler seklinde bir araya

gelerek detoksifikasyonda gorev alirlar.

Bu gen bolgesinin 6nemi, polimorfik 6zellik gostermesi ve GSTMI1*0 fenotipine
cogu populasyonda yiiksek siklikta (% 40-60) rastlanmasindan kaynaklanmaktadir.
Ayrica GSTM1*0 homozigotlugu, kanser de dahil olmak iizere baz1 patolojilerin

gelisimi ile iliskilendirilmektedir.
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GSTM1 (-) genotipine sahip bireylerin, epoksid tiirevlerinin toksik etkilerine karsi
daha duyarli olduklar1 belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda, epoksid ve tlirevlerine
maruz kalan GSTM1 (-) genotipli bireylerde daha fazla sitogenetik hasar (Wiencke
ve ark., 1990; Van Poppel ve ark., 1992), DNA eklentisi olusumunda artis (Liu ve
ark., 1991) ve bunlarin sonucunda &zellikle akciger ve mesane kanseri olmak tizere

bazi kanser tiirlerine yatkinligin arttig1 belirlenmistir.

GSTMI1 polimorfizmi diinya genelinde ve tilkemizde arastirilmistir. Bu ¢alismalarda;
Avrupa populasyonun % 45’inde, tim insan populasyonunun ise % 50’sinde
homozigot delesyon (GSTM1 (-)) allelinin mevcudiyeti belirlenmistir (Lin ve ark.,
1994, Kihara ve ark., 1994, Zhong ve ark., 1993). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada;
Tiirk toplumunda GSTMO genotipinin % 47 oraninda oldugu belirlenmistir (Cizelge
8). Calismamizda ise GSTM1 (-) genotipi frekansi hastalarda % 46.7 iken kontrol
bireylerinde % 16.6 olarak saptanmistir (Cizelge 5). Tespit ettigimiz GSTMI1 (-)

orani, dzellikle saglikli birey bazinda olduke¢a diisiiktiir.

Cizelge 8: Farkli Toplumlarda GSTM1 (-) Genotip Frekansi

Ulke GSTM1 (-) Sikhg (% ) Kaynak
Brezilya % 48.6 Hatagima ve ark., 2000
Japonya % 48.2 Harada ve ark., 1992

Cin % 58.3 Board ve ark., 1990
Fransa % 42.9 Laisney ve ark., 1984
Ingiltere % 54.5 Heagerty ve ark., 1996

Tiirkiye % 47 Oke, 1996

GSTM1 geninin homozigot delesyonunun (GSTMI1 (-)), hemen her tip akciger
kanserine kars1 hassasiyeti arttirdig1 bildirilmistir (Jo-Figureas ve ark.,1997, Hou ve
ark., 2000, Lewis ve ark., 2002, Pmarbas1 ve ark., 2003, Ioanna ve ark., 2003,
Nazar-Stewart ve ark., 2003, Schneider ve ark., 2004, Vineis ve ark., 2004,
Belogubova ve ark., 2004, ). Ayrica polimorfik genlerin metabolik polimorfizm ve
akciger kanseri riskiyle iligkili rolleri genis Olgiide incelenmistir. Pek ¢ok
arastirmada, metabolize edici enzimlere ait polimorfik GST’ler gibi genlerin, akciger
kanserinde Ozellikle sigara tiiketenlerde onemli oldugunu gdsterilmistir (Zhong ve

ark., 1993; Alexandrie ve ark., 1994; Garcia ve ark., 1997; Brockmoller ve ark.,
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1993). Mc Williams ve arkadaslar1 da gergeklestirdikleri meta analiz ¢alismasinda;
GSTM1 enziminin olmamasinin akciger kanseri gelismesi i¢in bir risk faktorii

oldugunu ortaya koymuslardir (Mc Williams ve ark., 1995).

Buna karsin, GSTM1 delesyonunun akciger kanserine yol agmayacagini ifade eden
caligmalar da mevcuttur (Deakin ve ark., 1996; London ve Daly, 1995;
Guembarovski ve ark., 2002; Yang ve ark., 2004; Chan-Yeung ve ark., 2004). Wang
ve ark. ve Salazar ve ark. ayn ayr1 gerceklestirdikleri c¢alismalarda GSTMI(-)
delesyonunun tek basina akciger kanseri gelisimine etkisi olmadigini ancak GSTM1
(-) ve GSTP1 (-) genotipli bireylerde bu riskin arttigini ortaya koymuslardir (Wang
ve ark., 2003; Salazar ve ark., 2003).

GSTM gen ailesinin detoksifikasyon mekanizmasindaki 6neminin detayli bir sekilde
aragtirilmasi ile bu genlere olan ilgi artmistir. Diger kanser tiirleri ve bir¢ok
hastaliklar ile GSTM1 (-) genotipinin iliskileri son yillarda yogun olarak ¢alisiimistir.
Ozellikle mesane kanseri, prostat kanseri, kolon kanseri, hepatoseliiler karsinoma

gibi bir¢ok hastalik GSTM1 yoniinden degerlendirilmistir.

Mesane kanserine yakalanma riskinin sigara igen ve GSTMI (-) genotipli kisilerde
daha fazla oldugu ortaya konulmustur (Hirvonen, 1995; Lin ve ark., 1994; Kihara ve
ark., 1994). Bununla birlikte Karagas ve ark., (2005) 354 mesane kanseri hastasi ve
542 saglikli birey iizerinden yaptiklar1 ¢alismada GSTMI1 (-) genotipine sahip
bayanlarda mesane kanseri gelisimine hassasiyetin oldugu belirlenmistir. Ayni
hassasiyetin erkek hastalarda olmadigin1 ortaya koymuslardir. Bu caligmalar ile
birlikte GSTM1 (-) genotipine sahip bireylerde mesane kanseri gelisme riskinin

GSTM (+) bireylere oranla fazla oldugu belirtilmektedir.

Son yillarda GSTMI1 geninin delesyonunun prostat kanseri gelisimine etkisi olup
olmadig1 konusu yogunlukla calisiimaktadir Mittal ve ark., (2004) Hindistan’da 103
prostat kanseri hasta ve 117 saglikli birey ile gergeklestirdikleri caligmada ise

GSTMI (-) genotipinin prostat kanseri gelisimine neden oldugunu belirtmislerdir.
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Ote yandan GSTM1 (-) genotipli bireyler ile kolon kanseri (Loktionov ve ark., 2001,
Ho-Shin ve ark., 2002), astim (Freidrin ve ark., 2002), sistemik lupus eritromatozus
(Bae ve ark., 2005), hepatoseliiler karsinoma (Jian ve ark., 2000) hastaliklarinin

gelisimi arasinda anlamli bir iligki kurulamamustir.

Kanserli hiicrelerde goriilen degisik gen anormallikleri dogrudan kanser etkeni
olabilir. Bununla birlikte mevcut bilgiler 1s18inda riskli bireylerin belirlenmesinde
GSTMI1 geninin tek bagina bir timor belirleyicisi ya da teshis parametresi olarak
degerlendirilmesinin sdz konusu olamayacagi anlasilmaktadir. Ote yandan bu genin
delesyonunun bazi kanser tiirlerine yatkinligi arttirdigt da g6z Oniinde

bulundurulmalidir.

Calismamizda, GST izoenzimlerinden GSTM1 (-) genotipinin Isparta yoresi akciger
kanseri hastalarinda ve saglikli kontrol bireylerinde goriilme sikliginin arastirilmasi
amaglanmis, elde edilen bulgular ve istatistiksel degerlendirmeler GSTM1 gen

delesyonun akciger kanseri gelisimine yol agabilecegini ortaya koymustur.
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