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1. OZET

Insanlar yasamlar1 boyunca hem ekzojen hemde metabolik siirecin bir parcasi
olarak endojen radikal ve reaktif oksijen tiirlerine maruz kalirlar. Viicudumuz bu
serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin etkilerini notralize eden bir antioksidan
sisteme sahiptir ve bu sistem oksidanlar ile denge halindedir. Bu dengenin oksidanlar
lehine kaymasi sonucu oksidatif stres gelisir ve bu dengesizlik, 6nemli hiicre

kompartmanlarinda geri doniisiimsiiz hasara neden olabilir.

Calismamizda oksidatif stres ve antioksidan kapasite ile iliskili genlerdeki tek
niikleotid polimorfizmlerinin DNA dizi analiz yontemleri ve ARMS-PCR
yontemleriyle belirlenmesi amaglanmistir. Boylelikle giiniimiizde kanser dahil pek
cok hastaligin etiyolojisinde rol oynayan, organizmanin oksidatif stres ve antioksidan
yanitini diizenleyen genlere iliskin yapisal farkliliklarin bir biitiin olarak taranmasina
yonelik ve kiside herhangi bir kalict hasar olusmadan Onlem alinabilmesini
saglayacak bir yontem gelistirilmis olacaktir. Bunun Onleyici tip uygulamalarina en

yararli bilgiyi saglayacak tan1 yontemlerinden biri olacagi degerlendirilmektedir.

DNA analiz yontemi ve ARMS-PCR yontemlerinin optimizasyonu ile viicuttaki
antioksidan enzimlerden glutatyon peroksidaz ve glutatyon s-transferazin sirasiyla
GPX1 ve GSTM3 gen bolgelerine ait rs1050450 ve rs7483 SNP lerin calisiimasi
gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tek niikleotid polimorfizmi (SNP), DNA dizileme; Glutatyon
Peroksidaz 1, Glutatyon S-Transferaz Mu 3, ARMS-PCR



2. SUMMARY

Determination of Oxidative Stress and Antioxidant Capacity Related Gene

Polymorphisms Using Different Methods

People are exposed to both exogenous and endogenous radicals and reactive
oxygen species as part of metabolic processes throughout their lives. Our body has
an antioxidant system that neutralizes free radicals and this system is in balance with
oxidants. Oxidative stress occurs as a result of a shift in the balance in favor of
oxidants and this imbalance can cause irreversible damage at important cell

compartments.

In our study, single nucleotide polymorphisms in genes associated with
oxidative stress and antioxidant capacity was examined with DNA sequence analysis
and ARMS-PCR methods. Thus, it will be possible to analyze genes related to
oxidative stress and antioxidant response, which play a role in the etiology of many
diseases including cancer. Also, a method to investigate the structural differences to

prevent any permanent damage will be developed.

ARMS-PCR methods in DNA analysis and optimization of the SNP analyses of
antioxidant genes rs1050450 and rs7483 of GPX1 and GSTM3 gene regions,

respectively, were studied.

Key Words: Single nucleotide polymorphism (SNP); DNA sequencing; Glutathione
peroxidase 1; Glutathione S-Transferase Mu 3; ARMS-PCR



3. GIRIS VE AMAC

Oksijenli yasamla birlikte aerobik organizmalar ortaya ¢ikmis ve oksijen
kaynakli radikaller olusmaya baslamistir. Bununla es zamanli olarak, tiim aerobik
canlilarda oksidatif hasara kars1 antioksidan savunma sistemleri gelismistir. Serbest
radikal diizeyleri ile antioksidanlar arasindaki denge bozuldugunda oksidatif stres
durumu ortaya ¢ikar. Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri zar yapisindaki ¢ok
doymamis yag asitlerinin oksidasyonlarinin engellenmesi olmakla birlikte
giinlimiizde antioksidanlarin lipitleri, proteinleri, niikleik asitleri ve diger hedef
makromolekiilleri koruyucu etkileri oldugu bilinmektedir. Antioksidanlar arasinda
cesitli kiiglik molekiiller yaninda, glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismiitaz

gibi enzimlerle metal iyonlarini baglayan proteinler yer almaktadir.

Toplumda goriilen genetik varyasyonlar sikligi % 1'den az olan mutasyonlar ile
sikligr % 1'den fazla olan genetik polimorfizmlerdir. Aym tiirlin iki farkli bireyi
arasinda iki veya daha fazla dizinin varligi olan Polimorfizmler, tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP), mikrosatellit tekrarlari, insersiyon ve delesyonlar olarak 3
grupta incelenir. Tek niikleotid polimorfizmleri belirli bir baz pozisyonunda
meydana gelen degisikliklerdir. Bunlar tim genetik varyasyonlarin % 90'm1
olustururlar. SNP sessiz kalabildigi gibi protein fonksiyonunun degismesine de yol
acabilir. Gen kodlayan bolgelerde goriilen SNP varyantlari, bir proteinin amino asit
sekansin1  degistirerek  protein  fonksiyonunu  dogrudan  etkilemektedir.
Epidemiyolojik ve biyomedikal arastirmalar, farkli populasyonlarda hasta bireyler ve

saglikli kontroller arasindaki SNP farkliliklarini ortaya koymaktadir.

DNA orneklerinde spesifik SNP allelleri incelenerek bireylerin hastaliklara
yatkinliklarin1 belirlemek iizere tarama yapilabilmektedir. SNP'ler basta kanser
olmak tizere diyabet, migren, otoimmiin hastaliklar, Alzheimer hastaligi ve bazi
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi 0Ozellikle toplumlarda siklig1 yiiksek olan
hastaliklarla iliskilendirilmistir. Bunun yaninda, oksidatif stresle iligkili bazi
antioksidanlarinda gen diizeyindeki degisiklikleri bildirilmistir. Calismamizda
gontlli ve saglikli bireylerden alinan kan 6rneklerinde antioksidan aktivite dlgitimleri
yapildi. Bunun yani sira DNA Orneklerinde iki degisik yontem ile gen diizeyinde

inceleme yapilarak aralarindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmay1 amagladik.



4. GENEL BILGILER
4.1.Serbest Radikaller
Ozellikleri

D1s orbitallerinde paylasilmamis (tek sayida) elektron tagiyan, molekiil veya
atomlara serbest radikal denilmektedir (Valko, lzakovic, Mazur and Rhodes 2004).
Serbest radikaller, olduk¢a kisa omiirlii ve reaktiftirler. Elektriksel olarak; pozitif,
negatif ve notral yiiklere sahiptirler (Castaner et al. 1990). Yiiksek enerjili olan
elektronlar ¢evrelerindeki diger elektronlar1 ayirip, yapilarin1i bozmaktadir. Bu durum
serbest radikalleri tehlikeli ve ayni zamanda kullanish kilar (Uysal 1998, Yalgin
1992).

Yasadigimiz ¢evre kosullarinda nasil fiziksel ve kimyasal etkiler ile gesitli
radikal yapimi var ise, hiicre icerisinde de ciddi ve ¢esitli miktarlarda radikal {iretimi
s6z konusudur. Radikaller; elektron transfer edilirken, enerji {iretimi sirasinda ve
diger metabolik iglemler ile iiretilebilmektedir (Halliwell 1996). Bu radikaller bir ¢ift
halde bulunan kararli elektronlardan bir elektron alarak reaksiyonu durdurmakta ve
kendi tek radikalini eslemekte geriye kalan tek elektrondan ise ortaya yeni serbest
radikal ¢ikabilmektedir.

Tiim hiicrelere herhangi bir zorlukla karsilagmadan giren ve hiicre igerisinde en
cok kullanilan molekiil olma 6zelligine sahip olan madde molekiiler oksijendir (Sekil
4.1). Aerobik metabolizmasindaki canlilar i¢in ise (O6rnegin memeliler), serbest
radikallerin en 6nemli kaynaklarindan birisi oksijendir. Fakat canli organizmasinda
oksijen tiirevinin yani sira karbon ve kiikiirt merkezli radikaller de olusmaktadir.
Tablo 4.1 de reaktif oksijen ve reaktif azot tiirleri yer almaktadir. Tablo 4.2 Serbest
radikallerin olusumun artiran nedenler ve Tablo 4.3 de hiicresel serbest radikallerin
etkiledigi molekiiller gosterilmistir.

Yapilan caligmalardan, serbest radikallerin yaslanma ve dejeneratif hastaliklara
yol ac¢tig1 bilinmektedir (Harman 1956). Radikaller, aerobik hiicrelerin tiim
fraksiyonlarinda, metabolizma sirasinda veya patolojik durumlarda birer yan iiriin
olarak meydana gelebilir ve hiicrelerde ¢esitli degisikliklere neden olabilirler. Bunun
sonucunda ciddi hiicre, doku ve/veya organ hasar1t meydana gelebilir (Koch et al.

2004).



ROS signaling
protection

/ catalase
xanthine

\ 1|/ "
L%
ischemia-induced

free metal ions
(Fenton Rx)

‘OH

direct cellular injury

R 2N

lipids DNA proteins

Sdssts

glutathione
peroxidase systems

Sekil 4.1. Oksijen kaynakli radikal olusumu
(http://cardiovascres.oxfordjournals.org/content/61/3/461/F1.1arge.jpg, erisim
tarihi:19.01.2013)



Tablo 4.1. Reaktif oksijen ve azot tiirleri (Bal and Kasprzak 2002)

Radikaller Non-radikaller Radikaller Non-radikaller
Hidroksil, -OH | Hipoklorik asit, Nitrik oksit, NO* | Alkoksil
HOCI peroksinitrit,
LOONO

Hidroperoksil, Hidrojen
HO, peroksit, H,O,

Nitrojen dioksit, Dinitrojen
NOy tetroksit, N,O,

Alkoksil, LO Lipit
hidroperoksit
LOOH

Dinitrojen
trioksit, N,Os

Reaktif azot tiirleri (RAT)

Nitroz asit,

Reaktif oksijen tiirleri (ROT)

Peroksil, LO, Ozon, O3

HNO,
Stiperoksit, O, " | Singlet oksijen, Peroksinitrit,
o, ONOO

Tablo 4.2. Serbest radikal olusumunu arttiran nedenler (Uysal 1998)

E Cevresel (Sigara dumani, hava kirliligi, radyasyon vb.)
5
< Diyetsel (Cok doymamis yag asitlerince zengin beslenme, asir1 alkol, demir ve
S
s bakir alimi, fazla kalorili beslenme-obezite vb.)
)
5 Ilaglar (Kanser ilaglari, glutatyon tiiketen ilaclar vb.)
Diyet ile antioksidanlarin alimimi etkileyen kosullar (istahsizlik, kolestaz,
malabsorbsiyon vb.)
3
=§ Doku hasari ve kronik hastaliklar (Ateroskleroz, kanser, kronik inflamasyon vb.)
=<
& . . .
.5 Fiziksel egzersiz / sedanter yagsam
)
= Stres
=
Yaslilik




Tablo 4.3. Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller (Akpoyraz ve Durak
1995)

Etkilenen bilesikler Sonuclar

Doymamis amino asitler ve kiikdirt Protein denatiirasyonu

. . . Capraz baglanma
iceren amino asitler

Enzim inhibitasyonu

Organ ve hiicre gecirgenliginde degisimler

Niikleik asit bazlart Hiicre gelisiminde degismeler

Mutasyon

Karbonhidratlar Hiicre ylizey reseptorlerinde degisim

Doymams lipitler Kolesterol ve yag asitlerinin oksidasyonu

Kofaktorler Nikotinamit ve flavin igeren kofaktorlerin aktifliginde

azalma

Askorbat ve porfirin oksidasyonu

Antioksidanlar a-tokoferol ve B-karoten gibi antioksidanlarin aktifliginin

azalmast
Proteinler Denatiirasyon

Peptit zincirlerinde kirilmalar
DNA Baz modifikasyonlari

Zincirde kirilmalar

Sinovial sivinin vizkozitesinde degisim

Hyaluronik asit

Protein: Kiikiirt iceren aminoasitler ve doymamis aminoasitlerin (triptofan,
tyrozin, fenilalanin, metiyonin, sistein, histidin) serbest radikallerle reaksiyonlari
sonucu kimyasal degisiklikler ortaya cikar. Aktifligi, yukaridaki aminoasitlere bagh
olan papain ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz gibi enzimler, radikallere maruz
kaldiklar1 zaman inhibe olurlar. Sitoplazmik ve membran proteinleri, g¢apraz
baglanma sonucu dimerlesirler. Cok aktif olan HO' radikalleri, peptit ve

aminoasitlerde hidoksilasyona neden olarak onlarin yap1 ve fonksiyonlarini bozarlar.

Niikleik asitler ve DNA: Elektromanyetik, ultraviyole ve X-isinlarina maruz
kalan canli hiicrelerinde DNA hidroksil radikallerinin saldirisina neden olur ve DNA

daki heterosiklik bazlarla ve deoksiriboz fosfatlarla reaksiyon verirler. Hidroksil




radikallerinin neden oldugu hasarlara karsi ¢ok hassas olan DNA bazlarint modifiye
eder ve riboz-fosfat zincirinin kirilmasina yol agar. Invitro olarak sulu ¢dzeltilerde
yapilan calismalarda, HO" radikalinin deoksiriboz ve tetrasiklik bazlarda kolaylikla
reaksiyon verdigi gozlenmistir. Fakat, ¢ift zincirli DNA molekiiliinde, heterosiklik
bazlar HO' radikallerine kars1 sterik olarak ¢ok iyi korunmuslardir. Ayrica, enzimatik
radikal yakalayicilar, 6ncii HO' radikallerinin konsantrasyonunu diisiirerek DNA'y1
korurlar. Serbest radikal etkisiyle DNA yapisinin degismesi mutasyonlara ve canlinin

esey hiicrelerindeki dollerin 6lmesine neden olur.

Zar yapisindaki lipitler: Membran kolesterolii ve yag asitlerinin doymamis
baglari, serbest radikallerle reaksiyona girerek, peroksidasyona ugrarlar. Radikallerin
reaksiyonu sonucu, lipit peroksitler, lipit alkoller ve aldehit yapisinda yan iiriinler
olusur. Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu,

malondialdehit meydana gelir (Sekil 4.2).

R Re Re ROO*

M~ AR

Malondialdehyde Endoperoxide Hydroperoxide
ROOH

Sekil 4.2. Lipit peroksidasyonu

(http://www.benbest.com/lifeext/lipidmda.qgif, erisim tarihi:19.01.2013)

Kiigiik bir molekiil olan malodialdehid (MDA), kolay difiizlendigi icin DNA
bazlar ile rahatlikla reaksiyona girer. Biitiin bu olumsuz etkiler, malondialdehite

mutajenik, genotoksik ve kanserojik bir 6zellik verir.

Sitozolik molekiiller: Coziinlir karakterli birgok hiicre bileseni, serbest
radikalleri yok edici gorev yaparlar. Ornegin oksihemoglobin gibi hemoproteinler

O, ve H,0; ile reaksiyona girerek methamoglobin olusturur.


http://www.benbest.com/lifeext/lipidmda.gif

Bu reaksiyon, hemoproteinlerin, oksijen radikalleri tarafindan kolaylikla tahrip
edebilecegini gostermektedir. Diger onemli bir sitoplazmik hemoprotein, katalaz
enzimidir. Katalaz O, radikali tarafindan aymi sekilde tahrip edilmektedir. Bu
reaksiyon katalaz aktivitesinin diismesine ve hiicrenin, daha ¢ok radikal ve hidrojen

peroksit tahribatina maruz kalmasina yol agmaktadir.

Hiicre dis1 etkiler: Osteoartritlerde, serbest radikallerin, kollajen ve hyaluronik
asit lizerine etkileri sonucu, dejenerasyon ve buna bagli olarak iltithabi bir durum
oldugu goézlenmistir. Sinoviyal siviya vizkozite saglayan hyaluronik asit O, radikal
ile etkilesince depolimerizasyona ugrar. Siiperoksit dismutaz ve katalaz hiicre disi
stvilarda ¢ok diisiik aktiviteli olduklarindan az miktardaki oksijen radikalleri bile

biiyiik hasarlara yol agabilmektedir (Akpoyraz ve Durak 1995).

Serbest radikaller notralize edilmedikleri takdirde hiicrelerdeki
makromolekiillere ciddi zarar verirler. Bu etkileri oksidatif stres olarak bilinen
durumla yakindan iligkili olup lipit peroksidasyonu, proteinler arasinda disiilfit

baglarinin olusumu, DNA hasar1 gibi sonuglara neden olmaktadir (Uysal 1998).

Tim bu etkiler, serbest radikaller ile antioksidanlar arasindaki dengenin
bozuldugu ve oksidatif stres olarak bilinen durumla yakindan iliskili olup cesitli
hiicresel hasarlara (lipit peroksidasyonu, proteinler arasinda disiilfit baglarinin

olusumu, DNA hasar1 gibi) neden olmaktadir (Sekil 4.3).



4.2. Antioksidanlar

Oksijenli yasama geg¢is ile anaerobik yasam formlari; ya adapte olmuslar, ya
Olmisler, ya da oksijensiz yerlere go¢ etmislerdir. Adapte olabilenler (aerobik
organizmalar), antioksidan savunma mekanizmalar1 gelistirerek, kendilerini oksijenin
zararli etkilerinden koruyabilmislerdir. Aerobik organizmalar degisik tipte
antioksidan savunma sistemleri gelistirmislerdir (Gutteridge and Halliwell 1994).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 6nlemek i¢in bircok savunma mekanizmalasi vardir. Bu mekanizmalar
""antioksidan savunma sistemleri*® veya kisaca "antioksidanlar’ olarak bilinirler
(Akkus 1995).

Antioksidanlarda ilk gozlenen etkileri zar yapisindaki ¢ok doymamis yag
asitlerinin oksidasyonlarinin engellenmesi olmustur. Antioksidanlar giliniimiizde
lipitleri, proteinleri, niikleik asitleri ve diger hedef makromolekiilleri koruyucu
etkileri oldugu bilinmektedir. Antioksidan etki mekanizmalarina bakildiginda tutucu
(‘scavenger’), baskilayict (‘quencher’), onarict ve zincir kirici etkiler bulunur.
(Halliwell and Gutteridge 1999, Yal¢in 1992, Yalcin 1998).

Antioksidanlar; endojen (Tablo 4.5) ve eksojen kaynakli olup, serbest radikalleri
notralize etmek i¢in karsilikli etkilesim halindeki birgok bilesiklerdir. Bu bilesikler
gida kokenli antioksidanlar (C vitamini, E vitamini, karotenoidler, lipoik asit gibi),
antioksidan enzimler (SOD, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi), metal
baglayici proteinler (ferritin, albiimin, laktoferrin, seriiloplazmin gibi) ve bitkilerde
daha yaygin sekilde bulunan antioksidan fitonutrientlerdir (Tablo 4.4).

Antioksidanlarin smiflandirilmast ¢esitlilik  gostermektedir. Dogal (endojen
kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olarak siniflandirilabildigi (Akkus,
1995) gibi enzim ve enzim olmayan antioksidanlar seklinde siniflandirmalar da
mevcuttur. Viicudumuzdaki antioksidan savunma sisteminde yer alan baglica
elemanlar ise; enzimler, metal iyonlarmi baglayan proteinler ise suda ve yagda
¢Oziinen radikal tutucularidir (Percival, 1998, Halliwell, 1994).

Antioksidan sistem hasar oncesi radikal olusumunu Onler, oksidatif hasar1 onarir,
hasara ugramis molekiilleri temizler ve mutasyonlar1 6nler. Antioksidanlarin hiicresel
etkileri Sekil 4.3°’de gosterilmektedir. Buna gére hem ekzojen hem de endojen
antioksidan madde ve enzimler hiicrenin hasar gérmiis biitiin kisimlarina miidahale

ederek oksidanlarin etkisini ya azaltarak ya da ortadan kaldirarak etki eder.
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[Carclana

Vitamin ¢, E
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CwZn

Syperoxide
Dsmutase

Sekil 4.3. Antioksidanlarin hiicresel etkileri
(http://www.medscape.org/viewarticle/432384 5, erisim Tarihi: 22.01.2013 )

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler (Young and Woodside 2001, Taysi et al.

2002, Taysi, Polat et al. 2002, Cherubini et al. 2005):

1. Scavenging (temizleme): Oksidanlarin zayif bir molekiile ¢evrilmesi enzimler

araciligiyla yapilir. Antioksidan enzimler ve kii¢iik molekiiller bu tip etki gosterirler.

2. Quencher (baskilama): Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme

seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.
3. Onarma: Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi.

4. Zincir koparma: Metal iyonlarinin baglanmasi ve bdylece radikal

olusum

reaksiyonlariin engellenmesi. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici

etki gosterirler.
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Tablo 4.4. Antioksidan molekiiller (Yalgin 1992, Yalgin 1998)

Antioksidan Enzimler/Proteinler

Enzimler:

Glutatyon peroksidaz

Glutatyon S-transferaz

Katalaz

Mitokondriyal sitokrom oksidaz

Stiperoksit Dismutaz (SOD)

Metal baglayici proteinler:

Albumin

Ferritin

Hemopeksin /Haptoglobulin
Seriiloplazmin

Transferrin

Kiiciik Molekiiller

Yagda coziinen bilesikler:

a-tokoferol (Vitamin E)
[-karoten

Bilirubin

Flavonoidler

Ubikinol

Suda ¢6ziinen bilesikler:

Askorbik asit (Vitamin C)
Glutatyon
Sistein

Urik asit

Notralize olmasi gereken cesitli reaktif ara tirlinleri ve indirgenmesi gereken

okside biyomolekiilleri etkileyen hem lipofilik hem hidrofilik fazda pek ¢ok

antioksidan Tablo 4.6’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.5. Dogal (endojen) antioksidanlar (Aslan 1995)

Antioksidanlar Yapisi Yerlesimi islevi

Sitokrom oksidaz Tetramgrlk Plazma Stiperoksit notralizani
protein

Stiperoksit CuZn, Mn SOD Mitokondri, serum Stiperoksit’i H,O,’ ye ¢evirir

Dismutaz (SOD)

Katalaz (CAT)

Hemoprotein

Peroksizomlar

Peroksit nétralizani

Glutatyon
peroksidaz (GPX)

Selonoprotein

Sitozol, mitokondri

Lipit peroksidasyonu
tirtinlerini indirger

Glutatyon rediiktaz N . . . . Disiilfitleri indirger
(GSH-Rd) Dimerik protein | Sitozol, mitokondri

tokoferol Yagda ¢6ziinen Membranlar, Peroksidasyonu azalir
o-tokotero vitamin Ekstraselliiler ortam
B-karoten Vit-A prekiirsorii | Hiicre membranlari Peroksil temizleyicisi

Intraselliiler ortam

Redoks substrati

Glutatyon (GSH) Tripeptit alveoller
o . Okside piirin Genis bir dagilim Hidroksil toplar, Vitamin C’yi
Urik asit . korur
baz1 gosterir
o _ ) Genis bir dagilim Organik bilesikleri indirger
Sistein Amino asit PO
gosterir
Albumin Protein Plazma, serum Serbest radikal giderici
o Hemoprotein Dolagtm kant, Zincir kiric1 antioksidan
Bilirubin o
tirtin dokular
. : . Dolasim kan, Stiperoksiti H,O’ye gevirir
Seriiloplazmin Protein
dokular
Transferrin Glikoprotein Plazma Demir iyonlarini baglar
Laktoferrin Protein Plazma Demir iyonlarini baglar
Doku demiri baglayicist
Ferritin Glikoprotein Dolasim kant,

dokular

Askorbik asit

Suda ¢oziilen
vitamin

Hiicre igi ve dis1
sivilari

Vitamin E’yi rejenere eder




Tablo 4.6. Hidrofilik ve lipofilik antioksidanlar

Antioksidan Faz Etki
Stiperoksit Dismutaz (SOD) Hidrofilik 0,"'nin H,0, ve O,'e dismutasyonu
Hidrofilik H,0,'nin H,0 ve O,'e dismutasyonu

Katalaz (CAT)

Glutatyon peroksidaz (GPX)

Hidrofilik yada

R-OOH'nin R-OH indirgenmesi

Lipofilik

Glutatyon rediiktaz (GSH-Rd) Hidrofilik Okside glutatyonun indirgenmesi
Glutatyon S-Transferaz (GST) Hidrofilik R-O0H nin GSH ile konjugasyonu
Metallotieninler Hidrofilik Gegis metalleriyle ndtralizasyon
Tiyoredoksinler Hidrofilik R-S-S-R'nin R-SH'a indirgenmesi
Glutatyon Hidrofilik R-S-S-R'nin R-SH'a indirgenmesi

Serbest radikal temizleyicisi

GPX ve GST'nin kofaktorii

Serbest radikal temizleyicisi
Ubikinon Lipofilik Lipid peroksidasyonunda korun

Serbest radikal temizleyicisi
Askorbik asit Hidrofilik Tokoferol kazanimi

Enzimlerin rediikte formda korunmast

Serbest radikal temizleyicisi
Karotenler Lipofilik 0, baskilayict

Selenyum absorbsiyonunu artirir
Tokoferol Lipofilik Serbest radikal temizleyicisi

Lipid peroksidasyonunda korun
Selenyum Amfifilik Tiyoredoksin, GPX yap: tast
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4.3.0Kksidatif stres ve hastalikla iliskisi

Serbest radikaller hiicrelerde ve dokularda bir¢cok zarara yol agarlar. Neden

olduklar1 hiicresel zararlar arasinda DNA hasari, enzim aktivitelerinde ve lipid

metabolizmasindaki degisiklikler, lipit peroksidasyonu yoluyla zar yapist ve

fonksiyonlarmin bozulmasi, zar proteinlerinin ve tasiyicit proteinlerin tahribi yer

almaktadir. Serbest radikallerin yaslanma, ateroskleroz, kanser, iskemi reperfiizyon,

inflamasyon, romatoid artrit, nérodejeneratif hastaliklar, karaciger hastaliklar1 gibi

bircok patolojik durumda etken rol

oynadigi kabul edilmektedir.

Serbest

radikallerinin yol agtig1 hasar “Oksidatif stres” olarak tanimlanir (Sekil 4.4, Sekil 4.5,

Tablo 4.7).

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display

Endogenous Exogenous Antioxidant
sources of ROS causes of ROS defenses
* Mitochondria ~ Production * Enzymes (catalase,
* Peroxisomes * Ultraviolet light superoxide
« NADPH * lonizing radiation dismutase, and
oxidase * Drugs glutat[:jione)
« Other * Inflammatory peroxidase .
~_ enzymes cytokines pr:\:/(;g:glgy * Glutathione L
* Environmental * Vitamins A, C, and E
toxins —1= —  Other antioxidants
= —_— — —

Excessive ROS
* Cell death

* Diseases

* Aging

Sekil 4.4. Oksidatif stres

5
=

Inadequate ROS

* Impaired immune function
* Impaired cell proliferation
* Other impaired responses

(http://humanphysiology2011.wikispaces.com/file/view/Reactive oxygen species (ROS) p

roducion and defense.jpg/222333288/800x390/Reactive oxygen species (ROS) producio

n_and_defense.jpg , erisim tarihi:19.01.2013)
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Eklemler
Romatoid artrit,
Kemik Hastaligi

Goz

Makiiler dejenerasyon,
Retina dejenerasyonu,
Katarakt

OKSIDATIF

Bobrek
iskemi-reperfiizyon, STRES
Akut bobrek hastaligi,
Nefrit

Diger
Yaslanma,
Obesite,

Seker Hastaligi

Deri
Cilt yaglanmasi, Giines yaniklari,
Dermatit, Melanom, Sedef Hastaligi

Beyin
Alzheimer, Parkinson, Migren,
inme, Otizm

Kalp
Kalp - damar hastaligi,
Hipertansiyon, iskemi

Akcigerler
Astim, Alerjiler,
Kanser, ARDS

Kan

Ateroskleroz, Kan akimi,
Pihtilagma bozukluklari,
Hipertansiyon

Bagisikhik Sistemi
inflamasyon, Otoimmiin Sorunlar,
Lupus. Multipl Skleroz, Kanser

Sekil 4.5. Oksidatif Stres (www.oksantest.oksante.com.tr, erigim tarihi: 30.12.2012)
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Tablo 4.7. Serbest radikalleri ile iligkili bazi1 klinik durumlar (Aslan 1999)

Olgu Grubu

Olgu Ad1

Yaglanma

Prematiir yaslanma hastaliklari

Iyonize edici
radyasyon

Niikleer patlamalar, Radyoterapi seanslari
Hipoksik hiicre aktivatorleri, Solar radyasyon hasari

Alkolizm

Alkol indiiksiyonuna iligkin asir1 demir yiiklemesi
Alkolik miyopati

Kan elemanlar
patolojileri

Fenilhidrazin primakin vb. ilag toksikasyonlari
Kursun zehirlenmesi, Favizim, Protoporfirin fotoksidasyonu
Malarya, Orak hiicre anemisi, Fanconi anemisi

Inflamatuvar-immun
hasar

Idiyopatik ve membranéz glomerulonefrit
Vaskiilit, Hepatit (B), Otoimmun hastaliklar, Romatoid artrit

Iskemi-reperfiizyon
hasar1

Fel¢, Miyokard enfaktiisii, Aritmiler, Transplantasyonlar, Donma

Akciger patalojileri Sigara ve organik yanik dumani inhalasyonu, Amfizem,
Bronkopulmoner displazi, Fotokimyasal kirler, Oksidan Kirleticiler
(03’ NOZ)

Kardiyovakiiler Ateroskleroz, Adriyamisin toksisitesi, Keshan Hastalig

patolojiler

Urogenital patolojiler

Otoimmun nefrotik olgular ve Metal nefrotoksisitesi

Sinir sistemi
bozukluklari

Hiperbarik oksijen, Norotoksinler, Vitamin E yetmezligi,
Alzheimer, Parkinson, steroit lipofusinozis, Alerjik
ensefalomiyelit ve Demiyelizan hastaliklar, multipl skleroz,
Muskuler distrofi

Gastrointestinal

Endotoksik karaciger hasari, Diabetes mellitus, Pankreatit Oral

patolojiler QEm ir zehirlenmesi, Ulserler, Gastrointestinal kanserler,
Inflamatuar barsak hastaliklar
Diger patolojiler Sistematik kanserler, Malnutrisyonlar, Kontakt dermatit, Porfiria,

Termal haraplanma, Katarakt, Okluler kanamalar, Retrolental
fibroplazi, Multipl Kan transfiizyonlar1 gerektiren anemiler
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4.4. Glutatyon (GSH)

Tripeptid yapida olan glutatyon (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin = GSH),
glutamik asit, sistein ve glisinden meydana gelen diisiik molekiil agirliklidir
(Halliwell and Gutteridge 1999, Kim et al. 2003). Sitozol, mitokondri ve niikleusta
yiiksek miktarlarda bulunur. Hiicrede glutatyonun biiyiik bir kismi indirgenmis

olarak (tiyol), daha az bir kismi1 da okside glutatyon (GSSG) formunda bulunur.

GSH ¢esitli reaksiyonlarda yiikseltgenerek GSSH’a doniislir. Yiikseltgenmis
glutatyonun tekrar indirgenirken glutatyon rediiktazla indirgenmesi reaksiyonu
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)’a ihtiya¢ duydugu i¢in heksoz
monofosfat yoluyla baglantilidir. Bu sekilde dokularda GSSG/GSH orani diisiik
tutulur. Asirt oksidatif stres veya antioksidan potansiyelin yetersizliginde gozlenen
oksidatif hasar sonucu, GSH diizeyi azalmakta ve serbest radikal harabiyetine baglh
olarak, patolojik durumlar ortaya ¢ikmaktadir (Halliwell and Gutteridge 1999, Aksoy
2002, Mytilineou, Kramer, Yabut 2002, Memisogullar1 2005).

GSH, DNA sentezi ve hasarli parcalarinin onarilmasinda etkindir; aminoasit
transportu, peroksit metabolizmasi, iskelet-kas biitlinliigli ve bir¢ok enzim
aktivitesinin  diizenlenmesinden  sorumludur  (Sekil4.6)(Blokhina,Virolainen,
Fagerstedt 2003).

Glutatyon oksidatif ve elektrofilik stres ve radyasyona karst hiicrelerin
korunmasinda 6nemli rol oynar. Ayrica sitozolik GSH redoks dongiisiinde substrat

olarak gorev alirken, ROT'a kars1 direkt savunma yapabilir (Parcell 2002).

SH
0

H._'hu - '\_\__.—"‘H_

I

COOH

o MNH- - C00H
MH- 1 -

0

Sekil 4.6. Rediikte Glutatyon (GSH)
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GSH’1n hiicresel seviyesi g-glutamil traspeptidaz, aminoasit transporterlari,
glutatyon sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazi igeren coklu bir

enzim sistemi tarafindan korunur (Knapen, Zusterzeel, Peters, Steegers 1999).

4.5. Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd)

NADPH bagli flavo enzim olan Glutatyon Rediiktaz tarafindan okside glutatyon
(GSSG), rediikte formuna (GSH) indirgenir (Sekil 4.7)(Cherubini et al. 2005).

GSSG + NADPH 2>"RY oG5 + NADP

Glutatyon rediiktaz flavin adenin diniikleotid (FAD) icerir, NADPH’tan bir
elektronun GSSG’nin disiilfid baglarina aktarilmasini katalizler. Bu nedenle NADPH

serbest radikal hasarina karsi gereklidir ve major kaynagi pentoz fosfat yoludur

(Young and Woodside 2001).

H. L,

2 G5H = NaDP
g-l:n}um: 'r H(G.hmr-n

Rediikdar Penter
I\*GS&G - = NADPH #—  goafa;
H* Yol
2 Ho0 o

Sekil 4.7. Glutatyon redoks dongiisii
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4.6. Katalaz (CAT)

Sumner ve Dounce tarafindan katalaz enzimi (CAT), 1937 yilinda sigir
karacigerinden izole edilmistir. Yaklasik 240 kDa molekiil agirliginda olup, aktif
kisminda dort tane Fe* bulunduran bir hemoproteindir. Her alt iinite ayn1 zamanda
enzimi kendi substratt H,O ye kars1 koruyan ve etkinligini artiran NADPH igerir
(Halliwell and Gutteridge 1999, Nordberg and Arner, 2001, Young and Woodside
2001, Memisogullar1 2005).

Katalaz, SOD a benzer bir dismutasyon mekanizmasi ile hidrojen peroksiti su ve
molekiiler oksijene parcalayarak biyolojik sistemleri H,O2’nin zararlarina karsi

korurlar (Duthie et al. 1989, Halliwell and Gutteridge 1999).

Katalaz hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene dismutasyonunu katalizler.

2H,0, “AT, 0,+2H,0

Katalaz ayrica fenol, alkol gibi farkli substratlarin, hidrojen peroksitin cift

rediiksiyonu ile detoksifikasyonunu saglar.

H,0, + RH2 AT, R+2H,0
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Katalaz ve gen iliskisi

Katalaz, her biri ferriprotoporfirin grup olan 4 benzer altbirim igerir. Bu enzim
en fazla eritrositlerde, hepatositlerde ve bdbreklerde bulunur, oksidatif stres
tarafindan regiile edilir. Katalaz geni 11 p13 kromozomunda lokalize olmustur ve 13

ekson bolgesi igerir. Katalaz geninde bir ¢ok mutasyon / polimorfizm bildirilmistir
(Tablo 4.8).

Bir¢ogu akatalazemi ile iliskilidir. Akatalazemi, eritrosit katalaz seviyesinin
normal bireylerin % 0,2-4’i olarak karakterize edilen otozomal resesif bir durumdur.
Bu hastalig1 tagiyan bireyler siddetli bir sekilde etkilenir. Japonya da akatalazemi bir
nokta mutasyonudur. Intron 4’teki G/A anormal duruma neden olur ve mutasyonun
nedenini olusturur. Ekson 4’te bir T delesyonu, ¢erceve kaymasina neden olarak

kesilmis (budanmis=truncated) proteinlerin olusmasina neden olur.

Katalaz geninde tespit edilen diger polimorfizmler/mutasyonlar (hem akatalazemi

olan hastalar hemde normal bireylerde) sunlardir:

Intronl de; T49C, T111C ve TC

Intron7 de; A/G

Poli(A) tarafindan ve promoterden asagi dogru (Downstream); A/G,
Pozisyon -21 de; A/IT

Pozisyon -20 de; C/A

Pozisyon -18 de; C/T

Katalazin bazal ekspresyonu ve bu enzimin eritrosit diizeyi tizerine etkili olan -262

de lokalize olan yaygin T/C polimorfizmi gzlemlenmistir.

1167. niikleotid pozisyonunda yaygin T/C substitusyonu varligi bilinmektedir
(Forsberg et al. 2001).

21



Tablo 4.8. CAT gen bolgeleri ile iliskilendirilen hastaliklar

Gen Lokus SNP No Allel Genel Bilgi Hastahklar Kaynak
Kan basinci(BP) disiik degerler, hipertansiyon
rs1049982 c.-20C>T [CIT] (HTN) i¢in daha az risk.
rs769217 €.1167C>T(p.D389D) [CIT] (p.D389D) -
rs11032709 ¢.1255C>T(p.L419L) [CIT] (p.L419L) -
rs7104301 c.*658A>G [A/G] -
5769214 C-844A>G [A/C] Kan basinci (BP) degerleri yiiksek, ancak HTN i¢in Mansego 2011
€.-262T>C [T/C] | Promotor bolgesi yiiksek olmayan bir risk .
rs1001179 t-330c -
rs1049982 c-20t -
rs511895 g27168a Significant SNP Meme Kanseri
rs7104301 a33077g Cebrian 2006
rs1001179 C-262T [CIT] Foster 2006
yiiksek aktivite-329C allelinin meme kanseri

Katalaz | 11p13 rs1001179 -329T>C [CIT] riskini diigiirmektedir . Rajaraman 2008
s7943316 A-20T [A/T] | Promotor bolgesi Vilela 2010
15769214 —843A>G -226T alleli (Leu varyant) artis ile iliskili Rajaraman 2008
15769217 389C>T
rs11032709 419C>T
rs7943316 -89A>T Vitiligo Liu 2010
rs7943316 —21AIT Zhang 2011

C/T 389 [CIT] ekzon 9 Vitiligo Gavalas 2006

rs769214 G844A [GIA]
rs7943316 A-89T [A/T]
rs1049982 C-20T [CIT] Beslenme Hebert-Schuster 2011
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4.7. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit Dismutaz (SOD) siiperoksit anyon radikallerinin dismutasyonu
sonucunda molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite katalize eden, molekiil agirhig
17-85 kDa araliginda olan metalloenzimlerdir. SOD oksijeni metabolize eden tiim
hiicrelerde ve oksijeninin zararl etkilerine karg1 6nemli bir defanstir. SOD’nin temel
fonksiyonu aerobik organizmalar: siiperoksitin zararli etkisine karsi korumaktir.

Stiperoksit radikallerinin, H,O, ve oksijene hizlica dismutasyonunu katalize eder.

SOD Katalitik aktivitesi ¢ok yiiksek olan bir enzimdir (Greenwald 1990)

20, + 2H" 295 H,0, +0,

Reaktif oksijen tiirlerine karst primer antioksidan enzim Siiperoksit
Dismutaz’dir. Formlar1 arasinda aminoasit dizilimi, aktif metal bolgesi ve hiicresel
dagilim farki vardir. Prokaryotlarda Fe ve Mn-SOD bulunurken, 6karyotlarda Mn,
CuZn ve ekstraselliller SOD (EC-SOD) bulunur.

Mn-SOD homotetramer yapidadir, her subiinitesinde bir Mn iyonu bulunur, ve
88 kDa agirligindadir. Hiicresel Mn-SOD igerigi kalp, beyin, karaciger, bobrek gibi
yiiksek metabolik aktivitesi olan dokularda daha fazladir. CuZn-SOD 32 kDa
agirhiginda olup memelilerde en ¢ok karaciger, bobrek, eritrosit ve santral sinir
sisteminde bulunur. Iki protein subiinitesi igerir her subiinitede Cu ve Zn atomlar

bulunur. EC-SOD ise en ¢ok vaskiilatiir, akciger, uterus ve tiroid bezlerinde bulunur.

Tepkimede siiperoksit anyonu Cu*? ve bir arjinin rezidiisiiniin guanido grubuna
baglanir. Bu sekilde siiperoksitten bir elektron Cu®a transfer olurken Cu™ ve
molekiiler oksijen olusur. Ikinci siiperoksit anyonu Cu*"dan bir elektron, baglanma

ortagindan ise iki elektron alarak hidrojen peroksiti olusturur (Buettner 1998).

SOD-Cu*? —» soDb-Cu™ + 0,

SOD-Cu™ + 0y + 2H" — SOD-Cu*?+ H,0
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Siiperoksit dismutaz gen ile iliskisi
Siiperoksit Dismutaz 1

Biitlin hiicrelerin sitozoliinde bulunan bir homodimer protein olarak bulunur.
Memelilerde CuZnSOD karaciger, eritrosit, beyin ve noronlarda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. SOD1 5 ekson igerir ve kromozom 21q22’ye lokalize
olmustur. Bugiine kadar familyal ALS (Amiyotrofik Lateral Skleroz)’den etkilenen
bireylerde CuZnSOD geninde 58 adet mutasyon tanimlanmistir. Diinya genelinde
FALS, total ALS’nin % 5-10’nunu olusturur. Bu mutasyonlarin birkagt ALs’nin
sporadik formlar1 ile iligkili oldugu rapor edilmektedir. CuZnSOD geninde bilinen
mutasyonlarin 54 niikleotid subtiitisyonu (50 missans, 3’l intronda, 1’1 stop kodonu
olarak) 4’ii indel (insersion, delesyon) olarak yer alir. Amerikan ve Ingiliz ailelerinin
yaklasik % 20 ( ALS) ve Japon ailelerin % 40’1 (FALS) bu mutasyondan ileri gelir.
SODI1 genindeki mutasyon FALS’a neden olur. Mutant gen yeni bir fonksiyonel
protein kodlar. Mutasyonlar enzim aktivitesini “wilde-type” bireyleri kiyasla total

enzim aktivitesinin % 50-80 kadarini olusturur (Tablo 4.9).
Siiperoksit Dismutaz 2

Manganez iceren SOD (SOD), CuZnSOD ile ayni role sahiptir, fakat siiperoksit
radikalleri hiicresel kaynagi olan mitokondri de bulunur. Memelilerde bu enzim kalp,
beyin, karaciger ve bobreklerde yiiksek konsantrasyonlar da bulunur. MnSOD bir
homotetramerdir, her subunite 196 aa igerir, 5 eksonu olan bir gen tarafindan

kodlanir, kromozom 6q25°te lokalize olmustur.

CuZnSOD’un aksine SOD2 geninde bugiine kadar smirli sayida mutasyon
tanimlanmigtir. Uzerinde en ¢ok calisilan polimorfizm alaninin, valin ile yer
degistiren mitokondriyel targetting sekansinda 16. Pozisyona lokalize olmustur. Bu
polimorfizminin lider sinyal’in konformasyonunda degisiklik meydana getirdigi ve
MnSOD’u mitokondrinin igersinde taginmasini etkiledigi sanilmaktadir. MnSOD’un
alanin varyantlariin, gogiis kanseri, Parkinson hastalig1 ve motor néron hastaliklar
riskini artirmasi ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Fakat Val homozigot genotipleri

nonfamilyal idiyopatik kardiyomiyopatiile iliskilidir (Tablo 4.9).

24



Ho ve ark MnSOD da lle-58 Thr aminoasit substitiisyonu rapor etmislerdir.
Transfekte MCF hiicrelerde, proteinin Ile-58 formu, Thr formundan 3 kat daha
yiiksek aktiviteye sahiptir. Fakat Kafkas Irki iizerine yapilan c¢alismalarda Thr
varyant1 frekanst % 1 den yliksek bulunmamistir. Yakin zamanda, SOD2’nin ii¢ adet
intronik polimorfizmin varligi kadar, AP-2 (aktivator protein) baglanma paternini
degistiren ve en azindan in-vitro transkriptiyonel aktiviteyi azaltan promotorun

proksimal bolgesindeki li¢ polimorfizmin varligi da rapor edilmektedir.

Siiperoksit dismutaz 3

Sekretuar bir enzim olan ekstraselliiler SOD (ECSOD/SOD3) hem bakir hemde
¢inko iceren tetramerik bir glikoprotendir. ECSOD, aktivitesinin en biiylik kismindan
sorumlu oldugu plazma, lenf ve eklem sivisinda bulunur, fakat bu enzim baslica
endotel hiicre yiizeylerindeki heparan sulfat proteoglikanlarina goémiilii olarak yer
alir. SOD3 geni 3 ekson igerir, kodlayan bolge ekson 3’te yer alir ve 4pter-q21

kromozomunda haritalanmistir (Tablo 4.9).

Isve¢ ve Japon popiilasyonunda oldukg¢a yiiksek (8-15 kat) plazma ECSOD
diizeyi saptanmustir. Tek baz siibstisyonu Arg213Gly aminoasit degisimi yaparak
muhtemelen enzimin heparin i¢in afinetisini azaltmak suretiyle plazmadaki seviyenin
yiikselmesinden sorumludur. Arg213Gly polimorfizimi ile iligkili olan diger iki

niikleotid substitiisyonuda tespit edilmistir.

SOD3- Null micelar hiperoksiye asir1 (artan) sensitivite gosterirler (Forsberg et
al. 2001).

25



Tablo 4.9. SOD1, SOD2 ve SOD3 gen bolgeleri ile iliskilendirilen hastaliklar

Gen Lokus SNP No Allel Genel Bilgi Hastaliklar Kaynak
SOD1 | 21g22.11 |rs17881274 €.-903C>T [C/T] -
SOD1 rs2070424 €.240-251A>G [A/C] - Mansego 2011
SOD1 15202445 a-63669 Promotor bolgesi -
SOD1 rs4998557 g2809a Intronl (Significant SNP) Meme kanseri
SOD1 rs2070424 ar237g Cebrian 2006
SOD1 rs10432782 GIT
SOD1 rs17884057 (-)/ AGA
SOD1 rs4816407 AlG intronik Agresif Prostat kanseri Abe 2010
Tip 1 diyabetli hastalarda diyabetik
Cu/Zn SOD1 152234694 +35A/C nefropati Panduru 2010
stiperoksit soD1 rs2070424 —21AIT Katarakt Zhang 2011
dismutaz
15202445
510154126 Mutasyon valin alanin SOD1% 50 Sorumlu
rs1537096 SOD1 nedenleri kodon 4 (A4V) de ile iliskili mutasyonlarin
baskin bir hizla ilerleyen Kuzey Amerika'da ailesel ALS
rs2833727 amyotrofik lateral skleroz formunda
SOD1 |21g22.11 | rs845012 A4V (ALS). Saeed 2009
1s7276171 -
rs2834171 -
SOD1 i¢inde bulunan SNP rs202445,
rs3827181 onun 5 'ucunda iliski sadece ile -
rs933130 saptanmustir. -
SOD1 | 21g22.11 G93D (aa) G>A Niikleotid pozisyonu ekzon 4 de 1087 SALS Luigetti 2011
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Tablo 4.9. SOD1, SOD2 ve SOD3 gen bolgeleri ile iliskilendirilen hastaliklar (devami)

rs10432782
SOD1 rs10432782, rs2070424 skuamdz hiicreli bag-boyun kanseri
21g22.11 | 152070424 (SCCHN) iliskili bulunmustur. Hakenewerth 2011
MnSOD rs1795725 Val9Ala Val/Val - Vilela 2010
SOD2 6025.3 rs2842980 c.*3409T>A | [A/T] -
SOD2 rs2855116 €.344-60T>G | [T/G] -
(p.A16V) (mitokondriyal
c.47T>C(p.Al hedefleme dizisi iginde yer
SOD2 rs4880 6V) [T/C] alir) Kardiyomiyopati, ateroskleroz, akciger kanseri olan T alleli; Mansego 2011
SOD2 rs4880
SOD2 rs4880 C alleli iliskili hastaliklar:Mmeme, Prostat, Kolorektal
SOD2 4880 kanserler,
rs Hipertansiyon, Sporadik motor néron hastaligi, Parkinson
Mnk it SOD2 rs4880 hastalig1, Alzheimer hastalig Soerensen 2009
superoksi -
dismutaz SOD2 rs4880 Akciger-meme-kolorektal-prostat-mesane kanseri Cebrian 2006
SOD2 rs4880 Ala-SOD2 ile baglanmustir: Parkinson hastaligi;
SOD2 154880 Alzheirper hastaligi, meme kanseri, Kolore_ktal kan_ser,
Sporadik Motor néron hastalig1, agir alkolik karaciger
SOD2 rs4880 hastaligs;
Val-SOD2: akciger kanseri ve dilate kardiyomiyopati.
SOD2 154880 rs4880: prostat kanseri riski veya saldirganlik
SOD2 rs4880 Abe 2010
SOD2 rs1799725 Al6V (T>C) Meme ve prostat kanseri
SOD2 rs2842958 c5774t Cebrian 2006
SOD2 rs2842958 AIG
SOD2 152758330 GIT intronik Agresif Prostat Kanseri Abe 2010
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Tablo 4.9. SOD1, SOD2 ve SOD3 gen bolgeleri ile iliskilendirilen hastaliklar (devami)

SOD2 rs4880 Vall6Ala vV -
SOD2 VA -
SOD2 AA - Foster 2006
SOD2 6025.3 rs4880 Ex2+24T>C T/C Ekzon2
9 [T/C] Ala varyanti meme kanseri, prostat kanseri riski ile iliskili
SOD2 lenfoma, mezotelyoma ve karaciger kanseri Rajaraman 2008
SOD2 rs4880 [C/IT] V16A NIHL daha yiiksek bir risk ile iligkili
SOD2 rs2842980 -
SOD2 rs5746136 -
SOD2 rs5746092 - Liu 2010
SOD2 rs2758331 -
SOD2 rs4880 Alal6Va -
SOD2 rs2842958 C5774T - Siedlinski 2009
Ex2+2
SOD2 6025.3 rs1799725 4TIC Vall6Ala - Wang 2006
SOD2 rs4880 Alal6Val
SOD2 rs3877799 Ala234Thr Prostat Kanseri Matthew 2008
rs4342445 A
alleli | A alleli kavite timorleriyle | SCCHN( skuaméz hiicreli bas-boyun kanseri ) riski: oral
SOD2 6025.3 yiiksek iliskili kavite. Hakenewerth 2011
rs5746134 T .| Talleli igin ... | SCCHN riski: hipofarenks kanseri
alleli | hipofarenks kanseri iligkisi
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Tablo 4.9. SOD1, SOD2 ve SOD3 gen bolgeleri ile iliskilendirilen hastaliklar (devami)

Siiperoksit
dismutaz 3,
ekstraseliiler

SOD3 4p15.3 rs2284659 c.-6347T>G [GIT] -
SOD3 4p15.1 rs2536512 | ¢.172G>A(p.A58T) [A/G] (p.A58T)
ECOD3 SNP": HTN i¢in artmis
sSOD3 risk (Hipertansiyon)
SOD3 "G alleli ile genotiplerin®: 6nemli
alt BP degerleri (Kan Basinct),
SOD3 rs8192290 C.*546T>C [T/C] hipertansiyon i¢in daha az risk Mansego 2011
SOD3 rs8192288 G(-4466)T -
SOD3 rs1799895 Arg213Gly -
SOD3 rs2536512 Ala40Thr -
SOD3 Phe131Cys - Siedlinski 2009
SOD3 rs1799895 R213G
SOD3 rs8192288
SOD3 rs8192287 KOAH amfizem Sorheim 2010
Heparin baglayici etki
SOD3 rs1799895 760G>C [G/C] (R213G) merkezi Mliskili iskemik kalp hastalig: Bruge 2009
Kodlanmayan 5' ) )
SOD3 rs8192287 El El bélgesi Bu hipotezi E1/11
varyantlar1 akciger fonksiyon veya
. klinik KOAH ile iliskili
SOD3 rs8192288 11 11 Ik intron bulunmustur Dahl 2008




4.8. Glutatyon Peroksidaz (GPX)

Glutatyon Peroksidaz organik hidroperoksitlerin (lipit hidroperoksitler, DNA
hidroperoksitler) veya hidrojen peroksitin GSH tarafindan indirgenmesi tepkimesini
kataliz etmektedir. Bu enzimin varlig1 ilk defa 1957 yilinda Mills tarafindan memeli

eritrositlerinde bulunmustur (Cheeseman and Slater 1993, Knapen et al. 1999).

H,0, + 2GSH —2"X 2H,0 + GSSG

ROOH +2GSH _°"% ROH +GSSG+H,0

Enzim aktivitesinin %  60-75’i oOkaryot hiicrelerin  sitoplazmasinda

bulunurken % 25-40’1 ise mitokondridedir.

GPX’1mn selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz olmak {izere iki tipi vardir.
Farkli substratlart kullanirlar. Selenyum bagimli formu sitoplazma da bulunur ve
diisiik bir kapasiteye sahiptir. Selenyum bagimsiz formu ise organik hidrojen

peroksitleri kullanir ve daha yiiksek bir aktiviteye sahiptir.

GPX, E vitamini yetersiz oldugu durumlarda membran1 peroksidasyona karsi
korur ve eritrositlerdeki en gii¢lii antioksidandir. GPX yetersizligi selenyum eksikligi
sonucu olabilir. Cilinkii selenyum bu enzimin bir integral pargasidir (Young and

Woodside 2001, Chao 2002).
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GPX enziminin 4 alt tipi bulunmaktadir. Bunlar (Sekil 4.8):

1. Glutatyon peroksidaz 1 (GPX1): Selenyum igeren GPX1 birbirinin ayni olan 4 alt
birim iceren bir selenosistein kalintisindan (rezidiisiinden) olusmaktadir. Insanlardan
exprese edilen bu enzim; viicutta her yerde tiretilirken eritrosit, karaciger ve bobrekte
ozellikle bol miktarda bulunmaktadir. GPX1 geni 3p21.3 kromozomunda lokalize

olmus ve 2 ekzon bolgesi icermektedir.

2. Glutatyon peroksidaz 2 (GPX2): Selenyum bagimli sitozolik GPX2 olarak
bilinmekte ve primer olarak gastrointestinal dokularda eksprese edilmektedir.
Memelileri, oral olarak almman lipid peroksitlere karsi korumada onemli bir rol
oynamaktadir. Enzimi kodlayan gen, 14q24.1°de lokalize olmustur ve 2 ekzonu

bulunmaktadir.

3. Glutatyon peroksidaz 3 (GPX3): Ekstraseliiler (GPX3) baslica plazmada bulunur
fakat bobrek, akciger, kalp ve plasentada da eksprese edildigi bilinmektedir. GPX4 e
gore daha az etkin olan enzim (GPX3), fosfatidilkolin gibi kompleks lipidlerin
hidroperoksitlerini indirgemektedir. Enzimi kodlayan gen 5032-q33.1°de lokalize

olmustur ve 5 ekzondan olusmaktadir.

4. Glutatyon peroksidaz 4 (GPX4): Enzim, fosfolipit hidrojen peroksit olarakta
isimlendirilir (GPX4=PHGPX). Bir¢ok dokuda bulundugu ve hem sitozol hemde
membranlarla iligkili oldugu saptanmistir. Diger GPX’larin aksine monomer halinde
bulunmaktadir. Kii¢iik boyutu ve hidrofobik yiizeyi nedeniyle membrandaki
peroksidize olmus fosfolipidleri ve kolesterolleri indirgemektedir. Enzimi kodlayan
gen 19p13.3’te lokalize olmustur ve 7 ekzon bdlgesi icermektedir (Forsberg, de

Faire, Morgenstern 2001).
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Sekil 4.8. GPX ailesinin filogenetik analizi

Glutatyon peroksidaz gen ile iliskisi

GPX1 geninin tam lokalizasyonunun 3p21.3 oldugunu tespit etmislerdir. GPX1
geni 1733 niikleotitten olusan 2 ekzonlu bir yapiya sahiptir. Bu gendeki sik rastlanan
polimorfizmlerden biri; prolinden 16sine degisime neden (Prol98Leu, rs1050450)
olan, 593. pozisyondaki sitozinin timinle yer degisimi (593 C/T) sonucu olusur

(Tablo 4.10, Tablo 4.11, Tablo 4.12, Tablo 4.13)(Forsberg at al. 2001).
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Tablo 4.10. GPX1 gen bolgeleri ile iligkilendirilen hastaliklar

Gen Lokus SNP No Allel Genel Bilgi Hastaliklar Kaynak
Pro>Leu Yiiksek Tansiyon, Mansego 2011
Akciger kanseri, meme
kanseri,kardiyovaskiiler
Pro>Leu ve periferik hastaliklar, Lida 2009
Tip-2 diabet ve iligkili
vaskuler hastaliklar.
Akciger,meme, mesane
kanseri, diabet,
ateroskleroz, metabolik Soerensen 2009
sendrom ve koroner
arter hastaliklari.
GPX1 | 3p21.3 rs1050450 C>T Akciger, meme,
Pro>Leu mesane, prostat, kolon Cebrian, 2006
kanseri
Pro>Leu Prostat kanseri Steinbrecher 2010
Pro>Leu Prostat kanseri Peters 2008
Pro>Leu Vilela 2010
Pro>Leu Lightfoot 2006
Ekzon 1 Rajaraman 2008
rs3448 c.*891C>T Diisiik kan basinci Mansego, 2011
(A194T),
Non-
synonymous
rs6446261 | G660A (A194T) SNP -
(L6P),
Non-
synonymous
54991448 T97C(L6P) SNP -
(R5P) ,
Non-
synonymous
rs8179169 G94C (R5P) SNP - Lida 2009
a-1040g Cebrian 2006
rs3448 -
c>T SUTR
bolgesi,
rs 1800668 Pro198Leu | Kolorektal kanser riski Hansen 2009
GPX1 c>T
rs3448 G>A -1039 -
rs3811699 A>G -648 -
3p21.3 rs1800668 C>T Ekzon1+35 -
1,553 bp 3'
rs8179172 T>A of STP -
2,616 bp 3'
G>C of STP - Peters 2008.
ekzon:2 ornegin endoplazmik
gene retikulum stres yaniti
P75R region:609 | gibi kanser ve hastalik
yatkinhgt,
inflamasyon ve kalp
L91L hastalig1.
A192T -
P198L - Foster 2006
Non-Hodgkin lenfoma,
akciger kanseri, meme
kanseri ekzonl +35
rs1800668 35C>T Ekzon 1 C.AT riski Rajaraman 2008
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Tablo 4.11. insan GPX1 geninde rs1050450 SNP bélgesinin niikleotid dizisi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1050450, erigim tarihi:

28.01.2013)

CTGTTGCTCG
TCCCGGTGAC
GACCCCGGGT
GAATTCCCTC
GAAGTGCGAG
GCCAGCTCCC
TCCGGTGTGT
TGTGCCCCTA
AGCCCTGCTG
N

CAGCTGTGCC
CGGGGGGGTT
CTTACAGAAA
CCAAGGCGAG
GTGTCATTGT
AGTTTTTTGC
TCCGCCTCCC
GTGCCTGCCA
GTTAGCCAGG

TAGCTGCTGA
TCATAGAAAA
TCTAGCTGCC
AAGTACGTCC
GTGAACGGTG
AGCGACGACG
CGCAACGATG
CGCAGGTACA
TCTCAAGGGC

TAGGGCGCCC
TTCATCTATG
ATACCACCTC
TTTCCCCACT
CATTTGGGAA
TCTATTGCCC
GGGTTCACGC
CCACGCCCGG
ATGGTATCGA

AATTCCTCTC
TCTCCCTTGT
CTTCTCTCCT
GGCCTGGTGG
CGGGGGCGCA
CCACCGCGCT
TTGCCTGGAA
GCCGCCGCTT

CTCCTACCCC
AGGGTGTTTC
GAGATGGGTG
AATAAAGTGC
TTCTTTTTCT
AGGCTGGAGT
CATTCTCCTG
CTAATTTTTT

CGCCCTTGGG
TTGTGGTTAG
GTAGGAGAAC
TGGGTTCGAG
CCCTCTCTTC
TATGACCGAC
CTTTGAGAAG
CCAGACCATT

GGCTGCTTGG
CTCTAAACCT
CTGGTCCTGT
CGGGTGTCAG
TTTCTTTTTT
GCAGTGGCGC
CCTCAACCTC
GTATTTTTAG

ATTGCGCATG
AACGTTTCTC
GCCAAGAACG
CCCAACTTCA
GCCTTCCTGC
CCCAAGCTCA
TTCCTGGTGG
GACATCGAGC

CAGTTGCAGT
ACGAGGGAGG
TGATCCCAGT
CAGAACTGTG
TTTTTTTTTT
AATCTAGGCT
CTGAGTAGCT
TAGAGACAGG

GAGGGCAAAA
TCCTCCTCTT
AAGAGATTCT
TGCTCTTCGA
GGGAGGCCCT
TCACCTGGTC
GCCCTGACGG
CTGACATCGA

GCTGCTGTCT
AACACCTGAT
CTCTGCCAGA
TGTATGTCCT
TTTGAGACGG
CACTGCAAGC
GGGACTACAG
GTTTCACCGT
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Tablo 4.12. GPX2, GPX3 i¢in gen bolgeleri ile iligkilendirilen hastaliklar

Gen Lokus SNP No Allel Genel Bilgi Hastaliklar Kaynak

rs17880492 C523T (R146C) (R146C) , Non-synonymous SNP -

14q24.1 rs17881652 C464T (P126L) (P126L) , Non-synonymous SNP - Lida 2009
rs2296327 G>A -1102 -
GPX2 rs4902346 T>C IVS1-604 -
rs2071566 G>A 1VS1-444 -
rs12172810 C>T 823 bp 3' of STP -

A>T 2,680 bp 3' of STP - Peters 2008
rs8177445 T599C (F128L) (F128L), Non-synonymous SNP -

rs11544082 A647T (K144X) (K144X), Non-synonymous SNP - Lida 2009
rs2042235 C>T -2301 -

5023

rs1946234 A>C -1005 -
rs8177406 T>C -581 -
rs3828599 G>A 1VS1+1494 -
GPX3 rs4958434 G>A 1VS1+2268 -
rs8177426 G>A 1VS1-1961 -
rs869975 G>A 1VS2-89 -
rs8177447 C>T 1VS4-14 -
rs11548 C>T Ex5+314 -
rs8177454 G>C 947 bp 3' of STP -

rs2277940 A>G 1,785 bp 3' of STP, (TNIP1 796 bp 3' of STP) - Peters 2008
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Tablo 4.13. GPX4 i¢in gen bolgeleri ile iliskilendirilen hastaliklar

Gen Lokus SNP No Allel Genel Bilgi Hastaliklar Kaynak
rs8178967 G112A (S2N) (S2N),  Non-synonymous SNP -
rs11555179 C370T (A88V) (A88V), Non-synonymous SNP -
rs4851 C787T (S227L) (S227L) , Non-synonymous SNP - Lida 2009
1s757229 c-1999g 3' UTR (Significant SNP) Meme kanseri
rs4807542 P12P (g>a)
rs4807543 a2064c
rs713041 t2572¢ 3'UTR Meme kanseri Cebrian 2006
lipoksigenaz yolag farkliliklar,
19p13.3 rs713041 C718T 3'UTR (near the SECIS element) modiilasyonu
SECIS(selenocysteine-insertion inflamatuvar siiregler, Erkek
rs713041 sequence) fertility.Selenium metabolizmasi . Villette 2002
GPX4 Bu SNP deki “C” varyant1 kolorektal
kanser hastalarindayiiksek frekansta Meplan 2008
gozlenmektedir.
rs713041 C718T Prostat kanseri Steinbrecher 2010
15757229 G>C -1928 -
rs3746165 A>G -1831 -
rs4807543 G>T 1VS4-134 -
rs713041 C>T Ekzon 7+77 -
rs2075710 C>T 273 bp 3' of STP -
rs2074451 G>T 463 bp 3' of STP -
rs2074452 C>T 588 bp 3' of STP - Peters 2008
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4.9. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon ile ksenobiyotiklerin reaksiyonlarini katalizleyen enzimlere glutatyon-
s-transferazlar (GST) denir (Hayes and Pulford 1995). GST enzimleri GST genleri
tarafindan kodlanirlar. Cevresel kaynakli kimyasallar ve dogal olarak olusan bir¢cok

metabolitin detoksifikasyonundan sorumludurlar (Board et al. 1990).

GST, memeli tirlerinde elektrofilik bilesenlerin GSH ile konjugasyonunu
katalizleyen izoenzimlerin olusturdugu ¢oklu bir gen ailesinden olusur; alfa, mu, teta,
pi, zeta, sigma, kapa ve omega olarak gosterilen 8 esas gen ile diizenlenmistir (Tablo

4.14).

Tablo 4.14. GST siiper gen ailesi (Strange, Spiteri, Ramachandran, Fryer 2001)

GST geni
alfa mu teta pi zeta sigma kappa omega
Kromozom:
6p 1p 22q 11q 14q 4q 10q 10q
Genler:
Al-A4 M1-M5 T1,T2 P1 Z1 S1 K1 o1

GST; ksenobiotik, sitotoksik ajanlarin ve kanserojenlerin metabolizmasindan
sorumlu bir enzim ailesidir. Bu enzim genis bir yelpazede yeralan organik
bilesiklerle glutatyonun reaksiyona girmesi ve tiyoester olusumunu bazen de
detoksifikasyonun ilk adiminda yer alarak merkaptiirik asit olusumunu katalizler
(Rushmore and Pickett 1993).

Ayrica farkli derecelerde, hem halkasi, bilirubin, polisiklik hidrokarbonlar ve
deksametazon gibi hidrofobik bilesiklere baglanabilmektedir. Hiicrede lipid
peroksidasyon ve serbest radikal olusumu ile ortaya ¢ikan yan (irilinlerin
detoksifikasyonunda GST’lerin rol oynadiklar1 belirtilmistir (Berhane K, Widersten
M, Engstrom A, Kozarich JW, Mannervik B. 1994).
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4.9.1. Glutatyon S-transferaz gen ile iliskisi

GSTM1, yiiksek oranda karacigerde bulunur fakat GSTM ailesinin diger tiyeleri
GSTM1-5 biitin genleri 1p 13.3
kromozomunda bulunur. GSTM1’in 3 alleli tanimlanmistir (GSTM1*0, GSTM1*A

ekstra hepatik dokularda bulunmaktadir.

ve GSTM1*B). Insan popiilasyonunun % 40-60 aras1 bu enzimden yoksundur yani
genin tiimiinii GSTM1*0 delesyonu i¢in homozigottur. Agir sigara igicilerin akciger
kanserleri ve kolorektal kanser tiiriinde GSTM1*0 fenotipi yliksek bir risk teskil
etmektedir. GSTM1*A ve GSTM1*B allelleri 172. aminoasitte farklilik gosterir.
Burada lizin yerine aspargin aminoasidi yer alir ve bundan dolay1 enzim aktivitesini
degistirmez.

GSTM3 iin 2 alleli tanimlanmistir (GSTM3*A ve GSTM3*B). GSTM3*B
intron 6 bolgesinde, YY1 transkripsiyon faktorii i¢in bir tanima motifi ihtiva eden.
Ayrica GSTM4 kodlayan gende iki intronik SNP geni rapor edilmistir (Forsberg et
al. 2001). GSTM3 genindeki sik rastlanan polimorfizmlerden biri; valinden izolosine

degisime neden (Val224lle, rs7483) olan, guaninin adeninle yer degisimi (A/G)

sonucu olusur (Tablo 4.15).

Tablo 4.15. insan GSTM3 geninde rs7483 SNP bélgesinin niikleotid dizisi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cqi?rs=7483, erisim tarihi:

28.01.2013)

CTTTTCTTCT
ATATTTGACC
GAGGTGACGT
CAGGATCCCA
ACCTCTAGAC
CAAAAAAATG
TGTTGGACTG
AAATCGCTGC
CCCAGTGGGG
R

TATGCTGAGC
CAGCGCTCTT
TTTCTCTTGG
AATTGAATCG
TTCATGCCCA
CAGGTGTGTT
ACTGTGGTAC
TAGTGTGATA
TTACTCATTA

AGCTCACCTT
CCAAGTGCCT
TTCCTGCACC
TAGTGGAGGA
CTTTAAGTCT
GAGGAGGTAG
GGTTGGGGTC
CTACTTACAG
CAACAAGCCT

AGGAGGCAGA
GCTTTGCTCT
GTATAAAGGC
CTGCGATACT
AGCCCTGAGA
AAATGGGACT
TGATGGACTT
AAGGCAGTAT
AAAATAATAG

TGTGGATTTT
GGATGAGTTC
TTTCTCTTAT
TTCTTCCCCG
TGGGAAGAGC
ACGCAGGCAA
GTTATAAGAT
TCTGATCAGT

CTTGCAGAGC
TTTCAATGAA
TAAAAGGGAA
GGCATTTCCC
GTGGGTACTA
GGAGTCCCTG
AACCGGAGTT
TTCAGACTGG

CTCACCTATG
CCAAACCTGA
AAAAACACTC
GCTTTTGCCT
CTAACTTCTA
CACGTGAATG
TTGGTGTATT
TCTGCAAGAT

TTGTTTTGTT
TAGCACTTAT
AAAGGATATG
TACTCCCCAA
GAAAAAACGA
TGAAGACTGG
CGGAAACCGT
TGGGCTAGCC

ATATCTTGGA
AGGCTTTCAT
ACAGGCTCCC
AATGGGATCA
TACCTTGGAG
TTGCTGTTCT
TTCCTTTCAG
GCCCATCAAC

TCATCCTGTC
GTTACTGGTG
TGGAGAATCA
CTGAGTTCAA
GATTGCACAG
GTGAGGATAA
CCTGTGTACA
AATAGAGTTG

TCAGAACCGT
GTGCCGTTTT
CTGGGACCTG
ATGGTTGGAC
GCACTGTCTA
GGTATGCATC
GCTTTGGAGA
AACAAGATGG

CGTAAGGGGT
TCCAGCTGAG
TCAAGATATG
GGGCTGTAGG
TTGGAGAGAG
CACAAGTAAA
CATGGGAGTT
GGACAATTGC
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Tablo 4.16. GSTP1 ve GSTO?2 i¢in, gen bolgeleri ile iligkilendirilen hastaliklar

Gen Lokus SNP No Allel Genel Bilgi Hastaliklar Kaynak
lle105Val Prostat kanseri Agalliu 2006
Ekzon 5

lle105Val zon Ashton 2007

Alall4Val Ekzon 6 Noroblastom
lle105Val Myelodisplastik sendromlarda DNA onarim (MDS) Fabiani 2009
1105V Epitel Over Kanseri Kim 2009
lle105Val Kolorektal Kanser Kweekel 2008
313AG Meme Kanseri Huang 2008

GSTP1
Le Morvan 2007
llel05Val Kolorektal Kanser
GSTP1 varyant alleli (Val) varligi 6zofagus kanseri daha kotii prognoz

ilefile ile iliskilidir.

_ Lee 2005
ile/val
val/val
lle105Val Ekzon 5
Alall4Val Ekzon 6 GSTP1 ekzon 6 varyant NSCLC (kiigiik hiicreli digi akciger kanseri) Lu 2005
rs1695 lle105Val Over Kanseri Nagel 2007
Insan GSTO2 N142D polimorfizm Masoudi 2011
GSTO2 10023.32—(25.3 Kromozomu kolorektal kanser iligkisi




4.10. Gen Polimorfizmi

Dogada yer alan aymi tiir igindeki bireyler arasinda goriinlimlerindeki
degisikliklerin nedeni genetik farkliliklar olarak degerlendirilmektedir. Bu
farkliliklar polimorfizm olarak isimlendirilmektedir. Polimorfizm, tim birey
diizeyinde (fenotip), g¢esitli proteinlerde ve kan grubu faktorlerinde (biyokimyasal
polimorfizm), kromozoma ait morfolojik farkliliklar (kromozomal polimorfizm)
veya DNA diizeyinde niikleotid dizilislerindeki farkliliklar (DNA polimorfizmi)
seklinde  goriilebilir.  Tek  niikleotid polimorfizmi  (Single  Nucleotide
Polymorphism=SNP) yaygin olarak bireyler arasinda DNA daki tek niikleotid
degisimleri olarak adlandirilir. Tek niikleotid degisim polimorfizminin bazi alt

gruplar: bulunmaktadir (Tablo 4.17):

Transisyonel: Dizi i¢indeki bir piirin bazinin “adenin (A) ya da guanin (G)”
diger bir piirin bazina veya bir pirimidin bazinin “timin (T) ya da sitozin (C)” diger
bir pirimidin bazina déniismesine transisyonel mutasyon denir (Emir ve Ozden 2005).

Transversiyonel: Dizi i¢indeki bir piirin bazinin “adenin (A) ya da guanin (G)”
bir pirimidin bazina timin (T) ya da sitozin (C) veya bir pirimidin bazinin bir piirin
bazina ddniismesine transversiyonal mutasyon denir (Emir ve Ozden 2005).

Delesyonlar: DNA dizisi igerisinden niikleotidlerin kirilip-ayrilmasi, genin
normal uzunlugundan daha kisa olmasina neden olur. Eger bu gen, protein kodlayan
yapisal bir gen ise, proteinin aminoasit dizisinde azalma olur ve proteinde fonksiyon
bozuklugu gériiliir (Emir ve Ozden 2005).

Insersiyon: DNA igerisine niikleotidlerin eklenmesi, genin normal
uzunlugundan daha uzun olmasina neden olur. Bu protein kodlayan bir gen ise,
proteinin aminoasit dizisinde artma olur (Emir ve Ozden 2005).

Sessiz/silent mutasyon: Genin protein kodlayan bolgelerindeki baz degisikligi
mutasyonunun sonuglari, genin yerine ve yeni eklenen baza gore degisir. Yeni
eklenen baz, protein dizisine yeni bir aminoasit girisine neden olmayacak sekilde
“sessiz” kalabilir. Ornegin GCA ve GCG kodonlarinmn ikisi d¢ mRNA’da arjinin
aminoasidini kodlar. Bu nedenle iiciincii bazda A yerine G gecmesi degisiklige neden

olmaz ve buna sessiz/silent mutasyon denir (Biitiiner-Debeleg ve Kantarci 2006).
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Notral mutasyon: Bir bazdaki yer degisikligi aminoasit degisikligiyle de
sonuglanabilir. Degisiklik sonucu olusan aminoasit, bir 6nceki aminoasit ile ayni

kimyasal 6zelliklere sahip ise bu notral mutasyondur (Biitiiner-Debele¢ ve Kantarci

2006).

Yanhs anlamh (missense) mutasyon: Olmasi gerekenden farkli bir protein, bir
aminoasit degisimi sonucu olusuyorsa buna yanlis anlamli (missense) mutasyon
denir. Ornegin; DNA zincirindeki CTC (RNA zincirinde GAG) kodu, proteindeki
glutamat kalintisin1 ifade eder. Eger DNA zincirinde CAC (RNA zincirinde GUG)
seklinde bir degisiklik meydana gelirse bu kod, betaglobulin proteininde valin
kalintisim1 ifade eder ve orak hiicre anemisine sebep olur (Biitiiner-Debele¢ ve

Kantarc1 2006).

Anlamsiz (nonsense) mutasyonu: Protein kodlayan bir bolgede meydana gelen
baz degisikligi, bir aminoasit kodonunu sonlanma kodonuna ya da baska bir seye
doniistiirebilir. Zincirin erken sonlanmasiyla olmasi gerekenden daha kisa bir protein
olusturan bu tipe anlamsiz (nonsense) mutasyon denir. Anlamsiz (nonsense)
mutasyonun etkileri, proteinin ne kadar kisaltilmis olduguna ve fonksiyon i¢in ne

kadar proteine gerek olduguna gore degisir (Biitiiner-Debele¢ ve Kantarci 2006).

Baz degisikligi mutasyonlari, promotérlerde, genlerin 5’ diizenleyici
bolgelerinde veya intronlarda meydana gelebilir ve bdylece bu genlerin
ekspresyonunu etkileyebilir. Betatalasemilerin ¢ogundan, globin genlerinin

ekspresyonunu etkileyen, yapisal olmayan mutasyon tipleri sorumludur.

Bu mutasyon tiplerinin tamami insan globin genlerinde goriiliir. Sonuglart gen
irliniiniin ekspresyonu seviyesinde ne yaptiklarina ve/veya hangi aminoasit yer
degistirmesinin olduguna ve bunun proteinin neresinde olduguna baglhidir (Biitiiner-

Debeleg¢ ve Kantarci 2006).
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Tablo 4.17. Mutasyon tipleri (Biitiiner-Debeleg¢ ve Kantarci 2006).

Normal gen dizisi

a) Transisyonel Mutasyon

5 TCTCAAAAATTTACG ¥’
3* AGAGTTTTTAAATGC 5

b) Transversiyonel Mutasyon

5’ TCTCAAAAATTTACG 3
3> AGAGTTTTTAAATGC 5

¢) Missense Mutasyon

5 TCTCAAAAATTTACG 3’
3 AGAGTTTTTAAATGC 5
... Ser GIn Lys Phe Thr ...

d) Nonsense Mutasyon

5° TCTCAAAAATTTACG 3’
3 AGAGTTTTTAAATGC 5
..Ser GIn Lys Phe Thr...

e) Notral Mutasyon

5 TCTCAAAAATTTACG 3’
3> AGAGTTTTTAAATGC 5
..Ser GIn Lys Phe Thr...

f) Sessiz Mutasyon
5° TCTCAAAAATTTACG 3’

3’ AGAGTTTTTAAATGC 5
..Ser GIn Lys Phe Thr...

Mutant gen dizisi

5 TCTCAAGAATTTACG 3’
3> AGAGTTCTTAAATGC 5

5’ TCTGAAAAATTTACG 3’
3’ AGACTTTTTAAATGC 5

5> TCTCAAGAATTTACG 3’
3’ AGAGTTCTTAAATGC 5
... Ser GIn Glu Phe Thr ...

5° TCTCAATAATTTACG 3’
3’ AGAGTTATTAAATGC 5’
... Ser GlIn

5 TCTCAAGAATTTACG 3’
3> AGAGTTCTTAAATGC 5
... Ser GIn X% Phe Thr ...

5 TCTCAAAAGTTTACG 3’
3> AGAGTTTTCAAATGC 5
..Ser GIn Lys Phe Thr...

Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diabet, mental bozukluklar ve otoimmiin
hastaliklar gibi baz1 yaygin major rahatsizliklarda risk tayini igin SNP'ler genetik
belirtecler olarak kullanilabilmektedir. Ayrica SNP veritabanlarinda 4 milyonun
tizerinde SNP yaymlanmistir. Bu polimorfik durumlar tedavi edici ilag se¢imi ve
ilaca cevapta kisiler arasindaki farkliliklar1 agiklamak ve kisiye 0Ozgii tedavi
secenekleri gelistirmek i¢in de kullanilmaktadir. Bu polimorfizmlerin mutasyona
olan nispi stabiliteleri onlarin baglanti esitsizligi durumlarinda kullanilmalarina

olanak saglamaktadir (Brookes 1999).
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4.11. DNA Dizileme

DNA da birincil yapilarin tayin edilmesinde ve nikleotidlerdeki baz
dizilenmesinin tayini i¢in kullanilan metod DNA dizi analiz yontemidir (DNA
sekanslama). DNA sekanslama, bir niikleik asit dizisinin komplementer bir niikleik
asit dizisiyle hibridizasyonuna dayanir. Hibridizasyon sirasinda radyoaktif veya
radyoaktif olmayan maddelerle isaretleme yapilir. Cogunlukla gen mutasyonlari
(delesyon, insersiyon vb.) tespiti ya da rekombinant DNA olusum yapilarinin
tayininde kullanilir. Ayrica kalitsal hastaliklarin tayininde ve preimplantasyon
genetik tan1 (PGT) amaciyla da olduk¢a sik kullanilir. Kalitsal hastalik tasiyan
ciftlerde tiip bebek tedavisinde, embriyodan alinan DNA’lar bu yontemle analiz
edilerek tasiyict embriyolar elenip genetik hastalik tagimayanlarin  segimi
saglanmaktadir. Yine ayn sekilde doku uygunlugu saptanmis embriyolardan saglikli
dogacaklardan elde edilen kordon kani ve kemik iligi 6rnekleri, hasta kardeslerin
tedavisinde kullanilmaktadir.

Insan genom projesi ile insan genomunun tiimiiniin baz dizisinin ¢ikarilmasi
hedeflenmistir. % 99 oraninda tamamlanan ¢alisma DNA dizileme teknolojilerine de
yeni boyutlar kazandirmigtir. Temel olarak DNA dizilenmesi konusunda iki teknik
vardir: Bunlar Maxam-Gilbert ve Sanger yontemleridir.

Maxam-Gilbert: Bu yontemde floresan veya baska bir yontemle isaretlenmis
bir DNA bolgesi belli bir baza spesifik kimyasal reaksiyonlarla parcalanarak
fragmanlara ayrilir. Her spesifik reaksiyon i¢in ayr1 bir kuyu kullanilarak
poliakrilamid jelde yiiriitiiliir ve goriintiilenerek baz dizisi belirlenir (Sekil 4.11, Sekil
4.12, Sekil 4.14).

Sanger: Bu yontemde in-vitro ortamda DNA sentezi sirasinda sentezi durdurucu
ddNTP (dideoksiniikleozidtrifosfat) molekiillerinin ortama eklenmesi ile sentezin
durdurulmasi amaglanir (Sekil 4.9). ddNTP’ler normalde DNA sentezi sirasinda
zincirin uzamasi igin bag saglayan 3’ oksijen molekiiliine sahip degildir. Isaretli
primerler veya ddNTPler varliginda DNA dizisi 4 farkli reaksiyon yapilarak (her
reaksiyon i¢in bir ddNTP) poliakrilamit jelde veya her ddNTP (ddATP, ddGTP,
ddCTP, ddTTP) farkh floresan boyalarla isaretlenerek otomatik kapiler elektroforez
sistemlerinde biitiin baz dizisi elde edilebilir (Tablo 4.18 ve Sekil 4.10).
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(a)

(b)

Sekil 4.9. (a) dATP (b) ddATP molekiilleri

Tablo 4.18. ddATP molekiillerinde kullanilan boyalar

ddNTP Floresan Boya Renk
A dR6G Yesil
T dROX Kirmizi
C drR110 Mavi
G dTAMRA Siyah
ddGTP ddATP ddCTP ddTTP

Sekil 4.10. Sanger yontemi

ile yapilan reaksiyonlarin elektroforez goriintiisii
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Deneysel olarak DNA ’nin dizilenmesi dort asamadan olusur:

PCR islemi: Dizileme yapacagimiz genomik bdlgenin diziye spesifik primerler,
DNA polimeraz enzimi ve serbest niikleotitler varliginda in vitro ortamda
dizilenecek bolge sinirlandirilir ve milyonlarca kez gogaltilir.

PCR sonras1 saflastirma: PCR sonrasi ortamdaki bazi artik {riinler (primer
artiklari, ANTPs ve enzim) bulunabilir. Bu artik {iriinler sonraki igslemler i¢in problem
olusturabileceginden ortamdan uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Bu islemde diisiik
molekiiler agirlikli primer ve niikleotitleri uzaklastirmak amaciyla ticari olarak
tiretilmis basit bir spin-kolon sistemi kullanilabilir. Saflagtirma sonrasinda saf halde
¢ift sarmalli PCR iiriinii elde edilir.

Dizileme reaksiyonu: Dizileme reaksiyonu durdurucu (dideoksiniikleosittrifosfatlar
ddNTPs) eklenmesi i¢in yapilan asimetrik bir PCR’ dir. Ayrica standart PCR’ dan
farkli olarak tek bir primer ve durdurucu niikleotitler ortama eklenir ve rutin
denatiirasyon, baglanma ve uzama asamalar ile floresan isaretli ddNTPs baglanmasi
saglanir. Boylece otomatik dizi analiz sisteminin okumasi i¢in hazir fragmanlar
olusturulur.

Dizileme reaksiyonu iiriinlerinin saflastirilmasi ve otomatik dizi analiz sistemine
yiiklenmesi: Dizileme reaksiyonu sonrasi ortamda bulunan bazi artiklarin, otomatik
dizi analizi sisteminde sorun olusturacagi igin temizlenmesi gerekmektedir. Bu islem
i¢in standart olarak sodyum asetat-alkol serisi yontemi kullanilabilir ancak daha hizli,
verimli sonu¢ verebilen ticari olarak iretilmis sefadeks iceren spin-kolonlari
kullanmak da miimkiindiir. Bu temizleme isleminin ardindan iiriinler otomatik dizi
analizi sistemine (Sekil 4.13) yiiklenerek floresan isaretli fragmanlarin bir kamera
yardimi ile okunmasi ve bir program ile analizi sonucu DNA dizisi elde edilir

(McPherson and Moller 2006).
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Ned Shaw

Primer for
Strand to be sequenced

T
PP00090””
? @ © THE SANGER METHOD: Single-stranded DNA is
Qe mixed with a primer and split into four aliquots, each

containing DNA polymerase, four deoxyribonucleotide triphos-
phates and a replication terminator. Each reaction proceeds until a replication-terminating
nucleotide is added. The mixtures are loaded into separate lanes of a gel and electrophoresis is used to
te the DNA fragments. The sequence of the original strand is inferred from the results. (See p. 40

for an illustration of a hrigh-speed DNA sequencer.)

Sekil 4.11. DNA dizileme-I
(http://www.the-scientist.com/?articles.view/articleNo/15939/title/DNA-Sequencing-

Industry-Sets-its-Sights-on-the-Future/, erisim tarihi:18.01.2013)

Single-Stranded DNA

5 to be Sequenced 7
Larger
fragmenis

Add: [ s

DMA Polymerase |

aATP ne,

gg: 6] (7] (7]

plus limiting amounts of A

flucrescently labelled (el [l (6] (v) [v]

ddATP [ (vl (& [x] (¥

ddCTP H.[ﬁlﬂ.ﬁllﬁl@.lﬂ_, v

WP MMEHRERAR, e
fragments

el e @& 7 e

RENHEERRRM
BHHREHHANRAEAR 5

Sekil 4.12. DNA dizileme-II
(http://www.daviddarling.info/encyclopedia/D/DNA_sequencing.html, erisim tarihi:

18.01.2013)



http://www.the-scientist.com/?articles.view/articleNo/15939/title/DNA-Sequencing-Industry-Sets-its-Sights-on-the-Future/
http://www.the-scientist.com/?articles.view/articleNo/15939/title/DNA-Sequencing-Industry-Sets-its-Sights-on-the-Future/
http://www.daviddarling.info/encyclopedia/D/DNA_sequencing.html

ABI Prism 310 Genetic Analyzer- ABI Prism 310 Genetic Analyzer -
Front View Inside Yiew

Pump Block Detection Region

frise-—

Autosampler Region

GR0979

Detection Region

Heat Plate —

Sekil 4.13. ABI 310 DNA dizileme enstriimanlari

(http://www.nfstc.org/pdi/Subject05/pdi_s05_m02_01_a.htm, erisim tarihi: 19.01.2013)

A AR ARAI TAT TATTTTTIAD @ A A A AR

il T T T T G A T H H® T il A A A G T C ©C T T T T

AAALA AN ARAA AN

Sekil 4.14. DNA dizileme goriintiisii
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4.12. ARMS-PCR

Bu calismada polimorfik allelleri belirlemek i¢in, allele 6zgii niikleotidlerle
mutasyon belirleme “Amplification Refractory Mutation System” (ARMS) teknigi
kullanilmistir (Newton 1989). Bu teknik; giivenilir olmasi, degerlendirilmesinin

kolaylig1 ve sonuglarin netligi goz oniinde tutularak secilmistir (Sekil 4.15).

Temeli DNA polimeraz enziminin son niikleotid eslesmesi uygunluguna gore
reaksiyonu baslatabilme 6zelligine dayanan bu teknik, iki allele 6zgii genel primer
ve tek niikleotid degisimi olan bdlgede degisen niikleotide tamamlayici olarak

tasarlanan 6zgilin primerlerin kullanildig1 bir PCR’dir.

Polimorfik allelleri taniyan yani uygun baz eslesmesine sahip olarak tasarlanan
primerlerin kullanildig iki ayn tiipte PCR hazirlanir. PCR iirliniiniin olusumuyla
kalip DNA’nin hangi alleli tagidig1 belirlenir. Bir kalip DNA i¢in tek tiipte reaksiyon
gerceklesiyor ise o allelin homozigot olarak tasindigi, iki tiipte de reaksiyon
gerceklesiyorsa heterozigot olarak tasindigi belirlenir.

PCR reaksiyonunun gerceklestiginden emin olmak ve sonuglarin giivenilirligini
saglamak icin ¢alisilan organizmada varligi kesin olan bir bdlgeyi cogaltacak
primerler de kontrol amagl her bir PCR reaksiyonu i¢in kullanilir (Biiyiikk 2006).
ARMS yontemi PCR’a dayali diger yontemlerden farkli olarak bir¢ok avantaja
sahiptir. Yontem hizl1 ve giivenilir olup radyoaktif madde icermez. Internal kontrollii
iki tepkimenin kullanimi yalanci pozitif sonuglarin elde edilmesini 6nlemektedir.
Yontem genelde herhangi bir mutasyon i¢in gelistirilebilmesinin yaninda, evcut olan
cesitli genetik polimorfizmlerin saptanmasinda da kullanilabilir

(Kayrin, Aksoy, Tuli, Ciiriik, Attila 2001).

48



Outer primer ’A Mismatch Inner AS primer
e % E

G allele 2 % B e~ 4
3 g 5 3 C :
Inner AS primer Mismatch T‘ Outer primer
Inner AS primer Outer primer ’G Mismatch
—t- A —_—
, A 3 5 A 3
A allele
T 5 3 T 5'
,u— o T <o
Mismatch C Outer primer Inner AS primer
PCR | PCR |
PCR product:
Not allele-specific
. G —C
G allele-specific
C —
A allele-specific —A A
— T T
Gel electrophoresis Gel electrophoresis
G/G G/A A/A A/A G/A G/G
homozygote  heterozygote —homozygote homozygote  heterozygote homozygote
Not allele-specific Not allele-specific
G allele-specific A allele-specific
A allele-specific G allele-specific
A. Tetra-primer set 1 B. Tetra-primer set 2

Sekil 4.15. ARMS-PCR (http://www.biomedcentral.com/content/fiqures/1471-2105-9-253-4-1.jpg,erisim tarihi: 21.01.2013)


http://www.biomedcentral.com/content/figures/1471-2105-9-253-4-l.jpg

5. GEREC VE YONTEM

5.4.1. Geregler

Calismamiz, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim

Dal1 ile Oksante Ar-Ge Laboratuvari’nda yiiriitilmiistiir. Her iki yerde mevcut olan

ve ¢alismamizda kullanilan alt-yap1 ve arag-gereg listesi asagida verilmistir.

Cihaz Ad1

Sogutmali Santrifii
Vorteks

pH Metre

Derin Dondurucu: -20, -80
Analitik Terazi

Termal Dongii Cihazi
DNA Dizi analizorii

Jel Elektroforez Sistemi
Jel Goriintiileme Sistemi
Mikroplak Okuyucu
Etiiv

Manyetik Karistirict
Ultrasonik Su Banyosu
Ultra-saf su cihazi

Kimyasal Madde Adi
POP-4 Polymer for 310 Genetic Analyser

Loading Buffer

Loading Dye

Amplitag Gold DNA Polymerase
Genetic Analyser 10x Runing Buffer

ABI dizileme 6ncesi saflastirma

Marka ve Modeli

Eppendorf centrifuge 5810 R
Heidolph

Corning 430

UF 401 Electrolux

Sartorius TE214s

SensQuest
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5.2. Orneklerin Alinmasi, Saklanmasi ve Analizlere Hazirlanmasi

Tez icin goniillii kisilerden alman kan &rnekleri kullanilmistir. Orneklerin
alinmasma dair kurum izni ve Marmara Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Klinik Arastirmalar On Degerlendirme Komisyonunun onaylar1 ekler béliimiinde yer
almaktadir.

Bir gece onceden ag¢ kalmis (10-12 saat) ve normal uykusunu almis goniillii
Kisilerden 5 ml EDTA’1 kan alindi. Plazma ve eritrositlerde lipit peroksidasyonuyla
antioksidan savunma sisteminin bilesenlerinin 6l¢timii i¢in elde edilen kan 6rnekleri
santrifiijlendi, plazma ve eritrositler ayrilarak aymi giin calisma yapildi. Plazma
antioksidan kapasite ile lipit peroksidasyonu olgiimleri yapildi, eritrositlerde ise
hemoliz testi ve lipit peroksidasyonuna duyarliligin yaninda antioksidan savunma
sistemi enzimleri incelendi.

Kanlar, kan alinma islemleri bittikten sonra DNA saflastirmasi yapilincaya kadar
-20 C°’de bekletildi. Kanlar oda sicakliginda c¢oziindiikten sonra birka¢ defa alt-iist
edilerek homojen hale getirilip 8’erli gruplar olusturularak ¢aligildi.

Omek alinacak kisilerin, yas, cinsiyet, sigara kullanimi, ilag alimi ve calisma

stiresi gibi bilgilerin elde edilmesi amaciyla bir bilgi formu diizenlendi.

5.3. Biyokimyasal Yontemler

Hemolizat hazirlama

Ayiraclar
% 0.9 NaCl
B-Merkaptoetanol-EDTA ¢ozeltisi: 0.050 ml B-merkaptoetanol ile 10 ml 0.27 M

EDTA karistirilir ve ultra saf su ile 1 litreye tamamlanur.

Deneyin Yapihisi

1 g kuru alfa-seliiloz ve 1 g mikrokristal seliiloz (Sigmacell tip 50) iceren
karigim, 10 ml % 0.9 NaCl ile karistirildi. 5 ml' lik bir enjektoriin u¢ kismi filtre
kagid ile kapatildiktan sonra 2 ml isareti hizasina kadar seliiloz karisimi dolduruldu

ve 5 ml % 0.9 NacCl ile yikandi. Hazirlanan bu kolondan 1 ml heparinli kan gecirildi.
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Daha sonra kolon bir kez 1 ml % 0.9 NacCl ile yikand1 ve elde edilen eluent bir
santrifiij tiipline toplandi. Eritrosit siispansiyonu, 10 ml % 0.9 NaCl ile yikandi, 1,000
g'de 15 dakika santrifiij edildi ve eritrosit paketi ayrildi. Bu islem ii¢ kez
tekrarlandiktan sonra eritrosit paketi esit hacim % 0.9 NaCl ile siispanse edildi. Bu
stispansiyondan 0.2 ml alindi ve tizerine 1.8 P-merkaptoetanol-EDTA ¢ozeltisi
eklendi. Hazirlanan hemolizat 6nce donduruldu, daha sonra oda sicakliginda su

banyosunda tamamen ¢oziildii ve kullanilincaya kadar buzlu suda saklandi

(Mannervik and Guthenberg 1981).

Hesap

Elde edilen 1:20 eritrosit hemolizatinin hemoglobin igerigi saptandi.

Glutatyon (GSH)
Prensip

Glutatyonun siilfidril grubu ile 5,5'-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) DNTB
arasinda olugsan kompleks iiriin konsantrasyonunun kore karsi spektrofotometrik

olarak tayin edilmesi prensibine dayanir.

Stok glutatyon (GSH) standardi hazirlandi (100 mg/dl) ve seri dilusyon ile 10,
20, 30, 40 ve 50 mg/dl olacak sekilde hazirlandi. Ornek hazirhig: igin 100 pl doku
homojenatina meta-fosforik asit ¢ozeltisi eklendi, 1000 x g’de 10 dakika
santrifiijlendi ve supernatant ayrildi. Bir floresans plagina 200 ul fosfat tamponu
pipetlendi tizerine 10 pl standart, 6rnek ve kontrol eklendi. Daha sonra her kuyuya
10 pl o-phtaldialdehit ilave edildi, 15 dakika inkubasyon sonunda 350 nm’de
eksitasyon ve 420 nm’de emisyon olacak sekilde floresans degerleri alindi. Standart
grafik cizilerek sonuglar grafikten okundu ve degerler umol/g doku olarak ifade
edildi (Mannervik and Guthenberg 1981).
Ayiraclar
Deproteinize reaktifi: 1.67 g glasiyel metafosforik asit, 0.2 g disodyum EDTA ve 30
g NaCl ultra saf suda ¢oziiniir, 100 ml'ye tamamlanir.
Na,HPO,: 0.3 M hazirlanir.
Ellman ayiraci: 40 mg DNTB, 100 ml, % 1'lik sodyum sitrat'da ¢oziiniir.
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Deneyin Yapilhisi

2 ml ultra saf suya, 0.2 ml heparinli kan eklendi. Elde edilen hemolizatta
hemoglobin tayini yapildi. Hemolizattan 2 ml alinip, iizerine 3 ml deproteinize
reaktifi konuldu. 5 dk beklenip, santifiij edildikten sonra 2 ml siipernatant ile 8 ml 0.3
M NayHPO, karistirilip iizerine 1 ml Ellman ayiract eklendi. Heparinli kan yerine
ultra saf su kullanilarak hazirlanan ayirag koriine kars1 412 nm de absorbans okundu.
Hesap

Glutatyon diizeyleri olusan sar1 renkteki iiriiniin 412 nm'deki optik dansite (OD)
katsayist (13600 M™cm™) kullanilarak hesaplandi. Sonuglar gram hemoglobin basina
umol glutatyon olarak ifade edildi (Mannervik and Guthenberg 1981).

Glutatyon rediiktaz (GSH-Rd)
Prensip

Glutatyon Rediiktaz, okside glutatyonun (GSSG) NADPH tarafindan GSH'a
indirgenmesini kataliz eder. Enzim aktivitesi, tepkime sirasinda yiikseltgenen
NAD(P)H'nin 37°C'de, 340 nm dalga boyunda absorbans farki dlgiilerek belirlenir
(Mannervik and Guthenberg 1981).

GSH-Rd
NADPH + H" + GSSG ——— NADP" + 2 GSH

GSH-Rd bir flavin enzimdir. Normal hemolizatlarda FAD tarafindan tam olarak
aktive edilmediginden, apoenzimin tam aktivasyonu i¢in enzimin FAD ile
preinkiibasyonu gereklidir. Bu nedenle yontemde FAD'li ve FAD'siz tiipler
hazirlandi. FAD igeren ve icermeyen tiiplerden elde edilen sonuglar arasinda biiyiik

bir fark gézlemedigimizden FAD igermeyen sonuglari esas aldik.

Ayiraclar

Tris-HCIl 1 M, EDTA 5 mM pH 8'de: 12.1 g tris, 169 mg disodyum-EDTA 80 ml
ultra saf suda ¢6ziildii, pH=8'e ayarlandi. Son hacim 100 ml'ye tamamland.

FAD: 10 uM (2.1 mg/250 ml ultra saf su)

GSSG: (Glutatyon Disiilfid): 0.033 M (20 mg/ml)NADPH: 2 mM hazirlandi.
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Deneyin Yapilhisi

FAD igeren ve igermeyen, blank ve test tiiplerine 50 ul Tris-EDTA tamponu
konuldu. Her tiipe 10 ul 1:20 eritrosit hemolizati ilave edildi. FAD igermeyen blank
tiiptine 890 pl ultra saf su, test tiipline de 790 ul ultra saf su eklendi. FAD igeren
blank tiiptine 790 pl ultra saf su, test tlipiine 690 pl ilave edildi. FAD igeren blank ve
test tiiplerine 100 ul, 10 ul FAD konduktan sonra 37 °C de 10 dk inkiibe edildi. FAD
igeren ve igermeyen test tiiplerine (blank hari¢) 100 pl 0.033 M GSSG (Okside
Glutation-Glutation Disiilfid) eklenerek 37 °C de 10 dk inkiibe edilir. Siire sonunda
biitiin tiiplere 50 ul 2 MM NADPH eklenerek optik dansite'deki azalma 340 nm de
kor'e kars1 okundu ve AOD hesaplandi.

Hesap

AOD/dak Voplam
GSH-Rd Aktivitesi (U/ml) = X
6.22 V 6rmek

AOD = Optik Dansite Degisimi

6,22 =1 mM NADPH’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri
V1oplam = Toplam hacim

Vomek = Hemolizat hacmi

e S GSH-Rd Aktivitesi
GSH-Rd Spesifik Aktivitesi =

Hb degeri

Enzim aktivitesi NADPH'!n 340 nm deki ekstinksiyon katsayisi olan 6.22
kullanilarak hesaplanir. Indirgen her mol GSSG’ye karst 1 mol NADPH oksitlenir
(Mannervik and Guthenberg 1981).
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Glutatyon peroksidaz (GPX)

Prensip

GPX ile t-biitilhidroperoksit varliginda GSH’nin GSSG’ye oksidasyonu
gerceklesir. Oksidasyon sonucu olusan GSSG’nin glutatyon rediiktaz (GSH-Rd)
enzimi ile tekrar GSH’ye indirgenmesi tepkimesinde NADP’ye oksitlenen
NADPH’nin 340 nm dalga boyundaki absorbans degeri farkinin zamana karsi
okunmasi prensibine dayanir (Mannervik and Guthenberg 1981).

GPX

2 GSH + R-O-O-H GSSG + H,0 + ROH

v

. GSH-Rd .
GSSG + NADPH + H » 2 GSH + NADP

4

Ayiraclar

Tris-EDTA tamponu (1 M tris-HCI-5 mM EDTA, pH 8.0): 12.1 g Tris, 168 mg
disodyum-EDTA 80 ml suda ¢6ziildii, HCl ile pH 8’¢ ayarland1 ve hacim 100 ml’ye
tamamlandi.

Indirgenmis glutatyon (GSH): 0.1 M

Glutatyon rediiktaz (GSH-Rd): 10 unite/ml

NADPH: 2 mM

t-biitilhidroperoksit: 7 mM

Deneyin Yapihisi

Bir reaksiyon kiivetine, 0.1 ml Tris-EDTA tamponu, 0.02 ml glutatyon ¢6zeltisi,
0.1 ml glutatyon rediiktaz, 0.1 ml NADPH, 0.01 ml 1:20 eritrosit hemolizat1 ve 0.66
ml ultra saf su konulup, karistirildiktan sonra 37 °C de 10 dk tutuldu. Bu siire
sonunda 0.01 ml t-biitilhidroperoksit ilave edildi ve absorbans degisimi 340 nm de
takip edildi. Ayira¢ korii olarak t-biitilhidroperoksit yerine ultra saf su kullanildi
(Mannervik and Guthenberg 1981).
Hesap

NADPH'nin 340 nm'deki ekstinksiyon katsayis1 (6.22 mM™ cm™) kullanilarak
enzim aktivitesi hesaplanir. Sonuglar, gram hemoglobin bagina enternasyonal iinite

(1U/g Hb) olarak belirtildi.
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AOD/ VTopIam

P

GPX Aktivitesi (U/ml) =
6.22 VOrnek

AOD = Optik Dansite Degisimi
6,22 =1 mM NADPH’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri
VToplam = Toplam hacim

Vomek = Hemolizat hacmi

GPX Aktivitesi

GPX Spesifik Aktivitesi =
Hb degeri

Glutatyon-S-transferaz (GST)
Prensip

GST, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile glutatyonun —SH grubu arasindaki
tepkimeyi katalizler. Enzim aktivitesi 340 nm’de 37 °C’de GSH ve CDNB
kullanilarak dakikada olusan S-2.4 dinitrofenilglutatyonun 1 pmol’unu katalizleyen
enzim miktarinin 6l¢iilmesiyle belirlenir (Habig, Pabst, Jakoby 1974).

GST
CDNB + GSH ——» S-2,4 dinitrofenilglutatyon + HCI

Ayiraclar

Sodyum fosfat tampon: 0.2 M, pH: 6.5

Glutatyon ¢ozeltisi: 60 mM

CDNB ¢ozeltisi: 60 mM (12.2 mg CDNB / 1 ml Etanol’de ¢oziiliir)

Deneyin Yapihisi

Bir reaksiyon kiivetine 1.425 ml sodyum fosfat tamponu, 0.025 ml glutatyon
cozeltisi ve 0.025 ml plazma konuldu. Reaksiyon 0.025 ml CDNB eklenerek
baslatildi ve absorbans degisimi 340 nm’de 4 dk siire ile takip edildi. Ayni islem

korii saptamak tizere plazma igermeyen reaksiyon karigimu ile tekrarlandi.
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Hesap

Glutatyon ve CDNB konjugasyonu sonucu olusan {iriin i¢in saptanmis olan
ekstinksiyon katsayisi (9.6 mM’l.Cm'l) kullanildi. Enzimsel konjugasyondan kor
degeri cikarildi ve sonuglar nmol {iriin/dk/ml plazma olarak ifade edildi (Sun,

Oberley, Li 1988).

AOD/ dak X VTopIam
9,6 VOmek

GST Aktivitesi (U/ml) =

AOD = Optik Dansite Degisimi

9,6 =1 umol CDNB’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri
Voplam = Toplam hacim

Vomek = Hemolizat hacmi

GST Aktivitesi
GST Spesifik Aktivitesi =

Hb degeri

Eritrosit Katalaz (CAT)
Prensip

Katalaz H,O,’nin su ve molekiiler oksijene yikimini katalizler. H,O, nin 15181
absorbe etmesinden yararlanilarak 230 nm’de H,05 nin yikim hiz1 spektrofotometrik

olarak 6l¢iiliir (Mannervik and Guthenberg 1981).
CAT
2H202 _— 2H20 + 02

Ayrraclar

Tris-EDTA tamponu (1 M tris-HCI-5 mM EDTA, pH 8.0): 12.1 g tris, 168 mg
disodyum-EDTA 80 ml suda ¢6ziiliir, HCl ile pH 8’¢ ayarlanir ve hacim 100 ml’ye
tamamlanir.

10 mM hidrojen peroksit

% 95 etanol

Deneyin Yapihisi
Deneyin yapilmasindan hemen 6nce 1:20 eritrosit hemolizati, 3-merkaptoetanol-

EDTA c¢ozeltisi ile 100 kez sulandirildi. Katalaz ve hidrojen peroksitin
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olusturabilecegi katalazin inaktif sekli olan kompleks II’nin yikimini saglamak {izere,
sulandirilmis hemolizata 0.02 ml/1 ml hemolizat olacak sekilde etanol eklendi. Bir
reaksiyon kiivetine, 0.05 ml tris-EDTA tamponu, 0.9 ml 10 mM hidrojen peroksit,
0.03 ml distile su konulup karistirildiktan sonra 37°C de 10 dakika tutuldu. Daha
sonra bu karistma 0.02 ml etanollii hemolizat eklendi ve 230 nm’de absorbans
degisimi izlendi. Ayirag korii i¢in hidrojen peroksit yerine su kullanildi.
Hesap

Enzim aktivitesi hidrojen peroksitin 230 nm’deki ekstinksiyon katsayis1 (0.071
mM™? cm-!) kullanilarak hesap edildi. Sonuclar, gram hemoglobin basina
enternasyonal tinite (IU/g Hb) olarak belirtildi.

AOD/ dak X VTopIam
0,071 VOmek

CAT Aktivitesi (U/ml) =

AOD = Optik Dansite Degisimi

0,071 =1 pmol Hy07’nin 1 em’lik 151k yolunda verdigi OD degeri
VToplam = Toplam hacim

Vomek = Hemolizat hacmi

CAT Aktivitesi
CAT Spesifik Aktivitesi =

Hb degeri

Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Prensip

Stiperoksit Dismutaz enzimi, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik
stiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit (H,O;) ve molekiiler oksijene (O,)
dismutasyonunu katalizler. oD

20,"+2H' —» H,0,+ 0,

Ayrraclar
SOD Reaktifi: 200 ml 0.3 mM ksantin, 100 ml 0.6 mM EDTA, 100 ml 0.15 mM
NBT (nitroblue tetrazolium), 60 ml 400 mM Na,COs3, 30 ml 1 g/L BSA (bovine
serum albumine ) karistirilarak hazirlanir.
Ksantin oksidaz: 167 U/L 2 M soguk (NH,4),SOy ile diliie edilir.
CuCly: 0.8 mmol/L

Kloroform/Etanol:3/5 (v/v)
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Deneyin Yapilhisi

5 ml kan 1500 x g de 10 dk santrifiij edildi. Eritrosit paketi izotonik NaCl ile 3
defa yikanir ve supernatant atildi. 0.1 ml Eritrosit, 0.9 ml soguk suda hemoliz edildi.
MnSOD ve hemoglobini uzaklastirmak icin 0.3 ml kloroform, 0.5 ml etanol
eklenerek karistirilarak 18,000 x g de 60 dk santrifiij edidi. Supernatant 1/100 ultra

saf su ile diltie edilerek, enzim aktivitesi 0.5 ml numune kullanilarak tayin edildi.

Blank Test
SOD Reaktifi 2.45 ml 2.45 ml
Ultra saf su 0.5 ml -
Ornek - 0.5ml
Ksantin oksidaz 0.05 ml 0.05 ml
20 dk, 25 °C de inkiibasyon
CuCl, | iml | 1ml

Not: Ksantin oksidaz 30 sn aralikla konulur ve CuCl, ayni zaman araliinda konularak

reaksiyon durdurulur.

Spektrofotometre de 560 nm dalga boyunda; SOD reaktifi ile sifir ayari
yapilarak absorbans degeri okundu (Ohkawa, Ohishi, Yagi 1979).

Hesap

. o Kor Abs. — Ornek Abs.
SOD spesifik aktivite = < 8000 U/gHb

Kor Abs.
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5.4. Molekiiler Yontemler
5.4.1. DNA izolasyonu

GoOniillii olur onayr alinmig saghikli bireylerden EDTA 11 tiipe alinan periferik
kan 6rneklerinden “Quick Blood Genomic DNA Extraction Kit (Dongsheng Biotech,
Cin)” kullanilarak DNA izolasyonu yapildi.

Kit icerisinde yer alan protokole gore, 1.5 ml mikrosantrifijj tiipiine alinan 200
ul kan 6rneklerine 20 pul RNaz A (20 mg/ml) eklendi ve 5 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda her bir érnege 20 pl Proteinaz K ve 220 ul “QS
Soliisyonu” eklenip karistirildi. 65°C de 15 dk inkiibasyon sonrasinda siyah renkte
homojen soliisyon elde edildi. Kisa siireli santrifiij yapilarak soliisyonun tiipiin dibine
toplanmasi saglandi. Her 6rnege 220 ul % 100 etanol eklendi ve ornekle etanol
karisana kadar tiipler ters diiz edildi. Karisim, kitte yer alan “Spin Column” iceren 2
ml’lik toplama tiipiine (Collection Tube) aktarildi. 12,000 rpm de 1 dk santrifiij
edildi ve tiipte toplanan sivi uzaklastirildi. Kolona 500 pl “Yikama Tamponu PS
(Wash Buffer PS)” eklenerek 12,000 rpm de 1 dk santrifiij edildi ve tlipte toplanan
stvi uzaklagtirildi. Kolona 500 pl “Yikama Tamponu PE (Wash Buffer PE)”
eklenerek 12,000 rpm de 1 dk santrifiij edildi ve tiipte toplanan sivi uzaklastirildi.
Yikama asamasit “Yikama Tamponu PE” ile tekrarlandi. Kolondaki membranin

kurumasi i¢in 12,000 rpm de 3 dk santrifiij edildi ve tiipte toplanan sivi uzaklastirildi.

Kolon yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipine alindi. Her bir kolonun
merkezine, dnceden 60°C ye 1sitilmisg 50 ul “Eliisyon Tamponu TE” eklendi ve oda
sicakliginda 2 dk inkiibe edildi. 12,000 rpm de 1 dk santrifiij edilerek DNA
orneklerinin eliisyonu saglandi. izole edilen DNA &rnekleri dizileme reaksiyonunda
kullanilmak tizere -20°C ye kaldirildu.

5.4.2. Agaroz jel elektroforezi

[zolasyonu yapilan DNA &rneklerinin  varhigi, Agaroz Jel Elektroforez
yontemiyle tayin edildi. Agaroz jel hazirlanirken, jel kasetine tarak yerlestirildi. % 1
(w/v) lik jel hazirlamak i¢in, bir erlene 1 g agaroz ve 100 ml 0.5X TBE (Tris-Borik
asit-EDTA) (Tablo 5.1) tamponu eklendi ve mikrodalga firinda ¢oziildii. Yaklasik
60°C ye sogutularak, 10 pl Etidyum Bromiir (10 mg/ml) eklendi. Jel kasete dokiildii
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ve donmasi i¢in 30 dk beklendi. Jel donduktan sonra jel taragi cikarildi ve
kuyucuklart olusan jel, icinde 0.5X TBE tamponu bulunan elektroforez tankina

yerlestirildi.

Izole edilen DNA &6rneklerinden 4 pl alindi, 2 pl 6x yiikleme tamponu (DSBIO)
ile pipetaj yapilarak jel kuyucuklarina yiiklendi. DNA 0&rneklerinin boyutlarinin
belirlenebilmesi amaciyla, agirliklar1 bilinen bir DNA markir1 (100 bg, DSBIO) ile
birlikte jele yiiklendi. 120 V da yiiriimeye birakildi. Bu siire i¢inde, DNA igeriginin
agaroz jelde elektroforetik olarak ayrilmalari saglandi. Bromofenol mavisi, jelin 2/3
lik bolimiine ulastiginda giic kaynagi kapatilarak, jel UV transilliiminatdrde

incelendi.

Tablo 5.1. Agaroz jel elektroforez tamponlarinin igerikleri

Tampon Ad1 Icerigi

108 g Trizma-base, pH 8.0
TBE (10X) tamponu (1 L) 55 g Borik asit
9.3 g Na-EDTA, pH 8.0
0.5XTBE tamponu (1 L) 50 ml 10X TBE
950 ml ultra saf su
10 mM Tris-HCI (pH 7.6)
% 0.03 Bromfenol mavisi
6x yikleme tamponu % 0.03 Ksilen siyanol FF
% 60 gliserol

60 mM EDTA
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5.4.3. DNA konsantrasyonunun florometrik tayini

DNA konsantrasyonunun florometrik tayini i¢in ¢ift zincirli DNA’y1 pikogram
diizeyinde belirleme hassasiyetine sahip Quant-IT™ PicoGreen dsDNA Kkiti
(Invitrogen, Oregon, USA) ile ¢alisma yapildu.

Floresan mikroplagi i¢inde, kitte yer alan standart DNA’nin ve calisilacak 6rnek
DNA’larinin uygun sulandirmalar1 hazirlanarak Picogreen i¢in eksitasyon 480 nm,
emisyon 520 nm dalga boylarinda florometrik 6lgimii alindi.

Kitin 6nerdigi yonteme gore, TE tamponu (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH
7.5), Quant-iT TM PicoGreen ajaninda DNA o6rneklerini sulandirmak amaciyla
kullanildi. Kitte yer alan 20X TE tamponu; steril distile su ile 20 kat sulandirilarak
1X TE g¢alisma soliisyonu hazirlandi. Calismada kullanilacak PicoGreen ajant
konsantre DMSO’nun 200 kat sulandirilmasiyla hazirlandi. Miktar tayini yapilacak
her bir DNA 6rnegi igin 100 pl final hacim olacak sekilde 99.5 ul 1XTE igine 0.5 pl
cift iplikli DNA’ya 6zgili PicoGreen ajanm1 eklendi. Calisma soliisyonu, folyoya sarilt
sekilde karanlik odada muhafaza edilerek 1siktan korundu.

DNA standart egrisi olusturmak icin, Quant-iT ™ PicoGreen kiti i¢inde 100
png/ml olarak bulunan Lambda DNA standartindan 2 pg/ml konsantrasyonda c¢alisma
sollisyonu hazirlandi (Tablo 5.3). 1 ng/ml den 1 pg/ml ye kadar sulandirma yapilip 5
noktali standart egri olusturuldu (Sekil 6.1)(Sambrook et al. 1989).

Tablo 5.2. Standart egri olugturma protokolii

IXTE 2 pg/ml DNA stogu () Sulandirilmas Pico Final DNA
(ul) Green (ul) konsantrasyonu
0 100 100 1 pg/ml
90 10 100 100 ng/ml
99 1 100 10 ng/ml
99.9 0.1 100 1 ng/ml
100 0 100 Blank
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5.4.4. Oligoniikleotidler (Primerler)

Insan DNA’sinda GPX1 (Glutatyon Peroksidaz 1) ve GSTM3 (Glutatyon S-
Transferaz M3) genlerinin dizilenmesi i¢in gerekli PCR reaksiyonunda kullanilmak

tizere Primer3 programi (http://frodo.wi.mit.edu/, erisim tarihi: 28.01.2013) ile

tasarlananan primer ¢iftleri, “TAC Copenhagen A/S Symbian” (Danimarka)
firmasina sentezlettirildi. Sentezlenen primerlerin niikleotid dizileri tablo 5.4 de yer

almaktadir.

5.4.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Caligilacak her bir DNA 06rnegi i¢in iki PCR reaksiyonu gerceklestirildi. 100’er
ng DNA oOrnekleri, iki ayr1 200 pl hacimli PCR tiiplerine buz iizerinde aktarildi.
Tiiplerden birine GPX1 / GSTM3 geni igin tasarlanan A primerini i¢eren “GPX1-A /
GSTM3-A” PCR reaksiyon karigimindan 11 pl, eklendi. B primerini igeren “GPX1-
B / GSTM3-B” PCR reaksiyon karisimindan 11 pl eklendi.

GPX1-A, GPX1-B, GSTM3-A, GSTM3-B PCR reaksiyon karisimlarinin
igerikleri Tablo 5.3 de yer almaktadir. Her iki tiipte de 0.5 ul Tag DNA polimeraz
(DSBIO, 5 u/ul) eklenip reaksiyon tiiplerindeki total hacim 50 ul’ye steril ultra saf su
ile tamamlandi. Negatif kontrol olarak da DNA o6rnegi yerine steril distile su
kullanildi.

Tablo 5.5 da yer alan kosullarda SensQuest marka PCR cihazinda PCR reaksiyonu
gergeklestirildi.

Tablo 5.3. PCR reaksiyon igerigi

PCR Reak. Karisim Taq Polimeraz DNA (ng) H,O
(uh) (ul)
11 0.5 100 (50 pl = x)*

*Diger reaksiyon bilesenlerinin toplam miktaridir.
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Tablo 5.4. Deney i¢in kullanilmak iizere sentezlenen primerler

Oligo Name 5'- 3" primer

GPX1 A S1 5’-CGC CAT GTG TGC TGC TCG-3’

GPX AS2 5-CGC CAT GTG TGC TGC TCC-3'

GPX1 BS1 5’-CAT GTG TGC TGC TCG GCT-3’

GPX1 B S2 5’-CAT GTG TGC TGC TCG GCC-3’

GPX1 CS1 5’-CAT CGA GCC TGA CAT CGA AG-¥’
GPX1 CS2 5’-CAT CGA GCC TGA CAT CGA AA-3’
GPX1 D 3S1 5’-CCT GCT GTC TCA AGG GCC-3°

GPX1 D S2 5’-CCT GCT GTC TCA AGG GCT-3’

GPX1 FGF 5’-CACTCT CCAGCCTTTTCC TG-3°
GPX1 AG 5’>-TCGTTC ATC TGG GTG TAG TCC-3’
GPX1 BG 5’-TCA GCA GCT ACG AGC AAC AG-3’
GPX1 CG 5’-CAG GTG TTC CTC CCT CGT AG-3’
GPX1 DG 5’-CTG ACACCCGGCACTTTATT-3’
GSTM3 AS1 5’-TTACAG CTC CTG ACT ATG ATC GAA-3'
GSTM3 A S2 5>-TTACAG CTC CTG ACT ATG ATC GAG-3'
GSTM3 B S1 5>-GTGCTGGTGCCTCTTCTT TC-3'
GSTM3 B S2 5-GTGCTG GTG CCTCTT CTT TG-3'
GSTM3 C 31 5>-TGA AGG CTT TCATGT GCC G-3'
GSTM3 C S2 5>-TGAAGG CTT TCATGT GCC T-3'
GSTM3 D S1 5’-AGT GGG GCA ACA AGC CTG-3'
GSTM3 D S2 5’-AGT GGG GCA ACA AGC CTA-3'
GSTM3 AG 5-TCA GGATCA GCC TGG GTA AC-3'
GSTM3 BG 5-GTA GCT CTT CCA AGT ACT GAG GC-3'
GSTM3 CG 5-TGG GCA TCT TGC AGA ACT GA-3'

GSTM3 DG

5'-CCG AAC TCC GGT TAA GTC CA-3'
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Tablo 5.5. PCR reaksiyonu programi

Sicaklik (°C) Siire (dk) Dongii
94 3 3
94 0.45 0.45
55 1.00 1.00
72 1.00 1.00
72 10 1
4 oo _

Reaksiyon sonunda 5’er pul PCR iiriini % 2 (w/v) lik agaroz jelde yiiriitiilerek
reaksiyon kontrolii yapildi. Her bir PCR iiriiniiniin dizileme reaksiyonu ig¢in

saflagtirma iglemi yapildi.

5.4.6. PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

Dizileme 6ncesi PCR reaksiyonlarindan elde edilen iirlinlerin saflastiriimas,
“Biotech PCR and DNA fragment Purification Kit (Dongsheng Biotech)”
kullanilarak yapildi. Kit prosediiriine gore, 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine PCR
reaksiyon karistmi 1:1 hacimde DNA Baglama Tamponuyla birlikte eklendi. (Bing
Buffer BD) ve vorteks yapilarak karistirildi. Karigim, kitte yer alan toplama tiipiine
(spin column) aktarildi, 2 dakika bekletildi. 12000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi ve
tiipte toplanan sivi uzaklastirildi. Kolona 500 pl Yikama Tamponu (Wash Buffer PE)
eklenerek 12000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi ve yikama asamasi tekrarlandi. Tim
yikama igeriginin uzaklastirilmasi i¢in bos kolon 12000 rpm de 3 dk daha santrifijj
edildi. Toplama tiipii bosaltildi ve mikrosantrifiij tlipiiniin kapag1 agik vaziyette,
kalan etanoliin uzaklastirilmasi i¢in 1 dk daha santrifiij edildi. Kolon yeni 1.5 ml’ lik
mikrosantrifiij tiipiine alindi, énceden 60 °C’ ye 1sitilmis Eliisyon Tamponu (Elution
Buffer TE)’ ndan 50 pl membrana dokunmayacak sekilde kolonun merkezine

eklendi. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda 12000 rpm de 1
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dakika santrifiij edilerek DNA Orneklerinin eliisyonu saglandi. Saflagtirilan DNA
orneklerinin konsantrasyonu, bolim 5.4.3 de belirtilen prosediire uygun olarak
PicoGreen yontemiyle florometrik olarak belirlendi. Geri kalan saflastirilmis DNA

ornekleri dizileme reaksiyonunda kullanilmak iizere -20 °C ye kaldirilds.

5.4.7. Dizileme reaksiyonu

PCR ile ¢ogaltilan ve saflastirilan DNA 6rneklerinin dizileme reaksiyonu “ABI
BigDye Terminator Dizileme Kiti” kullanilarak gerceklestirildi. Kit prosediiriine
gore 200 pl hacimde PCR tiiplerine 1 pl reaksiyon karigimi, 4 pl BigDye Tamponu,
1 ul PCR iirtinii ve 1 pl primer eklenerek 20 ul” ye ultra saf su ile tamamlandi.

Negatif kontrol olarak PCR iiriinii yerine 1 pl ultra saf su kullanildi. Tablo (5.6)
de yer alan kosullarda SensQuest marka PCR cihazi kullanilarak her PCR {iriinii i¢in

“forward” ve “reverse” primer kullanilarak, iki dizi reaksiyonu gerceklestirildi.

Tablo 5.6. Dizileme reaksiyonu programi

Sicaklik (°C) Siire (dk) Dongii
96 1.00 1
96 0.10 25
50 0.05 25
60 4.00 25
4 o _

Reaksiyon sonunda kapiller elektroforez igin kullanilacak dizi reaksiyonlarinin

saflastirilmasi yapildi.
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5.4.8. Dizileme reaksiyonu iiriinlerinin saflastirilmasi

13

Dizileme reaksiyonu friinlerinin saflastirilmasi i¢in Princeton Separations
Centri-Sep Columns” saflastirma kiti kullanildi. Kit prospektiisiine goére, 20 pl
dizileme reaksiyon karigimi kitte belirtilen sekilde hazirlanan jelin iizerine eklendi.
Saflagtirma etkinliginin azalmamasi i¢in reaksiyon karigiminin kolonun yan
taraflarina degmemesine dikkat edildi. Kolon, 1.5 ml’ lik 6rnek toplama tiipiline
yerlestirildi. (Yiksek kismi rotoruna dis kismina yerlesecek sekilde) 750 x g’ de 2
dakika santrifiij edildi. Kolon uzaklastirildi ve saflastirilmis DNA 06rnegi toplama

tiipiinden elde edildi. Kapiller elektroforez i¢in 6rnek hazirlama prosediiriine gegildi.

5.4.9. Kapiller elektroforez ile DNA dizilenmesi

DNA dizilemesi i¢in “ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer” dizileme cihazi
kullanildi. 15 pl saflastirilmis dizi reaksiyon iirlinli dizileme cihazina yiiklenerek

Tablo 5.6 da yer alan kosullarda; kapiller elektroforez yontemine gore yiiriitiilldii ve
GPX1 ve GSTM3 genlerine ait niikleotid dizileri elde edildi.

5.4.10. Analiz

Cihazda Sequencing Analysis V 5.1 ile analiz edilen sonuglarin dizi dosyalar1

NCBI web sitesinin database ile karsilastirmak i¢cin BLAST yapildi.
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5.4.11. Allele 6zgii niikleotidlerle mutasyon belirleme teknigi (ARMS-PCR)

Bu galismada, GPX1 geninin 3’'UTR bdlgesindeki yanlis anlamli (missense)
mutasyona neden olan tek niikleotid degisimini (9.1344 C>T, p.Prol98Leu) ve
GSTM genindeki yanlis anlamli (missense) mutasyona neden olan tek niikleotid
degisimini (G>A, p.Val224lle) belirlemek amaciyla her bir polimorfik bélge igin ayr1
ayr1 olmak {iizere, iki farkli tiipte degisim noktalarina 6zgii hazirlanmis primerlerin ve
bir genel primerin kullanildigi PCR reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Ayrica insan
bliylime hormonu geninde 429 b¢’lik bolgeyi cogaltmak igin tasarlanmis bir ¢ift
primer (IKP1 ve IKP2) de her bir PCR reaksiyonun i¢ kontrolii olarak kullanilmistir.
Kullanilan primerler Tablo 5.4.’de verilmistir.

Bu calismada konsantrasyonu 5 U/ul olan Tag DNA polimeraz enzimi
(Fermentas Life Sciences) ve PCR tamponu olarak MgCI icermeyen, 500 mM KCI,
100 mM Tris-HCI (pH 8.8) ve % 0.8 Nonidet P40 igeren tampon (10X)
kullanilmastir.

PCR reaksiyonlarinda kullanilan bilesenlesenlerin konsantrasyonlart Tablo
5.7.’de verilmistir.

GPX1 ve GSTM3 genlerindeki polimorfizmi belirlemek amaci ile yapilan
PCR’lerde kullanilan programlar Tablo 5.8.’de gosterilmektedir.

Tablo 5.7. ARMS-PCR reaksiyon bilesenleri

Master Mix 12.5 ul
Primer F(S1 alleli) 0.5 ul
Primer R 0.5 ul
Kontrol Primer F 0.2 ul
Kontrol Primer R 0.5 ul
Kalip DNA 1.0 ul
H>O 5.0 ul
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Tablo 5.8. ARMS-PCR reaksiyonu programi

Sicaklik (°C) Siire (dk) Dongii
95 5.0 1
95 0.5 25
60 0.5 25
72 1.0>2 25
95 0.5 20
65 0.5 20
72 1.0>5 20
4 o _

69



6. BULGULAR

Calismamizda, goniillii kisilerden alinmis kan Orneklerinde glutatyon (GSH),
glutatyon rediiktaz (GSH-Rd), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon s-transferaz
(GST), siipeoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerin
diizeylerine bakildi ve poliakrilamid jel elektroforezi, PCR, DNA dizileme analizleri
gerceklestirildi. Antioksidan enzim analiz sonuglart minumum ve maksimum aralik
icerisinde bulundu (Tablo 6.1).
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Tablo 6.1. Antioksidan enzim analizleri

No Y/C GSH GSH-Rd GPX GST SOD CAT
(umol/g Hb) | (U/g Hb) (U/g Hb) (nmol iiriin/ml P) (U/g Hb) (U/g Hb)
1 56/E 5.8 8.3 125 21 1696 2112
2 45/K 6.7 54 115 82 1515 1690
3 26/E 7.3 7.2 96 38 970 1549
4 32/E 7.2 8.0 112 32 1334 2460
5 23/E 6.7 54 100 22 2035 1467
6 27/IK 6.4 55 106 44 1544 1526
7 48/E 4.6 5.1 130 40 1614 2230
8 27IE 6.6 5.8 138 35 1123 2054
9 29/K 7.1 5.0 145 23 1824 2288
10 36/K 8.9 5.9 113 54 1826 1585
11 45/E 74 5.6 152 54 2380 2524
12 56/E 74 8.2 112 30 1007 2288
13 43/K 6.8 8.3 109 43 1907 1878
14 41/K 75 8.1 98 37 1622 1291
15 24/E 6.5 8.0 103 23 1286 2347
16 37/K 7.1 8.1 146 32 1147 2230
17 40/E 6.4 6.5 109 23 1820 1408
18 36/K 6.6 6.4 118 20 1610 1901
19 50/K 7.0 6.4 131 22 1272 2147
20 31/K 7.5 5.7 151 23 1356 2091
Min. 4.6 5.0 80 20 900 800
Maks. 8.7 94 160 54 2600 2400
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6.2. Primer Kontrolii

GPX1 ve GSTM3 antioksidan genlerdeki SNP bolgelere 6zgii tasarlanan allel

spesifik primerlerin agaroz jelde kontrol edilmesi (Resim 6.1 ve Resim 6.2).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12 13

Resim 6.1. GPX1 e ait allel spesifik primerlerin agaroz jelde kontrolii

Resim 6.2. GSTM3 e ait allel spesifik primerlerin agaroz jelde kontrolii

GPX1 ve GSTMS3 antioksidan genler SNP bolgelerine 6zgii tasarlanan primerler
icin agaroz jel elektroforezinde kontrolleri yapilmistir. Bant verdigi gozlenen

primerler ile ¢alisma devam edildi.
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6.3. Agaroz Jel Elektroforezi

1X TAE tampon icinde %]1°lik agaroz jel hazirlandi. Ilk kuyucuga kontrol
amagcli 6 pl 100 bp marker, geri kalan kuyucuklara 5 pl DNA 6rnegi + 2 ul yiikleme
tamponu yiiklendi. 120V luk elektriksel alanda yiiriimeye birakildi. Transilliiminator
de (farkli zamanlarda yiiklenmis agaroz jeller) UV isik altinda gozlenen bantlar
fotograflandi (Resim 6.3).

Resim 6.3. Izole genomik DNA’ larin jelde kontrolii
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6.4. DNA Konsantrasyonun Florometrik Olciimleri

Gere¢ ve Yontem Boliimii’nde 5.4.3 kisminda belirtilen florometrik yonteme

gore Quant-IT™ PicoGreen® dsDNA kiti (Invitrogen, Oregon, USA) ile calisma

yapildi. Floresan mikroplag: icinde, kitte yer alan standart DNA’nin ve calisilacak

ornek DNA’larmin uygun sulandirimlar1 hazirlanarak Picogreen icin eksitasyon 480

nm, emisyon 520 nm dalga boylarinda florometrik 6l¢giimii alind1 (Sekil 6.1 ve Tablo

6.2).
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Sekil 6.1: DNA konsantrasyonun standart grafigi

Tablo 6.2. DNA konsantrasyon sonuglar1 (ug/ml)

1 4395 | 6 47,05 | 11 56,26 | 16 37,68
2 58,29 |7 26,62 | 12 47,05 | 17 27,99
3 29,26 | 8 2539 |13 32,89 |18 47,01
4 38,15 | 9 27,26 | 14 44,09 | 19 29,50
5 2569 |10 38,78 | 15 29,72 | 20 24,50
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6.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

DNA orneklerinin ¢ogaltimi Gere¢ ve Yontem Boliimii’nde belirtilen yonteme
gore yapildi. Reaksiyonun gerceklestiginin kontrolii %1 lik (w/v) agaroz jel
elektroforezinde analiz edildi (Resim 6.4).

Resim 6.4. PCR sonuglarinin agoroz jelde dogrulanmasi
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6.6. Saflastirma

GPX1 ve GSTM3* e ait floresans isaretli DNA Orneklerinin saflastiriimast,
Gereg ve Yontem Bolimii’nde belirtilen sekilde yapildi. Calisma R (Reverse-geri) ve

F (Forward-ileri) primerler kullanilacak sekilde tasarlandi (Resim 6.5).

ST

Resim 6.5. DNA dizi reaksiyonu sonras1 saflagtirma
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6.7. Kapiller Elektroforez

GPX1 antioksidan enzimini kodlayan gen bdlgesindeki tek niikleotid
polimorfizminin (SNP) saptanmasi amaciyla Gereg ve Yontem Boliimiinde belirtilen
sekilde 11.2 kV, 50 °C jel sicakhigi kosullarinda 70 dakika siireyle Kkapiller
elektroforez yontemiyle DNA dizilemesi yapildi (Sekil 6.2).

= PN A (<1 < L <1 < AT A

VMY

Sekil 6.2. DNA Dizileme rs1050450 icin SNP bdlgesi (C>T)
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6.9. ARMS-PCR

GPX1 ve GSTM3 genlerindeki secilen SNP bolgelerini belirlemek amaciyla,
Gere¢ ve Yontem Bolimii'nde 5.4.11 kisminda belirtilen ARMS-PCR yontemi
kullanilmistir. Ardindan olusan 240/241 bg’lik PCR iiriiniiniin varlig1 % 2’lik agaroz

jel elektroforezi sonucu incelendi (Resim 6.6 ve 6.7).

internal
kontrol

Resim 6.6. GPX1 ARMS-PCR jel goriintiisii
1-2: GPXI1 rs1050450 SNP bolgesindeki "mutant allel" i¢in tasarlanmis primer ile
ARMS-PCR

3-4: GPX1 rs1050450 SNP bolgesi "wild type allel" i¢in tasarlanmis primer ile AMS
PCR
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411bp

internal kontrol

Resim 6.7. GSTM3 ARMS-PCR jel goriintiisii
1-6: GSTM3 Val224Leu (rs7483) SNP bolgesi "wild type allel" i¢in tasarlanmig
primer ile ARMS-PCR
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6.10. ARMC-PCR Optimizasyonu

GSTM3 rs1050450 alleline spesifik olarak tasarlanmis primerler ile ARMS-PCR
calismas! icin optimum reaksiyon sicakliginin belirlenmesi amaciyla 54-65 °C
araliginda gradiyent PCR yapilmasmna karar verildi. Beklenen bant paterni 6.
kuyucuk (61 °C) gozlenmis olup optimum reaksiyon sicakligi 61 °C olarak

belirlenmistir (Resim 6.8).

54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 °C

Resim 6.8. ARMS-PCR optimizasyon ¢aligmasi
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7. TARTISMA VE SONUC

Hayatlar1 boyunca ¢esitli ekzojen ve endojen kaynakli oksidanlara maruz kalan
canlilar bunun sonucu olarak serbest radikaller iiretirler (Halliwell 1994).
Viicudumuza giren bu radikaller, kimyasal 6zelliklerinden dolayr olustuklar1 yerde
¢ok hizli ve kolay bir sekilde hiicredeki makro molekiillerle reaksiyona
girebilmektedirler. Bu etkilesimler sonucunda hiicrede ¢esitli hasarlar olusmaktadir
(Mena ve ark., 2004). Olusan hasarlar sonucu dengenin oksidanlar lehine kaymasi
genetik materyali de i¢ine alan gesitli biyomolekiillerde meydana gelebilir ve sonugta
birgok hastaligin gelisimine zemin olusturur (Valko et al. 2007, Halliwell and
Gutteridge 1999).

Serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stres ve oksidatif hasar; kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok
patofizyolojik siirecin erken evrelerinde dnemli rol oynar (Valko et al. 2004, Valko,
Horris, Cronin 2005).

Oksidatif hasara karsi gorev yapan enzimler ve iligkili hastaliklar arasinda
yapilan ¢alismalarda antioksidan enzimlerin rolii hakkinda bilgi sahibi olunmustur.
Son yillarda antioksidan enzimleri kodlayan genlerdeki farkliliklar kanser ve genetik

yatkinlik arasinda bir iliski olabilecegini diistindiirmektedir (Forsberg et al. 2001).

Mutasyonlarin gen ifadesini degistirmesi tiim kanserlerin ortak 6zelligi olarak
kabul edilmektedir. Genomik degisiklikler kanserle iliskilendirilmektedir. Ornek
olarak kromozom kazanimi ya da kaybi, viral genomun hiicre genomuna katilimi,
kromozomun yeniden diizenlenmesi gibi biiylik dlgekli degisiklikler ile tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) gibi kiigiik 6l¢ekli degisiklikler sayilabilir.
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SNP’lerin incelenmesi i¢cin DNA dizileme yontemi referans bir metod olarak
kabul ediliyorsa da, ¢ogaltilan DNA’nin direk dizilenmesi bir gendeki mutasyonlarin
rutin olarak taranmasinda yakin zamana kadar kullanilmamistir. Manuel dizi analizi;
yogun laboratuvar islemleri gerektirmesi, pahali olmasi, zaman kaybina yol agmasi
gibi nedenlerle yaygin olarak kullanilmamaktadir. Ancak diger tarama metodlart da
yogun is giicii gerektirmekte ve zaman almaktadir. Ayrica bu yontemlerin mutasyon

tarama orani degiskendir ve %100’e ulasmamaktadir.

Giliniimiizde dizileme reaksiyonlar1 tamamen otomatize kapiller elektroforez
yontemiyle yapildigindan daha basitlesmis, zaman kaybi ve kisisel hatalar asgari
diizeye indirgenmistir. Boylece otomatik DNA dizileme cihazlari kullanilarak

yapilan dizi analizi daha ¢ok kullanilir hale gelmistir (Cilingiroglu ve Miisliimanoglu

2005).

Incelemenin kolay ve basit bir prosediir icermesi ve bu sayede sagladig1 hizl
mutasyon tespiti imkani, yontemin uygulamadaki en biiyiik avantajidir. Az miktarda
kandan elde edilen DNA ile baslayan prosediir, PCR amplifikasyonunu (3 giin) ve
direkt dizileme yapilmasini igerir. Mutasyonu tasiyan bolgenin amplifikasyonu ve

dizilemesi ise 1 giin gerektirir.

Bu durum, hem ticari DNA dizileme fiyatlarinin diismesine hem de ¢ok sayida
DNA o6rneginin dizi karsilastirmasinin yapilabilmesini miimkiin kilar. Bu baglamda
belirli bir gen veya DNA bdlgesinin hastalikla iligkisini arastirmak i¢in ¢ogaltilan
DNA dizilerinin igindeki polimorfik bolgelerin dizileme yontemiyle tek seferde

tespit edilmesi ve ayn1 zamanda karsilastirilmasi miimkiin olmustur.

Caligmamizda tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) iki farkli yontem olan
kapiller elektroforez ile DNA dizileme ve ARMS-PCR ydntemlerinin

uygulanabilirlik agisindan karsilastirilmasi amaglanmastir.

GPX1 enzim diizeyindeki degisikliklerden hangi mekanizmanin daha etkili
oldugunu bulmak i¢in bakilabilecek parametrelerden biri GPX1 gen
polimorfizmleridir. GPX1 gen polimorfizmlerinden de {izerinde en ¢ok calisilan ve

GPX1 diizeyine etkisi en iyi bilinen GPX1 P197L gen polimorfizmidir. Biz de bu
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bilgilerin 15181 altinda, ¢esitli hastaliklarin bir gostergesi olan GPX1 P197L gen
polimorfizmlerini arastirdik. Yaptigimiz ¢alismada Prol97Leu (rs1050450)
degisiminin oldugu bolgeyi ve dizileme analiz yonteminin uygulanabilirligi
gozlemledik ayrica 6n calismadaki 5 goniilliden kisiden 1 kisi i¢in Pro197Leu
degisikligi gozlenmistir.

Prostat kanseri, kolorektal kanser, sizofreni gibi bir grup hastalikla yapilan
calismalarda bu hastaliklarda GPX1 P197L gen polimorfizminin major risk faktorii
olmadigi savunulmustur (Suzen ve ark. 2010). Bazi calismalarda 16sin allelinin
akciger ve meme kanseri gelisiminde risk faktorii oldugu savunulsa da, c¢ogu
calismada hasta ve kontrol gruplar1 arasinda allel frekanslar1 acisindan anlamli bir
iliskiye rastlanmamistir (Cebrian et al. 2006, Suzen ve ark. 2010, Lida, Tsubota,
Yuasa, Takeshita, Yasuda 2009).

Ulkemizde sizofreni hastalar1 iizerine yapilan bir calismada GPX1 geninin
prol97leu polimorfizmi en azindan bizim toplumumuz i¢in sizofreniye yatkinlik
olusturmadigi saptanmistir (Tekederli 2007). Bir diger ¢alisma Akdeniz ailevi atesi
hastaliginda yapilmis, kontrol ve hasta grubu Prol97Leu polimorfizmi sonuglari

benzer bulunmustur (Anil 2009).

GST Mu genlerindeki niikleotid degisimleri ve bununla ilgili hastalik iliskisi
literatiir ¢calismamizda bulunmustur. GSTM3 gen bolgesi polimorfizmlerinden iyi
bilinen Val224Ile (rs7483) polimorfizmlerini arastirdik.

GSTM (Glutatyon S-Taransferaz Mu 1-5) genlerinin, 10-18 yaslar1 arasindaki
cocuklarda akciger fonksiyonu gelisiminde 6nemli bir rol oynadig bulunmustur.
Genel olarak haplotip ve SNP arasindaki iliskinin negatif oldugu rapor edilmektedir.
GSTM varyantlarina sahip olan ¢ocuklar diger c¢ocuklarla karsilastirildiginda,
prenatal ve postnatal akciger gelismesinde azalma ve diislik antioksidan savunmasina

sahip olduklari bulunmustur (Breton et al. 2009).
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GSTM3 genindeki Val224lle polimorfizmi Alzheimer hastaligi, kanser, MS
(Multiple Sclerosis) ve Akciger hastaliklari ile iliskilendirilmektedir (Breton et al.
2009).

Bunun disinda, reaktif oksijen metabolitleri sperm motilitesine (hareketine) zarar
vererek DNA'y1 tahrip eder. GSTM3 enzimi bu gibi reaktif molekiillere kars1 koruma
saglar. Bundan dolayt GSTM3 varyantlarinin (rs7483) erkek fertilitesi ile ilgili
reaktif mekanizmalarda rol oynadigi diisiiniilmektedir (Polimanti, Piacentini,
Fuciarelli 2011).

GSTM3 geni icin yapilan c¢aligmalarda yontemin uygulanabilirligi yapilan
ARMS-PCR c¢alismasinda gosterilmis olup 5 goniillii kiside arastirilmis ve niikleotid

degisimi gdzlemlenmemistir.

Sonu¢ olarak, son zamanlarda antioksidan kapasiteyle iliskili genlerdeki
polimorfizmlerin incelendigi ¢aligmalarin arttigi, buna ragmen iilkemiz kosullarinda
yapilan ¢alismalarda eksiklik oldugu goriilmektedir. Calismamizda iki farkli
antioksidan enzimi kodlayan genlerdeki polimorfizmin arastirilmasi igin DNA dizi
analiz yontemi ve ARMS-PCR yontemleri kullanilmig, optimizasyon calismalar
yapilmig ve iki yOntemin uygulanabilirligi ve korelasyonu gosterilmistir. Bu iki
yontemden maliyet, hizlilik ve uygulanabilirlik agisindan DNA dizileme yonteminin
daha tercih edilebilir oldugu bulunmustur. Yontemin manuel dizilemeye gére daha
kolay ve basit bir prosediir igermesi ve bu sayede sagladigi hizli mutasyon tesbiti

imkaninin tan1 yapilma siirelerini kisaltacagi goriilmiistiir.
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