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. GIRIS VE AMAG

Alzheimer, beyin hucrelerinin Uzerinde patolojik bir protein birikiminin
goraldugu, hafiza kaybi, kisilik ve davranis degisiklikleri, disinme ve
yorumlamada bozulma, konusurken dogru kelimeleri bulmada guglik ¢cekme,
bazi igleri dogru sirayla yapmada zorlanma gibi semptomlarla ilerleyen ve
kesin nedeni henlz ortaya konulamamis norolojik bir hastalktir (1).
Alzheimer hastaligi (AH) en yaygin olarak gorilen demans nedenidir. Yasla
birlikte ilerleyen ve basit gundelik islerin bile yerine getiriimesinde sorunlar
yaratan unutkanlik AH’nin habercisi olabilir. Onceleri sinsi baglayan basit
unutkanliklar, yillar icinde gunluk isleri yapmayi engelleyecek duzeye ulasir;
ileri evrelerde ise zihinsel ve bedensel islevler iyice bozularak, hastayi
tamamen bakima ve yataga bagimli hale dusurir. Beyindeki bazi sinir
hlcrelerinin yavas yavas islevini kaybetmesi sonucu g¢esitli zihinsel
bozukluklarla ortaya c¢iktigi artik iyi bilinen Alzheimer hastaligi ender bir
hastalik degildir ve yaslilarda en sik karsilasilan 4. hastalik olarak bilinir.
Bunama olasiligi yasla birlikte artar ve ilerleyici ve geri dénugsuz o6zellige
sahiptir. Alzheimer hastaligi kadinlarda erkeklerdekine gore daha yaygindir.
Avrupa’daki rakamlar 65 yas veya Ustu kisilerin yaklasik %5’'inde Alzheimer
hastaligi bulundugunu dustundurmektedir. Bu rakam 85 yas ve Ustu grupta
%20’ye c¢ikar. Butin dunyada 18 milyon kiside demans bulundugu tahmin
edilmektedir ve 2020 yiiinda bu rakamin 34 milyona ¢ikmig olacagi
ongorulmektedir. Alzheimer hastaligi medikal, sosyal ve ekonomik bir
problemdir ve halen ABD’de 6lim nedenleri arasinda dordinclu siradadir.
Yilda 100.000.000.000 $ tedavi gideri ve 33.000.000 $ isgiicli kaybi ile
oldukga pahali bir hastaliktir. Hastaligin erken dénemde farkedilmesi ve
ciddiye alinarak gerekli tibbi destegin saglanmasi, bu durumla mucadelede

onemli bir adim olarak belirtiimektedir.

Superoksit dismutaz enzimi (SOD), Superoksit radikallerini direkt olarak

hidrojen peroksite ve molekuler oksijene ¢evirmektedir. Bunlardan



mitokondrial izoenzim olan MnSOD (SOD2), induklenebilir olma 6zelliginden

dolay! ayri bir dneme sahiptir.

Calismamizin amaci AH’nin gelisiminde mitokondrial antioksidan enzim
olan MnSOD enziminin gen polimorfizminin ve aktivitesinin etkisini arastirmak
ve hastaligin patofizyolojisinine molekiler dizeyde katki yapmaktir. Su ana
kadar yapilan c¢alismalarda oksidan/antioksidan denge suglanmis fakat
antioksidan enzimlere ait farkli kodlamalar ¢alisiilmamistir. Bu farkli polimorfik
yapilar enzim aktiviteleri ile iligkili olabilir. Alzheimer hastaligina molekuler
yaklasim daha ¢ok Apo E Uzerinden yapilmis ve bazi ¢alismalarda ApoE4
alleli sucglanmistir. Bizim c¢alismamiz molekiler bakis acisini antioksidan
enzimler Uzerine yogunlastirarak patofizyolojisini farkli bir pencereden

aciklamaya katkida bulunacaktir.

GUnumuzde gen poliformizmleri Uzerine ¢ok sayida calisma olmakla
beraber Alzheimer hastaligi ile antioksidan enzim olan SOD aktivitesi ve bu
enzime ait gen polimorfizmleri Uzerine yapilan calismalara ait kaynaklar,
yapilan taramalarda nadirdir. Gunumuzde hastaligin molekiler dizeyde
etiyolojisinin  tam olarak bilinmemesi nedeniyle hastalik 6nceden
ongorulememekte, ancak belirtiler ortaya ¢iktiktan sonra tespit edilebilmekte
ve tedavi edilmeye calisiimaktadir. Bu c¢alismamizda amag¢ enzim
polimorfizmi ve enzim aktivitesi ile AH arasinda iliski bulmak ve bu bilgiler
Isiginda insanlarda AH gelisme riskini hastalik gelismeden 6nce tespit
edilebilmeyi saglamaktir. Hastalik belirtileri henlz baglamadan &nce
yapilacak girisimler ve alinacak onlemler Glke ekonomisine ve en dnemilisi

alinacak onlemlerle kisinin daha kaliteli yagamasina katkida bulunulacaktir.



I.GENEL BILGILER

I.1. ALZHEIMER HASTALIGI (AH):
1.1.1. Alzheimer Hastaligi Tanimu:

Alzheimer hastaligi biligssel iglevlerde bozulma, gunlik yasam aktivite-
lerinde azalma, davranigsal ve psikolojik bozukluklarla sonuglanan ilerleyici
bir norodejeneratif hastaliktir. Geri donlslu olmayan ve ilerleyici biligsel
yikimin yol actigi klinikle, hastanin ve hasta yakinlarinin uyumu ve idame

edilmesi oldukga gugtur (1).

65 yas Ustu hastalarda demansin en 6nemli U¢ nedeni; AH (yaklasik
%60), vaskller demans (%15) ve vaskuler demans-AH bir arada bulunmasi
(%10). Lewy cisimcikli demans, Pick hastaligi, fronto-temporal demansilar,
normal basing¢li hidrosefali, alkolik demans, enfeksiyon hastaliklari (HIV,
sifiliz) ve Parkinson hastaligina bagli demans gibi hastaliklar diger demans
sebeplerinin %10’unu olusturur. Demans klinigi gézlenen hastalarin yaklasik
yuzde %5’inde demans tablosu metabolik anomaliler (6r: hipotirodizm),
beslenme bozukluklari (6r: vitamin B12 eksikligi, folat eksikligi) veya

depresyon gibi geri donebilen sebeplere baglidir (2).

1.11.2. Tarihge:

Dr. Alois Alzheimer'in 1907'de ilk olgusu 51 yasindaki Auguste D.yi
yayinlamasindan sonra hastaliga “Alzheimer” adini klinik sefi Dr. Emil
Kraepelin vermistir. Alzheimer’in bu ilk olgusunda hastanin kocasi ile ilgili
asiri kiskanglik hezeyanlari bulunmaktaydi. Daha sonra bellek basta olmak
Uzere yuksek beyin fonksiyonlarinda bozukluk saptanmigsti. 4,5 yil yasayan

bu olgunun otopsisinde beyinde ginimizde tanimlanan degisiklikler goraldu

(3).



11.1.3. Epidemiyoloji :

Bati Avrupa ve Birlesik Amerika'da yapilan c¢alismalarda demanslarin
%50-70'inin  AH olmasina karsilik, Japonya ve Rusya'da multi infarkt
demanslarin daha fazla oldugu bildirilmistir (4,8). Turkiye'de ise hastaligin
sikligl, bu alanda hentz epidemiyolojik bir c¢alisma yapiimadigi igin

bilinememektedir.

Alzheimer hastaligi ile ilgili degisik ulkelerde bircok yapilmig
epidemiyolojik ¢alisma vardir. Calismalarda AH prevalansi %3,6 ile %23
arasinda degismektedir. Hastaligin 65 yasindan sonra prevalansi yasla
beraber belirgin sekilde arttigi gézlenmistir. European Community Concerted
Action on the Epidemiology and Prevention of Dementia Group (EURODEM)
projesi standardize tani kriterleri ve epidemiyolojik yontemler kullanarak,
cesitli Avrupa Ulkelerinden elde ettikleri dederleri bir havuzda toplayarak tablo

1’de gosterilen genel AH’'ndaki prevalens sonugclarini vermigtir (11).

Tablo 1. EURODERM’e gore Alzheimer hastaligi prevalans oranlari

Yas dagihimi %
30-59 0.02
60-69 0.3
70-79 3.2
80-89 10.8



11.1.4. Etiyoloji:

Alzheimer Hastaliginin gelisiminde ortaya konan kesin risk faktorleri yas,
aile dykusu ve kisinin Apolipoprotein E (ApoE) s4 aleline sahip olmasidir
(4,5). Bunlardan en 6nemli risk faktort yas olup hastaligin prevelansi 65-85
yaslari arasinda her bes senede bir iki katina gikmaktadir. Aile dykisinde
Ozellikle birinci derecede akrabalarin etkilenmesi durumunda risk dort kat
artmaktadir (6). Kolesterol transportunda gorevli bir protein olan ApoE'nin E4
aleli; normal beyaz populasyonda %16, AH’larinda ise %35-50 siklikta
bulunmasi nedeniyle hastaligin major faktoérlerindendir (7,8).

Alzheimer hastaliyi patogenezinde genetik diginda cesitli risk faktorleri

vardir;

* Yas: En gugli kanit ilerlemis yas icin mevcuttur. Hastaligin gorilme sikhigi
60 yasindan once nadirken, 85 yas ve Uzerindeki yaslarda yaklasik %20-
50’ye yukselir. Alzheimer hastaligi riski her 5 yilda bir; 65 yasindan sonra 1.5
kat, 75 yasindan sonra 3 kat ve 85 yagindan sonra 5 kat artar (20).

* Cinsiyet: Hastaligin kadinlarda erkeklerden daha fazla oldugu bilinmektedir.
,85 yas ve Ustu grupta kadinlarda AH insidansi erkeklere oranla belirgin
yuksek bulunmustur (22). Genel olarak kabul géren kadin erkek orani 2/1’dir
(20) .

* Ailede demans o&ykuslu olmasi: AH olan bireyin c¢ocuklari, kardesleri,
hastaliktan etkilenmig bir yakini olmayan birine gére 3—4 kat daha fazla
etkilenir (23).

» DuslUk egitim duzeyi: AH insidansi dusuk egitim seviyesi olanlarda daha

yuksek egitim seviyesinda olanlardan 1,5 kat fazla bulunmustur (21,24).
* Uzun sureli alkol kullanimi (25,26).
* Kardiyovaskuler hastalik ve risk faktorleri (27,28,29).

*Down sendromu: Erigkin yaslara kadar yasayabilenlerde, genetik bozukluga

bagh olarak AH gelisim riski yuksektir. Down sendromu olanlarin %90’inda
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30 yasinda iken amiloid plaklar, norofibriler yumaklar ve kolinerjik eksiklikler
vardir (23).

Tablo 2'de risk faktorleri verilmistir (12). Ayrica erken donemde menapoza
girip, Ostrojen alan kadinlarin AHLIgi acisindan dusuk risk tasidigi
bilinmektedir. Non-steroid antiinflamatuar bilesiklerin AH’nin gelisme riskini
azalttigindan soéz edilmektedir (10,12). Bazi ¢alismalarda ileri anne yasi ve
depresyon oOykusunin de AH risk faktorleri arasinda oldugu belirtilse de
tartismalidir (4,9).

Tablo 2. Alzheimer hastaliginda Olasi Risk Faktorleri

Yas Atrial fibrilasyon

ApoE4 allel Diabet

Kadin cinsiyeti Beyinde ak madde lezyonlari
Kafa travmasi Hipotiroidizm

Dusuk egitim duzeyi Sik sik uzun sureli genel anestezi
Erken histerektomi Alkol aligkanhgi

Hipertansiyon Myokard infarktlsu

1.1.5. Genetik:

Alzheimer hastaligi genetik olarak karmasik ve heterojen bir gruptur.
Alzheimer hastaliginda genetik faktorler, bluyuk oranda hastaligin gelisimi icin
cevresel faktorlere bir yatkinlik zemini olusturmaktadir. Monozigot ikizlerde
yapilan galismalara gore, ikizlerin birinde AH belirtileri goruldugiunde, diger
ikizde hastaligin gérulme olasihigi yaklasik %40’tir. Ancak diger ikizde AH’nin

baslamasi daha uzun bir donemden sonra olur. Bu ve buna benzer



calismalar AH’'nda hem cevresel hem de genetik faktorlerin rol oynadigini

gosterir (13).

Simdiye kadar otozomal dominant gecisten sorumlu olan 3 ayri gen
bulunmustur: APP geni (21. kromozom), presenilin 1 (PS—1) geni (14. kromo-
zom) ve presenilin 2 (PS-2) geni (1. kromozom). Bu genlerin kodladigi 3
protein de normal islevleri ¢ok iyi bilinmeyen, noéronal plastisitede rol

oynadiklari ileri surilen transmembran proteinlerdir (14,16).

Alzheimer hastaliyi %5 oraninda da daha geng¢ bireylerde (4060 yas
arasi) gorulebilir. Bu kigilerin cogunda belirgin bir aile 6ykisu vardir ve bilinen
bir genetik mutasyon bulunabilir(15). Kromozom 14’teki PS—1, kromozom
1’deki PS-2 ve kromozom 21’deki amiloid-b protein prekursoru gibi 3 gen

defektinin ailelerde erken baglangicli AH’na neden oldugu bilinir (14, 16,17).

Erken baslangi¢ch AH (40-50 yas) ile ilgili en sik mutasyon,%50 oraninda
kromozom 14'de PS-1 geninde bulunmustur. Kromozom 1’deki PS-2

genindeki homolog proteindeki mutasyon birkag ailede bulunmustur (46).

Amiloid prekursor protein (APP) ile ilgili gen 21 no’lu kromozomun uzun
kolundadir. Degisim sureci boyunca 4 degisik APP’i vardir. Senil plaklarin
temel yapisini olusturan R/A4 proteini APP’in pargcalanmasi sonucu ortaya
¢ikan bir 42-aminoasit peptiddir. Down sendromunda (trizomi 21) APP
geninin U¢ kopyasl vardir ve hastalikta bu proteinin kodon-717’de mutasyona
ugramasi sonucu B/A4 proteininin asiri birikmesi olusur. Anormal APP’inin
gelismesinin AH’nin birincil nitelikteki nedeni olup olmadigi bilinmemektedir
(18).

Geg¢ baslangiglhi AH ile iligkili oldugu kesin olarak kanittanmis tek gen 19
kromozomda kodlanan, kolestrol tagiyan bir enzim olan ApoE’nin E4 (Apo-
E4) alellidir (15-16). Apo E’'nin AH'ndaki 6nemi, AH’nI karakterize eden senil
plaklar ve noérofibriler yumaklarda da bulunmasidir. Apo E beyinde lipaz
aktivitesini bozarsa maruz kalan beyin bdlgelerinde kolesterol ve lipit
transportunu degistirebilir. Defektif reinnervasyon ve vyetersiz sinaptik
plastisite olugur. Alzheimer hastaliginda neokorteks incelendiginde
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presinaptik terminal dansitede %45 azalma ve frontal, temporal bdlgelerde
kortekste dnemli Olglde sinaptik kayip ortaya konmustur. Siyah irk igin Apo-
E4 allel sikihdr %30 olarak bildirilmistir. Apo-E4 allelinin normal yasli
erkeklerde bilissel fonksiyonlarda azalma ile birlikte oldugu ileri stGrGimustar.

Apo E—4 allel sikhgi normal populasyon igin %20 iken, AH icin %40’tir (19).

Hastalarin %95’inden fazlasinda hastallk otozomal dominant gegis
gostermez. Ancak bu hastalarin bazilari AH sikliginin genel nufustan daha
yuksek oldugu ailelerden gelir. Otozomal gecis gostermeyen ve genellikle 65
yasindan sonra baslayan bu sporadik sekilde ortaya ¢ikan hastaliga neden
mutasyon bulunmamakla beraber ¢ok sayida risk faktorleri tanimlanmigtir

(14). Alzheimer hastaligindaki genetik faktorler Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3. Alzheimer hastaligindaki genetik faktorler.

Gen Kromozom Mekanizma Etki
APP 21 Mutasyon/Trisomi Ab Uretiminde artis
Presenilin 1 14 Mutasyon Ab Uretiminde artis
Presenilin 2 1 Mutasyon Ab Uretiminde artis
APOE 19 Polimorfizm Ab klirensinde bozulma,

t hiperfosforilizasyonu,
noral plastisitede
bozulma

a2-MG 12 Polimorfizm Ab klirensinde bozulma

1.1.6. Noropatoloji:

Alzheimer Hastaliginin patogenezi ile ilgili gelismelere hastaligin patoloji
bulgulari yol gdsterici olmustur. Makroskopik patoloji bulgulari, 6zellikle
korteks ve hipokampusta diffiz atrofidir. Histolojik olarak ise hucre iginde
biriken norofibriller yumaklar, ekstraselluler yerlesimli noérotik (amiloid)
plaklar, granulovakuolar dejenerasyon, sinaptik kayip ve Meynert'in bazal

8



ndkleusu, hipokampus, asosiasyon korteksinde kolinerjik hicre kaybi patoloji
bulgularini olusturur (30). Norofibriller yumaklar, ikili helikal filamentlerden
olusup, bu filamentleri hiperfosforilize tau proteini olusturmaktadir. Amiloid
plaklarin ana komponenti ise "B sheat" konformasonu ile biriken 39-43
aminoasitlik fibriller B amiloid peptiddir (AB). Amiloid plaklarin diger
komponentleri patolojik "saperonlar" olarak adlandirimakta ve AB'nin
agregasyonunu, c¢okelmesini ve toksisitesini artirdigi ileri sudrtlmektedir.
Bunlar a-1-antikimotripsin, ApoE, bazal membrana bagli heparan sulfat

proteoglikan ve klasik kompleman yolun elemanlaridir (12,29,31,32).

Hastaligin patogenezini en iyi agiklayan hipotez olan amiloid kaskad

hipotezinde anahtar nokta, artmis ve uzun AB'nin olusmasidir (33).

Alzheimer hastaliginin histopatolojik bulgularini olugturan senil plaklar,
norofibrillar yumaklar, ndéron kaybi, artmis AB olusumuna ikincil olarak
gelismektedir: AB'nin fibriller olusturarak lokal mikroglia ve astrositleri aktive
ettigi, bu hudcrelerden salinan molekullerin néronlarda noérotoksik ve
norotropik etkiler olusturdugu dusunulmektedir. Bu ndrotoksik etkilere maruz
kalan noronlarda dejeneratif degisiklikler olusmaktadir. Boylece néron soma
ve noritlerinde gelisen yapisal ve fonksiyonel degisiklikler (6rnegin sinaptik
disfonksiyon), néron kaybi, birgok noérotransmitter eksikligine ve biyokimyasal
degisikliklere neden olmaktadir (32). Ayrica AB'nin kalsiyum ve sodyum
iyonlarina permiabilitesi artmis iyon kanallari gibi davranarak sitotoksisiteye
neden olduklari dusunudlmektedir (34). Sonugta tum kaskad ndronlarin

programlanmig hicre 6limu (apoptoz) ile sonlanmaktadir.

Alzheimer Hastaliginin yaklasik %5'ini olusturan ailevi Alzheimer
olgularinda da bulunan gen mutasyonlarinin amiloid plak olusumunu, amiloid
kaskad hipotezine paralel olarak artirdigi dusintlmektedir. PS 1, PS 2 ve
APP genlerinde farkl ailelerden birden fazla mutasyon tanimlanmis olup, tim
bu mutasyonlarinin ortak 6zellikleri sonugta, senil plaklarin ana komponenti
olan ve APP'nin sekretaz enzimleri ile kesimi ile olusan AB ve uzun AB
peptid sentezinin artiriimasidir (33). Yine bu bireylerin deri hucrelerinin

kUltdrandn, kualtdr ortamina daha fazla 42 aminoasitlik AB peptidini saldigi
9



gorulmustar (35). Bunu destekleyen en dnemli bulgu ise APP mutasyonuna
sahip transgenik farelerde go6zlenmigtir. Bu transgenik farelerde 42
aminoasitlik AB'nin 14, 40 aminoasitlik AB’nin ise 5 kat arttigi gosterilmigtir
(31,32).

Alzheimer hastaligi igin ileri birgok hipotez olmakla birlikte higbiri hastaligin

patolojisini tam olarak agiklayamamaktadir.

1.1.7. Klinik:

Yasa bagli kognitif azalmada; 50 yasin Ustindeki bireylerde epizodik
bellek performansinda bir azalma vardir. Epizodik bellek kisisel olarak
yasanmis zamani ve Yyeri belli spesifik olaylar igerir. Bireylerde,
tanistirildiktan sonra kigilerin isimlerini hatirlamada gugluk ¢cekme, esyalarin
yerini bulamama, satin alinacak ¢ok sayida esyayi veya yapilacak ¢ok sayida
isi, telefon numaralarini veya posta kodlarini hatirlamada guiglik ¢gekme ve
bilgiyi hemen veya dikkatin dagitiimasindan sonra hatirlamada gugluk gekme
gibi gunlUik sorunlara yol agan bellek kaybina ait yakinmalar vardir. Normal
yaslanmada epizodik bellekten daha az olmak Uzere diger kognitif
fonksiyonlarda da defisitler gorulir. Bu defisitler s6zel akicilikta, isimlendirme
ve kelime bulmada azalma gibi lisan alaninda oldugu gibi, 6zellikle 80
yasindan sonra gorsel-alansal yeteneklerde ve yonetsel islevlierde bozukluk
(tasarlama, organize etme, siraya koyma, soyutlama gibi) seklinde goéruldr.
Oysa implisit bellek ve okuma yetenegi korunmustur. Wechsler Bellek
Olgegi’nin Mantiksal Bellek alt testi gibi bellek testlerinde geng erigkinler icin
gOsterilmis olan ortalamalarin en az 1 standart sapma altinda performans
gOsterme, entelektuel islevlerde yeterli olma ve SMMT'de en az 24 puan

alma ol¢itleri ile tanimlanmistir (23,36).

Alzheimer hastaliginin kliniginden once yasa bagli kognitif azalma ve hafif

kognitif bozukluk (HKB) kavramlarina deginmek gerekir.
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1.1.7.1. Hafif Kognitif Bozukluk:

Son yillarda yapilan ¢alismalar, yasa bagli normal kognitif degisikliklerle
AH arasinda bir gecis doneminin oldugunu gdstermistir Hafif kognitif
bozukluk, normal yaslanma ile AH arasindaki klinik durumu tanimlar. Bu
kisilerde yasina gore umulandan daha fazla unutkanlik vardir, fakat AH tani
kriterlerini karsilamaz. Bugun HKB’'u olan Kkisilerin ylksek oranda AH’na
yakalanma riski tagidigina inaniilmaktadir (37). Klinik olarak HKB, tipik olarak
bellek gibi bir veya birden fazla kognitif alandaki bozuklugu veya kiginin
yasina veya egitimine gére umulandan daha fazla kognitif yeteneklerde genel
olarak hafif yikimi tanimlar, fakat bu bozukluk demans tanisi koyduracak

derecede kisinin gunluk yasam aktivitelerini etkilemez (37).

HKB icin klinik kriterler sunlardir (38):

1. Hasta yakini tarafindan da dogrulanan bellek bozuklugu yakinmasi,
2. Yasa ve egitime gore objektif bellek bozuklugu,

3. Genel kognitif fonksiyonlarin genis oranda korunmus olmasi,

4. Gunluk yasam aktivitelerinin buylk miktarda saglam olmasi,

5. Demans bulunmamasi.

Klinik perspektif agisindan en az Ug¢ tip tablo vardir. Birinci tip yukarida
sb6zu edilen “amnestik HKB”dir. Burada belirgin bellek bozuklugu vardir ve
AH’na déniisme riski ve potansiyeli tasir. ikinci tip “multipl alanda HKB”dir.
Burada birden c¢ok kognitif alanda (bellek, lisan, dikkat, gdrsel-mekansal
beceriler,yuraticu islevler gibi), demans olusturacak kadar siddette olmayan,
hafif bozukluk vardir. Bu tipteki kisiler normal yaglanmayi temsil edebildikleri
gibi, ileride AH'na veya vaskiler demansa donusebilirler. Uglinci tip “bellek
disinda tek alanda HKB”dir. Burada bellek disinda lisan, yurGtlcu
fonksiyonlar gibi tek bir kognitif alanda bozukluk olup, diger kognitif
fonksiyonlar korunmustur. Ancak demans olusturacak derecede gunluk

yasam aktiviteleri bozulmamigtir. Bu tipteki kisiler ileride frontotemporal
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demans, primer progresif afazi veya Lewy cisimcikli demansa dénusebilirler
(37).

Alzheimer hastaliginda dejeneratif sirecin baslandigi ve daha sonra

yayildigi bolgeler:

1. Hipokampus, Entorinal korteks

2. Asosiyasyon korteksleri

Onde: Frontol Asosiasyon Korteksi (Prefrontal korteks)
Arkada: Temporo-Parietal Asosiasyon korteksi

Alzheimer hastaliginda dejeneratif slre¢ ilk olarak Hipokampus ve
Entorinal korteksi tutar. Beynin bu bdlgeleri bellek islevinin altyapisini
olugsturduklari icin de ilk bozulan iglev bellek olur. Daha sonra, hastaligin
ilerlemesi ile dejenerasyon 6n ve arka multinodal asosiasyon kortekslerine
dogru yayilir. Arka asosiasyon korteksi, yani temporo-pariatal korteks,
karmasik gorsel-mekansal becerilere, 6n prefrontal asosiasyon korteksi de
karmasik dikkate ve yonetici islevlere aracilik ettigi icin, hastaligin ilerlemesi
ile birlikte bu becerilerde ve islevlerde gidecek artan bozulmalarla karsilasiriz
(37). Bugunku kanitlar AH’na bagl patolojik dedisikliklerin klinik bulgular

ortaya ¢ikmadan 15-20 yil 6nce bagladigina isaret etmektedir.

Alzheimer hastaligi klinik olarak;

1. Presemptomatik donem,
2. Preklinik donem,

3. Erken “sUpheli” AH,

4. Hafif AH,

5. Orta donem AH,

6. Agir (siddetli) donem AH, olarak alti gruba ayrilabilir (Sekil 1) (37,40).
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Sekil 1. Alzheimer hastaliginin klinik evreleri

Presemptomatik evrede, beyinde yavas ilerleyen bir patolojik stre¢ vardir.
Ancak mental veya davranigsal semptomlar, gunlik aktivitelerde bozulma,
performanstaki azalma yonunden duyarli testler kullanildiginda bile,
norofizyolojik testlerde bir bozukluk yoktur (45). Bdyle bir evrenin varligi
antemortem degerlendirmede go6zlenebilen ya da olgulebilen herhangi bir
klinik kayip yokken karakteristik Alzheimer lezyonlarinin gdsterildigi bir dizi
patoloji serisi ile desteklenmektedir (41, 42, 43). Preklinik evrede, dzellikle
hafizada kolaylikla fark edilmeyen kayiplar kognitif performanstaki testler ile
saptanabilir. Ancak bu kayiplar gunlik aktivitelerde herhangi bir aksama ile
iligkili degildir (44,39). Alzheimer hastaliginin klinik belirtilerinin baginda

amnezi, afazi, apraksi ve agnozi gelmektedir (13).
Amnezi:

Alzheimer hastaliginda ilk semptom c¢odu kez yeni bilgileri 6grenme

yeteneginin kaybidir (amnezi). Epizodik bellegin kaybi AH’ndaki ana belirtidir.
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Epizodik bellek o6zellikle hipokampusla ilgilidir. Baglangi¢ta hasta unutkan
olur, ayni seyleri tekrarlar, esyalarini kaybeder. Randevularini unutur. Sonun-
da epizodik belledin depo edilmesi ve hatirlanmasi ileri derecede yikilir.

Bellekteki bozulma segici bir sekilde yakin zamandaki olaylarla ilgilidir (13).
Afazi:

Alzheimer hastalarinda sik rastlanan bir bozukluktur. Spontan konusmada
kelime bulmada zorluk ve objeleri isimlendirme yetenegdinde bozukluk ilk
gorulen dil bozukluklaridir. Patolojik bozukluklar Wernicke alaninin 6n yuzune
yayllir ve Wernicke afazisi gorultur. Hastalik ilerledikge hastalarin sézcuk

bulma ve konusma becerilerilerindeki kayiplar mutizm boyutuna ulasir (13).
Apraksi:

Apraksi; sonradan o&grenilen, pratik olarak yapilan ve motor beceri
gerektiren hareketleri uygulama becerisinin bozulmasidir (5). Apraksi
genellikle hastada bir sekli kopya etmesi sirasinda (6rnegin kesisen altigen
veya U¢ boyutlu cisimler ¢gizme) veya birbiri ardi sira yapilmasi gereken bir is
istendiginde ortaya g¢ikar. Hastaligin erken déneminde anamnezden hastanin
teknik yada yeni 6grenilmis bilgi gerektiren karmasik becerileri yapamadigi
ogrenilir (yeni adresleri bulamazlar, araba kullanmada riskler artar). Hastalik
ilerledikge elbiselerini belli bir sirada giyemedigi; bigak ve catal kullanarak
dogru sekilde yemek yiyemedigi 6grenilir. Sol parietal fonksiyon bozuklugu

apraksi nedenidir (13).
Agnozi:

Agnozide hastanin bedeninin cesitli bolumlerini taniyamadigr gorulir.
Yuzleri tantlyamama (prosopagnazi) hastada yakinlarinin gergcek olmadigi,

yakinlarinin kopyalari ile yer degistirdigi inancina yol acgar (13).

Diger belirtiler arasinda soyut kavramlari kullanma becerisinde bozulma
vardir. Hasta gunluk mali ve mesleki sorunlarn ¢ozmede yetersiz kalir. Karar

verme yetisinde ve yargilamada bozukluk goéralar (13).
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Pratik agidan hastaliyi hafif, orta ve ileri evre olmak Uzere 3 ddéneme

ayirabiliriz (13).

1.11.7.2. Hafif (erken) donem Alzheimer Hastaligi (2—4 yil):
e Kisa sureli bellekte bozukluk. Uzak bellek genellikle etkilenmemistir.
e Objeleri yanlis yere koyma
e Daha 6nce bildiklerinin isimlerini unutma
e Bildik objelerin isimlerini unutma (¢atal, kalem)
e Daha dnce bildik yerleri bulamama
e Cevreye ilgi kaybi, mesleksel, sosyal aktivitelerden uzaklagsma
e Havaya uygun sekilde giyinememe
e Lisan yeteneklerinin bozulmasi
e Soyut duslncede bozukluk
e Zaman ve yerle ilgili orientasyon bozuklugu, ancak kisileri tanima
e Mini Mental Skor genellikle 20-25 arasinda degisir.

e BBT veya MRI genellikle normal

1.1.7.3. Orta Donem Alzheimer Hastaligi (2-5 yil):
e Bellegin bozulmasi belirgin

e Lisan kusurlari (afazi), muhakeme, alan orientasyon, vyuruticu

islevlerde bozukluklar belirginlegir.
e Davranig sorunlari (¢abuk irrite olma, tartisma)

e Hezeyanlar ve hallisinasyonlar
15



e Uyku-uyaniklik doéngusinde bozukluk, aksamustleri kognitif ve

davranissal belirtilerde kotllesme
e (gun batim sendromu)
e Bir asagi yukari dolasma
e Enkontinans

e Hastaya c¢cogu kez gunlik aktivitesi (banyo yapma, elbise giyme,

yemek yeme vs.) igin yardim etmek gerekir.
e Saglikli ese (veya bakiciya) gittikce bagimli olma
e Mini Mental Skor 12-20 arasinda degisir.

e BBT veya MRI normal veya hafif atrofi gosterir.

1.11.7.4. Agir (ge¢) donem Alzheimer hastaligi (Sure: 2—4):

e Aile bireylerini emosyonel olarak taniyabilir, ama kisiligin kesin olarak

belirlenmesi ve isimlerinin sdylenmesi mumkun degildir.
e Konflzyon / ajitasyon artmasi
e Hezeyanlar, hallisinasyonlar
¢ Enkontinans siddetlenmesi
e Hareket yeteneginin azalmasi

e lletisim kurulamama, konusma kisa ciimleler veya kelimelerin tekrari

seklinde kisitlanir.

e Myoklani, rijidite, digli cark, bradimimi ve dengesizlik gibi

ekstrapiramidal belirtiler.
e Gunluk yasam aktiviteleri icin tamamen yardimin gereksimesi
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e Hastanin surekli bakim igin bir kuruma yerlestiriimesi gerekir.
e Mini Mental Skore 12'den asagidir.
e BBT veya MRI'de atrofi .

Alzheimer hastaliginin ge¢ evresi hastanin neredeyse en temel islevlerde
bile tamamen bakicisina bagimli hale gelmesi ile karakterizedir. Sadece
bellek parcaciklari kalir. Es ve ¢ocuklarini emosyonel olarak tanimlayabilir
ama kimligin kesin olarak belirlenmesi (yani akrabalik derecesi ve isimler)
mumkin degildir. Konusma kisa climleler veya kelimelerin tekrar seklinde
kisitlanir ve hastanin anlamasi sadece basit sozcuklerle sinirli kalir. Bu
evrede sorun yaratan davraniglar (6rn: ¢ighk atma) halen gorilebilse de
hastanin kisiliginin tim diger 6zellikleri gibi er ge¢ kaybolur. Ekstrapiramidal
fonksiyon bozukluklari (25), dismeler gibi motor komplikasyonlar ortaya
cikabilir. Uriner ve fekal inkontinans mevcuttur. Terminal evrede hasta
tamamen yataga bagimli ve hi¢ bir seyi anlamaz durumdadir. Disfaji ve kilo
kaybi siktir. Olim siklikla pulmoner emboli, pnomoni, Urosepsis, aspirasyon
veya beslenememe gibi uzun sure yataga bagimlliktan dolayi ortaya gikan

komplikasyonlar nedeniyle olur (23,46).

11.1.7.5. Tani Kriterleri:

Alzheimer hastaliginin klinik tanisi i¢in yayinlanmis olan ve bugun yaygin
bicimde Ulusal ve Nérolojik ve iletisim Hastaliklari Enstitiisii ve inme-
Alzheimer Hastah@ ve lligkili Hastaliklar Dernegi (NINCDS-ADRDA)
(National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke-
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association) (47) ve Amerikan
Psikiyatri Birligi, Mental Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitabi (DSM-
V) tani kriterleri kullaniimaktadir (48). Kesin AH tanisi Biyopsi ya da

otopsiyle elde edilen histopatolojik kanitlar ile konur(47).
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DSM-IV Alzheimer Tipi Demans igin Tani Kriterleri:

A. Asagidakilerden her ikisinin bulunmasi ile belirli gogul kognitif defisitin

gelismesi

1) Bellek bozuklugu (yeni bilgiler 6grenme ya da daha dnceden 6grenilmis

bilgileri animsama yetisinde bozulma)

2) Asagidaki kognitif bozukluklardan birinin (ya da daha fazlasiniin)

bulunmasi:
a) Afazi (dil bozuklugu)

b) Apraksi (motor islevlerde bozukluk olmamasina karsin motor etkinlikleri

yerine getirme yetisinde bozulma)

c) Agnozi (duyu islevlerinde bozukluk olmamasina karsin nesneleri

tanlyamama ya da tanimlayamama)

d) Yonetsel islevlerde bozukluk (yani, tasarlama, organize etme, siraya

koyma, soyutlama)

B. A.1 ve A.2 Tani Olgitlerinde s6zii edilen kognitif bozukluklarin her biri
toplumsal ya da mesleki islevsellikte belirgin bir bozuklugu neden olur ve

onceki islevsellik duzeyinde belirgin bir disme olur.
C. Asama asama baglar ve surekli kognitif bir disme goralar.

D. A1 ve A2 Tani Olgitlerinde s6zii edilen kognitif bozukluklar
asagidakilerden herhangi birine bagh dedgildir:

1) Bellekte ve biliste ilerleyici bozukluklara neden olan merkezi sinir sistemini
ilgilendiren diger durumlar (6rn. serebrovaskuler hastalik, Parkinson
hastaligi, Huntington hastaligi, subdural hematom, normal basingli

hidrosefali, beyin timori)
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2) Demansa neden oldugu bilinen sistemik durumlar (6rn. hipotiroidizm,
vitamin B12 ya da folik asit eksikligi, niasin eksikligi, hiperkalsemi, norosifiliz,

HIV infeksiyonu)
3) Madde kullaniminin yol actigi durumlar
E. Bu bozukluklar sadece deliriumun gidisi sirasinda ortaya ¢ikmamaktadir.

F. Bu bozukluk bagka bir Eksen | bozukluguyla daha iyi aciklanamaz (6rn.

Major Depresif Bozukluk, Sizofreni)

Hastaligin seyri olduk¢ca fazla degiskenlik gdsterir. Hastaligin
baslangicindan itibaren 6lime kadar gecgen sure 8-10 senedir. AH'nin seyri
biligsel bozukluklarin, fonksiyonel kayiplarin veya temel 06zelliklerinin
izlenmesi ile 6lgllebilir. ilerlemeye etki eden diger faktdrler arasinda
ekstrapiramidal faktérler, psikoz ve lisan bozukluklari yer alr. Olim siklikla
pndémoni, pulmoner emboli, Urosepsis ve deklbitus Ulserleri ve beslenememe

sonucu olur.

1.1.7.6. Demans Hastalarinda Muayene ve Yapilmasi Gereken

Laboratuvar Arastirmalari (12):

- Ayrintil anamnez hem hastadan, hem de aileden; fizik, nérolojik muayene

ve mental durum muayenesi

- Kullanilan ilaglarin arastiriimasi ve mamkunse kandaki dizeylerinin

saptanmasi
- Kan duzeyi degerlendirmeleri:
Rutin olarak;
e Sedimantasyon dahil rutin kan tablosu
e Kanda Ure, seker kreatinin, elektrolitler, bilurubin, albamin/globulin
e Karaciger fonksiyon testleri

e B12 vitamini ve folat duzeyi
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e Tiroid fonksiyonlarinin arastiriimasi

o Sifiliz ve AIDS testleri
-Elektrokardiografi ve akciger grafisi
-BT (endikasyon yoksa kontrast madde vermeden) veya MR
-EEG ve endikasyon varsa lomber ponksiyon

-Psikometrik degerlendirme (demansi ortaya koyan gesitli dlgcekler ve yuksek
entellektlel fonksiyon bozukluklarini ortaya koyan 6zel testler) (Mini-Mental

durum muayenesi (MMDM) testi gibi)

Demansin tanisi kognitif fonksiyonlar, davranis, kigilik veya ginluk yasam
aktivitelerinde, tercihen bagimsiz bir gézlemci tarafindan dogrulanan, kalici
ve ilerleyici bozulma hikayesi noropsikolojik testler veya MMDM, Blessed
Demans Olgegdi veya Klinik Demans Degerlendirme Olgegdi veya Klinik
Demans Degerlendirme Olgegi gibi tarama &lgeklerinden bir veya daha
fazlasindan yasa ve egitime gore ayarlanmis araliklarin 2 SD altina digen
skorlar alinmasi ilk skorlar normal sinirlar iginde olsa bile, 6-12 ay araliklarla
yapilan iki testte herhangi bir alana ait alinan skorlar arasindaki farkin SD’yi

asmasi ile desteklenir (13).
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1.2. SERBEST RADIKALLER VE ANTIOKSIDAN SISTEMLER
11.2.1. Serbest Radikaller

Ortaklanmamis elektron tasiyan ve diger biyolojik materyallerle
reaksiyona girme egilimi tagiyan atom veya molekillere serbest radikal adi
verilmektedir (49). Elektronlar orbital denen bolgelerde ddnerler. Her orbital
normal sartlarda birbirine zit ydonde ddnen 2 elektron ihtiva eder. Serbest
radikaller ortaklanmamis elektron icerir. Bu da en sik olarak elektron transfer
zincirinde olusan elektronlarin transferi ile veya oksidazlar ile tek elektron
transferi ile olusur. Serbest radikallerin bir baska olusma sekli de molekuldeki
baglarin homolitik olarak pargalanmasi sonucu elektronlardan her birinin
farkl atomlar Gzerinde kalmasiyla olur (50,51). Ayrica iyonize radyasyon da
serbest radikal olusumuna sebep olabilir. Oksijen, iki elektronu eslesmemis
sekilde bir elektron dagilimina sahiptir. Bu ylizden bazen oksijen biradikal

olarak degerlendirilir.

*0-0" Molekiler Oksijen o G556

0-0:  Single Oksien rarggl— 10

GSH
'0-0%  Siiperoksit (0,
0 NADPH Oksidaz 0s S0D 0, Kata
*0~0:H Perhicroksil radikal Eekion 7 o 0
Transport Fer
C
k_)‘éw o

Zinciri

HO-0:H Hiclrojen Peroksit oh00 :
(H0,) e
N0 Wyelopergsidaz Cur?
H:0" Hidroksil Radikal (OH) /
0-0:
H:0: Hidroksil iyon NO Sentaz

H:O:H Su

Sekil 2. Oksijenin yuklu formasyonlari ve oksijen radikallerinin
detoksifikasyonu.
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Oksijen molekulinin reaktif bir 6zelligi olmamasina ragmen diger
radikallerle reaksiyona girme o6zelligine sahiptir (50,52). insan viicudunda
batin hicrelere higbir zorlukla kargilasmadan giren ve en ¢ok kullaniima
Ozelligine sahip olan molekuler oksijen (O;), yapisi itibariyle radikal olmaya
¢ok uygundur. Bundan dolayl serbest radikal denilince aslinda serbest
oksijen radikalleri, daha genel bir tabirle reaktif oksijen turleri (ROS) akla
gelmektedir. Sekil 2° de oksijenin yuklu formas-yonlari ve oksijen radikal-
lerinin detoksifikasyonu gorulmektedir (52). insan vicudunda serbest
radikallerin fizyolojik kosullarda olusturuldugu bircok mekanizma ve metabolik
yol vardir (53,54).

Bunlardan bazilari asagidaki gibi siralanabilir:

1) Mitokondrial elektron transport zinciri: Normal elektron akisi esnasinda
en son olusan Urdan sudur:
O, +4H" + 4" —2H,0

Halbuki elektronlarin elektron transport zincirinden kagip molekuler

oksijenle direkt olarak reaksiyona girmesi superoksit radikalini olusturur.
O, +e— 0Oy

Mitokondriyal solunum zincirinde akan elektronlarin yaklasik olarak %1-
2’si bu sekilde toksik bir Grinu olusturmak Gzere sizintiya ugrar. Superoksit
radikallerinin Uretimi ve salinimi i¢ mitokondri membranindan sitozolik tarafa
dogru olur. Bununla beraber, mangan slUperoksit dismutaz (MnSOD)
aktivitesinin oldukga yuksek olmasina bagl olarak mitokondrideki stperoksit
dizeyi denge halinde tutulur ve yalnizca hidrojen peroksit, mitokondri
membranini gegerek sitoplazmaya ulasabilir (55,56,57).

2) Mikrozomal elektron transport zinciri: Endoplazmik retikulumda 6zel-
likle ksenobiyotiklerin metabolizmalari esnasinda ve diger endojen
maddelerin metabolizmasi esnasinda yan Urin olarak serbest radikaller
uretilir. Burada elektronlarin kacak yaptigr en énemli yapit NADPH sitokrom
P450 rediktaz enzimidir (56).

3) Karisik fonksiyonlu oksidazlar: Amino asit oksidaz, sitokrom oksidaz,

monoamin oksidazlar, ksantin oksidaz en onemlileridir. Bunlardan ozellikle
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ksantin oksidaz purin katabolizmasinin en son iki reaksiyonunu katalizleyen
enzim olarak bazi 6zel durumlarda fazla miktarda O, « iiretir (54; 58,59).

4) Solunum patlamasi: Notrofiller fagositoz esnasinda, membran ve sitop-
lazmalarinda bulundurduklari NADPH oksidaz ve miyeloperoksidaz enzimleri
ile hem serbest oksijen radikalleri hem de asiri okside edici HOCI gibi ajanlari
ureterek karsilastiklari virus, bakteri, mantar gibi ajan patojenleri yok ederler.
Bu islemler esnasinda hem ana hem de ara Urun olarak ¢ok fazla miktarda
ROS olusur (54, 56; 59).
5) Prostaglandinlerin sentezi: Prostaglandinlerin sentez edildigi lipooksi-
jenaz ve siklooksijenaz ana metabolik yollarinda farkli basamaklarda ROS
uretilir. Bunlarin disinda ayrica bazi kig¢uk molekullerin oto-oksidasyonu
(tiyoller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler, antibiyotikler gibi) ROS
olusumuna katkida bulunmaktadir. Son olarak kigilerin maruz kaldigi bazi
eksojen ajanlar da viucutta ROS olusumuna sebep olmaktadir. Bunlar (stres,
radyasyon, antineoplastik ajanlar, ksenobiyotikler, bagisiklik yapan bazi
maddeler, hiperoksi, pestisitler, aromatik hidrokarbonlar, anastezik maddeler,
sigara dumani vb.) serbest radikallerin eksojen kaynaklari olarak da
adlandiriimaktadir (60).

insan viicudunda fizyolojik olarak veya maruz kalinan anormal kosullara
bagli olarak patolojik bir sekilde Uretilen bu serbest radikalleri her seviyede
engelleyebilecek antioksidan sistemler bulunmaktadir. Bu antioksidanlar etki
etme tiplerine gore; baskilayici antioksidanlar (vitaminler, flavonoidler,
mannitol, trimetazidin), yok edici antioksidanlar (mitokondri, sitoplazma ve
hicre digi alanda gorev yapan antioksidan enzimlerin hepsi), zincir Kirici
antioksidanlar (fenoller ve aromatik aminler) ve tamir etkisine sahip
antioksidanlar olmak uzere siniflandirilabilir. Genel olarak bakildiginda
endojen ve eksojen kaynakli enzim olmayan antioksidanlardan bazilari
sunlardir: glutatyon (B-alanil sisteinil glisin), A, C ve E vitaminleri, bilirubin,
urik asit, ¢ift bag ve redoks potansiyeline sahip grup tasiyan amino asitler,
seruloplazmin, laktoferrin, transferrin, albumin, hemoglobin, taurin, pirtvat,
glukoz, melatonin, oksipurinol, ve son olarak demir selatorleri olan karnozin
ve homokarnozin (61,54).
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1.2.2. Beyinde Reaktif Oksijen Turlerinin Olusum Mekanizmalari

Beyinde baslica ROS olusum mekanizmalari kisaca sunlardir:

- Katekolaminler ve 6zellikle dopaminin monoamin oksidaz tarafindan
katalizlenen oksidasyonlari.

Katekolaminlerin toksik kinon metabolitleri beyinde ROS Uretiminde ve
dolayisi ile birgok patolojik slrecin baslamasinda énemli bir role sahiptirler.
Sizofrenide ve Parkinson hastaliginda nigrostriatal ve mezolimbik
sistemlerdeki dopaminerjik noéronlarin dejenerasyonu s6z konusudur. Bu
dejenerasyonun sebebi olarak anormal miktarda Uretilen serbest radikaller
gOsterilmektedir. Ayrica adrenalinin oksidasyon UrlinU olan adrenokrom da
norotoksik ve psikomimetik o6zelliklere sahiptir. Dopaminerjik sistemde
dopamin o-kinona, o da aminokroma donuserek redoks bir siklus olusturur.

- Prostaglandin metabolizmasi

- Fenton reaksiyonu ile demir tarafindan serbest radikallerin
olusturulmasi.

- Makrofaj fonksiyonu géren mikroglial hucrelerin aktivasyonu

- Beyin endoteli ve néronlarda nitrik oksit Gretimi (563).

1.2.3. Beyinde Antioksidan Savunma Sistemleri

1) Glutatyon Peroksidaz: Vicudun batlin doku ve hicrelerinde bulunmakla
birlikte organlara gore farkliliklar mevcuttur. Beyindeki aktivitesi diger bazi
dokulara gore daha azdir. Hicre iginde sitoplazmada ve mitokondride daha
yogun olarak bulunur. Vicutta hidrojen peroksitin (H202) detoksifikasyonunda
ve ayrica lipid hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda gorev alir. Koenzim
olarak glutatyonu (GSH) kullanir (54,58,59).
H,0;, + 2GSH— 2 H,O + GSSG
2) Katalaz: Dort adet alt Uniteden olusmus glikoprotein yapisinda bir

hemoproteindir. Beyindeki aktivitesi diger bircok dokuya gére azdir (spesifik
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aktivite olarak). Hucrenin ozellikle peroksizom partikilleri ve mitokondri-
lerinde, daha az yogdunlukta ise sitoplazma ve endoplazmik retikulumunda
bulunur. Ozellikle H,0, miktarinin asiri arttigi durumlarda devreye girerek bu
molekull suya gevirir (54,58,59).
2H,0, ———» 2H,0+0;

3) Glutatyon Rediiktaz: Glutatyon peroksidazin reaksiyonu esnasinda
olugsan okside glutatyonu (GSSG) redukte glutatyona (GSH) donustlrerek,
direkt degil de dolayli olarak antioksidan etki gdsteren bir enzimdir. Bu
katalizi gerceklestirirken koenzim olarak NADPH kullanir (54,58,61).

4) Suiperoksit Dismutaz (SOD):

Superoksid dismutaz, oksijeni metabolize eden butlin hicrelerde bulunan
ve sUperoksidin hidrojen perokside dismutasyonunu katalizyen bir
metalloenzim olup 21. kromozomda lokalize olmustur (81,82,83). Mc Cord ve
Fridovich tarafindan 1968'de kesfedilmistir. 3 tir SOD vardir. Bunlar
tasidiklari prostetik grup olan metallere ve lokalizasyonlarina goére; bakir-
cinko SOD (Cu-Zn SOD), mangan SOD (MnSOD, SOD 2) ve ekstraselluler
SOD (EC-SOD) seklinde siniflara ayrilirlar. Bunlarin diginda Okaryotlarda
bulunmayip prokaryotlarda bulunan demir SOD (Fe-SOD) mevcuttur
(50,51,62,65). MnSOD kalp, karaciger ve bobrekte en yliksek konsantrasyon-
lardadir. Cu-Zn SOD ise karaciger, beyin ve testiste en yuUksek; eritrosit,
akciger ve pankreasta ise en dusik konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Cu-
Zn SOD sig¢an karacigerinde lizozomlarda da bulunur. Cu-Zn SOD siyanur ile
inhibe olurken MnSOD siyanur ile inhibe edilemez (81,82).

Superoksit anyonlarinin en blyuk kaynagi mitokondrideki NADH dan:
Elektron transport zinciri esnasinda Ubiquinon oksidorediktaz (Kopleks |) ve
ubiquinol [sitokrom ¢ oksidoreduktaz (kompleks Il1)] den olusur (67).

Superoksit anyonlari nétr pHda sulu ortamda oldukga stabildir ve
nispeten daha az toksiktir. Ancak, bu radikal O« bir sonucu olan formlarda,

cok reaktif ve "tehlikeli" reaktif olur.

Bu anyonlar:
1. HOQ’
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2. *OH ( H,O2'den donusturulmus)
3. COs«( "OH ile bikarbonatin tepkimesi ile )

Yukaridaki ROS’lar yeterli konsantrasyonlarda hucre hasarina neden
olabilirler (68).
Metalloprotein olan SOD, bir stperoksid molekulini O, molekuline

yukseltgeyip, diger stperoksid molekulini H,O2’e indirger.

SOD

20, .+ 2H" — > H,0,+ O

MnSOD bir homotetramerik enzimdir. MnSOD superoksit anyon radikalle-
rinin (Oz *) katalizinde ve dismutasyonunda ok verimlidir.

Bu dismutasyon reaksiyonu superoksit radikalinin anyon ve katyon
formlarinin esit oranda bulundugu pH 4,8 de kendiliginden de cereyan eder.
Ancak fizyolojik sartlarda yani pH 7,35- 7,45 arasinda iken bu reaksiyon ¢ok
daha yavas olusacaktir. SOD enzimi varliginda pH en az 7,4 oldugu
kosullarda bu reaksiyon 4 kat daha hizli olacaktir (50).

SOD enziminin insanda u¢ adet izoenziminden biri olan MnSOD
(mitokondrial izoenzim), induklenebilir olma 6zelliginden dolayr ayri bir
oneme sahiptir. SUperoksit Uretiminin artmasi ile enzimin transkripsiyon

yoluyla Uretimi de artmaktadir.

1.2.4. MnSOD :

1.2.4.1. MnSOD nasil olusur?

Once sitoplazmada sinyal sekansi iceren prekirsdr bir molekiil olarak
sentezlenmekte, daha sonra mitokondri icine girerek bu sinyal sekansini
kaybetmektedir;

e Mn SOD okaryot hicrelerde nikleer kromatin tarafindan kodlanir.

¢ MnSOD mRNA sitozole geger.
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e Ribozomda MnSQOD proteinin prekursor formu (~223 a.a) olusgur.

e Translasyon sonrasi MnSOD proteinin prekirsér formu mitokondriyal
matrikse tasinir.

e Bu mitokondrial hedef dizisi enerji bagimli bir proteaz tarafindan
kisaltilir. insan icin olgun protein seklinde tetramer icine monte edilir.

o Okaryodik MNnSOD mitokondriyal matrikste bulunur (70).

1.2.4.2. MnSOD Proteini Hakkinda Bilgiler:

e Okaryot MnSOD’larinin  ¢odu homotetramerik ve toplam molekdil
agirligi ~ 88 kDa olan dort subunitlidir.

e Cogu MnSOD asidiktir.

e MnSOD dondurularak inaktivate olabilir. CuZnSOD bu igleme daha
dayaniklhdir.

e Ik defa 1984’de insan karaciger MnSOD dizisi her bir subiinit 196 aa
olarak kesfedildi.

e MnSOD c¢ok iyi korunmus bir proteindir. Maya, E.coli ve B.
Stearothemophilus, insan sekansina >%40 benzerlik gdsterir. Ancak
MnSOD ve CuZnSOD arasinda benzerlik yoktur.

e Insan karaciger MnSOD’unun her bir subinitinde iki sistein rezidiisi
bulundu, subunitlerin icinde ve arasinda disulfite bag yoktur.

e Sistein dkaryotik MnSQOD igin spesifik olarak gérunayor (75).

1.2.4.3. MnSOD’un Yapisi :

Her yeni sentezlenmis insan MnSOD subuniti 223 amino asitten olusur.
Mitokondriye transport sonrasi, her olgun MnSOD subuniti 198 amino asitten
olusur.

Bir subunit 40 X 47 X 49 A boyutlara sahiptir. iki ayri etki alanlari vardir:
N-terminal helikal alan ve C-terminal a/b alani. Sikismis U¢ antiparallel levha
ve bes heliks igerir. MNSOD’un iki subuniti dimer icinde ve aktif alanin dimer

arabiriminin yaninda mangan atomlari vardir. Residuler D159, H163, H26,
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H74 ve her subunitin bir su molekuli metal baglayici siteye katilmaktadir
(Sekil 1) (66). Insan MnSOD igin, iki dimer daha da yaklasip 60x79x79 A

boyutlari ile homotetramer halinde birlesmektedir (74).

Sekil 1: insan mangan superoksit dismutaz yapisi A,B.

Yapisinda 5 ekson ve 4 intron vardir (Sekil 2).
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Sekil 2: Insan SOD enzim ailesinin G¢ bilinen Uyelesinin genomik yapisi.
SOD1 ve SOD3 arasinda aminoasit dizisinde benzerlik alanlarini géstermek
icin SOD3 ortaya yerlestiriimigtir. SOD2’'de, SOD1 ve SOD3 arasinda
bulunan amino asit dizisi benzerligi yoktur. Her baz ciftlerinde ekson ve

intronlarda gosterilmektedir (115).

1.2.4.4. MnSOD’un mutasyon/polimorfizmi:

MnSOD enzimi kromozom 6925 gen bolgesine lokalizedir (69). ilgili genin
allellerinin tercihli formlarindan herhangi birinin farkli gikmasi mitokondri gibi
ROS olugsumunun ¢ok yogun oldugu bir organelde ve dolayisiyla hicrenin
tumande bazi anormalliklerle sonuglanmaktadir (63). MnSOD polimorfizminin
varyant veya mutasyon seklinde tg¢ formu gosterilmistir:

1. MnSOD’un bir genetik polimorfizm tlrevi olarak, sinyal peptidindeki -9
konumunda valin, alanine degisir. Bu degisiklik, MnSOD’un hucresel
konum ve ve mitokondrial transportunu etkileyebilir (71).

2. MnSOD’un bir varyant/mutasyonu, 58. pozisyonda izoldsinin treonine
degisimi. In vivo ve in vitro 1si stabilitesinde disiklik ve enzimatik

aktivitede azalma gorular (72).
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3. MnSOD’un bir diger mutasyonu da; 60. Pozisyonda |6sin, fenilalanine
donusimu, MnSOD proteinini intraselller tiollerin vasitasi ile olusan

redoks regulasyona duyarli hale getirir (73).

1.2.4.5. Hucresel MnSOD seviyelerinin diizenlenmesi (Manipulasyon):

MnSOD gen ekspresyonu; kimyasal maddeler, isi, radyasyon veya TNF-
a ve interlokin-13 gibi sitokinler ve reaktif oksijen turevleri vasitasi ile
induksiyonu veya supresyonu gorulebilir (86).

Eksojen MnSOD proteini, lipozomal SOD veya Polietilen glikol SOD (Peg-
SOD) gibi konjuge enzimlerin vasitasi ile direk giris yapar. Eksojen MnSOD
cDNA’'nin transfeksiyonu/transdiksiyonu, plazmidler veya adenovirus gibi
vektorler tarafindan olur. Endojen MnSOD ekspresyonu, antisense veya
RNAIi yontemleri ile inhibe olur (76).

1.2.4.6. MnSOD hiicre i¢i sinyal yollari ve gen ekspresyon ayarlanmasi:

MnSOD birka¢ redoks-duyarli transkripsiyon regulatuar faktorlerin aktivas-
yonu ( NFkB ve AP-1 gibi) ile ayarlanir. MnSOD gen ekspresyonlarindaki
degisiklikler, apoptozis ile iligkilidir (76).

Hucre i¢i ROS ve redoks dengesini korumak igin MnSOD 6nemlidir;

Artan MnSOD, normal dokuyu oksidatif strese karsi korur (77). Ancak,
MnSOD’un fizyolojik kosullarinin  overekspresyonu ROS birikimine ve
oksidatif strese yol agabilir ve bunlarda tumér metaztazina ve anjiyogenezise
katkida bulunabilir (76).

MnSOD’un overekspresyonu vasitasi ile ROS’un birikimi ve H>O2'nun

inhibisyonunu kaldirmak, tUmor tedavisi igin yararli olabilir (78).
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1.2.4.7. Bir tumor baskilayici olarak MnSOD:

MnSOD canllarin hayatinda o6nemli ve temel biyolojik islevler
oynamaktadir.
Artan MnSOD ekspresyonu in vitro timor hucresi blyumesini baskilayabilir
(78).

MnSOD transgenik farelerin, kimyasallarla induklenen tGmoér olusumuna
ve oksidatif strese direncli oldugu gdsterilmigtir (79).
Premenapozal kadinlarda, MnSOD polimorfik varyanti (-9.pozisyondaki
alanin) igin homozigot varligi meme kanseri riskinde 4 kat artis sagladigi

go6zlenmigtir (80).

1.2.4.8. Manganez Superoksit Dismutaz (MnSOD) Geninin Polimorfizmi:

Bir toplumda sadece tekrarlayan mutasyonlarla surdurdlemeyecek
oranlarda varolan, nadir siklhktaki, devamlilik gostermeyen iki veya daha
fazla genetik 0Ozelligin birlikte olusumu durumuna “polimorfizm” adi
verilmektedir. Eger toplumun %2 veya daha fazlasi nadir bir alleli tagiyorsa,
bu durum polimorfiktir. Polimorfizmler insan genetik arastirmalarinda anahtar
bir fonksiyon Ustlenmigtir ve genetik bir marker gibi goérev yapmaktadir.

On kabule gére, hiicrelerde SOD enziminin ve asil olarak bunun énemli
bir izoenzimi olan MnSOD enziminin daha az calisan polimorfik bir tipinin
sentezlenmesi membranlar basta olmak Uzere hicrenin butin kesimlerini
etkileyebilecek olaylarin baslamasina sebep olabilir. Bilindigi gibi hicrelerin
sentez ettigi enerjinin buyUk bir kismi hiicre membranlarinin batinliginin
korunmasi ve iceriye ve disariya vyapilacak madde transferlerinin
gerceklestiriimesi icin harcanmaktadir. MnSOD enziminin daha az efektif
¢alismasi sonucunda dolayli olarak ROS’un artmasi ile membranlarda lipid
peroksidasyonu zincir reaksiyonlari seklinde baglar ve membran
fonksiyonlarini bozacak sekilde ilerleyebilir.

Membranlarda lokalize olan birgok yapisal ve fonksiyonel protein bu

olaylar zincirinden etkilenir. Ozellikle tasima ve pompa gorevi yapan
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proteinler, lipid peroksidasyonuna bagli degisikliklerden etkilenerek Ug¢
boyutlu degisime ugrarlar. Ayrica U¢ boyutlu yapisi degisen membran
enzimlerinin aktivitesi de bu degisikliklerden etkilenir. Batin bu degisiklikler,
membran fonksiyonlarinin buaylk 6lgide bozulmasi anlamini tasir. Bu sekilde
olaylarin meydana geldigi hastalarda beyin bodlgelerine goére bilissel,

fonksiyonel, motor ve psikosomatik bulgular ortaya ¢ikabilir (64).
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lll. GEREG VE YONTEM

ll.1. ARAG VE GERECLER:

Benmari

Elektronik Terazi
Otomatik Pipetler
Santrifiij
Spektrofotometre
Manyetik Karistirici
Cam Pipetler
Vorteks

Cycle Cihazi

© 0o N g bk~ Db

10. Mikrosantrifiij

lI.2. YONTEM:

Nive BM 402 (0-99 °C) (Turkiye)
Sartorius / Basic (USA)

Socorex Acura 825 (Swiss)

Hettich Rotina 35 R/Sogutmali(Germany)
Shimadzu UV 1601 (Japan)

lkamag RH/Isitmali (Germany)
Precicolor HBG (Germany)

Yellowline (USA)

LightCycler 1.5 Roche (Switzerand)
Hettich mikro 200/Sogutmali (Germany)

1.2.1. Galigma Gruplarinin Olugturulmasi

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin ve Manisa Ruh

Saghg! ve Sinir Hastaliklari Hastanesi noroloji poliklinigine basvuran ve AH

tanisi almig, kendisinden veya vasisinden izin alinmis 53 kisilik hasta grubu

ile alzheimer demans olmayan kisilerden izin alinarak 60 kisilik yasa ve

cinsiyete uygun kontrol grubu olusturulmustur. Celal Bayar Universitesi Tip

Faklltesi yerel etik kurulu onayl alinmasindan sonra, klasik kan alma

metoduyla 1 Etilendiamin tetraasetikasit (EDTA)li mor ve 1 jelli kirmizi

kapakli tip alinmigtir. Alinan kirmizi kapakl tlpler santrifij sonrasi serumu

ependorflara alinarak -80°C’de saklanmigtir.



Mor kapakli tuplerden ise yikanmig eritrosit suspansiyonu hazirlanir. Bu
islem eritrosit suspansiyonlarina elle serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) eklenerek
eritrositlerin ylkanmasi esasina dayanir. Gruplardan alinan 3-4 ml EDTA’l
tam kan 3000 rpm’de 5 dakika santrifije edildikten sonra plazma tabakasi
aspirasyonla uzaklastirilir. Aspirasyon ile alinan hacim kadar serum fizyolojik
(% 0.9 NaCl) eklenir ve tekrar santrifiij edilir. Ust faz yeniden aspire edilir. Bu
basamaklar iki kez tekrar edildikten sonra elde edilen eritrosit paketine distile
su konarak -80°C’de saklanmistir. Numuneler acil santrfij edilip isleme tabi

tutulmustur. Batun dlgimler ayni zamanda yapilmistir.
11.2.2. Eritrositler icin Deney Oncesi Yapilan islemler

Derin dondurucuda paketlenmis olarak ¢ikarilan eritrosit paketleri oda

Isisinda ¢ozulerek (A);

e

2 kat distile su ile sulandir.
1 mL al + tGzerine

1mL Chloroform/Etanol
(3/5, viv) karisimi koy,
Vortekste karistir.

3000 rpm’de 1 saat

(4000 rpm’de 30 dk)

+6 C’de santrifyj et.

J

Etanol fazini alarak

Etanol Fazi

e

———— > Kloroform Fazi

o— >
SOD tayini+Hb tayini yap

(A O

34



l1l.2.3. SOD Aktivite Tayini

Deneyin prensibi: Ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile Uretilen stperoksitin,
nitrobluetetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanir (84,85). Olusan
superoksit radikalleri (O2¢) ortamdaki NBT’ yi indirgeyerek renkli formazon
bilesigi olusturur ve bu kompleks 560 nm dalga boyunda maksimum
absorbans verir. Enzimin olmadigi ortamda bu indirgeme maksimum olup,
mavi-mor renk olugsumu belirgin izlenir. Ortamda SOD bulunmasi, siperoksit
radikalini dismute edeceginden NBT’ nin indirgenmesi azalir ve renkili
formazon olugsumu enzim miktar ve aktivitesine bagli olarak inhibe olur.
Enzim bulunmayan (kor) deger ile enzim bulunan numune absorbans
degerleri hesaba katilir.

Hesaplama;

Enzimin inhibisyonu = (Absysr — AbSnym) / Abss X 100
Bir SOD Unitesi; NBT reduksiyonunu %50 oraninda inhibe eden enzim

aktivitesidir. Sonuglar eritrosit icin U/gr Hb olarak ifade edilir.

Reaktifler:

1. 0.3 mmol/L Xanthine

0.3 mmol/L EDTA

150 umol /L NBT

400 mmol/L NaxCOs3

1 g/L bovine serum albumin (BSA)

0.8 mmol/L CuCl;

2M (NH4)2SO4 (Amonyum stilfat)

[ 167 U/L Xanthine Oxidase(XO)]

150 mM Na CN (Cu-Zn SOD ve MnSOD tayini igin)

© ® N ok 0Dbd

ilk 5 kimyasal hacimleri koyu renk cam siseye kdpurtiilmeden birlestirilir
(ASSAY reaktifi). Miadi 2-8 ‘C’de 2 ay.
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Total- SOD Deney Metodu

Kor (mL) Numune Kor (pL) . Numune (
(mL) ML)
ASSAY reaktifi 2.85 2.85 1425 1425
Extrakt (Etanol fazi) - 0.10 - 50
Bidistile su 0.10 - 50 -
167 U/L XO 0.05 0.05 25 25

Kor tipune enzim ilavesi ile tlp altUst edilir ve inkiibasyon suresi baglatilir.

25 °C’de 20 dk inkiibasyon sonunda hemen;

0.08 mM/L CuCl; 1 1 500 500

ilavesi ile reaksiyon durdurulur. Distile suya kargi kérden baslanarak

numuneler 560 nm’de okunur.

Cu-Zn SOD Deney Metodu

Kor (mL) | Numune (mL) | | K6r ( uL) | Numune ( pL)

ASSAY reaktifi 2.75 2.75 1375 1375
Extrakt (Etanol fazi) | - 0.10 - 50
Bidistile su 0.10 - 50 -
150 mM/L NaCN 0.1 0.1 50 25

25 "C’de 20 dk inklibe edilir. Sonra;
167 U/L XO 0.05 0.05 25 25

Kor tipune enzim ilavesi ile tlp altUst edilir ve inkibasyon suresi baglatilir.
25 °C’de 20 dk inkiibasyon sonunda hemen;

0.08 mM/L CuCl; 1 1 500 500

ilavesi ile reaksiyon durdurulur. Distile suya kargi kérden baslanarak

numuneler 560 nm’de okunur.
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11.2.4. DNA izolasyonu

High Pure PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Template Preparation kiti

(Roche Diagnostics, Germany) ile calisilir.

-Li
de

-In

yofilize haldeki Proteinase K 4,5 ml distile su eklenerek alikotlanir (-20 °C’
12 ay saklanabilir).

hibitor Removal Buffer 20 ml etanol eklenerek hazirlanir.

-Wash Buffer 80ml etanol eklenerek hazirlanir.

Prosediir:

1.
2.

1,5 ml lik ependorf taplere 200 ul kan 6rnegi alinir.
Uzerlerine 200 pl Binding Buffer ve 40 ul Proteinase K eklenerek iyice mix

edilir.

3. 10 dk 72 °C’de inklibasyona birakilir.

4. Daha sonra her tupe 100 pl isopropanol eklenir ve pipetle mix edilir

(DNA’larin gokmesini sagdlar).

5. Hasta sayisi kadar toplam tlp ¢ikartilir ve her birine filter tlp yerlestirilir.

6. Hazirlanan bu karisim toplama tuplere aktarilir.8000x g de 1 dk santrifj

edilir.

7. Toplama tupler atilir ve filtreli tipler yeni toplamalara alinir.

8. Her tupe 500 pl inhibitdr removal buffer eklenir. 8000x g de 1 dk santrifuj

16.
17.

edilir.

. Toplama tupler atilir ve filtreli tipler yeni toplamalara alinir.
10.
11.
12.
13.
14.
15.

Her tipe 500 pl wash buffer eklenir.8000x g de 1 dk santrifuj edilir.
Toplama tupler atilir ve filtreli tipler yeni toplamalara alinir.

Her tipe 500 pl wash buffer eklenir. 8000x g de 1 dk santrifuj edilir.
Toplamalardaki sivi dokulur ve tekrar 13000x g de 10 saniye spin yapilir.
Toplama tupler atilir ve filtreli tipler 1,5ml lik ependorflara alinir.

Her tlipe 6nceden ependorflara bollinerek hazirlanmis ve 72 °C'de
bekleyen elution bufferdan 200 ul eklenir.
8000x g de 1 dk santrifuj yapilir.

Filtreli tapler atilir atilir ve DNA ‘lar ependorfdadir.
37



Real Time On Hazirlik

1. Sogutma kabi gikarilir ve 6rnek sayisi kadar kapiller tlpler yerlestirilir.

2. 1,5ml lik ependorf tlplne master mix hazirlanir.

Mix (Tek reaksiyon igin:15ul ) :

Su

Mg

Hybprobe

SOD primer F

SOD primer R

SOD prob fluorescein
SOD prob LC

3. DNA o6rnekleri 5ul tlplere dagitilir.

4. Pozitif kontrol olarak mutasyona sahip oldugu bilinen DNA 6rnegimiz yine

ayni sekilde master miks eklenerek kapillere dagitilir.

5. Kapillerlerin kapaklari kapatilarak 3000 rpm de 5sn spin yapilir ve cihaza

yerlestirlir.

6. Run baslatilir ve sonuglar Tm analizine gore verilir.

lll.2.6. PCR

Positif kontrolumuz (Alanin ve Valin sekanslarina sahip heterozigot DNA)
DNA Coriell DNA bankasindan temin edildi (NA06985). Bu drneklerimiz ve

kontrollerimiz ile pozitif kontrolumizin verdigi melting piklerini karsilastirma

firsatini sagladi.

Realtime PCR primerleri;
Caligmada kullandigimiz  tum  primerler TIB MOLBIOL GmbH
Eresburgstralle 22-23 D-12103,Berlin firmasina sentezletildi:

SOD2NPCR F: CAGCCTGCGTAGACGGTCCC
SOD2NPCR R: CGTGGTGCTTGCTGTGGTGC
Florasan Labeled probe: CTCCGGCTTTGGGGTATCTG
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Anchor Probe: GCTCCAGGCAGAAGCACAGCCTCC

PCR master miksi, primerlerin her biri kapiler basina 0,5 pmol/ul olacak
sekilde, probe konsantrasyonlari 0,15 pmol/ul olacak sekilde, Mg*?
konsantrasyonu 3mM olacak sekilde, LightCycler® FastStart DNA Master
HybProbe (Roche Diagnostics, Kat no: 03003248001, Germany) enzim miski

son reaksiyon hacmimiz 20 ul olacak sekilde ayarlandi.
Analiz Protokolu:

95°C de 10 dakikalik bir pre-inkubasyon ardindan 45 siklus olacak sekilde
95°C 10 saniye 60°C 20 saniye 72°C 20 saniye amplifikasyon programi
uygulandi. 60°C de florumetrik bir Tek (single) okuma yaptirildi. Ardindan 1
siklus 95°C de 0 saniye 40°C de 30 saniye ve 95°C de 0 saniye 0,1°C/saniye
sicaklik artigiyla surekli floresan okuma (continous) yaptirildi. Son olarak

cihazi koruma amagli sogutma 40°C de 30 saniye bekletildi.

Analiz, melting degerleri karsilastirilarak yapildi. Kontrol DNA ile
orneklerin melting sonugclar karsilastirilarak wildtype (C nukleotidi ya da
Alanin Aminoasiti) ve mutant (T nukleotidi ya da Valin Aminoasiti) olduguna
karar verildi. Probumuz wildtype spesifik oldugu igin ylksek derecede pik
verenler bizim C nukleotidine sahip bireylerimiz, disuk pike sahip 6rnekler

ise T nukleotidine sahip bireyler olarak isimlendirilmistir.

MnSOD enzim polimorfizmine ait erime egrileri (melting curve, Tm) grafik
1, grafik 2 ve grafik 3’de gosterilmistir. Grafik 1 heterozigot allelleri, grafik 2
valin homozigot ve grafik 3 alanin homozigot allellerine ait egrileri

tanimlamaktadir.
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Grafik 1 : MnSOD enzim polimorfizmlerine ait her iki Tm de piki olanlar
heterozigot allelerini (Ala-Val) gostermektedir. (Tm=Melting Temperature)
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Grafik 2 : Tm 54 °C de artis gdsteren pikler C (sitozin) gelmesi
gerekirken T (timin) bazinin vyerlestigi mutant olan allelli (Val)
gOstermektedir.
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Grafik 3 : Tm 61 °C civarinda artis gdsteren pikler ise normal olarak
gorulmesi gereken T wild tip allelleri (Ala) gostermektedir.

ll.3. istatiksel Analiz

Hasta ve control gruplarina ait demografik verilerin degerlendiriimesinde ki
kare, gruplararasi Total SOD ve SOD2 enzim duzeylerinin karsilastiriima-
sinda student’s t testleri uygulandi. Alzheimerla SOD2 Ala9Val polimorfizmi
arasindaki iligkiyi gostermek icin logistic regresyon analizi uygulanarak %95
guven araliinda Odds Ratio (OR) degerleri hesaplandi. Polimorfik yapi ile
enzim duzeyleri arasindaki iligkiyi gostermede Kruskal Wallis varyans analizi
uygulandi. Tdm istatistiksel hesaplamalarda SPSS paket programi
(versiyon10.0, SPSS, Chicago, IL) kullanildi.
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IV. BULGULAR

Hastalarin demografik verileri Tablo 1 de d6zetlenmistir. Yas ve cinsiyet
acisindan her iki gurupta anlaml bir fark bulunmamaktadir (p= 0.07, p=0.7

sirasi ile).

Tablo 1: Saglikh kontrol (Grup 1) ve Alzheimer hastalarinda (Grup 2) yas ve

cinsiyet dagilimi.

<65 58.8 41.2
65-74 63.3 36.7
Yas* (%) 275 40.4 59.6
Total 53.1 46.9

Erkek 55 45
Cinsiyet™* (%) Kadin 52.1 47.9
Total 53.1 46.9

*p:0.07 ki kare
** p:0.7 kikare



Total SOD ve MNnSOD enzim aktivitelerine ait veriler ise tablo 2’de

gOsterilmistir.

Tablo 2: Alzheimer hastalari ve saglikli kontrol bireylerinde Total SOD ve
MnSOD duzeyleri:

Grup 1 Grup 2
X+SD X+SD P
(Median) (Median)
Total SOD 198 £ 93 224 + 74
(U/gHb) (203) (239) 0.108
(n: 60) (n: 53)
Total SOD 76 * 51 144 + 67
(U/gHb) (75) (141) 0.001
(n: 50) (n: 48)

SOD polimorfizm vyapilarina goére Total SOD ve MnSOD dulzeyleri
arasinda kruskal wallis varyans analizi yontemi ile yapilan hesaplamada

anlamli bir iligki gosterilemedi (p:0.8, p:0.5 sirasi ile).

Grup 1 ve Grup 2'ye ait SOD2 polimorfizmi allel dagilimi ve odds ratio
(OR) oranlari tablo 3'de gosterilmektedir. Yapilan regresyon analizi
sonuglarina gore Ala homozigot, Ala/Val heterozigot ve Val homozigot alelleri
acisindan Alzheimer hastalari ile kontrol gruplari arasinda herhangi bir fark

saptanamadi.
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Tablo 3: Alzheimer hastalari ve saglikli kontrol bireylerde SOD2 Ala9Val allel

dagilimi ve OR oranlari:

Grup 1 (%) Grup 2 (%) OR Cl
(n:58) (n=48) (%)
Ala/Ala 10.3 12.5 1
Ala/Val 50 50 0.82 0.236 - 2.901
Val/Val 39.7 375 0.78 0.216 - 2.840

Alzheimer hastalari, Ala/Val mutasyonundan Ala/Ala mutasyonuna gore
0.82 kat daha fazla etkilenmektedir ( OR: 0.82, %ClI: 0.236-2.901).

Alzheimer hastalari, Val/Val mutasyonundan Ala/Ala mutasyonuna gore
0.78 kat daha fazla etkilenmektedir ( OR: 0.78, %ClI: 0.216-2.840).

Mutasyonlar arasinda cinsiyetlere gore farklilik saptanmadi. Erkeklerde
Val/Val polimorfizmi daha iyi izlenmekle beraber istatistiksel anlam
saptanamadi (OR: 0.167, %CI: 0.14-1.963).
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V. TARTISMA

Alzheimer hastaliyi yasa bagmli, O6zellikle kognitif fonksiyonlarda
progresif kayipla karakterize ndérodejeneratif bir bozukluktur. Alzheimer
hastaligi gelisiminde rol oynadidi ileri surulen farkh mekanizmalar vardir.
Bunlar arasinda en ¢ok sucglananlar 1. Amiloid beta birikimi (86), 2. DNA
hasari (87) ve 3. mitokondrial disfonksiyondur (88). Mitokondri TCA siklusu
ve ETZ sistemlerinin yerlestigi ve yuksek enerjili elektronlarin oksijene
aktarilarak ATP’nin sentezlendigi ve bu nedenle ¢ok yuksek oksidatif ylke
maruz kalan hulcresel organeldir. Buna karsiik MnSOD, sUperoksit
radikalleri ve diger bozulmus oksijen turleri nedeniyle olusan oksidatif hasara
kargi mitokondriyi korumada énemli bir rol oynamaktadir. MnSOD, nukleer-
kodlanmis mitokondrial ana antioksidan bir enzimdir ve oksidatif stres
tarafindan indiiklenen beyin hasari cesitlerine karsi koruyucudur. intronik
nikleer faktor alani olan MnSOD’un tumor nekroz faktori a (TNF-a)
tarafindan induksiyonu icgin sart olan MnSOD geninde bulunan kB (NF-kB)
bdlgesi vardir. Ancak, NFkB etkinlestiriimesinin oksidatif stresin indukledigi
néronal hasara kargi koruyucu olup olmadigi belirsizdir. -amiloid ve FeSO4
karsl maruziyet sonrasi, primer néronal hicrelerin direng gelistirmeye yonelik
TNF-a ile MnSOD induksiyonu olusur. Oksidatif stres tarafindan induklenen
noronal hasara kargl koruyucu fonksiyonunu olan MnSOD induksiyonu igin
NF-kB koruma saglamada kullanilabilecedi oneriliyor (89). Sitoplazmadaki
onemli bir enzim olan bakir-gcinko superoksit dismutaz ve mitokondrideki
MnSOD enzimleri antioksidan etkilerini, superoksit radikallerini, hizli ve
spesifik bir sekilde hidrojen perokside indirgeyerek ortamdan uzaklastirarak
gosterirler. Yeni calismalar, MS hastalarin lenfositlerinde MnSOD mRNA
dizeylerinin  6nemli gekilde, arttigini  gostermektedir (90). Bu da
nérodejenerasyonun temelini olusturan patogenetik mekanizmada oksidatif
degisiklerin rolinu desteklemektedir.  Alzheimer, serbest radikaller ve
mitokondrial disfonksiyon arasindaki bu yakin iliski antioksidan enzimleri
Ozellikle MnSOD enzimini ve bu enzimi kodlayan genleri Alzheimer

patogenezinde potansiyel aday yapmaktadir.



Calismamizda AH olan kisilerde Total SOD duzeylerini saglikli gruba
oranla yuksek bulmakla beraber degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunamadi (224 + 74 U/gHb, 198 + 93 U/gHb sirasi ile, p=0.108).
Buna karsihik AH'nda MnSOD duzeyleri, sadlikli kontrol bireylerine gore
anlamli olarak yuksek saptandi (144 £ 67 U/gHb, 76 + 51 U/gHb sirasi ile
p=0.001). MnSOD’daki bu farklihgin Ala9Val polimorfik yapisi ile olan iligkisi
arastirildiginda SOD2 Ala9Val polimorfizminde AH ile kontrol gruplari
arasinda herhangi bir fark saptanamadi. Alzheimer hastalari ile kontrol
gruplarinda Ala homozigositesi sirasi ile %12.5, %10.3, Ala/Val
heterozigositesi sirasi ile %50, %50 ve Val homozigotlugu sirasi ile %37.5,
%39.7 olarak saptandi. Calisma bulgularimiza goére, AH’I olan hastalar,
Ala/Ala mutasyonuna goére Ala/Val mutasyonundan 0.82 kat daha fazla (OR:
0.82, %CI: 0.236-2.901) ve Val/Val mutasyonundan da 0.78 kat daha fazla
etkilenmektedir (OR: 0.78, %Cl: 0.216-2.840). Polimorfik yapilarda cinsiyet-
lere gore farkliik saptanmadi. Erkeklerde Val/Val polimorfizmi olmasi
alzheimer gelisme riskini azaltmakla beraber ( OR: 0.167, %CI: 0.14-1.963)
istatistiksel olarak anlamli degildi. Ayni zamanda polimorfik yapilar ile Total
SOD ve MnSOD enzim aktiviteleri arasinda kruskal wallis varyans analizi

yontemi ile anlamli bir iliski saptanamadi (p=0.8, p=0.5 sirasi ile).

Ventriglia M. ve ark.’nin yaptidi bir ¢alismada, MnSOD geni Ala9Val
polimorfizmi ile italya toplumunda Alzheimer hastalari arasindaki iligkiyi
arastirmiglar ve 227 Alzheimer’li hasta ve 198 saglikli kontrolde Ala9Val
genotip ve allel sikliginda bizim bulgularimiza benzer sekilde énemli bir fark

saptayamamiglardir (90).

Reaktif oksijen turleri, sizofreninin fizyopatolojisi agisindan ¢ok énemli bir
rol oynamaktadir. Antioksidan enzimleri kodlayan genlerdeki polimorfizm,
sizofreniye yatkinliga neden olabilmektedir. Bu konu ile ilgili Akyol ve ark.’nin
sizofreni ve MNnSOD geninin Ala9Val polimorfizmi arasindaki iligkiyi inceleyen
bir c¢alismasinda, sizofrenik hastalar (n=153) ile MnSOD genindeki
fonksiyonel Ala-9Val polimorfizmi arasindaki genetik iligkiyi ileri sGrmuslerdir.
Ayni calismada sizofrenikler ve kontroller arasindaki genotipik dagilimda

onemli farkhliklar ortaya konulmustur. Sizofreniklerde genetik dagilim
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kontrollerden farkli olarak Ala/Ala %9.2, Ala/Val %69.3 ve Val/Val %21.6
seklindeyken, kontorollerde ise genetik dagilim sirasiyla %23.5, %42.3 ve
%34.2 seklindedir (p<0.0001). Sizofreni ve -9Ala MnSOD alleli arasindaki
iliskiye bagli olarak, -9Ala varyanti, sizofreninin fizyopatogenezisinde etKkili

olabilecegini belirtmislerdir (91).

Xhosa populasyonunda MnSOD Ala-9Val polimorfizmi ile sizofreninin
gelisimi ve istemsiz hareketler arasindaki iligkiyi arastirilan baska bir
calismada Ala-9Val polimorfizminde sizofrenik hasta gruplan (n=286) ve
saglikli kontrol gruplarinin (n=243) genotiplenmesi yapilmigtir. Sizofreni ve
kontrol gruplari arasinda, genotip veya allel frekanslarinda énemli olmayan
farkliliklar gozlenmistir (P=0.294 ve P=0.528 sirasi ile). Ayrica, polimorfizim

ve semptom siddeti arasinda énemli bir iligki bulunamamistir (92).

insan mangan MnSOD genindeki fonksiyonel polimorfizmi (Ala9Val) ve
sizofreni ve/veya Tardif diskinezi (TD) arasindaki genetik iligkiyi incelemek
icin yapilan arastirmada, sizofrenler (n=192) ve kontrol (n=141) gruplari
arasindaki allelik veya genotipik dagilimda énemli farkliliklar gézlenmemigtir.
Bununla birlikte TD’li gurupta sizofrenikler ile sizofrenik olmayanlar arasinda
genotipik dagihimda énemli bir farkhlik tespit edilmigtir (p=0.03). Ayrica TD’li
olan hastalarda, Ala9Val (mutant) alleli disuk bulunmustur (p = 0.02; OR =
0.29; %95 CI=0.10-0.83). Ala9Val (yuksek aktiviteli) MnSOD alleli, sizofre-
niklerdeki TD’ye olan duyarliliga karsi koruyucu bir rol oynayabilecegi
belirtilmistir (93).

Tardif diskinezisi olan ve olmayan Cinli sizofreni hastalarinda yaptiklari
MnSOD polimorfizm c¢alismasinda, genetik analizlerle birlikte, enzimin
aktivitesi de olgulmagtir. Polimorfizm ile enzim aktivitesi arasinda herhangi
bir iliski bulamamiglardir. MnSOD enzim aktivitesi TD’si olan hastalarda TD’si
olmayan hastalar (P<0.05) ve kontrollere (P<0.05) goére 6nemli dlgude yuksek
bulunmustur. Ala allelinin sikliginda TD’li gurupta (0.14), TD’si olmayan
hastalar (0.18) ve kontrollere (0.17) goére onemli dlgude fark saptanmadi.
Enzim aktivitesi ile genotipler karsilastirildiginda Val/Val genotipine sahip

hastalarin MnSOD aktivitesi Ala/Val genotipine sahip hastalara gore daha
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yuksek bulunmus ancak fark istatistiksel olarak anlamli goériimemigtir.
Yapilan bu calismada; TD’de serbest radikallerin oksidatif regulasyon
mekanizmasinda bozuklugunun varhidi, genetik polimorfizmin kontrolinde

olmadigi sonucuna variimistir (94).

Otistik gruplar tzerinde yapilan bir baska ¢alismada da, oksidatif strese
karsi buyuk bir koruma saglayan MnSOD enzimini kodlayan gen boélgesindeki
bir mutasyonun (Ala9Val) etken oldugu anlasiimistir (59).

MnSOD gen polimorfizmi (Ala9Val) ile major depresif bozukluk (MDD) ve
bipolar hastalik (BD) gibi duygudurum bozukluklari arasindaki iliskiyi
arastirmiglardir. Bu calismada 80 BD’li, 61 MDD’li hasta ve kontrol olarak 106
saglikl insan belirlenmistir. Sonug olarak, Ala-9Val polimorfizminde MDD ve
BD’li hastalarin ve kontrol gruplarinin genotip ve allellerinin dagilimi benzer
bulunmustur. Ala-9Val polimorfizminin, duygudurum bozuklari veya bunlarin

klinik parametreleriyle iligki olmadigini belirtmiglerdir (95).

Reaktif oksijen metabolitleri ve antioksidantlarin insan kanserlerinde
onemli bir roli oynadigi artik bilinmektedir. MnSOD mitokondride major
antioksidandir. Mitokondride Oy ve HyO2'nin dizeylerindeki degisiklik,
apoptozisin molekuler mekanizmasindaki degisiklik, hucresel adhezyon ve
hiicre proliferasyonu kanser gelismesinde anahtar rolli oynar (95). Onceki
calismalar MnSOD Val9Ala polimorfizmi ile kanser riski arasinda bagi

arastirirken, tutarsiz sonuglari ortaya koymaktadir.

Yayinlanan 34 yayindan 15,320 kanser ve 19,534 kontrol Uzerinde
yapilan bir meta-analizde MnSOD Val9Ala polimorfizminin kanser Uzerine
onemli bir major etkisinin olmadigi belirlenmigtir. Yine de bir ¢alismada
prostat kanseri riski artigi ile MnSOD 9Ala iliskili bulunmustur. (Val/Ala’a
kiyasla Val/Val: OR=1.1; 95% CI= 1.0-1.3; Ala/Ala’'ya kiyasla Val/Val:
OR=1.3; 95% CI= 1.0-1.6; Val/Ala+Ala/Ala versus Val/Val: OR=1.2; 95% Cl=
1.0-1.3). Ayrica, MnSOD Ala9Ala genotipinin, antioksidanin az tuketen
premenopozal kadinlarinda artan bir gogus kanser riskine katkida

bulundugunu bulunmustur (96).
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incelenen 13 calisma ile yapilan baska meta-analiz neticesinde 7366
kanser vakasi ve 9102 kontrol dahil oldugu c¢alismalarda gdsterilmis ki;
Ala9Val polimorfizminin gogus kanseri riski veya kanser riski ile genel bir iligki
saptanmamigtir (Ala homozigot igin OR= 0.98; %95 Cl= 0.90-1.07 ve OR=
1.02; 95% CI=0.91-1.14 sirasiyla). Ayrica MnSOD Ala9Val igin her iki

dominant veya resesif genin higbir buyudk etkisi saptanmamigtir (97).

Bu sonuglara gore, MnSOD Val9Ala polimorfizminin, kotu bir antioksidan
dengesi varhdinin kanser gelismesine katkida bulunabilir. Yine de bu
polimorfizm ile kanser arasinda iligski daha buyUk ¢alismalarla gosterilmeli ve
karsinogenezisin O, ve HO2'nin kritik dizeyleri ile korelasyonu hucre

biyolojik deneyleri ile belirlenmelidir.

Cesitli nérodejeneratif hastaliklarda serbest radikaller bulgularini igceren
onemli hipotezler vardir. De Leo ME ve ark. AH oksidatif stresin varligini
degerlendirmek igin eritrositte CuZnSOD enzim aktivitesi ve lenfositlerde
MnSOD mRNA dulzeylerini incelemigler ve total radikal antioksidatif
kapasiteyi ayni yas demans olmayan kontrollerle kiyaslamiglardir (108). De
Leo ME ve ark.’lari bizim ¢alismamizdaki bulgulari destekler sekilde AH'nda
toplam antioksidan duzeylerini azalmis (p< 0.001 Kkontrollere karsi)
CuZnSOD aktivitesi ve ayrica MnSOD mRNA dulzeylerini ise artmig
bulmuslardir (p< 0.01 kontrollere karsi). Bu bulgular, AH noérodejene-
rasyonun temelini olusturan patogenetik mekanizmasinda oksidatif
degisimlerin rolunlu desteklemektedir. Benzer sekilde 47 Azheimer’li hasta ve
43 saglikli kontrol ile yapilan bir diger galismada da Alzheimer grubunun total
antioksidan kapasite duzeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde duglk (p<0.05) bulunmustur (98).

Alzheimer hastaliginda, oksidatif stres erken donemde mevcuttur ve
hastaligin patogenezine katkida bulunmaktadir. Daha 6nceki caligmalarda
Tg19959 transgenik AH farelerde amiloid patolojilerde mitokondrial
antioksidan enzim olan MnSOD kismi eksikligi bildirilmistir. Dumont M ve
ark.’nin yaptig1 calismada MnSOD’in asiri salinimi AH patogenezinde karsi

yararll olabilecedi 6ne surulmustar. Ayrica alzheimerli transgenik fare
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modelinde oksidatif stresin azalmasi, amiloid birikim ve hafiza yetersizligi

MnSOD’un agiri salinimi ile iligkili oldugu 6ne surtimustur (99).

MRNA’nin transkripsiyonunda oksidatif stresin etkisini arastirmak igin, Rat
astroglial hucre kalttrlerine H,O, ve paraquat ile oksidatif stres olusturulmus
ve her iki madde, katalaz ve MnSOD mRNA artisina yol agmistir. Ayrica, rat
astrositlerinde, oskidatif stres sonrasinda MnSOD’in transkripsiyonal
dizenlemesi ve katalazin posttranskripsiyonal duzenlemesi icin gen

expresyonu varligini gosterilmigtir (100).

Alzheimer hastaligi, beta amiloid birikimi, oksidatif stres ve mitokondrial
disfonksiyon iligkisini arastiran bir c¢alismada arastirmacilar MnSOD
dizeylerinin gelismekte olan noéronlarda beta amiloid toksisitesinin neden
oldugu oksidatif hasara karsi arttigi ve néronlari koruyucu rol oynadigini ileri

surmuslerdir (101).

Sonug olarak, alzheimer hastalarinda total SOD ve 6zellikle MnSOD’un
artmistir. Buna badli olarak alzheimerin patogenezinde serbest radikal
mekanizmasinda bir bozukluk oldugunu desteklemektedir. Bu artmig MnSOD
dizeylerinin artmis radikal yukine kargi mitokondri gibi santral sinir sistemi
icin ¢ok kritik bir organeli koruma amagcli oldugu acgiktir. Burada énemli olan
nokta alzheimer patofizyolojisinin mi radikal yukianu arttirdigi (6érnegin biriken
amiloid beta protein) veya artmis radikal Gretiminin mitkondrial disfonksiyon
olugturarak alzheimer gelisimine katkida mi bulundugudur? Her iki durumda
da serbest radikallerin ve MNnSOD’un alzheimer ile i¢ ice oldugu dusunulebilir.
Yine bulgularimiz MnSOD’un bu degisiminde polimorfik yapisinin etkili
olmadigini ortaya koymaktadir. Sonugta, MnSOD ve mitokondrial disfonk-
siyon alzheimer patofizyolojisinde 6nemli iken MnSOD’un polimorfik yapisinin

patofizyolojiye katkida bulunmadigini dugiinmekteyiz.
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VI. SONUGLAR VE ONERILER

Alzheimer hastaligi bilissel yikimla giden, hastanin islevselligini
etkileyerek baskalarina olan bagimhligini artiran bir hastaliktir. Dinyada ve
ulkemizde yasli insan populasyonu giderek artmaktadir ve bunun bir sonucu
olarak Alzheimer hastaliginin prevalansi artmaktadir.

Alzheimer hastaligi oldugu bilinen hasta gruplari Uzerinde yaptigimiz
calismalarda elde ettigimiz sonuclara gore, oksidatif strese kargi koruma
saglayan MnSOD ve Total SOD enzim diuzeyleri artmistir. Bu artmis MnSOD
dizeylerinin artmis radikal yukine kargi mitokondri gibi santral sinir sistemi
icin ¢ok kritik bir organeli koruma amaglidir. Sonugta, MnSOD ve mitokondrial
disfonksiyon alzheimer patofizyolojisinde énemlidir. Ayrica MnSOD enzimini
kodlayan gen bodlgesindeki Ala9Val mutasyonunun alzheimer hastaliginin

patofizyolojisinde bir etken olmadigi anlasilimistir.

Elde edilen bu sonuglar alzheimer hastaligi acisindan ulkemizde yeni bir
bulgu olup, hastaligin tedavisi ve bu hastaliga karsi alinacak énlemlerde yol
gOsterici olacagi dustnulmektedir. Bu konudaki ilerlemeler sayesinde hem

tedavi, hem de korunma konusunda gelismeler olacaktir.



VIl. OZET

Amag ve kapsam: Alzheimer hastaliyi gelisiminde mangan superoksit
dismutaz (SOD2) Ala9Val enzim gen polimorfizmlerinin ve aktivitesinin
etkisinin arastirilmasi amaglanmaktadir.

Materyal-metod: Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’'nin ve
Manisa Ruh Saghgdi ve Sinir Hastaliklari Hastanesi ndéroloji poliklinigine
basvuran ve AH tanisi almis, kendisinden veya vasisinden izin alinmig 53
kisilik hasta grubu ile alzheimer demans olmayan kisilerden izin alinarak 60
kisilik yasa ve cinsiyete uygun kontrol grubu olusturuldu. SOD aktivite tayini,
NBT indirgemesi esasina dayanilarak yapildi. Real time PCR ile DNA
ornekleri ¢ahigildi.

Bulgular: SOD2 Ala9Val polimorfizminde AH ile kontrol gruplari arasinda
Ala homozigot (%12.5, %10.3 sirasi ile), Ala/Val heterozigot (%50, %50
sirasli ile) ve Val homozigot (%37.5, %39.7 sirasi ile) arasinda herhangi bir
fark saptanamadi. Bununla birlikte, AH’l kisiler, Ala/Ala mutasyonuna gore
Ala/Val mutasyonundan 0.82 kat daha fazla (OR: 0.82, %ClI: 0.236-2.901) ve
Val/Val mutasyonundan da 0.78 kat daha fazla etkilenmektedir (OR: 0.78,
%Cl: 0.216-2.840).

Calismamizda AH olan kisilerde Total SOD duzeylerini saglikli gruba
oranla yuksek bulmakla beraber degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunamadi (224 + 74 U/gHb, 198 + 93 U/gHb sirasi ile, p=0.108).
Buna karsihik AH'nda MnSOD duzeyleri, saglikli kontrol bireylerine gore
anlamli olarak yuksek saptandi (144 £ 67 U/gHb, 76 + 51 U/gHb sirasi ile
p=0.001).

Sonug: Alzheimer hastalarinda total SOD ve 6zellikle MnSOD’un ativitesi
artmistir. MnSOD ve mitokondrial disfonksiyon alzheimer patofizyolojisinde
onemli iken MnSOD’un polimorfik yapisinin patofizyolojiye katkida
bulunmadigini disunmekteyiz. Daha genis populasyonlarda yapilacak
calismalarda istatistiksel olarak anlamli  sonuglar bulunabilecegini
dustinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastaligi, MnSOD, Ala9Val, Total SOD



VIII. iINGILiZCE OZET / ABSTRACH

Objective: In this study, we aimed to measure MnSOD levels and SOD-2

Ala9Val polymorphisms on Alzhemier patients.

Materials and Method: The study was designed in Celal Bayar University,
School of Medicine, Department of Clinical Biochemistry, Department of
Neurology and Manisa Mental Hospital Neurology Clinic and was approved
by the local ethical committee of the university hospital. We selected 53
Alzheimer’s patients (group 1), and 60 control samples (group 2) from age

and sex matched healthy volunteers.

The principle of the total SOD (EC 1.15.1.1) activity method is based,
briefly, on the inhibition of nitroblue tetrazolium (NBT) reduction by Oy
generated by xanthine/xanthine oxidase system. Mn-SOD genotypes were
determined by means of real time PCR on a LightCycler analyzer (Roche

Diagnostics).

Results: There was no difference in Ala homozygosity (12.5%, 10.3%
respectively), Ala/Val heterozygosity (50%, 50% respectively) and Val
homozygosity (37.5%, 39.7% respectively) between group 1 and group 2.
However, Ala/Val (OR: 0.82, %ClI: 0.236-2.901) and Val/Val (OR: 0.78, %Cl:
0.216-2.840) mutations were less prevalent in Alzheimer patients. MNSOD
levels were significantly higher in group 1 (144 + 67 U/gHb, 76 + 51 U/gHb
respectively, p=0.001), but higher total SOD levels did not reach a significant
difference (224 £ 74 U/gHb, 198 + 93 U/gHb respectively, p=0.108).

Conclusion: We consider that higher total SOD and MnSOD may be
secondary to mitochondrial dysfunction which may play a role in the

pathophysiology of Alzheimer disease.

Key Words: Alzheimer Disease, MnSOD, Ala9Val, Total SOD
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