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1. ÖZET 

 

İnsanlar yaşamları boyunca hem ekzojen hemde metabolik sürecin bir parçası 

olarak endojen radikal ve reaktif oksijen türlerine maruz kalırlar. Vücudumuz bu 

serbest radikaller ve reaktif oksijen türlerinin etkilerini nötralize eden bir antioksidan 

sisteme sahiptir ve bu sistem oksidanlar ile denge halindedir. Bu dengenin oksidanlar 

lehine kayması sonucu oksidatif stres gelişir ve bu dengesizlik, önemli hücre 

kompartmanlarında geri dönüşümsüz hasara neden olabilir. 

 

Çalışmamızda oksidatif stres ve antioksidan kapasite ile ilişkili genlerdeki tek 

nükleotid polimorfizmlerinin DNA dizi analiz yöntemleri ve ARMS-PCR 

yöntemleriyle belirlenmesi amaçlanmıştır. Böylelikle günümüzde kanser dahil pek 

çok hastalığın etiyolojisinde rol oynayan, organizmanın oksidatif stres ve antioksidan 

yanıtını düzenleyen genlere ilişkin yapısal farklılıkların bir bütün olarak taranmasına 

yönelik ve kişide herhangi bir kalıcı hasar oluşmadan önlem alınabilmesini 

sağlayacak bir yöntem geliştirilmiş olacaktır. Bunun önleyici tıp uygulamalarına en 

yararlı bilgiyi sağlayacak tanı yöntemlerinden biri olacağı değerlendirilmektedir. 

 

DNA analiz yöntemi ve ARMS-PCR yöntemlerinin optimizasyonu ile vücuttaki 

antioksidan enzimlerden glutatyon peroksidaz ve glutatyon s-transferazın sırasıyla 

GPX1 ve GSTM3 gen bölgelerine ait rs1050450 ve rs7483 SNP lerin çalışılması 

gerçekleştirilmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler:  Tek nükleotid polimorfizmi (SNP), DNA dizileme; Glutatyon 

Peroksidaz 1, Glutatyon S-Transferaz Mu 3, ARMS-PCR 
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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 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ  

Oksijenli yaşamla birlikte aerobik organizmalar ortaya çıkmış ve oksijen 

kaynaklı radikaller oluşmaya başlamıştır. Bununla eş zamanlı olarak, tüm aerobik 

canlılarda oksidatif hasara karşı antioksidan savunma sistemleri gelişmiştir. Serbest 

radikal düzeyleri ile antioksidanlar arasındaki denge bozulduğunda oksidatif stres 

durumu ortaya çıkar. Antioksidanların ilk belirlenen etkileri zar yapısındaki çok 

doymamış yağ asitlerinin oksidasyonlarının engellenmesi olmakla birlikte 

günümüzde antioksidanların lipitleri, proteinleri, nükleik asitleri ve diğer hedef 

makromolekülleri koruyucu etkileri olduğu bilinmektedir. Antioksidanlar arasında 

çeşitli küçük moleküller yanında, glutatyon peroksidaz, katalaz, süperoksit dismütaz 

gibi enzimlerle metal iyonlarını bağlayan proteinler yer almaktadır.  

Toplumda görülen genetik varyasyonlar sıklığı % 1'den az olan mutasyonlar ile 

sıklığı % 1'den fazla olan genetik polimorfizmlerdir. Aynı türün iki farklı bireyi 

arasında iki veya daha fazla dizinin varlığı olan Polimorfizmler, tek nükleotid 

polimorfizmleri (SNP), mikrosatellit tekrarları, insersiyon ve delesyonlar olarak 3 

grupta incelenir. Tek nükleotid polimorfizmleri belirli bir baz pozisyonunda 

meydana gelen değişikliklerdir. Bunlar tüm genetik varyasyonların % 90'ını 

oluştururlar. SNP sessiz kalabildiği gibi protein fonksiyonunun değişmesine de yol 

açabilir. Gen kodlayan bölgelerde görülen SNP varyantları, bir proteinin amino asit 

sekansını değiştirerek protein fonksiyonunu doğrudan etkilemektedir. 

Epidemiyolojik ve biyomedikal araştırmalar, farklı populasyonlarda hasta bireyler ve 

sağlıklı kontroller arasındaki SNP farklılıklarını ortaya koymaktadır.  

DNA örneklerinde spesifik SNP allelleri incelenerek bireylerin hastalıklara 

yatkınlıklarını belirlemek üzere tarama yapılabilmektedir. SNP'ler başta kanser 

olmak üzere diyabet, migren, otoimmün hastalıklar, Alzheimer hastalığı ve bazı 

kardiyovasküler hastalıklar gibi özellikle toplumlarda sıklığı yüksek olan 

hastalıklarla ilişkilendirilmiştir. Bunun yanında, oksidatif stresle ilişkili bazı 

antioksidanlarında gen düzeyindeki değişiklikleri bildirilmiştir. Çalışmamızda 

gönüllü ve sağlıklı bireylerden alınan kan örneklerinde antioksidan aktivite ölçümleri 

yapıldı. Bunun yanı sıra DNA örneklerinde iki değişik yöntem ile gen düzeyinde 

inceleme yapılarak aralarındaki ilişkiyi ortaya çıkarmayı amaçladık. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1.Serbest Radikaller 

Özellikleri 

Dış orbitallerinde paylaşılmamış (tek sayıda) elektron taşıyan, molekül veya 

atomlara serbest radikal denilmektedir (Valko, Izakovic, Mazur and Rhodes 2004). 

Serbest radikaller, oldukça kısa ömürlü ve reaktiftirler. Elektriksel olarak; pozitif, 

negatif ve nötral yüklere sahiptirler (Castaner et al. 1990). Yüksek enerjili olan 

elektronlar çevrelerindeki diğer elektronları ayırıp, yapılarını bozmaktadır. Bu durum 

serbest radikalleri tehlikeli ve aynı zamanda kullanışlı kılar (Uysal 1998, Yalçın 

1992). 

Yaşadığımız çevre koşullarında nasıl fiziksel ve kimyasal etkiler ile çeşitli 

radikal yapımı var ise, hücre içerisinde de ciddi ve çeşitli miktarlarda radikal üretimi 

söz konusudur. Radikaller; elektron transfer edilirken, enerji üretimi sırasında ve 

diğer metabolik işlemler ile üretilebilmektedir (Halliwell 1996). Bu radikaller bir çift 

halde bulunan kararlı elektronlardan bir elektron alarak reaksiyonu durdurmakta ve 

kendi tek radikalini eşlemekte geriye kalan tek elektrondan ise ortaya yeni serbest 

radikal çıkabilmektedir.  

Tüm hücrelere herhangi bir zorlukla karşılaşmadan giren ve hücre içerisinde en 

çok kullanılan molekül olma özelliğine sahip olan madde moleküler oksijendir (Şekil 

4.1). Aerobik metabolizmasındaki canlılar için ise (örneğin memeliler), serbest 

radikallerin en önemli kaynaklarından birisi oksijendir. Fakat canlı organizmasında 

oksijen türevinin yanı sıra karbon ve kükürt merkezli radikaller de oluşmaktadır. 

Tablo 4.1 de reaktif oksijen ve reaktif azot türleri yer almaktadır.  Tablo 4.2 Serbest 

radikallerin oluşumun artıran nedenler ve Tablo 4.3 de hücresel serbest radikallerin 

etkilediği moleküller gösterilmiştir. 

Yapılan çalışmalardan, serbest radikallerin yaşlanma ve dejeneratif hastalıklara 

yol açtığı bilinmektedir (Harman 1956). Radikaller,  aerobik hücrelerin tüm 

fraksiyonlarında, metabolizma sırasında veya patolojik durumlarda birer yan ürün 

olarak meydana gelebilir ve hücrelerde çeşitli değişikliklere neden olabilirler. Bunun 

sonucunda ciddi hücre, doku ve/veya organ hasarı meydana gelebilir (Koch et al. 

2004).  
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Şekil 4.1. Oksijen kaynaklı radikal oluşumu 

(http://cardiovascres.oxfordjournals.org/content/61/3/461/F1.large.jpg, erişim 

tarihi:19.01.2013) 
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Tablo 4.1. Reaktif oksijen ve azot türleri (Bal and Kasprzak 2002) 
 

R
ea

k
ti

f 
o

k
si

je
n

 t
ü

rl
er

i 
(R

O
T

) 
Radikaller Non-radikaller 

R
ea

k
ti

f 
a

zo
t 

tü
rl

er
i 

(R
A

T
) 

Radikaller Non-radikaller 

Hidroksil, ·OH Hipoklorik asit, 

HOCl 

Nitrik oksit, NO
.
 Alkoksil 

peroksinitrit, 

LOONO 

Hidroperoksil, 

HO2
.
 

Hidrojen 

peroksit, H2O2 

Nitrojen dioksit, 

NO2
.
 

Dinitrojen 

tetroksit, N2O4 

Alkoksil, LO
.
 Lipit 

hidroperoksit 

LOOH 

 Dinitrojen 

trioksit, N2O3 

Peroksil, LO2
.
 Ozon, O3  Nitröz asit, 

HNO2 

Süperoksit, O2
- .

 Singlet oksijen, 

1
O2 

 Peroksinitrit, 

ONOO
-
 

 

 

Tablo 4.2. Serbest radikal oluşumunu arttıran nedenler (Uysal 1998) 

E
k

zo
je

n
 f

a
k

tö
rl

er
 

 

Çevresel (Sigara dumanı, hava kirliliği, radyasyon vb.) 

Diyetsel (Çok doymamış yağ asitlerince zengin beslenme, aşırı alkol, demir ve 

bakır alımı, fazla kalorili beslenme-obezite vb.) 

İlaçlar (Kanser ilaçları, glutatyon tüketen ilaçlar vb.) 

E
n

d
o
je

n
 f

a
k

tö
rl

er
 

 

Diyet ile antioksidanların alımını etkileyen koşullar (İştahsızlık, kolestaz, 

malabsorbsiyon vb.) 

Doku hasarı ve kronik hastalıklar (Ateroskleroz, kanser, kronik inflamasyon vb.) 

Fiziksel egzersiz / sedanter yaşam 

Stres 

Yaşlılık 
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Tablo 4.3. Hücresel serbest radikallerin etkilediği moleküller (Akpoyraz ve Durak 

1995) 

 

Etkilenen bileşikler Sonuçlar 

Doymamış amino asitler ve kükürt 

içeren amino asitler 

Protein denatürasyonu 

Çapraz bağlanma 

Enzim inhibitasyonu 

Organ ve hücre geçirgenliğinde değişimler 

Nükleik asit bazları 
Hücre gelişiminde değişmeler 

Mutasyon 

Karbonhidratlar 
Hücre yüzey reseptörlerinde değişim 

Doymamış lipitler 
Kolesterol ve yağ asitlerinin oksidasyonu 

Kofaktörler 
Nikotinamit ve flavin içeren kofaktörlerin aktifliğinde 

azalma 

Askorbat ve porfirin oksidasyonu 

Antioksidanlar -tokoferol ve -karoten gibi antioksidanların aktifliğinin 

azalması 

Proteinler 
Denatürasyon 

Peptit zincirlerinde kırılmalar 

DNA 
Baz modifikasyonları 

Zincirde kırılmalar 

Hyaluronik asit 
Sinovial sıvının vizkozitesinde değişim 

 

Protein: Kükürt içeren aminoasitler ve doymamış aminoasitlerin (triptofan, 

tyrozin, fenilalanin, metiyonin, sistein, histidin) serbest radikallerle reaksiyonları 

sonucu kimyasal değişiklikler ortaya çıkar. Aktifliği, yukarıdaki aminoasitlere bağlı 

olan papain ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz gibi enzimler, radikallere maruz 

kaldıkları zaman inhibe olurlar. Sitoplazmik ve membran proteinleri, çapraz 

bağlanma sonucu dimerleşirler. Çok aktif olan HO
.
 radikalleri, peptit ve 

aminoasitlerde hidoksilasyona neden olarak onların yapı ve fonksiyonlarını bozarlar. 

Nükleik asitler ve DNA: Elektromanyetik, ultraviyole ve X-ışınlarına maruz 

kalan canlı hücrelerinde DNA hidroksil radikallerinin saldırısına neden olur ve DNA 

daki heterosiklik bazlarla ve deoksiriboz fosfatlarla reaksiyon verirler. Hidroksil 
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radikallerinin neden olduğu hasarlara karşı çok hassas olan DNA bazlarını modifiye 

eder ve riboz-fosfat zincirinin kırılmasına yol açar. İnvitro olarak sulu çözeltilerde 

yapılan çalışmalarda, HO
.
 radikalinin deoksiriboz ve tetrasiklik bazlarda kolaylıkla 

reaksiyon verdiği gözlenmiştir. Fakat, çift zincirli DNA molekülünde, heterosiklik 

bazlar HO
.
 radikallerine karşı sterik olarak çok iyi korunmuşlardır. Ayrıca, enzimatik 

radikal yakalayıcılar, öncü HO
.
 radikallerinin konsantrasyonunu düşürerek DNA'yı 

korurlar. Serbest radikal etkisiyle DNA yapısının değişmesi mutasyonlara ve canlının 

eşey hücrelerindeki döllerin ölmesine neden olur. 

Zar yapısındaki lipitler: Membran kolesterolü ve yağ asitlerinin doymamış 

bağları, serbest radikallerle reaksiyona girerek, peroksidasyona uğrarlar. Radikallerin 

reaksiyonu sonucu, lipit peroksitler, lipit alkoller ve aldehit yapısında yan ürünler 

oluşur. Üç veya daha fazla çift bağ içeren yağ asitlerinin peroksidasyonu sonucu, 

malondialdehit meydana gelir (Şekil 4.2). 

 

 

Şekil 4.2. Lipit peroksidasyonu  

 (http://www.benbest.com/lifeext/lipidmda.gif, erişim tarihi:19.01.2013) 

 

 

Küçük bir molekül olan malodialdehid (MDA), kolay difüzlendiği için DNA 

bazları ile rahatlıkla reaksiyona girer. Bütün bu olumsuz etkiler, malondialdehite 

mutajenik, genotoksik ve kanserojik bir özellik verir. 

 

Sitozolik moleküller: Çözünür karakterli birçok hücre bileşeni, serbest 

radikalleri yok edici görev yaparlar. Örneğin oksihemoglobin gibi hemoproteinler 

O2
-.
 ve H2O2 ile reaksiyona girerek methamoglobin oluşturur. 

http://www.benbest.com/lifeext/lipidmda.gif
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Bu reaksiyon, hemoproteinlerin, oksijen radikalleri tarafından kolaylıkla tahrip 

edebileceğini göstermektedir. Diğer önemli bir sitoplazmik hemoprotein, katalaz 

enzimidir. Katalaz O2
-.
 radikali tarafından aynı şekilde tahrip edilmektedir. Bu 

reaksiyon katalaz aktivitesinin düşmesine ve hücrenin, daha çok radikal ve hidrojen 

peroksit tahribatına maruz kalmasına yol açmaktadır. 

 

Hücre dışı etkiler: Osteoartritlerde, serbest radikallerin, kollajen ve hyaluronik 

asit üzerine etkileri sonucu, dejenerasyon ve buna bağlı olarak iltihabi bir durum 

olduğu gözlenmiştir. Sinoviyal sıvıya vizkozite sağlayan hyaluronik asit O2
-.
 radikal 

ile etkileşince depolimerizasyona uğrar. Süperoksit dismutaz ve katalaz hücre dışı 

sıvılarda çok düşük aktiviteli olduklarından az miktardaki oksijen radikalleri bile 

büyük hasarlara yol açabilmektedir (Akpoyraz ve Durak 1995). 

Serbest radikaller nötralize edilmedikleri takdirde hücrelerdeki 

makromoleküllere ciddi zarar verirler. Bu etkileri oksidatif stres olarak bilinen 

durumla yakından ilişkili olup lipit peroksidasyonu, proteinler arasında disülfit 

bağlarının oluşumu, DNA hasarı gibi sonuçlara neden olmaktadır (Uysal 1998). 

Tüm bu etkiler, serbest radikaller ile antioksidanlar arasındaki dengenin 

bozulduğu ve oksidatif stres olarak bilinen durumla yakından ilişkili olup çeşitli 

hücresel hasarlara (lipit peroksidasyonu, proteinler arasında disülfit bağlarının 

oluşumu, DNA hasarı gibi) neden olmaktadır (Şekil 4.3). 
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4.2. Antioksidanlar  

Oksijenli yaşama geçiş ile anaerobik yaşam formları; ya adapte olmuşlar, ya 

ölmüşler, ya da oksijensiz yerlere göç etmişlerdir. Adapte olabilenler (aerobik 

organizmalar), antioksidan savunma mekanizmaları geliştirerek, kendilerini oksijenin 

zararlı etkilerinden koruyabilmişlerdir. Aerobik organizmalar değişik tipte 

antioksidan savunma sistemleri geliştirmişlerdir (Gutteridge and Halliwell 1994). 

Reaktif oksijen türlerinin (ROT) oluşumunu ve bunların meydana getirdiği 

hasarı önlemek için birçok savunma mekanizmalası vardır. Bu mekanizmalar 

"antioksidan savunma sistemleri" veya kısaca "antioksidanlar" olarak bilinirler 

(Akkuş 1995). 

Antioksidanlarda ilk gözlenen etkileri zar yapısındaki çok doymamış yağ 

asitlerinin oksidasyonlarının engellenmesi olmuştur. Antioksidanlar günümüzde 

lipitleri, proteinleri, nükleik asitleri ve diğer hedef makromolekülleri koruyucu 

etkileri olduğu bilinmektedir. Antioksidan etki mekanizmalarına bakıldığında tutucu 

(‘scavenger’), baskılayıcı (‘quencher’), onarıcı ve zincir kırıcı etkiler bulunur. 

(Halliwell and Gutteridge 1999, Yalçın 1992, Yalçın 1998).  

Antioksidanlar; endojen (Tablo 4.5) ve eksojen kaynaklı olup, serbest radikalleri 

nötralize etmek için karşılıklı etkileşim halindeki birçok bileşiklerdir. Bu bileşikler 

gıda kökenli antioksidanlar (C vitamini, E vitamini, karotenoidler, lipoik asit gibi), 

antioksidan enzimler (SOD, glutatyon peroksidaz, glutatyon redüktaz gibi), metal 

bağlayıcı proteinler (ferritin, albümin, laktoferrin, serüloplazmin gibi) ve bitkilerde 

daha yaygın şekilde bulunan antioksidan fitonutrientlerdir (Tablo 4.4). 

Antioksidanların sınıflandırılması çeşitlilik göstermektedir. Doğal (endojen 

kaynaklı) ve eksojen kaynaklı antioksidanlar olarak sınıflandırılabildiği (Akkuş, 

1995) gibi enzim ve enzim olmayan antioksidanlar şeklinde sınıflandırmalar da 

mevcuttur. Vücudumuzdaki antioksidan savunma sisteminde yer alan başlıca 

elemanlar ise; enzimler, metal iyonlarını bağlayan proteinler ise suda ve yağda 

çözünen radikal tutucularıdır (Percival, 1998, Halliwell, 1994). 

Antioksidan sistem hasar öncesi radikal oluşumunu önler, oksidatif hasarı onarır, 

hasara uğramış molekülleri temizler ve mutasyonları önler. Antioksidanların hücresel 

etkileri Şekil 4.3’de gösterilmektedir. Buna göre hem ekzojen hem de endojen 

antioksidan madde ve enzimler hücrenin hasar görmüş bütün kısımlarına müdahale 

ederek oksidanların etkisini ya azaltarak ya da ortadan kaldırarak etki eder.  
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Şekil 4.3. Antioksidanların hücresel etkileri 

(http://www.medscape.org/viewarticle/432384_5 , erişim Tarihi: 22.01.2013 ) 

 

Antioksidanlar dört ayrı şekilde etki ederler (Young and Woodside 2001, Taysi et al. 

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

  

1. Scavenging (temizleme): Oksidanların zayıf bir moleküle çevrilmesi enzimler 

aracılığıyla yapılır. Antioksidan enzimler ve küçük moleküller bu tip etki gösterirler.   

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

şeklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafından yapılır. 

3. Onarma: Hedef moleküllerin hasar sonrası tamiri veya temizlenmesi. 

4. Zincir koparma: Metal iyonlarının bağlanması ve böylece radikal  oluşum 

reaksiyonlarının engellenmesi. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kırıcı 

etki gösterirler. 

 

  

http://www.medscape.org/viewarticle/432384_5
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Tablo 4.4. Antioksidan moleküller (Yalçın 1992, Yalçın 1998) 

 

A
n

ti
o
k

si
d

a
n

 E
n

zi
m

le
r/

P
ro

te
in

le
r 

Enzimler: 

K
ü

çü
k

 M
o

le
k

ü
ll

er
 

Yağda çözünen bileşikler: 

Glutatyon peroksidaz 

Glutatyon S-transferaz 

Katalaz 

Mitokondriyal sitokrom oksidaz 

Süperoksit Dismutaz (SOD) 

-tokoferol (Vitamin E) 

-karoten 

Bilirubin 

Flavonoidler 

Ubikinol 

Metal bağlayıcı proteinler:  Suda çözünen bileşikler: 

Albumin 

Ferritin 

Hemopeksin /Haptoglobulin 

Serüloplazmin  

Transferrin 

Askorbik asit (Vitamin C) 

Glutatyon 

Sistein  

Ürik asit 

 

 

Nötralize olması gereken çeşitli reaktif ara ürünleri ve indirgenmesi gereken 

okside biyomolekülleri etkileyen hem lipofilik hem hidrofilik fazda pek çok 

antioksidan Tablo 4.6’de özetlenmiştir. 
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Tablo 4.5.  Doğal (endojen) antioksidanlar (Aslan 1995) 

 

Antioksidanlar Yapısı Yerleşimi İşlevi 

Sitokrom oksidaz 
Tetramerik 

protein 
Plazma 

Süperoksit nötralizanı 

 

Süperoksit 

Dismutaz (SOD) 
CuZn, Mn SOD Mitokondri, serum 

Süperoksit’i H2O2’ ye çevirir 

 

Katalaz (CAT) Hemoprotein Peroksizomlar 
Peroksit nötralizanı 

 

Glutatyon 

peroksidaz (GPX) 
Selonoprotein Sitozol, mitokondri 

Lipit peroksidasyonu 

ürünlerini indirger 

 

Glutatyon redüktaz 

(GSH-Rd) 
Dimerik protein Sitozol, mitokondri 

Disülfitleri indirger 

 

-tokoferol 
Yağda çözünen 

vitamin 

Membranlar, 

Ekstrasellüler ortam 

Peroksidasyonu azalır 

 

 

-karoten Vit-A prekürsörü Hücre membranları 
Peroksil temizleyicisi 

 

Glutatyon (GSH) Tripeptit 
İntrasellüler ortam 

alveoller 

Redoks substratı 

 

 

Ürik asit 
Okside pürin 

bazı 

Geniş bir dağılım 

gösterir 

Hidroksil toplar, Vitamin C’yi 

korur 

 

Sistein Amino asit 
Geniş bir dağılım 

gösterir 

Organik bileşikleri indirger 

 

 

Albumin Protein Plazma, serum 
Serbest radikal giderici 

 

Bilirubin 
Hemoprotein 

ürün 

Dolaşım kanı, 

dokular 

Zincir kırıcı antioksidan 

 

 

Serüloplazmin Protein 
Dolaşım kanı, 

dokular 

Süperoksiti H2O2’ye çevirir 

 

 

Transferrin Glikoprotein Plazma 
Demir iyonlarını bağlar 

 

Laktoferrin Protein Plazma 
Demir iyonlarını bağlar 

 

Ferritin Glikoprotein 
Dolaşım kanı, 

dokular 

Doku demiri bağlayıcısı 

 

 

Askorbik asit 
Suda çözülen 

vitamin 

Hücre içi ve dışı 

sıvıları 

Vitamin E’yi rejenere eder 
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Tablo 4.6. Hidrofilik ve lipofilik antioksidanlar 

 

Antioksidan Faz Etki 

Süperoksit Dismutaz (SOD) Hidrofilik O2

.
'nin H2O2 ve O2'e dismutasyonu 

Katalaz (CAT) Hidrofilik H2O2'nin H2O ve O2'e dismutasyonu 

Glutatyon peroksidaz (GPX) 
Hidrofilik yada 

Lipofilik 
R-OOH'nin R-OH indirgenmesi 

Glutatyon redüktaz (GSH-Rd) Hidrofilik Okside glutatyonun indirgenmesi 

Glutatyon S-Transferaz (GST) Hidrofilik R-OOH'nin GSH ile konjugasyonu 

Metallotieninler Hidrofilik Geçiş metalleriyle nötralizasyon 

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 kofaktörü 

Ubikinon Lipofilik 
Serbest radikal temizleyicisi 

Lipid peroksidasyonunda korun 

Askorbik asit Hidrofilik 

Serbest radikal temizleyicisi 

Tokoferol kazanımı 

Enzimlerin redükte formda korunması 

Karotenler Lipofilik 

Serbest radikal temizleyicisi 

O2

.
baskılayıcı 

Tokoferol Lipofilik 

Selenyum absorbsiyonunu artırır 

Serbest radikal temizleyicisi 

Lipid peroksidasyonunda korun 

Selenyum Amfifilik Tiyoredoksin, GPX yapı taşı 
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4.3.Oksidatif stres ve hastalıkla ilişkisi 

 

Serbest radikaller hücrelerde ve dokularda birçok zarara yol açarlar. Neden 

oldukları hücresel zararlar arasında DNA hasarı, enzim aktivitelerinde ve lipid 

metabolizmasındaki değişiklikler, lipit peroksidasyonu yoluyla zar yapısı ve 

fonksiyonlarının bozulması, zar proteinlerinin ve taşıyıcı proteinlerin tahribi yer 

almaktadır. Serbest radikallerin yaşlanma, ateroskleroz, kanser, iskemi reperfüzyon, 

inflamasyon, romatoid artrit, nörodejeneratif hastalıklar, karaciğer hastalıkları gibi 

birçok patolojik durumda etken rol oynadığı kabul edilmektedir. Serbest 

radikallerinin yol açtığı hasar “Oksidatif stres” olarak tanımlanır (Şekil 4.4, Şekil 4.5, 

Tablo 4.7). 

 

 

 

 

 

Şekil 4.4. Oksidatif stres 

(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 , erişim tarihi:19.01.2013) 

 

 

 

http://humanphysiology2011.wikispaces.com/file/view/Reactive_oxygen_species_(ROS)_producion_and_defense.jpg/222333288/800x390/Reactive_oxygen_species_(ROS)_producion_and_defense.jpg
http://humanphysiology2011.wikispaces.com/file/view/Reactive_oxygen_species_(ROS)_producion_and_defense.jpg/222333288/800x390/Reactive_oxygen_species_(ROS)_producion_and_defense.jpg
http://humanphysiology2011.wikispaces.com/file/view/Reactive_oxygen_species_(ROS)_producion_and_defense.jpg/222333288/800x390/Reactive_oxygen_species_(ROS)_producion_and_defense.jpg
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Şekil 4.5. Oksidatif Stres  (www.oksantest.oksante.com.tr, erişim tarihi: 30.12.2012) 

  

  

file:///F:/TEZ/Tez%20Taslak(GB)/www.oksantest.oksante.com.tr
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Tablo 4.7.  Serbest radikalleri ile ilişkili bazı klinik  durumlar (Aslan 1999) 

 

Olgu Grubu Olgu Adı 
Yaşlanma Prematür yaşlanma hastalıkları 

 

İyonize edici 

radyasyon 

Nükleer patlamalar, Radyoterapi seansları 

Hipoksik hücre aktivatörleri, Solar radyasyon hasarı 

 

Alkolizm Alkol indüksiyonuna ilişkin aşırı demir yüklemesi 

Alkolik miyopati 

 

Kan elemanları 

patolojileri 

Fenilhidrazin primakin vb. ilaç toksikasyonları 

Kurşun zehirlenmesi, Favizim, Protoporfirin fotoksidasyonu 

Malarya, Orak hücre anemisi, Fanconi anemisi 

 

İnflamatuvar-immun 

hasar 

İdiyopatik ve membranöz glomerulonefrit 

Vaskülit, Hepatit (B), Otoimmun hastalıklar, Romatoid artrit 

 

İskemi-reperfüzyon 

hasarı 

 

Felç, Miyokard enfaktüsü, Aritmiler, Transplantasyonlar, Donma 

 

Akciğer patalojileri Sigara ve organik yanık dumanı inhalasyonu, Amfizem, 

Bronkopulmoner displazi, Fotokimyasal kirler, Oksidan kirleticiler 

(O3, NO2) 

 

Kardiyovaküler 

patolojiler  

 

Ateroskleroz, Adriyamisin toksisitesi, Keshan Hastalığı 

Ürogenital patolojiler Otoimmun nefrotik olgular ve Metal nefrotoksisitesi 

 

Sinir sistemi 

bozuklukları 

Hiperbarik oksijen, Nörotoksinler, Vitamin E yetmezliği, 

Alzheimer, Parkinson, steroit lipofusinozis, Alerjik 

ensefalomiyelit ve Demiyelizan  hastalıklar, multipl skleroz, 

Muskuler distrofi 

 

Gastrointestinal 

patolojiler 

Endotoksik karaciğer hasarı, Diabetes mellitus, Pankreatit Oral 

demir zehirlenmesi, Ülserler, Gastrointestinal kanserler, 

İnflamatuar barsak hastalıkları 

 

Diğer patolojiler Sistematik kanserler, Malnutrisyonlar, Kontakt dermatit, Porfiria, 

Termal haraplanma, Katarakt, Okluler kanamalar, Retrolental 

fibroplazi, Multipl Kan transfüzyonları gerektiren anemiler 

 

 



 
 

18 
 

4.4. Glutatyon (GSH) 

Tripeptid yapıda olan glutatyon (L--glutamil-L-sisteinil-glisin = GSH), 

glutamik asit, sistein ve glisinden meydana gelen düşük molekül ağırlıklıdır 

(Halliwell and Gutteridge 1999, Kim et al. 2003). Sitozol, mitokondri ve nükleusta 

yüksek miktarlarda bulunur. Hücrede glutatyonun büyük bir kısmı indirgenmiş 

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

 

GSH çeşitli reaksiyonlarda yükseltgenerek GSSH’a dönüşür. Yükseltgenmiş 

glutatyonun tekrar indirgenirken glutatyon redüktazla indirgenmesi reaksiyonu 

nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH)’a ihtiyaç duyduğu için heksoz 

monofosfat yoluyla bağlantılıdır. Bu şekilde dokularda GSSG/GSH oranı düşük 

tutulur. Aşırı oksidatif stres veya antioksidan potansiyelin yetersizliğinde gözlenen 

oksidatif hasar sonucu, GSH düzeyi azalmakta ve serbest radikal harabiyetine bağlı 

olarak, patolojik durumlar ortaya çıkmaktadır (Halliwell and Gutteridge 1999, Aksoy 

2002, Mytilineou, Kramer, Yabut 2002, Memişoğulları 2005). 

 

GSH, DNA sentezi ve hasarlı parçalarının onarılmasında etkindir; aminoasit 

transportu, peroksit metabolizması, iskelet-kas bütünlüğü ve birçok enzim 

aktivitesinin düzenlenmesinden sorumludur (Şekil4.6)(Blokhina,Virolainen, 

Fagerstedt 2003). 

 

Glutatyon oksidatif ve elektrofilik stres ve radyasyona karşı hücrelerin 

korunmasında önemli rol oynar. Ayrıca sitozolik GSH redoks döngüsünde substrat 

olarak görev alırken, ROT'a karşı direkt savunma yapabilir (Parcell 2002). 

 

 

 

Şekil 4.6. Redükte Glutatyon (GSH) 
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GSH’ın hücresel seviyesi g-glutamil traspeptidaz, aminoasit transporterları, 

glutatyon sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon redüktazı içeren çoklu bir 

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

 

4.5. Glutatyon Redüktaz (GSH-Rd) 

 

NADPH bağlı flavo enzim olan Glutatyon Redüktaz tarafından okside glutatyon 

(GSSG), redükte formuna (GSH) indirgenir (Şekil 4.7)(Cherubini et al. 2005).  

 

 

GSSG + NADPH   
GSH-Rd

  2GSH + NADP 

 

Glutatyon redüktaz flavin adenin dinükleotid (FAD) içerir, NADPH’tan bir 

elektronun GSSG’nin disülfid bağlarına aktarılmasını katalizler. Bu nedenle NADPH 

serbest radikal hasarına karşı gereklidir ve major kaynağı pentoz fosfat yoludur 

(Young and Woodside 2001). 

 

 

 

Şekil 4.7. Glutatyon redoks döngüsü 

  



 
 

20 
 

4.6. Katalaz (CAT) 

 

Sumner ve Dounce tarafından katalaz enzimi (CAT), 1937 yılında sığır 

karaciğerinden izole edilmiştir. Yaklaşık 240 kDa molekül ağırlığında olup, aktif 

kısmında dört tane Fe
+3

  bulunduran bir hemoproteindir. Her alt ünite aynı zamanda 

enzimi kendi substratı H2O ye karşı koruyan ve etkinliğini artıran NADPH içerir 

(Halliwell and Gutteridge 1999, Nordberg and Arner, 2001, Young and Woodside 

2001, Memişoğulları 2005). 

 

Katalaz, SOD a benzer bir dismutasyon mekanizması ile hidrojen peroksiti su ve 

moleküler oksijene parçalayarak biyolojik sistemleri H2O2’nin zararlarına karşı 

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

 

Katalaz hidrojen peroksitin su ve moleküler oksijene dismutasyonunu katalizler. 

2H2O2   
CAT

   O2+2H2O 

 

Katalaz ayrıca fenol, alkol gibi farklı substratların, hidrojen peroksitin çift 

redüksiyonu ile detoksifikasyonunu sağlar. 

 

H2O2 + RH2     
CAT

     R+2H2O 
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Katalaz ve gen ilişkisi 

 

Katalaz, her biri ferriprotoporfirin grup olan 4 benzer altbirim içerir. Bu enzim 

en fazla eritrositlerde, hepatositlerde ve böbreklerde bulunur, oksidatif stres 

tarafından regüle edilir. Katalaz geni 11 p13 kromozomunda lokalize olmuştur ve 13 

ekson bölgesi içerir. Katalaz geninde bir çok mutasyon / polimorfizm bildirilmiştir 

(Tablo 4.8).  

Birçoğu akatalazemi ile ilişkilidir. Akatalazemi, eritrosit katalaz seviyesinin 

normal bireylerin % 0,2-4’ü olarak karakterize edilen otozomal resesif bir durumdur. 

Bu hastalığı taşıyan bireyler şiddetli bir şekilde etkilenir. Japonya da akatalazemi bir 

nokta mutasyonudur. İntron 4’teki G/A anormal duruma neden olur ve mutasyonun 

nedenini oluşturur. Ekson 4’te bir T delesyonu, çerçeve kaymasına neden olarak 

kesilmiş (budanmış=truncated) proteinlerin oluşmasına neden olur. 

 

Katalaz geninde tespit edilen diğer polimorfizmler/mutasyonlar (hem akatalazemi 

olan hastalar hemde normal bireylerde) şunlardır: 

İntron1 de; T49C, T111C ve TC 

İntron7 de; A/G 

Poli(A) tarafından ve promoterden aşağı doğru (Downstream); A/G, 

Pozisyon -21 de; A/T 

Pozisyon -20 de; C/A 

Pozisyon -18 de; C/T 

Katalazın bazal ekspresyonu ve bu enzimin eritrosit düzeyi üzerine etkili olan -262 

de lokalize olan yaygın T/C polimorfizmi gözlemlenmiştir. 

1167. nükleotid pozisyonunda yaygın T/C substitusyonu varlığı bilinmektedir 

(Forsberg et al. 2001).
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Tablo 4.8. CAT gen bölgeleri ile ilişkilendirilen hastalıklar 

Gen Lokus SNP No  Allel Genel Bilgi Hastalıklar Kaynak 

Katalaz 11p13 

   

  

  
  

  

  
  

  

  
  

  

  
  

  

  
  

  

  

rs1049982 c.-20C>T [C/T]   

Kan basıncı(BP) düşük değerler, hipertansiyon 

(HTN) için daha az risk . 

Mansego 2011 
 

rs769217 c.1167C>T(p.D389D) [C/T] (p.D389D)  - 

rs11032709 c.1255C>T(p.L419L) [C/T] (p.L419L)  - 

rs7104301 c.*658A>G [A/G]    - 

rs769214 c.-844A>G [A/G] 

Promotor bölgesi 
Kan basıncı (BP) değerleri yüksek,   ancak HTN için 

yüksek olmayan bir risk .   c.-262T>C [T/C] 

rs1001179 t-330c     -  

Cebrian 2006 

rs1049982 c-20t      - 

rs511895 g27168a   Significant SNP Meme Kanseri 

rs7104301 a33077g       

rs1001179 C-262T [C/T]     Foster 2006 

rs1001179 –329T>C [C/T]   
   yüksek aktivite-329C allelinin meme kanseri 

riskini düşürmektedir . Rajaraman 2008 

rs7943316 A-20T [A/T] Promotor bölgesi   Vilela 2010 

rs769214 –843A>G     -226T alleli (Leu varyant) artış ile ilişkili Rajaraman 2008 

rs769217 389C>T     

Vitiligo Liu 2010 

rs11032709 419C>T     

rs7943316  -89A>T     

rs7943316 –21A/T       Zhang 2011 

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

rs769214 G844A [G/A]   

Beslenme Hebert-Schuster 2011 

rs7943316 A-89T [A/T]   

rs1049982 C-20T [C/T]   
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4.7. Süperoksit Dismutaz (SOD) 
 

Süperoksit Dismutaz (SOD) süperoksit anyon radikallerinin dismutasyonu 

sonucunda moleküler oksijen ve hidrojen peroksite katalize eden, molekül ağırlığı 

17-85 kDa aralığında olan metalloenzimlerdir. SOD oksijeni metabolize eden tüm 

hücrelerde ve oksijeninin zararlı etkilerine karşı önemli bir defanstır. SOD’nin temel 

fonksiyonu aerobik organizmaları süperoksitin zararlı etkisine karşı korumaktır. 

Süperoksit radikallerinin, H2O2 ve oksijene hızlıca dismutasyonunu katalize eder. 

SOD katalitik aktivitesi çok yüksek olan bir enzimdir (Greenwald 1990) 

 

2O2 + 2H
+  

 
SOD    

H2O2 +O2 

 

Reaktif oksijen türlerine karşı primer antioksidan enzim Süperoksit 

Dismutaz’dır. Formları arasında aminoasit dizilimi, aktif metal bölgesi ve hücresel 

dağılım farkı vardır. Prokaryotlarda Fe ve Mn-SOD bulunurken, ökaryotlarda Mn, 

CuZn ve ekstrasellüler SOD (EC-SOD) bulunur. 

Mn-SOD homotetramer yapıdadır, her subünitesinde bir Mn iyonu bulunur, ve 

88 kDa ağırlığındadır. Hücresel Mn-SOD içeriği kalp, beyin, karaciğer, böbrek gibi 

yüksek metabolik aktivitesi olan dokularda daha fazladır. CuZn-SOD 32 kDa 

ağırlığında olup memelilerde en çok karaciğer, böbrek, eritrosit ve santral sinir 

sisteminde bulunur. İki protein subünitesi içerir her subünitede Cu ve Zn atomları 

bulunur. EC-SOD  ise en çok vaskülatür, akciğer, uterus ve tiroid bezlerinde bulunur. 

Tepkimede süperoksit anyonu Cu
+2 

ve bir arjinin rezidüsünün guanido grubuna 

bağlanır. Bu şekilde süperoksitten bir elektron Cu
+2

’a transfer olurken Cu
+1

 ve 

moleküler oksijen oluşur. İkinci süperoksit anyonu Cu
+1

’dan bir elektron, bağlanma 

ortağından ise iki elektron alarak hidrojen peroksiti oluşturur (Buettner 1998). 

SOD-Cu
+2

            SOD-Cu
+1

 + O2 

SOD-Cu
+1

 + O2
.
 + 2H

+
                        SOD-Cu

+2
 + H2O 
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Süperoksit dismutaz gen ile ilişkisi 

Süperoksit Dismutaz 1 

Bütün hücrelerin sitozolünde bulunan bir homodimer protein olarak bulunur. 

Memelilerde CuZnSOD karaciğer, eritrosit, beyin ve nöronlarda yüksek 

konsantrasyonlarda bulunur. SOD1 5 ekson içerir ve kromozom 21q22’ye lokalize 

olmuştur. Bugüne kadar familyal ALS (Amiyotrofik Lateral Skleroz)’den etkilenen 

bireylerde  CuZnSOD geninde 58 adet mutasyon tanımlanmıştır. Dünya genelinde 

FALS, total ALS’nin % 5-10’nunu oluşturur. Bu mutasyonların birkaçı ALs’nin 

sporadik formları ile ilişkili olduğu rapor edilmektedir. CuZnSOD geninde bilinen 

mutasyonların 54 nükleotid subtütisyonu (50 missans, 3’ü intronda, 1’i stop kodonu 

olarak) 4’ü indel (insersion, delesyon) olarak yer alır. Amerikan ve İngiliz ailelerinin 

yaklaşık % 20 ( ALS) ve Japon ailelerin % 40’ı (FALS) bu mutasyondan ileri gelir. 

SOD1 genindeki mutasyon FALS’a neden olur. Mutant gen yeni bir fonksiyonel 

protein kodlar. Mutasyonlar enzim aktivitesini “wilde-type” bireyleri kıyasla total 

enzim aktivitesinin % 50-80 kadarını oluşturur (Tablo 4.9). 

Süperoksit Dismutaz 2 

Manganez içeren SOD (SOD), CuZnSOD ile aynı role sahiptir, fakat süperoksit 

radikalleri hücresel kaynağı olan mitokondri de bulunur. Memelilerde bu enzim kalp, 

beyin, karaciğer ve böbreklerde yüksek konsantrasyonlar da bulunur. MnSOD bir 

homotetramerdir, her subunite 196 aa içerir, 5 eksonu olan bir gen tarafından 

kodlanır, kromozom 6q25’te lokalize olmuştur. 

CuZnSOD’un aksine SOD2 geninde bugüne kadar sınırlı sayıda mutasyon 

tanımlanmıştır. Üzerinde en çok çalışılan polimorfizm alaninin, valin ile yer 

değiştiren mitokondriyel targetting sekansında 16. Pozisyona lokalize olmuştur. Bu 

polimorfizminin lider sinyal’in konformasyonunda değişiklik meydana getirdiği ve 

MnSOD’u mitokondrinin içersinde taşınmasını etkilediği sanılmaktadır. MnSOD’un 

alanin varyantlarının, göğüs kanseri, Parkinson hastalığı ve motor nöron hastalıkları 

riskini artırması ile ilişkili olduğu tespit edilmiştir. Fakat Val homozigot genotipleri 

nonfamilyal idiyopatik kardiyomiyopatiile ilişkilidir (Tablo 4.9). 
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Ho ve ark MnSOD da Ile-58 Thr aminoasit substitüsyonu rapor etmişlerdir. 

Transfekte MCF hücrelerde, proteinin Ile-58 formu, Thr formundan 3 kat daha 

yüksek aktiviteye sahiptir. Fakat Kafkas Irkı üzerine yapılan çalışmalarda Thr 

varyantı frekansı % 1 den yüksek bulunmamıştır. Yakın zamanda, SOD2’nin üç adet 

intronik polimorfizmin varlığı kadar, AP-2 (aktivatör protein) bağlanma paternini 

değiştiren ve en azından in-vitro transkriptiyonel aktiviteyi azaltan promotorun 

proksimal bölgesindeki üç polimorfizmin varlığı da rapor edilmektedir. 

 

Süperoksit dismutaz 3 

Sekretuar bir enzim olan ekstrasellüler SOD (ECSOD/SOD3) hem bakır hemde 

çinko içeren tetramerik bir glikoprotendir. ECSOD, aktivitesinin en büyük kısmından 

sorumlu olduğu plazma, lenf ve eklem sıvısında bulunur, fakat bu enzim başlıca 

endotel hücre yüzeylerindeki heparan sulfat proteoglikanlarına gömülü olarak yer 

alır. SOD3 geni 3 ekson içerir, kodlayan bölge ekson 3’te yer alır ve 4pter-q21 

kromozomunda haritalanmıştır (Tablo 4.9). 

 İsveç ve Japon popülasyonunda oldukça yüksek (8-15 kat) plazma ECSOD 

düzeyi saptanmıştır. Tek baz sübstisyonu Arg213Gly aminoasit değişimi yaparak 

muhtemelen enzimin heparin için afinetisini azaltmak suretiyle plazmadaki seviyenin 

yükselmesinden sorumludur. Arg213Gly polimorfizimi ile ilişkili olan diğer iki 

nükleotid substitüsyonuda tespit edilmiştir.  

SOD3- Null micelar hiperoksiye aşırı (artan) sensitivite gösterirler    (Forsberg et 

al. 2001).
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Tablo 4.9. SOD1, SOD2 ve SOD3 gen bölgeleri ile ilişkilendirilen hastalıklar 

 

 Gen Lokus SNP No  Allel Genel Bilgi Hastalıklar Kaynak 

Cu/Zn 

süperoksit 
dismutaz 

SOD1 21q22.11 rs17881274 c.-903C>T [C/T]   -  

Mansego 2011 SOD1   rs2070424 c.240-251A>G [A/G]   -  

SOD1   rs202445 a-6366g   Promotor bölgesi  - 

Cebrian 2006 

SOD1   rs4998557 g2809a   Intron1 (Significant SNP) Meme kanseri  

SOD1   rs2070424 a7237g       

SOD1   rs10432782   G/T 

İntronik Agresif Prostat kanseri Abe 2010 

SOD1   rs17884057   (-) / AGA 

SOD1   rs4816407   A/G 

SOD1   rs2234694   +35A/C   
Tip 1 diyabetli hastalarda diyabetik 

nefropati Panduru 2010 

SOD1   rs2070424   –21A/T   Katarakt Zhang 2011 

SOD1 21q22.11 

rs202445 

A4V 

  

Mutasyon valin alanin 

SOD1 nedenleri kodon 4 (A4V) de 

baskın bir hızla ilerleyen 
amyotrofik lateral skleroz formunda 

(ALS). 

SOD1% 50 Sorumlu 
ile ilişkili mutasyonların 

Kuzey Amerika'da ailesel ALS 

Saeed 2009 

rs10154126   

rs1537096   

rs2833727   

rs845012   

rs7276171     - 

rs2834171    
SOD1 içinde bulunan SNP rs202445, 

onun 5 'ucunda ilişki sadece ile 

saptanmıştır. 

- 

rs3827181   - 

rs933130   - 

SOD1 21q22.11   G93D (aa) G>A Nükleotid pozisyonu ekzon 4 de 1087 SALS Luigetti 2011 
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Tablo 4.9. SOD1, SOD2 ve SOD3 gen bölgeleri ile ilişkilendirilen hastalıklar (devamı) 

  

 
SOD1 

 
21q22.11 

rs10432782       
rs10432782, rs2070424 skuamöz hücreli baş-boyun kanseri 
(SCCHN) ilişkili bulunmuştur. 

 

Hakenewerth 2011 rs2070424 

  

  

  

  

  

  

  

Mn 

superoksit 

dismutaz 

MnSOD   rs1795725 Val9Ala   Val/Val  - Vilela 2010 

SOD2 6q25.3 rs2842980 c.*3409T>A [A/T]    - 

Mansego 2011 

SOD2   rs2855116 c.344-60T>G [T/G]    - 

SOD2   rs4880 

c.47T>C(p.A1

6V) [T/C] 

(p.A16V) (mitokondriyal 

hedefleme dizisi içinde yer 

alır) Kardiyomiyopati, ateroskleroz, akciğer kanseri olan T alleli; 

SOD2    rs4880     

 
C alleli ilişkili hastalıklar:Mmeme, Prostat, Kolorektal 

kanserler, 

Hipertansiyon, Sporadik motor nöron hastalığı, Parkinson 
hastalığı, Alzheimer hastalığı Soerensen 2009 

SOD2    rs4880       

SOD2    rs4880       

SOD2    rs4880       

SOD2    rs4880       
Akciğer-meme-kolorektal-prostat-mesane kanseri 

Ala-SOD2 ile bağlanmıştır: Parkinson hastalığı; 

Alzheimer hastalığı, meme kanseri, Kolorektal kanser, 
Sporadik Motor nöron hastalığı, ağır alkolik karaciğer 

hastalığı; 

Val-SOD2: akciğer kanseri ve dilate kardiyomiyopati. 
rs4880: prostat kanseri riski veya saldırganlık 

Cebrian 2006 

SOD2    rs4880       

Abe 2010 

SOD2    rs4880       

SOD2    rs4880       

SOD2    rs4880       

SOD2    rs4880       

SOD2   rs1799725 A16V (T>C)   

 

Meme ve prostat kanseri 

Cebrian 2006 SOD2   rs2842958 c5774t       

SOD2   rs2842958 A/G   

İntronik Agresif Prostat Kanseri Abe 2010 SOD2   rs2758330 G/T   



 
 

28 
 

Tablo 4.9. SOD1, SOD2 ve SOD3 gen bölgeleri ile ilişkilendirilen hastalıklar (devamı) 

 

 

  

 

SOD2   rs4880 Val16Ala 
 

VV  - 

Foster 2006 

SOD2         VA  - 

SOD2         AA  - 

SOD2 6q25.3 rs4880 Ex2+24T>C [T/C] Ekzon2 
Ala varyantı meme kanseri, prostat kanseri riski ile ilişkili 

lenfoma, mezotelyoma ve karaciğer kanseri Rajaraman 2008 SOD2           

SOD2   rs4880   [C/T] V16A NIHL daha yüksek bir risk ile ilişkili 

Liu 2010 

 

SOD2   rs2842980        - 

SOD2   rs5746136        - 

SOD2   rs5746092        - 

SOD2   rs2758331        - 

SOD2   rs4880 Ala16Va      - 

Siedlinski 2009 SOD2   rs2842958 C5774T      - 

SOD2 6q25.3 rs1799725   
Ex2+2
4T!C Val16Ala  - Wang 2006 

SOD2   rs4880 Ala16Val     

Prostat Kanseri Matthew 2008 SOD2   rs3877799 Ala234Thr     

SOD2 6q25.3 

rs4342445   
A 

alleli A alleli kavite tümörleriyle 
yüksek ilişkili  

SCCHN( skuamöz hücreli baş-boyun kanseri ) riski: oral 

kavite. Hakenewerth 2011 

rs5746134   
T 

alleli 
T alleli için  SCCHN riski:  hipofarenks kanseri 
hipofarenks kanseri ilişkisi 
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Tablo 4.9. SOD1, SOD2 ve SOD3 gen bölgeleri ile ilişkilendirilen hastalıklar (devamı) 

Süperoksit 

dismutaz 3, 

ekstraselüler 

SOD3 4p15.3 rs2284659 c.-6347T>G [G/T]   -  

Mansego 2011 

SOD3 4p15.1 rs2536512 c.172G>A(p.A58T) [A/G] (p.A58T) 

ECOD3 SNP": HTN için artmış 

risk (Hipertansiyon) 
"G alleli ile genotiplerin": önemli 

alt BP değerleri (Kan Basıncı), 

hipertansiyon için daha az risk  

SOD3           

SOD3           

SOD3   rs8192290 c.*546T>C [T/C]   

SOD3   rs8192288 G(-4466)T      - 

Siedlinski 2009 

SOD3   rs1799895 Arg213Gly      - 

SOD3   rs2536512 Ala40Thr      - 

SOD3     Phe131Cys      - 

SOD3   rs1799895 R213G     

KOAH amfizem Sorheim 2010 

SOD3   rs8192288       

SOD3   rs8192287       

SOD3   rs1799895 760G>C [G/C] 
Heparin bağlayıcı etki 

(R213G) merkezi İlişkili iskemik kalp hastalığı Bruge 2009 

SOD3   rs8192287 E1 E1 

Kodlanmayan 5' 

bölgesi Bu hipotezi E1/I1 
varyantları akciğer fonksiyon veya 

klinik KOAH ile ilişkili 

bulunmuştur Dahl 2008 SOD3   rs8192288 I1 I1 İlk intron 
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4.8. Glutatyon Peroksidaz (GPX) 

 

Glutatyon Peroksidaz organik hidroperoksitlerin (lipit hidroperoksitler, DNA 

hidroperoksitler) veya hidrojen peroksitin GSH tarafından indirgenmesi tepkimesini 

kataliz etmektedir. Bu enzimin varlığı ilk defa 1957 yılında Mills tarafından memeli 

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

 

H2O2 + 2GSH       
GPX   

2H2O + GSSG 

ROOH + 2GSH    
GPX     

ROH +GSSG+H2O 

 

Enzim aktivitesinin  %  60-75’i  ökaryot  hücrelerin  sitoplazmasında  

bulunurken %  25-40’ı  ise mitokondridedir. 

 

GPX’ın selenyum bağımlı ve selenyumdan bağımsız olmak üzere iki tipi vardır. 

Farklı substratları kullanırlar. Selenyum bağımlı formu sitoplazma da bulunur ve 

düşük bir kapasiteye sahiptir. Selenyum bağımsız formu ise organik hidrojen 

peroksitleri kullanır ve daha yüksek bir aktiviteye sahiptir. 

 

GPX, E vitamini yetersiz olduğu durumlarda membranı peroksidasyona karşı 

korur ve eritrositlerdeki en güçlü antioksidandır. GPX yetersizliği selenyum eksikliği 

sonucu olabilir. Çünkü selenyum bu enzimin bir integral parçasıdır (Young and 

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

 

1.  Glutatyon peroksidaz 1 (GPX1): Selenyum içeren GPX1 birbirinin aynı olan 4 alt 

birim içeren bir selenosistein kalıntısından (rezidüsünden) oluşmaktadır. İnsanlardan 

exprese edilen bu enzim; vücutta her yerde üretilirken eritrosit, karaciğer ve böbrekte 

özellikle bol miktarda bulunmaktadır. GPX1 geni 3p21.3 kromozomunda lokalize 

olmuş ve 2 ekzon bölgesi içermektedir. 

 

2. Glutatyon peroksidaz 2 (GPX2): Selenyum bağımlı sitozolik GPX2 olarak 

bilinmekte ve primer olarak gastrointestinal dokularda eksprese edilmektedir. 

Memelileri, oral olarak alınan lipid peroksitlere karşı korumada önemli bir rol 

oynamaktadır. Enzimi kodlayan gen, 14q24.1’de lokalize olmuştur ve 2 ekzonu 

bulunmaktadır. 

 

3.  Glutatyon peroksidaz 3 (GPX3): Ekstraselüler (GPX3) başlıca plazmada bulunur 

fakat böbrek, akciğer, kalp ve plasentada da eksprese edildiği bilinmektedir. GPX4 ’e 

göre daha az etkin olan enzim (GPX3), fosfatidilkolin gibi kompleks lipidlerin 

hidroperoksitlerini indirgemektedir. Enzimi kodlayan gen 5q32-q33.1’de lokalize 

olmuştur ve 5 ekzondan oluşmaktadır. 

 

4. Glutatyon peroksidaz 4 (GPX4): Enzim, fosfolipit hidrojen peroksit olarakta 

isimlendirilir (GPX4=PHGPX). Birçok dokuda bulunduğu ve hem sitozol hemde 

membranlarla ilişkili olduğu saptanmıştır. Diğer GPX’ların aksine monomer halinde 

bulunmaktadır. Küçük boyutu ve hidrofobik yüzeyi nedeniyle membrandaki 

peroksidize olmuş fosfolipidleri ve kolesterolleri indirgemektedir. Enzimi kodlayan 

gen 19p13.3’te lokalize olmuştur ve 7 ekzon bölgesi içermektedir (Forsberg, de 

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

 

 

 

 

 

Glutatyon peroksidaz gen ile ilişkisi 

 

 

GPX1 geninin tam lokalizasyonunun 3p21.3 olduğunu tespit etmişlerdir. GPX1 

geni 1733 nükleotitten oluşan 2 ekzonlu bir yapıya sahiptir. Bu gendeki sık rastlanan 

polimorfizmlerden biri; prolinden lösine değişime neden (Pro198Leu, rs1050450) 

olan, 593. pozisyondaki sitozinin timinle yer değişimi (593 C/T) sonucu oluşur 

(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 bölgeleri ile ilişkilendirilen hastalıklar 

Gen Lokus SNP No Allel Genel Bilgi Hastalıklar Kaynak 

GPX1 3p21.3 rs1050450 C>T 

Pro>Leu Yüksek Tansiyon, Mansego 2011 

Pro>Leu 

Akciğer kanseri, meme 

kanseri,kardiyovasküler 

ve periferik hastalıklar, 

Tip-2 diabet ve ilişkili 

vaskuler hastalıklar. 

Lida 2009 

 

Akciğer,meme, mesane 

kanseri, diabet, 

ateroskleroz, metabolik 

sendrom ve koroner 

arter hastalıkları. 

Soerensen 2009 

Pro>Leu 

Akciğer, meme, 

mesane, prostat, kolon 

kanseri 

Cebrian, 2006 

Pro>Leu Prostat kanseri Steinbrecher 2010 

Pro>Leu Prostat kanseri Peters 2008 

Pro>Leu  Vilela 2010 

Pro>Leu  Lightfoot 2006 

Ekzon 1  Rajaraman 2008 

GPX1 

3p21.3 

  

  
  

  

  
  

  

  
  

  

  
  

  

  
  

  

  

rs3448 c.*891C>T   Düşük kan basıncı Mansego, 2011 

rs6446261 G660A (A194T) 

(A194T) , 
Non-

synonymous 

SNP -  

Lida 2009 

rs4991448 T97C(L6P) 

(L6P) ,     

Non-

synonymous 
SNP  - 

rs8179169 G94C (R5P) 

(R5P) ,     

Non-

synonymous 

SNP  - 

rs3448 

  

a-1040g 

  

  

   - 
Cebrian 2006 

  

  

   - 

   - 

rs 1800668 
  

C>T 5'UTR 
bölgesi, 

Pro198Leu 
  

Kolorektal kanser riski 
  

Hansen 2009 
  C>T  

rs3448 G>A -1039  - 

Peters 2008. 

rs3811699 A>G -648  - 

rs1800668 C>T Ekzon1+35  - 

rs8179172 T>A 
1,553 bp 3' 

of STP  - 

  G>C 

2,616 bp 3' 

of STP  - 

  P75R 

ekzon:2  
gene 

region:609 

örneğin endoplazmik  
retikulum stres yanıtı 

gibi kanser ve hastalık 

yatkınlığı, 
 inflamasyon ve kalp 

hastalığı. 

Foster 2006 

  L91L   

  A192T   - 

  P198L    - 

rs1800668 35C>T Ekzon 1 

Non-Hodgkin lenfoma, 
akciğer kanseri, meme 

kanseri ekzon1 +35 

C.AT riski Rajaraman 2008 
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Tablo 4.11. İnsan GPX1 geninde rs1050450 SNP bölgesinin nükleotid dizisi 

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

28.01.2013) 

 

 

 CTGTTGCTCG TAGCTGCTGA AATTCCTCTC CGCCCTTGGG ATTGCGCATG GAGGGCAAAA 

 TCCCGGTGAC TCATAGAAAA TCTCCCTTGT TTGTGGTTAG AACGTTTCTC TCCTCCTCTT 

 GACCCCGGGT TCTAGCTGCC CTTCTCTCCT GTAGGAGAAC GCCAAGAACG AAGAGATTCT 

 GAATTCCCTC AAGTACGTCC GGCCTGGTGG TGGGTTCGAG CCCAACTTCA TGCTCTTCGA 

 GAAGTGCGAG GTGAACGGTG CGGGGGCGCA CCCTCTCTTC GCCTTCCTGC GGGAGGCCCT 

 GCCAGCTCCC AGCGACGACG CCACCGCGCT TATGACCGAC CCCAAGCTCA TCACCTGGTC 

 TCCGGTGTGT CGCAACGATG TTGCCTGGAA CTTTGAGAAG TTCCTGGTGG GCCCTGACGG 

 TGTGCCCCTA CGCAGGTACA GCCGCCGCTT CCAGACCATT GACATCGAGC CTGACATCGA 

 AGCCCTGCTG TCTCAAGGGC 

 N 

 CAGCTGTGCC TAGGGCGCCC CTCCTACCCC GGCTGCTTGG CAGTTGCAGT GCTGCTGTCT 

 CGGGGGGGTT TTCATCTATG AGGGTGTTTC CTCTAAACCT ACGAGGGAGG AACACCTGAT 

 CTTACAGAAA ATACCACCTC GAGATGGGTG CTGGTCCTGT TGATCCCAGT CTCTGCCAGA 

 CCAAGGCGAG TTTCCCCACT AATAAAGTGC CGGGTGTCAG CAGAACTGTG TGTATGTCCT 

 GTGTCATTGT CATTTGGGAA TTCTTTTTCT TTTCTTTTTT TTTTTTTTTT TTTGAGACGG 

 AGTTTTTTGC TCTATTGCCC AGGCTGGAGT GCAGTGGCGC AATCTAGGCT CACTGCAAGC 

 TCCGCCTCCC GGGTTCACGC CATTCTCCTG CCTCAACCTC CTGAGTAGCT GGGACTACAG 

 GTGCCTGCCA CCACGCCCGG CTAATTTTTT GTATTTTTAG TAGAGACAGG GTTTCACCGT 

 GTTAGCCAGG ATGGTATCGA

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1050450
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Tablo 4.12. GPX2, GPX3 için gen bölgeleri ile ilişkilendirilen hastalıklar 

 

Gen Lokus SNP No Allel Genel Bilgi Hastalıklar Kaynak 

GPX2 

14q24.1 

 

 

 

 

 

 

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

Lida 2009 rs17881652 C464T (P126L)  (P126L) , Non-synonymous SNP  - 

rs2296327 G>A -1102  - 

Peters 2008 

rs4902346 T>C IVS1-604  - 

rs2071566 G>A IVS1-444  - 

rs12172810 C>T 823 bp 3' of STP - 

 

A>T 2,680 bp 3' of STP  - 

GPX3 

5q23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

rs8177445 T599C (F128L) (F128L) ,  Non-synonymous SNP  - 

Lida 2009 rs11544082 A647T (K144X) (K144X) ,  Non-synonymous SNP  - 

rs2042235 C>T -2301  - 

Peters 2008 

rs1946234 A>C -1005  - 

rs8177406 T>C -581  - 

rs3828599 G>A IVS1+1494  - 

rs4958434 G>A IVS1+2268  - 

rs8177426 G>A IVS1-1961  - 

rs869975 G>A IVS2-89  - 

rs8177447 C>T IVS4-14  - 

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)  - 
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Tablo 4.13. GPX4 için gen bölgeleri ile ilişkilendirilen hastalıklar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen Lokus SNP No Allel Genel Bilgi  Hastalıklar  Kaynak 

GPX4 

19p13.3 

  
  

  

  
  

  

  
  

  

  
  

  

  
  

  

  
  

  
  

rs8178967 G112A (S2N) (S2N) ,     Non-synonymous SNP -  

Lida 2009 

rs11555179 C370T (A88V) (A88V) ,   Non-synonymous SNP  - 

rs4851 C787T (S227L) (S227L) ,  Non-synonymous SNP  - 

rs757229 c-1999g 3' UTR (Significant SNP) Meme kanseri 

Cebrian 2006 

rs4807542 P12P (g>a)     

rs4807543 a2064c     

rs713041 t2572c 3' UTR Meme kanseri 

rs713041 C718T 3' UTR (near the SECIS element) 
lipoksigenaz yolağı farklılıklar, 

modülasyonu 
inflamatuvar süreçler, Erkek 

fertility.Selenium metabolizması . Villette 2002 rs713041   

SECIS(selenocysteine-insertion 

sequence) 

 

  

  

  

  

Bu SNP deki “C” varyantı kolorektal 
kanser hastalarındayüksek frekansta 

gözlenmektedir. 

Meplan 2008 

 

  

  

  rs713041 C718T 
 

Prostat kanseri Steinbrecher 2010 

rs757229 G>C -1928  - 

Peters 2008 

rs3746165 A>G -1831  - 

rs4807543 G>T IVS4-134  - 

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  - 
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4.9. Glutatyon S-Transferaz (GST) 

 

Glutatyon ile ksenobiyotiklerin reaksiyonlarını katalizleyen enzimlere glutatyon-

s-transferazlar (GST) denir (Hayes and Pulford 1995). GST enzimleri GST genleri 

tarafından kodlanırlar. Çevresel kaynaklı kimyasallar ve doğal olarak oluşan birçok 

metabolitin detoksifikasyonundan sorumludurlar (Board et al. 1990). 

GST, memeli türlerinde elektrofilik bileşenlerin GSH ile konjugasyonunu 

katalizleyen izoenzimlerin oluşturduğu çoklu bir gen ailesinden oluşur; alfa, mu, teta, 

pi, zeta, sigma, kapa ve omega olarak gösterilen 8 esas gen ile düzenlenmiştir (Tablo 

4.14). 

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

 

 

 

 

GST; ksenobiotik, sitotoksik ajanların ve kanserojenlerin metabolizmasından 

sorumlu bir enzim ailesidir.  Bu enzim geniş bir yelpazede yeralan organik 

bileşiklerle glutatyonun reaksiyona girmesi ve tiyoester oluşumunu bazen de 

detoksifikasyonun ilk adımında yer alarak merkaptürik asit oluşumunu katalizler 

(Rushmore and Pickett 1993).  

Ayrıca farklı derecelerde, hem halkası, bilirubin, polisiklik hidrokarbonlar ve 

deksametazon gibi hidrofobik bileşiklere bağlanabilmektedir. Hücrede lipid 

peroksidasyon ve serbest radikal oluşumu ile ortaya çıkan yan ürünlerin 

detoksifikasyonunda GST’lerin rol oynadıkları belirtilmiştir (Berhane K, Widersten 

M, Engstrom A, Kozarich JW, Mannervik B. 1994). 

Kromozom: 

6p                1p             22q             11q            14q               4q                 10q              10q 

Genler: 

A1-A4       M1-M5     T1,T2            P1               Z1                S1                 K1               O1 

GST geni 

alfa mu pi teta zeta sigma kappa omega 
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4.9.1. Glutatyon S-transferaz gen ile ilişkisi 

 

GSTM1,  yüksek oranda karaciğerde bulunur fakat GSTM ailesinin diğer üyeleri 

ekstra hepatik dokularda bulunmaktadır. GSTM1-5 bütün genleri 1p 13.3 

kromozomunda bulunur. GSTM1’in 3 alleli tanımlanmıştır (GSTM1*0, GSTM1*A 

ve GSTM1*B). İnsan popülasyonunun % 40-60 arası bu enzimden yoksundur yani 

genin tümünü GSTM1*0 delesyonu için homozigottur. Ağır sigara içicilerin akciğer 

kanserleri ve  kolorektal kanser türünde GSTM1*0 fenotipi yüksek bir risk teşkil 

etmektedir. GSTM1*A ve GSTM1*B allelleri 172. aminoasitte farklılık gösterir. 

Burada lizin yerine aspargin aminoasidi yer alır ve bundan dolayı enzim aktivitesini 

değiştirmez.  

         GSTM3 ün 2 alleli tanımlanmıştır (GSTM3*A ve GSTM3*B). GSTM3*B 

intron 6 bölgesinde, YY1 transkripsiyon faktörü için bir tanıma motifi ihtiva eden. 

Ayrıca GSTM4 kodlayan gende iki intronik SNP geni rapor edilmiştir (Forsberg et 

al. 2001). GSTM3 genindeki sık rastlanan polimorfizmlerden biri; valinden izolösine 

değişime neden (Val224Ile, rs7483) olan, guaninin adeninle yer değişimi (A/G) 

sonucu oluşur (Tablo 4.15). 

 

Tablo 4.15. İnsan GSTM3 geninde rs7483 SNP bölgesinin nükleotid dizisi 

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

28.01.2013) 

 

 CTTTTCTTCT AGCTCACCTT TGTGGATTTT CTCACCTATG ATATCTTGGA TCAGAACCGT 

 ATATTTGACC CCAAGTGCCT GGATGAGTTC CCAAACCTGA AGGCTTTCAT GTGCCGTTTT 

 GAGGTGACGT TTCCTGCACC TTTCTCTTAT AAAAACACTC ACAGGCTCCC CTGGGACCTG 

 CAGGATCCCA TAGTGGAGGA TTCTTCCCCG GCTTTTGCCT AATGGGATCA ATGGTTGGAC 

 ACCTCTAGAC CTTTAAGTCT TGGGAAGAGC CTAACTTCTA TACCTTGGAG GCACTGTCTA 

 CAAAAAAATG GAGGAGGTAG ACGCAGGCAA CACGTGAATG TTGCTGTTCT GGTATGCATC 

 TGTTGGACTG GGTTGGGGTC GTTATAAGAT TTGGTGTATT TTCCTTTCAG GCTTTGGAGA 

 AAATCGCTGC CTACTTACAG TCTGATCAGT TCTGCAAGAT GCCCATCAAC AACAAGATGG 

 CCCAGTGGGG CAACAAGCCT 

 R 

 TATGCTGAGC AGGAGGCAGA CTTGCAGAGC TTGTTTTGTT TCATCCTGTC CGTAAGGGGT 

 CAGCGCTCTT GCTTTGCTCT TTTCAATGAA TAGCACTTAT GTTACTGGTG TCCAGCTGAG 

 TTTCTCTTGG GTATAAAGGC TAAAAGGGAA AAAGGATATG TGGAGAATCA TCAAGATATG 

 AATTGAATCG CTGCGATACT GGCATTTCCC TACTCCCCAA CTGAGTTCAA GGGCTGTAGG 

 TTCATGCCCA AGCCCTGAGA GTGGGTACTA GAAAAAACGA GATTGCACAG TTGGAGAGAG 

 CAGGTGTGTT AAATGGGACT GGAGTCCCTG TGAAGACTGG GTGAGGATAA CACAAGTAAA 

 ACTGTGGTAC TGATGGACTT AACCGGAGTT CGGAAACCGT CCTGTGTACA CATGGGAGTT 

 TAGTGTGATA AAGGCAGTAT TTCAGACTGG TGGGCTAGCC AATAGAGTTG GGACAATTGC 

 TTACTCATTA AAAATAATAG

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7483
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Tablo 4.16. GSTP1 ve GSTO2 için, gen bölgeleri ile ilişkilendirilen hastalıklar 

 

Gen Lokus SNP No Allel Genel Bilgi Hastalıklar Kaynak 

 

 

GSTP1 

  
  

  

  
  

  

Ile105Val 
  
  

  

Prostat kanseri Agalliu 2006 

    Ile105Val Ekzon 5 

Nöroblastom 

Ashton 2007 

     Ala114Val Ekzon 6 

    Ile105Val  
  Myelodisplastik sendromlarda DNA onarım (MDS) 

Fabiani 2009 

    I105V    Epitel Over Kanseri Kim 2009 

  

  
  

  

  
  

Ile105Val   

  
  

Kolorektal Kanser Kweekel 2008 

    313AG   Meme Kanseri Huang 2008 

    Ile105Val   Kolorektal Kanser 

Le Morvan 2007 

    

ile/ile 

  

GSTP1 varyant alleli (Val) varlığı özofagus kanseri daha kötü prognoz 

ile ilişkilidir. 
Lee 2005 

ile/val   

val/val   

    

Ile105Val Ekzon 5 

GSTP1 ekzon 6 varyant NSCLC (küçük hücreli dışı akciğer kanseri) Lu 2005 Ala114Val Ekzon 6 

  rs1695 Ile105Val   Over Kanseri Nagel 2007 

GSTO2 10q23.32–q25.3     
İnsan 

Kromozomu 
GSTO2 N142D polimorfizm 

kolorektal kanser ilişkisi 

Masoudi 2011 
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4.10. Gen Polimorfizmi  

 

Doğada yer alan aynı tür içindeki bireyler arasında görünümlerindeki 

değişikliklerin nedeni genetik farklılıklar olarak değerlendirilmektedir. Bu 

farklılıklar polimorfizm olarak isimlendirilmektedir. Polimorfizm, tüm birey 

düzeyinde (fenotip), çeşitli proteinlerde ve kan grubu faktörlerinde (biyokimyasal 

polimorfizm), kromozoma ait morfolojik farklılıklar (kromozomal polimorfizm) 

veya DNA düzeyinde nükleotid dizilişlerindeki farklılıklar (DNA polimorfizmi) 

şeklinde görülebilir. Tek nükleotid polimorfizmi (Single Nucleotide 

Polymorphism=SNP)  yaygın olarak bireyler arasında DNA daki tek nükleotid 

değişimleri olarak adlandırılır. Tek nükleotid değişim polimorfizminin bazı alt 

grupları bulunmaktadır (Tablo 4.17): 

 

Transisyonel: Dizi içindeki bir pürin bazının “adenin (A) ya da guanin (G)” 

diğer bir pürin bazına veya bir pirimidin bazının “timin (T) ya da  sitozin (C)” diğer 

bir pirimidin bazına dönüşmesine transisyonel mutasyon denir (Emir ve Özden 2005). 

Transversiyonel: Dizi içindeki bir pürin bazının “adenin (A) ya da  guanin (G)” 

bir pirimidin bazına timin (T) ya da sitozin (C)  veya bir pirimidin bazının bir pürin 

bazına dönüşmesine transversiyonal mutasyon denir (Emir ve Özden 2005). 

Delesyonlar: DNA dizisi içerisinden nükleotidlerin kırılıp-ayrılması, genin 

normal uzunluğundan daha kısa olmasına neden olur. Eğer bu gen, protein kodlayan 

yapısal bir gen ise, proteinin aminoasit dizisinde azalma olur ve proteinde fonksiyon 

bozukluğu görülür (Emir ve Özden 2005). 

İnsersiyon: DNA içerisine nükleotidlerin eklenmesi, genin normal 

uzunluğundan daha uzun olmasına neden olur. Bu protein kodlayan bir gen ise, 

proteinin aminoasit dizisinde artma olur (Emir ve Özden 2005). 

Sessiz/silent mutasyon: Genin protein kodlayan bölgelerindeki baz değişikliği 

mutasyonunun sonuçları, genin yerine ve yeni eklenen baza göre değişir. Yeni 

eklenen baz, protein dizisine yeni bir aminoasit girişine neden olmayacak şekilde 

“sessiz” kalabilir. Örneğin GCA ve GCG kodonlarının ikisi de mRNA’da arjinin 

aminoasidini kodlar. Bu nedenle üçüncü bazda A yerine G geçmesi değişikliğe neden 

olmaz ve buna sessiz/silent mutasyon denir (Bütüner-Debeleç ve Kantarcı 2006). 
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Nötral mutasyon: Bir bazdaki yer değişikliği aminoasit değişikliğiyle de 

sonuçlanabilir. Değişiklik sonucu oluşan aminoasit,  bir önceki aminoasit ile aynı 

kimyasal özelliklere sahip ise bu nötral mutasyondur (Bütüner-Debeleç ve Kantarcı 

2006). 

  

Yanlış anlamlı (missense) mutasyon: Olması gerekenden farklı bir protein, bir 

aminoasit değişimi sonucu oluşuyorsa buna yanlış anlamlı (missense) mutasyon 

denir. Örneğin; DNA zincirindeki CTC (RNA zincirinde GAG) kodu, proteindeki 

glutamat kalıntısını ifade eder. Eğer DNA zincirinde CAC (RNA zincirinde GUG) 

şeklinde bir değişiklik meydana gelirse bu kod, betaglobulin proteininde valin 

kalıntısını ifade eder ve orak hücre anemisine sebep olur (Bütüner-Debeleç ve 

Kantarcı 2006). 

 

Anlamsız (nonsense) mutasyonu: Protein kodlayan bir bölgede meydana gelen 

baz değişikliği, bir aminoasit kodonunu sonlanma kodonuna ya da başka bir şeye 

dönüştürebilir. Zincirin erken sonlanmasıyla olması gerekenden daha kısa bir protein 

oluşturan bu tipe anlamsız (nonsense) mutasyon denir. Anlamsız (nonsense) 

mutasyonun etkileri, proteinin ne kadar kısaltılmış olduğuna ve fonksiyon için ne 

kadar proteine gerek olduğuna göre değişir (Bütüner-Debeleç ve Kantarcı 2006). 

 

Baz değişikliği mutasyonları, promotörlerde, genlerin 5’ düzenleyici 

bölgelerinde veya intronlarda meydana gelebilir ve böylece bu genlerin 

ekspresyonunu etkileyebilir. Betatalasemilerin çoğundan, globin genlerinin 

ekspresyonunu etkileyen, yapısal olmayan mutasyon tipleri sorumludur. 

 

Bu mutasyon tiplerinin tamamı insan globin genlerinde görülür. Sonuçları gen 

ürününün ekspresyonu seviyesinde ne yaptıklarına ve/veya hangi aminoasit yer 

değiştirmesinin olduğuna ve bunun proteinin neresinde olduğuna bağlıdır (Bütüner-

Debeleç ve Kantarcı 2006).        
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Tablo 4.17. Mutasyon tipleri (Bütüner-Debeleç ve Kantarcı 2006).  

 

Normal gen dizisi Mutant gen dizisi 

 
a) Transisyonel Mutasyon   

 

5’ TCTCAAAAATTTACG 3’ 

3’ AGAGTTTTTAAATGC 5 

 

 

5’ TCTCAAGAATTTACG 3’ 

3’ AGAGTTCTTAAATGC 5 

 

b) Transversiyonel Mutasyon  

 

5’ TCTCAAAAATTTACG 3’ 

3’ AGAGTTTTTAAATGC 5 

 

 

5’ TCTGAAAAATTTACG 3’ 

3’ AGACTTTTTAAATGC 5 

 

c) Missense Mutasyon  

 

5’ TCTCAAAAATTTACG 3’ 

3’ AGAGTTTTTAAATGC 5 

... Ser  Gln  Lys  Phe  Thr ... 

 

5’ TCTCAAGAATTTACG 3’ 

3’ AGAGTTCTTAAATGC 5 

... Ser  Gln  Glu  Phe  Thr ... 

 

d) Nonsense Mutasyon  

 

5’ TCTCAAAAATTTACG 3’ 

3’ AGAGTTTTTAAATGC 5 

...Ser  Gln  Lys  Phe  Thr... 

 

5’ TCTCAATAATTTACG 3’ 

3’ AGAGTTATTAAATGC 5' 

                     ... Ser  Gln  Stop         

                

e) Nötral Mutasyon  

 

5’ TCTCAAAAATTTACG 3’ 

3’ AGAGTTTTTAAATGC 5 

...Ser  Gln  Lys  Phe  Thr... 

 

5’ TCTCAAGAATTTACG 3’ 

3’ AGAGTTCTTAAATGC 5 

... Ser  Gln  Arg  Phe  Thr ... 

 

f) Sessiz Mutasyon  

 

5’ TCTCAAAAATTTACG 3’ 

3’ AGAGTTTTTAAATGC 5 

...Ser  Gln  Lys  Phe  Thr... 

 

5’ TCTCAAAAGTTTACG 3’ 

3’ AGAGTTTTCAAATGC 5 

...Ser  Gln  Lys  Phe  Thr... 

 

 

 

 

 

 

 
  

Kanser, kardiyovasküler hastalıklar, diabet, mental bozukluklar ve otoimmün 

hastalıklar gibi bazı yaygın majör rahatsızlıklarda risk tayini için SNP'ler genetik 

belirteçler olarak kullanılabilmektedir. Ayrıca SNP veritabanlarında 4 milyonun 

üzerinde SNP yayınlanmıştır.   Bu polimorfik durumlar tedavi edici ilaç seçimi ve 

ilaca cevapta kişiler arasındaki farklılıkları açıklamak ve kişiye özgü tedavi 

seçenekleri geliştirmek için de kullanılmaktadır. Bu polimorfizmlerin mutasyona 

olan nispi stabiliteleri onların bağlantı eşitsizliği durumlarında kullanılmalarına 

olanak sağlamaktadır (Brookes 1999). 
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4.11. DNA Dizileme 

 

DNA da birincil yapıların tayin edilmesinde ve nükleotidlerdeki baz 

dizilenmesinin tayini için kullanılan metod DNA dizi analiz yöntemidir (DNA 

sekanslama). DNA sekanslama, bir nükleik asit dizisinin komplementer bir nükleik 

asit dizisiyle hibridizasyonuna dayanır. Hibridizasyon sırasında radyoaktif veya 

radyoaktif olmayan maddelerle işaretleme yapılır. Çoğunlukla gen mutasyonları 

(delesyon, insersiyon vb.) tespiti ya da rekombinant DNA oluşum yapılarının 

tayininde kullanılır. Ayrıca kalıtsal hastalıkların tayininde ve preimplantasyon 

genetik tanı (PGT) amacıyla da oldukça sık kullanılır. Kalıtsal hastalık taşıyan 

çiftlerde tüp bebek tedavisinde, embriyodan alınan DNA’lar bu yöntemle analiz 

edilerek taşıyıcı embriyolar elenip genetik hastalık taşımayanların seçimi 

sağlanmaktadır. Yine aynı şekilde doku uygunluğu saptanmış embriyolardan sağlıklı 

doğacaklardan elde edilen kordon kanı ve kemik iliği örnekleri, hasta kardeşlerin 

tedavisinde kullanılmaktadır. 

İnsan genom projesi ile insan genomunun tümünün baz dizisinin çıkarılması 

hedeflenmiştir. % 99 oranında tamamlanan çalışma DNA dizileme teknolojilerine de 

yeni boyutlar kazandırmıştır. Temel olarak DNA dizilenmesi konusunda iki teknik 

vardır: Bunlar Maxam-Gilbert ve Sanger yöntemleridir.  

Maxam-Gilbert: Bu yöntemde floresan veya başka bir yöntemle işaretlenmiş 

bir DNA bölgesi belli bir baza spesifik kimyasal reaksiyonlarla parçalanarak 

fragmanlara ayrılır. Her spesifik reaksiyon için ayrı bir kuyu kullanılarak 

poliakrilamid jelde yürütülür ve görüntülenerek baz dizisi belirlenir (Şekil 4.11, Şekil 

4.12, Şekil 4.14). 

Sanger: Bu yöntemde in-vitro ortamda DNA sentezi sırasında sentezi durdurucu 

ddNTP (dideoksinükleozidtrifosfat) moleküllerinin ortama eklenmesi ile sentezin 

durdurulması amaçlanır (Şekil 4.9). ddNTP’ler normalde DNA sentezi sırasında 

zincirin uzaması için bağ sağlayan 3’ oksijen molekülüne sahip değildir. İşaretli 

primerler veya ddNTPler varlığında DNA dizisi 4 farklı reaksiyon yapılarak (her 

reaksiyon için bir ddNTP) poliakrilamit jelde veya her ddNTP (ddATP, ddGTP, 

ddCTP, ddTTP) farklı floresan boyalarla işaretlenerek otomatik kapiler elektroforez 

sistemlerinde bütün baz dizisi elde edilebilir (Tablo 4.18 ve Şekil 4.10). 
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Şekil 4.9.  (a) dATP  (b) ddATP molekülleri 

 

Tablo 4.18.  ddATP moleküllerinde kullanılan boyalar 

 

ddNTP Floresan Boya Renk 

A dR6G Yeşil 

T dROX Kırmızı 

C dR110 Mavi 

G dTAMRA Siyah 

 

 

 

Şekil 4.10.  Sanger yöntemi  ile yapılan reaksiyonların elektroforez görüntüsü 
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Deneysel olarak DNA’nın dizilenmesi dört aşamadan oluşur: 

 

PCR işlemi: Dizileme yapacağımız genomik bölgenin diziye spesifik primerler, 

DNA polimeraz enzimi ve serbest nükleotitler varlığında in vitro ortamda 

dizilenecek bölge sınırlandırılır ve milyonlarca kez çoğaltılır.  

PCR sonrası saflaştırma: PCR sonrası ortamdaki bazı artık ürünler (primer 

artıkları, dNTPs ve enzim) bulunabilir. Bu artık ürünler sonraki işlemler için problem 

oluşturabileceğinden ortamdan uzaklaştırılması gerekmektedir. Bu işlemde düşük 

moleküler ağırlıklı primer ve nükleotitleri uzaklaştırmak amacıyla ticari olarak 

üretilmiş basit bir spin-kolon sistemi kullanılabilir. Saflaştırma sonrasında saf halde 

çift sarmallı PCR ürünü elde edilir.   

Dizileme reaksiyonu: Dizileme reaksiyonu durdurucu (dideoksinükleosittrifosfatlar 

ddNTPs) eklenmesi için yapılan asimetrik bir PCR’ dır. Ayrıca standart PCR’ dan 

farklı olarak tek bir primer ve durdurucu nükleotitler ortama eklenir ve rutin 

denatürasyon, bağlanma ve uzama aşamaları ile floresan işaretli ddNTPs bağlanması 

sağlanır. Böylece otomatik dizi analiz sisteminin okuması için hazır fragmanlar 

oluşturulur.  

Dizileme reaksiyonu ürünlerinin saflaştırılması ve otomatik dizi analiz sistemine 

yüklenmesi: Dizileme reaksiyonu sonrası ortamda bulunan bazı artıkların, otomatik 

dizi analizi sisteminde sorun oluşturacağı için temizlenmesi gerekmektedir. Bu işlem 

için standart olarak sodyum asetat-alkol serisi yöntemi kullanılabilir ancak daha hızlı, 

verimli sonuç verebilen ticari olarak üretilmiş sefadeks içeren spin-kolonları 

kullanmak da mümkündür. Bu temizleme işleminin ardından ürünler otomatik dizi 

analizi sistemine (Şekil 4.13) yüklenerek floresan işaretli fragmanların bir kamera 

yardımı ile okunması ve bir program ile analizi sonucu DNA dizisi elde edilir 

(McPherson and Moller 2006). 
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Şekil 4.11. DNA dizileme-I  

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

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

 

 

 

Şekil 4.12. DNA dizileme-II 

(http://www.daviddarling.info/encyclopedia/D/DNA_sequencing.html, erişim 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
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Şekil 4.13. ABI 310 DNA dizileme enstrümanları 

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

 

 

 

Şekil 4.14. DNA dizileme görüntüsü 

  

http://www.nfstc.org/pdi/Subject05/pdi_s05_m02_01_a.htm
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4.12. ARMS-PCR 

 

 

Bu çalışmada polimorfik allelleri belirlemek için, allele özgü nükleotidlerle 

mutasyon belirleme “Amplification Refractory Mutation System” (ARMS) tekniği 

kullanılmıştır (Newton 1989). Bu teknik; güvenilir olması, değerlendirilmesinin 

kolaylığı ve sonuçların netliği göz önünde tutularak seçilmiştir (Şekil 4.15). 

  

Temeli DNA polimeraz enziminin son nükleotid eşleşmesi uygunluğuna göre 

reaksiyonu başlatabilme özelliğine dayanan bu teknik,  iki allele özgü genel primer 

ve tek nükleotid değişimi olan bölgede değişen nükleotide tamamlayıcı olarak 

tasarlanan özgün primerlerin kullanıldığı bir PCR’dir.  

 

Polimorfik allelleri tanıyan yani uygun baz eşleşmesine sahip olarak tasarlanan 

primerlerin kullanıldığı iki ayrı tüpte PCR hazırlanır.  PCR ürününün oluşumuyla 

kalıp DNA’nın hangi alleli taşıdığı belirlenir. Bir kalıp DNA için tek tüpte reaksiyon 

gerçekleşiyor ise o allelin homozigot olarak taşındığı, iki tüpte de reaksiyon 

gerçekleşiyorsa heterozigot olarak taşındığı belirlenir. 

PCR reaksiyonunun gerçekleştiğinden emin olmak ve sonuçların güvenilirliğini 

sağlamak için çalışılan organizmada varlığı kesin olan bir bölgeyi çoğaltacak 

primerler de kontrol amaçlı her bir PCR reaksiyonu için kullanılır (Büyük 2006). 

ARMS yöntemi PCR’a dayalı diğer yöntemlerden farklı olarak birçok avantaja 

sahiptir. Yöntem hızlı ve güvenilir olup radyoaktif madde içermez. İnternal kontrollü 

iki tepkimenin kullanımı yalancı pozitif sonuçların elde edilmesini önlemektedir. 

Yöntem genelde herhangi bir mutasyon için geliştirilebilmesinin yanında, evcut olan 

çeşitli genetik polimorfizmlerin saptanmasında da kullanılabilir  

(Kayrın, Aksoy, Tuli, Çürük, Attila 2001).
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Şekil 4.15. ARMS-PCR (http://www.biomedcentral.com/content/figures/1471-2105-9-253-4-l.jpg,erişim tarihi: 21.01.2013)

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

 

5.4.1. Gereçler 

 

Çalışmamız,  Marmara Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya Anabilim 

Dalı ile Oksante Ar-Ge Laboratuvarı’nda yürütülmüştür. Her iki yerde mevcut olan 

ve çalışmamızda kullanılan alt-yapı ve araç-gereç listesi aşağıda verilmiştir.   

  

Cihaz Adı Marka  ve Modeli 

Soğutmalı Santrifüj Eppendorf centrifuge 5810 R 

Vorteks Heidolph 

pH Metre Corning 430 

Derin Dondurucu: -20, -80 UF 401 Electrolux 

Analitik Terazi Sartorius TE214s 

Termal Döngü Cihazı SensQuest 

DNA Dizi analizörü ABI Prism 310 Genetic Analyser 

Jel Elektroforez Sistemi Cleaver Scientific  

Jel Görüntüleme Sistemi Felix 1010 

Mikroplak Okuyucu   Perkin Elmer 1420 VICTOR 3 

Etüv Memmert 

Manyetik Karıştırıcı Thermolyne Neova, Yellow Line 

Ultrasonik Su Banyosu   AMSCO Reliance Sonic 550 

Ultra-saf su cihazı Millipore Direct Q UV System 

                                                                                                                                                                                              

 

Kimyasal Madde Adı Markası 

POP-4 Polymer for 310 Genetic Analyser Applied Biosystem 

Loading Buffer Applied Biosystem 

Loading Dye Applied Biosystem 

Amplitaq Gold DNA Polymerase Applied Biosystem 

Genetic Analyser 10x Runing Buffer Applied Biosystem 

ABI dizileme öncesi saflaştırma  Applied Biosystem 
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5.2. Örneklerin Alınması, Saklanması ve Analizlere Hazırlanması 

Tez için gönüllü kişilerden alınan kan örnekleri kullanılmıştır. Örneklerin 

alınmasına dair kurum izni ve Marmara Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Klinik Araştırmalar Ön Değerlendirme Komisyonunun onayları ekler bölümünde yer 

almaktadır.  

Bir gece önceden aç kalmış (10-12 saat) ve normal uykusunu almış gönüllü 

kişilerden 5 ml EDTA’lı kan alındı. Plazma ve eritrositlerde lipit peroksidasyonuyla 

antioksidan savunma sisteminin bileşenlerinin ölçümü için elde edilen kan örnekleri 

santrifüjlendi, plazma ve eritrositler ayrılarak aynı gün çalışma yapıldı. Plazma 

antioksidan kapasite ile lipit peroksidasyonu ölçümleri yapıldı, eritrositlerde ise 

hemoliz testi ve lipit peroksidasyonuna duyarlılığın yanında antioksidan savunma 

sistemi enzimleri incelendi. 

Kanlar, kan alınma işlemleri bittikten sonra DNA saflaştırması yapılıncaya kadar 

-20 C°’de bekletildi. Kanlar oda sıcaklığında çözündükten sonra birkaç defa alt-üst 

edilerek homojen hale getirilip 8’erli gruplar oluşturularak çalışıldı. 

Örnek alınacak kişilerin, yaş, cinsiyet, sigara kullanımı, ilaç alımı ve çalışma 

süresi gibi bilgilerin elde edilmesi amacıyla bir bilgi formu düzenlendi. 

 

5.3. Biyokimyasal Yöntemler 

Hemolizat hazırlama  

 

Ayıraçlar 

% 0.9 NaCl 

-Merkaptoetanol-EDTA çözeltisi: 0.050 ml -merkaptoetanol ile 10 ml 0.27 M 

EDTA karıştırılır ve ultra saf su ile 1 litreye tamamlanır. 

 

Deneyin Yapılışı 

1 g kuru alfa-selüloz ve 1 g mikrokristal selüloz (Sİgmacell tip 50) içeren 

karışım, 10 ml % 0.9 NaCl ile karıştırıldı. 5 ml' lik bir enjektörün uç kısmı filtre 

kağıdı ile kapatıldıktan sonra 2 ml işareti hizasına kadar selüloz karışımı dolduruldu 

ve 5 ml % 0.9 NaCl ile yıkandı. Hazırlanan bu kolondan 1 ml heparinli kan geçirildi. 
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Daha sonra kolon bir kez 1 ml % 0.9 NaCl ile yıkandı ve elde edilen eluent bir 

santrifüj tüpüne toplandı. Eritrosit süspansiyonu, 10 ml % 0.9 NaCl ile yıkandı, 1,000  

g'de 15 dakika santrifüj edildi ve eritrosit paketi ayrıldı. Bu işlem üç kez 

tekrarlandıktan sonra eritrosit paketi eşit hacim % 0.9 NaCl ile süspanse edildi. Bu 

süspansiyondan 0.2 ml alındı ve üzerine 1.8 -merkaptoetanol-EDTA çözeltisi 

eklendi. Hazırlanan hemolizat önce donduruldu, daha sonra oda sıcaklığında su 

banyosunda tamamen çözüldü ve kullanılıncaya kadar buzlu suda saklandı 

(Mannervik and Guthenberg 1981). 

 

Hesap 

Elde edilen 1:20 eritrosit hemolizatının hemoglobin içeriği saptandı. 

 

Glutatyon (GSH) 

Prensip 

Glutatyonun sülfidril grubu ile 5,5'-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) DNTB 

arasında oluşan kompleks ürün konsantrasyonunun köre karşı spektrofotometrik 

olarak tayin edilmesi prensibine dayanır. 

Stok glutatyon (GSH) standardı hazırlandı (100 mg/dl) ve seri dilusyon ile 10, 

20, 30, 40 ve 50 mg/dl olacak şekilde hazırlandı. Örnek hazırlığı için 100 l doku 

homojenatına meta-fosforik asit çözeltisi eklendi, 1000 x g’de 10 dakika 

santrifüjlendi ve supernatant ayrıldı. Bir floresans plağına 200 l fosfat tamponu 

pipetlendi üzerine 10 l standart, örnek ve kontrol eklendi. Daha sonra her kuyuya 

10 l o-phtaldialdehit ilave edildi, 15 dakika inkubasyon sonunda 350 nm’de 

eksitasyon ve 420 nm’de emisyon olacak şekilde floresans değerleri alındı. Standart 

grafik çizilerek sonuçlar grafikten okundu ve değerler mol/g doku olarak ifade 

edildi (Mannervik and Guthenberg 1981). 

Ayıraçlar 

Deproteinize reaktifi: 1.67 g glasiyel metafosforik asit, 0.2 g disodyum EDTA ve 30 

g NaCl ultra saf suda çözünür, 100 ml'ye tamamlanır. 

Na2HPO4: 0.3 M hazırlanır. 

Ellman ayıracı: 40 mg DNTB, 100 ml, % 1'lik sodyum sitrat'da çözünür. 
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Deneyin Yapılışı 

2 ml ultra saf suya, 0.2 ml heparinli kan eklendi. Elde edilen hemolizatta 

hemoglobin tayini yapıldı. Hemolizattan 2 ml alınıp, üzerine 3 ml deproteinize 

reaktifi konuldu. 5 dk beklenip, santifüj edildikten sonra 2 ml süpernatant ile 8 ml 0.3 

M Na2HPO4 karıştırılıp üzerine 1 ml Ellman ayıracı eklendi. Heparinli kan yerine 

ultra saf su kullanılarak hazırlanan ayıraç körüne karşı 412 nm de absorbans okundu. 

Hesap 

Glutatyon düzeyleri oluşan sarı renkteki ürünün 412 nm'deki optik dansite (OD) 

katsayısı (13600 M
-1

cm
-1

) kullanılarak hesaplandı. Sonuçlar gram hemoglobin başına 

mol glutatyon olarak ifade edildi (Mannervik and Guthenberg 1981). 

 

Glutatyon redüktaz (GSH-Rd) 

Prensip 

Glutatyon Redüktaz, okside glutatyonun (GSSG) NADPH tarafından GSH'a 

indirgenmesini kataliz eder. Enzim aktivitesi, tepkime sırasında yükseltgenen 

NAD(P)H'nin 37
o
C'de, 340 nm dalga boyunda absorbans farkı ölçülerek belirlenir 

(Mannervik and Guthenberg 1981). 

 

NADPH + H
+
 + GSSG                     NADP

+
 + 2 GSH 

 

GSH-Rd bir flavin enzimdir. Normal hemolizatlarda FAD tarafından tam olarak 

aktive edilmediğinden, apoenzimin tam aktivasyonu için enzimin FAD ile 

preinkübasyonu gereklidir. Bu nedenle yöntemde FAD'li ve FAD'siz tüpler 

hazırlandı. FAD içeren ve içermeyen tüplerden elde edilen sonuçlar arasında büyük 

bir fark gözlemediğimizden FAD içermeyen sonuçları esas aldık. 

 

Ayıraçlar 

Tris-HCl 1 M, EDTA 5 mM pH 8'de: 12.1 g tris, 169 mg disodyum-EDTA 80 ml 

ultra saf suda çözüldü, pH=8'e ayarlandı. Son hacim 100 ml'ye tamamlandı. 

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

GSSG: (Glutatyon Disülfid): 0.033 M (20 mg/ml)NADPH: 2 mM hazırlandı. 

GSH-Rd 



 
 

54 
 

Deneyin Yapılışı 

 

FAD içeren ve içermeyen, blank ve test tüplerine 50 l Tris-EDTA tamponu 

konuldu. Her tüpe 10 l 1:20 eritrosit hemolizatı ilave edildi. FAD içermeyen blank 

tüpüne 890 l ultra saf su, test tüpüne de 790 l ultra saf su eklendi. FAD içeren 

blank tüpüne 790 l ultra saf su, test tüpüne 690 l ilave edildi. FAD içeren blank ve 

test tüplerine 100 l, 10 l FAD konduktan sonra 37 
o
C de 10 dk inkübe edildi. FAD 

içeren ve içermeyen test tüplerine (blank hariç) 100 l 0.033 M GSSG (Okside 

Glutation-Glutation Disülfid) eklenerek 37 
o
C de 10 dk inkübe edilir. Süre sonunda 

bütün tüplere 50 l 2 mM NADPH eklenerek optik dansite'deki azalma 340 nm de 

kör'e karşı okundu ve ΔOD hesaplandı. 

 

Hesap 

  

GSH-Rd Aktivitesi (U/ml) =                              X 

 

ΔOD = Optik Dansite Değişimi 

6,22 = 1 mM NADPH’nin 1 cm’lik ışık yolunda verdiği OD değeri  

VToplam = Toplam hacim 

VÖrnek = Hemolizat hacmi 

 

GSH-Rd Spesifik Aktivitesi =  

 

 

Enzim aktivitesi NADPH'ın 340 nm deki ekstinksiyon katsayısı olan 6.22 

kullanılarak hesaplanır. İndirgen her mol GSSG’ye karşı 1 mol NADPH oksitlenir 

(Mannervik and Guthenberg 1981). 

ΔOD/dak VToplam 

VÖrnek 6.22 

GSH-Rd Aktivitesi 

Hb değeri 
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Glutatyon peroksidaz (GPX) 

Prensip 

  

GPX ile t-bütilhidroperoksit varlığında GSH’nin GSSG’ye oksidasyonu 

gerçekleşir. Oksidasyon sonucu oluşan GSSG’nin glutatyon redüktaz (GSH-Rd) 

enzimi ile tekrar GSH’ye indirgenmesi tepkimesinde NADP’ye oksitlenen 

NADPH’nin 340 nm dalga boyundaki absorbans değeri farkının zamana karşı 

okunması prensibine dayanır (Mannervik and Guthenberg 1981). 

 

        2 GSH + R-O-O-H                                 GSSG + H2O + ROH   

 

GSSG + NADPH + H
+    

                             2 GSH + NADP
+
      

Ayıraçlar   

Tris-EDTA tamponu (1 M tris-HCl-5 mM EDTA, pH 8.0): 12.1 g Tris, 168 mg 

disodyum-EDTA 80 ml suda çözüldü, HCl ile pH 8’e ayarlandı ve hacim 100 ml’ye 

tamamlandı. 

İndirgenmiş glutatyon (GSH): 0.1 M  

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

NADPH: 2 mM 

t-bütilhidroperoksit: 7 mM            

Deneyin Yapılışı 

Bir reaksiyon küvetine, 0.1 ml Tris-EDTA tamponu, 0.02 ml glutatyon çözeltisi, 

0.1 ml glutatyon redüktaz, 0.1 ml NADPH, 0.01 ml 1:20 eritrosit hemolizatı ve 0.66 

ml ultra saf su konulup, karıştırıldıktan sonra 37 °C de 10 dk tutuldu. Bu süre 

sonunda 0.01 ml t-bütilhidroperoksit ilave edildi ve absorbans değişimi 340 nm de 

takip edildi. Ayıraç körü olarak t-bütilhidroperoksit yerine ultra saf su kullanıldı 

(Mannervik and Guthenberg 1981). 

Hesap 

NADPH'nin 340 nm'deki ekstinksiyon katsayısı (6.22 mM
-1

 cm
-1

) kullanılarak 

enzim aktivitesi hesaplanır. Sonuçlar, gram hemoglobin başına enternasyonal ünite 

(IU/g Hb) olarak belirtildi. 

GPX 

GSH-Rd 
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GPX Aktivitesi (U/ml) =                             X                    

 

ΔOD = Optik Dansite Değişimi 

6,22 = 1 mM NADPH’nin 1 cm’lik ışık yolunda verdiği OD değeri  

VToplam = Toplam hacim 

VÖrnek = Hemolizat hacmi 

 

 

GPX Spesifik Aktivitesi =      

 

Glutatyon-S-transferaz (GST) 

Prensip 

GST, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile glutatyonun –SH grubu arasındaki 

tepkimeyi katalizler. Enzim aktivitesi 340 nm’de 37 ºC’de GSH ve CDNB 

kullanılarak dakikada oluşan S-2,4 dinitrofenilglutatyonun 1 µmol’unu katalizleyen 

enzim miktarının ölçülmesiyle belirlenir (Habig, Pabst, Jakoby 1974). 

 

                               CDNB + GSH                      S-2,4 dinitrofenilglutatyon + HCl 

 

Ayıraçlar 

Sodyum fosfat tampon: 0.2 M, pH: 6.5 

Glutatyon çözeltisi: 60 mM 

CDNB çözeltisi: 60 mM (12.2 mg CDNB / 1 ml Etanol’de çözülür) 

 

Deneyin Yapılışı 

Bir reaksiyon küvetine 1.425 ml sodyum fosfat tamponu, 0.025 ml glutatyon 

çözeltisi ve 0.025 ml plazma konuldu. Reaksiyon 0.025 ml CDNB eklenerek 

başlatıldı ve absorbans değişimi 340 nm’de 4 dk süre ile takip edildi. Aynı işlem 

körü saptamak üzere plazma içermeyen reaksiyon karışımı ile tekrarlandı. 

ΔOD/ 

dak 

VToplam 

6.22 
VÖrnek 

GPX Aktivitesi 

Hb değeri 

GST 
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Hesap 

Glutatyon ve CDNB konjugasyonu sonucu oluşan ürün için saptanmış olan 

ekstinksiyon katsayısı (9.6 mM
-1

.cm
-1

) kullanıldı. Enzimsel konjugasyondan kör 

değeri çıkarıldı ve sonuçlar nmol ürün/dk/ml plazma olarak ifade edildi (Sun, 

Oberley, Li 1988). 

 

GST Aktivitesi (U/ml) =                                   X 

ΔOD = Optik Dansite Değişimi 

9,6     = 1 µmol CDNB’nin 1 cm’lik ışık yolunda verdiği OD değeri 

VToplam = Toplam hacim 

VÖrnek  = Hemolizat hacmi 

 

GST Spesifik Aktivitesi =      

 

Eritrosit Katalaz (CAT) 

Prensip 

Katalaz H2O2’nin su ve moleküler oksijene yıkımını katalizler. H2O2’nin ışığı 

absorbe etmesinden yararlanılarak 230 nm’de  H2O2 nin yıkım hızı spektrofotometrik 

olarak ölçülür (Mannervik and Guthenberg 1981). 

 

2H2O2                    2H2O + O2 

 

Ayıraçlar 

Tris-EDTA tamponu (1 M tris-HCl-5 mM EDTA, pH 8.0): 12.1 g tris, 168 mg 

disodyum-EDTA 80 ml suda çözülür, HCl ile pH 8’e ayarlanır ve hacim 100 ml’ye 

tamamlanır. 

10 mM hidrojen peroksit 

% 95 etanol 

 

Deneyin Yapılışı 

Deneyin yapılmasından hemen önce 1:20 eritrosit hemolizatı, -merkaptoetanol-

EDTA çözeltisi ile 100 kez sulandırıldı. Katalaz ve hidrojen peroksitin 

VÖrnek 9,6 

VToplam ∆OD/ dak 

Hb değeri 

GST Aktivitesi 

CAT 
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oluşturabileceği katalazın inaktif şekli olan kompleks II’nin yıkımını sağlamak üzere, 

sulandırılmış hemolizata 0.02 ml/1 ml hemolizat olacak şekilde etanol eklendi. Bir 

reaksiyon küvetine, 0.05 ml tris-EDTA tamponu, 0.9 ml 10 mM hidrojen peroksit, 

0.03 ml distile su konulup karıştırıldıktan sonra 37
o
C de 10 dakika tutuldu. Daha 

sonra bu karışıma 0.02 ml etanollü hemolizat eklendi ve 230 nm’de absorbans 

değişimi izlendi. Ayıraç körü için hidrojen peroksit yerine su kullanıldı. 

Hesap 

Enzim aktivitesi hidrojen peroksitin 230 nm’deki ekstinksiyon katsayısı (0.071 

mM
-1

 cm-
1
) kullanılarak hesap edildi. Sonuçlar, gram hemoglobin başına 

enternasyonal ünite (IU/g Hb) olarak belirtildi.
 

  

CAT Aktivitesi (U/ml) =                                   X 

ΔOD = Optik Dansite Değişimi 

0,071     = 1 µmol H2O2’nin 1 cm’lik ışık yolunda verdiği OD değeri 

VToplam = Toplam hacim 

VÖrnek  = Hemolizat hacmi 

 

CAT Spesifik Aktivitesi =      

 

Süperoksit Dismutaz (SOD) 

Prensip 

Süperoksit Dismutaz enzimi, oksidatif enerji üretimi sırasında oluşan toksik 

süperoksit radikallerinin hidrojen peroksit (H2O2) ve moleküler oksijene (O2) 

dismutasyonunu katalizler. 

               2 O2
-•
 + 2H

+
                  H2O2 + O2 

Ayıraçlar 

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 Na2CO3, 30 ml 1 g/L BSA (bovine 

serum albumine ) karıştırılarak hazırlanır. 

Ksantin oksidaz: 167 U/L 2 M soğuk (NH4)2SO4 ile dilüe edilir. 

CuCl2: 0.8 mmol/L 

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

VÖrnek 0,071 

VToplam ∆OD/ dak 

Hb değeri 

CAT Aktivitesi 

SOD 
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Deneyin Yapılışı  

5 ml kan 1500 x g de 10 dk santrifüj edildi. Eritrosit paketi izotonik NaCl ile 3 

defa yıkanır ve supernatant atıldı. 0.1 ml Eritrosit, 0.9 ml soğuk suda hemoliz edildi. 

MnSOD ve hemoglobini uzaklaştırmak için 0.3 ml kloroform, 0.5 ml etanol 

eklenerek karıştırılarak 18,000 x g de 60 dk santrifüj edidi. Supernatant 1/100 ultra 

saf su ile dilüe edilerek, enzim aktivitesi 0.5 ml numune kullanılarak tayin edildi. 

 

 

Not: Ksantin oksidaz 30 sn aralıkla konulur ve CuCl2 aynı zaman aralığında konularak 

reaksiyon durdurulur. 

 

Spektrofotometre de 560 nm dalga boyunda; SOD reaktifi ile sıfır ayarı 

yapılarak absorbans değeri okundu (Ohkawa, Ohishi, Yagi 1979). 

 

 

Hesap 

 

SOD spesifik aktivite =                                                        X 8000 U / g Hb 

 

 Blank Test 

SOD Reaktifi 2.45 ml 2.45 ml 

Ultra saf su 0.5 ml - 

Örnek - 0.5 ml 

Ksantin oksidaz 0.05 ml 0.05 ml 

20 dk, 25 
o
C de inkübasyon 

CuCl2 1 ml 1 ml 

Kör Abs. – Örnek Abs. 

Kör Abs. 
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5.4. Moleküler Yöntemler 

5.4.1. DNA izolasyonu 

Gönüllü olur onayı alınmış sağlıklı bireylerden EDTA lı tüpe alınan periferik 

kan örneklerinden “Quick Blood Genomic DNA Extraction Kit (Dongsheng Biotech, 

Çin)” kullanılarak DNA izolasyonu yapıldı. 

Kit içerisinde yer alan protokole göre, 1.5 ml mikrosantrifüj tüpüne alınan 200 

l kan örneklerine 20 l RNaz A (20 mg/ml) eklendi ve 5 dk oda sıcaklığında inkübe 

edildi. İnkübasyon sonrasında her bir örneğe 20 l Proteinaz K ve 220 l “QS 

Solüsyonu” eklenip karıştırıldı. 65°C de 15 dk inkübasyon sonrasında siyah renkte 

homojen solüsyon elde edildi. Kısa süreli santrifüj yapılarak solüsyonun tüpün dibine 

toplanması sağlandı. Her örneğe 220 l % 100 etanol eklendi ve örnekle etanol 

karışana kadar tüpler ters düz edildi. Karışım, kitte yer alan “Spin Column” içeren 2 

ml’lik toplama tüpüne (Collection Tube) aktarıldı. 12,000 rpm de 1 dk santrifüj 

edildi ve tüpte toplanan sıvı uzaklaştırıldı. Kolona 500 l “Yıkama Tamponu PS 

(Wash Buffer PS)” eklenerek 12,000 rpm de 1 dk santrifüj edildi ve tüpte toplanan 

sıvı uzaklaştırıldı. Kolona 500 l “Yıkama Tamponu PE (Wash Buffer PE)” 

eklenerek 12,000 rpm de 1 dk santrifüj edildi ve tüpte toplanan sıvı uzaklaştırıldı. 

Yıkama aşaması “Yıkama Tamponu PE” ile tekrarlandı. Kolondaki membranın 

kuruması için 12,000 rpm de 3 dk santrifüj edildi ve tüpte toplanan sıvı uzaklaştırıldı. 

Kolon yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifüj tüpüne alındı. Her bir kolonun 

merkezine, önceden 60°C ye ısıtılmış 50 l  “Elüsyon Tamponu TE” eklendi ve oda 

sıcaklığında 2 dk inkübe edildi. 12,000 rpm de 1 dk santrifüj edilerek DNA 

örneklerinin elüsyonu sağlandı. İzole edilen DNA örnekleri dizileme reaksiyonunda 

kullanılmak üzere -20°C ye kaldırıldı.  

5.4.2. Agaroz jel elektroforezi 

İzolasyonu yapılan DNA örneklerinin varlığı, Agaroz Jel Elektroforez 

yöntemiyle tayin edildi. Agaroz jel hazırlanırken, jel kasetine tarak yerleştirildi. % 1 

(w/v) lik jel hazırlamak için, bir erlene 1 g agaroz ve 100 ml 0.5X TBE (Tris-Borik 

asit-EDTA) (Tablo 5.1) tamponu eklendi ve mikrodalga fırında çözüldü. Yaklaşık 

60°C ye soğutularak, 10 l Etidyum Bromür (10 mg/ml) eklendi. Jel kasete döküldü 
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ve donması için 30 dk beklendi. Jel donduktan sonra jel tarağı çıkarıldı ve 

kuyucukları oluşan jel, içinde 0.5X TBE tamponu bulunan elektroforez tankına 

yerleştirildi. 

İzole edilen DNA örneklerinden 4 l alındı, 2 l 6x yükleme tamponu (DSBIO) 

ile pipetaj yapılarak jel kuyucuklarına yüklendi. DNA örneklerinin boyutlarının 

belirlenebilmesi amacıyla, ağırlıkları bilinen bir DNA markırı (100 bç, DSBIO) ile 

birlikte jele yüklendi. 120 V da yürümeye bırakıldı. Bu süre içinde, DNA içeriğinin 

agaroz jelde elektroforetik olarak ayrılmaları sağlandı. Bromofenol mavisi, jelin 2/3 

lük bölümüne ulaştığında güç kaynağı kapatılarak, jel UV transillüminatörde 

incelendi. 

Tablo 5.1. Agaroz jel elektroforez tamponlarının içerikleri 

 

Tampon Adı İçeriği 

TBE (10X) tamponu (1 L) 

108 g Trizma-base, pH 8.0 

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 

6x yükleme tamponu 

10 mM Tris-HCl (pH 7.6) 

% 0.03 Bromfenol mavisi 

% 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 için çift zincirli DNA’yı pikogram 

düzeyinde belirleme hassasiyetine sahip Quant-IT
TM

 PicoGreen dsDNA kiti 

(Invitrogen, Oregon, USA) ile çalışma yapıldı.  

Floresan mikroplağı içinde, kitte yer alan standart DNA’nın ve çalışılacak örnek 

DNA’larının uygun sulandırmaları hazırlanarak Picogreen için eksitasyon 480 nm, 

emisyon 520 nm dalga boylarında florometrik ölçümü alındı. 

Kitin önerdiği yönteme göre, TE tamponu (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 

7.5), Quant-iT TM PicoGreen ajanında DNA örneklerini sulandırmak amacıyla 

kullanıldı. Kitte yer alan 20X TE tamponu; steril distile su ile 20 kat sulandırılarak 

1X TE çalışma solüsyonu hazırlandı. Çalışmada kullanılacak PicoGreen ajanı 

konsantre DMSO’nun 200 kat sulandırılmasıyla hazırlandı. Miktar tayini yapılacak 

her bir DNA örneği için 100 µl final hacim olacak şekilde 99.5 µl 1XTE içine 0.5 µl 

çift iplikli DNA’ya özgü PicoGreen ajanı eklendi. Çalışma solüsyonu, folyoya sarılı 

şekilde karanlık odada muhafaza edilerek ışıktan korundu. 

DNA standart eğrisi oluşturmak için, Quant-iT 
TM

 PicoGreen kiti içinde 100 

µg/ml olarak bulunan Lambda DNA standartından 2 µg/ml konsantrasyonda çalışma 

solüsyonu hazırlandı (Tablo 5.3). 1 ng/ml den 1 µg/ml ye kadar sulandırma yapılıp 5 

noktalı standart eğri oluşturuldu (Şekil 6.1)(Sambrook et al. 1989). 

 

Tablo 5.2. Standart eğri oluşturma protokolü 

 

1xTE 

(l) 
2 g/ml DNA stoğu (l) 

Sulandırılmış Pico 

Green (l) 

Final DNA 

konsantrasyonu 

0 100 100 1 g/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. Oligonükleotidler (Primerler) 

İnsan DNA’sında GPX1 (Glutatyon Peroksidaz 1) ve GSTM3 (Glutatyon S-

Transferaz M3) genlerinin dizilenmesi için gerekli PCR reaksiyonunda kullanılmak 

üzere Primer3 programı (http://frodo.wi.mit.edu/, erişim tarihi: 28.01.2013) ile 

tasarlananan primer çiftleri, “TAC Copenhagen A/S Symbian” (Danimarka) 

firmasına sentezlettirildi. Sentezlenen primerlerin nükleotid dizileri tablo 5.4 de yer 

almaktadır. 

 

5.4.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

Çalışılacak her bir DNA örneği için iki PCR reaksiyonu gerçekleştirildi. 100’er 

ng DNA örnekleri, iki ayrı 200 l hacimli PCR tüplerine buz üzerinde aktarıldı. 

Tüplerden birine GPX1 / GSTM3 geni için tasarlanan A primerini içeren “GPX1-A / 

GSTM3-A” PCR reaksiyon karışımından 11 l, eklendi. B primerini içeren “GPX1-

B / GSTM3-B” PCR reaksiyon karışımından 11 l eklendi. 

GPX1-A, GPX1-B, GSTM3-A, GSTM3-B PCR reaksiyon karışımlarının 

içerikleri Tablo 5.3 de yer almaktadır. Her iki tüpte de 0.5 l Taq DNA polimeraz 

(DSBIO, 5 u/l) eklenip reaksiyon tüplerindeki total hacim 50 l’ye steril ultra saf su 

ile tamamlandı. Negatif kontrol olarak da DNA örneği yerine steril distile su 

kullanıldı.  

Tablo 5.5 da yer alan koşullarda SensQuest marka PCR cihazında PCR reaksiyonu 

gerçekleştirildi. 

 

Tablo 5.3. PCR reaksiyon içeriği 

 

PCR Reak. Karışımı 

(l) 

Taq Polimeraz 

(l) 

DNA (ng) H2O 

11 0.5 100 (50 l – x)* 

 

 

 

 

 

*Diğer reaksiyon bileşenlerinin toplam miktarıdır. 

http://frodo.wi.mit.edu/
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Tablo 5.4. Deney için kullanılmak üzere sentezlenen primerler 

  

Oligo Name 5' - 3' primer 

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

GPX    A S2 5'-CGC CAT GTG TGC TGC TCC-3' 

GPX1  B S1 5’-CAT GTG TGC TGC TCG GCT-3’ 

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

GPX1  C S1 5’-CAT CGA GCC TGA CAT CGA AG-3’ 

GPX1  C S2 5’-CAT CGA GCC TGA CAT CGA AA-3’ 

GPX1  D S1 5’-CCT GCT GTC TCA AGG GCC-3’ 

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

GPX1  FG F 5’-CAC TCT CCA GCC TTT TCC TG-3’ 

GPX1  A G 5’-TCG TTC ATC TGG GTG TAG TCC-3’ 

GPX1  B G 5’-TCA GCA GCT ACG AGC AAC AG-3’ 

GPX1  C G 5’-CAG GTG TTC CTC CCT CGT AG-3’ 

GPX1  D G 5’-CTG ACA CCC GGC ACT TTA TT-3’ 

GSTM3  A S1 5’-TTA CAG CTC CTG ACT ATG ATC GAA-3' 

GSTM3  A S2 5’-TTA CAG CTC CTG ACT ATG ATC GAG-3' 

GSTM3  B S1 5’-GTG CTG GTG CCT CTT CTT TC-3' 

GSTM3  B S2 5’-GTG CTG GTG CCT CTT CTT TG-3' 

GSTM3  C S1 5’-TGA AGG CTT TCA TGT GCC G-3' 

GSTM3  C S2 5’-TGA AGG CTT TCA TGT 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  A G 5'-TCA GGA TCA GCC TGG GTA AC-3' 

GSTM3  B G 5'-GTA GCT CTT CCA AGT ACT GAG GC-3' 

GSTM3  C G 5'-TGG GCA TCT TGC AGA ACT GA-3' 

GSTM3  D G 5'-CCG AAC TCC GGT TAA GTC CA-3' 
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Tablo 5.5. PCR reaksiyonu programı 

 

Sıcaklık (oC) Süre (dk) Döngü 

94 3 3 

94 0.45 0.45 

55 1.00 1.00 

72 1.00 1.00 

72 10 1 

4 ∞ - 

 

Reaksiyon sonunda 5’er l PCR ürünü % 2 (w/v) lik agaroz jelde yürütülerek 

reaksiyon kontrolü yapıldı. Her bir PCR ürününün dizileme reaksiyonu için 

saflaştırma işlemi yapıldı. 

 

5.4.6. PCR ürünlerinin saflaştırılması 

 

Dizileme öncesi PCR reaksiyonlarından elde edilen ürünlerin saflaştırılması, 

“Biotech PCR and DNA fragment Purification Kit (Dongsheng Biotech)” 

kullanılarak yapıldı. Kit prosedürüne göre, 1.5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine PCR 

reaksiyon karışımı 1:1 hacimde DNA Bağlama Tamponuyla birlikte eklendi. (Bing 

Buffer BD) ve vorteks yapılarak karıştırıldı. Karışım, kitte yer alan toplama tüpüne 

(spin column) aktarıldı, 2 dakika bekletildi. 12000 rpm de 1 dakika santrifüj edildi ve 

tüpte toplanan sıvı uzaklaştırıldı. Kolona 500 l Yıkama Tamponu (Wash Buffer PE) 

eklenerek 12000 rpm de 1 dakika santrifüj edildi ve yıkama aşaması tekrarlandı. Tüm 

yıkama içeriğinin uzaklaştırılması için boş kolon 12000 rpm de 3 dk daha santrifüj 

edildi. Toplama tüpü boşaltıldı ve mikrosantrifüj tüpünün kapağı açık vaziyette, 

kalan etanolün uzaklaştırılması için 1 dk daha santrifüj edildi. Kolon yeni 1.5 ml’ lik 

mikrosantrifüj tüpüne alındı, önceden 60 
o
C’ ye ısıtılmış Elüsyon Tamponu (Elution 

Buffer TE)’ ndan 50 l membrana dokunmayacak şekilde kolonun merkezine 

eklendi. Oda sıcaklığında 2 dakika inkübe edildi. Süre sonunda 12000 rpm de 1 
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dakika santrifüj edilerek DNA örneklerinin elüsyonu sağlandı. Saflaştırılan DNA 

örneklerinin konsantrasyonu, bölüm 5.4.3 de belirtilen prosedüre uygun olarak 

PicoGreen yöntemiyle florometrik olarak belirlendi. Geri kalan saflaştırılmış DNA 

örnekleri dizileme reaksiyonunda kullanılmak üzere -20 
o
C ye kaldırıldı. 

 

5.4.7. Dizileme reaksiyonu 

 

PCR ile çoğaltılan ve saflaştırılan DNA örneklerinin dizileme reaksiyonu “ABI 

BigDye Terminator Dizileme Kiti” kullanılarak gerçekleştirildi. Kit prosedürüne 

göre 200 l hacimde PCR tüplerine 1 l reaksiyon karışımı, 4 l BigDye Tamponu, 

1 l PCR ürünü ve 1 l primer eklenerek 20 l’ ye ultra saf su ile tamamlandı.  

Negatif kontrol olarak PCR ürünü yerine 1 l ultra saf su kullanıldı. Tablo (5.6) 

de yer alan koşullarda SensQuest marka PCR cihazı kullanılarak her PCR ürünü için 

“forward” ve “reverse” primer kullanılarak, iki dizi reaksiyonu gerçekleştirildi. 

 

 

Tablo 5.6. Dizileme reaksiyonu programı 

 

 

Sıcaklık (
o
C) Süre (dk) Döngü 

96 1.00 1 

96 0.10 25 

50 0.05 25 

60 4.00 25 

4 ∞ - 

 

 

Reaksiyon sonunda kapiller elektroforez için kullanılacak dizi reaksiyonlarının 

saflaştırılması yapıldı. 
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5.4.8. Dizileme reaksiyonu ürünlerinin saflaştırılması 

 

Dizileme reaksiyonu ürünlerinin saflaştırılması için Princeton Separations “ 

Centri-Sep Columns” saflaştırma kiti kullanıldı. Kit prospektüsüne göre, 20 l 

dizileme reaksiyon karışımı kitte belirtilen şekilde hazırlanan jelin üzerine eklendi. 

Saflaştırma etkinliğinin azalmaması için reaksiyon karışımının kolonun yan 

taraflarına değmemesine dikkat edildi. Kolon, 1.5 ml’ lik örnek toplama tüpüne 

yerleştirildi. (Yüksek kısmı rotoruna dış kısmına yerleşecek şekilde) 750 x g’ de 2 

dakika santrifüj edildi. Kolon uzaklaştırıldı ve saflaştırılmış DNA örneği toplama 

tüpünden elde edildi. Kapiller elektroforez için örnek hazırlama prosedürüne geçildi. 

 

 

5.4.9. Kapiller elektroforez ile DNA dizilenmesi 

 

DNA dizilemesi için “ABI PRISM
TM 

310 Genetic Analyzer” dizileme cihazı 

kullanıldı. 15 l saflaştırılmış dizi reaksiyon ürünü dizileme cihazına yüklenerek 

Tablo 5.6 da yer alan koşullarda; kapiller elektroforez yöntemine göre yürütüldü ve 

GPX1 ve GSTM3 genlerine ait nükleotid dizileri elde edildi.  

 

 

5.4.10. Analiz 

 

Cihazda Sequencing Analysis V 5.1 ile analiz edilen sonuçların dizi dosyaları 

NCBI web sitesinin database ile karşılaştırmak için BLAST yapıldı.  
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5.4.11. Allele özgü nükleotidlerle mutasyon belirleme tekniği (ARMS-PCR) 

 

 

Bu çalışmada, GPX1 geninin 3’UTR bölgesindeki yanlış anlamlı (missense) 

mutasyona neden olan tek nükleotid değişimini (g.1344 C>T, p.Pro198Leu) ve 

GSTM genindeki yanlış anlamlı (missense) mutasyona neden olan tek nükleotid 

değişimini (G>A, p.Val224Ile) belirlemek amacıyla her bir polimorfik bölge için ayrı 

ayrı olmak üzere, iki farklı tüpte değişim noktalarına özgü hazırlanmış primerlerin ve 

bir genel primerin kullanıldığı PCR reaksiyonları gerçekleştirilmiştir. Ayrıca insan 

büyüme hormonu geninde 429 bç’lik bölgeyi çoğaltmak için tasarlanmış bir çift 

primer (IKP1 ve IKP2) de her bir PCR reaksiyonun iç kontrolü olarak kullanılmıştır. 

Kullanılan primerler Tablo 5.4.’de verilmiştir. 

Bu çalışmada konsantrasyonu 5 U/µl olan Taq DNA polimeraz enzimi 

(Fermentas Life Sciences) ve PCR tamponu olarak MgCI içermeyen, 500 mM KCI, 

100 mM Tris-HCI (pH 8.8) ve % 0.8 Nonidet P40 içeren tampon (10X) 

kullanılmıştır. 

PCR reaksiyonlarında kullanılan bileşenleşenlerin konsantrasyonları Tablo 

5.7.’de verilmiştir. 

GPX1 ve GSTM3 genlerindeki polimorfizmi belirlemek amacı ile yapılan 

PCR’lerde kullanılan programlar Tablo 5.8.’de gösterilmektedir. 

 

Tablo 5.7. ARMS-PCR reaksiyon bileşenleri 

 

Master Mix 12.5 l 

Primer F(S1 alleli)   0.5 l 

Primer R   0.5 l 

Kontrol Primer F   0.2 l 

Kontrol Primer R   0.5 l 

Kalıp DNA l 

H2O l
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Tablo 5.8. ARMS-PCR reaksiyonu programı 

 

Sıcaklık (
o
C) Süre (dk) Döngü 

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 ∞ - 
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6. BULGULAR 

 

Çalışmamızda, gönüllü kişilerden alınmış kan örneklerinde glutatyon (GSH), 

glutatyon redüktaz (GSH-Rd), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon s-transferaz 

(GST), süpeoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerin 

düzeylerine bakıldı ve poliakrilamid jel elektroforezi, PCR, DNA dizileme analizleri 

gerçekleştirildi. Antioksidan enzim analiz sonuçları minumum ve maksimum aralık 

içerisinde bulundu (Tablo 6.1). 
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Tablo 6.1. Antioksidan enzim analizleri  

 

No Y/C GSH 

(mol/g Hb) 

GSH-Rd 

(U/g Hb) 

GPX 

(U/g Hb) 

GST 

(nmol ürün/ml P) 

SOD 

(U/g Hb) 

CAT 

(U/g Hb) 

1 56/E 5.8 8.3 125 21 1696 2112 

2 45/K 6.7 5.4 115 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 5.4 100 22 2035 1467 

6 27/K 6.4 5.5 106 44 1544 1526 

7 48/E 4.6 5.1 130 40 1614 2230 

8 27/E 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 7.4 5.6 152 54 2380 2524 

12 56/E 7.4 8.2 112 30 1007 2288 

13 43/K 6.8 8.3 109 43 1907 1878 

14 41/K 7.5 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 9.4 160 54 2600 2400 
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6.2. Primer Kontrolü 

 

GPX1 ve GSTM3 antioksidan genlerdeki SNP bölgelere özgü tasarlanan allel 

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

 

 

 

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

 

 

 

 

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

  

 

GPX1 ve GSTM3 antioksidan genler SNP bölgelerine özgü tasarlanan primerler 

için agaroz jel elektroforezinde kontrolleri yapılmıştır. Bant verdiği gözlenen 

primerler ile çalışma devam edildi.  
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6.3. Agaroz Jel Elektroforezi 

1X TAE tampon içinde %1’lik agaroz jel hazırlandı.  İlk kuyucuğa kontrol 

amaçlı 6 μl 100 bp marker, geri kalan kuyucuklara 5 μl DNA örneği +  2 μl yükleme 

tamponu yüklendi. 120V’luk elektriksel alanda yürümeye bırakıldı. Transillüminatör 

de (farklı zamanlarda yüklenmiş agaroz jeller) UV ışık altında gözlenen bantlar 

fotoğraflandı (Resim 6.3). 

  

 

 
 

 

 

 

 

Resim 6.3. İzole genomik DNA’ ların jelde kontrolü  
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6.4. DNA Konsantrasyonun Florometrik Ölçümleri 

 

Gereç ve Yöntem Bölümü’nde 5.4.3 kısmında belirtilen florometrik yönteme 

göre Quant-IT
TM

 PicoGreen
®
 dsDNA kiti (Invitrogen, Oregon, USA) ile çalışma 

yapıldı. Floresan mikroplağı içinde, kitte yer alan standart DNA’nın ve çalışılacak 

örnek DNA’larının uygun sulandırımları hazırlanarak Picogreen için eksitasyon 480 

nm, emisyon 520 nm dalga boylarında florometrik ölçümü alındı (Şekil 6.1 ve Tablo 

6.2). 

 

 

Şekil 6.1:  DNA konsantrasyonun standart grafiği 

Tablo 6.2. DNA konsantrasyon sonuçları (μg/ml) 

1 43,95  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 25,39 13 32,89 18 47,01 

4 38,15 9 27,26 14 44,09 19 29,50 

5 25,69 10 38,78 15 29,72 20 24,50 
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6.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)  

 

DNA örneklerinin çoğaltımı Gereç ve Yöntem Bölümü’nde belirtilen yönteme 

göre yapıldı. Reaksiyonun gerçekleştiğinin kontrolü %1 lik (w/v) agaroz jel 

elektroforezinde analiz edildi (Resim 6.4). 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 6.4. PCR sonuçlarının agoroz jelde doğrulanması  
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6.6. Saflaştırma 

 

GPX1 ve GSTM3‘ e ait floresans işaretli DNA örneklerinin saflaştırılması, 

Gereç ve Yöntem Bölümü’nde belirtilen şekilde yapıldı. Çalışma R (Reverse-geri) ve 

F (Forward-ileri) primerler kullanılacak şekilde tasarlandı (Resim 6.5). 

 

 

 

 

Resim 6.5. DNA dizi reaksiyonu sonrası saflaştırma 

  



 
 

77 
 

6.7. Kapiller Elektroforez 

 

GPX1 antioksidan enzimini kodlayan gen bölgesindeki tek nükleotid 

polimorfizminin (SNP) saptanması amacıyla Gereç ve Yöntem Bölümünde belirtilen 

şekilde 11.2 kV, 50 
o
C jel sıcaklığı koşullarında 70 dakika süreyle kapiller 

elektroforez yöntemiyle DNA dizilemesi yapıldı (Şekil 6.2). 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.2. DNA Dizileme rs1050450 için SNP bölgesi (C>T) 
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6.9. ARMS-PCR 

 

GPX1 ve GSTM3 genlerindeki seçilen SNP bölgelerini belirlemek amacıyla, 

Gereç ve Yöntem Bölümü’nde 5.4.11 kısmında belirtilen ARMS-PCR yöntemi 

kullanılmıştır. Ardından oluşan 240/241 bç’lik PCR ürününün varlığı % 2’lik  agaroz 

jel elektroforezi sonucu incelendi (Resim 6.6 ve 6.7).   

 

 

 

 

Resim 6.6. GPX1 ARMS-PCR jel görüntüsü 

1-2: GPX1 rs1050450 SNP bölgesindeki "mutant allel" için tasarlanmış primer ile 

ARMS-PCR 

3-4: GPX1 rs1050450 SNP bölgesi "wild type allel" için tasarlanmış primer ile AMS 

PCR 
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Resim 6.7. GSTM3 ARMS-PCR jel görüntüsü  

1-6: GSTM3 Val224Leu (rs7483) SNP bölgesi "wild type allel" için tasarlanmış 

primer ile ARMS-PCR 
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6.10. ARMC-PCR Optimizasyonu 

 

GSTM3 rs1050450 alleline spesifik olarak tasarlanmış primerler ile ARMS-PCR 

çalışması için optimum reaksiyon sıcaklığının belirlenmesi amacıyla 54-65 
o
C 

aralığında gradiyent PCR yapılmasına karar verildi. Beklenen bant paterni 6. 

kuyucuk (61 
o
C) gözlenmiş olup optimum reaksiyon sıcaklığı 61 

o
C olarak 

belirlenmiştir (Resim 6.8). 

 

 

  

Resim 6.8. ARMS-PCR optimizasyon çalışması 
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7. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Hayatları boyunca çeşitli ekzojen ve endojen kaynaklı oksidanlara maruz kalan 

canlılar bunun sonucu olarak serbest radikaller üretirler (Halliwell 1994). 

Vücudumuza giren bu radikaller, kimyasal özelliklerinden dolayı oluştukları yerde 

çok hızlı ve kolay bir şekilde hücredeki makro moleküllerle reaksiyona 

girebilmektedirler. Bu etkileşimler sonucunda hücrede çeşitli hasarlar oluşmaktadır 

(Mena ve ark., 2004). Oluşan hasarlar sonucu dengenin oksidanlar lehine kayması 

genetik materyali de içine alan çeşitli biyomoleküllerde meydana gelebilir ve sonuçta 

birçok hastalığın gelişimine zemin oluşturur (Valko et al. 2007, Halliwell and 

Gutteridge 1999).  

 

Serbest radikallerin oluşturduğu oksidatif stres ve oksidatif hasar; kanser, 

kardiyovasküler hastalıklar, diyabet, nörodejeneratif hastalıklar gibi birçok 

patofizyolojik sürecin erken evrelerinde önemli rol oynar (Valko et al. 2004, Valko, 

Horris, Cronin 2005). 

 

Oksidatif hasara karşı görev yapan enzimler ve ilişkili hastalıklar arasında 

yapılan çalışmalarda antioksidan enzimlerin rolü hakkında bilgi sahibi olunmuştur. 

Son yıllarda antioksidan enzimleri kodlayan genlerdeki farklılıklar kanser ve genetik 

yatkınlık arasında bir ilişki olabileceğini düşündürmektedir (Forsberg et al. 2001). 

 

Mutasyonların gen ifadesini değiştirmesi tüm kanserlerin ortak özelliği olarak 

kabul edilmektedir. Genomik değişiklikler kanserle ilişkilendirilmektedir. Örnek 

olarak kromozom kazanımı ya da kaybı, viral genomun hücre genomuna katılımı, 

kromozomun yeniden düzenlenmesi gibi büyük ölçekli değişiklikler ile tek nükleotid 

polimorfizmi (SNP) gibi küçük ölçekli değişiklikler sayılabilir.  
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SNP’lerin incelenmesi için DNA dizileme yöntemi referans bir metod olarak 

kabul ediliyorsa da, çoğaltılan DNA’nın direk dizilenmesi bir gendeki mutasyonların 

rutin olarak taranmasında yakın zamana kadar kullanılmamıştır. Manuel dizi analizi; 

yoğun laboratuvar işlemleri gerektirmesi, pahalı olması, zaman kaybına yol açması 

gibi nedenlerle yaygın olarak kullanılmamaktadır. Ancak diğer tarama metodları da 

yoğun iş gücü gerektirmekte ve zaman almaktadır. Ayrıca bu yöntemlerin mutasyon 

tarama oranı değişkendir ve %100’e ulaşmamaktadır.  

Günümüzde dizileme reaksiyonları tamamen otomatize kapiller elektroforez 

yöntemiyle yapıldığından daha basitleşmiş, zaman kaybı ve kişisel hatalar asgari 

düzeye indirgenmiştir. Böylece otomatik DNA dizileme cihazları kullanılarak 

yapılan dizi analizi daha çok kullanılır hale gelmiştir (Çilingiroğlu ve Müslümanoğlu 

2005).    

İncelemenin kolay ve basit bir prosedür içermesi ve bu sayede sağladığı hızlı 

mutasyon tespiti imkanı, yöntemin uygulamadaki en büyük avantajıdır. Az miktarda 

kandan elde edilen DNA ile başlayan prosedür, PCR amplifikasyonunu (3 gün) ve 

direkt dizileme yapılmasını içerir. Mutasyonu taşıyan bölgenin amplifikasyonu ve 

dizilemesi ise 1 gün gerektirir. 

Bu durum, hem ticari DNA dizileme fiyatlarının düşmesine hem de çok sayıda 

DNA örneğinin dizi karşılaştırmasının yapılabilmesini mümkün kılar.  Bu bağlamda 

belirli bir gen veya DNA bölgesinin hastalıkla ilişkisini araştırmak için çoğaltılan 

DNA dizilerinin içindeki polimorfik bölgelerin dizileme yöntemiyle tek seferde 

tespit edilmesi ve aynı zamanda karşılaştırılması mümkün olmuştur.   

 

Çalışmamızda tek  nükleotid polimorfizmlerinin (SNP) iki farklı yöntem olan 

kapiller elektroforez ile DNA dizileme ve ARMS-PCR yöntemlerinin 

uygulanabilirlik açısından karşılaştırılması amaçlanmıştır.   

 

GPX1 enzim düzeyindeki değişikliklerden hangi mekanizmanın daha etkili 

olduğunu bulmak için bakılabilecek parametrelerden biri GPX1 gen 

polimorfizmleridir. GPX1 gen polimorfizmlerinden de üzerinde en çok çalışılan ve 

GPX1 düzeyine etkisi en iyi bilinen GPX1 P197L gen polimorfizmidir.  Biz de bu 



 
 

83 
 

bilgilerin ışığı altında, çeşitli hastalıkların bir göstergesi olan GPX1 P197L gen 

polimorfizmlerini araştırdık. Yaptığımız çalışmada Pro197Leu (rs1050450) 

değişiminin olduğu bölgeyi ve dizileme analiz yönteminin uygulanabilirliği 

gözlemledik ayrıca ön çalışmadaki 5 gönüllüden kişiden 1 kişi için Pro197Leu 

değişikliği gözlenmiştir. 

 

Prostat kanseri, kolorektal kanser, şizofreni gibi bir grup hastalıkla yapılan 

çalışmalarda bu hastalıklarda GPX1 P197L gen polimorfizminin majör risk faktörü 

olmadığı savunulmuştur (Suzen ve ark. 2010). Bazı çalışmalarda lösin allelinin 

akciğer ve meme kanseri gelişiminde risk faktörü olduğu savunulsa da, çoğu 

çalışmada hasta ve kontrol grupları arasında allel frekansları açısından anlamlı bir 

ilişkiye rastlanmamıştır (Cebrian et al. 2006, Suzen ve ark. 2010, Lida, Tsubota, 

Yuasa, Takeshita, Yasuda 2009). 

 

Ülkemizde şizofreni hastaları üzerine yapılan bir çalışmada GPX1 geninin 

pro197leu polimorfizmi en azından bizim toplumumuz için şizofreniye yatkınlık 

oluşturmadığı saptanmıştır (Tekederli 2007). Bir diğer çalışma Akdeniz ailevi ateşi 

hastalığında yapılmış, kontrol ve hasta grubu Pro197Leu polimorfizmi sonuçları 

benzer bulunmuştur (Anıl 2009). 

 

GST Mu genlerindeki nükleotid değişimleri ve bununla ilgili hastalık ilişkisi 

literatür çalışmamızda bulunmuştur. GSTM3 gen bölgesi polimorfizmlerinden iyi 

bilinen Val224Ile (rs7483) polimorfizmlerini araştırdık. 

 

GSTM (Glutatyon S-Taransferaz Mu 1-5) genlerinin, 10-18 yaşları arasındaki 

çocuklarda akciğer fonksiyonu gelişiminde önemli bir rol oynadığı bulunmuştur. 

Genel olarak haplotip ve SNP arasındaki ilişkinin negatif olduğu rapor edilmektedir. 

GSTM varyantlarına sahip olan çocuklar diğer çocuklarla karşılaştırıldığında, 

prenatal ve postnatal akciğer gelişmesinde azalma ve düşük antioksidan savunmasına 

sahip oldukları bulunmuştur (Breton et al. 2009). 
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GSTM3 genindeki Val224Ile polimorfizmi Alzheimer hastalığı, kanser, MS 

(Multiple Sclerosis) ve Akciğer hastalıkları ile ilişkilendirilmektedir (Breton et al. 

2009). 

 

Bunun dışında, reaktif oksijen metabolitleri sperm motilitesine (hareketine) zarar 

vererek DNA'yı tahrip eder. GSTM3 enzimi bu gibi reaktif moleküllere karşı koruma 

sağlar. Bundan dolayı GSTM3 varyantlarının (rs7483) erkek fertilitesi ile ilgili 

reaktif mekanizmalarda rol oynadığı düşünülmektedir (Polimanti, Piacentini, 

Fuciarelli 2011). 

 

GSTM3 geni için yapılan çalışmalarda yöntemin uygulanabilirliği yapılan 

ARMS-PCR çalışmasında gösterilmiş olup 5 gönüllü kişide araştırılmış ve nükleotid 

değişimi gözlemlenmemiştir. 

  

Sonuç olarak, son zamanlarda antioksidan kapasiteyle ilişkili genlerdeki 

polimorfizmlerin incelendiği çalışmaların arttığı, buna rağmen ülkemiz koşullarında 

yapılan çalışmalarda eksiklik olduğu görülmektedir. Çalışmamızda iki farklı 

antioksidan enzimi kodlayan genlerdeki polimorfizmin araştırılması için DNA dizi 

analiz yöntemi ve ARMS-PCR yöntemleri kullanılmış, optimizasyon çalışmaları 

yapılmış ve iki yöntemin uygulanabilirliği ve korelasyonu gösterilmiştir. Bu iki 

yöntemden maliyet, hızlılık ve uygulanabilirlik açısından DNA dizileme yönteminin 

daha tercih edilebilir olduğu bulunmuştur. Yöntemin manuel dizilemeye göre daha 

kolay ve basit bir prosedür içermesi ve bu sayede sağladığı hızlı mutasyon tesbiti 

imkanının tanı yapılma sürelerini kısaltacağı görülmüştür. 
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