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OZET

Siiperoksit Dismutaz Genlerinin Amyotrofik Lateral Skleroz Hastaliginin
Olusumundaki Roliiniin Anlasilmasi

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimleri, hiicreleri reaktif oksijen tiirlerine (ROT) kars1
koruyan en Onemli antioksidan sistemleri olusturmaktadir. SOD ailesinin ii¢ {iiyesi
bulunmaktadir: SOD1 (CuZn-SOD), SOD2 (Mn-SOD) ve SOD3 (EC-SOD). Enzimin
fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikalinin
zararl etkilerine karst korumaktir. Bu gorevi istlenmis SOD enzimi ailesi pek cok hastalikla
iligkili bulunmustur. Siiphesiz bunlardan en Onemlisi ge¢ baslangicli, motor noronlarin
olimii ile karakterize edilmis norodejeneratif bir hastalik olan Amyotrofik Lateral Skleroz
(ALS) ve SODI1 iliskisidir.

Bu tezin amaci, bugiine kadar ALS hastalifiyla iligkilendirilmis SOD1 geni
mutasyonlar1 arasindan secilen SODI1 Asp90Ala ve Gly93Ala mutasyonlarimt ALS
hastalarinda taramak ve ayrica daha once ALS ile iliskilendirilemeyen SOD2; Ala(-9)Val ve
[le58Thr ile SOD3 Arg202Leu gen degisimlerinin ALS ile arasinda nasil bir iliski oldugunu
belirlemektir.

Bu amacla klinik olarak onaylanmis ALS hastalarindan ve goniilli olarak
calismamiza katilan saglikli kontrollerden kan toplandi. PCR-RFLP metodu kullanilarak 124
Sporadik ALS hastas1 ve 124 kontroliin genotiplemesi yapildi. incelenen degisimlerden
Asp90Ala mutasyonu 1 hastada homozigot olarak belirlendi. SOD1 Gly93Ala mutasyonu ise
124 hastanin hicbirinde belirlenemedi. SOD2 Ala(-9)Val polimorfizminde ise yapilan
istatistiksel analize gore hastalarla kontroller arasinda allelik bir iliski bulunamadi.
Ayrica SOD2 Ile58Thr mutasyonuna da hasta veya kontrol grubu igerisinde
rastlanmadi. SOD3 Arg202Leu polimorfizmi hasta grubu igerisinde 2 kiside
heterozigot formda bulundu. Kontrol grubunda ise bu degisime rastlanmadi.

Sonug olarak daha onceki yillarda ALS hastaligi ile iliskisi bilinen bir mutasyon
Tiirk ALS hastalarinda da belirlenmis oldu. Ayrica ALS hastaligiyla hic iligskilendirilmeyen
bir degisim olan Arg202Leu degisiminin 2 ALS hastada belirlenmesi bu degisiminde ALS

hastalig1 olusumuyla iliskisi olabilecegi diisiincesini olusturdu.

Anahtar kelimeler : Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS), Motor Noron Hastaliklari,
Siiperoksit Dismutaz (SOD) Genleri, SOD1 ve SOD3 mutasyonlari.
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ABSTRACT

Investigation of the role of the superoxide dismutase gene families in
amyotrophic lateral sclerosis

Superoxide dismutase enzymes (SOD) protecting cells against reactive oxygen
species (ROS) forms a most important part of antioxidant systems. SOD family has three
members: SOD1 (CuZn-SOD), SOD2 (Mn-SOD) ve SOD3 (EC-SOD). The physiological
function of the enzyme is to protect cells metabolizing oxygen against the harmful effects of
superoxide radicals. Up to now, there are numerous association studies between SOD family
of genes and diseases. Of course, the most important of them is the one which involves
Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) and SODI mutations. ALS is a devastating
neurodegenerative disease caused by the death of motor neurons in the late stage of life.

The aim of the thesis was to search for the SOD1 Asp90Ala and Gly93Ala mutations
in the sporadic ALS patients and the controls. In addition it was to invastigate the
relationship between Sporadic ALS and SOD2 or SOD3 gene mutations. It appears that there
are not many studies showing any association between SALS and SOD2 Ala(-9)Val
polymorphism. Up to now, however no study has been found involving SOD2 Ile58Thr or
SOD3 Arg202Leu polymorphism with SALS.

We collected blood from patients confirmed clinicaly SALS and age-matched
voluntary healthy controls. By using a PCR-RFLP method, we genotyped 124 SALS
patients and 124 controls. We found one A90A homozygous mutation in only one SALS
patient. The Gly93Ala mutation was not found in SOD1 gene in SALS patients and controls.
Statistical analysis of the data suggested that there was no allelic association between the
cases and healthy controls for Ala(-9)Val polymorphsims. In addition, there was no Ile58Thr
mutations in cases and controls. We had two patients with the Arg202Leu heterozygous
mutation in SOD3 gene. There was no mutation in controls.

In conclusion, we found an A90A homozygous mutation in SODI1 gene in SALS
patients. Moreover Arg202Leu mutation was found in SOD3 gene in SALS patients.
Discovered mutations may be involved in the pathogenicity of SALS.

Key words : Amyotrophic Lateral Sclerosis, Motor Neuron Diseases, Superoxide

Dismutase(SOD) genes, SOD1 Mutations, SOD 3 Mutations.
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1.GENEL BiLGi VE ILGILi CALISMALAR

1.1. AMYOTROFIK LATERAL SKLEROZ

Amyotrofik lateral skleroz (ALS) ge¢ donemde ortaya c¢ikan, istemli
kaslarimizin hareketinden sorumlu olan motor noronlarin oliimii sonucu olusan
norodejeneratif bir hastaliktir. ik kez 1874 yilinda Charcot tarafindan tanimlanmustur.
Hastalik bu ismin disinda Lou Gehrig’s Disease adiyla da bilinmektedir. Amyotrofik;
kaslarin atrofisi, zayifligi, fasikiilasyonu (kas seyirmesi) anlamina gelir. Amyotrofi
sonucu hastalifin alt motor noron isaretleri olusur. Beyin sap1 ve omurilikteki alt
motor noronlarin dejenerasyonu kas atrofisi, kas gii¢csiizliigii, fasikiilasyonu ve
tendon reflekslerin kaybina yol acgar. Lateral skleroz; ise otopsi incelemeleri
esnasinda omuriligin yan (lateral) kolonunda hissedilen sertlik anlamina gelmektedir.
Motor korteksteki motor noronlarin dejenerasyonu belirgin yukart motor noron
bozukluguna neden olur. Yukart motor néron belirtilerin klinik sonuglar1 agir1 aktif
tendon refleksleri, Hoffmann ve Balbinski belirtileri ve ardarda kas kasilmasi ve
gevsemesi spazmlar1 olan klonustur. ALS’nin bir varyant1 olarak diisiiniilen Primer
lateral sklerozizde (PLS) ise yalnizca yukari motor ndron isaretleri goriiliir. Bu
varyantla birlikte sendromlar yetiskin baslangichh motor néron hastaliklarn tim
vakalarinin yalnizca %10’undan sorumludur. Tipik bir ALS hastasindaki belirtiler ilk
olarak ellerde veya ayaklarda gii¢siizlik ya da konusma esnasinda zorlanma ve
yutkunma zorlugu seklinde olur. ALS’ de ilk semptomlar viicutta hangi motor
noronlarin 6nce etkilendigine bagli olarak limb baslangicli (%75); kollarda, ellerde
veya bacaklarda giigsiizlik veya bulbar baslangicl (%25); konusma zorlugu,
genizden konusma ve ses voliimiiniin kaybedilmesi, dil hareketinin kayb1 seklinde
olur. Hastalik ilerleyici bir hastaliktir ve ortalama hayatta kalma siiresi 1-3 yildir

(Rowland and Shneider, 2001).



Lomber
~ omurilik

motor ndron

Sekil 1.1 ALS’de 6zgiin olarak etkilenen motor néronlar

1.1.1. Hastahgin Teshisi

ALS hastaligin1 tanilayici 6zel bir test bulunmadigi icin hastaliin teshisi
klinik olarak yapilir ve elektomiyografik (EMG) bulgularla da dogrulanir. Klinik

teshiste El Escorial Kriterleri onemli bir parametredir ve su sekilde 6zetlenebilir.



Cizelgel.1 Yenilenmis El Escorial Kriterleri (YMN; yukar1 motor néron, AMN; alt

motor noron)

Klinik olarak

Kesin ALS En az 3 farkh bolgede klinik YMN ve AMN belirtileri

Klinik olarak En az 2 farkl bolgede klinik YMN ve AMN belirtileri
muhtemel ALS (Baz1 YMN belirtilerinin AMN belirtilerine gore daha rostral olmasi sartiyla)

-Bir bolgede klinik YMN ve AMN belirtilerine ek olarak, iki veya daha fazla

Laboratuar bolgede AMN belirtilerinin elektrofizyolojik tespiti
destekli muhtemel
ALS -Bir bolgede klinik YMN belirtilerine ek olarak, iki veya daha fazla bolgede

AMN belirtilerinin elektrofizyolojik tespiti

-Sadece bir bolgede klinik YMN ve AMN belirtileri
Olas1 ALS
-En az iki farkli bolgede klinik YMN belirtileri

-YMN belirtilerine gore rostral AMN belirtileri (Baska bolgelerde
elektrofizyolojik AMN bulgulari olmamasi sartiyla)

ALS’de alt motor noronlardaki  anomalililer  elektromiyografik
demostrasyonlarla dogrulanir. Elektromiyografi yontemi canli olan motor néronlarin

miktarin1 gosteren bir yontemdir (Rowland and Shneider, 2001).

1.1.2. ALS Hastaligi Olusumunda Etkili Olabilecek Temel Nedenler

1.1.2.1. Genetik Nedenler

ALS olgularinin %90-95’1 sporadiktir (Sporadik ALS-SALS). Hastalifin geri
kalan %5-10’1uk bolimii ise genetik gecisli ya da aileseldir (Familiyal ALS-FALS).
Bu ailesel gecis otozomal dominant veya otozomal resesif ya da X’e bagl olabilir.
SALS ile FALS’1n klinikteki goriintiisii birbirine ¢ok benzemektedir. Bununla
beraber ikisi arasinda bir takim farkliliklar vardir. Ornegin; FALS’da hastalik
baslangic yas1 SALS’a gore yaklasik 10 yil daha erkendir. FALS da kadin:erkek
orant 1:1, SALS’da ise 1:1.7°dir. Ama SALS’daki bu oran yagla beraber degisir ve
70 yasindan sonra 1:1 olur (Hand and Rooleau, 2002).
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1993 yilinda Rosen et al. familiyal vakalarin %20’sinde Superoksit
Dismutazl (SOD1) enzimini kodlayan gende pek¢ok mutasyon belirlemislerdir.
Kalan %80’lik familiyal kisima da diger genlerdeki mutasyonlarin neden oldugu
digiiniilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucu SALS hastalarin %5’nin SOD1
geninde mutasyonlara sahip oldugu bulunmustur. Giiniimiizde ALS hastaligiyla
iliskilendirilmis  yaklastk 124 farkli SOD1 mutasyonu tespit edilmistir
(http://alsod.iop.kcl.ac.uk/Als/reports/allMutations.aspx?gene_id=SOD1).  Bulunan
tim bu SODI mutasyonlar1 dominanttir. Ancak pozisyon 90’da bulunan aspartat
(Asp) amino asitinin alanine (Ala) doniisiimii mutasyonu (D90A) dominant veya
resesif olabilir (Jonsson et al. 2002). Pozisyon 4’deki alanin (Ala) amino asitinin
valin (Val) amino asitine doniistiigi SOD1 mutasyonu (A4V) bugiine kadar
belirlenen SOD1 mutasyonlart icinde en yaygm olarak rastlanilanmidir. ALS
hastalarinda farkl1 SOD1 mutasyonlari farkli sendromlara neden olmaktadir. Ornegin
hastalik penetransi; genellikle %100°diir ancak bazen azalir, eritrositlerdeki SOD1
aktivitesi; genelde normaldir ancak bazen azalir, hastaliin ortaya c¢ikma yasi;
genelde 40 yasindan sonradir. Ancak bazen daha gen¢ yaslarda da goriilebilir,
hayatta kalma siiresi; bu siire 1-20 y1l arasinda degisir, klinik belirtiler; spinal veya
bulbar olarak degisebilir (Rowland and Shneider, 2001).

Familyal ve sporadik olarak gozlenen ALS hastaligi giiniimiizde SOD1 geni

diginda bir¢ok yeni gen ve kromozom bolgesiyle iliskilendirilmistir.
1.1.2.1.1. Familiyal ALS’de Genetigin Rolii
Bugiine kadar sekiz farkli FALS Ilokusu ve altt ALS iligkili gen,

iliskilendirme calismalar1 ve pozisyonal klonlama gibi genetik analiz yontemleriyle

belirlenmistir. Bu ¢alismalarda bulunan sonuglar Cizelge 1.2’de dzetlenmistir.



Cizelge 1.2 FALS ile iliskili olan genler ve kromozomal yerlesimleri

FALS/MND Gen

Yetiskin baslangich
dominant tipik ALS
ALS1 SOD1

ALS3
ALS6
ALS7

Yetiskin baslangich
dominant atipik ALS
ALS ve FTD

ALS-dementia-PH MAPT
Progresif AMN DCTN1
ALSS8 VAPB

Erken baglangich
Resesif ALS
ALS4 SETX

Erken baglangich

Resesif ALS

ALS2 ALS2
ALSS

Cizelgede 1.2°de de goriildiigii iizere FALS nin dominant ve resesif formlar
bulunmaktadir. Bugiine kadar bulunan genlerden yalnizca biri (SOD1) tipik yetiskin
baslangicli ALS’ye neden olur. Yapilan yogun calismalara ragmen ALS ile ilgili
sinirl bilgi bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarin sonuglari hastaligin tedavisi bakimindan
heniiz yeterli basariya ulasacak sekilde sonuglanmamistir. Bunun nedeni olarak
iliskilendirme analizlerinde yeterli istatistiksel giice ulagsmak icin genis ailelere olan

ihtiyact sayabiliriz. Ancak ge¢ yaslarda baglayan, yasa bagli penetransi olan ve

Kromozomal yerlesim

21g22.1
18q21
16q12
20ptel-p13

9q21-22
17q21.1
2pl3

20q13.3

9q34

2q33
15q15.1-q21.1

hayatta kalma siiresi kisa olan bu hastalikta boyle bir ortam olusturmak giictiir.



) ALS1

1991 yilinda Siddique et al.‘un ailesel olgularin bir kismini 21. kromozomla
iliskilendirmesinden sonra 1993 yilinda yine aym grup bu bolgedeki genin SOD1
geni oldugunu bulmus ve bu gende hastalikla iligkili olabilecek 11 missense
mutasyon belirlemiglerdir. Giiniimiizde SOD1 geninin eksonik ve intronik
bolgelerinin incelenmesi sonucu SOD1 genindeki mutasyonlarin FALS vakalarinin
yaklasik olarak %15-20’sinden ve tiim ALS vakalarinin da %1-2’sinden sorumlu
oldugu bulunmustur. ALS nin Charcot tarafindan tarif edilmesinden 124 yil sonra
elde edilen bu bulgu hastalik mekanizmasinin anlagilmasi ve uygun tedavi seklinin
gelistirilmesi agisindan onemli bir doniim noktasidir. SODI iligkili ALS vakalarinin
klinik o6zellikleri ile SOD1 mutasyonu tagimayan ALS vakalar1 arasinda higbir fark
yoktur (Camu et al. 1999).

[)ALS2

Otozomal resesif bir kalitim gosteren ALS2 jiivenil donemde baslayan bir
ALS tipidir. Ortaya c¢ikis sebebinin 2. kromozomda bulunan ve aslin adli proteini
kodlayan ALS2 genindeki mutasyonlar oldugu gosterilmistir. Bu genin {iriinii olan
aslin, bir GTPaz regiilatoriidiir. ALS2 olgularinda hastalik ¢ogunlukla on yasindan
erken baslar ve cok yavas bir seyir izler (Hanado et al. 2001).

Erken baslangich resesif ALS2 lokusunun 2. kromozomdaki tarifi ilk kez
1994 yilinda Hentati et al. tarafindan yapilmistir. ALS2 geni pozisyonal klonlama
yontemiyle Arap kokenli ailelerde iizerinde identifiye edilmistir. Bu aileler kol, yiiz
ve yutak kaslarinda ilerleyici siirekli kasilim (spastisite) durumu sergilemislerdir. Bu
ailede belirlenen mutasyon yeni bir gende tek bir baz cifti delesyonudur. Boyle bir
dizinin ekspresyonu sonucu yapisi bozulmus bir protein (alsin) sentezlenir. ALS2
genindeki mutasyonlar farkli fakat motor noronlardaki norodejeneratif hastaliklara

benzer belirtilerden sorumludur (Gros-Louis, 2006).



C)ALS3

En az 20 etkilenmis iiyesi bulunan biiyiikk bir Avrupali ailede SOD1 geni
taramas1 sonucu hicbir mutasyona rastlanmamis ancak otozomal baskin bir pedigri
gosteren bu ailede tiim genom taranmasi sonucu 18q21 kromozom ile
iliskilendirilmistir. Etkilenmis aile {iyelerinin her biri tipik ALS belirtileri
gostermistir. Bu vakalarda yukar1 motor ndron ve alt motor noron isaretleri dort
eksremitede de zayiflik seklindedir. Hastalik baslangic yasi 45 ve hayatta kalma
siireleri de ortalama 5 yildir. Aday gen calismalar1 devam etmekle beraber sorumlu

gen tam olarak belirlenememistir (Gros-Louis, 2006).
) ALS4

Baska bir otozomal baskin gecis gosteren FALS tipi ise ender goriillen ALS-
4’tiir. Geng yasalarda baslayan bu hastaligin ilerlemesi yavas bir seyir gosterir. ALS
hastalarinin ¢ogunun aksine bu tip hastalar daha normal bir yasam siirerler. Nefes
alip verme yeteneklerini kaybetmezler. Hastaligin bu formundan sorumlu olan
bolgenin 9. kromozomdaki SETX geni ve iizerindeki {i¢ missense mutasyon oldugu
gosterilmistir. SETX geni senataksin adi verilen bir protein kodlamaktadir. Bu
proteinin gorevi tam olarak bilinmemekle beraber DNA/RNA helikaz aktivitesine
sahip bir bolgesi oldugu gosterilmistir. Mutasyonlar sonucu proteinde meydana gelen
degisimlerin helikaz aktivitesini ya da RNA editing deki degisim asamalarim

bozarak noronal dejenerasyona yol actigi diisiiniilmektedir (Chen et al. 2004).
) ALSS5

Otozomal cekinik ALS5’in ozellikleri gen¢ baslangich (8-18yas) olmasi ve
yavas bir seyir gostermesidir. ALSS iligkili aileler tipik ALS 6zellikleri gosterirler.
Bu hastallk Kuzey Afrika ve Avrupa populasyonunda gozlenmistir. ALS2
hastaligiyla karsilastirildiginda kol, yiiz ve dil kaslarinda siirekli kasilma gozlenmez.
Kuzey Afrika, Tunus ve Almanya’dan farkli ailelerle yapilan tiim genom taramasi

sonucu ALS5 15. kromozomla iligkilendirilmistir (Hentati et al. 1998).



) ALS6

FALS’nin bu tipi ge¢ baslangicli ve otozomal baskin bir kalitm gosterir. ALS
tanist konup SOD1 geni mutasyonu tasimayan vakalar iizerinde yapilan ¢alismalar
sonucu 16. kromozomda yeni bir ALS lokusu bulunmustur. Bugiine kadar ALS6 ile
iliskilendirilen tiim aileler farkli orjinlerdendir ve tek tip bir hastalik haplotipi
gostermezler. Bu nedenle aday gen bolgesinde birden fazla gen veya mutasyonun

ASL6’dan sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir.
) ALS7

Amerika’da SOD1 geni iizerinde herhangi bir mutasyon tagimayan 16 FALS
pedigrisi iizerinde yapilan calismalar sonucu 20. kromozom ile iligkilendirilmis yeni
bir ALS lokusu bulunmustur. FALS nin bu tipi ile ilgili bulgular farkhidir ve
aydinlatilmasi icin daha genis ailesel vakalarin taranmasi gerekmektedir (Gros-Louis

et al. 2006).
) ALSS8

Bu ALS tipi ayn1 zamanda “Atipik ALS" olarak da bilinir. Brezilya’l1 biiyiik
bir ailede tiim genom tarama testi sonucu 20q13.33 bolgesi ile iliskilendirilmistir.
Geg baslangich otozomal baskin bir gecis gosterir. Bu tip ALS ile ilgili olarak daha
sonra yapilan aday gen caligmalar1 sonucu VAPB (Vesikiile bagli-membran proteini/
sinaptobrevine-bagli membran proteini B) geni iizerinde P56S missense mutasyonu
belirlenmistir. Hastalik fenotipi; yavas seyir gostermesi, tiim hastalarda alt motor
noron isaretleri, kramplar ve sinir veya kas liflerinin bir araya gelip olusturduklari
demetler olan fasikiilasyonlarin olmasidir. Ayrica atipik belirtiler olarak essential
tremore (titreme) ve sadece alt motor noron belirtilerin bulunmas ile tipik ALS’den

ayrilir (Nishimura et al. 2004).



IZ:> Frontotemporal Dementiali ALS (FTD-ALS)

Ik kez 1975 yilinda FTD-ALS birlikteligi rapor edilmistir. Sonraki yillarda
yapilan ¢alismalar sonucu bu durum 9q21-q22 bolgesi ile iliskilendirilmistir. Boyle
aileler ya FTD-ALS birlikte veya sadece ALS ya da FTD’l1 bireyler bulundurur.
Hastalig1 tasiyan bireylerde klinik 6zelliklerdeki genis dagilim diger genetik veya
cevresel faktorlerin fenotipi degistirebilecegini diislindiiriir. Hastalik yetiskin
donemde baslar, otozomal baskin ailesel gecis gosterir. Ayrica sporadik olarak ortaya

ciktig1 vakalar da vardir (Hosler et al. 2000).
|:> Frontotemporal Dementia-Parkinson-ALS

Motor noron dejenerasyonu bazen Parkinson hastalart veya demansli olan
hastalarda da gozlenebilir. Bu tiiriin patolojik ozellikleri Guam adasinda goriilen
ALS-Parkinson-dementia kompleksinden veya 9. kromozomla iligkilendirilen ALS-
FTD’dan ayndir. Mikrotiibiil iliskili tau (MAPT) geninde meydana gelen
mutasyonlar frontotemporal dementia ve Parkinson hastaligi ile iliskilidir. Bu
mutasyonlar intronik bolgede olabilecegi gibi splizing alanlarinda veya missense
mutasyonlar seklinde de olabili. MAPT mutasyonu tasiyan hastalar klinik ve
patolojik farkliliklar olabilir. Ayrica MAPT geninde mutasyona sahip olan tiim
hastalar ALS semptomlar1 gostermez (Gros-Louis et al. 2006).

Bu duruma karsit olarak epidemiyolojik bulgular ALS hastalarinin
yakinlarinda ailesel demans ve parkinsonizm birlikteliginin sik oldugunu gostermistir.
Sonug¢ olarak bazi vakalarda iic kompleksin birlikte goriillmesi ALS, demans ve
parkinsonizmde ortak genetik faktorlerin etkili oldugunu ortaya koymaktadir. Bu da

yaygin bir ndrodejenerasyona olan ailesel yatkinligin bir gdstergesi olabilir.
1.1.2.1.2. Sporadik ALS’de Genetigin Rolii
Familiyal ve sporadik ALS klinik olarak birbirinden ayirt edilemez. Ancak iki

grup arasinda kiiciik ve ilging bazi farkliliklar vardir. Ornegin; familiyal vakalarda

hastalik baglangi¢ yasi ortalamasi sporadik vakalara oranla 10 yas daha erken olup



yaklagik 46 iken, familiyal vakalarda hastalik baslangic yasi ortalamasi yaklasik
56’dir. FALS’ da kadin:erkek oranmi 1:1 iken SALS’da bu oran 1:1.5’dir. Bu oran 70

yasindan sonraki hastalar arasinda 1:1’e yaklagir.

e SOD1

SOD1 mutasyonu FALS vakalarinin %10-15 ile iligkilendirilmistir. SALS
hastalarinda SOD1 mutasyonu taramalar1 sonucu bu vakalarin %1-7’sinde SOD1
mutasyonlarina rastlanmistir. Bugiine kadar tarif edilen biitiin SOD1 iligkili SALS
vakalar1 ile SOD1 mutasyonu tasimayan SALS hastalarim1 birbirinden ayiracak
fenotipik karakteristik bir farklilik bulunmamaktadir. Ancak SODI1 iligkili SALS
hastalarinda hastaligin ortalama baslangic yas1 41.4’dir. Yani bu deger SODI1
mutasyonu tasimayan SALS hastalarinin ortalamasindan 10 yas daha diisiiktiir.
Sporadik ALS’de en sik rastlanan SOD1 mutasyonu I113T mutasyonudur. SALS ile
iliskilendirilen bazi mutasyonlara FALS vakalarinda da rastlanmast SALS
vakarlarinin  gercekten sporadik mi oldugu konusunda bazi siipheler de

dogurmaktadir.

e Dinaktin (DCTN1)

Dinaktin farkli alt birimlerden olusan biiyiik bir protein kompleksidir. Bu
kompleks en az 7 farkli polipeptiten olusur. Polipeptitler vesiikiillerin ndronlar
boyunca tasimimi esnasinda hem mikrotiibiillere hem de sitoplazmik dineinlere
baglanirlar. DCTN1 dinaktin proteinin en biiyiik alt birimini olusturur. En az 32
eksonu vardir. DCTN1 genindeki tek bir baz degisimi pozisyon 59’da serin amino
asitini glisin amino asitine doniistiiriir. Bu degisim dinaktinin mikrotiibiillere direk
baglanma bolgesi olan p150 alt biriminde meydana gelir. DCTN1 geninin p150 alt
biriminde meydana gelen mutasyonlarin atipik ALS 6zellikleriyle ilerleyici alt motor
hastaliklara neden oldugu gozlenmistir (Munch et al. 2004). Daha sonraki yillarda
DCTNI1 geninde 3 tanede daha missense mutasyonu belirlenmistir. Ancak DCTN1
mutasyonlarinin ALS hastaligiyla iliskisi SOD1°deki gibi kesin degil, tartismaya agik
bir konudur (Gros-Louis et al. 2006).
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e Norofilamentler

Norofilamentler, aksonal tasimada, sinir hiicreleri seklinin ve capinin
belirlenmesinde rol oynayan agir, orta ve hafif alt iinitelerden olusan proteinlerdir.
Norofilamentlerin anormal birikimi ALS, Alzheimer, Parkinson hastaligi gibi pek
cok norodejeneratif hastalikta gozlenen patolojik bir ozelliktir (Gros-Louis et al.
2006). SOD1 ile uyarilan toksisitenin muhtemel hedefleri arasinda nérofilament
proteinleri de vardir. Genis c¢apli ve norofilamentlerce zengin olan motor aksonlar
insan ALS’ sinde ozellikle etkilenmektedir.

Hem sporadik ALS’de hem de familiyal vakalarda SOD1 geni susturulmusg
farelerde oldugu gibi motor noronlarin proksimal aksonlarinda ve hiicrelerde
norofilamentler birikir. Norofilamentlerdeki anomaliler ndrodejenerasyonun yan
tiriinleri olabilecegi gibi norodejenerasyona da neden olabilirler. Norofilamentlerin
hastalik olusumunda rol alabilecegi diisiincesi ile mutant veya yabani tip
altbirimlerin artmig ekspresyonu gozlemlenmis, sonu¢ olarak motor noéronlarin
fonksiyon kaybi ve aksonlarda dejenerasyon belirlenmistir. Ayrica ALS hastalarinda
gozlenene benzer sekilde norofilamentlerin siskinligi de gozlenmistir (Rowland and
Shneider, 2001).

Norofilamentlerin normal dis1 ekspresyonlarinin neden motor noronlarda
dejenerasyona neden oldugu heniiz netlesmemistir. Organizasyonu bozulan
norofilamentler, aksonlarin bakimi i¢in gerekli olan molekiillerin aksonal taginimina
engel olabilir. Norofilamentlerdeki boyle anomaliler mutant SOD1’in toksik etkisi
sonucu olusuyor olabilir. SOD1‘de bir mutasyon tasiyan farede norofilamentlerin
hafif alt biriminin ekspresyonunun elimine edilmesi veya norofilamentlerin agir alt
biriminin overekspresyonunun hastalifi iyilestirdigi g6zlenmistir. Aksonal
norofilamentler mutant SOD1’in toksik etkilerinin hedefleri olabilir. Bu durum
azalmis aksonal filament sayisinin neden koruyucu oldugunu da agiklar. Ayrica
motor noron hiicrelerinde norofilamentlerin birikimi tamponlayici kalsiyum yoluyla
SODI aracili hasara kars1 koruyucu veya ¢inkonun baglanabilirligini azaltici olabilir

(Gros-Louis et al. 2006).
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e Periferin

Periferin ilk olarak 1984 yilinda Portier et al. tarafindan tanimlanmis tipIIl
araci (intermediate) filamenttir. Memelilerin cevresel sinir sistemi hiicrelerinde hiicre
iskelet proteini olarak bulunur (www.ncbi.nlm.nih.gov). Sporadik ALS hastalarinda
ve SODI mutasyonu tasiyan farelerde noronal inkluzyonlarda norofilamentlerle
beraber bulunur.

Periferin normalde motor noéronlarda eksprese edilir. Fakat periferin seviyesi
hiicresel bir incinme veya iltihaba bagli olacak sekilde uyarilan sitokinlere bir cevap
olarak artar. Farelerde periferin proteininin ekspresyonundaki artis secici olarak
motor aksonlarin dejenerasyonunu arttir. Norofilamentlerin hafif alt {initelerinin
mRNA seviyesi SALS hastalarinin néronlarinda anormal derecede diisiiktiir. Bu alt
birimi bulunmayan farelerde ve ayn1 zamanda periferinin asir1 ekspresyonu
oldugunda secici motor néronlarin 6liimii belirgin bir 6zellik olarak bulunmustur. Bu
nedenle bir inflamasyondan veya noronlarda olusan bir hasardan sonra periferin
ekspresyonunun artmasi hafif altbirimin yoklugunda norofilamentlerin agir ve orta
agirliktaki alt birimlerinin etkilesimi yoluyla motor noron hastalia neden olabilir.
Bu da toksik agregatlarin olusumuna yol gosterebilir. Gozlemler periferin proteininin
normalden fazla miktardaki ekspresyonunun ni¢in yalnizca nérofilamentlerce zengin
motor noronlarn oOldiiriip, norofilamentleri eksprese etmeyen duyu noronlarinin

etkilenmeyisinin bir nedeni olabilir (Rowland and Shneider, 2001).

e Vaskiiler Endotel Hiicresi Biiyiime Faktorii (VEGF)

VEGF ilk kez tumér dokudan salgilanan bir protein olarak kesfedilmistir. Bu
protein yeni kan damarlar1 ve damarsal gegirgenligi attirir ve 6nemli bir damarlanma
(anjiyogenez) faktoriidiir. VEGF ile ALS nin ilk kez iliskilendirilmesi 2001 yilinda
hayvan modellerinde Vegf’in promotor bolgesinde bulunan hipoksiden sorumlu
elementte(hipoxia response element) bir delesyonun olmasi sonucu kaslarda
giicsiizliik, atrofi ve alt motor noronlarin dejenerasyondan kaynaklanan o6liimiine
neden oldugunun gozlenmesiyle olmustur (Gros-Louis et al. 2006). Azalmis VEGF

seviyesinin farelerde ALS’ye benzer motor noron dejenerasyonunu ortaya c¢iktigi
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gosterilmistir. Insanda yapilan arastirmalarda da VEGF geninin promotor bolgesinde
bazi genotiplere sahip homozigot olan bireylerin 1.8 kat daha fazla ALS riski
tagidiklar1 bulunmugtur. Ayrica ALS hastalarinda ve s6z konusu riskli genotipe
(AAG/AAG veya AGG/AGG) sahip hastalikli bireylerde, VEGF plazma
diizeylerinin Onemli Olciide diistiigii goriilmiistiir (Lambrechts et al. 2003). Bu
mekanizma ile ilgili Oneriler arasinda siirekli noronal iskemi ve VEGF’in motor
noronlardaki direk besleyici etkisinin kaybi gibi teoriler sonucu VEGF’in sadece
anjiyogenik bir faktor degil insanda ve farede motor néron dejenerasyonunda rol

oynayan 6nemli bir faktér (modifier gen) oldugu diisiiniilmektedir.

o Glutamat Eksitotoksisitesi

Eksitotoksik mekanizmalar ALS patogenezinde rol oynadigi diisiiniilen
faktorlerdendir. Bunu kanitlayan gézlemler mevcuttur. 1990 yilinda Rothstein et al.
ALS hastalarinda anormal bir eksitator amino asit metabolizmasi belirlemislerdir.
Daha sonra yapilan arastirmalar sonucu ALS hastalarinda, motor néron sistemindeki
temel eksitator norotransmiter olan glutamat miktar1 serebrospinal sivilarda artmus,
buna karsin beyin ve omurilikteki glutamat tagimimi azalmis oldugu belirlenmistir.
Glutamat tasiyicilarindan eksitator aminoasit tasiyicist 2 (EAAT2) ve glutamat
reseptorlerinden o-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksasol propionik asittAMPA), bu

durumdan sorumlu oldugu diisiiniilen molekiillerdir (Kawahara et al. 2004).

eSilinar Norotrofik Faktor (CNTF)

Spinal motor noronlarda Onemli bir norotrofik faktor olan CNTF’nin
azalmasinin ALS olusumuna katkisi olabilecegi diisiilmektedir. ALS hastalarinin
kortikospinal néronlarinda CNTF diizeyinde azalma tespit edilmistir. Ayrica CNTF
geni susturulmus farelerde CNTF geni ekspresyonunun ortadan kaldirilmasinin

ilerleyici motor noron dejenerasyonuna yol actig1 goriilmiistiir.
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o SMN Proteini (Survival Motor Noron)

Survival motor noron geni driiniin de ALS’deki motor noron
dejenerasyonunda rol aldig1 diisiiniilmektedir. Baz1 arastirmacilar hizla ilerleyen alt
motor noron belirtilerine sahip bazi hastalarda SMN genin sentromerik tipinin
(SMN2) delesyonlarinin ¢ok yiiksek oranda oldugunu tespit etmislerdir. SALS
hastalarinda da SMN2 delesyonlarinin sik oldugu gosterilmistir. Bu delesyonlarin

yatkinlik nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir (Tiirk Noroloji Dergisi, 2005).

e Diger Aday Genler

= Apolipoprotein E (APOE)

APOE geninin Alzheimer, Parkinson ve multipil skleroz gibi diger
norodejeneratif hastaliklarda risk faktorii oldugu belirlendikten sonra ALS hastalig
ile de iliskisi olabilecegi diisiincesiyle arastirmalar yapilmis ve APOE &4 genotipinin
ALS igin bir risk faktorii oldugu belirlenmistir (Dory et al. 2001; Lacomblez et al.
2002; Li et al. 2004).

=DNA tamir enzimi apiirinik/apirimidinik endoniikleaz (APEX)

DNA hasarmmin ALS etiyolojisinde 6nemli bir rolii olabilecegi konusunda
goriigler olmasi1 dolayisiyla bir DNA tamir enzimi olan apiirinik/apirimidinik
endoniikleaz geni incelenmistir. Ancak APEX geninde meydana gelen mutasyonlar
ALS hastalarinin biiyiik bir kismi i¢in gecerli olmadig belirlenmistir (Gros-Louis et

al. 2006).
= Anjiyogenin (ANG)
ANG geni, APEX genine 237 kilo baz yakinlikta bulunmaktadir ve yeni kan

damarlar1 olusumunda potansiyel bir aracidir. Bu yanmiyla da ALS hastaligi

gelisiminde risk faktorleri icinde sayabilecegimiz VEGF e benzemektedir. Yapilan
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arastirmalar sonucu ALS ile arasinda allelik bir iligki olabilecegi diisiiniilmektedir

(Greenway et al. 2004).

=Hematokromatoziz (HFE)

ALS’ den etkilenmis dokularda demir iyonunda bir artis belirlenmesinden
sonra ALS gibi norodejeneratif bir hastalikta demir birikimi prosesinin etkili
olabilecegi diislincesi olugsmustur. Bugiine kadar bilinen HFE geni mutasyonlari
hemotokromatoz hastalariyla iligkilendirilmistir. Ayrica yapilan ¢alismalar sonucu bu

gendeki ender bir polimorfizm SALS ile iliskilendirilmistir (Gros-Louis et al. 2006).

Cizelge 1.3 ALS hastah ile iliskili olabilecek diger aday genler.

Genler Calismalar Sonuglar

APOE Dory et al. 2001 APOEe4  allelinin ~ ALS
hastalarinin ~ hayatta  kalma

stiresiyle iligkili oldugu

bulunmustur.
Lacomblez et al. 2002 APOE’nin hastaligin
ilerleyisinde bir marker

olabilecegini ileri stiriilmiistiir.

Li et al. 2004 APOE  ALS  hastaligmm

baslangig¢ yasiyla iligkili

bulunmustur.

APEX Kisby et al. 1997 SALS  hastalarinin  frontal
korteksinde APEX enziminin
miktarinda azalma oldugu
belirlenmistir.

ANG Greenway et al. 2004 ALS hastalarinda ANG geni ile

alelik bir iliski saptanmustir.

HFE Goodall et al. 2005 HFE geninde meydana gelen
ender bir polimorfizmin SALS

ile iliskisi oldugu rapor
edilmistir.
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1.1.2.2. Cevresel Nedenler

1.1.2.2.1. Epidemiyolojik Ozellikler

ALS hastalig1 sporadik ve familiyal olmak iizere iki sekilde goriilebilir.
Hastaliginin goriilme sikligr 100.000’de 0.4-1.8 olarak belirlenmistir. Bu oran diinya
genelinde pek degismez. Ancak 6zellikle Guam pasifik adasinda ve Japonya’nin Kii
yarimadasinda hastalik yiiksek bir dagilima sahiptir (Gros-Louis et al. 2006).
Noropatolog Harry Zimmerman II. Diinya Savast boyunca Guam adasmnda ALS,
Parkinson ve demans hastaliklarinda dogal olmayan bir siklik oldugunu belirtmistir.
Arastirmalar Guam adasinda ALS hastaligi sikliginin diinya iizerindeki diger yerlere
benzemeyen sekilde 50 kat daha fazla oldugunu gostermistir (Rowland and Shneider,
2001).

1.1.2.2.2. Agir Metaller Maruz Kalma

Pek ¢cok norolog ALS hastalarinda kanda ve idrarda civa, kursun ve arsenik
miktarinin 6l¢iimii i¢in testler diizenlemislerdir. Buna ragmen ALS’ ye arsenik veya

civanin neden oldugu yoniinde bir bulgu yoktur.

1.1.2.2.3. Viral Enfeksiyonlar

Siirekli viral enfeksiyonlara maruz kalmak SALS’nin nedenleri arasinda
olabilir diisiincesiyle Berger et al. ALS hastalarinin omuriliklerini incelemis ve
hastalarin omuriliklerinde enteroviriis RNA’sma rastlanmistir. Fakat bu bulgular
daha sonra dogrulanmamistir. Polioviriislerde dahil olmak iizere viral enfeksiyonlarin
hastalik olusumundaki roliiyle ilgili bir iligki heniiz kurulamamistir (Rowland and

Shneider, 2001).
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1.1.2.2.4. Alternatif Teoriler

Otoimmiinitenin ALS patogenezinde rol alabilecegi teorisi iizerine yapilan
incelemeler sonucu ALS hastalarinin omuriliklerinde motor noronlara kars1 IgG
antibadilerine sahip olan aktive edilmis mikroglia ve T hiicreleri bulunmustur (Appel,
1999). Appel’e gore SALS hastalarinda voltajla acilan kalsiyum kanallarina karsi
olan antibadiler hiicrenin kalsiyum regiilasyonuna engel olarak motor néronlarin
dejenerasyonuna neden olabilirler. Tiim bu bulgulara ragmen ALS hastalarinda
immiinoterapinin etkili bir tedavi sekli olmadigr gozlenmistir (Hand and Rooleau.
2002). Bu nedenle bir otoimmiinite olay ALS’ nin nedenidir teorisi tartismaya agik

bir teoridir (Rowland and Shneider, 2001).

1.1.3. Hastahigin Histopatolojik Ozellikleri

ALS hastaliginin histopatolojik 6zellikleri beyinde astrosit hiicrelerinin fazla
tiretimi (astrositik gliyoz) ile birlikte motor noronlarin kaybi ve dejenerasyonudur.
Dejenere olan sinir hiicrelerinde ve sinir sistemi destek dokusu hiicreleri olan
gliyalarda noronlar i¢i kalintilar goriiliir. ALS’de gozlenen noronlar ici kalintilar
Bubina cisimcigi, ubikutinlenmis kalintilar, Lewy cisimcigine benzer kalintilar,
kiimelegmis hiyalin kalintilar1 ve ileri derecede glikozillenmis son iiriinlerdir. Benzer
kalinti bulgular1 ALS hastalarinda ve ALS-demansli vakalarda da goriilmistiir
(Rowland and Shneider, 2001). Ayrica ALS hastalarinda ve mutant SOD1 geni
tagiyan transgenik farelerde mitokondri morfolojisinde de anomaliler bulunmustur.
Mitokondri morfolojisindeki bu anomaliler, genislemis ve organizasyonu bozulmus
mitokondri kristalari, mitokondri dig membraninin sizdirmaya baslamasi ve zamanla
yapisinin tamamen bozulmast ile birlikte mitokondri kalintilari tasiyan erken
vakuollerin olusumu seklindedir. Bazi hastalarda golgi cisimciginde pargalanmalar

da bulunmustur.
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1.1.4. Hastalik Olusumu

ALS hastaliginda motor noronlarin 6liim nedeni olarak tek bir etken
sayillamaz. Ciinkii yapilan arastirmalar sonucu aragtirmacilar, ALS hastaliginin
multifatoriyel bir hastalik oldugu goriisiinde birlesmistir. Asagida aciklanacak
molekiiler yol izlerinin her biri hastaligin olusumuna katkis1 olabilecegi diisiiniilen

etkenlerdir (Sekil 1.2).

Marofilement

genlerinde .
mutasyon \:. Morofilament aksonal
organizasyonun —se

/ bozulmas bodulma

Aksonal incinme T Fetiferin arigl
weya inflamasyan

FProtein

/ agregasyonlan
5001 genindek Cinkova badlanma zarlugu
mutasyonlar
? i Anormal tirozin nitrasyonu
ve peroksidasyon — Apoptoz

mitokondrival hasar

T Hilcreigi kalsivum kalsiyum
r_,.,—-"" seviyesinde artig

Kalsivum gegirgen glutamat
reseptdrlerinin aklivasyonu

Sekil 1.2 ALS’de motor néronlarin dejenerasyonunda etkili olabilecegi

diisiiniilen mekanizmalar (Rowland and Shneider, 2001).
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1.1.4.1. SODY’ in Neden Oldugu Toksisite

Sporadik ve familiyal ALS‘nin klinik ve patolojik olarak benzer olmasi
hastaligin genel bir olusum sebebi oldugunu diisiindiiriir. ALS hastalarinin
yalmizca %2’si siiperoksit dismutaz 1 (SOD1) geninde mutasyona sahip olsalar da
bu mutasyonlarin bulunmasi hastaligi olusum sebebini anlamada ilk molekiiler
isaretleri sagladigi i¢in ALS hastalig ile ilgili olan arastirmalarda bir doniim noktasi
olmustur.

SODI1 enzimi toksik siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit ve oksijene
doniisiimiinii katalizleyen ve bunun icinde bakir metaline gereksinim duyan bir
enzimdir. Enzimin aktif bolgesinde bulunan bakir atomu katalizde ara buluculuk
gorevi yapar. SOD1 ayn1 zamanda pro-oksidant aktivitesine de sahiptir. Bu
aktiviteleri arasinda hidroksil radikallerinin olusumu reaksiyonu olan peroksidasyon
ve tirozinin nitrasyonu vardir. SODI1 enzimi normalde toksik siiperoksit radikalini
hidrojen peroksite dontistiiriir. SOD1 genindeki mutasyonlar bu reaksiyonu tersi
yonde degistirip toksik hidroksi radikali olusumuna neden olabilir veya peroksinitrit
gibi anormal substratlarin kullanimini arttirabilir sonucunda da proteinlerdeki tirozin
aminoasitinin anormal olarak nitrasyonuna neden olur (Sekil 1.3).

SODI1 genindeki mutasyonlar enzimin antioksidant fonksiyonunu bozarak
siiperoksitin toksik birikimine neden olabilir. Bu diisiince loss-of-function yani
fonksiyon kaybi hipotezi olarak isimlendirilmis ve yapilan caligmalar sonucu bu
hipotez ciiriitiilmiistiir (Reaume et al. 1996). Konuyla ilgili olarak, SOD1’in artmis
ekspresyonunu gerceklestirilen ve G93A mutasyonunu tasiyan farelerde mutant
SOD1I’in artmis aktivitesine ragmen motor ndron hastaligl gelisimine neden oldugu
gosterilmistir. Dahas1 SOD1’in tiimiiyle eliminasyonu farelerde herhangi bir motor
noron hastalik olusturmamistir. Bu nedenle SOD1 mutasyonlar hastaliga enzim
aktivitesinin kayb1 (loss-of-function) yoluyla degil toxic gain-of-function yani toksik

fonksiyon kazanimi yoluyla neden olmalidir (Rowland and Shneider, 2001).
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1.1.4.1.1. Peroksinitrit ve Cinko

Gain-of-function yani toksik fonksiyon kazanimi teorisine gore SOD1’deki
mutasyon enzimin aktivitesini, anormal substratlara olan ilgisini arttirarak degistirir.
Ornegin SOD1 substrat olarak peroksinitrit radikali kullanilirsa anormal tirozin
nitrasyonu proteinlere hasar verebilir. SOD1 geni susturulmus farelerde oldugu gibi
sporadik ve familiyal ALS hastalarininda omuriliklerinde serbest nitrozin seviyeleri
artmistir. Fakat nitrasyonun spesifik hedefleri su zamana kadar belirlenememistir

(Rowland and Shneider, 2001).

Slperoksit dismutaz 1'in normal aktivitesi

SOD1-Cu?t4+0;~ —» SOD1-Cu*+0;
SOD1-Cut+4+0;- —» SOD1-Cu?*+H;0,

Hidroksil radikalinin olusumu

SOD1-Cu?t4+H;0,—>» SOD1-Cut+0;-+2H*
SOD1-Cu*+H;0; —3» SOD1-Cu?*+0H +0H-

Tirozin nitrasyonu

SOD1-Cu?*+0ONOO-—>» SOD1-CuO....NO%*
SOD1-CuQ....NO?* +Tyr —» SOD1-Cu?*+0H-+NO2-Tyr

Sekil 1.3 SOD 1’in bakir aracih olarak katalizledigi reaksiyonlar.
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SOD1’deki mutasyonlar enzimin ¢inkoya (Zn) baglanma yetenegini bozarak
da oksidatif hasara neden olabilirler. Cinkodan mahrum kalma sonucu hem mutant
hemde yabani tip SOD1’de siiperoksit radikaline kars1 aktivitede azalmis bir verim
olusur. SOD1’ deki mutasyonlar enzimin ¢inkoya olan meyilini azaltir (Crow et al,
1997). Bu nedenle mutant proteinler ¢inko eksik durumda genelde toksik olarak farz

edilir.

1.1.4.1.2. Bakir ve SOD1 Agregatlari

Yapilan calismalar gostermistir ki ¢inko eksik SOD1 aktivitesinin anormal
oldugu diisiiniilse de enzim yinede aktif bolgesinde bakir metaline ihtiyac duyar. iki
selator cinko hasarli SOD1’den bakir metalini uzaklastirir. Ayni selatrler normal
aktiviteye sahip SOD1’de yani Cu ve Zn eksigi olmayan SOD1’de bunu yapmaz. Bu
iki selatoriin kiiltiire edilmis motor noron hiicrelerini ¢inko hasarli SOD1’ den
korudugu gozlenmis ve sonucunda insan ALS’sinin tedavisinde yararh olabilecekleri
digiiniilmiistir. Bu bulguya ragmen SODI ile baslatilan toksisitenin herhangi bir
enzimatik aktiviteye gereksinim duyup duymadigi net degildir (Rowland and
Shneider, 2001).

SODI1 iligkili oksidatif anomaliler toksisitenin birincil sebebi olamaz. Bunun
yerine Onerilen diger yas iliskili norodejeneratif hastaliklarda oldugu gibi toksik
fonksiyon kazanma mekanizmasiyla anormal protein agregatlarinin olugmasina
neden olan yanlis katlanmig mutant SOD1 toksisitesi goriisiidiir (Cleveland and Liu,

2000).

1.1.4.2. ALS’de Mitokondrinin Rolii

ALS hastaligindaki mitokondriyal fonksiyon bozukluklari Alzheimer ve
Parkinson gibi diger norodejeneratif hastaliklarda gozlenene benzemektedir. ALS
hastalarinin mitokondrilerinde gézlenen anomaliler; bozulmus elektron tasinimi,
serbest radikal olusumundaki artis ve sitoplazmik kalsiyum tamponlama aktivitesinin

bozulmasidir.
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» Yapisal anomaliler: Mutant SOD1’in farelerdeki ekspresyonu motor néronlarda
dejenerasyona neden olur. Bu motor noronlarin elektron mikroskobundaki
goriintiilerinde mitokondride vakuolar dejenerasyon oldugu gozlenir.

» Mitokondrinin degisen fizyolojisi: Yapisal anomalilere ek olarak ALS hastalart
ve hayvan modellerinde mitokondri fizyolojisinin degismis oldugu saptanmistir.
Hiicrede mitokondri sitoplazmik kalsiyumun tamponlanmasina katkida bulunur.
Mitokondriyal seviyedeki kalsiyum iyonu dengesi ALS’li hastalarin pek ¢ok
dokusunda degisime ugramistir. Mitokondrinin bu azalmis tamponlama
kapasitesi hiicrede apoptozizi baslatarak nérodejenerasyona neden olabilir.

> Serbest radikal olusumundaki artis: Mitokondri serbest radikal olusumuna
katkis1 olan bir organeldir. ALS’de oksidatif stres meydana gelir. Bu stresin
sebebi ROT’lerinin iiretimindeki artis ve yok edilmesindeki aksamalar olabilir
(Russell et al. 2000).

Mitokondriyal elektron tamponlama ve ROT’leri iiretimindeki degisimler
cogunlukla elektron tasima sistemi (ETS)’nin islevini kaybetmesiyle iliskilendirilir.
ALS hastalarinda ETS fonksiyonundaki bozukluk ilk kez Bowling et al. tarafindan
belirlenmistir. Bu ekip ayni zamanda SOD1 mutasyonu tasiyan ALS hastalarinin
beyin dokusu orneklerinde NADP:ubiquinone oksidorediiktaz (kompleksl) enzim
aktivitesinde artis oldugunu da belirlemistir. 1996 yilinda Fujita et al. ALS
hastalarinin omuriliklerinde sitokrom C oksidaz (kompleksIV) enzim eksikligini
belirlemislerdir. SOD1 mutant familiyal ALS’de artmigs kompleksl aktivitesi
raporunun aksine Wiedermann et al. sporadik ALS hastalarinin kaslarinda azalmis
komplekslI aktivitesi belirlemislerdir.

Motor néronlarin metabolik yollarinda ki yogunluk ve hiicrelerin buna bagl
olarak oksidatif fosforilasyonla olan iligkileri, onlar1 &zellikle mitokondriyal
fonksiyon kayiplarina kars1 hassas hale getirir.

ALS hastalarinin mitokondrilerinde meydana gelen degisimler ve bunlarin
hastalik olusumuna olan Kkatkilar1 heniiz tam olarak belirlenemese de bu tarz

bozukluklar apoptoziz ve ALS’deki norodejenerasyonla iligkili olabilir.
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1.1.4.3. Araci Filamentlerin Diizensizligi

1.1.4.3.1. Norofilamentler

Anormal nérofilament birikimi hem SALS hem de FALS vakalarinda
gozlenen patolojik bir bulgudur. Norofilamentler noron iskeletinin yapisini
olustururlar. NF-H, NF-M ve NF-L olarak iic ana gruba ayrlirlar. In situ
hibridizasyon calismalarinda ALS hastalarinin NF-L mRNA seviyelerinde belirgin
bir azalma gozlenmistir. Bu durumda, NF-M ve NF-H alt birimleri normal
norofilament yapist olusturamaz, organizasyonu bozulmus filamentler hiicre gévdesi
ve proksimal aksonlarda birikir (Sekil 1.4). Sa¢ yumagin1 andiran bu olusum, gerek
hiicredeki organelleri hapsetmek gerekse aksonal transportu engellemek suretiyle
motor néronlarin 6liimiine neden olur (Julien, 2001).

NF-H, NF-M ve NF-L susturulmus fareler klinik fenotip ve gelisim agisindan
normal olmakla birlikte, herhangi bir norofilamentin asir1 ekspresyonu olan farelerde
perikaryal norofilament inkluzyonlari, aksonal atrofi ve azalan iletkenlik gozlenir.
Ayrica NF-L knock-out farelerde, NF-H’nin asir1 ekspresyonunun yasam
siiresini %65 oraninda arttirdign  goriilmiistiir; perikaryal inkluzyonlar halen
mevcuttur fakat hiicre tarafindan kolaylikla tolere edilebilirler, hatta koruyucu etki
yaratirlar. Bu durum iki sekilde aciklanabilir: birinci hipoteze gore norofilamentler
Ca” kompleksleyici olarak gorev yaparlar; norofilamentlerde bircok Ca®* baglanma
bolgeleri bulunmaktadir. Ornedin glutamat eksitotoksisitesi sonucu hiicre icinde
biriken asir1 miktardaki Ca**y1 baglayarak motor ndronlari korurlar (Cluskey and
Ramsden, 2001). Ikinci hipotez ise, norofilamentlerin reaktif oksijen tiirevleri i¢in bir
gider olusturarak, bu toksik maddelerin yikici etkilerini ortadan kaldirmak suretiyle

motor noronlar1 korudugunu kabul ederler (Couillard-Després et al. 1998).
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Sekil 1.4 Norofilament yapisinin A. Normal motor protein, B. NF-H’ nin asir1

ekspresyonu ve C. Mutant NF-L varhginda olusumu ve etkileri (Julien, 2001).

1.1.4.3.2. Periferin

Periferin ¢ogunlukla cevresel sinir sisteminde eksprese edilen tiplIl araci
norofilament bir proteindir. Spinal motor ndronlarda da diisiik seviyelerde ol¢iilebilir.
Periferin mRNA’sinin regiilasyonu FALS vakalarinda incelenmis bazi kosullar
altinda 6rnegin SOD1’in mutant formunu eksprese eden transgenik farelerde fare
Prph geni farkli farkli splizing cesitleri olusturmustur. Olusan bu yeni {iriinlerin
dogal mRNA iiriiniine kiyasla tam aktif degil ve kiiltiire edilmis sinir hiicrelerinde de
toksik olduklart gozlenmistir. SALS’li bir hastada son olarak belirlenen bir
frameshift mutasyonu ALS hastalifi olusumuna norofilamentlerin etkisi iizerine
kurulan siipheleri arttirmistir. Bu c¢alismada PRPH frameshift delesyonu tasiyan
kiiltiire edilmis hiicrelerde bdyle bir genin ekspresyonu sonucu nérofilamentlerin bir

arada toplanmig olarak bulunduklar belirlenmistir (Gros-Louis, 2006).
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1.1.4.4. Kalsiyum Homeostazisi ve Eksitotoksisite

1.1.4.4.1. Kalsiyum Baglayic1 Proteinler

Hiicre ic¢i kalsiyum diizeyindeki bir bozulmanin ALS ile olan iliskisini
gosteren pek cok kanit vardir. Hiicre ici kalsiyum dengesinin bozulmasi hiicre
Olimiinii uyaran bir dizi olayr da tetikler. ALS hastalarinda ve mutant SOD1’i
tasiyan farelerde okulomotor ndronlar gibi bazi motor néronlarin direnci, hiicre igi
yiiksek kalsiyum seviyesinin toksik etkilerini gideren kalsiyum baglayici proteinlerin

varligiyla iliskili olabilir.

1.1.4.4.2. Glutamat Reseptorleri ve Tasiyicilar

Glutamat merkezi sinir sistemindeki en 6nemli eksitator norotransmiterlerden
biridir. ALS hastalarinda glutamat eksitoksisitesinin rolii ile ilgili diistinceler
sporadik ALS hastalarinin omurilik sivilarindaki glutamat seviyesindeki artisin
saptanmasiyla baslamistir. Yiiksek seviyelerdeki glutamat eksitotoksik olabilir.
Ciinkii kalsiyum gecirgen reseptorlerin veya voltajla acilan kalsiyum kanallarinin
direk aktivasyonuyla hiicrede serbest kalsiyum seviyesi yiikselir.

Omurilik sivisinda glutamat seviyesindeki artis merkezi sinir sistemindeki
glutamat tasiyicilarindaki bozukluktan kaynaklaniyor olabilir. Normalde glutamatin
sinapslardaki aktivitesi eksitator amino asit tasiyicilart (EAATSs) vasitasiyla
norotarnsmiterlerin yeniden alimimiyla ile sonlamir. Bu EAAT’ler perisinaptik
astrositlerde ozellikle EAAT1 ve EAAT?2’dir. Rothstein yaptigi calismalarda
sporadik ALS’li hastalarda EAAT2’nin segici olarak kaybinin glutamat taginimini
bozacagini diisiinmiistiir. Merkezi sinir sisteminin etkilenmis bolgesinde EAAT2 nin
bu kayb1t EAAT2 mRNA’simin anormal olarak splize edilmesine baglanmistir. Ancak
EAAT2 mRNA prosesinin hastalik ©6zel ve bolge 0©zel hatalann heniiz
dogrulanmamastir.

Familiyal ALS hastalarinda mutant SOD1 hidrojen peroksitin varliginda
yaptigi gibi EAAT2’nin inaktivasyonunu Kkatalizleyerek eksitotoksik noronal

incinmeye neden olabilir. Ve bu proses FALS ile SALS arasindaki iliskinin diger bir
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ornegi olabilir. Mutant SOD1 aym zamanda mitokondrinin direk toksik etkisi
vasitasiyla hiicre i¢i kalsiyim seviyesi i¢in temel olusturan hiicre ic¢i kalsiyum

seviyesini de etkileyebilir (Rowland and Shneider, 2001).

1.1.4.5. Apoptoz: Planlanms Hiicre Oliimii

ALS’ nin pek cok olasi tetikleyicisi motor ndron hiicrelerin hayatta kalmasi
icin esas olan hiicresel fonksiyonlar1 bozabilir. SODI1 ile olusan ALS de motor
noronlarin 6liimii biiyiik olasilikla bu programlanmis hiicre 6liimii vasitasiyla olur.
Bu konuda hala tartigmalar vardir. Hiicrede apoptoz Bcl-2 protienlerinin olusturdugu
sinyallere cevap olarak kaspaz proteinlerinin aktivasyonu ile baslar. SOD1 de G93A
mutasyonu tasityan farelerde antiapoptotik Bcl-2’nin ekspresyonu motor noron
hastaligin ortaya ¢ikisin1 geciktirmis ve hayatta kalma siiresini arttirmistir. Bir kaspaz
inhibitorii olan interlokin-1B-donistiiriicti enzim de hastalik ilerleyisi ve hayatta
kalma siiresini uzatmistir. Apoptoz motor noronlarin dejenerasyonunda geg¢ bir olay
olmasina ragmen programlanmis hiicre Oliimiiniin inhibisyonu ALS de iyilesme

saglayabilir (Rowland and Shneider, 2001).
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1.2. REAKTIF OKSIiJEN TURLERI (ROT)

Serbest radikaller, son orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
tasityan molekiil veya molekill fragmanlar1 olarak tanmimlanabilir. Bir molekiilde
eslesmemis elektron bulunmasi o molekiilii yiiksek derecede reaktif hale
getirmektedir (Akkus, 1995).

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden 2 elektron almasi sonucu
peroksit olusur. Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin iiretimi
superoksidin dismutasyonu ile olur. Iki superoksid molekiilii iki proton alarak
hidrojen peroksid ve molekiiler oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal

olmayan triinler meydana geldiginden bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir.
2 02._ + 2H+ - H202 + 02

Bu dismutasyon ya spontandir ya da superoksid dismutaz tarafindan
katalizlenir. Hidrojen peroksid bir serbest radikal olmadigi halde, reaktif oksijen
tiirleri icine girer ve serbest radikal biyokimyasinda onemli bir rol oynar. Ciinkii
superoksid ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali

olan hidroksil radikali olugturmak iizere kolaylikla yikilabilir.
H202 + 2 Ozt — «OH + OH + 02

Bu reaksiyon katalizorsiiz oldukca yavas ilerler. Demirle katalizlenen ikinci

sekli ise ¢cok hizlidir. Bu reaksiyona Fenton reaksiyonu adi verilir.
Fe” + H,0, — Fe” + OH + +OH
H202 + ¢ — «OH + OH

Goriildiigii gibi superoksid, hem hidrojen peroksid kaynagi hem de gecis
metalleri indirgeyicisidir. Indirgenmis gegis metalleri (demir ve bakir gibi) okside
sekillerine gore hidrojen peroksidle daha reaktiftirler.

Hidroksil radikali hidrojen peroksidin gecis metallerinin varliginda

indirgenmesi ile (Fenton reaksiyonu ile) meydana gelir. Suyun yiiksek enerjili
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iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olusur ve
son derece reaktif bir oksidanttir (Akkus, 1995).

Oksijence zengin cevrelerde hayatta kalabilen aerobik organizmalar ROT
kars1 etkili bir savunma sistemi gelistirmislerdir. Aerobik organizmalarda ROT’
lerinin fizyolojik konsantrasyonu hiicre sinyal yol izlerinde ve patojen ataga karsi
gorev almasi bakimindan yararhidir. Ancak ROT’lerinin artmis miktar1 cesitli
hastaliklarin gelismesine katkida bulunabilir. Ornegin; kanser, hipertansiyon, diabet,
aterosikleroz, inflamasyon ve erken yaslanma vb. Siiperoksit dismutazlar (SOD’lar)
ROT’lerine karsi hiicrede bulunan ilk ve en Onemli antioksidan enzimlerdir.
Giiniimiizde memelilerde ii¢ farkli SOD izoformu belirlenmistir. Her birinin genetik

yapilari, cDNA’lan ve proteinleri belirlenmistir (Zelko et al. 2002).

1.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Gen Ailesi

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimleri, hiicreleri reaktif oksijen tiirlerine
(ROT) kars1 koruyan en 6nemli antioksidan sistemleri olugturmaktadir. Bu enzimler
katalitik bolgelerinin merkezlerinde redoks metalleri icerirler ve siiperoksit radikalini
hidrojen peroksit ve oksijene dontstiriirler (Sekil 1.5). Enzimin fizyolojik
fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikalinin zararl

etkilerine kars1 korumaktir (Akkus, 1995).

H,0, \4 - HO

Sekil 1.5 Siiperoksit dismutaz enziminin katalizledigi reaksiyonlar (Me; SOD

ailesi yapisinda bulunan metaller).
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Bugiine kadar memelilerde biyokimyasal ve molekiiler olarak karakterize
edilmis 3 farkli siiperoksit dismutaz enzimi bulunmaktadir. SOD1 veya CuZn-SOD
(EC 1.15.1.1) bunlar icerisinde ilk olarak karakterize edilen enzimdir. Yapisinda
bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) metalleri iceren homodimer bir enzimdir ve ¢ogunlukla
sadece hiicre ici sitoplazmik boslukta bulunur. SOD2 veya Mn-SOD2 (EC 1.15.1.1)
bir tetramerdir. Baslangicta bir lider peptit icerecek sekilde sentezlenir. Bu lider
peptit, yapisinda manganez metali iceren enzimin sadece mitokondri bosluklarina
yonlenmesini saglar. SOD3 veya EC-SOD (EC 1.15.1.1), en son karakterize edilen
SOD enzimidir. Yapisinda bakir ve ¢inko metali igeren bu enzim tetramer olarak
bulunur. SOD2’ye benzer sekilde ilk olarak bir sinyal peptit igerecek sekilde
sentezlenir., Bu da SOD3’ti sadece hiicreler arasi (ekstraseliiler) bosluklara

yonlendirir.

1.2.1.1. Superoksit Dismutaz Genlerinin Yapilari

1.2.1.1.1. SOD1 (CuZn-SOD) Geni ve Proteini
] o 3 9 399 g d g 8 8 o8 9 5
= o o o fan fan fan far fa o fan fa fan fa

X

S50D1 geni

Sekil 1.6 21. kromozom ve SOD1 geninin kromozom iizerindeki yerlesimi.

SODI1 geni insanda kromozom 21q22 bolgesinde, sigir tiirlerinde kromozom
1q12-14, farelerde kromozom 16B4-ter bolgelerinde lokalize olmustur. Bugiine
kadar 21. kromozom Trizomi 21 ve Down sendromu iligkisi dolayisiyla oldukg¢a
yogun olarak calistlmisti. Down sendromlu hastalarda SOD1 enzim
aktivitesinin %50 oraninda artmis olmasi sebebiyle SOD1 proteininin normalden
daha yiiksek oranda bulunmasinin hastaligin patolojisi ile iliskisi hala tartisilan bir
konudur. Yapilan aragtirmalarda Down sendromundaki baz1 belirtilerle SOD1 geni
dozundaki artis arasindaki baz iliskiler kurulmustur. Ornegin hastalarin dillerindeki

sinir kas baglanti noktalarindaki patolojik anomaliler (Zelko et al. 2002).
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SODI1
i

CuZn-SOD
152 97 70 118 420

H ekson

== Intron

B kodlanan dizi

Sekil 1.7 SOD1 geninin ekson ve intronlari.

SOD1 geninin genomik organizasyonu tiirler arasinda sasirtict oranda
benzerlik gosterir. SOD1 geni 5 ekson ve 4 introndan olusur. TATA ve CCAAT
kutulant ve iyi korunmus GC-zengin bdolgeler promotor bolgeye yakin bir sekilde
konumlanmistir (5’ homolojisi). 5° ucuna yakin bolgedeki boyle bir homoloji bu gen
icin diizenleyici gorevi olan bu bolgenin evrimsel olarak korundugunun gostergesidir.
SODI1 geninin 3’ ucu pek ¢ok Poli A sinyal dizisine sahiptir. Bu 6zellik sayesinde
SOD1 mRNA’s1 farkli uzunluklarda sonlandirilabilir. Yapilan calismalar sonucu
insan SOD1 geninin promotor bolgesinin NF1, Spl, AP1, AP2, GRE, HSF ve NF-
KB gibi pek c¢ok transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerine sahip oldugu
bulunmustur (Kim et al. 1994). Spl ve Erg-1 transkripsiyon faktorlerinin rolleri
temeldir ve insan SOD1 genin uyarlabilir ekspresyonunun sagladiklar
dogrulanmistir (Zelko et al. 2002).

SOD1, bes eksonun kodladigi 153 aminoasitten olusan 32,000 Da agirliginda
kiigiik bir enzimdir. SODI1 iki es alt birimden olusan bir homodimerdir; dimerler
aras1 hidrofobik baglar bu yapiy1 saglamlastirir. Enzimin katalitik merkezini olan

ekson 3 ve 5 bolgesine Cu”* ve Zn** metalleri yerlesmistir. Ve bu bolgeler oldukga

2+ 2+

korunmus aminoasit dizileri igerirler. Cu™"’nin enzimatik, Zn""’nin yapisal islevi

vardir.
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Sekil 1.8 Homodimerik insan CuZn-SOD’mn kristal yapis1 (Cu; yesil, Zn;gri

olarak gosterilmistir).

Siiperoksit radikali hipotetik bir kanal vasitasiyla enzimin aktif bolgesine
yonlendirilir (Pramatarova, 1999). Yapidaki dort histidin aminoasidi bakir iyonu i¢in
ligand yapisi olusturur. Disiilfid kopriileri ve hidrofobik etkilesimler protein yapisini
stabilize eder. Enzimin dimer yapisinda olmasi molekiiliin yapisal stabilitiesini
arttinir ve SOD1 aktivitesini ikiye katlar. SOD1 tiirler arasinda olduk¢a korunmustur
ve insandan bakteriye kadar hemen hemen tiim aerobik organizmalarda bulunur.
Diger memelilerle karsilastirildiginda ortalama %82 homoloji gosterir (Getzoff et al.
1989).

SODI1 enziminin en belirgin islevi hiicre i¢in Oliimciil olan siiperoksit
molekiiliinii, O, ve H,O, ye katalizlemektir. Daha sonra H,O, glutatyon peroksidaz

ya da katalaz enzimi ile H,O ve molekiiler oksijene indirgenir.

0; + SOD-Cu™ + H" — 0, + SOD-Cu’
0, + SOD-Cu* + H" — H,0, + SOD-Cu**

202'- + 2H™ — SOD1 — H;O, + O,
Siiperoksit, Lys122, Lys136 ve Argl43 tarafindan olusturulan pozitif yiiklii

hipotetik kanal vasitasiyla Cu®*’nin bulundugu aktif bolgeye yonlendirilir. Ekson 3

ve ekson 5 tarafindan kodlanan 21 aminoasit de bu kanal yapisina katkida bulunur.
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Kanal kademeli olarak 24Adan 10 A° a dogru daralir; bu sekilde aktif bolgenin
bulundugu dar alana optimal bir ulagim saglanir.

Memeli hiicrelerinde sitoplazmada, niiklear bolmelerde ve lizozomda
bulunur (Zelko et al. 2002). Yapisal olarak kiiciik olan bu protein hiicredeki total
proteinin biiyiik bir kismimi olusturur. Yapilan in vivo calismalar sonucu miktari

yaklagik 10ul olarak belirlenmistir (Jonsson, 2005).

1.2.1.1.2. SOD2(Mn-SOD) Geni ve Proteini
L T I R 4 B Baeqgueqayn
g3 4 0§ dHdd+d Y4 4 dH 8 T oFH S o8 od § 8 ¥993FFLLLL8N
oo o o oo o fry o oo o oo o o o o o o oo o ooo oo o o O
|| |1 B4 | |1 | I | W |
S0D2 geni
6425

Sekil 1.9 6. kromozom ve SOD2 geninin kromozom iizerindeki yerlesimi.

1973 yilinda Creagan et al. fare insan hibritlerinde enzimatik analiz
yontemiyle SOD2 geninin 6. kromozom iizerinde oldugunu belirledikten sonra 1992
yilinda Church et al. floresan in situ hibridizasyon ve somatik hiicre hibrit haritalama

yontemiyle genin 6q25 bolgesinde konumlandigini bulmuslardir (Zelko et al. 2002).

2
s ]

97 203 117 180 513

H ekson

== intron

B kodlanan dizi

Sekil 1.10 SOD2 geninin ekson ve intronlari.

Insan, fare ve sicanda SOD2 geninin tiim genomik yapisi belirlenmistir.

Incelenen tiim bu canlilarda gen yapist ve dizilerinde korunma vardir. SOD2 geni 5
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ekson ve 4 introndan olusur. Yapilan genomik Souther Blotting calismalar1 sonucu
insan, fare ve sigirda yalnizca bir tane SOD2 geni bulunurken siganda 2 tane SOD2
geni tanmimlanmistir. Bu dort tiirde de SOD2 promotor bolgesi aymi Ozelliktedir.
Genin upstreaminde TATA veya CAAT kutusu elementleri bulunmazken GC’ce
zengin bolge bulunur. Bu 6zellik housekeeping genlerin genel ozelligidir. Ayrica
insan ve faredeki SOD2 genlerinin her biri NF-KB transkripsiyon regiilator element
icerir. Bu bolge insanda genin 3’ flaking bolgesinde bulunurken farede 5° flaking
bolgesinde 2 tane potansiyel element igerir. Dort tiiriin de promotor bolgeleri Sp-1 ve
AP-2 korunmus dizilerinin ¢oklu kopyalarini igerir (Zelko et al. 2002).

Bu gen olgun formda bir homotetramer olusturan ve her bir alt biriminde bir
manganez iyonu bulunduran bir proteini kodlar. Bu protein oksidatif fosforilasyonun
bir yan iiriinii olan siiperoksite baglanir ve onu hidrojen peroksit ve diatomik
oksijene doniistiiriir. Bu gende meydana gelen mutasyonlar idiopatik
kardiyomiyopati (IDC), erken yaglanma, sporadik motor noron hastaliklar ve kanser

ile iligkilendirilmistir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

1.2.1.1.3. SOD3(EC-SOD) Geni ve Proteini

gli.z
gl3.3
g21.21
g21.23
g22.1
22,3
o2d
25
26
27
g23.1
g31.21
q3l.23
q31.3
g3z2.1
q3Z.2
432.3
34,1
03d.3
g35.1
q35.2

pl5.31
pl5.2
pla.l
)
pls
plz
olz
gl3.l

|
E

plE.3
plE.l
pl5.33
pl5.32

S50D3 geni
4p-q21

Sekil 1.11 4. kromozom ve SOD3 geninin kromozom iizerindeki yerlesimi.

SOD3 geninin hangi kromozom {iizerinde bulunduguna dair yapilan

calismalar sonucu 1990 yilinda Hendrickson et al. bu genin insanda 4p-q21

bolgesinde yerlesmis oldugunu saptamistir.
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sekuens

Sekil 1.12 SOD 3 geninin ekson ve intronlari

Insanda SOD3 geninin yapist 1994 yilinda Folz and Crapo tarafindan
saptamistir. SOD3 geni SODI geni ile ekson seviyesinde %40-60 benzerlik gosterir.
SOD1’den aminoasit dizisindeki farkliliklar, antijenik ozellikleri ve dokulara
dagimindaki farklilik ile ayrilir. Ancak SOD?2 ile arasinda boyle bir benzerlik yoktur.
SOD3 geni farelerde 4 kilobazliklik bir intronla ayrilan 2 eksondan olusur. Insan
SOD3 geni ise 3 eksondan olusmaktadir. Insan ve farede SOD3 geninin promotor
bolgesi TATA veya CCAAT kutusu bulundurmaz. insan SOD3 geni dizisinde pek
cok transkripsiyonel respons element bulunmustur. Bunlar arasinda bir metal
regiilator element, bir AP-1 bolgesi ve 2 potansiyel antioksidan respons element
vardir (Zelko et al. 2002).

SOD3 geni tiriiniiniin beyin, akciger ve diger dokular oksidatif strese karsi
kurudugu diisiiniilmektedir. Protein sentezlendikten sonra hiicreler arasi alana iletilir.
Ancak proteinin C terminaline yakin bir kismi protein hiicre disina salgilanmadan
once kesime ugrar. Burada heparan siilfat proteoglikan ve kollojen ile etkileserek
hiicre yiizeyine ve hiicreler arasi bosluga glikozillenmis bir homotetramer olarak
yerlesir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Yap1 olarak farkli olup fonksiyonel olarak ayni gorevi yapan bu iic SOD
iyesinin birbirinden farkli olan diger 6zellikleri Cizelge 1.4’deki gibidir.
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Cizelge 1.4 SOD ailesi iiyelerinin birbirlerinden farkh olan ézellikleri.

1 son S0D2 S0D3
Sitoplazmik bosluklar  Mitokonriyal bosluklar

Hiicreler arasi alan

Eksprese edildigi

yer

Cesitli hiicreler

Mekanik, kimyasal,
biyolojik mesajcilar;

Pek ¢ok hiicre tipi ve
doku

Sitokinler; IL-1,IL-4,
IL-6,TNF-a,

TiplI alveolar hiicreler,
proksimal renal tubular
hiicreler, damar diiz
kas hiicreleri, akciger
makrofajlari.

Sadece IFN-y ve IL-1a
sitokinleri, vazodilatif

Ek heat shock, UVB ve X  Lipopolisakkarit, IFN- faktorler (kiiltiire
spresyon dyasyonu, ag manganez iyonu edilmis arterial diiz kas
miktarini arttiran RN, Sl U unas el N .
metaller,hidrojen (meme kanserinde), hiicrelerinde);
etkenler peroksit, ozon, nitrik platelet kaynakli histamin, vasopresin,
oksit, aragidonik oksit, biiyiime faktorii. oksitosin, endotelin-1,
ksenokimyasallar. serotonin, heparin.
Cesitli biiyiime
faktorleri;
TipII alveol. itel ’
ipitalveolar epite Pek cok kanser fibroblastlarda

Ekspresyon

hiicrelerinde ve

hiicresinde intronik

transforming biiyiime

. keig L
miktarim axeiget bolgede dizilerin faktorii-B ve damar diiz
fibroblastlarinda . . . .
baskilayan . . metilasyonu sebebiyle kas hiicrelerinde
hipoksiyaya maruz SOD2 ekspresyonu latelet kaynakli
etkenler kalmak, antikanser presy p . y" .
K azalmistir. bliytime faktorleri,
ilaclar. . -
fibroblast biiyiime
faktorleri

Cocuklarda SOD3’iin
plazma seviyesi

Gelisim iskinlerl
Elde olan bilgiler sinirh ve gesitlidir. yetiskin, erve
basamaklarinda o .. . karsilastirildiginda
K Yetiskinlik doneminde akciger ve karacigerde daha viiksektir. 20
- S[')resyon artar ancak aktivitesi her zaman mRNA . ma)l[llia ana ka dar
miktan seviyesiyle paralellik gostermez. Ve i
degisiklikleri her yi1l %2 oraninda
azalarak sonra
sabitlenir.
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1.2.1.2. SOD Genleri Degisimleri ve ALS Hastahg ile iliskileri

1.2.1.2.1. SOD1 Degisimleri ve ALS Hastahg ile iliskileri

Bugiine kadar SODI1 geni ile iliskilendirilmis hastaliklara bakildiginda hig
siiphesiz ilk siray1 ge¢ baslangichh noérodejeneratif bir hastalik olan Amyotrofik
Lateral Skleroz (ALS) hastaligi alir. Hastalifin 1874 yilinda Charcot tarafindan
tanimlanmasindan sonra hastalikla ilgili atilan en biiylik adim, 1993 yilinda Rosen et
al.’in SOD1 genindeki mutasyonlarla baz1 familiyal ALS vakalar arasindaki iligkiyi
kurmasi olmustur. ALS hastalarinin %901 sporadik ve %10’u familiyaldir. SOD1
mutasyonlarinin tiim ALS hastalarn arasindaki oram1 %1-2’dir. Familiyal ALS
hastalar1 arasinda SOD1 mutasyonu tastyan kisilerin oran1 ise %25 dir.

1993 yilinda Rosen et al. SOD1 geninde 11 farkli heterojen mutasyonu FALS
hastaligiyla iliskili bulmuslardir. ALS ile SODI geni mutasyonlarinin
iliskilendirilmesi hastaligin nedenini anlamada bugiine kadar atilan en biiyiik adimdir.
Aynit yayinda hastalik olumundan sorumlu olabilecek iki mekanizmadan
bahsetdilmistir. Bunlar; azalmis SODI1 aktivitesinin toksik siiperoksit radikali
birikimine neden olabilecegi ya da artmig SOD1 aktivitesinin hidrojen peroksit ve
toksisitesi oldukca yiiksek olan hidroksi radikali seviyesinde artisa neden
olabilecegidir.

Daha sonra 1993 yilinda Deng et al.’un 25 ALS’li ailede SOD1’in tiim
kodlanan bolgesini taradig biiyiik capli bir ¢alisamada ekson 1’de yer alan Ala4Val
mutasyonunu digerlerine oranla daha yiiksek bir siklikta bulmustur. 25 ailenin 8’inde
bu mutasyona rastlanmistir. Bu calisma kapsaminda ekson 2, 4 ve 5°de de
mutasyonlar belirlenmistir. Ancak enzimin aktif bolgesi olan ekson 3’de bir degisim
belirlenememistir.

Glinlimiizde bu hastalikla iliskilendirilmis ve ¢ogu 4 ve 5. eksonlarda bulunan
yaklagik 124 tane SODI1 geni degisimi belirlenmistir. Bunlardan 117°si aminoasit
yapisinda degisime sebep olurken, 3 tanesi insersiyon tip, 4 tanesi delesyon tip
degisimlerdir (Cizelge 1.5).

ALS hastaligi ile iliskilendirilmis pek cok SODI mutasyonu dominant

ozellige sahiptir. Buna ragmen D90A mutasyonu resesif olarak da kalitilabilir. Bu
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Cizelge 1.5 SOD1 geni eksonlarinda belirlenen mutasyonlar.

Ekson1 Ekson2 Ekson3 Ekson4 Ekson5
Ala4Ser Gly37Arg Cys57Arg His80Arg  AsplOlAsn Aspl124Val
Ala4Thr Leu38Val Ser591le Leu84Val  AsplO1His Asp124Gly
Ala4Val Leu38Arg Ser59Ser Leu84Phe  AsplO1Gly Aspl125His
Cys6Gly Glu40Gly Asn65Ser Gly85Arg  AsplO1Tyr Leul26Ser
Cys6Phe Gly41Ser Leu67Arg Asp86Asp Ile104Phe Ser134Asn
Val7Glu Gly41Asp Gly72Cys Asn86Ser  Serl05Leu Asn139His
Leu8Val His43Arg Gly72Ser Val87Met  Leul06Val Asn139Lys
Leu8GIn Phe45Cys Asp76Tyr Val87Ala  Glyl08Val Asn139Asn
Gly10Val His46Arg Asp76Val Ala89Thr  Cysl11Tyr Alal40Gly
Gly10Gly Val47Phe Ala89Val  Ilel12Thr Alal40Ala
Gly12Arg His48Arg Asp90Ala  Tlel12Met Gly141Glu
Vall4Met His48Gln Asp90Val Ilel13Phe Leul44ser
Val14Gly Glu49Lys Gly93Cys  Ilel13Thr Alal45Thr
Gly16Ser Thr54Arg Gly93Arg  Glyl14Ala Alal45Gly
Gly16Ala Gly93Ser  Argl15Gly Cysl146Arg
Asn19Ser Ala94Thr  Thrl16Arg Glyl47Arg

Phe20Cys $SI139976ﬁsn Xaﬁjglcl;?
a et a y

83513; Glul00Lys Tle149Thr

GIn22Leu Glul00Gly Ilel151Thr

Ile151Ser

GIn153Gln

mutasyonla DNA dizisindeki adenin (A) baz1 sitozin (C) bazina doniisiir ve
sonucunda kodonun 90. amino asiti olan aspartik asit alanine doniisiir. D90A
mutasyonunun resesif kalittimi Iskandinav ailelerde rapor edilmistir. Diinyanin diger
kalan kisimlarinda D90OA mutasyonu ender rastlanan bir durumdur. Genelde D90A
mutasyonu heterozigot olarak belirlenmistir. Kuzey Iskandinav populasyonlarinda bu
mutasyonu homozigot olarak tasiyan bireylerde tek tip hastalik fenotipi gdzlenmistir.
Hastaligin ortalama baslangic yast 44 olarak belirlenmis, ilk olarak alt
ekstremitelerde baglayip sonra yukar1 yayillan ve yavasg ilerleyen bir fenotip
sunmustur. Hastalarin ortalama hayatta kalma siireleri hastalik baslangi¢c yasindan
itibaren ortalama 14 yildir. Kuzey Iskandinavya ve Finlaniya’da bu sekilde olusan
ALS1 toplam ALS’lilerin %9,6’sim1  olusturur ve bu populasyonda D90A
mutasyonunun 10 kat artmis bir allel siklig1 bulunmaktadir (%1-2). 1998 yilinda Al-
Chalabi et al. bu mutasyonu resesif olarak tasiyan bireylerin SOD1’in toksik etkisini
degistirici koruyucu bir faktdre sahip olabileceklerini sdylemistir. Mutasyonu
dominant olarak tasiyan bireylerde hastalik daha agir bir seyir gostermesi ve hayatta

kalma siireleri de daha kisa olmasi Al-Chalabi et al. nin bu goriisiinii dogrular
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niteliktedir. Diinya genelinde dominant kaliimli olarak belirlenen D90OA mutasyonu

Cizelge 1.6’da 6zetlenmistir.

Cizelge 1.6 Diinya genelinde dominant kahitimh olarak belirlenen D90A

mutasyonlari.
D90A Yer Vaka sayisi Referans
Finlandiya 2 kisi Anderson et al.(1997)
Kuzey Amerika 2 kisi (Iskandinav degil) Kaplan et al. (_1996) e
Sporadik Al-Chalabi et al.
Belgika 1 kisi Robberecht et al. (1996)
Ingiltere 1 kisi Jackson et al. (1996)
Familiyal e 1 homozigot ve 1 Camu et al. (1999)

heterozigot birey

Baz1 SOD1 mutasyonlan tekrarlayan mutasyonlar olarak belirlenmistir ve
diinya genelinde bir dagilima sahiptirler. Ala4Val mutasyonu en sik rastlanan SOD1
mutasyonu almasina ragmen sadece Kuzey Amerika’li hastalarda belirlenmistir.

G37R ve L38V gibi baz1 SOD1 mutasyonlar1 genelde hastaligin erken
baslangich olan tipi ile iliskilendirilmistir. A4V mutasyonu tasiyan hastalarda daha
kisa hayatta kalma siiresi goriilirken G37R, G42D, G93C, H46R mutasyonlarini
tasiyan kisilerde ise hastaligin daha hafif seyir gosterdigi gozlenmistir (Majoor-

Krakauer, 2005).

1.2.1.2.2. SOD2 Degisimleri ve ALS ile Tliskileri

Memeli  organizmalarda ~ SOD2’nin  islevinin  Onemi  farelerde
norodejenerasyona ve kalp hasarlarina neden olup oliimciil olabilmesi dolayisiyla
anlagilmistir (Lebovitz et al. 1996). Giiniimiizde SOD2 geninde hastaliklarla iligkili
olabilecegi diisiiniilen pek ¢ok degisim belirlenmistir. Ornegin genin mitokondri
hedefleyici dizisinde meydana gelen Ala-9Val degisiminin erken yaslanma ve
progeriyaya ve Ozellikle bayanlarda sporadik motor noron hastaliklara yakalanma
riskini arttirdigr bilinir. Ancak bu degisimin Parkinson ve ALS hastaligi gibi

norodejeneratif hastaliklara yakalanmada etkisiz oldugu bulunmustur (Zelko et al.
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2002). Yakin zamanda Mitrunen et al. yaptiklari calismada Ala-9Val
polimorfizminin Finlandiya populasyonunda meme kanserine yakalanma riskini 1,5
kat arttirdigimi bulmuslardir.

SOD2’de belirlenen diger bir degisimde 1le58Thr degisimidir ve bu degisimin
SOD2 enziminin aktivitesini 3 kat diisliriip enzimin tiimor baskilayici etkisini
azalttig1 bulunmustur (Tomblyn et al. 1998). Ayrica SOD2 geninin promotor bolgesi
civarinda en az 3 farkli heterozigot mutasyon daha belirlenmis ve SOD2’nin azalmis
transkripsiyonal aktivitesi ile iliskilendirilmistir (Xu et al. 1999).

SOD1 geninde meydana gelen mutasyonlarin ALS ile iligkili bulunmas1 ve
SOD2 geni susturulmus farelerde diger belirtilerin yaninda kaslarda giicsiizliigiin de
belirlenmesinden sonra SOD2’nin de ALS hastalign ile iliskili olabilecegi
diisiiniilmiis ancak bugiine kadar boyle bir iliski kurulamamagtir.

Bu bilgiler 1s1ginda biz de bu c¢alismamizda SOD2’deki Ala-9Val
polimorfizmi ile [le5S8Thr degisiminin Tiirk ALS hastalarindaki dagilimim ve ALS
hastaligiyla iligkili olup olmadigini inceledik.

1.2.1.2.3. SOD3 Arg202Leu Degisimi ve ALS Hastahgiyla iliskisi

Bugiine kadar insan SOD3 geninde belirlenmis bir mutasyon vardir. Bu
mutasyon dizinin karboksi terminalinin merkezine yerlesmis pozitif yiiklii bir
aminoasit olan arjininde meydana gelir. Pozisyon 213’deki arginin amino asiti glisine
doniisiir ve bu da plazma SOD3 enzim konsantrasyonunu 8-15 kat artmasina neden
olur (Sandstrom et al. 1994). Daha sonraki yillarda cesitli iilkelerde bu degisimin
populasyondaki dagilimi incelenmis ve Isveg’te %4, Avusturalya’da %3, Japonya’da
da %6’lik bir dagilim saptanmistir. Bu degisimin gen ve enzim iizerinde ne gibi bir
etkiye sahip oldugu tam olarak aydinlatilamamis olsa da bugiine kadar yapilan
calismalar sonucu su sonuclar bulunmustur; bu mutasyon enzimin heparine ve
endotel hiicre yiizeyine olan affinitesini bozar ve tripsin benzeri proteazlara olan
hassasiyeti azaltabilir (Zelko et al. 2002).

Daha sonra SOD3 geninde iki yeni degisim daha belirlenmistir. ilki dizi
tizerinde adeninin bazinin guanine degistigi pozisyon 241°de meydana gelen

Thr40Ala (T40A) degisimi ve ikincisi pozisyon 280’de meydana gelen ve sessiz bir
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mutasyon olan C/T degisimi. Pozisyon 241°de meydana gelen A/G degisimi BssHII
restriksiyon enzimi i¢in yeni bir kesim alam olustur ancak bu degisimin EC-SOD’un
spesifik aktivitesi veya heparine baglanma affinitesini etkilemedigi diistiniilmektedir
(Yamada et al. 1997).

SOD3 geninin heparin baglanma bolgesinde belirlenmis bir diger degisimde
Arg202Leu varyasyonudur. Campo et al. 2005 yilinda Akdeniz populasyonunda
2400 ornek iizerinde SOD3 degisimlerinin oranii incelerken Arg202Leu degisimi
oranim1 %0,84 olarak belirlemislerdir. Baz1 arastirmalara gore SOD3 proteininin
heparin baglanma bélgesinde az sayida lisin veya arginin aminoasiti bulunursa
heparan siilfat baglanirlig1 azalir (Adachi and Marklund, 1989). Buradan yola ¢ikarak
Campo et al. Arg202Leu varyasyonunun enzimin bu fonksiyonunu etkileyebilecegini
One slirmiistiir. Ayrica yaptiklar1 calisma sonucunda Arg202Leu varyasyonunun
disiik sikligi, bu degisimi tasiyan homozigot bireylere rastlanmamasi ve Giiney
Italya populasyonunda hi¢ Arg202Gly mutasyonuna rastlanmayisi evrim siirecinde
etnik gruplar arasinda EC-SOD’un heparin baglanma bolgesinin endojen ve cevresel
kuvvetler sonucu farkli sekilde secilime ugradigi goriisiinii One siirmelerini
saglamistir.

Bugiine kadar SOD3 genleri degisimleri ile hastaliklar arasindaki iligki daha
cok Arg213Gly degisimi ile yapilmistir. Bu degisim miyokardiyal soklar,
homosisteinura ve tiimorlerle iliskilendirilmis ancak herhangi bir norodejeneratif

hastalikla boyle bir iligki hi¢ arastirilmamistir.
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2. DNA VARYASYONLARI

Diger canlilarin genomlar gibi insan genomu da duragan bir yapiya sahip
degildir. Genom iizerinde meydana gelen degisimler biiyiik boyutlarda oldugunda,
kromozom anomalileri; kromozom kayb1 veya kazanimi seklinde olabilecegi gibi
kromatit kiriklar1 ya da farkli kombinasyonlarda bir araya gelme seklinde de olabilir.
Daha kiiciik boyuttaki degisimler mutasyon smiflart i¢cinde simiflandirilabilir. Bu
mutasyonlar baz siibstitusyonlari, delesyonlar1 ve insersiyonlarini icermektedir. Baz
siibstitiisyonlarindan kasit genelikle tek baz degisimidir fakat nadir de olsa bazen
birka¢ baz da aymi anda degisebilmektedir. Bir veya birka¢ bazin diziden elimine
olmasina delesyon kazanimina da insersiyon adi verilir. Bu tiir mutasyonlar ayrica
basit mutasyonlar olarak da adlandirilir.

Bir bireyde ortaya ¢ikan yeni bir mutasyon viicut hiicrelerinde veya iireme
hiicrelerinde meydana gelebilir. Eger tireme hiicrelerinde meydana gelen bir
mutasyon kisinin {ireme yetenegini bozmazsa kisi bu mutasyonu gelecek kusaklara
iletecektir. Mutasyon bu sekilde populasyonun diger iiyelerine de yayilacaktir.

Evrim siirecinde mutasyonlar ham bir yakita benzetilebir. Fakat aym
zamanda patojenik de olabilirler. Bazi mutasyonlar fenotipik bir anomalinin direk
nedeni olabilirler veya kisinin hastaliga yakalanma riskini arttirabilirler.
Mutasyonlarin diisiik oranda olmasi bir hastaliga neden olusturmasi veya bir tiiriin
tiyeleri arasinda 6liim oranlarinin belirlenmesi agisindan rastgele evrimsel yenilige
firsat verici bir denge olarak diisiiniilebilirler. Normalde pek ¢ok mutasyon DNA
replikasyonu esnasinda DNA polimerazin kopyalama hatalarindan kaynaklanir.
Ayni zamanda DNA hiicre i¢inde kendiliginden kimyasal saldirilara da maruz kalir.
Depiriinasyonla ¢ekirdekli insan hiicrelerinden her giin yaklagik 5000 adet adenin
veya guanin niikleotiti kaybolur. DNA ayrica dogal iyonize radyasyonlara ve reaktif
metabolitlere maruz kalarak da zarar goriirebilir.

DNA’da meydana gelen degisimler tek baz degisimi olabilecegi gibi iki
allelik veya allelik olmayan dizilerin degisimi seklinde de olabilir. Allelik dizi
varyasyonu bir lokusta bir varyanttan fazla olacak sekilde bulunuyor ve

populasyondaki siklig1 0,01’den daha biiyiikse DNA polimorfizmi olarak adlandirilir.
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Genom incelemeler esnasinda DNA polimorfizmleri uygulamada genetik
markir olarak yer bulurlar. Bircok organizmanin DNA’sinda bireysel cesitlilik
goriildiigiinden DNA polimorfizimleri genetik analizlerde oldukg¢a kullanighdirlar.
Ozellikle karmasik genomlarin haritalanmasina, manipule edilmesine ve ilging
biyolojik ©Ozelliklere sahip olan genlerin klonlanmasinda genetik markir olarak
kullanilirlar.

Genetik markir olarak en ¢ok kullanilan DNA polimorfizmleri, SNP’ler ( or.
tek baz substitusyonlar, delesyonlar ve insersiyonlar), RFLP’ler (restriksiyon
bolgelerini degistiren tek niikleotid degisimleri) ve tandem tekrar sayilarinda

farkliliktan dolay1 olusan polimorfizmlerdir.

1.3.1. DNA Polimorfizm Tipleri

DNA polimorfizmleri basitge iki sinifa ayrilabilir.
1. Tek niikleotit polimorfizmi (SNP)
2. Degisen sayida ardarda tekrarlar polimorfizmi (VNTR)

1.3.1.1. Tek Niikleotit Polimorfizmleri (SNPs)

Adindan da anlagilacagi gibi tek bir niikleotitte meydana gelen degisimlerdir.
SNP terimi aslinda bir niikleotit yerine farkli bir niikleotitin gecisi anlamina gelir.
Fakat bu terim ayn1 zamanda niikleotit kazanimi (insersiyon) ve kaybini (delesyon)
da kapsar. Tipik olarak SNP’ler iki allele sahiptir. Bazi SNP’ler restriksiyon
bolgelerinde degisime sebep olurlar. Boyle polimorfizmlere restriksiyon bolge
polimorfizmleri denir. DNA’nin kodlanan bélgesi insan genomunun yalnizca
yaklagik %]1,5’ini olusturur. Pek cok SNP kodlanmayan DNA bdlgeleri olan
intronlarda veya genler arasi dizlerde bulunur. Ayrica SNP’lerin kromozomal
dagilimi1 uniform degildir: ¢cok az SNP bulunan bolgelerin hemen yaninda cok fazla

SNP iceren bolgeler bulunabilmektedir.

-4 -



1.3.1.2. Degisen Sayida Ardarda Tekrarlar Polimorfizmi (VNTR)

VNTR polimorfizmi basit bir dizinin ard arda tekrarlarini igeren lokuslardaki
alleller olarak tarif edilebilir. Iki sinifa ayrilir: mikrosatellit polimorfizmi (basit dizi
tekrar polimorfizmi); bu polimorfizmde dizi uzunlugu genelde 100 baz c¢iftinden
daha azdir ve tekrar birimleri genelde 1-4 niikleotit uzunlukta, yani kiiciiktiir.
Minisatellit DNA polimorfizmi; dizinin boyutu uzun ve tekrar {initesi genelde 9-65
baz cifti uzunluktadir. Bu tekrarlarin sayisi olusacak fragmanlarin biiyiikliigiinii
belirler. Boylece gesitli biiyiikliiklerde birgok DNA fragmani olusur. Ornegin 2.0, 2.5,
3.0 ve 3.5 kb’lik dort farkli fragman halinde bulunabilen bir DNA segmenti toplam
10 farkl allelik kombinasyonda goriilebilir. Her birey bu kombinasyonlardan birine
sahiptir ve birbiri ile iligkisi olmayan iki bireyin belli bir DNA segmenti i¢in farklilik
gostermesi olasiligi yiiksektir. Genetik analizlerde bundan yararlanilabilir. Kesin
bireysellik gosteren bazi DNA markir sistemleri adli tip amaglariyla kullanilabilir.

Bunlara ilave olarak insan genomunda transpozon tekrar1 polimorfizmleri,
genig-alan VNTR polimorfizmleri, inversiyon polimorfizmleri ve kromozomal

polimorfizmler mevcuttur (Strachan and Read, 2004).
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3. AMAC VE KAPSAM

ALS yetigkinlerde en sik goriillen motor noron hastaligidir. Hastaligin
sporadik ve familiyal olmak iizere iki sekli vardir. Bu giine kadar ALS’ye neden olan
etmenler tam olarak belirlenememesine ragmen bu alanda atilmis en biiyiik adim
siiphesiz Siiperoksit Dismutaz (SOD)1 geninde meydana gelen mutasyonlarla ALS
hastaligi arasindaki iliskinin kurulmasidir. Yapilan arastirmalar sonucu SODI1
geninde meydana gelen mutasyonlar ile tim ALS hastalar arasinda %]1-2’lik bir
iliski bulunmustur. Familiyal vakalarda bu oran %15’u bulurken sporadik vakalarla
SODI1 geni iligkisi oran1 %1-7 civarindadir.

SOD gen ailesi hiicreleri reaktif oksijen tiirlerine (ROT) kars1 koruyan en
onemli antioksidan sistemlerden biridir. Bu enzim sisteminin ilk iiyesi hiicrede
sitoplazma da konumlanmis olan SODI1’dir. Bugiine kadar ALS hastaligiyla
iliskilendirilmis yaklagik 120 tane SODI geni degisimi bulunmustur. SODI1
mutasyonlarimin  kalittmi  genelde otozomal dominanttir. Ancak Asp90Ala
mutasyonunun hem otozomal dominant hem de otozomal resesif kalitim gosterdigi
belirlenmistir.  SOD1 geninde meydana gelen mutasyonlarin enzimin dogal
substratlara baglanma egilimini degistirdigi, cinko metaline baglanma yetenegini
bozdugu veya enzimin noronlardaki agregasyonunu arttirmigs olabilecegi
diisiiniilmektedir.

SOD gen ailesinin diger iiyeleri SOD2 ve SOD3’diir. SOD2 hiicrede sadece
mitokondriyal bosluklarda gorev yapar ve mitokondride superoksidleri yok eden tek
enzim oldugu icin enzimin antioksidant etkisi olduk¢a 6nemlidir. SOD2 enzimini
kodlayan gende meydana gelen bir transisyon (C-T) mutasyonu 9. Kodonda alanin
aminoasidinin valin amino asidine doniismesini saglamaktadir, bu da enzimin
yapisinda degisiklige neden olmaktadir. Bu de8isim enzimin mitokondriye
tasinmasinda sorun yaratmaktadir. SOD2 geninde meydana gelen bir diger degisimde
[1e58Thr polimorfizmidir. Bu degisim enzimin 1siya karsi olan stabiltesini
degistirmektedir.

SOD3, siiperoksit dismutaz gen ailesinin en son bulunan iiyesidir. Hiicre
icinde sentezlenir ve hiicreler arasi bogluklara taginir. Burada diger SOD {iyeleri gibi

superoksid radikallerini yok edici olarak gorev yapar. SOD3’de meydana gelen
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degisimlerden biri olan Arg202Leu degisimi, SOD3 geninin heparin baglanma
bolgesinde olusur ve enzimin heparan siilfata baglanma 6zelligini azaltir.

Bu caligmanin amaci viicudumuzun en 6nemli antioksidant sistemlerden biri
olan ve her biri evrim siirecinde iyi korunmus SOD gen ailesinde meydana gelen

degisimlerin ALS hastaligiyla iligkisini aragtirmaktir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Enzimler

Tag DNA Polimeraz (Fermentas)
Proteinaz K

Bcce I (New England Biolabs)
Sat 1 (Fermentas)

BsaW I (New England Biolabs)
EcoRV (Fermentas)

Sac I (Fermentas)

3.1.2. Primerler

Istenilen gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi icin kullanilan primerler Cizelge 3.1

de verilmistir.

Cizelge 3.1 Herbir gen degisimi icin kullanilan primer dizileri.

Gen ad1 Degisim ad1 Primerler
Asp90Ala F:5-TAGGCATGTTGGAGACTTGGG-3’
SOD1 ve Gly93Ala R:5’GGTCTCCTGAGAGTGAGATCAC-3’
Mutasyonu
Ala(-9)Val F:5-CAGCCCAGCCTGCGTAGACG-3’
Polimorfizmi R:5’-GCGTTGATGTGAGGTTCCAG-3’
SOD2 - — ;
fle58Thr F:5-CGGATGTTATAGATAAGCTGG-3
Polimorfizmi R:5’-CAGTGCAGGCTGAAGAGAT-3’
Arg202Leu F:5"-GCTGCGTGGTGGGCGTGTGCG-3’
SOD3 Mutasyonu R:5’-GCAGAGGCGAAGGTGAGACC-3’
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3.1.3. Kimyasallar

Agaroz
Akrilamid

Amonyum asetat

Amonyum persiilfat

Asetik asit
Bisakrilamid
Borik asit

Brom fenol mavisi
Etanol

Etidium bromid
EDTA
Formaldehit
Giimiis nitrat
Ksilen siyanol
Sodyum hidroksit
Sodyum klorid
Sodyum karbonat
TEMED

Tris baz

Sodyum Dodesil Siilfat

Sigma

Merck
Riedel-de Haen
Sigma
Riedel-de Haen
Sigma

Fluka

Sigma

Merck

Sigma

Sigma
Riedel-de Haen
Fluka

Sigma
Riedel-de Haen
Riedel-de Haen
Sigma

Merck

Sigma

Fluka
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15512
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06203

13423
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3.1.4. Kullanilan Tampon ve Cozeltiler
3.1.4.1. DNA izolasyon Cézeltileri

RCBL( eritrosit parcalama soliisyonu) pH 7,4
0.15 M NH4C1

001 M KHCOq4

0.01 M EDTA (pH 8,0)

WBL(beyaz hiicre parcalama soliisyonu)

0.1 M NaCl
0.025 M EDTA (pH 8,0)

Amonyum asetat soliisyonu

9.5 M NH,Asetat (sterilizasyon i¢in 0.2 mikronluk filtreden gecirilir.)

TE tamponu (pH 8,0)

10 mM Tris HCI
1 mM EDTA pH 8,0 (+200C)

SDS stok soliisyonu

%10(w/v) SDS

0.2-0.45 um membran ile filtre edilmis
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3.1.4.2. Elektroforez Soliisyonlari

Yiikleme tamponlart

5X TBE
0.45 M Tris Borat
0.01 M EDTA (pH 8,0)

% 10’luk non-denature poliakrilamid jel soliisyonu (29:1 akrilamid:bisakrilamid)

%10 Akrilamid-Bisakrilamid

1X TBE

Polimerizasyon icin;

0.001 M amonyum persiilfat (APS)
%0,1 TEMED ilave edildi.

3.1.4.3. Giimiis Boyama Soliisyonlari

10 X A soliisyonu: %5 asetik asit %95 absoliit etil alkol
10 X B soliisyonu: %1 giimiis nitrat

C soliisyonu: 3 g NaOH, 0.02 g Boraks, %0,2 formaldehit
10 X D soliisyonu: 22,5 g Sodyum bikarbonat/ 11t

3.1.5. Kullamlan Cihazlar

Thermocycler (Eppendorf Mastercycler) Bilgisayar
Dikey elektroforez (BIORAD)

Yatay elektroforez (BIORAD)

Gii¢ kaynagi (BIORAD Power Pac 3000)

UV transilimiinatér (BIORAD)

Spektrofotometre (SHIMADZU)

CanoScan N670U (Canon)
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3.1.6. Etik Kurul Onay1

Bu calisma icin Kocaeli Universitesi Insan Arastirmalar Etik Kurulundan
IAEK7/9 sayih etik kurul 6n onayr alindi. Hasta ve kontrol gruplari i¢in onam

formlar1 hazirlanda.

3.1.7. Hasta Grubu

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji Anabilim Dali’'na bagvuran ve
ayn1 anabilim dalinda tedavi goren hastalardan EDTA’ tiiplere 10’ar cc kan alind.

Hastalara ayrintili bilgi verdikten sonra onam formlar1 imzalatildi.

3.1.8. Kontrol Grubu

Ailesinde ALS hastasi bulunmayan goniillii kisilerden EDTA’11 tiiplere 10’ar

cc kan alindi. Kisilere ayrintil bilgi verilerek onam formlar1 imzalatild.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

1. 10 ml periferik kan 50 mI’lik falkon tiipiine aktarilarak iizerine 1:3 oraninda eritrosit lizis
tamponu eklendi. +4°C’de 20 dakika bekletilip, 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

2. Ornek santrifiijden alinarak iizerindeki siipernatan atildi. Pellet siispanse edildi ve
tizerine 20 ml eritrosit lizis tamponu eklendi. Tekrar 1500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve siipernatan atildi.

3. Pelet tamamen siispanse edilip iizerine 500 pl SDS (%10’luk), 50ul proteinaz K
(20mg/ml) ve 9,4 ml WBL (White Blood-Cell Lysis) tamponu eklenerek 56°C’de
gece boyu bekletildi.

4. Inkiibasyon sonrasi iizerine 4 ml Amonyum asetat (9.5M) eklenip iyice karistirildi. 20
dakika 4500 rpm’de santrifiij edildi.

5. Ustteki temiz kistm almarak yeni bir falkon tiipe aktarildi, pellet atildi.

Supernatanin iizerine 20 ml etanol eklendi ve DNA’nin toplanmasi beklendi.
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DNA alarak bir eppendorf tiipe aktarildi ve {izerine 1ml % 70 etanol koyuldu.
Maksimum hizda (13.200 rpm) 10 dakika santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriildii ve
stipernatan atildi. Kurutma islemi ile kalan alkol uguruldu

6. Elde edilen DNA’nin miktarina gdre 100-300ul kadar TE (Tris-EDTA, pH=8.0)
tamponu eklenerek 56°C’de 1 saat bekletilerek +4°C’de muhafaza edildi.

3.2.2. DNA Konsantrasyonu ve Safliginin Olciimii

1. Stok DNA tiipiinden 1l 6rnek alind1 ve 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine aktarildi.
2. Uzerine 99ul TE eklenerek 1/100 oraminda sulandirildi.
3. Ornegin spektrofotometrede 260 ve 280 nm ultraviole dalgaboyunda absorbsiyon
degerleri okundu
4. DNA miktar formiile gore hesaplandi:
Konsantrasyon= 100 (sulandirma) x 50 (sabit) x OD 260= ng/ul DNA
5. 0D 260/280 > 1,8 RNA, < 1,8 protein kontaminasyonu olarak degerlendirildi.

3.2.3. GENOTIiPLEME

Genotipleme alinan kan orneklerinden izole edilen DNA’lardan Polimeraz
Zincir Reaksiyonu- Restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (Polymerase Chain

Reaktion-Restriction Length Polymorphism(PCR-RFLP)) metodu ile yapildi.

3.2.3.1. PCR

PCR kosullar1 ve primerler incelenen her bir degisim i¢in uygun olacak
sekilde diizenlendi. SOD1, SOD2 ve SOD3 geni degisimlerini incelemek i¢in uygun
olan primerin dizayni yapild1 ve buna uygun PCR kosullarinda istenen bolgelerin
cogaltmast saglandi. Sadece SOD2 geni Ala(-9)Val polimorfizmi caligilirken
Shimoda-Matsubayashi ve ark. (1996) yayinladigi metod kullanmldi. PCR sartlari
anneling dereceleri farkli(Cizelge 3.2) olmakla beraber: 94°C de 3 dk.
denaturasyonu takiben 94°C 1dk, annealing derecesinde 1dk. ve 72 °C’de 1dk. 35
dongii ve son olarak 72 °C’de 7dk. seklinde yapilmustir. Total miktar1 25ul olan
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PCR mix’i 10mM Tris-Cl (pH 8,8), 50 mM KCI, %0.08 Nonidet P40 ve 1,5mM
MgCl,, 200 uM dNTP ve 1,0 U Tag DNA polimeraz (MBI Fermentas) icerecek

sekilde hazirlanmustir.

Cizelge 3.2 Herbir degisim icin PCR reaksiyonunda secilen annealing dereceleri.

3.2.3.2. RFLP

Gen ad1 Annealing derecesi( °C)
SOD1 Asp90Ala 56
Gly93Ala 56
SOD2 Ala(-9)Val 66
[1e58Thr 54
SOD3 Arg202Leu 63

Restriksiyon enzimi kesimleri total olarak 15ul de gerceklestirildi. Kesim

icin gerekli olan enzim, tampon, steril distile su ve PCR iiriinii miktarlarn cizelge

3.3.’de verildi.

Cizelge 3.3 Restriksiyon enzimi kesimleri icin kullanilan kimyasal miktarlari.

Gen adi | Degisim | Enzim Tampon Enzim PCR iiriinii | ddH,O Inkiibasyon
adi adi (Ultiip) | (ul/tiip) (ul/tiip) (C)
SOD1 D90A Satl 10X G Buffer 2 2 11,3 37
1X Becl
G9I3A Becl tamponu(NE 2 2 9,8 37
Buffer)
SOD2 1X BsaWI
A(-9)V | Bsawl | tamponu(NE 2,5 5 9,8 60
Buffer)
10X R
IS8T | EcoRV Buffer 2,5 5 8,26 37
SOD3 R202L Sacl 10X Sacl 2 5 8,3 37
Buffer
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Kesim iiriinleri %8’lik poliakrilamid jelde (29:1) yiiriitiiliip, glimiis nitrat
metodu ile boyanarak goriintiilendi. Tarayic1 yardimi ile tiim goriintiiler bilgisayara

kaydedildi.

3.2.3.2.1. Kesim Uriinlerinin Poliakrilamid Jel Elektroforezi

35 cm x 10 cm ebatlarinda hazirlanan jelin elektroforezi icin dikey
elektroforez cihazi kullanildi. Jelin kalinlign 0,5 mm olarak ayarlandi. Yiizde
sekizlik PAGE stok soliisyonuna sirasi ile % 10’luk APS stogundan % 1 hacim ve
TEMED’den % 0,1 hacim ilave edilip 0,5 mm’lik cam araligma dokiildii.

Polimerizasyonun tamamlanmasi icin en az Y2 saat beklendi.
y

Polimerizasyon sonrasi camlar elektroforez cihazina yerlestirildi, 1X TBE
iceren yiiriitme tamponu ilave edildi. Ornekler jel kuyucuklarina yiiklendi. Yiikleme
tamponu icinde bulunan ve elektrik alanda hareket eden brom fenol mavisi ve ksilen
siyanol boyalarimin yiiriidiikleri mesafe takip edilerek akim asagidaki ¢izelgelerde
verildigi gibi ayarlandi. Cizelge 3.4’de verilen siireler sonunda jel cikartilarak

giimiis boyama islemine gecildi.

Cizelge 3.4 CuZn-SOD; D90A, G93A, Mn-SOD; A(-9)V, IS8T, EC-SOD; R202L

degisimleri icin poliakrilamid jel elektroforezi kosullari.

Yiiriime Akim
PAGE(%)
zamani(dk) mA | V | W
D90A
SOD1 15
G93A
A9V 25 8 ~50 | ~150 | 20
SOD2
IS8T 20
SOD3 | R202L 35
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3.2.3.2.2. Giimiis Boyama

Soliisyonlarda ve yikamada kullanilan suyun kalitesi 6nemli oldugundan test
edilmis distile su kullanildi. Elde hafif ¢alkalama ile asagidaki soliisyonlarda sira ile
bekletildi. C soliisyonu kullanimdan hemen once hazirlandi. Sonraki soliisyonlara

gecerken aralarda distile su ile birkag saniyelik kisa siireler ile yikandi.

A soliisyonu (Asetik asit-etanol): 200 ml distile suya stok soliisyondan 10 ml ilave
edilerek hazirlandi ve jel bu solisyonla 5 dakika muamele edildi.

B soliisyonu (Giimiis nitrat): 200 ml distile suya stok soliisyondan 10 ml ilave
edilerek hazirlandi ve jel bu solisyonla 10 dakika muamele edildi.

C soliisyonu (NaOH-Boraks-Formaldehit): 200 ml distile suya 2.5 gr NaOH ve 0.02
gr boraks ilave edildi ve jel bu solisyona alindiktan sonra soliisyonun igerisine 1ml
formaldehit ilave edilerek bantlar goriiliinceye kadar jel soliisyon igerisinde tutuldu.
D soliisyonunu (NaHCOs3): 200 ml distile suya stok soliisyondan 20 ml ilave
edilerek hazirlandi ve jel bu soliisyonla 5 dakika muamele edildi.

Distile suda yikanan jel nemli olarak asetat arasina alindi ve naylon dosya poseti

icine alinarak hava almasi engellenecek sekilde saklandi.

3.2.4. istatiksel Analiz

Odds ratio, %95 giiven aralig1 ve X2 analizi, conditional logistic regression analizi
kullanarak yapildi. Hiicre frekanslar1 5’ten az oldugunda gercek metodlar
kullanilarak risk oranlart hesaplandi. Tiim analizler PC i¢cin SPSS 12,0 versiyonu

kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

SOD

gen ailesi ile ALS hastalann arasindaki iliskiyi inceleyen bu

calismamizda PCR-RFLP yontemi ile belirlenen SOD1, SOD2 ve SOD3 genleri

degisimleri bakimindan 124 ALS vakasi ile 124 kontroliin genotiplemesi yapildi.

Istatistiksel analize gore hastalarla kontroller arasindaki allelik iligkiler tablolar

halinde verildi.

Cizelge 4.1 PCR ile cogaltilan SOD1 D90A mutasyonunu iceren gen dizisi.

Uzunluk(bc)

Dizi

95

5’-TAGGCATGTTGGAGACTTGGGCAATGTGACTGCTGACAAAGAT
GGTGTGGCCGATGTGTCTATTGAAGATTCTGTGATCTCACTCTCAG
GAGACC-3’

Sekil 4.1 Sarl
poliakrilamid

AA; wild type

M AA cC
190 he R

PU
147 b —
110.111 e | — o

GTHE  — -

34ng

enzimi ile kesilen SOD1 D90A mutasyonunu iceren gen bolgesinin
jel goriintiisii (M: pUC mix 8 M, PU: kesilmemis PCR iiriini,
, CC: Mutant, bg;baz cifti).

Cizelge 4.2 Enzim kesimi sonrasi olusan bant dizileri ve uzunluklari.

Uzunluk 5’ 3
Dizi
(bp) Base Base
33 1 33 TAGGCATGTTGGAGACTTGGGCAATGTGACTGC
02 34 95 TGACAAAGATGGTGTGGCCGATGTGTCTATTGA
AGATTCTGTGATCTCACTCTCAGGAGACC
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Cizelge 4.3 PCR ile ¢ogaltilan SOD1 G93A mutasyonunu iceren gen dizisi.

Uzunluk(bc)

Dizi

95

5’ -TAGGCATGTTGGAGACTTGGGCAATGTGACTGCTGACAAAGAT
GGTGTGGCCGATGTGTCTATTGAAGATTCTGTGATCTCACTCTCAG

GAGACC-3’

M PiT GG
190he  Se—
T47D0  S—
110-111 e S ~
6Tbl} o
—

34 he

Sekil 4.2 Bccl enzimi ile kesilen SOD1 G93A mutasyonunu iceren gen

bolgesinin poliakrilamid jel goriintiisii (M: pUC mix 8 M, PU: kesilmemis PCR

iiriinii, GG; wild type, b¢;baz cifti).

Cizelge 4.4 Enzim kesimi sonrasi olusan bant dizileri ve uzunluklari.

Uzunluk

(bp) Base | Base

5 ¥
Dizi

35

1 35 | TAGGCATGTTGGAGACTTGGGCAATGTGACTGCTG

60

ACAAAGATGGTGTGGCCGATGTGTCTATTGAAGAT

36 95
TCTGTGATCTCACTCTCAGGAGACC
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Calismamizin bu kisminda SOD2 geni ile ALS hastaligi arasindaki iligkiyi
inceledik ve su sonuglar elde ettik. Mn-SOD ala-9val polimorfizmi bakimindan 124
SALS vakasinin ve 124 kontroliin genotiplemesi yapildi. Istatistiksel analize gore
hastalarla kontroller arasinda allelik iliski bulunamadi (X2= 1.238, df= 2, P= 0.538).
Hastalarda genotip dagilimi %26,2 VV, %50,8 AV, %23 AA ve kontrollerde
ise %31,4 VV, %50,4 AV, %18,2 AA olarak bulundu (A= ala, V= val). Allelik
frekanslar val alleli i¢in, hastalarda %51,6 kontrollerde %56.6, ala alleli i¢in de
hastalarda %48,4 kontrollerde %45,9 olarak hesaplandi. Bunlarin beklenen oranlari
da val alleli i¢in hastalarda %54 kontrollerde %54,1; ala alleli hastalarda %46
kontrollerde %45,9 olarak hesaplandi. Buna gére Mn-SOD ala-9val polimorfizminin
ALS hastalig1 olusumunda bagimsiz olarak risk olusturmadigi bulundu (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.5 PCR ile ¢ogaltilan SOD2 A(-9)V polimorfizmini iceren gen dizisi.

Uzunluk (be) | Dizi

172 5’-CAGCCCAGCCTGCGTAGACGGTCCCGCGGCGCTGACT
GACCGGGCTGTGCTTTCTCGTCTTCAGCACCAGCAGG
CAGCTGGCTCCGGTTTTGGGGTATCTGGGCTCCAGGC
AGAAGCACAGCCTCCCCGACCTGCCCTACGACTACG
GCGCCCTGGAACCTCACATCAACGC-

M P AA AV v

—

147he

190he

110-111he

Sekil 4.3 Bswal enzimi ile kesilen SOD2 A(-9)V polimorfizmini iceren gen
bolgesinin poliakrilamid jel goriintiisii (M: pUC mix 8 M, PU: kesilmemis PCR
iiriinii, AA: wild type, AV: heterozigot, VV: mutant).
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Cizelge 4.6 Enzim kesimi sonrasi olusan bant dizileri ve uzunluklari.

Uzunluk 5 3
Base | Base Dizi
(bp)

CAGCCCAGCC TGCGTAGACG GTCCCGCGGC

86 1 86 | GCTGACTGAC CGGGCTGTGC TTTCTCGTCT
TCAGCACCAG CAGGCAGCTG GCTCCG
GTTTTGG GGTATCTGGG CTCCAGGCAG

86 86 172 | AAGCACAGCC TCCCCGACCT GCCCTACGAC
TACGGCGCCC TGGAACCTCA CATCAACGC
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Kontrol

Gozlenen

38

22

61

Beklenen 34,9 24.9 61,2 121
Oran(%) 31,4 18,2 50,4 100
Gozlenen 32 28 62 122
Beklenen 35,1 25,1 61.8 k7
Oran(%) 26,2 23,0 50,8 100
(% 9?R.. o 0,777 1,340 1,016
075 BUVEN () 445.1,355) | (0,717-2,506) = (0,615-1,681)
arahgi)
p 0,373 0,358 0,949
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1,238

0,538

Cizelge 4.7 ALS hasta ve kontrol gruplarina géore SOD2 Ala(-9)Val polimorfizminin genotip ve allel dagilimlar, xz, df, p ve %95
giiven aralig: icinde Odds Ratio degerleri

54,1

45,9

51,6

48,4

54

46




Cizelge 4.8 PCR ile ¢ogaltilan SOD2 I(58)T mutasyonunu iceren gen dizisi.

Uzunluk | Dizi
(bg)

S’ -CGGATGTTATAGATAAGCTGGTCCCATTATCTAATACGTTACA
AAGAAAAAAATATAATGTATACAGTGGTTGAAAAAGTAGGA
GTTACAAAAAAATGTGTTTGCATTTTAACTTTTCAGGAGATG
TTACAGCCCAGATATCTCTTCAGCCTGCACTG-3’

158

M i T
190 be | — '
147 by S— e
110-111he S

Sekil 4.4 EcoRVenzimi ile kesilen SOD2 I(58)T polimorfizmini iceren gen
bolgesinin poliakrilamid jel goriintiisii (M: pUC mix 8 M, PU: kesilmemis PCR

iiriinii, TT: wild type, 19 b¢’lik fragment gosterilmemistir).

Cizelge 4.9 Enzim kesimi sonrasi olusan bant dizileri ve uzunluklari.

Uzunluk 5 3
Base | Base Dizi

(bo)
CGGATGTTATAGATAAGCTGGTCCCATTATCTAATAC

139 1 139 GTTACAAAGAAAAAAATATAATGTATACAGTGGTTGA
AAAAGTAGGAGTTACAAAAAAATGTGTTTGCATTTTA
ACTTTTCAGGAGATGTTACAGCCCAGAT

19 139 19 | ATCTCTTCAGCCTGCACTG
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Cizelge 4.10 PCR ile ¢ogaltilan SOD3 R(202)L mutasyonunu iceren gen dizisi.

Uzunluk | Dizi

(bg)
5’-GCTGCGTGGTGGGCGTGTGCGGGCCCGGGCTCTGGGAG
CGCCAGGCGCGGGAGCACTCAGAGCGCAAGAAGCGGCGG

217 CGCGAGAGCGAGTGCAAGGCCGCCTGAGCGCGGCeeccAC
CCGGCGGCGGCCAGGGAcCcCcccGAGGeceeeecreraecrTT
GAGCTTCTCCTCTGCTCCAACAGACACCTTCCACTCTGAGG
TCTCACCTTCGCCTICTIGC-3’

GT

242 he -i-i ‘ :z: """"“' W ==

190 he  S——

147 b S

Sekil 4.5 Sacl enzimi ile kesilen SOD3 R(202)L polimorfizmini iceren gen

bolgesinin poliakrilamid jel goriintiisii (M: pUC mix 8 M, PU: kesilmemis PCR

iiriinii, GG: wild type, GT: heterozigot, 40 b¢’lik fragment gosterilmemistir).

Cizelge 4.11 Enzim Kkesimi sonrasi olusan bant dizileri ve uzunluklari.

Uzunluk 5 3
Base | Base Dizi

(bp)

40 | 40 | GCTGCGTGGTGGGCGTGTGCGGGCCCGGGE
TCTGGGAGCG
CCAGGCGCGGGAGCACTCAGAGCGCAAGAA
GCGGCGGCGCGAGAGCGAGTGCAAGGCCGC
CTGAGCGCGGCCCCCACCCGGCGGCGGCCA

177140 217 | GGGACCCCCGAGGCCCCCCTCTGCCTTTGAG
CTTCTCCTCTGCTCCAACAGACACCTTCCACT
CTGAGGTCTCACCTTCGCCTCTGC
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5. TARTISMA

Bu calismamizda SALS hastalarinda Siiperoksit Dismutaz gen ailesi
degisimleri RFLP yontemi kullanilarak incelenmistir. Bu degisimler SOD1 geninde;
Asp90Ala (D90A) ve Gly93Ala (G93A) mutasyonlari, SOD2 geninde; Ala(-
9)Val(A-9V) ve 1le58Thr (IS8T) polimorfizmleri ile SOD3 geninde Arg202Leu
(R202L) mutasyonudur. Elde edilen veriler ve diinya literatiirii ile karsilagtirilmalari
sOyledir.

SODI1 geninde bugiine kadar ALS ile iligkilendirilen yaklagik 120 mutasyon
arasindan D90A ve G93A secilmis ve bu mutasyonlar hasta ve kontrol gruplarinda
taranmustir. 124 kisilik hasta grubu i¢inde bir hastada D90OA mutasyonuna homozigot
olarak rastlanmistir. D9OA mutasyonu farkli etnik gruplarda farkl sekillerde kalitim
gosteren tek CuZn-SOD mutasyonudur (Jonsson et al. 2002). D90A mutasyonu ile
ALS iliskisi ilk kez 1995 yilinda Anderson et al. tarafindan rapor edilmistir. Bir yil
sonra ayn1 grup tarafindan yapilan daha biiyiik bir arastirmada 36 Iskandinav ALS
hastasinda D90OA mutasyonu homozigot olarak belirlenmis ve bu mutasyonu tasiyan
hastalarda tek tip fenotip gozlenmistir. Bu bireylerde hastaligin ortalama baslangic
yast 42-44 ve hayatta kalma siireleri 11-13 yil olarak belirlenmistir. Belirtiler
kollarda katilasma ve kramplar ile bitkinlik hissi, alt ekstremitelerde fel¢ (parezi) ve
genelde yavas bir hastalik seyridir. Hayatta kalma siireleri ortalamaya uyar fakat bazi
hastalar 20 yildan daha fazla siiren hayatta kalma siiresine sahiptir (Jonsson et al.
2005). Bu mutasyonu heterozigot olarak tasiyan bireylerde genelde hastalik
baslangi¢ yas1 daha gec (55 yas) fakat hayatta kalma siiresi daha kisadir. Ve hastalik
daha agir bir seyir izler.

Iskandinav halki disindaki bireylerde belirlenen D9OA mutasyonu (Cizelde
1.6) sonuclar1 tiim hastalarda farkli fenotiplerin olusumuna neden olmustur.
Belirtilerdeki farkliliga ilk belirtilerin lumbar olmasi ve hastalik seyrinin hizliligida
dahildir. Bu bilgiler 1s18inda Anderson et al. 1998 yilinda, D90A mutasyonunu
resesif olarak tagtyan Iskandinav hastalarla diinyamin farkli bolgelerindeki D90OA
mutasyonu tasiyan hastalart ve diger SOD1 mutasyonlarini tasiyan hastalan
karsilastirdiklarinda farkl bir fenotip gérmiis ve bu mutasyonu resesif olarak tasiyan

bireylerin SOD1’in toksik etkisini degistirici koruyucu bir faktore sahip
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olabileceklerini fikrini ileri siirmiistiir. Mutasyonu dominant olarak tagiyan bireylerde
hastaligin daha agir bir seyir gostermesi ve hayatta kalma siirelerinin daha kisa

olmas1 Al-Chalabi et al. nin bu goriisiinii dogrular niteliktedir.

Cizelge 1.6 Diinya genelinde dominant kalitimhi olarak belirlenen D90A

mutasyonlar: (Skvortsova et al. 2000)

D90A Yer Vaka sayisi Referans
Finlandiya 2 kisi Anderson et al.(1997)
Kuzey Amerika 2 kisi (iskandinav degil) Kaplan et al. (1996) Ve
Sporadik Al-Chalabi et al.
Belgika 1 kisi Robberecht et al. (1996)
Ingiltere 1 kisi Jackson et al. (1996)
Familiyal e 1 homozigot ve 1 Camu et al. (1999)

heterozigot birey

Bizim belirledigimiz SOD1 D90A mutasyonunu vaka homozigot olarak
tasimakta ve hastalik 40 yas civar1 baslayip yavas bir seyir izlemektedir. Bu yoniiyle
Iskandinav kokenli hastalik fenotipi sergilemektedir.

SOD1 geninde inceledigimiz diger bir degisim G93A degisimidir. Bu degisim
1993 yilinda Rosen et al. tarafindan FALS ile iliskilendirilmistir. G93A’nin SOD1
geninde olusturdugu etkileri ve hastalik olusumu ile iligkisini belirmek amaciyla
yapilan incelemelerde su sonuglar elde edilmistir. G93A transgenik farelerde
gozlenen hastalik semptonlarinin nedeni, mutant enzimde CuZn-SOD aktivitesinin
azalmasidan kaynaklanmaz. Mutant enzim serbest radikal olusumunu hizlandiracak
yeni bir fonksiyon kazanir (gain of function). Bu durum X ray kristallografik
calismalarla da dogrulanmistir. FALS mutant proteinin aktif kanali wild-type
enziminkinden belirgin sekilde daha genistir. Bu durum mutant SOD1’in H,O,’ ye
daha kolay ulasimi saglar. Boylelikle daha fazla serbest radikal olusur (Yim et al.
1996).

Inceledigimiz 124 kisilik hasta grubu igerisinde G93A degisime hicbir
bireyde rastlanmamistir. SALS’de SOD1 mutasyonlarina rastlanma orami %]1-7

olarak belirlenmistir. Tiim ALS’li hastalar icerisinde SOD1 mutasyonu tasiyan
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ALS’1i hastalarin oramida %1-2 olduguna gore 124 kisilik bir hasta potansiyelinde bu
mutasyona rastlanmamasi sasirtict degildir.

SOD1 genindeki mutasyonlarin motor noéron hiicre Oliimiine  hangi
mekanizmayla neden oldugu bilinmemekle birlikte, mutant SOD1’in aksonal
transportta gozlenen hatalarda uyarici bir etken oldugu gosterilmistir. Bu aksaklikla
ilgili mekanizma su sekilde aciklanmistir: Mutant SODI1’i eksprese eden sinir
hiicrelerinde mitokondriler mutant proteinden etkilenir ve aksonlardan hiicre
nukleusuna dogru hareket ederek sinir hiicresinin govde kisminda nukleus etrafinda
toplanir. Aksonlarda mitokondrilerin yok olmasiyla bu bolgede ATP olusumu
sekteye ugrar ve bu durum da aksonal 6liimlere neden olur.

Hastalik patolojisiyle ilgili diger bir yaklasim da otofajideki bir defektin ALS
olusumunda genel bir yolak oldugu goriisiidiir. Bu konuyla ilgili yapilan calismalarda
hiicrede lityumun bir otofaji uyaricisi olarak gorev yaptigi bulunmustur. ALS’deki
patolojik bulgulardan olan bozulmus mitokondri yapilarini otofajiyi uyararak ortadan
kaldirdigr gozlenmistir. Ayrica lityumun hiicrede norogenezi ve noronal
farklilasmay1 da uyardigi diisiiniilmektedir. Son zamanlarda ALS hastaliginin
tedavisinde lityum uygulamasi baslatilmistir. Sonugta bazi1 hastalarin lityumla
tedaviye olumlu cevap verdigi gozlenmistir. Ancak bu madde icin en uygun dozun ne
oldugu ve lityumla tedaviye neden sadece bazi hastalarin cevap verdigi ileriye
yonelik olarak cevap bekleyen sorulardir.

SOD2 geni ile ALS hastaligi arasindaki iligki ilk kez Parboosing et al.
tarafindan 1995 yilinda SSCP yontemiyle SOD2 geninin 6zel olarak 3’ ucunu
arastirmalart ile olmus ve bu bolgede meydana gelen degisimle ALS hastalig
arasinda bir iligki bulamamislardir. 1998 yilinda Tomblyn et al. SOD2 geninin
kodlanan bolgesinin dizilemesinde 20 SALS hastasinin 11’inde ve 10 kontroliin
3’tinde mitokondriyal hedefleyici dizide Ala(-9)Val polimorfizmi i¢in homozigotluk
belirlemislerdir. Bu calisma c¢ok kiigciikk capta olsa da bu durum Ala(-9)Val
polimorfizmi ile ALS arasinda bir iliski kurulmasi fikrini diisiindiirmiistiir. Bu
konuyla ilgili daha fazla bulgu 1999 yilinda Van Landeghem et al. tarafindan
bulunmustur. Bu arastirma diger arastirmalara gore sayir olarak daha fazla kisi
lizerinde yapilmistir. Isvegli sporadik motor noron hastaligi olan 72 hasta ve 136

kontrol kullanilarak yapilan calismanin sonucunda Ala allelinin motor noron
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hastaliga yakalanma riskini arttirdigim1 bulmuslardir (p= 0,025). Tomkins et al. 2001
yilinda SSCP yontemiyle 77 ALS hastasinda SOD2 geni degisimlerini aragtirmistir.
SOD2 geninin tiim kodlanan dizisini olas1 degisimler ag¢isindan taranmis ancak hi¢cbir
mutasyona rastlanmamistir. Ayrica bu hasta grubu Ala(-9)Val polimorfizmi
acisindan da incelenmis ancak hasta ve konrol gruplari arasinda anlaml bir iliski
bulunamamistir. Ancak ALS hastalarinda Ala’nin allelinin daha diisiik bir siklikta
olma egilimi gosterdikleri belirlenmistir (p= 0,08).

Ala(-9)Val polimorfizminin ALS hastalig1 acisindan Onemi tam olarak
anlagilmis degildir. In vitro olarak Val allelinin mitokondriyal matrikse daha az bir
etkinlikle getirildigi ve bu durumda daha diigsiik SOD2 aktivitesine neden oldugu
gosterilmistir. Fakat bu durum in vivo olarak heniiz gosterilmemistir (Anderson
Jonsson, 2005).

124 SALS hastast ve 124 kisilik bir kontrol grubu ile yaptigimiz bu
arastirmamizda Ala(-9)Val polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol gruplari arasinda
anlamli bir iliski bulunamadi(p= 0,538). SOD2 A(-9)V polimorfizminde A allelinin
dagilim1 kontrol grubunda 43,4, hasta grubunda ise 48,4 olarak bulunmustur. Hasta
grubunda %>5’lik artis olmasina ragmen allelik dagilim istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir(p= 0,538, Cizelge 4.8) Bu sonug diinya genelinde elde edilen sonugla
da tutarhilik gostermektedir. Tomkins et al. 2001 yilinda 77 ALS hastasinda yaptigi
incelemede hasta grubu icinde A alleli dagilimim 49,4, kontrol grubunda ise 58,3
olarak belirlemistir.

SOD2 geninde meydana gelen bir diger degisimde Ile58Thr nokta
mutasyonudur. Bu mutasyon enzimin tetramer yapisin1 bozar ve 1siya Kkarsi
stabilitesini ve enzimatik aktivitesini azaltir. Dogal olarak meydana gelen bu
mutasyon helikal hairpin mutasyonudur. Protein yapisina iki katlanma hatasina
neden olur. Bunlardan her biri tetramerik yiizeyin dortlii heliks kivrimlarindadir.
SOD1’de benzer paketlenme hatalarina neden olduklar1 diisiiniillen mutasyonlar
(Alad4Val, lle113Thr, Val148Gly ve Ile149Thr) nérodejeneratif bir hastalik olan ALS
ile iligkilendirilmistir (Borgstahl et al. 1996). Bu nedenle ALS hastalar1 Ile58Thr
degisimi acisindan incelenmis ve 124 ALS hastasinin hi¢ birinde bu mutasyona
rastlanmamstir. Ayrica hasta grubuyla yas ve cinsiyet olarak birebir eslestirilen

kontrol grubunda da bu mutasyona rastlanmamastir.
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Diinya literatiiriine bakildiginda Ile58 Thr mutasyonunun ALS hastaligiyla
iliskisinin incelendigi bir yayin yoktur. Ancak bu konuyla ilgili olarak yapilmis en
yakin ¢alisma Grasbon-Frodl et al. 1998 yilinda ALS gibi nérodejeneratif bir hastalik
olan Parkinson hastalarinda SOD2 Ile58Thr mutasyonu dagilimimin arastirmasidir.
Bu arastirmada 63 Parkinson hastasi bu degisim acisindan taranmis ve hi¢ birinde bu
degisime rastlanmamistir. Sonu¢ olarak SOD2’nin stabilitesinde meydana gelen bu
degisimin norodejenerasyonda ve nérodejeneratif hastaliklarin olusumunda bir rolii
olmadig1 diisiiniilebilir.

Arg202Leu polimorfizmi SOD3 geninin heparin baglanma bdlgesinde
belirlenmis bir degisimdir. Campo et al. 2005 yilinda Akdeniz populasyonunda 2400
ornek tizerinde SOD3 degisimlerinin oranimi incelerken Arg202Leu degisimi
oranim1 %0,84 olarak belirlemislerdir. Baz1 arastirmalara gore SOD3 proteininin
heparin baglanma bolgesinde az sayida lisin veya arginin aminoasiti bulunursa
heparan siilfat baglanirhigi azalir (Adachi and Marklund, 1989). Buradan yola ¢ikarak
Campo et al. Arg202Leu varyasyonunun enzimin bu fonksiyonunu etkileyebilecegini
One siirmiistir. Ayrica yaptiklar1 calisma sonucunda Arg202Leu varyasyonunun
disiik sikligi, bu degisimi tasiyan homozigot bireylere rastlanmamasi ve Giiney
Italya populasyonunda hi¢ Arg202Gly mutasyonuna rastlanmayisi evrim siirecinde
etnik gruplar arasinda EC-SOD’un heparin baglanma bolgesinin endojen ve cevresel
kuvvetler sonucu farkli sekilde secilime ugradigi goriisiinii One siirmelerini
saglamistir.

Folz and Crapo 1994 yilinda RNA jel blot analiziyle SOD3 geni mRNA’s1
ekspresyon seviyelerini belirlemis ve su sonuglar elde etmislerdir. SOD3 mRNA
ekspresyonu yetiskin kalp, plasenta, pankreas ve akcigerlerde en yiiksek olarak
belirlenmistir. Bobrek, iskelet kaslar1 ve akcigerde ekspresyonun orta diizeyde ve
beyin veya karacigerde ise mRNA ekspresyonunun olduk¢a az oldugu belirlenmistir.
Diinya literatiire bakildiginda SOD3’de meydana gelen degisimler iizerine yapilan
arastirmalar daha cok Arg213Gly degisimi ile ve mRNA ekspresyonunun fazla
oldugu dokularda olusan hastaliklarla olmustur. Ornegin; miyokardiyal soklar,
homosisteinura ve tiimorler. Norodejeneratif hastalikla ilgili olarak boyle bir iligki
bugiine kadar arastirllmamistir. Bizim ¢aligmamizda inceledigimiz 124 kisilik hasta

grubu icgerisinde 2 kiside Arg202Leu degisimine heterozigot olarak rastlanmistir. Bu
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yonilyle bu sonu¢ norodejeneratif hastaliklarla SOD3 degisimleri arasinda da bir

baglanti olabilecegini diisiindiiriir.

- 67 -



6.SONUC VE ONERILER

124 SALS hastasi ve bu hastalarla yas ve cinsiyet olarak eslestirilmis 124 kisilik
kontrol grubunda SOD gen degisimlerini inceledigimiz bu calismada elde edilen
sonuclar su sekildedir.

Daha 6nce ALS hastalig: ile iliskilendirilmis bir SOD1 mutasyonu olan D90OA
mutasyonu 1 hastada homozigot olarak belirlenmistir. SOD1 geninde diger bir ALS
iligkili mutasyon olan G93A mutasyonuna ise hasta veya kontrol grubu icerisinde
rastlanmamustir. Bu durum Tiirkiye’deki SOD1 mutasyonu sikliginin diinya geneline
oranla daha diisiik oldugunu gostermektedir.

SOD2 Ala(-9)Val polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
anlaml bir iliski bulunamamistir (p= 0,538). Bu sonug¢ diinya genelinde elde edilen
sonucgla tutarlilk gostermektedir. SOD2’deki diger bir degisim olan Ie5S8Thr
mutasyonuna da 124 SALS hastas1 ve 124 kisilik kontrol grubu igerisinde
rastlanamamigtir. Sonu¢ olarak bugiinkii kanitlar ALS patogenezinde SOD2 geninde
meydana gelen degisimlerin katkisinin olmadig1 yoniindedir.

SOD3 geninde arastirdigimiz Arg202Leu degisimine calisma grubumuzda 2
hastada heterozigot formda rastlanmasi ve kontrol grubu igerisinde hi¢ rastlanmamasi
daha 6nce ALS patogenezi ile iliskilendirilmeyen bu degisimin de ALS patogenezine
neden olabilecegi diislincesini olusturmustur. Daha genis hasta ve kontrol gruplarinin
taranmasi ve bir sonraki basamakta da knock out insan geni iceren model organizmalarin
olusturulmasi ile bu mutasyonun hastalikla ilgili etkileri belirlenebilir. Ayrica doku
kiiltiirii yontemiyle mutant SOD3’iin ekspresyon ve gen iriinii dagilimina bakilarak
mutant iirliniin hiicre toksisitesine etkisi incelenebilir.

Yapilan yogun calismalara ragmen ALS hastalig1 patogenezi ile ilgili sinirl1 bilgi
bulunmaktadir. Bugiin sporadik ve familiyal ALS ile iliskili oldugu belirlenmis
degisimlerin bazilar1 sadece kromozomal lokalizasyonlarla sinirli kalmis bu bolgelerdeki
hedef genler heniiz belirlenememistir. Bu genlerin tam olarak belirlenmesi hastaligin
nedenin anlasilmasi agisindan aydinlatic1 olabilir. ALS hastaliginda motor noronlarin
0liim nedeni olarak tek bir etken sayilamaz. Hastalik multifaktoriyel olarak olusan ancak
tiim hastalarda benzer fenotiple sonuclanan nérodejeneratif bir hastaliktir. Ge¢ yaslarda
baslayan, yasa bagli penetransi olan ve hayatta kalma siiresi kisa olan bir hastalik olmasi

da yapilan arastirmalar kisitlamaktadir.
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