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Amag: GNAI2 geninin 193 numarali kodonunda bir hipofiz tiimoriinde ilk
kez saptanmis olan bir mutasyonun polimorfizm olma olasiliginin incelen-
mesi.

Hastalar ve Yontem: Kandan elde edilen DNA'lar GNAI2 geninin beginci ve
altina eksonlan ile aralarindaki intron bélgesini icerecek sekilde Polime-
raz Zincir Tepkimesi (PZT) ile cogaltildi. PZT iiriinleri Tek Sarmal Konformas-
yon Polimorfizmi (SSCP) yontemiyle mutasyon belirleme (MDE) ve poliakri-
lamit jellerinde incelendi. Segilen bazi drneklerin otomatik DNA analizi ger-
ceklestirildi.

Bulgular: SSCP analizinde farkli ornekge belirlenen iki ornegin otomatik
DNA dizi analizlerinde, 193 numarali kodonda mutasyon olmadigi ancak
GNAI2 geninin besindi ve altina eksonlan arasindaki intron bélgesinde bir
(/T (€C20151) degisikliginin oldugu saptand.

Sonug: Bulgularimiz GNAI2 geninin 193 numarali kodonunda daha dnce be-
lirlenen dedgisikligin polimorfizm olma olasiligini desteklememektedir.

Anahtar sozciikler: G proteini, polimorfizm

anh organizmalar varliklarini sirdirebilmek icin
hicrelerarasi iletisime gerek duyarlar. Proteinler,
nikleotidler, retinoidlerin, yag asidi tiirevleri, cesit-
li ¢6zinmis gazlar gibi ¢cok sayida sinyal molekuli bu ile-
tisime aracilik eder. Sinyal molekillerin bir kismi hicre yu-
zeyinde bulunan reseptorlerle etkileserek sinyal iletimini
baslatir. GPCR (G-protein-coupled receptor) olarak adlan-
dirilan G proteinleriyle kenetli reseptorler sinyal iletimini
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TWO CANDIDATE POLYMORPHISMS OF THE GNAI2 GENE
ABSTRACT

Objective: To investigate whether a variation in codon 193 of the GNAI2 gene
previously determined in a recurrent somatotroph adenoma is a polymorphism.

Patients and Methods: Genomic DNA extracted from blood was amplified
for the fifth and sixth exons and the intervening sequence of the GNAI2
gene with Polymerase Chain Reaction (PCR). PCR products were analyzed
with Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) on Mutation Detec-
tion Enhancement (MDE) and polyacrylamide gels. Selected samples were
subjected to direct sequencing.

Results: In total, two samples exhibited abnormal banding patterns in SSCP
analysis. DNA sequencing of the PCR products revealed no mutations in co-
don 193. On the other hand, these samples exhibited a (/T (C20151) varia-
tion in the intervening sequence between exons 5 and 6 of the GNAI2 gene.

Conclusions: Our results do not support the possibility of a polymorphismiin
codon 193 of the GNAI2 gene.

Keywords: G protein, polymorphism

kenetli olduklari G proteinleri araciligiyla saglarlar. Hicre
zarinin sitoplazmik yiziine yerlesik heterotrimerik G pro-
teinleri veya diger adiyla G proteinleri kiiclik monomerik
guanin niikleotid baglayan proteinleri de icine alan ge-
nis GTPaz Ust ailesinin bir Gyesidir (1-3). Yapisi temel ola-
rak bakterilerden canlilara kadar korunmus olan G prote-
inleri, bulunduklar tim canhlarda hiicre kontroliinde ¢ok
onemli rol oynarlar. a,  ve y adh Gg¢ alt birimden olusmus-
lardir. G proteinleri o alt birimlerine gére 4 sinifa ayrilmak-
tadin G, G, , an ve G,, . G proteinleri etkin olmadiklar
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durumdayken o, B ve y alt birimleri bir arada, hiicre zarinin
i¢ yuzeyine tutunmus durumdadirlar ve o alt birimine gu-
anozin difosfat (GDP) baglidir. Agonistin G proteini ile ke-
netlenen reseptdre baglanmasinin ardindan, uyarilmis re-
septdr G proteini ile etkilesime girer. G proteininin a alt bi-
riminden GDP ayrilir ve GTP baglanir. GTP'nin baglanma-
siyla heterotrimerik protein o monomerine ve By hetero-
dimerine ayrilir. Ayrilan o alt birimi efektor proteiniyle et-
kilesip, onu etkinlestirir. a alt birimindeki i¢sel guanozin
trifosfataz (GTPaz) etkinligi sonucu GTP, GDP"ye hidrolizle-
nir ve o monomeri By dimeri ile tekrar biraraya gelir. a. gibi
By alt birimleri de G proteinleriyle kenetlenen efektorleri
uyarabilirler (1,2). o alt biriminin GTPaz etkinligi G prote-
ininin etkinlik stiresinin uzunlugunu belirler. GTPaz etkin-
ligi hizliysa G proteini daha kisa sire etkin kalirken, GTPaz
etkinligi yavasladikca G proteini daha uzun siire etkin ka-
lir. o alt biriminin GTPaz etkinligi ve By kompleksiyle iliskisi
G protein sinyali diizenleyicileri (RGS Regulatory of G pro-
tein signaling) adi verilen proteinler tarafindan diizenlenir
(4). Ornegin, G, ya baglanan RGS proteinleri GTP hidrolizi-
nin hizini arttirirlar.

Gi/mailesinin Uyelerinden biri olan G, adenilat siklaz enzi-
minin baskilanmasi ile CAMP derisiminde azalmaya neden
olan G proteinidir. G, proteini GNAI2 geni tarafindan esk-
prese edilmektedir. GNAI2 geni 23140 niikletotid uzunlu-
gunda olup, 9 ekson icermekte ve 3 numarali kromozom-
da bulunmaktadir. Cok sayida varyanti bulunmasina kar-

sin sadece 2 varyantinin tam dizisi bilinmektedir.

G protein kenetli reseptorler ve G proteinlerindeki gene-
tik farkhhklarin McCune-Albright sendromu, pseudohipo-
paratiroidizm tip la, Albright kalitimsal osteodistrofisi, tes-
totoksikosiz, Jansen hastaligi, otozomal dominant hipo-
kalsemi, hipofiz ve over timorleri gibi ¢cok sayida hasta-
likta rol aldigi bilinmektedir (5-8). Son zamanlarda yapilan
arastirmalar, belirli hastaliklara karsi gosterilen yatkinligin
ya da direncin ve ilaglara yanitin genomdaki polimorfizm-
lerle iliskili oldugunu distindirmektedir (8,9). G proteini
polimorfizmlerinin hipertansiyon, ateroskleroz, diyabet,
madde bagimliligi gibi bircok hastalikta rolii olduguna ve
bireylerin ilaclara verdigi yaniti etkileyebilecegine iliskin
bulgular elde edilmistir (10-12). G proteinleri sinyal iletisi-
nin énemli bir bileseni olarak hiicre biytumesi ve farklilas-
masl, onkogenez, embriyogenez, kemotaksiz, gérme, tat-
ma ve koku duyulari, endokrin ve ekzokrin bezlerin islev-
leri, nératransmisyon ve HIV'e karsi direnc gibi ¢ok sayida
biyolojik surecte gorev almaktadir (13). Dolayisyla, G pro-
teini polimorfizmlerinin bu sireclerle ilgili hastaliklarda
roltinlin olmasi beklenebilir. Daha 6nce hipofiz timorle-
riyle yapilan bir calismimizda GNAI2 geninin 193 numarali

kodonunda yeni bir tek niikleotid mutasyonu (AAG-AGG)
belirlenmistir (14). Bu mutasyon sonucu ytiksiz lizin ami-
no asiti, yine yuksiiz bir amino asit olan arjinine donus-
mistir (K193R). Bu ¢alismada bu nokta mutasyonunun
polimorfizm olma olasiligi arastiriimistir.

Yontemler

Hastalar

Calismada, Bogazici Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Bolimu Laboratuvari’ndan saglanan 4 adet DNA 6r-
negi ve Marmara Universitesi Tip Fakdiltesi Biyofizik Anabilim
Dali'nda yirGtllen baska bir arastirma icin kistik fibrozlu has-
ta ve bu hastalarin yakinlarindan elde edilen toplam 41 DNA
érnegi kullanilmistir. Bu calisma icin Marmara Universitesi Tip
Fakultesi Etik Kurulu'ndan onay alinmistir.

Kandan genomik DNA izolasyonu

EDTA'h tupte bulunan kan iyonik olmayan P40 deterja-
ni iceren lizis ¢ozeltisi ile isleme sokuldu. Hiicre cekirde-
gini ¢oktirmek icin ¢ozelti 2000 devirde 10 dakika sant-
rifij edildi. Hlcre cekirdegdini de iceren ¢okelek SDS iyo-
nik deterjanini iceren baska bir lizis ¢ozeltisi ile isleme so-
kularak DNA'nin aciga ¢ikmasi saglandi. Protein kalinti-
larini uzaklastirmak icin ¢ozeltiye fenol eklendi. Karigim
12.000 devirde 1 dakika santriflij edildi. DNA iceren Ust faz
alinarak kloroform:izoamil alkol (1:24) ile isleme sokuldu.
Karisim tekrar santriftj edilerek Gst faz alindi. Alinan Ust
faza soguk etanol eklenerek DNA'nin ¢okturilmesi saglan-
di. Etanol uzaklastirildiktan sonra DNA ¢okelegdi TE (Tris ve
EDTA) ¢ozeltisinde ¢oziindiraldu.

Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT)

GNAI2 geninin 193 numarali kodonunda polimorfizm ola-
sihginin incelenmesi icin, GNAI2 geninin 5. ve 6. eksonla-
ri ve aradaki intron dizisini iceren 523 baz cifti blyukli-
giindeki bolge, 400 ng genomik DNA, 10 pmol PF: 5- ATT
GCA CAG AGT GACTAC ATC CCC-3've 10 pmol PR: 5'- CCA
CAT CAA ACA TCC TGC AGA TA-3' primerleri kullanilarak,
50 pl hacimde PZT tampon ¢ozeltisi, 3.0 mM MgCl,, 0.25
mM dNTP ve 2 Uinite Taq polimeraz varliginda, 94°C'ta 1 dk
denatiirasyon, 56 °C'ta 1 dk yapisma ve 72°C'ta 2 dk sen-
tez kosullarinda 30 déngti ile cogaltild.

SSCP (Tek Sarmal Komformasyon Polimorfizmi)

PZT Granleri, %95 formamit, 10 mM NaOH, %0.05 bromfe-
nol mavisi ve %0.05 ksilol iceren denattire edici tamponla
95°C’ta 5 dk sureyle islem gordiikten sonra buzda saklan-
di. Ornekler gliserol iceren ve icermeyen 0.5XMDE (mutas-
yon belirleme), ve %6 denatiire edici olmayan poliakrila-
mit jellerinde 200 V'ta 2-6 saat elektroforeze tabi tutuldu.
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Sekil 1. PZT ile gogaltimig genomik DNANin SSCP analizi. Ornekler A) gliserol
icermeyen, %6’lik poliakrilamit jelinde denatiirleyici olmayan kosulda ve B)
gliserol igeren MDE jelinde incelendi. 22 numarali 6rnekte (A) ve 28 numarali
Ornekte (B) gozlenen farkh bantlar okla belirtilmistir.

Jeller %10 etanol ve %5 asetik asit ile sabitlestirilip, %0.1
glimis nitrat ile boyandi, bantlar %1.5 NaOH / %0.15 for-
maldehit ile ortaya cikarildiktan sonra tepkime %0.75 sod-
yum karbonatla durduruldu (15).

Otomatik DNA dizi analizi

45 pl PZT Urtintine esit hacimde PEG/Mg/NaAc ¢ozeltisi ek-
lendi (%26 polietilen glikol 8000, 6.5 mM MgCl, 0.6 M sod-
yum asetat, pH: 6-7). Karisim oda sicakliginda 10-15 dk bek-
letildildikten sonra iki kez, 13.000 devirde santrifijlenip ar-
dindan %95-100'lik etanolle yikandi. Son bir kez daha
13.000 devirde santriflijlendi ve etanol pipetle uzaklastiril-
di. Ornekler 15 dk oda sicakhginda kurutulduktan sonra, 20
wl damitik suda ¢oziindurdld. 2 pl 6rnek %2'lik agaroz jelin-
de yiritilip goruntilendi. Temizlenen 6rneklerin otomatik
DNA dizi analizi Lontek, istanbul tarafindan gerceklestirildi.

Bulgular

GNAI2 geninin 193 numarali kodonunda polimorfizm
olasiliginin incelenmesi: GNAI2 geninin 193. kodonun-
da polimorfizm olasiliginin arastirilmasi icin; PF ve PR pri-
merleri kullanilarak, 523 baz cifti blyuklugiindeki bolge
Polimeraz Zincir Tepkimesiyle Yontemler boélimiinde be-
lirtilen kosullarda ¢ogaltildi. GNAI2 geninin 193 numarali
kodonunu iceren 523 bg buyukligiindeki bolge; gliserol-
stiz poliakrilamit, gliserollii poliakrilamit ve MDE jellerin-
de incelendi. 22 ve 28 numarali 6rneklerde gliserolsiiz ve
gliserolll poliakrilamit ve gliserollii MDE jellerinde mutas-
yon oldugu disiinilen 6rnekceye rastlandi (Sekil 1).

10 120 130 14¢
AGGACCTGCCAGCTTCTGGGGTAGCAGAGGC

Lol o
I ahﬂu

Sekil 2. Otomatik DNA dizi analizi. GNAI2 genindeki C20151T mutasyonu okla
gosterilmigtir.

Orneklerin otomatik DNA dizi analizi

Ek bantlarin bulundugu 22 ve 28 numarali 6rneklerin ve
kontrol amaciyla rastgele secilen iki ornegin PZT Grunleri
Yontemler bolimiinde anlatildigi sekilde temizlenip oto-
matik DNA dizi analizine gonderildi. Bu érneklerin hig bi-
rinde 193 numaral kodonda bir mutasyona rastlanmadi
ancak 22 ve 28 numarali 6rneklerde GNAI2 geninin besin-
ci ve altinal eksonlarinin arasindaki intronun 45. niikleo-
tidinde C/T (C20151T) mutasyonu oldugu goruldi (Sekil
2). C20151T mutasyonunun isimlendirmesi 1. eksonun ilk
nikleotidi 1. niikleotid kabul edilerek yapildi. Buna gore
C/T mutasyonu 20151. niikleotidde gerceklesmektedir.

Tartisma

Bir genin bir poptilasyonda iki veya daha fazla alel ile tem-
sil edilmesine polimorfizm denir. Bir genin polimorfik sa-
yilmasi icin popllasyondaki sikhiginin %1'den fazla olma-
si gerekir. insan genomunda bulunan polimorfizmlerin
cogu tek niikleotid polimorfizmleridir (TNP). ilaclara veri-
len yanitlarin, hastaliklara yatkinligin veya direncin ve pa-
tojenlere karsi gosterilen direncin bireyler arasinda farkli-
lik gostermesinde polimorfizmlerin roli olabilecedi gos-
terilmistir (16). G proteinlerinin alt birimlerini ve G protei-
ni kenetli reseptorleri kodlayan genlerde de polimorfizm-
ler belirlenmis ve bu polimorfizmlerin G proteinin ve ilgili
reseptoriin islevini degistirerek pseudohipoparatiroidizm
tip Ib, hipertansiyon, renal yetmezlik gibi hastaliklarin olu-
sumuna neden olabilecekleri gosterilmistir (17-23).

Tirk hastalarla yapilan bir calismada, 22 hipofiz timorinin
6'sinda G proteini mutasyonu saptanmistir (14). Bu mutas-
yonlarin biri GNAI2 proteinini kodlayan gende bulunmus-
tur. Ancak, daha 6nce yayimlanan calismalarda GNAI2'nin
179 ve 205 numaral kodonlarinda mutasyon oldugu ra-
por edilmisken, bu calismada Gi2a'nin 193 numarali kodo-
nunda tek nikleotid degisikligi belirlenmistir (AAG/AGG).
Tekrarlayan bir somatotrof adenoma 6rneginde belirlenen
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bu mutasyon sonucu lizin amino asidi, arjinine donlisms-
tr. Bu iki yukstiz amino asit arasindaki yer degisiminin
protein islevinde farklilik yaratma olasihgr disiik olsa da,
GNAI2'nin henliz tam acgiklanamamis hiicre ici islevlerinin
oldugu g6z 6niine alinarak, bu mutasyonun polimorfizm
olma olasiligi incelenmeye deger bulunmustur.

Bu amacla, calismada 45 DNA 6rnedi GNAI2 proteininin
193 numaral kodonunu da icerecek sekilde PZT ile ¢o-
Jaltildi, PZT Urilnleri SSCP yontemiyle incelendi. MDE
ve poliakrilamit jellerinde yiritilen 6rneklerin ikisin-
de farkl 6rnekce belirlendi. Orneklerin otomatik DNA
dizi analizi sonucu, akraba iki bireyin DNA 6rneklerinde
GNAI2 geninde C20151T mutasyonu belirlendi; ancak,
193 numarali kodonda bir degisiklik saptanmadi. SSCP
yontemiyle incelenen ve farkli 6rnekceye rastlanmamis

ornekler arasindan rastgele secilmis iki 6rnegin kontrol
amaciyla yapilan otomatik DNA dizi analizlerinde ne 193
numarall kodonda ne de 5 ve 6 numarali eksonlar ara-
sindaki intron bolgesindeki 45 numaral niikleotitte mu-
tasyona rastlanmadi. Bulgularimiz GNAI2 geninin 193
numarali kodonunda polimorfizm varligini destekleme-
mektedir. 193 numarali kodonda polimorfizmin belirlen-
mesinde kesin sonuca ulagsmak ve yeni belirlenen mutas-
yonu nitelemek icin ¢calismanin daha fazla 6rnekle tek-
rarlanmasi uygundur.
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