T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

FARKLI DEJENERATIF DEMANS
HASTALARINDA OKSIDATIF HASAR:
ALZHEIMER HASTALIGINDA OKSIDATIF
MAKROMOLEKUL HASARININ VE
ONARIMININ INCELENMESI

GAMZE TUNA
BIYOKIMYA

DOKTORA TEZI

IZMIiR-2013

TEZ KODU: DEU.HSI.PhD-2009970006



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

FARKLI DEJENERATIF DEMANS
HASTALARINDA OKSIDATIF HASAR:
ALZHEIMER HASTALIGINDA OKSIDATIF
MAKROMOLEKUL HASARININ VE
ONARIMININ INCELENMESI

BIYOKIMYA

DOKTORA TEZi

GAMZE TUNA

Danisman Ogretim Uyesi: Prof. Dr. G. HURAY ISLEKEL

Ikinci Tez Danismant: Prof. Dr. F. Giildal KIRKALI

Bu arastirma DEU Bilimsel Arastirma Projeleri Sube Miidiirliigii tarafindan 2009.KB.SAG.009

say1 ile desteklenmistir.

TEZ KODU: DEU.HSI.PhD-2009970006



DEU Bilimsel Arastirma Projeleri Sube Miidiirliigii tarafindan 2009.KB.SAG.009 say1 ile
desteklenen, 21.08.2008 tarih ve 04/17/2008 no’lu toplantisinda, 298/2008 protokol numarali
etik kurul onayiyla sunulan “Farkli Dejeneratif Demans Hastalarinda Oksidatif Hasar” isimli
projede, Fronto-temporal demans, Lewy cisimcikli demans ve Alzheimer hastalarindan olusan
tic farkli dejeneratif demans hasta grubu ile ¢alismalar gergeklestirildi. Projenin, Alzheimer

hastalarini igeren boliimii bu tez ¢alismasinin konusunu olusturmaktadir.



Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Anabilim Dali,
Biyokimya Doktora programi Ogrencisi Gamze TUNA “FARKLI DEJENERATIF
DEMANS HASTALARINDA OKSIDATIF HASAR: ALZHEIMER HASTALIGINDA
OKSIDATIF MAKROMOLEKUL HASARININ VE ONARIMININ INCELENMES]”

isimli Doktora tezini 28/06/2013 tarihinde bagarili olarak tamamlamistir.

)
/

e

Prof. Dr. G. Hiiray ISLEKEL

BASKAN
\
s
(o4 :
W O\Lbu&
Prof. Dr. Canan COKER Prof. Dr. Giilgiin OKTAY
UYE vE S
~ v ) ‘ﬂ ;‘,. I ‘l ~
Prof. Dr. Gorsev YENER Prof. Dr. Zeliha KERRY
UYE UYE
Yard. Dog. Dr. Tuncay KUME Prof. Dr. Taner ONAT

YEDEK UYE YEDEK UYE



ICINDEKILER

Sayfa no
ICINDEKILER i
TABLO DIZiNi v
SEKIL DiZiNi vi
KISALTMALAR X
TESEKKUR Xii
OZET 1
ABSTRACT 3
1. GIRIS VE AMAC 5
2. GENEL BILGILER 7
2.1. DEMANSIN TANIMI VE OZELLIKLERi 7
2.2. ALZHEIMER HASTALIGI 9
2.2.1. Alzheimer Hastaliginin Epidemiyolojisi 9
2.2.2. Alzheimer Hastaliginin Patolojisi 9
2.2.3. Alzheimer Hastaliginin Genetigi 12
2.2.4. Alzheimer Hastaliginin Tanis1 13
2.2.5. Alzheimer Hastalig1 ve Oksidatif Stres 17
2.3. OKSIDATIF HASAR 21
2.3.1. Serbest Radikaller 21
2.3.2. Serbest Radikal Kaynaklar1 ve Reaktif Oksijen Tiirleri 22
2.3.3. Biyolojik Sistemlerde Olusan Serbest Radikaller ve Etkileri 23
2.3.4. Oksidatif Makromolekiil Hasar1 27
2.3.4.1. Protein Hasari 28
2.3.4.2. Lipid Hasari 30
2.3.4.3. Karbohidrat Hasar1 32
2.3.4.4. DNA Hasari 35

2.3.4.4.1. DNA Baz Hasari 37



2.3.4.4.2. Scker Hasari
2.3.4.4.3. 8-5'-siklopiirin-2'-deoksiniiklozidler
2.3.4.4.4. DNA-protein ¢apraz baglanmalari
2.3.4.4.5. Abazik bolgeler
2.3.4.4.6. Tek ve ¢ift zincir kiriklari
2.4. DNA ONARIMI
2.4.1. Baz Kesme-Cikarma Onarimi
24.1.1. OGGI Geni
2.4.1.2. NEIL1 Geni
2.5. MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR
2.5.1. Jelatinazlar (MMP-2, MMP-9)
2.5.1.1. Matriks Metalloproteinaz-2
2.5.1.2. Matriks Metalloproteinaz-9
2.5.2. Matriks Metalloproteinazlarin Spesifik Doku Inhibitorleri
2.5.2.1. Metalloprotenaz doku inhibitorii-1
2.5.2.2. Metalloprotenaz doku inhibitorii -2
3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmamn Tipi
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Cahsma Gruplar
3.4. Calisma Materyali
3.5. Arastirmamin Degiskenleri
3.6. Veri Toplama Araclan
3.6.1. Demografik ve Noropsikolojik Veri Toplama
3.6.2. Kullanilan Kimyasallar, Malzemeler ve Cihazlar
3.6.3. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi
3.6.4. DNA Baz Hasar1 Calismalari
3.6.4.1. Lokosit Izolasyonu
3.6.4.2. DNA Izolasyonu
3.6.4.3. Gaz Kromatografi - Siral1 Kiitle Spektrometre ile DNA Baz Hasar1
Ol¢iimii

3.6.4.3.1. Olciim Oncesi Hazirliklar

42
43
44
45
45
45
47
51
52
52
54
54
55
55
55
56
57
57
57
57
59
59
59
59
60
64
64
65
65
65

73



3.6.4.3.2. Ol¢iim Yontemi
3.6.5. DNA Onarim Enzimleri Ekspresyon Diizeyi Calismalari
3.6.5.1. Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu
3.6.5.2. RNA Izolasyonu
3.6.5.3. RNA’nin % 1 Formaldehit Agaroz Jelde Goriintiilenmesi
3.6.5.4. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi
3.6.5.5. Ger¢ek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu Caligmalari
3.6.5.6. % 1,5’lik Agaroz Jel Elektroforezi
3.6.5.7. OGGI ve NEIL1 mRNA Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi
3.6.6. Matriks Metalloproteinazlar ve Inhibitérlerinin Analizi
3.6.7. Lipid Hasar1 Caligsmalar1
3.6.7.1. HPLC yéntemi ile MDA Olgiimiiniin Temel Ilkesi
3.6.7.2. Analiz Kosullar1
3.6.8. Protein Hasar1 Caligsmalari

3.6.9. Karbohidrat Hasar1 Calismalar1

75
76
76
79
80
82
83
85
86
86
89
89
90
91
93

3.6.9.1. HPLC ydntemi ile N*-Karboksimetillizin Olgiimiiniin Temel Ilkesi 93

3.6.9.2. Analiz Kosullar
3.7. Arastirma Plam ve Takvimi
3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
3.9. Arastirmanin Sinirhliklar:

3.10.Etik Kurul Onay1

. BULGULAR

4.1. Calisma Gruplarim1 Tamimlayici1 Bulgular
4.2. DNA Baz Hasar1 Bulgulan
4.2.1. FapyAdenin Hasar1 Bulgular
4.2.2. FapyGuanin Hasar1 Bulgulari
4.2.3. 8-Hidroksi-Guanin Hasar1 Bulgular
4.2.4. 5-Hidroksi-5-Metil-Hidantoin Hasar1 Bulgulari
4.2.5. 5-Hidroksi-Sitozin Hasar1 Bulgulari
4.2.6. Timin-glikol, 5-Hidroksi-metil-urasil, 5-Hidroksi-urasil,
5,6-dihidroksi-urasil Hasarlar1 Bulgular
4.2.7. Korelasyon Analizleri

93
95
95
96
96
97
97
97
98
100
101
103
104
106

106



ol A 4

4.3. DNA Onarim Enzimleri Ekspresyon Diizeyleri
4.3.1. RNA Orneklerinin %1,2 Formaldehit Agaroz Jelde Gériintiilenmesi
4.3.2. OGGI1 ve NEIL1 mRNA Ekspresyon Analizi Bulgulari
4.3.3. Korelasyon Analizleri
4.4. Matriks Metalloproteinazlar ve inhibitorlerinin Olciimii
4.4.1. MMP2 Diizeyi
4.4.2. MMP9 Diizeyi
4.4.3. TIMP1 Diizeyi
4.4.4. TIMP2 Diizeyi
4.4.5. Korelasyon Analizleri
4.5. Malondialdehit Diizeyi Bulgulari
4.5.1. Korelasyon Analizleri
4.6. Nitrotirozin Diizeyi Bulgular
4.6.1. Korelasyon Analizleri
4.7. N*-Karboksimetillizin Diizeyi Bulgular:
4.7.1. Korelasyon Analizleri
TARTISMA
SONUC VE ONERILER
KAYNAKLAR
EKLER

106
106
107
112
113
113
113
114
115
116
117
117
118
118
118
119
122
134
136
154



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Demans siniflandirmasi

Tablo 2. E.coli ve insan DNA glikozilazlariin substratlari
Tablo 3. MMP’lerin siniflandirilmast

Tablo 4. Calismaya dahil etme ve dislama kriterleri

Tablo 5. Calismada kullanilan kimyasallar ve malzemeler
Tablo 6. Calismada kullanilan cihazlar

Tablo 7. % 1 Formaldehit agaroz jel yonteminde kullanilan ¢ozeltiler
Tablo 8. Primer dizileri ve PCR {iriin uzunluklari

Tablo 9. RT-PCR Master mix igerigi

Tablo 10. RT-PCR protokolii

Tablo 11. % 1,5 agaroz jel yonteminde kullanilan ¢ozeltiler
Tablo 12. Hasta ve kontrol gruplarini tanimlayici bulgular
Tablo 13. Hasta ve kontrol gruplarina ait tiim veriler

Tablo 14. Alzheimer hastalarina ait korelasyon analizi bulgular
Tablo 15. Primer dizileri ve PCR iirlin uzunluklari

Tablo 16. RT-PCR calisma protokolii

Sayfa no

48
53
58
60
63
81
83
84
84
85
97
120
121
159

160



SEKILLER DIiZiNi

Sayfa no

Sekil 1. Normal ve Alzheimer’l1 hasta beyin kesitleri 10
Sekil 2. Norofibriler yumaklara ait mikroskobik kesit fotografi 11
Sekil 3. Amiloid plaklara ait mikroskobik kesit fotografi 12
Sekil 4. Alzheimer hastalig1 kan oksidatif stres biyobelirteclerinin kaynagi 14
Sekil 5. Oksidatif stresle iliskili durumlar 17
Sekil 6. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde A’ nin indiikledigi oksidatif stres 18
Sekil 7. Atomun i¢ yapisi 21
Sekil 8. Oksijen molekiiliiniin suya indirgenmesi ve oksijen kaynakli radikallerin 24
olusumu

Sekil 9. Siiperoksit radikalinin molekiiler yapis1 24
Sekil 10. Serbest radikal hasar tirtinleri 28
Sekil 11. Nitrotirozin olusum mekanizmasi 30
Sekil 12. Nitrotirozin molekiilii 30
Sekil 13. ROT olusum yollari, lipid peroksidasyonu, glutatyon ve diger 32
antioksidanlarin roli

Sekil 14. AGE olusumu 34
Sekil 15. leri glikasyon son iiriinleri 34
Sekil 16. DNA iizerinde *OH radikalinin atak yaptig1 bolgeler 36
Sekil 17. *OH radikalinin piirinlerle reaksiyonlari 38
Sekil 18. Guanin C8-OH-eklenti radikalinin reaksiyonlari 39
Sekil 19. Guanin baz iizerinde iyonize radyasyonun direk ve indirek etkisi 39
Sekil 20. *OH radikalinin timinle reaksiyonlari 40
Sekil 21. *OH radikalinin sitozinle reaksiyonlar1 40

Vi



Sekil 22.
Sekil 23.
Sekil 24.
Sekil 25.
Sekil 26.
Sekil 27.
Sekil 28.
Sekil 29.
Sekil 30.
Sekil 31.
Sekil 32.
Sekil 33.
Sekil 34.

Sekil 35.

Oksidatif hasara ugramig DNA bazlar

Oksidatif hasara ugramis seker tirtinleri
8-5'-siklopiirin-2'-deoksiniiklozidlerin olusum mekanizmasi
Kromatinde timin-tirozin ¢apraz baginin olusumu
Guanin lezyonunun tamiri ve replikasyona katilmasi
DNA glikozilazlarin isleyis mekanizmasi

Baz kesme-¢ikarma onarim yolaginin sematik diyagrami
OGG1 geninin 3. kromozomdaki lokalizasyonu

NEIL1 geninin 15. kromozomdaki lokalizasyonu

MMP enzimlerinin molekiiler yapisi

Gaz kromatografisi cthazinin temel kisimlari

Kiitle spektrometre ana bilesenleri

GC-MS/MS cihazi

carpisma kiitle spektrumu

Sekil 36

Sekil 37.
Sekil 38.
Sekil 39.
Sekil 40.
Sekil 41.
Sekil 42.
Sekil 43.
Sekil 44.

Sekil 45.

. MRM modunda segilen ana iyon/iiriin iyon ikilisinin izlenmesi

8-OHGua ve 8-OH-Gua-" Nsiyon kromatogramlari

Polimeraz zincir reaksiyonu basamaklari
SYBR" Green I boyasi etki mekanizmasi
MMP?2 calismasi standart egrisi
MMP9 calismasi standart egrisi
TIMP1 ¢alismasi standart egrisi

TIMP2 ¢alismasi standart egrisi

4,6-diamino-5-formamidopirimidin’in trimetilsillil tiirevinin elektron

Bilesik miktar1 ile iyon-akim profilindeki sinyal alan1 arasindaki iligki

DNA okside baz1 8-hidoksiguanin’in trimetilsilayon ile derivatizasyonu

42

43

44

45

47

49

50

51

52

54

67

69

69

71

71

72

74

7

78

88

88

89

89

vii



Sekil 46. MDA ¢alismasi standart egrisi ve 6rnek analiz ¢alismasi 91

Sekil 47. Nitrotirozin ¢aligmasi standart egrisi 92
Sekil 48. CML caligsmasi standart egrisi 95
Sekil 49. Analizi yapilan lezyonlar 98
Sekil 50. FapyAde ve FapyAde-'"°C,"’N; iyon kromatogramlari 99
Sekil 51. AH ve kontrol gruplar1 FapyAde diizeyleri kutu nokta grafigi 99
Sekil 52. FapyGua ve FapyGua—13C,15N2 iyon kromatogramlari 100
Sekil 53. AH ve kontrol gruplar1 FapyGua diizeyleri kutu nokta grafigi 101
Sekil 54. 8-OH-Gua ve 8-OH-Gua," N5 iyon kromatogramlar1 102
Sekil 55. AH ve kontrol gruplar1 8-OHGua diizeyleri kutu nokta grafigi 102
Sekil 56. 5-OH-5-MeHyd ve 5-OH-5-MeHyd,*C,"°N, iyon kromatogramlari 103
Sekil 57. AH ve kontrol gruplar1 5-OH-5MeHyd diizeyleri kutu nokta grafigi 104
Sekil 58. 5-OH-Cyt ve 5-OH-Cyt,"’C,"°N, iyon kromatogramlar1 105
Sekil 59. AH ve kontrol gruplar1 5-OH-Cyt diizeyleri kutu nokta grafigi 105
Sekil 60. RNA jel goriintiisii 107
Sekil 61. Hasta ve kontrol drneklerinde OGG1, NEIL1 ve B-Aktin genlerine ait 108

erime egrisi analizi 6rnegi

Sekil 62. NEIL1 ve OGGlekspresyon profilleri grafigi 109
Sekil 63. Hasta ve kontrol 6rneklerinde NEIL 1 (300 bps) RT-PCR f{irtinlerinin 109
%1,5’lik agaroz jel goriintiisii

Sekil 64. Hasta ve kontrol 6rneklerinde OGG 1 (182 bps) ve B-aktin (99 bps) RT- 110

PCR iirtinlerinin %1,5’lik agaroz jel goriintiisii

Sekil 65. Hasta orneklerinin OGG1 ekspresyon profili grafigi 111
Sekil 66. Hasta drneklerinin NEIL1 ekspresyon profili 112
Sekil 67. Hasta ve kontrol gruplart MMP?2 diizeyleri kutu nokta grafigi 113

viii



Sekil 68. AH ve kontrol gruplart MMP9 diizeyleri kutu nokta grafigi
Sekil 69. AH ve kontrol gruplart TIMP1 diizeyleri kutu nokta grafigi
Sekil 70. AH ve kontrol gruplar1 TIMP2 diizeyleri kutu nokta grafigi
Sekil 71. AH ve kontrol gruplart MDA diizeyleri kutu nokta grafigi
Sekil 72. AH ve kontrol gruplar1 nitrotirozin diizeyleri kutu nokta grafigi
Sekil 73. AH ve kontrol gruplart CML diizeyleri kutu nokta grafigi

Sekil 74. Kontrol (K35) ve hasta (H65) 6rneklerine ait OGG1 (955a-b, 385a-b, 253

a-b primerleri) erime egrisi analizi

Sekil 75. NEIL1(3 a-b, 192 a-b), OGG1 (253 a-b, 385 a-b, 955 a-b) primerleri ile
gercgeklestirilen RT-PCR calismasi tiriinlerinin %1,5’luk agaroz jel elektroforezi
goruntiisu

Sekil 76. Kontrol (K35) ve hasta (H65) 6rneklerine ait NEIL1 (192a-b, 3a-b
primerleri) erime egrisi analizi

Sekil 77. Kontrol (K35) ve hasta (H65) 6rneklerine ait NEIL1 (GK111a-b
primerleri) ve B-Aktin erime egrisi analizi

Sekil 78. NEIL1 (GK111 a-b) ve B-Aktin primerleri ile gergeklestirilen RT-PCR

calismasi Uriinlerinin %1,5’luk agaroz jel elektroforezi goriintiisii

114

115

116

117

118

119

162

163

162

164

164



KISALTMALAR

AH: Alzheimer hastalig1

8-OH-Ade: 8-hidroksiadenin

DNA: Deoksiriboniikleik asit

8-OH-Gua: 8-hidroksiguanin

DSM-IV: Amerikan Psikiyatri Birligi Mental
Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitabi

FapyAde:4,6-diamino-5-

formamidopirimidin

NFY: Norofibriller yumaklar

FapyGua:2,6-diamino-4-hidroksi-5-

formamidopirimidin

AP: amiloid B-peptid

5-OH-MeUra: 5-hidroksimetilurasil

APPP: AP prekiirsor proteinin

8-OH-Gua: 8-hidroksiguanin

ApoE: Apolipoprotein E

FapyAde:4,6-diamino-5-

formamidopirimidin

MTL: Medial temporal lob

FapyGua:2,6-diamino-4-hidroksi-5-

formamidopirimidin

BOS: Beyin omurilik s1vist

5-OH-MeUra: 5-hidroksimetilurasil

NINCDS-ADRDA: National Institute of
Neurological and Communicative Disorders
and Stroke and the Alzheimer’s Disease and
Related Disorders Association

5,6-diOH-Ura: 5,6-dihidroksi-urasil

MMDT: Mini Mental Durum Testi

FapyAde:4,6-diamino-5-

formamidopirimidin

GBO: Global Bozulma Olgegi

5-FoUra: 5-formilurasil

ROT: Reaktif oksijen tiirleri

5-OH-5-Mehyd: 5-hidroksi-5-metilhidantoin

CDYA: Coklu doymamis yag asitleri

Ura gly: Urasil glikol

NO: Nitrik oksit

5-OH-Cyt: 5-hidroksi-sitozin

GPx: Glutatyon peroksidaz

5-OH-Ura: 5-hidroksi urasil

AGE: lleri glikozilasyon son iiriinleri

cdG: 8,5’-siklo-2’-deoksiguanozin

SOD-1: Siiperoksit dismutaz-1

cdA: 8,5’-siklo-2’-deoksiadenozin

MDA: Malondialdehit

BER: Baz kesme-¢ikarma onarimi

ATP: Adenozin trifosfat

Fpg: Formamidopirimidin glikozilaz

NAD: Nikotin adenin dintkleotid

Nth: Endoniikleaz I11

FMN: Flavin mononiikleotid

Nei: Endoniikleaz VIII

FAD: flavin adenin dintikleotid

OGG1: 8-hidroksiguanin-DNA glikozilaz

0,": Siiperoksit radikali

NTHI1: Endoniikleaz III benzeri protein

*OH: Hidroksil radikali

NEIL1: Endoniikleaz VIII benzeri proteinl

H,0,: Hidrojen peroksit

NEIL2: Endoniikleaz VIII benzeri protein2

HO,": Peroksi radikali

NEIL3: Endoniikleaz VIII benzeri protein3




RNA: Riboniikleik asit

APE1: Apiirinik endoniikleaz 1

*NO: Peroksinitrit

XRCC1:X-ray cross complementing enzyme

'0,: Singlet oksijen

PARP-1: Poli ADP-riboz polimeraz-1

NO: Nitrik oksit

MMP: Matriks metalloproteinaz

ONOQO': Peroksinitrit anyonu

TIMP: Metalloprotenaz doku inhibitor

NOj;: Nitrat

8-OHdG: 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin

NO;: Nitrojen dioksit

SYBR Green I: N'N'-dimethyl-N-[4-[(E)-
(3-methyl-1,3-benzothiazol-2-
ylidene)methyl]-1-phenylquinolin-1-ium-2-
yl]-N-propylpropane-1,3-diamine

NT: Nitrotirozin

SDS: Sodyum dodesil siilfat

4-HNE: 4- hidroksinonenal

FMOC: 9-fluorenylethoxycarbonyl

CML: N*-karboksimetillizin

LC-MS/MS: Siv1 kromatografi-sirali kiitle
spektrometre

ELISA: Enzyme linked immunosorbent | Tm: Erime sicaklig
assay

HPLC: Yiiksek performansli sivi Ct: Treshold cycle
kromatografi

RT-PCR: Gerg¢ek zamanli-polimeraz zincir

reaksiyonu

TBA: Tiobarbiitirik asit

NIST: National Institute of Standards and
Technology

IS: Internal standard

CDR: Klinik Evreleme Olgegi

ThyGly: Timin-glikol

NPI: Noropsikiyatrik Envanter

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

EDTA: Etilendiamin tetra asetikasit

mRNA : Haberci riboniikleik asit

c¢DNA: Komplementer DNA

EI: Elektron ¢arpisma iyonizasyonu

GC-MS/MS: Gaz kromatografi-sirali kiitle
spektrometre

SIM: Secilmis iyon monitorizasyonu

PBS: Izotonik fosfat tamponu

MRM: Coklu reaksiyon izleme

NaCl: Sodyum kloriir

BSTFA: N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroasetamid

GC/MS:Gaz kromatografi-kiitle
spektrometre

MSTFA: N-metil-N-
trimetilsililtrifluoroasetamid

TMS: Trimetilsilil

m/z: Kiitle/yiik

Xi




TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca, tez c¢alismamin planlanmasi, uygulanmasi ve
sonuglandirilmas: agamalarinda beni daima destekleyen, engin deneyim ve bilgilerinden
yararlanmaktan mutluluk duydugum, egitimimin her adiminda ilgi, sevgi ve yardimlarini

benden esirgemeyen, degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. Giildal KIRKALTIya,

Egitimim siiresince bilimsel birikimini benimle paylasan ve manevi destegini

esirgemeyen degerli danisman hocam Saym Prof. Dr. Hiiray ISLEKEL’e,

Biyokimya doktora egitimim sirasinda bana her tiirlii yardim ve katkida bulunan
D.E.U.T.F. Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Baskan1 Sayin Prof. Dr. Canan COKER’e,

degerli 6gretim iiyelerine ve calisanlarina,

Yurtdisi calismalarim sirasinda laboratuvarinin tiim olanaklarini paylasan ve her zaman
manevi destegini hissettigim Saymn Dr. Miral DIZDAROGLU na, deneysel ¢alismalarim
sirasindaki yardimlari i¢in Saymn Dr. Pawel JARUGA *ya,

Tez izleme komitemde yer alarak deneyim ve bilgilerini esirgemeyen degerli hocalarim

Sayin Prof. Dr. Giilgiin OKTAYa ve Sayin Prof. Dr. Gérsev YENER e,

Bilimsel ve manevi tiim desteklerinden dolay1 Sayin Prof. Dr. Halil RESMi’ye, Sayin
Dog. Dr. Ogiin SERCAN’a, Sayin Prof. Dr. Gazanfer AKSAKOGLU’na ve Saym Prof. Dr.
Giil GUNER AKDOGAN’a,

Deneysel caligmalarimin yiiriitiilmesinde desteklerini gordiigiim Saym Dr. Memduh
BULBUL’e ve tiim ARLAB c¢alisanlarma, projenin mali kaynagmi saglayan iiniversitemiz

Rektorligii Bilimsel Arastirma Projeleri Bagkanligi’na,

Doktora tezim siiresince dostluklarini ve mesleki dayanigmalarini her zaman hissettiren
dostlarim Melis KANT, Ebru TAYLAN, Feriha OZKAYA, Merve AKIS’a ve tiim asistan

arkadaslarima,

Bana gosterdikleri sevgi, anlayis ve her tiirlii destekleri i¢in aileme, esime ve dogacak

olan bebegime sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Xii



OZET

FARKLI DEJENERATIF DEMANS HASTALARINDA OKSIDATIF HASAR:
ALZHEIMER HASTALIGINDA OKSIiDATIiF MAKROMOLEKUL HASARININ VE
ONARIMININ INCELENMESI

Gamze TUNA

Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, 35340 Inciralti-izmir

Giris ve amag: Alzheimer hastaligi yashlarda en sik goriilen norodejeneratif
bozukluktur. Klinik olarak ilerleyici, geri doniisiimsiiz hafiza kaybi1 ve biligsel bozukluklarla
karakterizedir. Serbest oksijen radikalleri aracili oksidatif makromolekiil hasari, Alzheimer
hastaliginda temel norodejeneratif mekanizmalarda rol almaktadir. Bu tez calismasinda
Alzheimer hastalarinda ve saglikli goniillii kisilerde, oksidatif hasarin makromolekiiler (DNA,
lipid, protein, karbohidrat) diizeyde incelenmesi ve DNA hasarinin onariminda rol oynayan
bazi enzimlerin arastirilmasi amaclandi. Bunun yanisira radikal hasar ve Alzheimer hastaligi
tizerine etkilerini arastirmak amaciyla, matriks metalloproteinazlar (MMP2, MMP9) ve
metalloproteinazlarin = spesifik doku inhibitorleri (TIMP1, TIMP2) diizeylerinin de

incelenmesi amaglandi.

Gerec¢ ve yontem: Calisma, 44 Alzheimer hastasi ve 45 saglikli goniillii bireylerden
alman periferal kan Orneklerinde gerceklestirildi. DNA baz hasari c¢alismalar1 izotop
diliisyonlu GC-MS/MS teknigi ile gergeklestirildi. DNA baz hasari onarim enzimlerinden
NEIL1 ve OGG1 glikozilaz enzimlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri RT-PCR teknigi ile
belirlendi. Protein oksidasyonu belirteci 3-Nitrotirozin diizeyi ve MMP2, MMP9, TIMP1,
TIMP2 diizeyleri ELISA yontemi ile o0lclildii. Lipid peroksidasyon {iriinlerinden
malondialdehit ve ileri glikasyon son iirlinii olan N°-karboksimetillizin diizeyleri ise HPLC

yontemi ile incelendi.

Bulgular: Alzheimer hastalar1 DNA Orneklerinde incelenen DNA baz hasari
lezyonlarindan, FapyAde /10° DNA baz hasari kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek
bulundu (p=0,00). 8-OHGua/10° DNA bazi, FapyGua/10° DNA bazi, 5-OH-5-MeHyd/10°
DNA bazi ve 5-OHCyt/10° DNA baz1 diizeylerinde ise anlamli farklihk gézlenmedi. ThyGly,
5-OH-MeUra, 5-OH-Ura, 5,6-diOH-Ura hasarlar1 1se hasta ve kontrol Orneklerinde

saptanmadi. DNA onarim enzimlerinden NEIL1 ekspresyonu Alzheimer hastalarinda kontrol



grubuna gore 0,21 kat artmis olarak bulundu. OGGI ekspresyonu ise hasta grubunda kontrol
grubuna gore 0,02 kat azalmis olarak bulundu. Ancak her iki enzimdeki degisiklikler
istatistiksel olarak anlamli degildi. Alzheimer hastalari ile kontrol grubu arasinda nitrotirozin
ve N°-karboksimetillizin diizeyleri ag¢isindan anlamli fark bulunmazken, Alzheimer
hastalarma ait MDA diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu
(p=0,000).  Alzheimer hastalarinda MMP2, TIMP1 diizeyleri kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamlilikta diisiik iken (sirasiyla p=0,000, 0,003) TIMP2 ve MMP9 diizeyleri

acisindan kontrol grubu ile arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik bulunmada.

Sonu¢: Bu calisma Alzheimer hastalarinda oksidatif makromolekiil hasari
belirteglerinin ve DNA onarim enzim ekspresyonlarinin ilk kez bu kadar genis bir bicimde
arastirtlmis olmasi agisindan Oonem tasimaktadir. Oksidatif maromolekiil hasari, Alzheimer
hastaliginin patogenezinde énemli rol oynamaktadir. Bu siirece hangi molekiillerin ne derece
dahil oldugunun bilinmesi hastalifin etiyolojisinde ve tedavisinde uygulanacak metodlarin
seciminde 6nem tasimaktadir. Ayn1 zamanda matriks metalloproteinazlarin ve inhibitorlerin
Alzheimer hastaliginin patogenezinden sorumlu AP peptidlerin katabolizmasinda rol
aldiklarin1 destekleyici bulgularin da elde edilmesinin literatire katki saglayacagi

diistinilmektedir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer hastaligi, oksidatif makromolekiil hasari, DNA onarimi,

matriks metalloproteinazlar ve metalloproteinazlarin doku inhibitorleri



ABSTRACT

OXIDATIVE DAMAGE IN DIFFERENT DEGENERATIVE DEMENTIA
PATIENTS: EVALUATION OF THE OXIDATIVE MACROMOLECULAR
DAMAGE AND REPAIR IN ALZHEIMER’S DISEASE

Gamze TUNA
Dokuz Eylul University, Health Sciences Institute, 35340 Inciralti-Izmir-TURKEY

Objective: Alzheimer’s disease (AD) is the most common neurodegenerative disorder of the
elderly. It is characterized by its progressive clinical course, irreversable memory loss and
cognitive disorders. Free radical-mediated oxidatively induced macromolecular damage plays
a role in basic neurodegenerative mechanisms in Alzheimer’s disease. In this thesis, enyzmes
which play a role in DNA repair mechanism and oxidative damage in macromolecular level
(DNA, lipid, protein, carbohydrate) was studied in Alzheimer’s disease patients and healthy
volunteers. In addition, matrix metalloproteinases (MMP2, MMP9) and tissue inhibitor of
metalloproteinases (TIMP1, TIMP2) levels were investigated to see their effects on the
radical damage and Alzheimer’s disease.

Method: The study was carried out with periferal blood samples taken from 44 Alzheimer’s
disease patients and 45 controls. DNA base damage was determined by isotope dilution GC-
MS/MS. The mRNA expression levels of the two major DNA base excision repair enzymes,
(NEIL1 and OGG1 glycosylases) were determined by RT-PCR. The levels of protein
oxidation marker 3-Nitrotyrosine and MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 were measured with
ELISA. Malondialdehyde, one of the lipid peroxidation products and N°-
carboxymethyllysine, an advanced glycation end product, levels were investigated with
HPLC methods.

Results: The level of FapyAde/10° bases, a lesion of base damage, were significantly higher
in AD patients compared to those in control subjects (p=0,00). There were no statistically
significant difference between AD patients and the control group in 8-OHGua/ 10° DNA
bases, FapyGua/10® DNA bases, 5-OH-5-MeHyd/10° DNA bases and 5-OHCyt/10° DNA
bases. The ThyGly, 5-OH-MeUra, 5-OH-Ura, 5,6-diOH-Ura damages were not detected
neither in AD patients nor in the control group. The level of NEIL1 expression, one of the

DNA repair enzymes was found to be 0,21 times more in AD patients compared with the



control group. However; this increase was not statistically significant. OGG1 expression level
was found to be 0,02 times less in patients than in control group. This decrease also was not
significant. Where there were no statistically significant difference between AD patients and
control group in 3-Nitrotyrosine and N°®-carboxymethyllysine levels, the levels of
malondialdehyde were significantly higher in AD patients compared to those in control
subjects (p=0,000). The MMP2 and TIMP1 levels were significantly lower in the AD group
than the control group (p= 0,000 and 0,003 respectively). On the other hand, there were no
statistically significant difference between AD patients and control group in TIMP2 and
MMPO levels.

Conclusion: This study is noteworthy since markers of oxidative macromolecular damage
and expressions of DNA base excision repair enzymes has been studied extensively in AD
patients. Oxidative macromolecular damage plays an important role in pathogenesis of
Alzheimer’s disease. It is vey important to be able to detect which molecule is involved at
which level of this process, in understanding the etiology and selection of treatment strategies
for this disease. Furthermore, it is postulated that, gathering supporting evidence about the
role of matrix metalloproteinases and their inhibitors in AP peptids catabolism which is
responsible for the Alzheimer’s disease pathogenesis will contribute to the literature.

Key Words: Alzheimer’s disease, oxidative macromolecular damage, DNA repair, matrix

metalloproteinases and tissue inhibitor of metalloproteinases



1. GIRIS ve AMAC

Demans, erigkin ¢cagda bilissel yikim sonucu gelisen islevsellik kaybidir. En sik demans
nedeni olan ve tiim vakalariin %50-70'ini olusturan Alzheimer hastaligi (AH) 65 yas lizeri
kisilerde %3-11, 85 yas lizerinde ise %20-47 gibi yiiksek bir prevalansa sahiptir (1). AH nin
biligsel yikim ve davranis bozukluklarinin nedeni olan iki patolojik gostergesi vardir. Bunlar
ozellikle neokorteks ve hipokampusta yogun olarak bulunan nérofibriler yumaklar ve amiloid
plaklardir (24). Mendelien kalitim olgularin yaklasik %5’inde goriiliir. Ayrica apoE4 alleli
tasiyan bireylerde doz bagimli yatkinlik artig1 vardir (27).

Alzheimer hastaliginin patolojisinde oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadigi ileri
stiriilmektedir. Beyinde oksidatif stres; artan protein oksidasyonu, lipid peroksidasyonu, DNA

ve RNA oksidasyonu ile ifade edilmektedir (3).

Serbest radikaller direkt olarak aminoasitlerin yan zincirlerini okside ederek, ya da lipit
peroksidasyonu, glikasyon {iriinleri gibi oksidasyon yan {irlinlerinin proteinlere kovalent
olarak baglanmasi ile proteinlerde hasara neden olabilirler. Oksidatif olarak degisiklige
ugrayan ve fonksiyonunu kaybetmis capraz baglar olusturan proteinler proteozomal yikima
yonlendirilerek veya ndrodejeneratif hastaliklarda goriilen protein birikimlerini olusturarak
hiicresel hasarlara neden olurlar (2,3). Caligmalarda B-amiloid plaklarin, serbest radikaller
aracilig ile oksidatif stres olusumuna neden oldugu ve Alzheimer hastaliginin patolojisine

katkida bulundugu ileri siiriilmektedir (4,5,6).

Lipid peroksidasyonu olarak adlandirilan ve serbest radikaller tarafindan membran
lipidlerinde baslatilan hasar, zar yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu
iceren kimyasal bir olay olarak tanimlanmaktadir. Beyin doymamis yag asitlerince zengin

oldugundan serbest radikallerin neden oldugu lipit peroksidasyonundan daha cok etkilenir (3).

Son calismalar Alzheimer hastalarindan almman dokularda oksidatif DNA hasarinin
yiiksek oldugunu gostermektedir (7,8). Yiiksek diizeydeki DNA hasar1 6zellikle ¢ogalarak
kendisini yenileyemeyen post-mitotik hiicrelerde son derecede zararlidir. Bu nedenle niikleer
ve mitokondriyal oksidatif baz degisiklikleri hasarli noronlarin selektif kaybma sebep
olmakta, memelilerde norodejenerasyon ve yaslanmada 6nemli rol oynamaktadir (9). Okside
olmus bazlarin diizeyi, sadece oksidatif DNA hasarimin arttifi durumlarda degil, aym

zamanda onarim oranindaki farkliliklara gére de degisiklikler gosterir (10). Bu bakimdan



DNA onarim enzimlerindeki bir bozukluktan dolay1 kusurlu onarimin, DNA hasarina katkis1
ihmal edilmemelidir. Beyin, yiiksek oksijen tiiketim hizina, yiiksek enerji gereksinimine,
doymamis yag asitlerinden ve lipidlerden zengin olmasina ve diger organlara kiyasla daha
kisitli antioksidan sisteme sahip olmasi Ozelliklerinden dolay1 oksidatif hasara karsi daha

duyarhdir (11).

Bu tez caligmasinda Alzheimer hastalarindan ve saglikli goniillii kisilerden alinan
periferal kan Orneklerinde, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasarin
makromolekiiler (DNA, lipid, protein, karbohidrat) diizeyde incelenmesi ve DNA baz
hasarmin onariminda rol oynayan bazi enzimlerin arastirilmasi amacglandi. Bunun yanisira
radikal hasar ve Alzheimer hastalig1 iizerine etkilerini arastirmak amaciyla, ekspresyonu
serbest radikaller, biliyime faktorleri ve sitokinler tarafindan diizenlenen matriks
metalloproteinazlar (MMP2, MMP9) ve metalloproteinazlarin spesifik doku inhibitorleri
(TIMP1, TIMP2) diizeylerinin de incelenmesi amaclandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. DEMANSIN TANIMI VE OZELLIKLERI

Demans terimi bir sendroma karsilik olarak kullanilmaktadir ve agik bir biling
diizeyinde basta bellek olmak iizere zihinsel ve sosyal yeteneklerin kisinin gilinlilk yasam
aktivitelerini etkileyecek derecede gerilemesi seklinde tanimlanabilir. Amerikan Psikiyatri
Birligi Mental Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitab1 (DSM-IV)’nda demans, bilingte
bozulma olmaksizin bellek yikimini da igeren bir¢ok biligsel bozuklugun bulunmasi seklinde
tanimlanir (12). Demansta etkilenen biligsel islevler genel zeka, 6grenme ve bellek, dil,

problem ¢6zme, yonelim, algi, dikkat, yargilama ve sosyal yeteneklerdir.

Demans, gerek yiliksek morbidite, artmis mortalite oran1 ve gerekse hastaya bakan
kisilere yiikledigi agir yiik nedeniyle 6nemli bir halk sagligi problemidir (13). Hafiza
problemleri hastalar ve yakinlari tarafindan siklikla yaglanmanin dogal bir sonucu olarak
diisiiniilmekte, bu sebeple erken evreleri gézden kagabilmektedir. Demans kronik beyin
hastaliklar1 veya ensefalopati sonucu gelisen bilissel ve davranigsal bozukluklari igeren bir
klinik tablodur. Demans sendromlari beynin progresif dejeneratif hastaliklar1 ve vaskiiler
hastaliklar sonucu olugsmaktadir. Ayirici tanida ise travma, hipoksi ve metabolik sebeplerden
olusan kronik ensefalopati géz dniinde bulundurulmalidir. Demans degerlendirmesi ve tanisi
giicliikler iceren bir konudur. Tani i¢in hastanin 6nceki durumuna gore biligsel fonksiyonunda
diisiis olmal1, giinliik yagsamini etkilemis olmal1 ve hafiza bozuklugunun yani sira birden fazla

biligsel alanda (afazi, agnozi, apraksi, yiiriitiicii islev bozuklugu) bozukluk olmalidir (14).



Tablo 1. Demans siniflandirmasi (15)

Primer (Dejeneratif)

Sekonder

Alzheimer hastalig1

Lewy cisimcikli demans

Fronto-temporal demans
FTD-davranigsal varyant
Ilerleyici tutuk afazi
Semantik demans
FTD-ALS

Hareket bozukluguyla birlikte
Parkinson hastalig1 demansi
Kortiko-bazal dejenerasyon
Progresif supraniikleer paralizi
Huntington hastalig
Multi-sistem atrofiler
Wilson hastaligi
Noroakantositoz

Prion hastaliklar
Creutzfeldt-Jacob hastaligi
Gerstmann-Straussler-Scheinker
hastalig1
Fatal familyal insomni

Cesitli pediyatrik demanslar
Kufs hastalig1
Metakromatik 16kodistrofi
Gaucher hastalig1
Niemann-Pick hastalig1

Diger ender demanslar
Limbik demans
Poliglukozan cisimcik hastalig1
Arjirofilik tahil hastalig

Vaskiiler demans
Multi-infarkt demans
Binswanger hastalig1
Stratejik infarkt demansi
CADASIL
Normal basingli hidrosefali
Toksik-metabolik demanslar
Wernicke-Korsakoff hastaligi
B12 vitamin eksikligi
Hipotiroidi
Kronik karaciger hastaligi
Organik ¢oziiciilere maruz kalma
[laclar
Infeksiyonlar
Herpes simpleks ensefaliti
Norosifilis
Kronik menenjitler
HIV-demans kompleksi
Whipple hastalig
Kafa i¢i yer kaplayici hastaliklar
Neoplastik durumlar
Subdural hematom
Otoimmun-inflamatuar hastaliklar
Multipl skleroz
Behget hastalig1
Paraneoplastik limbik ensefalit
VGKC ve NMDAR kanalopatileri
Grantilomatoz anjitis
Primer sinir sistemi vaskiiliti
NAIM sendromu

Tiim demans vakalarinin %50-60’m1 Alzheimer hastaligi olusturmaktadir. Vaskiiler
demans %10-25 siklikta goriilmekteyken geriye kalan %5-10 daha az siklikta rastlanan diger

sebeplerdir. Demans siniflandirmasi primer ve sekonder olarak yapilmaktadir (Tablo 1.)

Demansin en sik nedeni olan Alzheimer hastaligi, hafif-orta-agir bellek bozuklugu ile
beraber dil, idarecilik, karar verme islevlerinde, dikkatte, oryantasyonda ve kisilikte

bozukluklar, edinilmis entelektiiel becerilerde progresif bir kayip ile kendini gosteren



ilerleyici ve &liimciil norodejeneratif bir hastaliktir (14). llerleyici, ciddi morbidite ve
mortaliteye, giinliikk yasam aktivitelerinde bozulmaya, davranigsal semptomlara sebep olan bir
hastalik olmasi, erken evrede tedavi alanlarda bilissel fonksiyonlarin ve hayat kalitesinin daha
uzun siire korunuyor olmasi nedeniyle hastaligin erken evrede taninmasi, gozden

kagirilmamasi 6nem arz etmektedir (15,16,17).
2.2. ALZHEIMER HASTALIGI

Alzheimer Hastalig1 ilk kez 1907 yilinda Alman psikiyatrist ve noropatolog Dr. Alois
Alzheimer tarafindan tanimlanmistir. Alzheimer Hastalig1 yasa bagimli ve geri doniisiimsiiz
bir beyin hastaligidir. Yaslilarda, demans tiirleri arasinda en sik goriilenidir. Hastaligin
baslangicinda kisa donemli hafizada asamali ve ilerleyici yikim goriiliir ve bu yikim davranig
ve karakter degisiklikleri ile ilerleyerek, diisiinme, karar verme ve konusma gibi diger bilissel
alanlar1 da etkileyerek en sonunda zihinsel fonksiyonun yitirilmesine, bireyin giinliik

aktivitelerini yapamaz hale gelmesine neden olur (18, 19).
2.2.1. Alzheimer Hastaliinin Epidemiyolojisi

AH tiim demans sendromlarinin %50 ile 60’1 olusturmaktadir (20). AH’1n insidansi
1952 yilinda Sjogren ve arkadaslar1 tarafindan %0,1, 1985 yilinda ise Sulkava ve Schoenberg
tarafindan %0,03-0,05 olarak saptanmistir (21). Istanbul’un Kadikdy ilcesinde gerceklestirilen
Tiirkiye Alzhemier Hastaligi Prevalansi Caligmasi’nda 70 yas ilizerindekiler arasinda AH
prevalansinin %11 oldugu saptanmistir. Bu prevalans degerine gore Tiirkiye’de 250-300 bin
AH’li hasta oldugu varsayilmaktadir (22) Hastaligin 65 yas iizerinde siklig1 yiizde bes iken,
bu oran 85 yas lizerinde %50’ye ¢ikmaktadir. Biligsel fonksiyonlarda kayiplar arasinda bellek
bozuklugu en 6nemli klinik bulgudur. Bu bulgulara ileri dénemde fiziksel fonksiyonlarda
kayiplar eklenir. Kafa travmasi, diisiik egitim seviyesi, sigara, dogumdaki anne ve babanin
yasinin biiylik olmasi, Down sendromu AH icin risk faktorleridir. Yasam siiresi belirtiler

basladiktan sonra 4-16 y1l (ortalama 10 y1l) arasinda degismektedir (23).
2.2.2. Alzheimer Hastali@imin Patolojisi

Alzheimer hastaliginin patolojisi incelendiginde beyinde noronal hiicrelerde bozulma,
hiperfosforile olmus tau proteinleri kaynakli intraseliiler norofibriller yumaklar (NFY) ve

ekstraseliiler amiloid B-peptid (AP) agregatlarinin bulundugu gézlenmektedir (Sekil 1.) (24)
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Sekil 1. Normal ve Alzheimer’l1 hasta beyin kesitleri

Norofibriller yamaklar

NFY’larin temel yapisini fosforile tau proteinleri olusturmaktadir. Tau, mikrotiibiillere
baglidir ve mikrotiibiillerin stabilizasyonunda, hiicre iskeletinin biitlinliiglinlin korunmasinda,
aksonal transportta 6nemli rol oynar. AH siirecinde tau, fazla fosforile olur ve mikrotiibiillere
baglanma kapasitesi azalir. Baglanmayan tau proteini, ¢ift sarmalli lifler halinde hiicre igine
cokerek NFY’lar1 olustururlar (Sekil 2.). Akson ve denritik ¢ikintilarda bulunan NFY’lar
noropil iplikler olarak adlandirilirlar. Bu lezyonlarda amiloid plaklar da yer aldiginda noritik
plak ortaya ¢ikmis olur. Hiicre i¢i olusumlar olan NFY’lar hiicre i¢ine artik sigmayacak
derecede biriktiginde hiicreyi parcalarlar ve hiicre disina yayilirlar. Bunlara ‘hayalet yumak’
adr wverilir (25,26) NFY’larin ilk goriildiikleri yer entorihinal-transentorihinal korteks
bolgesidir. Zamanla hipokampus-amigdala, parahipokampal girus, inferiyor temporal girus,
fusiform girus, posteriyor paryetal ve prefrontal korteksler ile en nihayet primer motor-duysal

alanlar ekseninde yayilirlar (26).
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Sekil 2. Norofibriller yumaklara ait mikroskobik kesit fotografi (Hematoksilen eozin

boyasi ile boyanmigtir)

Amiloid Plaklar

Amiloid plaklarin temel yapisim1 AP peptidi olusturur. AB peptidi, bir ucu hiicre iginde
digeri hiicre diginda olmak {izere hiicre zarini enlemesine gecen AP prekiirsor proteinin
(ABPP), ¢oziinlir olmayan parcalaridir. ABPP’nin islevi yeterince bilinmemektedir. ABPP
metabolizmast o, B, y sekretaz olmak iizere ii¢ enzim tarafindan gerceklestirilir. Alfa-
sekretazlar AP peptidini orta noktalarindan keserler ve bdylece hiicre disinda, ¢oziinebilir olan
APP pargasi ortaya ¢ikarirlar. Beta ve gamma sekretazlar tarafindan ortaya ¢ikan iriinler ise
¢Oziinlirliigli olmayan, amiloid plaklarin olusumunda rol oynayan hiicre dis1 parcalardir.
Normal yaslanmada a-sekretaz aktivitesi baskinken, AH’de denge B-sekretaz aktivitesi

yoniine kaymaktadir (25,26) (Sekil 3.).

Amiloid plaklarin, icerdikleri AP peptidinin yapisi ve toksisite potansiyeline gore bazi
tiirleri vardir: diffiiz, kompakt ve néritik plak. Diffiiz plaklar, toksik etkisi ¢ok sinirli olan ya
da olmayan plaklardir. Pre-amiloid plaklar olarak kabul edilirler ve demansi1 olmayan yasl
bireyler de siklikla bulunurlar. Diffiiz plaklar cesitli nedenlerle (inflamasyon, serbest
radikallerin etkisi, oksidatif stres vs.) kompakt plaklara doniisebilirler. Kompakt plaklar
toksik etkilidir ve noron dejenerasyonuna yol acarlar. Noritik plaklar, dejenere olmus A
peptid iceren dentrit ve akson parcalarindan olusur ve ¢ogu norofibriller yaumak da icerir. Hem

kompakt hem de noritik plaklar AH’li hastalarda yaygin olarak bulunur (25,26).
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Toksik olup olmama potansiyeline bakilmaksizin, plaklar, serebral korteksin limbik

yapilarindan ziyade neokortikal bolgelerinde yerlesme egilimindedirler (25,26).

Sekil 3. Amiloid plaklara ait mikroskobik kesit fotografi (Giimiis boyama ile diffiiz

veya yogun amiloid birikimleri koyu kahverengi olarak boyanmistir)
2.2.3. Alzheimer Hastaliginin Genetigi

Otozomal dominant gegisten sorumlu olan 3 ayri genin bulundugu rapor edilmektedir
Bunlar amiloid prekiirsor protein, Presenilin-1, Presenilin-2 genleridir. Son yillarda yapilan
calismalarda, amiloid prekiirsor protein (APP), Presenilin-1 ve Presenilin-2 genlerindeki
mutasyonlarin, toplamin %5°1 kadar olguda hastaligin nedeni oldugu ileri siiriilmektedir (27).
Yirmibirinci kromozomdaki APP gen mutasyonu familyal erken baslangichh %10 kadar
vakada gozlenir. Presenilin-1 geni 14. kromozom {izerinde yerlesmistir ve bu genin
mutasyonu ile A liretimi artar, ndronlar apopitoza kars1 duyarli hale gelir (28). Presenilin-2,
1. kromozom {izerinde yerlesir, APP’nin proteolitik yikim seklini degistirip AP {iretimini

arttirir ve bazi ¢alismalarda presenilin-2’nin apoptoz ile iliskili oldugu bildirilmektedir.

Sporadik gegisli AH’de risk faktorii olarak Apolipoprotein E (ApoE) geni
bulunmaktadir. ApoE, 19. kromozomda kodlanmaktadir. Bu alanda €2, €3 ve €4 allelleri ile 3

adet apoE izoformu (E2, E3, E4) kodlanir. Ge¢ baslangi¢lhi AH gelistirme riskinin €4 allelinde
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belirgin artigla (yaklasik 2,5 kez), €2 allelinde ise azalma ile iliskili oldugunun saptandigi
bildirilmektedir. ApoEe4 AH’de goriilen vaskiiler ve plak amiloidlerinde ko-lokalize olarak
bulunur. ApoE, amiloid- (AB) peptid yapisina baglanir ve 6zellikle E4 izoformu AP peptid

yapisinin polimerizasyonu ile amiloid fibril formuna doniismesine yardim eder (29,30).
2.2.4. Alzheimer Hastaliginin Tanis1

Son yillarda hastaligin tanisina, ante-mortem donemde katki saglamak amaciyla pek ¢ok
diagnostik testin gecerliligi yogun olarak arastirilmaktadir. AH tan1 kriterleri 2007 yilinda
yeniden gdzden gegirilmis ve icleme kriteri arasma manyetik rezonans inceleme (MRI)’de
saptanan medial temporal lob (MTL) atrofisi ve beyin omurilik sivisi (BOS) biyobelirtecleri
girmistir (31). AH tan kriterleri arasinda yer alan BOS bulgusu ise artmis fosforile tau (f-tau)
ve azalmis Amiloid B (AB-42)’dir (31). Hem goriintiilleme hem de BOS biyobelirtecleri AH
tanisin1 destekleyici Ozelliktedir. Bu nedenle halen AH’nin kesin tanisinda kullanilacak
biyobelirteglere ihtiya¢ vardir. BOS’un elde edilme zorlugu nedeniyle giiniimiizde AH’nin
tanisina katki saglayacak biyobelirteg arayislart hem BOS 6rneklerinde hem de periferik kan

orneklerinde devam etmektedir.

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde serbest radikal iiretiminin artmasi ile lipid
peroksidasyonu, protein ve niikleik asit oksidasyonu gibi sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Lipid
peroksidasyon iriinleri (izoprostanlar, lipid hidroperoksidler, aldehidler) kiigiik ve lipofilik
bilesikler oldugundan kana gecis yapabilirler ve bu friinlerin kanda o6l¢iimii miimkiin
olabilmektedir. Protein oksidasyon firiinleri (protein karbonil gruplari, 3-Nitrotirozin) ise
beyin omurilik sivisina sekrete edilebilir ve kan tarafindan absorbsiyonu miimkiindiir. Ayn1
zamanda oksidatif stres iriinleri direkt olarak kana da gecis yapabilmektedir. Lipid
peroksidasyonu ara lriinleri de kan proteinlerine ve c¢oklu doymamis yag asitlerine etki

edebilir ya da kan hiicrelerinde niikleik asit hasarina neden olabilir (Sekil 4.) (32).
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Sekil 4. AH kan oksidatif stres biyobelirteclerinin kaynagi (32) SR: Serbest radikaller,
CDYA: Coklu doymamus yag asitleri, 3-NT: 3-Nitrotirozin, LPO: Lipid peroksidasyonu

AH’nin tani kriteri olarak gilinlimiizde yaygin bigimde NINCDS-ADRDA (National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer’s
Disease and Related Disorders Association) kullanilir. NINCDS-ADRDA kriterleri bellek
veya lisan gorsel-uzaysal yetiler veya yliriitiicii islevler gibi bilissel islevlerde bozulmay1 sart
kosar (33). Kiriterlerin gerceklestirildigi tipik tabloya NINCDS-ADRDA ile ‘Muhtemel
Alzheimer Hastaligi’ (MAH) denmektedir.
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NINCDS-ADRDA Alzheimer Hastaligi Klinik Tan1 Kriterleri (33,34):
I. Muhtemel Alzheimer Hastalig1 klinik tani kriterleri sunlari igerir:

» Klinik muayene ile saptanan, Mini-Mental Test, Blessed Demans Olgegi ya da benzer bir

test ile dokiimante edilen ve noropsikolojik testlerle de dogrulanan demans tablosu;
« iki ya da daha fazla bilissel siiregte bozulma;

* Biling bozuklugu yok;

* Baslangi¢ 40-90 yaslar1 arasinda, biiyiik siklikla da 65 yasindan sonra;

» Bellek ya da diger bilissel siireclerde ilerleyici bozukluga yol agabilecek sistemik ya da
beyne ait baska bir hastalik yok.

II. Muhtemel Alzheimer Hastalig1 tanis1 sunlarla desteklenir:

* Dil (afazi), motor yetenekler (apraksi) ve algi (agnozi) gibi 6zgiil bilissel islevlerde ilerleyici

bozulma;
* Giinliik yasam aktivitelerinde bozulma ve davranig bigiminde degisme;
* Ailede benzer bozukluk oykiisii (6zellikle patolojik olarak kanitlanmigsa);

 Laboratuvarda: standart tekniklerle normal lomber ponksiyon, EEG'nin normal olmasi ya da
yavas dalga aktivitesinde artis gibi non-spesifik degisiklikler, BT'de serebral atrofiye iliskin

bulgular ve seri incelemelerde bu bulgularin ilerleyisi.

III. Alzheimer hastalig1 disindaki nedenler dislandiktan sonra, Muhtemel Alzheimer Hastalig1

tanisi ile uyumlu olabilecek diger klinik 6zellikler sunlardir:
* Hastaligin seyrinde platolar;

* Depresyon, uykusuzluk, inkontinans, hezeyan, illiizyon ve haliisinasyonlar, verbal,
emosyonel ya da fiziksel katastrofik patlamalar, cinsel bozukluklar ve kilo kayb1 gibi eslik¢i
bulgular;

* Bazi hastalarda, 6zellikle hastaligin ileri donemlerinde, kas tonusunda artig, miyoklonus ya

da yiirtime gii¢liigii gibi diger norolojik bozukluklar;

15



* Hastaligin ileri evresinde nobetler;
* Yas i¢in normal BT.

IV. Muhtemel Alzheimer Hastalig1i tanmisini belirsizlestiren ya da ihtimal disina ¢ikaran

ozellikler sunlardir:
+ Inme tarzinda ani baslangig;

* Hemiparezi, duysal kayip, géorme alan1 defektleri ve inkoordinasyon gibi lokal ndrolojik

bulgularin hastaligin erken evrelerin de bulunmast;

* Nobetler ya da yiirliylis bozukluklarimin, daha baslangigta ya da hastaligin ¢ok erken

evrelerinde bulunmasi;
V. Miimkiin Alzheimer Hastalig1 tani1 kriterleri sunlardir:

* Demansa neden olabilecek diger norolojik, psikiyatrik ya da sistemik bozukluklar
olmaksizin, baglangi¢, prezentasyon ya da klinik seyirde varyasyonlarin bulunmasi

durumunda konulabilir;

* Demansa neden olabilecek, ancak demansin nedeni gibi goriinmeyen ikinci bir sistemik ya

da beyin hastaliginin bulunmasi durumunda konulabilir;

* Diger belirlenebilir nedenlerinin diglandig, tek ve yavas ilerleyici bir biligsel bozuklugun

bulunmasi durumunda, aragtirma ¢alismasi amagli olarak kullanilabilir.
VI. Kesin Alzheimer Hastalig1 tanis1 kriterleri sunlardir:

* Muhtemel Alzheimer Hastalig1 klinik kriterleri;

* Biyopsi ya da otopsiyle elde edilen histopatolojik kanitlar

AH tanisim1 koymada islevselligi ve davranis bozuklugunu yansitan oyki ile biligsel
baki ¢ok 6nemlidir. Izlemde kullanilan birkac standart test ve dlgek arasinda en yaygin
olanlar1 ‘Mini Mental Durum Testi’ (MMDT) (35), ‘Blessed Demans Skalasi’ (36) ve
Reisberg’in ‘Global Bozulma Olgegi’ (GBO) dir (37). Bu testler, demans veya bilissel
bozukluk i¢in bir tarama araci olabilir ve zaman ig¢inde entellektiie]l durumdaki kotiilesmenin

bir Olglitii olarak iglev gortir.
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2.2.5. Alzheimer Hastaligi ve Oksidatif Stres

Hiicreler basta mitokondri elektron tasiyici sistem olmak {izere ksenobiyotik
metabolizmasi, fagositik aktivasyon, inflamasyon, radyasyon, gecis metallerinin katalizledigi
reaksiyonlar, ¢esitli sentez ve yikim reaksiyonlar1 ve diger faktorlerden reaktif oksijen
tiirlerine maruz kalmaktadir (38). Bunlara ek olarak romatoid artrit gibi bazi hastaliklarda
inflamatuar cevapta makrofajlar tarafindan reaktif oksijenlerin programli salinimi da olasi
oksidatif DNA hasar nedenlerindendir. Oksidatif DNA hasarinin yaslanmada, Alzheimer
hastaliginda, diyabette, aterosklerozda, romatoid artrit ve sistemik lupus eritematozus gibi
otoimmiin inflamatuar hastaliklarda ve kanserde arttigin1 gosteren bir¢ok arastirma

bulunmaktadir (39) (Sekil 5.).
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Dejeneratif retina hasar Yanik

Katarakt Dermatit

Psoriazis

intestinal iskemi
Endotoksin
karaciger hasar
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yetmezligi)

Oksidatif Stres
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Kanser Hiperoksi
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Nerotoksin
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Sekil 5. Oksidatif stresle iliskili durumlar

Oksijen radikalleri (reaktif oksijen tiirleri, ROT) kimyasal olarak dengeli olmayan, asiri
reaktif bilesikler olup, hiicre ve dokularda aerobik metabolizma sirasinda elektron transport
zincirinin normal bir parcasi olarak liretilmektedir. Serbest oksijen radikallerinin reaktivite
ozellikleri nedeniyle organizmada herhangi bir zamanda olusturdugu hiicre ve doku hasari
oksidatif hasar olarak isimlendirilmektedir (40). Serbest oksijen radikalleri aracili oksidatif

hasar AH’daki temel norodejeneratif mekanizmalardandir. Tiim beynin 6zellikle ndrofibriller
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yumaklarin yogun bir oksidatif stresle karsilasmasi AH'min patogenezinde yer almaktadir
(41,42). AH’de beyinde serbest radikal kaynaklar1 +2 degerlikli demir, aktive mikroglialar,
amiloid beta, ileri glikasyon iirlinleri, mitokondrial anormallikler olarak yer almaktadir
(41,16). AH’da kolinerjik, dopaminerjik ve noradrenerjik néronlarda kayip vardir ve bu
patolojinin serbest radikal birikimi, lipid peroksidayonu ve ndronal hasar ile gergeklestigi ve

oksidatif faktorlerin bir risk faktorii oldugu bildirilmektedir (43).
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Sekil 6. Alzheimer hastalarin beyinlerinde AR’ nin indiikledigi oksidatif stres (44)
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AP peptidlerinin genetik ve diger mekanizmalarla (oksidatif stres gibi) olusumu sonucu
AB-iliskili serbest radikal hasarinin olusumu s6z konusudur. Olusan oksidatif stres beyinde
makromolekiiler hasara neden olmaktadir. Diger taraftan AP’ nin indiikledigi oksidatif stres,
tau polimerizasyonuna neden olan serbest yag asitlerinin salinimi, degismis Ca** homeostazi,
mitokondriyal fonksiyon degisiklikleri, peroksinitrit olusumu, apoptozis ve diger hiicresel
olaylarin ortaya ¢ikmasina da neden olmaktadir. Tiim bunlarin sonucunda beyinde néronlarin

kayb1 gerceklesmektedir (44) (Sekil 6.)

Beyin oksidatif strese yatkin bir organdir. Beynin oksidatif strese yatkinliginin nedenleri

su sekilde 6zetlenebilir (45, 46, 47, 48, 60);

- Beyin viicut agirhigmin sadece % 2’lik kismini olusturmasina ragmen; solunan

oksijenin % 50’sini kullanir. Hiicreler tarafindan kullanilan oksijenin yaklasik % 5’1 ROT’a

rediikte olur, daha az oksijen kullanan dokulara kiyasla beyin daha fazla ROT firetir.

- Beyin ¢ift baglar1 nedeniyle ROT hasarina yatkin olan ¢oklu doymamis yag asitleri
(CDYA) agisindan zengindir.

Beyin omurilik sivisi (BOS), oldukg¢a reaktif hidroksil radikalleri olusumunu

katalizleyen demir ve bakir kompleksleri igerir. Bunun yaninda, bu gec¢is metallerini baglayan

ve ayiran antioksidanlardan, transferrin ve seruloplazminden de fakirdir.

 Glutamat gibi eksitatdr norotransmiterlerin salinimi postsinaptik ndéronlarda ROT
olusumu ile sonuclanan bir dizi reaksiyonu tetikler. Bu néronlarin yogunluguna baglh olarak;
sinir sisteminde lokalize lezyonlar olusabilir. Amiloid-B-peptid aracili kalsiyum sinyalleri ile
artan glutamat toksisitesi; ROT olusumuna ve oksidatif strese katkida bulunabilir. Glutamat
NMDA reseptor aktivasyonunu; ornegin lipooksijenaz yolu ile arasidonik asit salinimi ve
metabolizmasini uyarabilir. Arasidonik asit kaskati-lipooksijenaz yolu esnasinda iiretilen 12-
HETE ve 12-HPETE gibi arasidonik asit hidroperoksitleri sadece ikinci mesajcilar olarak
degil ayn1 zamanda ROT kaynagi olarak da gorev yapar.

- Dopaminerjik ndronlarda, dopaminin monoamin oksidaz ile oksidasyonu sirasinda

ROT ag18a ¢ikmasi substansia nigra gibi beyin boliimlerinde artmis oksidatif strese yol agar.
Bunun yine bir ndrodejeneratif hastalik olan Parkinson hastaliginin etiyolojisinde rol aldig:

diistiniilmektedir.
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- Nitrik oksit (NO) ve siiperoksid radikalinin etkilesimi normal néron metabolizmasiyla

iligkili oldugu kadar néron dejenerasyonu ile de iliskilidir.

- Beyinde diger organlara kiyasla (karaciger gibi) katalaz aktivitesi ve glutatyon

peroksidaz (GPx) aktivitesi daha azdir.

- Pineal bezde iiretilen, iyi bir ROT tutucu olan melatoninin sekresyonu yasla belirgin

olarak azalir.

- Noronlar replike olmayan hiicrelerdir. Beyin dokusundaki herhangi bir ROT hasar1

zaman i¢inde kiimiilatif olur.

Ayni zamanda AH’de artan oksidatif stresi destekleyen bir takim kanitlar mevcuttur

(49-52);

- Serbest radikal olusumunu uyarma yetenegine sahip demir, aliiminyum ve civanin

beyinde artmis konsantrasyonlari

- Alzheimer beyninde artmis lipid peroksidasyonu, azalan CDYA miktar1 ve AH’nda
ventrikiiler sivida lipid peroksidasyonunun aldehid iiriinii olan 4- hidroksinonenal miktarinda

artma

 AH beyninde artmis protein ve DNA oksidasyonu
- AH beyninde bozulmus enerji metabolizmasi ve azalmis sitokrom oksidaz c diizeyi

- Norofibriler yumakta saptanan AGE (ileri glikozilasyon son {iriinleri), malondialdehid
(MDA), karbonil grubu, peroksinitrit, hem oksijenaz-I, siiperoksit dismutaz-1 (SOD-1) ve
bunun yaninda amiloid plaklarda saptanan AGE, hem oksijenaz-I, SOD-1

- Alzheimer hastalig1 etyopatogenezinde temel patolojik belirleyici olan ekstraseliiler
amiloid beta plakalar1 ve intraseliiler norofibriler yumaklarin yanisira, glutamat toksisitesi,
eser element toksisitesi ve antioksidan savunma mekanizmasi bozuklugundan olusan oksidatif
stres hipotezi son yillarda yogun bir sekilde tartisilmaktadir. Oksidatif imbalans; protein
oksidasyonu, DNA oksidasyonu veya lipid peroksidasyonu seklinde goriiliir. AH’li beyinde
bu ¢ tip oksidatif hasara da rastlanmaktadir (49). Ancak yiiksek lipid konsantrasyonu ve
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oksidasyona duyarli poliansatiire yag asitlerinin yogunlugu nedeniyle beyinde oksidatif stres

kendini 6ncelikle lipid peroksidasyonu olarak gdsterir (50-52).
2.3. OKSIDATIF HASAR
2.3.1. Serbest Radikaller

Atom vyapisi, bir g¢ekirdek ve c¢evresinde bulunan degisik sayida elektronlardan
olugmaktadir. Enerji diizeylerine gore belirli bir diizende yerlesen elektronlar, orbital adi

verilen yoriingelerde hareket etmektedirler (53) (Sekil 7.).

Atomun I¢ Elektron
Yapisi

Yorlinge

Cekirdek

Sekil 7. Atomun i¢ yapisi

Stabil molekiillerin ¢ogundaki elektronlar ortaklanmistir. Her bir yoriingede zit yonde
donen iki elektron igerirler. Bu orbitaller kovalent baglar1 olusturmak icin birlesebilir veya
sudaki oksijen atomunda oldugu gibi baglanmamais ciftler olarak kalabilir. Bununla birlikte
elektronun ortaklanmadig1 veya yoriingesinde tek basina oldugu kimyasal tiirler de vardir. Bu
reaktif ozellik tagiyan kimyasal tiirler radikal veya serbest radikaller olarak adlandirilir (54).
Radikaller genom instabilitesi, yaslanma, dejeneratif hastaliklar ve kanser gibi pek ¢ok olayda

rol almaktadir (55).

Serbest radikal atomik veya molekiiler yapisindan dolayr son derece kararsiz durumda
olan bir atom, molekiil veya bilesiktir. Daha kararli bir duruma ulasmak icin serbest
radikaller, hiicrelerde bulunan diger atomlar veya molekiillerle tepkimeye girerler. Serbest

radikaller tarafindan gergeklestirilen bu tepkimeler temel olarak dort sekilde gerceklesir (56).

e Serbest radikaller serbest bir hidrojen atomuna sahip olan bir molekiil ile etkilesir. Radikal

hidrojen atomu baglar ve kararli duruma gecer. Diger molekiil serbest radikale doniisiir.
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e Bir radikal stabil bir molekiil ile reksiyona girer ve tepkime sonunda yine bir radikal
olusur.

e ki serbest radikalin birbiri ile tepkimeye girmesi sonucunda kararli bir bilesik olusur.

e Benzer iki radikalin birbirleri ile tepkimeye girmesi sonucunda her ikiside kararli halde

olan iki farkli molekiil olusturur.
2.3.2. Serbest Radikal Kaynaklar: ve Reaktif Oksijen Tiirleri
Radikaller, yapilarinda bulunan temel atomlara bagli olarak (75);

e Karbon (C) merkezli radikaller

e Nitrojen (N) merkezli radikaller

o Siilfiir (S) merkezli radikaller

e Oksijen (O) merkezli radikaller seklinde belirtilirler

Yasayan hiicrelerde serbest radikaller normal metabolik olaylarin seyri sirasinda
meydana geldigi gibi, organizmanin ¢esitli dis etkenlere maruz kalmasiyla da
olusabilmektedir. Bu nedenle serbest radikal kaynaklari, endojen ve ekzojen olmak iizere iki

ana gruba ayrilmaktadir (57).

Ekzojen kaynaklar;

e lIyonize radyasyon
e Ilaglar

e Hava kirliligi

e Sigara

e Alkol

e Diyette yiiksek miktarda alinan bakir ve demir

Endojen serbest radikal kaynaklari:

e Mitokondriyal elektron transport zinciri; aerobik hayvan hiicrelerinde siiperoksidin en
onemli kaynagidir. Mitokondride indirgenen O;’nin %1-3’1 siiperoksit radikaline
doniismektedir (58).

e Endoplazmik retikulum sitokrom P450 enzim sistem; yaklasik olarak 500’{in lizerinde gen

tarafindan kodlanir. ilaglar, ksenobiyotikler, arasidonik asit, kolesterol, vitamin D3 ve
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retinoik asit metabolizmasinda gorev alir. Molekiillere bir elektron ekleyerek veya
molekiilden bir elektron ¢ikararak toksik metabolitleri normal iiriinlere ¢evirir. Bu
yiikseltgenme ve indirgenme olaylar1 sirasinda elektronlar molekiiler oksijene aktarilarak
superoksit radikali olusturmaktadir (59).

e Fagositik hiicrelerin savunma mekanizmalar1; Noétrofiller, mikroorganizmalara karst ilk
savunma hattin1 olusturmalar1 nedeni ile yangisal yanitta en onemli rolii oynayan kan
hiicreleridir. Notrofillerin membraninda bulunan NADPH oksidaz enzim sistemi
stiperoksit anyon radikali (O,”) olusumu i¢in 6nemli bir kaynaktir. Solunum patlamasi
olarak bilinen bu olay fagositlerin mikroorganizmalar1 yok etmelerinde temel
mekanizmadir. O,” ise SOD enzimi ile hidrojen peroksite indirgenir. Nétrofillerde
bulunan miyeloperoksidaz enzimi hidrojen peroksit ve kloriir iyonunu hipoklorik asite
(OHCI) doniistiirerek bakterisidal etki yaratmaktadir (60).

e CQOksidan enzimler; ksantin oksidaz, indolamin dioksijenaz, triptofan dioksijenaz,
siklooksijenaz, lipooksijenaz ve monoaminooksidaz hiicrede Onemli serbest radikal
kaynaklaridir (61).

e Oto-oksidasyon reaksiyonlari; tiyoller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler,
tetrahidrobiyopterinler, askorbik asit gibi bazi bilesiklerin oto-oksidasyonu ile O,"

olugsmaktadir (62).

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir
(63). Reaktif oksijen tiirleri (ROT); hem okside edici ajanlar veya kolaylikla radikallere
dontisebilen (HOCI, O3, ONOO’, O,, H,0,) radikal olmadigi bilinen tiirler hem de oksijen
radikallerini igeren ortak bir terimdir. Reaktif terimi; yalnizca birka¢ molekiille hizli bir
sekilde tepkimeye giren H,O,, NO™ ve O, igin her zaman uygun bir terim degilken, hemen
hemen her tiirlii yapi ile hizli bir sekilde tepkimeye giren *OH i¢in her zaman uygundur. LO»*
LO*, HOCI, NO;*, ONOQ/, ve Os orta diizeyde reaktiviteye sahiptirler (64).

2.3.3. Biyolojik Sistemlerde Olusan Serbest Radikaller ve Etkileri

Oksijen, aerobik organizmalara karbohidratlar, yaglar ve proteinler gibi gida
maddelerinde depolanmis enerjiyi kullanma imkan1 saglayan evrensel bir elektron alicisidir.
Hayvan hiicreleri tarafindan plazmadan alinan oksijenin %85-90’1 mitokondri tarafindan
adenozin trifosfat (ATP) iiretiminde kullanilir. Metabolik enerji {iretiminin temeli; nikotin

adenin diniikleotid (NAD), flavin mononiikleotid (FMN), flavin adenin diniikleotid (FAD)
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gibi elektron tasiyicilari tarafindan alinan elektronlarin kaybini igeren, besin maddelerinin
oksidasyonudur. Indirgenmis halde bulunan bu iiriinler mitokondride ATP iiretmek igin
oksijen tarafindan sirasiyla tekrar okside edilirler. Sitokrom oksidaz elektron tasima
zincirindeki son enzimdir ve oksijene 4 elektron ekler. Bu katabolik olaylar zincirinin
stiperoksid (O,"), hidroksil radikali (*OH) ve hidrojen peroksit (H,O,) gibi ROT ve serbest
radikaller olusturacagi deneysel olarak kanitlanmistir. Normal fizyolojik sartlar altinda reaktif
oksijen tiirlerinin biiylik ¢ogunlugu; viicut tarafindan kullanilan oksijenin %90’1 mitokondride

suya indirgendigi i¢in, mitokondriyal elektron transport zincirinde iiretilir (65,66) (Sekil 8.).

& & H e H e H

v R v +
O sl 0" == H;0> mmp- OH + H,O - 2H.0

Sekil 8. Oksijen molekiiliiniin suya indirgenmesi ve oksijen kaynakli radikallerin

olusumu

Siiperoksit O, radikali

Molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucunda siiperoksit anyon

radikali olusur (67) (Sekil 9.).

02 +e — 02._

*e o0
+030}
*e oo

Sekil 9. Siiperoksit radikalinin molekiiler yapisi

Baslica stiperoksit radikal kaynaklari; elektron transport zinciri, aktive fagositler,
ksantin oksidaz ve flavoenzimlerdir (68). Siiperoksit; katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GPx) gibi bazi antioksidan enzimlerin ve NADH dehidrogenaz gibi enerji metabolizmasinda
rol oynayan birka¢ enzimin aktivitesini azaltabilir. Deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezi i¢in
gerekli oOnciilleri iireten riboniikleotid rediiktaz da siiperoksit hasarinin bir diger enzimatik
hedefidir. Direkt olarak hasar olusturmasinin yaninda siiperoksit, hidrojen peroksit gibi diger

reaktif tiirleri olusturabilir. Siiperoksit radikali bir dereceye kadar zararsizdir fakat fizyolojik
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pH’da yaklasik olarak %1°1 protonlanir ve daha reaktif olan peroksi radikali olusur. En basit
peroksi radikali (HO;"), hidroperoksi veya perhidroksi radikali olarak adlandirilir (69).

Artmig siiperoksit radikal diizeyleri demir depo proteini olan feriritinden az miktarda

demirin serbestlesmesine neden olabilir (70).
0" + ferritin (Fe*"), — ferritin (Fe*"),.; + Fe** + O,

0," radikalleri oksidatif strese yol agabilen bir dizi reaksiyonlari baslatabilir. Bu
reaksiyonlarin en Onemlilerinden biri Haber-Weiss reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O, ve
H,0,, Fe** varhiginda etkileserek olduk¢a reaktif olan hidroksil (*OH) radikallerini
olusturmaktadir. Uretilen bu hidroksil radikalleri oldukg¢a reaktif olup, DNA gibi yapilarla

reaksiyonlara girerek 6nemli hasarlara yol acabilmektedir.
Fe'" + 0," - Fe’* + 0,
Fe** + H,0, — Fe’* + OH + *OH
Net reaksiyon: H,O, + O, — *OH + OH + O, (Haber-Weiss reaksiyonu)

Hidroksil radikali COH)

Hidroksil radikali (*OH), biyolojik sistemlerde bulunan en gii¢lii serbest radikaldir (71).
H,O,’ nin Fe** veya Cu®* ile reaksiyona girmesiyle *OH olusmaktadir. H,O, toksisitesinin
bliylik ¢ogunlugunun temelinde, bu olusan *OH radikalinin oldugu disiiniilmektedir. Bu
reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan gozlenmistir ve gilinlimiizde de Fenton

reaksiyonu olarak bilinmektedir.
Fe’* + H,0, — Fe’* + OH + *OH
Cu*+ H,0, — Cu™* + OH" + *OH

Hidroksil radikalleri basta lipid, protein ve niikleik asitler (DNA ve RNA) olmak iizere
hemen hemen biitiin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. *OH radikallerinin,
DNA’ da bulunan deoksiriboz molekiiliine etki ederek gesitli iirlinler olusturdugu ve olusan
bu {riinlerin bazilarinin mutajenik olduklar1 bilinmektedir. Yine *OH radikalleri aromatik
halkaya katilma o6zelligi gosterdiginden, DNA ve RNA’ da bulunan piirin ve pirimidin

bazlarina katilarak, radikal olusumuna neden olurlar. Bu gibi bir dizi reaksiyona katilabilen
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*OH radikali, DNA’nin baz ve seker yapilarinda da ciddi hasarlar olusturarak DNA iizerinde
zincir kiriklart meydana getirirler. Hasarin ¢ok kapsamli olmasi durumunda, olusan hasar
hiicresel koruyucu sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun sonucunda mutasyonlar
ve hiicre 6liimleri meydana gelebilir. Proteinlerdeki aminoasit kalintilar1 hidroksil radikalinin
hedefidir. Okside olan lipidler, lipid peroksidasyonunu baglatabilir. Bu durum membran

proteinlerinin hasarlanmasina yol agabilir (72).

Hidrojen peroksit (H,O»)

H,0,; molekiiler oksijenin 2, siiperoksit radikalinin 1 elektron alarak indirgenmesi
sonucu olusur. Askorbik asidin siiperoksit tarafindan oksidasyonu da H,O, olusumu ile

sonuglanir (73,74).
0,+2¢ +2H" - H,0,
0," +2H" + e — H,0,
Askorbik asit + O, + H" — Askorbik asit radikali + H,O,

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen bilesikleri
kapsamina girer. Ciinkii Fe’* veya diger gegis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu, O,"
varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali

olan *OH olusturur (71).
Fe** + H,0, — Fe’ + *OH + OH™ (Fenton reaksiyonu)
H,O, + O;” — *OH + OH  + O, (Haber-Weiss reaksiyonu)

H,0,, radikal iireten reaksiyonlara katildig1 i¢in pro-oksidan olarak adlandirilir (75).
H,0,, demir ve bakir gibi gecis metalleri ile etkileserek hidroksil (*OH) ve peroksinitrit (*"NO)
gibi daha zararli radikaller olusturur. H,O, molekiilii diger reaktif oksijen tiirlerine oranla
olduk¢a kararl1 ve yiksiizdiir. Hiicre icine ve hiicreler arasimna kolaylikla gegebilir. Bu
ozellikleri hidrojen peroksitin ikinci haberci olarak rol oynamasinda etkili olabilir (76). Bu
ozellikler ayni zamanda H,O,’nin toksik etkilerini arttirir. Ayrica hidrojen peroksitin
norotransmitter veya glial ve noronal hiicreler arasindaki haberci olarak rol oynayabilecegi

ileri siiriilmektedir (77).
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Singlet oksijen (‘0,)

Singlet oksijen; oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters
yonde olan baska bir orbitale yer degistirmesi ile olusur. Singlet oksijen, eslenmemis elektron
icermez bu nedenle serbest radikal degildir fakat giiclii bir oksidandir. Coklu doymamis yag
asitlerini de igeren pek ¢ok molekiilii ¢ok hizli bir sekilde okside edebilir (64).

Nitrik oksit (NO)

Nitrik oksit; yapisinda eslenmemis elektron bulundurmasindan dolay1 bir radikal olarak
kabul edilir. Nitrik oksit biyolojik dokularda arjinininden sitriillin olusumunu katalizleyen
nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan iiretilir. Noronal iletiyi de igceren ¢ok farkli fizyolojik
stireglerde sinyal molekiilii olarak, kan basincinin diizenlenmesi, savunma mekanizmalari, diiz
kas gevsemesi, immun diizenlemede rol oynayan ve bol miktarda bulunan bir radikaldir (78).
Nitrik oksitin siiperoksit anyonu ile tepkimeye girmesi oksidatif olarak ¢ok daha fazla aktif
olan peroksinitrit anyonu (ONOO-) olusumuna neden olur. Peroksinitrit anyonu DNA’nin

kirilmasina ve lipid oksidasyonuna neden olan giiglii bir oksidandir.
NO + 0,” - ONOO

Peroksinitrit; nitrat (NO3), OH ve nitrojen dioksit (NO,) olusturabilir (79). Reaktif

nitrojen tiirlerinin fazla miktarda tiretimi nitrozatif stres olarak adlandirilir (80).
2.3.4. Oksidatif Makromolekiil Hasar1

Oksijenli solunum yapan hiicrelerde, reaktif tiirlerin olusumu antioksidan savunma
sistemleri ile denge halindedir. Bu denge reaktif tiirler lehine bozulursa oksidatif hasar
meydana gelir. Hasar elektron yoniinden zengin hiicresel makromolekiiller olan protein, lipid,

karbohidrat ve DNA’y1 hedef almaktadir (81) (Sekil 10.).
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Sekil 10. Serbest radikal hasar iirlinleri. Serbest radikaller farkl: hiicresel elemanlarla

reaksiyona girebilmeleri (DNA, lipid ve protein gib) sonucunda farkl: tiriinler olusur (82).
2.3.4.1. Protein Hasan

Proteinler oOzellikle enzim seklinde, hiicredeki pekg¢ok hayati fonksiyonun
stirdliriilmesinde rol oynarlar. Proteinler reaktif oksijen tiirlerine kars1 farkli duyarlilikta olan
yaklasik 20 aminoasitten olusur. Ornegin; 6zellikle sistein, metiyonin ve histidin hidroksil
radikalinin oksidasyonuna ve etkisine daha duyarhidir Enzim yapisinda fonksiyonel

pozisyonda yer alan aminoasitler reaktif oksijen tiirleri ile etkilesir ve enzim inaktif konuma
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gecer. ROT tarafindan olusturulan protein oksidasyonu, proteinlerin capraz baglari,
agregasyonu, fragmentasyonu yaninda ii¢ boyutlu yapisinda da degisikliklere neden
olmaktadir. Protein oksidasyonu siklikla; proteini, hiicrelerde hasarli proteinlerin
uzaklastirilmasindan sorumlu olan hiicresel sistemler tarafindan yikima daha agik hale

getirecektir. Proteinler serbest radikal etkilerine lipidlere oranla daha az hassastirlar (83).

Proteinlerin oksidasyonu dogrudan reaktif oksijen tiirleri ile etkilesime girerek (birincil
modifikasyon) olusabildigi gibi indirekt olarak (ikincil modifikasyon) karbohidrat ve
lipidlerin oksidatif stres sonucu olusan irilinleri ile etkilesime girmesi sonucu da

olusabilmektedir (84).

Polipeptid omurgasindaki o karbon atomundan ‘OH radikali ile a hidrojen atomunun
cikarilmasi sonucunda amino asit kalintis1 karbon merkezli radikale doniisiir. Olusan karbon
merkezli radikal bir baska karbon merkezli radikal ile etkileserek protein-protein c¢apraz
baglarinin olusumuna yol agar (85). ROT tarafindan proteinlerin peptid baglarinin yikilmasi
sonucu karbonil gruplar1 ortaya c¢ikar. Karbonil gruplari; proteinlerin ana yapisinin
oksidasyonu sirasinda olusan proteinlerin, alkil peroksit tiirevleri ve alkoksil radikalleri ile
peptid baginin, diamid veya o amidasyon yoluyla yikilmasi sirasinda ortaya ¢ikmaktadir.
Karbonil gruplart metal katalizli oksidasyon sistemleri ile bazi proteinlerin yan zincirlerinin

oksidasyonu sonucunda da olusabilmektedir (86,87).

Sekonder modifikasyon reaksiyonlari, proteinlerin karbohidrat ve lipid oksidasyon
tirtinleri ile reaksiyonlarini igermektedir. Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan aldehitler [4-
hidroksi 2-nonenal, malondialdehit (MDA)], indirgen sekerler veya bu sekerlerin oksidasyon
uriinlerinin proteinlerdeki lizin kalintilar1 ile reaksiyonu (glikasyon ve glikozidasyon)

proteinlerin yapisina karbonil gruplarinin katilmasina yol agar (86).

Nitrotirozin (NT) olusumu protein oksidasyonuna yol agan diger bir mekanizmadir.
Peroksinitrit (ONOO ), nitrik oksidin (NO), stiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucunda
olusan bir {riiniidiir. Peroksinitritin proteinler iizerine saldirisinin ana iirlinii tirozinin orto
pozisyonundan nitrolanmasi ile olugan NT dir (Sekil 11, 12.). Enzimleri, proteinleri, DNA’y1,

lipidleri ve tiyol gruplarin1 okside edebilmesinden dolayi yiiksek toksisiteye sahiptir (88).

NT’nin, ONOO  oksidasyonunun stabil son {iriinii olmasina bagli olarak, NT

konsantrasyonu NO bagimli in vivo hasarin tespitinde kullaniglt bir belirtectir (89). Buglinkii
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bilgilere gére, ONOO tek basina nitrik oksitten ve siiperoksit radikalinden daha giiglii bir

oksidan ve sitotoksik mediatordiir.

3
Superoxide
NO
Nitric Oxide
ONOO

Peroxynitrite

' Tyrosine

3-Nitrotyrosine

Sekil 11. Nitrotirozin olusum mekanizmasi

0 O

0 OH
NH,

HO

Sekil 12. Nitrotirozin molekiili
2.3.4.2. Lipid Hasar

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal etkisi sonucu membran
yapisinda bulunan poliansature yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu uzaklastiriimasi ile
baglar. Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligi kazanir. Olusan lipid
radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Molekiil ici ¢ift baglarin
pozisyonlarimin degismesiyle dien konjugatlar1 ve daha sonra lipid radikalinin molekiiler
oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksil radikali meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri,

membran yapisindaki diger poliansature yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin
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olusumuna yol acarken, kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid
hidroperoksitlerine doniisiirler. Bdylece olay kendi kendine katalizlenerek devam eder.
Lipidlerin icerdigi fosfolipidler mitokondri, nukleus gibi diger hiicresel yapilarin yaninda
hiicreleri ¢evreleyen membranlarin temel bilesenidir. Fosfolipidlerin bozulmasi sonucunda
hiicre Omrii kisalacaktir. Lipidlerin degradasyonu (peroksidasyon) oksidatif hasarin
belirtisidir. Fosfolipidlerde bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri, hidroksil radikali ve diger
oksidanlara karst duyarhidir. Tek bir hidroksil radikali bir¢ok coklu doymamis yag asit
molekiiliiniin peroksidasyonuna neden olabilir. Ciinkii bu tepkimeler zincir tepkimelerinin bir
kismini olusturan bu siiregte rol oynarlar. Bu duruma ek olarak membran hasart ve lipid
peroksidasyonu sonucu tahrip olan hiicreler, reaktif {irlinlerin olusmasina neden olur ve bu

maddeler de protein ve DNA ile etkilesebilirler (54).

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere
donlismesiyle sonlanir. Bu irilinlerin  baglicalar1 malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksinonenal’dir (4-HNE). MDA lipid peroksidasyonun degerlendirilmesinde siklikla
kullanilan parametrelerden biridir. MDA ve 4-HNE niikleik asitlerle tepkimeye girer, bu
nedenle genetik degisime ve kanser gelisimine neden olabilirler (90-93) (Sekil 13.).
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Sekil 13. ROT olusum yollari, lipid peroksidasyonu, glutatyon ve diger antioksidanlarin rolii
(83)

2.3.4.3. Karbohidrat Hasar1

Monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu H,O,, peroksitler ve okzoaldehitler olusur.
Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olugturma
ozelliklerinden dolay1 antimitotik etki gosterirler. Boylece, kanser ve yaslanma olaylarinda rol

oynarlar (94-96).

Serbest radikallerin karbohidratlar {izerine de 6nemli etkileri vardir. Okside olan glukoz,

proteinlerin amino gruplariyla, lipidlerle ve niikleik asitlerle non enzimatik etkilesime girerek
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(Maillard reaksiyonu) Schiff bazlar1 ve amadori iiriinleriyle ileri glikasyon son firiinlerini

(AGE) olusturur (97).
Maillard reaksiyonu erken, ara ve gec¢ olmak iizere baslica 3 evreye ayrilabilir (98,99).

Erken evrede; glukoz (veya diger indirgeyici sekerler vb.) ile protein (N-terminal amino
asitlerinin a- amino gruplar1 ve/veya &- amino gruplart ile), lipid ve niikleik asit gibi
molekiiller ile nonenzimatik olarak reaksiyona girerek aldimin yapidaki dayaniksiz Schiff baz

meydana gelir.

Ara evrede; yeniden diizenlenme reaksiyonlar1 sonucunda daha stabil ve geri dontistimlii
olan ketoamin yapidaki Amadori iiriinii olusur (Ornegin HbAlc ve fruktozamin). Amadori
irtinli  oksidasyon ve dehidrasyon reaksiyonlar1 araciligiyla farkli dikarbonil (a-

okzoaldehidler) yapilarina yikilir (glioksal, metilglioksal ve deoksiglukazonlar).

Gec evrede; ara evrede olusan yapilarin oksidasyon, dehidrasyon, siklizasyon ve
yeniden diizenlenme reaksiyonlar1 ile sari-kahverengi, siklikla floresan veren, ¢éziinmez ve
geri-doniisiimsiiz ileri glikasyon son tirlinleri olusur. Oksidasyon siireci bir¢ok AGE yapisinin

olusumunda 6nemlidir (Sekil 14.).

fleri glikasyon son fiiriinlerinin olusumunda proteinlerin turnover hizi, hiperglisemi
derecesi ve gevresel oksidan stres diizeyi gibi faktorler 6nemli anahtar role sahiptir. Oksidatif

stres AGE olusumuna neden olurken AGE de oksidatif stresi artirabilmektedir.

Yavas olusumlar1 nedeniyle yalnizca uzun omiirlii ekstraselliiler proteinlerde AGE’in
olustugu kabul edilirken, yeni caligmalarda kisa Omiirlii molekiillerde ve hatta biiyiime
faktorlerinde bile olustugu gosterilmistir. Dokularda diizinelerce AGE saptanabilir ve baslica

3 kategori halinde incelenebilir (97) (Sekil 15.).
a) Capraz bagh floresan AGE’ler; Pentosidin, Crossline, Vesperlizin, Pentodilizin.

b) Capraz bagh floresan olmayan AGE’ler; imidazolium dilizin, Alkil formil glikozil

piroller, Arjinin-lizin imidazoller
¢) Capraz bagh olmayan AGE’ler; Piralin, N®-karboksimetillizin (CML), imidazolon

Bu 3 ¢esit AGE tipleri doku, serum ve idrar 6rneklerinde izole edilmektedir (100,101).
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Glikasyon, dolayisiyla AGE’lerin olusumu daha c¢ok diyabette hiperglisemi varliinda
meydana gelmektedir. Ancak normal kan glukoz seviyelerinde de glikasyon gerceklesmekte
ve yavas bir hizda viicutta AGE birikimi olmaktadir. Yaslanmayla birlikte dolasimda AGE
miktar1 artarken, bobreklerden AGE atilimi1 azalmaktadir. Bu nedenle yaslanmayla birlikte
viicutta AGE birikmektedir. ileri glikasyon son iiriinlerinin olusumu daha cok hiperglisemik
serumda oldugu i¢in Ozellikle diyabetin komplikasyonlarinin etyopatogenezinden sorumlu
tutulmuslar ve arastirmalar daha ¢ok bu yonde olmustur. Ancak AGE’lerin birgok kronik
hastaligin gelisiminde de rol oynadigi diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarda diyabet diginda
baz1 hastaliklarda (atheroskleroz, hiperlipidemi, enflamasyon, bobrek yetmezligi, alzheimer
gibi norodejeneratif hastaliklar) AGE’lerin olusumlar1 ve birikimlerinin hizlandigi

gOriilmistiir (102).

Son caligmalar AGE’lerin yaslanmadaki vaskiiler komplikasyonlarin gelismesinde
o6nemli rol oynadigini gostermektedir (103). Yaslanma ve iligkili olaylarda beynin farkl
bolgelerinde AGE’lerin birikimi s6zkonusudur. Norofibriller yumaklarin ve amiloid plaklarin
yapisinda bulunan proteinlerin, uzun dénemde, ¢ok diisiik diizeyde glukozla bile olusabilen ve
neticede AGE olusumuna sebep olan glikasyon igin ideal substratlar oldugu belirtilmektedir
(104). CML, piralin ve hegzitollizine kars1 spesifik antikorlarla yapilan immunohistokimyasal

analizlerle norofibriller yumaklarda AGE’lerin lokalize oldugu gosterilmektedir (105).
2.3.4.4. DNA Hasan

DNA hiicrenin kalitim materyalidir ve siirekli DNA hasar1t DNA tarafindan kodlanan
proteinlerde degisiklige yol acar. DNA zincirinin kirilmasina, niikleotid kaybmna ve
niikleotidlerdeki organik bazlarda ¢ok farkli modifikasyonlara yol agcan DNA hasarinin ana
kaynag reaktif oksijen tiirleridir. Her ne kadar hiicreler DNA’da meydana gelen degisiklikleri
dogal olarak onarabilecek mekanizmalara sahip olsalar da reaktif oksijen tiirleri veya diger
ajanlar tarafindan olusturulan asir1 hasar DNA yapisinda kalici hasara ya da degisiklige neden
olabilir. Hiicrede yan etkiler ortaya ¢ikabilir. Oksidatif hasar sonucunda genetik materyalin
siirekli olarak modifikasyonu; mutagenez, karsinogenez ve yaslanmanin ilk basamagini teskil
eder (83,63). Insan vucudunun her hiicresindeki DNA’nin giinde 10° kez oksidatif hasara
maruz kaldig1 6ne siirlilmektedir (106). DNA hasar1 ve onarimi arasindaki denge nedeniyle,

cok diistik diizeylerde hasar, saglikli bireylerde de saptanmaktadir.
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DNA hasar1 bazi nérodejeneratif hastaliklarin patojenezinde onem tagimaktadir (107).
Daha onceki caligmalarda AH’li beyinlerde oksitlenmis DNA bazlarinin fazla oldugu
bulunmustur (108). Bu hasarin periferal hiicrelere yansimasi da arastirilmis ve AH’da yine
yiiksek oldugu gosterilmistir (109). AH hastalarinin 16kosit ve lenfositlerinde kontrollere gore
yiiksek konsantrasyonda okside piirin ve pirimidin bazlar1 saptanmistir (7,8). Son yapilan bu
calismalarda AH’in erken doneminde sitopatolojik degisiklikler meydana gelmeden Once
beyin ve lokositlerde oksidatif baz hasariin gelismeye basladig1 ve hastaligin patogenezine

katildig1 savunulmaktadir (110,111).

Yiiksek reaktiviteye sahip oldugu bilinen hidroksil radikali (*OH) basta olma lizere
oksijenden tiirev alan serbest radikaller, DNA’nin bilesenleri ile reaksiyona girerek DNA’nin
yapisini bozarlar (112). DNA’nin bu tipteki hasar1 ‘oksidatif DNA hasar®’ olarak
adlandirilmaktadir (113) (Sekil 16.).

guanin *OH

NH;

i

Seker-fosfat
omurgasi

*OH

Sekil 16. DNA iizerinde *OH radikalinin atak yaptig1 bolgeler (114)
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Oksidatif DNA hasari 6 alt baslikta degerlendirilebilir.

e DNA baz hasari

o DNA seker hasari

e 8-5'-siklopiirin-2'-deoksiniiklozidler
e DNA protein ¢apraz baglari

e Abazik bolgeler

e Tek ve cift DNA zincir kiriklari

2.3.4.4.1. DNA Baz Hasan

Basta hidroksil (*OH) olmak iizere tiim serbest radikaller organik bilesikler ile ekleme
veya ¢ikarma reaksiyonu gerceklestirirler. Hidroksil radikali piirin ve pirimidin bazlarinin ¢ift
baglarina difiizyon-kontrollii olarak baglanir. Hidroksil radikallerinin saldirilarinin yayginlig
oksidasyona ugrayacak molekiiliin elektron yogunluguna baghdir. Elektrofilik dogasi

nedeniyle *OH tercihen en yiiksek elektron yogunlugu olan bolgeye eklenir (114).
Piirin Hasan

Piirin bazlarindan guaninde C4-, C5- ve C8-pozisyonlarina *OH radikalinin eklenmesi
sonucu guaninin C4-OH, C5-OH ve C8-OH-eklenti radikalleri olusur (Sekil 17.). °*OH
radikalinin eklenmesi sonucu adeninde ise C4-OH ve C8-OH-eklenti radikalleri olusur.
Adeninde C5-OH-eklenti radikalinin olusmasi %5’den daha azdir. Piirinler, OH-eklenti
radikalleri agisindan farklilik gosterirler. C4-OH-eklenti radikali oksidasyona ugrarken, C5-
OH- ve C8-OH-eklenti radikali indirgenir. C4-OH ve C5-OH-eklenti radikallerinin
dehidrasyonu sonucu nétral piirin (-H)* radikalleri (6rnegin, Guanin (-H)*) olusur ve bu
reaksiyonu protonlanma izler ve piirin radikal katyonlarinin olusumu gergeklesir (6rnegin,

Guanin®*) (115-118).
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C4-OH-eklenti radikali

0 O on
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HN HN
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DNA DNA
guanin C5-OH-eklenti radikali

0 L

N
. HN)i OH
H

quJ\*N !i,l

DNA

C8-0OH-eklenti radikali

Sekil 17. *OH radikalinin piirinlerle reaksiyonlar1 (114)

Oksijenin piirin OH-eklenti radikalleri ile reaksiyonlar: farkli hizlarda gergeklesir. C4-
OH-cklenti radikali ile reaksiyonu yavastir. Buna ragmen C8-OH eklenti radikali ve Guanin
(-H)* ile reaksiyonlari ise difiizyon kontrolliidiir (114). Guanin (-H)* radikalinden imidazolon
ve oksazolon tiirevleri olusur. Piirin C8-OH-eklenti radikalleri yiikseltgenebilir ya da
indirgenebilir. Ayrica bu radikallerin imidazol halkasinin C8-N7 bagmin agilmasi da soz
konusu olabilmektedir. C8-OH eklenti piirin radikallerinden bir elektron oksidasyonu sonucu
8-hidroksiadenin (8-OH-Ade) ve 8-hidroksiguanin (8-OH-Gua) olusumu gerceklesir. Diger
taraftan, imidazol halkasinin agilmasi ve bir elektron indirgenmesi sonucu 4,6-diamino-5-
formamidopirimidin (FapyAde) ve 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin (FapyGua)
bilesikleri olusur (Sekil 18.). Farkli verimlerde olsa da her iki tip {riinlin olusumu oksijen
varliginda ve yoklugunda gerceklesebilir. Ayni zamanda iyonize radyasyonun etkisi ile
plirinlerin iyonizasyonu sonucu bir radikal katyon olusabilir ve bu radikal katyonun

hidrasyonu ile C8-OH-eklenti radikali olusabilir (Sekil 19.) (114).

Son dénemlerde kolay dl¢timii ve gii¢lii mutajenik etkisi nedeniyle dikkati en ¢cok ¢eken
bilesik 8-OH-Gua’dir. Ancak bu durum diger esit derecede 6nemli DNA lezyonlarinin

biyolojik etkilerinin ve yapilarinin yetersiz derecede arastirilmasina neden olmaktadir.
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Sekil 18. Guanin C8-OH-eklenti radikalinin reaksiyonlari (114)
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Sekil 19. Guanin bazi iizerinde iyonize radyasyonun direk ve indirek etkisi (114)

Pirimidin Hasar1

Hidroksil radikalinin C5=C6 c¢ift bagina eklenmesi sonucu sitozin ve timinin C5-OH- ve
C6-OH- eklenti radikalleri olusur. H’nin uzaklasmasi ile ise timinin allil radikali olusur (Sekil

20, 21.). Sitozinde eklenme 5.Karbon (C5)’da %87, 6.Karbon (C6)’da % 10 oraninda
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gerceklesir. Timinde ise bu oran sirasiyla % 60 ve % 30 seklindedir. ‘OH’1n yaklasik olarak

%10’u metil grubundan H atomunu uzaklastirir (114).

CH,3
Hn)j(
O)\ H

DNA
timin

e

+ "OH

CH,

CH,
th)i

— OH
04\?

o]

H
|
DNA

5-0OH-eklenti radikali {%60)

o]

DNA
allil radikali (%10)

Sekil 20. *OH radikalinin timinle reaksiyonlar1 (114)

sitozin

+ OH

NH»>
PR
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= A e
O" "N “H
H

5-0OH-eklenti radikali {%87)

NH,

., .

H
gk
A _1-OH
O~ N~ H
H
6-0OH-eklenti radikali {~%10)

Sekil 21. *OH radikalinin sitozinle reaksiyonlar1 (114)
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Pirimidinlerin OH-eklenti ve allil radikalleri redoks O6zelliklerine, redoks ortamina ve
reaksiyon eslerine gore yiikseltgenerek veya indirgenerek gesitli iirlinler verirler (120, 121,
122) Oksijen ve diger oksidanlar, indirgeyici ajanlar ve diger deneysel kosullar iiriinlerin
tipini ve verimini son derece etkilemektedir (121,122). Sitozin ve timinin C5-OH-eklenti
radikallerinin oksidasyonu sonucu olusan sitozin glikol (Cyt gly) ve timin glikol (Thy gly)
olusumunu oksijen yoklugunda OH™ eklenmesi veya protonun uzaklastirilmasinin izledigi su
eklenmesi takip eder (119, 120, 122, 123). Timinin allil radikalinin oksidasyonu sonucu ise 5-

hidroksimetilurasil (5-OH-MeUra) olusur.

Molekiiler oksijenin varliginda, oksijen C5-OH-eklenti radikaline difiizyon kontrollii
hizlarda baglanir ve C5-OH-6-peroksil radikalini olusturur. Bu radikal daha sonra siiperoksit
anyon radikalini (O2") yok eder ve su ile reaksiyona girerek sitozin glikol ve timin glikol
iriinlerini olusturur (119,124). Oksijenin allil radikaline eklenmesi benzer mekanizma ile 5-

OHMeUra ve 5-formilurasil (5-FoUra) olusumuna yol agar.

Ayrica pirimidin peroksil radikalleri 6nce indirgenip daha sonra protonlanarak
hidroksihidroperoksitleri olustururlar (124). Bu bilesiklerin dekompozisyonu sonucu 5,6-
dihidroksisitozin, dialiirik asit, alloksan, 5-hidroksi-5-metilhidantoin (5-OH-5-Mehyd) ve 5-

hidroksihidantoin triinleri olusur (114).

Sitozin {riinleri deaminasyona ve dehidrasyona ugrayabilirler. Sitozin glikoliin
deaminasyonu ve dehidrasyonu sonucu urasil glikol (Ura gly), 5-hidroksi-sitozin (5-OH-Cyt),
5-hidroksi urasil (5-OH-Ura), 5-hidroksi-6-hidrourasil ve 5,6-dihidroksiurasil (izodialiirik
asit) ortaya ¢ikar (114).

Sekil 22.’de DNA’da tanimlanan bazi iiriinlerin yapilar1 gosterilmektedir.
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Sekil 22. Oksidatif hasara ugramig DNA bazlar1 (114)
2.3.4.4.2. Seker Hasan

Hidroksil radikali DNA’daki seker artiklarinin her bir karbon atomundan bir H atomunu
uzaklastirarak C-merkezli radikaller olusturur. Bu radikaller daha ileri reaksiyonlar ile cesitli

seker modifikasyonlarina yol agarlar (114) (Sekil 23.).

42



HO- -tlml cl:H,
O=—\H H j ~H Q== E H i'H

OH H

2-deoxypentose-4-ulose

é,Lo—cu,

O=\H Hj\g

0 H
'y

2-deoxypentose-4-ulose

o H
(JEN

2,5-dideoxypentose-4-ulose

{within DNA) (as a 5'-end group)
{ l
(P)—0—cH, (Py—0—cH,
_.__/om _‘/OH?
H  H;/~0 % I
\ , HF “H
0 H 0
@~ ®~
2-deoxypentonic acid lactone erythrose
(within DNA) (within DNA)

j o )| Hj\ﬂ—';m (Lg\ro——cu

OH H d,}w

2-deoxytetrodialdose
(as a 5'-end group)

2-deoxytetrodialdose

2

OH

glycolic acid
(as a 3"-end group)

HO—CH,

O=\H H/H

H H

2,3-dideoxypentose-4-ulose

\F}

o—tlzu,

O==\H H/~H

H H

2, 3-dideoxypentose-4-ulose
(as a 3"-end group)

(g}_o_ _CH,,O- OH
I <
HH H

0: H
O~

base-free site
(within DNA)

o]
|
-C

3 tlnase
|;rf ?{
H
o H

H

H

P~
5'-aldehyde

nucleoside
(as a 5'-end group)

Sekil 23. Oksidatif hasara ugramis seker tirtinleri (114)

2.3.4.4.3. 8-5'-siklopiirin-2'-deoksiniiklozidler

Bu lezyonlar, C5’-merkezli

seker radikalinin ayni pirin niikleozidindeki

C8

pozisyonuna eklenmesi ile olusurlar. Bu molekiil i¢i halkalanmay1 oksidasyon takip eder ve

8,5’-siklo-2’-deoksiguanozin (cdG) ve 8,5’-siklo-2’-deoksiadenozin (cdA) ardisik lezyonlari

olusur (Sekil 24.). Bu lezyonlarin olusumu DNA’da hem baz

hem de seker artiklarinin

hasaria neden olur. Oksijenin varliginda tretilmezler ¢iinkii oksijenin C5’-merkezli radikal

ile yapt1g1 diflizyon kontrollii reaksiyon onceliklidir (114).
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Sekil 24. 8-5'-siklopiirin-2'-deoksiniiklozidlerin olusum mekanizmasi (114)

2.3.4.4.4. DNA-protein ¢capraz baglanmalari

Hiicrelerin iyonize radyasyon gibi serbest radikal iireten sistemlere maruz kalmalari

sonucu kovalent DNA-protein ¢apraz baglanmalar1 olusur. Reaksiyon ya DNA baz radikalinin

proteinin aromatik aminoasidine eklenmesi ile ya da DNA baz radikali ile bir amino asit

radikalinin kombinasyonu sonucu olusur (114) (Sekil 25.).
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Sekil 25. Kromatinde timin-tirozin ¢apraz baginin olusumu (114)
2.3.4.4.5. Abazik bolgeler

Modifiye sekerlere ek olarak, DNA ic¢inde bulunan seker parcasina baglanan modifiye
bazlarin zayiflamis glikozidik baglardan koparak uzaklasmasi ve o bdlgede bosluk
olusturmasidir (125).

2.3.4.4.6. Tek ve ¢ift zincir kiriklari

Zincir kiriklari, DNA onarimi sirasinda niikleaz aktivitesi ile de olusabileceginden her
zaman oksidatif DNA hasarini gostermez. Tek zincir kiriklarinda, diger zincirdaki bilgi dogru
okunarak hasarli zincir onaric1 enzimlerle onarilabildiginden ¢ift zincir kiriklarindaki hasar

daha 6nemlidir (126).
2.4. DNA ONARIMI

Okside olmus bazlarin diizeyi, sadece oksidatif DNA hasarmin arttig1 durumlarda degil
ayni zamanda onarim oranindaki farkliliklara goére de degisiklikler gosterir. Bu bakimdan
DNA onarim enzimlerindeki bir defektten dolayr kusurlu onarimin, DNA hasarina katkisi

ihmal edilmemelidir (10).
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Normal hiicreler, ROT {iretimine karsi enzimatik ve enzimatik olmayan savunma
mekanizmalaria sahiptir. Ancak bu hiicrelerde ‘oksidatif stres’ durumunda hiicresel hasar
diizeyi artmaktadir (127). Bu lezyonlar farkli fakat pek ¢ok durumda birbiri ile Ortiisen tamir
mekanizmalart ile uzaklastirilmaktadir. Canli hiicrelerde oksidatif DNA lezyonlari, tamir
mekanizmalarinda is goren enzimlerdeki hasarlar veya bu enzimlerin aktivitelerindeki
azalmalar onarilmadig: takdirde genomik kararsizligi artiran mutasyonlara neden olmaktadir
(128). Dolayistyla tamir mekanizmalar1 oksidatif hasara bagli pek ¢ok hastalikla yakindan
iligkilidir.

Hiicreler genomlarinin biitiinliigiinii korumak i¢in hasarli DNA’y1 onaran mekanizmalar

gelistirmislerdir. DNA onarim mekanizmalar1 su basliklar altinda toplanabilir (129).

e Dogrudan onarim

e Baz kesip ¢ikarma onarimi

e Niikleotid kesip ¢ikarma onarimi
e Yanlis es (mismatch) onarimi

e DNA g¢ift zincir kirig1 onarimi

e Zincirler aras1 ¢capraz baglarin onarimi

Hasarli bir DNA lezyonu ¢esitli onarim mekanizmalari ile ortadan kaldirilabilir ve DNA
yapisinin orjinal hali bu sekilde korunabilir. Onarilmayan DNA lezyonlar1 mutagenez,
sitotoksisite, hiicre Olimii ve kansere neden olabilmektedir. Eger, DNA lezyonu
replikasyondan Once onarilmazsa, bu lezyon replikasyona katilabilir. Sonu¢ olarak DNA
sentezi bloke olabilir ya da DNA polimeraz enzimlerince tolere edilebilir ve bu durum yanlis

eslesmelere neden olabilir (Sekil 26.) (114).
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Sekil 26. Guanin lezyonunun tamiri ve replikasyona katilmasi (114)

Oksidatif hasar sonucu olusan modifiye bazlar baz kesip ¢ikarma onarimi ile

diizeltilirler (125).
2.4.1. Baz Kesme-Cikarma Onarimi (Base Excision Repair-BER)
Baz kesme-¢ikarma onarimi dort temel basamakta gergeklesir (Sekil 28.);

* hasarli bazin uzaklastirilmasi
 apiirinik/apirimidinik bolgenin olusturulmasi
* dogru bazin yerlestirilmesi

* ligasyon

Bu tamir mekanizmasimin ilk basamagi, hasarli bolgenin DNA glikozilaz enzimi
tarafindan taninma asamasidir. Her hiicre, belirli DNA kusurlarin1 tantyan DNA glikozilaz
enzimlerini igerir. Escherichia coli’de formamidopirimidin glikozilaz (Fpg veya MutM),
endoniikleaz IITI (Nth) ve endoniikleaz VIII (Nei) adinda ii¢ ayr1 DNA glikozilaz, MutM,
Nth ve Nei genlerinden kodlanmaktadirlar. Insanda ise bu ii¢ genle homolog olan DNA tamir
genlerinin ekspresyonu ile olusan sirasiyla 8-hidroksiguanin-DNA glikozilaz (OGG1),
Endoniikleaz III benzeri protein (NTH1) ve Endoniikleaz VIII benzeri protein (NEIL1,
NEIL2 ve NEIL3) olarak adlandirilan substrat spesifik glikozilazlar bulunmaktadir (114).
Endoniikleaz VIII benzeri proteinlerinden NEIL1 ve NEIL2’nin biyokimyasal olarak
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saflagtirildig1 ve karakterize edildigi bilinmektedir. NEIL3 ise diger NEIL homologlarindan

anlasilmasi en zor olanidir. Halen bu enzim {izerinde aragtirmalar devam etmektedir. NEIL1

enzimi bir¢ok replikasyon proteini ile iligkilidr ve replikasyon sirasinda potansiyel mutajenik

lezyonlarin eliminasyonundan sorumludur. Buna zit olarak NEIL2 transkripsiyon bagimli

onarimda rol alir. NEIL2 tek zincirli DNA’daki ve transkripsiyon baloncugundaki lezyonlar
hedef alir, RNA polimeraz II dahil bir¢ok transkripsiyon faktori ile iliskilidir. NEIL3 iin ise

tek zincirli DNA’daki lezyonlar i¢in spresifik oldugu bilinmektedir (130).

0GG1 proteininin ise a-OGG1 ve B-OGG1 olarak isimlendirilen 2 farkli izoformu
bulunmaktadir. a-OGG1 izoformu nukleusta, f-OGG1 ise mitokondride lokalizedir (140).

E.coli ve insan DNA glikozilazlarinin substratlar1 Tablo 2.’de gosterilmektedir.

Tablo 2. E.coli ve insan DNA glikozilazlarinin substratlari (114)

E.coli DNA
glikozilazlar

Substratlar

insan DNA
glikozilazlar

Substratlar:

Fpg

FapyAde, FapyGua,
8-OHGua

0GG1

FapyGua, 8-OHGua

Nth

Pirimidin lezyonlari,
FapyAde

NTHI1

Pirimidin lezyonlar1
(5-OH-Ura, Thygly,
5,6-diOH-Ciyt,
5-OH-6-Hyd-Thy,
5-OHCyt)

Nei

Pirimidin lezyonlari,
FapyAde

NEIL1

FapyAde, FapyGua,
pirimidin lezyonlar
(5-OH-5-MeHyd,
Thygly)

NEIL2

5-OH-Ura, 5-OHCiyt,
5,6 diOH-Ura

NEIL3

FapyAde, FapyGua,
5-OH-5-MeHyd,
Thygly, 5-OH-Ura,
5-OHCyt,
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Sekil 27. DNA glikozilazlarin isleyis mekanizmasi

DNA glikozilaz enzimi hasarli bolgeyi tanimak icin DNA’ nin kiigiik oyuguna yerlesir
ve hasar goren baz ile niikleotidin seker birimi arasinda bulunan N-f glikozidik bagin1 kirarak
bazin poliniikleotitden ayrilmasini gerceklestirir (Sekil 27.). Sadece glikozilaz aktivitesi
gosteren tek fonksiyonlu glikozilazlar, DNA {iriiniine bagl kalarak abazik bolgeyi olas1 zincir
kirilmalaria kars1 korurlar. OGG1, NEIL1 gibi iki fonksiyonlu glikozilazlar ise modifiye
bazi uzaklastirdiktan sonra AP liyaz aktivitesi gosterirler. Bu sekilde B- veya [3,0-eliminasyon
reaksiyonlart yoluyla DNA iskeletini 3’ucundan kirarak DNA’da tek zincir kirilmasina yol
acarlar. Bu kirik, polimerizasyon ve ligasyon Oncesinde temizlenmesi ve normal bir
3’hidroksil grubuna doniistiiriilmesi gereken bir 3’-a,p-doymamis aldehid veya 3’-fosfat
bulundurmaktadir. DNA glikozilazin hasarli baz1 ayirmasindan sonra olusan bazsiz bolge
apiirinik/apirimidinik bolge (AP bolgesi) olarak adlandirilir. Memelilerde bu asamadan sonra
BER yolaginda apiirinik endoniikleaz 1 (APE1) devreye girerek derhal abazik bolgeyi 5’
ucundan kirar ve oOzellikle 3’-a,p-doymamis aldehid olmak iizere engelleyici 3’ ucunu

uzaklastirir (131-135).
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Sekil 28. Baz kesme-¢ikarma onarim yolaginin sematik diyagrami (136)

XRCC1 enzimi (X-ray cross complementing enzyme) ise hasarli bolgede DNA

glikozilaz enziminin APEIl ile yer degistirmesini saglar ve hasarli bazin c¢ikarilmasini

hizlandirir. AP bolgesindeki fosfodiester baglarinin APE1 tarafindan yikilmasinin ardindan

poli ADP-riboz polimeraz-1 (PARP-1) enzimi kirtk DNA uclarina baglanarak bu uglar
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yikimdan korumaktadir. PARP-1 kendisini ADP-ribozilasyonla aktiflestirmektedir. PARP-1
aktive olduktan sonra BER mekanizmasinda fonksiyon goren enzimlerin aktivasyonunu
saglamaktadir. PARP-1 tarafindan aktive edilen XRCC1 enzimi, APE1 enziminin polimeraz 3
ile baglantisin1 saglayarak polimerizasyon ve baglama basamagmin aktivite kazanmasini
saglamaktadir. Bu asama sonrasinda tamir, kisa ve uzun olmak iizere iki alternatif yolaktan
devam eder. Memelilerde, kisa yolakta sadece bir hatali niikleotid, uzun yolakta ise 2-12
niikleotidden olusan fragmentler kesilip ¢ikartilir. AP bolgesinin baglanmasi kisa yolakta
DNA polimeraz B tarafindan gerceklestirilir. BER’ in en son basamaginda ise olusan bosluk
DNA polimeraz B ile doldurulur ve DNA ligaz ile fosfodiester baginin olusumu katalizlenir.
Kisa BER yolaginda Ligaz 3, uzun BER yolaginda ise Ligaz 1 adi verilen DNA ligaz
enzimleri gérev almaktadir (137-139) (Sekil 28.).

2.4.1.1. OGG1 Geni

OGGI1 geni kromozom 3p26.2 bolgesinde lokalizedir (Sekil 29.). 424 aminoasit
uzunlugunda, 47 kDa agirliginda olan B-OGG1 ve 345 aminoasit uzunlugunda, 39 kDa
agirhiginda olan a-OGG1 DNA glikozilazlar1 kodlamaktadir (140,141). Yapilan c¢alismalar
OGGI1 gen friiniiniin ekspresyonunun en fazla beyinde oldugunu belirtmektedir (142).
Literatiirde bugiine kadar OGG1 geni ile iliskili farkli polimorfizimler tanimlanmis olup
bunlardan kodon 326’da bulunan Ser326Cys polimorfizminin fonksiyonel enzimin
aktivitesinde degisiklige neden oldugu bildirilmistir. Ser/Cys veya Cys/Cys OGGI
genotiplerinin DNA tamir kapasiteleri Ser/Ser OGG1 genotipine gore daha distiktiir (143).
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Sekil 29. OGG1 geninin 3. kromozomdaki lokalizasyonu
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2.4.1.2. NEIL1 Geni

Kromozom 15q22-q24’de lokalize olan insan NEIL1 genomik DNA’st ~7.5 kb
uzunlugundadir (Sekil 30.). 9 ekzon ve 10 intron bdlgesi olan NEIL1 genin kodladig:
NEIL1’in molekiiler agirligi 43.7 kD. ve toplam 390 amino asitden olusmaktadir (144).
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Sekil 30. NEIL1 geninin 15. kromozomdaki lokalizasyonu

Hemen hemen her dokuda bulunan NEIL1 ekspresyonu dokudan dokuya degisiklik
gdstermektedir. Insanda en ¢ok timus, pankreas, karaciger, bobrek, kas, bagirsak ve beyin gibi

dokularda tanimlanmaktadir (145).
2.5. MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR

Hiicre ve matriks etkilesmeleri ekstraselluler matriks (ESM) bilesenlerinin hidrolizinden
sorumlu olan proteolitik enzimler tarafindan diizenlenir. Bu enzimler ESM yapisinin
bilesimini ve biitlinliigiinii diizenleyerek matriks molekiilleri tarafindan olusturulan sinyallerin
kontrolii, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve dliimiinde de temel rol oynar (146,147). Bu
enzim sistemlerinin i¢inde matriks metalloproteinazlar (MMP) O6nemli bir grubu
olusturmaktadir. Tiirlerine gore endotel hiicreleri, fibroblast, trombositler, T lenfositler,
kondrositler, epitel hiicreleri, notrofiller gibi oldukga ¢esitli hiicrelerden eksprese edilirler
(148). Organizmada fizyolojik olaylarin siirdiiriilmesinde MMP aktivitesi ile onlarin spesifik
endojen doku inhibitorleri (TIMP) arasinda siirekli bir denge s6z konusudur. MMP’ler ve
TIMP’ler normal dokularda diisiik diizeyde eksprese edilirler ve birgok biyolojik siirecte rol
oynarlar. Bunlar arasinda kemigin yeniden yapilanmasi, yara iyilesmesi, embriyogenezis,

anjiogenez, inflamasyon, apoptozis, immun cevap gelisimi sayilabilir.

MMP’lar bazi ortak yapisal 6zelliklere sahiptirler. MMP’lar predomain, prodomain,
katalitik domain, mentese bolgesi, hemopeksin/vitronektin benzeri domain bdliimlerini

igerirler (149,150) (Sekil 31.).
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MMP’ler substrat 6zgiilliiklerine gére 6 sinifta toplanmaktadirlar (151). Tablo 3.’de bu

siniflandirma gosterilmektedir.

Tablo 3. MMP’lerin siniflandirilmasi

ENZIM MMP

Kollejenazlar

- Interstisyel kollajenaz (kollejenaz I) MMP-1

- Notrofil kollajenaz (kollajenaz 2) MMP-18

- Kolejenaz 3 MMP13
Jelatinazlar

- Jelatinaz A MMP-2

- Jelatinaz B MMP-9
Stromelizinler

- Stromelizin 1 MMP-3

- Stromelizin 2 MMP-10

- Stromelizin 3 MMP-11
Matrilizinler

- Matrilizin 1 MMP-7

- Matrilizin 2 MMP-26
Membran tipi MMP’ler

(A) Transmembran tip

- MTI-MMP MMP14

- MT2-MMP MMP15

- MT3-MMP MMP16

- MT5-MMP MMP24

(B) GPI anchored

- MT4-MMP MMP17

- MT6-MMP

MMP25

Digerleri

- Makrofaj metalloelastaz MMP-12

- - MMP-19

- Enamelizin MMP-20

- XMMP MMP-21

- - MMP-23

- CMMP MMP-27

- Epilizin MMP-28
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Sekil 31. MMP enzimlerinin molekiiler yapis1 (149)
2.5.1. Jelatinazlar (MMP-2, MMP-9)

Jelatinaz enzimleri, diger MMP’lardan farkli olarak katalitik bolgede 3 tane fibronektin
tip II benzeri ilave bir domain bulundururlar. Bu kisim jelatin ve kollajene yiiksek afinite ile
baglanmay1 saglayarak proteolitik aktiviteyi arttirir, ayrica elastolitik aktivite i¢in de temeldir.
Jelatinazlar, Tip 1V, V, VII, X, XI ve XIV kollajen, jelatin, elastin, proteoglikan kor
proteinleri, myelin temel protein, fibronektin, fibrillin-1 gibi proteinleri yikma o6zelligine
sahiptirler (152,153). Diger MMP’ler gibi inaktif proformlar olarak salinirlar ve ekstraselliiler
olarak aktive edilirler. Alfa-2 makroglobulin ve TIMP’lar tarafindan inhibe ederler.

2.5.1.1. Matriks Metalloproteinaz 2 (Jelatinaz A)

Jelatinaz A olarak da isimlendirilir. Latent formu 72 kDa, aktif formu 66 kDa
agirligindadir (154). Keratinositler, fibroblastlar, endotel hiicreleri, kondrositler, osteoblastlar,

monositler gibi bir¢ok hiicre ve transforme olmus degisik hiicrelerden salinirlar. MMP-2
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solusyonlarda MMP-1 ve diger kollajenazlara gére daha zayif kollajenolitik aktivite gdsterir.
Ciinkii proMMP-2 hiicre yiizeyine yerlesmistir ve membran tipi MT-MMP’lar tarafindan
aktive edilir. ProMMP-2 periselliiler alanda birikebilir ve lokal kollajenolitik aktiviteye neden
olabilir. MMP-2, TIMP-2, -3, -4 ve a 2 makroglobulin tarafindan inhibe edilir (155).

2.5.1.2. Matriks Metalloproteinaz 9 (Jelatinaz B)

Jelatinaz B olarak da adlandirilir. Latent formu 92 kDa, aktif formu 84 kDa
agirh@indadir (156). MMP-9, akciger dokusunda infeksiyon veya inflamatuar hastaliklar
sirasinda uyarilan brons epitel hiicreleri, clara hiicreleri, alveolar tip II hiicreleri, fibroblast,
diiz kas hiicreleri ve endotel hiicrelerinden iiretilir. Lokosit, lenfosit, eosinofil, makrofaj, NK
hiicreleri, dentritik hiicreler ve mast hiicreleri tarafindan da iiretilir. MMP-9, TIMP-1,-3,-4 ve

a2 makroglobulin tarafindan inhibe edilir (157).
2.5.2. Matriks Metalloproteinazlarin Spesifik Doku Inhibitorleri

MMP aktivitesinin kontroliinde spesifik doku inhibitorleri (TIMP) anahtar rol oynar.
Bunun yani sira 02 makroglobulin, heparin, tetrasiklinler, C reaktif protein ve sentetik
inhibitorler aktif MMP inhibisyonu yaparlar (158). TIMP’ler bag dokusu metabolizmasinin
diizenlenmesinde temel proteinlerdir (148). Endotel hiicresi, vaskiiler kas hiicresi,
makrofajlar, kan hiicreleri ve bag dokusu hiicrelerinden salinirlar. Giiniimiizde TIMP-1,-2,-3,-
4 olmak iizere tanimlanmis 4 TIMP tiirii vardir (148). TIMP’lar, MMP enzim aktivitesini ve
MMP/TIMP dengesini kontrol altinda tutarlar.

2.5.2.1. Metalloproteinaz doku inhibitorii-1

Metalloproteinaz doku inhibitorii-1 (TIMP1)’in aktif formu 28 kDa agirliginda bir
siyaloproteindir (160). Ozellikle makrofajlar olmak iizere birgok hiicrede iiretilir ve salgilanir,
trombositlerde rezidii olarak bulunur (159). TIMP-1, proMMP-9’a baglanarak proMMP-
9/TIMP-1 kompleksini olusturur. Bu kompleks biitiin aktif MMP’lar1 inhibe eder ve daha
aktif stabil form olan proMMP-9/TIMP-1/MMP kompleksini olusturur. MMP’lar {izerine

inhibitor etkileriyle timor biiylimesini, invazyon ve metastazini inhibe ederler (161).
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2.5.2.2. Metalloproteinaz doku inhibitorii-2

Metalloproteinaz doku inhibitorii-2 (TIMP-2) 21 kDa agirliginda glikolize olmamis bir
proteindir (162). Spesifik olarak MMP-2’yi inhibe eder. Alveoler epitelyum hiicreleri ve
Ozellikle tip II pnomositlerden, hava yolu diiz kas hiicrelerinden salinir (163). Fibroblastlarda

proMMP-2 ile birlikte sekrete edilir.

MMP’lerin noronal hiicre dliimiine neden oldugu ve akut ve kronik ndrodejeneratif
bozukluklar, AH ve multiple sklerozun patofizyolojisinde rol oynadig1 diisiintilmektedir
Ancak fonsiyonlarin koruyucu mu yoksa yikict yonde mi oldugu heniiz net degildir (164,
167). MMP’lerin ekspresyonu biiyiime faktorleri, sitokinler ve serbest radikaller tarafindan
diizenlenmektedir (165). AH ve Parkinson hastalarinda bazi MMP’lerin ve inhibitorlerinin

postmortem beyin dokusunda artig gosterdigi bildirilmistir (166).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Aragtirma, olgu-kontrol tipinde, deneysel bir ¢aligsmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu calisma, Eyliil 2009-Agustos 2012 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal1 ve Noroloji Anabilim Dal1 tarafindan ortaklasa yiiriitiildii.
Calisma kapsaminda yapilan ELISA deneyleri ile 16kositlerden DNA izolasyonlar1t ve mRNA
izolasyonlar1 Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal
Laboratvuari’nda, yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) ve gercek zamanli-
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile yapilan g¢aligmalar Dokuz Eyliil Universitesi
Arastirma Laboratuvari’nda (ARLAB) ve kiitle spektrometri ¢aligmalar1 National Institute of
Standards and Technology (NIST) kurumunun Biomolecular Measurement Bolimii’niin DNA

Olgiimleri Grubu Laboratuvari’nda (Maryland, U.S.A) gerceklestirildi.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar

Calismanim 6rneklem grubunu, Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Noroloji Anabilim
Dal1 Demans Poliklinigi’nde izlenmekte olan NINCDS-ADRDA kriterlerine gére muhtemel
Alzheimer tanis1 almis 44 Alzheimer hastasi; kontrol grubunu ise, yas, egitim ve cinsiyet
eslestirmesi yapilan, herhangi bir demansiyel yakinmasi ve bulgusu olmayan hasta
yakinlarindan ve Narlidere Huzurevi Yaglh Bakim ve Rehabilitasyon Merkezi sakinlerinden

45 saglikli goniillii birey olusturdu.

Her olguyla yiiz ylize goriigme yapild1 ve depresyon, madde kullanimi, herhangi baska
psikiyatrik hastalik, siddetli kafa travmasi dykiisii olan olgular ¢aligmaya dahil edilmedi. Tiim
olgular biligsel ve sistemik bakidan gecirildi. AH olgularina beyin goriintiileme (BT veya
MRG) ve rutin laboratuvar inceleme (Kan sekeri, elektrolitler, bobrek ve karaciger fonksiyon
testleri, tam kan sayimi, tiroid hormon testleri ve B12 vitamin diizeyi, eritrosit sedimentasyon

hizi) testleri uygulandi.
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Olgu ve kontrol gruplarina taniya yonelik olarak, Minimental Durum Degerlendirme Testi
(MMDT)  uygulandi. Caligmaya dahil edilme ve dislama kriterleri Tablo 4.’de

gosterilmektedir.

Tablo 4. Calismaya dahil etme ve dislama kriterleri

Calhismaya dahil edilme
kriterleri

Calismadan dislama
kriterleri

Olgu Grubu

Calismaya katilmay1 kabul
etme

Calismaya katilmay1 kabul
etmeme

Demans tanisinin DSM-IVR
kriterlerine gore klinik olarak
konulmasi

Olgularin 45 yas alt1-90 yas
lizeri olmasi

NINCDS-ADRDA tani
kriterlerine gore “muhtemel
AH” tanis1 almis kisiler

Baska noropsikiyatrik
hastalik dykiisiiniin, travma
ya da bagimlilik dykiisiiniin
olmasi

Son 5 yildir sigara aligkanligi,
asir1 alkol kullanimi1, major
organ yetmezligi 6ykiisi,
kontrolstiz diyabet, kronik
obstriiktif akciger hastaliginin
varlig1, demir-antioksidan
suplemant alim 6ykiisii,
romatizmal bir hastaligin
ve/veya aneminin olmast

Kontrol Grubu

Calismaya katilmay1 kabul
etme

Calismaya katilmay1 kabul
etmeme

Herhangi bir demansiyel
yakinmasi ve bulgusu
olmayan kisiler

Kisilerin 45 yas alt1-90 yas
tizeri olmasi

Herhangi bir néropsikiyatrik
hastalik dykiisiiniin, travma
ya da bagimlilik 6ykiisiiniin
olmasi

Son 5 yildir sigara aligkanligl,
asir1 alkol kullanimi, major
organ yetmezligi 6ykiisi,
kontrolsiiz diyabet, kronik
obstriiktif akciger hastaliginin
varlig1, demir-antioksidan
suplemant alim 6ykiisi,
romatizmal bir hastaligin
ve/veya aneminin olmasi
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3.4. Calisma Materyali:

Etik Kurul onaymi (EK-5) takiben hasta ve kontrol gruplarindaki katilimcilarin
kendileri ve/veya yakinlart calisma hakkinda bilgilendirildi ve ¢alismaya katildiklarini kabul

ettiklerine dair onam formu imzalatild1 (EK-1 ve EK-2).

Aragtirmada kullanilan materyal hasta ve kontrol gruplarindan alinan kan ornekleri ve

kan hiicrelerinden elde edilen DNA ve RNA molekiilleridir.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri:
Bagiml degigken; Alzheimer hastaligi

Bagumsiz degisken; Serbest radikal hasar1 ve oksidatif stres gostergesi olan

makromolekiiler hasar belirtecleri ve DNA onarim enzim ekspresyon diizeyleri

* Yas: Hasta ve/veya yakinlarina ve kontrollere yiiz yiize goriisme sirasinda sorularak

elde edildi.
* Cins: Kadin ve erkek olarak belirtildi.

* Biligsel durum: Minimental Durum Degerlendirme Testi ile degerlendirildi. MMDT
ozellikle demansli yashilarin muayenesinde uygulamasi kisa siirede uygulanan biligsel bir
degerlendirme aracidir. Yonelim, kayit hafizasi, dikkat ve hesaplama, hatirlama ve lisan
olarak bes ana baglik altinda toplanmis 19 maddeden olusmaktadir. Toplam skor 30 {izerinden

degerlendirilmektedir (168) (EK-3).
3.6. Veri Toplama Araclar:
3.6.1. Demografik ve Noropsikolojik Veri Toplama

Hastalarin ve kontrollerin verileri 10.09.2009-01.04.2011 tarihleri arasinda yiiz yiize

goriisme ile toplanarak néropsikolojik degerlendirmeleri yapildi.
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3.6.2. Kullamlan Kimyasallar, Malzemeler ve Cihazlar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve malzemeler Tablo 5.’te belirtilmektedir.

Tablo 5. Calismada kullanilan kimyasallar ve malzemeler

Kimyasal/Malzeme Ad1

Marka-Katalog Numarasi-Uretici Firma

Histopak 1119

Sigma 11191 (St. Louis, MO, USA)

Fosfat Tamponlu Salin (PBS)

BiochromAG L-1820 (Berlin, ALMANYA)

Tris Tamponu

Sigma 252859 (St. Louis, MO, USA)

EDTA

Sigma ED2P (St. Louis, MO, USA)

Sodyum Kloriir

Sigma S-3014 (St. Louis, MO, USA)

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Sigma L-4390 (St. Louis, MO, USA)

Proteinaz K

Sigma P-2308 (St. Louis, MO, USA)

Absolute Etanol

Merck 1.00971.2500 (Darmstadrt,
ALMANYA)

8-OH-Gua-""Njs internal standardi

Cambridge Isotope Laboratories
(Cambridge, MA, USA)

FapyAde- °C,”N, internal standardi

Cambridge Isotope Laboratories
(Cambridge, MA, USA)

FapyGua- 13C,15 N, internal standardi

Cambridge Isotope Laboratories
(Cambridge, MA, USA)

5-OH-5-MeHyd-""C,”N,
standardi

internal

Cambridge Isotope Laboratories
(Cambridge, MA, USA)

5-OH-Cyt- ! 3C, = N, internal standardi

Cambridge Isotope Laboratories
(Cambridge, MA, USA)

ThyGly-d, internal standardi

Cambridge Isotope Laboratories
(Cambridge, MA, USA)

5-OHMeUra-13C2,d2 internal standardi

Cambridge Isotope Laboratories
(Cambridge, MA, USA)

5-OH-Ura-! 3C4, 5 N, internal standard:

Cambridge Isotope Laboratories
(Cambridge, MA, USA)

5,6-diOH-Ura- ! 3C, = N, internal standardi

Cambridge Isotope Laboratories
(Cambridge, MA, USA)

Sodyum  Fosfat Dibazik  Dihidrat | Fluka 71638 (St. Louis, MO, USA)
(Na,HPO,4.2H,0)
Sodyum Fosfat Monobazik Dihidrat | Sigma 71505 (St. Louis, MO, USA)
(NazHPO42H20)
Potasyum Klortir (KCl) Sigma P9541 (St. Louis, MO, USA)
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Ditiyoeritritol

Sigma D8161 (St. Louis, MO, USA)

N,O-Bistrimetilsililtrifloroasetamid

(BSTFA) + %1 Trimetilklorosilan

Fluka 15238 (St. Louis, MO, USA)

Susuz Piridin

Sigma 270970 (St. Louis, MO, USA)

-Merkaptoetanol

Sigma M7154 (St. Louis, MO, USA)

3-(N-morfolino)propan  siilfonik  asit

(MOPS)

Sigma M1254 (St. Louis, MO, USA)

Sodyum asetat (CH3;COONa)

Sigma S8750 (St. Louis, MO, USA)

% 37 Formaldehit (12.3M)

Sigma F1635 (St. Louis, MO, USA)

Gliserol

GPR 284546F (Lutterworth, INGILTERE)

Bromfenol mavisi

Sigma 114391 (St. Louis, MO, USA)

N,N-Dimetil formamide

Sigma D8654 (St. Louis, MO, USA)

Etidyum Bromiir

Sigma E8751 (St. Louis, MO, USA)

Agaroz LE

Roche Applied Science 11685660001
(Penzberg, ALMANYA)

Potasyum Fosfat Monobazik (KH,POy)

Sigma P0662 (St. Louis, MO, USA)

Potasyum Fosfat Dibazik (K;HPO,)

Sigma 04248 (St. Louis, MO, USA)

Metanol

Sigma 179337 (St. Louis, MO, USA)

MDA standarti
(1,1,3,3 tetraetoksipropan)

Sigma T-9889 (St. Louis, MO, USA)

Biitilhidroksitoluen (BHT)

Sigma W-218405 (St. Louis, MO, USA)

Tiobarbiitirik asit (TBA)

Sigma T-5500 (St. Louis, MO, USA)

Bitanol

Sigma B-7906 (St. Louis, MO, USA)

Asetonitril

Sigma 674907 (St. Louis, MO, USA)

N°®-Karboksimetillizin standard1

SyMOChem (Eindoven-HOLLANDA)

Trikloroasetikasit (CCl;COOH)

Carlo-Erba 200-927-2 (Milano, ITALYA)

Hidroklorik asit (HC1) Sigma H1758 (St. Louis, MO, USA)
Sodyum Hidroksit (NaOH) Sigma S-5881 (St. Louis, MO, USA)
Asetik Asit (CH;CO,H) Sigma 242853 (St. Louis, MO, USA)

Sodyum tetraborat dekahidrat
(Na2B4O7. 10H20)

Baker Analyzed 3568-01 (Center Valley,
PA, USA)

9-Floroenilmetoksikarbonil (FMOC)

Fluka 23186 (St. Louis, MO, USA)

GenelJet RNA Purification Kit

Fermentas KO731 (Waltham, MA, USA)

First Strand cDNA Synthesis Kit

Fermentas K1611 (Waltham, MA, USA)
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Dream Taq Green PCR Master Mix Kit

Fermentas K1089 (Waltham, MA, USA)

Maxima SybrGreen qPCR Master Mix
Kit (2X)

Fermentas K0252 (Waltham, MA, USA)

DNA Molecular Weight Marker XIV
(100 bp ladder)

Roche Applied Science 11721933001
(Penzberg, ALMANYA)

OGGT1 primer seti (253 a-b)

New England Biolabs (Ipswich, MA, USA)

OGGT1 primer seti (385 a-b)

New England Biolabs (Ipswich, MA, USA)

OGGT1 primer seti (955 a-b)

New England Biolabs (Ipswich, MA, USA)

Neill primer seti (3 a-b)

New England Biolabs (Ipswich, MA, USA)

Neill primer seti (192 a-b)

New England Biolabs (Ipswich, MA, USA)

B-Aktin primer seti (3 a-b)

TIB-Molbiol (Berlin-ALMANYA)

MMP2 ELISA Kit RayBio-Human MMP-2 ELISA Kit
ELH-MMP2-001 (Norcross, GA, USA)
MMP9 ELISA Kit RayBio-Human MMP-9 ELISA Kit

ELH-MMP9-001 (Norcross, GA, USA)

TIMP1 ELISA Kit

RayBio-Human TIMP -1 ELISA Kit
ELH-TIMP1-001 (Norcross, GA, USA)

TIMP2 ELISA Kit RayBio-Human TIMP -2 ELISA Kit
ELH-TIMP2-001 (Norcross, GA, USA)
Nitrotirozin ELISA Kit Oxis Research-Bioxytech Nitrotyrosine-EIA

Kit 21055 (Portland, OR, USA)

EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit)’l1

Tup

Vacuette (Frickenhausen, ALMANYA)

Heparin’li Tiip

Vacuette (Frickenhausen, ALMANYA)

Polipropilen Tiip (15 mL’lik)

Isolab (Wertheim, ALMANYA)

Eppendorf Tiip

Isolab

Cam vialler

Thermo Scientific Chromacol 10003264
(Waltham, MA, USA)

Insert vialler

Fisher 401BS-530 (Waltham, MA, USA)

RT-PCR Kapiller Ttipleri (20 pL)

Roche Applied Science 04929292001
(Penzberg, ALMANYA)
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Calismada kullanilan cihazlar Tablo 6.’da belirtilmektedir.

Tablo 6. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz adx Marka Model Uretici Firma
Saf su cihazi Milipore Mili-Q Z1.X55003Y Hettich Co,
Almanya
Santrifiij Heraeus Biofuge stratos Heraeus, Almanya
Santrifiij Heraeus Omnifuge 2.0 RS Heraeus, Almanya
Otomatik pipet Eppendorf Eppendorf Research | Research
Eppendorf, USA
Derin dondurucu Thermo VLT1740-5-V40 Thermo Electron
Co, USA
Spektrofotometre | PG T80 PG Instruments
Ltd., ingiltere
Freeze-Dryer FTS Flexi-Dry MP SP Industries
(Liyofilizator) Inc, USA
7000 GC/MS Triple
Quad (pozitif elektron
iyopizasyon moduna Agilent
GC-MS/MS Agilent Technologies sahip) Technologies, Inc.,
Kromatografi Cihaz
7693 Autosampler
Yiiksek Agilent Technologies | HP-Ultra 12.5 m, 0.2 | Agilent
¢Ozlintirlikli mm, 0.33um film | Technologies, Inc.,
erimig-silika kalinligt USA
kapiler kolon
SpeedVac Savant ISS 110 SC210A  SpeedVac | Thermo- Savant,
Plus ve RVT 4104 | USA
sogutulmus buhar
tuzagi
Real-Time PCR Roche Light Cycler 1.5 Roche Applied
Cihazi Science
Jel Elektroforez Thermo EasyCast-B1 Thermo Electron
Sistemi Co, USA
Gii¢c Kaynagi Thermo EC 300 XL Thermo Electron
Co, USA
Thermal Block MJ Research PTC 200 MJ Research,
Cycler PCR Kanada
Cihaz1
Goruntileme Vilber Lourmat ECX Vilber Lourmat,
Cihazi Fransa
Buzdolab1 Ugur USS 748 DIKL Ugur Tic., Tiirkiye
Derin Dondurucu | Ugur UFR 370 GD Ugur Tic., Tiirkiye
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Isiticili Manyetik | Stuart SB162 Bibby Scientific

Karistirici Limited, UK

Vortex WiseMix-Wisd VM 10 Labortechnik
GmbH, Almanya

Isitic1 Blok Wisd HB-48 Labortechnik
GmbH, Almanya

ELISA Okuyucu Biotek ELX 800 BioTek, USA

ELISA Plate Labnet Wortemp 56 Labnet, USA

Karisgtirici

Su Banyosu Memmert One 10 Memmert GmbH,
Almanya

pH Metre JP selecta PH-2005 JP Selecta S.A.,
Ispanya

Hassas terazi Precisa XB 220A Precisa, Isvigre

Pastor firmi Niive FN500 Niive, Tiirkiye

HPLC Cihaza Shimadzu VP serisi Schimadzu,
Japonya

3.6.3. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Hasta ve kontrollerin periferal kan 6rnekleri 15 (SmL ve 10 mL) mL’lik EDTA’l1 ve 5
mL’lik Li-heparin antikoagiilanli tiiplere alindi. Kan tiipleri soguk zincir ile DEUTF
Biyokimya AD. Laboratuvari’na getirildi. 5 mL’lik heparinli ve 5 mL’lik EDTA’l1 tiiplerin 10
dakika +4°C’de 3000 rpm’de santrifiij edilip plazmalar1 ayrildi. Ayrilan plazma ornekleri
eppendorf tiiplere boliindii. Ayn1 zamanda EDTA’ln kan Orneklerinden total RNA
izolasyonlar1 da aymi giin igerisinde gergeklestirildi. RNA ornekleri komplementer DNA
(cDNA)’ya ¢evrildi. 10 mL’lik EDTA’l1 tiiplere alinan 6rneklerden 16kosit izolasyonu yapildi.

Lokositler, plazma ve cDNA ornekleri -80 °C’ de calisilacaklar1 gline kadar saklandi.
3.6.4 DNA Baz Hasar1 Calismalar

Caligmada Alzheimer hastalarinda ve kontrol grubu DNA 6rneklerinde DNA lezyonlari
incelendi. Analizler, izotop diliisyonlu gaz kromatografi-sirali kiitle spektrometre (GC-
MS/MS) ile gerceklestirildi. DNA hasar1 olgiimleri National Institute of Standards and
Technology (NIST) kurumunun Biomolecular Measurement Boliimii’niin DNA Olgiimleri

Grubu Laboratuvari’nda (Maryland, U.S.A) gerceklestirildi.
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3.6.4.1 Lokosit Izolasyonu

Lokositler EDTA’l kandan dansite gradiyent santriftij yontemi (169) kullanilarak izole
edildi. Lokosit izolasyonu i¢in 15 mL’lik polipropilen tiiplere siras1 ile 5 mL histopak 1119 ve
5 mL tam kan tabakalandirildi. Polipropilen tiip 750 x g’de 30 dakika oda sicakliginda
santrifiij edildi. Santrifiijden sonra tabakalanan 16kosit kiimeleri pastor pipeti yardimi ile
temiz bir tiipe aktarildi. Aktarilan hiicre kiimesi {i¢ kez 10’ar mL izotonik fosfat tamponu
(PBS) ile 500 x g’de 20 dakika santrifiij edilerek yikandi. Lokosit sedimentinin {izerinde kalan

stipernatan atild1 ve 16kosit kiimesi DNA izolasyonu yapilincaya kadar -80 °C’de saklandi.
3.6.4.2 DNA izolasyonu

Lokositlerin saklandiklar1 -80°C’lik dondurucudan ¢ikarildiktan sonra oda sicakliginda
¢Oziinmesi saglandi. Lokositlerden tuzla ¢oktiirme metodu (170) ile DNA izolasyonu yapildi.
Izole edilen 18kosit kiimelerinin bulundugu 15 mL’lik polipropilen tiiplerin igerisine 1 mL
lizis tamponu (0.5M Tris pH:8.0, 20mM EDTA pH:8.0, 10mM NacCl, %1’lik sodyum dodesil
stilfat, 0.5 mg/mL proteinaz K) konularak 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin
lizatin tlizerine 0,5 mL doymus NaCl ¢ozeltisi eklendi. 15 saniye vorteks ile karistirildiktan
sonra, 56 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Ornekler oda sicakliginda, 5000 x g’de, 30 dakika
santrifiij edildikten sonra DNA’y1 iceren supernatan 3 adet ependorf tiipiine 0,5 mL’lik
alikotlar halinde protein tabakasini almaktan kacinarak transfer edildi. Siipernatanin {izerine
hacminin iki kati kadar soguk susuz etanol konuldu ve yavasga karistirilarak DNA’nin
goriiniir hale gelmesi beklendi. DNA 3000 x g’de 15 dakika santrifiij edilerek toplandi. DNA
pelletleri saf su igerisinde tekrar ¢coziinmeleri icin +4 °C’de 48 saat bekletildi. Cozliinen DNA
molekiilii yaklasik 1/20 oraninda seyreltildikten sonra 200-350 nm arasinda spektral analizi
yapildi. 260 nm dalga boyundaki absorbans kullanilarak (ABS260 x 50 x Diliisyon Faktori =
..... ng/mL) DNA miktar1 6lgiildii. DNA 6rnekleri liyofilizatorde kurutuldu ve igerisine 50 pL

% 70’lik etanol eklenerek analiz zamanina kadar +4 °C’de sakland1 (176).

3.6.4.3 Gaz Kromatografi - Sirah Kiitle Spektrometre (GC-MS/MS) ile DNA Baz
Hasar Ol¢iimii (171-175)

Gaz kromatografi-sirali kiitle spektrometrisi iki teknigin birlestirilmesiyle olusturulmus

kimyasal karigimlarin analizi i¢in kullanilan yontemdir.
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Kromatografi bir karisimi bilesenlerine ayirirken kiitle spektrometrisi ayrilan bu
bilesenleri karakterize eder. Gaz kromatografisi, ugucu veya yart ugucu maddelerin ayirimi
icin kullanilan kromatografik bir tekniktir. Ayirim, analitin sabit fazda (kolon) dagilimina ve
hareketli faz olarak kullanilan inert bir gaz yardimiyla sabit fazda tasinmasina dayanir. Gaz
kromatografisinde hareketli faz olarak genellikle helyum, azot veya hidrojen gibi gazlar
kullanilir. Gazin igerisinde bulunan su ve oksijen, sabit fazin bozulmasina neden oldugu i¢in

kullanilan gazlar olduk¢a saf olmali, su ve oksijen igermemelidir.

Karigimi olusturan bilesenler kolonda yer alan durgun faz ile etkilesimleri temelinde
birbirlerinden ayrilirlar. Kromatografide temel kural etkilesimi ¢ok olan bilesenin kolonu geg
terk etmesidir. Kolondan c¢ikan bilesenler, yine kolondan ¢ikis siralarina gore detektore
ulagarak, burada miktar1 ile orantili bir sinyal olustururlar. Dolayisi ile bilesenin kolondan
¢ikis zamani (ya da kolon tarafindan tutulmasi; retansiyon/alikonma zamani) ve maddenin
olusturdugu sinyalin biiytikliigii (pik yiiksekligi/pik alani) bilesenin tanimlanmasi ve kantite

edilmesi i¢in iki onemli parametredir.

Temel olarak bir gaz kromatografi cihazi, asagida belitilen kisimlardan olusmaktadir

(Sekil 32.)
1- Hareketli faz olarak kullanilan gazi saglayan bir gaz tiipii
2- Numunenin kolona verildigi numune giris kismi
3- Kromatografik ayirimin gergeklestigi kolon
4- Termostat olarak gorev yapan ve kolonun yer aldigi kolon firini
5- Madde sinyalini saptayan dedektor

6- Sonuclar1 kaydedecek ve bu sonuclar1 kromatogramlara doniistiirecek veri sistemi
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Sekil 32. Gaz kromatografisi cihazinin temel kisimlari

Derivatizasyon, gaz kromatografisinde sik¢a kullanilan bir yontemdir. Bir kimyasal
bilesigin tiirevleri olarak adlandirilan benzer kimyasal yapilara sahip iiriinlere doniistiiriilmesi
olarak tamimlanmaktadir. Genellikle, spesifik fonksiyonel bir grup derivatizasyon
reaksiyonunda, reaksiyona giren bilesigi reaktivite, ¢oziiniirlik, kaynama noktasi, erime
noktast veya kimyasal kompozisyon agisindan farklanmig tiirevlere dontistiiriir. Kimyasal
bilesiklere derivatizasyon ile ucuculuk gibi karakterlerin kazandirilmasi GC/MS ve GC-
MS/MS analizlerinde bu teknigin kullanilmasimin en biiyiik sebebidir. Sililasyon, oldukca
yaygin olarak kullanilan bir derivatizasyon yontemidir. Gaz kromatografisinde, ayirma
esnasinda problem yaratan tiim fonksiyonel gruplar (hidroksil, karboksilik asit, amin, tiyol,
fosfat) silasyon reaktifleri ile derivatize edilebilirler. Sililasyon, bilesikteki asidik bir
hidrojenin yerine -SiMe3 gibi bir alkilsilil grubunun ge¢gmesinden ibarettir. Olusan {riinler
genellikle daha az polar, daha ucucu ve termal olarak daha dayanikhidir. Sililasyonda en
yaygin olarak kullanilan kimyasallar trimetilsilil (TMS) reaktifleridir. Genis c¢apta
uygulanabilirlik ve kullanim kolaylig1 saglayan pek ¢ok TMS reaktifi mevcuttur. En yaygin
kullanilan TMS reaktiflerinin basinda BSTFA (N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroasetamid), BSA
(N,O-bis(trimetilsilil)asetamid) ve  MSTFA  (N-metil-N-trimetilsililtrifluoroasetamid)

gelmektedir.
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etkinlikle gerceklestirir, fakat tanimlanmasini yapamaz. Buna karsin kiitle spektrometresi
ayrintili yapisal bilgi saglayabilir. Her iki teknik de calisilan faz acisindan birbirleriyle
uyumludur. Her iki teknikte 6rnek gaz fazindadir ve ayni miktarda ornekle ilgilenir (tipik
olarak 1 ng'dan az). Ancak iki teknik arasinda c¢alisma basinci uyumsuzlugu vardir. Gaz
kromatografisinde 0rnegi tasiyan gazin basinci yaklasik 760 torr iken kiitle spektrometresi
10 ve 107 torr’luk bir basingla ¢alisir. Aradaki bu basing farkini azaltmak icin GC ile MS ara
baglant1 noktasi bulunur. Bu ara baglanti, GC’den gelen eliientin 760 torr basmcint 10° ve 10"
> torr basinca diisiirmekte ve aym zamanda se¢imli olarak analitin énemli bir kisminin kiitle
spektrometresine aktarimini saglamaktadir. Bu ara baglanti noktasi, tasiyici gaz ile organik
molekiilleri birbirinden ayirmaktadir. Tasiyict gaz daima helyum, hidrojen gibi difiizyon
katsayis1 yiiksek olan kii¢iik molekiillerdir. Buna karsin organik molekiillerin difiizyon

katsayist diistiktir.

Kiitle spektrometresi, molekiiliin buharlastirilmasi, iyonlastirilmasi ve olusan iyonlarin
kiitle/yliik (m/z) oranina gore ayrilmasi esasina dayanir. Molekiillerin farkli zamanlarda
kolondan ¢ikmasi kiitle spektrometresinin bu molekiilleri ayr1 ayr1 yakalamasina,
iyonlastirmasina, hiz kazandirmasina, yoniinii degistirmesine ve saptamasina izin verir. Kiitle
spektrometresi, bunu her bir molekiilii iyonize parcalara ayirarak ve bu pargalarin m/z oranini
kullanarak yapar. Iki kiitle analizériiniin ard arda geldigi sisteme sirali kiitle analizorii

(Tandem MS) adi verilir (Sekil 34.).

Genellikle bir kiitle spektrometrik analiz asagidaki su basamaklar1 kapsar:

e Gaz fazindaki o6rnek molekiiller iyon kaynaginda iyonize edilir ve yiikli
partikiiller (iyonlar) olusur.

e lyonlar elektriksel alan yaratilarak hizlandirihir. Elektromanyetik alandan
gecerken iyonlarin hareket 6zelliklerine gore m/z degerleri hesaplanir.

e m/z degerlerine gore ayrilmis olarak dedektdrden gegen iyon akimi, elektriksel
sinyale doniistiiriilerek tespit edilir.

e Veri sistemi bu elektriksel sinyallerin biiytikliiklerini m/z olarak kaydeder ve bu

veriyi kiitle spektrumuna doniistiirtir (Sekil 33.).
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Sekil 34. GC-MS/MS cihazi

Kiitle spektrometrisinde iyonlagsma farkli yontemlerle gerceklestirilmektedir. Elektron

carpisma iyonizasyonu (electron-impact ionization-EI), GC-MS/MS’de kullanilan en yaygin
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iyonlastirma seklidir. Bu yontemde 6rnek kiitle spektrometresinin iyon kaynaginin i¢ine gaz
halinde gonderilir ve burada molekiilii iyonlastiracak kadar enerjiye sahip bir elektron demeti

ile garpisir.
Reaksiyon asagidaki gibi gosterilebilir:
M(g+e -M™ (g +2¢

Burada olusan M** molekiiler iyonu ayn1 zamanda bir radikaldir ve kararsiz yapisindan

dolay1 par¢alanma egilimindedir.
M 1+. — M, "+Mn

Yukaridaki reaksiyon sonucu yapisal olarak karakteristik ve saptanabilir pargalar olusur

ve kiitle analizori tarafindan taninir.

GC/MS (Gaz kromatografi kiitle spektrometre) ile diisiikk konsantrasyonlarda DNA
hasarmin o6lgiilmesinde secilmis iyon monitorizasyonu (Selected Ion Monitoring-SIM)
kullanilir. Bu yontemle kompleks bir karisimda diisiik konsantrasyonda olan bilesikler
tanimlanir ve miktarlar1 belirlenir. Bu yontemin kullanilmasi ig¢in bilesigin kiitle
spektrumunun ve kolonda alikonma zamaninin bilinmesi gerekir. Bilesigin bir takim
karakteristik iyonu bilesik GC kolonundan eliie oldukca kiitle spektrometresi tarafindan es
zamanli olarak goriintiilenir. Eger bilesik karisim icinde mevcutsa, uygun yogunluktaki
iyonlarin sinyalleri bilinen tutulma zamanlarinda gorintilenir. Pozitif tanimlama i¢in
goriintlilenen iyonlarin sinyalleri ve yogunluklar1 bilesigin bilinen bir kiitle spektrumu ile

karsilastirilir (176) (Sekil 35.).
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Sekil 35. 4,6-diamino-5-formamidopirimidin’in trimetilsillil tiirevinin elektron ¢arpisma

kiitle spektrumu (176)
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Sekil 36. MRM modunda secilen ana iyon/iiriin iyon ikilisinin izlenmesi

GC-MS/MS’de SIM yontemine dayali olarak gelistirilen ¢oklu reaksiyon izleme
(MRM- Multiple Reaction Monitoring) metodu kullanilmaktadir. Analitin  GC’deki
kromatografik ayrimlanma zamani bilgisine ek olarak, MRM ile MS/MS’de o analite 6zgii ve
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daha 6nceden tanimlanmis birden fazla ana iyon/iiriin iyon(lar) ikilisinin (transition) izlenmesi

ile kantitasyonun kesinligi arttirilmis olur (177) (Sekil 36.).

,f'ﬁl 8-OH-Gua
= { |  m/z455(M**) > m/z440 (M** —*CH3)
| 8-OH-Gua-*N,
| | m/z 460 - m/z 445
'g RT: 13.4 dk

Yogunluk (cps)

13715 132 1325 133 1235 134 1345 138 1255 136 1365 137 1375 18

Reta.nsig;'on Z;ﬁ;lanl (..dk]
Sekil 37. 8-OHGua ve 8-OH-Gua-'"Ns iyon kromatogramlari

Bu yontemde ayrica, kantitasyonun giivenirliligini arttirmak amaciyla c¢alismanin
basinda her bir O0rnege belirli konsantrasyondaki stabil izotoplarla isaretlenmis internal
standart (IS) eklenmesiyle MS oncesi (ekstraksiyon, GC enjeksiyonu vb.) ve MS kosullarinda
(iyonizasyon vb.) olusabilecek degisiklikler normalize edilmis olur. Analizden 6nce DNA
ornegine uygun internal standartlar eklenerek kompleks karisimdaki bilesenlerin miktar
belirlenebilir. internal standartlar °C, N veya *H (déteryum) ile isaretlenebilir. Stabil izotop
isaretli IS’larin kimyasal 6zelligi, kromatografik ayrimlanma 6zellikleri, iyonizasyon etkinligi
ve fragment iyon dagilimi hedef analit ile aymdir. IS’in hedef analitten tek farki '>C yerine
BC iin, "N yerine "N in ve 'H atomu yerine “H (d6teryum) atomunun ge¢mesi nedeniyle
daha yiliksek molekiiler kiitleye sahip olmasidir (Sekil 37.). Tek bir GC-MS/MS deneyi
sirasinda birden ¢ok analitin 6l¢iimii miimkiindiir. Karisim igerisindeki bilesigin miktari,
karakteristik iyonlarin ve onlarin isaretli analoglarinin olusturduklari sinyal alanlarmin
Olciilmesi ile hesaplanir. Bilesigin miktar: ile karakteristik iyonunun sinyal alani arasindaki

iliski  Sekil 38’deki gibidir. Bilesigin ve isaretli standardinin fiziksel ve kimyasal

72



ozelliklerinin ayn1 olmasi, sadece kiitlelerinin farkli olmasi sebebiyle, sekildeki formiilde yer

alan “Faktor a / Faktor (std)” oran1 1’e esit olmaktadir.

Bilesigin miktan = Faktora Xiyonunverdigi sinyalinalan

Analogun (standart) miktari = Faktor(std) X iyonun(std) verdidisinyalin alan

Bilesigin miktan Faktora iyonunverdigisinyalinalan
= X
Analogun (standart) miktar Faktor (std) iyonun(std)verdigi sinyalinalan

Sekil 38. Bilesik miktar1 ile iyon-akim profilindeki sinyal alan1 arasindaki iliski
3.6.4.3.1. Olciim Oncesi Hazirhiklar

Alzheimer hastalarinda ve kontrol grubunda, 8-Hidroksiguanin (8-OH-Gua), 4,6-
diamino-5-formamidopirimidin  (FapyAde), 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin
(FapyGua), 5-hidroksi-5-metil-hidantoin (5-OH-5MeHyd), 5-Hidroksi-sitozin (5-OH-Cyt),
Timin-glikol (ThyGly), 5-Hidroksi-metil-urasil (5-OHMeUra), 5-Hidroksi-urasil (5-OH-Ura),
5,6-dihidroksi-urasil (5,6-diOH-Ura) degismis DNA bazlarinin 6l¢iimleri izotop diliisyonlu
gaz kromatografi-siral1 kiitle spektrometre (GC-MS/MS) ile gergeklestirildi. Modifiye
bazlarin kantitatif 6l¢limii, DNA 6rneklerine hidroliz oncesi stabil izotop isaretli analoglar

eklenerek gergeklestirildi.

Calisma basamaklari;

e DNA ornekleri (50 pg) tizerine belirli konsantrasyonlarda stabil izotop isaretli
analoglar eklenerek gece boyu Speed Vac’de kurutuldu. Internal standart olarak
eklenen stabil izotop isaretli analoglar;

o 8-OH-Gua-"Ns (0,206 mM)

o FapyAde- °C,"”N, (0,229 mM)

o FapyGua- °C,"N; (0,156 mM)

o 5-OH-5-MeHyd-"°C,"" N, (0,093 mM)
o 5-OH-Cyt-"C,"”N, (0,227 mM)

o ThyGly-d, (0,104 mM)

o 5-OHMeUra-"C,,d; (0,099 mM)

o 5-OH-Ura-"C4,"N; (0,128 mM)

o 5,6-diOH-Ura-"C,"”N, (0,121 mM)
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Ertesi giin kuruyan ornekler 50 pL inkiibasyon tamponu (50 mM Fosfat
tamponu (pH 7.4), 100 mM KCI, 1 mM EDTA ve 0.1 mM ditiyotreitol)
igerisinde ¢oziildii.

Coziilen ornekler iizerine 2 pg Nth (5.5 pg/ uL) ve 2 pg Fpg (4.0 pg/ pl)
enzimleri eklendi ve hidroliz i¢in su banyosunda 37 °C’de 1 saat boyunca
inkiibe edildi. Fpg ve Nth literatiirde tanimlandig1 gibi izole edildi (112, 178).
Orneklerin iizerine reaksiyonun durdurulmasi i¢in 150 pL soguk susuz etanol
eklendi ve -20 °C’de 1 saat boyunca bekletildi.

Dondurucudan alinan 6rnekler 14000 rpm’de +4 °C’de 30 dakika santrifiij
edildi.

Stipernatan cam ampullere aktarildi. Speed-vac’da etanoliin uzaklasmasi
saglandi (~45-60 dakika).

Etanolii uzaklagsmis orneklerin tizerine 200 pL saf su eklendi. Ampullerin tizeri
kagit bez ile kapatilarak paket lastigi ile sabitlendi. S1v1 azot yardimiyla 6rnekler
donduruldu ve gece boyunca Freeze-dry’da liyofilize edildi. ikinci giin bu
orneklerde derivatizasyon islemi gerceklestirildi (Sekil 39.).

Liyofilize edilmis siipernatan fraksiyonlarinin iizerine ¢eker ocak altinda 30 pL
BSTFA (% 1, v/v) ve 30 puL piridin (1:1, v/v) eklendi. Orneklerin iizerinden azot
gaz1 geeirildi ve kapaklar miihiirlenerek kapatildi. 120 °C’de 30 dakika boyunca
inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra sogutulan 6rnekler hamilton enjektdrii ile kapaklari
acilmadan enjeksiyon ampullerine (insert vialler) aktarildi. Bu ampullerin de

agz1 miihiirlenerek sikica kapatildiktan sonra GC-MS/MS cihazina yiiklendi.

/c‘)J\ O&CHz)s
N = N
N S 0Si(CH NZ
LI - ol s g™
SN {CHak (CHa)sSHN S~

Sli(CHg)g
8-hydroxyguanine

Sekil 39. DNA okside bazi1 8-hidoksiguanin’in trimetilsilayon ile derivatizasyonu
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3.6.4.3.2. Olciim Yontemi

Modifiye bazlarin karakteristik iyonlar1 arasindan segilen ana iyon-iiriin iyon ¢iftleri
(transitions) MRM (Multiple Reaction Monitoring) modunda monitorize edildi. Bilesiklerin
kantitasyonu, iyonlara ait sinyal alanlarinin integrasyonuyla gergeklestirildi. Sonuglar lezyon

say1s1/10° DNA baz1 olarak ifade edildi.
Her {iriin i¢in belirlenen ana iyon-iiriin iyon ¢iftleri;

= FapyAde, m/z 369 (M™*) — m/z 354 (M"*— *CHs); FapyAde- °C,"”N,, m/z 372 — m/z
357

= FapyGua, m/z 457 (M"*) — m/z 368 (M"® — TMSO®); FapyGua- *C,"’N,; m/z 460 —
m/z 371

»  8-OH-Gua, m/z 455 (M™®) — m/z 440 (M™ — *CH3); 8-OH-Gua-'""Ns, m/z 460 — m/z
445

= 5-OH-5-MeHyd, m/z 346 (M"*) — m/z 331 (M"*— *CHs); 5-OH-5-MeHyd-""C,"*N,, m/z
349 — m/z 334

* ThyGly, m/z 448 (M"*) — m/z 259 (M"* — TMSO®); ThyGly-d, m/z 452 — m/z 262

= 5-OH-Cyt, m/z 343 (M™®) — m/z 342 (M™® —* H); 5-OH-Cyt-">C,"°N,, m/z 346 — m/z
345

= 5-OHMeUra, m/z 358 (M) — m/z 343 (M™® —*CHjs); 5-OHMeUra-"Cy,d,, m/z 362 —
m/z 347

»  5-OH-Ura, m/z 344 (M™) - m/z 329 (M™® —°CH3); 5-OH-Ura-"*C,,"’N,, m/z 350 —
m/z 335

= 5,6-diOH-Ura, m/z 432 (M™*) - m/z 417 (M™® —"CH3); 5,6-diOH-Ura-""C,"’N, m/z 435
— m/z 420

Analizlerde % 5 c¢apraz bagli fenilmetilsilikon kapl (0.33 pum) yiiksek ¢oziiniirliikte
erimis-silika kapiller kolon (12.5 m, 0.2 mm i.d) sabit faz, asir1 safliktaki helyum gaz1 ise
tastyici faz olarak kullanildi. Enjeksiyon portu ve GC-MS/MS arayiizii sirastyla 250 ve 280
°C’de tutuldu. Kolon bag1 basinci ise 65 kPa olarak ayarlandi. Derivatize edilmis 6rneklerin 4
uL’si otomatik enjektor ile GC kolununa enjekte edildi. Boliinme orani elektronik olarak
1:10’a ayarlandi. Kiitle spektrometresi ile yapilan analizler e” iyonizasyon modunda 70 eV’da

gerceklestirildi. Gaz kromatografisinin firm sicakligi 130 °C’den 280 °C’ye (ilk iki dakika
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130 °C’de, sonrasinda 8 °C/dakika hizla artacak sekilde) ayarlandi. Septum gazi akis hiz1 3
mL/dak. olarak ayarlandi. Iyon kaynaginin sicakliklar1 sirasiyla Quad 1 ve Quad 2 igin 230
°C, 150 °C ve 150 °C olarak ayarlandi. Triple Quad Collision hiicresindeki “He quench” gaz
ve “N; collision” gazlarmin akiglar1 siras1 ile 2.25 mL/dak and 1.5 mL/dak olacak sekilde

ayarland1 (165).
3.6.5 DNA Onarim Enzimleri Ekspresyon Diizeyi Calismalari
3.6.5.1. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction - PCR), DNA igerisinde yer
alan, dizisi bilinen 6zgiin bir bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak i¢in uygulanan tepkimelere
verilen ortak bir isimdir. PCR yaygin olarak tibbi ve biyolojik arastirma laboratuvarlarinda
kalitsal hastaliklarin teshisi, genetik parmak izlerinin tanimlanmasi, bulasici hastaliklarin
teshisi, genlerin klonlanmasi, babalik testi ve DNA hesaplamasi vb. gibi degisik konularda
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

PCR islemi, genel olarak 30-40 dongiiden olusur ve her bir dongiide {i¢ temel basamak

bulunmaktadir (Sekil 40.).

1) Denatiirasyon basamagi (90-95 °C): Denatiirasyon basamaginda, ¢ogaltilacak DNA
denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir ve biitiin enzimatik reaksiyonlar durur (6rnegin, bir

onceki dongiiniin uzama basamagi)

2) Primer baglanmasi (50-70 °C): Bu basamakta sicaklik 50-70°C arasinda bir degere
diistiriilir ve primerlerin tek zincirli hale getirilmis DNA‘ya baglanmasi saglanir. Bu
primerler ¢ogaltilacak DNA kisminin uglarindaki tamamlayict dizilere 6zgilil olarak

baglanarak kalip DNA ‘nin sentezi i¢in baslangi¢ gorevi yapar.

3) Elongasyon (Uzama) (70-75 °C): Baglanma siiresi bitince sicaklik 70-75°C‘ye
cikarilarak, sistem icerisinde bulunan ve sicaga dayaniklit DNA polimeraz (Taq polimeraz)
enzimi, DNA zincirini 5'—3’ dogrultusunda ortamdaki deoksiniikleosid trifosfatlar1 (ANTP)
kullanarak, primerlerin 3" ucuna niikleotidleri yerlestirir. Boylelikle zincir uzamasi saglanir ve

hedef DNA sekansinin bir kopyasi elde edilir.
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Sekil 40. Polimeraz zincir reaksiyonu basamaklari

Ard arda tekrarlanan denatiirasyon, primer baglanmasi ve uzama basamaklariyla DNA
sekanslart tissel olarak artar. Bu iissel artisin nedeni bir déngii sonucu sentezlenen iiriiniin
ardigtk dongilide primer i¢in kalip gorevi gormesidir. Boylece her PCR dongiisi DNA

molekiilii izerinde istenilen bolgenin iki katina ¢ikmasi ile sonuglanir.

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time Polymerase Chain Reaction,
RT-PCR) ozellikle gen ekspresyon calismalarinda kullanimi yerlesmis bir yontemdir (179).
RT-PCR, dongiiler sirasinda reaksiyonlardan floresan sinyal toplayarak siirekli analize olanak
verir. Ekspresyonun yani sira amplifikasyonlar, delesyonlar ve nokta mutasyonlarmin da
calisilmasina olanak saglayan bu yontemin istiinliigii hizinda ve {irtinlerin birikiminin gergek
zamanl izlenebilmesinde yatmaktadir (180). RT-PCR teknigi kullanilarak gen ekspresyonu
analizi yapilabilmesi i¢in Oncelikle total RNA veya mRNA izolasyonu, daha sonra reverse
transkriptaz tarafindan komplementer DNA (cDNA) sentezi ve son olarak RT-PCR isleminin
uygulanmas1 gereklidir. Floresan kaynagi olarak primerlere bagli ya da onlardan bagimsiz
floresan isaretleyiciler kullanilir. En sik kullanilanlar arasinda hidroliz problari, hibridizayon
problar;, TaqMan® problari, Molecular Beacon® problart ve SYBR® Green I boyasi

bulunmaktadir.
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Sekil 41. SYBR" Green I boyasi etki mekanizmasi

SYBR®™ Green | boyasi reaksiyonda ¢ogalan her tiirli ¢ift zincirli DNA’ya nonspesifik
olarak baglanir ve cift zincirli DNA’nin artisiyla orantili olarak floresan sinyal verir (180)
(Sekil 41.). Primerin baglanmasini takiben gergeklestirilen uzama asamasinda hedef DNA ‘nin
¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA ‘ya baglanan SYBR®™ Green I miktar1 artmakta ve buna baglh
olarak yayilan floresans miktarinda artis gézlenmektedir. PCR reaksiyonunda amplifikasyon
iirtinlerinin elongasyonu (uzamasi) esnasinda SYBR® Green 1 iiriinlere baglanir ve
elongasyon sathasinin sonunda maksimuma ulasir. Bu sathada 530 nm de florasan degeri
okunur ve iiriin miktar1 belirleni. SYBR® Green 1 olduk¢a stabil bir boyadir, 30

amplifikasyon dongiisii sonunda sadece % 6 oraninda aktivite kayb1 gosterir.

SYBR"™ Green I boyasi sekans spesifik olmayip, herhangi bir ¢ift sarmal DNA ya
baglandigindan yontemin kisithiligi non-spesifik iriinlerin alinan sinyal degerlerine
katilabilmesidir. Ayrica, ¢ift sarmal DNA’ya entegre olan SYBR® Green I ortamda hedef
molekiiller olmadiginda, primerlerin kendi aralarindaki baglanmalar (primer dimer)
sonucunda da yapiya katilarak floresans olusumuna sebep olabilmektedir. Bu olumsuz faktorii
gidermek i¢in amplifikasyon triinlerinin melting curve (erime egrisi) analizi yapilmaktadir.
Her c¢ift sarmal DNA, kendine 6zgii erime sicaklig1 (Tm, ¢ift sarmal DNA’nin %50’sinin tek
sarmal hale gelmesi icin gerekli sicaklik) degerine sahiptir. PCR ¢ogalmasimin ardindan
sicaklik yavas yavas yiikseltilerek, belirli araliklarla tiipteki floresans miktar1 kaydedilir. Cift
sarmal DNA zincirleri birbirinden ayrilmaya baslaymca SYBR® Green I boya serbest
kalmakta ve floresans miktar1 azalmaktadir. Denatiirasyon oldugunda floresans sinyal aniden
diismektedir. Erime egrisinden yararlanilarak amplikonun Tm derecesi saptanabilmektedir.
Incelenen ornege ait Tm derecesi, aym kosullarda isleme alinan pozitif kontroliin Tm

derecesiyle karsilastirilarak, PCR sonucunun dogru veya hatali olduguna karar verilmektedir.
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Ayrica ¢ogaltilan fragmana uygun degerde tek bir pik alinmasi da reaksiyonda spesifik
olmayan iirlinlerin olmadigini gostermektedir. Ayni zamanda elde edilen iiriinler agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiilmeli ve spesifik olmayan tiriinlerin olup olmadigi teyid edilmelidir.

RT-PCR analizlerinde genel olarak mutlak (absolute) ya da goreceli (relative) olmak
tizere iki kantitatif 6l¢lim stratejisi izlenebilir. Mutlak kantitatif dl¢ctimde elde edilen sinyaller
onceden hazirlanmis bir kalibrasyon egrisi yardimiyla kopya sayisina gore hesaplanarak
sonug verir. Goreceli kantitatif 6l¢iimde ise, belli bir RNA’nin ekspresyon seviyelerindeki
degisimin bir baska RNA’nin ekspresyon seviyesine gore oraninin Olciilmesine dayanir.
Goreceli ol¢iimde kesin konsantrasyonlar1 bilinen standartlara ya da kalibrasyon egrisine
ithtiya¢ yoktur, dizisi bilindigi siirece her tiirlii transkript referans olarak kullanilabilir. En sik
kullanilan referanslar sabit ekspresyonu bilinen genler (house-keeping genler) ve evrensel ya
da yapay kontrol RNA/DNA molekiilleridir. Goreceli kantitatif l¢iimde bir basamak daha
eklenerek bu goreceli sonuglar bir kontrol 6rnege, tedavisiz bir 6rnege ya da olgunun sifir

anindaki 6rnegine oranlanabilir. Bu basamaga normalizasyon adi verilir (181).
3.6.5.2. RNA izolasyonu

Orneklerde total RNA izolasyonu GeneJet RNA Purification Kit (Fermentas, MA,
USA) ile gerceklestirildi. Gruplardan alinan EDTA’In kan ornekleri ayni giin igerisinde
calisildi. Toplam 500 pLL EDTA’] tam kan 6rnegi kullanildi.

Kit icerigi;
e Proteinaz K
e Lizis tamponu
e Yikama tamponu 1 (Kullanim 6ncesi lizerine 10 mL %96-100’liik etanol eklenir)
e Yikama tamponu 2 (Kullanim 6ncesi lizerine 39 mL %96-100’liik etanol eklenir)
e Niikleaz icermeyen su

e GeneJET RNA purifikasyon kolonlari
e Toplama tiipleri (1.5 ve 2 mL’lik)

Uvgulama Basamaklari

e 500 pL EDTA’l1 tam kan 400xg’de 5 dak. +4°C’ de santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi iistte kalan plazma kismi atildi.
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Pellet 600 pL lizis tamponu (12 pL 14.3 M B-Merkaptoetanol igeren) iginde pipetaj
yaparak ¢oziildii.

Uzerine 450 uL %96-100’liik etanol eklendi ve pipetaj yapildi.

Lizatin 700 pL’si kitin icerisinde varolan GeneJet RNA purifikasyon kolonuna
aktarildi. Kolon oda sicakliginda 12000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.

Kolonun altinda kalan kisim atildi1 ve kolonun iizerine tekrar kalan lizat eklendi. Kolon
oda sicakliginda 12000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.

Kolon yeni bir toplama tiipii lizerine konuldu.

Kolon iizerine 700 pL “yikama tamponu 17 eklendi. Kolon oda sicakliginda
12000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii igerisinde kalan kisim atild1.
Kolon iizerine 600 pL “yikama tamponu 2” eklendi. Kolon oda sicakliginda
12000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii igerisinde kalan kisim atild1.
Kolon iizerine 250 pL “yikama tamponu 2” eklendi. Kolon oda sicakliginda
12000xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii igerisinde kalan kisim atild1.
Kolonun alt kisminda bulunan toplama tiipii atildi ve yerine eppendorf tiip konuldu.
Kolon iizerine 50 pL “nuclease icermeyen su” eklendi. Kolon oda sicakliginda
12000xg’de 1 dakika santrifiij edilerek RNA igeren kismin eppendorf tiipte kalmasi
saglandi. Kolon kismi atildi ve izole edilen RNA 6rnekleri buz {izerine alinip saflik ve
miktar tayinleri yapildi.

RNA ornekleri cDNA islemi gerceklestirilene kadar -80 “C de saklandi.

Spektrofotometre cihazi ile orneklerin 260 nm ve 280 nm‘de absorbanslar1 ol¢iildii.

RNA konsantrasyonu asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.
Konsantrasyon= A260nm x Seyreltme faktorii x 40 pg/mL
3.6.5.3. RNA’nin % 1 Formaldehit Agaroz Jelde Goriintiilenmesi

Izole edilen RNA 6rneklerinin biitiinliigiinii degerlendirmek amaciyla, RNA ornekleri

% 1 Formaldehit agaroz jelde goriintiilendi. Cogu RNA’lar intramolekiiler baz eslesmesinden

dolay1r sekonder yapilar olustururlar. Bu durum elektroforez sirasinda molekiil boyutuna goére

orneklerin dogru bir sekilde go¢ etmesine engel olur. Bu nedenle RNA Ornekleri

gorlntiilenirken jele, yliriitme tamponuna ve 6rnek yiikleme tamponuna denatiirasyon ajani

olan formaldehit eklenir ayrica 6rneklerin 1s1yla denatlirasyonu saglanir.
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izole Edilen RNA Orneklerinin Jelde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

Uvygulama Basamaklari;

1. RNA o6rnek yiikleme tamponu ile RNA ornekleri karistirilarak her kuyucukta 2 pg
RNA olacak sekilde hazirlandi.

2. Hazirlanan Ornekler 65°C¢de 15 dakika inkiibe edildi ve bu siire sonunda hizla buz

igerisine alindi.

3. Daha once hazirlanan % 1 formaldehit agaroz jel, elektroforez sistemine yerlestirildi

ve lizerine 1X FA yiirlitme tamponu konuldu.
4. Taraklar jelden dikkatlice ¢ikarildiktan sonra 6rnekler kuyucuklara yiiklendi.

5. 80V sabit diren¢ ve 50mA akimda 30-45 dakika elektroforez uygulandi ve jeller

goriintlileme cihazinda (Vilber Lourmat, Fransa) goriintiilendi.
Kullanilan ¢ézeltiler ve 6zellikleri Tablo 7.’de gdsterildi.

Tablo 7. % 1 Formaldehit agaroz jel yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltiler Ozellikleri
5X Formaldehit (FA) Jel Tamponu 5 mM EDTA, pH 8.0, 100 mM MOPS
40 mM Sodyum Asetat
%1’lik Agaroz Jel (75 mL i¢in) 0,75 gr agaroz, 1X FA Jel Tamponu

2.2 M %37 Formaldehit

46,65 mL RNaz icermeyen dH,O
RNA Ornek Yiikleme Tamponu 1 mM EDTA pH 8,0

9% 3’7 Formaldehit

% 50 Gliserol

% 0,25 Bromfenol Blue

Formamid
5X FA Jel Tamponu
1 pg/mL Etidyum Bromiir

1X FA Yiiriitme Tamponu 120 mL 5X FA Jel Tamponu
480 mL RNaz icermeyen dH,O
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3.6.5.4. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

RNA orneklerinden cDNA eldesi First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, MA,
USA) ile gerceklestirildi. Konsantrasyonu 2,5 g /mL olan RNA 6rnegi kullanildi.

Master Mix icerigi;

Oligo(dt);g primer 1 uL

Total RNA 6rnegi 2.5 pg /mL

Toplam hacim “nuclease free water” ile 11 pL’ye tamamlandi ve RNA sekonder
yapilarinin denatiirasyonu amaciyla tiipler, Thermal Block Cycler PCR cihazinda

65°C*de 10 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda 6rnekler hemen buza alind1.

5x reaction buffer 4 uL
RNase inhibitor (20 u/pL) 1 uL
10 mM DNTP 2 uL
M-MulV Reverse Transcriptase (20 u/uL) 2 ulL

Ornekler buz iizerinde iken yukaridaki reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon
karigiminin igerigi her bir 6rnek i¢in; 4uL reaksiyon tamponu (5x), 1 pL. RNase inhibitor (20
u/puLl), 2 uL 10 mM DNTP ve 2 puL. M-MulV Reverse Transcriptase (20 u/puL). Bu reaksiyon

karisimindan her bir 6rnege 9uL eklendi.

Orneklerden termal cyclerda 37 °C de 60 dak, 70 °C de 5 dak ve 4 C° oo zaman olarak
kurulan PCR protokoliiyle cDNA islemi gergeklestirildi. cDNA f{iriinlerinin kontrolii Dream
Taq Green PCR Master Mix (Fermentas, MA, USA) kiti ile ger¢eklestirildi.

Kullanilan GAPDH (Glukoz 6-Fosfat dehidrohenaz) primerleri (10 pM);
Forward:

5’-CAAGGTCAATCCATGACAACCTTTG-3’

Reverse:

5’- GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3’

Ornekler ¢alisilincaya kadar -80°C de saklandi.
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3.6.5.5. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Calismalari

RT-PCR c¢aligmalar1 Maxima Sybr Green qPCR Master Mix (2x) (Fermentas, MA,
USA) kiti ile gergeklestirildi. OGG1 ve NEIL1 ekspresyonlarinin belirlenmesi i¢in tiger farkl
primer seti (OGG1 253a-b, 385 a-b, 955a-b, NEIL1 3a-b, 192a-b, GKllla-b) ile
optimizasyon caligmalar1 gergeklestirildi. B-aktin “housekeeping gen” olarak kullanildi.

Optimizasyon c¢aligsmalarina ait bulgular EK-4’te verilmektedir.

Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda hem RT-PCR erime egrisi analizinde tek pik veren
hem de agaroz jel elektoroforezinde tek bant olarak goriilen tiriinleri ¢ogaltmak i¢in kullanilan
uygun OGG1, NEIL1 primer setlerinden biri (OGGI i¢in 955a-b primer seti, NEIL1 i¢in
GKl11la-b primer seti) ile asil galigmalar gergeklestirildi. Ornek sayisma gére Master mix
hazirland1 (Tablo 9.). RT-PCR c¢alismas: i¢in uygun PCR protokolii (Tablo 10.) optimize
edildi.

Kullanilan primerlerin dizileri ve amplikon uzunluklar1 Tablo 8.’de verilmistir.

Tablo 8. Primer dizileri ve PCR {irtin uzunluklari

PCR
Primer Adi Primer Dizisi Uriin
Uzunlugu

0GG1 (955a)-F 5’ -CCGAGGAGACAAGAGCCAGG- 3’ 182 bps
0GG1 (955b)-R 5’ -CGATGGGGTCTTGTCGCAGC- 3°
NEIL1(GK111a)-F 57 -CGGCGGCTGCGTGGAGAAGTC- 3’
NEIL1(GK111b)-R 5’ -GTCCCAGCGGCCGAACCGGC- 3° 300 bps
B-AKT?N-F 5’ -CCACACTGTGCCCATCTACG- ¥ 99 bps
B-AKTIN-R 5’ -AGGATCTTCATGAGGTAGTCAGTCAG- 3’
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Tablo 9. RT-PCR Master mix icerigi

Reaktifler Tek ornek igcin miktar
PCR grade dH,0 4,5 uL

Forward Primer (5 uM) 1,5 uL

Reverse Primer (5 pM) 1,5 uL

Sybr green PCR Mmix 12,5 uL

cDNA 0Ornegi 5uL

Toplam 25 uL

Mastermix ve cDNA 0Ornegi dnceden sogutulmus kapiller tiiplere konuldu.

Kapiller

tiipler 800 rpm’de 30 saniye spin yapilarak karisimin kapillerin dibinde toplanmasi saglandi.

Kapiller tiipler cihaz rotoruna yerlestirildi. Amplifikasyon LightCycler 1.5 RT-PCR cihazinda

gerceklestirildi. Her bir 6rnek uygun PCR protokoliiyle 3’er kez ¢aligildi. Cikan sonuglarin

ortalamalar1 hesaplandi.

Tablo 10. RT-PCR Protokolii

Islem Sicakhk | Siire Artis Veri
(°Cls) Alimi
1.Denatiirasyon | Ik 95 °C 5 20 -
(1 siklus) denatiirasyon
2.Amplifikasyon | Denatiirasyon | 95 °C 15 20 -
(40 siklus)
Baglanma 65 °C 10’ 20 -
Uzama 72 °C 30" 20 Tek
3.Erime egrisi Denatiirasyon | 95 °C 0 20 -
(1 siklus)
“Reannealing” | 65 °C 15 20 -
Denatiirasyon | 95 °C 0 0,1 Siirekli
4.Soguma Soguma 40 °C 30” 20 -
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3.6.5.6. % 1,5’lik Agaroz Jel Elektroforezi

RT- PCR sonucunda beklenen {iriiniin elde edilip edilmedigini anlayabilmek i¢in her bir
reaksiyonun 10 pL’si, %1,5’lik agaroz jelde yiiriitiilerek bantlar kontrol edildi. Kullanilan
¢oOzeltiler Tablo 11.’de gdosterildi.

Tablo 11. % 1,5 agaroz jel yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltiler Ozellikleri
TAE 50X Tamponu (1 L i¢in) 242 gr Trizma Baz

57,1 mL Glasiyel asetik asit
100 mL 0.5 M EDTA (pH:8,0)

%1,5 Agaroz Jel (50 mL i¢in) 0,75 gr Agaroz

10 pL Etidyum bromiir (1 mg/mL)
1000 uL TAE 50x

50 mL’ye dH,0 ile tamamlanir.

5X Ornek Yiikleme Tamponu 250 mg Bromfenol mavisi
3 mL Gliserol
7 mL dH,O

1X TAE Yiiriitme Tamponu 12 mL TAE 50X Tamponu

600 mL’ye dH,O ile tamamlanur.

Uvygulama Basamaklari;

1. Daha 6nce hazirlanan % 1,5 agaroz jel, elektroforez sistemine yerlestirildi ve {lizerine

1X TAE yiiriitme tamponu konuldu.
2. 5X ornek yilikleme tamponu (2 pL) ile drnekler (10 uL) karistirildi.

3. Ayn1 zamanda “DNA Molecular Weight Marker XIV (100 bp ladder)” da 6rneklerle
birlikte jele yiiklendi. 2 pL 5X 6rnek yilikleme tamponu ile 2 pL marker karistirildi.

4. Taraklar jelden dikkatlice ¢ikarildiktan sonra ornekler ve marker kuyucuklara

yiiklendi.

5. 80V sabit potansiyel, SOmA akimda 30-45 dakika elektroforez uygulandi ve jeller

Vilber Lourmat cihazinda goriintiilendi.
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3.6.5.7. OGG1 ve NEIL1 mRNA Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

RT-PCR isleminde elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde genellikle kullanilan iki
yontemden birisi olan goreceli kantifikasyon (karsilastirmali Ct) metodu ile; bir internal
kontrol (6rn: bir bagska gen lokusu) kullanilarak, PCR’nin {iistel fazinda amplifikasyonlar1
karsilastirilarak gen ekspresyon diizeyleri yorumlandi. Ct (treshold cycle) degeri esik degere

ulagsmak i¢in gerekli dongii sayis1 olarak tanimlanmaktadir (182).

Kontrol (referans) ile arastirilan gen bdlgesinin arasindaki Ct (cycle of treshold) deger

farklilig1 “housekeeping gen” ile normalize edilip AACt orani hesaplanarak bulundu.
[delta] [delta] Ct = [delta] Ct, 6rnek - [delta] Ct, referans

Bu formiile gore; [delta] Ct Ornek, ilgilenilen 6rnege ait Ct degeri ile housekeeping
genin Ct deger farkliligi hesaplanarak, [delta] Ct referans ise, kontrole ait Ct degeri ile
housekeeping genin Ct deger farkliligi hesaplanarak bulundu. Karsilastirmali Ct metoduna
gore gen ekspresyon diizeyleri, elde edilen bu degerlerin 2 9 14!l € formiiliinde yerine

konulmasi ile yorumlandi (182,183).
3.6.6. Matriks Metalloproteinazlar ve inhibitorlerinin Analizi

Heparinli plazma 6rneklerinde MMP2, MMP9, TIMP1 ve TIMP2 diizeyleri sandwich
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) (RayBio Human MMP-2, MMP9, TIMP1
ve TIMP2 ELISA Kitleri-Norcross, GA, USA) yontemi ile 6l¢iildii.

ELISA yontemine gore, standartlar ve Ornekler immobilize poliklonal antikorlar ve
HRP (horseradish peroxidase) ile konjuge poliklonal spesifik antikorlar arasinda sandviglendi.
Baglanmamis materyallerin yikama ile uzaklastirilmasindan sonra HRP enzim substratinin
(perborate/3,3',5,5'-tetramethylbenzidine) eklenmesinden bir siire sonra islem durdurularak
olusan renk 450 nm. dalga boyunda 6l¢iildii. MMP’ler ve inhibitorlerinin degerleri, ¢izilen

standart grafikten yararlanilarak, ng/mL olarak hesaplandi.

TIMP1 ve TIMP2 calismasinda ornekler diliisyon tamponu ile 1/300 oraninda, MMP9
calismasinda 1/200 oraninda diliie edilerek, MMP2 calismasinda ise ornekler diliisyonsuz

calisildi. Saptanan degerler diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak gergek degerlere ulasildi.
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Std. Konsantrasyonlari:

*  MMP2: 800, 320, 128, 51.2, 20.5, 8.2, 3.3 ng/mL

*  MMP9: 18000, 6000, 2000, 666.7, 222.2, 74.07, 24.69, 8.23 pg/mL
« TIMPI: 18000, 6000, 2000, 666.7, 222.2, 74.07, 24.69 pg/mL

«  TIMP2: 1200, 400, 133.3, 44.4, 14.8, 4.9, 1.6 pg/mL

Uvygulama Adimlari

1. 96 kuyucuklu bir mikroplak iizerine kor, standart ve drneklerden 100’er puL konuldu

ve plagin tlizeri kapatildi.
2. 2,5 saat oda sicakliginda mikroplak calkalayicida hafif¢e karistirilarak inkiibe edildi.
3. Kuyucuklardaki ¢ozelti dokiildii ve yikama tamponu ile 4 kere yikama yapildu.

4. Her kuyucuga 100’er pL biyotinlenmis antikor konuldu ve hafifce karistirilarak oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

5. Kuyucuklardaki ¢ozelti dokiildii ve yikama tamponu ile 4 kez yikama yapildu.

6. Her kuyucuga 100’er uL. HRP-Streptavidin ¢6zeltisi konuldu ve hafifce karistirilarak
oda sicakliginda 45 dakika inkiibe edildi.

7. Kuyucuklardaki ¢ozelti dokiildii ve yikama tamponu ile 4 kere yikama yapildi.

8. Her kuyucuga 100’er pL “TMB-One Step Substrate” reaktifi konuldu ve hafifce
karistirtlarak oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

9. Daha sonra her kuyucuga 50’ser uL “Stop Solution” eklendi

10. ELISA okuyucuda 450/630 nm’de Ornek ve standartlarin absorbans degerleri

okundu.

11. Elde edilen absorbans verileri ve karsilik gelen standart konsantrasyonlari
kullanilarak logaritmik skalada 4 ayr1 ELISA ¢alismasi icin standart grafikler ¢izildi (Sekil 42,
43, 44, 45.) ve bu grafiklerden yararlanilarak 6rneklerin total MMP2, MMP9, TIMP1 ve

TIMP2 konsantrasyonlar1 hesaplandi. Tiim sonuc¢lar ng/mL olarak ifade edildi.

87



MMP2 Grafigi

1001y = [1E-06x2 + 0,003 1x + 0,0354
R?=10,99
E
=3
e
2
=3
w
I
g 0,1
4
0,01
10 100 1000
Konsantrasyon (ng/mL)
Sekil 42. MMP2 caligmas standart egrisi
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Sekil 43. MMP9 caligsmas1 standart egrisi
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TIMP1 Grafigi
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Sekil 44. TIMP1 ¢alismasi standart egrisi

TIMP2 GRAFIGi
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Sekil 45. TIMP2 caligsmasi standart egrisi
3.6.7. Lipid Hasar1 Calismalari

Alzheimer hasta ve kontrol gruplarinda oksidatif stres sonucu olusan lipid hasarini

arastirmak i¢in malondialdehit (MDA) diizeyi 6l¢iimii yapildi.
3.6.7.1. HPLC Yontemi ile MDA Ol¢iimiiniin Temel ilkesi
MDA analizi yiiksek performansl sivi kromatografi (HPLC) teknigi ile gergeklestirildi.

MDA, 95 °C’de tiobarbiitirik asit (TBA) ile inkiibe edilince TBA-MDA bilesigi olusur ve
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olusan bu yap1 515 nm’de eksitasyon 553 nm’de ise emisyon verir. Bilinen konsantrasyonlara

kars1 Olgiilen piklerin altindaki alan ile olusturulmus standart egri, orneklerdeki MDA
miktarini belirlemede kullanildi (Sekil 46.). MDA konsantrasyonu pmol/L olarak ifade edildi.

Herbir 6rnek ve standartlar duplike calisildi.

3.6.7.2. Analiz Kosullar:

Kolon: 150x 4,6mm 5uM tanecik capinda C18 kolon (GL Sciences/Inertsil
ODS-3) kullanild.

Mobil faz: KH,PO4(0,01M) ve KoHPO4(0,01M) %30 metanol igerecek sekilde
hazirlandi. Potasyum fosfat tamponu pH:7 olacak sekilde ayarlandi. Mobil faz 0,2 pm

capinda filtreden gecirilerek siiziildii.

Mobil faz akis hiz1 0,8 mL/dakika, firin sicakligi 30 °C, gradiyent programi

izokratik olarak ayarlandi.

Dedektor: Floresans (eksitasyon 515 nm, emisyon 553 nm)

Standart icin ¢ézgen: Saf su kullanildi.

Uvygulama basamaklari;

40 uL, ornek (plazma) veya standart (1,1,3,3 tetraethoxy propane %97 d=0.92
sigma T 9889) kapakli cam tiiplere kondu.

100 pL saf su ilave edildi.

20 pL, 2,8 mmol/L biitillenmis hidroksi toluen (BHT, etanolde) ilave edildi.

40 pL, % 8,1I’lik SDS eklendi. 600 uL TBA eklendi. (8 g/L TBA+Asetik asit
karigimi ilave edildi. TBA, 200 mL/L asetik asid ile 1:1 dilue edildi, 2 M NaOH
ile pH 3.5’e ayarlandi)

95 *C’de su banyosunda 1 saat bekletildi. Su banyosundan ¢ikarildiktan sonra
ornekler buz tizerinde sogutuldu.

200 pL saf su, 1000 pL biitanol:piridin (15:1) ilave edildi ve tam 1 dakika
vortekslenerek karistirildi. Tiipler 2-3 dakika bekletildi.

Renkli iist (organik) fazin kendiliginden ayrildign gozlendi. Ust fazlar eppendorf
tiiplerine alindi. 10000 rpm’de 5-10 dakika santrifiij edildi.

HPLC cihazina 10 pL enjeksiyon yapildi.
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e (.75, 1.5, 3, 5, 10, 20, 40 umol/L konsantrasyonlara karsi Olciilen piklerin
altindaki alan ile olusturulmus standart egri kullanilarak 6rneklerdeki MDA

miktarlar1 belirlendi (Sekil 46.).
e Sonuglar umol/L olarak ifade edildi.
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Sekil 46. MDA ¢alismasi standart egrisi ve 0rnek analiz ¢alismast
3.6.8. Protein Hasar1 Calismalan

Heparinli plazma orneklerinde nitrotirozin diizeyi sandwich ELISA (OxisResearch-
Bioxytech ELISA Kit, USA) yontemi ile 6l¢iildii. On calisma sonuglart dogrultusunda

ornekler diliie edilmeden caligildi.
Std. Konsantrasyon Degerleri; 1500, 500, 166.7, 55.6, 18.5, 6.2, 2.1, 0.69 nM

Elde edilen 6n g¢alisma bulgularima gore bazi orneklerin kit prosediiriinde belirtilen
standart konsantrasyon degerleri araliginin (1500-2,1 nM) altinda kaldig1 gozlendi. O nedenle
kit i¢erisinde bulunan stok standart ¢ozeltisi seri diltisyonla 1500-0,69 nM araliginda olacak
sekilde diliie edilerek standart Ornekler hazirlandi. Hasta ve kontrol orneklerine ait asil

caligmalar bu aralikta hazirlanan standartlarla birlikte gerceklestirildi.
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Sekil 47. Nitrotirozin ¢aligsmasi standart egrisi

Uvygulama Basamaklari;

1. 96 kuyucuklu bir mikroplak iizerine kor, standart ve drneklerden 100’er pL. konuldu

ve plagin tlizeri kapatildi.
2. 1 saat oda sicakliginda mikroplak karistiricida hafif¢e karigtirilarak inkiibe edildi.
3. Kuyucuklardaki ¢ozelti dokiildii ve yikama tamponu ile 4 kere yikama yapildu.

4. Her kuyucuga 100’er puL nitrotirozin antikoru pipetlendi ve oda sicakliginda 1 saat

inkiibe edildi.
5. Kuyucuklardaki ¢ozelti dokiildii ve yikama tamponu ile 4 kere yikama yapildi.

6. Her kuyucuga 100’er uL Streptavidin Peroksidaz ¢6zeltisi pipetlendi oda sicakliginda
1 saat inkiibe edildi.

7. Kuyucuklardaki ¢ozelti dokiildii ve yikama tamponu ile 4 kere yikama yapildi.

8. Her kuyucuga 100’er pL “TMB Substrate” reaktifi pipetlendi ve oda sicakliginda,
karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

9. Daha sonra her kuyucuga 100’er uL “Stop Solution” eklendi.
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10. ELISA okuyucuda 450/630 nm’de Ornek ve standartlarin absorbans degerleri

okundu.

11. Elde edilen absorbans verileri ve karsilik gelen standart konsantrasyonlari
kullanilarak standart grafik ¢izildi ve bu grafikten yararlanilarak (Sekil 47.) orneklerin

nitrotirozin konsantrasyonlar1 hesaplandi. Sonuglar nM olarak ifade edildi.
3.6.9. Karbohidrat Hasar1 Calismalari

Alzheimer hastalarinda oksidatif stres sonucu olusan karbohidrat hasarini arastirmak

icin kontrol ve hasta 6rneklerinde N*-Karboksimetillizin (CML) 6lgiimii yapildi.
3.6.9.1. HPLC yontemi ile N*-Karboksimetillizin Ol¢iimiiniin Temel Ilkesi

Deneysel prosediir, plazma proteinlerinin trikloroasetikasit ile ¢oktiiriilmesi ve asidik
kosullar altinda hidrolizi basamaklarindan olusmaktadir. Hidroliz sonucu, N°-
Karboksimetillizin (CML) iiriinii FMOC (9-fluorenylethoxycarbonyl) ile tiirevlendirilir ve
HPLC yontemi ile ayrimlanir. Bilinen konsantrasyonlara karst dlgtilen piklerin altindaki alan
ile olusturulmus standart egri, plazma orneklerindeki CML miktarini belirlemede kullanildi.

CML konsantrasyonu pg/mL olarak ifade edildi. Herbir 6rnek ve standart duplike calisildi.
3.6.9.2. Analiz Kosullar1
Kolon: Zorbax Stable Bond (Agilent) C8 kolonu (150x4.6, 3.5 um)
Mobil faz:
A= 25 mM Potasyum Fosfat Tamponu pH:2.0
B= Asetonitril
Analit Eliisyonu: Gradiyent program
0-17.5 dak. %80 A, %20 B
17.5-22.5 dak aras1 %15 A, %85 B
22.5-35 dak aras1 %80A, %20 B

Akis hizi: 1.3 mL/dak
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Enjeksiyon hacmi: 10 pL
Dedektor: Floresans- eksitasyon 260 nm, emisyon 310 nm olacak sekilde ayarlandi.

Kullanilan Standart: N°*-Karboksimetillizin (500 mg) standardi 10 mg olarak tartildi

ve 1 mL distile suda ¢oziilerek stok standart ¢ozelti hazirlandi (10 mg/mL).

Uygulama Basamaklari;

e 200 pL plazma + 1000 pL %10’luk ¢oziinmiis trikloro asetik asit 10 mL’lik cam tiipe
pipetlendi. 10 dak inkiibasyona birakildi.

e Ornekler 3300 x g de 10 dak. santrifiijlendi. Siipernatan atilds.
e Kalan pellet 1000 pL 6M hidroklorik asitte ¢oziildii.
e Ornekler azot gazi altindan gegirildi ve 110 °C’de 20 saat hidroliz edildi.

e (Oda sicakligia gelen 6rneklerin lizerine 1000 nLL. 5 M NaOH eklendi, vortekslendi.
3300 x g de 10 dak santrifiijlendi.

e Santriflij sonucu siipernatan baska tiipe alindi. Elde edilen siipernatandan 20 pL yeni

bir tiipe alind1 ve iizerine 180 puL sodyum borat tamponu (pH: 10.4) pipetlendi.

e Hazirlanan karisimdan 20 pL alindi ve tizerine 180 pL sodyum borat tamponu (pH:

10.4) pipetlendi.

e Uzerine 10 uL 1 mg/mL FMOC solusyonu eklendi ve vortekslendi. Ornek insert viale

pipetlendi ve cihaza enjeksiyonu yapild.

e (.039, 0.078, 0.313, 0.625, 1.25 pg/mL konsantrasyonlara kars1 Olciilen piklerin
altindaki alan ile olusturulmus standart egri kullanilarak 6rneklerdeki CML miktarlari
belirlendi (Sekil 48.). CML konsantrasyonlar1 pg/mL olarak ifade edildi. Herbir 6rnek
ve standart ¢ift ¢alisildi.
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Sekil 48. CML ¢alismasi standart egrisi
3.7. Arastirma Plam ve Takvimi
Hasta ve kontrol 6rneklerinin toplanmasi Eyliil 2009- Nisan 2011
DNA baz hasar1 calismalari Eyliil 2009- Haziran 2012

DNA onarim enzimlerinin ekspresyon calismalar1 ~ Mart 2010- Ekim 2011

MMP’ler ve inhibitorlerinin 6l¢iimii ve analizi Haziran 2011-Temmuz 2011
Malondialdehit 6¢iimii ve analizi Agustos 2011-Eyliil 2011
Nitrotirozin 6l¢iimii ve analizi Kasim 2011-Aralik 2011
N®-Karboksimetillizin 6l¢iimii ve analizi Ocak 2012-Mart 2012

Tez yazim Kasim 2012- Mayis 2013

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Analizlerden elde edilen veriler “Microsoft Excel 2007 ve 2010 programlari
kullanilarak kaydedildi. Istatistiksel degerlendirmeler, verilerin tablolar ile gdsteriminde
“SPSS for Microsoft Windows 15,0 (SPSS Inc, Chicago, IL)” kullanildi. Bagimsiz gruplar
arast degerlendirme non parametrik veriler icin Mann-Whitney U testi ile parametrik veriler

icin t testi ile gerceklestirildi. Hasta ve kontrol gruplari arasindaki cinsiyet dagilimi Ki-kare
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testi ile analiz edildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile
belirlendi. Istatistiksel olarak p degeri < 0,05 ise anlaml1 olarak degerlendirildi. Alzheimer ve
kontrol gruplarina ait degerler ortalama+standart hata (SEM) olarak ifade edildi. Hem verileri
birbiri ile karsilastirarak, gruplar arasinda fark olup olmadig1 incelenmek istendigi i¢in hem de
tim parametrelere ait ortalama verilerinin giivenilirlik sinirlart i¢inde olmasi nedeniyle
bulgularda “ortalama =+ standart hata” degerleri kullanildi. Degiskenler arasindaki iligkinin
incelenmesinde parametrik veriler i¢in Pearson korelasyon testi, parametrik olmayan veriler
icin Spearman korelasyon testi uygulandi. Korelasyonun giicii, 0,00-0,24 arasinda ise zayif;
0,25-0,49 arasinda ise orta; 0,50-0,74 arasinda ise gii¢lii ve 0,75-1,00 arasinda ise ¢ok gii¢lii

olarak degerlendirildi.
3.9. Arastirmanin Simirhiliklar:

Toplanan 44 hasta ve 45 kontrol grubundan DNA hasar1 6l¢iimleri i¢in 6rneklerden elde
edilen 16kosit ve DNA miktar1 hem GC-MS/MS hem de LC-MS/MS ol¢iimleri igin yeterli
olamadi. Bu nedenle sadece GC-MS/MS ile dl¢iimii yapilabilen DNA baz hasar1 diizeyleri
incelendi. LC-MS/MS ile niikleozit hasar1 diizeyleri 6lgiilen 6rnek sayis1 Alzheimer grubunda

10, kontrol grubunda ise 3 oldugundan istatistiksel hesaplama yapilamadi.

Ayrica hastalarda enzim ekspresyon diizeylerinin belirlenmesine, DNA baz hasari
diizeyleri belirlendikten sonra elde edilen sonuglar dogrultusunda karar verilmesinden dolayz,
bu parametrelerin ¢alisilmaya baglanmasi ilk grup GC-MS/MS d6lgiimlerinden sonra
gerceklesti. RNA izolasyonu i¢in taze kan drnegiyle ¢aligma zorunlulugu olmasi nedeniyle ilk
grup hasta ve kontrollerde enzim ekspresyonlar1 ¢alisilmadi. Ancak daha sonraki serideki

toplam 15 hasta ve 20 kontrol olgusundan kan alinip ¢alisilabildi.

Tez caligmasini destekleyen projenin maliyetini agmasi nedeniyle MMP’ler ve inhibitorlerinin
analizinde kullanilan ELISA kitleri, 30 Alzheimer hastasinin ve 30 kontrol olgusunun plazma

orneklerinde calisilabilecek kadar temin edilebildi.
3.10. Etik Kurul Onay1

Bu calisma igin, Dokuz Eyliill Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve Laboratuvar
Arastirmalart Etik Kurulu’ndan 21.08.2008 tarihli ve 298/2008 protokol numarali 299 karar

numarast ile etik kurul onay1 alind1 (EK-5).
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4. BULGULAR
4.1. Calisma Gruplarin1 Tanimlayic1 Bulgular

Tablo 12. Hasta ve kontrol gruplarini tanimlayici bulgular

Alzheimer Grubu Kontrol Grubu
Ornek sayis1 (n) 44 45
Ortalama yas + SD (Y1l) 77,34 +£7,9 74,02 £ 6,7
Cinsiyet (E/K) 18/26 20/25
Ortalama
MMDT < SD 15,98 +7,7 28,09 +1,3

SD: Standart sapma, E: Erkek, K: Kadin, MMDT: Minimental Durum Testi

Alzheimer ve kontrol gruplarinin cinsiyet dagilimlar1 arasinda anlamli fark bulunmadi

(p=0,74).

Hasta gruplarinin MMDT ortalamalar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik

bulundu (p=0,00).
4.2. DNA Baz Hasar1 Bulgulan

Toplamda 44 AH ve 45 kontrol grubu l6kosit 6rnekleri DNA izolasyonunda kullanildi.
AH grubunda 33, kontrol grubunda ise 37 6rnegin DNA izolasyonu gerceklestirilebildi.

Kan almi sirasinda bazi kisilerden ileri yaslari sebebiyle yeterli diizeyde kan
almamamast ve DNA izolasyonu i¢in kullanilan kan l6kosit miktarinin kisiden kisiye
degismesi sebebiyle baz hasar1 diizeyi calisilamayan orneklerden yeterli diizeyde DNA

(50 pg) elde edilemedi.

Alzheimer hastalarinda ve kontrol grubunda, 8-OH-Gua, FapyAde, FapyGua, 5-OH-
5MeHyd, 5-OH-Cyt, ThyGly, 5-OH-MeUra, 5-OH-Ura, 5,6-diOH-Ura DNA lezyonlarinin
Ol¢iimleri izotop dillisyonlu gaz kromatografi-sirali kiitle spektrometre (GC-MS/MS) ile
gerceklestirildi. Lezyon diizeylerinin GC-MS/MS ile tayini Orneklerin cihaza 3’er kez
yiiklenmesi sonrasinda elde edilen sinyal alanlarinin, ii¢ farkli proje c¢alisan1 tarafindan

integrasyonu sonucu elde edilen sayilarin ortalamasi alinarak gergeklestirildi.
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Caligmada analizi yapilan lezyonlarin kimyasal yapilar1 Sekil 49.’da gosterilmektedir.

0 NH, 0
0
CH; CH,OH
N KoH j\ | Oj\ N? | OH L OH
OH icm 0)\
OJ\N H o] H N° “OH N H H
Timin-glikol 5-hidroksimetil- 5-hidroksi-5-metil- 5-hidroksi-sitozin 5-hidroksi-urasil
urasil hidantoin
0
0 0 H
OH N 2
HN
04\ I HN | \>-0H HN | NHCHO NZ | NHCHO
PN JN I
H,N
h NS N Ho N7 NH, WX N,
5,6-dihidroksi-urasil $-hidroksiguanin 2,6-diamino-4-hidroksi-3- 4,6-diamino-5-
formamidopirimidin formamidopirimidin

Sekil 49. Analizi yapilan lezyonlar

4.2.1. FapyAdenin Hasar1 Bulgular

FapyAde/10° DNA bazi diizeyleri ortalamasi AH grubunda 2,00+0,24 hasar/10° DNA
bazi, kontrol grubunda ise 0,95+0,13 hasar/ 10° DNA bazi olarak saptandi. Alzheimer
hastalarinda FapyAde/ 10° DNA bazi diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulundu (p=0,000) (Sekil 50,51.).
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Sekil 50. FapyAde ve FapyAde-'°C,"’N; iyon kromatogramlari
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1007
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GRUPLAR

Sekil 51. AH ve kontrol gruplar1 FapyAde diizeyleri kutu nokta grafigi
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4.2.2. FapyGuanin Hasar1 Bulgular:

FapyGua/10° DNA bazi diizeyleri ortalamasi AH grubunda 0,22+0,05 hasar/10° DNA

bazi, kontrol grubunda ise 0,17+0,03 hasar/ 10° DNA bazi olarak saptandi. Alzheimer hastalari

ve kontrol gruplari arasinda FapyGua/10° DNA baz1 diizeyleri acisindan istatistiksel olarak

anlaml fark bulunmadi (p=0,892) (Sekil 52,53.).

YogunluK (cps)

0

FapyGua
m/'z 457 (M™)
FapyGua ¥C.°N,
m/z460 - m/'z371
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2
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1188 [EE] 1158 12 1208 121 1218 w2 2 FE] 12
Courts va Scgusiton Turs (s

Retansiyon Zamani (dK)

Sekil 52. FapyGua ve FapyGua-">C,"” N, iyon kromatogramlari
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Sekil 53. AH ve kontrol gruplar1 FapyGua diizeyleri kutu nokta grafigi

4.2.3. 8-Hidroksi-Guanin Hasar1 Bulgular:

8-OHGua/10° DNA bazi diizeyleri ortalamast AH grubunda 2,50+0,28 hasar/10° DNA
bazi, kontrol grubunda ise 2,03+0,13 hasar/ 10° DNA bazi olarak saptandi. Alzheimer hastalari
ve kontrol gruplari arasinda 8-OHGua/10° DNA bazi diizeyleri agisindan istatistiksel yonden
anlamli bir fark bulunmadi (p=0,12) (Sekil 54, 55.).
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Sekil 54. 8-OH-Gua ve 8-OH-Gua, °Ns iyon kromatogramlari
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Sekil 55. AH ve kontrol gruplar1 8-OHGua diizeyleri kutu nokta grafigi
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4.2.4. 5-Hidroksi-5-Metil-Hidantoin Hasar1 Bulgular

5-OH-5MeHyd/10° DNA bazi diizeyleri ortalamasi AH grubunda 8,85+0,79 hasar/10°
DNA bazi, kontrol grubunda ise 8,90+0,83 hasar/ 10° DNA bazi olarak saptandi. Alzheimer
hastalar1 ve kontrol gruplar1 arasinda 5-OH-5MeHyd / 10° DNA bazi diizeylerinde de
istatistiksel acidan anlaml fark gozlenmedi (p=0,902) (Sekil 56, 57.).

o}

HN
CA\ CH ¥ 3.OH-5MeHyd
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L Un O e o
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|

Yogunluk (cps)

Retansiyon Zamami (1K)

Sekil 56. 5-OH-5-MeHyd ve 5-OH-5-MeHyd,"C,"°N, iyon kromatogramlari
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Sekil 57. AH ve kontrol gruplar1 5-OH-5MeHyd diizeyleri kutu nokta grafigi

4.2.5. 5-Hidroksi-Sitozin Hasar1 Bulgular

5-OH-Cyt/ 10° DNA bazi diizeyleri ortalamas1 AH grubunda 4,47+0,31 hasar/ 10° DNA

bazi, kontrol grubunda ise 5,27+0,55 hasar/ 10° DNA bazi olarak saptandi. Alzheimer hastalari

ve kontrol gruplari arasinda 5-OH-Cyt /10° DNA baz1 diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi (p=0,711) (Sekil 58, 59.).
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Sekil 58. 5-OH-Cyt ve 5-OH-Cyt,"’C," N, iyon kromatogramlari
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Sekil 59. AH ve kontrol gruplar1 5-OH-Cyt diizeyleri kutu nokta grafigi
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4.2.6. Timin-glikol, 5S-Hidroksi-metil-urasil, 5-Hidroksi-urasil, 5,6-dihidroksi-urasil

Hasarlar1 Bulgulan

Olgiimii yapilan ThyGly, 5-OHMeUra, 5-OH-Ura, 5,6-diOH-Ura modifiye bazlari

diizeyleri hem hasta hem de kontrol grubu 6rneklerinde 6lciilebilecek diizeyde saptanmada.
4.2.7. Korelasyon Analizleri

Alzheimer hastalarinda tanimlanan DNA lezyonlari ile hastalarin minimental durum
degerlendirme testleri arasinda iliski incelendi. MMDT degerleri ile FapyAde/10° DNA bazi
diizeyleri arasinda olumsuz yonde, zayif, anlamli olmayan (r= -0,028, p>0,05), FapyGua/ 10°
DNA bazi diizeyleri arasinda olumlu yonde, zayif, anlamli olmayan (p= 0,046 p>0,05), 8-
OHGua/10° DNA baz1 diizeyleri arasinda olumlu yonde, zayif, anlamli olmayan (p= 0,224,
p>0,05), 5-OH-5MeHyd/10° DNA bazi diizeyleri arasinda olumsuz yonde, zayif, anlamli
olmayan (p= -0,207, p>0,05), 5-OH-Cyt/10° DNA bazi diizeyleri arasinda olumsuz yénde,
orta diizeyde, anlamli olmayan bir iligski bulundu (r=-0,28, p>0,05).

4.3. DNA Onarim Enzimleri Ekspresyon Diizeyleri

Hasta ve kontrol gruplarinda GC-MS/MS c¢alisma sonuglari dogrultusunda bulunan
hasarli bazlarin onariminda rol alan OGG1 ve NEIL1 enzimlerinin mRNA ekspresyon

diizeyleri ol¢iildii.
4.3.1. RNA Orneklerinin %1,2 Formaldehit Agaroz Jelde Goriintiilenmesi

Izole edilen RNA o6rneklerinin intakt olup olmadigmi belirlemek amaciyla denatiire
kosullar altinda agaroz jel elektroforezi uygulandi. Bu jel goriintiilerine gore, intakt RNA
ornekleri (28S ve 18S‘de keskin bant veren) Real Time PCR (RT-PCR) ¢aligmalarinda
kullanild1 (Sekil 60.).
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285rRNA

18SrRNA

Sekil 60. RNA jel goriintiisti
4.3.2. OGG1 ve NEIL1 mRNA Ekspresyon Analizi Bulgular:

AH grubundan 15 ve kontrol grubundan 20 oOrnege ait NEIL1 ve OGGl mRNA
ekspresyon diizeyleri Ol¢iildii. Hasta ve kontrol gruplarindaki NEIL1, OGG1 ve [B-aktin
mRNA ekspresyon diizeyleri, Light Cycler Software 1.5 (Roche Diagnostic, Almanya)
kullanilarak belirlendi. Erime egrisi analizi ile spesifik olmayan piklerin kontrolii yapild1
(Sekil 61.) “Relative Quantification-Monocolor” analizi ile NEIL1 ve OGG1 ekspresyonlari

22 metoduna gore hesaplandi (Sekil 62.).

RT- PCR sonucunda beklenen {iriiniin elde edilip edilmedigini anlayabilmek i¢in her bir
reaksiyonun 10 pL’si, % 1,5’lik agaroz jelde yiiriitiilerek bantlar kontrol edildi (Sekil 63. ve
64.). Hasta ve kontrollere ait NEIL1, OGG1 ve B-aktin ekspresyonlarin dl¢iimlerinin tiger kez
tekrar1 sonucu elde edilen % CV degerleri, NEIL1 i¢in 0.6, B-aktin i¢in 1.5 ve OGGI igin 1.2

olarak hesapland.

AH grubunda NEIL1 ekspresyonu kontrol grubuna gore 0,21 kat artmis olarak bulundu.
Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,877).

AH grubunda OGG1 ekspresyonu kontrol grubuna goére 0,02 kat azalmis olarak

bulundu. Bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,755).
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Sekil 61. Hasta ve kontrol drneklerinde OGG1, NEIL1 ve B-Aktin genlerine ait erime egrisi

analizi 6rnegi
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Sekil 62. NEIL1 ve OGG1ekspresyon profilleri grafigi
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Sekil 63. Hasta ve kontrol 6rneklerinde NEIL 1 (300 bps) RT-PCR firiinlerinin %1,5’lik

agaroz jel goriintiisii (1. kuyucuk negatif kontrol, 11.kuyucuk DNA marker - Roche Applied

Science, Almanya-, diger kuyucuklar hasta ve kontrol 6rnekleridir)
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Sekil 64. Hasta ve kontrol 6rneklerinde OGG 1 (182 bps) ve B-aktin (99 bps) RT-PCR
tirtinlerinin %1,5°1ik agaroz jel goriintiisii (1 ve 6. kuyucuklar negatif kontrol, 2-4. kuyucuklar
OGGl, 7-11. kuyucuklar B-aktin hasta ve kontrol 6rneklerine ait RT-PCR f{irtinleri, 5.
kuyucuk DNA Marker)

Hasta orneklerinin herbirinin OGG1 gen ekspresyonu degisim katsayis1 kontrol (referans)
gene gore hesaplandi. Buna gore (Sekil 65.); 1 no’lu hastanin OGG1 gen ekspresyonunun
kontrole gore 0,04 kat arttig1, 2 no’lu hastanin 0,21 kat arttig1, 3 no’lu hastanin OGG1 gen
ekspresyonunun kontrol ile ayn1 oranda oldugu, 4 no’lu hastanin OGG1 gen ekspresyonunun
kontrole gore 0,66 kat azaldigi, 5 no’lu hastanin 1,09 kat arttig1, 6 no’lu hastanin 0,33 kat
azaldigi, 7 no’lu hastanin 0,12 kat azaldigi, 8 no’lu hastanin 0,07 kat arttig1, 9 no’lu hastanin
0,23 kat artt1g1, 10 no’lu hastanin 0,15 kat arttig1, 11 no’lu hastanin 0,47 kat azaldig1, 12 no’lu
hastanin 0,29 kat azaldigi, 13 no’lu hastanin 0,12 kat azaldigi, 14 no’lu hastanin 0,42 kat
azaldigi, 15 no’lu hastanin ise OGGI1 gen ekspresyonunun kontrole gore 0,34 kat arttigi

gozlendi.
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Sekil 65. Hasta 6rneklerinin OGG1 ekspresyon profili grafigi

Hasta Orneklerinin herbirinin NEIL1 gen ekspresyonu degisim katsayist kontrol
(referans) gene gore hesaplandi. Buna gore (Sekil 66.); 1 no’lu hastanin NEIL1 gen
ekspresyonunun kontrole gore 3,01 kat arttigi, 2 no’lu hastanin 0,86 kat arttigi, 3 no’lu
hastanin 0,16 kat arttig1, 4 no’lu hastanin 0,85 kat azaldigi, 5 no’lu hastanin gore 0,36 kat
azaldig1, 6 no’lu hastanin 0,73 kat azaldigi, 7 no’lu hastanin 0,85 kat azaldigi, 8 no’lu hastanin
0,33 kat arttig1, 9 no’lu hastanin 0,45 kat arttig1, 10 no’lu hastanin 1,29 kat arttigi, 11 no’lu
hastanin 0,91 kat azaldigi, 12 no’lu hastanin 0,20 kat arttigi, 13 no’lu hastanin 0,09 kat
azaldig1l, 14 no’lu hastanin 0,38 kat arttig1, 15 no’lu hastanin ise NEIL1 gen ekspresyonunun

kontrole gore 0,21 kat arttig1 gozlendi.
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Sekil 66. Hasta orneklerinin NEIL1 ekspresyon profili
4.3.3. Korelasyon Analizleri

Hasta 6rneklerinde NEIL1 enzim ekspresyon diizeyleri ile bu enzimin substratlari olan
ve GC-MS/MS ile diizeyleri belirlenen DNA lezyonlar1 (FapyAde, FapyGua, 5-OH-5-
MeHyd) arasinda korelasyon analizleri gerceklestirildi.NEIL1 ekspresyon diizeyi ile
FapyAde/10° DNA bazi diizeyi arasinda olumlu yonde, orta diizeyde, anlamli olmayan
(p= 0,404, p>0,05), FapyGua/10° DNA bazi diizeyleri arasinda olumlu yonde, zayif, anlamh
olmayan (p=0,195 p>0,05), 5-OH-5MeHyd/10° DNA bazi diizeyleri arasinda olumlu yénde,
orta, anlamli olmayan (p=0,310, p>0,05) iliski bulundu.

Ayn1 zamanda hasta 6rneklerinde OGG1 enzim ekspresyon diizeyleri ile bu enzimin
substratlar1 olan ve GC-MS/MS ile diizeyleri belirlenen DNA lezyonlar1 (FapyGua, 8-
OHGua) arasindaki korelasyon analizleri de gerceklestirildi. OGG1 ekspresyon diizeyi ile 8-
OHGua/10° DNA bazi diizeyleri arasinda olumsuz yonde, zayif, anlamli olmayan (p=-0,152,
p>0,05), FapyGua/10° DNA baz1 diizeyleri arasinda olumsuz yonde, zayif, anlamli olmayan
bir iligki bulundu (p=-0,061, p>0,05).
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Hastalarin minimental durum degerlendirme testleri ile NEIL1 ve OGGl mRNA
ekspresyonlari arasinda da anlamli bir iligki saptanmadi (sirastyla p=0.065, 0.025, p>0,05).

4.4. Matriks Metalloproteinazlar ve Inhibitérlerinin Ol¢iimii

AH grubundan 30 ve kontrol grubundan 30 plazma 6rneginde MMP2, MMP9, TIMP1 ve
TIMP?2 diizeyleri 6lgtildii.

4.4.1. MMP2 Diizeyi

MMP2 diizeyleri ortalamasi1 AH grubunda 13,68+2,38 ng/mL (min: 0,2 - maks: 52,7
ng/mL), kontrol grubunda ise 44,02+6,24 ng/mL (min: 1,5 - maks: 96,1 ng/mL) olarak
saptand1. Alzheimer hastalarinda MMP2 diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli diizeyde diisiik bulundu (p=0,000) (Sekil 67.).
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GRUPLAR

Sekil 67. Hasta ve kontrol gruplart MMP2 diizeyleri kutu nokta grafigi

4.4.2. MMP9 Diizeyi

MMP9 diizeyleri ortalamasi AH grubunda 1810,34+184,0 ng/mL (min: 197,7 - maks:
3350,2 ng/mL), kontrol grubunda ise 2230,81+132,2 ng/mL (min: 524,0 - maks: 3792,0
ng/mL) olarak saptandi. AH grubu ile kontrol grubu arasinda MMP9 diizeyi acisindan anlamli
fark bulunmad1 (p=0,069) (Sekil 68.).
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Sekil 68. AH ve kontrol gruplart MMP9 diizeyleri kutu nokta grafigi

4.4.3. TIMP1 Diizeyi

TIMP1 diizeyleri ortalamasit AH grubunda 473,44+28,89 ng/mL (min: 280,6 - maks:

920,7 ng/mL), kontrol grubunda ise 624,52+38,96 ng/mL (min: 225,8 - maks: 1152,8 ng/mL)

olarak saptandi. Alzheimer hastalarinda TIMP1 diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlaml diisiik bulundu (p=0,003) (Sekil 69.).

114



1000,00 =

750,00 =

TIMP1 (ng/mL)

500,00 =

250,00 =

54

GRUPLAR

Alzheimer Grubu Kontrol Grubu

Sekil 69. AH ve kontrol gruplart TIMP1 diizeyleri kutu nokta grafigi

4.4.4. TIMP2 Diizeyi

TIMP2 diizeyleri ortalamas1 AH grubunda 172,97+5,14 ng/mL (min: 131,0 - maks:

234,1 ng/mL), kontrol grubunda ise 182,34+7,56 ng/mL (min: 110,5 - maks: 287,3 ng/mL)

olarak saptandi. AH grubu ile kontrol grubu arasinda TIMP2 diizeyi agisindan istatistiksel

olarak anlamli farklilik bulunmadi (p=0,309) (Sekil 70.).
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Sekil 70. AH ve kontrol gruplart TIMP2 diizeyleri kutu nokta grafigi
4.4.5. Korelasyon Analizleri

Alzheimer hastalarinda MMP2 ve inhibitorii TIMP2 diizeyleri arasinda ve MMP9 ve
inhibitorii TIMP1 diizeyleri arasindaki korelasyon analizleri bulgularina goére; MMP2 diizeyi
ile TIMP2 diizeyi arasinda olumlu yonde, gii¢lii, anlamli bir iliski (r=0,578, p=0,001), MMP9
diizeyi ile TIMP1 diizeyi arasinda olumlu yonde, orta diizeyde, anlaml bir iliski (r=0,389,
p=0,034) saptandi. Ayrica MMP2 diizeyi ile MMP9 diizeyi arasinda olumlu yonde, giicli,
anlamli bir iligki (r=0,548, p=0,002), TIMP1 ile TIMP2 diizeyleri arasinda ise olumlu yonde,
zay1f, anlamli olmayan bir iligki (r=0,016, p=0,933) belirlendi.

Alzheimer hastalarinda MMP2, MMP9, TIMP1 ve TIMP2 diizeyleri ile hastalarin
minimental durum degerlendirme testleri arasindaki iliski de incelendi. MMDT degerleri ile
MMP2 diizeyleri arasinda olumsuz yonde, zayif, anlamli olmayan bir iliski (r=-0,171,
p>0,05), MMP9 diizeyleri arasinda olumsuz yonde, orta diizeyde, anlamli olmayan (r=-0,329,
p>0,05), TIMP1 diizeyleri arasinda olumsuz yonde, zayif, anlamli olmayan (r=-0,064,
p>0,05), TIMP2 diizeyleri arasinda ise olumlu yonde, zayif, anlamli olmayan bir iligki
bulundu (r=-0,071 p>0,05). Ayrica hasta grubunda diizeyi diisiik bulunan MMP?2 verileri ile
diizeyi kontrol grubuna gore yliksek bulunan FapyAde ve MDA verileri arasindaki iligski de
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incelendi. MMP2 diizeyi ile FapyAde ve MDA diizeyleri arasinda anlamli bir iligki
saptanmadi (sirastyla r=0,219, 0,316, p>0,05).

4.5. Malondialdehit Diizeyi Bulgulari

AH grubundan 44 ve kontrol grubundan 45 plazma Ornegine ait MDA diizeyleri
Olclildii. Tiim Ornekler ¢ift calisilarak elde edilen ikili sonuglarin ortalamalar1 alindi. MDA
diizeyleri ortalamas1 AH grubunda 1,43+0,06 pumol/L, kontrol grubunda ise 1,04+0,035
umol/L olarak saptandi. Alzheimer hastalarinda MDA diizeyi kontrol grubuna gore anlamli

olarak ytiksek bulundu (p=0,000) (Sekil 71.).
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Sekil 71. AH ve kontrol gruplart MDA diizeyleri kutu nokta grafigi
4.5.1. Korelasyon Analizleri

Alzheimer hastalarinda MDA diizeyleri ile hastalarin minimental durum degerlendirme
testleri arasinda iliski incelendi. MDA diizeyleri ile MMDT degerleri arasinda olumsuz

yonde, orta diizeyde, anlamli olmayan bir iligki bulundu (p=-0,282, p>0,05)
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4.6. Nitrotirozin Diizeyi Bulgular

AH grubundan 44 ve kontrol grubundan 45 plazma 6rnegine ait nitrotirozin diizeyleri
Olciildi. Nitrotirozin dlglimlerinin tek 6rnekte 10 kez tekrar1 sonucu elde edilen %CV degeri
10,2 olarak hesaplandi. Nitrotirozin diizeyleri ortalamast AH grubunda 1,15 +0,29 nM,
kontrol grubunda ise 1,22+0,20 nM olarak saptandi. AH grubu ile kontrol grubu arasinda
nitrotirozin diizeyi agisindan anlamli fark bulunmadi (p=0,709) (Sekil 72).
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Sekil 72. AH ve kontrol gruplari nitrotirozin diizeyleri kutu nokta grafigi

4.6.1. Korelasyon Analizleri

Alzheimer hastalarinda nitrotirozin diizeyleri ile hastalarin minimental durum
degerlendirme testleri arasinda iligki incelendi. Nitrotirozin diizeyleri ile MMDT degerleri

arasinda olumlu yonde, zayif, anlamli olmayan bir iliski bulundu (p=0,218, p>0,05)

4.7. N*-Karboksimetillizin Diizeyi Bulgular

AH grubundan 44 ve kontrol grubundan 45 plazma 6rnegine ait CML diizeyleri 6l¢iildii.
Tim oOrnekler ¢ift calisilarak elde edilen ikili sonuglarin ortalamalart alindi. CML
Olctimlerinin tek drnekte 10 kez tekrar1 sonucu elde edilen %CV degeri 7,9 olarak hesaplandi.

CML diizeyleri ortalamas1 AH grubunda 0,996+0,13 pg/mL, kontrol grubunda ise 1,102+0,08
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pg/mL olarak saptandi. AH grubu ile kontrol grubu arasinda CML diizeyi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0,061) (Sekil 73.).
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Sekil 73. AH ve kontrol gruplart CML diizeyleri kutu nokta grafigi
4.7.1. Korelasyon Analizleri

Alzheimer hastalarinda CML diizeyleri ile hastalarin minimental durum degerlendirme
testleri arasinda iliski incelendi. CML diizeyleri ile MMDT degerleri arasinda olumsuz yonde,

zayif, anlamli olmayan bir iligki bulundu (p=-0,154, p>0,05)

Hasta ve kontrol gruplarina ait elde edilen tiim bulgular Tablo 13. ve 14.de

gosterilmektedir.
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Tablo 13. Hasta ve kontrol gruplarina ait tiim veriler

AH Kontrol Desisim
Grubu Grubu Ka tgs : st | P degeri
OrtzSEM | OrtzSEM y
FapyAde/
10° DNA bazi 2,00£0,24 | 0,95+0,13 0,000
FapyGua/
10° DNA bazi 0,22+0,05 | 0,17+0,03 0,892
DNA Baz | 8-OHGua/
Hasar 10° DNA bazi 2,50+0,28 | 2,03+0,13 0,120
5-OH-5MeHyd/
10° DNA bast 8,85+0,79 | 8,90+0,83 0,902
5-OHCyt/
10° DNA bamt 4474031 | 5.27+0,55 0,711
DNA OGG1 (2744 0,21 (1) 0,877
Onarim e
Enzimleri | NEILI (2777) 0,02 (1) 0,755
Lipid Hasar1 | MDA (umol/L) 1,43+0,06 1,04+0,04 0,000
Protein |\ tirozin (nM) | 1152029 | 1,22:0,20 0,709
Hasan
Karbohidrat | ;; o o/m1) 0,99+0,13 | 1,10£0,08 0,061
Hasan
MMP2 (ng/mL) 13,68+42,3 | 44,02+6,2 0,000
MMP’ler ve TIMP2 (ng/mL) 172,9+5,1 182,3+7,6 0,309
inhibitorleri | N{MPY (ng/mL) | 1810,3+184 | 2230,8+132 0,069
TIMP1(ng/mL) 473,4428.9 | 624,5+39,0 0,003
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Tablo 14. Alzheimer hastalarina ait korelasyon analizi bulgulari

Alzheimer hastalar1 bulgular1 arasindaki Anlamlilik diizeyi
korelasyonlar

MMDT degerleri- FapyAde hasari p>0,05
MMDT degerleri - FapyGua hasar1 p>0,05
MMDT degerleri - 8-OHGua hasar1 p>0,05
MMDT degerleri - 5-OH-5MeHyd hasari p>0,05
MMDT degerleri - 5-OHCyt hasar1 p>0,05
MMDT degerleri — OGG1 ekspresyonu p>0,05
MMDT degerleri — NEIL1 ekspresyonu p>0,05
NEIL1 ekspresyonu — 5-OH-5MeHyd hasar1 p>0,05
NEIL1 ekspresyonu — FapyAde hasar1 p>0,05
NEIL1 ekspresyonu — FapyGua hasar1 p>0,05
OGGTI ekspresyonu — FapyGua hasar1 p>0,05
OGGT1 ekspresyonu — 8-OHGua hasari p>0,05
MMDT degerleri — MDA verileri p>0,05
MMDT degerleri — Nitrotirozin verileri p>0,05
MMDT degerleri — CML verileri p>0,05
MMDT degerleri — MMP2 verileri p>0,05
MMDT degerleri — MMPO verileri p>0,05
MMDT degerleri — TIMP1 verileri p>0,05
MMDT degerleri — TIMP2 verileri p>0,05

MMP?2 verileri — TIMP2 verileri p=0,001 (pozitif korelasyon)

MMP9 verileri — TIMP1 verileri p= 0,034 (pozitif korelasyon)

MMP?2 verileri — MMP9 verileri p= 0,002 (pozitif korelasyon)
TIMP1 verileri — TIMP2 verileri p>0,05
MMP?2 verileri — FapyAde hasar1 p>0,05
MMP2 verileri — MDA verileri p>0,05
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5. TARTISMA

Ik kez 1907°de Dr. Alois Alzheimer tarafindan tanimlanan Alzheimer hastalig
yaglilarda en sik goriilen norodejeneratif bir bozukluktur. Klinik olarak ilerleyici, geri
doniisiimsiliz hafiza kayb1 ve biligsel bozukluklarla karakterizedir. Yaslilarda demansin en sik
nedenidir, 65 yasindan sonra her bes yilda bir etkilenen sayis1 iki katina ¢ikar. 85 yas ve
tizerinde % 40 gibi degerlere ulagmaktadir (184). Son on yilda artan kanitlar, AH nin
patolojik belirteci olan lezyonlarin (amiloid plak ve norofibriler yumak) sinaps kaybi, masif
ndronal dejenerasyon, yogun gliozis, mikroglia aktivasyonu, enflamatuar siire¢ ve ROT aracili
oksidatif hasar gibi birtakim tanisal olmayan ek anormalliklerle iligkili oldugunu

desteklemektedir (49).

Alzheimer hastaliginin etiyolojisine iliskin olarak dnerilen mekanizmalarin bir¢ogunda,
son donemlerdeki arastirmalarda ilgi odagi haline gelen “oksidatif stres” teorisi merkezi bir
rol oynamaktadir (3). Serbest radikaller ve bunlara kars1 viicudun en 6nemli savunma sistemi
olan antioksidanlar arasindaki dengesizlik sonucu protein oksidasyonu, DNA oksidasyonu,
lipid peroksidasyonu seklinde ortaya cikan oksidatif stres, sonu¢ olarak bozulmus ndronal

metabolizma ve apoptoza yol acar (185).

Alzheimer hastalarinin postmortem beyin dokularinda, oksidatif stres gostergesi olan
histopatolojik incelemeler ya da biyobelirteclerin diizeylerinin belirlenmesi konusunda birgok
calisma gergeklestirilmistir. Bu c¢alismalarda reaktif oksijen tiirleri kaynakli hasarin
gosterilmesine yonelik olarak; Alzheimer hastalarinin beyinlerinde serbest radikal olusumuna
destek olan Fe, Al ve Hg gibi elementlerin artmis olmast (186), artmus lipid peroksidayon
triinleri (MDA, 4-hidroksinonenal, Fr-izoprostanlar) ve azalmis ¢oklu doymamis yag asitleri
(187), artmis DNA oksidasyon (8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, tek zincir kiriklar1) ve protein
oksidasyon (protein karbonil gruplari, nitrotirozin diizeyleri) triinleri (188), ndrofibriller
yumaklarda SOD-1, hem-oksijenaz-1, peroksinitrit, karbonil gruplari, MDA ve AGE’lerin
bulunmasi, amiloid plaklarda SOD-1, hem-oksijenaz-1 ve AGE’lerin bulunmasi (189),
azalmis enerji metabolizmasi ve diisiik COX aktivitesi, AP agregatlarinin serbest radikal

olusumuna neden olmasi (190) seklinde sonuclarin elde edildigi bildirilmektedir.

122



Oksidatif stres hipotezine gore;

- Amiloid plaklar ve norofibriller yumaklar sonucunda olusan oksidatif stres
kaynakli noronal dejenerasyonun gerceklesmesi,

- Oksidatif stresin amiloid plaklar ve noérofibriller yumaklarin olusumunu
tetikleyen erken bir olay oldugu ve AH’nin ilerlemesine neden olan daha fazla
diizeyde oksidatif reaksiyonun aktive olmasini sagladigi seklinde iki farkli

senaryo s0z konusudur (191).

Postmortem dokularda yapilan galigmalar, hastalik patogenezinin olusumunda oksidatif
stresin erken bir belirte¢ mi yoksa AH’daki norodejeneratif siireglerin ortak bir sonucu mu
oldugu konularim1 desteklemek adma yetersiz kalmaktadir. Bunun yanisira postmortem
dokularda gerceklestirilecek caligsmalarda kullanilacak 6rneklerin 6liimden sonra ortalama
20-46. saatler arasinda alinmasi gerektigi, daha uzun bekleme siiresinin oksidasyonun
artmasina neden oldugu bildirilmektedir (192). Bu nedenlerle son yillarda arastirmalar
AH’nin klinik teshisinde oksidatif stres biyobelirteclerinin yasayan hastalar {iizerinde
arastirtlmas1 yoniinde gelismistir. Bu sebeple beyin omurilik sivist (BOS), Alzheimer
hastaliginda beyinde gergeklesen olaylarin aydinlatilmasinda 6nemli yer tutar ancak BOS’un
invazif alinma sekli nedeniyle aragtirma c¢aligsmalarinda rutin kullanimi yaygin degildir. Kan
ve idrar Orneklerinin ise elde edilmesi daha kolaydir ancak santral sinir sistemi ile iliskileri
BOS’a gore daha zayiftir. Bu nedenle kan ve idrar 6rnekleri alinarak yapilan arastirmalarda
yanlig pozitif sonuglardan kaginmak i¢in hasta ve kontrol gruplarinin se¢im kriterleri ayrintili

bir sekilde belirlenmelidir.

Tim bu bilgiler 1518inda ve ilgili literatiiriin taranmasi sonucunda eksik oldugunu
diisiindiiglimiiz, asagidaki parametrelerin dahil oldugu dolayisiyla oksidatif hasarin daha
detayli ¢alisildigr bu arastirmay1 planladik. Bu tez calismasinda Alzheimer hastalarinda ve
kontrol gruplarinda oksidatif hasar diizeyinin belirlenmesi amaciyla DNA baz hasarlarim
(FapyAde, FapyGua, 8-OH-Gua, 5-OH-5-MeHyd, 5-OHCyt, ThyGly, 5-OH-MeUra, 5-OH-
Ura, 5,6-diOH-Ura) kantitatif olarak izotop diliisyonlu GC-MS/MS ile 6l¢tiik. S6z konusu
modifiye bazlarin onariminda rol alan OGG1 ve NEIL1 enzimlerinin ekspresyon diizeylerini
optimizasyonunu sagladigimiz her iki gene 0zgli primer dizilerini kullanarak RT-PCR

yontemi ile belirledik, HPLC yontemi ile malondialdehit ve N°- karboksimetillizin
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diizeylerini, ELISA yoOntemi ile nitrotirozin, MMP2, MMP9, TIMP1 ve TIMP2 diizeylerini
Olctiik.

ROT kaynaklt DNA hasar iirlinleri; baz ve seker modifikasyonlari, 8-5'-siklopiirin-2'
deoksiniiklozidler, DNA protein ¢apraz baglari, abazik bolgeler, tek ve ¢ift DNA zincir
kiriklar1 seklinde gruplandirilabilir. Mullaart ve ark. (193) alkali elusyon yontemi ile
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artmis
diizeyde DNA zincir kiriklarmin oldugunu gosterdiklerini rapor etmektedirler. Alzheimer
hastalarinin lenfositlerindeki azalmis plazma antioksidan ve artmis 8-OHdG diizeyleri AH’da
oksidan hasarin santral sinir sisteminin yani sira periferal hiicrelerde de tespit edildigini
gostermektedir (194,195). Migliore ve ark. modifiye comet yontemini kullanarak Alzheimer
ve hafif biligsel bozuklugu olan hastalarin I6kositlerinde saglikli kontrollere gore bazal DNA
hasarmin yiiksek oldugunu ve bu hastalarda okside piirin ve pirimidin DNA bazlariin 6nemli
Olclide arttigin1 gostererek, AH’nin erken evrelerinde oksidatif hasarin olustugunu ve
norodejenerasyonda primer rol oynayabilecegini savunmaktadirlar (110). Hafif bilissel
bozuklugu olan hastalarin postmortem beyin dokularmin farkli bolgelerindeki mitokondriyal
ve niikleer DNA o6rneklerinde GC-MS/SIM yontemi ile yapilan bagka bir ¢alismada da
AH’nin erken evrelerinde oksidatif hasarin olustugunu gosteren bulgular elde edildigi
bildirilmektedir. Bu ¢alismada 8-OHGua diizeylerinin hasta grubunda kontrol grubuna gore
beynin frontal ve temporal loblarindaki niikleer DNA orneklerinde ve temporal lobdaki
mitokondriyal DNA Orneklerinde istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundugu
bildirilmektedir. Bununla birlikte hasta grubunda beynin parietal, temporal ve frontal
loblarindan elde edilen niikleer DNA 0Orneklerinde FapyAde ve 8-OHAde diizeylerinin,
mitokondriyal DNA orneklerinde ise yalnizca FapyAde diizeylerinin kontrol grubua gore
istatistiksel anlamli yiiksek bulundugu rapor edilmektedir (196). Kadioglu ve arkadaslarinin
da 24 Alzheimer hastas1 ve bunlarin yaga gore eslestirilmis 21 saglikli kontrolii ile modifiye
comet yontemi ile yaptiklar1 caligmada hastalarin periferal lenfositlerinde okside piirin ve
pirimidin diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli arttig1 bildirilmektedir (7).
Abe ve ark.’nin HPLC yo6ntemi ile yaptig1 bagka bir ¢alismada ise (197) 8-OHdG diizeyinin
AH’larmin BOS o6rneklerinde kontrole gore artis gosterdigi, serum Orneklerinde ise anlamli
bir degisim olmadig: bildirilmektedir. Koppele ve ark.’nin HPLC-ECD ydntemi ile yaptiklar
calismada ise AH beyinlerinde 8-OHdG diizeyinin hastalikla iliskili olmadig1 belirtilmistir

(198). Son donemlerde giivenilir analitik yontemlerle gorece kolay oOl¢iimii ve giicli
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mutajenik etkisi nedeniyle dikkati en ¢cok ¢eken bilesik 8-OH-Gua’dir. Ancak bu durum diger
esit derecede 6dnemli DNA lezyonlarinin biyolojik etkilerinin ve yapilarinin yetersiz derecede
arastirilmasina neden olmaktadir. Ayrica analitik Olglim farkliliklarindan dolayr oksidatif
DNA hasari diizeyi ile AH arasi iliski konusunda kesin bir sonu¢ gozlenmemektedir. DNA
hasari ile ilgili literatiir incelendiginde 6zellikle 8-OHGua (8-Hidroksiguanin) ve 8-OHdG (8-
hidroksi-2’-deoksiguanozin) terimlerinin birbirleri yerine kullanildigr goriilmektdir. 8-

OHGua, oksidatif DNA baz hasar1 lezyonu iken 8-OHdG onun niikleozit formudur (114).

Bu tez caligmasinda ise sadece tek bir baz hasar1 yerine Fpg ve Nth enzimlerinin
(FapyAde, FapyGua, 8-OHGua ve pirimidin lezyonlar i¢in spesifik glikozilazlardir) hidrolizi
sonucu serbestlesen piirin ve pirimidin bazlar1 incelendi. Literatiirde Alzheimer hasta ve
kontrol periferal kan oOrneklerinden elde edilen DNA’lar iizerinde DNA lezyonlarini bu
sekilde genis bir hasar yelpazesinde inceleyen baska caligmaya rastlanmadi. Calisma
sonuclarina goére, Alzheimer hastalar1 16kositlerinden elde edilen DNA Orneklerinde
FapyAde /10° DNA baz hasar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0,00).
8-OHGua/10° DNA bazi, FapyGua/10° DNA bazi, 5-OH-5-MeHyd/10° DNA bazi ve
5-OHCyt/10° DNA bazi diizeylerinde ise anlamli farkhilik gozlenmedi (sirasiyla p degerleri=
0.12, 0.89, 0.90, 0.71). ThyGly, 5-OH-MeUra, 5-OH-Ura, 5,6-diOH-Ura hasarlar1 ise hasta ve
kontrol 6rneklerinde saptanmadi. Hasta DNA 6rneklerinde artmis oldugu gézlenen FapyAde
lezyonunun da giinlimiizde olduk¢a yaygin olarak kullanilan 8-OH-Gua gibi oksidatif

belirteglerin yani sira literatiire kazandirilmas1 miimkiindiir.

Yaslanma ile tiim potansiyel hasar verici radikallere karsi antioksidan savunmadaki
yetersizligin hasarin birikmesine ve fonksiyonun asamali olarak kaybedilmesine neden oldugu
bilinmektedir (199). Yapilan pek ¢ok ¢alisma ile yaslanma ve oksidatif stres arasindaki iligki
giclii bir sekilde ortaya konmustur (200). Yas ile oksidatif stres belirtecleri arasindaki
korelasyonlar arastirilmis ve hasta bireylerin yani sira farkli yaslardan saglikli bireyler
arasinda yapilan caligmalarda da yasa bagli olarak serum 8-OH-dG diizeyinin arttig1
savunulmaktadir (201). Calismamizda hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli farklilik
bulunmayan DNA lezyonlarinin (8-OHGua, FapyGua, 5-OH-5-MeHyd ve 5-OHCyt hasarli

bazlar1) her iki grubun da yas ortalamalarinin yakin olmasi nedeniyle oldugu diistiniilebilir.

Modifiye bazlarin olusumu sulu ortamdaki oksijen varligina ve radikal g¢evresine

baglidir (202). Piirin bazlarindan guaninde C4-, C5- ve C8-pozisyonlarina *OH radikalinin
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eklenmesi sonucu guaninin C4-OH, C5-OH ve C8-OH-eklenti radikalleri olusur. °*OH
radikalinin eklenmesi sonucu adeninde ise C4-OH ve C8-OH-eklenti radikalleri olusur. C8-
OH-eklenti piirin radikallerinden bir elektron oksidasyonu sonucu 8-hidroksiadenin (8-OH-
Ade) ve 8-hidroksiguanin (8-OH-Gua) olusumu gerceklesir. Diger taraftan, imidazol
halkasmin agilmasi ve bir elektron indirgenmesi sonucu 4,6-diamino-5-formamidopirimidin
(FapyAde) ve 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin (FapyGua) bilesikleri olusur. Bu
durumda AH’da hasarli piirin bazlariin olusum mekanizmasimin oksidasyondan ¢ok

rediiksiyon kaynakli oldugu diisiiniilebilir.

Oksidatif DNA hasar1 lezyonlar1 birgok yontemle belirlenebilmektedir. Ancak bu
tekniklerin c¢ogu ile yalnizca bir hasar {irlinii Olgiilebilmekte ya da total hasar diizeyi
belirlenebilmektedir. Bunun yaninda kiitle spektrometrik tekniklerle hem tanimlama hem de
olusan baz hasar iirlinlerinin miktar tayini yapilabilmektedir (113). Kadioglu ve ark. nin (7),
Morocz ve ark.nin (8) AH’da yaptiklari ¢alismada ‘comet yontemi’ ile okside pilirin ve
pirimidin diizeylerininin AH’da kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek bulundugu rapor
edilmektedir. Ancak her iki ¢aligmada da 6rnekler, E.coli DNA tamir endoniikleazlar1 Fpg ve
Endo III ile inkiibe edilmis ve agiga ¢ikan piirin ve pirimidinlerin total 6lgiimii goreli bir
hesaplama yontemi ile belirlenmistir. Bu yontem ile olusan hasarin hangi bazdan ya da
bazlardan kaynaklandigmin belirlenmesi ve bu hasarli iirlinlerin kantitasyonu, molekiiler
yapist ve iyon degerleri ile ilgili bilgilerin elde edilmesi miimkiin olmamaktadir. Bu tez
calismasinda izotop diliisyonlu gaz kromatografi-sirali kiitle spektrometre ile hasarli DNA
bazlarinin 6l¢limii MRM modunda gergeklestirildi. Bu teknik ile ~1 fmol diizeyinde hasarl
bazlarin es zamanl 6l¢iimii ve kantitasyonu miimkiin olmaktadir. Bu teknigin duyarlilik ve
secicilik diizeyi canli hiicrelerdeki DNA lezyonlarinin 1 lezyon/ 10° DNA bazi seviyesinden
daha diisiik miktarlarda dahi Olgiimiine olanak vermektedir (176). Bu yontemde ayrica
calismanin basindan itibaren her bir Ornege belirli konsantrasyondaki stabil izotoplarla
isaretlenmis internal standartlar (IS) eklenerek MS oncesi (ekstraksiyon, GC enjeksiyonu vb.)
ve MS kosullarinda (iyonizasyon vb.) olusabilecek degisiklikler normalize edildi ve analizden
once DNA oOrnegine uygun internal standartlar eklenmesiyle kompleks karisimdaki

bilesenlerin miktar1 belirlendi.

Yapilan arastirmalarda; DNA ekstraksiyon sartlarinda modifiye olmamis bazlarin da

yapay oksidasyonuna sebep olan cesitli kimyasallarin (fenollii bilesikler gibi) kullaniminin
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hatali sonuglara (yalanci pozitif sonuglar) neden olabilecegi bildirilmektedir. Bu nedenle
DNA izolasyonu caligmalar1 yapay oksidasyona sebep olan kimyasallari igermeyen tuzla

¢coktiirme metodu ile gerceklestirildi.

DNA baz hasarlarinin diizeyi, bu hasarlari onaran mekanizmalarin etkinligine de
baglidir. Bu nedenle DNA onarim enzimlerinin incelenmesi oksidatif DNA hasar1 ve
Alzheimer hastalig1 arasindaki iliskinin daha iyi aydinlatilmasi i¢in énem teskil etmektedir.
Bu nedenle c¢aligmamizda baz hasarlarinin onariminda goérev alan OGG1 ve NEILI1
enzimlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri incelendi. OGG1 enziminin substratlar1 FapyGua
ve 8-OHGua’dir. NEIL1 enziminin substratlar1 ise FapyAde, FapyGua, 5-OH-5-MeHyd,
Thygly’dir. AH grubunda NEILI1 ekspresyonu kontrol grubuna gore 0,21 kat artmis olarak
bulundu. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,877). AH grubunda artmis
FapyAde hasarma oranla NEIL1 ekspresyonunda kontrol grubuna gore fark bulunmamasi,

hasarli baz diizeyinin enzimin onarim kapasitesini astigini diisiindiirmektedir.

Weissman ve ark.’nin AH olusturulmus fare modeli beyinlerinde, OGG1 glikozilaz
aktivitesinin kontrol grubuna gore degismedigi belirtilmektedir (238). AH grubunda OGG1
ekspresyonu kontrol grubuna gore 0,02 kat azalmis olarak bulundu, ancak bu azalma
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,755). OGG1 enziminin substratlar1 olan FapyGua, 8-
OHGua diizeylerinin de hasta ve kontrol gruplari arasinda farkli bulunmamasi Alzheimer
hastaliginda OGGI1 enziminin onarim etkinliinin degismedigini gostermektedir. Onarim,
Ozellikle DNA’da kodlanan genetik bilginin dogrulugunun siirdiiriilmesi i¢in 6nemlidir. DNA
onarim mekanizmasina ragmen insan dokularinda oksidatif olarak modifiye olmus DNA’larin
bulunmasi gercekte serbest radikal hasarmin tam olarak engellenemedigini gosterir. Insan
dokularindan izole edilen DNA’daki 8-OHGua ve diger okside olmus bazlarin olusumu ve
onarimi neredeyse birbirine esittir. Bu oran viicut antioksidan durumuna bagh olarak kisiden

kisiye degisebilmektedir (203).

Hanaoka ve ark.’nin yapmis olduklar1 calismada periferal kan hiicrelerinde OGG1
mRNA ekspresyonlarinin bireyler arasi ve birey i¢i degisimini degerlendirmek i¢in RT-PCR
yontemi ile 1 yillik siiregte saglikli ve sigara kullanmayan 5 kisinin ii¢ ayr1 donemde dl¢timii
yapilmistir. Buna gore ekspresyon diizeylerinde birey i¢i ve bireyler arasi degisimlerin

gozlendigi belirtilmektedir (203). Bizim ¢aligsmamizda da hasta 6rneklerinin herbirinin OGG1
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ve NEIL1 gen ekspresyonlar1 degisim katsayilar1 incelendiginde bu enzimlerin

ekspresyonlarinin bireyler arasinda farkliliklar gosterdigi saptandi.

Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tiirevleri veya oksidatif stres iiriinleri
ile kovalent modifikasyonu sonucu meydana gelir (204). Protein oksidasyonunun
biyokimyasal sonuglar1 enzim aktivitesindeki azalma, protein fonksiyonlarinin kaybi, proteaz
inhibitdr aktivitenin kaybi, protein agregasyonu, proteolize artmis/azalmis yatkinlik, reseptor
aracilt endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degisimler, immiinojen aktivitedeki
artis olarak siralanabilir (205, 206). Nitrotirozin, peroksinitritin proteinin yapisindaki tirozin
ile reaksiyonundan meydana gelen oldukg¢a kararli bir iirliniidiir. Proteinlerde olusan nitrasyon
reaksiyonu enzim ve/veya proteinleri inaktif hale getirmektedir. Nitrotirozin diizeyi
Korolainen ve ark.nin (207) yaptiklart ¢alismada Alzheimer hastalarinin serebrospinal
stvilarinda, serum ve plazma Orneklerinde ELISA yontemi ile olgiilmiistiir. Nitrotirozin
diizeylerinin her ii¢ biyolojik materyale ait bircok ornekte Olciilemedigi belirtilmektedir.
Bulunan sonuglarla yapilan istatistiksel degerlendirme sonucu hasta ve kontrol gruplari
arasinda NT diizeyi agisindan anlamli fark bulunmadigi rapor edilmektedir. Tohgi ve ark.’nin
calismasinda (208) ise, Alzheimer hastalarinin BOS Orneklerinde kontrole gore artmis
nitrotirozin diizeyleri belirtilirken, buna karsilik olarak Ryberg ve ark.’nin ¢alismasinda ise
(209) anlaml fark bulunmadig: bildirilmektedir. Bizim ¢alismamizda da AH grubu ile kontrol
grubu arasinda nitrotirozin diizeyi agisindan anlamli fark bulunmadi (p=0,709). Ayrica
Olclilen NT diizeyi ortalamalar1 her iki grupta da (AH grubunda 1,15 +0,29 nM, kontrol
grubunda ise 1,22+0,20 nM) diisiik bulundu. Bu durum nitrotirozin diizeyinin protein
oksidasyonunun AH’da gosterilmesine yonelik olarak daha hassas yontemler ile dlgiilmesi
gerekliligini ortaya koydugu gibi bu hastalarda protein oksidasyonu belirteci olarak baska bir

olas1 bilesigin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Reaktif oksijen tiirevlerinin olusumu sadece DNA’ya hasar vermekle kalmaz ayni
zamanda oksidasyona son derece duyarli olan fosfolipidlerin ¢oklu doymamis yag asidi
kalintilar1 gibi diger hiicresel bilesenlerde de hasara neden olur. Peroksil radikalleri bir kez
olustuktan sonra bir dongiisel tepkime aracilig1 ile endoperoksitlere peroksidasyon siirecinin
son uriinii MDA olacak sekilde doniisebilirler (63). MDA 6l¢iimii, lipid peroksidasyonunun

degerledirilmesinde kullanilan yontemlerden biridir (210).
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Alzheimer hastaliginda c¢esitli membran fonksiyonlarinda rol oynayan beyin
fosfolipidlerinde degisiklik olabilecegi diisiiniilmiistiir. Fosfolipidler beyinde bol miktarda
bulunan arasidonik asit ve doksaheksanoik asit gibi ¢oklu doymamis yag asitleri igerir. Coklu
doymamis yag asitleri reaktif oksijen tiirevleri tarafindan kolaylikla hidrojen kaybina imkan
taniyan cift baglarindan dolayr serbest radikal hasarina duyarlidir. Pekgok c¢aligmada
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde lipid peroksidasyonunun arttigi gosterilmistir (3). Orta
dereceli kognitif bozuklugu olan hastalarda lipid peroksidasyon {iriinlerinin serebrospinal sivi,
plazma ve idrarda anlamli diizeydeki artiglari, lipid peroksidasyonunun hastaligin

patogenezindeki erken donem fizyopatolojik degisiklik oldugunu diistindiirmiistiir.

Bourdel ve arkadaslarinin ¢alismalarinda HPLC yontemi ile belirledikleri plazma MDA
diizeylerinin Alzheimer hastalarinda arttig1 gosterilmektedir (211). Kalman ve arkadaslarinin
(212) yaptigi calismadan elde edilen veriler ise Alzheimer hastalarinda plazma MDA
diizeylerinde degisme olmadig: seklindedir. Barnham ve ark. yaptig1 bir ¢alismada, MDA nin
AR’li hastalarin beyinlerinde artmis oldugu rapor edilmektedir (213). Calismamizda da
Alzheimer hastalarinda plazma MDA diizeyi kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek
bulundu (p=0,000). Bu ¢aligmada elde edilen MDA degerleri literatiir calismalari ile benzerlik

gostermektedir.

Bermejo ve ark.’nin yaptig1 calismada (214) Alzheimer tipi demans hastalarinda MDA
diizeylerinin kontrol gruplarina gore yiiksek oldugu bildirilmektedir. Bu arastiricilar
Alzheimer hastalarinda MDA konsantrasyonunlarinin oksidatif hasarin bir belirteci olarak
kullanilabilecegini savunmaktadirlar. Yapilan bu calismada eritrosit ici MDA diizeyi dl¢iimii
yiikksek performansli sivi kromotografisi (HPLC) ve tiyobarbitiirik asit testi (TBA)
yontemlerinin kullanildigi belirtilmektedir. HPLC ydnteminin TBA ydnteminden daha iyi
oldugu savunulmaktadir (214). Bu tez calismasinda da plazma MDA seviyesi HPLC yontemi

ile ol¢iildii.

Beyin, diger dokularla karsilastirildiginda enerji tiretmek i¢in yiiksek miktarda oksijen
kullanir ve diger dokulara oranla diisiik katalaz ve GPx aktivitesi nedeni ile antioksidan sistem
kismen yetersizdir. Orta dereceli kognitif bozuklugu olan hastalar ile Alzheimer hastalarinin
enzimatik olmayan antioksidan periferik diizeyleri ve enzimatik antioksidanlarin aktiviteleri
acisindan kontrol grubu ile karsilastirildigr bir ¢alismada; orta dereceli kognitif bozuklukta ve

Alzheimer hastalarinda A, C ve E vitaminleri ile {irik asit diizeylerinin diisiik oldugu
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gosterilmektedir. Ayn1 zamanda her iki hasta grubunda plazma ve eritrosit SOD ve GPx
aktivitesinin diisiikk oldugu belirtilmektedir. Bu veriler 1s1ginda her iki hasta grubunda
oksidatif stres durumunda, asir1 miktarda tiretilen serbest radikallere kars1 yeterli korumanin

saglanamayacagi ileri siiriilmektedir (210 ).

AH patogenezinde serebral kan damarlarinda ve senil plaklarda Amiloid B proteininin
olusumu ve ekstraselliiler agregasyonunun, énemli bir etken oldugu bilinmektedir. MMP’ler,
ECM komponentlerini ¢esitli  fizyolojik ve patofizyolojik durumlarda degrade
edebilmektedirler. MMP’lerin AH patogenezinde (Amiloid B isleme yolunda) de rol aldig:
bilinmektedir (215, 216). Ancak AH patogenezindeki bu fonksiyonunun yikict mi yoksa

koruyucu mu rolde olup olmadig1 kesin olarak net degildir.

Alzheimer hastaligi, beyinde amiloid plaklarda ekstraseliilar amiloid-f3 (Ap) birikimi ile
karakterizedir. Genetik gegisli AH’da genellikle AP iiretiminin artisina neden olan genetik
mutasyonlar s6z konusu iken (217), sporadik gegisli AH’da AP temizlenme mekanizmasinda
bir bozukluk oldugu diisiiniilmektedir (218) AP temizlenme mekanizmasinda MMP2 (219) ve
MMP9’un da (166) rol aldig1 bir¢ok proteaz tanimlanmaktadir. Yin ve ark.’nin (220) bu konu
tizerine yaptiklar1 calismada MMP2 ve MMPY genleri susturulmus farelerde AB diizeyinin
kontrol grubuna gore yiiksek bulundugunu ve proteazlarin AP katabolizmasinda rol aldiklar

belirtilmektedir.

MMP’lerin aktivitesi ve ekspresyonu transkripsiyon diizeyi de dahil olmak iizere bir¢cok
asamada kontrol edilmektedir. Ekspresyonu biiylime faktorleri, sitokinler ve serbest
radikallerce diizenlenirken (221), aktiviteleri MMP’lerin latent proformlar1 ve endojen doku
inhibitorleri (TIMP’ler) tarafindan regiile edlir (222). MMP ekspresyonlart Alzheimer
hastalarinin postmortem beyin dokusunda tanimlanmaktadir. MMP9 hipokampusta lokalizedir
ve AP peptidin degredasyonu ile iliskilidir (166). TIMP’lerin ise amiloid plaklarda,

norofibriller yumaklarda ve Purkinje hiicrelerinde lokalize oldugu belirtilmektedir (223).

Lorenzl ve ark. tarafindan ELISA yontemi ile (224) Alzheimer hastalar1 ve kontol grubu
plazma orneklerinde MMP2, MMP9, TIMP1 ve TIMP2 diizeyleri belirlenmistir. Calismada
MMP9 diizeyinin hasta grubunda kontrole gore artis gosterdigi, TIMP1 ve TIMP2
diizeylerinin ise degismedigi savunulmaktadir. Ayni c¢alismada hem TIMP1 ve MMP9
arasinda hem de TIMP2 ve MMP9 arasinda pozitif korelasyon oldugu vurgulanmaktadir.
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Ayrica literatiirde (225, 226) MMP2’nin alfa-sekretaz aktivitesine sahip oldugu ve amiloid
prekiirsor proteinin kesilmesinden sorumlu oldugu belirtilmekte, buna karsin MMP2
diizeyinin degismedigi bildirilmektedir. Calismada artmis MMP9 diizeyinin ise AH’nin

endotelial patolojisine katkida bulunabilecegi seklinde yorumlanmaktadir.

S. Horstmann ve arkadaglari, MMP 2 ve 9 diizeylerini AH ve kontrol gruplar1 plazma ve
BOS orneklerinde zimografi yontemiyle belirlediklerini ve (167) MMP2 diizeyi agisindan
hasta ve kontrol plazma 6rnekleri arasinda anlamli fark bulunmadigin1 savunmaktadirlar. BOS
orneklerinde ise MMP2 diizeylerinin AH grubunda kontrole goére diisik bulundugu
gosterilmektedir. MMP9 diizeyi, AH grubu plazma Orneklerinde kontrole gore diisiik
bulunurken, BOS 6rneklerinde tespit edilemedigi belirtilmektedir.

Calismamizda ise, Alzheimer hastalarinda MMP2 diizeyi (AH grubu ortalamasi;
13,68+£2,38 ng/mL, kontrol grubu ortalamasi; 44,02+6,24 ng/mL) kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamlilikta diisiik (p=0,000), TIMP2 diizeyi acisindan ise AH grubu (AH grubu
ortalamast; 172,9745,14 ng/mL, kontrol grubu ortalamasi; 182,34+7,56 ng/mL ) ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0,309). Ayrica Alzheimer
hastalarinda MMP2 ve TIMP2 diizeyleri arasinda pozitif korelasyon saptandi (p=0,001,
r=0,578). Alfa-sekretaz aktivitesine sahip oldugu ve amiloid prekiirsér proteinin
kesilmesinden sorumlu oldugu bilinen MMP2’nin Alzheimer hastalarinda diisiik bulunmasi
hastaligin patolojisinin ilerlemesine (Amiloid beta peptit agregatlarinin birikimini arttiric
yonde) katkida bulundugu seklinde yorumlanabildi. Bu durum MMP2’lerin AH’da koruyucu
rol oynadigi diisiincesini kuvvetlendirmektedir. MMP2 ve inhibitorii TIMP2 arasinda pozitif
yonde iligki bulunmast AH’da birbirlerini kompanse ettigi diisliniilebilir. Caligmamizda
MMP9Y diizeyleri Alzheimer hasta orneklerinde kontrol grubuna goére diisiik bulundu (AH
grubu ortalamast: 1810,34+184,0 ng/mL, kontrol grubu ortalamasi: 2230,81+132,2 ng/mL)
ancak bu distiklik anlamli olarak farkli bulunmadi (p=0,069). Bu durum MMP9 diizeyi
acisindan Alzheimer grubu bireylerin heterojenite gostermesinden (min: 197,7 — maks.:
3350,2 ng/mL) kaynaklandigin1 diisiindiirmektedir. Alzheimer hastalarinda TIMP1 diizeyi ise
(AH grubu ortalamasi: 473,44+28,89 ng/mL, kontrol grubu ortalamasi: 624,524+38,96 ng/mL)
kontrol grubuna gore diisiikk (p=0,003) bulundu. Alzheimer hastalarinda MMP9 ve TIMP1
diizeyleri arasinda pozitif korelasyon saptandi (p=0,034, r=0,389). Elde edilen sonuglar
MMP’lerin AP katabolizmasinda rol aldiklarini dogrular niteliktedir.
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fleri glikasyon son fiiriinlerinden N®karboksimetillizin calismalarimizin sonuglarini
inceledigimizde, CML diizeyleri ortalamast AH grubunda 0,996+0,13 pg/mL, kontrol
grubunda ise 1,102+0,08 pg/mL olarak saptandi. AH grubu ile kontrol grubu arasinda CML
diizeyi agisindan anlamli fark bulunmadi (p=0,061). Son calismalarda, AH’larinin ve yas
eslestirilmesi yapilmis kontrol gruplarinin beyinlerinde AGE’lerin biriktigi ve bu durumun
yaslanmada ve AH patogenezinde rol oynadig1 savunulmaktadir ( 27,28, 229, 230, 231). Buna
ragmen AGE’lerin AH’ nin patogenezinde rol oynayip oynamadiklar1 halen tartismalidir. /n
vitro ¢alismalarda AGE ile modifiye olan AP proteininin ¢dziiniir Af’nin agregasyonunu
hizlandirdig1 ve AH beyin amiloid plak kesiti incelendiginde artmis AGE iiriinlerinin oldugu
gosterilmektedir (229). Ek olarak AGE modifye rekombinant Tau proteininin de reaktif
oksijen ara lriinlerini olusturdugu belirtilmektedir (232). Bagka bir calismada, AGE spesifik
reseptorlerin (RAGE) AP i¢in 6zel hiicre yiizey akseptorii olduklar1 ve RAGE’lerin AB-iligkili
noronal hiicre toksisitesinde rol aldiklar1 bildirilmektedir (233). Bunlara karsilik A
glikasyonunun AH patolojisinde ge¢ evrede meydana geldigini ve AP tarafindan olusturulan
serbest radikallerin bir sonucu oldugu savunulmaktadir (234). Ek olarak, AP toksisitesinde
RAGE proteinlerine gerek duyulmadigr da belirtilmektedir (235). CML diizeyi ile ilgili
yaptigimiz literatlir taramasi sonucunda Alzheimer hastaligi iizerine yapilan calismalarin
cogunlukla beyin dokularindaki lokalizasyonu iizerine gergeklestirildigi goriilmektedir. Bér ve
ark.’nin Alzheimer hastalarinin serum ve BOS Orneklerinde ELISA yontemi ile yaptiklar
CML diizeyi incelenmesine yonelik calismada (236) AH grubu BOS 6rneklerinde kontrol
grubuna gore artmig CML diizeyleri, serum Orneklerinde ise anlamli bir fark bulunmadig:
rapor edilmektedir. Bu durum i¢in serumda ekstra-serebral faktorlerin etkili olabilecegi

seklinde yorum yapilmaktadir.

Calismamizda incelenen makromolekiiler hasar belirtegcleri ve DNA onarim enzim
ekspresyonlarinin Alzheimer hastalarinda prognostik Onemlerinin incelenmesi amaci ile
gerceklestirilen istatistik degerlendirmeler sonucu oksidatif hasar belirtecleri ile hastalarin

MMDT degerleri arasinda anlaml iligski bulunmadi.
Calismamizin literatiire getirdigi yenilikleri degerlendirdigimizde;

e Alzheimer hastalarinin 16kositlerinden elde edilen DNA 6rneklerinde DNA baz hasari
lezyonlar1 ilk kez oldukca hassas bir yontem olan izotop diliisyonlu GC-MS/MS ile
olgiildii ve kantite edildi. FapyAde diizeyi Alzheimer hastalarinda yiiksek bulundu. Bu
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durum FapyAde hasarinin da AH’nin etiyolojisinde rol oynayabilecegini
diisindiirmektedir.

Calismada DNA baz hasari diizeyleri ile birlikte bu lezyonlarin onariminda gérev alan
OGGI1 ve NEIL1 enzimlerinin de incelenmesi, AH’da hasar diizeyinin, DNA onarim
enzimlerinin etkinligiyle birlikte degerlendirilerek daha iyi anlagilmasini miimkiin
kilmaktadir.

Hastalarda incelenen matriks metalloproteinazlar ve inhibitorlerinin  diizeylerinin
sonuglar1 dogrultusunda AH’nin patogenezinde bu proteazlarin ve inhibitorlerin roliiniin
belirlenmesine katki saglayici bilgiler elde edildi. Ozellikle MMP2 diizeyinin AH nin
AP katabolizmasinda rol aldig1 goriisii bu calisma ile de desteklenmis oldu.

Calismamiz AH’da lipid peroksidasyonun varliginin gosterilmesi agisindan da 6nem

tasimaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak bu c¢alisma Alzheimer hastalarinda oksidatif makromolekiil hasari
belirteclerinin ve DNA onarim enzim ekspresyonlarinin ilk kez bu kadar genis bir bi¢gimde
arastirilmis olmasi acisindan 6nem tasimaktadir. Oksidatif makromolekiil hasari, Alzheimer
hastaliginin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu siirece hangi molekiillerin ne derece
dahil oldugunun bilinmesi hastaligin tedavisinde uygulanacak stratejilerin se¢ciminde ve yeni
tedavi yontemlerinin gelistirilmesi agisindan 6nem tagimaktadir. Ayn1 zamanda yaptigimiz
caligmalar sonucunda matriks metalloproteinazlarin ve inhibitorlerin Alzheimer hastaliginin
patogenezinden sorumlu AP peptidlerin katabolizmasinda rol aldiklarini destekleyici

bulgularin elde edilmesinin literatiire katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Alzheimer hastalarinda artmis oldugu gozlenen FapyAde lezyonunun ve bu lezyonun
onariminda rol alan enzimlerin BOS, idrar ve postmortem beyin dokularinda da daha genis
capta incelenmesi hastaligin etiyolojisinin aydinlatilmasi agisindan Onem tagimaktadir.
Calismamizda DNA baz hasar1 diizeyleri National Institute of Standards and Technology
(NIST) kurumunun Biomolecular Measurement Boéliimii’niin DNA Olciimleri Grubu
Laboratuvari’nda (Maryland, U.S.A) 0lciildii. Bu ¢aligmalarin iiniversitemiz biinyesinde de
gerceklestirilebilmesi i¢in Dokuz Eyliil Universitesi Arastirma Laboratuvari’nda (ARLAB)
bulunan gaz kromatografi-kiitle spektrometre cihazi kullanilarak optimizasyon caligsmalari
gerceklestirildi. Her iki kurumda da gercgeklestirilen karsilikli ¢aligmalar sonucunda birbirine
oldukca yakin bulgular elde edildi. Tez ¢alismamizda diizeyi belirlenen hasarli bazlarin

Olclimii bu sayede iiniversitemiz bilinyesinde de gerceklestirilebilecektir.

Calisma kapsaminda hasta ve kontrol gruplarindan elde edilen DNA 6rnekleri sadece
GC-MS/MS ile DNA baz hasar1 diizeylerinin 6l¢timii i¢in yeterli oldu. Cok az sayida 6rnekte
(Alzheimer grubunda 10 6rnek, kontrol grubunda ise 3 6rnek) sivi kromatografi sirali kiitle
spektrometre ile DNA niikleozit hasar1 diizeyleri belirlendi ve istatistiksel hesaplama
yapilamadigindan tez kapsamina dahil edilemedi. AH’da DNA niikleozit hasarinin da
Olciilmesine yonelik olarak yeni calismalarin planlanmasimin literatiire katki saglayacagi

diistinilmektedir.

DNA onarim enzim ekspresyon diizeyleri RT-PCR teknigi kullanilarak belirlendi. Bu
calisma AH’da tespit edilen hasarli DNA bazlariin diizeylerindeki degisimin, dl¢iilen DNA
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onarim enzimlerinin ekspresyon diizeylerinden kaynaklanip kaynaklanmadigini gostermek
adina 6nemlidir. Ayrica bu noktada DNA onarim enzimlerinin polimorfik yapilarinin ve
enzimlerin protein diizeyinde incelenmesinin de 6énemli olacagi diistiniilmektedir. Bu konuda
NIST kurumunda protein diizeyinde DNA onarim enzimlerinin tanimlanmasi ve miktarinin
belirlenmesi caligmalarini izotop diliisyonlu sivi kromatografi sirali kiitle spektrometre ile
gerceklestirdik (237, 177). DNA onarim enzimlerinin protein diizeyinde AH’da ve diger

cesitli hastaliklarda belirlenmesi adina ¢alismalarimiz devam etmektedir.
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8.EKLER

EK-1. GONULLU iCiN BILGILENDIRILMiS ONAY FORMU

Arastirmanin adi: Farkli Dejeneratif Demans Hastaliklarinda Oksidatif Hasar

Demans, eriskin ¢agda bilissel yikim sonucu gelisen islevsellik kaybidir. Demans
olusumunda dejeneratif nedenler ilk sirada yer almaktadir. Bu dejeneratif nedenler farkli demans
tiplerine yol agmaktadir. En sik goriilen Alzheimer tipi demanstir. Bunu ikinci sirada Lewy cisimcikli
demans takip eder ve Alzheimer ile sik karigan bir klinik tablo sergiler. Bir diger demans tipi ise daha
nadir goriilen Frontotemporal demanstir. Son calismalarda Alzheimer tipi demansa sahip kisilerden
alman dokularda, dejenerasyon ve yaslanmada dnemli rol oynayan oksidatif DNA hasarmin yiiksek
oldugu gosterilmistir fakat diger iki dejeneratif hastaliga yonelik heniiz bdyle bir calisma
yapilmamustir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak yiiriitecegimiz bu ¢alismada, s6z konusu ii¢ demans tipine
sahip kisilerin periferik kanlarindan elde ettigimiz plazmalarinda, protein, lipid, karbonhidrat ve DNA
diizeyinde, oksidatif hasar1 ve antioksidan durumunu saptamayi amagladik. Boylece bu hasarlarin
onarimi hakkinda da yorum yapabilmeyi beklemekteyiz.

Bu arada klinik taniy1 desteklemek icin bir dizi soru-cevap niteliginde testler uygulanacaktir.
Bu testler yaklagik 1.5 saat siirecektir. Bu sayede ¢alismamizin, farkli dejeneratif hastaliklarin tani ve
tedavisine yonelik yapilacak arastirmalara 1sik tutacagi diigiiniilmektedir. Ancak séz konusu
calismalardan size dolaysiz olarak yansiyacak bir yarar bulunmamaktadir.

Bu calisma Dokuz Eyliil Universitesi Néroloji Anabilim Dali ve Biyokimya Anabilim Dal1
tarafindan yiiriitiilecektir. Calismamizda, toplam 100-110 katilimci yer alacaktir. Sizden goniillii
olarak katilmanizi isteme nedenimiz, sizde her hangi bir demans hastaliginin bulunmamasi ve saglikli
bir birey olmanizdir. Bu da bize, hastalari, saglikli bireylerle karsilastirma firsatin1 verecektir. Kabul
ettiginiz takdirde, ¢alismay1 yapabilmek icin sizden 10+10 ml. (15 ml’lik bir tiip icine) kadar kan
Ornegi almamiz gerekecektir. Noroloji Anabilim Dali’nda almis oldugumuz kan Orneginiz, sogukta
saklanarak hizla Biyokimya Anabilim Dali'na gotiiriilecektir. Olgiimler, National Institute of
Standards and Technology (NIST) kurumunun Biochemical Science Béliimii’niin DNA Olgiimleri
Grubu laboratuvarlarinda (Gaithersburg, Maryland, U.S.A) gerceklestirilecektir. Bu kandan alinan
Olclimler calismanin hedefine yonelik incelenecektir.

Kan alinmas: swrasinda olusabilecek riskler: 1-) Igne batmasina bagl olarak ¢ok hafif bir
act duyabilirsiniz. 2-) Cok diisiik bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda, kanamanin uzamasi
veya enfeksiyon gibi bir risk olabilmektedir.

Yukarida sayilanlar bu gibi arastirmalarda genellikle belirtilmesi gereken fakat goriilme olasiligt
cok diisiik olan risklerdir. Bununla birlikte yapacagimiz islemlerin herhangi bir yan etkisi yoktur.
Fakat aragtirma siiresince her hangi bir risk ile karilasma durumunuzda tedaviniz tarafimizca
karsilanacaktir.

Yapilacak arastirmanin getirecegi olast yararlar: Bu calisma, 3 farkli dejeneratif demans
tipinin nedeni ve gelisiminin 6grenilmesinde yararli olacaktir. Bu hastaliklarin temelinde yatan
nedenlerin 6grenilmesi ise tedavide yeni yaklagimlara ve ileride bu hastaliklardan etkilenmis bireylere
fayda saglayacaktir. Bu ¢aligmaya katilmaktan dolay1r maddi bir ¢ikariniz olmayacaktir.

Bu ¢alisma sirasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gergeklestirilecek diger
islemlerin masraflar1 size veya gilivencesi altinda bulundugunuz resmi yada 6zel hi¢bir kurum veya
kurulusa 6detilmeyecektir. Goniillii bu ¢alismaya katilmay1 red etme ya da arastirma bagladiktan sonra
devam etmeme hakkina sahiptir. Arastirmaci da goniilliniin kendi rizasina bakmadan, olguyu
arastirma dig1 birakabilir. Bu ¢alismada yer aldiginiz siire icerisinde kayitlarinizin yani sira iligkili
saglik kayitlarimiz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlarimiz kurumun yerel etik kurul
komitesine ve Saglik Bakanligi’na agik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalnizca
aragtirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Caligma verileri herhangi bir yayin ve raporda
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kullanilirken bu yayinda isminiz kullanilmayacak ve veriler izlenerek size ulagilamayacaktir. DNA
ornekleri sadece bu calismada kullanilmak {izere alinacaktir. Alinan biyolojik materyaller yurt disina
gdzetimimiz ve kontroliimiiz dahilinde gotiiriilerek analiz yapilacaktir.

Goniilliiniin Beyant

Saym Dr. ....ooooiiiinn i tarafindan Dokuz Eyliil Unversitesi Tip Fakiiltesi
Noroloji Anabilim Dali ve Biyokimya Anabilim Dalinda tibbi bir arastirma yapilacag: belirtilerek bu
arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi.

Bu aragtirmaya katilmam durumunda, kisisel bilgilerimin korunacagi konusunda bana yeterli
giiven verildi. Caligmanm yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak igin arastirmadan c¢ekilecegimi
onceden bildirmemim uygun olacagimin bilincindeyim). Ayrica saglik durumumda herhangi bir
olumsuz risk durumu diigtiniiliirse, arastirmaci tarafindan aragtirma disi tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana
gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya c¢ikmasi halinde, her tirlii tibbi miidahalenin
saglanacag1 konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik
altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, hangi arastiriciyi,
hangi telefon ve adresten arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi
bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Yukarida goniillilye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar
hakkinda bana yazili ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya
kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Katihmci
Adi, soyadt:
Adres:

Tel.

Imza

Katihimei ile goriisen arastirmaci
Adi soyadi, unvani:

Adres:

Tel.

Imza:

VE/VEYA

Bu ¢alismaya katilmasi diisiiniilen kisi onay formunu anlayabilecek mental yeterlilige sahip
degil veya okuyamiyor veya imzalayamiyor. Bu kiginin ¢calismaya katilmast konusunda benim iznim
soruldu. Bu ¢calismaya katilmay red edecek herhangi bir olasi nedeni olmadigint biliyorum.

Goriisme tamgi
Adi, soyadt:
Adres:

Tel:

Imza:
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EK-2. KATILIMCI iCIN BILGILENDIRILMIiS ONAY FORMU

Arastirmanin adi: Farkli Dejeneratif Demans Hastaliklarinda Oksidatif Hasar

Demans, erigkin ¢agda biligsel yikim sonucu gelisen islevsellik kaybidir. Demans
olusumunda dejeneratif nedenler ilk sirada yer almaktadir. Bu dejeneratif nedenler farkli demans
tiplerine yol agmaktadir. En sik goriilen Alzheimer tipi demanstir. Bunu ikinci sirada Lewy cisimcikli
demans takip eder ve Alzheimer ile sik karigan bir klinik tablo sergiler. Bir diger demans tipi ise daha
nadir goriilen Frontotemporal demanstir. Son ¢alismalarda Alzheimer tipi demansa sahip kisilerden
alman dokularda, dejenerasyon ve yaslanmada onemli rol oynayan oksidatif DNA hasarinin yiiksek
oldugu gosterilmistir fakat diger iki dejeneratif hastaliga yonelik heniiz bdyle bir caligma
yapilmamigtir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak yiirlitecegimiz bu ¢alismada, s6z konusu ii¢ demans tipine
sahip kisilerin perifer kanlarindan elde ettigimiz plazmalarinda, protein, lipid, karbonhidrat ve DNA
diizeyinde, oksidatif hasar1 ve antioksidan durumunu saptamayir amacladik. Boylece bu hasarlarin
onarimi hakkinda da yorum yapabilmeyi beklemekteyiz.

Bu arada klinik taniy1 desteklemek icin bir dizi soru-cevap niteliginde testler uygulanacaktir.
Bu testler yaklasik 1.5 saat siirecektir. Bu sayede ¢alismamizin, farkli dejeneratif hastaliklarin tani ve
tedavisine yonelik yapilacak arastirmalara 1sik tutacagi diisliniilmektedir. Ancak séz konusu
calismalardan size dolaysiz olarak yansiyacak bir yarar bulunmamaktadir.

Bu ¢alisma Dokuz Eyliil Universitesi Noroloji Anabilim Dali ve Biyokimya Anabilim Dali
tarafindan yiiriitiilecektir. Caligmamizda, toplam 100-110 katilimc1 yer alacaktir. Sizden katilmanizi
isteme nedenimiz, sizin bu 3 farkli demans tipinden birine sahip olmanizdir. Kabul ettiginiz takdirde,
calismay1 yapabilmek icin sizden 10+10 ml. (15 ml’lik bir tiip i¢ine) kadar kan Ornegi almamiz
gerekecektir. Noroloji Anabilim Dali’nda almis oldugumuz kan 6rneginiz, sogukta saklanarak hizla
Biyokimya Anabilim Dali’na gétiiriilecektir. ~ Olgiimler, National Institute of Standards and
Technology ~ (NIST) kurumunun Biochemical Science Boéliimii'niin DNA Olgiimleri Grubu
laboratuvarlarinda (Gaithersburg, Maryland, U.S.A) gerceklestirilecektir. Bu kandan alinan 6l¢timler
calismanin hedefine yonelik incelenecektir.

Kan alinmas: swrasinda olusabilecek riskler: 1-) igne batmasima bagli olarak ¢ok hafif bir
act duyabilirsiniz. 2-) Cok diisiik bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda, kanamanin uzamasi
veya enfeksiyon gibi bir risk olabilmektedir.

Yukarida sayilanlar bu gibi arastirmalarda genellikle belirtilmesi gereken fakat goriilme olasiligi
cok diisiik olan risklerdir. Bununla birlikte yapacagimiz islemlerin herhangi bir yan etkisi yoktur.
Fakat aragtirma siiresince her hangi bir risk ile karllasma durumunuzda tedaviniz tarafimizca
karsilanacaktir.

Yapilacak arastirmanin getirecegi olast yararlar: Bu caligsma, 3 farkli dejeneratif demans
tipinin nedeni ve gelisiminin 6grenilmesinde yararli olacaktir. Bu hastaliklarin temelinde yatan
nedenlerin 6Zrenilmesi ise tedavide yeni yaklagimlara ve ileride bu hastaliklardan etkilenmis bireylere
fayda saglayacaktir. Bu ¢aligmaya katilmaktan dolayr maddi bir ¢ikariniz olmayacaktir.

Bu c¢alisma sirasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gergeklestirilecek diger
islemlerin masraflari size veya giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya
kurulusa 6detilmeyecektir. Katilimei, bu ¢alismada yer almayi red etme ya da arastirma bagladiktan
sonra devam etmeme hakkina sahiptir. Bu ¢aligmaya katilmaniz veya bagladiktan sonra herhangi bir
safhasinda ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakimimizi etkilemeyecektir. Arastirmact da katilimcinin
kendi rizasina bakmadan, olguyu arastirma dis1 birakabilir. Bu ¢alismada yer aldiginiz siire icerisinde
kisisel bilgilerinizin yan1 sira iligkili saglik kayitlariniz da kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte
kayitlarimiz kurumun yerel etik kurul komitesine ve Saglik Bakanlifi’na agik olacaktir. Hassas
olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma
verileri herhangi bir yayin veya raporda kullanilirken bu yayinda isminiz kullamilmayacak ve veriler
izlenerek size ulasilamayacaktir. DNA 6rnekleri sadece bu calismada kullanilmak {izere alinacaktir.
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Alman biyolojik materyaller yurt disina gozetimimiz ve kontroliimiiz dahilinde gdtiiriilerek analiz
yapilacaktir.

Katilimcinin Beyani

Saym Dr. ... c tarafindan Dokuz Eyliil Unversitesi T1p Fakiiltesi
Noroloji Anabilim Dali ve Biyokimya Anabilim Dalinda tibbi bir aragtirma yapilacag: belirtilerek bu
aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi.

Bu arastirmaya katilmam durumunda, kisisel bilgilerimin korunacagi konusunda bana yeterli
giiven verildi. Caligmanimn yiritiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak igin arastirmadan ¢ekilecegimi
onceden bildirmemim uygun olacagimin bilincindeyim). Ayrica saglik durumumda herhangi bir
olumsuz risk durumu diisiiniillirse, arastirmaci tarafindan arastirma disi tutulabilirim.

Aragtirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana
gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya g¢ikmasi halinde, her tirlii tibbi miidahalenin
saglanacag1 konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik
altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, hangi arastiriciyi,
hangi telefon ve adresten arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi
bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Yukarnida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar
hakkinda bana yazili ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya
kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Katihmci
Adi, soyadt:
Adres:

Tel:

Imza:

Katihmei ile goriisen arastirmaci
Adi soyadi, unvani:

Adres:

Tel:

Imza:

VE/VEYA

Bu ¢alismaya katilmasi diisiiniilen kisi onay formunu anlayabilecek mental yeterlilige sahip
degil veya okuyamiyor veya imzalayamiyor. Bu kiginin ¢calismaya katilmast konusunda benim iznim
soruldu. Bu ¢alismaya katilmay: red edecek herhangi bir olasi nedeni olmadigini biliyorum.

Goriisme tamgi
Adi, soyadt:
Adres:

Tel:

Imza:
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EK-3. STANDARDIZE MiNi MENTAL TEST ORNEGI

Ad Sovad: Tarih:
Egitim (yil): Meslek:
T. Puan:

YONELIM (Toplam puan 10)

Yag:

Aktif EL:

L3 P B BT e VA e | 1 9Y PSSR NG [ e (S S (Y
e e o e R e S L e s L e G Bl
B S I i 0 B A e P e i 0 S eSS 4 G By
LT o

Hingi ulkede yasiyoruz ..

Su an hangi sehirde huImea}-.tasmlz

Su an bulundufunuz semt neresidir ..

Suan halunatE i DN MEreRBlI ..o oo i s i s st el i A i i Gl b e bl s
Su an bu binada KagImET KEIRSIIIZ _.. ..o s bbb o bbb e h b s et

EAYIT HAFTZASI (Topiam puin 3)

Size birazdan styleyecefim (¢ ismi dikkatlice dinleyip ben bitirdikten sonra tekrarlayin

{Masa, Bayrak, Elbise) (20 sn s0re tammiry Her dofm 5im 1 POaN .ot

DIKKAT wve HESAP Y APMA (Toplam puan 3)
[00°den gerive dogru 7 gikartarak gidin. Dur deyinceye kadar devam edin.

Her dojr iglem 1 pan. (10, 93, 86, TO, T2, BIY .ooiimm i ot onitsians ssassbissias sossios s i st i i s

HATIRLAMA (Toplam pugn 3)
Yukanda tekrar ettifiniz kelimeleri hatirhvor musunuz? Hatrladiklanmiz styvleyin.

LT F T ) T SO P RSO

LISAN (Toplam puan 9
a) Bo goirdiifunuz nesnelerin isimleri nedir? (=aat, kalem) 2 puan (20 s0 m)

b) Simdi size stiyleyecefim climleyi dikkatle dinleyin ve ben bitirdikten sonra tekrar

edin. "Efer ve fakat istemivorum” (10 sn tut) | puan...

¢} Simdi sizden bir ey yapmanixi isteyecefim, beni tllL]miIe dJI'I]E.'.'_Hl'I ve stjvledlglw

vapn. "Masada duran kafidh sapfsol elinizle alin, iki efinizle ikiye katlayin ve vere
birakan lutfen” Toplam puan 3, stre 30 sn, her bir dogru islem [ puan..

d) Simdi size bir climie verecegim. Okuyun ve yanda sylenan seyi yamm. ( I puan}

*GOZLERINIZI KAPATIN" (arka sayfada)....

e} Simdi verecegim kafhda akhimza gelen anlarn]] I:nr cumle:.rl :.razm tl: pu:m]

) Size ptisteracefim seklin aymsm cirin. (arka sayfada) (1 puan) ...
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EK-4. NEIL1 VE OGG1I mRNA EKSPRESYONLARI OPTIMIZASYON
CALISMALARINA AiT BULGULAR

Ekspresyon analizi ¢aligsmalarinin optimizasyonu i¢in bazi hasta ve kontrol 6rnekleri ile

Oon deneme c¢alismalar gergeklestirildi.
On deneme ¢alismalarinda gergeklestirilen basamaklar;

e Her iki gen bolgesi i¢in 3 ayri primer dizisi “Vector® NTI (Life Science-
Invitrogen-Almanya)” programinda tasarlandi ve bu primer setleriyle on
calismalar gergeklestirildi.

e Farkli amplifikasyon sicakliklarinda PCR protokolleri olusturuldu ve elde edilen
PCR iirlinleri ayrica %1,5’luk agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek sonuglar

kontrol edildi.

SYBR Green (N',N'-dimethyl-N-[4-[(E)-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2-ylidene)methyl]-
1-phenylquinolin-1-ium-2-yl]-N-propylpropane-1,3-diamine) teknigi ile gen ekspresyonu
kantitasyonu i¢in uygun primer se¢imi en Onemli noktadir. Bu teknigin basariyla
uygulanabilmesi i¢in PCR primerlerinin sadece 6zgiill cDNA’ya baglanmasi, primer dimer
veya 0zgiil olmayan amplifikasyon {iriinii vermemesi gereklidir. Bu prensipler gz Oniine

alinarak kullanilan primerler ve amplikon uzunluklar1 Tablo 15’de verilmistir.

Tablo 15. Primer dizileri ve PCR iiriin uzunluklari

Primer Adi Primer Dizisi PCR Uriin
Uzunlugu

0GG1 (253a)-F 5’ -CTACGGGGCGGTGCCTGCTG- 3° 302 bps
0OGG1 (253b)-R 5’ -GCTCGTCTGGTGTGGGCCTG- 3’
0GG1 (385a)-F 5’ -GCCCGCGCGTTCTGCCCAG- 3’ 286 bps
0GG1 (385b)-R 5’ -TGCGCACGGCCTCCAGCTCG- 3’
0GG1 (955a)-F 5’ -CCGAGGAGACAAGAGCCAGG- 3’ 182 bps
0GG1 (955b)-R 5’ -CGATGGGGTCTTGTCGCAGC- 3’
NEIL1 (3a)-F 5’ -TGGCCCTGGTCTTCCGCTTC- 3’ 281 bps
NEIL1 (3b)-R 5" -CAGGAGGGCCTCGCAGATGG- 3’
NEIL1 (192a)-F 5’ -GTTCGGCCGCTGGGACCTTG- 3’ 247 bps
NEIL1 (192b)-R 5’ -CAGGGCCTCCAGGACCGAGC- 3
NEIL1(GK111a)-F | 5° -CGGCGGCTGCGTGGAGAAGTC- 3’ 300 bps
NEIL1(GK111b)-R | 5° -GTCCCAGCGGCCGAACCGGC- 3’
ﬁ-AKTiN-F 5’ -CCACACTGTGCCCATCTACG- 3’ 99 bps
B-AKTIN-R 5’ - AGGATCTTCATGAGGTAGTCAGTCAG- 3’
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Secgilen bazi1 hasta ve kontrol cDNA Ornekleriyle NEIL1, OGGl ve B-aktin gen

ekspresyonlari tiim primer ¢iftleri i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde RT-PCR ile analiz edildi. On

deneme calismalarinda RT-PCR analizinde amplifikasyon basamagindaki baglanma ve uzama

sicakliklar1 ve stireleri optimize edildi. Tiim genlere ait primerlerin ayni ¢alismada DNA’ya

baglanip ¢ogalmasini saglayan RT-PCR protokolii Tablo 16.‘da gosterilmektedir.

Tablo 16. RT-PCR calisma protokolii

Islem Sicakhik | Siire Artis Veri
(°Cls) Al
1.Denatiirasyon | ilk 95 °C 5 20 -
(1 siklus) denatiirasyon
2.Amplifikasyon | Denatiirasyon | 95 °C 15 20 -
(40 siklus)
Baglanma 65 °C 10" 20 -
Uzama 72 °C 30 20 Tek
3.Erime egrisi Denatiirasyon | 95 °C 0 20 -
(1 siklus)
“Reannealing” | 65 °C 15> 20 -
Denatiirasyon | 95 °C 0 0,1 Siirekli
4.Soguma Soguma 40 °C 30 20 -

OGG1 geni erime egrisi analizi sonuglarinda;

(2 adet pik mevcut) (Sekil 74.)

OGGI1 253a-b primerleri ile spesifik olmayan bir {irliniin daha amplifiye oldugu goézlendi

OGG1 385a-b ve 955a-b primerleri ile yapilan RT-PCR erime egrisi analizi sonuglarinda

ise, tek pik gozlenmesi istenilen bolgelerin disinda farkli bir iiriiniin amplifiye olmadig
goriildii (Sekil 74.)
Elde edilen RT-PCR sonucglarin1 kontrol etmek amaciyla %1,5’luk agaroz jel

elektroforezine uygulanan {irlinlere ait sonuglarda ise;

e OGGI 253a-b, 385a-b ve 955a-b primerleriyle yapilan RT-PCR c¢aligmasindan elde edilen

tiriinlerin hepsinde tek bant gozlendi (Sekil 75.).
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NEIL1 geni erime egrisi analizi sonuglarinda;

NEIL1 3a-b primerleri ile spesifik olmayan bir iiriiniin daha amplifiye oldugu goézlendi (2
adet pik mevcut) (Sekil 76.).
NEIL1 192a-b primerleri ile yapilan RT-PCR erime egrisi analizi sonuglarinda ise tek pik
gozlenmesi istenilen bdlgelerin diginda farkli bir {irliniin amplifiye olmadig goriildii (Sekil
76.).
NEIL1 GK111a-b primerleri ile yapilan RT-PCR erime egrisi analizi sonuglarinda da tek
pik gozlenmesi istenilen bolgelerin disinda farkli bir iirliniin amplifiye olmadigini gosterdi
(Sekil 77.).

Elde edilen RT-PCR sonuglarmi kontrol etmek amaciyla %1,5’luk agaroz jel

elektroforezine uygulanan iirlinlere ait sonuglarda ise;

NEIL1 3a-b primerleriyle yapilan RT-PCR c¢alismasiyla elde edilen iiriinlerde tek bant
gozlendi. RT-PCR analizinde gozlenen 2. pik elektroforez sonucunda gozlenmedi (Sekil
75.).

NEIL1 192a-b primerleriyle yapilan RT-PCR c¢alismasiyla elde edilen {iriinlerde ise iki
bant gozlendi. Bu durum spesifik olmayan bir {iriiniin de ayni primerlerle ¢ogaldigini
gosterdi (Sekil 75.).

NEIL1 GKl111a-b primerleriyle yapilan RT-PCR c¢alismasiyla elde edilen iiriinlerde tek
bant gozlendi (Sekil 78.).

B-Aktin primerleriyle yapilan RT-PCR analizlerinde ise tek pik ve elde edilen tirlinlerin

agaroz jel elektroforezi goriintiisiinde de tek bant gozlendi (Sekil 75, 77, 78.).

Elde edilen bulgular dogrultusunda OGG1 955a-b, NEIL1 GKIllla-b ve B-Aktin

primerleriyle hasta ve kontrol orneklerinde bu primerlere 06zgii genlerin ekspresyon

calismalar1 gergeklestirildi.

161



 Chamel(530) ~ Cokr Compensation ~ Program (3) ~ || Setings = Display
Samples |
nclude| Color | Pos | Name

Melting Curves

1-3
K3SNEIL11
5 K3SNEIL1-2
K35-BACTIN

0 HESNEILI
HESNEILY-2

12 HE5BACTIN €6 6 70 72 74 76 78 80 82 84
13 NCBACTIN

[ 1 1) W
=}

0387

lsin 0GG1 9552-b /\ /OGG’ 3eh

057} \ / £ 0GG1 253a-b
047 '

0,374
0,274
017
0,07
¥ .0 Jick
0131

d/dT) Fluorescence

Sekil 74. Kontrol (K35) ve hasta (H65) 6rneklerine ait OGG1(955a-b, 385a-b, 253 a-b

primerleri kullanildi) erime egrisi analizi
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Sekil 76. Kontrol (K35) ve hasta (H65) orneklerine ait NEIL1 (192a-b, 3a-b primerleri

kullanild1) erime egrisi analizi
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Sekil 75. NEIL1(3 a-b, 192 a-b), OGG1 (253 a-b, 385 a-b, 955 a-b) primerleri ile

gerceklestirilen RT-PCR calismasi {iriinlerinin %1,5’luk agaroz jel elektroforezi goriintiisii
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Sekil 77. Kontrol (K35) ve hasta (H65) 6rneklerine ait NEIL1 (GK111a-b primerleri

kullanild1) ve B-Aktin erime egrisi analizi
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Sekil 78. NEIL1 (GK111 a-b) ve B-Aktin primerleri ile gerceklestirilen RT-PCR
caligmasi Uirtinlerinin %1,5’luk agaroz jel elektroforezi goriintiisii
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EK-5. ETIK KURUL ONAYI

.. DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI T{P FAKULTESI
KLINIK VE LABORATUVAR ARASTIRMALARI ETIK KURULU

Tarth ve Sayi: 22.08.2008/ 299

k Kurul Uyeleri

f.Dr. Taner CAMSARI
£.0r. Tung ALKIN
t.Dr.Mustafa SECIL
£.Dr.Ayga Arzu SAYINER
¢.Dr.M.Hakan OZDEMIR
¢.Dr.Vesile OZTURK
¢.Dr.Murat DUMAN
¢.Dr.Gliven ASLAN
rd.Dog.Dr.Murat ORMEN
r.Gor.Uzm.Dr.Ahmet Can BILGIN
nus KARSLI

k Kurul Baskan:
WD Taner CAMSARI

k Kurul Sekreteri
tice IGC

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI DEKANLIGINA,

Etik Kurulumuzun 21 Agustos 2008 tarih ve 04/17/2008 no.lu toplantisinda;
298/2008 Protokol numaralf’” Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Uyelerinden
Prof.Dr.Giilldal KIRKALI'nin proje yoneticisi ve Prof.Dr.Gérsev YENER’in
sorumlusu oldugu, “Farkh dejeneratif demans hastalarinda oksidatif DNA baz
hasan” isimli projenin uygulanmasinda etik agidan sakinca yoktur

| Katilanlarm oy birligi ile karar verilmigtir,

Bilgilerinizi ve geredini arz ederim.

| Auagalluy

Prof, Dr.Tung¢ ALKIN
Klinik ve Laboratuvar Aragstirmalar
Etik Kurul Bagkan Yard.

Tel: 023241222 54 -
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KARAR BILGILERI

Karar No:2013/21-21

Tarih: 06.06.2013

Prof,Dr.Giildal KIRKALI ve Prof.Dr.Gérsev YENER'in sorumlusu oldugu “Farkh Dejeneratif
Demans Hastalarinda Oksidatif DNA Bazi Hasar1” isimli klinik aragtirmaya ait 06.06.2013
tarihli arastirici dilekgesine iliskin olarak;
-“Farkli Dejeneratif Demans Hastalarmda Oksidatif DNA Bazi Hasar™ isimli ¢aliyma adinin
“Farkh Dejeneratif Demans Hastalarinda Oksidatif Hasar:Alzheimer Hastalifinda Oksidatif
Makromolekiil Hasarinm ve Onarimimin incelenmesi” olarak degistirilmesi ile ilgili belgeler
incelenmis ve uygun goriilmistiir

ETIK KURUL BILGILERI

Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu Isleyis Y®nergesi
Iyi Klinik Uygulamalari Kilavuzu

CALISMA ESASI

[ ETIK KURUL UYELERI
Unvan/Adi/Soyadi Uzmanlhk Alani Kurumu Closk A.r?st!r_m a.ile imza
vet 1ligkili mi?
Prof.Dr.Banu DEU Tip Fakiiltesi Tibbi
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