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Amyotrofik lateral skleroz (ALS) yetiskinlerde en sik rastlanan
ndromiiskiiler hastaliklardan bir tanesidir. Hastaligin olusumunda farkli genlerin rol
oynadig1 diistiniilmektedir. Bu genler igerisinde Cu/Zn Siiperoksid Dismutaz
(SOD1) geni en fazla mutasyona ugrayan genlerden bir tanesidir. SOD1 geni
sliperoksidin molekiiler oksijen ve hidrojen perokside inaktivasyonunu katalizleyen
ve antioksidan savunmada rol oynayan siiperoksit dismutaz enzimini kodlamaktadir.
Bu nedenle yapilan ¢alismada Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi Saglik
Uygulama ve Arastirma Merkezi Noroloji poliklinigine basvuran ve ALS tanisi
konulan 36 hastadan SOD1 geninin 1. ekzon ve intron bolgesinde rs17881180
mutasyon varligit SANGER DNA dizi analiz ile aragtirilmistir. SOD1 geninin 1.
ekzon bolgesinde hicbir hastada mutasyon saptanmamigken alti hastada intronik
varyantlar tespit edilmistir. Iki hastada homozigot formda, dort hastada heterozigot
formda intronik varyant belirlenmistir. Calisma sonucglarimiza gdre hastalarda
mutasyon saptanmamasi olgu sayimizin az olmasindan ya da sporadik ALS
olgularinda SOD1 geninde mutasyon oranmin diisiik olmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Intronik varyantlarin ise hastalikla ilgili pek bilgilendirici olmadigi daha
sonraki caligmalarda daha fazla olgu ve daha fazla gen gruplarmin birlikte
calisilmasinin hastaligin anlasilmasina katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Amyotrofik lateral skleroz, Siiperoksit dismutaz, Mutasyon
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THE MOLECULAR ANALYSIS OF SUPEROXIDE DISMUTASE
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Amyotrophic lateral sclerosis is one of the most common neuromuscular
diseases in adulthood. It is thought that different genes play an important role in the
development of this disease. Cu, Zn SOD1 gene is one of the most mutated genes
among those genes. SOD1 gene encodes the superoxide dismutase enzyme, which
catalyzes the inactivation of superoxide into oxygen and hydrogen peroxide and
playing role in antioxidant defence. Therefore, in this study, we investigated the
presence and incidence of the first exon and intron of SOD 1 gene (rs1781180)
mutation with SANGER DNA sequence analysis in 36 patients who consulted to the
Neurology Department, Balcali Hospital of Cukurova University. No mutation was
detected in the first exon of the SOD1 gene while six intronic variants were found in
patients. We detected that intronic variants in two patients had homozygous and in
four patients had heterozygote. Accordingly our results; we suggested that the
absence of mutations in patients may be due to the restricted number of cases or the
low rate of mutation in the SOD1 gene in sporadic ALS cases. Also, observed
intronic variants were not very informative for ALS. Therefore, further research with
larger patient population and more gene groups are needed to understand the
molecular mechanism of ALS

Key Words: Amyotrophic lateral sclerosis, Superoxide dismutase, Mutation



GENISLETILMIS OZET

Beyin ve spinal kordda motor noronlarin dejenerasyonu ile karakterize
edilen amyotrofik lateral skleroz, yiiksek fenotipik ve genotipik degiskenlik gosteren
progresif ve paralitik ndromuskiiler bir hastaliktir. ALS gelisiminde yirmiden fazla
genin etkili olabilecegi daha Once yapilan genetik calismalarda gosterilmistir.
Stiperoksit dismutaz 1 geni ALS olusumuna neden olan genler arasinda en fazla
mutasyona ugrayan genlerden biridir. SOD1 geni mutasyonlar1 sporadik ALS
olgularimin yaklagik olarak %7’sinden, ailesel ALS olgularinin ise %12-13’{inden
sorumlu tutulmaktadir. Tirk populasyonunda ALS ile ilgili genetik faktorlerin
arastirilmasi ile ilgili ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Amyotrofik Lateral
Skleroz Online Genetik Veritabanit (ALSoD) verilerine gére ALS ile iligkili major
genlerin mutasyon sikligr C9orf72 igin %28,30, SOD1 i¢in %4,8, FUS i¢in %4,60
TARDBP igin %4,63 ve UBQLN2 i¢in %4,4 olarak bildirilmistir. Bu nedenle
yapilan calismaya Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi Saglik Uygulama ve
Aragtirma Merkezi Noroloji Poliklinigine bagvuran ve sporadik ALS tanist konan
yas ortalamas1 6119 olan 18 kadin ile yas ortalamas1 60+6 olan 18 erkek hasta olmak
lizere toplamda 36 ALS hastasi dahil edilmistir. Calismamizda SOD1 geninin
1.ekzon bdlgesinde rs17881180 C.72+133C>T mutasyonu SANGER DNA dizi
analizi ile arastirilmig ve mutasyon saptanmamistir. Buna ek olarak SOD1 geninin
l.intron bolgesinde iki kadin hastada homozigot varyant, iki kadin ve iki erkek
hastada ise heterozigot varyantlar bulunmustur.

Sonuclarimizda ALS hastalarinin SOD1 geninin 1. ekzon bolgesinde
herhangi bir mutasyon saptanmamistir. Saptanamamasimin nedeni sporadik ALS
olgularinda SOD1 geninin 1. ekzon bélgesinde mutasyon goriilme sikliginin diisiik
olmasi ya da yaptigimiz ¢aligmadaki olgu sayisinin az olmasi olabilir. Diger taraftan
calismamizda alti hastada belirlenen intronik varyantlarin ise ALS hastaliginin
molekiiller mekanizmasinin anlasilmasinda tek basina bilgilendirici olmadig

disiiniilmektedir. Bu nedenle daha sonraki ¢caligmalarda daha fazla olgu ve hastalikla
1



iliskili daha fazla gen mutasyonunun birlikte arastirilmasi hastaligin molekiiler

mekanizmasinin anlagilmasina katki saglayacaktir.



TESEKKUR

Tez calismanin gergeklestirilmesinde degerli bilgilerini benimle paylasan,
ne zaman bir konuda kendilerine danigsam bana kiymetli zamanlarini1 ayirip biiyiik
bir sabirla faydali olabilmek icin elinden geleni sunan her sorun yasadigimda
cekinmeden yanlarina gidebildigim, giiler yiizlerini benden esirgemeyen, yiiksek
lisans egitimim ve tez galismasi siirecim boyunca tecriibesini benden esirgemeyen
basta Prof.Dr Kiymet AKSOY olmak iizere degerli danismanlarim Prof. Dr. Giilizar
ATLI ve Dog. Dr. Sule MENZILETOGLU YILDIZ’a siikranlarimi sunarim. Yine
calismamda konu, kaynak ve yontem agisindan bana siirekli yardimda bulunarak yol
gosteren Dr. Derya KOCAMAZ’a tesekkiir ederim. Biitiin egitim hayatim boyunca
oldugu gibi Yiiksek Lisans egitimimde de desteklerini benden asla esirgemeyen ve

her zaman yanimda olan anneme ve babama da sonsuz tesekkiirler.

Esin SONMEZ



ICINDEKILER SAYFA

OZ oAt |
ABSTRACT .ttt sttt ettt ettt I
GENISLETILMIS OZET ..ot n et en ettt 1"
TESEKKUR .......oitiitieeeeeeee ettt ettt ettt sttt sttt ss s an s s s s s s st es et \Y;
ICINDEKILER ....covivivitceeteeeeeeeee ettt n s s st en ettt VI
TABLOLAR DIZINI ..ot X
SEKILLER DIZINT ...coviviiiiivcceesc ettt XII
SIMGELER VE KISALTMALAR.........coecsititereeeesesieeeetee s esisisissss s, X1V
] 13 1T 1
2. ONCEKI CALISMALAR ......oovititiiiiieieceestet s st ss s st sss s sneneesns 3
2.1. Reaktif Oksijen Tiirii Oksidatif Stres Kaynaklart ..........cccoovoeiiniieinnininnn, 3
2.1.1.Endojen KaynaKIar..........ccocooeiiiiiiiiieeesieeeese e 3

2.1.2. EkS0jen KaynakIar ..o 4

2.2. Reaktif Oksijen Tiirii Olusturan Baglica Mekanizmalar ............c.ccooviiinniene 4
2.2.1. OtOOKSIAASYON ...ttt 4

2.2.2. Gegis Metal Iyonlarmin EtKisi ........cccovvveierieecceeieeeeececeeeenes e 6

2.3. Reaktif Oksijen Turiiniin EtKIleri.........ccocoviiiiiiiiiiiici e 7
2.3.1. Lipitlere EtKIEri ......ccooviiiiiiieceeeeee e 7

2.3.2. Proteinlere EKIEri .......cccovviiee et 8

2.3.3. Niikleik Asitlere ve Karbonhidratlara Etkileri ..........ccccccocevvveiiinennnn. 8

2.4, ANLIOKSIAANIAT .....c.eevieeiiicie e 9
2.4.1. Enzimatik AntiokSidanlar...........cccooeveieieiniicince e 10
2.4.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) ........cccceviiriiiiiiiieiienieeeeeee 10

2.4.1.2. Glutatyon peroksidaz (GPX) ........cccceveveevieiineese e sie e 10

2.4.1.3. Glutatyon rediiktaz (GR) .......cooviiriiiiieiie e, 11

2.4.1.4. Glutatyon S-transferaz (GST) .....ccceroevieeienieiiere e 11

2.4.1.5. KatalaZ (CAT) wooeeeeeee e 11



2.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar ..............ccocvviiiincncneiccn 12

2.4.2.1. Vitamin C (ASKOrbiK asit) .......cccoevriniiniinin e 12

2.4.2.2. Vitamin E (Tokoferoller) ... 12

2.4.2.3. Karotenoidler ... 12

2.4.2.4. MEIatoniN........ccciiiiiiiicc s 13

2.4.2.5. Transferrin ... 13

2.4.2.6. Seruloplazmin ... 13

2.4.2.7. Bilirubin ... 14

2.4.2.8. AIDUMIN ...ooviiviiiiiiiiie e 14

2.4.2.9. GlUtatyon (GSH).......cccoieiiiiic e 14
2.8.2.00. UKL ..cvvreiiiiceeieieiese et 14

2.4.2. 11 FEITITIN .o 15
2.4.2.12. SEIENYUIM ..ot e 15
2.4.2.13. SHOKINIET ..ot 16
2.5.Amyotrofik Lateral SKIEroz (ALS) .......ccocviiriieieieiiiisiesese e 16
2.5.1. HastaliZ1n TeShiSi .....cccvviiiiiiiiie e 16
2.5.2. Amyotrofik Lateral Skleroz’da Yasam SUresi........ccoocevvvveverervinenen. 17
2.5.3. Hastaligin Tant veTedavisi .......cccoovrerirerenieeienieiesese e 17

2.6. ALS Hastaliginin Olusumunda Genetik Nedenler...........cccoceveveieniieninnnnnnn 18
2.6.1. Familiyal ALS (TALS)....ccoiiiiiiiieee s 18
2.6.2. SPOradik ALS (SALS) ...ccveiviiiiiieiereeie s 20
2.6.3. HastaliZin Histopatolojisi .......ceeiveeieiieiiiiiiieniee e 21
2.6.4. Hastali§in Patofizyolojisi .......coeeivieiiiniiiiiiii e 22

2.7. ALS Hastaligina Neden Olan FaKtorler.........ccoccooviviiiiinciiccce 22
2.7.1. Hastahigin Epidemiyolojik OzelliKIeri........c..ccvvvevrivererirercirirercnnns 22
2.7.2. Agir Metallere Maruz Kalma ..........cccoceviiiiiiiiiiicic e, 23
2.7.3. Viral EnfeKSIYONIAr ........ccooiiiieieiiccc e 24

3. MATERYAL VE METOD......coiiiiiiiiiiee et 25
3.1. Toplanan Kan Orneklerinden DNA 10lasyonu...........cccoceevviereriirennenenns 25

VIl



3. L1 MAEEIYAL.....coei s 25

3.1.2. Kimyasallarin Hazirlanmast ............ccooovveeieeninieninese e 25

3.1.3. DNA [z0lasyon ProSediirii............cceeveveriireveriirerenceeissssesssesssssenns 26

3.2. SOD1 Sekans ANAliZi .........ccccviiiiiiiiiiiici e 26
3.2.1. PCRANGNZI. ..ot 26

3.2.2. PCR ProtoKOIi......c.coiuiiiiiiiiiiiie et 27

3.2.3. PCR Clean-Up Prosedirii..........ccccvveruereeieeiisieeriesesieseseesiesresrnennens 28

3.2.4. SeKaNnS ANANIZI.........cociiiiiiiiic s 29

4. SONUGCLAR ..ottt ettt bbb e e sb e b b e e 31
S.TARTISMA .ot e bbbttt e 35
KAYNAKLAR .o bbbt sttt sae st b 39
(07763 20 @11, 1 1T 44

VI






TABLOLAR DiZiNi SAYFA

Tablo 2.1. Ailesel Amyotrofik Lateral Skleroz tanisi igin kriterler...........c.coovnee 19
Tablo. 3.1. PCR analizinde kullanilan bileSiKIEr .......ccccovvrvririiiiiieiieciee e 27
Tablo. 3.2. PCR Amplifikasyon BasamakIart............ccocvvevvniiiienineneneieccsciens 28
Tablo. 3.3. PCR Clean-Up Reaksiyonu i¢in kullanilan bilesikler............c.ccccvvvnene 28
Tablo. 3.4. PCR Clean Up BasamakKIari............ccccoveviiieiiiiniee e se e 28
Tablo. 3.5. Sekans Analizinde Kullanilan BileSiKIer ..........ccoocevviveveieeiieneseenenn, 29
Tablo. 3.6. Sekanslama BasamakKIart ...........ccccovererienieieisiisiisienesie e siesisseseseseens 29

Tablo 4.1. ALS tanis1 konan kadin ve erkek hastalarin SOD1 geninin 1. intron
bolgesinde rs17881180 C.72+133C>T varyantt ......ccceeevverveeveenieeenn. 31






SEKILLER DiZiNi SAYFA

Sekil 2.1. Lipid PErokSidasyOnu ..........cccooveiiiiiriiinieneieeesee s 7
Sekil 4.1.ALS tanist konan kadin hastalarin SOD1 geninin 1. intron bolgesinde
rs17881180 C.72+133C>T homozigot varyanti.........ccceeeveveriveenveenneenen. 31
Sekil 4.2. ALS tanisi konan kadin hastalarin SOD1 geninin 1. intron bdlgesinde
rs17881180 C.72+133C>T heterozigot varyantl..........ccocceeveveervenennenne. 32
Sekil 4.3. ALS tanis1 konan kadin hastalarin SOD1 geninin 1. intron bélgesinde rs
17881180 C.72+133C>T homozigot varyantinin elektorgram
GOTUNTIMIL +..vvivii ettt nneas 32

Sekil 4.4. ALS tanis1 konan kadin hastalarin SOD1 geninin 1. intron bolgesinde .33

Xl






SIMGELER VE KISALTMALAR

ALS : Amyotrofik Lateral Skleroz
ALSoD : Amyotrofik Lateral Skleroz Online Genetik Veritabani
CAT : Katalaz

EMG : Elektromiyogram

fALS : Familyal ALS, Ailesel ALS
FTD : Frontotemporal demans

GPx : Glutatyon peroksidaz

GR : Glutatyon rediiktaz

GSH : Glutatyon

GST : Glutatyon S-transferaz

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
ROT : Reaktif oksijen tiirleri

SALS : Sporadik ALS, Rastlantisal ALS
SOD : Siiperoksit dismutaz

SOD1 : Cu/Zn Siiperoksit dismutaz
TBA : Tiyobarbitiirik asit

UMN : Ust Motor Noron

XV






1. GIRIS Esin SONMEZ

1.GIRIS

Amyotrofik lateral skleroz (ALS), iist ve alt motor noron dejenerasyonu
sonucu ortaya ¢ikan ve sebebi tam olarak bilinmeyen norodejeneratif bir hastaliktir.
Gigstizliik, atrofi ve fasikiilasyon gibi alt motor néron (AMN) klinik bulgular ile
karakterizedir. Klinik bulgulara karakterize olan spastisite ve hiperrefleksi gibi st
motor ndron (UMN) bulgular1 da eslik eder. Kisa zamanda agir solunum yetmezligi
nedeniyle 6liimlere yol acar. ALS’de yasam siiresi 1-20 yil arasindadir. (Karlikaya
ve Hays, 2005)

ALS, ilk kez 1869 yilinda Fransiz nérolog Jean-Martin Charcot tarafindan
tanimlanmistir. ALS giiniimiizde siklikla goriilen norolojik bir hastalik olup hastalik
50-60 yaslarinda ortaya cikar. Erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriildiigi
diistiniilse de son 40 yilda yapilan ¢alismalarda bu durumda bir azalmanin oldugu
gozlenmistir. Tirkiye’de yaklasik 6000-8000 kadar ALS hastasi bulundugu
diistiniilmektedir. Ailesel formun (familyal ALS, fALS) yani sira rastlantisal ALS
(Sporadik ALS, sALS) tanimlandigindan bu yana sadece genetik degil c¢evresel
faktorlerin de hastalik tizerindeki etkisi oldugu diisliniilmektedir.

Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda tanimlanmis gevresel risk faktorleri;
yas, erkek cinsiyet ve sigara i¢imidir. Ayn1 zamanda tarim is¢iligi, kursun, civa ve
tekstil ya da plastik sanayide ¢alisma da ¢evresel faktorler arasinda yer almaktadir.
Yapilan ¢aligmalarda sALS olgularinda genetik gegis agik degildir. ALS olgulari
genellikle sALS olmakla birlikte %5-10 kadar1 fALS dir. (Sies ve ark., 1992)

Antioksidan sistemler fizyolojik sartlarda olusan oksidatif hasara karsi
viicudu korumaktadir. Viicudun en 6nemli savunma sistemi olan antioksidanlar ve
serbest radikaller arasindaki dengesizlik nedeniyle olusan oksidatif stres néronal
metabolizma bozulmalara yol agmaktadir. Antioksidan savunma sistemleri
biyokimyasal oOzelliklerine goére iki sinifa ayrilir; enzimatik antioksidanlar ve
enzimatik olmayan antioksidanlar. Enzimatik antioksidanlara Ornek olarak;

Superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz verilebilir. Enzimatik olmayan
1



1. GIRIS Esin SONMEZ

antioksidanlara ise A, C, E vitaminleri, melatonin ve ferritin 6rnek verilebilir.
Antioksidanlarin baslica iki etkisi vardir; serbest radikal olusumunun 6nlenmesi ve
olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesidir. Ornek olarak ¢ok giiclii bir
indirgeyici ajan olan vitamin C; lipid peroksidasyonunu baslatan radikalleri
temizleyerek, hiicre membranini oksidatif hasara kars1 korur.

fALS olgularmin yaklasik %10-20 kadarinda hastaligin etiyolojisinin Cu/Zn
stiperoksit dismutaz (SOD1) enziminde meydana gelen mutasyon varligi oldugu
rapor edilmistir. ALS’de anahtar hipotez; oksidatif stres sonucu motor ndron
hasarinin olugmasidir. ALS’nin orta yaslarda ortaya ¢ikmasi, oksidatif stresin ileri
yaslarda artmast ile baglantilidir. (Ozmen ve Ozarda, 2014)

Bu tez calismasinda Cukurova Bolgesi’'ndeki ALS olgularindaki SOD1
enziminin mutasyon varligi belirlenerek hastaligin erken donemlerinde SODI

enziminin marker olarak kullanilabilirligi arastirilmigtir.



2. ONCEKI CALISMALAR Esin SONMEZ

2.0ONCEKIi CALISMALAR

2.1.Reaktif Oksijen Tiirii Oksidatif Stres Kaynaklari

Reaktif oksijen tiirleri (ROT); patolojik ve fizyolojik reaksiyonlar sirasinda
olusan, eslesmemis elektronu bulunan molekiillerdir. Barindirdiklar1 eslesmemis
elektronlar, bu molekiilleri; lipid, protein ve niikleik asit gibi 6nemli yapilara zarar
verecek sekilde reaktif hale getirecek reaksiyonlarin baglamasina neden olmaktadir.
(Delibas ve Ozcankaya, 1995)

Reaktif oksijen olusumunda sorumlu olan antioksidan ve enzim sistemlerin
hiicrede yerlesiminin farklilik gostermesine karsin, ROT olusumunun en 6nemli
kaynagi mitokondridir. ROT’larin rol aldig1 fizyolojik olaylar arasinda hiicre sinyal
mekanizmasi, hiicre farklilagsmasi ve cogalmasi gibi cesitli durumlar yer alir.
Organizmanin yasamini saglikli bir sekilde devam ettirebilmesi i¢in, oksidan-
antioksidan dengesinin korunmasi gereklidir. Serbest radikaller normal metabolik
stirecte endojen olarak iiretilirler. Giines 1s1nlar1, sigara, ¢evre kirliligi ve radyasyon
gibi ekzojen etkenler nedeniyle de serbest radikaller olusabilmektedir. Serbest
radikallerin yapis1 reaktif oldugu i¢in basta niikleik asit, protein ve lipit olmak lizere
hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ve zarar verme potansiyeli vardir. Neden olduklari
zararlara Ornek olarak; hiicre zarinin yapisini bozma, enzim etkinliklerinde
degisiklikler, proteinler ile kovalent bag olusumu, sinir iletisini azaltma, DNA
zedelenmesi, lipit peroksidasyonu verilebilir. Oksitadif stresin diyabet ve kanser gibi
bir¢ok hastaligin olusumuna neden oldugu bilinmektedir. (Biiyiikuslu ve Yigitbas,
2015)

2.1.1.Endojen Kaynaklar

e  Aerobik solunum esnasinda, mitokondride; elektron transport sistemi
tarafindan katalizlenen oksijenler, reaktif oksijen tiirlerini yan iiriin

olarak tretirler.



2. ONCEKI CALISMALAR Esin SONMEZ

e  Arsidonik asit metabolizmasi ve diiz kas hiicreleri reaktif oksijen iiretir.

e  Viicut yorgunlugu kaynakli stres ya da zihinsel stres toksik yan iiriin
olarak reaktif oksijen iiretimine neden olur. Strese neden olan kortizol
ve katesolamin gibi hormonlarin kendileri de reaktif oksijene doniisiir.

e  Lipit peroksidasyonu, ksantin oksidaz gibi kaynaklardan reaktif oksijen
tlirleri olusur.

e  Yangi esnasinda sitokinlerin serbest birakilmasindan kaynakli olarak
makrofajlar ve notrofiller rektif oksijen liretmeye baslar. (Karabulut ve

Giilay, 2016)

2.1.2. Eksojen Kaynaklar

Mikrodalga 1sinlari; X-rays, UV iginlar; volkanik faaliyetler ve orman
yanginlari; asbest, benzen, karbonmonoksit ve formaldehit gibi havayi kirleten
etkenler; tutkal, boya, temizlik iriinleri ve bdcek ilact gibi kimyasallar; su
kirlenmesine neden olan kloroform; alkol ve sigara tiiketimi; egzoz ve sigara dumani

eksojen olarak reaktif oksijen iiretimine neden olabilir. (Karabulut ve Giilay, 2016)

2.2.Reaktif Oksijen Tiirii Olusturan Baslica Mekanizmalar
2.2.1.0tooksidasyon

Otooksidasyon; atmosferik oksijen tarafindan Kkatalizlenen bir serbest
radikal zincir reaksiyonudur. Coklu doymamis yag asitleri ve fosfolipidler
otooksidasyona yatkindir. Otooksidasyon sonucu olusan ilk ana iiriin hidroperoksit
(ROQ) radikalidir. Hidroperoksitlerin, zincir reaksiyonu baglatabilmesi igin ti¢

farkli mekanizma vardir;

e Hidroperoksit, reaksiyona katilabilecek bir peroksi (ROO") olusturmak

icin gelen baslatici bir radikal (X) ile reaksiyona girebilir.
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ROOH+X —= ROO +XH

e  Hidroperoksit, bir metal iyonu ya da baska bir indirgen ile alkoksi (RO’)
veya hidroksi (OH) radikalini olusturmak i¢in indirgenebilir.

[H]
ROCOH — RO+ OH (veya RO+'0OH)

e Hidroperoksitteki O-O bagi parcalanarak alkoksi ve hidroksi

radikallerine doniisebilmektedir.

ROOH —* RO +'0OH

Lipid oksidasyonu, baslangic, ilerleme ve sonug seklinde gerceklesmektedir.
Baslangi¢ asamasinda, baglatict bir radikal (X') ve yag asidi (LH) substratinin
reaksiyona girmesi sonucu H atomu transferi ile bir lipid radikali (L") olusur.

X¥+LH =& XH+L

Ilerleme asamasinda, olusmus olan L radikaline oksijen eklenerek peroksi
(LOO) radikali olusur ve bu peroksi radikali diger yag asidi molekiiliinden ayrilan

bir H atomuyla birleserek yeni lipid radikallerine doniistir.

L'+0z2 = LOO
LOO'+LH - LOOH+L"

Sonug agamasinda; olusan radikaller birbirleri ile reaksiyona girerek radikal

olmayan eter, keton, ester ve alkol gibi iirtinlere doniisiir. (Koca ve Karadeniz, 2003)
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L+L -
L+LOO —  Radikal olmayan stahil iriinler
LOO +L0OO =

2.2.2. Gegis Metal Iyonlarimin Etkisi

Canli sistemde serbest radikal olusturan, demir ve bakir gibi gegis metal
iyonlar1 vardir. Bakir katalizli reaksiyonlar heniiz tam olarak agiklanamamistir ama
demir oksidatif reaksiyonlari tesvik etmektedir. Demirin biyolojik sistemlerde ATP
iiretimi, DNA sentezi ve oksijen tagima gibi gorevleri vardir. Fakat serbest formlari
toksik etki yapabilmektedir. Bu toksisite lipid oksidasyonunu tesvik edebilir ya da
DNA molekiiliine hasar verebilir. Siiperoksit anyonu (‘O7), Fe*? katalizorliigiinde
H>0 ile reaksiyona girerse zararli hidroksi (‘OH) radikallerini olusturan Haber-Weiss

reaksiyonu olusur. (Koca ve Karadeniz, 2003)

Fe™?
‘O + H20 & 02+ OH- + "OH
(Haber-Weiss Reaksivonu)
‘OH+RH & R'+ H:0

Demir iyonlari; Fenton-tip reaksiyonlar1 da katalizler. Bu reaksiyonda
hidroperoksitler zararli hidroksi radikaline doniistir. Hidroksi radikali oldukca
reaktif bir tiirdiir ve hizli sekilde lipid radikali olusturarak lipid peroksidasyonu
zincir reaksiyonlarini baslatir.(Sekil 2.1). (Koca ve Karadeniz, 2003).

Fe*?+ H20z —* Fe*3 +OH + 'OH (Fenton Reaksiyonu)
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Mitokondri e .
-_— 0 Ferritin

hidroksil
radikali

Fe(lll) OH

Haber-Weiss Fenton
reaksiyonu reaksiyonu

Fe(ll) H,0,
oksidaz ve
mitokondri

02

Sekil 2.1. Lipid Peroksidasyonu

2.3. Reaktif Oksijen Tiiriiniin Etkileri
2.3.1. Lipitlere Etkileri

Lipitler reaktif oksijen tiirlerine kars1 oldukca hassastir. Reaktif oksijenler,
lipitler ile reaksiyona girdiginde gerceklesen lipit peroksidasyonu g¢ok yiiksek
derecede zararl etkilere neden olmaktadir.

Lipit peroksidasyonu hiicre membraninin gecirgenligini ve akiskanligini

bozarak zarar verir. Lipit peroksidasyonu bir metil grubundan (-CHs) bir hidrojen

atomunun uzaklastirilmast ile birlikte karbon atomu ( CH) iizerinde eslenmemis bir
elektron olusmasiyla sonuglanir. Bu sekilde olusan karbon radikali, molekiillerin

yeniden diizenlenmesiyle konjuge dien’e sabitlenir ve sabitlenen karbon radikali

daha sonra oksijen molekiilii ile reaksiyona girerek lipit peroksil radikalini (LOO)

olusturur. Bu radikaller daha fazla hidrojen atomlarinin ayrilmasiyla diger lipit

molekiilleri ile reaksiyona girebilir. Boylece lipit hidroperoksitler (LOOH) sekillenir

ve ayn1 zamanda daha fazla lipit peroksitleri tiretilir. (Biiylikuslu ve Yigitbasi, 2015)
7
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Lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak, malondialdehit diizeylerinin
tayini i¢in Ohkawa ve ark. (1979) tarafindan bildirilen spektrofotometrik yontem
esas alinir. Yontemin temeli, biyolojik materyalde, perokside lipidlerin yikim {iriinii
olan malondialdehitin, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyonu sonucunda olusan

pemberenkli tirtiniin miktar tayinidir.

2.3.2. Proteinlere Etkileri

Serbest radikaller proteinleri dogrudan etkilerken proteinlerin etkilenme
derecesini aminoasit icerikleri belirler. Doymamig bag ve siilfiir igeren molekiiller
serbest radikaller ile daha yiiksek reaktiviteye sahip oldugundan triptofan, tirozin,
fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi aminoasitler igeren proteinler serbest
radikallerle daha kolay reaksiyona girer.

Serbest radikaller, yapisal proteinlerin fonksiyonunu ve enzim aktivitesini
engelleyerek bircok proteinin hasarina neden olabilir. Reaktif oksijen tiirlerinin
neden oldugu protein oksidasyonu sonucunda, protein hidroperoksitler gibi kararh
ve yiiksek derecede reaktif triinler meydana gelir. Bu {iriinler ile gegis metal
iyonlarinin etkilesimi sonucunda da radikaller olusabilir. Bununla beraber
oksitlenmis proteinlerin birgogu, fonksiyonel olarak dogada inaktiftir ve hizli bir
sekilde uzaklastirilir. Buna karsin zamanla azalmali olarak birikerek hastaliklara

neden olmaktadir. (Biiyiikuslu ve Yigitbasi, 2015).

2.3.3. Niikleik Asitlere ve Karbonhidratlara Etkileri

Reaktif oksijen tiirleri, DNA ile etkilesime gegerek oksidatif hasara yol agar.

DNA, OH gibi serbest radikaller tarafindan kolaylikla hasara ugratilabilir. Bu
serbest radikaller DNA ile reaksiyona girerek seker molekiillii hidrojen atomlarinin
kaybma veya ilavesine sebep olabilir. Ozellikle, pirimidinin C4-C5 ¢ift bag
hidroksil radikalinin saldirilarina karsi ¢ok hassastir. Bu saldirilar sonucunda timin

glikol, urasil glikol, iire kalintisi, 5-hidroksideoksiiiridin, 5-

8
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hidroksideoksisitidin ve hidantoin gibi oksidatif pirimidin hasar iriinleri meydana
gelir. Benzer sekilde piirinler, hidroksil radikal saldirilarina karst hassastir. Bu
saldirilar ~ 8-hidroksi ~ deoksiguanozin ~ ve  8-hidroksi  deoksiadenozin
formamidopirimidin iirlinlerinin olusumuna yol acar.

Hidroksil gibi serbest radikaller, karbonhidratlar ile reaksiyona girer ve
karbon atomlarinin birinden bir hidrojen atomu ¢ikararak karbon merkezli radikal
tiretirler. Bunlar hyaluronik asit gibi 6nemli molekiillerde zincir kirtlmalarina yol

acar. (Biiylikuslu ve Yigitbasi, 2015).

2.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest oksijen radikallerinin  hedef dokularda
olusturabilecekleri hasar1 6nleyen, geciktiren veya meydana gelen hasarin tamirinde
gbrev alan maddelerdir. Antioksidanlar, enzimatik antioksidanlar ve enzimatik
olmayan antioksidanlar olarak iki baglik altinda toplanir. Enzimatik antioksidanlar;
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon
rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz, sitokrom oksidaz, enzimatik olmayan
antioksidanlardan bazilar1 ise vitamin E, vitamin C, karotenoidler, melatonin,
glutatyon, tirat, bilirubin, alblimin, transferin ve demir selatorleridir. Antioksidanlar
cogunlukla in vivo bazen de in vitro olabilirler. (Berk6z ve ark., 2008).

Yapilan ¢aligmalarda bazi bitki tiirlerinin dogal antioksidan kaynagi oldugu
belirlenmistir. Yiiksek miktarda C vitamini konsantrasyonuna sahip olan portakal ve
limon bu o6zelliklerinden dolay1 yiiksek antioksidan kaynagidir. Patates, domates,
1spanak, aycicegi ve karabugdayda antioksidan bulunmaktadir. (Moure ve ark.,
2001). Ozellikle Avrupa’da ve Amerika’da sik tiiketilen brokolide; hem bagisiklik
sistemini gliclendiren hem de antioksidan 6zellik tasiyan A, E ve C vitaminleri
bulunmaktadir. Brokoli ayni zamanda da lifli yapisindan dolay1 agir metallerin
bagirsaklardan digar1 atilmasini saglar. Likopen igeren domates; yapisindaki
likopenden dolay1 dogal antioksidan kaynagidir. Likopen, karoten ailesine ait bir

pigmenttir. Prostat kanseri ve karotenler arasindaki iliskiyi anlamak amaciyla
9
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yapilan bir ¢caligmada likopenin kanser riskini azalttig1 gézlenmistir. Yesil ¢ay da

giiclii bir antioksidan kaynagidir. (Aydemir ve Sari, 2009).

2.4.1. Enzimatik Antioksidanlar
2.4.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz ilk kez oksijenli solunum yapan canlilarda 1968 yilinda
belirlenmistir. Yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda SOD aktivitesinin yiiksek
oldugu belirlenmistir. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek
seviyelerde siiperoksit {iretimi olur ama bu enzim sayesinde hiicre i¢inde siiperoksit
diizeyleri diigiik seviyede tutulur. SOD enzimi yiiksek katalitik aktivitesi sayesinde
hiicrelerde siiperoksit birikimine izin vermez. Fakat bazi1 patolojik durumlar s6z
konusu oldugunda siiperoksit yapiminin artmasi durumunda, siiperoksite O6zgii
tepkimeler goriilmeye basglar. (Fridovich, 1983).

SOD, mitokondride oksijen ve hidrojen peroksit (H202) olusturmak igin
stiperoksit radikallerinin doniisiimiini katalizler. SOD aktivitesinin diigiik olmast
kanserli doku olusumunu tetikleyebilir. Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Katalaz ise
olusan hidrojen peroksiti suya indirger. Sitozolde Cu-Zn i¢eren SOD (Cu-Zn SOD)
ve mitokondride Mn i¢ceren SOD (Mn SOD) olmak iizere, insanda iki tip SOD enzimi
vardir. (Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

20, + 2H*+ SOD —» H,0, + O,

2.4.1.2. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Bu enzimin varligina ilk defa memeli eritrositlerinde rastlanmustir. Ozellikle
akcigerde etki gosterir. Glutatyon peroksidaz biliyik molekilli lipit
hidroperoksitlerinin  ve hidrojen proksitin  indirgenmesinden  sorumludur.
(Cheeseman ve Slater, 1993). GPx, hidrojen peroksitin doniisiimiinii katalizler ve

lipit peroksidasyonunda dnemli bir yere sahiptir. GPx-1 ve GPx-4 olmak iizere iki

10



2. ONCEKI CALISMALAR Esin SONMEZ

adet intraseliiler Glutatyon peroksidaz bulunmaktadir. (Kasnak ve Palamutoglu,
2015).

2.4.1.3. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR), okside glutatyonun rediikte glutatyona
doniisiimiinii katalizleyerek yardimci olur. Hiicre i¢inde oksidatif hasarin 6nlenmesi
acisindan dolayli da olsa 6nemli bir rol oynar. Glutatyon peroksidaz enzimi zararl
hidrojen peroksitin hiicredeki diizeyini diistirmekten sorumludur. Yesil cay giiclii bir
antioksidandir ve Glutatyon reditktaz gibi antioksidan enzimlerin sentezini
tetikleyerek antioksidan aktivite gosterir. Bu etkisinden dolay1 yesil ¢ay, DNA
yapisinda olugabilecek hasarlar1 ve lipit peroksidasyonunu oOnleyici etki gosterir.

(Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

2.4.1.4. Glutatyon S-transferaz (GST)

Glutatyon S-transferaz, bir Faz Il biyotransformasyon enzimidir hidrofobik
ve elektrofilik bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu saglayarak daha kolay
atilabilen, daha az toksik metabolitlere doniisimiinii katalizleyen antioksidan

enzimlerden biridir. (Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

2.4.1.5. Katalaz (CAT)
Katalaz, SOD tarafindan inhibe edildigi sirada olusan hidrojen peroksiti, su
ve molekiiler oksijene parcalamakla gorevlidir. Boylece zararh siiperoksit radikali

molekiiller oksijen ve suya doniistiiriilmis olur. (Siems ve ark., 1994).
2HO, —52H 0 +0,

Hemoprotein olan katalazin yapisinda 4 hem grubu bulunur. Her alt birim

enzimin kararliliginda rol oynayan bir molekiil olan NADPH igerir. Katalaz

11
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sitozolde ve endoplazmik retikulumda yogun olarak bulunur. Bobreklerde ve
karacigerde aktivitesi yiiksektir. (Akkus, 1995). Katalazin indirgeyici aktivitesi
biiyiikk molekiillere etki etmez, hidrojen peroksit gibi kiiclik molekiillere karst
etkilidir. (Jenkins ve Tengi, 1981).

2.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
2.4.2.1. Vitamin C (Askorbik asit)

C vitamini 6zellikle sebzelerde ve meyvelerde bulunur. insan igin miimkiin
olmasa da bircok memeli karacigerindeki glikozdan askorbik asit sentezleme
yetenegine sahiptir. insanda sentezlenememesinin nedeni ise askorbik asit sentezi
icin gereken esansiyel gulonolakton oksidaz enziminin olmamasidir. C vitamini
bir¢ok hastaliga neden olan oksijen radikallerini okside edebilmektedir. Kalp damar
hastaliklarini, kanserleri, norolojik hastaliklar1 azaltma etkisi vardir. Katarakt
gelisimine neden olan oksidanlar1 yok etmekte ve DNA hasarlarini 6nlemede 6nemli

rol oynar.(Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

2.4.2.2. Vitamin E (Tokoferoller)

E vitamini ozellikle bugday, misir, pamuk ve soya yaginda bulunur.
Dokularda bulunan en 6nemli eksojen kaynakli lipofilik antioksidandir. Serbest
radikal ve tekli oksijen tutucu olarak gorev yapar. Ultraviyole ve radyasyon gibi
serbest radikal olusturan faktorlere karsi cildi korur. Lipit peroksidasyonunu énleme

etkisine sahiptir. (Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

2.4.2.3. Karotenoidler

Sari, kirmizi ve turuncu renkli, meyvelerde ve sebzelerde bulunan
pigmentlerdir. Bitkisel yaglarda erirler ama suda erimezler. Karotenoidler ilk kez
havuctan (Dautus carrota) izole edilmistir ve adin1 da buradan alir. Giinlimiizde

yaklagik olarak 600 kadar karotenoid madde vardir. Kalp hastaliginin azaltilmas1

12



2. ONCEKI CALISMALAR Esin SONMEZ

acisindan 6nemli fizyolojk antioksidanlardir. Antioksidan kapasitesi acisindan en

onemli karotenoid likopendir. (Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

2.4.2.4. Melatonin

Melatonin ¢ok giiglii ve etkili bir endojen radikal toplayicisidir. Toksik
hidroksil radikalleri ile reaksiyona girerek biitiin hiicre kompartimanlarindaki
biyomolekiilleri, oksidatif hasara karsi bolgesel olarak yerinde korur. (Delibas ve
Ozcankaya, 1995). Uyku ve iireme gibi pek cok biyolojik fonksiyonun
diizenlenmesinde rol oynayan melatonin; kemik iligi hiicreleriyle safra ve
gastrointestinal sistemden sentezlenir ve salgilanir. Oksidatif strese yol acan serbest

radikalleri detoksifiye eder. (Yazict ve Kose, 2004).

2.4.2.5. Transferrin

Transferrin esas olarak serumda bulunur ama diger viicut sivilarinda da
diisiik konsantrasyonuna rastlanir. Asil islevi ¢ogalan hiicrelere demir tagimaktir.
Antioksidan etki géstermesinin nedeni, serbest demir iyon konsantrasyonunu
azaltmasidir. Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksitin, hidroksil radikallerine

donisiimiini katalizler. (Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

2.4.2.6. Seruloplazmin

Seruloplazmin ilk kez 1994 yilinda izole edilmistir. Sentezi karacigerde
gerceklesir. Ferro haldeki demiri ferri demire oksitler ve transferrin ile birlesmesine
yardim ederek hemoglobin sentezinde gorev almak iizere ilgili dokulara taginmasini
saglar. (Aydin ve ark., 1992). Seruloplazmin, kandaki bakirin %95’ini tasir.
Eritrositlerde bulunan yag asitlerini aktif oksijen radikallerine kars1 korur. (Kasnak

ve Palamutoglu, 2015).
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2.4.2.7. Bilirubin

Bilirubin, 120 giinliik yasam siiresini dolduran eritrositlerin parcalanmasiyla
olusur. Dolagim sirasinda karaciger tarafindan alinarak safra ve idrarla atilir. Peroksil
radikallerini toplamasindan dolay:r antioksidan Ozellik gosterir. (Kasnak ve
Palamutoglu, 2015).

2.4.2.8. Albiimin

Alblimin, serbest oksijen radikallerini tutucu oOzelliginden dolay1
antioksidandir. Plazmada en ¢ok sirkiile olan proteindir. Kanda bulunan proteinlerin
%60'1 olusturur. (Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

2.4.2.9. Glutatyon (GSH)

Glutatyon, neredeyse tiim okaryotik hiicrelerde sentezlenir ve bu nedenle de
yiiksek yogunluklarda bulunur.Yaklasik %85-90 kadari sitoplazmada bazen de
mitokondri, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdekte bulunur. C ve E vitaminleri GSH
tarafindan diizenlenir. Plazma membranindan aminoasit transportunu da saglar.
(Karabulut ve Giilay, 2016).

Buna ek olarak glutatyon, suda ¢6ziinen bir tripeptiddir. Kataliz, taginim ve
ara metabolizma dahil bir ¢ok biyolojik siirecte gorev alir. GPx, GST gibi
antioksidan enzimler i¢in substrat rolii oynamaktadir. Endojen bir antioksidandir,
serbest oksijen radikallerini nétralize eder. Karaciger, bobrek ve bagirsakta yiiksek

konsantrasyonlarda bulunur. (Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

2.4.2.10. Urat

Urik asit, plazmada bulunan serbest radikallerin iicte ikisini olusturmaktadir.
Piirin metabolizmasinin bir {irlinii olan {irat, suda ¢o6ziinebilen endojen bir
antioksidandir. Son yillarda yiiksek iirik asit seviyelerinin oksidatif stresle iliskili
oldugu ve risk olusturdugu diisliniilmektedir. Bu durum iirik asitin 6nemli bir

antioksidan oldugu durumuna karsit olarak ortaya ¢ikmistir. Yapilan bazi
14
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caligsmalarda koroner kalp hastaligi ve inme gibi olaylarla iirik asit diizeyleri arasinda
iliski oldugu bildirilmektedir. Urik asitin arteryal kan basmcim artirdigi ve
hipertansiyon gelismesine yol a¢tig1 bilinmektedir. Diyabet hastalarinda da iirik asit
diizeylerinin yiiksek olmasi yeni vaskiiler olaylarin gelismesi i¢in risk faktorii

olusturmaktadir. (Domag ve ark., 2010).

2.4.2.11. Ferritin

Ferritin yiiksek molekiiler agirliga sahip, demirin depolanmasinda gorev
alan bir proteindir. Depo demirini gosterir, bu nedenle demir eksikligi ve agir1 demir
yiiklenmesini degerlendirmek amaciyla serum ferittin seviyesine bakilir. Karaciger,
dalak ve kemik iliginde bulunan ferritinin seviyesinin diisiik olmasi demir

depolarinin bosaldigin1 gosterir. (Ozgiirtas ve ark., 2008).

2.4.2.12. Selenyum

Insanlar ve hayvanlar igin esansiyal bir element olan selenyum, dogada
yaygin olarak bulunmaktadir. Selenyum insanlar tarafinda giinliikk diyetlerinde
inorganik ve organik formda alinir. Insan viicudunun énemli metabolik yollarmin
vazgecilmez eser elementidir. Aktif bdlgesine selenyum katilmis proteinler
selenoprotein olarak tamimlanir ve bu proteinler gorevlerini yerine getirmek igin
selenyuma ihtiyaclar1 duyarlar, 30 tanesi tanimlanmis olmak iizere, insan viicudunda
100 civar1 selenoprotein oldugu diisiiniilmektedir. Bu selonoproteinlerin en
Onemlileri, tioredoksin rediiktaz ve glutatyon peroksidazdir. Selonoproteinler; tiroid
fonksiyonlarin1 diizenlerler, kanserde antioksidan enzimlerdir, spermde yapisal
proteinlerdir ve bazi viral enfeksiyonlarda azaltici etki gosterirler. Tiroid bezi
hiicreleri hormon sentezi sirasinda H>O>’in oksidatif hasar yapma etkisine karsi
selenoprotein olan glutatyon peroksidazin antioksidan etkisi ile korunurlar. (Bal ve
ark., 2015).
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2.4.2.13. Sitokinler

Sitokinler bagisiklik sistemin diizenleyen proteinlerdir. Depolanamazlar
ama oldukca kisa siirede salgilanirlar. Sitokinler; antiviral etki gosterirler, bazi
hipofiz hormonlarinin  salinim ve sentezine neden olurlar, yiiksek
konsantrasyonlarinda sok ve 6liime yol acarlar, diisiik konsantrasyonlarinda atese
neden olurlar, yaralarin iyilesmesini saglarlar. Kanser patogenezi ve tedavisinde
etkilidirler. Katalaz olmak {izere bazi antioksidan etkili enzimleri aktive ederler.

(Akdogan ve Yontem, 2018).

2.5. Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS)

ALS gec donemde ortaya ¢ikan, istemli kaslarimizin hareketinden sorumlu
olan motor ndronlarin 6liimii sonucu olusan nérodejeneratif bir hastaliktir. Noronlar;
hasar gordiiklerinde veya oldiiklerinde viicut tarafinda yerine konamazlar. ALS ilk
kez 1869 yilinda alaninda oncii bir norolog olan Fransiz Jean-Martin Charcot
tarafindan tanimlanmistir. Bu nedenle, hastalik ilk zamanlar Charcot Hastalig1 olarak
adlandirilmigtir.

Hastaligin ilk belirtileri her hastada ayni olmamakla birlikte genellikle bir
kolda ya da bacakta giigsiizlik ya da incelme, hastanin fark ettigi ilk belirti
olmaktadir. Ornegin, kalem tutmak, diigme iliklemek, ¢anta tasimak zorlasir; ya da
hasta yiiriirken tokezler. Bazi hastalarda ise hastalik, konusma veya yutma giigliigii
seklinde baglar. Hastanin kendisi ya da yakinlari peltek, genizden konugma fark eder.
Kaslarda seyirme, agr1 ve kramplar bu belirtilere eslik edebilir. (Rowland and

Shneider, 2001).

2.5.1. Hastahgin Teshisi
Teshis asil olarak klinik belirti ve bulgulara dayanarak konur. Yine de
hastalik pek ¢ok kas ve sinir hastaligi ile karigabildigi i¢in bazi analizlerin yapilmasi

gerekirken taniya yardim eden yontem elektromiyogramdir (EMG). Baska
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hastaliklarla karisabileceginden, manyetik rezonans goriintiileme (MR), bazi kan ve

idrar analizleri gerekebilir. (Ozcan ve ark., 2016).

2.5.2.Amyotrofik Lateral Skleroz’da Yasam Siiresi

ALS’nin seyri her hastada farkli sekilde olur. Hastalikta hayatta kalma siiresi
genellikle 4-6 yil olarak verilse de 10 yil ve iistiinde yasayan pek ¢ok hasta vardir.
Iyi bir tibbi ve sosyal destek ile 20 yildan fazla yasayan ALS hastalar1 vardir.

Teshisten 50 yi1l sonra bile yasamini olduk¢a verimli bi¢cimde siirdiirebilmis
olan diinyaca iinlii bilim adam1 Stephen Hawking, sergiledigi bu direngli ve uzun
yasam siiresiyle ALS olmadigi yolunda bir goriise yol agtiysa da ALS hastasiydi.

Ug hemsire ve asistaninin destegiyle de olsa her yil dort-bes kez yolculuga
bile ¢ikan ve bundan biiyiik keyif alan Hawking, ¢cevresiyle iletisimini yanak kaslar1
ile kontrol ettigi elektronik bir cihaz araciligiyla sagliyordu. Bilgisayarda yazi
yazabiliyor ve yazdiklarini, bir metin okuyucu program sayesinde
seslendirebiliyordu. 8 Ocak 1942 dogumlu olan Hawking, 14 Mart 2018 giini
hayatin1 kaybetmistir. (Ozcan ve ark., 2016).

2.5.3.Hastaligin Tan1 veTedavisi

Biyolojik belirtecler, viicutta zamanla izlenebilen 6lgiilebilir maddelerdir.
ALS tanisini iyilestirmek, hastalik ilerlemesini izlemek ve tahmin etmek, bir kiginin
terapiye yanitini izlemek ve bir ilacin hedeflenen hedefe ulasip ulagsmadigini
anlamak icin biyobelirtecler kullanilir. (Petrucelli ve ark. 2016).

ALS icin radikal bir tedavi heniiz tespit edilmemistir. Mevcut tedaviler
ALS'yi tedavi etmez ancak hastaligin ilerlemesini yavaslattig1 gosterilmistir. Yakin
zamana kadar ALS'yi tedavi etmek icin sadece bir ilag¢ (riluzol) onaylanmustir.

(Mehta ve ark. 2018).
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2.6.ALS Hastaliginin Olusumunda Genetik Nedenler

ALS olgularinin %90-95°1 sporadiktir (Sporadik ALS, sALS). Hastaligin
geri kalan %5-10’Iuk bolimii ise genetik gecisli ya da aileseldir (Familiyal ALS,
fALS). Bu ailesel gecis otozomal dominant ya da otozomal resesiftir. sALS ile
fALS’1n klinikteki goriintiisii birbirine ¢cok benzemektedir. Bununla beraber ikisi
arasinda bir takim farkliliklar vardir. Ornegin; fALS’da hastalik baslangig yast
sALS’a gore yaklasik 10 y1l daha erkendir. fALS’da kadin: erkek oran1 1:1, sALS’da
ise 1:1,7°dir. Ama sALS’daki bu oran yasla beraber degisir ve 70 yasindan sonra 1:1
olur. (Hand and Rooleau, 2002).

1993 yilinda Rosen ve ark. familiyal vakalarin %20’sinde Cu/Zn Superoksit
Dismutaz (SOD1) enzimini kodlayan gende pek ¢cok mutasyon belirlemislerdir.
Kalan %80’lik familiyal kisma da diger genlerdeki mutasyonlarin neden oldugu
disiiniilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucu sALS hastalarin %5’nin SODI1
geninde mutasyonlara sahip oldugu bulunmustur. Giliniimiizde ALS hastaligiyla
iligkilendirilmis yaklagik 124 farkli SOD1 mutasyonu tespit edilmistir.

Bulunan tiim bu SOD1 mutasyonlari dominanttir. ALS hastalarinda farkli SOD1

mutasyonlari farkli sendromlara neden olmaktadir. (Rosen ve ark., 1993)

2.6.1. Familiyal ALS (fALS)

Ailesel (familiyal) ALS'nin birgok formunun Kkalitsalligi otozomal
dominanttir, ancak otozomal resesif gegisli ve X baglantili dominant ailesel ALS de
ortaya ¢ikmaktadir. Uygulamada birinci veya ikinci derece akrabalarindan birinin
ALS'ye sahip oldugu bildirildiginde ALS'nin ailesel oldugu kabul edilmektedir.
Bununla birlikte, baz1 ailelerde birinci derece akrabalarinda ALS ve Frontotemporal
demans sunumu ve bazi ALS hastalarinda Frontotemporal demans (FTD) ile birlikte
ALS goriilmesi ailede ALS tanisi i¢in yakin zamanda Onerilen bir algoritmada
degerlendirilmektedir. Bu ger¢evede, birinci dereceden bir akrabasinda aile dykiisii
olan, goriiniiste daginik bir ALS hastasinin, olasi ailesel ALS’ ye sahip oldugu

diistintilmektedir.
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Bu kavrami gegerliligi, bir fonksiyon geni olan kromozom 9’da ¢erceve
kaymas1 72'de (C9ORF72) bir hekzaniikleotit tekrarmnin (GGGGCC) anormal bir
genislemesinin ALS ile baglantii en yaygin gen varyanti oldugu kesfi ile
desteklenmektedir ve ALS-FTD ve saf FTD ile siklikla iliskilidir. Literatiirde ailesel
ALS tanimu iizerinde resmi olarak kabul edilmis herhangi bir tanim bulunmamakla
birlikte, onerilen calisma tanimi birinci dereceden veya ikinci dereceden bir ALS
Oykiisiine dayaniyor veya potansiyel olarak bir birinci derece goreli bir FTD oykiisii

s0z konusuysa yeterince desteklendigi goriilmektedir (Tablo2.1). (Boylan, 2016).

Tablo 2.1. Ailesel Amyotrofik Lateral Skleroz tanisi i¢in Kriterler

Belirginlik smifi / diizeyi | Aile Oykiisii

> 2 ALS'li birinci veya ikinci dereceden
Kesin akrabalar

> 1 ALS ve gen pozitif toplama ile iliskili

Muhtemel 1 ALS’li birinci veya ikinci derece akraba
ALS’li uzak akraba (liglincli derece veya
otesi)

Olast Aile dykiisii olmayan ancak bir FALS geni

icin pozitif olan, sporadik ALS hastasi

> 1 Onaylanmis frontotemporal demans
hastas1 birinci veya ikinci derece akraba
*Tanmimlar: Birinci derece akrabalar: ebeveynler, cocuklar ve kardesler; ikinci derece
akrabalar: biiyiikbaba, teyzeler / amca.

2011'de, C9orf72 geninde DNA'nin kisa, tekrar eden bir bdliimiiniin
kaymasi, ALS ve FTD’nin en yaygin genetik nedeni olarak kesfedilmistir. Normal
olarak, bir kisinin yaklagik 30 tekrarlamasi varken, bir C9orf72 genisleme tasiyicisi
birkag yiiz ile binlerce tekrar arasina sahiptir.

Arastirmacilar kesfinden bu yana, hastaligin etiyolojisini aragtirmaktadilar.
Potansiyel hastalik yollari, genin islevinin kaybedilmesini ve genisleyen tekrarlardan

kaynaklanan toksik fonksiyon kazanimini igcermektedir. Buna ek olarak, hiicre
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¢ekirdeginin igindeki ve digindaki molekiillerin taginmasini bozarak hiicrelere hasara
neden olan tekrar RNA tiretilmektedir.

Eylil 2011'de C9orf72’de hekzoniikleotid tekrar genislemesinin
tanimlanmasindan o6nce ALS ile ilgili ¢ok az sayida epigenetik caligma
yaymlanmistir. Epigenetik siireglerin degisimi bir takim tekrar genisleme
bozukluklarinda gozlendigi icin, C9orf72'de bir hekzoniikleotid tekrar
genislemesinin bulgusu, epigenetik modifikasyonlarin ve kromatin yeniden
modellemenin ALS ve FTD'de de rol oynayabilecegi olasiligini ortaya koymustur.
Hekzoniikleotid tekrar genislemesinin kesfinden bu yana, bazi calismalar rapor
edilmis olup bunlarin yaris1 C9orf72 lokus ile iligskilendirilmistir. ALS ve FTD i¢in
epigenetik degisikliklerin degerlendirilmesi halen erken bir asamadadir ve
degerlendirilmesi gereken ¢ok etken vardir. Ornegin, ALS'ye ve FTD'ye katkida
bulunan essiz epigenetik degisikliklerin, tiim hiicrelerde veya belirli alt genetik
hiicrelerin alt gruplarinda belirli epigenetik degisikliklere karsi daha duyarli veya
savunmasiz olup olmadigi bilinmemektedir. Bununla birlikte, epigenomda kanit
degisiklikleri ile birlesince, ALS ve FTD patogenezine katkida bulunur, epigenetik
enzimlerinin dinamik dogasidir. Norodejenerasyona yol agan patojenik epigenetik
degisiklikleri tersine ¢evirmek i¢in epigenetik dinamikleri diizenleyen enzimleri
hedef alan terapdtik stratejilerin gelistirilmesi, bu hastaliklarla miicadele igin cazip

bir yaklagim sunmaktadir. (Petrucelli ve ark. 2016).

2.6.2. Sporadik ALS (SALS)

Sporadik ALS'nin etiyolojisi biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir. Familiyal ve
sporadik ALS klinik olarak birbirinden ayirt edilemez. Ancak iki grup arasinda
kiigiik ve ilging bazi farkliliklar vardir. Ornegin; familiyal olgularda hastalik
baslangic yas1 ortalamasi sporadik vakalara oranla 10 yas daha erken olup yaklasik
46 yasgken sporadik vakalarda hastalik baslangi¢c yasi ortalamasi yaklasik 56°dir.
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fALS’da kadim:erkek orani 1:1 iken sALS’da bu oran 1:1,5’dir. Bu oran 70 yasindan
sonraki hastalar arasinda 1:1’°e yaklasir.

SOD1 mutasyonu fALS vakalarinin %10-15 ile iliskilendirilmistir. SALS
hastalarinda SOD1 mutasyonu taramalar1 sonucu bu vakalarm %1-7’sinde SODI
mutasyonlarina rastlanmistir. Bugiine kadar tanimlanan biitiin SOD1 iliskili sALS
vakalar1 ile SOD1 mutasyonu tagsimayan sALS hastalarini birbirinden ayiracak

fenotipik karakteristik bir farklilik bulunmamaktadir.

2.6.3. Hastah@in Histopatolojisi

Ailesel ALS, yasa bagli penetrant ile otozomal dominant bir 6zellik olarak
kalitlanir ve klinik olarak sporadik formdan ayirt edilemez. Alevlenen ALS, sporadik
vakalarla karsilastirildiginda, bacaklardan ilk tutulumla birlikte baslangi¢ yasi daha
erken olma egilimi gosterir ve siiresi kisa olabilir. ALS dncelikle motor ndronlarin
hastaligi olmasina ragmen, ailesel vakalarin %73 omurilikte duyusal sinir
yollarmin tutulumunu gostermektedir. Patoloji posterior siitunlarin orta bir
bolgesinde, Clarke siitununda ve spinoserebellar yollarda olusur.

ALS vakalarmin yaklagik onda biri aileseldir ve bunlardan yaklasik dortte
biri SOD1 kodlayan gende mutasyona sahiptir. SOD, siiperoksit radikalini hidrojen
peroksite doniistiiriir. Ailesel ALS'deki mutasyonlarin ¢ogunlugu enzimin yapisal
omurgasini etkiler. Ailesel ALS hastalarinda SOD aktivitesinin diizeyleri
arastirilmigtir. Deng ve ark., eritrositlerde SOD diizeyini 6lgmiis, SOD mutasyonuna
sahip heterozigot hastalarn normal seviyedeki SOD aktivitesinin yaklasik %50
diisiik SOD aktivitesine sahip olduklarimi 1993 yilinda rapor etmislerdir. Bowling ve
ark., beyinde sitozolik SOD aktivitesi %40 diisiik olarak bildirmistir. Kiiltiirii yapilan
hiicrelerin DNA transfeksiyonundan sonra mutant SOD {izerinde yapilan ¢aligmalar,

hastalardaki bulgularla uyumlu olarak tespit edilmistir. (Bowling ve ark., 1993)
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2.6.4. Hastah@in Patofizyolojisi

Amyotrofik lateral skleroz beyin sap1 ve serebral korteksteki motor néronlari
etkileyen ndrodejeneratif bir hastaliktir. Daha 6nceleri erkeklerde kadinlara oranla
1,7 kat daha fazla goriildiigii s6ylense de, son 40 yil i¢inde bu oranda azalma
oldugunu gosteren ¢alismalar yapilmistir. Cogu ALS tanist konmus hasta 2-3 yil
icinde kaybedilmektedir. 5 y1l sag kalma oram1 %10-20 olarak bildirilmistir. ALS,
klinik olarak kolay tanimlansa bile, altta yatan patofizyolojik siirecler ¢cok ¢esitlidir.
Ulu¢ ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismada familyal ALS icin One siiriilen
patofizyolojik mekanizmalarin, sporadik ALS i¢in de 6ngoriiliip goriilemeyecegini
incelemistir. One siiriilen mekanizmalarm basinda, SOD1 mutasyonu gelmektedir.
SOD1 emzimi familiyal ALS ile iligkili olandir. ALS tanist konmus hastalarda SOD1
mutasyonu varligina iliskin ilk yayin 1993 yilinda ¢ikmustir. O yillarda 13 olarak
belirlenen mutasyon giiniimiizde 100’den fazladir. Belirlenen bu mutasyonlarin ¢ogu
nokta mutasyonudur. Az sayida ise delesyon ve insersiyon belirlenmistir.

Az sayida bulunan motor noronlar, somatik ¢aplart genis, aksonlar1 uzun ve
oksidatif strese yatkin hiicrelerdir. Gii¢lii bir oksidan olan oksijen molekiilii, baska
molekiillerden elektron alarak diger giiclii oksidan molekiilii olan siiperoksit
anyonuna doniigsiimektedir. SOD enzimi bu sirada devreye girerek antioksidan

etkisiyle siiperoksiti, hidrojen peroksite doniistiirmektedir.

2.7.ALS Hastaligina Neden Olan Faktorler
2.7.1.Hastah@m Epidemiyolojik Ozellikleri

ALS eriskinlerde en sik goriilen motor ndron hastalifidir. Beyin ve
omurilikte motor néronlarin nérodejenerasyonu ile karakterizedir. ALS insidansi
yilda 100.000 kiside yaklasik 1-2,6 vaka, prevalans ise 100.000'de yaklasik 6 vaka
olarak gosterilebilir. ALS baslangi¢ yasi su an 58-60 yastir ve 6liimle sonuglanan
yasam siiresi ortalama 3-4 yildir.

Ekim 2010 ve Aralik 2011 tarihleri arasinda sadece ABD'de kesin ALS

tanis1 konmus 12187 vakanin tahmin edildigi goriilmektedir. Olgularin biiyiik
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cogunlugunu sALS (%90-95), geri kalan %5-10 kalitsal ve fALS olarak
adlandirlmigtir. Sporadik ALS'min ¢evresel risk faktorlerine genetik yatkinlik
icerdigi diistiniilmektedir. (Talbott ve ark. 2016).

Tiirkiye’de Cukurova Universitesi’nde Kog ve arkadaslar1 (2016) tarafindan
41 hasta tizerinde yapilan (24 erkek, %58,53; 17 kadin, % 42,47) ALS ¢alismasinda
vakalarm yaklasik %5-10"unun genetik kdkenli, %90-95’inin ise diizensiz oldugu
tespit edilmistir. Genetik form c¢ogunlukla otozomal dominant modelde goriiliir,
otozomal resesif formu ise akraba evliliginin yaygin oldugu Kuzey Afrika
toplumlarinda yaygin olarak goriiliir. Otozomal dominant kalittm formu olan
hastalarin % 10-20'sinde kromozom 21 {iizerinde lokalize Cu/Zn SOD mutasyonu
vardir. Sporadik ALS insidans1 1,5-2/100000, prevalansi ise 6/100.000'dir. Hastalik
erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriilmektedir. ALS hastaligi tanist konulan
hastalarin %50’si tanidan sonraki 3 yil i¢inde Olmektedir. Kog¢ ve arkadaslari,
yaptiklar1 bu calismada El Escorial kriterlerine gore tanisi konmus hastalar ele
almistir.

Avrupa’da 1 Ocak 1998 — 30 Aralik 1999 yillari arasindaki 2 yillik siiregte
teshis edilen 1.028 vakaya gore yillik ortalama insidans orant 100.000 kiside
2,16°dir. Avrupa niifusunun 18 yas ve {istii i¢in yillik insidans orani ise 100.000
kiside 2,7’dir. Bu 1.028 vakanin 554’1 erkek, 447’si kadin. Erkek hastalarda sayica
fazlalik s6z konusu olmustur. Yapilan bu ¢alisma ile Avrupa’da ALS’nin insidansi
belirlenmistir. Bu ¢aligmada toplanan 1.028 ALS hastasi 6liimciil noérodejeneratif
hastaligin  Avrupa’daki epidemiyolojisinin Olgiilmesine olanak saglamistir.

(Logroscino ve ark. 2010).

2.7.2. Agir Metallere Maruz Kalma
Kursun, selenyum, civa, kadmiyum ve demir gibi agir metallere maruz
kalmanin ALS i¢in bir risk faktorii olarak rolii uzun zamandir aragtirilmasina ragmen

ve sonuclar celigkilidir. Motor néron dejenerasyonuna yol acan molekiiler
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mekanizmalara katkida bulunan ¢esitli agir metallerin potansiyel rolii oldukga
arastirilmig ancak kismen karakterize edilmistir. (Trojsi ve ark. 2013).

Yeni bir sistematik derleme, metaller ve ALS arasindaki iligkiyi ele alan 50
calismay1 analiz etmis ve bir iligski 6neren sadece ii¢ ¢alisma bulmustur. Bir ¢aligma,
selenyuma maruz kalan bireylerde ALS riskinin anlamli olarak yiiksek oldugunu
kismen bildirmistir. Kursun, civa, aliminyum, kadmiyum, krom ve manganezin
etkisine iliskin bir bagka ¢alismada anlamli bir iliski bulunamamustir. (Sutedja ve

ark., 2009).

2.7.3. Viral Enfeksiyonlar
Siirekli viral enfeksiyonlara maruz kalmak SALS’nin nedenleri arasinda
olabilir diye diistiniilerek ALS hastalarinin omurilikleri incelenmis ve hastalarin

omuriliklerinde enteroviriis RNA’sina rastlanmistir. (Rowland and Shneider, 2001).
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3. MATERYAL VE METOD

Proje kodu TYL-2016-7470 olan bu yiiksek lisans tez ¢alismasi Cukurova
Universitesi Etik Kurulu tarafindan (11/10/2016-E.129951) onayland1 ve Cukurova
Universitesi Kan Merkezi laboratuvarinda gerceklestirildi. Periferik kan &rnekleri
Balcali Hastanesi Noroloji Anabilim Dali’na bagvuran daha dnceden ALS tanisi
konmus 18 erkek 18 kadin olmak iizere 36 hastadan alindi. Kan o6rneklerinin
toplanma siireci 12 ay siirdii.

Alinan kan 6rneklerini toplamak i¢in Disodyum EDTA’1 tiipler kullanildi.
Toplanan 6rnek tiipleri DNA izolasyonu ve diger DNA analizleri i¢in Balcali

Hastanesi Saglik Uygulama ve Aragtirma Merkezi Kan Merkezinde muhafaza edildi.

3.1. Toplanan Kan Orneklerinden DNA Izolasyonu

Kan orneklerinden DNA izole etmek i¢in Roche, Yiiksek Saf Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) hazirlama kiti (Roche, Cat. No. 11 796 828 001)
kullanildi.

3.1.1. Materyal
Kimyasallar: izopropanol, Absolut Etanol, Baglama Tamponu, Proteinaz K,

Inbitér Removal Tampon, Yikama Tamponu, Elusyon Tamponu ve Saf Su.

3.1.2. Kimyasallarin Hazirlanmasi

1. Proteinaz K 4,5 mL distile su igerisinde dilue edildi.
2. Inhibitor Removal Tampon: Soliisyonu igerisine 20 mL absolute etanol
eklendi.

3. Yikama Tamponu: Soliisyonu icerisine 80 mL absolute etanol eklendi.
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3.1.3. DNA izolasyon Prosediirii

1.

Bir ependorf tiip igerisine alinan 200 pL tam kan 6rnegi tizerine 200 pL
Baglanma Tamponu ve 40 uL Proteinaz K eklendi ve érnekler 70°C’de
10 dakika inkiibe edildi. Bu islem sirasinda daha sonra kullanmak icin
Elution Tampon (6rnek bagina 200 pL) 70°C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1 kan 6rnekleri iizerine 100 uL izopropanol eklenerek
karistirild1 ve ornekler filtreli tiiplere aktarilarak 8000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi.

Bu santrifiij sonrast filtreli tliptin alt kismu yeni bir tiip ile degistirilerek
iizerine 500 uL Inbitér Removal Tampon eklendi ve 8000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi.

Santriflij sonras1 filtreli tlipiin alt kismi yeni bir tiip ile degistirilerek
yikama iglemi i¢in 6rneklerin {izerine 500 uL Yikama Tamponu eklendi
ve 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Dordiincii agamada belirtilen yikama iglemi bir kez daha tekrar edildi.
Ikinci yikama isleminden sonra ornekler kalan Yikama Tamponu
uzaklagtirmak igin filtreli tiip degistirilmeden 13000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi.

Filtreli tiipiin filtreli kism1 yeni ependorf tiiplere yerlestirilerek {izerine
200 pL onceden 1sitilmig Elusyon Tamponu eklenerek 8000 g’de 1
dakika santrifiij edildi ve DNA izolasyon islemi sonlandirildu.

izole edilen DNA 6rnekleri ALS mutasyon analizi yapilincaya kadar -

20 °C’de muhafaza edildi.

3.2. SOD1 Sekans Analizi
3.2.1. PCR Analizi

Caligma oncesi genomik DNA konsantrasyonu ve verimi nanodrop ile

Olciilmiis ve yiiksek kaliteli genomik DNA’lar (verim:1,7-2,2) belirlenmistir,
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caligma Oncesi tiim Orneklerin DNA konsantrasyonlar1 esit olacak sekilde dilue

edilmistir. PCR analizinde forward primer olarak 5’-
TGCGAGGCGATTGGTTTGGGG-3’, revers primer olarak 5’-
TCAGCACTTGGGCACCGCAC-3’ secilmis ve analizde kullanilacak bilesikler ve
miktarlar1 asagidaki tabloda belirtilmistir.

Tablo. 3.1. PCR analizinde kullanilan bilesikler

Bilesikler Hacim (pL)
2X GML PCR Mix With Gold Tampon 7.5
HotStart Tag DNA Polimeraz (5U/uL) 0,2

G/C Enhancer 2,0
SOD1-EX1-F (5pmol) 1,0
SOD1-EX1-R (5pmol) 1,0

Distile Su 2,0

Toplam 13,5

3.2.2. PCR Protokolii

Hotstart Taq DNA polimeraz hari¢ diger bilesikler oda sicakliginda
¢Oziilmiistiir.
Primer Mix ve PCR soliisyonlar1 vortekslenerek, kisa bir santrifiij
islemi ile kapakta kalan kisimlarin uzaklagtirilmasi saglanmustir.
Buz akiisii lizerinde Tablo 3.1 de belirtilen bilesikler kullanilarak 6rnek
miktarina gore Master Mix hazirlanir ve nazikce vortekslenmistir.
Her bir 6rnek igin PCR tiiplerine 13,5 uL Master Mix ve 1,5 uL
genomik DNA eklenerek, tiipler vorteklenir ve kisa bir santrifiij islemi
gergeklestirilmistir.
Tipler Thermal Cycler cihazina yerlestirilerek amplifikasyon igin
Tablo 3.2°de belirtilen adimlar gergeklestirilmistir.

27




3. MATERYAL VE METOD Esin SONMEZ

Tablo. 3.2. PCR Amplifikasyon Basamaklar1

Basamaklar Durum Sicaklik Zaman
1 Aktivasyon 95°C 10 dakika
96 °C 30 saniye
Amplifikasyon i
2 63 °C 1 dakika
40 dongii
72 °C 40 saniye
3 Uzatma 72 °C 7 dakika
4 Durdurma 4°C Durdurma

6. PCR iiriinleri 2-6 °C’de PCR Clean-up reaksiyonu i¢in saklanmadan 6nce

%?2’lik agaroz jel’de PCR {irlinleri ytiriitiilmiistiir.

3.2.3. PCR Clean-Up Prosediirii
1. PCR Clean-Up Reaksiyonu i¢in Tablo 3.3’de belirtilen bilesikler

kullanilmustir.

Tablo. 3.3. PCR Clean-Up Reaksiyonu i¢in kullanilan bilesikler

Bilesikler Hacim (pL)
GML Ex0oSAP IT Kit 2,0

PCR Uriinii 10,0
Toplam 12,0

2. PCR tiipleri icerisine Tablo 3.3’de belirtilen bilesiklerden pipetlenir,
tiipler Thermal Cycler cihazina yerlesirtirilir ve Tablo 3.4’de belirtilen adimlar

gerceklestirilmistir.

Tablo. 3.4. PCR Clean Up Basamaklari

Basamaklar Durum Sicaklik Zaman
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1 Aktivasyon 37°C 30 dakika
2 Inaktivasyon 80 °C 15 dakika
3 Durdurma 4°C Durdurma

3. Sekans analizi yapilincaya kadar PCR iiriinleri -20 °C’de saklanmustir.

3.2.4. Sekans Analizi

1. Sekans analizinde Tablo 3.5’de belirtilen bilesikler kullanilir.

Tablo. 3.5. Sekans Analizinde Kullanilan Bilesikler

Bilesikler Hacim (uL)
BigDye Terminator v.3.1 15
5X Sequencing Tampon 2,0
Distile Su 3,5
SOD1-EX1-Forward Primer (5pmol) 1,0
Toplam 8,0

2. Tablo 3.5°de belirtilen miktarlarda bilesikler kullanilarak Master Mix
hazirlanir.

3. PCR tiipleri igerisine 8 uL. Master Mix ve 2 uL Clean-Up PCR iiriini
pipetlenerek, tiip vortekslenir ve kisa bir santrifiij islemi gerceklestirilir.

4. Tipler Thermal Cycler cihazina yerlesitirilerek Tablo 3.6’da belirtilen

basamaklar takip edilerek sekanslama yapulir.

Tablo. 3.6. Sekanslama Basamaklari

Basamaklar Durum Sicaklik Zaman
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1 Aktivasyon 96 °C 1 dakika
96 °C 10 saniye
) Uzatma
25 dongii 60 °C 4 dakika
3 Durdurma 4°C Durdurma

5. Sekans {irlinleri Sephadex Column Piirifikasyon metodu ile piirifiye
edilir ve Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer cihazinda

yiiriitiiliirek sonuglar elde edilir.
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4. SONUCLAR

Calismamiza Noroloji Poliklinigine bagvuran ve sporadik ALS tanisi konan
yas ortalamas1 6119 olan 18 kadin ile yas ortalamas1 60+6 olan 18 erkek hasta olmak
lizere toplamda 36 ALS hastasi dahil edilmistir. Calismamizda SOD1 geninin 1.
ekzon bolgesinde rs17881180 C.72+133C>T mutasyonu arastirilmig ve mutasyon
saptanmamuistir. Buna ek olarak SOD1 geninin 1. intron bdlgesinde iki kadin hastada
homozigot varyant, iki kadin ve iki erkek hastada ise heterozigot varyantlar
bulunmustur (Tablo 4.1, Sekil 1-4).

Tablo 4.1. ALS tanis1 konan kadin ve erkek hastalarin SOD1 geninin 1. intron
bolgesinde rs17881180 C.72+133C>T varyanti

rs17881180 C.72+133C>T varyanti

Cinsiyet Homozigot Heterozigot Mutasyon yok
N/% N/ % N/%
Erkek (N=18) - 2/ %11,1 16/ %88,8
Kadin (N=18) 2/%11,1 2/ %11,1 14/ %77,7
Toplam (N=36) 2/ %5,5 4/ %11,1 30/ %83,3

CAgEgrECHOEECcdac eI geECECE g ECcHgtae!
Referans -RR P L P [z P G P C R P i x i

CAGCGECCGGTCECGGCECGTGEE CCCGGTCGGTGCL
CCCGGTCGGTG

TCECEGCCL GT GC

]

}
oDl
- A

Sekil 4.1.ALS tanis1 konan kadin hastalarin SOD1 geninin 1. intron bolgesinde
rs17881180 C.72+133C>T homozigot varyanti
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Referans =B P 'y P I P K P C R P ¥ [ i
¥ CAGCGCCCGGTCCCGOCCCGTOC[CCCGGTCGGTGCL
TCCCGGCCCGTGCECCCGLTCGETD

|

Sekil 4.2. ALS tanisi konan kadin hastalarin SOD1 geninin 1. intron bolgesinde
rs17881180 C.72+133C>T heterozigot varyanti.
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Sekil 4.3. ALS tanisi konan kadin hastalarin SOD1 geninin 1. intron bdlgesinde rs
17881180 C.72+133C>T homozigot varyantinin elektorgram goriintiimii.
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Sekil 4.4. ALS tanis1 konan kadin hastalarin SOD1 geninin 1. intron bdlgesinde
rs17881180 C.72+133C>T heterozigot varyantinin elektrogram
gorinimii.
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5. TARTISMA

Amyotrofik lateral skleroz beyin ve spinal kordda motor ndronlarin
dejenerasyonu ile karakterize edilen, yliksek genotipik ve fenotipik degiskenlik
gosteren progresif ve paralitik néromuskiiler bir hastaliktir. (Brown ve ark., 2017).
Hastaligin klinik semptomlan gii¢siizliik, atrofi ve fasikiilasyon gibi alt motor néron
bulgularinda spastisite, hiperrefleksi ve patolojik refleksler gibi {ist motor ndron
bulgular1 ile karakterizedir. (Wijesekera ve Leigh, 2009). ALS prevelanst tim
diinyada 3-8/100.000 olarak belirlenmistir. (Kaya ve Ozcan, 2017). Giiniimiizde
ALS etiyolojisi heniiz tam olarak anlasilmamis olmasma ragmen yapilan
calismalarda tarim ilaclari, agir metaller, ¢oziictiler gibi cevresel kirleticilerin yant
sira diyet tiirii, sigara kullaniminin da hastaligin gelisiminde etkili olabilecegi
gosterilmistir (Morozova ve ark., 2008; Yu ve ark., 2014). Son yillarda ALS’de
motor noron dejenerasyonlarinin molekiiler mekanizmasinin arastirilmasi hastaligin
anlasilmas1 ve farkli tedavi stratejileri gelistirilmesi nedeniyle 6nem kazanmuistir.
Daha onceki genetik calismalarda ALS gelisiminde 20°den fazla genin etkili
olabilecegi gosterilmistir. Amyotrofik lateral skleroza neden olan genler arasinda
SOD1 en fazla mutasyona ugrayan genlerden biridir. SOD1 geni mutasyonlar
sporadik ALS vakalariin yaklasik olarak %7’sinden, ailesel ALS vakalarinin ise
%12-13’tinden sorumlu tutulmaktadir. (Andersen, 2006). Bu gen siiperoksidin
molekiiler oksijen ve hidrojen perokside inaktivasyonunu katalizleyen antioksidan
savunmada rol oynayan Cu/Zn siiperoksit dismutaz enzimini kodlamaktadir.
(Tripolszki ve ark., 2017). SOD1 geni kromozomun 21. uzun kolunda yer almakta
ve 11 kb kromozomal DNA’y1 kapsayan her haploid genomu tek kopya halinde
bulundurmaktadir. Bu bolgede 153 aminoasidi kodlayan 5 ekzon ve kodlama
bolgesini kesen 4 intron bulunmaktadir. Cu/Zn SOD homozigot ve heterozigot
mutasyonlarin siiperoksit dismutazin enzimatik aktivitesini %50 oraninda azalttig
bilinmektedir. (Radunovi¢ ve Leigh, 1996). SOD1 genindeki mutasyon ile olusan

Cu/Zn SOD enzimi anormal formdadir ve ¢inko bakimindan eksiktir. Bu nedenle
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enzim siiperoksit temizleme gorevini birakarak hiicresel antioksidanlardan elektron
alarak daha fazla siiperoksit olusumunu indiiklemektedir. Artan siiperoksit ve
stiperoksit ile hizh bir sekilde reaksiyona giren peroksinitrit ise hiicrelerde oksidatif
stres ve apoptoz gelisimini uyarmaktadir. (Ulug ve ark., 2008). Ayrica genellikle
toksisitenin fonksiyon kazanimi yoluyla ortaya ¢iktigi ve mutasyona ugrayan SOD1
geninin noral hiicre Oliimiinii baslatan glial hiicre ve motor noronlar1 etkileyen
patofizyolojik siireclerle baglantili kaskad olugumunu arttirdig ile ilgili kanitlarda
daha onceki calismalarda gosterilmistir. (Allen ve ark., 2014).

Siiperoksit dismutaz 1 gen mutasyon siklig1 cografik bolgelere gore
degiskenlik gdstermekte ve bu oran Iskandinav iilkelerinde %23.5, Amerika’da
%23.4, Fransa’da %14.3 ve iilkemizde ise %12.2 olarak bildirilmektedir. (Biilbiil ve
ark., 2018). Calismamizda SOD1 geninin 1. ekzon bdlgesinde rs17881180
C.72+133C>T mutasyonu 36 ALS hastasinda saptanmamistir. Fakat SOD1 geninin
1. intron bdlgesinde C.72+133C>T 70 ve 72 yaslarinda iki kadin hastada homozigot
varyant, 65 ve 40 yaslarinda iki kadin ile 59 yasinda iki erkek hastada ise heterozigot
varyant bulunmustur. Onceki ¢aligmalarda ALS hastaligina yakalanma yasimin
genellikle 50-65 yas araliginda oldugu, fakat vakalarin sadece %5’inin 30’lu
yaslarda da baslayabilecegi bildirilmistir. (Logroscino ve ark., 2010). Calismamizda
da SODI1 varyant1 saptanan ve ALS tanis1 alan hastalarin %13,8’1 >50 yasindan
biiyiik iken %2,7’si <50 yasindan kii¢iik olarak belirlenmistir.

Tiirk populasyonunda ALS ile ilgili genetik faktorlerin arastirilmasi ile ilgili
¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Amyotrofik Lateral Skleroz Online Genetik
Veritaban1 (ALSoD) verilerine gore Tiirk populasyonunda ALS ile iliskili major
genlerin mutasyon sikligr C9orf72 icin %28,30, SOD1 i¢in %4,8, FUS i¢in %4,60
TARDBP i¢in %4,63 ve UBQLN2 icin %4,4 olarak bildirilmistir. (Wroe ve ark.,
2008). Ozoguz ve ark., (2015) tarafindan Tiirk populasyonunda yapilan bir
calismada 116 ailesel ALS vakasinda C9orf72, SOD1, FUS, TARDBP ve UBQLN2
gen mutasyon sikligi sirastyla %18,8, %12,2, %5, %3,7 ve %2,4 olarak, 361

sporadik ALS vakasinda ise C9orf72 ve UBQLN2 genlerinin mutasyon siklig1 %3,1
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ve %0,6 olarak bildirilmistir. Ayn1 ¢alismanin sporadik ALS vakalarinda SOD1 gen
mutasyonuna rastlanmamigtir. Bizim c¢aligmamiza benzer olarak Vildan ve ark.
(2019) tarafindan Tiirk populasyonunda yapilan diger bir ¢alismada ise alt1 ailesel
ALS ve iki sporadik ALS vakasinda SODI1 geninin 1. intron bolgesinde
C.72+133C>T varyant1 %26,6 oraninda saptanmistir. Ayni ¢calismada ailesel ALS
vakalarinda saptanan SOD1 C.72+133C>T iki hastada heterozigot, sporadik ALS
vakalarinda ise bir tanesi heterozigot, alt1 tanesi homozigot varyant belirlenmistir.
Bizim ¢alismamizda SOD1 C.72+133C>T varyanti tiim vakalarda %16.6 oraninda
bulunmusgtur. Calismamiz Vildan ve ark., (2019) tarafindan bildirilen SODI1
C.72+133C>T varyant siklig1 oraniyla uyumluluk géstermekte ve Avrupa’daki
SOD1 C.72+133C>T varyant sikhigi (%6) goz oOniine alindiginda Tiirk
popiilasyonunda bu oranin daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir.(Vildan ve
ark., 2019). Tiirkiye zengin tarihi gecmisi ve Avrupa’nin glineydogu sinirindaki
cografyasi ile Asya ve Avrupa arasinda koprii olusturmaktadir. Akdeniz’i gevreleyen
genis kiy1 bolgeleri ile Karadeniz ve Yakin Dogu tilkelerini ¢evreyelen kirsallarinin
kazandirdig1 mevcut jeopolitik konum Tiirkiye’ye de yiiksek etnik heterojeniklik ve
zengin bir genetik havuzun olusmasina katki saglamistir. Avrupa populasyonlarinda
goriilen genetik heterojenite farkli cografik bolgelerdeki genetik yapinin
degiskenliginin bir sonucu olabilir. (Novembre ve ark., 2008). Fakat Tiirkiye’deki
ALS epidemiyolojisi her ne kadar diger Kafkas iilkeleri ile ortiigse de hastaligin
molekiiler ve klinik terimleri géz Oniine alindiginda iilkemizde ALS’nin daha
karmasik ve kompleks oldugu anlasilabilir. Geleneksel yontemlerle tedavi
edilemeyen ailesel ALS vakalarinin >60’dan fazlasinda allel ve lokus
heterojenliginin goriilmesi, genis ailelerde aile i¢ci ve aileler arasi fenotipik
heterojenitenin ortaya c¢ikmasi, mutasyonlarin degisken penetrasyon hizi, yeni
mutasyonlarin varligi ve ALS hastaligimin ¢ogunlukla iilkemizde erken yaslarda
baslamasi Tiirkiye’de ALS hastaliginin arastirilmasi ve teshisini zorlastirmaktadir.
Fakat bunun yam sira bu durum bir avantaj olarak kisiye 6zel genetik tedavilerin

gelistirilmesi igin firsat da sunmaktadir.
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Sonug olarak, ¢alismamizda SOD1 geninin 1. ekzon bolgesinde herhangi bir
mutasyon saptanmamigtir. Bunun nedeni ¢alismamizdaki vaka sayisinin az olmast
ya da sporadik ALS vakalarinda SOD1 geninin 1. ekzon bdlgesinde mutasyon
goriilme sikliginin diisiik olmasi olabilir. Diger taraftan ¢alismamizda alti1 hastada
belirlenen intronik varyantlarin ise ALS hastaliginin molekiiler mekanizmasinin
anlasilmasinda tek basina bilgilendirici olmadig: diisiiniilmektedir. Bu nedenle daha
sonraki calismalarda daha fazla vaka ve hastalikla iliskili daha fazla gen
mutasyonunun birlikte aragtirilmasi hastaligin genetik resminin tam olarak ¢izilmesi
ve Tiirk populasyonundaki ALS hastaliginin molekiiler mekanizmasinin daha iyi

anlasilabilmesine katki saglayabilir.
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