DENEY NO: 3 N -
GSTM1 ve GSTT1 GEN SILINMESININ SAPTANMASI

GENEL BILGILER:

A) Genetik Polimorfizm

Polimorfizm, Latincede poli (¢coklu) ve morfizmos (form) kelimelerinden olusmustur ve ¢ok
sekillilik anlamini tasiyan bir sézcliktir. Genetik polimorfizm ise ayni popullasyonda bir
bolgedeki (lokusta) bulunan genin iki veya daha fazla alelinin belli frekansta gértimesidir.

Polimorfizmler, mutasyon sonucu olusurlar. Mutasyonlar bir nikleotidin bagka bir nikleotidle
degisimi sonucu olabilecegi gibi (tek nukleotid degisimi-SNP), DNA dizisine bir nikleotidin
eklenmesi ya da c¢ikmasi sonucu da olusabilirler. Proteinlerdeki aminoasitlerin dizilimi,
genlerde bulunan bilgiye gdre belirlenir. Bir gene ait farkli DNA dizilimleri mevcutsa o gen
polimorfiktir. Bu farkli gen formlari alel adini alir. Aleller, bir proteinin aminoasit diziliminde
farkhliklara neden oldugunda, bu alellerin kodladigi protein formlarina da izozim denir.
Metabolizmada goérev alan enzimlerde polimorfizmlere neden olan birgok molekuller genetik
mekanizma vardir. Bunlardan bazilari: Biyotransformasyon enzimini kodlayan gen mevcut
degildir, bu duruma gen silinmesi (deletion) denir. Proteindeki kritik olmayan aminoasitlerin
mutasyonu sonucu enzimin aktivitesi degisir. Proteindeki kritik aminoasitlerin mutasyonu
sonucu, enzimin aktivitesi ortadan kalkar. Cizelge 1’de metabolik gen mutasyonlarinin
sonuglari 6zetlenmigtir.

Cizelge 1. Gen mutasyonlarinin sonuglari

Polimorfik gen Sonug¢

Gen yoksa Metabolik aktivite yok

Fonksiyon degisikligine neden olmugsa Substrat segiciliginde degisiklik ve artan ya da
azalan aktivite

Gen ¢ogalmigsa (amplifiye olmussa) Artan metabolik aktivite

B) Glutatyon ve Glutatyon S-Transferazlar

Glutatyon, glisin, sistein ve glutamik asitten olusan bir tripeptitdir. Glutatyon karacigerde
olusur, safrayla veya merkapturik asite donuserek bdbreklerden atilir. Merkapturik asit
olusumunun ilk basamaginda, glutatyonun nukleofilik sulfidril grubu ile substratin elektrofilik
karbon atomu reaksiyona girer. Bdylece, polar tiyoeter yapisinda bir konjugat olusur. Bu
konjugasyon reaksiyonunu Glutatyon S-Transferazlar (GST) katalizler. GST’ ler insanda
bircok dokuda bulunup ¢ok iglevli ve genis substrat seciciligi olan enzimlerdir. Bu dzelligi ile
GST’ ler potansiyel toksik kimyasallara maruz kalan canli organizmalarda savunma goérevini
ustlenirler. GST’ ler detoksifikasyon gorevini, indirgenmis glutatyonun (GSH) tiyol (-SH)
gruplari ile, elektrofilik fonksiyonel gruba sahip olan ksenobiyotiklerin (oksidatif strese neden
olan kimyasallar, cevresel kirleticiler ve karsinojenler gibi) buyuk bir kisminin elektrofilik
boélgelerini nétralize ederek gergeklestirir. Olusan urin suda ¢6zinen merkapturik asittir (N-
asetilsistein) ve vlcuttan idrarla atilir.

Sitozolik GST’ ler, genetik ve biyokimyasal 6zelliklerine gére 7 sinifa ayrilirlar. Bunlar, GSTA,
GSTM, GSTP, GSTO, GSTS, GSTT, GSTZ’ dir. GST’ lerin her bir sinifinin Gyeleri arasinda
aminoasit dizilimi benzerligi % 50’den daha fazladir. Farkh siniflar arasindaki benzerlik ise %
30’ un altindadir.



GST ler, ilag ve gevresel kimyasallar dahil birgok ksenobiyotigin detoksifikasyonunda ayrica
Ozellikle kemoterapide antineoplastik ilaglarin inaktivasyonunda rol oynadiklari icin, gelisen
ila¢ rezistansindan énemli dlgtide sorumludurlar.

C) GST Polimorfizmi

GST’ lerin birgogu genetik polimorfizm gdsterir. Bu polimorfizmler gogunlukla tek nikleotid
polimorfizmleri ve daha az olasilikla da genin silinmesi tarzindadir. Kanser hastalarinda
kemoterapiye yanit ve bu polimorfizmler arasindaki iligki, 6zellikle de GSTM1, GSTT1 ve
GSTP1 genlerindeki polimorfizmler, bircok bilimsel arastirmaya konu olmustur. Cizelge 2'de
onemli GST polimorfizmleri ve bu polimorfizmler sonucunda enzim aktivitesinde olan
degisiklikler gosterilmistir.

Cizelge 2: Onemli GST polimorfizmleri ve enzim aktivitesinde olan degisiklikler

Sinif Kromozom Alt inite  Kodon/niikleotid degisimi Enzim aktivitesi
M 1913 GSTM1 Silinme Yok

T 22911 GSTT1 Silinme Yok

P 11913 GSTP1 ile105Val, Ala114Val Azalma

GST’ ler, kemoterapétik ilaclar, cevresel karsinojenler ve endojen molekiller olmak Uzere
ksenobiyotiklerin buylk c¢ogunlugunu inaktive ederler. GSTM1, GSTP1 ve GSTT1
enzimlerinin dnemli substratlari Cizelge 3’ te gosterilmigtir.

GST genlerindeki polimorfizmler, bireylerin kansere yatkinhdi ve toksik maddelere
duyarlihgini etkiledigi kadar, bazi ilaglarin verimi veya toksisitelerine de etki etmektedir.
GSTM1 geni, beyaz irkta %50 oraninda, GSTT1 geni ise %15-20 oraninda eksiktir. GSTP1
ile105Val mutant aleli tasiyan bireyler %45-50 oraninda, GSTP1 Ala114Val mutant aleli
tasiyan bireyler ise %10-15 oranindadir. Cevresel toksinler ve Kkarsinojenlere olan
duyarliliktaki artigla ilgili olarak artan kanser riski ve bu genlerdeki degisiklikler arasinda iligki
vardir.

Cizelge 3: GSTM1, GSTP1 ve GSTT1 substratlari

llaglar Diger Ksenobiyotikler
GSTM1 1,3-bis(2-kloroetil)-1-nitrozotre (BCNU), PAH’ lar, kimyasal epoksitler,
brostallisin, tiyopurinler, etakrinik asit aromatik nitro bilesikleri, reaktif

oksijen turlerinin yan urunleri

GSTT1 BCNU Halometanlar, organik peroksitler,
reaktif oksijen tlrlerinin yan
artnleri

GSTP1 Brostallisin, sisplatin, klorambusil, PAH’ lar, kimyasal epoksitler ve

dosetaksel, doxorubisin, etoposid, diol epoksitler, aromatik nitro

siklofosfamid, ifosfamid, tiyotepa, etakrinik bilesikleri
asit




A) Deneyde Kullanilan Go6zeltiler, Malzemeler ve Cihazlar

PCRigin:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7

PCR ana karisimi: PCR tamponu, MgCl,, nukleotid karisimi, Taq polimeraz enzimi.
Primerler: Cogaltilacak gen bdlgesine spesifik olacak sekilde sentezlenir.

DNA c¢ozeltisi

Thermal Cycler

Mikropipet

Santrifuj

PCR tupleri

Jeligin:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

Elektroforez Tanki

Agaroz jel

Elektroforez tamponu (TBE)
DNA markir

Elektroforez gli¢ kaynag
Jel goruntileme sistemi

B) Deneyin Yapihigi

Polimeraz zincir reaksiyonu: PCR ana karisimina primerler ve DNA ¢ozeltisi ilave edildikten
sonra thermal cycler (sicaklik déngii) cihazi, 95°C’de 2 dakikalik ilk denatiirasyonu takiben
35 PCR dongiisti erime (94°C, 2 dakika), yapisma (59°C, 1 dakika) ve sentez (72°C, 2
dakika); 72°C’ de 10 dakikallk son bir sentez basamagi olacak sekilde programlanir.
Program sliresinde PCR urunlerinin uygulanacagi jel hazirlanir. Stire sonunda PCR Urlnleri
jele uygulanir.

1)

2)

3)

4)

Jelin hazirlanmasi: 40ml tampon ¢ozeltide %1.5 olacak sekilde agaroz hesaplanarak
tartilir. Tartilan miktar, bir erlen icerisine konan 40ml TBE tamponuna ilave edilip
karigtinlir. Daha sonra 1sI uygulamasi ile agarozun jellesmesi saglanir. Berrak hale
gelen agaroz jeli, kaliba dokulir ve Uzerine PCR drlnlerinin  uygulanacagi
kuyucuklarin olusmasini saglayacak olan tarak yerlestirilir. Jel donduktan sonra tanka
tampon ¢ozelti doldurulur.

Elektroforez: PCR Urunlerinin jele uygulamasinin ardindan tankin kapagi kapatilarak
glic kaynagina baglanir. 65 dakika 100V elektrik uygulandiktan sonra jel
zedelenmeden dikkatlice tanktan ¢ikarilir.

Nukleik asit jel boyasi ile PCR drtnlerinin goriintr hale getiriimesi: Tanktan ¢ikarilan
jel, 1710000 oraninda seyreltiimis SYBR Green nukleik asit jel boyasi igceren bir kapta
disik hizdaki calkalayici yardimiyla, 30 dakika inkibe edilerek jeldeki PCR
urtnlerine ait bantlarin UV i1s1ginda gorunur hale gelmesi saglanir.

Jel gériintiileme: Inkiibasyon siiresi sonunda jel dikkatlice UV tablaya yerlestirilir ve
UV isikta gorandr hale gelen PCR urlnlerine ait bantlarin fotografi ¢ekilir. Daha sonra
bantlar, DNA markir ile Kkarsilagtirilarak istenen gen bdlgesinin ¢ogdaltilip
cogaltiimadigr anlasilir.



