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Ozet

Tiirk populasyonunun genetik yapisim belirlemek, adli kimliklendirme ve paternite tayininde kullaniimak iizere
veri tabam olusturmak amactyla yapilan bu arastirmada, eritrositlerde bulunan Cu-Zn siiperoksid dismutaz (SOD
A) enziminin fenotipleri, selliiloz asetat elektroforez yontemi ile belirlendi ve alel sikliklar: hesaplandi. Toplam 250
saglikl bireyde yapilan bu arastirmada bir bireyde, ézellikle Kuzey Avrupa populasyonlarinda ve olduk¢a nadir
goriilen 2-1 fenotipi saptandi. Alel sikliklari; SOD A*1 igin 0.99810.0019 ve SOD A*2 icin 0.002+0.0019 olarak
belirlendi. SOD A enzim sistemi Hardy-Weinberg yasasina uygun bulundu (c2 = 0.001, p>0.05). Tiirk populasyo-
nu i¢in SOD A enzim aktivitesi 1608.56 * 677.94 Ulg Hb olarak saptandi. Arastirma, séz konusu enzimin Tiirk po-
pulasyonu icin polimorfizm ve alel sikligint gésteren ilk veri olmast nedeni ile sunuldu.

Anahtar Kelimeler: Siiperoksid dismutaz, polimorfizm, enzim

Superoxide Dismutase A (SOD A) Enzyme Polymorphism, Allel Frequency and Activity in the Turkish Po-
pulation

Summary _

This study is intended to be a contribution to the determination of genetic structure of the Turkish population
and creating a data-base for forensic individualisation and paternity tests. For this purpose Cu-Zn superoxide dis-
mutase (SOD A) enzyme, an erythrocyte enzyme, phenotypes were determined by cellulose acetate electrophoresis;
in this way, allel frequencies were calculated. Total 250 healthy individuals were investigated and in one sample
showed 2-1 phenotype that is very rare and especially find in Caucasian population. It was determined that the al-
lel frequencies of SOD A enzyme were SOD A*I= 0.998+0.0019 and SOD A*2 = 0.002+£0.0019. The SOD A
enzyme system was found to be in confirmity with the Hardy-Weinberg law (c2 = 0.001, p> 0.05) . This result was
presented due to first report of polymorphism and allel frequency of the this enzyme for Turkish population.
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Giris

Baslangicta indofenol oksidaz olarak bilinen siiperoksid dismutaz (SOD) enzimi, organizmadaki oksijen toksi-
sitesine karsi tek enzimatik korunmadir. Bu enzim siiperoksid radikallerinin (O2 -) dismutasyonunu katalizleyerek,
H202 olusturur (1-2). Insanlarda SOD enzimi (EC 1.15.1.1) kofaktér olarak igerdigi metal iyonuna gére 2 simifta
toplanir. Bakir ve ¢inko igeren SOD ( Cu-Zn SOD; SOD1 ya da SOD A) ¢oziinmiis veya sitoplazmik form olarak
da bilinir ve eritrositlerde bulunur. Mangan iceren SOD ( Mn SOD; SOD2 ya da SOD B) ise mitokondrial form-
dur, dolayisiyla eritrositlerde yoktur. SOD A geni kromozom 21’de (21g22.1) haritalanmig iken, SOD B geni 6.
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kromozomda (6q25) lokalizedir (3,4). SOD A enziminin sentezi SOD A*1 ve SOD A*2 seklinde iki alel tarafindan
kontrol edilir ve SOD A 1-1, SOD A 2-1 ve SOD A 2-2 seklinde belirlenen 3 fenotip olusturur (5-7). SOD enzimi-
nin polimorfizmi ve alel siklif1, gesitli elektroforetik yontemlerle incelenmis; en yaygin fenotipin 1-1 oldugu sap-
tanmig ve ¢ok nadir olan 2-2 fenotipine Kuzey Avrupa iilkelerinde rastlanmistir. Enzim genellikle monomorfik
iken birkag populasyonda ¢ok az da olsa polimorfik olabildigi saptanmustir (Tablo 1) (5,7-16). Aile ¢alismalari
SOD A*2 alellerinin otozomal kodominant kahtildigimi desteklemektedir (7). Son arastirmalar ailesel amiyotrofik
lateral sklerozlu (ALS) ailelerde CuZn-SOD geninde 70 farkli mutasyon igin heterozigosite oldugunu ve hastalarda
enzim aktivitesinin yaklasik %50 azaldigini géstermigtir (17, 18). Bunun otesinde ailesel ALS mutasyonu tagiyici-
larinda ALS’un klinik olarak baglamasindan yillar énce SOD1 enzim anormalliginin saptanabilecegi ileri siiriil-
mektedir (19, 20). Bu aragtirma, Tiirkiye’de enzime ait bir polimorfizim incelemesi ve alel siklifina ait herhangi bir
veri olmadig1 i¢in yapilmigtir. Burada sunulan sonuglar, SOD A enzim polimorfizmi i¢in Tiirkiye'ye ait ilk veriler-
dir ve degisik aragtirmalar i¢in kontrol grubu olarak kullanilabilecektir.
Tablo 1: SOD A Enzimi Alel Sikliklarinin Diinyadaki Dagilimi

Populasyon N SOD A*1 SOD A*2 Kaynak
Kuzey Finlandiya 315 0,989 0,011 7
Finlandiya 406 0,990 0,010 7
Finlandiya 949 0,998 0,002 7
Finlandiya 272 0,976 0,024 7
Finlandiya (Kuzey Bolgesi) 127 0,976 0,024 7
Finlandiya (Giiney Bolgesi) 143 0,997 0,003 7
Finlandiya (Giiney Bolgesi) 136 0,993 0,007 7
Finlandiya 129 0,984 0,016 7
Isve¢ (Kuzey) 1710 0,975 0,025 7
Isve¢ (Kuzey) 2366 0,998 0,002 7
Isveg (Kuzey) 2045 0,990 0,010 7
Isveg 210 0,998 0,002 7
Orkney adalari . 406 0,985 0,015 7
Ingiltere 11237 0,9997 0,0003 7
Almanya 4100 0,9993 0,0007 7
[talya 738 0,9993 0,0007 7
Irak 320 0,9969 0,0031 3
Filipinler 146 0,9966 0,0034 7
Japonya 5000 0,9999 0,0001 7
Kanada 175 0,9700 0,0300 7
Avustralya 10000 0,9998 0,0002 7
Orta Afrika Cumbhuriyeti 92 0,9945 0,0055 7
Brezilya 1700 0,9997 0,0003 7
A.B.D (Beyaz Irk) 94 0,9890 0,0110 7
Iran (Tiirkoman) 63 0,992 0,008 8
Iran (Bandari) 114 0,995 0,004 8
Rusya 480 1.060 - 9

N: Bireysel Sayisi
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Materyal ve Metod

Aragtirma i¢in gerekli kan dmekleri, Tiirkiye’ nin farkhi yérelerinden gelmis ve birbiriyle akrabalik iliskisi bu-
lunmayan 250 bireyden alindi. Yag ortalamasi 34 olan grupta cinsiyet ayrim gozetilmedi. Sodyum sitratls tiiplere
alinan 1.6 ml. kan érekleri 3000 rpm’da 10 dak. santrifiij edildikten sonra 150 ml saponin eklenerek vortekslendi.
Bu sekilde hemolize edilen kanlar —20°C’de dondurularak saklandi. Uygulama sirasinda 37°C’de sok 1sitma uygu-
landi. SOD A enzim fenotiplerinin belirlenmesi i¢in tank ve membran tamponu olarak 0.014 M fosfat tamponu (pH
6.25) kullamldi. Seliiloz asetat elektroforez, oda sicakliginda 300V, 2-3.5 mA, 45 dak.'da, 6mekler tankin anodik
tarafina, pozisyon #7’de olacak sekilde uygulandi. Enzimin aktivite gosterecegi reaksiyon jeli; 10 ml 0.075 M Tris-
HCI tamponu i¢inde Thiazolyl blue (MTT) (5 mg) ve Phenasine methosulfate (PMS) (5 mg) ¢oziilerek, aym tam-
ponun 15 mililitresi ile kaynatilip 50°C’ye kadar sogutulmus olan 250 mg Agar ile karistirilarak petri kaplarina do-
kiildii. Petriler isiktan korunmak i¢in aluminyum folyo ile sanldi. Elektroforez tamamlandiktan sonra seliiloz asetat
membran ters olarak reaksiyon jelinin tizerine yerlestirildi ve floresan 1s1k altinda fenotipler belirginlesinceye kadar
bekletildi. Fenotipler saptandiktan sonra allel sikliklart hesaplandi. Alel sikliklarinin saptanmasi igin P= 2D+ H /
2N, g= 1-p formiilii (SOD A*1= p ve SOD A*2= q) kullanildi. Formiildeki D, Homozigot alel sayisim, H, hetero-
zigot alel sayisim ve N, denek sayisin gostermektedir (17). SOD1 enzim aktivitesinin tayini igin eritrositler, 140
mM NaCl, 40 mM fosfat pH: 7.4 ile 1000g de santrifiij edilerek 3 kez yikandi. Cokelti 2.7 mM EDTA, pH: 7.0, b-
merkaptoetanol ile hemoliz edildi. Bu hemolizatlar SOD aktivitesini tespit etmek i¢in kullamldi. Ayni 6rneklerin
Hb seviyeleri dl¢iildii (21,22).

Sonuglar

SOD A enzim fenotipleri Papiha ve Al-Agidi ile DeCroo ve ark. tarafindan gosterilmis olan 6rekler referans
alinarak degerlendirildi (5,7). Birbiriyle akrabalik iligkisi olmayan 250 bireyden 249 tanesi SOD A 1-1 fenotipinin
karakteristigi olan bir major bir minor band 6rnegine sahipti (Sekil 1). Bir birey ise SOD A 2-1 heterozigot fenoti-
pinin karakteristigi olan li¢lii band 6megini gosterdi (Sekil 2). Bu enzimin 6zellikle minor bantlarinin fotograflan-
masinin giicliigi nedehiyle saptadifimiz fenotipler Sekil 3’de sematize edilerek de gosterildi. SOD A*1 alelinin
siklig1 0.998+0.0019 ve SOD A*2 alelinin sikligt 0.002+0.0019 olarak hesaplandi. Taranan populasyonda, kullani-
lan yontem ile bilinen fenotipler disinda herhangi bir nadir fenotipe rastlanmadi. Gozlenen ve beklenen degerler
Hardy-Weinberg dengesine uygunluk gostermekteydi (c2 = 0.001, p> 0.05). Cok yiiksek ve ¢ok diisik SOD A en-
zim aktivitesine sahip olan 4 birey disinda degerlendirmeye alinan 246 bireye ait aktivite 1608.56 + 677.94 U/g Hb
olarak saptandi. Tiirk populasyonunda SOD1 aktivitesinin dagilim: minimum 298.7958 iken maksimum deger
2706.553 olarak belirlendi (Sekil 4). 2-1 fenotipli bireyin aktivitesi ortalama degerler ile uyumlu idi.

Sekil 1: SOD A enziminin yaygin olarak Sekil 2: SOD A enziminin nadir
goriilen 1-1 fenotipi goriilen 2-1 fenotipi
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Sekil 3: Seliiloz asetat elektroforezde SOD A fenotiplerine ait sematize edilmis band ornekleri
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Sekil 4: SOD A enziminin aktivite dagilim

Tartisma :

SOD A 2-2 fenotipi olduk¢a nadirdir ve ozellikle Kuzey Avrupa populasyonlarinda goriilmektedir (Tablo 1).
Bunun nedeni ile ilgili birkag hipotez 6ne siiriilmiistiir ve diger baz1 populasyonlarda nadir de olsa saptanmasi bu
-mekanizmalar ile agiklanmaya ¢alisilmaktadir. Bunlar arasinda, aslinda Viking’lerde bulundugu ve onlar araciligi
ile baska populasyonlara yayildig1 goriisii de vardir. Tek bir varyantin olusu da (A*2) tek bir atasal mutasyon fikri-
ni desteklemektedir (7). Biz de arastirmamiz sonucunda ¢ok nadir olan bu fenotipin Tiirk populasyonunda da bu-
lundugunu heterozigot bir birey nedeniyle saptadik. Simir komsularimiz olan Iran ve Irak'ta yapilan arastirmalarda
bu nadir fenotipe rastlanirken, Hindistan, Afganistan, Benglades, Kagmir Vadisi ve Rusya'da varyasyon gozlenme-
mistir (5,8-12,14). B kan grubunun atasal olarak Asya kokenli olmasi ve gogler sonucunda Avrupa'ya yayilmasi gi-
bi, enzimdeki bu varyasyonunda Kuzey Avrupali bir atadan Asya'ya yayildig: ve cografi konumu nedeni ile de Tiir-

kiye'de de bulundugu diisiincesindeyiz. Ancak bu oran, B kan grubunda, dogudan batiya géclerin daha yogun olma-
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st nedeni ile yiiksek bulunurken; SOD enziminde, batidan doguya goglerin azligi nedeniyle azdir. Genellikle baba-
lik tayini ya da kriminal olaylarda dogru tamya ulagsmak amaciyla da kullanilan enzim polimorfizmi i¢in, SOD A
enzimi, monomorfik olusu ya da sadece bir varyantinin olmasi nedeni ile tercih edilen bir enzim degildir. Ancak
Brezilya’da yapilan bir babalik tayininde 4180 kisi i¢inde sadece ¢ocugun ve baba adayinin SOD A 2-2 fenotipine
sahip olmast, babaligin yiiksek olasilikla disiiniilmesine yol agmistir (16).

Giiniimiizde adli olaylarin aydinlatilmasinda geleneksel olarak kullamlan yontem olan, kan ve viicut sivilarn-
dan kan grubu tayini, polimorfik enzim sistemleri ve hiicresel antikorlardan yararlanma yerini, sonuglarin
%100’liik oranlarla kesin verilebildigi DNA parmakizi (DNA fingerprint) incelemesine birakmistir. Polimorfik en-
zim sistemleri fizikokimyasal kosullardan biiyiik ol¢tide etkilendiginden, asiri nem, yiiksek sicaklik gibi dogal ol-
mayan kosullarda kalan kan 6rnekleriyle ya da kurumus kan lekeleriyle ¢alismak ¢ok sakincalidir ve miimkiin ol-
dugunca taze kan 6rmekleriyle ¢aligilmas: 6nerilir. Paternite tayinleri yapilirken taze kan elde etmek miimkiin iken
kriminal olaylarda boyle bir olanak genellikle yoktur. Polimorfik protein sistemleri ya da hiicresel antikorlarin gos-
terdigi polimorfizme benzer sekilde, DNA polimorfizmlerinin kullanilmasiyla kurumus kana kisilik kazandirilmak-
tadir. Bunlar arasindan, DNA polimorfizminin en biiyiik avantaji kisiye 6zgii olmasi ve yapilan kisilestirmenin
%100 dogrulukta olmasidir (23).

SOD A enzim aktivitesinin ailesel ALS’lu hastalarda azalip, sporadik ALS’lu hastalarda degismedigi ve ailesel
olgularda bu azalmamn klinik bulgularin ortaya ¢ikmasindan yillar 6nce saptanabilecegini gosteren arastirmalar
vardir. Bu yonde iilkemizde de yapilacak arastirmalar i¢in SOD A fenotiplerinin ve Tiirkiye ortalamasi olarak bul-

dugumuz SOD A enzim aktivitesinin de bir kontrol grubu olusturacagi inancindayiz.

Tesekkiir: Bu arastirma Cumhuriyet Universitesi Arastirma Fonu tarafindan desteklenmigtir (Proje No: T-85).
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