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MANGANEZ SUPEROKSIT DISMUTAZ VE GLUTATYON PEROKSIDAZ GEN
POLIMORFIZMLERININ PARKINSON HASTALIGINDAKI ROLU
(Yiksek Lisans Tezi)

Evrim SAYGIN

GAZi UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Eyliil 2016

OZET

Parkinson hastaligi (PH), 65 yas istii popiilasyonun %1-2’sini etkileyen, Alzheimer
Hastaligi (AH)’ndan sonra en sik goriilen ikinci norodejeneratif hastaliktir. PH’nin
etiyolojisindeki faktorlerden birisi oksidatif stresdir. Serbest radikalleri de igeren Reaktif
Oksijen Tirleri (ROT), DNA, RNA, lipitler ve proteinler gibi makromolekiillerle reaksiyona
girerek hasar meydana getirmektedir. Sunulan tez ¢caligmasinda amag, manganez siiperoksit
dismutaz (Mn-SOD) ve glutatyon peroksidaz 1 (GPZ1) genlerinde ortaya ¢ikan genetik
farkliliga sahip bireylerin PH’ya yakalanma riskinin test edilmesidir. PH tanisi almis 99
birey hasta grubu; 96 saglikli birey ise kontrol grubu olarak alinmistir. Mn-SOD Alal6Val
ve GPZ1 Pro198Leu gen polimorfizmlerinin analizi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve
Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RPUP) yontemleri kullanilarak yapilmistir. Mn-
SOD Alal6Val gen polimorfizmi ile PH riski arasindaki iliski Ala/Ala genotipi referans
alinarak incelenmistir. Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi ile PH riski arasinda bir iliski
tespit edilmemistir. GPZ1 Prol98Leu gen polimorfizmi yabanil tip Pro/Pro genotipi
referans alinarak incelenmistir. GPZ1 Pro/Leu ve Leu/Leu varyant genotipini tagiyanlarda
hasta ve kontrol grubu arasinda PH riski agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmamustir. Her iki polimorfizmi birlikte tasimanin PH riskinde herhangi bir artisa
neden olmadigr tespit edilmistir. Serbest radikalleri de iceren ROT’un detoksifikasyonunda
onemli rol oynayan Mn-SOD ve GPZ1 enzimlerinde goriilen polimorfizmler ile PH riski
arasindaki iliskinin daha genis 6rnek populasyonunda tekrar edilmesi hastalik riskinde
genetik faktorlerin daha iyi anlagilmasina katki saglayacaktir.
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Anahtar Kelimeler : Parkinson hastaligi, polimorfizm, Mn-SOD, GPZ1, oksidatif stres
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THE ROLE OF MANGANESE SUPEROXIDE DISMUTASE AND GLUTATHIONE
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ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is the second most common neurodegenerative disorder after
Alzheimer Disease, affecting 1-2% of the population over the age of 65. Oxidative stress is
one of the factors in the etiology of PD. Reactive Oxgyen Species (ROS), including free
radicals, can damage biomolecules such as lipids, proteins, DNA and RNA due to react with
them. The purpose of this study is to determine that individuals with inherited differences of
the genes manganese superoxide dismutase (Mn-SOD) and glutathione peroxidase 1 (GPX1)
are at an increased risk of PD. A total of 99 PD patients and a group of 96 healthy individuals
is selected as a control group. Mn-SOD Alal6Val and GPX1 Prol98Leu gene
polymorphisms were determined by using Polymerase Chain Reaction (PCR) and
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP). The relationship of Mn-SOD Alal6Val
gene polymorphism and PD risk were examined by selecting Ala/Ala genotype as a
reference. There is no association between Mn-SOD Alal6Val gene polymorphism and PD
risk. The relationship of GPX1 Pro198Leu genotype and PD risk were examined by selecting
Pro/Pro wild type genotype as a reference. There is not a statistically significant result
between patients and control in individuals with GPX1 Pro/Leu and Leu/Leu variant
genotype. Carrying the two gene polymorphisms together has not been found to have an
increased risk factor for PD. Investigation of polymorphisms in Mn-SOD and GPX1
enzymes, have a crucial role in detoxification of ROS including free radicals, with a large
sample size again, contribute to understanding the role of genetic factors in development of
PD.
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1. GIRIS

Parkinson Hastaligi (PH), 65 yas iistii popililasyonun %1-2’sini etkileyen, Alzheimer
Hastaligi (AH)’ndan sonra en sik goriilen ikinci norodejeneratif (sinir hiicrelerinde
fonksiyon bozuklugu) hastaliktir (Thomas ve Beal, 2011). PH, Substantia Nigra (SN)’nin
pars compakt bolgesinde dopaminerjik ndronlarin progresif kaybi ve hiicre i¢i bir bilesen
olan Lewy cisimciginin canli noronlarda bulunmasi ile karakterize c¢ok etkenli
norodejeneratif bir durumdur (Henchcliffe ve Beal, 2008). PH’nin temel nedeninin tam
olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen mitokondriyal disfonksiyon ile birlikte oksidatif
stresin norodejeneratif siiregte dnemli bir neden olabilecegi varsayilmaktadir (Babusikova,

Andrea, Jozef, Dobrato ve Jurecekova, 2013).

Endojen ve eksojen olmak iizere iki temel Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) hasar cesidi
bulunmaktadir. Endojen DNA hasarinin nedeni genellikle normal hiicre metabolizmasinin
iirtiinleri olan Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)’dir. Ekzojen DNA hasari ise ultraviyole 1ginlart
(UV 1s1nlar), iyonize radyasyon ve kimyasallar gibi ¢evresel ajanlardan dolay1 olugmaktadir
(Karahalil, Hogue, de Souza-Pinto ve Bohr, 2002). Oksidatif stres, hiicre hasar1 ve 6liimiine
neden olabilen ROT’un iretimi, endojen antioksidan sistemlerinin kapasitesini astig1
durumlarda olusmaktadir (Asanuma, Miyazaki ve Ogawa , 2003). Oksidatif stresin PH’ nin

patogenezinde rol oynadig: diisliniilmektedir (Farin ve digerleri, 2001).

Toplumda %]1°den daha fazla siklikta bulunan genetik c¢esitlilik tipi veya gen secenekleri
polimorfizm olarak tanimlanmaktadir. insan genomunda en ¢ok bulunan genetik ¢esitlilik
tipi, tek niikleotid polimorfizmleridir (TNP; Single Nucleotide Polymorphism, SNP)
(Ekmekgi, Konag ve Onen, 2008). Antioksidan savunma sistemleri arasinda DNA onarim
enzimlerinde meydana gelen hasarlarin bir¢ogundan tek niikleotid polimorfizmleri
sorumludur. Bu enzim sistemleri ile hastaliklar arasindaki iliskilendirilme g¢aligmalarinin

sayis1 her gecen giin artmaktadir.

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GPZ) gibi enzim
sistemlerini kodlayan genlerde meydana gelen genetik varyasyonlar ROT’larin
detoksifikasyonunda degisikliklere neden olmaktadir. Bu nedenle hiicreleri ROT’a kars1
koruyan enzimlerde olusan genetik varyasyonlar hastalik riskleri ile iligkilidir (Siizen ve

digerleri, 2009). Manganez siiperoksit dismutaz (Mn-SOD, SOD2) ve sitozolik ve



mitokondriyal glutatyon peroksidaz (cGPZ veya GPZ1) enzimlerinin her ikisi de antioksidan
enzimlerdir. Bu iki enzimde meydana gelen farkli polimorfizmlerin, enzimlerin hiicrelerden
ROT’u uzaklastirmadaki etkililiklerini azalttigi gosterilmistir (Cox, Tamimi ve Hunter,
2006). Mitokondriyal yerlesimi goz 6niine alindiginda Mn-SOD, PH’nin patolojisinde en
olast enzim olarak goriinmektedir (Belluzi ve digerleri, 2012). Enzimatik antioksidan
savunmasinda GPZ enzim sistemleri ikinci sirada yer almaktadir. Mn-SOD ve GPZ1
enzimleri {izerinde cesitli polimorfizmler tanimlanmistir (Souiden ve digerleri, 2016).
Antioksidan enzim sistemlerinde yer alan genetik polimorfizmlerin analiz edilmesi, PH’ya
genetik yatkinliklarin ya da oksidatif stresin yol a¢tigini ortaya koymak agisindan énem

tagimaktadir.

Sunulan bu tez ¢alismasinda Mn-SOD ve GPZ1 gen polimorfizmlerinin nérodejeneratif bir
hastalik olan PH ile iliskisi arastirilmistir. Antioksidan savunma sisteminin en 6nemli
enzimlerindeki gen polimorfizmlerin popiilasyon taramasi, Tirk toplumunda PH’nin

gelisiminde genetik yatkinligin ortaya konmasi acisindan bilimsel katki saglayacaktir.

Bu ¢alismada, Mn-SOD Alal6Val ve GPZ1 Prol98Leu gen polimorfizmlerinin PH’daki

olasi etkisi ve dneminin degerlendirilmesi amag¢lanmistir.

Calisma sonucunda elde edilecek veriler dogrultusunda PH’nin teshis ve tedavisinde yeni ve

farkli yaklagimlarin olugsmasina katki saglanabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

Atom ve molekiillerin yapisinda elektronlar genellikle ¢iftler halinde bulunmaktadir. Her ¢ift
elektron orbital ad1 verilen dis yoriingede hareket etmektedir (Halliwell, 2001). Bir atom
genellikle merkezi bir ¢ekirdek ve yoriingesinde yer alan elektron ciftlerinin birlesiminden
olusmaktadir. Ancak, bazi atom ve molekiiller yoriingelerinde eslesmemis elektron
bulundururlar (Yoshikawa ve Naito, 2002). Serbest radikaller bir veya birden fazla
ciftlesmemis elektron igeren ve bagimsiz olarak bulunan yapilardir. Ciftlesmemis elektronlar
orbitalde tek bagina bulunmaktadir. Serbest radikaller, kimyasal ve biyolojik sistemlerde
genis bir cesitlilikte olusmaktadir (Halliwell, 2001). Eslesmemis elektronlarin diger
elektronlar ile eslesme egiliminden dolayi serbest radikaller olduk¢a kararsiz ve reaktif
yapidadir (Yoshikawa ve Naito, 2002). En basit serbest radikal hidrojen elementinin
atomudur (Aruoma, 1998).

Biyolojik sistemlerde enzimatik ve non-enzimatik reaksiyonlarin sonuglari olarak hiicrelerde
stirekli olarak serbest radikal olusumu meydana gelmektedir. Serbest radikal kaynag: olan
enzimatik reaksiyonlara solunum zinciri, fagositoz olaylari, prostaglandin sentezi ve
sitokrom P450 sistemleri 6rnek olarak verilebilir. Serbest radikaller, oksijenin (O2) organik
bilesikler ile olusturduklari non-enzimatik reaksiyonlar sirasinda da meydana gelmektedir.
Hiicrelerde metabolik reaksiyonlar sirasinda olusabilecegi gibi, bazi dis etkenler sebebi ile
de olusmaktadir. Bu dis etkenlere sigara dumani, ¢evresel kirlilikler, radyasyon, UV 1sinlari,
bazi ilaglar, pestisitler, baz1 endiistriyel solventler ve ozon Ornek olarak verilebilir.
Mitokondri, fagositoz, ksantin oksidaz, demir ve diger metal reaksiyonlari, arasidonik asit
yolaklari, peroksizom, egsersiz, inflamasyon ve iskemik reperfiizyon ise serbest radikal

olusmasina neden olan endojen etkenler olarak siralanabilir (Bagchi ve Puri, 1998).

Bir serbest radikal 3 farkli yol ile ortaya ¢ikmaktadir (Altan, Sepici ve Koca, 2006):

1. Kovalent bag tastyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi1 sonucu her bir parcada ortak

elektronlardan biri kalir.

X ) Y = X + Y



2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik olarak
boliinmesi sonucu heterolitik bolinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlardan

birisinde kalir.

X : Y = X + Y*

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

A+ e = A®)

Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da notr olabilir. Biyolojik sistemlerde en
cok elektron transferi sirasinda olugsmaktadirlar. Her ne kadar serbest radikal reaksiyonlari,
bagisiklik sistemi hiicrelerinden noétrofil, makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi
icin gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla iiretimi doku hasar1 ve hiicre 6liimiine neden

olmaktadir (Altan ve digerleri, 2006).



Cizelge 2.1. Serbest radikaller ve olusturduklari reaksiyonlar (Ogut ve Atay, 2012)

Serbest Radikal

Reaksiyonlar

Fe2+ ve Cu+ iyonlarini geri kazanma yoluyla Haber-Weiss

. . 0-0- reaksiyonunu katalizleme, hidrojen peroksit veya
Stiperoksit peroksinitrit olusumu
Hidroksil radikali olusumu, enzim inaktivasyonu,
Hidrojen peroksit HO-OH biyomolekiillerin oksidasyonu
) ) o Hidrojen ¢ikarilmasi, serbest radikallerin ve lipit
Hidroksil radikali OH" peroksitlerin tiretimi, tiyol oksidasyonu
Cifte baglarla reaksiyon, peroksitlerin olugumu,
Oksijen 0=0 aminoasitlerin ve niikleotidlerin olusumu
o ) Peroksinitrit olusumu, diger radikallerle
Nitrik oksit ‘N=0 reaksiyon
Hidroksil radikali olusumu, tiyollerin ve aromatik gruplarin
oksidasyonu, ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza
Peroksinitrit 0=N-0-0" doniisiimii, biyomolekiillerin oksidasyonu
Amino ve kiikiirt iceren gruplarin oksidasyonu, klorin
Hipoklorit Clo olugmast
Biyomolekiillerin oksidasyonu, biyolojik
Hidroperoksit R-O-OH membranlarin bozulmasi
Bakir ve demir Cu2+ | Fe3+ Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlariyla hidroksil radikali
iyonlar1 olusumu
21.1. ROT

ROT, aerobik organizmalarda baz1 fizyolojik olaylar esnasinda olugmaktadir. Fizyolojik

sartlardaki baglica ROT kaynagi mitokondriyal elektron transport zinciridir. Genellikle

hiicrelerde kullanilan O2’nin %95°1 mitokondrilerde kademeli olarak dort elektron ilavesiyle

suya indirgenir. Normal sartlar altinda bu mitokondriyal olay esnasinda O2’nin %1-2’si de

stiperoksit radikaline (O2) donlismektedir (Aydin, Sayal ve Isimer, 2001).



Endoplazmik
retikulum
: NADPH
Hemeprotein oksidaz
: Ksantin
Fagostt oksidaz
Nitrik oksit Slgggm
sentaz enzimleri
— ey
L .
Metal iyon S
reaksiyonlari Peroksizom
Mitokondri

Sekil 2.1. ROT’un hiicrede temel endojen kaynaklari (Babusikova ve digerleri, 2013)

ROT insan hayati i¢in gereklidir. Endojen ve eksojen olarak iiretilen ROT’un temel
karakteristik Ozellikleri kiiclik konsantrasyonlarda bile yiiksek etkili ve yliksek derecede
reaktif olmalaridir. ROT’un potansiyel zararlar1 hiicrede farkli metabolik yolak ve
boliimlerde normal fizyolojik durum esnasinda ortaya c¢ikmaktadir. Hiicreler tarafindan
iiretilen oksidanlarin biiyiik bir ¢ogunlugundan mitokondri, fagositoz, peroksizom ve
sitokrom P450 enzim sistemi olmak iizere 4 endojen kaynak sorumludur. ROT’un ana
endojen kaynag siirekli olarak ROT tireten mitokondridir. Mitokondri bir enerji kaynagi
olarak hizmet eder. Normal bir aerobik solunum esnasinda mitokondri bir seri basamaklarla
H20 sayesinde olusan O2’i kullanir. Mitokondri, insan ve hayvan hiicrelerinde solunum
zinciri esnasinda sizan elektronlar tarafindan tamamlanamamis O2’in indirgenmesi sebebiyle

ROT’un temel kaynagidir (Babusikova ve digerleri, 2013).

O2 yasamin siirekliligi i¢in degistirilemez bir elementtir. Hiicreler O2’i enerji liretmek i¢in
kullanirken, mitokondride adenozin trifosfat (ATP) iiretimi esnasinda serbest radikaller

olusmaktadir. Bu reaksiyonlar esnasinda olusan tiriinler genellikle ROT dur, ancak ROT’un



yani sira hiicresel redoks dongiisii sirasinda reaktif nitrojen tiirleri (RNT) de olugmaktadir
(Pham-Huy, He ve Pham-Huy, 2008). ROT terimi sadece hidroksil radikali (OH") ve O2" gibi
O2 merkezli radikalleri degil, ayn1 zamanda hidrojen peroksit (H203), singlet oksijen (Og,
Ag) ve hipoklordz asit (HOCI) gibi radikal olmayan O tiirlerini de icermektedir. Bu tiirlerin
bazilar1 digerlerinden daha az aktiftir (Halliwell, 2001).

Cizelge 2.2. ROT (Halliwell, 2001)

ROT

Radikaller Radikal olmayanlar
Siiperoksit (O27) Hidrojen peroksit (H20-)
Hidroksil (OH") Hipoklordz asit (HOCI)
Peroksil (RO2) Hipobroméz asit (HOBr)
Alkoksil (RO) Ozon (O3

Hidroperoksil (HO2) Singlet oksijen (Oz, 'Ag)

2.1.2. Siiperoksit radikali (O2)

Hiicrenin major Oz kullanici organeli olan mitokondri, ayn1 zamanda basta Oz olmak {izere
hiicrede ROT’un de ana kaynagidir. Oz, diger radikallerin olusumunda da rol almaktadir
(Aeron, Vasudevan, Joyce ve Daret, 2011). Elektron transport zincirindeki bir¢ok enzim Oz

olusumundan sorumludur (Brand, 2010).

Oz, molekiiler oksijene ekstra bir elektron baglanmasiyla meydana gelir. Milisaniyelik yar1
omrii ile zay1f bir oksidan fakat gii¢lii bir rediiktandir. Zayif bir oksidan olarak kendi bagina
onemli bir hiicre hasarina yol agmasi muhtemel goriilmese de oksidatif strese yol acabilen
bir dizi reaksiyonlari baglatabilmektedir. Bu 6nemli reaksiyonlardan bir tanesi Haber-Weiss
reaksiyonu olarak bilinen, Oz ve H202’nin demir varliginda etkileserek son derece reaktif

OH" vermesi reaksiyonudur (Aydin ve digerleri, 2001).

O, diger molekiiller ile reaksiyona girebilme ve bu ¢ercevede ikincil ROT’un olusumuna
neden olma Ozelliginden dolayr birincil ROT olarak adlandirilmaktadir. Oz sekerler,

polipeptitler veya niikleik asitler ile dogrudan reaksiyon vermez (Halliwell ve Gutteridge,
2007).

O, selektif reaktiviteye sahip oksijen merkezli bir radikaldir. Bu radikal otooksidasyon

reaksiyonlar1 olarak bilinen bir dizi enzim reaksiyonlar1 sirasinda ve molekiiler oksijene



enzimatik olmayan elektron transferi sonucu olusur. H2O igeren ortamlarda askorbik asidi
okside edebildigi gibi ayn1 zamanda baz1 demir komplekslerini indirgeyebilmektedir. SOD

enzimi, Oz ’nin H202 ve O2’e doniistimiinden sorumludur (Aruoma, 1998).

2.1.3. Hidrojen peroksit (H202)

H20, son derece giiglii bir oksitleyici ajan olmasina ragmen nispeten yavas reaksiyon
vermektedir. O’ nin dismutasyon reaksiyonuyla veya direk olarak O2’nin indirgenmesiyle
meydana gelmektedir (Aydin ve digerleri, 2001). H202, serbest bir radikal degildir.
Membranlar1 gegebilme 6zelligine sahiptir ve bu sayede bazi bilesikleri yavasga okside
edebilmektedir. H.O2’in disiik seviyeleri zayif reaktif 6zellik gosterirken yiiksek H20:

seviyesi bazi hiicresel enerji tiretim sistemlerini etkileyebilmektedir (Aruoma, 1998).

2.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikalleri veya serbest radikallerin etkilerini nétralize eden
maddelerdir (Sies, 1996). Bir antioksidan, molekiilleri okside olmaktan koruma veya bu
oksidasyonu yavaslatma yetenegine sahip olan molekiildiir. Oksidasyon, bir maddeden
oksidasyon ajanina elektron transferinin gerceklestigi kimyasal bir reaksiyondur.
Oksidasyon reaksiyonlari, hiicre hasarina yol agan zincir reaksiyonlarini baglatma 6zelligine
sahip serbest radikalleri iiretmektedir (Aher, Wahi ve Sonawane, 2011). Antioksidan
savunma mekanizmalar1 serbest radikaller aleyhine calisan bir mekanizmadir. Her bir
antioksidan, serbest radikallerin etkisini ROT’u indirgeyen enzim sistemleri de dahil olmak

tizere farkli mekanizmalar ile azaltmaktadir (Pourvali, Abbasi ve Mottaghi, 2016).

Antioksidanlar, serbest radikallerin ortadan kaldirilmasi, ROT’un ve ROT prekiirsorlerinin
stiptiriilmesi, ROT olusumunun inhibisyonu ve ROT olusumunu katalize etmek i¢in gerekli
olan metal iyonlariin baglanmasindan sorumlu ekzojen (dogal veya sentetik) yada endojen
kaynakli bilesiklerdir. Dogal antioksidan sistemler enzimatik ve non-enzimatik olmak {izere
iki ana grup altinda siralanmistir. Enzimatik antioksidanlar KAT, GPZ, SOD enzimleri
yaninda bazi destekleyici diger enzimler gibi sinirli sayida proteinlerden olusmaktadir. Non-
enzimatik antioksidanlar ise savunma mekanizmalar1 arasinda olduk¢a onemli yeri olan
dogrudan etkili ve dogrudan etkili olmayan antioksidanlar1 igermektedir. Dogrudan etkili

antioksidanlarin bir ¢ogu besin kaynakli askorbik asit, lipoik asit, polifenol ve karotenoid



icerir. Hiicrelerin bu molekiilleri az miktarda sentezleyebilme 6zellikleri vardir. Dogrudan
etkili olmayan antioksidanlar cogunlukla serbest radikal olusumunu engellemek i¢in redoks
metallerini baglayic1 ve selatlayic1 6zelliktedirler (Uttara, V.Singh, Zamnoni ve Mahajan,
2009). Enzimatik ve enzimatik olmayan tiim antioksidan sistemleri ROT’un
detoksifikasyonu igin intraselliiler ve ekstraselliiler sivida bulunmaktadir (Lobo, Patil,

Phatak ve Chandra, 2010).

Cizelge 2.3. Biyolojik sistemdeki antioksidan koruma sistemi elemanlar1 (Aydin ve
digerleri, 2001)

Enzimatik antioksidanlar Enzimatik olmayan antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz Vitamin E

Se bagimli Glutatyon Peroksidaz Vitamin C
Glutatyon-S-Transferaz Glutatyon

Katalaz Flavonoidler

Paraoksonaz Biitillenmis Hidroksianizol

Epoksit Hidrolaz
UDP-Glukuronil Transferaz
Siilfonil Transferaz

Glutatyon Rediiktaz
Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
6-fosfoglukonat dehidrojenaz
[zositrat Dehidrojenaz

GSSG ve Konjugat Tasiyicilar
NADPH-Kinon Oksidorediiktaz

Biitillenmis Hidroksitoluen
Ebselen

B karoten

Urat
Seruloplazmin
Transferrin
Alblimin
Haptoglobin
Likopen
Metallotiyonein
Bilirubin
Ubikinon
Deferoksamin
Melatonin
Sistein

Ferritin
Mannitol
Oksipiirinol
Probukol
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Sekil 2.2. ROT olusumu ve aktif oksijen tarafindan olusturulan hasara karsi savunma
mekanizmalar1 (Mates, Perez-Gomez ve Nunez De Castro, 1999)

Antioksidan mekanizmasi, zincir reaksiyonlarini kirici (chain-breaking) ve koruma olmak
iizere iki yol ile gergeklesir. Zincir kirict reaksiyonlar bir radikalin elektron almasi ya da
kaybetmesi sonucu ikinci bir radikalin olusmasi esnasinda goriilmektedir. Olusan ikinci
radikal bagka bir molekiile ayn1 sekilde etki etmektedir. Bu durum serbest radikalin zincir
kirici bir antioksidan tarafindan stabil ve etkisiz hale doniistiiriilmesine kadar devam
etmektedir. Zincir reaksiyonlarina verilebilecek en klasik ornek lipit peroksidasyonudur.
Koruma yolu ise SOD, KAT veya GPZ gibi antioksidan enzimlerin, serbest radikalleri
stiptiriicii etkiyi baslatarak ve demir, bakir gibi gecis metal iyonlar1 miktarini sabitleyerek
zincir reaksiyonlarinin baglama oraninin azaltilmasi esasina dayanmaktadir (Young ve

Woodside, 2001).
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2.2.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

ROT’un olusturdugu zararh etkiler, onlari detoksifiye eden ¢esitli antioksidan enzim
sistemleri tarafindan onlenmektedir. SOD siipiiriicii enzimleri, hiicreleri normalden fazla
miktarda ROT’un olusturdugu potansiyel hasardan koruyan detoksifikasyon enzimleridir.
SOD, O2’ni H202 ve O2’ne doniistiirmektedir (Candas ve Li, 2014).

2027 + 2H, — HO, + (o))

SOD enzimleri, O2”’nin detoksifikasyonunda anahtar antioksidan enzim gorevini
iistlenmektedir. SOD enzimleri, hizli elektron degisimine olanak saglayan ve O ’ni serbest

oksijene doniistiiren aktif metal iyonlar icermektedir (Silig, Tas ve Piarbasi, 2015).

Memeli hiicrelerinde {i¢ adet SOD enzimi tanimlanmustir. Sitozolde yer alan Bakir/Cinko
SOD (Cu/zZn SOD, SOD1) ayn1 zamanda mitokondrinin zar boslugunda da yer almaktadir.
Mn-SOD, mitokondriyal bir enzim olup, mitokondri matriksinde yer almaktadir. Ugiincii
SOD enzimi ise ekstraselliiler boslukta yer alan ekstraseliller SOD (ECSOD, SOD3)
enzimidir (Candas ve Li, 2014). Diger antioksidan enzimler ile karsilastirildiginda SOD
enzimleri, reaksiyon hizi bakimindan daha yiiksek bir hiza sahiptir (Pourvali ve digerleri,
2016).

SOD1
CuZn-SOD “ H=ﬂ%%|
182 - 97\\\ - Il'n:lm ‘:/ 20 II
== intron
Er@ ’@ kodlama
"/ P 3 - bélgesi
SOD3 ,
EC-SOD Iﬁll %0 [ %aynink
> = i B benzerik
SOD2
oyt
97 203 " 150 513

Resim 2.1. insan SOD gen ailesi (Zelko, Mariani ve Folz, 2002)
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Mn-SOD

Ilk kez Escherichia coli’den izole edilen Mn-SOD baska bakterilerden, bitki ve hayvan
dokusu ekstraktlarindan da izole edilmistir. Aktivitesi doku ve tiire bagh olarak
degismektedir. Yiiksek organizmalardan elde edilen Mn-SOD enzimlerinin hepsi 4 protein
alt tinitesi icermektedir. Mn-SOD enzimi kofaktor olarak Mn icerir. Enzimden Mn iyonunun
cikarilmasi ile enzim aktivitesi kaybolur ve genellikle baska metal iyonlar1t Mn iyonunun

yerine gecememektedir (Aydin ve digerleri, 2001).

Mn-SOD enzimi mitokondride yer almaktadir. Homotetramerik yapidaki bu enzimin
molekiiler agirligir 23.000 Da’dur. Mn-SOD gen yapist insanlar, fareler ve sicanlarda tam
olarak tanimlanmistir. Mn-SOD geni 5 ekzon ve 4 intron igermektedir (Zelko ve digerleri,
2002).

Insan Mn-SOD enzimi 6.kromozomda (6q25) yer almakta ve 223 aminoasit igermektedir.
O2’nin baglica kaynagi olan mitokondriyal oksidatif fosforilasyon reaksiyonlarimin
gerceklestigi mitokondriyal matriksde yer almaktadir (Candas ve Li, 2014). Mn-SOD,
mitokondride yer alan bilinen tek antioksidan enzimdir ve mitokondriyal Oz ne karsi
antioksidan savunma mekanizmasinin ana bilesenidir (Pourvali ve digerleri, 2016).
Mitokondriyi serbest radikallerin olusturabilecegi hasardan korumada oOnemli bir rol
oynamaktadir (Yorikata, Hattori, Mori, Kato ve Mizuno, 1997). Sekil 2.3’de Kromozom

6’da Mn-SOD geni lokalizasyonu sunulmustur.

Eo T T T T T o T B | e T T T T I I o B I B o I | e s Bt T T O T TR =
S | . ] P i o= . P | MoMmoM - . P o & |
I O coeoH ™M oH AP s Fow ow = o1 I s SR s T T R TR sl =
o o I B R R | A 4 d -+ — - —H - S T T T T o T T s [ |
B B B oo [ [T P P sl o sl [l T T T = o = S = L
[P [l il

Sekil 2.3. Kromozom 6’da Mn-SOD gen lokalizasyonu (United States National Library of
Medicine, 2016)

Niikleer genomlar tarafindan dizgilenmis mitokondriyal enzim olan Mn-SOD, hiicreleri

koruyan temel antioksidan gorevi gérmektedir (Wang ve digerleri, 2006).
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Insan Mn-SOD enziminde en az 190 TNP tanimlanmistir (Bresciani, Cruz, de Paz, Cuevas
ve Gonzalez Galleo, 2013). Az sayida polimorfizm etkisiz iken, bir ¢ogu protein
modiilasyonu ve islevlerinde dengeyi etkileyecek sekilde degisikliklere neden olmaktadir
(Forsberg, UIf ve Morgenstern, 2001). Mn-SOD geninin belirli bolgelerinde tanimlanmis
cesitli polimorfizmler arasinda 2.ekzonda yer alan ve rs4880 olarak isimlendirilen

polimorfizm, lizerinde en ¢ok ¢alisilan polimorfizmdir (Silig ve digerleri, 2015).

Mn-SOD geninde mitokondriyal hedef sekansinda 9.pozisyon, 16.kodonda olusan TNP,
alanin (GCT) ya da valini (GTT) kodlayan aminoasitte degisiklige neden olmaktadir (Li, ve
digerleri, 2005). Mn-SOD gen diziliminde 16. Aminoasiti kodlayan kodonda Sitozin (C)
bazini yerini Timin (T) bazinin almas1 sonucu alanin (GCT) — valin (GTT) doniisiimii
gerceklesmektedir. Siklikla Alal6Val ve Ala9Val olarak isimlendirilen bu polimorfizme ait
literatiirde farkli isimlendirmeler mevcuttur (Wang, ve digerleri, 2010; Souiden ve digerleri,
2016).

Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmine ait allel ve genotip sikliklari etnik kokenlere gore
farklilik gostermektedir. Tiirk popiilasyonu ve beyaz irka ait genotip ve allel sikliklart

Cizelge 2.4’de sunulmustur.
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Cizelge 2.4. Tiirk popiilasyonu ve beyaz irkta Mn-SOD Alal6Val genotip ve allel sikliklar

Ulke Ornek sayisi Genotip sikhig Allel Referans
(saghkh birey) frekansi
Ala/Ala  Ala/Val Val/Val  Ala Val
% % % % %
Tirkiye 96 14,6 52,1 33,3 40,6 59,4 Bizim ¢alismamiz
Tiirkiye 196 235 42,3 34,2 44 54 (Akyol ve digerleri, 2005)
Tiirkiye 440 17,5 50,5 32 43 57 (Silig ve digerleri, 2015)
Tiirkiye 50 16 38 46 35 65 (Atilgan ve digerleri,
2014)
Tirkiye 104 12,5 65.4 22,1 452 54,8 (Kalkan ve digerleri,
2015)
Tirkiye 40 22,5 57,5 20 51 49  (Kadioglu, Sardas, Ergiin,
Unal ve Karakaya, 2010)
Tirkiye 50 0 64 36 18 82  (Ergen, Narter, Timirc1 ve
Isbir, 2007)
Tirkiye 69 17,4 47,8 34,8 41,3 58,7 (Seckin ve digerleri, 2016)
Tiirkiye 167 17 49 34 41 59 (Kalkan ve digerleri,
2014)
Italya 257 21 54,1 24,9 48 52 (Ventriglia ve digerleri,
2006)
Fransa 214 25,2 53,7 21 52 48 (Hung ve digerleri, 2004)
Amerika 764 255 49,6 24,9 50,3 49,7 (Li ve digerleri, 2005)

(Beyaz 1rk)

Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmine ait Val allel sikliklar1 Asya irkina mensup Cin
popiilasyonunda %85 (Yu ve digerleri, 2014), Japon popiilasyonunda %88 olarak
bulunmustur. Asya irkinda Val alleli siklig1 beyaz irka oranla daha yiiksektir (Ambrosone ve
digerleri, 1999).

Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmde Alanin aminoasitinin Valin ile yer degistirmesi
proteinin ikincil yapisinda degisiklige neden olmaktadir (Choi ve digerleri, 2007). Alfa-
helikal yapinin beta-tabakali yapiya doniismesi amfibik helikal yapidaki mitokondri hedef
sekansindan gegisi zorlastirmaktadir (Shimoda-Matsubayashi ve digerleri, 1996). Mn-SOD
Alal6Val gen polimorfizmi tizerinde gergeklestirilen g¢alismalar bu polimorfizmden
kaynaklanan aminoasit degisiminin, enzimin mitokondri igine girisi ve iglevi lizerinde etkili

oldugunu ve O2’e kars1 hiicrelerin savunmasiz hale geldigini géstermektedir (Ambrosone
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ve digerleri, 1999). Enzimin mitokondri igine girememesi sonucu mitokondri matriksinde
enzim aktivitesinin azalmast DNA’da hasara neden olmaktadir. Ayrica yetersiz enzim
seviyesi Oz ’nin ve diger ROT’un artmasina neden olur (Van Remmen ve digerleri, 2003).
Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi Ala alleli, Val alleli ile karsilastirildiginda enzimin
mitokondriyal matrikste %30-40 daha etkili oldugu bulunmustur (Sutton ve digerleri, 2003).
Bu nedenle Mn-SOD Ala/Ala genotipine sahip bireylerde enzim aktivitesi Ala/Val ve Val/Val
genotipli bireylere oranla daha yiiksektir (Choi ve digerleri, 2007).

Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi insanlarda bir¢ok kronik hastaliga ve metabolik
disfonksiyona neden olmaktadir. Bu gen polimorfizminin gogiis ve prostat kanseri,
kardiyovaskiiler disfonksiyon gibi birgok hastalik ile iligkili oldugu bulunmustur (Bica ve
digerleri, 2010; Bresciani ve digerleri, 2013).

2.2.2. Glutatyon sistemleri

Glutatyon (GSH) sistemleri GSH, glutatyon rediiktaz, GPZ ve glutatyon S-transferaz (GST)
olmak iizere dort Ogeden olusmaktadir. Bu sistem hayvanlar, bitkiler ve
mikroorganizmalarda bulunmaktadir (Meister ve Anderson, 1983). GPZ, kofaktor olarak 4
selenyum (Se) igeren, H2O> ve organik hidroperoksitleri katalizleyen bir enzimdir. GST, lipit
peroksidasyonunda yiiksek aktiviteye sahiptir. Bu enzimler karacigerde yiiksek seviyede
bulunmakta ve detoksifikasyon metabolizmasinda gorev almaktadir (Lobo ve digerleri,
2010).

GPZ

Se igeren peroksidaz olarak bilinen GPZ enzimi, enzim aktivitesi i¢in gerekli olan her bir alt
birimden geriye kalan tek bir selonosistein icermektedir. GPZ enzimi, GSH kullanarak
hidroperoksitlerin indirgenme reaksiyonlarim1 katalize etmekte ve bu sayede memeli
hiicrelerini oksidatif hasara kars1 korumaktadir. GSH metabolizmasi, en 6nemli antioksidan

savunma mekanizmalarindan birisidir (Mates ve digerleri, 1999).

ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H20

Memelilerde en az bes GPZ izoenzimi bulunmaktadir. Birgok yerde bulunduklari agikga

ortaya konmasina ragmen her izoenzim seviyesi bulunduklari dokuya gore c¢esitlilik
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gostermektedir. GPZ1, hidroperoksit yag asitlerini ve H202’i, GSH bulunan ortamda
indirgemektedir. GPZ1 ve fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (GPZ4 veya
PHGPZ) birgok dokuda bulunmaktadir. GPZ4 hem sitozolde hem de membranda
bulunmaktadir. GPZ4, membranlarin asir1 oksitlenmesi ve lipoproteinlerin oksitlenmesi
sonucu olusan fosfolipit hidroperoksitleri, hidroperoksit yag asitlerini ve kolestrol
hidroperoksitlerini dogrudan indirgemektedir. GPZ1 agirlikli olarak eritrositler, bobrek ve
karacigerde bulunmakta iken, GPZ4 c¢ogunlukla renal epitel hiicre ve dokularda
bulunmaktadir. Sitozolik GPZ2 (GPZ-G1) ve ekstraseliiler GPZ3 (GPZ-P) gastrointestinal
yol ve bobrekler disinda bir ¢ok dokuda az miktarda bulunmaktadir. Son yillarda, Se’den
bagimsiz yeni bir GPZ tiyesi, GPZ5, fare epidimidisinde tanimlanmistir (Mates, 2000).

GPZ, substrat olarak H20’i katalaz enzimi ile paylasiyor olmasina ragmen tek basina da
lipitler ve diger organik hidroperoksitlere karsi oldukca etkili olmasindan dolay1 diisiik
seviyede bile oksidatif stres karsisinda temel koruyucu sistemdir (Mates ve digerleri, 1999).
Ancak, ekzojen kaynakli H2O> toksisitesine karst GPZ ve KAT enzimleri birlikte daha
etkilidir (Smeyne ve Smeyne JAY, 2013).

GPZ1 insan hiicrelerinde genis bir dagilim gostermektedir ve en sik rastlanan GPZ formudur
(Forgione, ve digerleri, 2002). GPZ1 enzimi 3.kromozomda (3921.3) yer almakta ve iki
ekzon icermektedir (Ishida, Morino, Kenkichi ve Sukenaga, 1987). Sekil 2.4’de kromozom

3’de GPZ1 gen lokalizasyonu sunulmustur.

o T T o T T T B | o I T T s T I T T o e AR T T N . R o O o T B o I - I
H e o Mmo™M e N T T T B |
W o= o o - - oA o=w s M N A ™ - s o Ad o mbBEFEr o ow .o~ BF
TR REE a8 LR RERTET OO D OB Ta T

o I o TR~ A = L = L = sl I = R+

[V Y sl v o [ny sy

Sekil 2.4. Kromozom 3’de GPZ1 gen lokalizasyonu (United States National Library of
Medicine, 2016)

GPZ1 geninde 38 tane TNP tanimlanmistir. 198.kodonda sitozin (C) bazinin timin (T) bazi
ile yer degistirmesi sonucu prolin (CCC) aminoasiti 16sin (CTC) aminoasitine
dontigmektedir. Protein kod bolgesinde degisikliklere neden olan bu polimorfizm GPZ1

aminoasit dizisinde degisiklik olusturmasi ve goriilme sikligi acisindan en sik galisilan
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polimorfizmdir. Pro/Leu polimorfizmi veya rs1050450 olarak bilinen bu polimorfizm
siklikla GPZ1 Pro198Leu gen polimorfizmi olarak ifade edilmektedir (Lubos, Loscalzo ve
Handy, 2011). Sekil 2.5°de GPZ1 Prol98Leu gen polimorfizmi tizerindeki polimorfik

bolgeler gosterilmistir.

Ekzonl Ekzon2

-602A/G +2C/T Ala’/Ala® Prol98Leu

Sekil 2.5. GPZ1 geni tizerindeki polimorfik bolgeler (Hamanishi, ve digerleri, 2004)

GPZ1 Prol98Leu gen polimorfizmine ait allel ve genotip sikliklar1 etnik kdkenlere gore

farklilik gostermektedir. Beyaz irka ait genotip ve allel sikliklar1 Cizelge 2.5°de sunulmustur.
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Cizelge 2.5. Tiirk popiilasyonu ve beyaz irkta GPZ1 Pro198Leu genotip ve allel sikliklar

Ulke

Ornek sayis1 (saghkh birey)

Genotip sikhig:

Allel frekansi

Referans

Pro/Pro

%

Pro/Leu
%

Leu/Leu

%

Pro Leu
% %

Tirkiye

96

33,3

55,2

11,5

60,9 391

Bizim
¢alismamiz

Tirkiye

167

45

41

14

65 35

(Kalkan ve
digerleri,
2014)

Tiirkiye

224

52,3

38,8

8,9

71,65 28,35

(Kucukgergin,
Sanli,
Amasyali,
Tevik ve
Seckin, 2012)

Tirkiye

104

41,4

49

9,6

659 341

(Kalkan, ve
digerleri,
2015)

Tiirkiye

69

42

39,1

18,9

616 384

(Seckin ve
digerleri,
2016)

Tirkiye

56

37,5

48,2

14,3

616 384

(Akbas,
Inanir, Benli,
Onder ve
Aydogan,
2014)

Tiirkiye

250

41,6

44

14,4

64 36

(Stizen ve
digerleri,
2010)

Almanya

117

49,6

43,6

6,8

714 28,6

(Zarbock,
Hendig,
Szliska,

Kleesiek ve
Gotting,
2007)

Ingiltere

761

57,6

35,2

7,2

75,2 24,8

(Lightfoot ve
digerleri,
2006)

Danimarka

798

43,6

44,9

11,5

66 34

(Raaschou-
Nielsen ve
digerleri,
2007)

GPZ1 Prol98Leu gen polimorfizmine ait Leu allel sikligi Asya irkina mensup Japon

popiilasyonunda %5,3 (Ichimura, ve digerleri, 2004); Cin popiilasyonunda %8 olarak

bulunmustur (Tang ve digerleri, 2008). GPZ1 Pro198Leu Leu allel siklig1 beyaz irkta Asya

irkina oranla daha yiiksektir.
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Birgok ¢alisma Se’un GPZ1 enzim aktivetisini arttirdigin1 ortaya koymustur. Se hiicrenin
antioksidan kapasitesini artirarak hiicresel oksidatif stresi azaltmaktadir. Se bagimili GPZ1
enziminde olusan polimorfizmler enzim yapisinin aktif bolgesinde ve enzim aktivitesinde
degisiklige neden olmaktadir (Ratnasinghe ve digerleri, 2000). Baz1 ¢alismalarda oksidatif
stres parametrelerinin  GPZ1 Prol98Leu gen polimorfizminden etkilenmedigi ileri
strtilmiistiir. Ancak Leu alleli varliginin azalmig GPZ1 aktivitesi ile iligkili oldugunu ortaya
koyan c¢alismalar da mevcuttur. Leu alleline sahip bireylerde GPZ1 enzim aktivitesinin
Pro/Pro genotipine sahip bireyler ile karsilastirildiginda %20 daha disiik oldugu
bulunmustur. Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (Karunasinghe ve digerleri,
2012; Cardoso ve digerleri, 2016; Ravn-Haren ve digerleri, 2006).

GPZ1 Prol198Leu gen polimorfizminin, basta kanser olmak tizere birgok hastalik riskini
arttirdig1 ortaya konmustur (Arsova-Sarafinovska ve digerleri, 2009; Ichimura ve digerleri,
2004, Banescu ve digerleri, 2016).

2.3. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge
icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilmaktadir. Oksidatif denge
saglandig1 silirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir azalma bu dengenin bozulmasina
neden olmaktadir (Altan ve digerleri, 2006). Saglikl1 bir insan viicudunda, ROT ve RNT gibi
pro-oksidan ajanlar c¢esitli antioksidan savunma sistemleri araciligiyla kontrol altinda
tutulmaktadir. Ancak, g¢evre kirleticileri, sigara dumani, UV 1sinlari, radyasyon, toksik
kimyasallar ve asir1 beslenme durumlarinda fizikokimyasal, ¢evresel veya patolojik ajanlara
maruz kalma sonucu, dikkatle korunan denge pro-oksidanlar lehine bozulmaktadir ve bu

durum oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir (Devasagayam ve digerleri, 2004).
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Sekil 2.6. Oksidatif stres (Altan ve digerleri, 2006)

Oksidatif stres kavrami, serbest radikal tiretimi ve antioksidan savunma mekanizmasi
arasindaki kritik dengenin tersine donmesi sonucu olusan oksidatif hasar durumu olarak da
tanimlanabilir. Serbest radikal iriinleri ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
dengesizlik sonucu olusan oksidatif stres lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi molekiiler
yapilardaki genis ¢apli hasar ile iligkilidir (Lobo ve digerleri, 2010). Azalmis antioksidan
enzim diizeyi de oksidatif strese neden olmaktadir. Reaktif tiirlere ve oksidatif strese karsi
birincil savunma mekanizmasi olan antioksidan enzimler SOD, GPZ ve KAT formlaridir
(Crawford ve digerleri, 2011).

Prensipte oksidatif stres iki temel neden sonucu olusmaktadir. Bunlardan ilki, antioksidan
savunma sistemi enzimlerini etkileyen mutasyonlar veya bu enzim mekanizmalarini tiiketen
toksik ajanlardan dolay: antioksidanlarin azalmasidir. ikinci neden ise toksisiteye maruz
kalma sonucu artan ROT ve RNT iiretimidir. Olusan oksidatif stresin organizmada meydana
getirebilecegi sonuglar adaptasyon, doku hasari ve hiicre 6limii olarak siralanabilir
(Halliwell, 2001). Oksidatif strese kars1 bir cok DNA onarim ve antioksidan sistemi vardir.
Ancak, enzimlerde ortaya cikan TNP’leri bu onarim sistemlerinde hasar olusturma

egilimindedir (Orhan, Elkama, Mungan, Eruyar ve Karahalil, 2016).



21

2.3.1. Oksidatif stresin DNA’ya etkisi

Insan viicudundaki tiim biyolojik molekiiller serbest radikaller aracilig1 ile olusabilecek
ataklar karsisinda risk altindadir. Hasarli molekiiller hiicre fonksiyonlarina zarar vermek ile
kalmayip hastalik durumlarinda hiicre Gliimlerine neden olmaktadir (Devasagayam ve
digerleri, 2004). Yiiksek konsantrasyonlardaki ROT hiicre yapilari, lipitler, niikleik asitler
ve proteinlerde olugan hasarin nedeni olabilecek 6nemli aracilardir (Valko, Rhodes, Moncol,
Izakovic ve Mazur, 2006). OH, DNA molekiiliiniin piirin ve pirimidin bazlar1 ve hatta
DNA’nin temel yapitasi deoksiriboz ile reaksiyona girebilme 6zelligindedir (Halliwell ve
Gutteridge, 1999). Yapilan bir ¢ok ¢alisma DNA ve Riboniikleik asit (RNA)’nin oksidatif
hasara kars1 duyarl oldugunu gostermistir. Mitokondriyal DNA, oksidatif hasara kars1 daha
duyarlidir. Kanserinde dahil oldugu bir¢ok hastalikta DNA hasarlarinin rol oynadigi rapor
edilmistir. Ozellikle 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) oksidatif stresi belirlemede
biyolojik gosterge olarak kullanilabilmektedir (Lobo ve digerleri, 2010).

Endojen ve ekzojen olmak iizere iki ¢esit DNA hasar1 vardir. Endojen DNA hasarinin
oncelikli nedeni normal hiicre metabolizmasinin iriinleri olan ROT’dur. Ekzojen DNA
hasar1 ise UV 1sinlari, radyasyon ve kimyasallar gibi ¢evresel etkenlerden dolay:

olusmaktadir (Karahalil, Bohr ve DE Souza-Pinto, 2010).

DNA’da meydana gelen degisimler DNA glikozilaz enzimi tarafindan onarilabilmektedir.
Diistik seviyelerdeki DNA baz hasarlar1 saglikli insanlarin hiicrelerinde bulunmaktadir.
Ancak, romatoid artrit gibi kronik inflamatuar hastalar1 veya oksidatif stres altindaki
insanlarda okside DNA baz konsantrasyonu artmistir. Oksidatif stresin ¢ok yiiksek oldugu
durumlarda DNA onarim sisteminin kullandig: glikozilaz enziminin yetersiz kalmasi sonucu

mutagenez veya karsinogenez olusabilmektedir (Lee, Koo ve Min, 2004).
2.3.2. Oksidatif stres ve hastaliklar

DNA’da gergeklesen oksidatif hasar, mutasyona neden olabilecek farkli oksidatif DNA
lezyonlarmin olusmasina neden olmaktadir. Insan viicudunda DNA onarim enzimlerini ve
antioksidanlar1 kullanarak bu ataklar1 etkisiz hale getirmek i¢in c¢esitli mekanizmalar
bulunmaktadir. Bu mekanizmalarin diizenli olarak islemedigi durumlarda, oksidatif stres

cesitli kronik ve dejeneratif hastaliklarin olugsmasina, yaslanmaya, travma ve felg gibi bazi
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akut patolojilere neden olmaktadir (Pham-Huy ve digerleri, 2008). Cevresel ve genetik
faktorler sik rastlanan hastaliklarin gelisimine katkida bulunmaktadir (Siizen ve digerleri,
2009).

Beyin, yiiksek oksijen kullannmi ve igerdigi yiiksek miktarda okside olabilen ¢oklu
doymamis yag asitleri ile redoks aktif metallerinin varligindan dolay1 oksidatif strese karsi
oldukga dayaniksizdir. Oksidatif stres yas ile orantili bir sekilde artar ve bu durum bir¢ok
norodejeneratif hastalikta goz 6niinde bulundurulmasi gereken 6nemli bir faktordir (Valko

ve digerleri, 2007).

ROT hiicre 6liimii, motor néron hastaliklari ve aksonal hasar1 igeren nérodejeneratif prosesin
nedenleri arasinda yer almaktadir (Sun ve Chen, 1998). Norodejeneratif hastaliklar beyin ve
spinal kordda yer alan sinir hiicrelerinin dnciiliik ettigi fonksiyon kaybi (ataksi) ve duyumsal
disfonksiyon (demans) durumlarini igermektedir. Yaslanma, PH, AH, Multipl Skleroz (MS)
ve Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) gibi ndrodejenaratif hastaliklarin nedeni olarak
mitokondriyal disfonksiyon ve eksitotoksisite ve bunlarin sonucu olarak olusan apoptoz

rapor edilmistir (Mattson, 2004).

Akciger Bobrek Fetiis

Astim Glomeriilonefrit Preeklampsi

Kronik bronsit Kronik bbrek yetmezligi Intrauterin biiyiime geriligi

Eklemler Goz

Artrit <— | Oksidatif Stres | —> | Katarakt

Romatizma Retina hastaliklan
e v ™

Beyin Coklu organlar Kalp damarlan

Alzhemier hastalif1 Kanser A.teroskleyoz

Parkinson hastahig Yaglanma I_-h]fert?nmyon

Hafiza kaybi Diyabet E e;?“ . .

Depresyon Inflamasyon ar WomWO_F{?‘“

Stroke Infeksiyon Kalp yetmezligi

Sekil 2.7. Oksidatif stresin insanlarda neden oldugu hastaliklar (Pham-Huy ve digerleri,
2008)

2.4. PH’nin Tarihcgesi

Parkinsonizm kismi olarak daha onceki yillarda tanimlanmis olmasina ragmen PH, tibbi
olarak ilk kez 1817 yilinda James Parkinson tarafindan ndrolojik bir sendrom olarak

tamimlanmustir (Parkinson, 1817). James Parkinson, klinik olarak hastaligi, destek gormesine
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ragmen siirekli olmasa da parca parga, azalmis kas hareketleri sonucu istemsiz titreyen
hareketler olarak tanimlarken; Jean Martin Charcot titrek fel¢ (shaking palsy) terimini red

ederek PH terimini kullanan ilk arastirmaci olmustur (Goetz, 2011).

2.5. PH’min Epidemiyolojisi

PH, 65 yas iistli popiilasyonun %1-2’sini etkileyen, AH’dan sonra en sik goriilen ikinci
norodejeneratif hastaliktir (Thomas ve Beal, 2011). Yapilan bazi vaka ¢aligmalarinda PH’ya
yakalanma oraninin 50 yasindan sonra hizli bir artis gosterdigi ortaya konmustur. Ayni
zamanda cinsiyet farkinin da hastaligin olusmasinda bir etken oldugu ve erkeklerin hastaliga
yakalanma oraninin kadinlara gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Hastaligin beyaz irkta
goriilme sikligi siyah irka oranla daha yiiksektir (Van Den Eeden ve digerleri, 2003).
Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD), her yas grubu i¢in PH insidans1 yaklasik
100.000°de 150, 50 yas altinda 100.000°de 30 ve 75-80 yas grubunda 100.000’de 800 olarak
belirtilmistir (Checkoway ve digerleri, 2002).

PH’nin beynin substantia nigra (SN) bolgesindeki noromelanin i¢eren dopaminerjik
noronlarin siddetli ve progresif kaybi ve yabanct bir madde olan Lewy cisimcigi varligi
sonucunda olustugu diistiniilmektedir. PH, hayatin son evrelerinde baslayan ve genellikle
sporadik bir hastaliktir. Hastaligin nedenleri tam olarak aydinlatilamamistir. Oksidatif strese
ve mitokondriyal disfonksiyona karsi savunma yolaklarinda defekt bulunan bireylerin
SN’sindaki dopamin iireten noronlarda hasara yol agan g¢evresel faktorlerin hastaligin
nedenleri arasinda yer aldigi diisiiniilmektedir (Thomas ve Beal, 2011). Ancak, SN’daki
dopaminerjik ndronlarin selektif dejenerasyonunun sebebi agiklanamamistir. Cevresel
faktorlerin coklu etkisi ve genetik yatkinligin PH nin olusumunda rol aldig1 varsayilmaktadir

(Warner ve Schapira, 2003).

Hastaligin semptomlar1 arasinda bradikinezi, rijidite, postral instabilite ve tremor yer
almaktadir. Hareket kaslarindaki zayiflik ve uyku bozukluklari, demans ve biling kaybi gibi
non-motor semptomlar da hastaligin semptomlari arasinda sayilmaktadir. Ailesel PH toplam
vakalarin sadece %5-10"nunu olusturmaktadir. Giinlimiizde baz1 gen mutasyonlar1 seyrek
ailesel PH formlari ile iliskilendirilmistir. Simdiye kadar hi¢bir genetik degisiklik sporadik
veya idiyopatik PH ile kesin olarak iliskilendirilmemistir. Ancak PH’nin yaygin formu ¢ok
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etmenlidir. Cevresel ve genetik faktorler yaslilik ile birlikte hastaligin olusmasina katkida

bulunmaktadir (Babusikova ve digerleri, 2013).

2.6. PH ve Oksidatif Stres

PH’nin temel olusum nedeni gilinlimiizde bilinmemesine ragmen mitokondriyal
disfonksiyonun eslik ettigi oksidatif stresin norodejeneratif proses ile hastaligi olumsuz
etkiledigi diisiiniilmektedir. PH’da asir1 derecede olusmus ROT ve RNT lipitler, yaglar ve
DNA gibi hiicresel molekiillerde hasar olusturmaktadir. SN’daki artmis lipit peroksidasyon
olusan oksidatif hasarin temel kanitidir (Dexter, ve digerleri, 1989). Oksidatif stres, PH’da
nigral dopaminerjik hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Yoo ve digerleri, 2003). ROT
tarafindan hasara ugratilan SN’daki dopaminerjik néronlarin PH’nin patogenezinde yer

aldig diistiniilmektedir (Jenner, 1998).

Dopamin, monoamin oksidaz tarafindan katabolize edilmektedir. Bu katabolizyon sonucu
hiicreler i¢in toksik olan H2O ve serbest radikaller olusmaktadir (Razzaghi, 2010). Dopamin
metabolizmasi sirasinda ROT artmaktadir. Dopaminin otooksidasyonu ve néromelanine
polimerizasyonu 0Ozellikle Oz olmak iizere ROT’un olusumuna neden olmaktadir.
Dopaminin viicuttaki demiri (Fe) koordine etme egiliminde oldugu, OH™ ve O:’nin
olusumunda kaynak olan Fe*? iyonunu olusturdugu da bilinmektedir (Babusikova ve
digerleri, 2013). Genellikle SN’daki yiikselmis Fe seviyeleri PH’da gozlenmistir (Sofic ve
digerleri, 1998).

Dopaminerjik ndronlarin oksidatif strese kars1 korunmasinda antioksidan molekiil olan GSH
onemli bir role sahiptir. GSH, hiicresel metabolizma sirasinda olusan H202’in
uzaklastirilmasinda gorevlidir (Perry, Godin ve Hansen, 1982). GSH deplesyonu hastaligin
siddeti ile iliskilendirilmis goriinmektedir ve oksidatif stresin ilk gdstergesi sayilmaktadir

(Jenner, 1993).

Genetik ve cevresel faktorlerin olasi etkisi, TNP iceren aday genler ve PH riski arasindaki
iligkilendirme calismalarinin sayisinin artmasina yol agmistir. Son yillarda yapilan genis
capli genom calismalart TNP’lerin PH’daki etkisini 6lgmeye ¢alismaktadir. Oksidatif stres
etkeni olan ve PH ile iligkisi olabilecek olasi genlere ait bilgi ¢izelge 2.6’da sunulmustur.

(Alonso-Navarro, Jimenez-Jimenez, Garcia-Martin ve Agundez, 2014).
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Cizelge 2.6. Oksidatif stres etkeni olan ve PH ile iliskisi olabilecek olas1 genler (Alonso-

Navarro ve digerleri, 2014)

Gen

Gen ada

Kromozom

NAPH-guanin rediiktaz
(NOQ)

NOQ1 ve ya NADPH- menadion rediiktaz

(1728)

16g22.1

NQO?2
(4835)

6p25.2

Siiperoksit dismutaz Cu/zZn-SOD (SOD1)
(SOD) (6647)

21g2.11

Mn-SOD (SOD2)
(6648)

6q25.3

Glutatyon peroksidaz Glutatyon peroksidaz 1
(GP2) (GPZ1)
(2876)

3p2.13

Katalaz Katalaz
(847)

11p13

Epoksit hidrolaz EPHX1
(mikrozomal EPHX)

(2052)
EPHX2 (sitoplazmik EPHX)
(2053)

1942.1 8p21

Demir metabolizmasi Hemokromatoz (HFE)
genleri (3077)

6p21.3

Tranferrin (TF)
(7018)
Transferrin reseptor 1 (TFRC1)
(7038)

3922.1 3¢29

Hafif ferritin polipeptid (FTL)
(2512)

Agr ferritin polipeptid (FTH1)
(2495)

19913.33
11q13

Demir yanit eleman1 baglayici protein 1 (IREB1) ve ya
akonitaz 1

(48)

9p21.1

Demir yanit eleman1 baglayici protein 2 (IREB2)
(3658)

15q25.1

Frataksin (FXN)
(2395)

9922.11

Haptoglobin (HP)
(3240)

16022.2

Coziinmis tastyici ailesi (11) 2 (SLC11A2) ve ya Divalan
metal transporter 1(DMT1)

(4891)

12913
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Cizelge 2.6. (devam) Oksidatif stres etkeni olan ve PH ile iliskisi olabilecek olasi genler
(Alonso-Navarro ve digerleri, 2014)

Gen Gen ad1 Kromozom
Hem oksijenaz (HO) HMOX-1 ve ya HO-1 ve ya HSP32 22q13.1
(3162) 16p13.3
HMOX-2 ve ya HO-2
(3163)
Pantotenat kinaz 2 Pantotenat kinaz 2 (PANK?2) 20p13
(PANK2) (80025)
Alfa ketoglutarat Oksoglutarat 7pl4-p13
dehidrogenaz (Alfa ketoglutarat dehidrogenaz)
(OGDH ve ya AKGDH)
(4967)
Mitokondriyal akonitaz Mitokondriyal akonitaz, akonitaz 2 22013.2
ve ya ACO2
(50)
8-0kso-dGTPase NUDTI, (nudix niikleosit difosfat pay X'e bagli)-tiir 7p22
motif, 8-okso-dGTPase ve ya MTH1
(4521)
Insan oksoguanin DNA HOGG1 3p26.2
glikozilaz 1 (4968)
Faz Il antioksidan cevap Niikleer faktor (eritroid tiiretilmis 2)- 2NFE2L2 2031
regiilatorleri (4780)
Kelch benzeri ECH-iliskili protein 1 19p13.2
ve ya KEAP1
(9817)
Urik asit tastyicilar Coziinen tastyici ailesi (9) 2 4p16.1
ve ya SLC2A9
(56606)

2.7. Genetik Polimorfizm

Gen polimorfizmleri, genomik DNA’nin bir popiilasyonun normal bireyleri arasinda
farklilik gosterdigi baz degisiklikleridir. Gen polimorfizmleri etnik ve cografik farkliliklar
gostermektedir. Bir¢ok durumda hiicre metabolizmasi i¢in O6nemli yolaklarda (DNA
onarimi, hiicre dongiisii kontrolii, sinyal iletimi vb.) rol alan genlerin kritik pozisyonlarinda
yer almaktadirlar. Bazi durumlarda genin kodladigi proteinin fonksiyonu ya da enzim
aktivitesi bu degisikliklerden onemli 6l¢iide etkilenmektedir. Hiicre metabolizmasi i¢in
kritik dnem tasiyan proteinlerin fonksiyonunun bozulmas: ¢esitli hastaliklara yol agmakta
veya bazi hastaliklar i¢in riski artirmaktadir (Deligezer, Akisik ve Dalay, 2004). Antioksidan
enzimlerin tek niikleotid degisiklikleri, oksidatif stres ile iligkili hastaliklara neden

olabilmektedir (Christiansen ve digerleri, 2004). SOD, KAT ve GPZ gibi enzim sistemlerini
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kodlayan genlerde meydana gelen genetik varyasyonlar ROT’un detoksifikasyonunda
degisikliklere neden olmaktadir. Bu nedenle hiicreleri ROT’a karst koruyan enzimlerde

olusan genetik varyasyonlar hastalik riskleri ile iliskili olabilmektedir (Siizen ve digerleri,
2009).

2.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi
(RPUP, Restriction Fragment Length Polymorphism; RFLP)

PZR, DNA’da yer alan ve dizisi bilinen iki boliim arasinda belirli bir bélgeyi enzimatik yol
ile ¢ogaltma esasina dayanan bir yontemdir. PZR yonteminin esasi; 94°C-98°C arasi
sicaklikta DNA zincirlerinin birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), 37°C-65°C arasi
sicaklikta dogal olmayan niikleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasi (annealing) ve 72°C’de
zincirin uzamasi (extension) asamalarindan olusur ve bu dongiiler ¢coklu sayida tekrarlanir.
PZR yontemi ile ¢ogaltilmis bolgede s6z konusu polimorfizmlerin belirlenebilmesi i¢in
RPUP yontemi kullanilir. Bu yontem DNA molekiiliiniin ilgili kesim enzimi ile biraraya
getirilmesi sonucu ayrilan DNA pargalarinin, jel elektroforezi ile goriintiilenmesi esasina

dayanmaktadir (Campell ve Reece, 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Ankara Numune Egitim ve Arastirmas1 Hastanesi Etik Kurul Izni ve yazili
hasta onay1 alindiktan sonra, yine ayni hastanenin Noroloji Anabilim Dali’na basvuran PH
tanist almig 99 hastadan alinmig kan orneklerinden izole edilen DNA Ornekleri iizerinde
gerceklestirilmistir. Kontrol grubunda ise hasta grubu ile uyumlu olacak sekilde 96 saglikli
bireyden alinmis kan 6rneklerinden izole edilmis DNA’lar kullanilmistir. Mn-SOD Alal6Val
ve GPZ1 Prol98Leu gen polimorfizmleri PZR ve RPUP yontemi kullanilarak analiz
edilmistir.

Calismada degerlendirilecek parametrelerin tespiti amaciyla, yas, cinsiyet, sigara kullanimi
gibi sorular1 iceren anket formu tiim hastalara uygulanmistir. Bu anket formunun bir 6rnegi

ekte sunulmustur.
3.1. Calisma Grubundan Biyolojik Materyalin Toplanmasi

Biyolojik materyal olarak, ¢alisma grubunu olusturan hastalarin periferik kan 6rnekleri steril
EDTA’l tiiplere alinarak toplanmistir. Bu oOrneklerden sodyum perklorat / kloroform
ekstraksiyon yontemi ile DNA izole edilmistir. Bu yontem genel olarak bir lizis isleminden
sonra proteinlerin denatiirasyonu ve niikleik asitlerin etanol ile ¢oktiiriilmesi esasina
dayanmaktadir. Calismamizda baska proje kapsaminda izolasyonlari yapilmis DNA’lar
kullanilmigtir. Ancak, Ornek sayisini arttirmak igin ilave toplanan kanlardan DNA

izolasyonu agagida belirtildigi gibi yapilmistir.
3.2. DNA izolasyonu
3.2.1. DNA izolasyonunda kullanilan aletler

e Terazi (Sartorius BA 610)

e Su banyosu (Nuve BM 102)

e EDTA’l steril vakumlu kan tiipii (Greiner)
¢ Falkon tiipii (Greiner)

e Kromozom tiipii (Greiner)

e Plastik Pastor pipeti (Greiner)
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e Agz1 vidali ependorf tiipli (Greiner)
o Steril Bioloop

e Mikropipetler

e Mavi ve sar1 mikropipet uglari

e Otoklav band1

e FEtiv

e Mikrosantrifiij (Spectrofuge 24D-Labnet)

3.2.2. DNA izolasyonunda kullanilan cozeltiler

e 1M Tris HCI ¢ozeltisi:

12.1 g Trizma Baz tartildi, 80 ml’ye distile su ile tamamlandi. Derisik HCI ile ¢zeltinin

pH’s1 8’e ayarlandiktan sonra son hacim 100 ml’ye tamamlandi.

e Lizis Tamponu (Reaktif A):

109.5 sukroz ve 1.0 g magnezyum kloriir (MgCly) tartildi, 800 ml distile suda ¢oziildii.
Uzerine 10 ml 1M Tris HCI ¢dzeltisi ilave edildi ve 1000 ml’ye distile su ile tamamlandh.
Otoklavda sterilizasyon isleminin ardindan 10 ml Triton X-100 ¢6zeltisi eklendi. Berraklasip

soguyan ¢ozelti +4 C°’ de saklandi.

e Reaktif B:

48.5 g Trizma Baz, 22.3 g EDTA ve 8.8 g NaCl tartildi, distile suda ¢oziilerek 800 ml’ye
tamamlandi. Derisik HCI ile ¢6zeltinin pH’s1 8’e ayarlandi ve distile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. Otoklavda sterilizasyon isleminin ardindan 10 g Sodyum dodesil siilfat (SDS)
eklendi. Soguyan ¢ozelti +4 C°’ de saklandi.

e 5M Sodyum Perklorat:

70.2 sodyum perklorat tartildi, distile suda ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlanda.
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e 10 x Tris-Borat-EDTA Tamponu (TBE):

1089 Tris, 55 g borik asit, 9.3 g EDTA 800 ml distile suda ¢oziildii. Cozeltinin pH’s1 8.3’¢

HCl ile ayarlandiktan sonra ¢ozelti distile su ile 1000 m1’ye tamamlandi. Otoklavda sterilize
edildi.

3.2.3. Deneyin yapihisi

© N o g &~ w

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.

19.
20.

5-10 ml kan 6rnekleri EDTA’I1 tiiplere alindi. Kan 6rnekleri izolasyon yapilincaya kadar
-20°C’de saklandi. Kan 6rneklerinden sodyum perklorat-kloroform yontemiyle DNA
izolasyonu yapildi.

Her birey i¢in bir falkon tiipii kullanildi. Her falkona soguk Lizis tampondan (Reaktif
A) 35ml ilave edildi.

Kan 6rnekleri falkonlara bosaltildi. Tiipler alt tist edilerek karistirilda.

10 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi.

Bu arada kromozom tiiplerine 5SM Sodyumperklorat ¢ozeltisinden 0.5 ml koyuldu.
Santrifiijden ¢ikartilan falkonlarin siipernatantlar: gamasir suyu dolu behere bosaltildi.
Pelletlerin lizerine Reaktif B’den pastor pipeti yardimiyla 2 ml ilave edildi.

Falkondaki Reaktif B’li pellet sodyumperklorat iceren kromozom tiiplerinin iizerine
aktarildi.

15 dakika el ile alt iist edildi.

65°C’de 30 dakika etiivde inkiibe edildi.

Etlivden alinan tiiplere soguk kloroformdan 2 ml ilave edildi.

10 dakika alt {ist edildi.

10 dakika 1400 rpm’ de santrifiij edildi.

Ust fazin hepsi pastor pipeti ile yeni kromozom tiiplerine aktarildi.

Yeni tiipe aktarilan stipernatantlarin iizerine 5ml soguk etanol ilave edildi.

Etanollii tlipler iyice alt iist edilerek, DNA sarmalinin olusumu gozlendi.

Bioloop ile olusan DNA sarmali alindi. Kurumasi igin ependorfa aktarilarak 5-10 dk
bekletildi.

Kuruyan DNA’lar ependorflarin igine aktarildi ve DNA’nin biiyiikliigiine gére 200/300
pL steril distile su ilave edildi.

60°C’ de 1 gece su banyosunda inkiibe edildi.

Coziinen DNA’lar +4°C’de saklandi.
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3.3. Bireylerin Mn-SOD Alal6Val ve GPZ1 Pro198Leu Genotiplerinin Analizi

3.3.1. Yontemde kullanilan aletler

e PZR aleti (Thermal Cycler-Techne)

e Mikrosantrifiij (Spectrofuge 24D-Labnet)

e Mikrodalga firin

e Hassas terazi

o Etiiv

e Kuru 1sitict (hot block)

e Elektroforez tanki (Maxicell Primo)

e Elektroforez gii¢ kaynagi (Therma EC 250)

e Jel kalib1

o Jel taraklan

e Mikrotiter kab1

e UV-transilluminatdr ve jel goriintiileme sistemi (Syngene)
e Mikropipetler (Finntip)

e DNAaz, RNAaz free steril ependorf tiipleri (0,5-1,5 ml)

e Steril mavi, sar1 ve beyaz pipet uglari

3.3.2. Yontemde kullanilan kimyasal maddeler

e 100 mM dATP (Fermentas)

e 100 mM dGTP (Fermentas)

e 100 mM dTTP (Fermentas)

e 100 mM dCTP (Fermentas)

e Taq DNA polimeraz (5U/ul) (Fermentas)

e 10X Taq Buffer (Fermentas)

e 25 mM MgClI (Fermentas)

e 100 bg’lik DNA marker (Amresco)

e BsaW I restriksiyon enzimi (10 U/ul) (Fermentas)
e Apa Il restriksiyon enzimi (5U/ul) (Fermentas)
o Steril su (AppliChem)
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e %?2’lik rutin agaroz c¢ozeltisi (Sigma, ABD)

o %3.0’liik agaroz ¢ozeltisi (Sigma, ABD)

e Trizma Baz (Sigma, T-1503)

o Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma, ED2SS)
e Borik asit (Sigma, B-0252)

e 6X Loading dye ¢ozeltisi (Fermentas)

e Etidyum Bromiir (Sigma)

3.3.3. Yontemde kullamlan ¢ozeltiler

e 12,5 mM dNTP ¢ozeltisi:

100 mM’lik dATP, dGTP, dTTP ve dCTP niikleotid stok ¢ozeltileri karigtirilip seyreltildi.

Bunun i¢in her bir stok ¢ozeltiden 5 pl alinip steril distile su ile 40 pl’ye tamamlandi.

e TBE Tamponu (10X)

Trizma Baz 108 g
Borik Asit 55¢
EDTA 939
Distile su 1000 ml

Otoklavda sterilize edilip oda sicakliginda saklandi.

e TBE Tamponu (1X)

10X TBE tamponu 1:10 oraninda steril distile su ile seyreltilerek hazirlandi.

e FEtidyum Bromiir ¢6zeltisi (10 mg/ml)

Etidyum Bromiir 100 mg

Distile su 10 ml
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e %2’lik Normal agaroz jel:

Kullanilacak jelin boyutuna gore gerekli olan ¢ozelti miktar1 belirlendi. Buna gére normal
agarin 1 X TBE i¢indeki %2’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 2.0 g normal agar 100 ml 1X
TBE tamponu ile kanstirildi, mikrodalgada isitilarak ¢oziildi. Bu karisim taraklar
yerlestirilmis jel kaliplarina hava kabarcigi kalmayacak sekilde dokiildii ve katilasmasi igin

bir siire oda sicakliginda bekletildi. Sonra taraklar dikkatlice ¢ekildi.

e %3.0’1liik Nusieve agaroz jel

Kullanilacak jelin boyutuna gore gerekli olan ¢ozelti miktari belirlendi. 3.0 g agar tartildi ve
izerine 100 ml 1X TBE tamponundan ilave edildi. Mikrodalgada diistik sicaklikta isitilarak
¢ozildi. Bu karigim taraklart yerlestirilmis jel kaliplarina hava kabarcig1 kalmayacak sekilde
dokiildii ve katilagsmasi igin bir siire oda sicakliginda bekletildi. Sonra taraklar dikkatlice

cekildi.

e DNA ladder ¢ozeltisi:

10 pl 0,5 pg/ml DNA ladder, 10 pl (6X) loading dye ¢ozeltisi ve 40 pl steril distile su

karistirilarak buzdolabinda saklandi.

3.3.4. Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmini iceren bolgenin PZR ile amplifikasyonu

Kullanilan Primer Dizileri:

Primer F: 5> CAG CCC AGC CTG CGT AGA CGG 3°
Primer R: 3° GCG TTG ATG TGA GGT TCC AG 5’
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PZR karigimi:
0.25 mM dNTP 0.5 ul
1.5 mM MgCl; 1.2 ul
0.6 mM Primer F 1.2 ul
0.6 mM Primer R 1.2 pl
1x Tag buffer (KCI) 2 ul
1.5 U Tag DNA polimeraz 0.3 ul
Steril su 12.6 ul
19 pl
PZR sartlart:
Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C’de 2 dk
Denatiirasyon 94°C’de 1 dk ]
Baglanma 66°C’de 1 dk I 33 dongii
Uzama 72°C’de 1 dk
Son uzama 72°C°de 7 dk §

Sekil 3.1°’de Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizminin PZR y6ntemi ile gogaltilan 172 bg’lik

gen sekansi sunulmustur.

5 CAGCCCAGCCTGCGTAGACGGTCCCGCGGCGCTGACTGACCGGGCTGTGCTTTCT
CGTCTTCAGCACCAGCAGGCAGCTGGCTCCGGC TTTTGGGTATCTGGGCTCCGGGCA
GAAGCACAGCC TCCCCGACCTGCCCTACGACTACGGCGCCCTGGAACCTCACATCAA
CGC.3

Sekil 3.1. Mn-SOD geni PZR ile gogaltilan gen sekansi

3.3.5. PZR iiriinlerinin jele uygulanmasi ve elektroforez

Enzim amplifikasyonunun basarili bir sekilde gerceklesip ger¢eklesmedigini kontrol etmek
amaci ile ornekler, PZR islemi bitiminde %2’lik rutin agaroz jellere tatbik edildi. Bu amagcla
once mikrotiter kaplara her 6rnek i¢in 3 pl yiikkleme tamponu konuldu. Yiikleme tamponu
iizerine PZR {riiniinden 5 pl ilave edilerek, pipetaj ile karistirildi. Bu arada jel 1X TBE
tamponu iceren elektroforez tankina alindi. Yiikleme tamponlu PZR iiriinleri, tarak disleri
sayesinde olusan bosluklara teker teker uygulandi. Bir jele olusan {irlinlin biiyilikligiini
Olgebilmek i¢in gerekli olan 100 bg’lik DNA marker uygulandi. Amplifikasyon tiriinleri
direkt olarak 120V akim varliginda 20 dakika jel elektroforez’e tabi tutuldu. Islem sonunda
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amplifiye edilen Mn-SOD Alal6Val genine spesifik 172 b¢’lik bant UV-transilliminator’de
kontrol edildi.

3.3.6. GPZ1 Prol98Leu gen polimorfizmini iceren bolgenin PZR ile amplifikasyonu

Kullanilan primer dizileri:

Primer F: 5> TGT GCC CCT ACG GAG GTA 3’
Primer R: 3° CCA AAT GAC AAT GAC ACA GG 5

PZR karisimu:
0.2 mM dNTP 0.4 ul
1.5 mM MgCl; 1.2 pl
1 pM Primer F 2 ul
1 pM Primer R 2 ul
1x Tag buffer (KCI) 2 ul
0.5 U Tag DNA polimeraz 0.1 pul
Steril su 10.3 pl
18 ul
PZR sartlart:
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’de 3 dk
Denatiirasyon 95°C’de 0.5 dk
Baglanma 58°C’de 0.5 dk 35 dongii
Uzama 72°C’de 1.5 dk
Son uzama 72°C’de 10 dk
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Sekil 3.2’de GPZ1 Pro198Leu gen polimorfizminin PZR yontemi ile ¢ogaltilan 338 bg’lik

gen sekansi sunulmustur.

5...TGTGCCCCTACGCAGGTACAGCCGCGACTTCCAGACCATTGACATCGAGGCTG
TCATCGAACTCCCGCTGTGTCAAGGGCCCAGCCGTGCTTAGGGCGCCCCTCCTAA
ACTGGCTGCTTAGCAGTTGCAGGGCTGCCATCTCGGGGGGGTTTTCATCTATGAG
GGTATTTCCTCTAAACCTACGAGGGAGGAACACCTGATCTTACAGAAAATACCAGC
TCGAGATGGGTGCTGGTCCTGTTGATCCCAGTATATGCCAGACCAAGGCGAGTTTC
CCCACTAATAAAGTGCCGGGTGTCAGCAGAACTGTGTGTATGTCCTGTGTCATTGT
CATTTGG...3

Sekil 3.2. GPZ1 geni PZR ile gogaltilan gen sekansi
3.3.7. PZR iiriinlerinin jele uygulanmasi ve elektroforez

Enzim amplifikasyonunun basarili bir sekilde gerceklesip gergeklesmedigini kontrol etmek
amaci ile drnekler, PZR islemi bitiminde %2’lik rutin agaroz jellere tatbik edildi. Bu amagcla
once mikrotiter kaplara her 6rnek i¢in 3 pl yiikkleme tamponu konuldu. Yiikleme tamponu
iizerine PZR iirliniinden 5 pl ilave edilerek, pipetaj ile karistirildi. Bu arada jel 1X TBE
tamponu igeren elektroforez tankina alindi. Yiikleme tamponlu PZR firiinleri, tarak disleri
sayesinde olusan bosluklara teker teker uygulandi. Bir jele olusan iirliniin biiyiikligiini
Olgebilmek igin gerekli olan 100 bg¢’lik DNA marker uygulandi. Amplifikasyon {riinleri
direkt olarak 120V akim varliginda 20 dakika jel elektroforez’e tabi tutuldu. Islem sonunda
amplifiye edilen GPZ1 Pro198Leu genine spesifik 338 bg¢’lik bant UV-transilliminator’de
kontrol edildi.

3.3.8. Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmini iceren bolgenin BsaW | enzimi ile kesimi

Steril su 7.6 ul
Reaksiyon buffer (NEB buffer) 2 ul
BsaW I enzimi 0.4 pl = 60°C’de 16 saat inkiibe

PZR iiriinii 10 pl
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BsaW | kesim enzimi tanima bolgesi :

5... Al CCGG A ..3
T T

.. T GGCC T .5
A 1A

5..CAGCCCAGCCTGCGTAGACGGTCCCGCGGCGCTGACTGACCGGGCTGTGCT
TTCTCGTCTTCAGCACCAGCAGGCAGCTGGCT/CCGGTTTTIGGGTATCTGGGC
TCCGGGCAGAAGCACAGCCTCCCCGACCTGCCCTACGACTACGGCGCCCTGGA
ACCTCACATCAACGC..3’

Sekil 3.3. BsaW | restriksiyon enzimi uygulanan 172 bg’lik gen sekans1 (Mn-SOD-F ve Mn-
SOD-R primerleri ve kesim enziminin tanima bolgesi kirmizi renk ile
goOsterilmistir)

3.3.9. GPZ1 Prol198Leu gen polimorfizmini iceren bolgenin Apa | enzimi ile kesimi

Steril su 9ul
10x B buffer 2 ul
Apa | enzim 1 ul = 37°C’de 16 saat inkiibe
PZR trinu 5ul

Apa | kesim enzimi tanima bdlgesi :

.. G GGCC |C ..%
.. Ct CCGG G ..5

5...TGTGCCCCTACGCAGGTACAGCCGCGACTTCCAGACCATTGACATCGAGGC
TGTCATCGAACTCCCGCTGTGTCAAGGGCC/CAGCCGTGCTTAGGGCGCCCCTC
CTAAACTGGCTGCTTAGCAGTTGCAGGGCTGCCATCTCGGGGGGGTTTTCATCT
ATGAGGGTATTTCCTCTAAACCTACGAGGGAGGAACACCTGATCTTACAGAAAA
TACCAGCTCGAGATGGGTGCTGGTCCTGTTGATCCCAGTATATGCCAGACCAAG
GCGAGTTTCCCCACTAATAAAGTGCCGGGTGTCAGCAGAACTGTGTGTATGTCC
TGTGTCATTGTCATTTGG...3

Sekil 3.4. Apa | restriksiyon enzimi uygulanan 338 b¢’lik gen sekans1 (GPZ1-F ve GPZ1-R
primerleri ve kesim enziminin tanima bolgesi kirmizi renk ile gosterilmistir)
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3.3.10. Kesim iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi ile ayrilmasi

Kesilen 6rnekler, PZR iiriinlerinin jele uygulanmasi ve elektroforez boliimiinde acgiklandigi
sekilde hazirlanarak, 120 V akim varliginda 30 dakika jel elektroforez’e tabi tutuldu. islem

sonunda spesifik bantlar1 UV transilluminator’de incelenerek genotip analizleri yapildi.
3.4. Istatistiksel Analiz

Gruplar arasinda demografik 6zellikler bakimindan farkliliklar kategorik degiskenler i¢in ki
kare testi, sayisal degiskenler i¢in ise Student t test testi kullanilarak test edilmistir. Hardy-
Weinberg dengesi Ki-kare testi ile test edilmistir. Odds oranlar1 ve %95 giiven araliklarinin
hesaplanmasinda univariate ve multivariate lojistik regresyon analizleri kullanilmistir.
Istatistiksel analizler icin SPSS for Windows version 23.0 paket programi kullanilmis ve
p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Genotip frekanslari bakimindan hem
hasta hem de kontrol grubunda HW dengesinden sapma gézlenmemistir. Orneklem sayisi

kiigiik oldugu i¢in power analiz gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Bulgular

Mn-SOD Alal6Val ile GPZ1 Prol98Leu gen polimorfizmleri ile PH arasindaki iliskinin
degerlendirilmesi amac1 ile kontrol grubunu olusturan 96 saglikli birey ve PH tanisi almig
99 birey analiz edilmistir. Kontrol grubunu olusturan bireylerin %49’u kadinlardan
olusurken, %51°1 erkeklerden olusmaktadir. Hasta grubunun ise %45,5’1 kadin, %54,5’1
erkektir. Her iki grupta da cinsiyet dagiliminin dengeli oldugu bulunmustur (p = 0,624).
Kontrol ve hasta grubuna ait yas ortalamalar1 sirastyla 62,07£9,61 ve 65,61+11’dir. Hasta
ve kontrol gruplarinin sigara aligkanliklart degerlendirildiginde; kontrol grubunu olusturan
bireylerin 46’s1 (%48.4) sigara i¢mekte, 49’u (%51.6) ise sigara igmemektedir; hasta
grubunun ise; 36°s1 (%38.7) sigara igmekte iken, 57°s1 (%61.3) sigara igmemektedir. Kontrol
grubunda 1 birey ve hasta grubunda 6 bireyin sigara kullanimu ile ilgili bilgisi yoktur. Sigara
icmenin kontrol ve hasta grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadigi

gozlenmistir (p = 0.179). Gruplara ait genel 6zellikler ¢izelge 4.1’de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Genel ozellikler

Kontrol Hasta p
Yas (Ort + SD) Total 62,07+9,61 65,61+11,87 0,023
Kadin 60,34+8,42 64,40+11,85 0,063
Erkek 63,73+10,44 66.61=11,91 0,197
Cinsiyet N (%) Kadm 47 (49,0) 45 (45,5) 0.624
Erkek 49 (51,0) 54 (54,5) ’
Sigara Kullammmi  Sigara igenler 46 (48,4) 36 (38,7)
N (%) 0,179
Sigara igmeyenler 49 (51,6) 57 (61,3)

4.2. Mn-SOD Alal6Val ve GPZ1 Prol198Leu Gen Polimorfizmi Bélgelerinin Hardy
Weinberg Dagilimlar

Hardy Weinberg dagilimina uygunluk test edilirken p degerlerinin 0.05’den biiyilik olmast
beklenir. p degerleri 0,05’den biiyiik bulundugundan kontrol grubu her iki gen polimorfizmi
acisindan Hardy Weinberg dengesindedir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Mn-SOD Alal6Val ve GPZ1 Pro198Leu gen polimorfizmi bélgelerinin Hardy
Weinberg dagilimi

Gen X2 p
Mn-SOD 0,609 0,435
GPZ1 2,447 0,117

4.3. Mn-SOD Alal6Val Gen Polimorfizmi Genotip Analiz Sonuglar:

Sekil 4.1°de Mn-SOD genine PZR uygulamast sonucunda elde edilen 172 bg
biiytikliigiindeki PZR tiriinleri goriilmektedir.

M K

Resim 4.1. Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi 172 b¢’lik PZR iirtinleri (M; 100 bg
molekiiler agirlik merdiveni ve K; Kor)

Mn-SOD Alal6Val genotipinin belirlenmesi amaciyla PZR iiriinleri BsaW | restriksiyon
enzimi ile kesilmistir. Kesim sonucunda iriinlerin %3’lilkk agaroz jele yiliklenmesiyle;
Ala/Ala genotipi i¢in 172 bg’de tek bant, Ala/Val genotipi i¢in 172 bg, 89 bg ve 83 b¢’de iki
bant, Val/Val genotipi i¢in ise 89 bg ve 83 b¢’de tek bant goriilmektedir.
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M K 1 2 3 4

Resim 4.2. Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi BsaW [ kesim iriinleri (M; 100 bg
molekiiler agirlik merdiveni; kor, K; 1;Val/Val, 2; Ala/Ala, 3; Ala/Val 4; Ala/Ala)

Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi bolgesinin BsaW | enzimi ile kesimi sekil 4.1°de

sematik olarak sunulmustur.

- Ekzon 2 Intron 2
Primer F fog
. |
Primer R
Mn-SOD Ala16Val
poimorfik bdlge
AGCTGGCT| CCGGTTTTG —

BsaW/ kesim bolgesi IVa’

AGCTGGCTCCGGCTTTG

Ala

Sekil 4.1. Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi bdlgesinin BsaW | enzimi ile kesiminin
sematik gdsterimi

Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizminin allel frekanslar1 kontrol grubu i¢in Ala 0,406; Val
0,594, hasta grubu igin ise Ala 0,364; Val 0,636 olarak bulunmustur. Val alleli tasiyan
bireylerdeki PH riski analiz edildiginde istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Val
alleline sahip olmak PH agisindan bir riske neden olmamaktadir (COR = 1,197; %95 CI
=0,796-1,801; p = 0,387). Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmine ait allel frekans dagilimi
cizelge 4.3°de sunulmustur.
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Cizelge 4.3. Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmine ait allel frekans dagilimi

Allel sikhig Kontrol Hasta COR (%95 ClI) p
Ala 78 (0,406) 72 (0,364) 1 (Referans)
Val 114 (0,594) 126 (0,636) 1,197 (0,796-1,801) 0,387

Kontrol ve hasta grubunda Mn-SOD Alal6Val genotip frekanslar1 incelenmistir. Ala/Ala,
Ala/Val ve Val/Val genotip frekanslari kontrol grubunda sirasiyla %14,6; %52,1 ve %33,3;
hasta grubunda ise %11,1; %50,5 ve %38,4 bulunmustur. Mn-SOD Alal6Val gen
polimorfizminin genotip dagilimi1 Tiirk ve diger Beyaz Avrupa popiilasyonunda yapilan
caligmalar ile uyumludur. Belirtilen genotip dagilimlar1 kontrol ve hasta grubu arasinda
istatistiksel anlamli bir farklilik géstermemektedir (Mn-SOD Ala/Val COR = 1,273; %95 ClI
=0,527-3,073; p=0,592; Mn-SOD Val/Val COR =1,511; %95 CI = 0,603-3,789; p = 0,378).
Ala/Val ve Val/Val genotipleri toplami (Ala/Val+Val/Val) kontrol ve hasta grubunda Ala/Ala
genotipi referans alinarak karsilagtirllmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir (COR = 1,366; %95 CI =0,587-3,180; p = 0,470). Sonuglar yas, cinsiyet ve
sigara i¢cme aligkanliklarina gore diizeltildikten sonra her iki genotip i¢in degerlendirme
yapildiginda istatistiksel olarak bir anlamlilik gézlenmemistir (Mn-SOD Ala/Val AOR =
1,173; %95 CI = 0,459-3,000; p = 0,739; Mn-SOD Val/Val AOR = 1,646; %95 CI = 0,617-
4,391; p = 0,608; Mn-SOD Ala/Val+Val/Val AOR = 1,346; %95 Cl = 0,549-3,304; p =
0,516). Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi ve PH riski iligkisine ait veriler ¢izelge 4.4’de

sunulmustur.

Cizelge 4.4. Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi ve PH riski

Kontrol Parkinson

Genotip N (%) N (%) COR (%95 ClI) p AOR (%95 CI) p
Alal6Val
Ala/Ala 14 (14,6) 11 (11,1) 1 (Referans) 1 (Referans)
Ala/val 50 (52,1) 50 (50,5) 1,273 (0,527-3,073) 0,592 1,173 (0,459-3,000) 0,739
Val/Val 32(33,3) 38 (38,4) 1,511 (0,603-3,789) 0,378 1,646 (0,617-4,391) 0,608

Ala/Val+Val/val 82 (85,4) 88 (88,9) 1,366 (0,587-3,180) 0,470 1,346 (0,549-3,304) 0,516
COR; Crude Odds Ratio, AOR; Adjusted Odds Ratio
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4.4. GPZ1 Pro198Leu Gen Polimorfizmi Genotip Analiz Sonuclari

Resim 4.3’de GPZ1 genine PZR uygulamasi sonucunda elde edilen 338 bg biiyiikliigiindeki

PZR iiriinleri gortilmektedir.

ST " T 338 b

Resim 4.3. GPZI Prol98Leu gen polimorfizmi 338 b¢’lik PZR firlinleri (M; 100 bg
molekiiler agirlik merdiveni ve K; Kor)

GPZ1 Prol198Leu genotipinin belirlenmesi amaciyla PZR iriinleri Apa | restriksiyon enzimi
ile kesilmistir. Kesim sonucunda iiriinlerin %2’lik agaroz jele yiiklenmesiyle; Pro/Pro
genotipi i¢in 257 b¢ ve 81 bg’de iki bant, Pro/Leu genotipi i¢in 338 bg, 257 bg ve 81 bg’de
ti¢ bant, Pro/Pro genotipi igin ise 338 bg¢’de tek bant goriilmektedir. 81 bg¢’lik bantlarin
goriintiilenmesi zayif oldugu i¢in resimde gorlinmemektedir. Diagnostik bant olmadig i¢in

degerlendirme sorunsuz yapilmistir.
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Resim 4.4. GPZ1 Prol98Leu gen polimorfizmi Apa [ ile kesim friinleri (M; 100 bg
molekiiler agirlik merdiveni, K; kor, Heterozigot (Pro/Leu), 1; Vahsi tip
(Pro/Pro), 2; Varyant (Leu/Leu), 3;Heterozigot (Pro/Leu), 4; Heterozigot
(Pro/Leu), 5; Vahsi tip (Pro/Pro), 6;

GPZ1 Pro198Leu gen polimorfizmi bolgesinin Apa | enzimi ile kesimi sekil 4.2°de sematik

olarak sunulmustur.

-
Primer R
GPZ1Pro198Leu

polimorfik boige

¥

— CTGCTGTCTCAAGGGCC'CAGC o

Apa | kesim bolgesi || Pro

CTGCTGTCTCAAGGGCTCAGC

Leu

Sekil 4.2. GPZ1 Pro198Leu gen polimorfizmi bdlgesinin Apa | enzimi ile kesiminin sematik
gosterimi
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GPZ1 Prol198Leu gen polimorfizminin allel frekanslarini kontrol grubu i¢in Pro 0,609; Leu
0,391, hasta grubu igin ise Pro 0,641; Leu 0,359 olarak bulunmustur. Mutant Leu alleli
tagiyan bireylerdeki PH riski analiz edildiginde istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir. Leu alleline sahip olmak PH agisindan bir riske neden olmamaktadir (COR
= 0,872; %95 CI = 0,579-1,315; p = 0,513). GPZ1 Pro198Leu gen polimorfizmine ait allel

frekans dagilimi ¢izelge 4.5°de sunulmustur.

Cizelge 4.5. GPZ1 Pro198Leu gen polimorfizmine ait allel frekans dagilim1

Allel sikhgi Kontrol Hasta COR (%95 ClI) p
n n
Pro 117 (0,609) 127 (0,641) 1 (Referans)
Leu 75 (0,391) 71 (0,359) 0,872 (0,579-1,315) 0,513

Kontrol ve hasta grubunda GPZ1 Prol98Leu genotip frekanslari incelenmistir. Pro/Pro,
Pro/Leu ve Leu/Leu genotip frekanslar1 kontrol grubunda sirasiyla %33,3; %55,2 ve %11,5;
hasta grubunda ise %39,4; %49,5 ve %I11,1 bulunmustur. GPZ1 Prol98Leu gen
polimorfizminin genotip dagilimi1 Tiirk ve diger Beyaz Avrupa popiilasyonunda yapilan
calismalar ile uyumludur. Kontrol ve hasta grubundaki GPZ1 Prol98Leu heterozigot ve
mutant genotipi frekansi ile PH riski arasindaki iligki degerlendirildiginde istatistiksel olarak
anlamli bir fark gézlenmemistir (GPZ1 Pro/Leu; COR =0,759; %95 Cl = 0,413-1,393; p =
0,373; GPZ1 Leu/Leu; COR =0,821; %95 Cl = 0,315-2,138; p = 0,686). Pro/Leu ve Leu/Leu
genotipleri toplami (Pro/Leu+Leu/Leu) kontrol ve hasta grubunda Pro/Pro genotipi referans
aliarak karsilastirilmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (COR =0,769;
%95 CI = 0,428-1,381; p = 0,380). Sonuglar yas, cinsiyet ve sigara igme aliskanliklarina
gore diizeltildikten sonra her iki mutant genotip i¢in degerlendirme yapildiginda istatistiksel
olarak bir anlamlilik gézlenmemistir (GPZ1 Pro/Leu AOR =0,811; %95 CI = 0,428-1,539;
p = 0,522; GPZ1 Leu/Leu AOR = 0,818; %95 Cl = 0,299-2,239; p = 0,695; GPZ1
Pro/Leu+Leu/Leu AOR =0,812; %95 CI = 0,438-1,537); p = 0,510) GPZ1 Pro198Leu gen

polimorfizmi ve PH riski iligkisine ait veriler ¢izelge 4.6’da sunulmustur.



48

Cizelge 4.6. GPZ1 Pro198Leu gen polimorfizmi ve PH riski

Genotip Kontrol Parkinson COR (%95 ClI) p AOR (95%Cl) p
N (%) N (%)
Prol98Leu
Pro/Pro 32(33,3) 39 (39,4) 1 (Referans) 1 (Referans)
Pro/Leu 53(55,2)  49(495) 0,759 (0,413-1,393) 0,373 0,811 (0,428-1539) 0,522
Leu/Leu 11 (11,5  11(11,1) 0,821(0,315-2,138) 0,686 0,818 (0,299-2,239) 0,695
Pro/Leu+Leu/Leu 64 (66,7) 60 (60,6) 0,769 (0,428-1,381) 0,380 0,812 (0,438-1,537) 0,510

COR; Crude Odds Ratio, AOR; Adjusted Odds Ratio

4.5. Mn-SOD Alal6Val ve GPZ1 Pro198Leu Gen-Gen Etkilesimi

Mn-SOD ve GPZ1 enzimleri ayni yolakta yer aldiklarindan bu proteinlerde yer alan TNP nin

sinerjik etkileri degerlendirilmistir.

Mn-SOD Alal6Vval ve GPZ1 Prol98Leu gen

polimorfizmi kombinasyonlarinin PH riski yoniinden degerlendirilmesi amaci ile Mn-SOD

ve GPZ1 gen polimorfizmlerinde Ala/Ala ve Pro/Pro genotipleri referans alinmustir.

Ala/Val, Val/Val, Pro/Leu, Leu/Leu genotiplerin toplami hasta ve kontrol gruplarinda

referans grup ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir.

Gen-gen etkilesimlerine ait veriler ¢izelge 4.7’de sunulmustur. Tabloda koyu puntolarla

belirtilen sayilarin istatistiki analiz i¢in yetersiz oldugu goriilmektedir. Ancak, yine de

tabloda bu karsilastirmalara yer verilmistir.

Cizelge 4.7. Mn-SOD Alal6Val ve GPZ1 Pro198Leu gen-gen etkilesimi

Kontrol N Parkinson

Genoti COR (95%Cl AOR (95%ClI
p %) N (%) p ( ) ( ) p
Val/Val+TT vs 0,556 (0,211-
4(30,8) 3(37,5) 0,292 0,001 (0,064-7,585) 0,087
Ala/Ala 8,617)
Ala/Val+Val/Val+CT+TT vs 1,769 (0,559-
59 (86,8) 58 (92,1) 0,331 1,849 (0,553-6,177) 0,671
Ala/Ala 5,598)
Ala/Val+CT vs 0,679 (0,203-
33(78,6) 27 (84,4) 0,529 0,817 (0,222-2,999) 0,760
Ala/Ala 2,267)
Val/Val+TT vs 0,594 (0,118-
4(17,4) 3(11,1) 0,527 0,565 (0,099-3,229) 0,521
cC 2,981)
Ala/Val+Val/Val+CT+TT vs 0,778 (0,385-
59 (75,6) 58 (70,7) 0,484 0,799 (0,376-1,701) 0,561
cC 1,571)
Ala/Val+CT vs 0,648 (0,295-
33(63,5) 27 (52,9) 0,280 0,614 (0,257-1,463) 0,271
cC 1,424)

COR; Crude Odds Ratio, AOR; Adjusted Odds Ratio
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5. TARTISMA

Genetik polimorfizmler, birgok hastaliga karsi bireysel duyarliliktaki 6nemli faktorlerden
birisidir. ROT’un DNA, RNA gibi makramolekiillerle etkilesimi sonucu meydana gelen
hasarlar DNA onarim sistemi ve antioksidan savunma sistemleri ile bertaraf edilmektedir.
Ancak hem DNA onarim sistemi hem de antioksidan savunma sistemlerinde rol oynayan
enzimlerdeki polimorfizmler bireysel farkliliklara neden olmaktadir (Siizen ve digerleri,
2009). ROT’a karst koruma saglayan antioksidan enzimler arasinda, Mn-SOD O’ni,
H202’ne ¢evirirken; GPZ1 H»>02’in H2O’ya doniisiimiinde rol oynamaktadir (Soerensen,
Christensen, Stevnsner ve Christiansen, 2009). Bu enzimlerde g¢esitli polimorfizmler
tanimlanmistir. Bu polimorfizmlerin yasa bagl gelisen kardiyovaskiiler ve nérodejeneratif
hastaliklar ile baz1 kanser tiirleri arasinda iliski oldugunu gosteren bircok calisma vardir
(Antonella ve digerleri, 1999; Atilgan ve digerleri, 2014; Zejnilovic, Akev, Yilmaz ve Isbir,
2009; Cardoso ve digerleri, 2012).

PH, beyin ve merkezi sinir sisteminin farkli bolgelerindeki néronlar1 etkileyen ve en sik
goriilen ikinci norodejeneratif hastaliktir. Etiyolojisinde ozellikle genetik ve cevresel
faktorlerin etkisi oldugu bilinmektedir. PH ile iliskili genetik ¢alismalar son yillarda hiz
kazanmustir (Li, Liao, Xia ve Yang, 2015). PH nin goriilme sikliginda en etkili faktorlerden
birisi yastir. 65 yas listii popiilasyonun hastaliktan etkilenme orani 50 yas alt1 popiilasyona
gore daha yiiksektir (Tanner, 1992). Oksidatif stresin PH’nin gelisimine yol agan patolojik
yolaklardan biri oldugu ve PH’min gelisiminde bir risk faktorii olarak gorildiigi
bilinmektedir (Gui ve digerleri, 2016). Giiniimiizde gergeklestirilen aragtirmalar ROT ve
oksidatif hasarin PH nin patolojik prosesinin bir pargast oldugunu gostermektedir. Ancak
oksidatif stres tiriinlerinin mi dogrudan PH’ya neden oldugu ya da oksidatif stres sonucu
meydana gelen hiicrelerdeki fonksiyon bozukluklarinin m: PH’ya neden oldugu tam olarak
bilinmemektedir. Antioksidan enzimlerdeki polimorfizmlerin analiz edilmesi, oksidatif stres
kaynakli PH’nin gelisimde genetik farkliliklarin aydinliga kavusturulmasi agisindan

yardimei olacaktir (Babusikova ve digerleri, 2013).

Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi ile PH riski arasindaki iligkiyi inceleyen calismalar
mevcuttur. Bu ¢alismalardan iki tanesi Beyaz irk tizerinde gergeklestirilmistir (Grasbon-
Frodl ve digerleri, 1999; Farin ve digerleri, 2001). Farin ve arkadaslarinin Amerikan

popiilasyonunda yaptiklar1 g¢alismada Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi genotip
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dagilimlari ve allel frekanslari bizim ¢alismamizla benzer bulunmus ve Mn-SOD Alal6Val
gen polimorfizmi ile PH riski arasinda bir iliski saptanmamaistir. Farin ve arkadaslarinin
kontrol ve hasta grubundaki drnek sayisi bizim ¢alismamiza gore daha genistir (Farin ve ark.
kontrol 235, hasta 155; bizim ¢alismamiz kontrol 96, hasta 99). Daha yiiksek 6rnek sayisina
sahip bu ¢alismada da bizim ¢alismamizla benzer sonuglar elde edilmistir (Farin ve digerleri,
2001). Grasbon ve arkadaglarinin Alman irkinda Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi ile
PH riski arasindaki iliskiyi arastirdiklar1 ¢alismada, kontrol ve hasta grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p = 0.97). Bu ¢alismadan elde edilen
sonug, bizim ¢aligma sonuc¢larimizla uyusmaktadir. Grasbon ve arkadaslarinin ¢aligmasinda
dikkat ¢eken nokta Ala allel frekansinin, Alman popiilasyonunda diger Beyaz irkta yapilan
caligmalara gore daha yiiksek saptanmasidir (Grasbon-Frodl ve digerleri, 1999). Tiirk
popiilasyonunda yapilan ¢aligmalarda Val allel frekansi daha yiiksektir. Diger Beyaz irkta
yapilan ¢aligmalarda ise Ala ve Val allel frekanslar1 birbirine ¢ok yakin bulunmustur. Mn-
SOD Alal6Val gen polimorfizminin Beyaz irkta frekans dagilimlart Cizelge 5.1°de

sunulmustur.

Cizelge 5.1. Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi Beyaz irk frekans dagilimlari

Ulke Ornek sayisi Ala Val Referans

(Saghkl birey) % %
Tirkiye 96 40,6 59,4  Bizim ¢aligmamiz
Tiirkiye 196 44 54 (Akyol ve digerleri, 2005)
Tiirkiye 440 43 57 (Silig ve digerleri, 2015)
Tirkiye 50 35 65 (Atilgan ve digerleri, 2014)
Tiirkiye 104 45,2 54,8 (Kalkan ve digerleri, 2015)
Tiirkiye 50 18 82 (Ergen ve digerleri, 2007)
Tiirkiye 69 41,3 587 (Seckin ve digerleri, 2016)
Tiirkiye 167 41 59 (Kalkan ve digerleri, 2014)
Italya 257 48 52 (Ventriglia ve digerleri, 2006)
Fransa 214 52 48 (Hung ve digerleri, 2004)
Almanya 42 55,95 44,05 (Grasbon-Frodl ve digerleri, 1999)

Alman 1rkinda Ala alellinin diger Beyaz irka gore daha yiiksek saptanmasi kontrol

grubundaki 6rnek sayisinin azlig ya da alt etnik farkliliklar nedeniyle olabilir.

Beyaz 1k iizerinde gergeklestirilen calismalardan elde edilen sonuglar bizim caligma

sonuclarimiz ile benzerlik gostermektedir. Beyaz irkta Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi
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ile PH riski arasindaki iliskiyi inceleyen ¢alismalardan elde edilen sonuglar ile bizim ¢aligsma

sonu¢larimizi igeren tablo ¢izelge 5.2°de sunulmustur.

Cizelge 5.2. Beyaz irkta Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi ile PH riskini arastiran
calismalardan elde edilen frekans dagilimlar

Ulke Grup Ornek Ala/Ala  Ala/val Val/Val  Ala Val Referans
sayisi % % % % %

Tiirkiye Kontrol 96 14,6 52,1 33,3 40,6 59,4 Bizim
Hasta 99 111 50,5 38,4 36,4 63,6 ¢alismamiz
Almanya  Kontrol 42 26,2 59,5 14,3 55,95 44,05 (Grashon-
Hasta 44 25 59,1 15,9 545 455  Frodlve

digerleri,

1999)

Amerika  Kontrol 231 22,1 54,1 23,8 49,13 50,87  (Farin ve
Hasta 155 22,6 49,7 27,7 47,42 52,58 digerleri,

2001)

Asya irkinda yapilan ¢alismalarin birgogunda, bizim ¢alismamiz gibi Mn-SOD Alal6Val gen
polimorfizmi ile PH riski arasinda iliski saptanmamustir. Yu ve arkadaslarinin Asya irkinda
ornek sayisini yiiksek tutarak yaptiklari galismada, Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi ile
PH riski arasinda bir iliski saptanmamustir (Yu ve digerleri, 2014). Singh ve arkadaslari, Mn-
SOD Alal6Val gen polimorfizmi ile PH riski arasindaki iliskiyi arastirdiklar1 ¢alismada
Beyaz irkta yapilan c¢alismalar ile ayni sonuca ulagsmis ve bu polimorfizmin PH riski
tasimadigini saptamiglardir (Singh ve digerleri, 2008). Wang ve arkadaglarinin 295 hasta ve
111 saglikli birey tiizerinde gergeklestirdikleri g¢alismada Mn-SOD Alal6Val gen
polimorfizmi ile PH riski arasinda bir iliski saptanmamistir. Kontrol grubunda ise Ala/Ala
genotipi tastyan birey bulunmamuistir. Tiim Ala/Ala genotiplerinin hasta grubunda yer almasi
ve Ala allel frekansinin hasta grubunda (%12.2) kontrol grubuna (%8.6) oranla daha yiiksek
bulunmasi iki grup arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamasina ragmen Wang ve
arkadaglarina, Ala allelinin PH riski ile iligkili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Benzer bir
durum ile Shimoda-Matsubayashi ve arkadaslarinin Japon popiilasyonunda yaptiklart bir
calismada rastlanmistir. Ala/Ala genotipini tasiyan bireylerin tamaminin hasta grubunda
gozlenmesi ile Ala allelini tasimanin ailesel PH riski ile iligkili oldugu bulunmustur (Wang

ve digerleri, 2010; Shimoda-Matsubayashi ve digerleri, 1997).

Fong ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢alismada, Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi ile PH
riski arasindaki iligki Val/Val genotipi referans alinarak gergeklestirilmis ve kontrol ve hasta

grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Ancak hasta grubunda Ala
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allel frekansi kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur (Ala alleli; kontrol %6,45,
hasta %12,42). Ayrica pestisit maruziyeti yasamis bireylerde Ala allelinin PH riskinde artisa

neden oldugu bulunmustur (Fong ve digerleri, 2007).

Pestisit maruziyeti yasamis bireylerde Ala allelinin artmis PH riski ile iliskilendirilmesine,
Ala allelinin oksidatif stresin biyogostergelerinden olan 8-OHdG’nin artmis seviyeleri ile
iligskilendirilmis olmasi neden olarak gosterilebilir (Fong ve digerleri, 2007). Oksidatif
stresin PH’ya neden oldugu bilinmektedir (Shimoda-Matsubayashi ve digerleri, 1996).
PH’nin nedenleri arasinda genetik faktorlerin yanisira ¢evresel etkenler de yer almaktadir.

Pestisit maruziyeti ¢evresel etkenler arasinda yer almaktadir.

Insan Mn-SOD geni iizerindeki ilk ¢alisma Shimoda-Matsubayashi ve arkadaslari tarafindan
gergeklestirilmistir. Japon popiilasyonu tizerinde gergeklestirilen bu c¢aligmada Ala allel
frekansi, hasta grubunda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmus ve bu durum PH riski ile iliskilendirilmistir (Ala alleli; kontrol %12,1, hasta
%19,3, p = 0,04). Bu ¢alismada ayrica mitokondri hedef sekansinin alfa helikal yapida
oldugu ve bu yapilanmanin mitokondriyal tasima i¢in gerekli oldugu bulunmustur. Mn-SOD
genindeki bu polimorfizm proteinin ikincil yapisinda degisiklige neden olmaktadir. Bu
degisiklik sonucu alfa helikal yap1 beta tabakaya donmektedir. Bu durum mitonkondriyal
tasimay1 etkilemekte ve enzim aktivitesinde degisiklige neden olmaktadir (Shimoda-
Matsubayashi ve digerleri, 1996).

Mn-SOD Alal6Val gen polimorfizmi aminoasit degisimine dolayisiyla protein
fonksiyonunda ve enzimin mitokondri igine girisinde farkliliklara neden olmaktadir. Bu
degisimler hiicrelerin O,’e karsi savunmasiz hale gelmesine neden olmaktadir (Ambrosone,
ve digerleri, 1999). Enzimin mitokondri igine girememesi yada protein fonksiyonunun
degismesi sonucu enzim aktivitesi azalarak DNA’da hasarlar meydana gelebilmektedir.
Ayrica yetersiz enzim seviyesi O2”’nin ve diger ROT’un artmasina neden olmaktadir (Van

Remmen ve digerleri, 2003).

GPZ1 gen polimorfizmi ile PH riski arasindaki iliskiyi inceleyen bir tane c¢aligmaya
ulasilmistir. Gasser ve arkadaslari, birgok aile iiyesinin ABD ve Kanada’da yasadigi, ancak
kokenlerinin Almanya ve Danimarka’nin kiigiik kasabalarina kadar dayandigi 3 jenerasyon

boyunca, birgok aile iiyesinde otozomal dominant PH gériilmiis 3 farkli aile tizerinde GPZ1
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gen polimorfizminin PH riskini arastirmislardir. Belirtilen bu ailelerde GPZ1 gen
polimorfizminin PH’nin etiyolojiSinde rol almadig1 saptanmistir (Gasser ve digerleri, 1994).
Gasser ve arkadaglarinin elde ettigi sonu¢ bizim ¢alisma sonuglarimiz ile benzerlik

gostermektedir.

Glutatyon igeren enzimlerin aktivite seviyelerinde ortaya c¢ikan degisiklikler PH gibi
norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde rol almaktadir (Johnson, Wilson-Delfosse ve
Mieyal, 2012). Yapilan bir ¢alismada Parkinson hastalarinda, GPZ1 enzim aktivitesinin
beynin SN bolgesi de dahil olmak iizere bircok bdlgesinde kontrol grubuna kiyasla azaldigi
bulunmustur (Kish, Morito ve Hornykiewicz, 1985). GPZl1 enziminde olusan
polimorfizmler enzim yapisinin aktif bolgesinde ve enzim aktivitesinde degisiklige neden
olmaktadir (Ratnasinghe ve digerleri, 2000). Leu alleli varliginin azalmig GPZ1 aktivitesi ile
iliskili oldugunu ortaya koyan ¢alismalar mevcuttur. GPZ1 Pro198Leu gen polimorfizmi ile
enzim aktivitesi arasindaki iligkiyi inceleyen bir calismada Pro/Pro genotipine sahip
bireylerde GPZ1 enzim aktivitesi, Pro/Leu ve Leu/Leu genotipine sahip bireylere oranla
daha yiiksek bulunmugstur (Cardoso ve digerleri, 2012). Benzer sekilde GPZ1 Pro198Leu
gen polimorfizmi ve GPZ1 enzim aktivitesi iliskisini arastiran bir ¢alismada enzim
aktivitesinin Leu/Leu genotipine sahip erkeklerde Pro/Pro ve Pro/Leu genotipine sahip
erkeklere oranla daha diisiik oldugu saptanmistir. Kadinlarda ise GPZ1 enzim aktivitesinin
3 genotip agisindan farklilik gostermedigi bulunmustur (Bastaki ve digerleri, 2006). Bir
bagka ¢alismada ise GPZ1 enzim aktivitesi cinsiyet ile iliskilendirilmis ve premenopozal
kadinlarda erkeklere oranla %10 daha yiiksek bulunmustur (Massafra ve digerleri, 2002).
Haminishi ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada Leu alleline sahip olmanin GPZ1 enzim

aktivitesini %40 oraninda azalttig1 bulunmustur (Hamanishi ve digerleri, 2004).

GPZ1 Prol98Leu gen polimorfizminin enzimatik aktivite ve fenotip iizerine etkisi tam
olarak aydimnlatilamamistir. Cinsiyetler arasinda olusan farkliliklar, GPZ1 enziminin Se
bagimli olmasindan dolay1 diyetle alinan antioksidan miktart ile iliskilendirilebilir (Arthur,
2000). Erkeklerde GPZ1 enzim aktivitesinin diisiikk olmasi erkeklerin kadinlara oranla daha

diisiik sebze ve meyve tiikketmesi ile agiklanabilir (Bastaki ve digerleri, 2006).

GPZ1 antioksidan savunma mekanizmasinin en 6énemli enzimleri arasinda yer almaktadir.
Bu enzimin iizerinde en sik ¢alisilan polimorfizm olan Pro198Leu gen polimorfizmi, birgok

hastalik riski ile iligkilendirilmistir. Bu hastaliklarin basinda kanser gelmektedir. GPZ1
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Prol198Leu gen polimorfizminin mesane kanseri, (Paz-y-Mino ve digerleri, 2010; Men ve
digerleri, 2014), meme kanseri (Ravn-Haren, ve digerleri, 2006), akciger kanseri
(Ratnasinghe ve digerleri, 2000), akut myeloid 16semi (Banescu ve digerleri, 2016), Non-
hodkin lenfoma (Lightfoot ve digerleri, 2006) ve AH ile iligkili oldugu saptanmistir (Paz-y-
Mino ve digerleri, 2010). Ancak GPZ1 gen polimorfizmi ile PH riski arasinda yapilan
caligma sayist yetersizdir. Bu gen polimorfizmi ile PH riski iizerinde daha fazla ¢alisma

yapilmasina ihtiyag vardir.

GPZ1 Prol98Leu gen polimorfizmi ve PH riski arasindaki iligkiyi inceleyen caligsma
sayisinin azligi ve bu polimorfizmin GPZ1 enzim aktivitesi iizerine etkili olmasi,
polimorfizm ve enzim aktivitesinin birlikte degerlendirildigi yeni ¢aligsmalara ihtiyaci ortaya

koymaktadir.
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6. SONUC

PH, Diinya’da yaklasik 10 milyon insani etkileyen ve AH’dan sonra en sik goriilen ikinci
norodejeneratif hastaliktir. Fakat PH’ya yol agan onciil sebepler heniiz aydinlatilamamustir.
Hastaligin genetik olarak yatkin bireylerde, bircok cevresel faktoriin de etkisiyle ortaya

ciktig1 bilinmektedir.

Mn-SOD ve GPZ1 gen polimorfizmleri ile PH riski iliskisinin tespit edilmesi amaci ile
yapilan bu tez ¢aligmasinda Tiirk popiilasyonunda; Mn-SOD Alal6Val ve GPZ1 Pro198Leu
gen polimorfizmlerinin PH’da bir risk faktori olmadigi bulunmustur. Calismamizda PH’ya
bireysel duyarliligi saptamak amaci ile Mn-SOD Alal6Val ve GPZ1 Prol98Leu gen
polimorfizmlerinin kombinasyonlari da incelenmistir. Ancak bu kombinasyonlardan
higbirinin hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturmadig: tespit edilmistir. Calismamizda inceledigimiz Mn-SOD Alal6Val ve GPZ1
Prol98Leu gen polimorfizmlerinin kontrol grubu dagilimlarinin Beyaz 1k ve Tiirk
popiilasyonunda yapilmis diger ¢alismalar ile benzerlik gosterdigi saptanmistir. Caligmamiz
Tiirk popiilasyonunda bu gen polimorfizmleri ile PH riski arasindaki iliskiyi ortaya koydugu
icin 6nemlidir. Calismamiz sonucunda antioksidan savunma sisteminin énemli enzimleri
olan Mn-SOD ve GPZ1 genlerindeki polimorfizmlerin PH riski agisindan bir risk faktorii
olusturmadigt bulunmustur. Ancak, calismanin 6rnek sayisinin azligt ve enzim
aktivitelerinin degerlendirilmemis olmasi géz 6niine alindiginda ileride gen polimorfizmleri
ile birlikte enzim aktivitelerinin de beraber degerlendirildigi ayn1 zamanda 6rnek sayisinin
daha genis tutuldugu ¢alismalarin yapilmasi Mn-SOD Alal6Val ve GPZ1 Prol198Leu gen
polimorfizmleri ile PH riski arasindaki iligkinin daha saglikli degerlendirilmesine yardimci

olacaktir.

Calismamizda inceledigimiz genlerin yani sira, antioksidan savunma mekanizmasinda yer

alan diger genlerin de bir arada arastirilmasi gelecekteki ¢aligmalara hedef olarak alinabilir.
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EK-1 Anket formu

ANKET FORMU

Hasta Protokol No:
1-Adi Soyadt:
2-Yas:
3- Cinsiyet:
4- Hastaligin evresi;
Hastalik kag yasinda:
5-Rutin biyokimyasinin fotokopisi eklenmeli.
6. Folat Diizeyi:
B12 diizeyi:
Homosistein diizeyi:
Sistein diizeyi:
7- Dogum Yeri:
8- Viicut Kitle Indeksi (BMI)= Agirlik= Boy=
9- Meslek/calisma siiresi:
10- Yasadiginiz sehir ve siiresi:
11- Sigara igme aligkanligt:
Hi¢ igmedim () Eskiden i¢erdim ( )
Sigaraya baslama ve birakma yagi= ..... Ve ...
Ne kadar siire Once sigaray1 biraktiniz? ..........
Ne kadar stiredir sigara i¢iyorsunuz? ..........
Miktar1 (Glinde kag adet) :
12-Sigara igilen ortamlarda sik¢a bulunuyor musunuz? Evet ( ) Hayir ( )
13. Diyabet yada herhangi bir kalp rahatsizligi var mi=  Varsa Nedir=?
14- Diizenli alinan ilaglar ve siireleri (Vitamin dahil):
15-Kadin ise; Menars yasi:  menapoz yast:
16-Alkol aliyor musunuz? Hayir ( ) Evet( ) Kag yildir kullaniyorsunuz?:
Nadiren ( ) Haftada bir( ) Haftada 2-3( ) Haftada 4-5( ) Her giin ()
17- Kahve igme aligkanliginiz var m1? Var () Yok ()
Giinde 1 bardak ( )  Giinde 2 bardak ( ) 3vedahafazla ( )
18-Cay i¢me aligkanliginiz var m1? Var ( )Yok ( )
Glinde 1 bardak ( ) Glinde 2 bardak () 3 ve daha fazla ()
19- Beslenme aligkanliginiz nedir?

Et agirlikli () Sebze-meyve agirlikli ()
Kuru bakliyat agirhikli () Balik ve diger deniz iirtinleri agirlikli ()
Karigik beslenme () Kizartma agirlikli yagl diyet ()

20-Aile bireylerinde genetik bir hastalik var m1? Hayir ( ) Evet( ) Nedir=
Sizde .......

21-Ailenizde, Parkinson veya bagka hastalik varmi? Tiirii:

Nedir?: Goglis Rontgeni () Dis( ) Diger () Belirtiniz
22. Su anda herhangi bir enfeksiyon (grip, nezle vs) var mi=?
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