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OZET

Dursun B., (2008).”Otozomal Resesif Gecisli Parkinson Hastaliginda Parkin Geni
Mutasyonlarinin  Aragtirilmasi” [stanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD.

Yiiksek Lisans. Istanbul.

Parkinson Hastaligt (PH) 65 yas iistii popiillasyonun % 1’den fazlasini etkileyen,
Alzheimer’dan sonra goriilen ikinci en yaygin norodejeneratif hastaliktir. Etiyolojisi heniiz tam
olarak aydinlatilabilmis degildir ancak hastalik patogenezinde genetik ve gevresel bir¢ok faktoriin
rol oynadigr diisiiniilmektedir. Aile ¢alismalari PH nin erken baslangigli formlarinda 6énemli bir
genetik yatkinhigin varligin1 gostermektedir. PH olgularinin biiyiikk bir kismi sporadik olmasina
ragmen, hastaligin nadir ailesel formlarinin kesfedilmesi ve yapilan hayvan modeli ¢aligmalari
hastalik patogenezinde rol oynayan molekiiler mekanizmalarin ve olasi tedavi yaklagimlarinin

tanimlanmasi konusunda 6énemli gelismeler saglamistir.

Simdiye kadar PH patogenezinde rol aldigi belirtilmis 6 gen bolgesi tanimlanmustir.
Bunlarin icinde Parkin (PARK2) geni PH’nin en stk mutasyon rastlanan genetik faktorii olarak
belirtilmektedir. Amacimz; Tiirk Parkinson hastalarinda Parkin geni mutasyon taramasi yapmak,
patogenezle olan olasi iligkisine agiklayici bir katki saglamak, Tiirk popiilasyonuna 6zgii bir fenotip-

genotip korelasyonu olusturmaktir.

Tez kapsaminda, 69 Parkinson hastas: bunlarin 23 etkilenmemis aile bireyi ve 50 kontrol
ornegi taranmugtir. Uygulanan genetik yaklagimlar sirasi ile mikrosatellit markerlar1 (STR) ile
haplotip analizi, DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatograph) metodu ile
varyasyonlarin tespiti, sekans analizi ve MLPA (Multiple Ligation-dependent Probe Amplification)

analiz yontemleridir.

Tiim bu genetik analizler sonucunda, toplam 8 indeks olguda mutasyon saptanmis olup,
bunlarin 3 tanesi Parkin geni homozigot ekzon 3 delesyonu, 1 tanesi Parkin geni homozigot ekzon 4
delesyonu, 2 tanesi Parkin geni compound heterozigot 3-4 delesyonu ve 2 taneside daha once
litaretiirde gosterilmemis olan homozigot; c/82-184 del AAG delesyonudur. Bulgular daha 6nce

farkli toplum ¢alismalari ile kiyaslanmis ve anlamli oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler : Parkinson hastaligy, ailesel, genetik, Parkin geni , mutasyon
Bu calisma Istanbul Universitesi Arastirma Fonu tarafindan desteklenmistir.

Proje No: T-56/15122006
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ABSTRACT

Dursun B.,”Parkin (PARK2) Gene Mutation Analysis in Autosomal Recessive Parkinson
Disease” Istanbul University, Institute of Health Science, Genetics Common Programme, Istanbul,

2008

Parkinson’s Disease (PH) is the second most common nerodegenerative disorder after
Alzheimer’s Disaese, affecting more than %1 over the age of 65 years population. Etiology of PH
hasn’t been evaluated incompletely yet but genetics end environmental factors seems to play a role
in PH pathogenesis. Family studies suggest that there is a significant genetics suscetibiliyt in Early
Onset Parkinson’s Disease (EOP). The majorty of PD cases are sporadic however, the discovery of
genes linked to rare familial forms of disease and studies of experimental animal models has
provided crutial insights into molecular mechanisms in disease patgogenesis and identified probable

targets for therapathic intervation.

Up to the present, 6 genetic locus have been determined, play role in PH pathogenesis.
Parkin (PARK?2) is the most frequent mutation identified genetic factor among them.Our aim; is to
screen Parkin gene mutations in Turkish Parkinson’s patients, to provide an comprehensive
contribution to propable association with pathogenesis, establish genotype-phenotype corelation

specific for Turkish population.

In the contents of thesis; 69 Parkinson’s patients, 23 their uneffected relatives and 50 control
samples were screened. The genetic methodologies subsequently are; haplotype analysis with
microsatellite markers (STR), identification variation with DHPLC (Deneturing High Performance

Liquid Chromtography) and MLPA (Multiple Ligation dependent Probe Amplification) analysis.

Conclusion of the genetics analyses, muations identified in total 8 indeks cases; 3 of them
Parkin homozygous exon 3 deletion, 1 of them parkin homozygous exon 4 deletion, 2 of them
Parkin compound heterozygous 3-4 deletion, and 2 of them homozygous “c182-184 del AAG” novel
deletion that has never reported .Results have been compared with diffrent population studies and

determined it’s significant importance.
Key Words: Parkinson’s Disease, Familial, Genetics, Parkin gene, mutation

This study is supported by IU Research Grantor /Project no: T-56/15122006



1. GIRIS VE AMAC

Parkinson Hastaligi(PH), ikinci siklikta goriilen norodejeneratif bir hastalik olup,
karakteristik klinik o6zellikleri, rijidite, bradikinezi, dinlenme tremoru ve postural
instabilitedir. Prevalans ¢aligsmalar1 yillik insidansin1 16-19/ 100.000 ve sikligini ise 65 yas
iistli popiilasyonda %1-5 olarak belirtmektedir(1,2). PH'nin patofizyolojisindeki temel olay
corpus striatum ve substantia nigra'daki dopamin eksikligi ayrica Lewy body olarak
adlandirilan sitoplazmik agregatlarin birikimidir(3). PH'nin etyolojisi ve patogenezi ise daha
az bilinmektedir. Simdiye kadar tekrarlayan kafa travmalari, toksik etkenler, viral
enfeksyonlar ve frontal lop tiimorleri gibi pek cok etyolojik etken gosterilmis olup, asil
neden aydinlatilabilmis degildir. PH’ nin patogenezinde genetik ve cevresel etkenlerin
birlikte rol aldigi diistiniilmektedir(4,.5,.6.). Epidemiyolojik ¢alismalar vakalarin yaklasik

%10’nunda genetik faktorlerin varhigini gosterecek sekilde ailesellik bildirmistir(7).

Simdiye kadar PH ile iligkili 13 genetik lokus tanimlanmig ancak bunlardan sadece
altistnin geni belirlenebilmistir(8). Bunlar, a-Synuclein proteinini kodlayan SNCA-, Parkin
proteinini kodlayan PRKN-, UCHLI1 proteinini kodlayan UCHLI-, PINKI1 proteinini
kodlayan PINKI-, DJ1 proteinini kodlayan DJI- ve -yakin zaman Once tammlanmis-
LRRK?2 (Dardarin) proteinini kodlayan LRRK?2- genlerindeki mutasyonlar ile iligkilidir.

Bu gen bolgelerinin i¢inde Parkin geni mutasyonlari, Otozomal resesif gecisli
(ORPH), 45 yas alt1 (<45) erken baslangicli PH olgularinin yaklasik yarisindan sorumlu
olup bunlarinda %10-15’ini sporadik vakalar olusturmaktadir(9). Parkin geni PH
patogenezinde biiyiik rol oynayan Ubikiiitin Proteozom Sistem (UPS)’de ve non-
proteozomal yolaktada gorevli E3 {ibikiitin protein ligaz enzimini kodlamaktadir. Ayrica
Parkin kaynakli ORPH olgularinda rastlanan temel klinik bulgular olas1 genotip-fenotip
korelasyonunu diisiindiirmektedir (10). Tiim bu nedenler tezin c¢ikis noktasim
olusturmaktadir. Yapilan bu calisma ile Tiirk toplumunda goriilen parkin mutasyonlari,

bunlarin fenotipe olan etkisi, patogenezle olast iligkisinin saptanmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hareket Bozuklariin Etiyolojisi ve Simiflandirilmasi

Hareket bozukluklari terimi istemsiz veya anormal elemanter hareket bozukluklarini ve bu
bozukluklarin altinda yatan hastaliklar1 ifade etmektedir. Bu grup hastaliklarda tutulan
fonksiyonel sistem ve anatomik yapilar1 goz Oniine alarak hareket bozukluklari
hastaliklarina ekstrapiramidal sistem hastaliklart veya bazal ganglia (bazal ganglionlar,
BG) hastaliklar1 da denilmektedir(1). Ekstrapiramidal sistemin ana olusumu bazal
ganglionlardir ayrica premotor korteks, primer motor korteks ve talamus da sisteme dahil

olan unsurlardir(13).

Parkinson Hastaliginda (PH) goriilen motor fonksiyon kayiplarinin bazal ganglia’da
meydana gelen degisimlerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Simdiye kadar yapilmis
calismalar BG’nin motor islevlerini tam olarak aciklayamasada en temel gorevinin,
hareketin hiz ve siddetinin ayarlanmasi, baslatilmasi, devami ve durdurulmasi, 6grenilmis
motor fonksiyonlarin otomatik olarak uygulanmasi ve kas tonusunun ayarlanmasi seklinde
oldugunu desteklemektedir. BG’nin bu fonksiyonlar1 gerceklestirirken bir Olcekleme ve
odaklama merkezi olarak calistigi belirtilmektedir Bazal ganglia; striatum (putamen,
nucleus kaudatus, ventral striatum) globus pallidus (pars interna ve pars eksterna),
subtalamik niikleus (Korpus Luysii) ve substantia nigra (pars reticulata ve pars compacta)

kisimlarindan olusmaktadir( 12).

Striatum:

Striatum yukarida da bahsedildigi gibi putamen, nucleus caudatus ve ventral striatumdan
olusan, BG’nin temel girdi ¢ekirdegidir ve bircok kortikal alandan eksitator girdileri kabul
etmektedir. BG talamus ile korteksi baglayan subkortikal yapilar olarak goriilebilr ve
anatomisi icinde birbirine paralel 5 temel dongiisii tanimlanmistir. Bunlar; motor dongii,
okiillomotor dongii, dorsolateral prefarental dongii, lateral orbitofrontal dongii ve anterior

singulat dongii’ diir.



Striatum ayrica orta beyinin ventralinde bulunan dopaminerjik noéronlardan da girdi
almaktadir ve iki ¢ekirdek bolge tarafindan uyarilmaktadir. Bunlar; Substansia nigra pars
compacta (SNc) ve Ventral tegmental area (VTA) olup dopamin, bu iki bolgededen
putamen, nucleus caudatus ve ventral striatum’a ulagir. Bir diger dopaminerjik sistem ise

hipotalamusa ulagmaktadir( 12).

Neostriatal projeksiyon noronlarinda iki tip dopaminerjik reseptor tanimlanmaktadir ve
bunlar G-protein reseptorleri tipindedirler. Dopamin D1 tipi reseptorlere baglandiginda, bir
ikinci mesajc1 sinyal mekanizmasi zinciri baglatilmakta ve noronlarin depolarizasyonu ile
sonu¢lanmaktadir. Bunun tersine dopamin D2 tipi reseptorlere baglandiginda ise noronal
hiperpolarizasyon kaskadi baslatilmaktadir. Béylece D1 tipindeki reseptorler direk yolda
kortikostriatal etkiyi giiclendirirken, D2 tipindeki reseptorler indirek yolda bu etkiyi

zayiflatirlar.

Globus pallidus:

Striatum gibi Globus pallidus’da pallidal sinir hiicreleri ile birbirinden ayrilan iki cekirdek
bolgeden olusmaktadir. Bunlar; pars interna ve pars eksterna olarak adlandirilmaktadir.
Her iki segmental bolgede striatal spiny projeksiyon noronlarindan GABAerjik girdi alirlar.
Direk yolda GABA- P maddesi araciligiyla pars interna’ya, indirek yolda ise enkefalin
aracilifn ile pars eksterna, subtalamik c¢ekirdege uzanir ve bu yolak BG’nin tek eksitator

entrensek baglantisidir.

Subtalamik Niikleus:

Talamusun ventralinde bulunur ve indirek yolda Globus pallidus eksterna’ dan afferant

uyaranlari alirlar.

Substantia nigra:

Substantia nigra compacta, striatuma dopaminerjik girdi yapan dopamin hiicrelerinden
olusmaktadir ve nigro-striatal dopaminerjik sistem olarak adlandirilmaktadir.Substantia

nigra pars reticulata ise farkli tiptedir ve néronlart GABA-erjiktir( 12).



Direk- indirek yolar modeli:

Motor islevlerin nasil yiiriitiildiigiine dayanan direk ve indirek yollar modeline gore,
kortikal seviyede baglatilan hareket paternini, istenilen hareketleri, secilen motor
programlan direk yolla kolaylastirip, kuvvetlendirirken, ilgili ancak istenmeyen ¢elisen

motor paternlerini indirek yolla baskilayarak odaklar (11).

BG ile talamus arasindaki devrede dogrudan yolak, pozitif geri bildirim, dolayli yolak ise
negatif geri bildirim saglamaktadir. Direk yol dopaminin D1 tipi reseptorlere baglanmasi ile

uyarilirken, indirek yol D2 tipi reseptorlere baglanmasi ile uyarilmaktadir.

PH tipindeki hareket bozukluklarinin temelinde ise direk ve indirek yolar
mekanizmasindaki bozukluklar yatmaktadir. SN¢’ daki dopaminerjik hiicrelerin kaybi direk
ve indirek yollar arasindaki feed-back mekanizmasini bozmakta, BG c¢ikis sinyalleri
azalirken talamusdan kortekse giden negatif feed-back bastirilir, pozitif feed-back ise

artirilir.

Hareket bozukluklar1 tabloya hakim olan anormal veya istemsiz hareketin niteligine gore
hipokinetik (hareketin azaldigi1) ve hiperkinetik (hareketin arttig1) sendromlar olarak iki
biiyiik gruba ayrilmaktadir.
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Sekil 2-1: Normal ve Parkinson Hastas1 arasindaki direk ve indirek yol mekanizmasi (Expert

Reviews in Moleculer Medicine’den alinmustir.)

2.2. Hipokenetik Hareket Bozukluklari ve Siniflandirilmasi

Bu gruptaki hastaliklara akinetik-rijid sendromlar da denir. Bu hastaliklarda
hakim tablo hareketlerin azalmasi, giiclesmesi ve eslik eden kas tonusundaki artistir.

Akinetik-rijid sendromlarin prototipi Parkinson sendromudur (11).

2.2.1. Parkinson Sendromu Tanimi ve Simflandirilmasi

Parkinson sendromu etyolojik acidan dejeneratif ve semptomatik olarak iki
gruba ayrilmaktadir. Dejeneratif kokenli Parkinsonizm Idyopatik Parkinson
Hastalign ve Parkinson Arti sendromlar1 olarak iki gruba ayrilmaktadir ve
etyopatogenezinde  dejeneratif  hiicre = kaybi  yatmaktadir, semptomatik
Parkinsonizm’de ise BG dogrudan yada ikicil baska bir yoldan etkilenmektedir ve
altta yatan baska bir etyolojik faktor ile iliskilendirilmektedir (11).



Parkinson Sendromu Siniflandirilmasi:

Dejeneratif: Semptomatik:
. Idyopatik Parkinson Hastalig1 . Vaskiiler (multi-infarkt
. Parkinson Art1 Sendromlari sendromu)
. Normal basin¢li hidrosefali

" MultisistemAdtrofisi . Ilaca bagh (noroleptikler)
=  Progressif Supraniikleer Palsi o Enfeksiyonlar
" YayginLewy Body Hastalig: . Metabolik (Hipokalsemik
" Kortikal-bazal ganglion Parkinsonzm, kronik hepatoserebral
dejenerasyon dejenerasyon)
" Lytigo-Boding . Toksik nedenlerden

P if Pallidal atrofi
rogressit tatiidal atrot kaynaklanan (Mn, CO, MPTP gibi)

. Hipoksiye bagl gelisen

Parkinsonizm

Tablo 2-1:Parkinson sendromunun simiflandirilmasim gosteren tablo(11).



2.3. idyopatik Parkinson Hastalig1 ve Prevalansi

Parkinson Hastalig: ilk olarak James Parkinson tarafindan “An essay on the
shaking palsy” adli makalesi ile 1817 yilinda klinik bir sendrom olarak tanimlanmus,
Jean Marie Charcot, James Parkinson’un orijinal tammmina ek olarak hastalarda
gozledigi kas rijiditesini ve duyusal degisiklikleri de ekleyerek hastaligi tekrar

tanimlamis ve ilk bulan kisinin adim vermistir (14,15).

PH (PD, MIM#168600) ikinci en yaygin goriilen norodejeneratif hastalik
olup, en sik goriilen parkinsonizm nedenidir(15,16). Prevalansi artmms niifus ile
birlikte en kalabalik toplumlarda iki katina ulagmis olup, bat1 Avrupa toplumunda

160/100.000 ve 80 yas iistil toplum kesiminde %4 olarak belirtilmistir (17).

PH’nin klinikopatolojik tanimlamasi; beynin Substantia  Nigra Pars
Compacta (SNc) ve corpus striatum daki dopaminerjik hiicre kaybidir (18). Bu
hasara yol acan nedenler kesin olarak bilinmedigi i¢in sebebi bilinmeyen anlaminda

“Idyopatik” kelimesi ile an1lmaktadir.

2.3.1. Klinik Ozellikleri

“Parkinsonizm” terimi PH’nin kardinal bulgulari olan istirahat tremoru,
bradikinezi, rijidite ve postural instabiliteyi iceren bir klinik sendromu tanimlar.
Ayrica tim bu bulgulara ek olarak, durus bozuklugu ve motor hareketlerin
kilitlenmesi en yaygin goriilen diger klinik bulgulardir. Tiim bu motor ve non motor
semptomlarin oraya ¢ikis sekli ve seyri PH’na tam yaklasiminmi degistirerek diger
parkinsoniyen bozukluklardan ayrimimi saglamaktadir(19).Tablo2-2’de PH * da en

sik goriilen motor ve non- motor semptomlar siralanmustir.



Motor Semptomlar Non-Motor Semptomlar

Tremor (Resting tremor); titreme Biligsel bozukluklar

Bradikinezi-Akinezi ;/hareketlerde yavaslama Depresyon

Rijidite; kas sertligi Psikiyatrik bozukluklar

Postural instabilite; durus degisiklikleri Apathy ;duyusal isteklerde
degisim

Hypomimia ;mimik ve ifade bozuklugu Ortastatik Hipotansiyon,

Dysarthria; konugsma bozuklugu Uriner sistem bozukluklari

Dysphagia;yutma zorlugu Anormal terleme

Yiirtime bozuklugu; ayaklar siiriiyerek Uyku sorunlart (restless legs
syndrome)

Tablo 2-2: PH sendromlarim gosterir tablo.

Tremor:

Dinlenme tremoru PH‘nin en belirgin ve kolay teshis edilen semptomudur. Titreme
genelde tek tarafli olarak bir elde yada ayakta ortaya cikmaktadir, frekansi genelde 4-6 hz
olup, cogunlukla ekstremitenin distalini etkilemektedir. Elde ortaya c¢ikan titreme
bagparmak ve isaret parmaklarinin ileri geri hareketleri seklindedir ve elin bozuk para
saymaya benzer farkli bir tarz1 vardir (“pill-rolling”). Hastalarda dilde, dudakta ve ¢enede
titreme goriilebilmesine karsin Esansiyel Tremor ’dan farkli olarak bas ve ses titremesi
saptanmaz. Esansiyel Tremor ve PH arasinda goriilen farkliliklar tablo2-3’de 6zetlenmistir.

Karakteristik olarak dinlenme tremoru, uyku ve hareket halinde kaybolmaktadir.

Dinlenme tremoruna ek olarak bircok hastada postural tremor da goriilebilmektedir.
Essansiyel tremordan farkli olarak postural tremor goriilen hastalar da viicut yere yatay
pozisyonda yatirildiginda titreme ertelenmektedir(20). Esansiyel tremor ile PH kaynakli

tremor daha bircok klinik belirtilerle ayrilabilmektedir.(Tablo 2-3)




Rijidite (Kas sertligi):
Pasif harekete karsi olusan direng olarak ifade edilmektedir. Hastalarda disli cark

“cogwheel” fenomeni olarak tanimlanan ve kaslarin sertliginden kaynaklanan belirti

gozlenmektedir.

Proksimalde; boyun ve omuzlarda, distalde ise; ayak ve el bileginde olugmaktadir.
Omuz ve sirt bolgesinde agri ile birlikte hissedilen rijidite eger artrit yanlis tanisi

verilmediyse genellikle PH nin ilk belirtilerinden biridir (20,21,22).

Bradikinezi (Hareketlerde yavaslama):

Hareketlerin yavaglamasi olarak ifade bulan bradikinezi, diger baska bozukluklarla
birlikte goriinse dahi PH nin en karakteristik belirtisidir. Bradikinezi BG disfonksiyonunun
en onemli sonucu olup, hareketin planlanmasi, baslatilmast ve devam ettirilmesi bunun
yaninda sirali ve simiiltane bir sekilde siirdiiriilmesinin zorlagsmast durumudur (23).
Hastalarin baslangigta giinliik islerini yapmada hissettikleri zorluk zamanla ilerler (24).
Hastaligin ilerleyen siireclerinde ince motor kontrole gereksinim duyulan diigme ilikleme,
catal bicak kullanma ve ayakkab1 baglama gibi aktivitelerde zorlanma gerceklesir. Spontan
hareketlerde goriilen yavaslama ise PH hastalarinda goriillen diger belirtilerdir, 6rnegin
yutkunma, yiiz mimiklerinde azalma, yiiriirken kollar1 sallamama gibi (25). Bradikinezinin
patofizyolojisi heniiz tam olarak tanimlanabilmis olmamasina karsin yapilan caligmalar,
dopamin eksikligiyle olan korelasyonunu kanitlamig ve en 6nemli kardinal bulgularindan

biri oldugunu gostermistir (26).

Akinezi ise hareketlerin tamamen yapilamama durumudur ve hastalifin ilerleyen

doneminde goriiliir.

Postural Instabilite:
Hastalarda one propulsiyon ve retropulsiyon seklinde olan denge kaybi olarak
ortaya cikar. Postural instabilitesi olan hastalarda fleksiyon posturu ve festinasyon denilen,

one dogru kiiciik adimlarla yiiriiyiis sekli ortaya cikar.
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Klinik Ozellik Parkinson Hastahg: Esansiyel Tremor
Baslangi¢ yas1 55-75 10-80
Aile hikayesi +/- +/+
Tremor sikhig: (hz) 4-6 6-10
Tremor karakteristikleri Elle.rin boruk para sayar - gibi Uzun siieli
pozisyonu
Etkileyen faktorler
Dinlenme halinde Artar Azalir
Hareket halinde Azalir Artar
Mental konsantrasyon Azalir Artar
Yazma halide Azalir Artar
Yiiriime halinde Artar Azalir
Alkol aliminda - Azalir

Postural tremor

Tekrar ortaya ¢ikan

Geg ortaya ¢ikan

Kinetik tremor +/- Evet
Kol tremoru Asimerik Simetrik
Kollardan baska

Yiiz, ¢cene, dudaklar Bas ,ses

organlara dagilimm

Dopaminerjik sistem tutulumu

Dikkat ¢ekici dopaminerjik hasar

Hafif dopaminerjik hasar

Noropatolojik tutulum

Nigrostriatal dejenerasyon, Lewy-

body varlig

Hafif sereballer dejenerasyon,

Substantia Nigra’daLewy-body

olusumu

Tedavi

Antikolinerjikler, amantadin,
dopaminerjik ilaglar, deep brain

stimulation

Alkol, beta-blokerler,

primidon,topiramet, gabapentin,

botolinum toksin, deep brain

stimulation

Tablo 2-3 Parkinson Hastaligi ve Esansiyel Tremor arasindaki belirgin farkliliklari

gosterir tablo.
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2.3.1.1. Tamsi ve Kkriterleri

PH’nin heniiz kesin bir tani1 testi bulunmamaktadir bu nedenle tanis1 klinik kriterlere
gore yapilabilmektedir. Ge¢cmiste klinik tami kriteri olarak Lewy-body olusumunun patolojik
incelemesi diisliniilmiis ancak bazi eksiklik ve olumsuzluklari nedeniyle uygulanabilir

olmamustir (27).

Klinikte uygulanan tanm yontemi ise; kardinal motor bulgularin ve levodopaya
verilen cevabin degerlendirilmesi seklindedir.(28). PH nin kardinal belirtilerini tasiyan
hastalarda iyi bir klinik degerlendirmenin sonrasinda dogru teshis koyulabilmesine karsin,

bagka parkinsoniyen bozukluklarla karistirilabilmesi olagandir. (29).

Tiim bu nedenler yiiziinden, uzman hekimler tarafindan yaygin kullanimli klinik
tan1 uzlasilar1 olan "United Kingdom Parkinson's Disease Society (UKPDS) Brain Bank
Clinical Diagnostic Criteria" ve “National Institute of Neurological Disorders and Stroke

(NINDS) Diagnostic criteria for Parkinson’s Disease * tan1 kriterleri kullanilmaktadir.

Simdiye kadar uzlasi saglanmis ve hekimler tarafindan siklikla kullanilan bu tani
kriterlerinin gecerliligi ve dogrulugu kesinlik kazanmamistir. Bu konuda yapilmis bir
calismada UK brain bank kriterlerine gére Parkinson tanis1 konulmus 100 hasta tizerinde

yapilan patolojik inceleme sonunda %76 dogruluk saglandig tespit edilmistir (31).

Tremor, yiiriiylis ve hareket bozukluklari, postural instabilite, levodopaya verilen
cevap gibi c¢ok cesitli klinik gozlemler Parkinson ve parkinsoniyen sendromlarini
birbirinden ayirmak i¢in kullanilabilmektedir. Levodopaya verilen cevap hastaligin klinik
tanisi i¢in yonlendirici olmasina karsin diger parkinsoniyen bozukluklarla kesin bir sekilde

ayrimini saglayamamaktadir ve tan1 metodu olarak kullanilabilirligi celiskilidir(32).

Yardimc1 tan1 yontemlerinden bir digeri ise, Neuro-imaging (ndrogoriintiileme )
olup PH'min diger parkinsoniyen bozukluklardan ayrimini saglamak amach
kullanilmaktadir(33). Neuroimaging teknikleri iimit verici yaklagimlar olmasina karsin tanm

amacli kullanilabilirligi tartisma konusudur.



12

Genetik tan1 yontemleri ise son zamanlarda bir¢cok genetik gecisli hastalikta
(Hungtington Disease vs) uygulandigi gibi Parkinson i¢inde kullanilmasi diisiiniilmiis
tekniklerdendir. Ancak Parkinson hastaliginin heterojen bir hastalik olmasit ve bircok
genetik lokusun hastalik patogenezinde rol oynamasi genetik testlerin klinik taniya yardimci
bir tam1 metodu olabilirligini kisitlamaktadir. Ancak a-synuclein ve parkin gen analizleri

gorece pahali ve uzun siireli olmalarina karsin uygulanabilir tani teknikler arasindadir (34).

Asagida siralanmis olan cesitli goriintiileme teknikleri bulunmaktadir:

e Potential imagingstudies include high field strength (1.5 T) heavily T2 weighted
MRI,

[18F]-fluorodopa positron emission tomografi,

[11C]-raclopride imaging of dopamine D2 receptorsl

single photon emission compute

tomografi

Tablo 2-4 Siklikla kullanilan goriintiileme tekniklerini gosterir tablo.
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UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank’s clinical criteria (UKPDS) Tam Kriterleri

Adiml1:
Bradikinezi
Asagidaki kriterlerden en az bir tanesi:
Rijidite
4-6 Hz dinlenme tremoru

Postural instabilite

Adim 2:

Diger Parkinsonizm nedenlerini disla

Adim 3:
Asagidaki beklenen kriterlerden en az 3 tanesi:
Tek tarafli baglangig
Dinlenme tremoru
flerleyici bozukluk
Ilerleyen donemde asimetrik seyretmesi
Levodopaya cok iyi cevap (%70-100)
Cesitli Levodopa kaynakli kore (diskineziler)
Klinik vadede 10 y1l ve daha fazla

Tablo 2-5 UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank’s clinical criteria for the diagnosis
of probable Parkinson’s disease Kriterleri
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National Institute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS) Tan Kriterleri

Grup A (Karakteristik PH belirtileri):
Dinlenme tremoru
Bradikinezi
Rijidite

Asimetrik belirtiler

Grup B belirtileri:
Belirtilerin nadiren hastali§in erken doneminde ortaya ¢ikmasi
Semptomlar ortaya ciktiktan 3 yil sonra belirgin bir sekilde ortaya ¢ikan postural instabilite
iIk 3 yilda ortaya cikan otonom fonksiyon kayiplari
iIk 3 yilda ilag kullanimindan bagimsiz ortaya ¢ikan haliisinasyonlar
IIk y11 motor semptomlardan énce ortaya ¢ikan demans

Ciddi subkortikal beyaz cevher hastaligi, hidrosefali veya Manyetik rezonans goriintilemede (MRG)
parkinsonizme neden olabilecek striiktiirel lezyonlarin bulunmasi

Parkinsonizme neden olabilecek durumlarin varlig1 (6rnegin son 6 ay iginde norepilektik kullanimi gibi)

PH kesin tam Kkriterleri
Tiim olas1 Parkinson Hastalig1 kriterleri ile birlikte

otopsi materyalinde histopatolojik inceleme

Olas1 PH kriterleri
Grup A daki belirtilerden en az 3 tanesinin varligt
Grup B deki belirtilerden hicbirinin olmamasi

Levodopaya verdigi iyi derce yanit

Olanakh PH kriteleri
Grup A daki belirtilerden en az 3 tanesinin varlig1 ve bir tanesinin bradikinezi yada tremor olmasi

Grup B deki semptomlarin olmamas1 veya 3 yildan kisa siireli devami ve Grup B deki semptomlarin hicbirinin
olmamasi

Levodopaya ve dopamin agonistlerine kars1 iyi derece yanit

Tablo 2-6:National Institute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS) tam kriterlerini gosterir tablo.
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Degerlendirme Olcekleri:

PH’nin ozelliklerinin degerlendirilmesinde pek cok oOlgcek kulanilmaktadir. Bunlar
icerinide UPDRS (Unified Parkinson’s Disease Rating Scale / Birlesik Parkinson Hastaligi
Degerlendirme 6lgegi) en sik kullanilan olcektir Olcek Fahn, Elton ve UPDRS Gelistirme
Komite iiyeleri tarafindan 1987 yilinda gelistirilmistir (35). Olgek 5 bolim ve 42 maddeden
olugmaktadir. Her bir madde O (semptom ya da bulgu yok) ile 4 (semptom veya bulgu
olabilecek en siddetli halinde) arasinda degerlendirilir. Birinci boliim diisiince, davranis ve
duygulanimi; ikinci bolim giinlik yasam etkinliklerini degerlendirmeye yoneliktir. Motor
muayene ve tedavinin komplikasyonlari 6lcegin diger boliimleridir. Hoehn-Yahr evrelemesi ve

Schwab-England giinliik yagsam etkinlikleri de UPDRS igerisinde yer almaktadir

2.3.1.2. Tedavisi

PH’nin tedavi siirecini iki ana katogoride incelemek miimkiindiir:

Noro-koruyucu teadavi: Hastaligin histolojik mekanizmasini engellemek amach
kullanilan bir yaklagimdir. Simdiye kadar cesitli yontemler denenmis fakat hastaligin

patolojik mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmedigi icin basar1 saglanamamustir (36).

Semptomotik Tedavi: Hastaligin bulgu ve belirtilerini iylestirmek i¢in uygulanan

tedavi yaklagimi olup en sik tercih edilendir.

Farmakoterapi ilk uygulanan tedavi yontemi olup hastalarda farkli etkiler meydana
getirebilmektedir. Mevcut ilaglar dopamini yerine koyar yada onun etkisini artirir.

Farmakoterapik tedavi uygulanmadan dikkat edilmesi gereken bazi noktalar vardir:

e  Hastanin baslangic yasi tedavi siirecinde ilk dikkat edilmesi gereken
belirleyici olmalidir. Geng hastalarda L-dopa tedavisinden 6nce dopamin
agonistleri tercih edilmelidir. Baslangicta L-dopa alinimu kimi hastalarda,
diskinezi gibi semptomlarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir, bu
etkileri diglamak ic¢in dopamin agonistlerinin kullanilmasinin faydali
olacag goriisii yaygindir (36).

®  Yash hastalarda ise L-dopa’nin diisik dozlari ile baslanip hastanin

verecegi yanita gore doz ayarlamasi yapilmasi bir diger yaklagimdir.

®  Yapilan calismalar, PH olgularinin yaklasik %40’inda demans gelistigini
kaydetmektedir. Bu durumda kolinesteraz inhibitorlerinin kullaniminin

yararl olacag bildirilmistir (38).



16

e  PH tedavisinde son yillarda uygulanabilirligi tartisilan bir diger yaklagim
ise cerrahi bir girisim olan “Deep Brain Stimulation” yontemidir.L-
dopa’nin etkinligi diistiigiinde uygulanan bir yontem olup uzun siireli etki
mekanizmasi ve tedavi siirecindeki rolii hala tartisma konusudur. Amacg
noronal aktivitenin hizim1 ve paternini degistirmek, kortikal aktiviteyi

normalize etmekir.

2.3.2. Etiyololisi

PH’nin etiyolojisinde genetik ve cevresel bir¢ok faktor rol oynamaktadir.

Genetik faktorler: Gowers tarafindan Parkinson hastasi bireyler ve aileleri iizerinde
yapilan bir ¢alisma sonucunda PH’nin genetik boyutu ilk olarak tanimlanmistir(39). Daha
sonra yapilan vaka-kontrol calismalart ve monozigotik ikiz caligmalari ise bu gozlemi
destekler nitelikte olmus, birinci derece akraba bireylerde 2-3 kat artrms risk
saptanmistir(40,41). PH olgularinin %10-15’1 ailesellik gosterirken, %5’lik kii¢iik bir kismi
ise tek gen defektlerinden kaynaklanmaktadir.(42). Tiim hasta popiilasyonu i¢inde mendel
kalittmi gosteren olgu orami diisiik olmasina karsin ilgili genlerdeki mutasyonlar ve bu
mutasyonlardan kaynaklanan bozukluklar hastalik etyopatogenezinde biiyilk Oneme
sahiptir. Simdiye kadar 13 genetik lokus tanimlanmis ve bunlardan 6 tanesinde sorumlu gen
tespit edilebilmistir. Bu genlerden hastalik etiyolojisi iizerine olasi etkileri arastirilmig

olanlar asagida kisaca 6zetlenmektedir:

a-synuclein: Idyopatik Parkinson hastaliginin en 6nemli patolojik bulgusu olan a-
synuclein Lewy-body’lerin bir bileseni olup ayrica, Alzheimer hastalifindan sorumlu
amiloid plaklarinda icerigini olusturmaktadir(43). Lewy-body ler PH patogenezinde rol olan,
parkin ve o-siniiklein proteinlerini iceren sitoplazmik agregatlardir ve hastalik etiyolojisi
tizerine olan etkileri patolojik incelemeler sonucunda da desteklenmistir. Ayrica o-
siniiklein iizerine yapilan hayvan modeli calismalar1 genin over-ekspresyonunun

dopaminerjik hiicre kaybina yol actigin1 gostermistir(44).

Parkin: Parkin geni mutasyonlarindan kaynaklanan PH olgularinda rastlanan temel
patolojik bulgular corpus striatum ve substantia nigra ile sinirli dopaminerjik hiicre kaybi
ve lewy-body olusumunun gozlenmemesidir(45). Simdiye kadar ¢esitli nokta mutasyonlari,
insersiyon  ve delesyonlar tanimlanmistir(46,47). Parkin  {ibikiiitine-proteinlerin
proteotozomal yolakta yikimmi saglayan bir E3 iibikiiitin-ligaz’dir. Parkinin  birgok
substrat1 tanmimlanmis olup, bunlarin patogenez iizerine olasi etkileri arastirilmistir. Bu

calismalardan biride parkin substratlarindan biri olan endothelin receptor-like receptor
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(Pael-R) iizerine yapilmis ve over-ekspresyonunun endoplazmik retikulum stresine ve hiicre

Oliimiine neden oldugu gosterilmistir(48)

UCH-L1: Ubikiiitin  Proteozom  Sisteminde (UPS) gorevli  ubiquitin
carboxyhydrolase L1 (UCH-LI) proteinini kodlamaktadir(49). UCH-L1 enzimi {iibikiiitinin
C terminalini hidrolize ederek serbest {iibikiiitinin sisteme geri donmesini saglamakla

gorevlidir.

PINK1: Genel goriis, PINK1’1n hiicresel stres durumunda mitokondriyel membran

potansiyelini etkileyerek koruyucu bir rol oynadigi yoniindedir.

LRRK2: LRRK? geninin kodladig1 Dardarin (LRRK?2, Leucine-Rich Repeat Kinase
2) proteini beyinde baskin olarak bazal ganglia ve hippokampus bolgelerinde eksprese
edilmektedir. Dardarin, birbirinden bagimsiz ve korunmus bir¢ok fonksiyonel bolge icerir.
Bunlardan ikisi, protein kinaz (MAPKKK bolgesi) ve GTPaz (Roc-COR modiilii) etkinligi
gosteren enzimatik bolgelerdir. Bunlarin disinda Dardarin'de bir¢ok internal tekrar bolgesi
(Ankyrin, LRR ve WDA40) vardir. Boylece, Dardarin, biri Roc bdlgesi ve digeri COR
bolgesi olmak iizere iki adet korunmus bolge iceren ve ROCO proteinleri olarak bilinen
yeni tanimlanmg bir protein ailesine dahildir. Bugiine kadar tanimlanmig biitiin ROCO
proteinleri gibi Dardarin'in de sitoskeletal siireclerin regiilasyonu ile iligkili bir fonksiyonu
olmasi olasidir. Dardarin'in protein kinaz bolgesi MAPKKK ise protein kinazlarin TKL alt-
ailesine dahil olup olasilikla MAPK (mitogen-activated protein kinase) metabolik
yolaklarinda goérevlidir. Dardarin'in internal tekrar bolgeleri olan Ankyrin, LRR ve WD40

bolgeleri olasilikla protein-protein etkilesiminde énemlidir.

LRRK?2 geninde en sik rastlanan mutasyon G2019S mutasyonu olup , néropatolojik
incelemeler sonucunda patogenez {iizerine olan etkisi kanitlanmistir.Bir diger 6nemli bulgu
ise Azheimer Hastaliyi (AH) ve diger Parkinsoniyen bozukluklarda tanimlanmamuis
olmamasidir. G2019S mutasyonu kinaz aktivasyon segmentinin basinda olan yiiksek
derecede korunmus glisin amino asitini degistirmektedir ve fonksiyon kazanim etkisi

gostererek etyopatogenezde rol almaktadir (50).

Cevresel faktorler: Cevresel faktorlerin PH etyolojisi iizerine olan etkisi {izerine
bircok calisma yapilmistir. Kirsal yerlesim bolgelerinde yasayan bireylerin PH gelisiminde
artmuis risk tasidiklart toplum caligmalarinda gosterilmis olup bu bolgelerde yogun pestisit
ve cesitli endiistriyel ajanlara marus kalmalarinin  budurumun nedeni oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan bir diger caligma ise Parkinson hastalarinda artmis herbisit

birikimi oldugunu gostermis ve diger goriisleri desteklemistir (51).PH gelisimi {izerine
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etkisi kamtlanmis diger bir toksik ajan ise; dithiocarbamates olup, 1-methyl 4-phenyl
1,2,3,,6 tetrahydropyridine (MPTP) toksisitesini artirarak PH patogenezinde rol oynadigini
gosterilmistir (52). Diger taraftan sigara ve kahve kullantminin PH gelisimi yoniinde risk

azaltici etkisi oldugu yapilan baska ¢alismalarla ifade edilmektedir.

Mitokondriyel Faktorler: PH ‘nin patogenezini aydinlatmaya yonelik yapilan
calismalarin birinde mitokondriyel bir bilesen olan solunum zinciri kompleks 1’de defekt
tespit edilmis ve bu calisma PH patogenezinde mitokondri fonksiyonunu gosteren ilk
calisma olmustur (53). Mitokondriyel proteinler olan DJ1 ve PINKI1 genlerindeki
mutasyonlarin ve a-siniiklein, parkin gen ekspresyonu ile mitokondri fonksiyonu arasindaki
iliskilerin tammlanmasi1 ile PH etyolojisinde mitokondri islevi desteklenmistir. Ayrica,
MPTP, rotenon ve annonacin gibi mitokondri kompleks 1 inhibitorlerinin Parkinsonizm
etkeni olarak tanimlanmasi mitokondri fonksiyonunun PH patogenezindeki etkisinin ispati

niteliginde olmustur (54).

2.3.3. Patogenezi ve molekiiler biyolojisi

PH’nin SNc’da dopaminerjik hiicre kaybindan kaynaklanan bir nérodejeneratif
hastalik oldugu bilinmesine ragmen altda yatan patolojik ve etiyolojik mekanizma heniiz
tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Son yillarda PH’nin tek gen mutasyonlarina bagh
mendel formlarinin bulunmasi ile birlikte yapilan fonksiyon calismalari, bu genlerin
hastalik patogenezindeki olasi etkilerini ve molekiiller mekanizmasimi biiyiik 6lgiide
aydinlatmaya yonelik olmus ve bu konuda biiylik gelisme kaydedilmistir(55). Genetik

etkiler:

Charcot’un PH tanimindan sonra hastalik etiyolojisinde sadece cevresel etkilerin
degil genetik faktorlerinde rol oynayabilecegi diisiiniilmeye baslanmisti. 1900°1i yillarda
klinisyenler tarafindan PH olgularinda siklikla etkilenmis akraba bireylerinin varliginin
gozlenmesi ve ilerleyen yillarda ise klasik mendel kalitimi gosteren ailelerin farkedilmesi

ile PH patogenezinde genetik faktorlerin rol oynadig goriisii kesinlesmis oldu. (56).

Mitokondri hasari, oksidatif stres ve Ubikiiitin Proteozom Sistem (UPS) bozuklugu
ailesel ve sporadik PH patogenezinin en temel nedenleridir ve karsilikli etkilesimleri PH’yi

dogurmaktadir.(Sekil 2-2)
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Mitokondriyel Fonksiyon kayb1 ve oksidatif stres:

Sporadik PH olgularinin post-mortem incelemeleri sonucunda SNc’da lipit, protein
ve DNA molekiillerinde oksidatif hasar oldugunun gézlenmesi mitokondri fonksiyonun PH
patogenezi iizerine olan etkisini gostermekteydi (57). Mitokondri fonksiyon bozuklugundan
kaynaklanan artmis oksidatif stres ise hidrojen peroksit ve ROS(Reactive Oxygen Species)
gibi serbest radikallerin birikimi ve bozulmus antioksidan mekanizmas: ile ortamdan

uzaklagtirtlamamasi sonucunda dopaminerjik ndron kaybina neden olmaktadir.

Mitokondriyel kompleks-1 aktivitesindeki diisiis PH patogenezindeki temel
mekanizmalardan biridir. Solunum zinciri kompleks-1 bozuklugu azalmis ATP sentezine ve
PH’da noronal dejenerasyona neden olmaktadir. Nadir maternal gecis gosteren hastalik
formlar1 mitokondri DNA’da meydana gelebilecek mutasyonlarinda PH’ye neden
olabilecegi goriisiinii dogurmus ve yapilan maternal kaynakli hibrit soylarida bu tezi

desteklemistir. (58).

Epidemiyolojik c¢aligmalar, pestisit, MPTP ve diger bazi cevresel toksinlerin
sporadik PH olgularinda Mitokondri kompleks-1 fonksiyonunu inhibe ettigini
gostermistir.(59,60). MPTP’den farkli bir sekilde direk dopaminerjik hiicreler tarafindan
alinmayan ama kompleks-1 defektine neden olan bir diger cevresel toksin bocek ilaci ve
bazi zehirlerin icinde bulunan rotenondur. Rotenon da spesifik norodejenerasyona ve LB

benzeri patolojik bulgulara neden olmaktadir. (61,62).

a-siniiklein agregatlarinin mitokondri fonksiyon kaybina ve noron 6liimiine neden
olan bir diger faktdor oldugu saptanmis ve yapilan hayvan modeli c¢alismalariyla

desteklenmistir (63,64).

PH patogenezini aydinlatmaya yonelik yapilan baska calismalarda parkin geni ile
mitokondri fonksiyonu arasindaki iliskiyi agiklamaktadir. Oksidatif stres S-nitrosilasyonunu
tetikleyerek  parkinin iibikiiitin ligaz aktivitesini  ve noéro-koruyucu fonksiyonunu
bozmaktadir. Mitokondri ile iligkili bir baska gen ise bir mitokonriyel kinaz olan
PINK1’dir. PINK1 mitokondriyi proteozom inhibisyonuna bagl fonksiyon kaybina karst
korumaktadir. (65,66)
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Ubikiiitin Proteozom Sistem (UPS) Bozuklugu:

Son veriler; Ubikiiitin Proteozom Sistem bozuklugu (UPS) ve protein yanlis
katlanmalarinin ailesel ve sporadik PH patogenezinin en temel nedenlerinden biri oldugunu
gostermektedir. Sporadik PH olgularinin 20/26S proteozom yolunda yapisal ve fonksiyonel
eksiklikler tanimlanmis ve tiim bu calismalar ozellikle a-siniiklein gibi proteotozomal

agregatlarin bu yolaktaki bozukluklarin nedenlerinden biri oldugunu desteklemistir (67,68).

Parkin mutasyonlari ise ailesel PH olgularinda goriilen hastalik patogenezinin en sik
tanimlanan nedenlerinden biridir. UPS’de gorevli olan parkin proteininde meydana gelen
bozukluklar sistemin isleyisini direk etkileyerek proteolitik strese neden olmakta ve
dopaminerjik hiicre 6liimiine gotiirmektedir (69). Parkin’in LB olusumunu saglayici bir
etkisinin oldugu distiniilmektedir. Parkin mutant olgularda LB olusumunun
gozlenmemeside bu goriisii desteklemektedir. Bagka bir goriis ise parkin’in farkli bir etki
gostererek, o-siniiklein agregasyonunu engelledigi ve LB olusumunu degistirdigi
yoniindedir. Diger taraftan Parkin mutasyonlarinin erken baslangich Jiivenil PH ye neden

olmas1 LB’nin koruyucu fonksiyonunu diisiindiirmektedir (70,71).

Parkin gregasyon ——=Hiicre

UCHLA O Liimii
Saperonlar? 4] T ‘ o=synuclein

LRRK27 i Pr-o'tem yﬂnll; katlanmas:

Aday DJ 1
Sinyal /’b
Sistemi Ol-tsldu'rlf }
g / A Stres
PINK1 \ -

F'arkin | L Dﬂpflmi_"e.'
e
S oooo@ €T
Mitokondri TP \ Hiicre
Aday Oliimii
Hiicre \’-‘Substrntlnr

OLlimi

Sekil 2-2: PH patogenezinde gorevli mekanizmalar ve iligkili genleri gosterir sekil.+ isareti: PH’de olasi tedavi
yaklasimlarin ,siyah ok:PH patogenezindeki koruyucu yollari,kirmizi ok ise:Dopaminerjik hiicre kaybina
neden olan yollar: ifade etmektedir. (72)
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2.4. Genetik gecisli Parkinson hastalig1 ve siniflandirilmasi

PH olgularinin yaklasik %10-15’1 pozitif aile hikayesi olan ve klasik mendel kaltim
gosteren bireylerden olugsmaktadir. Birgcogunda baslangic yast PH nin sporadik formlarina
gore daha diisiik olmasina ragmen ailesel PH 'm1 sporadik PH’den ayiran bir bagka 6zel
klinik yada semptomatik presentasyon bulunmamaktadir. Genetik gecisli Parkinson
Hastalig1; Otozomal Dominant PH (ODPH) ve Otozomal Resesif PH (ORPH) olmak iizere
iki gruba ayrilmaktadir.

Simdiye kadar PH ile iligkili 11 genetik lokus tanimlanmis ,baz1 kaynaklara gore bu
say1 13’e cikmaktadir ve yalnizca 6’sinin geni belirlenebilmistir. Bu genler ve ozellikleri

tablo-2-7’de Ozetlenmistir.

Otozomal dominant kalittim paterni gosteren ii¢ gen tamimlanmistir. Bunlar, o-
siniiklein, LRRK2 VE UCHL-1 genleridir. UCHL-1 geninin PH ile iliskisi halen tartismali

olmasina ragmen iligkili genler arasina dahil edilmektedir.
PARK1/0-siniiklein:

Otozomal dominant ge¢is goteren genis bir ailede ,4. kromozomun uzun kolunda
haritalanan ilk PH genidir. Simdiye kadar yalmzca 3 farkli tek nokta mutasyonu
tantmlanmis olup sporadik olgularda saptanmamistir(74,75)Bunlar; A30P, E46K, A53T dir.
Mutasyonlar1 nadir olsa dahi kodladiklar1 proteinin PH patolojisinin en temel bulgularindan
biri olan LB olsumunda kritik rol oynamasi yoniinden bilyiik 6nem tagimaktadir. Yukarida
bahsedilen nokta mutasyonlarindan bagka duplikasyonlar ve triplikasyonlarda
goriilmektedir ve triplikasyonu durumunda toksik etki gostermektedir, klinik bulgulara ise

demas eklenmektedir (76,77).

a-siniiklein geni mutasyonu tasityan PH hastalarinin klinik presentasyonu tipik
Idyopatik PH’den demans varhigi, erken baslangic yasi ve hizli hastalik siireci gibi
ozellikleri ile ayrilmaktadir(78,79).

a-siniiklein proteini ise beyinin cesitli bolgelerinde eksprese olan ve presinaptik
sinir terminalinde lokalize kiiciik bir proteindir.(Sekil-2-3) PH patofizyolojisindeki etkisi
heniiz tam olarak aydinlatilabilmis olmamasina ragmen UPS’i bloke ederek proteolitik

aktiviteyi bozdugu goriisii yaygin bir kanidir (80).
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1 Amfipatik bolge 61 NAC Domain 95 140

Acidic region

E4B6K

A30P ASST E KTKEGV tekrarlary

Sekil 2-3:a-siniiklein proteini ve tammmlanan nokta mutasyonlarim gosterir sekil
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Lokus/gen Kalitim Baslangi¢ Patolojisi Kromozomal Geni
yast Lokalizasyonu

PARK1 Dominant | ~40 LB ile birlikte nigral 4921 o-siniiklein
dejenerasyon

PARK?2 Resesif 20-40 LB olus olmaksizin nigral |6q25 Parkin
dejenerasyon

PARK3 Dominant |~30 Nigral dejenerasyon ve LB |2p13 ?
benzeri inkliizyonlar

PARK4 Dominant |~30 Nigral dejenerasyon ile 4921 a-siniiklein
birlikte LB olusumu ve triplikasyonlar1 ve
hipokampusdaki duplikasyonu
noronlardaki bozukluklar

PARKS Dominant | ~50 Patoloji tanimlanmanus 4pl4 Ubikiiitin C-Terminal

Hidrolaz L1
(UCHL-1)

PARKG6 Resesif 30-40 Patoloji tanimlanmamig 1p35-37 PINK1

PARK?7 Resesif 30-40 Patoloji tanimlanmanus 1p38 DJ1

PARKS Dominant |60 Cesitli siniiklein ve tau 12 cen LRRK2
patoloji

PARK9 Resesif 20-40 Patoloji tanimlanmamig 1p36 ATP13A2

PARK10 Dominant |50-60 Patoloji tanimlanmamig 1p32 ?

PARKI11 Dominant | Geg bas. Patoloji tanimlanmamig 2p34 ?

PARK12 X-bagh Geg.bas. Patoloji tanimlanmamig Zqg21 ?

PARK13 Dominant | Geg. Bas. Patoloji tanimlanmanus 2pl2 HTRA2

Tablo 2-7:GGPH’da rol alan genetik lokuslar ve gen bolgeleri. (73).0tozomal dominant gecisli Parkinson hastalig
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PARKS/LRRK?2(Leucine Rich Repeat Kinase 2) Geni:

PH’nin bir diger dominant formu genis bir Japon ailede 12. kromozomun
perisentromerik bolgesinde haritalanmis ve PARKS olarak adlandirilmisdir. Sonrasinda
yapilan calismalar ise PARKS’ deki tek nokta mutasyonlarinin LRRK?2 geninde meydana
geldigini gostermis, kodladig1 proteine de “dardarin” denmistir (81).144 kb’lik bir bolgeyi
kaplayan LRRK?2 geni 51 ekzon ve 2527 amino asit’ten olugsmaktadir. LRRK2 tiim beyinde
eksprese olan bir protein olmasina ragmen, periferal dokulardaki ekspresyon diizeyi

duistiktiir.

LRRK2 geni mutasyonlarinin otozomal dominant PH olgularindaki siklig1 dikkat
cekici olmustur. En sik rastlanan G2019S mutasyonu Avrupa toplumunda ailesel vakalarin
9%5-6’s1n1, sporadik vakalarin ise %1-2’sini olusturmaktadir. G2019S mutasyon sikligi
Askenazi Yahudileri ve Giiney Afrikali Araplar gibi genetik olarak izole toplumlarda ise

%20-30’lara ¢cikmaktadir(82).

PH ile iliskili diger tek gen mutasyonlar1 degisken hastalik fenotipleri gosterirken
LRRK2’ye bagli mutasyonlar tipik Idyopatik PH fenotipi gostermektedir. Bunun yaninda
cok degisken bir patojenik etki gostermektedir; kimi olgularda klasik nigral dejenerasyonla

birlikte, LB olusumu gozlenirken bir kisminda taupati agregasyonu olabilmektedir.

LRRK?2 geninin kodladig1 “dardarin”, biri Roc bolgesi ve digeri COR bolgesi olmak
tizere iki adet korunmus bolge iceren ve ROCO proteinleri olarak bilinen yeni tanimlanmig
bir protein ailesine dahildir. LRRK2 mutasyonlar1 ise yiiksek derecede korunmus
fonksiyonel olarak énemli bu bolgelerde meydana gelmektedir ve son deneysel calismalar

patojenik mutasyonlarin artmis kinaz aktivitesi ile olasi iliskisini gostermektedir.

EKZON a EKZON 51

r 3
-
&
¥

ATG 1000 2000 2527

Sekil 2-4: LRRK?2 geninin sematik yapisini gosterir sekil.
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Simdiye kadar mutasyonu halinde Otozomal Resesif Parkinson Hastaligina yol

actig1 bulunmus 3 gen bildirilmis olup bunlar; Parkin, PINK1 ve DJ1 genleridir(Tablo:2-8)

Lokus

Gen

Kalitim
Mutaston sayist

Mutasyon tipi

Lewy body

PARK2 PARKG6 PARK?7

6q25-27 1p35-36 1p36

Parkin PINK1 DJ1

Resesif Resesif Resesif

>95 >17 >9

ekzonik Insersiyoniyon,delesyon, ekzonik delesyonlar ve

duplikasyon,delesyon ve
insersiyonlar, nonsense ve
missense mutasyonlar

Iki olgu haricinde

rastlanmamustir

Nonsense ve missense

mutasyonlar

missense mutasyonlar

Tablo 2-8:0tozomal Resesif gecis gosteren PH genleri ve 6zelliklerini gosterir tablo.

PINK1:

PINK1 geni 581 amino asitden olusan, mitokondriyel hedefleme motifi ve

korunmus serin-treonin kinaz domaini olan bir proteini kodlamaktadir (Sekil 2-5).

PINK1 mutasyonlar1 Otozomal resesif PH olgularinda parkin genine oranla ¢ok

daha az siklikta goriilmektedir(yaklasik %1-2).

PINK1 geninin mitokondriyel fonksiyon ve oksidatif stresle olan iliskisi dzellikle

PH patogenezinde biiyiikk Oneme sahiptir. Bu goriisii destekler sekilde hiicre kiiltiirii

calismalar1 PINK1 mutasyonlarinin hiicresel stres kosullarinda mitokondriyel membran

potansiyelini degistirdigini gostermistir (83). PET calismalar1 ayn1 parkin geninde goriildiigii

gibi heterozigot PINK1 mutasyonu tasiyan asemptomatik bireylerde nigrostriatal anomaliler

saptamis ve haplo yetersizligin patogenezde nedensel bir faktdr olabilece8i sorusunu akla

getirmistir.
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C82F

581

Sekil 2-5:PINK1 proteinini ve siklikla mutasyon saptanan bolgelerini gosterir sekil.

DIJ1:

flk olarak Otozomal resesif gecis gosteren Avrupali iki ailede tanimlanmis olan DJ1
(PARK7;MIM#602533) geni, antioksidan, transkripsiyonel ko-aktivatér ve saperon
aktivitesi olan, 189 amino asitten olusan iyi korunmusg bir proteini kodlamaktadir (84)(Sekil
2-6)

DJ1 mutasyonlart ORPH olgularinin yaklasik %1’ini i¢ine alip, ekzonik delesyon ve

splice-site mutasyonlarindan olusmaktadir (85).

DJ1 proteininin normal fonksiyonu ve patogeneze olan etkisi heniiz
aydinlatilabilmis olmamasina ragmen oksidatidif stres ve mitokondriyel fonksiyonda

gorevli oldugu diisiiniilmektedir.

M261 EB4D A104T D148A L166P

I 32 173 189

Sekil 2-6: DJ1 proteininin yapisal domainlerini ve simdiye kadar bulunmus olan patojenik
mutasyonlarini gosterir sekil.
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2.4.1.1. Parkin Geni tanin

Parkin geni ilk olarak 1998 yilinda Otozomal Resesif Jiivenil baslangich PH
olgularinda baglant1 analizi ve pozisyonel klonlama yontemi ile tanimlanmis, 12 ekzondan
olusan biiyiik bir gendir(86). Genin (PARK2;MIM#600116) kodladig1 protein 465 amino
asitten olusmakta olup, N-terminalinde {iibikiiitin benzeri bir bolge(UBL), C-terminalinde
Ring-finger motifi iceren iki bolge ve bunlarin arasinda da IBR bolgesi

bulunmaktadir(87)(Sekil 2-7).

Parkin geni mutasyonlar: ailesel olgularin yaklasik %50’sinden ve 20 yas alt1 (<20)
sporadik olgularin ise yaklasik%50’sinden sorumludur. (88)

Parkin geni mutasyonlar1 sporadik PH olgularindan farkli bir hastalik fenotipi
gostermektedir.Asagida Parkin genine baglh PH olgularinda goriilen klinik o6zellikler
siralanmaktadir(Tablo-2-9). Klinik fenotip degisse dahi yapilan bir¢ok calisma ozellikle
erken baslangic yasi, bulgularin daha simetrik ortaya ¢ikmasi, levodopaya verilen ¢ok iyi
derece yanit gibi bazi oOzelliklerin Parkin’e bagli ORPH’da belirleyici tani kriterleri
oldugunu ortaya koymaktadir (89).

Parkin genine bagh PH olgularmin klinik 6zellikleri:

<40 yas alt1 baslangic yas1

Normal bilissel ozellikler

Siklikla ayaklarda goriilen distoni (vakalarin %44)

Erken denge bozuklugu ve festinasyon tarz yiiriime

Levodopaya iyi derece yamit, doza bagh motor ve psikiyatrik bozukluklar
Bazi hastalarda antikolinerjiklere karsi ¢cok iyi cevap

Yavas hastalik siireci

Tablo 2-9:Parkin genine bagh PH olgularmin Klinik 6zelliklerini gosterir tablo.
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Parkin mutasyonu tasiyan olgularda goriilen klasik histopatolojik bulgular ise,
Substantia nigra ve locus coeruleus’da goriillen dopaminerjik hiicre kaybi, PH’nin
karakteristik bulgularindan olan LB olusumunun ise gozlenmemesidir. Simdiye kadar
yapilan patolojik incelemeler sonucunda parkin geni compound heterozigot mutasyonu
tastyan iki olguda LB olusumu gozlenmis olup bu degisimin neden kaynaklandigi
bilinmemektedir. Bunun yaninda serebral korteks’de tau patolojisi gozlenmesi bir diger
atipik bulgusudur. Tiim bu patolojik farkliliklarin Parkin mutasyonlarinin E3 protein ligaz

aktivitesinde yarattig1 farkli etkilerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (90,91,92).

Simdiye kadar parkin geninde delesyon, duplikasyon, missense ve nonsense
mutasyonlardan olusan yaklasik 95 farklt mutasyon tanimlanmis olup bu say1 her gecen giin
yenilerinin eklenmesi ile artmaktadir. Tanimlanan bu mutasyon frekanslar1 etnik orijine ve

yapilan ¢alismada kullanilan deneysel yaklasimlara gore farklilik gostermektedir (93).

Parkin geni mutasyonlarinin otozomal resesif gecis gostermesi, mutasyonun her iki
allelde de var olmast durumunda, islev kaybi mekanizmasi ile hastalik nedeni olacagi
goriisii simdiye kadar yaygin bir kani olmasina ragmen, heterozigot parkin mutasyonu
tasiyan etkilenmis PH olgularimin  varligi  haployetersizligin de patogenezde rol
oynayabilecegi goriisiinii dogurmustur. Bu goriisii dogrular nitelikte olan bir calismada,
asemptomatik heterozigot parkin mutasyonu tasiyan bireylerde yiiksek derecede striatal
dopaminerjik fonksiyon kaybi saptanmistir (94). Ayrica heterozigot parkin mutasyonu
tasiyan olgularda gec baslangic yasi belirlenmis, tek bir allelde meydana gelen mutasyonun
hastalik etkeni oldugu belirlenmis ancak hastaligin siddetinde ve baslangic yasinda,
homozigot tasiyicilara gore farkliliklar gdzlenmistir. Sonucta heterozigot tastyicilarin daha

gec baslangicl bir hastalik tablosu ¢izdigi saptanmisdir (95).

Simdiye kadar parkin geninde meydana gelen tek nokta mutasyonlarinin proteinin
fonksiyonel bir bolgesinde meydana gelmesi durumunda patojenik bir etki gosterdigi ve
erken baslangich PH’na neden oldugu belirtilmis olsa dahi, farkli mutasyonlarin farkl
patolojik etkiler yaratmasi ve parkin geni mutasyonlarinin ¢ok genis bir spektrumda olmasi
genotip-fenotip korelasyonunu zorlastirmaktadir (95). Ornegin sadece C-terminal RING2
domaininde amino asit degisikligine neden olan yanlis anlamli mutasyonlarin parkinin

katalitik etkisini degistirdigi yapilan deneysel ¢alismalarla kanitlanmistir (96,97).
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hid 1

V1M P37L ABZE K161N T240R G284R G328E A398T
R42P M192V T240M C289G  R334C T415N
AdBP K211R C253W T351P G430D
K211N R256C C431F
c212y R275W P43TL
D280N Ca41R

Sekil 2-7: Parkin proteini ve siklikla mutasyon saptanan bolgelerini gosterir sekil.

2.4.1.2. Hastalik patogenezine olan katkisi

Parkin geninin kodladig1 protein 465 amino asitten olusmakta olup, N-terminalinde
ibikiitin benzeri bir bolge(UBL), C-terminalinde Ring-finger motifi iceren iki bolge ve
bunlarin arasinda da IBR bolgesi bulunmaktadir. Parkin proteini de diger RING-finger
iceren proteinler gibi E3-libikiitin protein ligaz ozelligindedir(98). E3-tibikiiitin protein
ligazlar hedef proteinlere iibikiitini kovalent bir sekilde baglayan hiicresel sistemin énemli
bir pargasidir(99). Protein iibikiitilasyonu , iibikiiitin aktive edici enzim (E1), iibikiiitin-
konjiige edici enzim(E2) ve iibikiiitin baglayic1 (E3) enzimin sirali ve koordine bir sekilde
calismasi sonucu gerceklesmektedir. Her bir ubikiiitin monomerinin bir 6ncekinin alici lizin
bolgesine kovalent bir sekilde sirali baglanmasi sonucunda poli- {bikiiitin zinciri
olusmaktadir. Poliiibikiiitin zinciri K29 ve K48 sinyal mekanizmasi ile ATP bagiml 26S
proteozom sisteminine transfer edilir ve kiiclik peptid yapilarina ayrilir. Poli-iibikiiitin
zincri UCHL1 enzimi gibi {ibikiiitin serbest birakici enzim tarafindan monomerlere ayrilir
ve libikitilasyon sistemine tekrar dahil edilir. Normal proteinler ise K63 bagh zincir ile poli
ibikiiitine yada mono iibikiiitine olabilmektedir ve DNA tamiri, endositoz, protein trafigi ve
transkripsiyon gibi mekanizmalarin dahil oldugu non-proteotozomal sistemlerde gorev

alabilmektedir.

Parkin geninde meydana gelen mutasyonlar proteinin fonksiyonel bolgesinde bir
degisiklige neden oldugunda enzimin substrata yada E2’ye baglanma aktivitesini
diisiirmektedir. Aktivitesi azalmis olan enzim proteotozomal yolakta diizgiin calismadig
icin degrede olamayan proteinlerin agregasyonu gerceklesir ve son olarak néron 6liimii ile
sonucglanir. Tiim bu nedenlerden dolayr parkin geni substratlarinin tanimlanmasi ve
dopaminerjik hiicre kaybinda olasi etkilerinin arastirilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. In-

vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda olasi parkin substratlart tantmlanmustir.
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Parkin substratlarindan bir digeri ise Nuclear Factor-kB sinyal yolaginda calisan , IKK[1’dir

ve calismalar parkinin bu yolakta noro koruyucu faktor oldugunu gostermistir. (100)

Diger bir baska calisma ise parkinin C-Jun N-terminal kinaz yolaginda negatif

diizeneyici olarak gorev aldig1 yoniindedir (101).

-
@ Anormal Protein
UGH-LT E@ mutantsSyanlis katlanmis

@ MNormal prntei.n
K1=A
Farkin i ,@ v - Ll

265 / \
PROTEOZOM @ Poli-lObikitilasyon Mono-ilibikitilasyon

@B

Nclrrnal protain
Ancrma
+ A&TF
pﬂy Uk

K29 or K48 m—uﬁ =
Non-Froteozomal

Fonksiyonlar

Sekil 2-8: UPS sistemini gosterir sekil.Proteotozomal ve non-proteotozomal
yolakta parkin islevini aciklayan diyagram gostermektedir.K29 ve K48
poliiibikiiitilasyonla proteotozomal mekanizmada etkin iken K63 ile
proteotozomal olmayan yolakta etkilidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1.1.Hasta Grubu

L.U. LT.F. Néroloji A.D. Davrams Noérolojisi ve Hareket Bozukluklart Birimi
tarafindan izlenmekte olup UKPDS ("United Kingdom Parkinson's Disease Society Brain
Bank Clinical Diagnostic Criteria") Olgiitlerine gore klinik olarak Parkinson Hastaligt
tanis1 almig olan veya bu Olgiitleri karsilamasa dahi baska bir etyoloji ile
iliskilendirilemeyen bir “atipik parkinsonizm” veya “parkinsonizm-plus” sendromu olan
hastalardan ¢aligma hakkinda bilgilendirildikten sonra yazili olarak goniillii onay1 alinan 69

Parkinson Hastasi bu ¢alismaya dahil edilmistir.

Hastalardan 10 ml periferik kan 6rnegi steril ETDA’L tiiplere alinarak ve DNA
izolasyon kiti kullanilarak genomik DNA elde edilmistir.

Aile Yas Kesin Olanakh
PH Ozellikleri Sayisi Ortalamasi | PH Olasi PH | PH
ORPH 32 50+5 %99 %0.5 %0.5
Sporadik 37 4345 %99 %1 -
Aile Hikayesi olan 11 55 %99 %0.5 %0.5
Aile Hikayesi %99
olmayan 58 4345 %1 -
Toplam (n=69) 69 4945 %99 %0.5 %0.5

Tablo 3-1:Hasta ailelerinin 6zelliklerini gosterir tablo.

3.1.1.2..Kontrol Grubu
Kontrol grubu i¢in Parkinson Hastalig1 tanis1 almamig veya bu olgiitleri karsilamasa
dahi bagka “parkinsonism” yada “Parkinson-plus” sendromu olmayan saglikli bireyler

kontrol grubu olarak kullanilmistir.

Hastalardan 10 ml periferik kan 6rnegi steril ETDA’L tiiplere alinarak ve DNA

izolasyon kiti kullanilarak genomik DNA elde edilmistir.
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3.1.1.3.Géniillii Bilgilendirme Formu Ornegi

Calismanin Adi: ” Otozomal Resesif Gegisli Parkinson Hastalizinda PARK2 (PARKIN)
Geni Mutasyonlarinin Arastirilmas:”

Aragtirilacak olan hastalifa neden oldugu diisiiniilen gende mutasyon polimorfizm
taramasi yapilacaktir. Boylece hastalifin ilgili gendeki mutasyonlar ile muhtemel iligkisi

arastirilmis olacaktir.

Tezin amac1; Otozomal resesif gegis gosteren parkinson hastalifinda; iliskili oldugu
diisiiniilen PARK 2, geninde mutasyon arastirilmasi ve klinik tamiya yardimci bir tam

metodu olusturulmasidir.

Tez kapsaminda ailesel ve erken baslangicli oldugu goriilen hastalardan 10 ml
periferik kan o©rnegi alinacaktir Alinan kan oOrneginden DNA izolasyonu yapilarak
saklanacaktir. Olusturulan bu bankada kisi isimleri kullanilmayacak ornekler numarali
olarak korunacaktir. DNA oOrneklerinde DHPLC(Denaturing High Performance Liquid
Chromatography) metodu kullanilarak Parkin genindeki mutasyonlar saptanacak ve Tiirk
toplumu i¢in bir mutasyon profili olusturulacaktir. DHPLC yontemi; DNA iizerindeki farkli

bolgeleri saptamaktadir.

Arastirmadan beklenen tibbi yarar hastalifin erken tanisi ve ailesel genetik

taramalarin miimkiin olabilecegidir. .

Arastirmadan beklenen tibbi yarar hastalifin erken tamisinin ve ailesel genetik

taramalarin miimkiin olabilecegidir.

Projenin 6ngoriilen siiresi 1 yildir.Calisma; Istanbul Universitesi Noroloji A.B.D
Davranis ve Hareket norolojisi bilim dali ile ortak yiiriitillecek, hasta 6rneklerinin

saglanmasi ve bilgilerinin toplanmasi konusunda yardim alinacaktir.

Arastirma sirasinda genetik test sonuclarinin sizi ve ailenizin psikolojik veya diger
bir yonden etkileyecegini diisiinmeniz durumunda arastirmadan iste§iniz iizere

ayrilabilirsiniz.

Elde edilen genetik bilgi sonuglar1 sifre korumali bir bilgisayar programinda

korunacak olup sadece size ve hekiminize bildirilecek iiclincii sahislara aktarilmayacaktir.
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Aragtirmada 30 Otozomal Resesif Gegisli Parkinson Hastasi ile 30 saglikli goniillii

yer alacaktir.

Yapilmas1 planlanan genetik incelemer icin sizden maddi destek talep

edilmeyecektir.

Saym Dr...coooeeveiiiiiiiiies tarafindan ... (kurum adi)..........
(anabilim dali adi, iinite ad1 vb.)’da tibbi bir aragtirma yapilacag: belirtilerek bu arastirma
ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir aragtirmaya

“katilimc1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inanityorum.
Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin

ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden aragtirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak ic¢in arastirmadan
cekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 da

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 ¢cikmasi halinde, her
tirliit tibbi miidahalenin saglanacagi 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,
| D) SRR (Doktor ismi),  ....ccceeennnes (telefon ve adres) °‘ten arayabilecegimi

biliyorum. (Doktor ismi, telefon ve adres bilgileri mutlaka belirtilmelidir)

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davramsla karsilasmus degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar

getirmeyecegini de biliyorum.
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Bana yapilan tiim agiklamalart ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima
belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde “katilimci” (denek)
olarak yer alma kararim1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiikk bir memnuniyet ve
goniilliilik icerisinde kabul ediyorum.imzali bu form kagidinin bir kopyast bana

verilecektir.
GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniillilye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla soz
konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul

ediyorum.

Goniilliintin Adi-soyadi, Imzas1, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin Adi-soyadi, Imzas1,

Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin Adi-soyadi, Imzasi

Riza alma islemine basindan sonuna kadar tanmiklik eden kurulus gorevlisinin Adi-

soyadi, Imzas1, Gorevi



3.1.2.Kullanilan Kimyasal Maddeler
Agaroz
Big-Dye Terminator Sekans Analiz kiti

DNA izolasyon kiti (50 6rneklik maksi kit)

Etil alkol
Etidyum Bromid
Hidi Formamid

HD-500 Size standart marker

MLPA Kit (SALSA MLPA Kit PO51/P052 Parkinson; MRCHolland;

www.mrc-holland.com)
Proteinaz K

Sephadeks-50

3.1.3. Kullamilan Cihazlar
Buzdolabi ve Derin Dondurucu

CCD kamera-bilgisayar donanimi

(+4 °C ve -20 °C Ugur,)

(Mitsubishi-Machintosh)

Calkalamal1 su banyosu (Memmert)
Calkaliyict (shaker) (Memmert)
Ceker Ocak (Kermanlar)
DHPLC cihaz1 (Transgenomic)
Distile su cihazi (Milipore)
Elektroforez aleti (Owl)

Etiiv (Heraeus)

Giic kaynagi (Ec Appatus Corporation)
Hassas terazi (Shimadzu)
Hibridizasyon firim (Techne)
Homojenizator (Heidolph)
Horizontal beyaz 151k kaynagi (Fotodyne)
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Is1 blogu (Vive scientific)
Masaiistii mini santrifiij (Eppendorf)
Otomatik pipetler (Gilson)

PZR cihaz1 (Borad)

PH metre (Corning)
Sogutmali santrifiij (Heraus)
Sekans Cihaz1 (Genetic Analyser) (ABI 3730)
Spektrofotometre (Labomed)

UV- transluminator (Fotodyne)
UV-crosslink (Stratagene)

3.1.4.Kullamlan Tampon ve Cozeltiler

Yiikleme Tamponu

6X agaroz jel yiikleme tamponu

% 25 Bromfenol mavisi
% 30 Gliserol

50 X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA)

Tris baz: 242 ¢
Glasiyal asetik asit: 57.1¢g
EDTA (0.5M): 100 ml

Distile su ile 1 It’ye tamamlandi ve otoklav ile steril edildi.

5 X TBE (Tris baz-Borik asit-EDTA)

Tris baz: 60.57 g
Borik asit: 3090 g
EDTA (0.5M): 40 ml

Sephadeks-G50 Soliisyonu:

Sephadeks-G50 25¢g

Distile su ile 50 ml’ye tamamland: ve ¢alkalanarak +4°C’de muhafaza edildi.

36
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3.2 YONTEM

3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu “DNA izolasyon kiti” kullanilarak yapilmistir.

Yontem agagidaki gibidir:
. 10 ml periferal kan 6rnegi steril EDTA’l1 tiipe alindu.

. Steril 50 ml’lik falkon iizerine 500 ul proteinaz K ve 10 ml kan
ornegi eklenerek vorteks edildi. Uzerine kirmiz1 hiicreleri parcalayan bir ¢ozelti
olan Buffer BL 12 ml eklendi ve birka¢ dakika vorteks edildikten sonra 10 dakika
70°C’de inkiibe edildi.

. Uzeriene presipitasyon igin 10 ml %99’luk Etil alkol eklendi ve
tekrar 5 dakika vorteks edildi.

° Fitreli falkonlara aktarildi ve 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edilerek, 3 sefer tekrar edildi .Her seferinde dipte kalan hiicre membran

kalintilarin ve protein kalintilarini igeren siipernatant atildi.

. Fitre tizererine 5 ml Washing Buffer 1 eklendi ve 1 dakika 5000

rpm’de santrifiij edildi.

. Santrifiij sonras1 filtre {izerine 5 ml Washing Buffer 2 eklendi ve

5000 rpm’de 15 dakika santrfiij edildi.

. Genomik DNA ‘nin toplandigi filtrelerin alkolden kurtulmasi i¢in 10
dakika 70°C’de inkiibe edildi.

° Filtreler temiz falkona alindi.

. Mikrolitrede 100 ng genomik DNA veya daha fazla olacak sekilde
ilk seferde 1000 ul Buffer AE eklendi , oda 1sinda 5 dakika beklendi ve 5000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ikinci sefer de 800 ul Buffer AE eklendi 5 dakika
oda 1s1sinda beklendi ve 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
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. Toplamda 1800 ul elde edilen genomik DNA iki farkli alikot
yapilarak, 2 farkli ependorf tiipiine alindi. Birinci ependorf Working olup erken
agsamalarda kullanilmak iizere saklanacak 600 ul Genomik DNA 6rnegini icerdi
Ikinci ependorf stok olup, uzun siireli gelecekte kullanilacak calismalar icin

hazirland1 ve geri kalan 1200 pl genomik DNA bu ependorfa alindi.

. Hazirlanan iki alikot ependorf iizerine hasta kodu, tarihi ve DNA

konsantrasyonu, gerekirse bazi durumlarda izolasyonu yapan kiginin ismi yazildi.

. DNA ornekleri uzun siireli kullanim amaclh -20°C’de saklandi.Kisa

stireli kullanim i¢in hazirlanan working ependorflar ise +4 °C’de sakland1.

DNA Konsantrasyonu Olciimii:

DNA konsantrasyonu ve safligi Nanodrop cihazinda 6lciildii. Baslangigta 2 ul
dH20 ile cihazin ¢alismasi kontrol edildi, 6lciime baslamadan DNA’nin ¢oziildigi

soliisyonla cihaz sifira ayarlandi ve 2 ul DNA 6rnegi ile 6l¢iim yapildi.

Cihaz otomatik olarak 260/280 nanometrede yaptig1 dlciim degerlerini, DNA
konsantrasyonunu hesapladi ve 260/280 degeri 1.8 olanlar ideal temiz DNA olarak
kabul edildi.



39

3.2.2.Mikrosatellit Haplotip Analizi

3.2.2.1.Tanmim

Mikrosatellit yada Short Tandem Repeat (STR) markerlar , 1-4 niikleotidlik genom

iizerinde dagilmis baz tekrarlar1 olup genellikle (CA), seklindedir, tek yumurta ikizleri hari¢

her bireyde farklilik gosterirler. Mikrosatellit markerlarin bu 6zelligi bireyler arasindaki

fakliligi anlamaya yardimci oldugu gibi genetik baglanti analizleri icinde en sik kullanilan

deneysel belirteclerdir.

Tez kapsaminda Parkin geni; lokalize oldugu 6. kromozomun 26 bolgesine 6zgii

mikrosatellit markerlan ile tarandi. Haplotip bolgelere 6zgii mikrosatellit marker bolgeleri

minumum rekombinasyon oranina gore dizayn edildi.

69 PH hastas1 aile, bu ailelerin tiim etkilenmis olgular1 ve 23 etkilenmemis aile

bireyi, parkin genine 6zgii 5 mikrosatellit markeri ile taranmustir.
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Sekil 3-1: Mikrosatellit markerlerin 6. kromozomun q26 bélgesindeki yerlesimini gosterir tablo.(Ensembl
‘dan alinarak diizenlenmistir.)



40

Mikrosatellit] Forward Reverce Pozisyonl ™]
Markerlar1 |Sekans Sekans bp °C
TC20 CTTCCTTGCCCTCATGCACC CATCCTGCAGCCTAAAGC 182]5° 63
D6S980 AGGGAGCCGAGATTGCAC CTGAAGGGTGAGGAGTTTCT |292}5° 57

D6S305 CACCAGCGTTAGAGACTGC GCAAATGGAGCATGTCACT 204] Intronik | 55

D6S1550 TCAAGGGTACAATTCTCAAGTC| TTGTGGTGCAAAGTATTCAGTC] 132] intronik | 57

D6S1579 TACTCACACATGCACAGGC CTTCCTACCCACATGCAG 1613’ 57

Tablo 3-2: Parkin geni haplotip analizlarinde kullamlan mukrosatellit markerlari ve sekans dzelliklerini gosterir tablo.

3.2.2.2.Mikrosatellite analizi deney diizeni:
Hasta grubuna ait genomik DNA Ornekleri asagida belirtilen reaksiyon kosullarinda

cogaltildi(Tablo 3-2)

Mikrosatellit PZR Reaksiyon karisimi

Ci Cf 1x

(WL)

Tampon 10X 10 1 25
MgCI2 50mM 50 1.5 0.75
dNTP 25mM 25 0.2 0.2
Mikrosatellit F 20uM 20 0.4 0.5
Mikrosatellit R 20uM 20 0.4 0.5
Taq polimeraz (5U/uL) 0.1
dH20 16.45
DNA 20ng/uL 4
Volim final 25

Tablo 3-3: Mikrosatellit PZR kosullarini gosterir tablo.Ci:Stok molaritesini, Cf: PZR
reaksiyonu i¢inde kullanilan molaritesini ifade etmektedir.
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PZR Kosullar

96°C 5 dakika

96°C 30 saniye

64-57°C 30 saniye 35x
72°C 45 saniye

72°C 30 saniye

15°C o0

Agaroz Jel Elektroforezi

PZR asamasi sonrasi ¢ogaltilmis bdlgenin kontrolii %2’lik agaroz jel elektroforezi

ile yapildi.

Agaroz Jelin Hazirlanmasi

%2’lik jel hazirlamak icin, 1 gr agaroz tartilarak 50 ml TAE tamponunda
kanstirildi. Karigim, mikrodalga firinda 1sitilarak agarozun tam olarak ¢oziinmesi saglandi.
Tam olarak ¢oziinen karisimin 40°C’ye kadar sogumasi i¢in manyetik karistirici iizerine
yerlestirildi. Yeterince soguyan jele, ceker ocak icinde, pipet ile 1 pl etidyum bromid
eklenerek karistirildi. Jel, onceden hazirlanan jel kabina hava kabarcigi birakmayacak
sekilde dokiildii. Ornek sayisina uygun taraklar yerlestirilerek jel ceker ocakta donmasi icin

bekletildi.
Jelin Yiiklenmesi ve Goriintiileme

Daha 6nce hazirlanan agaroz jeli, i¢inde yiiriitme tamponu TAE bulunan yiiriitme
tankina, kuyular negatif kutba yakin olacak sekilde yerlestirildi. Taraklar kuyularin zarar
gormemesi i¢in dikkatlice cikartildi. 6X brom fenol mavisi ve gliserol igeren ‘loading
buffer’ soliisyonundan 1’er upl alinarak, 5 pul PZR {iriinleri ile karistinlarak jeldeki
kuyucuklara yiiklendi. Tiim orneklerin ve uygun biiyiikliikte marker’in yiiklenmesini
takiben 60-100 volt altinda yaklasik 45 dakika yiiriitiildii. islem sonunda jel U.V. 15181

altinda CCD kamera ile goriintiilendi
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Genotipleme:

5 farkli mikrosatellit markerina 6zgii PZR 6rnekleri agaroz jel iizerinde kontrol

edildikten sonra bant yogunluklarina gore farkli PZR diliisyonlar1 yapildi (Tablo 3-3)

Mikrosatellit markerlar: PZR Diliisyonlari
TC20 1/50 diliiye edildi
D6S980 Diliiye edilmedi
D6S305 Diliiye edilmedi
D6S1550 1/50 diliiye edildi
D6S1579 Diliiye edilmedi
Tablo 3-4: Mikrosatellit PZR diliisyonunu gosterir tablo.

Tiim dilitye PZR o6rnekleri asagida belirtilen oranlarda Formamid ve size standart

marker’t ile karistirlarak ABI 3730 genetic analyser cihazina yiikledi ve analizi yapildi.

Genotipleme kosullari:

Reaktif Reaksiyonda kullamlan miktar:
Formamid 12,85ul

HS 500 size standart 0,15ul

Toplam 13ul

PZR Tul

Genotip Analizi:

Sonuglar Genemapper 3.5 software programi kullanilarak analiz edildi.
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3.2.3.DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography)
3.2.3.1.Tamm:

DHPLC yontemi mutasyon taramalarinda diger yontemlere gore daha hizli ve
giivenilir olmasi nedeni ile tercih edilmistir. DHPLC, amplifiye edilen kromozomal
fragmanlar arasinda olusan uyumsuzluklar ve bunlarin sonucu olusan heterodupleks
yapilarin taninmasi esasina dayanir. Mutasyon veya polimorfizm iceren tek zincir DNA
molekiilleri, yabanil tip bir tek =zincir DNA molekiilii ile hibridize edildiginde,
heteroduplexler olusur. Bu heteroduplekslerin erime sicakligi homoduplekslerden daha
diigiiktiir. Kismi eritilmis heterodupleksler, yabanil tip homoduplekslerden DHPLC
sisteminde kolayca ayrilabilmektedir. Tk asamada 95°C'de 3 dk sure ile denatiire edilen
DNA fragmanlarinin ikinci asamada 6zgiil bir sicaklikta hibridizasyonu saglanmaktadir.
Farkli uzunluktaki DNA segmentleri UV ile saptanir. Farlilik gosteren niikleotid dizilerin

farkli pikler olusturmasi beklenmektedir

3.2.3.2.DHPLC Yontem:
PZR :

69 Parkinson hastasi aile bunlarin toplam 77 etkilenmis aile bireyi DHPLC yontemi

ile taranmustir.

Parkin geni 12 ekzon bogesine 6zgii primerler kullanilarak PZR kosullar1 tablo 3-
4’de belirtilen sekilde amplifiye edilmistir.12. ekzon bolgesi DHPLC analizi i¢in ¢ok biiyiik
oldugu i¢cin daha o©nce baska bir calismada refere edildigi sekilde 5 bolgeye
ayrilmigtir.Caligmada kullanilan primerlerin bir kismida gene ayni referans yayindan
alinmistir, bazilar1 ise primer3 primer dizayn programi kullanilarak dizayn

edilmistir(102,103).

Tiim hasta PZR iiriinleri 1/1 oraminda wild type (yabanil tip) DNA Ornegi ile
karistirildi ve 95°C’de denatiire edilip tekrar renatiire edilerek (1 saat’de 2 °C dusiiriilerek
25°C’ye indirildi) DHPLC cihazina yiiklendi.



Ekzonfio Forward Sekans Reverse Sekans Erime 15/5™ DHPLC
Sicakirk
15lar

Promotor GCATTIGTTAAGCTCAGGGTCICT [GTTAGAACTACGACTCCCAGCAGG | Touch Down(TD) 5080 | -

Ekzon AGGCCTGEAGGATTTARC TCCCCAGCTCAGCEAGRCE Touch Down(T0) 5060 |68.2°C

Elzon? ATGTTGCTATCACCATTTAAGGE | CATGCCGCCTGCGCTGCCARTCT |30 ]

Elzon ACATGTCACTTTTGCTTCCCT | GUAGTCTGCATGEAGCATGECCT |30 BTG

Elzond ACAAGCTTTTARAGAGTTICTTGT | TGTGTACTAACATTGCCT 50 digg®

Ekzon§ ACATGTCTTAAGGAGTACATTT | TGCAAGRARATGRCATCTTC e gy

Ekzoné AGAGATTGTTACTGTGGAMCA | AGGATCTARRAATAGCATCACTC |50 B80T

Ekzon7 TGLCTTTCCACACTGACAGGTACT [ TCTCTAATGCTAATGAAGAACAGA |57°C ST

Ekzon? CGTCTGTGTCCTCCCAAMG | GCTAATGAGACAGTTTGGGE  |&°C g

Ekzon GGETGAMTTTGCAGTCAGT [ TGCACATGGGCTGGGATTATATT  [S°C B0-5°C

Elzonil GALCCATCATCTGTAGCCCTG  (AGGGACARGGCATGTGAGCATT  |B°C B8

Elzon 11 ACAGGEAACATAMCTCTGATCC | TCTGAAGGTGCCTRGTGTGTIG  |&rC B0-5°C

Ekon2sel] [TTGTATIGCTTGTGATATICG  |CAGTGTCTACCTTCATTTTCTA  |&°C

Eonila  |TCTGAGACGACGGGACTGT TTCCCCAGGAGAGACCTTCT  [E0°C B280°C

Eleon1d  |CTGAMATCCAATCCATGTCAA | TGCTAATACATTTGGCTCCA | B3C 61-3°C

Elonile  |TICTGGAMGECTCCTCTTT | AACTGCAGTGGGTTCTCCAM |5 B0

Elon1d  |TTTGACTATTGCCTGEGETT GEAGCATACCCAGTGTCTACS [ Touch Down(TD) 5080 [B3°C

Tablo 3-5:DHPLC ve sekans analizi icin kullanilan primer sekanslari, PZR Erime

1s1lar1 yada uygun Toch-down Kkosullar1 ve DHPLC kosullarim gosterir tablo.




PZR Reaksiyon Karisimi : (Ekzon:2-4-9-10-12)

Ci Cf Ix
Tampon 10X 10 1 2.5
MgCI12 50mM 50 1.5 0.75
dNTP 25mM 25 0.2 0.2
Primer F 20uM 20 0.4 0.5
Primer R 20uM 20 0.4 0.5
Taq Polimeraz (5U/uL) 0.1
H20 16.45
DNA 20ng/uL 4
Voliime final 25

PZR Reaksiyon Karisim: (Ekzon: 3-5-6-7-8-11)

Ci Cf 1x
Tampon 10X 10 1 2.5
dNTP 25mM 25 0.2 0.2
Primer F 20uM 20 0.4 0.5
Primer R 20uM 20 0.4 0.5
Taq polimeraz (SU/uL) 0.2
H20 17.10
DNA20ng/uL 4
Volume final / puit 25

PZR Reaksiyon Karisimi: (Ekzon: 1-promotor)

Ci Cf 1x
Tampon 10X (MgCl2) 10 1 2.5
Sol Q 5 1 5
dNTP 25mM 25 0.2 0.2
Primer F 20uM 20 0.4 0.5
Primer R 20uM 20 0.4 0.5
Taq Polimeraz (SU/uL) 0.2
H20 (gsp 21uL) 12.10
DNA 20ng/uL 4
Voliime final 25

Tablo 3-6: Sekans analizi i¢in kullanilan her ekzon i¢in farkli optimize edilmis PZR kosullarim gosterir
tablo.



3.2.4. Sekans Analizi:
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Mikrosatellit analizler ve DHPLC sonuglarina gére mutasyon tasimasi ihtimal 30

etkilenmis birey (bunlarin 7 tanesi mikrosattelit sonuclarina gére homozigosite

gosteren kalan 23 tanesi ise 30 yas alt1 olgular) direkt sekans analizi yapilarak

mutasyon tespiti yapildi. Tiim primerler, sekanslari, TM dereceleri ve DHPLC 1silar1

yukarda verilen tablo ile gosterilmistir(Tablo 3-4).

PZR kosullari:Her ekzon icin optimize edilmis farklt PZR kosullar1 Tablo 3-4’de

gosterilmistir

PZR Piirifikasyonu:

Tiim PZR iiriinleri agaroz jelde goriintiilendikten sonra Ekzo-sap piirifikasyon

yontemi ile piirifiye edildi.

Ekzoniikleaz | (20U/uL) 10U 0.5ul

SAP (1U/uL)

(Shrimp Alkalin Fosfotaz) 2U 2ul
Final volim 2.5ul

e 2.5 ul reaksiyon karigimu tiim PZR orneklerine dagitildi.
e 37°C’de 15 dakika ve 81 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.

Sekanslama Reaksiyonu:

Piirifiye edilen PZR iiriinleri her ekzon bdolgesi icin ayr1 optimize edilmis sekanslama

reaksiyonuna tabi tutularak analiz edildiler.

Ekzon Prom_258 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pb 440 280 308 427 261 | 227 | 268 | 239 | 246 | 278 | 563 303 301
IPZR (uL) 1.2 1 1 1.2 1 1 1 1 1 1 1.4 1 1

Tablo 3-7: Farkh ekzon bolgeleri icin farkl voliimlerde PZR iiriinii kullanildigim

gosterir tablo.
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440 < x < 500
<300 pb > 500 pb
pb
dH20 6 dH20 5 dH20 4.6
Tampon 5X 2 Tampon 5X 2 Tampon 5X 2
Oligo 0.5 Oligo 0.8 Oligo 1
Big Dye 0.5 Big Dye 1 Big Dye 1

Tablo 3-8:Sekans analiz reaksiyon kosullarim gosterir tablo.

Sekans analizi kogullart:

96°C
96°C
52°C
60°C
60°C
10°C

5 dakika

10 saniye
5 dakika28x

4 dakika
7 dakika

el

Sephadeks-G50 yontemi ile Sekanslama Reaksiyonu Piirifikasyonu:

Big-dye terminator sekans analiz yontemi icin filtre plate’ler kullanilmaktadir.

Sephadeks-G50 soliisyonundan filtre platelerin her bir 6rnek kuyusuna 250 ul

dagitildu.

2500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

Ikinci defa sephadeks-G50 soliisyonundan 250 pl dagitildi.

2500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

20 ul dH20 filtre platelerin her bir 6rnek kuyusuna dagitildi

10 ul sekans reaksiyonu 6rnek kuyularina dagitildi.

2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Sekans analiz plate’i ABI3730 genetic analyser cihazina yiiklenerek analiz edildi.

Sekans Analizi:

Yiiriitiilen ornekler Segscape 5.0 sekans analyser software’1 kullanilarak analiz edildi.
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3.2.5.MLPA (Multiplex Ligation -dependent Probe Amplification) Metodu:
3.2.5.1. Tanimu:

PH bilinen yada heniiz bilinmeyen bicok genetik genetik lokusun rol oynadig1 ve
bu lokuslarda meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanan multigenetik bir bozukluktur.
Simdiye kadar PH ile iliskisi bildirilmis 13 genetik lokus tanimlanmis, bunlardan sadece 6
tanesinin geni belirlenebilmistir. liskisi ispatlanmis olan bu genlerde nokta mutasyonlari,
delesyon, duplikasyon ve triplikasyonlar1 kapsayan ¢ok cesitli mutasyonlar tanimlanmustir.
Bu genlerin biiylik genler olmasi ve mutasyon cesitlili§i PH’da mutasyon taramasini
zorlagtirmaktadir. MLPA hizl bir teknik olmasi yaninda PH ile iligkisi tespit edilmig tiim bu
gen bolgelerinin mutasyon taramasina imkan tanimasi nedeniyle son zamanlarda tercih

edilen bir yontem olmustur(104).

MLPA parkin ,SNCA ve PINK1 genlerinin tiim ekzon bolgelerinin, DJ1’1n 1,3,5-7
numarali ekzonlarinin, LRRK?2’n1in 2, 41 ,27 ,49, 1, 10 ve 15 numarali ekzonlarinin, ayrica
SNCA A30P ve LRRK2 G2019S mutasyonlarina 6zgii dizayn edilmis problarin ayn1 anda
amplifiye edilmesine olanak saglayan bir yontemdir. Yontem iki asamali olup, Prob
karigimlar1 PH genleri ve mutasyonlarina 6zgii problara ek olarak sistemin dogru

calistiginin kontroliinii saglayan kontrol problarindan olusmaktadir.

Mikrosatellit sonuglarina gore sectigimiz toplam 24 hasta 6rnegi MLPA asamasina
dahil edilmistir. Her reaksiyon i¢in ilgili prob bolgelerinde mutasyon tagimadigi belirlenmis
3 negatif kontrol ve Parkin geni ekzon 8 ve ekzon 9 bdlgeleri igin heterozigot delesyon

tasidig belirlenmis pozitif kontrol 6rnekleri kullanilmistir.

MLPA yontemi; 3 deney asamasindan olugmaktadir ve yaklasik18-20 saat

siirmektedir. Her hasta 6rnegi en az iki defa yiiklenmis ve kontrol edilmistir.,

MLPA sonuclarina gore homozigot delesyon saptanan hasta ornekleri, ilgili ekzon

bolgesine 6zgii PZR yapilarak, %2’lik agaroz jele yiiklenmis ve kontrol edilmistir.
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Denetiirasyon ve Hibridizasyon:

. Calismaya dahil edilen hastalarin DNA ornekleri
konsantrasyonlarina goére hazirlanarak ,her bir MLPA reaksiyonu i¢in 200 ng

DNA 6rnegi; 98°C’de 5 dakika denatiire edildi.

. Denatiirasyondan hemen sonra buz iizerine alind1 optimum sicaklik

kosullar1 sagland1.(25°C). Hibridizasyon reaksiyon karisimi asagidaki kosullarda

hazirlandi:
Reaktifler 1x
SALSA probe krisim (P051 yada P052) 1.5ul
MLPA Buffer 1.5ul

Tablo 3-9 Prob karisim oranini ve degerlerini gosterir tablo.

° Denatiire edilmis DNA ornekleri {izerine 3 ul hibridizasyon karigimi

dagitildi.
. 95 °C’de 1 dakika

° 60°C’de 16-18 saat arasi inkiibe edildi.

Ligasyon:
(Tiim asamalar buz {izerinde yapilmstir.)

. Ligasyon karisimi asagidaki kosullarda hazirlandi:

Ix
MLPA Rektif A 3.0 ul
MLPA Rektif B 3.0 ul
dH20 25.0 pl
Ligaz 65 enzimi 1.0 pl

Tablo 3-10: Ligasyon karisimini gosterir tablo.
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. Probla hibridize edilmis DNA o6rnekleri 54 °C ye getirildi ve 32ul

ligasyon karisimi dagitildu.

o 54 °C’de 15 dakika ve 98 °C’de 5 dakika inkiibe edildi.

PZR Reaksiyonu:
(Tiim asamalar buz lizerinde yapilmistir.)

. Ligasyon asamasindan sonra cihaz 60°C’ getirildi ve asagida
kosullar1 belirtilmis olan pre-PZR (PZR oncesi) karistmi 30 pl olacak sekilde
hazirlanip, ligasyonu tamamlanmis 6rneklerden PZR 6ncesi karigim iizerine 10 ul

dagitildi.

1x
SALSA PZR Reaktifi 4.0 ul
dH20 26.0 ul

Tablo 3-11: Pre-PZR karisimimi gosterir tablo.

. 60°C ‘de 1-2 dakika inkiibe edildikten sonra asagida kosullari
belirtilmis PZR karisimi hazirlandi ve 10 pl olacak sekilde dagitildi.

1x
SALSA Primerler 2.0 pl
SALSA Enzim Diliisyon buffer 2.0 ul
dH20 55ul
SALSA Polimeraz 0.5 ul

Tablo 3-12:PZR karisimini goterir tablo.

e (Cihaz 60°C’de iken SALSA PZR karisimi eklendi ve asagida kosullar1 verilmis
PZR kosularinda amplifiye edildi.
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PZR kosullari:
96 °C 30 saniye
60°C 30 saniye
72°C 60 saniye 35x
72°C 20 dakika
10°C 0
Genotipleme:

. PZR iiriinii asagida belirtilen kosullarda hazirlanan size standart
marker (biiyiikliik standart: marker1) ile karistirildi ve ABI 3730 Genetic Analyser

cihazina yiiklenerek genotiplendi.

1x
Marker (500 HD) 0.3 ul
HiDi Formamid 9.0 ul

Tablo 3-13:Genotipleme amach hazirlanan marker reaksiyonunu gosterir
tablo.

° 9,3 ul size standart karistminin iizerine 1ul PZR karisimi dagitilda.

. Genotipleme Genemapper 4.0  software’t kullanilarak yapildi.
Hesaplama icin negatif oOrnek degeri ile kiyaslama yapabilecek sekilde
hazirlanmig bir hesaplama cetveli kullanildi ve tiim sonuglarda tamimlanan pik

degerleri kontrol edildi.

3.2.6. istatistik analiz

Hasta ve kontrol gruplarinin istatistik analizleri SPSS 10.0 programi kullanilarak

yapildi.



4. BULGULAR

4.1.Mikrosatellit Analizi Sonuclar:

Mikrosatellit analiz sonuglarina gore,
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Otozomal resesif gecis gosteren iki ailede (081 ve 138) 5

mikrosatellit markerininda etkilenmis aile bireylerinde homozigot gecis gosterdigi

ancak etkilenmemis aile bireylerinde gostermedigi tespit edildi.

marker1 i¢in homozigosite saptandi.

gostermedi. Bu ailenin etkilenmis bireyinde Parkin geni ekzon3-4 compound

PH 109, PH 99 ve PH 105 numarali olgularda da 5 mikrosatellit

055 numarali aile 5 homozigot marker icinde homozigosite

heterozigot mutasyon saptanmasida bu veriyi dogrular nitelik tagimaktadir.

PHNO D6S1579 D6S980 D6S305 D6S1550 TC20
Boyutl |Boyut2 |Boyutl |JBoyut2 [Boyutl |Boyut2 [Boyutl JBoyut2 |Boyutl |Boyut2

081-004 153 153 280 280 217 217 127 127 181 181
081-005 153 153 280 280 217 217 127 127 181 181
081-003 143 143 276 276 217 221 127 123 169 188
099-005 143 143 280 280 203 203 123 123 176 176
105-002 155 155 280 280 203 203 123 123 169 169
109-007 143 143 280 280 229 229 127 127 181 181
120-008 143 143 280 280 217 217 127 127 181 181
138-003 145 145 286 286 227 227 131 131 168 168
138-006 145 145 286 286 227 227 131 131 168 168
138-014 143 159 287 287 219 219 123 123 181 181

Tablo 4-1: Mikrosatellit degerlerini gosterir tablo.Yesil renkli olanlar, ayn1 ailenin
etkilenmis bireylerini, turuncu renkli olanlar ise ayn1 ailenin etkilenmemis

bireylerini gostermektedir.
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PD NO D6S1579 D6S980 D6S305 D6S1550 TC20

Boyutl |Boyut2 |Boyutl |JBoyut2 [Boyutl [Boyut2 [Boyutl JBoyut2 |Boyutl |Boyut2
055-008 143 153 283 308 213 219 127 127 178 181
055-003 143 153 276 283 213 217 124 124 178 181
055-007 143 155 294 308 217 225 117 127 181 181
055-009 153 155 283 294 213 227 117 123 180 181

Tablo 4-2: Mikrosatellit degerleri tiim bireyleri i¢in heterozigot olan ve ayn1 haplotipi
aktarmayan etkilenmis bir ailenin genotip sonuglarim gosterir tablo.




| -3 3 S | |
[ | { } 2 C D

"

153-153 143143 153-153

280-153 276-276 280-153

217-217 217-221 217-217

127-217 127-123 127-217

181-181 169-1838 181-181

Sekil 4-1: 081 numarah ailede haplotip gecisini gosterir aile agaci.

O+—0O O+C
‘ 143-159
| |, 14 287-287
® {1 O L 5 (O 219-219
123-123
181-181
L O L O O 0O o o O /l O & C
145-145 145-145
286-286 286-286
227-227 227-227
131-131 131-131
168-168 165-168

Sekil 4-2: 138 numaral ailede haplotip gecisini gosterir aile agaci.
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4.2.DHPLC analiz sonuclarr:

. DHPLC tek baz degisimlerini yiiksek duyarlilikta saptayabilen bir
yontem olmasi nedeniyle tez calismasinda uygulanan yontemler arasina dahil
edilmigtir. Hem diger yontemlere gore duyarliligit hemde ilerleyen donemlerde
bize saglayacagi pratiklik yoniinden test edilmistir.Parkin geni mutasyon
taramasina dahil edilen tiim olgular DHPLC yontemi ile de taranmus ve farklilik

gosteren Orneklerin dizilemesi yapilmigtir

. DHPLC sonuglarina goére 3 oOrnekte farklilk gozlenmis, bu
orneklerin dizileme sonuglarina gore bir Ornegin heterozigot mutasyon tasidigi

tespit edilmistir. Sekil 4-3’de farklilik saptanan Ornegin kromotogrami

gosterilmektedir.
User: WaADBIM Frapect: Parkinzan Sampie NaTE gmg
Tray: 11.00.07 EXON 12C/ T & Temglmink 587G Prgss. (min): 481 pa Wial: 6 Wilume: 10gL
Mot EXT-5980 Tefrpdmasy 58.0°C Presa. [ 1351 pa injection Dale: 2007-09-12 01:33.53.0

A [

Sekil 4-3:Ekzon 7’de heterozigot mutasyon saptadigimiz 078 numarali ailenin etkilenmis
bireyinin kromatogram goriintiisii.

User: WADMIN Project Parkinzon Sample Name: &
Tray: 11.09.07 EXON 12Ci 71 8 Temp(min): 59.7°C Press.(min): 1010 psi Vial: 42 Volume: 10uL
Methed: EX7~59.8C Temp(max): 59.7°C Press.(max): 1351 psi Injection Date: 2007-09-12 00:08:50.0

Comments:

e

becs
B2

E=ca

Sekil 4-4:Ekzon 7 bolgesinde mutasyon tasimayan bireyin kromatogram goriintiisii.
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4.3.Sekans Analizi Sonuclar:

e Sekans analiz sonuglarina gore sadece tek bir ornekte tek nokta mutasyonu

w 078

075-7R_HO%

078-7E_HODE

saptanmistir. Ayn1  Ornekteki degisiklik Oncelikle DHPLC analizi ile
belirlenmis ve dizi analizi sonuglarida bu bulguyu desteklemistir.078 numaral
ornekte saptanan mutasyon heterozigot EX 7 Arg 275 Trp: c. 924 C>T
degisimidir.(Sekil 4-6). Kontrol orneklerinde saptanmamis olmasina ragmen
Avrupa toplumunda yapilan calismalar founder etkinin bu mutasyon sikliginda
etkin rol olynadigini gostermektedir(108).

I'TATACTGTGTGLC&AGLCTCAATG%GCAGTTTGTTCACGLCCCTC&.AC’ITGGC
T Ty [

TY

Sekil 4-5: 078 numarali hastadaki heterozigot EX 7 Arg 275 Trp : c. 924 C>T mutasyonunu
gosteren kromatogram.

. Mikrosatellit haplotip analizine gore homozigot gecis gosteren 138

numarali ailenin etkilenmis bireylerinde “EX 2 c182-184 del AAG” delesyonu

saptanmig olup ailenin etkilenmemis diger bireyi analiz edildiginde delesyon

bulunmamistir. Kromatogram sekil4-7’de gosterilmektedir (Sekil 4-7,4-8)

w 138

138-006-2-R_E04

TCTTCCAGCTC 24 T

e NPy

TCTTCC cTe

138-003-2-R_D04
YNV ILY QAT PY

TCTTCC CTIC

TCTTCC

138-003-2-F_DO3 :!il “ ’ l':[‘,? f:1 I::} T p |'l|

sekil 4-6: 138 numarali ailenin iki etkilenmis bireyinin kromatogram verisini gosterir sekil.

GGAGGTCGATTCTGACACCAGCATCTTCCAGCTE - --GAGGTGGTTGCTAAGCG
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138_Md_2F_cI M Mrh
N A
138_014_2F_C }['! ﬁ("lﬁg T ”ﬂ {\ ﬂ E“

Sekil 4-7: 138 numaral1 ailenin etkilenmemis bireyinin kromatogram verisini gosterir sekil.

4.4. MLPA Analizi Sonuclari:

MLPA sonuglarina gore ailesel gecis gosteren 081 numarali ailenin etkilenmis 2
bireyinde homozigot ekzon 3 delesyonu (A3 A3), 109 ve 99 numaral1 2 indeks olguda
homozigot ekzon 3 delesyonu (A3 A3), 105 numarali diger olguda homozigot ekzon 4
delesyonu (A4 A4), 055 ve 086 numarali iki indeks olguda ise compound heterozigot
ekzon3-ekzon4 (A3 A4) delesyonu saptanmistir.Asagida kromatogram degerleri

gosterilmektedir.
m nt L: o Lo m o ;e Ll e bl m i He 5 kil
e
an
o
-
-
-
-
) :“E’?ﬂ.”’ éﬁl.m %_d.:w :;”;_.,9_,.,

Sekil 4-8: 081-005 numarah olguda amlifiye olmarms ekzon 3 bolgesini gosterir kromatogram.Pembe
ok ekzon 3 bolgesine spesifik amplifiye olmamis prob bolgesini gostermektedir.
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3B
i

Sekil 4-9: 081-004 numarah olguda amlifiye olmarms ekzon 3 bolgesini gosterir kromatogram.Pembe
ok ekzon 3 bolgesine spesifik amplifiye olmamis prob bolgesini gostermektedir.

Sekil 4-10: 109 numarah olguda amlifiye olmamus ekzon 3 bolgesini gosterir kromatogram. Pembe ok
ekzon 3 bolgesine spesifik amplifiye olmamgs prob bolgesini gostermektedir.
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4 )

Sekil 4-11: 99 numaral olguda amlifiye olmamis ekzon 3 bolgesini gosterir kromatogram.
Pembe ok ekzon 3 bolgesine spesifik amplifiye olmamis prop bolgesini

gostermektedir.
= = = ™ = 7 g = i £ B ™ £ ™ B
e
L

- 1 i I ¥
3 D3 e 3 il Eeriral 301 ok o 20| P 4B 30| Bad 18 310
o e Cra o e
[ b 420 51 3130 nen
el heg2 1 7

Sekil 4-12:105 numarah olguda amlifiye olmamis ekzon 4 bolgesini gosterir kromatogram.Pembe ok ekzon 4
bolgesine spesifik amplifiye olmamis prop bolgesini gostermektedir.
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Tz 43310 Pz e 1 B 1 Pz 13
e e il e
Bl 33 I b

Sekil 4-13:086 numarali olguda heterozigot ekzon 3 ve ekzon 4 bolgelerini gosterir kromatogram.
Pembe ok ekzon3 ve ekzon 4 bolgelerinde meydana gelmis delesyonlar: gostermektedir

i 310 = s 2 330 :;t_ru “ et
S0 2559 4412 A1
E&z | i fex 337 24

Sekil 4-14:055 numaral olguda heterozigot ekzon 3 ve ekzon 4 bolgelerini gosterir kromatogram.
Pembe ok ekzon3 ve ekzon 4 bolgelerinde meydana gelmis delesyonlar1 gostermektedir



61

4.5. Biyoinformatik Analiz Sonuclar:

138 numarali hastada saptanan “EX 2 c182-184 del AAG” delesyonun patogeneze

olan katkisin1 teorik olarak tespit etmek amach biyoinformatik analizler yapildi.

Oncelikli olarak NCBI’m http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html sayfasinda
dogru acgik okuma kalib1 (open reading frame) belirlendi.

Ikinci samada NCBI’in http:/www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST sayfasinda mutant
ornege ait translated niikleotid-protein blast yapildi ve ilgili proteinde hangi bolgede

degisiklik yaptig1 belirlendi.

GENE ID: 5071 PARK2 | Parkinson disease (autosomal recessive, juvenile) 2,
parkin [Homo sapiens] (Over 100 PubMed links)
Score = 104 bits (260), Expect = 2e-21

Identities = 53/54 (98%), Positives = 53/54 (98%), Gaps = 1/54 (1%)

Frame = +3 \

Query 3 FVRENSSHGFPVEVDSDTSIFQL-EVVAKRQGVPADQLRVIFAGKELRNDWTVQ 161
FVRENSSHGFPVEVDSDTSIFQL EVVAKRQGVPADQLRVIFAGKELRNDWTVQ
Sbjct 4 FVRFNSSHGFPVEVDSDTSIFQLKEVVAKRQGVPADQLRVIFAGKELRNDWIVQ 57

Sekil 4-15: “EX 2 c182-184 del AAG” delesyonunun parkin proteininin 26. lizin amino
asitinin delesyonuna neden oldugunu gosterir blast analizi sonucu.
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Proteinin evrim siirecinde korunmus altyapilarimi arastirmak icin Parkin geni

conserved domainleri incelendi ve delesyona ugramis amino asidin bu bolgedeki konumu

belirlendi. Evrimsel siirecte yliksek derecede korunmus bolgede oldugu saptandi.

gl
gi
gi
gl
gl
[

Feature 1

1I¥F & =]
quer§ 3
1MGE A 5

16198297 32
47222378 1
j1248006 57
7669540 3
7669538 3
48117936 463

VFVRFNSSHGFPVEVDSDTSIF QI
WFVRFNSSHGFPVEVDSDT S IF QI
VFVRFNSSYGFPVEVDSD TS ILQI
ITVKTNTGETLTVINLEFQU D IKITY
VIVRYNLGPEVWVEVQEEATVAE]
VYWVETNTGNTLAVDLEPHMD IKLY
WFVRFNISHGFPVEVDSDTIIF QI
WFVRFNSSHGFPVEVDSDTS IF QI
ITVETNTGNTF AVDLDPEVD IEINY

8
FVVARKRQGUPAD QLEWIF AGKELENDUTWVONCDLDOO
EVVAKRQGUPAD QLEW IF AGEKELENDUTWVONCDLDQQ
EVVAKRQGUVPAD QLEW IF AGKELFNHL TWVONCDLEQQ
FLVAPQLGLOPDDLEIIF AGEELSDATTIEQCDLGQQ

EMVAPRLGLEPQELET IFAGRELEDTTTISECDLGOO
FVVARRQGVPAD QLEWIF AGEELENDUTVQEFFFECG .
EVVARRQGVPAD QLEVWIF AGKELENDUTVONCDLDOO

7]
E
E
K
EEVVARQOGVOPERLEWLFAGRELESTSTLQGPSCUDD .
14
K
K
K

F IVASONGTAPEDIKI IFAGEELHNG TIIEECDLGOQ

Sekil 4-16: 26. lizin aminositinin evrim siirecinde korunmus bir amino asit oldugunu
gosterir sekil.

Son asamada ise mutasyonun proteinin iic boyutlu yapisinda meydana getirdigi

degisim saptandi.

Proteinin  ubiquitin-like

domain (libikiiitin-benzeri alt yapisi)’da

degisiklige neden oldugu belirlendi. Bu bolge lizin amino asiti nedeniyle pozitif yiiklii bir

bolge olup mutasyonu halinde yiik dengesini degistirecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4-17: Ubiquitin-like domain (Ubikiiitin-benzeri domaini)’de meydan gelen lizin amino
asidi delesyonunu gosterir {ic-boyutlu resmi. Sar1 bolge delesyona ugramis lizin
amino asidini gostermektedir ve pembe ok ile belirtilmistir. Resim NCBI’1n
sayfasindan 3ND structure programu kullanilarak tanimlanmistir ve tibikiiitin
benzeri alt yapinin sembolii: Ubld(1IYF)’dir.

1V - Sequence/Alignment Viewer
View Edit MouseMode Unaligned Justification  Imports

I 4 gplgsmivivefnsshgfpvevdsdisifqlhevvakrgqgvpadglevifagkelrndwivgnedldggsivhivgqrpwek

Sekil 4-18: Ubld alt yapisinin yiik dagilimini gosterir sekil. 3ND structure programi yardinmi
ile bulunmustur. Pozitif yiiklii amino asitler mavi ile gosterilmis, negatif yiikli
amino asitler ise kirmuizi ile gosterilmistir.Sekilde 26. lizin aminoasiti mavi ytiklii
olarak ifade edilmis olup pembe ok ile belirtilmistir.
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4.6. Istatistiksel Analiz sonuclari

Parkin mutasyonu tasiyan olgular, hastalik baslangic yasi, levopodaya verdigi
cevap, ilk klinik incelemeleri gibi onemli 6zellikleri yoniinden, mutayon tasimayan
olgularla SPSS 10.0 programu kullanilarak karsilastirilmis ve istatistik degerlendirmeleri

yapilmistir. Sonuglar tiim gruplarda anlamli gériinmektedir(Tablo 4-3,4-4).

Parkin mutasyonu Parkin mutasyonu
tasiyan olgular tasimayan olgular p
n=8 n = 61
Cinsiyet (K/E) 474 21740
IIk klinik inceleme
39.5+£5.8 55.7+139 P<0.002
yast (y)
Baslangic yasi (y) 29+6 489+ 14.8 P<0.001
Giinliik levopoda
292 +262 (n=7) 489 + 271 (n=53) P=0.075
dozu (mg)
Levopodaya verdigi
78 £ 17 (n=7) 61 +21 (n=42) P=0.068
cevap (%)

Tablo 4-3:Sadece Parkin mutasyonu tasiyan olgular ile tasimayan olgular arasindaki
karsilastirmayi gosterir tablo. p< 0,05
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Homozigot Parkin Mutasyon tasimayan | p
mutasyoni tasiylan olgular
olgular n =61
n="7
Cinsiyet (K/E) 4/3 21740
IIk Kklinik inceleme 396 55.7+£139 P<0.002
yast (y)
Baslangic yasi (y) 27.8+55 48.9 + 14.8 P<0.001
Giinliik levopoda 317 £278 (n=6) 489 £ 271 (n=53) P=0.092
dozu (mg)
Levopodaya verdigi | 75 + 15.8 (n=6) 61 =21 (n=42) P=0.081

cevap (%)

Tablo 4-4:Sadece homozigot Parkin mutasyonu tasiyan olgular ile tasimayan olgular

arasindaki karsilastirmayi gosterir tablo. p< 0,05
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5. TARTISMA

PH nigrostriatal dopaminerjik noronlarin kaybiyla karakterize, kronik ilerleyici bir
norodejeneratif hastaliktir. 85 yas iistii popiilasyonunun %4’i gibi biiyiikk bir kismim
etkileyen PH, bir yashlik hastalig1 gibi goriinsede altda yatan genetik ve cevresel bircok
faktoriin rol oynadigi oldukga ciddi bir saglik problemidir (105).

Genetik etkenlerin PH etiyolojisi lizerine olan olasi etkisini saptamak amagli birgok
calisma yapilmistir. Bu calismalardan bir kismu Idyopatik Parkinson hastalarinin birinci
derece akrabalarinin ikinci derece akrabalarina oranla 3 kat artmis risk tasidigini saptamistir
ve genetik faktorlerin hastalik patogenezine olan katkisini desteklemistir. Ilerleyen yillarda
sporadik olgularda patojenik mutasyonlarin saptanmasi ile PH iizerindeki genetik

faktorlerin etkinligi desteklenmistir.

PH olgularinin %20-25 gibi biiyiik bir kismi1 ailesellik gostermekte olup bunlarin
%5°lik bir kismu ise klasik mendel kalitimi gostermektedir. Simdiye kadar PH ile iliskisi
ispatlanmis 6 gen bolgesi tammmlanmistir. Bunlar Otozomal resesif gecis gosteren Parkin,
PINK1, DJ1 ve Otozomal dominant gecis goOsteren a-siniiklein, LRRK2 ve UCHLI

genleridir.

Parkin geni Otozomal resesif gecis gOsteren 45 yas alti (<45) PH olgularinin
yaklasik yarisindan, sporadik olgularin ise %10-20’si gibi biiyiilk bir kismindan
sorumludur(106).

Parkin geni 12 ekzondan olusan oldukca biiyiik bir gen olup simdiye kadar
delesyon, duplikasyon ve nokta mutasyonlar1 gibi cok c¢esitli genetik bozukluklar
tantmlanmistir. Bu nedenle genin tiimiiyle analizi i¢cin farkli yOntemlerin bir arada

kullanilmasi gerekmektedir.

Tez kapsaminda Tiirk Parkinson hastalarinda Parkin geni mutasyon taramasi

yapilmis olup, deney asamasinda 4 farkli metodoloji uygulanmustir.

Ik asamada etkilenmis aile bireyleri arasindaki haplotip gecislerini belirlemek
amacli, Parkin geni 6q26 bolgesine 6zgii dizayn edilmis mikrosatellit markerlar1 kullanilda.
Analiz sonuclarina gore ayni aile i¢indeki etkilenmis bireylerin haplotip gecisleri incelendi
ve homozigosite goOsteren bireyler belirlendi. Mikrosatellit analiz sonuglarina gore
homozigosite gosteren ailesel olgular yada ailesel olmayipda buna ragmen sadece

homozigosite gosteren hasta ornekleri, ikinci asamada sekans analizi ve MLPA deneyleri ile
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analiz edildi. Sekans analizi ve MLPA sonuglarina gore mutasyon tagimasina ragmen
mikrosatellit markerlar1 ile mutasyon tespit edemedigimiz iki aile vardi. Bu olgularin ikiside

compound heterozigot 6zellikteydi ve bu nedenle tanimlanamamalar1 normaldi.

Ikinci asamada ise DHPLC analizi uygulandi. DHPLC tek nokta varyasyonlarini
saptayan etkin bir yontem olmasi nedeniyle tercih edildi ve deneyler kapsaminda diger
yontemlerle kiyaslanarak duyarliligi test edilmis oldu. Gercektende DHPLC sonuglarina
gore Ekzon 7’de tammladigimiz bir farlilik sekans analizi ilede dogrulandi. Boylece
DHPLC’nin delesyonlar ve duplikasyonlar i¢in duyarli olmadig1 ancak tek baz degisimleri

icin ideal bir yontem oldugu gosterilmis oldu.

Uciincii asamda ise; mikrosatellit bulgularina gére homozigosite gosteren hemde
homozigosite gostermese dahi baslangi¢c yas1 30’dan kiigiik (<30) olan Parkinson hastalari
direkt sekans analizi yapilarak tarandi. Sekans analiz sonuglarina gore ayni ailenin 2
etkilenmis bireyinde daha Once literatiirde gosterilmemis olan homozigot “c182-184 del
AAG” mutasyonu ve bir indeks olguda ise heterozigot Arg 275 Trp: c. 924 C>T

tanimlanda.

Sekans analizi sonuglarina gore tanimlanan “c182-184 del AAG” delesyonunun
teorikteki patolojik etkinligi arastirilmak istendi ve biyoinformatik yontemle analiz edildi.
Sonugta delesyona ugramis olan bu bdlgenin Parkin proteininin Ubl domaininde evrimsel
siirecte olduk¢ca korunmus olan bir bolgede olan 26. lizin aminoasiti oldugu saptandi.
Gergektende bu bolge daha once yapilmis fonksiyon calismalarinda mutasyonu halinde
parkin’in aktivitesini azaltan ve PH’nin patolojik mekanizmasina katkida bulunan bir bolge
olarak belirlenmisti (107). Ayrica delesyona ugramis olan lizin aminoasiti + yiiklii oldugu
i¢in proteinin yiik dengesini degistirecek zaten kararsiz olan Ubl bolgesini dahada kararsiz
hale getirecek ve direkt UPS sisteminin isleyisini bozacakti(Sekil 4-6). Teorikte diisiiniilen

bu mekanizma yapilacak fonksiyon calismalari ile daha da anlam kazanacaktir.



PH-055 PH-086 PH- PH- PH-099 PH-105 PH-109 PH- PH- PH-078
081/004 081/005 138/003 138/006

Mutasyon Ekzon 3_4 | Ekzon3_4 | Homozigot | Homozigot | Homozigot | Homozigot | Homozigot c182-184 c182-184 | Heterozigot
del del Ekzon3 Ekzon3 Ekzon3 Ekzon4 Ekzon3 del AAG del AAG Arg 275 Trp :
(A3-A4) (A3-A4) delesyonu delesyonu delesyonu delesyonu delesyonu

Cinsiyeti Erkek Erkek Kadin Erkek Kadim Erkek Kadin Kadmn Kadin Kadin

Genetik gecis | ODPH- ODPH ORPH ORPH ORPH ORPH Sporadik ORPH- ORPH- ORPH-
birden fazla | birden fazla | Akraba Akraba Akraba Akraba Akraba Akraba Akraba
etkilenen etkilenen evliligi evliligi evliligi evliligi evliligi evliligi evliligi
aile bireyi aile bireyi Aile hikayesi

olan

Etnik koken Beyaz-Tiirk | Beyaz-Tiitk | Beyaz-Tiirk | Beyaz-Tiirk | Beyaz-Tiirk | Beyaz-Tiirk | Beyaz-Tiirk | Beyaz-Tiirk | Beyaz-Tiirk | Beyaz-Tiirk

Baslangic yas1 | 34 40 19 8 26 27 28 31 35 37

Semptomlar1 | Bradikinezi | Bradikinezi | Bradikinezi, | Bradikinezi, | Bradikinezi | Bradikinezi | Bradikinezi | Bradikinezi | Bradikinezi | BradikineziRi
Rijidite Rijidite Rijidite Rijidite Rijidite Rijidite Rijidite Rijidite Dinlenme jidite
Dinlenme Dinlenme Dinlenme Dinlenme Dinlenme Dinlenme tremoru Dinlenme
tremoru tremoru tremoru tremoru tremoru tremoru tremoru

Asimetrik/ Asimetrik Asimetrik Asimetrik Asimetrik Asimetrik Asimetrik Asimetrik Asimetrik Asimetrik Asimetrik

Simetrik

L-Dopa cevap | 50% - 95% 70% 95% 70% 50% 70 - 95%

L-Dopa ile yok - var yok var var var var var

gelisen

Diskinezi

UPDRS on 23 - 11 21 4 41 27 - - 5

Hoehn-Yahr |1 - 0.5 2 0.5 3 2 2 - 0

Evresi on

Tablo 5-1 Mutasyon saptanan hastalarin klinik 6zelliklerini gosterir tablo.




Sekans analiz sonuglarina gore mutasyon tespit ettigimiz bir diger bulgu ise;
heterozigot “Arg 275 Trp: c. 924 C>T” mutasyonudur. Daha once farkli toplum
calismalarinda da saptanmis olan bu mutasyon; sikligi nedeniyle polimorfizm olarakta
nitelendirilebilmektedir(108).Founder etkinin mutasyon sikliginda nedensel bir faktor

olabilecegi belirtilmistir.

Parkin geninde saptanan heterozigot mutasyonlar hala devam eden bir tartismanin
sorularina cevap olmasi yoniinden onemlidir. Yapilan bir ¢cok vaka-kontrol calismasinda
saptanan heterozigot mutasyon tasiyan etkilenmis bireyler ve bu bireylerin hastalik gelisim
siirecleri, haployetersizliginde parkin genine bagli patojenik mekanizmada rol oynadigi
gorlisiinii dogurmustur. Tez calismast kapsaminda sadece tek bir olguda heterozigot

mutasyon tespit edilmesi bu kaniy1 destekler nitelikte degildi.

Son agamada ise MLPA yontemi uygulanmis sonugta 3 olguda homozigot ekzon 3
mutasyonu,1 olguda homozigot ekzon 4 mutasyonu ve 2 olguda ise compound heterozigot
ekzon3-4 delesyonu saptanmistir. Bu mutasyonlar daha once farkli toplum calismalarinda
da saptanmis olup Tiirk Parkinson hastalarinda da benzer bulgular tespit edilmistir (110).
Daha onceki calismalarda mutasyon saptanan hasta bireylerin fenotipik 6zellikleri ve bizim
saptadigimiz hastalarin fenotipik ozellikleri karsilastirlldiginda 6nemli bir benzerlik goze
carpmaktadir (10). Periquet ve arkadaslarinin ¢alismasinda gosterilmis olan bir olgu drnegi
de homozigot ekzon 3 delesyonu tasiyan Parkinson hastasi bir bireyde gozlenen fenotipik
ozellikleri agiklamaktadir.Tablo 5-1’de mutasyon saptanan bireylerin fenotipik ozellikleri
gosterilmistir. Klinik belirtileri Idyopatik Serebellar Ataksiyi gosteren bir italyan hastada,
ilerleyen yaslarda levodopa kaynakli distoni gelismeye baslamis ,34 yasinda ise bradikinezi,
sol tarafta rijidite ve distoninin eslik ettigi semptomlar olusmustur. Tiim bu klinik veriler
dogrultusunda Jiivenil baslangicli Parkinson teshisi konulmus ve genetik testi sonucunda

homozigot ekzon 3 delesyonu saptanarak teshis dogrulanmistir(108).

Yapilan istatistik analizler sonucunda, parkin mutasyonu tasiyan olgular
tasimayanlarla kiyaslanmis ve hastalik baslangic yasi, levodopaya verdigi cevap gibi

ozellikleri agisindan anlamli ¢ikmistir.(tablo 4-3, 4-4)
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Ailesel Olmayan Olgular

ORPH Ailesel olgular
<45 yas alt1
Parkin Mutasyon sikligi(*) % 80-90 %15
Tez kapsaminda saptanan
% 87.5 %12.5

Parkin mutasyon siklig1

Tablo 5-2.( * )Periquet ve arkadaslarimin farkh toplumlarda yapms oldugu
calismay1 gostermektedir (109).Tez sonuclarina gore bulunan mutasyon
sikhiginin farkh toplum calismalari ile birlikte gosterir tablo.

Tez calismasi sonucunda elde edilen bulgular, daha 6nce yapilmis calismalari

destekler nitelikte olmus ve Tiirk parkinson hastalarina 6zgii bir Parkin mutasyon grafigi

cizmistir (Tablo 5-2). ORPH olgular ve 40 yas alt1 69 aile ve toplamda 77 etkilenmis olgu

tez kapsaminda taranmis olup, Parkin geni mutasyon sikligr yaklasik %11,5 olarak

saptanmistir. Parkin mutasyonu tasiyan olgularin klinik 6zelliklerine bakildiginda erken

baslangic yasi, kardinal klinik 6zelliklerden en az 3 tanesinin birlikte seyri,belirtilerin

asimetrik varligi, distoni gelisimi gibi tipik bulgular goze c¢arpmaktadir(10) Bizim

calismamiz sonucunda da mutasyon tasiyan olgularda benzer klinik 6zelliklerin varligi

acikca goriilmektedir(Tablo5.1)(110).Calismanin ilerleyen donemlerde de devam ettirilmesi

ve calismaya dahil edilen hasta sayisinin artirilmasi, genotip-fenotip korelasyonunun

kurulabilmesi agisindan bilyiik 6nem tasimaktadir.




10.

11.

12.
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