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BiyofizikARAŞTIRMA YAZISI

ÖZET

Amaç: GNAI2 geninin 193 numaralı kodonunda bir hipofiz tümöründe ilk 
kez saptanmış olan bir mutasyonun polimorfizm olma olasılığının incelen-
mesi.

Hastalar ve Yöntem: Kandan elde edilen DNA’lar GNAI2 geninin beşinci ve 
altıncı eksonları ile aralarındaki intron bölgesini içerecek şekilde Polime-
raz Zincir Tepkimesi (PZT) ile çoğaltıldı. PZT ürünleri Tek Sarmal Konformas-
yon Polimorfizmi (SSCP) yöntemiyle mutasyon belirleme (MDE) ve poliakri-
lamit jellerinde incelendi. Seçilen bazı örneklerin otomatik DNA analizi ger-
çekleştirildi.

Bulgular: SSCP analizinde farklı örnekçe belirlenen iki örneğin otomatik 
DNA dizi analizlerinde, 193 numaralı kodonda mutasyon olmadığı ancak 
GNAI2 geninin beşinci ve altincı eksonları arasındaki intron bölgesinde bir 
C/T (C20151) değişikliğinin olduğu saptandı. 

Sonuç: Bulgularımız GNAI2 geninin 193 numaralı kodonunda daha önce be-
lirlenen değişikliğin polimorfizm olma olasılığını desteklememektedir.

Anahtar sözcükler: G proteini, polimorfizm

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 C/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 polymorphism in 
codon 193 of the GNAI2 gene.
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C
anlı organizmalar varlıklarını sürdürebilmek için 
hücrelerarası iletişime gerek duyarlar. Proteinler, 
nükleotidler, retinoidlerin, yağ asidi türevleri, çeşit-

li çözünmüş gazlar gibi çok sayıda sinyal molekülü bu ile-
tişime aracılık eder. Sinyal moleküllerin bir kısmı hücre yü-
zeyinde bulunan reseptörlerle etkileşerek sinyal iletimini 
başlatır. GPCR (G-protein-coupled receptor) olarak adlan-
dırılan G proteinleriyle kenetli reseptörler sinyal iletimini 

kenetli oldukları G proteinleri aracılığıyla sağlarlar. Hücre 
zarının sitoplazmik yüzüne yerleşik heterotrimerik G pro-
teinleri veya diğer adıyla G proteinleri küçük monomerik 
guanin nükleotid bağlayan proteinleri de içine alan ge-
niş GTPaz üst ailesinin bir üyesidir (1-3). Yapısı temel ola-
rak bakterilerden canlılara kadar korunmuş olan G prote-
inleri, bulundukları tüm canlılarda hücre kontrolünde çok 
önemli rol oynarlar. α, β ve γ adlı üç alt birimden oluşmuş-
lardır. G proteinleri α alt birimlerine göre 4 sınıfa ayrılmak-
tadır: Gsα, Gi/oα, Gqα ve G12α. G proteinleri etkin olmadıkları 
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durumdayken α, β ve γ alt birimleri bir arada, hücre zarının 
iç yüzeyine tutunmuş durumdadırlar ve α alt birimine gu-
anozin difosfat (GDP) bağlıdır. Agonistin G proteini ile ke-
netlenen reseptöre bağlanmasının ardından, uyarılmış re-
septör G proteini ile etkileşime girer. G proteininin α alt bi-
riminden GDP ayrılır ve GTP bağlanır. GTP’nin bağlanma-
sıyla heterotrimerik protein α monomerine ve βγ hetero-
dimerine ayrılır. Ayrılan α alt birimi efektör proteiniyle et-
kileşip, onu etkinleştirir. α alt birimindeki içsel guanozin 
trifosfataz (GTPaz) etkinliği sonucu GTP, GDP`ye hidrolizle-
nir ve α monomeri βγ dimeri ile tekrar biraraya gelir. α gibi 
βγ alt birimleri de G proteinleriyle kenetlenen efektörleri 
uyarabilirler (1,2). α alt biriminin GTPaz etkinliği G prote-
ininin etkinlik süresinin uzunluğunu belirler. GTPaz etkin-
liği hızlıysa G proteini daha kısa süre etkin kalırken, GTPaz 
etkinliği yavaşladıkça G proteini daha uzun süre etkin ka-
lır. α alt biriminin GTPaz etkinliği ve βγ kompleksiyle ilişkisi 
G protein sinyali düzenleyicileri (RGS Regulatory of G pro-
tein signaling) adı verilen proteinler tarafından düzenlenir 
(4). Örneğin, Giα’ya bağlanan RGS proteinleri GTP hidrolizi-
nin hızını arttırırlar.

Gi/oα ailesinin üyelerinden biri olan Giα, adenilat siklaz enzi-
minin baskılanması ile cAMP derişiminde azalmaya neden 
olan G proteinidir. Giα proteini GNAI2 geni tarafından esk-
prese edilmektedir. GNAI2 geni 23140 nükletotid uzunlu-
ğunda olup, 9 ekson içermekte ve 3 numaralı kromozom-
da bulunmaktadır. Çok sayıda varyantı bulunmasına kar-
şın sadece 2 varyantının tam dizisi bilinmektedir. 

G protein kenetli reseptörler ve G proteinlerindeki gene-
tik farklılıkların McCune-Albright sendromu, pseudohipo-
paratiroidizm tip Ia, Albright kalıtımsal osteodistrofisi, tes-
totoksikosiz, Jansen hastalığı, otozomal dominant hipo-
kalsemi, hipofiz ve over tümörleri gibi çok sayıda hasta-
lıkta rol aldığı bilinmektedir (5-8). Son zamanlarda yapılan 
araştırmalar, belirli hastalıklara karşı gösterilen yatkınlığın 
ya da direncin ve ilaçlara yanıtın genomdaki polimorfizm-
lerle ilişkili olduğunu düşündürmektedir (8,9). G proteini 
polimorfizmlerinin hipertansiyon, ateroskleroz, diyabet, 
madde bağımlılığı gibi birçok hastalıkta rolü olduğuna ve 
bireylerin ilaçlara verdiği yanıtı etkileyebileceğine ilişkin 
bulgular elde edilmiştir (10-12). G proteinleri sinyal iletisi-
nin önemli bir bileşeni olarak hücre büyümesi ve farklılaş-
ması, onkogenez, embriyogenez, kemotaksiz, görme, tat-
ma ve koku duyuları, endokrin ve ekzokrin bezlerin işlev-
leri, nöratransmisyon ve HIV’e karşı direnç gibi çok sayıda 
biyolojik süreçte görev almaktadır (13). Dolayısyla, G pro-
teini polimorfizmlerinin bu süreçlerle ilgili hastalıklarda 
rolünün olması beklenebilir. Daha önce hipofiz tümörle-
riyle yapılan bir çalışmımızda GNAI2 geninin 193 numaralı 

kodonunda yeni bir tek nükleotid mutasyonu (AAG-AGG) 
belirlenmiştir (14). Bu mutasyon sonucu yüksüz lizin ami-
no asiti, yine yüksüz bir amino asit olan arjinine dönüş-
müştür (K193R). Bu çalışmada bu nokta mutasyonunun 
polimorfizm olma olasılığı araştırılmıştır.

Yönte  mler

Hastalar 
Çalışmada, Boğaziçi Üniversitesi Moleküler Biyoloji ve 
Genetik Bölümü Laboratuvarı’ndan sağlanan 4 adet DNA ör-
neği ve Marmara Üniversitesi Tıp Fakültesi Biyofizik Anabilim 
Dalı’nda yürütülen başka bir araştırma için kistik fibrozlu has-
ta ve bu hastaların yakınlarından elde edilen toplam 41 DNA 
örneği kullanılmıştır. Bu çalışma için Marmara Üniversitesi Tıp 
Fakültesi Etik Kurulu’ndan onay alınmıştır.

Kandan genomik DNA izolasyonu
EDTA’lı tüpte bulunan kan iyonik olmayan P40 deterja-
nı içeren lizis çözeltisi ile işleme sokuldu. Hücre çekirde-
ğini çöktürmek için çözelti 2000 devirde 10 dakika sant-
rifüj edildi. Hücre çekirdeğini de içeren çökelek SDS iyo-
nik deterjanını içeren başka bir lizis çözeltisi ile işleme so-
kularak DNA’nın açığa çıkması sağlandı. Protein kalıntı-
larını uzaklaştırmak için çözeltiye fenol eklendi. Karışım 
12.000 devirde 1 dakika santrifüj edildi. DNA içeren üst faz 
alınarak kloroform:izoamil alkol (1:24) ile işleme sokuldu. 
Karışım tekrar santrifüj edilerek üst faz alındı. Alınan üst 
faza soğuk etanol eklenerek DNA’nın çöktürülmesi sağlan-
dı. Etanol uzaklaştırıldıktan sonra DNA çökeleği TE (Tris ve 
EDTA) çözeltisinde çözündürüldü.

Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT)
GNAI2 geninin 193 numaralı kodonunda polimorfizm ola-
sılığının incelenmesi için, GNAI2 geninin 5. ve 6. eksonla-
rı ve aradaki intron dizisini içeren 523 baz çifti büyüklü-
ğündeki bölge, 400 ng genomik DNA, 10 pmol PF: 5’- ATT 
GCA CAG AGT GAC TAC ATC CCC-3’ ve 10 pmol PR: 5’- CCA 
CAT CAA ACA TCC TGC AGA TA-3’ primerleri kullanılarak, 
50 μl hacimde PZT tampon çözeltisi, 3.0 mM MgCl2, 0.25 
mM dNTP ve 2 ünite Taq polimeraz varlığında, 94oC’ta 1 dk 
denatürasyon, 56 oC’ta 1 dk yapışma ve 72oC’ta 2 dk sen-
tez koşullarında 30 döngü ile çoğaltıldı.

SSCP (Tek Sarmal Komformasyon Polimorfizmi) 
PZT ürünleri, %95 formamit, 10 mM NaOH, %0.05 bromfe-
nol mavisi ve %0.05 ksilol içeren denatüre edici tamponla 
95oC’ta 5 dk süreyle işlem gördükten sonra buzda saklan-
dı. Örnekler gliserol içeren ve içermeyen 0.5XMDE (mutas-
yon belirleme), ve %6 denatüre edici olmayan poliakrila-
mit jellerinde 200 V’ta 2-6 saat elektroforeze tabi tutuldu. 
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Jeller %10 etanol ve %5 asetik asit ile sabitleştirilip, %0.1 
gümüş nitrat ile boyandı, bantlar %1.5 NaOH / %0.15 for-
maldehit ile ortaya çıkarıldıktan sonra tepkime %0.75 sod-
yum karbonatla durduruldu (15).

Otomatik DNA dizi analizi
45 μl PZT ürününe eşit hacimde PEG/Mg/NaAc çözeltisi ek-
lendi (%26 polietilen glikol 8000, 6.5 mM MgCl2 , 0.6 M sod-
yum asetat, pH: 6-7). Karışım oda sıcaklığında 10-15 dk bek-
letildildikten sonra iki kez, 13.000 devirde santrifüjlenip ar-
dından %95-100’lük etanolle yıkandı. Son bir kez daha 
13.000 devirde santrifüjlendi ve etanol pipetle uzaklaştırıl-
dı. Örnekler 15 dk oda sıcaklığında kurutulduktan sonra, 20 
μl damıtık suda çözündürüldü. 2 μl örnek %2’lik agaroz jelin-
de yürütülüp görüntülendi. Temizlenen örneklerin otomatik 
DNA dizi analizi Lontek, İstanbul tarafından gerçekleştirildi. 

Bulgular

GNAI2 geninin 193 numaralı kodonunda polimorfizm 
olasılığının incelenmesi: GNAI2 geninin 193. kodonun-
da polimorfizm olasılığının araştırılması için; PF ve PR pri-
merleri kullanılarak, 523 baz çifti büyüklüğündeki bölge 
Polimeraz Zincir Tepkimesiyle Yöntemler bölümünde be-
lirtilen koşullarda çoğaltıldı. GNAI2 geninin 193 numaralı 
kodonunu içeren 523 bç büyüklüğündeki bölge; gliserol-
süz poliakrilamit, gliserollü poliakrilamit ve MDE jellerin-
de incelendi. 22 ve 28 numaralı örneklerde gliserolsüz ve 
gliserollü poliakrilamit ve gliserollü MDE jellerinde mutas-
yon olduğu düşünülen örnekçeye rastlandı (Şekil 1).

Örneklerin otomatik DNA dizi analizi

Ek bantların bulunduğu 22 ve 28 numaralı örneklerin ve 
kontrol amacıyla rastgele seçilen iki örneğin PZT ürünleri 
Yöntemler bölümünde anlatıldığı şekilde temizlenip oto-
matik DNA dizi analizine gönderildi. Bu örneklerin hiç bi-
rinde 193 numaralı kodonda bir mutasyona rastlanmadı 
ancak 22 ve 28 numaralı örneklerde GNAI2 geninin beşin-
ci ve altıncı eksonlarının arasındaki intronun 45. nükleo-
tidinde C/T (C20151T) mutasyonu olduğu görüldü (Şekil 
2). C20151T mutasyonunun isimlendirmesi 1. eksonun ilk 
nükleotidi 1. nükleotid kabul edilerek yapıldı. Buna göre 
C/T mutasyonu 20151. nükleotidde gerçekleşmektedir.

Tartışma

Bir genin bir popülasyonda iki veya daha fazla alel ile tem-
sil edilmesine polimorfizm denir. Bir genin polimorfik sa-
yılması için popülasyondaki sıklığının %1’den fazla olma-
sı gerekir. İnsan genomunda bulunan polimorfizmlerin 
çoğu tek nükleotid polimorfizmleridir (TNP). İlaçlara veri-
len yanıtların, hastalıklara yatkınlığın veya direncin ve pa-
tojenlere karşı gösterilen direncin bireyler arasında farklı-
lık göstermesinde polimorfizmlerin rolü olabileceği gös-
terilmiştir (16). G proteinlerinin alt birimlerini ve G protei-
ni kenetli reseptörleri kodlayan genlerde de polimorfizm-
ler belirlenmiş ve bu polimorfizmlerin G proteinin ve ilgili 
reseptörün işlevini değiştirerek pseudohipoparatiroidizm 
tip Ib, hipertansiyon, renal yetmezlik gibi hastalıkların olu-
şumuna neden olabilecekleri gösterilmiştir (17-23). 

Türk hastalarla yapılan bir çalışmada, 22 hipofiz tümörünün 
6’sında G proteini mutasyonu saptanmıştır (14). Bu mutas-
yonların biri GNAI2 proteinini kodlayan gende bulunmuş-
tur. Ancak, daha önce yayımlanan çalışmalarda GNAI2’nın 
179 ve 205 numaralı kodonlarında mutasyon olduğu ra-
por edilmişken, bu çalışmada Gi2α’nın 193 numaralı kodo-
nunda tek nükleotid değişikliği belirlenmiştir (AAG/AGG). 
Tekrarlayan bir somatotrof adenoma örneğinde belirlenen 

Şekil 1. PZT ile çoğaltılmış genomik DNA’nın SSCP analizi. Örnekler A) gliserol 
içermeyen, %6’lık poliakrilamit jelinde denatürleyici olmayan koşulda ve B) 
gliserol içeren MDE jelinde incelendi. 22 numaralı örnekte (A) ve 28 numaralı 
örnekte (B) gözlenen farklı bantlar okla belirtilmiştir. 

Şekil 2. Otomatik DNA dizi analizi. GNAI2 genindeki C20151T mutasyonu okla 
gösterilmiştir.

A

B



107ACU Sağlık Bil Derg 2012(3):104-107

Kan B ve ark

bu mutasyon sonucu lizin amino asidi, arjinine dönüşmüş-
tür. Bu iki yüksüz amino asit arasındaki yer değişiminin 
protein işlevinde farklılık yaratma olasılığı düşük olsa da, 
GNAI2’nın henüz tam açıklanamamış hücre içi işlevlerinin 
olduğu göz önüne alınarak, bu mutasyonun polimorfizm 
olma olasılığı incelenmeye değer bulunmuştur. 

Bu amaçla, çalışmada 45 DNA örneği GNAI2 proteininin 
193 numaralı kodonunu da içerecek şekilde PZT ile ço-
ğaltıldı, PZT ürünleri SSCP yöntemiyle incelendi. MDE 
ve poliakrilamit jellerinde yürütülen örneklerin ikisin-
de farklı örnekçe belirlendi. Örneklerin otomatik DNA 
dizi analizi sonucu, akraba iki bireyin DNA örneklerinde 
GNAI2 geninde C20151T mutasyonu belirlendi; ancak, 
193 numaralı kodonda bir değişiklik saptanmadı. SSCP 
yöntemiyle incelenen ve farklı örnekçeye rastlanmamış 
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örnekler arasından rastgele seçilmiş iki örneğin kontrol 
amacıyla yapılan otomatik DNA dizi analizlerinde ne 193 
numaralı kodonda ne de 5 ve 6 numaralı eksonlar ara-
sındaki intron bölgesindeki 45 numaralı nükleotitte mu-
tasyona rastlanmadı. Bulgularımız GNAI2 geninin 193 
numaralı kodonunda polimorfizm varlığını destekleme-
mektedir. 193 numaralı kodonda polimorfizmin belirlen-
mesinde kesin sonuca ulaşmak ve yeni belirlenen mutas-
yonu nitelemek için çalışmanın daha fazla örnekle tek-
rarlanması uygundur.
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