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OZET

Parkinson Hastahgi (PH) beyinde dopaminerjik néronlarin kaybiyla iliskili kronik ve progresif
norodejeneratif bir hastaliktir. Dopaminerjik noéronlarin kaybinin altinda vyatan
mekanizmalar heniliz bilinmese de, oksidatif stresin dopaminerjik norotoksisite
olusumunda hayati bir rol oynadigi disiniilmektedir. Viicut metabolizmamizin Urettigi
reaktif oksijen tirleri (ROT) oksidatif strese ve buna bagh olarak hiicre hasarina neden
olabilir. Bu nedenle, ROT’larin viicudumuz Uzerindeki olumsuz etkilerini 6nlemek icin
hiicrelerin antioksidan savunma sistemleri vardir. ROT ve antioksidan sistem arasindaki
denge ROT lehine degisirse, bu durum birikmis DNA hasarina neden olabilir. Saglikli olan
her organizmada genomik stabilitenin devamliligl icin meydana gelen DNA hasarinin
onarilmasini saglayan cesitli DNA onarim mekanizmalari bulunmaktadir. BER bunlardan
biridir. 0GG1, XRCC1, MTH1 enzimleri BER mekanizmasindaki major enzimlerdendir. Bu
¢alismanin amaci OGG1, XRCC1 ve MTH1 DNA onarim enzimlerindeki Ser326Cys, Arg399GIn
ve Val83Met gen polimorfizmlerinin PH ile iliskisini arastirmaktir. Calismaya PH teshisi
konmus 102 hasta ile benzer 6zelliklerde fakat saglikli 97 birey dahil edildi. Polimeraz Zincir
Reaksiyonu-Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP) metodu ile yapilan
genotipleme calismasinin ardindan OGG1 Ser326Cys genotipi ve MTH1 Val83Met genotipi
ile PH arasinda anlamli bir iliski olmadigi belirlendi. Bunun yanisira PH’li bireylerde 0GG1
Ser326 yabanil tipinin belirgin oranda, MTH1 Val83 yabanil tipinin az miktarda arttig
gozlendi. Diger taraftan, XRCC1 Arg399Gin polimorfizmi tasiyan bireylerde Arg/Arg
genotipini tasiyanlara gore Arg/Gln heterozigot ve GIn/GlIn varyant genotipi tasiyanlarda PH
gorilme riskinin belirgin 6lglide arttigi tespit edildi (p: 0,046 OR: 1,910; %95 GA 1,013-3,603
ve p:0,006 OR:3,742; %95 GA 1,470-9,525 sirasiyla). DNA hasari onariminda etkili rol alan
OGG1, XRCC1 ve MTH1 genlerinin polimorfizmlerinin arastirilmasi PH silirecinde genetik
polimorfizmin etkisinin daha iyi aciklanmasina yardimci olabilecektir.
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Anahtar Kelimeler : Parkinson hastaligl, genetik polimorfizm, hOGG1 Ser326Cys,
XRCC1 Arg399GIn, MTH1 Val83Met, BER, DNA onarim genleri
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ABSTRACT

Parkinson's Disease (PD) is a chronic and progressive neurodegenerative disease in the
brain associated with the loss of dopaminergic neurons. Although the mechanisms
underlying the loss of dopaminergic neurons have not known yet, oxidative stress is
thought to play a vital role in the formation of dopaminergic neurotoxicity. Reactive oxygen
species (ROS) that are generated by our body metabolism can induce oxidative stress and
then result in cell damage. Therefore, cells have antioxidant defense system to prevent
ROS’s adverse effects on our body. If the balance between ROS and antioxidant system
changes in favor of ROS, this situation can cause accumulated DNA damage. There are
various DNA repair mechanisms to continue genomic stability in every healthy organism
like BER. OGG1, XRCC1, MTH1 enzymes are among the major enzymes in the BER
mechanism . The aim of this study was to investigate the associations between the risk of
PD and Ser326Cys, Arg399GIn and Val83Met polymorphisms in hOGG1, XRCC1 and MTH1
DNA repair enzymes, respectively. The study included 102 patients with PD and 97 healthy
subjects with similar characteristics. Following genotyping study performed by Polymerase
Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polimorphism (PCR-RFLP) method, there was
no significant relationship between OGG1 Ser326Cys genotype, MTH1 Val83Met genotype
and PD. In addition, it was observed that the wild type of OGG1 Ser326 increased
significantly and wild type of MTH1 Val83 increased slightly in PD patients. On the other
hand, in individuals with XRCC1 Arg399GIn polymorphism, the risk of PD was found to be
significantly higher in patients with Arg / Gn heterozygote and GIn / GIn variant genotype
compared to those carrying the Arg / Arg genotype (p: 0.046 OR: 1.910; 95% CI 1.013-3,
603 and p: 0.006 OR: 3,742; 95% Cl, 1,470-9,525, respectively).Investigating the
polymorphisms of OGG1, XRCC1 and MTH1 genes that play a crucial role in DNA damage
repair may help to better explain the impact on genetic polymorphism in PD process.

Science Code :1021

Key Words : Parkinson's disease, genetic polymorphism, hOGG1 Ser326Cys, XRCC1
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1. GIRIS

Parkinson hastaligi (PH) Alzheimer'den sonra ikinci en sik goriilen kronik ve progresif
norodejeneratif bir hastaliktir. Beyindeki gri cevher gekirdekleri olarak bilinen substantia
nigra pars compacta (SNpc)’daki dopaminerjik néronlarin kaybiylailiskilidir. Ancak hastaliga
sebep olan bu nigral dejenerasyonun altinda yatan mekanizmalar heniz bilinmemektedir
(de Lau ve Breteler, 2006). PH cok sayida temel hiicresel siireci etkileyen genetik ve ¢cevresel
faktorlerin kompleks etkilesiminden kaynaklanmaktadir. PH’nin bu kompleks olusumuna,
hastaligin erken evrelerinde kesin bir teshis konamamasi ve sonraki evrelerde
semptomlarin yonetimindeki klinik zorluklar eslik eder. Ayrica, simdilik nérodejeneratif

sureci yavaslatan bir tedavi yoktur (Kalia ve Lang, 2015).

Yaslilikta daha fazla tetiklenen oksidatif stresin dopaminerjik nérotoksisite olusumunda
onemli bir rol oynadigi dislintilmektedir. Beyindeki genetik biitlinltiglin kararlihgi Parkinson
gibi nérodejeneratif hastaliklardan korunmak icin temel gerekliliktir. Ancak organizmada
yaslihgin yanisira gesitli endojen fizyolojik prosesler veya g¢evresel ajanlar nedeniyle olusan
reaktif oksijen tirleri (ROT)nin Uretimi nedeniyle genetik bitlinligl korumak oldukca
glctir. ROT lar hicresel makromolekiillere zarar verirler (Radak ve digerleri, 2011). ROT
tarafindan olusturulan oksidatif DNA hasari kansere, mutasyonlara ve norodejeneratif
hasarlar da dahil olmak Uzere c¢esitli hastaliklara neden olur. Yaslanan dinyada bu
yaslanmayla birlikte kronik ve nérodejeneratif hastaliklarin meydana gelme orani ve saglk
sektoériindeki tedavi harcamalari da artirmistir. Diinya Saglik Orgitiiniin (WHO) tahminine
gore, norodejeneratif hasta sayisi 2040 yilinda 70 milyon, 2050 yilinda da 106 milyonu
asacak ve boylece yaslilar icin yapilan saglik harcamalari %50’lere ulasacaktir (Amor ve

digerleri, 2013).

Parkinson 65 yas Ustl yaslilarin yaklasik %1-2%sini, 80 yas Ustl yashlarin ise %4’tini
etkilemektedir. Amerika’da her yil 60.000 kisiye hastalik teshisi konulmaktadir.(Dorsey ve
digerleri, 2007). Etnik farkhliklar veya cevresel faktorler nedeniyle Tirkiye’de PH standart
prevalansi 202/100.000 ile Avrupa llkelerinden biraz daha duslktir (Durmus ve digerleri,

2015).



Artan yasam siiresi, PH’li hastalarin sayisinin da artacagini diistindirmekte ve 2030 yilinda
bu sayinin %50’den fazla artmis olacagi beklenmektedir (Dorsey ve digerleri, 2007; Willis ve
digerleri, 2010). Erkekler kadinlardan, Avrupalilar da Afrikali Amerikali ve Asyalilardan daha
fazla PH’dan etkilenmektedirler (Willis ve digerleri, 2010). Cinsiyetin PH'ya etkisi 6strojenin

koruyuculugu nedeniyle aciklanabilir (Schnabel, 2010).

Oksidatif hasara ugramis makromolekiillerden proteinler, lipitler ve RNA’da meydana gelen
hasarlar devam eden biyosentez dongusi ile degredasyona ve geri donlislime ugrayarak
yok edilse de genomik stabilitenin devamliligi icin DNA lezyonlarinin onarilmasi
gerekmektedir (Radak ve digerleri, 2011; Friedberg, 2015). Bu nedenle ¢esitli DNA onarim
mekanizmalari vardir. ROT retimi ile bu koruyucu onarim mekanizmalari arasindaki denge
ROT'lar lehine bozuldugunda oksidatif stres ortaya cikar ve hicreler hasar gorr.
Organizmada oksidatif DNA hasarina karsi onarici mekanizmalardan biri baz kesip ¢ikarma
onarimidir (BER). insanda hOGG1 geni tarafindan kodlanan ve DNA onarim enzimlerinden
birisi olan OGG1 (8-oksoguanin glikozilaz 1) enzimi BER’i baslatir (Fukae ve digerleri, 2005).
OGG1 hasarli bazi gikarip uzaklastirir ve apdirinik veya apirimidik bir bolge (AP alani)
olusturur. DNA polimeraz XRCC1 enzimi bu AP boslugunu, dogru niikleotit ile doldurur. Yine
MTH1 geni replikasyon ve transkripsiyon sirasinda DNA veya RNA'daki okside olmus
nikleozit trifosfatlarin yanls birlesmesiyle olusabilecek mutasyonlari engelleyerek yanlis

bilgi birikimini 6nler (National Center for Biotechnology Information c, 2018).

DNA’dan 8-okso guanin gibi oksitlenmis guanini atan OGG1 enzimi ve bu enzimin geni
polimorfizmlerinin analizi 5Gnem tasimaktadir. Benzer sekilde BER’deki gorevleri nedeniyle
XRCC1 ve MTHI1 genleri de bilim insanlarinin merak konusu olmustur. DNA onarim
mekanizmasindaki bu tir enzimlere ait genlerin polimorfizminin DNA’nin onarim
kapasitesini azaltmasi, “Parkinson gibi hastaliklarin olusumuna da zemin hazirlayabilir mi”
sorusunu akla getirmistir. Ulkemizde ve tim diinyada DNA onarim enzimlerinden OGG1;
Ser326Cys, XRCC1; Arg399GIn ve MTH1; Val83Met polimorfizmi ile Parkinson arasindaki

iliskinin degerlendirildigi calismalarin sayisi cok kisithdir.

Bu calismanin amaci, DNA onarim enzimlerindeki bu gen polimorfizmlerinin PH'ya etkisi

olup olmadiginin incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Parkinson Hastaligi ve Tarihgesi

1817'de, bir Ingiliz doktor olan Dr. James Parkinson, ilk olarak hastaliga felc ataklarinin
patolojik karakteristigi olan, Tirkce’ ye titrek felg olarak cevirebilecegimiz “shaking palsy”
adini vermis, shaking palsy ifadesini hareketlerde yavaslama, kaslarda sertlik, yirime gibi
bazi otomatik hareketlerin sirdirilmesinde zorluk, konusma ve mimiklerde bozulma,
ellerde titreme gibi bulgularin timiini kapsayan bir ifade olarak kullanmistir (Zeng ve
digerleri, 2018). Hastalik daha sonra 1862’ de Charcot ve Vulpian tarafindan “Parkinson
Hastaligl” olarak anilmistir (Goedert ve digerleri, 2017).

James Parkinson konuyla ilgili yazdigi denemesine de “shaking palsy” adini vermis ve
hastaliktan otomatik olarak galisan kaslarin bile etkilendigini, yutkunmanin zorlastigini,
sallantinin yayginlastigini ve en sonunda, bagirsaklarin hareket ettirilmesi igin bile “ kayda
deger glice sahip ilaglari almak” gerektigini belirtmistir (Schnabel, 2010). Parkinson
tarafindan bildirilen bu yaygin semptomlar listesine, modern nérologlar, koku
hassasiyetinde azalma, uyku bozukluklari, huzursuz bacak sendromu, govdeyi 6ne dogru
egme, ylrlylsten kosmaya gecis egilimi, depresyon, anksiyete, hallisinasyonlar, yorgunluk,
iktidarsizlik, gérme sorunlari ve gec¢ asamalarda da demans eklemislerdir. 20 yildir
Parkinson hastasi olan Micheal Fox bu hastalig1 “strekli alip gotiren hediye (the gift that
keeps on taking) ” olarak adlandirmaktadir (Zeng ve digerleri, 2018). Hastalik, patolojik
olarak dopaminerjik (DAergic) nigrostriatal terminalin denervasyonu ve SNpc'de
dopaminerjik néronlarin dejenerasyonu ile karakterize edilir; yani bazal ganglionlar denen
yapilar ile orta beyinde bulunun siyah cisim (substantia nigra) arasindaki baglantilarda
bozukluk sonucu dopaminerjik yetmezlik ve bunun motor korteks uyariminda azalmaya yol
acmasidir. Bununla birlikte, hastalik patojenezinin altinda yatan kesin molekiler
mekanizma yeterince bilinmemektedir (Pan ve digerleri, 2018). Yaklasik yiz yilh askin
siredir SNpc pigmentindeki hiicre kaybi, Parkinsonun varligini tespit icin ortaya konmus en
tutarl patolojik lezyondur. Ancak bundan daha 6nce Konstantin Tretiakoff, Parkinson
belirtisi icin SNpc’deki néron kayiplarinin yaninda Parkinsonlu hastalarin beyin sapinin diger

bir bolgesinde bulunan “Lewy cisimcigi” adi verilen cisimciklerin de PH’nin varliginda



goraldiagiine dikkat cekmistir (Lees ve digerleri, 2008). 1908'den 1923'e kadar olan vyillar
boyunca, Friederich Lewy, PH'nin patolojik anatomisini detaylandiran en 6nemli kisi olmus
ve 1912’ de ilk olarak néropatolojik diizeyde “shaking palsy” yi daha iyi anlayabilecegimiz
“Lewy intrandral inklizyon cisimleri” nin histopatolojik analizini yapmistir (Holdorff ve
digerleri, 2013). Kisaca baslangicta “shaking palsy” denilen “Parkinson” patolojik olarak, en
fazla SNpc pigmentli néronlarda kayip ve buna eslik eden tipik eozinofilik sitoplazmik

inklizyon cisimleri olan “Lewy intrandéral inkllzyon cisimleri”nin varhgi ile karakterizedir.

Bir beyin norotransmitteri olarak dopaminin ve bunun %80’inin (Bertler ve Rosengren,
1959) karar verme, eylem se¢cme ve 6dile dayali 6grenmede etkin olarak gorev alan bazal
ganglia cekirdeklerinin temel giris katmani olan striatumda (Denizdurduran ve digerleri,

2018) bulundugunun tespiti dnemli bir ilerleme olmustur.

Striatum, serebral korteks, amigdala ve hippokampusden olusan limbik sistem ve dopamin
salinimindan sorumlu SNpc bélgelerinden dogrudan giris almaktadir. Substantia nigra (SN)
aksonlari, nigrostriatal dopaminerjik yolu olusturan dorsal striatuma medial 6n beyin

demeti yoluyla baglanir (Caminiti ve digerleri, 2007).

Yapilan deneysel galismalar gostermistir ki striatum Gzerinde gbzlenen ritmik bozukluklar
PH ile dogrudan iliskilidir (Denizdurduran ve digerleri, 2018) Bu ritmik bozukluklarin
striatum Uzerindeki SN 'de ilerleyen dopamin néron kaybina neden oldugu ve idiyopatik
PH'nin ana 6zelligini olusturdugu bircok calismayla kanitlanmistir. Striatumun diger bir
kismi olan mezolimbik sistemle Parkinson arasinda iliski olup olmadigi Caminiti ve
arkadaslari tarafindan merak edilmis ve erken donem Parkinsonda nigrostriatal ve
mezolimbik sistem yapilarinin bolgesel dopamin tasiyici aktivitesini ele alan kapsamli bir
calisma yapmislardir. Sonucta PH’'nin erken fazlarinda, nigrostriatal yolakta cok siddetli,
ancak mezolimbik yolakta daha az Olglide aksonal presinaptik dejenerasyon oldugunu
bulmuslardir. Nigrostriatal sistemdeki yogun hasarin, dopamin ag baglantisinda spesifik
degisikliklere neden oldugunu gézlemlemislerdir (Caminiti ve digerleri, 2007). ilk olarak
Arvid Carlsson 1959’ da PH’'nin motor semptomlarinin olusum sebebinin altinda dopamin
eksikliginin oldugunu ileri stirmistir. 1960°da Herbert Ehringer ve Oleh Hornykiewicz,

striatumdaki dopamin eksikliginin dérdinin postensefalatik parkinsonizm, ikisinin ise PH



ile iligkili oldugunu belgelemislerdir. Daha sonra 1963’te Hornykiewicz Parkinsonlu
hastalarda SN’deki dopaminin azalmis oldugunu bulmustur (Goederta ve digerleri, 2017).
Olusan bu dopamin kaybinin kesfi dopamini yerine koymak gibi bir fikir olusturmustur.
Ancak dopamin gibi katesolaminler kan beyin bariyerini (KBB) gecemezler. Dopamin
prekirséri 3, 4 dihidroksifenilalanin (DOPA) KBB'i gecer ve aromatik amino asit
dekarboksilaz tarafindan dekarboksillenerek dopamine dontsir (Levodopa, 2018). PH'nin
tanimindan sonra hastaligin gelisiminde “ikinci cag” olarak gorilen oral levodopa (L-dopa)
tedavisini uygulamak icin 150 yil gegmesi gerekmistir. Arvid Carlsson, Oleh Hornykiewicz,
George C. Cotzias ve Melvin D. Yahr, L-dopanin PH icin devrim niteliginde yeni bir tedavi
oldugunu bulan ilk bilim insanlaridir. Carlsson ilkin vezikller amin pompasinda irreversibl
blokaj ortaya cikararak presinaptik néronlardaki vezikillerde noradrenalin (NA), dopamin
ve serotonin depolanmasini engelleyen “rezerpin”in sedatif etki mekanizmasini
incelemistir. 1957'de vyaptigl, L-dopa hayvanlarda reserpine bagl hareketsizligi
azaltabildigini gosterdigi kilit rol alan deneyden sonra Carlsson, rezerpinin beyin dopaminini
tukettigini, L-dopa'nin ise arttirdigini bulmustur. Carlsson dopamin seviyelerini 6lgmek igin
hassas bir floresan teknigi gelistirmis ve laboratuvarinda yaptigi calismalarinda hayvan
beynindeki dopamin dagiliminin striatumda en yiksek oldugunu géstermistir. Carlsson’in,
dopaminin beyinde bir nérotransmitter olarak gorev yaptigl ve motor fonksiyonlarindan
sorumlu oldugu énerisi basta kuskuyla karsilansa da Carlsson 2000 yilinda Nobel Odiili alir.
Hornykiewicz norepinefrinin prekirsoéri olarak kabul edilen dopaminin kan basinci
uzerindeki etkilerini ¢alistigl sirada Carlsson’in rezerpin ve dopaminin beyindeki bélgesel
dagihmiyla ilgili yayimlanan makalesi Parkinsonlu hastalarda dopamin seviyelerini
belirlemek icin Hornykiewicz’e ilham kaynagi olur ve Parkinsonun siddetini striatal dopamin
azalmasi ile iliskilendirir. Parkinsonlu hastalara L-dopa enjekte eder ve basari elde edince
bir monoamin oksidaz inhibitériiniin kullanimiyla birlestirerek bu tedaviye devam eder.
Ancak tedaviye cevap suresi sinirh kalmis ve uygulamanin yapildigi diger calismalarda
benzer basari elde edilememistir. Sonrasinda Cotzias bu pigmenti hayvanlara degil,
hastalara vermeye karar verir ve denedigi Uc¢ ilactan biri d, |-dopadir. 1967 tarihli
makalesinde de anlattigl gibi “d-I-dopa” semptomlari tersine ¢evirmede oldukca basaril
olur, fakat asiri yiksek dozlarda kullanmasi gerekmis ve hematolojik yan etkilere neden
olmustur. Cotzias c¢alismalarina L-dopa testini yaparak devam eder ve bu sekilde

hematolojik problemler olmaksizin dozun yarisi ile ayni faydayi saglar. Yahr baslangicta L-



dopa konusunda suphelidir. Bununla birlikte Cotzias’in g¢aligmalarinin ¢ift korle
dogrulanmaya ihtiyaci oldugunu dislinerek L-dopa ile yaptigi galismalari ilerletip ayni
basariyl elde etmistir. Hem Cotzias hem de Yahr motor dalgalanmalar ve diskinezi gibi
advers etkilerle karsilasmislardir. Ancak bradikinezi, rijidite ve titreme gibi etkilerin
iyilesmesinin yaninda bu olumsuz advers etkiler L-dopa'nin diizenleyici onayini
engellememistir (LeWitt, 2015). 1970’te L-dopa Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) Gida
ve ila¢ Teskilati (Food and Drug Administration; FDA) tarafindan PH'nin tedavisinde
kullanilmak i¢in onay alir. L-dopa neredeyse 50 yildir PH tedavisi i¢in en etkili farmakolojik
ajan olmaya devam etmektedir. L-dopa’nin mucizevi etkileri nérolog yazar Oliver Sacks
tarafindan kendi hayatini anlattigi “Awekenings (Uyanis) ” adli kitabinda sira digi vakalar
rapor edilerek anlatilmistir. Birinci Dinya Savasindan sonra Viyana’da bir ensefalit salgini
baslamis ve tiim diinyaya yayilmistir. Hayatta kalanlarin cogunda bir dizi Parkinson benzeri
post-ensefalitik sendrom gelismistir. Oliver Sacks calistigl hastanede bu tip semptomlara
sahip uzun yillardir hareket etmeden yataga bagh sekilde uyku modunda olan 80 hastayla
karsilasir. Uyguladig L-dopa tedavisiyle hastalar yeniden hayata donerler. Kitap ayrica
radyo oyunu, sahne oyununa ve sinema filmine uyarlanmistir (Allan, 2007). Yine Harold
Pinter'in oyunu “A Kind of Alaska” da da L-dopaminin mucizevi etkilerinden

bahsedilmektedir (A Kind of Alaska, 2018).

2.2. Parkinsonun Olusumu

Hastalikla ilgili tim ilerlemelere ragmen PH'nin neden olustugu yillardir gizemini
sirdirmektedir. Bazi epidemiyolojik arastirmalar, Parkinson hastalarinin cok az boliminiin
kalitsal formu olusturdugunu, blyik cogunlugunun ise sporadik (kalitsal olmayan) formda
oldugunu savunmustur (Schapira, 2008). Hastaligin patolojik mekanizmasi bilyik olclide
bilinmese de genetik ve cevresel faktorlerin patojenezinde rol oynadigi diisiintilmektedir.
Hastaliktan kalitsal faktorlerin %27 ve genetik faktorlerin %33 oraninda sorumlu oldugu
calismalar da vardir (Gan-Or ve digerleri, 2015). 19. yizyilda Charcot, kendi Parkinson
hastalarinin ¢cogunun ailesel ge¢misi oldugu icin PH’'nin kalitsal bir hastalik olabilecegini
iddia etmistir (Lev ve Melamed, 2001). 1983’de Kaliforniya'da ortaya ¢ikan parkinsonizmin
sebebinin 1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidro piridin (MPTP) ile kontamine olmus eroin

oldugunun bulunmasi toksik ajanlar gibi cevresel faktorlerin de hastaligi indiikleyebildigini,



SNpc’deki dopaminerjik néronlari yok edebildigini gostermistir (Langston ve digerleri,
1983). PH'nin olusumunda cesitli faktorler sunulsa da kabul edilmis tek risk faktori
yaslanmadir. Organik klorlu pestisitler ve ditiyokarbamatlar hastaligin olusumuna zemin
hazirlarken sigara kullaniminin hastaligin olusumunu azalttigl yoniinde cesitli ¢alismalar vardir
(Lev ve Melamed, 2001). Mitokondriyal kompleks inhibitori olan rotenon ve oksidatif strese

neden olan paraquat PH ile iliskisi oldugu distinilen iki ajandir (Richards ve digerleri, 2016).

2.2.1. Parkinson hastaligini olusturan nérodejenerasyonun patofizyolojik temelleri

PH’nin patofizyolojik temeline dair bilgiler, son yirmi yilda, genetik alaninin da katkilariyla blyuk
Olclide genislemistir. Sporadik ve ailesel tipler olmak lizere iki tip PH vardir, gorilme sikliklari
sirasiyla % 90 ve % 10’ dur (Trimmer ve Bennett, 2009). Her iki durumda da, spesifik genetik

mutasyonlar hastaligin ilerlemesinde rol oynar.

Oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon gibi Parkinson hastalarinin beyinlerinde ¢esitli
biyokimyasal anormallikler tanimlanmis, bu anormalliklerin PH'ya neden oldugu disiinilen
spesifik gen mutasyonlariyla iliskilendirilmesi hastaligin ailesel ve sporadik formlariyla oksidatif
stres ve mitokondriyal disfonksiyonun iliskisini gliclendirmistir. Parkinsonun mendelian formu
diye de adlandirilan, ailesel kalitilan formu ile iligkili proteinler tizerine yapilmis genis ¢apli ¢ok
fazla calisma vardir. Ornegin Lili ve arkadaslari PH’nin potansiyel risk lokuslarina uygulanmis ve
yayimlanmis 800'den fazla genetik calismayi PDGene adi altinda online kaynakta toplamistir (Lill
ve digerleri, 2012). Bu ve benzeri galismalar a-sintiklein, PTEN-kaynakli putatif kinaz 1 (PINK1), DJ-
1, 16sin agisindan zengin repeat kinaz 2 (LRRK2) gibi proteinlerin PH ile yaklasik %10 ya da daha az
oranda iliskili oldugunu belirtmislerdir. Cogu poptilasyondaki calismalar PH olan hastalarin bliylik
cogunlugunun, orijini genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimine dayali mendelian olmayan
formu tasidiklarini, ailesel formun daha az etkili oldugunu ortaya koymuslardir (Hardy ve digerleri,
2009). Simon-Sanchez ve arkadaslari da Avrupa irki Gizerine yaptiklari mendelian proteinlerin PH
ile iliskili olup olmadigina dair calismayi Japon popiilasyonu Uzerine yapilan diger bir calismayla
birlikte degerlendirmisler ve pozitif etki bulmuslardir (Simén-Sanchez ve digerleri, 2009). a-
sintklein, PTEN-kaynakli putatif kinaz 1 (PINK1), DJ-1, I6sin acgisindan zengin repeat kinaz 2
(LRRK2) ve parkin mitokondriyal proteinlerdir veya mitokondri ile iliskilidirler. Bu proteinler

oksidatif stres ve serbest radikal hasar yollari ile meydana gelmektedirler (Schapira, 2008). Yine



VPS35 ve GBA1 genleri de PH'da dopaminerjik néronlarin kaybina sebep olan diger potansiyel
mekanizmalar (dopamin metabolizmasi, mitokondriyal disfonksiyon, endoplazmik retikulum
stres, bozulmus otofaji ve deregiilasyon bagisiklik) ile iliskilidirler. PH'nin etiyolojisi ve
patogenezine dair bu bakis agilan hastaligin patojenezinde miidahale saglayacak ya da

ilerlemesini yavaslatabilecek ilaglarin Uretilebilecegi imidini de dogurmaktadir (Schapira, 2008).

Parkinsonun genetik temelleri

Asagida belirtilen gen mutasyonlari PH’nin erken baslangic evresi vakalarinin %50'sinden fazlasini
ve PH'nin geg¢ baslangi¢ formlarinin yaklasik %2-3'Unl olugturmaktadir. Ailesel PH vakalarinin
baslangici ile baglantili gen mutasyonlarinin bulgulari bu mutasyonlarin PH'nin ilerlemesindeki

kritik rollerini ve kalitsal PH’nin molekiiler patojenesinin anlasilmasini kolaylastirmistir.

a-sinuklein

a-sinliklein Lewy cisimciklerinin ana bilesenidir ve PH’da merkezi bir roli vardir. SNCA / PARK1
geni tarafindan kodlanan a-sinuklein (A53T) ‘deki missense mutasyonu ilk olarak ailesel PH’ya
neden olan mutasyon olarak tanimlanmistir. Yakin zamanda A30P, E46K, H50Q, G51D ve A53E
gibi a-sindkleinin N terminalinde olusan missense nokta mutasyonlari da tanimlanmistir. SNCA
baglantili olusan PH genellikle erken baslangic asamasindadir ve hizla ilerler. a-sintklein Lewy
cisimciginin ana bilesenidir ve ¢ogunlukla PH'nin patolojik progresyonunu siddetlendiren a-
sintikleinin Ser129'unda fosforile edilmektedir (Sato ve digerleri). a-sintikleinin oligomer formlari
fibril formlarindan daha toksiktir ve SNpc’de daha fazla dopaminerjik néron kaybina sebep
olmaktadir (Ingelsson, 2016). a-sintiklein mutasyonlari dopaminerjik néronlar igin toksiktir; ¢ctinki
bir dizi hiicre ici sinyal programini degistirirler. a-sintklein A53T mutasyonu, erken basamakta
transgenik farelerin beyinlerindeki otofajiyi baskilayabilir ve sikleinopatiye sebep olabilir
(Pupyshev ve digerleri, 2018). PH hastaliginda a-siniikleininin hem protein hem de mRNA'larinda
artis gortlmus (Farrer ve digerleri, 2004), bu bilgi a-sinliklein ekspresyonunun azaltilmasi
durumunda PH icin potansiyel bir terap6tik etki saglanabilir diistincesini dogurmustur (Lewis ve
digerleri, 2008). Beyindeki hiicre 6ltiimleri ve a- sinlikleinin akimilasyonunun PH icin bir gosterge
oldugunu savunan Alarcon ve arkadaslari a-sinukleini azaltmak icin, intranazal uygulamadan

sonra serotonin (5-HT) veya norepinefrin (NE) néronlarini segici olarak hedef alan konjugatlanmis



klicuk enterferans RNA (siRNA) dizileri gelistirmislerdir (Alarcén ve digerleri, 2018). Rotenonun

etkisiyle sicanlarda PH hastaligini tetikleyen Zharikov ve arkadaslari siRNA kullanarak ao-

sintkleinini engellemisler, SNpc’deki dopaminerjik néron dejenerasyonunu ve progresif motor

eksikligini de yavaslatmislardir (Zharikov ve digerleri, 2015). Alarcon ve arkadaslari inhibitor

oligonikleotitleri, siRNA ve antisens oligonikleotitleri monoamin geri alim inhibitori indatralin

ile kombine edip nazal vererek farelerin beyin sapinda a-sintiklein ekspresyonunu azaltmislar ve

SNpc'deki endojen a-sinliklein mRNA’larini ve protein seviyelerini distrmuslerdir (Alarcén ve

digerleri, 2018).

Cizelge 2.1. PH Baglantilh a—sinlikleinin mutasyonlari ve patojenler (Zeng ve digerleri, 2018)

Mutasyon | Patojenler Hiicre Tipi Kaynaklar
A53T Otofaji inhibisyonu Fare Pupyshev et.al.
2017,
Tirozin hidroksilazin inhibisyonunun azalmasi,Bcl2, DJ1 Fare Zeng et.al. 2017
indiiklenmis mitokondriyal disfonksiyon ve aktive olmus SHSY5Y Lee et.al. 2017
apopitozis
indiiklenmis mitokondriyal fragmantasyon, mitokondriyal Siganlar Juet.al., 2017
disfonksiyon ve aktive olmus apopitozis
Otofaji inhibisyonu PC12 Wang
K.et.al.,2016
Artmis protozom aktivitesi, artmis ROT, mitokondriyal PC12 Smith et.al. 2005
stokrom C salinimi, endoplazmik retikulum stresi, artmis
caspase9 ve caspasel? aktivitesi
Artmig ROT’lar, mitokondriyal depolarizasyon stokrom C PC12 Liu et.al. 2011
salinimi ve apopitozis
A30P Otofaji inhibisyonu PC12 Wang
K.et.al.,2016
indiiklenmis TH+ hiicrelerinin kaybi Siganlar Brito Armas
et.al.,2013
Aktive olmus mikroglia Birincil orta beyin Zhang et.al.. 2007
hicreleri
indiiklenmis distrofik akson tiirii Lewy ve dopamin Siganlar Klein et.al., 2002
hicrelerinin kaybi
E46K Makrootofaji inhibisyonu PC12 Yan et.al. 2004
Striatal norotransmitter metabolizmasi degisimi, Siganlar Cannon et.al.
indlklenmis oksidatif stres ve rptenona artmis hassasiyet 2013
Protozom inhibisyonu ve indiiklenmis mitokondriyal PC12 Jang et.al. 2010
depolarizasyon
Artmig Ser129 fosforilasyonu HEK293T, Hela Mbefo et.al. 2015
hicreleri ve fare
H50Q Artmig a sinliklein ¢ozUnUrlGgi Porcari et.al. 2015
Bakir baglama ve asinlklein agregasyonunda artis Rutherford et.al.
2015
Mason et.al. 2016
VilarPique et.al.
2017
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LRRK2

Losin agisindan zengin repeat kinaz 2 (LRRK2) hem Rab GTP az hem de kinaz enzim
aktiviteleri iceren multi etkinlige sahip bir proteindir. LRRK2’nin mutasyonu “klasik” geg
baslangicli PH ve herediter PH'nin %4'lGni olusturur (Ferreira ve Massano, 2017). Howlett
ve arkadaslari LRRK2 G2019S mutasyonunun sigan orta beyninden kiltirlenmis primer
noronlarda mitokondriyal DNA hasari olusturdugunu ve mitokondriyal DNA'nin
restorasyonunu inhibe ettigini tespit etmislerdir (Howlett ve digerleri, 2017)////(Zeng ve
digerleri, 2018). PH baglantii LRRK2 mutasyonlari ve patojenler Cizelge 2.2'de

Ozetlenmistir:

Cizelge 2.2. PH Baglantili LRRK2 mutasyonlari ve patojenler (Zeng ve digerleri, 2018)

Mutasyon | Patojenler Hiicre Tipi Kaynaklar
G2019S Artmis asintiklein akiimiilasyonu Birincil fare noronlari VolpicelliDaley et al.,
2016
indiiklenmis ASK1 baglantili apopitozis PH noronal alarm hiicreleri Yoon et al., 2017
Spesifik miyosit arttirici faktor 2D Fare Han et al., 2017
aktivitesinin inhibisyonu
indiiklenmis mitokondriyal DNA hasari Sigan orta beynindeki birincil Howlett et al., 2017
noronlar

indiiklenmis mitokondriyal kalsiyum Birincil fare kortikal néronlari Verma et al., 2017
deregilasyonu
Artmis mitokondriyal DLP1,artmis SHSYS5Y Wang et.al.,2012

mitokondriyal fragmantasyon,
mitokondriyal disfonksiyon

Mitokondriyal morfoloji degisimi, Sinekler Mortiboys et al., 2015
pksijenli solunum kompleksi IV
aktivitesinin azalmasi

indiiklenmis mitokondriyal hastalik ve Sigan orta beynindeki birincil Su et al., 2015
otofaji deregiilasyonu noronlar

indiiklenmis inflamatuvar cevaplar ve LRRK2 G2019S hasta fibroblastlari Kim et al., 2012
apopitozis

Mitokondriyal yolaktaki indiiklenmis Mirin mikrogliaHastalarin periferal Mutez et al., 2014
disfonksiyon, canli hiicre sinyalleri, kan monontukleer hicreleri

kanserizasyon, endositozis sinyallerive
demir metabolizmasi, immun sistem ve
endositozis deregtlilasyonu

R1441C indiiklenmis mitokondriyal kalsiyum Birincil fare kortikal néronlar Verma et al., 2017
deregilasyonu
Artmis mitokondriyal DLP1,artmis SHSY5Y Wang et.al., 2012

mitokondriyal fragmantasyon,
mitokondriyal disfonksiyon

indiiklenmis mitokondriyal ve lizozomal SHSY5Y Thomas et. al.2016
transport defektleri
12020T ve | Artmis LRRK2 GTPaz aktivitesi HEK 293T Ho et.al., 2016

G2385R
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PINK1 ve Parkin

Bir mitokondri protein kinazi olan PTEN indikleyici putatif kinaz 1 (PINK1), PH'nin
patojenezi ile baglantili kritik bir proteindir. PINK1 eksikligi PH’nin varyanti olan otozomal
resesif PARK6'ya neden olur. Erken baglangigli PH'nin Avrupa populasyonunda yaklasik %1-
3'G, Japon ailelerinde %8,9'u, etnik Cinliler, Malezyalilar ve Hintlilerde %2,5'inin PINK1
mutasyonundan kaynaklandigi bildirilmistir (Bekris ve digerleri, 2010). PINK1 kaybi néronal
hassasiyetin artmasi kadar mitokondriyal disfonksiyonla da iliskilidir (Huang ve digerleri,

2017).

PARK2 tarafindan kodlanan Parkin’in, otofosforile edilmis PINK1 tarafindan aktive edilerek
bir ubiquitin E3 ligaz olarak galigtigi distnulir (Zhuang ve digerleri, 2016). Parkin genindeki
mutasyonlar bir¢ok lilkede erken baslangigl PH'nin yaygin nedeni ve PH vakalarinin %10-
25'ini olusturur. PINK1 disfonksiyonel mitokondrilerin zarinda birikir, Parkin’in E3 ubiquitin
ligaz aktivitesini aktive eder ve mitofajik degradasyonu artirmak icin sitoplazmadan hasar
gormis mitokondriye bunlari toplar (Sanyal ve digerleri, 2015). ROT de bu bahsedilen PINK1
/ Parkin yolagiyla mitokondride Parkin toplanmasini artirarak mitofajik degradasyon
olusturur (Xiao ve digerleri, 2017). PH baglantili PINK1 ve Parkin mutasyonlari ve patojenler

Cizelge 2.3.de 6zetlenmistir:

Cizelge 2.3. PH baglantili PINK1 ve Parkin mutasyonlari ve patojenler (Zeng ve digerleri, 2018)

Genler Mutasyon Patojenler Hiicre Tipi Kaynaklar
PINK1 G411S PINK1 kinaz aktivitesinin  azalmasi, | PINK1 G411S | Puschmann
bozulmus mitokondriyal kalite kontroli tastyicilarinin etal., 2017
néronlari
11368N Azalmis PINK1 stabilite ve kinaz aktivitesi Fibroblastlar Ando et al,
2017
Q456X Azalmis PINK1 protein seviyeleri ve kinaz | PINK1 G411S | Puschmann
aktivitesi tastyicilarinin etal., 2017
néronlari
A168P, H271Q, L347P, | Depolarize olmus mitokondriye parkin | MEF Narendra et
G309D aliminin inhibisyonu al., 2010
Parkin R42P,R46P, Depolarize olmus mitokondriye parkin | Hela Narendra et
K211N,C212Y, alinimindaki azalmanin sebebi, mitofaji al., 2010
C253Y,C289G, C441R inhibisyonu
R275W Mitofaji inhibisyonu Hela Narendra et
al., 2010
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DJ-1

DJ-1'in fonksiyonu blyik olgliide bilinmemektedir, ancak maya DJ-1 homologu Uzerindeki

genetik calismalardan elde edilen kanitlar ve mirin ve insan hiicre dizileri Gzerindeki

biyokimyasal ¢alismalar, DJ-1'in oksidatif strese karsi bir antioksidan ve / veya bir molekiler

yardimci olarak rol aldigini disindirmektedir. PARK7 geni tarafindan kodlanan DJ-1

mutasyonlari resesif PH'nin erken dénem baslangici ile iliskilidir. DJ-1 mutasyonlar ilk

olarak 20-40 yaslari arasinda olan Avrupa ailelerinde tanimlanmistir (Bonifati ve digerleri,

2003). PH baglantili DJ-1 mutasyonlari ve patojenler Cizelge 2.4."de 6zetlenmistir:

Cizelge 2.4. PH baglantili DJ-1 mutasyonlari ve patojenler (Zeng ve digerleri, 2018)

Mutasyon Patojenler Hiicre Tipi Kaynaklar
L166P Mitokondriyal BCIX,'den Bax ¢o6zulim HEK293 ve H1299 Ren et al., 2012
Subseliler dagilimin ve saperonun degisimi, SHSY5Y ve HEK293 Deeg et al., 2010
dimerlesme aktivitesinin azalmasi
Antioksidan aktivitenin bozulmasi SHSY5Y Im et.al., 2012
M26l Antioksidan aktivitenin bozulmasi SHSY5Y Im et.al., 2012
L10P ve P159 Protein stabilitesinin azalmasi CHO Ramsey ve Giasson,

2010

D149A Korunmanin azalmasi SHSY5Y, HEK293 ve | Giarne et.al.
MEF
DJ1/ Oksidatif strese hassasiyetin artmasi Embriyonik stem Martinat et.al., 2004
hicreleri
L172Q Azalmig protein stabilitesi HEK 293 Talpa et.al., 2016
VPS35

Vacuolar protein sorting 35 (VPS35) geninin mutasyonlari ilk olarak gec yaslarda baslayan

PH'li Avusturyali bir ailede kesfedilmistir. VPS35 mutasyonu ailesel PH’nin %1'ini olusturur.

VPS35 D620N mutasyonu Asya, Avrupa ve Amerikali PH’li ailelerde patojeniktir ve bu

mutasyon enzimatik aktivitede azalmaya ve mitokondriyal disfonksiyona ve bdylece

dopaminerjik néron kaybina neden olur (Tang ve digerleri, 2015). PH baglantili VPS35

mutasyonlari ve patojenler Cizelge 2.5.de 6zetlenmistir:
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Cizelge 2.5. PH baglantili VPS35 mutasyonlari ve patojenler (Zeng ve digerleri, 2018)

Mutasyon Patojenler Hiicre Tipi Kaynaklar
D620N Enzimatik aktivitenin azalmasi ve Kompleks | PH fibroblastlari Zhou et.al.,
ve II'deki solunum defektleri 2017
Mitokondriyal disfonksiyona sebep olma Fare SNC noronlari ve D620N'li Wang W.et.al.,
PH’lilarin birincil fibroblastlar 2016
AIMP2’Li VPS35’in interaksiyonundaki SHSY5Y Yun et.al., 2012
bozulma, hiicre 6limundeki artis
VPS35/ Lamp2a’nin golgi aliminin bozulmasi ve Orta beyin birincil dopaminerjik | Tangetal.,
asinlkleinin otofajik degredasyonunun noronlar 2015
inhibisyonu
Dopaminerjik néronlarin ve asinikleinin Fare ve birincil dopaminerjik Tangetal,,
akiimulasyonunun kaybi noronlar 2015
R524W Retromer iliskili endozomal bozulma ve SYSY5Y Follett et al.,
asiniiklein agregasyonunun indilklenmesi 2016
P316S Dopaminerjik noronlarin kaybi Drosofilla Follett et al.,
2016
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GBA1

Glukoserebrosidaz 1 (GBA1) ‘i kodlayan glukoserebrosidaz gen mutasyonlari Gaucher
hastaligindan (GH) sorumludurlar ve ayni zamanda PH igin en yaygin genetik risk
faktoriadirler. Yasla birlikte beyin, a-sinliklein patolojisiyle de yakindan alakal olan
glukozilseramid birikimi gosterir ve glukosilseramidin a-sintiklein patolojik agregasyonunu
destekledigini, GH hastalari ve tasiyicilarda PH riskini artirdigini géstermektedir (Taguchi ve
2017). PH baglantili ve patojenler Cizelge 2.6.da

digerleri, GBA1 mutasyonlari

Ozetlenmistir:

Cizelge 2.6. PH baglantili GBA1 mutasyonlari ve patojenler (Zeng ve digerleri, 2018)

multimerlerin azalmasi

insan dopaminerjik
noronlar

Mutasyon Patojenler Hiicre Tipi Kaynaklar
GBA1/ Makrofaji inhibisyonu ve saperon MEF Magalhaes et al.,
kaynakli otofaji 2016
GSL birikiminde ortaya gikan, a-sintklein SHSY5Y Kim et al., 2018
tetramerleri ve ilgili multimerlerin
azalmasi, a-sintklein monomerlerinin
arttirilmasi
N370S (heterozigotlar) a-siniiklein tetramerlerinin ve ilgili PH iPSC'den tiiretilmis Kim et al., 2018

Endoplazmik retikulum stres
aktivasyonuna sebep olma, katlanmamis
protein tepkisi ve Golgi aparatus
fragmantasyonu

PH’lilarin cilt
biyopsilerindeki
fibroblastlar

GarciaSanz et al.,
2017

Azalmig lizozomal kalsiyum depo igerikleri

PD hasta fibroblastlari

Kilpatrick et al.,
2016

L444P (heterozigotlar)

a-sindiklein tetramerleri ve ilgili
multimerlerin azaltilmasi

Heterozigoz L444P GBA1l
mutasyonu taslyan Murin
noronlari

Kim et al., 2018

Nigral dopaminerjik néronlarin kaybini
tetikleyen asiniiklein agrevasyonu

Fare

MigdalskaRichard
setal., 2017

Parkinsondaki noronal hiicre dliimlerinin metabolizmasi

Proksimat nedenleri anlamada en bariz bulgu, hastaligin klasik motor semptomlarini
actklayan dopaminerijik hiicre dlimleridir. Oliimler esas olarak nérotransmiter dopaminin
sentezlenip pompalandigl hareket dizenleyici beyin boélgesi SNpc'de meydana gelir.
SNpc'deki dopaminerjik noéronlarin %70’i askin oOliminde bile semptomlar nadiren
farkedilir. Clinkii SNpc'nin hemen asagisindaki striatum bir dereceye kadar bu durumu telafi
edebilir. Bununla birlikte, striatumdaki masif noronlar da sonunda 6lmeye baglar.
mitokondriyal disfonksiyon,

Ginlmizde dopamin metabolizmasi, oksidatif stres,
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endoplazmik retikulum stresi, protein yikiminin bozulmasi sistemleri ve néroinflamasyon

SNpc'de dopaminerjik néronlarin 6limiinden sorumlu tutulan mekanizmalardir (Cizelge

2.7.).

Cizelge 2.7. Dopaminerjik néronlarin 6liimiine neden olan ana mekanizmalar (Zeng ve digerleri,

2018)
Element Ana Mekanizma
Dopamin Oksidatif stresi indlikleyen dopamin oksidasyonu
Mitokondri Oksidatif stresi indiikleyen solunum zincir inhibisyonu
Protein Agregasyonu Hasarli Endoplazmik Retikulumi indiikleyenkatlanmamis proteinlerle baglantili
noronal apopitozis
Otofaji Hasarli organeller
Noroinflamasyon Norodejenerasyonu indikleyen mikroglial aktivasyon
Kalsiyum SnPc dopaminerjik ndronlarin kaybi ve yaslanmayi arttirici kalsiyum kanallari

Hem genetik hem de cevresel faktorlerin etkisiyle meydana gelen PH icin olasi bu

mekanizmalari asagidaki sekilde de 6zetleyebiliriz (Richards ve digerleri, 2016):

UPS 0 Lizozom
l . | l Protein
. Yanhs katlanmi$ quee—__, NNOMAa degradasyonu
Depamin alfa-siniiklein protein e protein )
I Protein degragasyon
Modifiye alfa-siniiklein yolaginda bozuklu

Cevresel toksinler ve
norotoksinler

fetabolizma
Dopamin

oksidasyonu
O, Al

t Dopamin salinimi ve J Mitokondriyel
depolama bozuklugu fonksiyon bozuklugu
Oksidatif Stres ’

r'1y

Dopaminerjik Hiicre Norodejenerasyonu

Sekil 2.1. Dopaminerjik Hiicre Norodejenerasyon Mekanizmasi (Richards ve digerleri, 2016)
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2.3. Yashlik ve Parkinson

Yaslilik, zamana bagli olarak organizmanin intrinsik morbidite ve mortalitesindeki artistir.
Saclarin beyazlamasi, cilt kirisikligl, katarakt, kanser, diyabet, immunolojik fonksiyon
bozuklugu, osteoporoz ve viicuttaki genel kiiglilme insanda yaslanmaya eslik eden
belirtilerdir. Yasa bagh degisiklikler dokuda, organda, hiicrede ve makromolekiiler diizeyde
meydana gelmektedir ve bu hasarlarin onarimi yavaslar, immiin sistem tarafindan tolere

edilememektedir (Hipkiss, 2007; Skinner, 2005).

Erken dénem ve hizlanmis yaslanmaya sebep olan Werner, Bloom Sendromu, Hutchinson
Gilford, Rothmund Thomson hastalig1 gibi genetik hastaliklarin nadiren gorilmesi veya
achk, savas gibi istisnai durumlar disinda bir organizmanin yasam siiresi genetik olarak
bellidir. Pasifik somon baliginin ¢iftlesmeden sonra hormonal olarak hizlica yaslanmaya
ugramasi gibi ender goriilen ornekler disinda yaslanma insanlarin yasam sliresini ortalama
tahmin edebilecegi universal bir gergektir. Yaslanma ile meydana gelen degisiklikler
hastaliklarin gelismesini ve sonucunu etkilemektedir (Hipkiss, 2007; Radak ve digerleri,
2011). 20. yuzyilda diinyada ve ulkemizde bebek o6limlerinin azalmasi, tiptaki yeni
gelismelerle bulunan tedavi yontemleri, hijyen ve temizlige verilen énemle enfeksiyon
hastaliklarinin kontrol altina alinmasi, beslenme ve saglik hizmetlerinin gelismesi gibi bircok
faktor beklenen yasam siresini arttirmistir. Bu ise yashlikla ortaya ¢ikan hastaliklarin
gozlenmesine ve buna bagh saglik harcamalarinin artmasiyla tilke ekonomisine yeni yiikler

getirmistir.

2.3.1. Yaslanmaya neden olan mekanizmalarla ilgili olasi teoriler

Oksidatif stres ve Reaktif Oksijen Turleri

Canlilarda aerobik mekanizma eneriji Uretimi icin son derece 6nemlidir. Bu mekanizma
sirasindaki son elektron alici oksijendir. Oksijenin toksik etki gbstermesi sliperoksit anyonu
(O2), hidrojenperoksit (H202), hidroksil radikali (HO’), singlet oksijen (02), Ozon ve
hipokloréz anyonu (HOCL) gibi ROT nedeniyledir(Gan-Or ve digerleri,2001; Blieler H,2009).
Aslinda ROT’lar belli bir seviyeye kadar fizyolojik fonksiyonlari stimiile ettigi icin organizma

bakimindan 6nemlidir. Ancak kritik seviyeye ulastiktan sonra ROT’lar hiicre fonksiyonlari
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icin tehlikeli forma gelirler. Bu nedenle ROT’larinin biyolojik sisteme etkisini hormetik egri
ile tanimlamak mimkindir. ROT’larin hiicrenin tolere edebilecegi seviyeden fazla olmasi,
DNA, RNA ve proteinler gibi makromolekiillerde oksidatif degisiklige sebep olur ki buna
“oksidatif stres” denilmektedir (Radak ve digerleri, 2011).

Telomer kisalmasi

Telomerlerin uzunlugu Uzerine yaslanmanin ve 6limiin garesi olabilecegi seklinde birgok
tartisma yapilmis olsa da kimi arastirmaciya gore fareler lizerinde yapilan tartismalari
sonlandirmistir. Farelerin telomerleri insanlardan uzun olmasina ragmen bilindigi gibi insan

omru farelerden 30 kat daha fazladir (Hipkiss, 2007).

Parkinsonun olusumunda ¢esitli mekanizmalar sunulmussa da yaslilik tiim nérodejeneratif
hastaliklarda oldugu gibi PH’'nin olusumunda da kanitlanmis tek faktérdir. Santral sinir
sistemindeki (SSS) lipitler, proteinler ve DNA, oksidatif strese karsi yiiksek bir duyarliliga
sahiptir. ROT kaynakl hasar, o6zellikle yasamin son ceyreginde, yaslanma ile artar.
Yaslanmanin en ¢ok etkiledigi organlardan birisi oksidatif strese duyarliligindan dolayi
beyindir. Cliinkli ROT’lar beyindeki néronal prekirsér hiicrelerinde diger hiicrelerden doért
kat daha fazla bulunurlar. Beyin, KBB tarafindan iyi korunmasina ragmen bu tir ajanlara
karsi korunma saglayamaz. Bu nedenle oksidatif stres ve Alzheimer, Parkinson, inme,
Hutchinson hastaligi, Nieman Pick hastaliklari gibi nérodejeneratif hastaliklar ile oksidatif
stres arasinda yakin bir iliski vardir (Radak ve digerleri, 2011). Yaklasik 200 yildir olusum
gizemini koruyan PH icin halen ortak inang¢ acik sekilde yaslanma siirecinin hastaligi
etkiledigidir; cogu popilasyonda, 40 yasin altindaki insanlarda nispeten az sayida tani

yapilmaktadir (Schnabel, 2010).

2.4. Mitokondriyal Disfonksiyon ve Parkinson

Mitokondri, hemen hemen tim okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan, cift
membranla sinirl, elektrokimyasal gradient icinde organik substratlardan eneriji
donldsimiini saglayan 6nemli bir organeldir. Mitokondri, hiicrede metabolizma, redoks
sinyalizasyonu, kalsiyum dengesi, hiicre cogalmasi, gelisme ve hiicre 6limii gibi bircok kritik

hiicresel fonksiyonlara sahiptir. Ancak, besinlerin oksidasyonu yoluyla dretilen iyon
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gradienti ROT olusumuna sebep olur, bunlar da oksidatif stres olusturarak hiicrelerde
hasara ve c¢esitli hastaliklarin olusumuna neden olur (Stockum ve digerleri, 2016).
Mitokondriyal ROT dretim yolu mitokondriyal solunum zincir kompleksi tarafindan
ayarlanir. Mitokondriyal elektron transport sistemi (ETS) 5 adet ¢oklu kompleks Uniteden
olusur: NADH, koenzim Q (Kompleks 1), stiksinat dehidrogenaz (Kompleks 2), koenzim Q-
stokrom Crediiktaz (Kompleks 3), stokrom C oksidaz (Kompleks 4) ve ATP sentaz (Kompleks
5). Kompleks 1 oksijenden ROT iiretiminden sorumludur. Onceden yapilmis calismalar
Parkinsonlu hastalarda azalmis Kompleks 1 aktivitesinin asiri ROT olusumuna neden

oldugunu ve apopitozu tetikledigini gostermistir (Kim ve digerleri, 2015).

Norotoksik 6zellikleri bilinen bir pestisit olan rotenon ve meperidin analogu olan MPTP (1-
metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidro piridin) 'nin mitokondrideki ETS'de solunum zincir
proteinlerinden olan ve oksidatif fosforilasyonda anahtar roli alan Kompleks 1’i inhibe
ederek parkinsonizme neden oldugu bulunmustur. Dahasi ailesel 6ykiniin oldugu bazi PH
vakalarinda hastaligin olusumu PINK-1, DJ-1, Parkin ve LRRK2 mutasyonlari gibi
proteinlerdeki mutasyonlarla iliskilendirilmistir (Luo ve digerleri, 2015; Calabrese ve
digerleri, 2005). Parkinsonlu hastalarin SN’deki Kompleks 1 eksikligi mitokondriyal
fonksiyon bozukluguyla PH arasinda dogrudan bir iliski vardir (Kim ve digerleri, 2015).

Mitokondriyal DNA’daki (mtDNA) somatik mutasyonlarin birikiminin yaslanma ve
dejeneratif hastaliklarin orijini oldugu varsayilmaktadir. mtDNA ROT’larin bulundugu
mitokondriyal zarin yakinlarinda oldugu icin, nikleer DNA (nDNA) "ya gore oksidatif strese
cok daha fazla hassastir. Ayrica nikleer DNA gibi histonlar tarafindan korunmaz. Mitokondri
mtDNA’daki oksidatif hasari onarabilir ve bu onarimda BER yolagi dominant bir role
sahiptir. mtDNA’nin hasari nDNA’ dan daha 6nemlidir. Ciinkii mtDNA eksprese olmus tiim
genleri kodlarken nDNA transkripsiyona ugramamis dizileri kodlar (Babusikova ve digerleri,

2013).

Cesitli cahsmalar mitokondrideki mitofajiden sorumlu Parkin ve PINK-1 proteinlerinin
mitokondriyal dinamik ve fonksiyonlarin dizenlenmesinde onemli role sahip oldugunu
gostermistir. Bu proteinlerdeki mutasyonlar organizmayi oksidatif strese ve sporadik

Parkinson olusumuna daha duyarli hale getirmektedir (Bleler, 2009). Anormal
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mitokondriyal fonksiyonlar PH’da major sitopatolojilerden biridir ve PH’nin 6nemli
patojenik mekanizmasi olarak kabul edilir. Hem insan hem de deney hayvanlarinda yapilan
¢alismalar mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun erken dénem olusan hem ailesel hem de
sporadik PH’da 6nemli bir etken oldugunu gostermistir (Kim ve digerleri, 2015; Bieler,

2009).

2.4.1. Mitofaji

Mitokondrinin lizozomda parcalanmasidir. Néron hiicreleri gibi postmitotik hicrelerdeki
hasarli mitokondrilerin yikimi agisindan 6nemlidir. Hasarli mitokondrinin mitofajisi
sirasinda PINK-1 ve Parkin gibi farkli proteinler rol almaktadir. Cesitli literatiir verilerine
gore mitokondride islevsel olan PINK-1 veya parkin proteinlerinin islev kaybi erken PH’nin
olusumuna neden olmaktadir. Ubikutin-proteazom yikim yolu ve otofaji bozuklugu yanisira
mitofaji bozuklugu PH gibi norodejeneratif hastaliklarin olusumunun altinda yatan

sebeplerdendir (Richards ve digerleri, 2016).

Bu baglamda fonksiyonu bozulmus mitokondrilerin oksidatif hasar ve nérodejeneratif
hastalik olusumuna engel olunmasi icin mitofaji gibi hicresel temelli tedavi tekniklerine

gidilebilir.

2.4.2. Parkinson Hastalig ve Parkinsonizm

Sikhkla karistirilmasina ragmen PH ile Parkinsonizm aslinda farkli anlamlara gelmektedir. PH
a-sinliklein iceren Lewy cisimcikleri ve nigral dopaminerjik néron kaybi (Otopside saptanan)
sonucu bradikinezi, istirahat tremoru, ylrime glg¢ligl, postural istikrarsizlik gibi
semptomlar ile karakterize klinikopatolojik varhigr refere etmektedir. Buna karsilik
Parkinsonizm PH ile benzer bir dizi semptomu tanimlasa ve dopamin replasman tedavisi ile
iyilesme gosterse de a-siniikleinde sorun olmasi gerekli degildir ve lezyonlar SN ile sinirhdir.
Bu ayrim PINK1, Parkin, DJ-1 gibi bazi genlerdeki mutasyonlarin PH’dan ¢ok Parkinsonizm
yaptigi konusunda tartisma olusturmustur. Ancak bu genlerdeki mutasyonlarin ve
mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun hem sporadik (ailede daha 6nce olmayan, ilk defa

gozlenen, mutasyondan kaynaklandigi ispatlanan) PH hem de ailesel Parkinsonizmin
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patolojisinin altinda yatan anahtar mekanizmalardan olduklarina dair kanitlar giderek

artmaktadir (Blieler, 2009).

2.5. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Parkinson

PH yanlis protein katlanmasi olarak da siniflandirilan bir hastaliktir. Endoplazmik retikulum stresi
Parkinsonlu hastalarin beyinlerinde gézlemlenir ve dopamin néronlarinin 6liimine sebep olur
(Selvaraj ve digerleri, 2012). Artan deneysel kanitlar ayrica yanls katlanmis ya da katlanmamis
proteinlerin endoplazmik retikulum stresine yol actigini ve néronal 6lim veya apopitozise katkida
bulundugunu gostermektedir. Yani katlanmamis protein tepkisi (KPT) endoplazmik retikulum
stresinde kilit roldedir (Valdés ve digerleri, 2014). SSS'de KPT’nin diizenlenmesi (i transmembran
proteininin aktivasyonu tarafindan baslatilir: (1) ER kinaz benzeri PRKR (PERK), (2) inositol
gerektiren enzim 1a (IRE1a) ve (3) aktive olmus transkripsiyon faktori 6 (ATF6). Sinir sistemindeki
KPT'nin anahtar diizenleyicisi olan X-Box baglayici protein 1 (XBP1) 'in gelisimi PH'yi tetikleyen
norotoksinlere karsi dopaminerjik néronlari korur. IRE1a / XBP1 en korunmus KPT sinyalizasyon
yoludur ve KPT icin bir anahtar diizenleyicidir. Bu hayatta kalma etkisi, SNpc'nin dopaminerjik
noronlarindaki ER stres yanitinin indiiklenmesiyle sonuglanan, ancak diger beyin bolgelerinde
olmayan bir 6nkosullanma ile iliskilendirilmistir. Buna karsilik, yetiskin hayvanlarda sessiz kalmig
XBP, kronik ER stresini ve dopaminerjik néron dejenerasyonunu tetiklemistir. Tim bu
bulgulardan esinlenerek vyapilan aktif XBP1 formunun kullanildigi gen terapisinin, 6-
hidroksidopamin enjekte edilen hayvanlarda néro-koruma ve azaltiimis striatal denervasyon
sagladigl gbzlemlenmistir (Selvaraj ve digerleri; Valdés ve digerleri, 2014). Stresli kosullar altinda
PERK, IRE1la ve ATF6 transmembran proteinleri glukoz diizenleyici protein 78 (GRP78) ‘e ayrisir
ve endoplazmik retikulumun yiikiinl hafifletmek icin transkripsiyon ve translasyonu inhibe etme,
endoplazmik retikulume giren protein miktarini azaltma, endoplazmik retikulumun katlanma
kapasitesini artirmak icin molekiler saperon seviyesini artirma gibi hiicre ici sinyalleri aktive eder
(Walter ve Ron, 2011). ER’nin strese girdiginin bir diger gostergesi Parkinsonlu hastalarda PINK1
ve Parkin mutant genlerindeki artis ve PERK’in genetik veya farmakolojik koruyuculugundaki

inhibisyondur (Celardo ve digerleri, 2016).
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2.6. Bozulmus Otofaji ve Parkinson

Otofaji yanls katlanmis proteinlerin birikimlerinin temizlenmesinde ve hasarli organellerin
degredasyonunda 6nemli bir rol oynar (Hu ve digerleri, 2017). Alzheimer, prion hastaliklari,
amyotrofik lateral skleroz (ALS) ve PH gibi nérodejeneratif hastaliklarin ortak temel 6zelligi,
endoplazmik retikulumiin (ER) stresine ve uyariimasinin baglatiimasina yol agan yanlhs katlanmis
proteinlerin birikmesi kaynaklidir. Otofajinin, birikmis yanhs katlanmis proteinleri yok ederek ER
stresini hafiflettigine dair kanitlar vardir (Cai ve digerleri, 2016). Endoplazmik retikulum stresine
benzeyen baslangic otofajisinin  tamamen sito-koruyucu bir mekanizma oldugu kabul
edilmektedir. Otofajiile iliskiligen 5 (OTG5) ‘in eksikliginin, MPTP ile tetiklenerek PH olusturulmus
zebra baligi modelindeki dopaminerjik néronlarin apopitozisini inhibe ettigi gortlmustir. PH’I
zebra baliginin yiizme davranisi kullanilarak genlerin ve proteinlerin ekspiresyonuna bakilmis ve
bu modelde OTG5 ekspresyon seviyesinin azaldigi ve otofaji akisinin bloke oldugu gorilmustir.
OTG5 down-regiilasyonu; B-sintiklein(insanda a-sinlklein, zebra baliginda B ve Y sinlklein
bulunur), mutant Parkin ve PINK1 gibi PH ile iliskili proteinlerin artisina, MPTP ile indiiklenen
PH'dakine benzer patolojik lokomotor davranislarin artisina, tirozin hidroksilaz (TH) veya
dopamin transporter(DAT) ile iliskili dopaminerjik néron kaybinin artmasina yol agmistir (Hu ve
digerleri, 2017). a-sinikleinin yanlis katlanmasi ve toplanmasi PH'nin patogenezinde 6nemli bir
rol oynar. Hem SH-SY5Y hiicrelerinde hem de PH hayvan modellerinde DJ-1'in saperon aracili
otofajiyle a-sintikleinin agregasyonunu ve akiimilasyonunu azalttigi gorilmustiir. Bu nedenle
saperon aracili otofajinin bozulmasi PH'nin patojeneziyle yakindan iliskilidir (Xu ve digerleri,
2017). Otofaji mekanizmasi PH'nin patolojisinde genellikle kusurlu veya inhibe durumdadir. Yani
otofaji bozuklugu PH'nin gelismesinde nedensel bir mekanizma olarak kabul edilir (Cai ve

digerleri, 2016).

2.7. Lipit Peroksidasyonu ve Parkinson

Lipitler beynin polidoymamis yag asitleri acisindan zengin olmasi ve lipit biliyerlerindeki oksijenin
varligl nedeniyle oksidasyona oldukc¢a yatkindir. Lipit peroksidasyonu oldukca fazla reaktif
elektrofilik aldehit olusumuna neden olan, doymamis yag asitleri ile oksijenden tiretilmis serbest
radikallerin etkilesimini iceren karmasik bir siirectir (Reed, 2011). Esasen lipit peroksidasyonu

hiicre membranlarindaki oksidatif hasarin bir 6rnegidir. Bu oksidatif hasar oksidatif stres sartlari
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altinda hiicresel membranlari etkileyen dejeneratif bir prosestir (Babusikova ve digerleri, 2013).
Serbest radikallerin doymamis yag asitleri ile reaksiyona girmesi sonucu H agiga cikar. Lipitler
oksidatif olarak parcalanir. Ozellikle coklu doymamis yag asidi yapisinda olan hiicre
membranlarinin hasarlanmasi agisindan onemlidir. Serbest radikaller hiicre membranindaki
lipitlerden elektron alirlar. Olusan lipit radikali oksijenle etkileserek peroksil radikalini, olusan
peroksil radikali de komsu baska bir lipit molekiilinden H kopararak yeni bir lipit radikalini
olusturur. Zincirleme olusan bu reaksiyonlar sonucunda hiicre hasari gerceklesir. Lipitler, alkoller,
malandialdehit, 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) gibi aldehitler olusan son trilinlerdendir ve genellikle
mutajenik veya karsinojeniktirler (Aydin, 2015; Babusikova ve digerleri, 2013). HNE,
malondialdehit (MDA) ve 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHDG) gibi lipit peroksidasyon
drtinlerinin olusumu, mitokondrial solunum zincirinin inhibisyonuna ( Kompleks I ve Il) da neden
olur (Aydin, 2015). Bilindigi gibi PH Lewy cisimcikleri olarak bilinen a-sintiklein proteinlerinin de
birikimi ve dopamininin noronlarda dramatik olarak kaybi ile karakterize bir hastaliktir. Lewy
cisimciginin varliginin yaninda parkin ve ubiquitin karboksiterminal hidroksilaz1l (UCHL1) genleri
de hastalikla iliskilidir. Her ikisi de proteazomlarin fonksiyonu igin dnemlidir. Parkin hasarlanmis
molekdlleri ubiquitin molekilliine yapistirmaktan sorumlu E3 ligaz olarak gorev alir. UCHL1
proteini proteazoma yapistirdiktan sonra ubiquinini atar. Bu genlerin mutasyonu mitokondriyal
disfonksiyonunun, protein degredasyonunun ve Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarin
olusumuna destek verir. Cesitli kaynaklarda HNE ve malandialdehid gibi katim Urinlerinin Lewy
cisimciklerinde bulundugu ve HNE'nin dopamin kaybini destekledigi rapor edilmistir. HNE ve
protein agregasyonu nedeniyle olusan dopamin eksikligi PH ceken kisilerin 6grenme ve fiziksel

kabiliyetlerini derinden etkileyebilir (Reed, 2011).

2.8. Noroinflamasyon ve Parkinson

Noroenflamasyon da mitokondriyal disfonksiyon, ER stresi ve bozulmus otofaji gibi, oksidatif
stresin artmasina yol acarak olusan kronik norodejeneratif hastaliklarin genel o6zelligidir.
Bahsedilen diger durumlar gibi néroinflamasyon da néronal hasari ve ndérodejenerasyonu ileri
derecede besleyen bir dongli olan inflamasyonu artiran ROT’larin ve reaktif nitrojen tirlerinin

(RNT) asiri salinmasina, boylece oksidatif stresin artmasina yol acabilir (Hipkiss, 2007).
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SSS astrosit, oligodendrosit ve mikroglia hiicreleri olarak adlandirilan yaklasik 100 milyar hiicre
icerir (Hipkiss, 2007). SSS, siki endoteliyal hiicreler arasindaki siki baglarla olusmus KBB ile
viicudun diger kisimlarindan ayrilir. KBB beyne besinlerin ve periferal immiin hiicreler gibi gesitli
hiicrelerin girisini kontrol eder. Bu durum SSS’ nin 6zellesmis immiin sisteme sahip bir organ
olarak galismasina sebep olur. Ancak son birkag onyildir gesitli nérodejeneratif hastaliklarin
artmasi SSS’nin immudinolojik yeteneginin ve yaralanma ve enfeksiyonlara karsi hizli cevabinin
degismesine yol agmistir (Amor ve digerleri, 2010). Genel olarak inflamasyonun olusmasi cesitli
hiicre ve doku yaralanmalarinda hasarli dokulari ve zararl ajanlari atmakla koruyucu bir cevap
niteligindedir. Fakat inflamasyon kontrol edilemezse bu sefer normal hiicre ve dokularin yikimina
ve kronik inflamasyona sebep olur. Bu durum son 30-40 yildir Parkinson ve Alzheimer gibi
hastaliklarla iliskilendirilir. Bu hastaliklarda oldugu gibi hasarli néronlarin stirekli varligi mikroglia
ve astrosit gibi hiicrelerin aktivasyonuna sebep olur. Bu hiicreler nérodejenerasyonu tetikledigini
disindiren néroinflamatuvar bir cevre Uretirler (Amor ve digerleri, 2010; Fischer ve Maier,
2015). Mikroglia ve astrositlerin norodejenerasyondaki 6nemli rolii Parkinsonlu hastalarin
SN’lerindeki varliklarinin artmis olmasina dayandiriimaktadir (Fischer ve Maier, 2015). Mikroglia

ve astrositlerin kronik aktivasyonu ROT ve RNT’lerin Uiretilmesine neden olur (Sekil 2.2).

CNS hasan
Enfeksiyon ve néronal hasar

Astrositler
Mikroglia
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Sekil 2.2. SSS’de hiicre kaynaklh demiyelinizasyon ve nérodejenerasyonun sematik sunumu.
SSS’deki hasar astrosit ve mikroglia hiicrelerinin aktivasyonuna yol acar. Bu durum
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ROT, RNT, proinflamatuvar sitokin ve ¢gimokinlerin salinmasini tetikler. Sonrasinda
da demiyelinizasyon ve norodejenerasyon olusur (Fischer ve Maier, 2015).

NADPH tarafindan superoksitin Gretimi antioksidan sistem acisindan énemli bir fonksiyon

olsa da asiri sliperoksit Giretimi de nérodejenerasyon olusumunda 6nemli bir faktérdar.

Avyrica kronik nérodejeneratif hastaliklarda antioksidan sistemin daha az aktif oldugu cesitli

kanitlarla ispatlanmistir (Fischer ve Maier, 2015) (Sekil 2.3).

DNA, protein ve hiicre hasan Dctoksifikasyon
Inflamasyon Doku korumasi
Hiicre 6liimi Doku rejencrasyonu

Sekil 2.3. Oksidatif stres / inflamasyon mediyatorleri ile antioksidanlar / anti-inflamatuvar

mediatorler arasindaki denge. Saghkli bir organizmada oksidatif stres
mediyatorleri ve enflamasyon ile detoksifikasyon ve anti-enflamatuvar
molekiller denge igindedir. Hastalik esnasinda bu denge oksidatif stres ve
proinflamatuvar tarafa dogru kayar, DNA hasari, inflamasyon ve hiicre dlimiine
sebep olur (Fischer ve Maier, 2015).

Norodejenerasyonda ROT (retiminin ve inflamasyonun artmasi Parkinsondaki mutant a-

sinlkleinlere 6nemli rol kazandirir. oa-sinikleinlerdeki Parkinson iliskili mutasyonlar

oksidasyon ve agregasyonun artmasina neden olur. Néron olimuinin ardindan oksitlenmis

a- sintiklein mikroglialardaki NADPH oksidaz aktivasyonunu artirir, bu durum serbest ROT

dretimini artirir, bu artis etkilesim halindeki néronlarda a-sintiklein oksidasyonunu artirir.

Bu dual patojenik mekanizma oksidatif stres ve okside olmus a- sinitklein tarafindan

degistirilen a-sintklein hicrelerinin mikroglia gibi hiicrelerin aktivasyonunu artirmasiyla
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noronal 6limi beslemesi seklinde karakterizedir (Dias ve digerleri, 2013; Gao ve digerleri,

2011).

2.8.1. TUmor Nekrosis Faktor

Sitokin timor nekrozis faktor (TNF), TNF reseptor 1 (TNFR1) gibi reseptorler araciligiyla
immdin hicrelerin aktivasyon ve dagilimini saglayarak inflamasyonun artisinda énemli bir
rol oynayan bagisiklik sisteminin ana regulatoridir (Hofman ve digerleri, 1989). TNF kronik
norodejeneratif hastaliklarin olusumunda predominant bir role sahiptir. PH daki direkt rolii
ise sporadik PH olusum riskini arttirdig| iddia edilen TNF geninde tanimlanmis genetik
polimorfizm seklindedir. Ayrica TNFR1 reseptorii dogrudan ROT ve RNT lreten enzimlerin
aktivasyonunu yaparak oksidatif strese neden olabilir. TNF ile tetiklenmis hem oksidatif
stres hem de inflamasyon nérodejenerasyonun artmasinda is birligi icindedirler (McCoy ve
Tansey, 2008). Fakat TNF norodejeneratif hastaliklarda dual role sahiptir. Stimiile ettigi
diger reseptort olan TNFR2 araciliglyla néroprotektiftir ve doku rejenerasyonunu artirir
(Segura-Aguilar ve digerleri, 2014). Glia hiicrelerindeki NFxB yolaginin aktivasyonu, bir
yandan proinflamatuvar sitokinlerin {retimini arttirmasi, diger yandan INOS, COX2 ve
NOX'lari liretmesiyle NADPH oksidazin ve buna bagh ROT larin Uretimine sebep olmasi
acisindan TNF nin zararl etkilerinin anahtar mediyatoridir. Yani TNF, NFxB yolaginin
cevap genidir. Bu durum néroinflamasyonu besleyerek ndéronal hasari artirir. NFxB’ nin ve
TNF, ROT, RNT gibi proinflamatuvar stokinlerin bu merkezi roli nérodejenerasyondaki

inflamasyon ve oksidatif stres arasindaki iliskiyi aciklar (Fischer ve Maier, 2015). (Sekil 2.4)
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Sekil 2.4. ROT ve nérodejenerasyondaki inflamatuvar sitokinler arasindaki iliski (Fischer ve
Maier, 2015)

INOT;NOX2:COX-2

2.9. Oksidatif Stres

2.9.1. Reaktif oksijen turleri

Serbest radikaller dis orbitallerinde ortaklanmamis elektrona sahip molekillerdir. Serbest
radikaller canlilar Gizerindeki faydali etkilerinin disinda biyolojik olaylar ve hayatin orijiniigin
¢ok 6nemli rollere sahiplerdir. Gen transkripsiyonu, ¢oézlinebilir guanilat siklaz aktivitesinin
diizenlenmesi, transdiksiyon gibi hiicrelerin biyokimyasal aktivitelerinde oksijen radikalleri
gorev almaktadir. Nitrik oksit (NO) esas olarak vaskiler diz kas hiicrelerinde gevseme ve
proliferasyonu dizenleyen, |6kosit adezyonu, trombosit agregasyonu, anjiyojenez, vaskiler
tonus ve hemodinamizmi saglayan énemli bir serbest radikaldir. insanlar siirekli olarak
elektromanyetik radyasyon, sigara dumani ve cevresel kirleticiler tarafindan dretilen
serbest radikallere maruz kalirlar. Radon, kozmik radyasyon gibi dogal kaynaklarin yaninda
hicresel metabolizmalar (solunum, enzimatik reaksiyonlar) da cevreye serbest radikal
yayarlar. En yaygin hiicresel serbest radikaller hidroksil (OH °), siiperoksit anyonu (02" ) ve

nitrik monoksittir (NO) (Uttara ve digerleri, 2009). Hidrojen peroksit (H,02) ve peroksinitrit
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(ONOO) hiicresel serbest radikal degildir. Onlar gesitli kimyasal reaksiyonlar sonucu olusan
reaktif oksijen turleridirler. Biyolojik sistemlerdeki en énemli radikaller oksijenden tiireyen
radikallerdir ve bunlara ROT denir (Bolisetty ve Jaimes, 2013). Serbest radikaller
organizmada endojen ve ekzojen etmenlere bagh olarak meydana gelmektedirler (Ding ve

digerleri, 2016).

Cizelge 2.8. Serbest Radikal Olusturan Endojen ve Ekzojen Etmenler

Endojen Etmenler Ekzojen Etmenler
Mitokondri Stres,

Nitrojen oksit sentaz Virus,

Fagositoz Enfeksiyon, ilaglar
Peroksizom Parakuat, alloksan, pestisit,
CYP4s0 enzimleri CCl4, UV, iyonize radyasyon
NADPH oksidaz Antineoplastikler,

Ksantin oksidaz Trisiklik Antidepresanlar,
Hem Proteinleri Cd, PCB, Ni, civa, ozon
Endoplazmik Retikulum

O, radikali superoksit dismiitaz (SOD) enzimi ile daha stabil bir form olan hidrojen peroksit
(H202) ‘e déniisebilir. Katalaz, glutatyon peroksidaz ve diger peroksidazlarla H,O’ya kadar
bolinebilir. Yine demir (Fe) iyonu tarafindan Fenton reaksiyonu ile H,0,’ den "OH radikaline

donismektedir (Kim ve digerleri, 2015; Aydin, 2015).

2.9.2. Antioksidan yolak

Tim aerobik organizmalar ROT aracilikh hasarlara karsi koymak icin hem enzimatik hem de
non-enzimatik antioksidan savunma sistemi gelistirmislerdir. Antioksidan molekiil ve
enzimler hicresel ROT seviyesini disirerek hedef molekili oksidatif hasardan

koruyabilirler (Kim ve digerleri, 2015).

Cizelge 2.9. Bazi antioksidanlar (Kim ve digerleri, 2015)

Enzimatik Antioksidanlar

Non-enzimatik Antioksidanlar

Superoksit Dismitaz (SOD)

Vitamin E Koenzim Q

Glutatyon Peroksidaz (GPX)

Vitamin C Glutatyon

Katalaz

Vitamin A Transferrin

Peroksiredoksin (PRX)

Cinko Ubikinon

Glutatyon Peroksidaz (GSH)

Selenyum Mannitol

Epoksit Hidralaz

Resveretrol Sistein

NADPH Kinon Oksidorediiktaz

Melatonin Likopen

izositrat Dehidrogenaz

Albumin Bilirubin
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Sebze, meyve ve tibbi bitkilerin diyet ile alimi ve gesitli vitaminlerin serbest radikallere karsi
koruyucu etkileri vardir. Oksidatif stresin yaslanma ve diger olumsuz etkilerini bertaraf

edebilirler.

Stokrom Paso enzimleri besinlerden ve c¢esitli kimyasallardan alinan toksinlere karsi
organizmayi koruyan énemli bir antioksidan savunma mekanizmasidir. Ancak bu enzimler
bile akut toksik etki durumunda DNA’ya hasar veren bazi oksidatif Urlinler meydana

getirmektedirler (Uttara ve digerleri, 2009).

Normal durum Stres ve hastahk Durumu
&1 el |
1 Antioksidan { ROT !
——— = —

Artms oksidatif hasar, oksidatif

Minimal oksidatif hasar e e e

Sekil 2.5. Hastaliklarin gelisiminde ROT‘lar. Dengenin ROT’lar yoniinde bozulmasi oksidatif
stresi artirir. Artmis ROT seviyesi biyomolekillerin oksidatif hasarina ve
hastaliklarin gelismesine neden olur (Hybertson ve digerleri, 2011).

Serbest radikallerin asiri Gretimi biyomolekiillerde oksidatif hasara neden olmaktadir.

Sonucta bircok hastalik ve yaslanma meydana gelmektedir (Uttara ve digerleri, 2009).

Cizelge 2.10. Oksidatif Stres ve ilgili Patolojiler (Aydin, 2015)

Kanser Degisik Kanser Turleri

Yaslanma Yaslanma, Yasla ilgili Hastaliklar

Kalp Aterosiklorozis, Doksorubisin, Kardiyotoksisite, Kesan Hastaligi

Sinir Sistemi Alzheimer Hastaligi, Parkinson Hastaligi

Goz Katarakt, Prematire Retinopatisi

Gl Kanal CCl4 gibi Halojenli Hidrokarbonlarin Sebep Oldugu Karaciger Hastahg
Enfeksiyon Hastaliklari AIDS, Malarya

iltihabi Hastaliklar Chron Hastaligi, Romatoid Artrit

Solunum Yolu Sigara Dumaninin Etkisi, Astim, Paraquat Toksisitesi, Hava Kirleticiler
Deri UV Radyasyon, Psoriazis
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ROT’lar oksidatif stres sonucu hiicrelerde DNA, protein, lipit, karbonhidratlar gibi
biyomolekiillerle etkilesime girmekte ve sonugta meydana gelen oksidatif DNA hasari
mutajenite, karsinojenite ve yaslanmaya yol agmaktadir (Aydin, 2015). Oksidatif stres DNA
Uzerindeki; baz ve seker modifikasyonlari, tek ve cift zincir kiriklari, abazik bolgeler, DNA

protein capraz baglanmasi gibi lezyonlara yol agmaktadir (Babusikova ve digerleri, 2013).

PROTEINLER LiPIDLER DNA
SH gruplan 1 [ Malondialdehit | [ 2.4-diamino-4-OH- )
] formamidopirimidin

.,,
AN

GSH/GSSG | [ 8-izoprostaglandin |

5-hidroksi-sitozin

3-nitrotirozin | F2-1zoprostan | 8-hidroksi-deoksi- |
I - . ) i A ! oUANOZIN )
3-klorotirozin TBARS , y
:_ . ] i 4 6--diamino-5-
Ditirozin Konjuge | formamidopirimidin
: / . dienler )

[ 8-hidroksi guanozin

-

Karbonilli | [ 4-hidroksi-2-
L proteinler nonenal ) [ 8-hidroksi adenin

L

Sekil 2.6. Oksidatif Stresin gostergeleri: Proteinler, lipitler ve DNA ROT’larin asil hedef
bolgeleridirler (Babusikova ve digerleri, 2013)

2.9.3. Beyin ve oksidatif stres

PH 'da beyin major organ oldugu ve sunulan tez calismasinda oksidatif stresin neden oldugu
hasarlarin onarimindan sorumlu enzim polimorfizmleri analiz edildigi icin bu bolimde beyin

ve oksidatif stres iliskisinde anahtar noktalar sunulmustur.

Beyin molekiiler olarak organizmadaki en aktif organlardan biri oldugu icin oksidatif strese

daha duyarlidir.

» Vcuttaki oksijen tiketiminin %20’si beyinde meydana gelmektedir.
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» Demir, bakir gibi ROT uretimini katalizlemekte gerekli olan aktif redoks metalleri
beyinde yogun olarak bulunmaktadir.

» Lipit peroksidasyonu icin gerekli doymamis yag asitleri beyinde yiiksek oranda yer
almaktadir.

» Endojen antioksidan savunma mekanizmasinda 6nemli role sahip GSH enzimi

beyinde az miktarda bulunmaktadir (Kim ve digerleri, 2015).
2.9.4. Norodejeneratif hastaliklar ve oksidatif stres

Norodejeneratif hastaliklar beyin ve spinal korteksteki hiicrelerin fonksiyonel (ataksi) ve
duyu (demans) kaybi ile karakterize hastaliklardir. Mitokondriyal fonksiyon bozukluklari,
eksitotoksisite ve son olarak apoptozun yaslanma ve Parkinson, Alzheimer, MS gibi
norodejeneratif patolojilere sebep oldugu rapor edilmistir. Dopamin iyi bir nérotransmitter
olmasinin yaninda iyi bir metal selatori ve elektron donériidiir. Bu nedenle in vivo sartlarda
toksik serbest radikal Giretir. H,03 tiretimine neden olan Fenton tepkimelerinde Fe* ve Cu*?
ile koordinasyon kurmaya egilimlidir. Cesitli kanitlar a-sintklein proteinlerindeki
mutasyonlarin dopamin aktivitesini negatif yonde degistirdigini, néronal sitoplazmik
birikim baslattigini, bdylece demirle dopaminin etkilestigini ve ROT Uretiminin meydana

geldigini gostermistir(Uttara ve digerleri, 2009).

Oksidatif’
Serbest radikal stres
iircliminir.l noktasi Serbest radikal
onlenmesi stipiiriicii

\ A
Tl # @ | @ <11>
4

I/ N\ Néron l/ \[v
2 Normal hiicresel TR
Metainéronal i Noro-inflamasyonun
5 AN metabolizmanin 3 5
protein etkilesimi onlenmesi
korunmasi-devami

Yukar1 yonde antioksidan terapitik Asag yonde antioksidan terapotik
hedefler hedefler

-

Sekil 2.7. Noronal dejenerasyona sebep olan oksidatif stres Oncesi ve sonrasi
antioksidanlarin stratejisi (Uttara ve digerleri, 2009)
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Kemiliminesans metodu kullanilarak Parkinsonlu hastalarin tam kanlarindaki antioksidan
kapasitesi 6l¢lilebilmektedir. Bu metodla yapilan arastirmalara gore Parkinsonlu hastalarda
artmis ROT oraniyla bas edebilmek icin antioksidan kapasitenin de arttigi disinilmektedir.
Hastaligin evresine gore hastalarin kanlarinda ROT’larin ve antioksidanlarin oraninda
anlamli farkhliklar oldugu disinilir. Mesela Parkinsonlu hastalarin ge¢ evre asamalarinda
artmis antioksidan kapasite ve azalmis oksidatif stres gézlenmistir. PH’nin erken evresinde
antioksidan kapasitenin mi yoksa ROT seviyesinin mi arttigi konusunda ise daha fazla

arastirma yapilmasi gerekmektedir (Hughes ve digerleri, 2018).

Ayrica o-sinlklein proteinlerindeki mutasyon, dopamin-metal etkilesimi ve ROT
iretimindeki disregiile olan intraseliiler yolaklari destekler. Ornegin néromelanin,
fonksiyonu bilinmeyen koyu kahverengi bir pigmenttir. Ancak yaslanmis beyindeki redoks
metallerini akiimile ettigi ve dopaminin redoks kimyasini destekledigi kuvvetli kanitlarla

desteklenmektedir (Uttara ve digerleri, 2009).

Yaslanma siurecinde beyindeki DNA hasari ve onarimi

Ozellikle hayatinin son ceyreginde yasa bagli olarak artmis ROT seviyesi oksidatif hasara
sebep olmaktadir (Radak ve digerleri, 2011). Guanin(G) potansiyel DNA bazlari arasinda en
dustk rediiksiyon 6zelligi nedeniyle oksidasyona en egilimli olan bazdir. Baslica OH" radikali
tarafindan degistirilir (Boiteux ve digerleri, 2002). G’'nin 20’ den fazla oksidasyon drini
tanimlanmistir ve bunlarin arasinda en ¢ok c¢alisilani 8-okso-7, 8-dihidroguanindir (8-oksoG)
(Boiteux ve digerleri, 2002). DNA’daki 8-oksoG seviyesi yaslanma, nérodejeneratif hastalik
veya iskemiyle artmaktadir. 8-oksoG onarilmadiginda mutajeniktir, G:C-T:A
transversiyonunu tetikleyerek Sitozin (C) yerine Adenin (A) ile bag olusturur (Tamae ve
Hirano, 2012). OH" radikali, G'nin 4, 5 ve 8. pozisyonlarindaki karbon atomlari ile reaksiyona
girer ve DNA Urin radikallerini olusturur. OH- radikalinin C-8’e katilmasi ile olusan katilma
Urint radikali (C8-OH") bir elektron ve proton kaybederek 80HGua’e okside olur (De
Martinis ve Bianchi, 2002). 8-oksoguanin ayni zamanda iyi bilinen bir DNA hasar belirtecidir
(Sheng ve digerleri, Nakabeppu, 2012). 8-oksoG BER sirasinda memelilerdeki fonksiyonel
homolog olan 8-OksoGuanine DNA glikozilaz (0GG1) tarafindan DNA’dan cikarilir.
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Sekil 2.8. OGG1: DNA da olusan 8-oksoG’yi atan 8-OksoGuanin DNA glikozilaz enzimi (Sheng
ve digerleri, Nakabeppu, 2012) A) 8-oksoG B) C:G---T:A mutasyonu.

OGG1 gibi asetilasyonla modifiye olabilen belli basi DNA onarim proteinleri DNA’yi
onarabilirler. Bu nedenle asetil transferaz ve deasetilaz proteinleri yaslanma ve
norodejeneratif hastaliklarda 6nemlidir. Aslinda yaslanma OGG1 seviyesini artiran bir
parametredir. Ancak yaslilikla OGGZ1’in asetillenmesi azaldigindan 8-oksoG seviyesi onemli

derecede artar (Loft ve digerleri, 2008).

2.10. Parkinsonun Etiyoloji / Patofizyoloji ve Klinik Belirtileri

Parkinson insanlarda ve hayvanlarda beyne ait bir¢cok fonksiyonun yerine getirilmesinden
sorumlu dopamin salgilayan hicrelerin noronal dejenerasyonu nedeni ile olusur.
Dopaminerjik néronlarin kaybinin yaninda Lewy cisimciklerindeki a-sintklein proteinlerinin
de birikimi s6z konusudur. Lewy cisimcikleri, ilgili sinir hicrelerini ve sinir hicresi
baglantilarini yok ederler ve nérotransmitterlerin alisverisini durdururlar. Bu nedenle bu
hatlarda daha 6nce de detayli anlatildigi gibi artik bilgiler iletilemez ve hareket, dikkat
kontroli gibi fonksiyonlarda bozukluklar meydana gelir (Olanow ve Brundin, 2013; Olanow

ve digerleri, 2009).
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Cizelge 2.11. Parkinson Hastaliginin Genel Semptom ve Belirtileri (Kalia ve Lang, 2015)

Motor Belirti/Semptomlar Nonmotor Belirti/Semptomlar
Tremor Sabit hareketsiz gorinis
Bradikinezi Tekdiize duygulanim
Digme Asiri salivasyon
Ayaklari suruyerek ylriime Koku alamama
Kambur durus Depresyon/anksiyete
Akinezi Psikotik sendromlar
Kas sertligi Uykunun bélinmesi
Donuk episod Otonomik fonksiyon bozuklugu
Mikrofaji Kognitif bozukluklar
Konstipasyon
Disfaji
Azalmis ses seviyesi
Telafuzda zorlanma
Aciklanamayan agrilar
idrar tutamama

PH progresif asamali bir hastaliktir. Baslangic evresi 1-5 yil siirer ve ilacla motor hareketler
kontrol altina alinabilir. Orta evre olan 5-10 yil arasinda on-off dalgalanmalari, wearing off
gozlemlenir. Yaklasik 17 yil sonra hastalarin %80’inde ylriimede donukluk, diisme ve %50’
sinde bogulma durumu gorilir. Geg evrede ilag rezistansi Gnemli bir sorundur. Demans da
gec evre isaretidir ve hastaligin 10 yilini dolduranlarin %60’inda, 20 yillik ge¢misi olanlarin

%83’linde gorilmektedir (Kalia ve Lang, 2015).

2.11. Parkinsonda Teshis ve Tedavi

Parkinsonun teshisi klinik belirtiler ve semptomlara dayanir. Dopamin ilaglarinin (dopamin
agonistleri ve L- dopa) verilmesiyle olusan cevabin gézlenmesi en yaygin kullanilan teshis
yontemidir. Teshiste manyetik rezonans (MR) ya da tomografik yontemlerin kullaniimasi

fayda saglamayabilir.

Parkinson icin halen kesin tedavi sekli yoktur. Tedavide amag¢ semptomatik ve diskineziyi

en aza indirmektir. Tedavide kullanilan ilaglar Cizelge 2.12.’de sunulmustur (Cizelge 2.12).
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Cizelge 2.12. Parkinson Hastaliginda Yaygin Olarak Kullanilan ilaglar (Gazewood ve digerleri, 2013)

ilag

Kullanim Amaci

Olusabilecek Yan Etkiler

levodopa-karbidopa
levodopa-benserazid

glinlik  hayatin  enstriimental
aktivitelerini yapabilme yetenegini
uzatir, bu aktiviteleri kontrol
edememeye karsi en etkin ilag

bulanti, diskinezi, distoni,
sedasyon, ortostatik
psikotik belirtiler

konflizyon,
hipotansiyon,

dopamin agonistleri
bromokriptin
pramipeksol
ropinirole

rotigotin

apomorfin

(enjekte edilebilir)

motor semptomlar

bulanti, hipotansiyon, bacak 6demi, canli
riyalar, impuls kontrol bozuklugu,
hallisinasyonlar  (6zellikle yashlarda),
uyku hali ve uykuda ani saldiri

Monoaminoksidaz
inhibitorleri B
selejilin

rasajilin

erken hafif semptomlarda, bitin
motorbozuklugu semptomlarinda
en yaygin kullanilan yardimci ilag

selegilin: Uyarici etkisi, bag dénmesi, bas
agrisi, konflizyon ve levodopanin yan
etkilerinin siddetlenmesi

rasajilin: Bas agrisi, eklem agrisi, dispepsi,
depresyon, grip benzeri sendrom,
levodopa yan etkilerin siddetlenmesi ve
kabizlik serotonin sendromu

katekol-O-metil

erken hafif semptomlarda, bitin

koyu renkli idrar, alevilenme levodopa

transferaz motorbozuklugu semptomlarinda | yan etkiler, ishal ve hepatotoksisite

inhibitorleri (COMTlar) | en yaygin kullanilan yardimci ilag

entakapon

tolkapon

antikolinerjik Tremor hallsinasyonlar, bulanti, agiz kurulugu,

benztropin bulanik gérme, idrar atamama ve kabizlk

trihekzifenidil

beta blokor Tremor yorgunluk, bas dénmesi ve depresyon

propranolol

antipsikotik tremor, diskinezi agranilositoz, miyokardit, nobetler,

klozapin sedasyon ve ortostatik hipotansiyon

antiviral yuriime bozuklugu, diskinezi halusinasyonlar, konflizyon, bulanik

amantadin gorme, ayak bilegi o6demi, livedo
retikularis, bulanti, agiz kurulugu ve
kabizhk

On-Off Durumu

Parkinson semptomlari tedaviyle kontrol altina alindiginda hasta ve klinisyenler tarafindan
“ON” durumu diye adlandirilir. Semptomlarin ilaca ragmen kontrol edilememesi durumu
ise “OFF” seklinde adlandirilir. Parkinsonlu hastalar “on” ve “off” dalgalanmalari icindedir

(Kalia ve Lang, 2015).

Wearing Off: Parkinsonlu hastalarda L-dopanin baslangic dozuna cevap alinmasi ancak
zamanla yetersiz kalmasidir (Hou ve digerleri, 2015). L-dopa PH tedavisinde en yliksek yarari

saglamasina ragmen etkinliginin zamanla azalmasi nedeniyle klinisyenler tarafindan en gec
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tercih edilen secenektir. L-dopa periferal yikiminin engellemesi icin karbidopa ile birlikte
recete edilir. L-dopa ya da dopamin agonistleri etkinligini kaybettiginde; etkinligini artirmak
icin baska bir dopamin agonistinin eklenmesi, igine L-dopanin dozunu bélerek daha kiigiik
ama daha sik dozlarda vermek ya da bir katekol- O-metil transferaz (COMT) inhibitori veya
Monoaminoksidaz (MAO) inhibitéri eklemek gibi kullanilan cesitli stratejiler vardir

(Connoly ve Lang, 2014).

2.12. DNA Hasari ve Olusum Mekanizmasi

DNA‘nin molekiler bitlnliglinde endojen veya ekzojen faktorlerin etkisiyle olusan tiim
degisiklikler DNA hasari olarak adlandirilmaktadir (Sancar ve Kulaksiz, 2007). DNA hasari,
hiicreler icin surekli bir tehdittir; sitotoksisiteye ve ayrica genetik degisimlere neden
olmaktadir (Wyrick ve Roberts, 2015). Cevresel faktorlerin etkisiyle sirekli tehdit altinda
olan DNA’nin yapisinda ayrica DNA replikasyonu ve DNA rekombinasyonu gibi hiicresel
olaylar sirasinda da endojen olarak degisiklikler olusabilir (Friedberg, 2015). Hiicreler DNA
hasarinin bu zararl sonuglarini azaltmak igin kolektif olarak fonksiyon géren karmasik ve
biyileyici sistemler (DNA onarimi, hasar toleransi, hiicre dongusi kontrol noktalari ve

hiicre 6lim yolaklari) ile donatilmistir (Sancar ve Kulaksiz, 2007).

DNA hasari, kdkenine gore iki ana sinifa ayrilabilir: endojen ve ekzojen. Endojen DNA
hasarinin ¢ogunlugu, hiicreler icinde dogal olarak bulunan su ve ROT ile hidrolitik ve
oksidatif reaksiyonlara giren kimyasal olarak aktif DNA'dan kaynaklanir. DNA’daki bu tir
tepkimeler, kalitsal hastaliklarin ve sporadik kanserlerin gelismesine neden olur. Ote
yandan, ekzojen DNA hasari, cevresel, fiziksel ve kimyasal etkenler DNA'ya zarar verdigi
zaman ortaya cikar. Ornekler, UV ve iyonize edici radyasyon, alkilleyici ajanlar ve ¢apraz

baglama ajanlaridir (Chatterjee ve Walker, 2017).

Endojen etkenler

Replikasyon hatalari, DNA baz uyumsuzluklari ve topoizomeraz-DNA kompleksleri
Spontan baz deaminasyonu

Abazik (apurinik/apirimidik-AP) bolgelerdeki baz kayiplari

YV V VYV V

Oksidatif DNA Hasari
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>

DNA Metilasyonu (Chatterjee ve Walker, 2017)

Ekzojen etkenler

YV V.V VYV V V V VYV V V

N
=
N
=

YV V.V V V V V V V V V V V V

Fiziksel Ajanlar

lyonize Radyasyon

UV Radyasyon

Ekzojen Kimyasal Ajanlar
Alkilleyici Ajanlar
Aromatik Aminler
Polisiklik Aromatik Aminler
Diger Reaktif Elektrofiller
Toksinler

Cevresel Stres (Chatterjee ve Walker, 2017)

. DNA‘da olusan hasar cesitleri

Tek Baz Degisimleri

Deaminasyon (sitozinin urasil, adeninin hipoksantine donlsimi)
Purin/Pirimidin Baz Kaybi

Nukleotit Kaybi ya da Kazanimi

Baz Anologlari Yer Degisimi

iki Baz Degisimleri

imin Timin Dimerleri

Replikasyon Hatalari

Zincir Kiriklan

Tek Sarmal Kiriklari

Cift Sarmal Kiriklari

Capraz Baglanmalar

Ayni veya Zit iplikler Arasinda

DNA ve Protein Arasinda (6r:Histonlar) (Sancar ve Kulaksiz, 2007; Wyrick ve Roberts,

2015; Friedberg, 2015; Chatterjee ve Walker, 2017)
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HASAR VERICI AJANLAR
X Isinlan s UV-isini X-Isinlan
Oksijen radikali ~ REPIK3SYON  pojigiijik Aromatik  Anti-tamor Ajanlar:

Alkilleyici Ajanlar Hidrokarbonlar(PAH) (Cis-Pt, MMC)

Urasil A-G Mismatch (6-4)PP Zincirler arasi
Abazik Bolge T-C Mismatch Biyiik katim diriinii cross-link
6-Oxoguanin CPD Cift zincir kingi

Tek zincir kingi

Gt -:"":3 ‘{“‘\‘
BER

Mismatch NER Recombinasyonel
Onarimi Onarim

Sekil 2.9. DNA Lezyonlari ve Onarim Mekanizmalari. Ustte; yaygin DNA hasar olusturucu
ajanlar. Ortada; bu ajanlar tafindan DNA heliksinde olusan lezyonlar. Asagida;
bu lezyonlari onarmada en sik kullanilan onarim mekanizmalari (Boer ve
Hoeijmakers, 2000).

2.12.2. DNA onarim mekanizmalari

Esasen DNA hasari, bir hlicrenin yasaminda yaygin bir olaydir ve mutasyona, kansere ve
hiicresel 6limlere yol acabilir (Friedberg, 2015). DNA hasari hiicreyi elimine etmek,
hiicrenin hasarla bas edebilmesini saglamak, programlanmis hiicre élimlerini (apopitozis)
aktive etmek veya potansiyel katastrofik mutasyonlu hticreleri elimine etmek gibi cesitli
hicresel cevaplarin olusumunu indiiklemektedir (Sancar ve Kulaksiz, 2007). Organizmanin

kendini korumak icin olusturdugu olasi reaksiyonel cevaplar asagida sunulmustur.

(a) Hasarli DNA’nin uzaklastirilmasi ve DNA cift zincirinin dogru olarak yapilandiriimasi;

(b) Hicre donglsunin ilerlemesinin engellenmesi, boylece hasarli genetik materyalin
onarimina imkan saglanmasi ve hasarli kromozomlarin genetik gecisinin énlenmesi gibi

DNA hasar kontrol noktalarinin aktivasyonu;
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(c) Transkripsiyonel cevap; hiicrenin yarararina olacak sekilde hiicredeki gen transkripsiyon

profilinin degismesi

(d) Cok hasar gormus veya ciddi sekilde deregile edilememis hiicreleri ortadan kaldiran

apoptoz (Sancar ve digerleri, 2004).

Bu cevaplardan herhangi birinin fonksiyon gérmemesi mutasyon, genetik hastaliklar,
kanser veya yaslanma ile sonuglanmaktadir. DNA onarim mekanizmalari arasinda dogrudan
onarim, BER, niikleotit kesip ¢ikarma onarimi (NER), ¢ift sarmal kopmasi onarimi, ¢apraz
baglarin onarim mekanizmasi, yanlis eslesme onarim mekanizmasi gibi ¢esitli DNA onarim

mekanizmalari bulunmaktadir (Sancar ve digerleri, 2004; Boer ve Hoeijmakers, 2000).

DNA molekiliinde endojen ya da ekzojen herhangi bir etki sonucu DNA bazlarinda olusan
zararli degisiklikler DNA'nin gift zincir yapisi nedeniyle tolere edildigi icin dogrudan yapisal
degisiklik olusturmazlar. Her ne kadar bu boyleyse de molekiiler biyolog Frances Crick
“DNA’nin ¢ift zincir olmasina bakarak DNA onarim mekanizmasindaki enzimlerin olasi
rolini tamamen gozden kagirdik” diyerek 6z elestiri yapmistir. 1994'te Science dergisi
“DNA onarim enzimleri” ni yilin molekiilii olarak duyurmustur. 2015 yilinda Nobel Odiili
alan Thomas Lindahl, Paul Modrich ve Aziz Sancar, DNA hasari ve onarim mekanizmalarinin

Onemini ve insan saghgina olan etkilerini vurguladilar (Cleaver, 2016).

DNA Baz hasarinin onarimi

Hasarin tersine ¢evrilmesi

DNA lezyonlarinin kiictik alt kiimeleri - UV fotolezyonlari ve alkillenmis bazlar - hatasiz bir
sekilde basitce tersine gevrilir (Chatterjee ve Walker, 2017). Farkli enzim siniflari, insanlarda
ve memelilerde alkillenmis bazlari tersine cevirir. Bunlardan birisi, O6-alkilguanin-DNA
alkiltransferaz (AGT / MGMT) enzimi, O6-metil, etil, 2-kloroetil, benzil ve alifatik gruplarini,
G’'nin piridilokobutil katim Urinlerini ve hatta 06-G-alkil-O6-G interstrand ¢apraz baglari
gibi O ile alkillenmis DNA lezyonlarini tersine cevirir (Pegg, 2011). AGT kanser alaninda 6zel
ve kompleks bir 6neme sahiptir. Bir yandan, AGT'nin farkl bir dizi substrati hedefleme

potansiyeli, kanser kemoterapisine karsi direnci kirmak icin terapétik alkilleme ajanlari ile
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kombinasyon halinde kullanilabilen psédosubstratlarin sentezlenmesi i¢in kullanilmaktadir
(Tubbs ve digerleri, 2007). Ote yandan, AGT ekspresyonu eksikligi bazi kanser gruplariyla
iliskilidir (Lee ve digerleri, 2011).

Baz kesip cikarma onarimi (BER)

BER, DNA sarmalinda kii¢lik lezyonlu basit bozulmalar olarak gortilen oksidasyon formlari,
deaminasyon, alkilasyon ve abazik tek baz hasar formlarini diizeltir. Cekirdekte, bu onarim

prosesi hiicre donglsiinin G1 fazinda aktiftir (Dianov ve Hubscher, 2013).

Hasarl baz
5 &
pegsgeg jegepepep
AOaononnnn
l DMA Glikozilaz

MONOFONKSIYONEL BiFONKSIYONEL
DMA Glikozilaz
DMA Glikozilaz _D.I:LD.I:LI:LI:LD.D_ (liyaz akt.)
[ 1 PCMNA, RFC
5 Ok :RP PUAP P RPA
pupugey ‘tor vouo PARP1
_ELU.D.O.D.D.CLEL AOoOonoonn.
Polld Pollt WRHN
AP endonuclease, XRCC1 (dRPase) andfor oRP | XRCC1
APTX or PNKP
& OH P 3 ou P 5 Pol &/e 3
oo ‘Oooo TOoOOE ™
Onoooono J].D.D.D.D.I:I.D.EL nOonoooonn
Flap i
Pol XRCC1 endonuclease
5 i & ¥ 5 L 3
Tod s oOoOoO ToDeww bo
Lnoonononnn nopnopon
DMA Liglll f XRCC1 :
veya DNA Ligl  § DNA Ligl 1
‘soowoooo ‘scooDwwwoo
Lnnonnnonn nonnonnn
KISA YAMA UZUN YAMA
BER BER

Sekil 2.10. Memelilerde BER yolagi ve alt yolaklari. BER DNA glikozilaz tarafindan lezyonun
taninmasi ve cikarilmasiyla baslar. Monofonksiyonel DNA glikozilaz tarafindan
hasarli bazin cikarilmasindan sonra AP endoniikleaz tarafindan kirik zincir
onarilir. Boylece 3'OH ve 5° deoksiriboz —fosfat olusur (dRP). Bifonksiyonel DNA
glikozilaz seker-fosfat yapisini kirar ve 5‘ fosfat, 3‘ fosfat veya polidoymamis
aldehit (PUA) olusturur (Baute ve Depicker, 2008).

BER transeksiyonunda, DNA lezyonlari baza 6zglii DNA glikozilaz enzimi tarafindan
uzaklastirilir ve DNA hasar bolgesindeki kromatin yeniden sekillenir (Odell ve digerleri,

2013). En az 11 farkh DNA glikozilazi tanimlanabilir ve bunlar hasar gormemis heliksten
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hasarli bazi gikarabilirler (Huffman ve digerleri, 2005). Fonksiyonel olarak, DNA glikozilazlari
ya monofonksiyoneldir; urasil glikozilazlar, N-metilpurin DNA glikozilaz (MPG) ve MutY
Homolog (MUTYH) gibi sadece glikozilaz aktivitesi gosterirler ya da bir glikozilaz ve ilave bir
B-liyaz ile bifonksiyoneldir; 6rnegin N-benzeri DNA glikozilaz 1 (NTHL1), Nei benzeri DNA
glikozilaz 1 (NEIL1) ve Nei benzeri DNA glikozilaz 2 (NEIL2) (Jacobs ve Schar, 2012). 8-oksoG
DNA glikozilazin (OGG1) ve NEIL3'Gn hem mono- hem bifonksiyonel glikozilaz olarak islev
gordugl unutulmamalidir (Svilar ve digerleri, 2011). Monofonksiyonel glikozilazlardan
olusturulan abazik bolge kisa yama-onarim (Short Patch Repair) yolagina baglanirken,
bifonksiyonel glikozilazlar BER'in uzun yama onarim (Long Patch Repair) yolagini baslatirlar
(Dianov ve Hubscher, 2013). Kisa yama onariminda, DNA glikozilaz enziminin hasarli bolgeyi
ctkarmasi sonucu AP (apurinik/apirimidik) bolgeleri olusur, bu abazik bdlgeler AP
endontiikleaz (insan hiicrelerinde APEX1) igin bir substrattir. AP endoniikleaz fosfodiester
bagini hidroliz eder; 5 'ucundan kopartarak 3’-ucuna bir deoksiriboz fosfat (dRP) birakarak
bir hidroksil artigi olusturur. Olusan bu artik, POL f’'nin 5'-dRP liyaz aktivitesi ile dizeltilir ve
POL B’nin LIG1 (DNA ligaz 1) veya kompleks LIG3 (DNA ligaz 3) ve XRCC1 (X-ray g¢apraz
tamamlayici protein 1 onarimi) enzimi tarafindan doldurulur (Almeida ve Sobol, 2007).
Uzun yama onariminda bifonksiyonel glikozilazin olusturdugu AP boslugunu APEX1'in 3’
fosfodiesteraz aktivitesi diizenler. Daha sonra, POL B (prolifere olmayan hiicrelerde) veya
POL & / € (prolifere hucrelerde) bircok nukleotit ekleyerek dRP‘yi *flap* artigi olarak
degistirir. ‘Flap endontikleaz (FEN-1) “ ve LIG1 aracih ligasyon ile *flap* uzaklastirilarak

sentez tamamlanir (Akbari ve digerleri, 2009).
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Lezyon Tanima ve Zincir Kesikleri

Baz Hasari Baz Hasar Baz Hasar Baz Hasar Baz Hasar Radyasyon
T 1% [T T*T71 | I T T ¥ [T¥ [T 11 TT T 1711
Bi-fonksiyo (Glikozilaz- + AFE1 l APE1 7w Neil Glikozilaz Topo1/
Glikozilaz Ape1 [B-Y Eliminasyo Kdmptotesin
[3-Eliminasyon i
(CigiD
CXRCC1PARPT —

5'dRP FTPARP ) 3"-Trozil

DNA Bosgluk Doldurumu

DNA Sentez ve Ligasyon

GPEYL__(Cigin) (fop)._—Ciad
CXRCC1| <XRCC1(
e Bl

ITTTTT T
0-1 Nukleotid Yer Degigimi
Kisa Yelak BER

2-13 Nukleotid Yer Degisimi
Uzun Yolak BER

Sekil 2.11. Birlestirilmis BER modeli.

Bu model, oksidasyon ve alkilasyon baz modifikasyonlarinin onarimi igin protein
komplekslerini tanimlar ve tek zincir kiriklarinin onarimini saglar, NER gibi alternatif alt-
yollar araciligiyla ve bifonksiyonlu DNA glikozilazlarin NEIL ailesi tarafindan baslatilan

onarimiyla oksidatif lezyonlari diizeltir (Almeida ve Sobol, 2007).

Nikleotit kesip citkarma onarimi (NER)

NER, ultraviyole (UV) i1sinlari, benzoapiren katimi veya kimyasal karsinojenler gibi ajanlar
tarafindan olusan biyiik lezyonlarin giderilmesinde gorevli major bir hiicresel DNA onarim
yolagidir. DNA hasarinin giderilmemesi, mutajenez, kanser ve hiicre 6limiine neden
olabilir. NER, lezyonu cift kesiklerin icine alir ve DNA hasarini ortadan kaldirir (Sancar ve
Reardon, 2004). NER eksikligi bir dizi nadir goérilen genetik gecisli sendromlara neden olur:
Deri kanserlerine vyatkinlkla iliskili olan Xeroderma Pigmentosum (XP) ; Cockayne
Sendromu (CS) ; nadiren UV-Duyarli Sendrom (UV®S) ; ve Serebro-Oculo-Facio-Skeletal
sendromu (COFS). BER’de bazlar tek olarak kesip cikarilirken NER’de hasarli bazlar

oligonikleotit parcalari olarak kesip cikarilir (Sancar ve Reardon; Scharer, 2013).
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s of 5' |nsi
1\5 Insizyon

Sekil 2.12. Cekirdek NER reaksiyonu i¢in model.

(A)Hasar verici ajanlar tarfindan tetiklenen dubleks DNA’yi destabilize eden Bulky DNA
lezyonlari. (B) Global genom NER'de, siddetli derecede bozulan lezyonlar, lezyonun
karsisindaki hasarsiz diziyi baglayan XPC-RAD23B tarafindan taninir. (C) TFIIH, XPCRAD23B
ile etkilesime girer ve XPD'nin XPB alt birimi ile agik DNA'yl koparir. Zarar ve lezyonun
kimyasal modifikasyonunu (bulkiness) dogrular. (D) Lezyondaki XPD’nin duraklamasi XPA,
RPA ve XPG'nin takviyesiyle pre-insizyon kompleksinin olusumuna izin verir. Endoniikleaz
XPG bu noktada bir kesi yapmaz. (E) ERCC1-XPF'nin, kompleksi ile XPAto ile etkilesime
girerek ortama gelmesi lezyonda 50 insizyon olusturur. (F) Pol d ve Pol k veya Pol 1 ile diger
iliskili faktorlerin onarim sentezini baslatmalarinin ardindan, XPG tarafindan 30 insizyon
olusturur. (G) Onarim sentezinin tamamlanmasi ve DNA ligaz Illa / XRCC1 veya DNA ligaz |
tarafindan centigin kapatilmasi ile onarim silireci tamamlanir (Scharer, 2013).

NER'in baslica iki ana formu vardir:

- Global genom NER (GG-NER)

- Transkripsiyonla baglantili NER (TC-NER)

GG-NER mekanizmasi transkripsiyona bagh degildir. GG-NER'de ana DNA hasar sensordi,
hasari taniyan DNA hasar bagi (DDB), hasari bulan RAD23B (UV kesip-¢itkarma onarim
proteini Radyasyon duyarli 23B) proteini ve CETN2 (Centrin 2) ile komplekslenen XPC

(Xeroderma Pigmentosum, kompleman grubu C) proteinidir (Nishi ve digerleri, 2005).
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Lezyona baglanan XPC, bazal transkripsiyon baslatici faktori olan ve NER’de fonksiyonlari
degistirebilen on protein alt biriminden olusan transkripsiyon initasyon faktor 1l H (TFIIH)
kompleksi icin substrat olur (Yokoi ve digerleri, 2000). Dual kesip-cikarma ve bosluk
doldurmanin son asamasi, potansiyel olarak yanlis baz eslesmesi sonucu gegici olarak
olusan single strand DNA(ssDNA) engelinin olusumunu 6nlemek icin koordine edilir
(Mocquet ve digerleri, 2008). Son asama olan bosluk onarim sentezi ve ligasyon PCNA
(proliferasyon huicre niikleer antijeni), RFC (replikasyon faktor C), DNA polimeraz 8/ €/ k, ve

LIG1 veya XRCC1-LIG3 tarafindan gerceklestirilir (Ogi ve digerleri, 2010).

TC-NER’de kesip ¢ikarma onarim mekanizmasi daha hizli ¢alisir. Bu yolla, transkribe olan
DNA, transkribe olmayan DNA’ya gore daha hizli onarilmakta ve boylece TC-NER’in durmus
transkripsiyonun hiicre igin oldlrici etkisinden hiicreyi korudugu diistinilmektedir (Sancar
ve Kulaksiz, 2007). TC-NER mekanizmasinda hasarin taninmasi hari¢ diger basamaklarin GG-

NER ile ayni oldugu dusiiniilmektedir (Sancar ve Reardon, 2004).

(A) Niikleotid Eksizyon Onarimi (B) Transkripsiyon Baglatma
GGR TCR
CS
HHR)fgg RNApolll §
TFIIH
XPA
RPA

Sekil 2.13. Transkripsiyon ve onarimda TC-NER, GG-NER ve TFIIH'nin roli (Boer ve
Hoeijmakers, 2000).
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Mismatch (yanlis eslesme) onarimi

Mismatch onarimi, replikasyon uyumluluguna en az 100 kat katkisi olan, evrimsel olarak
korunan post replikatif onarim yoludur. Mismatch onarim yolu igin tipik substratlar,
replikasyon sirasinda ortaya ¢ikan baz uyumsuzluklari ve iplik kaymasi olaylarindan
kaynaklanan tekrarlayan DNA sekanslarindaki ekleme-cikarma dongileridir (Friedberg ve
digerleri, 2006). Mismatch onarim yolu ayrica, mikrosatellit stabilitesi, mayotik ve mitotik
rekombinasyon, DNA hasarina ait sinyaller, apoptoz, anahtar-kilit rekombinasyonu,
somatik hipermutasyonu dahil olmak (zere ¢esitli hiicre islemlerinde de rol oynamaktadir
(Chatterjee ve digerleri, 2016). Mismatch genlerindeki genetik mutasyonlar Lynch
sendromuna (ayni zamanda kalitsal nonpolipoz kolorektal kanser veya HNPCC olarak da
bilinir) yol acar, bu da kolon ve yumurtalik kanserlerinin yani sira bir dizi baska kansere de
ailesel yatkinlik gosterir (Peltomaki, 2001). Son zamanlarda kromatin modifikasyonlarinin
Mismatch onarim proteinlerinin DNA lezyonuna erisim sagladigl ve onarimi baslattigi
gorulmusttr (Li, 2014). Bu onarim tipinde hatali baz eslesmesinin taninmasi énemlidir.
Bakterilerde MutS yanlis eslesmeyi DNA'yl tarayarak algilar. MutS kendisine MutL’nin
baglanmasiyla kararlilik kazanir ve MutH’yi aktive eder. MutH karsi zincirde kesik olusturur.
Kesik olusumundan sonra helikaz enzimi kesip ¢ikarma islemini yapar. DNA polimeraz
boslugu doldurur ve DNA ligaz boslugu kapatir (Fishel, 2015). Okaryotlarda bilinen sekiz
MSH (MutS homologlari) yanlis eslesmeyi algilar (Sachadyn, 2010).
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Sekil 2.14. Mismatch onarimi (Fishel, 2015)

Single nikleotit polimorfizmleri (SNP‘ler)

Single nikleotit polimorfizmleri (SNP) insanda cesitli frekanslarda bulunabilen DNA baz
varyantlaridir. DNA onarim genlerinde olusan SNP'ler DNA onarim kapasitesinin azalmasina
kadar giden polimorfizmlere, bunun sonucunda da artmis mutajenite ve kanser riskine
sebep olurlar. Oksidatif DNA hasarinin gideriimesinden sorumlu onarim genlerinde

olusabilecek bir polimorfizm hastalik olusum olasiligini da artiracaktir (Ochiai, 2015).

Normal gen Mutant gen
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Sekil 2.15. DNA Onarim Genlerindeki SNP’ler (Norjmaa ve digerleri, 2016)
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2.13. 8-Hidroksiguanin DNA Glikozilaz (hOGG1)

3p25 kromozomunda lokalize olan (Chevillard ve digerleri, 1998) 8-oksoG DNA glikozilaz
(hOGG1) geni, reaktif oksijen tlrlerine maruziyet sonucu ortaya ¢ikan bir mutajenik baz yan
Urdna olan 8-oksG’nin kesilip ¢ikartilmasindan sorumlu enzimi kodlar. Bu enzimin hareketi,
zincir béliinmesi igin liyaz aktivitesini igerir. Bu genin C-terminal bélgesinin alternatif olarak
eklenmesi, ekleme varyantlarini, dizinin son ekzonuna bagli olarak tip 1 ve tip 2 olmak lzere
iki ana gruba ayirir (National Center for Biotechnology Information, 2018). OGG1’in bu iki
major izoformu; OGG1-1a nikleusta ve OGG1-2a mitokondride bulunur (Nishioka ve
digerleri, 1999). Tip 1 alternatif ekleme varyantlari ekson 7 ile biterken Tip 2 varyanti ekson
8 ile sonlanir. Tium varyantlar, mitokondriyal lokalizasyon igin gerekli olan mitokondriyal
hedefleme sinyali iceren ayni ortak N-terminal bolgesini paylasir. OGG1 geni icin birgok
alternatif ekleme varyanti tarif edilmistir, ancak her varyant igin tam uzunluk
belirlenememistir (National Center for Biotechnology Information, 2018). Parkinsonlu
hastalarda o©zellikle kisa doénem icindekilerde mitokondrideki OGGI1- 2a‘nin
ekspresyonunda up reglilasyon oldugu cesitli arastirmalarda ortaya konmustur (Fukae ve

digerleri, 2005).

Sekil 2.16. 3.kromozomda OGG1 genini kodlayan bolge (U.S National Library of Medicine,
2018-1)

Organizmada cesitli endojen fizyolojik prosesler ve/veya cevresel ajanlar tarafindan ROT‘un
Uretimi kacinilmazdir. ROT’lar hiicresel makromolekdllere zarar verirler. Oksidatif hasara
ugramis makromolekiillerden proteinler, lipitler ve RNA, degredasyona ve geri doniisime
ugrasa da genomik stabilitenin devamliligi icin DNA lezyonlarinin onarilmasi gerekmektedir

(Radak ve digerleri, 2011; Friedberg, 2015).
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Organizmada oksidatif DNA hasarina karsi onarici gesitli mekanizmalar oldugundan
bahsetmistik. DNA baz hasari (deaminasyon, oksidasyon veya alkilasyon) hem prokaryot
hem de Okaryotlarda yliksek oranda korumali yolak olan ve bugline kadar tiim DNA onarim
yollari arasinda en basit prosese sahip olduguna inanilan (Krokan ve digerleri, 2013) BERi
de bu mekanizmalar icinde saydik. insanda hOGG1 geni tarafindan kodlanan ve DNA onarim
enzimlerinden birisi olan OGG1 enzimi BER’i baslatir (Fukae ve digerleri, 2005). OGG1
tarafindan baslatilan BER (OGG1-BER) DNA onarimi igin gerekli lezyon tanima, OGG1’in aktif
bolgeleri olan baz baglama yerlerindeki DNA ¢ift sarmal heliksinden substrati cevirme, DNA
yapisindaki bolgeye 6zgli degisiklikler gibi coklu adimlara neden olur (Bruner ve digerleri,

2000).
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Sekil 2.17. ROT ve OGG1'in genomik 8-oksoguanine baglanmasi ile gen ekspresyonunun
kolaylasmasi (Ba ve Boldogh, 2018)

BER, mono veya bifonksiyonlu DNA glikozilazlar tarafindan baslatilir ve hasarlanmis bazin
glikozilazlarla uzaklastirilmasindan sonra aptrinik / aprimidik (AP) bolge prosesleri,
nikleotit birlestirme gibi islemleri APEX1, DNA polimerazi  ve DNA ligaz enzimi ile ylrGtUr
(Svilar ve digerleri, 2011; Almeida ve Sobol, 2007; Akbari ve digerleri, 2009). D6rt DNA bazi
arasinda G’nin en dislik iyonizasyon potansiyeline sahiptir ve bu nedenle oksidasyona en
yatkin olan bazdir (Candeias ve Steenken, 2000). G’'nin oksidasyon (irtini 7, 8-dihidro-8-

oksoguanin (8-oksoG) de en baskin oksidatiftir (Dizdaroglu, Candeias ve Steenken, 2000).
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ilk olarak Escherichia coli (E.coli) ‘de tespit edilen protein MutM / Fpg’nin analogu olan 8-oksoG
DNA glikozilaz 1 (OGG1)’in oksidatif hasar biyobelirtecidir (MutM/Fpg, DNA sarmalindan 8-oksoG
ve onun acik halka Griini olan 2, 6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin (FapyG) ’yi atmak

icin vardir) (Dizdaroglu ve digerleri, 2008; Michaels ve digerleri, 1991).

G’ nin hassasiyeti ve 8-oksoG’nin mutajenitesine ragmen insan genomunda GC bakimindan
zengin bélgelerde gen dansitesi ve heterojenitesi daha buiyiiktiir. insan gen promotorlarinin
%72'si G'ce zengindir. Sasirtici bir sekilde, genlerin transkripsiyon aktivitesi gen dizenleyici
bolgelerdeki GC icerigi ile pozitif korelasyon gosterir. Aktif olarak transkripsiyona ugrama egilimli
olan genler yuksek GC igerikli bolgelerde yogun olarak dagilirken, doku bagimli veya diizenlenmis
olan genler genellikle GC yoniinden fakir bolgelerde seyrek olarak dagilir. Genlerin dagiim sekli
ve GCigeriginin korelasyonu, G oksidasyonunun ve onun ayni kokenli oldugu enzim olan OGG1’in

gende kullanilabilir olma potansiyeline de isaret eder (Gautier, 2000; Saxonov ve digerleri, 2006).

GC-zengin kromotin

GC-fakir kromotin

= 2= -

== transkripsiyona ugramis gen

mm doku icinde transkripsiyona ugramis gen
veya gelisimsel regiile edilmis bigim

Sekil 2.18. Transkripsiyonel olarak aktif genler, GC'nin zengin kromatin fraksiyonuna gémdiliir. Ust
panelde aktif veya yapisal olarak transkripsiyona ugramis genler yiiksek GC icerikli
bolgelerde yogun olarak dagilir. Alt panelde doku bagimli veya gelisimsel olarak
dizenlenmis olan genler GC yoniinden fakir bolgelerde seyrek olarak dagilir (Ba ve
Boldogh, 2018).

Oksidatif hasarli DNA ‘nin en yaygin oksidatif baz modifikasyonlarindan biri olan 8-oksoG pre-
mutajeniktir, ¢ciinkii C yerine A ile eslesebilir, sonucta DNA replikasyonu sirasinda G:C-T:A
olusumuna neden olur (Radak ve Boldogh, 2010). OGG1 aracili BER 8-oksoG'yi ¢ikarmazsa,
replikasyon devam edebilir; ancak G = T mutasyonlarinin birikmesine yol agabilir. BER sirasinda

8-0kso-G lezyonu cikarildiginda, bir DNA onarim araci olarak AP alani kalmaktadir. AP bolgeleri,
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DNA'nin ya pirin ya da pirimidininin eksik oldugu bir DNA hasar turtdr. AP bolgeleri, replikasyon
ve transkripsiyon sirasinda polimerazi bloke edebildikleri icin potansiyel olarak sitotoksik veya
genotoksiktir. Ek olarak, AP bolgeleri etkin bir sekilde onarilmazsa, mitokondriyal fonksiyonu
tehlikeye atabilir ve norodejenerasyona katkida bulunabilir (Lauritzen ve digerleri, 2011). AP
bolgeleri kendiliginden, dissal stresle veya monofonksiyonlu DNA glikozilazlarin bir DNA onarim

ara maddesi olarak Uretildikleri APEX1 tarafindan onarilir (Bravard ve digerleri, 2009).

Polimorfizm ve OGG1:

OGG1 geni icin en az 20 tane valide edilmis dizi varyanti vardir. Bunlardan en ¢ok calisilani
fonksiyonel bir polimorfizm olan 326. kodonda bulunan, serin amino asidinin (Ser) sistein
aminoasidine (Cys) donlismesini saglayan, rs1052333 olarak da bilinen Ser326Cys
polimorfizmidir. Bu polimorfizm OGG1 geninin ekzon 7'sinde 1245. pozisyonunda C'den G'ye

transversiyona sebep olur (Bravard ve digerleri, 2009).

APEX1 ve OGG1'deki polimorfizmler, insan hastaliklarinda yogun olarak ¢alisiimis ve gesitli kanser
tirleriyle iliskileri bulunmustur (Karahalil ve digerleri, 2012). Sanders ve arkadaslarinin yaptigi bir
calisma, 6zellikle AP bolgeleri formundaki mtDNA hasarinin, in vivo ve insan postmortem PH’li
beyin dokusunda rotenon maruziyetine sahip nigral néronlarda biriktigini géstermistir (Sanders
ve digerleri, 2014). Bu sonuglar PH'da etkisiz bir BER cevabi oldugunu dusiindiirmus ve BER'deki
yaygin genetik varyantlar baglaminda, pestisit maruziyetinin PH riski olusturabilecegini
arastirmaya goturmistlr. Parakuat ve diger pestisitlere maruziyet sonucu APEX1 ve OGG1
genlerinde olusan tek nikleotit polimorfizminin PH riski arastirilmistir. Sonug olarak BER
sisteminde genetik olarak saptanmis verimsizliklere sahip bireylerde pestisit maruziyetine bagli
mtDNA hasarinin, PH gelisme riskini artiran bir sinerjiyi temsil edebilecegi distiniilmektedir
(Sanders ve digerleri, 2017). Baska bir calismada OGG1 varyantina sahip fareler utero
metamfetamin (METH) ‘e maruz birakildiginda farelerin beyinlerinde 8-okso-G olusumunun
arttigi ve uzun siireli postnatal motor koordinasyon eksikligine neden oldugu bulunmustur (Wong

ve digerleri, 2008).
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2.14. X-Ray Capraz Tamamlayici Protein 1 (XRCC1)

19g13.31 kromozomunda lokalize olan, X-ray ¢apraz-tamamlayici onarim proteini 1 olarak da
bilinen XRCC1 geni, iyonize radyasyona ve alkilleyici ajanlara maruz kalma sonucu olusan DNA baz
degisimi ve tek zincir kirlmalarinin onariminda yer alan enzimi kodlar. Gen 28 farkli intron ve 17
ekzondan olusur. Bu protein, BER onarim yoluna katilmak igin poli adenozin difosfat riboz (ADP-
riboz) polimeraz 1 (PARP-1), DNA polimeraz B (POLB) ve DNA ligaz lll (LIG3a) ile etkilesime girer
(El-Khamisy ve digerleri, 2003). DNA isleminde, miyojenez ve germ hiicrelerinin rekombinasyonu
sirasinda rol oynayabilir. Transkripsiyonla 15 farkli mRNA, 14 alternatif olarak eklemeli varyant ve

1 eklemesiz formu Uretilir (National Center for Biotechnology Information-2, 2018).

DNA hasarinin giderilmesinde en onemli yol olarak kabul ettigimiz BER, DNA glikozilazin
taninmasiyla baslar. 0GG1, N-glikozidik bagin parcalanmasini katalize eder ve hasarli bazin etkin
bir sekilde cikarilmasini saglar. Boylece AP alani olusturur. DNA polimeraz XRCC1 enzimi bu AP
boslugunu dogru nikleotit ile doldurur. Son olarak, DNA ligaz onarim islemini tamamlar ve

boslugu kapatarak sarmalin biitlinliglini yeniden saglar (Norjmaa ve digerleri, 2016).
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Sekil 2.19. DNA tarafindan baslatilan BER yolagi. Buradaki glikozilaz enzimi hasarli bazi
cikarir ve AP bolgesi olusturur. AP bolge endoniikleaz tarafindan temizlenir
veya APEX1 DNA’daki fosfodiester bagini koparir. Sonra DNA polimeraz ve
XRCC1 dogru niikleotitle boslugu doldurur. DNA ligazin yapistirmasiyla da
onarim tamamlanir (Norjmaa ve digerleri, 2016).
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Polimorfizm ve XRCC1

BER'de yer alan DNA hasar onarim proteinlerini kodlayan bir¢ok gen, oldukga polimorfiktir.
Bu polimorfizmlerin ilgili protein fonksiyonlari Gzerinde buyilik etkisi vardir ve bunlar
neoplastik olaylara karsi bireysel duyarliliga neden olur. XRCC1, genom bakimi igin kritik
olan BER sisteminde 6nemli bir rol oynar. XRCC1'deki DNA onarim kapasitesinin
degismesine yol acan polimorfizmlerin, kanser riski ve tedavi yaniti ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Ginsberg ve digerleri, 2011). XRCC1'in yaygin olan li¢ SNP'i vardir: kodon 194,
ekson 6'daki genetik varyanti (C> T) ile aminoasit Arg‘yi Trp’ye (rs1799782) donustirir.
Kodon 280, ekzon 9'daki varyanti (G> A) ile, amino asit Arg'yi His'e (rs25489) cevirir. Yine
baska bir polimorfizmi de rs25487 olarak da bildigimiz (G> A) kodon 399, ekzon 10’daki

varyanti ile amino asit Arg'yi GIn‘ye degistirir (Sterpone ve Cozzi, 2010).
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Sekil 2.20. XRCC1 ve en yaygin polimorfizmleri ( NTD:N terminal boélge NLS: Nukleer
lokalizasyon belirteci BRCT: BRCA 1 karboksi terminal bolge) (Sterpone ve Cozzi,
2010).

(A) Diyagrami XRCC1 alaninin ve BER’in diger komponentleriyle olan etkilesim bdlgesini

gosterir.
(B) Diyagrami XRCC1’in ¢cahisilmis en yaygin bilinen single niikleotit polimorfizmlerinin (SNP)
yapisini gosterir (Sterpone ve Cozzi, 2010).
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XRCC1, iki yaygin polimorfizm olan Arg194Trp ve Arg399Gin’in bas-boyun, 6zafagus, mide,
gogus, akciger ve kolon kanseri gibi bircok kanser olusumu ile iliskili oldugu bildirilmistir.
Ayrica, bazi arastirmalar XRCC1 399Gin alleli olan bireylerde DNA katim Grlinleri ve kardes
kromatid degisikliklerinin XRCC1 Arg399 alleli olan bireylere kiyasla daha yiksek
seviyelerde oldugunu gostermistir. XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi Arg'den GIn aminoasit
degisimine neden olur, bu XRCC1 GIn / GIn alleli daha disuk aktiviteye sahiptir ve akciger

ve gogis kanserleriyle iliskilidir (Mateuca ve digerleri; Weng ve digerleri, 2009).

Exon 10’da olan XRCC1'in Arg399GIn polimorfizmi, BRCT terminal bolgesini kodlayan alana
PARP-1 baglanmasini engellemesi agisindan dnemlidir. Normalde PARP-1 hizla DNA tek
zincir kiriklarina baglanir ve bdylece aktive edilir. PARP-1'in aktivasyonuyla hedef
proteinlerin ADP-ribozilasyonu hasarli DNA’da onarim proteinlerinin akimilasyonuna
sebep olur (Seibold ve digerleri, 2015). (Sekil 2.27 (Norjmaa ve digerleri, 2016)). Arg’den
GIn’ye slibsitisyona sebep olan XRCC1 BRCT | alaninin mutasyonu PARP-1 ile fiziksel

etkilesimin azaldigini géstermistir (Brem ve Hall, 2005).
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Sekil 2.21 Arg399Gin Polimorfizminin Yapisi (Norjmaa ve digerleri, 2016)

XRCC1 399 GIn alleli tasiyan bireylerde titiinde bulunan nitrozamin 4- (metilnitrozamino) -
1- (3-piridil) -1-butanol (NNK) ‘a maruziyet sonucu kardes kromatit degisim seviyesi
artmistir. Dahasi, yapilan Comet analizinde XRCC1 399GIn alleline sahip saglikh calisanlarda
DNA hasarinin arttigi gézlenmistir. Bu sonuclar XRCC1 399 GIn allelinin DNA onarim
kapasitesinde bozulmaya sebep oldugunu gostermistir (Mateuca ve digerleri, 2008, Weng

ve digerleri, 2009).
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Az sayida da olsa XRCC1 ve XRCC3 genleri Gizerinde Parkinson ile ilgili gesitli ¢calismalar
yapilmis, bu tir DNA onarim mekanizmasindaki genlerin polimorfizminin onarim
kapasitesini azaltmasi nedeniyle Parkinson gibi hastaliklarin olusum riskini artirabilecegi

savunulmustur (Kocabas ve Karahalil 2006).

2.15. insan Mut T Protein 1 (hMTH1)

7p22 kromozomunda lokalize olan (Nakabeppu, 2001) insan NUDIX Hidrolaz 1 (NUDT1)
olarak da bildigimiz insan Mut T Proteini (MTH1) geninin 5 majér ekzonu vardir. Replikasyon
ve transkripsiyon sirasinda DNA veya RNA'daki okside olmus nikleozit trifosfatlarin yanls
birlesmesi, karsinojenez veya nérodejenerasyon ile sonuglanabilecek mutasyonlara neden
olabilir. Bu gen tarafindan kodlanan protein, 8-okso-dGTP (8-okso-G), 8-okso-dATP, 2-
hidroksi-dATP ve 2-hidroksi rATP gibi oksitlenmis purin nikleozit trifosfatlari
monofosfatlara hidrolize eden ve dolayisiyla yanhs bilgi birikimini 6énleyen bir enzimdir.
Kodlanan MTH1 proteinin ¢ogunlugu sitoplazmada, bir kismi da mitokondride yer alir ve
hem nikleer hem de mitokondriyal genomlar icin olusturulan nikleotit havuzlarinin
sanitizasyonunda vyer alir. Bazilari ayri ayri izoformlari kodlayan, alternatif olarak
birlestirilmis transkript varyantlari tanimlanmistir (National Center for Biotechnology

Information-3, 2018).
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Sekil 2.22. 7. Kromozomda MTH1 genini kodlayan bolge (U.S National Library of Medicine,
2018-2, 2018)

Hiicrelerin normal akisinda proteinler, lipitler ve niikleik asitlerin okside olmasiyla hiicreler
icin zararli ROT’lar sirekli olarak ortaya cikarlar. Bu oksidatif Girlinlere karsi ¢esitli koruyucu
mekanizmalar vardir. ROT Uretimi ile bu koruyucu mekanizmalar arasindaki denge
bozuldugunda oksidatif stres artar ve hiicreler ¢ok fazla hasar gorir. ROT tarafindan

Uretilen oksidatif DNA hasari mutasyonlara ve kanser de dahil olmak Uzere cesitli
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hastaliklara neden olur. 8-OksoG, oksitlenmis bir G formudur ve oksidatif DNA hasarinin iyi
bilinen belirtecidir. A ile temel eslesme durumu C kadar iyi oldugu i¢cin A: T'den C: G’ye veya
G: C'den T:A'ya transversiyon mutasyonlarina yol acarak hiicresel hasar olusturur (Radak ve
digerleri, 2011; Friedberg, 2015; Candeias ve Steenken, 2000; Radak ve Boldogh, 2010;
Karahalil ve digerleri, 2011). DNA hasarina karsi organizmalar hata 6nleme mekanizmalari
ile ayrintili bir sekilde donatilmistir. Ornegin Escherichia coli'de MutM, MutY ve MutT olmak
Uzere U¢ enzim vardir (Maki ve Sekiguchi, 1992). MutM proteini, 8-oksoG'yi ¢ikarir. MutY
proteini DNA'da 8-oksoG ile eslestirilmis A’yi ¢ikarir. MutT proteini DNA’daki 8-okso-
dGTP'yi monofosfata hidroliz ederek yanhs bilgi birikimini énler (Michaels ve digerleri,
1991; Michaels ve digerleri, 1992; Tchou ve digerleri, 1991). insan hiicreleri, E. coli’nin
mutM, mutY ve mutT genlerinin sirasiyla insan homologlari olan OGG1, MYH ve MTH1'e
sahiptir (Michaels ve digerleri, 1991, Michaels ve digerleri, 1992; Furuichi ve digerleri,
1994). hMTH1 proteini purin nikleozit trifosfatlarindan 8-okso-dGTP'nin yani sira 2-
hidroksi-dATP’yi de hidrolize eder. hMTH1’in oksidatif stresin dnemli bir belirteci olarak
kullanilabilecegi distinilmektedir ve ayrica oksidatif stres ve genomik instabilite arasindaki

iliskiyi belirlemek icin de kullanilabilir (Kennedy ve digerleri, 1998).

Rodentler Uzerine yapilan c¢alismalar oksidatif DNA hasarindan dopaminerjik noronlari
korumak icin DNA onarim proteinlerinin dnemini agiga cikarmistir. Ornegin mitokondriyal
solunum sistemini inhibe eden MPTP, Parkinson benzeri semptomlar tetikleyebilir. MTH1
enzimi MPTP maruziyeti sonucu olusan oksidatif DNA hasarindan dopaminerjik néronlari

korur (Yamaguchi ve digerleri, 2006).
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Sekil 2.23. ROT nedeniyle olusan G:C'den T:A’ya ve A:T'den C:G’ye transversiyon (Loft ve
digerleri, 2008)

Polimorfizm ve MTH1

MTHZ1’in en yaygin polimorfizmleri; ekzon 3’de 45. kodonda T’'den C’'ye izol6sin (lle)
aminoasidinden treonin (Thr) aminoasidine donlisime neden olan lle45Thr polimorfizmi
ile; ekzon 4’de 83. kodonda olan GTG’'den ATG’ye valin aminoasidinden metionin
aminoasidine donlisime neden olan Val83Met polimorfizmleridir (Karahalil ve digerleri,
2011; Jiang ve digerleri, 2008). Met83 varyanti termolabildir. Ginlimiize kadar yapilan
sinirh calismalarda MTH1 lle45Thr polimorfizmi ile Parkinson arasinda olasi baglanti oldugu
savunulmussa da (Jiang ve digerleri, 2008) MTH1 Val83Met polimorfizmi ile sporadik

Parkinson arasinda iliski olmadigina dair bir sonug¢ bulunmustur (Satoh and Kuroda, 2000).

Norodejeneratif bir hastalik olan Parkinsonun olusumunun altinda yatan hem genetik hem
cevresel patolojik nedenlere bakildiginda BER DNA onarim mekanizmasinda bulunan OGG1,
XRCC1 ve MTH1 genlerindeki sirasiyla Ser326Cys, Arg399Gin ve Val83Met
polimorfizmlerinin  Parkinsonla iliskili olabilecegine dair slipheler biiyik oranda

artmaktadir. Tim diinyada oldugu gibi Tirkiye’de de bu polimorfizmlerle Parkinson



56

arasindaki iliskinin degerlendirildigi ¢alismalarin artmasi 6nimuzdeki yillarda hayat
suresinin daha da uzamasi nedeniyle daha sik karsilasacagimiz bu nérodejeneratif hastaliga

karsi gerekli 6nlemleri almmamiz igin firsat olusturacaktir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Calisma Gruplari

Galisma, Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesinin Noroloji Anabilim Dali’na
basvuran PH tanisi konmus 102 hastadan alinmis kan 6rneklerinden izole edilen DNA
ornekleri Gzerinde gergeklestirildi. Kontrol grubunda ise hasta grubu ile cinsiyet ve hayat
tarzlariile uyumlu olacak sekilde 97 saglikli bireyden alinmis kan érneklerinden izole edilmis
DNA’lar kullanildi. OGG1 Ser326Cys, XRCC1 Arg399GIn ve MTH1 Val83Met gen

polimorfizmleri PCR ve RFLP yontemi kullanilarak analiz edildi.

Calismada degerlendirilecek parametrelerin tespiti amaciyla, hayat tarzlariyla ilgili ¢esitli
sorulari iceren anket formu tiim hastalara uygulandi. Her hasta icin yas, cinsiyet, sigara ve
alkol kullanimi gibi yasam tarzlarini kapsayan anketler dolduruldu (Ek 1). Anket kapsaminda
elde edilen verilerle hastalar “sigara icen-igmeyen”, “alkol kullanan-kullanmayan”, kahve
icme aliskanligl olan-olmayan, cay icme aliskanhgi olan-olmayan®,”diyabet hastaligi olan-

olmayan” seklinde siniflandirildi.
3.2. Etik Kurul Onayi

Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 13.6.2016 tarih ve 346 karar

numarasi ile etik kurul onayi alinmis bir arastirmadir.
3.3. Calisma Grubundan Biyolojik Materyalin Toplanmasi ve Saklanmasi

Biyolojik materyal olarak kullanilan periferik kan drnekleri steril EDTA’l tliplere alinmistir.
EDTA’ li kan 6rneklerinden sodyum perklorat / kloroform ekstraksiyon metodu ile DNA izole
edilmistir. EDTA Mg*? baglayarak DNaz aktivitesini inhibe eder ve DNA’nin stabilizasyonunu
saglar. izolasyon, lizis isleminden sonra proteinlerin denatiirasyonu ve niikleik asitlerin
etanol ile coktirilmesi esasina dayanmaktadir. Kan érnekleri analiz gliniine kadar -80 °C'de

saklanmistir.
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DNA orneklerinde;

DNA izolasyonu

hOGG1 Ser326Cys genotiplemesi

XRCC1 Arg399Gin genotiplemesi

MTH1 Val83Met genotiplemesi

yapildi.

3.4. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilarak hiicresel materyallerden
DNA'nin saflastirilmasi islemidir. Yetiskin periferal kan I6kositleri gibi nikleusu olan tiim

hiicreler bu tiir analizlerde kullanilan en basit DNA kaynaklaridir.

3.4.1. DNA izolasyonunda kullanilan arag ve gerecler

Otoklav (Nive)

Mikrosantriflj (Spectrofuge 24D-Labnet)
Santriflj ( Nive)

EDTA’li steril vakumlu kan tlipl (Greiner)
Agzi vidal ependorf tipl (Greiner)
Terazi (Sartorius BA 610)

Karistirici (FALC)

Manyetik karistirici (Nuve)

pHmetre (Sartorious)

Derin Dondurucu(-80 °C) (Forma 88000 series)
Vortex (Nlve)

Etiiv (Niive EN 400)

Derin dondurucu (-20 °C) (Arcelik)
Buzdolabi (Arcelik)

Mikropipetler (0.1-5000 ul) (Socorex)
Steril Bioloop (Looplast)

Steril DNA saklama tipi (Corning)



Falkon tlipl (Greiner)

Su banyosu (Nuve BM 102)
Kromozom tlipu (Greiner)
Plastik Pastor pipeti (Greiner)
Mikropipetler

Mavi, beyaz ve sari mikropipet uclari

3.4.2. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasal maddeler

Triton X-100 (Sigma, X-100)

Trizma Baz (Sigma, T-1503)

Sukroz (Sigma, S-1513)

Magnezyum klorir (Sigma, M-9272)
Steril mikrobiyolojik grade su(ApliChem)
Sodyum hipoklorit (Yerli)

Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma ED2SS)
Etanol (mutlak) (Merck)

Sodyum klortr (Merck)

Sodyum dodesil siilfat (Sigma, L-4509)
Sodyum Perklorat (Sigma, S-1513)

Kloroform (Merck)

3.4.3. DNA izolasyonunda Gerekli ¢ézeltiler

59

1M Tris HCI ¢ozeltisi: 12,1 g Trizma Baz tartilir, 80 ml’ye distile su ile tamamlandi. Derisik

HCl ile ¢bzeltinin pH’si 8’e ayarlandiktan sonra, son hacim 100 ml’ye getirildi.

Lizis Tamponu (Reaktif A) : 109,5 g. sukroz ve 1,0 g magnezyum klorur tartildi ve 800 ml

distile suda ¢oziildii. Uzerine 10 ml 1M Tris HCL ¢6zeltisi ilave edildi ve 1000 ml’ye distile su

ile tamamlandi. Otoklavda sterilize edildi ve sicakken 10 ml Triton X-100 ¢ozeltisi eklenerek

¢Ozelti berraklasip soguyunca +4 °C’de saklandi.

Reaktif B: 48,5 g Trizma Baz, 22,3 g EDTA ve 8,8 g NaCl tartilir, distile suda ¢ozilerek 800

ml’ye tamamlandi. Derisik HCl ile ¢dzeltinin pH’si 8 ‘e ayarlandi ve distile su ile 1000 ml’'ye
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tamamlandi. Cozelti otoklavda sterilize edilir ve sicakken 10 g. SDS (sodyumdodesilsilfat)

eklenerek ¢ozuldi. Cozelti soguyunca +4 °C’de saklandi.

5M Sodyum Perklorat: 70,2 g. sodyum perklorat tartilir, distile suda ¢ozlilerek 100 ml’'ye

tamamlandi.

10 x Tris —Borat-EDTA Tamponu (TBE) : 108 g. Tris, 55 g. borik asit, 9,3 g EDTA 800 ml distile
suda ¢6zilldi. Cozeltinin pH’si 8,3’e HCl ile ayarlandiktan sonra 1000 ml’'ye tamamlandi.

Otoklavda sterilize edildi.

Tibbi Biyoloji laboratuvarinda yaygin olarak kullanilan amonyum asetat yontemi ile DNA

izolasyonu asagida agiklanmistir:

- 5-10 ml kan 6rnekleri EDTA’l tiplere alinir. Kan 6rnekleri izolasyon yapilincaya kadar

-80 °C’de saklanir.

- Her birey icin bir falkon ttpd kullantlir.

- Her falkona 35 ml. soguk Lizis tamponu (Reajan A ¢ozeltisi) ilave edilir.

- Kan ornekleri falkonlara bosaltilir. Tlpler alt Ust edilir.

- 10 dakika 3000 rpm’de santrifiij edilir.

- Bu arada kromozom tiplerine 0,5 ml. 5M Sodyumperklorat ¢ozeltisi koyulur.

- Santrifijden cikartilan falkonlarin slipernatantlari dikkatlice (dipteki pelletlere dikkat
ederek) camasir suyu dolu behere bosaltilir.

- Pelletlerin Uzerine pastor pipeti yardimiyla yaklagik 20ml. Reajan B ¢0Ozeltisinden ilave
edilir.

- Falkondaki Reajan B’li pellet, sodyumperklorad iceren kromozom tliplerinin Gzerine
aktarihr.

- 15 dakika el ile alt Gst edilir.

- 65 9C’de 30 dakika etiiv icinde inkiibe edilir.

- Etlivden alinan tliplere 2 ml soguk kloroformdan ilave edilir.

- 10 dakika alt Gst edilir.

- 10 dakika 1400 rpm’de (18 °C) santrifij edilir.

- Ust fazin tamami yeni kromozom tiiplerine aktarilir.
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- Yeni tlpe aktarilan stipernatantlarin tizerine 5 ml, soguk etanol ilave edilir.

- Etanolli tupler iyice alt st edilerek, DNA sarmalinin olusumu gozlenir.

- Steril cubuk yardimiyla olusan DNA sarmali alinir. Kurumasi icin ependorfa aktarilarak 5-
10 dakika bekletilir.

- Kuruyan DNA’lar steril gubuklarin ucu kesilerek ependorflarin igine aktarilr.

- DNA ‘nin buyukligine gore 200 / 300 ml steril distile su ilave edilir.

- 60 °C’de, 1 gece su banyosunda inkibe edilir.

- Coziinen DNA’lar 4 °C’de saklanir.

Hastalar ve kontrol gruplarindan elde edilen DNA’lar kullanilarak hOGG1 Ser326Cys, XRCC1
Arg399GIin ve hMTH1 Val83Met genlerine ait genotipleme vyapildi. Her DNA’dan
genotiplemesi yapilacak enzimi kodlayan bdlgeler polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
aracihgiyla ¢cogaltildi ve restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP) teknigiyle deneye

katilan hasta ve kontrol grubundaki her bireyin calisilan her genine ait genotipleme yapildi.

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi-

Restriction Fragment Length Polimorfizmi (RFLP)

PCR metodu bir gesit " klonlama" ya da bir in vitro ve in vivo DNA amplifikasyon teknigi
olarak tanimlanir. Teorik olarak 1971'de Keppe ve arkadaslari tarafindan ana hatlariyla
cizilmisse de 1985’de Kary Mullis tarafindan uygulanmistir. Calisma prensibi; sablon olarak
kullanilan az miktarda baslangic DNA tek zincirinden tamamlayici yeni zincirin sentezi igin
DNA polimerazdan faydalanmaya dayanir. Baska bir ifadeyle az miktarda baslangi¢
materyali olan DNA sablonu veya hedef diziden belirli bir DNA segmentinin (amplikon) bol
miktarda tedarik edildigi glicli bir amplifikasyon teknigidir (Lorenz, 2012). Reaksiyonlar
farkli sicakliklardaki G¢ olayin sikluslar halinde tekrari seklindedir. PCR ile DNA fragmanlari
cogaltilabilir ve cok kiiciik orneklerden analizler icin yeterli miktarlar elde edilebilir

(Polymerase Chain Reaction, 2018).

RFLP yontemi, DNA molekiliinin kesim enzimleri olan restriksiyon endontikleaz enzimleri
kullanilarak farkl blyuklikteki fragmanlara ayrilmasi ve elde edilen DNA fragmanlarinin jel
elektroforez teknigi ile goriintilenmesi islemine dayanir (Klug ve digerleri, 2011). PCR

yontemi ile gcogaltilmis bolgede arastirdigimiz polimorfizmlerin belirlenebilmesi igin RFLP
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yontemi kullanilir. Polimorfizmler enzimin kesme noktasini degistirebilirler veya tamamen
yok edebilirler. PCR ile klonlanmis DNA molekuli igeren karisima restriksiyon enzimleri
eklenerek DNA dizisinin kugulk restriksiyon fragmanlerina ayrilmasi saglanir ve elde edilen
bu fragmanlar jel elektroforezi ile blylkliklerine gére ayristirilir. Jelde goriintiilenen
bantlarin sayisi ve uzunluklarina gore cesitli teorik modeller olusturulur. Bu modeller
olusturulurken klonlanmis DNA moleklll restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ve kesim
sonuglarina gore tahmini fragmanlarin buydklikleri ile jelde gorintilenen fragmanlarin
blyukliklerinin karsilastiriimasi esasina dayanir. Boylece harita boyunca farkli uzunluklara

sahip DNA fragmanlarinin arasindaki uzaklklar élgtlebilir (Allison, 2014).

3.5.2. Polimeraz zincir reaksiyonu ve restriksiyon fragman uzunluk polimorfizminde kullanilan

arac ve geregler

Mikrosantrifiij(Labnet,Spectrafuge24D)
Mikrodalga Firin(White Westinghouse)
Derin dondurucu (-20°C)( Argelik)

Jel kalibi ve taraklar

Vorteks (Niive)

Mikropipet (0,1-1000 pl) (Socorex)
Elektroforez tanki (Maxicell Primo)
Elektroforez gii¢c kaynagi (Thermo)
Gorilntiileme sistemi (Syngene)

Etiiv ( Niive EN 400)

PCR Aleti (Thermal Cycler-Techne)

3.5.1. PCR‘In bilesenleri

DNA sablonu (kalip olarak kullanilacak DNA)
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Hedef diziyi iceren DNA 0&rnegidir. Reaksiyonun baslangicinda, ¢ift zincirli DNA

molekuliindeki zincirleri birbirinden ayirmak igin yiksek 1s1 uygulanir.

DNA polimeraz

Hedef dizi icin tamamlayici yeni DNA iplikgiklerini sentezleyen enzim tiirii. ilk ve en yaygin
olarak Taq DNA polimerazi kullanilmisti. Pfu DNA polimerazi da DNA kopyalanmasi sirasinda

daha yiiksek uygunluga sahip oldugu icin kullaniimaktadir.

Primerler

DNA sablonu ve primerler hedef dizilimi tamamlayici tek zincirin pargalaridirlar (Polymerase
Chain Reaction, 2018). iki tane tek iplikli sentetik DNA oligoniikleotidi (ileri ve geri

primerler), PCR yapilmak istenen gen dizisini belirler.

Nukleotitler (INTPler veya deoksinukleotit Trifosfatlar)

4 tip nukleotit trifosfat (Principle of the PCR 1999, 2018): dATP, dGTP, dTTP, dCTP

PCR li¢ ana siklusun tekrarlarindan meydana gelir:

Denatiirasyon; 94 °C’de cift iplikcikli DNA’nin iki tek iplikcige ayrilmasi;

Annealing (eslesme) ; 50-60 °C’de primerlerin tek iplikcik halindeki kalip DNA’ya spesifik

olarak baglanmalari;

Ekstension (uzama) ; 72°C’de, primerlerle tanimlanmis olan bélgenin Taq polimeraz

tarafindan DNA amplifikasyonu (Lodish ve digerleri, 2000).

Denatirasyon ve ekstension sikluslarindaki isilar degismezken eslesme isisi istenen DNA
dizisinin AT/GC icerigine gore degisir. Sikluslar 30-40 tekrar arasinda degisir. Her siklusta
cogaltilmak istenen dizinin logaritmik (2", n=30-35 dongl) artisi s6z konusudur ve yeni

sentezlenen fragmanlar bir sonraki siklusta kalip gérevi gorirler (Lorenz, 2012).
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Sekil 3.1. PCR’In basamaklari (Principle of the PCR 1999, 2018)

3.5.3. Polimeraz zincir reaksiyonu ve restriksiyon fragman uzunluk polimorfizminde kullanilan

kimyasal maddeler

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
MgCl,

hOGG1 R primeri
hOGG1 F primeri
hXRCC1 R primeri
hXRCC1 F primeri
hMTH1 R primeri
hMTH1 F primeri

Tag DNA polimeraz
10xTaqg tamponu (NHa)
Sat | (Fnu4Hl)

MSPI (Hpall)

NSi (mpH)

Steril su

Fermentas
Fermentas
lontek

lontek

Thermo Electron
Thermo Electron
Thermo Electron
Thermo Electron
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Thermo Scientific
Thermo Scientific

AppliChem
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3.5.4. Elektroforezde kullanilan ¢ézeltilerin hazirlanisi

10 x Tris-Borat-EDTA Tamponu (TBE)

108 g Tris, 55 g borik asit, 9,3 g EDTA 800 ml distile suda ¢ozuldi. Cozeltinin pH’si hidroklorik

asit ile 8,3’e ayarlandiktan sonra 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavda sterilize edildi.

1 x Tris-Borat-EDTA Tamponu (TBE)

1 x TBE elde etmek i¢in 100 ml 10 x TBE tamponu distile suyla 1000 ml. ye tamamlandi.

%2’lik Agar Jel

Balon jojeicine 2 g. agar jel tartilip 100 ml 1xTBE ilave edilir. Karisim mikro dalgada kontrolli
sekilde jel kivamina gelinceye kadar (orta derece isida yaklasik 5 dk.) kaynatildi. Siire

sonunda karisim jel kabina dokilerek 25 dk sogumaya birakildi.

100 bc DNA ladder (molekiler agirlik merdiveni)

2 ul DNA molekiler agirhk merdiveni
1 ul 6x yukleme boyasi (loading dye)
3 ul steril su

oranlarinda ¢ogaltilarak karistirildi.

Etidium Bromr (EtBr)

500 mg. EtBr yeterli miktar distile suyla 50 ml. ye tamamlandi. EtBr, PCR Urinlerini okumak

icin koydugumuz jeli parlaklastirir.
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dNTP

1’er birim dATP, dCTP, dGTP, TTP niikleotitleri 6 birim distile suyla karistirilarak hazirlandi.

3.5.5. Polimeraz zincir reaksiyonu ile DNA fragmanlarinin ¢ogaltiimasi

hOGG1 Ser326Cys polimorfizmi

hOGG1 Ser326Cys polimorfizmi igin; 0,2 mM dNTP, 2 mM MgCl; 0,6 pmol primer F ve R
uygun primer ciftlerinin her birinden; 1 Unite Taqg polimeraz ve 10xTaq buffer (NH4) ,SO4
iceren 15 pl’lik polimeraz zincir reaksiyonu igine yaklasik 100 ng genomik DNA eklendi. PCR
tlpleri 94 °C'de 2 dakika inklibe edilerek DNA’nin denatlire olmasi saglandi. 33 dongi
boyunca 94 °C’de 15 saniye denatiirasyon, 60 °C eslesme sicakhginda 30 saniye
oligonikleotit primerler ile birlesme ve 72 °C'de 35 saniye uzama gerceklestirildi. Dongtiler
tamamlandiktan sonra 72 °C'de 10 dakika son uzama gergeklestirildi. Sekil 3.2 'de hOGG1

Ser326Cys enzimini kodlayan bélgeler gésterilmistir.

PCR PRODUCT: 207

Primer F: 5-ACTGTCACTAGTCTCACCAG -3’
Primer R: 5'-TGA ATT CGG AAG GTG CTT GGG GAA T-3’

ACTGTCACTAGTCTCACCAGCCCTGACCCCAGTGTACCCTCCTCCCCACACAGACTCCACCCTCCTAC
AGGTG CTG'I'I'CAGTGCCGACCTGCGCCAATC*:CGCCATG CTCAGGAGCCACCAGCAAAGCGCAGAA
AGGGTTCCAAAGGGCCGGAAGGCTAGATGGGGCACCCTGGACAAAGAAATTCCCCAAGCACCTTC
CCCTCCAT

Sekil 3.2. 3p25. kromozomda OGG1’in PCR ile ¢ogaltilan gen sekansi, PCR (riin boyutu ve
primer dizileri

XRCC1 Arg399Gin polimorfizmi

XRCC1 Arg399Gin polimorfizmi icin 2 Mm MgClz; 0,3 mM deoksi niikleotit trifosfatlarin her
birinden konulmus hazir karisim deoksi niikleotit trifosfat (dINTP) ; 0,6 pmol primer F ve R
uygun primer giftlerinin her birinden; 1 Unite Taq polimeraz igeren 15 pl’lik polimeraz zincir

reaksiyonu icine yaklasik 50 ng DNA eklendi. PCR tiipleri 94 °C’de 2 dakika inkiibe edilerek
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DNA’nin denatiire olmasi saglandi. 35 dongii boyunca 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 58
C birlesme sicakhginda 45 saniye oligoniikleotit primerler ile eslesme ve 72 °C’de 1 dakika
uzama gerceklestirildi. Dénguler tamamlandiktan sonra 72 °C’de 7 dakika son uzama

gerceklestirildi. Sekil 3.3 "de XRCC1 Arg399GIn enzimini kodlayan bolgeler gosterildi.

PCR PRODUCT - 871 bp

Primer F: 5° — CAG TGG TGC TAA CCT AAT C-3°
Primer R: 5-AGT AGT CTG CTG GCT CTG G -3°

CAGTGGIGCTAACCTAATCTACTCTTTGTCTTCTCCAGTGCCAGCTCCAACTCGTACCCCAGC
CACAGCCCCAGTCCCTGCCCGAGCACAGGGGGCAGTGACAGGCAAACCCCGAGGAGAAGGC
ACCGAGCCCAGACGACCCCGAGCTGGCCCAGAGGAGCTGGGGAAGATCCTTCAGGGTGTGG
TAGTGGTGCTGAGTGGCTTCCAGAACCCCTTCCGCTCCGAGCTGCGAGATAAGGCCCTAGAG
CTTGGGGCCAAGTATCGGCCAGACTGGACCCGGGACAGCACGCACCTCATGTAGGCTTGCGC
CCCCCTCCCTGCGCCGCTGCAGTTTCTCCCCCAGCTCCCTGTGTCTCCTCCACCTTGTGCTTT
CTCTGTGTCCACTATGCTGCATGCTTTCTCTCTCTCTCACTTGCTTITCTTTCTCACTGCATTCT
GTAGCCTTTGTCTICTCTCTGATTITITGCATCTCTCCCTTGGTCTCCAACCTCTTITTGTTTCT
CCCACCTCAATCTCATGATCTGTCTGTCTGTCTGTCTCTCTCTCTCTCTGTCTGTCTCCCCTGT
CTCGTTCCCCTTTGCCCCTCAGATCACACCTAACTGGCATCTTCACTTCTGCCCCCCACCAGC
TGTGCCTTTGCCAACACCCCCAAGTACAGCCAGGTCCTAGGCCTGGGAGGCCGCATCGTGCG
TAAGGAGTGGGTGCTGGACTGTCACCGCATGCGTCGGCGGCTGCCCTCCCAGAGGTAAGGC
CTCACACGCCAACCCTGCTCCTTATCCTGTGCTGGGCAATGCCAGGAATCTGGAGGGGAGTC
AGACTGGGGCCTGCCAGCGGAGAACACAGGTGGTCCCAGCCCAGAGCCAGCAGACTACT

Sekil 3.3.19q13.31. kromozomda XRCC1’in PCR ile ¢ogaltilan gen sekansi,PCR (irlin boyutu
ve primer dizileri

hMTH1 Val83Met polimorfizmi

hMTH1 Val83Met polimorfizmi icin 1,5 Mm MgClz; 0,2 mM deoksi niikleotit trifosfat
(dNTP); 0,6 pmol primer F ve R uygun primer ciftlerinin her birinden; 1 tnite Taq polimeraz
15 pl'lik polimeraz zincir reaksiyonu icine yaklasik 200 ng DNA eklendi. PCR tiipleri 94 °C’de
5 dakika inkiibe edilerek DNA’nin denatiire olmasi saglandi. 35 déngi boyunca 94 °C’de 90
saniye denatiirasyon, 58 °C eslesme sicakliginda 60 saniye oligoniikleotit primerler ile
birlesme ve 72 °C’de 60 saniye uzama gerceklestirildi. Dénguler tamamlandiktan sonra
72 °C’'de 7 dakika son uzama gerceklestirildi. Sekil 3.4 "de hMTH1 Val83Met enzimini

kodlayan bolgeler gosterilmistir.
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PCR Product: 246
Primer F: 5 CAT GGC ACC ATG CCC TGA- 3’
Primer R: 5- GAG ATG GGA CCC GCA TAG-3’

CATGGCACCATGCCCTGACGGCCTCCCTCCCCTGCCCACCTCTGCCCGCAGGGAGC
TGCAGGAGGAGAGCGGTCTGACAGTGGACGCCCTGCACAAGGTGGGCCAGATCGT
GITTGAGTTCGTGGGCGAGCCTGAGCTCATGGACGTGCATGTCTTCTGCACAGACA
GCATCCAGGGGACCCCCGTGGAGAGCGACGGTGAGTCTCACAGGGCCTGCTCCCCC
TCCCCACTATGCGGGTCCCATCT

Sekil 3.4. 7p22. kromozomda MTH1’in PCR ile ¢ogaltilan gen sekansi, PCR {riin boyutu ve
primer dizileri

3.5.6.Polimeraz zincir reaksiyonu Grinlerinin jele uygulanmasi ve elektroforez

PCR ile elde edilen Urlinlerin basarih bir sekilde amplifiye olup olmadigini anlamak igin %2
(a/h) agaroz jel elektroforezi kullanildi. Ornekler agarozlarin tarak disleriyle olusan
bosluklara pipetaj yontemiyle uygulandi. Mikrotiter icindeki herbir delige her 6rnek igin 3
pl yikleme tamponu, tzerine de PCR lriintinden 5 pl ilave edilerek, pipetaj ile karigtirild.
Elektroforez tanki yeter miktar 1XTBE tamponu ile dolduruldu ve 150 volt/cm
blyuklagindeki elektrik alaninda 20-24 dakika yuratalda. Elektroforezde PCR driinlerinin
jelde yirtrken izlenmesi igin 6x ylikleme boyasi ve molekiler agirlik standarti olarak 100 bg
ya da 50 b¢’lik merdiven molekiler agirlik standarti kullanildi. Elektroforezin ardindan jeller
%0,0001 pg (a/h) konsantrasyonunda hazirlanmis etidium bromir ¢ozeltisinde 10-15
dakika bekletildi. Ardindan jeller 300 nm bant gecirgen filtreli mor 6tesi transilliminator
kullanilarak gériintiilendi. islem sonunda amplifiye edilen OGG1 Ser326Cys geni icin spesifik
207 b¢’lik bant, XRCC1 Arg399Gin geni icin spesifik 871 b¢'lik bant, MTH1 Val83Met geni

icin spesifik 247 b¢'lik bant UV-transilliminatorde kontrol edildi.

3.5.7. Gen polimorfizmlerinin kesim ve inkiibasyonlari

hOGG1 Ser326Cys polimorfizminin Satl enzimi ile kesimi

hOGG1 Ser326Cys enzim genotiplemesi icin elde edilen 5 ul PCR Grin(, 9 ul steril su, 2 ul
tampon G ve 0,08 pl Sat | kesim enzimi ile yaklasik 16 saat, 37 °C’de inkiibe edildi (Karahalil

ve Kocabas, 2005). Bu siire sonunda kesilen trinler, aynen PCR Urinlerini jele uygulayip
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elektoroforezde surikledigimiz sekilde jele tatbik edilip 25 dakika, 120 V akim varliginda

elektroforeze tabi tutulup UV transilliminator'de incelenerek genotip analizi yapildi.

rs1052133 veya Ser326Cys polimorﬁzmi|

SAT 1 RESTRUCTION ENZYME: FnudHI(SAT 1)

5..GCNGC...3
3...CGNCG...5

ACTGTCACTAGTCTCACCAGCCCTGACCCCAGTGTACCCTCCTCCCCACACAGACTCCACCCTCCTACL
AGGTGCTGTTCAGTGCCGACCTGCGCCAATGC/CGCCATGCTCAGGAGCCACCAGCAAAGCGCAGA
AAGGGTTCCAAAGGGCCGGAAGGCTAGATGGGGCACCCTGGACAAAGAAATTCCCCAAGCACCTT
CCCCTCCAT

Sekil 3.5. Sat | restriksiyon enzimi uygulanan 207 b¢’lik gen sekansi (OGG1-F ve OGG1-R
primerleri yesil renk ve kesim enziminin tanima bdlgesi mavi renk ile
gosterilmistir)

XRCC1 Arg399GIn polimorfizminin Mspl (Hpall) enzimi ile kesimi

XRCC1 Arg399Gin enzim genotiplemesi icin elde edilen 5 ul PCR drind, 9 pl steril su, 1 pl
tampon tango ve 0,5 pl Sat | kesim enzimi ile yaklasik 16 saat, 37 °C'de inkiibe edildi
(Kocabas ve Karahalil 2006). Bu sire sonunda kesilen Grtnler, aynen PCR Urlnlerini jele
uygulayip elektoroforezde sirikledigimiz sekilde jele tatbik edilip 25 dakika, 120 V akim
varliginda elektroforeze tabi tutulup UV transilliminatorde incelenerek genotip analizi

yapildi.
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rs25487 veya Arg399Gin

CAGTGGTGCTAACCTAATCTACTCTTTGTCTTCTCCAGTGCCAGCTCCAACTCGTACCCCAGCCACAGCC
CCAGTCCCTGCCCGAGCACAGGGGGCAGTGACAGGCAAACCCCGAGGAGAAGGCACCGAGCCCAGAC
GACCCCGAGCTGGCCCAGAGGAGCTGGGGAAGATCCTTCAGGGTGTGGTAGTGGTGCTGAGTGGCTT
CCAGAACCCCTTCCGCTCCGAGCTGCGAGATAAGGCCCTAGAGCTTGGGGCCAAGTATCGGCCAGACT
GGACC/CGGGACAGCACGCACCTCATGTAGGCTTGCGCCCCCCTCCCTGCGCCGCTGCAGTTTCTCCCCC
AGCTCCCTGTGTCTCCTCCACCTTGTGCTTTCTCTGTGTCCACTATGCTGCATGCTTTCTCTCTCTCTCACTT
GCTTTCTTTCTCACTGCATTCTGTAGCCTTTGTCTTCTCTCTGATTTTTGCATCTCTCCCTTGGTCTCCAACC
TCTTTTTGTTTCTCCCACCTCAATCTCATGATCTGTCTGTCTGTCTGTCTCTCTCTCTCTCTGTCTGTCTCCC
CTGTCTCGTTCCCCTTTGCCCCTCAGATCACACCTAACTGGCATCTTCACTTCTGCCCCCCACCAGCTGTG
CCTTTGCCAACACCCCCAAGTACAGCCAGGTCCTAGGCCTGGGAGGCCGCATCGTGCGTAAGGAGTGG
GTGCTGGACTGTCACCGCATGCGTCGGCGGCTG CCCT(-AGGTAAG GCCTCACACGCCAACCCTGC
TCCTTATCCTGTGCTGGGCAATGCCAGGAATCTGGAGGGGAGTCAGACTGGGGLCTGCCAGCGGAGA
ACACAGGTGGTCCCAGCCCAGAGCCAGCAGACTACT

MSPI RESTRICTION ENZYME
5..CCGG...3
3...GGCC...5

Sekil 3.6. Mspl restriksiyon enzimi uygulanan 871 b¢'lik gen sekansi (XRCC1-F ve XRCC1-R
primerleri yesil renk, kesim enziminin tanima bdélgesi mavi ve pembe renk ile
gosterilmistir)

MTH1 Val83Met polimorfizminin NSi (mpH) enzimi ile kesimi

MTH1 Val83Met enzim genotiplemesi igin elde edilen 5 pl PCR uriind, 9 pl steril su, 1 pl
buffer R ve 0,5 pl NSi kesim enzimi ile yaklasik 16 saat, 37 °C’'de, 10,5 pl reaksiyon
karisiminda kesildi (Karahalil ve digerleri, 2011). Bu sire sonunda kesilen Uriinler, aynen
PCR durinlerini jele uygulayip elektoroforezde siriikledigimiz sekilde jele tatbik edilip 25
dakika, 120 V akim varliginda elektroforeze tabi tutulup UV transilliminatérde incelenerek

genotip analizi yapildi.



71

rs 4866 veya Val83Met polimorfizmi

EATEGCACEATEEEETGACGGCCTCCCTCCCCTGCCCACCTCTGCCCGCAGGGAGCT
TGCAGGAGGAGAGCGGTCTGACAGTGGACGCCCTGCACAAGGTGGGCCAGATCGT
GTTTGAGTTCGTGGGCGAGCCTGAGCTCATGGACHIEMG TCTTCTGCACAGACA
GCATCCAGGGGACCCCCGTGGAGAGCGACGGTGAGTCTCACAGGGCCTGCTCCCCC
TCCCCACTATGEGEGTCCCATCT

Kesim Enzimi: NSil

5 .. ATGCAT.. .3
3...TACGTA...5

Sekil 3.7. NSi restriksiyon enzimi uygulanan 247 b¢’lik gen sekansi (MTH1-F ve MTH1-R
primerleri yesil renk ve kesim enziminin tanima bdlgesi kirmizi renk ile
gosterilmistir)

3.6. istatiksel Analiz

Surekli sayisal degiskenlerin dagiliminin normale yakin olup olmadigi Kolmogorov Smirnov
testiyle varyanslarin homojenligi ise Levene testiyle arastirildi. Tanimlayici istatistikler;
surekli sayisal degiskenler icin ortalama * standart sapma biciminde, kategorik degiskenler

icin ise birey sayisi ve (%) seklinde gosterildi.

Kontrol grubu igerisinde OGG1, XRCC1 ve MTH1 bolgelerine gbre genotip dagilimlari
acisindan Hardy-Weinberg dengesinin saglanip saglanmadigi Ki-Kare testi kullanilarak
arastirildi. Gozlenen frekanslar ile beklenen frekanslar arasindaki farklarin onemlilikleri

incelendi.

Kontrol ve Parkinson grubu arasinda yas ortalamalari yoninden farkin 6nemliligi Student’s
t testi ile incelendi. Kontrol ve Parkinson grubu arasinda bireylerin siniflandiriimis
demografik ve klinik 6zellikleri yoniinden 2x2’lik capraz tablolarda beklenen frekansin 5’in
altinda oldugu durumunda Fisher’in Kesin Sonuglu Olasilik testi, 5-25 arasinda olmasi
halinde Sureklilik Diizeltmeli Ki-Kare testi, 25’ten blylik olmasi durumunda ise Pearson’un

Ki-Kare testi kullanilarak kategorik veriler degerlendirildi.
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OGG1, XRCC1 ve MTH1 bolgelerine gore genotip ve allel tiplerinin Parkinson yatkinligi
Uzerine anlamh etkisinin olup olmadig tek degiskenli lojistik regresyon analizleri ile
arastirildi. Her bir referans allel ve genotipe goére riskli oldugu distnilen allel ve
genotiplerin PH’ya olan yatkinligi ne kadar etkiledigini tespit etmek icin odds oranlari ve

%95 glven araliklari ayrica hesaplandi.

Diger olasi risk faktorlerine gore diizeltme yapildiginda sirasiyla; OGG1, XRCC1 ve MTH1
bolgelerine gore riskli olan genotipleri tasimanin Parkinson yatkinhgi (izerine istatistiksel
olarak anlaml etkilerinin olup olmadigi ise ¢oklu degiskenli (multiple) lojistik regresyon
analizleri ile arastirildi. Yas ve cinsiyet gibi biyolojik etkenlerin yani sira tek degiskenli
istatistiksel analizler sonucunda p<0,25 olarak saptanan ve PH lizerinde etkili olabilecegi
disinilen sigara ve diyabet 6ykiisi aday risk faktorleri olarak ¢oklu degiskenli lojistik
regresyon modellerine dahil edildi. Ayrica, her bir degiskene ait Odds Orani(00), %95 gliven

arahigl ve Wald istatistikleri hesaplandi.

Verilerin analizi IBM SPSS Statistics 17.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA) paket

programinda yapildi. p<0,05 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.0GG1 Ser326Cys Polimorfizmi

Hasta ve Kontrol Grubunda Genotip Analiz Sonuclari

Turk populasyonunda Parkinsonlu hastalarda OGG1Ser326Cys genetik polimorfizminin
belirlenmesi amaciyla yapilan analizlerde 207 baz ciftlik (b¢) OGG1 geni ¢ogaltilarak elde
edilen PCR Urlinleri RFLP teknigi ile Satl (Fnu4HI) enzimi kullanilarak kesildi (Sekil 4.1). Sat
| enzimi; 5" ..G CUN G C..3’ve 3'...C G NPC G...5" bolgelerinden amplifiye edilmis DNA
dizisini keser. Hasta ve kontrol grubu kesim urlnlerinin blytkliklerine gore yabanil tip,
heterozigot ve mutant olarak adlandirildi. Yabanil tip Ser/Ser tasiyanlardi. Eger hOGG1
enziminin her iki allel geninde de mutasyon yoksa, enzim, Ser/Ser genotipine sahiptir ve Sat
| enzimi tarafindan kesilemeyerek, PCR Urlinli 207 b¢'lik sekilde bltinlGgini korur. Bu allel
icin agaroz jel elektroforez UV-transilliminator’de goruntilendiginde 207 bg’lik kesilmemis
tek bant verdigi gbzlendi. Ser/Cys tasiyanlar heterozigot olarak adlandirildi. Eger allellerden
birinde mutasyon mevcutsa, kesim sonucunda 207 bg, 107 b¢ ve 100 b¢’lik 3 adet DNA
parcasi meydana gelir ve enzim, Ser/Cys genotipine sahiptir. Cys/Cys tasiyanlar mutant
olarak isimlendirildi(Ci). Her iki allelin de mutant oldugu durumda, PCR uriini 107 bg ve 100
b¢’lik 2 parcaya kesilir. Bu allel icin kesim Grinleri UV-transilliminatorde goriintilendiginde
107 ve 100 b¢’lik iki bant gozlenmesi beklendi. Ancak 100 bg, 107 b¢’ye ¢ok yakin oldugu

icin hem heterozigot hem mutant bantlar icin gézlemlemedik. (Resim 4.1).

PrimerfF —p Sicon 7

Ser 326 Cys
polimorfik bdlge

v

GCTGTTCAGTGCCGACCTGCGCCAATCC) CGEC
_L Ser

Sat1(FrudHl) kesiml
GCTGTTCAGTGCCGACCTGCGCCAATGC/CGCC
Cys

4 Primer R

serin sisteine dontisiyor

Sekil 4.1. OGG1 Ser326Cys polimorfizminin Sat 1 ile kesimi



74

Cizelge 4.1. hOGG1 enzimi Sat | ile kesim Grdnleri.

hOGG1 Yabanil Tip (Ser / Ser) Heterozigot (Ser / Cys) Mutant (Cys / Cys)
207 be 207 be
107 bg 107 bg
¥t &)
<= 207 be¢
=107 be

Resim 4.1. OGG1 Ser326Cys polimorfizmi ve kesim Urlinlerinin agaroz jelde gorintilenmesi.
M;100 baz ciftlik DNA molekiiler agirlik merdiveni, K; kér, 1,2,4,6 nolu sttunlar;
yabanil tip, 3,7 no’lu sltunlar; heterozigot, 5 nolu slitun; mutanttir.

4.2 XRCC1 Arg 399 GIn Polimorfizmi

Hasta ve Kontrol Grubunda Genotip Analiz Sonuclari

Turk popllasyonunda Parkinsonlu hastalarda XRCC1 Arg399Gin genetik polimorfizminin
belirlenmesi amaciyla yapilan analizlerde 871 baz ciftlik (b¢) XRCC1 geni cogaltilarak elde
edilen PCR drinleri Mspl (Hpall) enzimi ile kesildi (Resim 4.2). Mspl enzimi; 5" ... C{ C G
G...3" ve 3'...G G CTC..5 bolgelerinden amplifiye edilmis DNA dizisini keser. Yabanil tip
Arg/Arg tasiyanlardi. Bu allel icin agaroz jel elektroforez UV-transilliminat6r'de
goruntulendiginde 461 ve 278 b¢'lik iki bant gbézlendi. Arg/Glin tasiyanlar heterozigot olarak
adlandirildi. Kesim urtinleri 593,461 ve 278 b¢’lik G¢ bant seklindeydi. GIn/GIn tasiyanlar
mutant olarak isimlendirildi(Cizelge 4.2). Bu allel icin UV-transilliiminatérde kesim trtnleri

593 ve 278 b¢'lik iki bant seklinde gorintilendi (Sekil 4.2).
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X Ekzon 10
Primer F o

44— Primer R

Arg 399 GIn
polimorfik bdlge

v

CAAGTATCGGCCAGACTGGACC)CGGGA
Arg

Mspl(Hpall) kesimi
CAAGTATCGGCCAGACTGGACC/CAGGA
Gin

arjinin de glutamine déniigiiyor

Sekil 4.2. XRCC1 Arg399Gin polimorfizminin Mspl (Hpall) ile kesimi

Cizelge 4.2. XRCC1 enzimi Mspl ile kesim Urtinleri.

XRCC1 | Yabanil Tip(Arg/ Arg) | Heterozigot (Arg/Gin) Mutant (G/n / GIn)

593 b¢ 593 bg

461 b 461 bg

278 bg 278 bg 278 bg
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!

. N e 593 be
x «<=461 b¢
=278 bg

2

K 1.2 348 6 7

Resim 4.2. XRCC1 Arg399Gin polimorfizmi ve kesim {rlnlerinin agaroz jelde
gorintilenmesi. M; 100 b¢. molekiler agirlhik merdiveni, K; kor, 1,4,5,6 no’lu
stunlar; yabanil tip, 2 ve 3 nolu situnlar; heterozigot, 7 nolu siitun; mutant.

4.3.MTH1 Val 83 Met Polimorfizmi

Hasta ve Kontrol Grubunda Genotip Analiz Sonuclari

Turk popllasyonunda Parkinsonlu hastalarda MTH1 Val83Met genetik polimorfizminin
belirlenmesi amaciyla yapilan analizlerde 247 b¢’lik MTH1 geni ¢ogaltilarak elde edilen PCR
aranleri Nsil enzimi ile kesildi (Sekil 4.3). Nsil enzimi; 5" ... ATGCAJT...3’ve 3’..TTACG
T A...5" bolgelerinden amplifiye edilmis DNA dizisini keser. Yabanil tip Val/Val tasiyanlardi.
Bu allel icin agaroz jel elektroforez UV-transilliminatorde gorintiilendiginde 247 bg’lik
kesilmemis tek bant verdigi gozlendi. Val/Met tasiyanlar heterozigot olarak adlandirildi.
Kesim Grlinleri 247,150 ve 97 b¢’lik ¢ bant verdi(Cizelge 4.3). Met/Met tasiyanlar mutant
olarak isimlendirildi. Bu allel icin kesim Grlinleri UV-transilliminator'de gorintilendiginde
150 ve 97 b¢'lik iki bant gozlenmesi beklendi. Ancak calismamizda mutant gen gézlenmedi

(Resim 4.3).
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Ekzon 4
PrimerF ——p»

4~ Primer R

Val 83 Met
polimorfik bdlge

v

CGAGCCTGAGCTCATGGAﬁ'T
Val

Nsil kesimi
cGAGCCTGAGCTCATGGACTIN G
Met

valin metiyonine déniigliyor

Sekil 4.3. MTH1 Val83Met polimorfizminin Nsil kesim enzimi ile kesimi

Cizelge 4.3. MTH1 enzimi Nsil ile kesim Grinleri.

MTH1 Yabanil Tip (Val/ Val) Heterozigot (Val/Met) Mutant (Met / Met)
247 be 247 be
150 b 150 bg
97 bg 97 bg

Resim 4.3. MTH1 Val83Met polimorfizmi ve kesim urinlerinin agaroz jelde gérintilenmesi.
M; 100 bg. molekiler agirlik merdiveni, K; kor, 1,2,3 no’lu sttunlar; yabanil tip,
4 ve 5 nolu situnlar; heterozigot.

4.4 Hasta ve Kontrol Grubuna Ait Demografik Bulgular

Hasta grubunun yas ortalamasi 65,5+ 11,6 olup, 38 ile 91 yas arasi, kontrol grubu yas

ortalamasi 62,1 £ 9,6 olup, 31 ile 82 yas arasi dagilim géstermektedir. Arastirmada yer alan
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hasta ve saglikli kontrollerin kahve, ¢ay, alkol, sigara kullanim aligkanliklari, DM 6ykisi ve

cinsiyet icin ki-kare (x?) analizindeki p degerleri, yas ortalamalari karsilastirmasi icin yapilan

t testindeki p degeri Cizelge 4.4 de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.4. Hasta ve kontrol gruplarina ait genel 6zellikler

Kontrol grubu Hastagrubu -
(n=97) (n=102) P degeri

Yas, (ortalama+ standart sapma) 62,119,6 65,5+11,6 0,027"
Yas gruplari, n (%) 0,013*
65 yas alti 53 (54,6) 37 (37,0)

65 yas ve (stii 44 (45,4) 63 (63,0)

Cinsiyet, n (%) 0,536%
Kadin 48 (49,5) 46 (45,1)

Erkek 49 (50,5) 56 (54,9)

Sigara, n (%) 0,211%
icmeyen 49 (52,7) 61 (61,6)

icen 44 (47,3) 38(38,4)

Kahve, n (%) 0,2921
Kullanmayan 87 (93,5) 72 (87,8)

Kullanan 6 (6,5) 10(12,2)

Cay, n (%) 0,021°
Kullanmayan - 5(6,1)

Kullanan 93 (100,0) 77 (93,9)

Alkol, n (%) >0,9991
Kullanmayan 69 (74,2) 61 (75,3)

Kullanan 24 (25,8) 20 (24,7)

DM &ykiisii, n (%) 0,095"
Yok 82 (88,2) 62 (77,5)

Var 11 (11,8) 18 (22,5)

T Student’s t testi, 1 Pearson’un Ki-kare testi, § Sireklilik diizeltmeli Ki-kare testi, $ Fisher'in

kesin sonuclu olasilik testi.

Kontrol grubuna gore hasta grubunun yas ortalamasi klinik olarak énemli olmamakla

birlikte istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiksekti (p=0,027). Kontrol grubuna gore

hasta grubunda 65 yas ve Uzerinde olan bireylerin orani da istatistiksel olarak anlaml

derecede daha yiksekti (p=0,013). Gruplar arasinda kadin ve erkeklerin dagilimi istatistiksel

olarak benzerdi (p> 0,05). Gruplar arasinda sirasiyla; sigara oykisu, kahve icme aliskanhgi,

alkol kullanim 6ykisi ve diabetes mellitus (DM) 6ykisi agisindan istatistiksel olarak anlamh

fark gorilmedi (p>0,05). Kontrol grubuna gore hasta grubunda cay icme aliskanhgi klinik

olarak 6nemli olmamakla birlikte istatistiksel olarak anlamli derecede daha dustkti

(p=0,021).
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4.5. Kontrol Ve Parkinsonlu Hasta Gruplarinin Genotip Analizleri

Kontrol grubunda OGG1 polimorfizminin Ser/Ser genotipi %57,7 , Ser/Cys genotipi %34 ve
Cys/Cys genotipi %8,3 olarak bulundu(Sekil 4.4). Parkinsonlu gruba bakildiginda Ser/Ser
genotipi % 69,4 , Ser/Cys genotipi %25,3 ve Cys/Cys genotip %5,3'tlr. XRCC1 kodon 399'da
kontrol grubunun Arg/Arg genotipi %55,9 , Arg/Gln genotipi %35,5 ve GIn/GIn genotipi
%8,6 elde edildi. Parkinsonlu gruba bakildiginda Arg/Arg genotipi %35,9 , Arg/GlIn genotipi
%43,5 ve GIn/GIn genotipi %20,6 ‘dir. MTH1 kodon 83’te kontrol grubunun Val/Val genotipi
%90,4 , Val/Met genotipi %9,6 ve Met/Met genotipi %0 elde edildi. Parkinsonlu gruba
bakildiginda Val/Val genotipi %91,8, Val/Met genotipi %8,2 ve Met/Met genotipi %0 olarak

bulundu.

Ser / Ser
Ser/ Cys |
Met / Met

XRCC1

Kontrol grubu  m Hasta grubu

Sekil 4.4. Kontrol ve hasta gruplarinin OGG1 Ser326Cys, XRCC1 Arg399Gin ve MTH1
Val83Met genotip dagilimlari

4.6. hOGG1, XRCC1 ve hMTH1 Genlerinin incelenen Genetik Polimorfizmlerinin Allel Frekans

Dagilimlan

OGG1 Ser326Cys polimorfizmine ait allel frekans dagilimi yoninden gruplar arasindaki
farkin 6nemliligi incelendi (Cizelge 4.5). Ser ya da Cys allelini tasiyor olmanin hastalik varlig

Uzerinde istatistiksel olarak anlamli bir belirleyiciliginin olmadig gorilda (p=0,081).
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Cizelge 4.5. OGG1 Ser326Cys polimorfizmine ait allel frekans dagilimi

Kontrol grubu Hasta grubu p-degeri ¥ 00 (%95 GA)
Ser 145 (%74,7) 156 (%82,1) - 1,000
Cys 49 (%25,3) 34 (%17,9) 0,081 0,645 (0,394-1,055)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 0O: Odds Orani, GA: Giiven Araligi.

Cizelge 4.6’da XRCC1 Arg399GIn polimorfizmine ait allel frekans dagilimi yoniinden gruplar
arasindaki farkin 6nemliligi gortldi. Arg allelini tasiyanlara gore Gin allelini tasiyanlarda
hastaligin gorilme ihtimali istatistiksel olarak anlamh 2,057 kat (%95 Glven Araligi: 1,328-
3,188) daha fazlaydi (p<0,001).

Cizelge 4.6. XRCC1 Arg399Gin polimorfizmine ait allel frekans dagilimi

Kontrol grubu Hasta grubu p-degeri 00 (%95 GA)
Arg 137 (%73,7) 106 (%57,6) - 1,000
Gln 49 (%26,3) 78 (%42,4) <0,001 2,057 (1,328-3,188)

T Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00: Odds Orani, GA: Glven Araligl.

MTH1 Val83Met polimorfizmine ait allel frekans dagilimi yoniinden gruplar arasindaki
farkin 6nemliligi incelendi (Cizelge 4.7). Val ya da Met allelini tasiyor olmanin hastalik varhgi

Uzerinde istatistiksel olarak anlamli bir belirleyiciliginin olmadigi goruldi (p=0,753).

Cizelge 4.7. MTH1 Val83Met polimorfizmine ait allel frekans dagilimi

Kontrol grubu Hasta grubu p-degeri * 00 (%95 GA)
Val 179 (%95,2) 186 (%95,9) - 1,000
Met 9 (%4,8) 8 (%4,1) 0,753 0,855 (0,323-2,266)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00:0dds Orani, GA: Giiven Aralig.

Kontrol grubu icerisinde 3 (hOGG1 Ser326Cys, XRCC1 Arg399GIn ve MTH1 Val83Met)
genotip dagihimi yoniinden goézlenen ile beklenen frekanslar arasinda istatistiksel olarak
anlamh fark goriilmedi. Boylece secilen kontrol grubunun Hardy-Weinberg dengesi
acisindan mevcut calisma icin (her 3 gen polimorfizmi icin) uygun bir grup oldugu

gorulmustir.
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4.7. hOGG1, XRCC1 ve hMTH1 Genlerinin incelenen Genetik Polimorfizmlerinin Parkinson

Hastaligi Riski Uzerine Etkisi

hOGG1 Ser326Cys genotiplerine gore PH'nin gorilme ihtimalinin degisip degismedigi
incelendi. PH varligi ile hOGG1 Ser326Cys genotiplerinin dagihmi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05) (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. hOGG1 Ser326Cys genotiplerine gore Parkinson hastalik riskinin degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri * 00 (%95 GA)
Ser / Ser 56 (%57,7) 66 (%69,4) - 1,000
Ser /Cys 33 (%34,0) 24 (%25,3) 0,136 0,617 (0,327-1,164)
Cys/ Cys 8 (%8,3) 5 (%5,3) 0,289 0,530 (0,164-1,713)
Ser/ Cys + Cys / Cys 41 (%42,3) 29 (%30,6) 0,092 0,600 (0,331-1,087)

T Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00: Odds Orani, GA: Glven Araligi.

XRCC1 Arg399Gin genotiplerine gore PH'nin gorilme ihtimalinin degisip degismedigi
incelendi(Cizelge 4.9). Arg / Arg genotipini tasiyanlara gére Arg / Gln genotipini taslyanlarda
PH'nin gorilme ihtimali istatistiksel anlamli olarak 1,910 kat (%95 GA: 1,013-3,603), GIn /
GIn genotipini taglyanlarda ise PH'nin gorilme ihtimali istatistiksel anlamli olarak 3,742 kat
(%95 GA: 1,470-9,525) artmaktaydi (p=0,046 ve p=0,006). Ayrica, Arg / Arg genotipini
tasiyanlara gore Arg / GIn veya GiIn / GIn genotiplerini taslyanlarda PH'nin gorilme ihtimali
istatistiksel olarak anlamli 2,268 kat (%95 GA: 1,256-4,094) artmaktaydi (p=0,007).

Cizelge 4.9. XRCC1 Arg399Gin genotiplerine gore Parkinson hastalik riskinin degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri * 00 (%95 GA)
Arg / Arg 52 (%55,9) 33 (%35,9) - 1,000
Arg / Gin 33 (%35,5) 40 (%43,5) 0,046 1,910 (1,013-3,603)
Gin/Gin 8 (%8,6) 19 (%20,6) 0,006 3,742 (1,470-9,525)
Arg / GIn + GIn / Gin 41 (%44,1) 59 (%64,1) 0,007 2,268 (1,256-4,094)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00: Odds Orani, GA: Gliven AraligI.

MTH1 Val83Met genotiplerine gbére PH’nin gorilme ihtimalinin degisip degismedigi
incelendi (Cizelge 4.10). PH varhg! ile MTH1 Val83Met genotiplerinin dagilimi arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,748).
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Cizelge 4.10. MTH1 Val83Met genotiplerine gére Parkinson hastalik riskinin degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri ' 00 (%95 GA)
Val / Val 85 (%90,4) 89 (%91,3) - 1,000
Val/ Met 9 (%9,6) 8 (%8,2) 0,748 0,849 (0,313-2,302)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 0O: Odds Orani, GA: Giiven Araligi.

4.8. hOGG1, XRCC1 ve hMTH1 Genlerinin Incelenen Genetik Polimorfizmlerinin Sigara

Kullanimi ve Parkinson Hastaligi Riski Uzerine Etkisi

Sigara oykusu oldugu bilinen bireyler icerisinde hOGG1 Ser326Cys genotiplerine gore
PH'nin gorilme ihtimalinin degisip degismedigi incelendiginde PH varligi ile hOGG1
Ser326Cys genotiplerinin dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi

(p>0,05)( Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. hOGG1 Ser326Cys genotiplerine gore sigara kullaniminda Parkinson hastalik riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri ¥ 00 (%95 GA)
Ser / Ser 26 (%59,1) 23 (%63,9) . 1,000
Ser/Cys 16 (%36,4) 10 (%27,8) 0,482 0,707 (0,268-1,862)
Cys / Cys 2 (%4,5) 3 (%8,3) 0,581 1,696 (0,260-11,058)
Ser/Cys + Cys / Cys 18 (%40,9) 13 (%36,1) 0,661 0,816 (0,329-2,023)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00: Odds Orani, GA: Gliven AraligI.

Sigara oykusl oldugu bilinen bireyler icerisinde XRCC1 Arg399GIn genotiplerine gére PH'nin
gorilme ihtimalinin degisip degismedigi incelendi(Cizelge 4.12). Arg / Arg genotipini
tasiyanlara gore Arg / Gin genotipini tasiyanlarda PH'nin gorilme ihtimalinde istatistiksel
olarak anlamli degisim gorilmezken [00O= 1,466 (%95 GA: 0,537-4,001) ve p=0,456], GIn /
GIn genotipini tasiyanlarda PH’nin gorilme ihtimali istatistiksel anlamli olarak 9,583 kat
(%95 GA: 1,802-50,956) artmaktaydi (p=0,008). Ayrica, Arg / Arg genotipini taslyanlara gore
Arg / GIn veya GIn / GIn genotiplerini tasiyor olmanin PH varligi Gzerinde istatistiksel olarak

anlamli bir etkisi gortilmedi [00= 2,320 (%95 GA: 0,920-5,853) ve p=0,075].
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Cizelge 4.12. XRCC1 Arg399Gin genotiplerine gore sigara kullaniminda Parkinson hastalik riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri ¥ 00 (%95 GA)
Arg / Arg 23 (%54,3) 12 (%34,3) ] 1,000
Arg /Gin 17 (%40,5) 13 (%37,1) 0,456 1,466 (0,537-4,001)
GIn/Gin 2 (%4,7) 10 (%28,6) 0,008 9,583 (1,802-50,956)
Arg/GIn + GIn / Gin 19 (%45,2) 23 (%65,7) 0,075 2,320 (0,920-5,853)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 0O: Odds Orani, GA: Giiven Araligi.

Sigara oykisu oldugu bilinen bireyler igcerisinde MTH1 Val83Met genotiplerine gére PH'nin
gorlilme ihtimalinin degisip degismedigi incelendi(Cizelge 4.13’de). PH varhg ile MTH1
Val83Met genotiplerinin dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi

(p=0,908).

Cizelge 4.13. MTH1 Val83Met genotiplerine gore sigara kullaniminda Parkinson hastalik riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri * 00 (%95 GA)
Val / Val 38 (%88,4) 33 (%89,2) - 1,000
Val/ Met 5(%11,6) 4 (%10,8) 0,908 0,921 (0,228-3,717)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 0O: Odds Orani, GA: Gliven Aralig.

49. hOGG1, XRCC1 ve hMTH1 Genlerinin Incelenen Genetik Polimorfizmlerinin Diabetes
Mellitus Oykiisti ve PH Riski Uzerine Etkisi

Cizelge 4.14'de diyabet oykisi oldugu bilinen bireyler icerisinde hOGG1 Ser326Cys
genotiplerine gore PH'nin goriilme ihtimalinin degisip degismedigi incelendi. PH varlig ile
hOGG1 Ser326Cys genotiplerinin dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark

saptanmadi (p>0,05).

Cizelge 4.14. Diyabet hastasi olanlarda hOGG1 Ser326Cys genotiplerine gére Parkinson riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri * 00 (%95 GA)
Ser / Ser 9 (%81,8) 13 (%72,2) - 1,000
Ser/ Cys 2 (%18,2) 3(%16,7) 0,970 1,038 (0,143-7,527)
Cys/Cys 0 (%0,0) 2(%11,1) HY HY
Ser/ Cys + Cys / Cys 2 (%18,2) 5 (%27,8) 0,560 1,731 (0,273-10,974)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00:0dds Orani, GA: Giiven Araligi, HY: Hesaplama yapilamadi.

Diyabet 6ykist oldugu bilinen bireyler icerisinde XRCC1 Arg399Gin genotiplerine gore
PH’nin gériilme ihtimalinin degisip degismedigi incelendi(Cizelge 4.15). Arg /Arg genotipini
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tasiyanlara gore Arg / GIn genotipini tasiyanlarda PH’nin gorilme ihtimali istatistiksel
anlamh olarak 9,778 kat (%95 Glven Arahgi: 1,551-61,646) artmaktaydi (p=0,015). GIn/ Gin
genotipine sahip olmak ile PH varlig| arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olup olmadigi
birey sayisi yeterli olmadigi i¢in hesaplanamadi. Arg / Arg genotipini tasiyanlara gore Arg /
GIn veya GIn / GIn genotipini tasiyanlarda (Arg / GIn genotipini tasiyanlardan kaynakli
olarak) PH’nin gorilme ihtimali de istatistiksel olarak anlamh 12,444 kat (%95 GA: 2,015-
76,872) artmaktaydi (p=0,007).

Cizelge 4.15. Diyabet hastasi olanlarda XRCC1 Arg399GIn genotiplerine gbre Parkinson riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri * 00 (%95 GA)
Arg /Arg 8 (%72,7) 3(%17,6) - 1,000
Arg /Gin 3(%27,3) 11 (%64,8) 0,015 9,778 (1,551-61,646)
GIn/Gin 0 (%0,0) 3 (%17,6) HY HY
Arg / Gln + GIn / Gln 3 (%27,3) 14 (%82,4) 0,007 12,444 (2,015-76,872)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00:0dds Orani, GA: Giiven Araligi, HY: Hesaplama yapilamadi.

Diyabet 6ykiisii oldugu bilinen bireyler icerisinde MTH1 Val83Met genotiplerine gore
PH'nin goérilme ihtimalinin degisip degismedigi birey sayisi yeterli olmadigl icin

hesaplanamadi(Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Diyabet hastasi olanlarda MTH1 Val83Met genotiplerine gére Parkinson riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri * 00 (%95 GA)
Val / Val 10 (%90,9) 18 (%100,0) - 1,000
Val/ Met 1(%9,1) 0 (%0,0) HY HY

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00:0dds Orani, GA: Giiven Araligi, HY: Hesaplama yapilamadi.

4.10. hOGG1, XRCC1 ve hMTH1 Genlerinin Incelenen Genetik Polimorfizmlerinin Alkol

Kullanimi ve Parkinson Hastalig) Riski Uzerine Etkisi

Alkol 6ykisi oldugu bilinen bireyler icerisinde hOGG1 Ser326Cys genotiplerine gére PH'nin
gorilme ihtimalinin degisip degismedigi incelendiginde PH varligi ile hOGG1 Ser326Cys
genotiplerinin dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05)

(Cizelge 4.17).
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Cizelge 4.17. hOGG1 Ser326Cys genotiplerine gore alkol alanlarda Parkinson Hastalik riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri ¥ 00 (%95 GA)
Ser / Ser 11 (%45,8) 11 (%55,0) - 1,000
Ser/ Cys 11 (%45,8) 7 (%35,0) 0,483 0,636 (0,180-2,251)
Cys/ Cys 2 (%8,4) 2 (%10,0) >0,999 1,000 (0,119-8,421)
Ser/ Cys + Cys / Cys 13 (%54,2) 9 (%45,0) 0,545 0,692 (0,210-2,280)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00:0dds Orani, GA: Gliven Aralig.

Alkol oykist oldugu bilinen bireyler icerisinde XRCC1 Arg399GIn genotiplerine gére PH'nin
gorulme ihtimalinin degisip degismedigi incelendi. Arg / Arg genotipini tasiyanlara gore Arg
/ GIn genotipini taslyanlarda PH'nin gorilme ihtimali istatistiksel anlamli olarak 4,714 kat
(%95 GA: 1,178-18,861) artarken (p=0,028), GIn / GIn genotipini tasiyanlarda PH'nin
gorulme ihtimalinde istatistiksel olarak anlaml degisim gorilmedi [00= 4,500 (%95 GA:
0,576-35,153) ve p=0,152]. Ayrica, Arg / Arg genotipini tasiyanlara gore Arg / GIn veya Gin
/ Gln genotiplerini tasiyor olmanin Parkinson goriilme ihtimalini istatistiksel anlamli olarak

4,667 kat (%95 GA: 1,255-17,358) artirdigi gozlendi (p=0,022) (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. XRCC1 Arg399Gin genotiplerine gore alkol alanlarda Parkinson Hastalik riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri * 00 (%95 GA)
Arg / Arg 15 (%62,5) 5 (%26,3) - 1,000
Arg /Gln 7 (%29,2) 11 (%57,9) 0,028 4,714 (1,178-18,861)
Gln/Gln 2 (%8,3) 3 (%15,8) 0,152 4,500 (0,576-35,153)
Arg / Gln + GIn / Gin 9 (%37,5) 14 (%73,7) 0,022 4,667 (1,255-17,358)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00:0dds Orani, GA: Gliven Aralig

Alkol 6ykusl oldugu bilinen bireyler icerisinde MTH1 Val83Met genotiplerine gére PH'nin
gortlme ihtimalinin degisip degismedigi incelendi. PH varligi ile MTH1 Val83Met
genotiplerinin dagihimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,848)

( Cizelge 4.19).
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Cizelge 4.19. MTH1 Val83Met genotiplerine gore alkol alanlarda Parkinson Hastalik riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri ¥ 00 (%95 GA)
Val / Val 22 (%91,7) 18 (%90,0) ] 1,000
Val/ Met 2 (%8,3) 2 (%10,0) 0,848 1,222 (0,156-9,557)

T Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00: Odds Orani, GA: Guven Araligi.

4.11. hOGG1, XRCC1 ve hMTH1 Genlerinin Incelenen Genetik Polimorfizmlerinin Kahve Igme

Aliskanligi ve Parkinson Hastaligi Riski Uzerine Etkisi

Kahve icme aliskanhigi olan bireyler icerisinde hOGG1 Ser326Cys genotiplerine gére PH nin
gorilme ihtimalinin degisip degismedigi incelendi(Cizelge 4.20). PH varligi ile hOGG1
Ser326Cys genotiplerinin dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi

(p>0,05).

Cizelge 4.20. hOGG1 Ser326Cys genotiplerine gore kahve kullananlarda Parkinson Hastalik
riskinin degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri 00 (%95 GA)
Ser / Ser 1(%16,7) 6 (%60,0) - 1,000
Ser/Cys 4 (%66,7) 4 (%40,0) 0,165 0,167 (0,013-2,093)
Cys/ Cys 1(%16,7) 0 (%0,0) HY HY
Ser/ Cys + Cys / Cys 5 (%83,3) 4 (%40,0) 0,113 0,133 (0,011-1,611)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00:0dds Orani, GA: Giiven Araligi, HY: Hesaplama yapilamadi.

Kahve igme aliskanhigi olan bireyler igerisinde XRCC1 Arg399GIn genotiplerine gére PH'nin
gorilme ihtimalinin degisip degismedigi incelendi. PH varligi ile XRCC1 Arg399Gin
genotiplerinin dagilimi arasinda da istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi (p>0,05).

(Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21. XRCC1 Arg399Gin genotiplerine gore kahve kullananlarda Parkinson Hastalik riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri * 00 (%95 GA)
Arg /Arg 3 (%50,0) 4 (%40,0) - 1,000
Arg / Gln 2 (%33,3) 4 (%40,0) 0,725 1,500 (0,156-14,420)
Gln/Gln 1(%16,7) 2 (%20,0) 0,779 1,500 (0,089-25,392)
Arg/ Gln + Gln / Gin 3 (%50,0) 6 (%60,0) 0,697 1,500 (0,195-11,536)

T Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00:0dds Orani, GA: Giiven Araligl.
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Kahve igme aliskanligi olan bireyler icerisinde MTH1 Val83Met genotiplerine gore PH'nin
gorilme ihtimalinin  degisip degismedigi birey sayisi yeterli olmadigi igin

hesaplanamadi(Cizelge 4.22).

Cizelge 4.22. MTH1 Val83Met genotiplerine gore kahve kullananlarda Parkinson Hastalik riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri * 00 (%95 GA)
Val / Val 6 (%100,0) 10 (%100,0) - 1,000
Val/ Met 0 (%0,0) 0 (%0,0) HY HY

T Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00:0dds Orani, GA: Given Araligi, HY: Hesaplama yapilamadi.

4.12. hOGG1, XRCC1 ve hMTH1 Genlerinin Incelenen Genetik Polimorfizmlerinin GCay Igme

Aliskanlig ve Parkinson Hastaligi Riski Uzerine Etkisi

Cay icme aliskanhigi olan bireyler igerisinde hOGG1 Ser326Cys genotiplerine gére PH'nin
gorilme ihtimalinin degisip degismedigi incelendi. PH varligi ile hOGG1 Ser326Cys
genotiplerinin dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi (p>0,05)

(Cizelge 4.23).

Cizelge 4.23. hOGG1 Ser326Cys genotiplerine gore c¢ay icenlerde Parkinson riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri * 00 (%95 GA)
Ser / Ser 55 (%59,1) 47 (%62,7) - 1,000
Ser/ Cys 32 (%34,4) 23 (%30,7) 0,609 0,841 (0,434-1,631)
Cys / Cys 6 (%6,5) 5 (%6,7) 0,969 0,975 (0,280-3,400)
Ser/ Cys + Cys / Cys 38 (%40,9) 28 (%37,3) 0,642 0,862 (0,462-1,610)

T Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00:0dds Orani, GA: Glven Aralig.

Cay icme aliskanhgi olan bireyler icerisinde XRCC1 Arg399GIn genotiplerine gére PH'nin
gorulme ihtimalinin degisip degismedigi incelendi. Arg / Arg genotipini tasiyanlara gore Arg
/ GIn genotipini tastyanlarda PH’nin gortilme ihtimalinde istatistiksel olarak anlamli degisim
gorulmezken [00= 1,960 (%95 GA: 0,991-3,876) ve p=0,053], GIn / GIn genotipini
tasiyanlarda PH’nin goriilme ihtimali istatistiksel anlamli olarak 3,920 kat (%95 GA: 1,477-
10,402) artmaktaydi (p=0,006). Ayrica, Arg / Arg genotipini tasiyanlara gore Arg / GIn veya
GIn / GIn genotiplerini tasiyor olmanin Parkinson gortlme ihtimalini istatistiksel anlamh

olarak 2,342 kat (%95 GA: 1,240-4,423) artirdig1 gbzlendi (p=0,009) (Cizelge 4.24).
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Cizelge 4.24. XRCC1 Arg399GIn genotiplerine gore cay igenlerde Parkinson hastalik riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri ¥ 00 (%95 GA)
Arg / Arg 49 (%54,4) 25 (%33,8) ] 1,000
Arg /Gin 33 (%36,7) 33 (%44,6) 0,053 1,960 (0,991-3,876)
GIn/Gin 8 (%8,9) 16 (%21,6) 0,006 3,920 (1,477-10,402)
Arg/Gin +Gln / Gln 41 (%45,6) 49 (%66,2) 0,009 2,342 (1,240-4,423)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 0O: Odds Orani, GA: Giiven Araligi.

Cay icme aliskanligi olan bireyler icerisinde MTH1 Val83Met genotiplerine gére PH’nin
gorilme ihtimalinin degisip degismedigi incelendi. PH varligi ile MTH1 Val83Met
genotiplerinin dagihmi arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmadi (p=0,673)

( Cizelge 4.25).

Cizelge 4.25. MTH1 Val83Met genotiplerine gore c¢ay icenlerde Parkinson riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri * 00 (%95 GA)
Val / Val 82 (%90,1) 69 (%92,0) - 1,000
Val/ Met 9 (%9,9) 6 (%8,0) 0,673 0,792 (0,269-2,336)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 0O: Odds Orani, GA: Giiven Aralig.

4.13. hOGG1, XRCC1 ve hMTH1 Genlerinin Incelenen Genetik Polimorfizmlerinin Yaslanma ve

Parkinson Hastalig Riski Uzerine Etkisi

65 yas ve Uzeri bireyler icerisinde hOGG1 Ser326Cys genotiplerine gére PH'nin goriilme
ihtimalinin degisip degismedigi incelendi. PH varligi ile hOGG1 Ser326Cys genotiplerinin

dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi (p>0,05) (Cizelge 4.26).

Cizelge 4.26. 65 yas ve Uzeri bireylerde hOGG1 Ser326Cys genotiplerine gore Parkinson riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri * 00 (%95 GA)
Ser / Ser 25 (%56,8) 39 (%66,1) - 1,000
Ser/Cys 18 (%40,9) 17 (%28,8) 0,237 0,605 (0,264-1,391)
Cys/ Cys 1(%2,3) 3 (%5,1) 0,580 1,923 (0,189-19,534)
Ser/ Cys + Cys / Cys 19 (%43,2) 20 (%33,9) 0,338 0,675 (0,302-1,508)

T Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00: Odds Orani, GA: Gliven Araligl.

65 yas ve (zeri bireyler icerisinde XRCC1 Arg399GIin genotiplerine gére PH'nin gorilme
ihtimalinin degisip degismedigi incelendi. Arg / Arg genotipini tasiyanlara gore Arg / GIn

genotipini tasityanlarda PH’nin gorilme ihtimalinde istatistiksel olarak anlamli degisim
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gorulmezken [00= 2,329 (%95 Guven Araligi: 0,953-5,694) ve p=0,064], GIn / GIn genotipini
tastyanlarda PH'nin gorilme ihtimali istatistiksel anlamli olarak 4,400 kat (%95 Given
Araligi: 1,317-14,700) artmaktaydi (p=0,016). Ayrica, Arg / Arg genotipini tasiyanlara gore
Arg / GIn veya GIn / GIn genotiplerini tasiyor olmanin Parkinson goérilme ihtimalini
istatistiksel anlamh olarak 2,800 kat (%95 GA: 1,215-6,452) artirdigi gozlendi (p=0,016)
( Cizelge 4.27).

Cizelge 4.27. 65 yas ve Uizeri bireylerde XRCC1 Arg399Gin genotiplerine gére Parkinson riskinin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri * 00 (%95 GA)
Arg / Arg 22 (%50,0) 15 (%26,3) ] 1,000
Arg / Gln 17 (%38,6) 27 (%47,4) 0,064 2,329 (0,953-5,694)
Gin /Gin 5 (%11,4) 15 (%26,3) 0,016 4,400 (1,317-14,700)
Arg/GIn + GIn /Gin 22 (%50,0) 42 (%73,7) 0,016 2,800 (1,215-6,452)

T Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00: Odds Orani, GA: Guven Araligi.

65 yas ve (zeri bireyler icerisinde MTH1 Val83Met genotiplerine gore PH nin gorilme
ihtimalinin degisip degismedigi incelendi. PH varhgl ile MTH1 Val83Met genotiplerinin

dagihmi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,606) (Cizelge 4.28'te).

Cizelge 4.28. 65 yas ve lizeri bireylerde MTH1 Val83Met genotiplerine gére Parkinson hastalik
riskinin degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri * 00 (%95 GA)
Val / Val 39 (%88,6) 55 (%91,7) - 1,000
Val/ Met 5 (%11,4) 5 (%8,3) 0,606 0,709 (0,192-2,617)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00: Odds Orani, GA: Gliven AraligI.

4.14. hOGG1, XRCC1 ve hMTH1 Genlerinin Incelenen Genetik Polimorfizmlerinin Cinsiyet Ve

Parkinson Hastaligi Riski Uzerine Etkisi

Cinsiyet gruplariicerisinde hOGG1 Ser326Cys genotiplerine gére PH nin goriilme ihtimalinin
degisip degismedigi incelendi. Gerek kadinlar gerek erkekler icerisinde PH varligi ile hOGG1
Ser326Cys genotiplerinin dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi

(p>0,05) (Cizelge 4.29).

Cizelge 4.29. Cinsiyet sabit tutuldugunda hOGG1 Ser326Cys genotiplerine gore Parkinson
hastalik riskinin degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri 00 (%95 GA)
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Kadin
Ser / Ser 28 (%58,3) 31(%72,1) - 1,000
Ser /Cys 17 (%35,4) 11 (%25,6) 0,250 0,584 (0,234-1,458)
Cys/ Cys 3 (%6,3) 1(%2,3) 0,311 0,301 (0,030-3,064)
Ser/ Cys + Cys / Cys 20 (%41,7) 12 (%27,9) 0,172 0,542 (0,225-1,306)
Erkek
Ser / Ser 28 (%57,1) 35 (%67,3) - 1,000
Ser/ Cys 16 (%32,7) 13 (%25,0) 0,340 0,650 (0,268-1,574)
Cys/ Cys 5(%10,2) 4 (%7,7) 0,534 0,640 (0,157-2,610)
Ser/ Cys + Cys / Cys 21 (%42,9) 17 (%32,7) 0,293 0,648 (0,288-1,456)

T Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00: Odds Orani, GA: Glven Araligi.

Cizelge 4.30’da cinsiyet gruplari icerisinde XRCC1 Arg399GIn genotiplerine gére PH'nin
gorulme ihtimalinin degisip degismedigi incelendi. Kadinlar icerisinde PH varligi ile XRCC1
Arg399Gin genotiplerinin dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi
(p>0,05). Erkekler icerisinde ise Arg / Arg genotipini tasiyanlara gére Arg / GIn genotipini
tastyanlarda PH’nin goriilme ihtimalinde istatistiksel olarak anlamli degisim goérilmezken
[00= 2,159 (%95 GA: 0,903-5,162) ve p=0,083], GIn / GIn genotipini tasiyanlarda PH’nin
gorilme ihtimali istatistiksel anlamli olarak 5,098 kat (%95 Given Araligi: 1,223-21,254)
artmaktaydi (p=0,025). Ayrica, Arg / Arg genotipini tasiyanlara gore Arg / Gln veya GIn / Gin
genotiplerini tasiyor olmanin Parkinson gérilme ihtimalini istatistiksel anlamli olarak 2,600

kat (%95 GA: 1,141-5,926) artirdig1 gbzlendi (p=0,023).

Cizelge 4.30. Cinsiyet sabit tutuldugunda XRCC1 Arg399GIn genotiplerine gore Parkinson
hastalik riskinin degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri * 00 (%95 GA)
Kadin
Arg / Arg 26 (%55,3) 16 (%39,0) - 1,000
Arg / Gin 16 (%34,0) 16 (%39,0) 0,307 1,625 (0,640-4,125)
GIn/Gin 5(%10,7) 9 (%22,0) 0,095 2,925 (0,831-10,293)
Arg /GIn + GIn / Gin 21 (%44,7) 25 (%61,0) 0,129 1,935 (0,826-4,531)
Erkek
Arg /Arg 26 (%56,5) 17 (%33,3) - 1,000
Arg / Gin 17 (%37,0) 24 (%47,1) 0,083 2,159 (0,903-5,162)
Gln /Gin 3 (%6,5) 10 (%19,6) 0,025 5,098 (1,223-21,254)
Arg / Gln + GIn / Gin 20 (%43,5) 34 (%66,7) 0,023 2,600 (1,141-5,926)

T Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 00: Odds Orani, GA: Gliven Araligl.

Cizelge 4.31'de cinsiyet gruplar icerisinde MTH1 Val83Met genotiplerine gére PH'nin
gorilme ihtimalinin degisip degismedigi incelendi. Gerek kadinlar gerek erkekler icerisinde
PH varhgiile MTH1 Val83Met genotiplerinin dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi (p=0,545 ve p=0,895).
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Cizelge 4.31. Cinsiyet sabit tutuldugunda MTH1 Val83Met genotiplerine gore Parkinson hastalik
riskinin degerlendirilmesi

Kontrol Hasta p-degeri 00 (%95 GA)
Kadin
Val / Val 42 (%89,4) 40 (%93,0) - 1,000
Val/ Met 5 (%10,6) 3 (%7,0) 0,545 0,630 (0,141-2,811)
Erkek
Val / Val 43 (%91,5) 49 (%90,7) - 1,000
Val/ Met 4 (%8,5) 5 (%9,3) 0,895 1,097 (0,277-4,348)

t Tek degiskenli lojistik regresyon analizi, 0O: Odds Orani, GA: Giiven Araligi.

4.15. Hastalarin Genel Ozelliklere Gére Diizeltmeler Yapildiktan Sonra OGG1 Ser326Cys

Genotipleri ile Parkinson Hastalik Riskinin Degerlendirilmesi

Hastalarin genel 6zelliklere gore diizeltmeler yapildiktan sonra OGG1 Ser326Cys genotipleri

ile PH varligi arasinda fark olup olmadigi ¢oklu degiskenli lojistik regresyon analizleri ile

degerlendirildi(Cizelge 4.32).

Cizelge 4.32. Hastalarin genel 6zelliklere gore diizeltmeler yapildiktan sonra OGG1 Ser326Cys
genotipleri ile Parkinson riskinin degerlendirilmesi — coklu degiskenli lojistik
regresyon analizi sonuglari —

%95 Giiven Araligi

00 Alt sinir Ust sinir Wald p-degeri
Model 1
265 yas 2,152 1,173 3,949 6,127 0,013
Erkek faktor 0,996 0,547 1,814 0,000 0,990
Ser / Cys 0,588 0,306 1,128 2,550 0,110
Cys/Cys 0,640 0,192 2,136 0,526 0,468
Model 2
265 yas 2,138 1,175 3,890 6,192 0,013
Erkek faktor 1,001 0,552 1,815 0,000 0,998
Ser /Cys + Cys / Cys 0,597 0,325 1,097 2,764 0,096
Model 3
265 yas 1,588 0,817 3,086 1,864 0,172
Erkek faktor 1,387 0,666 2,889 0,764 0,382
Sigara 6ykiisi 0,628 0,305 1,292 1,598 0,206
DM 6ykiisii 2,001 0,848 4,721 2,506 0,113
Ser / Cys 0,823 0,415 1,633 0,312 0,577
Cys/Cys 0,759 0,193 2,978 0,157 0,692
Model 4
265 yas 1,596 0,826 3,085 1,932 0,165
Erkek faktor 1,383 0,665 2,873 0,754 0,385
Sigara 6ykdisii 0,628 0,305 1,292 1,595 0,207
DM é&ykiisii 1,991 0,847 4,680 2,495 0,114
Ser /Cys + Cys / Cys 0,812 0,425 1,551 0,397 0,528

0O0: Odds Orani, GA: Guven Aralig.
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Model 1’de biyolojik faktorlere (yas ve cinsiyete) gore dizeltme yapildiginda Ser / Cys ve
Cys / Cys genotiplerini tasiyor olmanin PH varhgi Gzerinde istatistiksel olarak anlaml etkisi

gorilmedi (p=0,110 ve p=0,468).

Model 2’de biyolojik faktorlere (yas ve cinsiyete) gore dizeltme yapildiginda Ser / Cys veya
Cys / Cys genotiplerini tasiyor olmanin da PH varligi tzerinde istatistiksel olarak anlamh

etkisi gorilmedi (p=0,096).

Model 3’te biyolojik (yas ve cinsiyet) ve tek degiskenli istatistiksel analizler sonucunda PH
varligi tizerinde etkili olabilecegi dusiinilen klinik (sigara 6yklsi ve DM o6ykusi) ozelliklere
gore duzeltme yapildiginda Ser / Cys ve Cys / Cys genotiplerini tasiyor olmanin PH varlig

Uzerinde istatistiksel olarak anlamli etkisi gérilmedi (p=0,577 ve p=0,692).

Model 4’te biyolojik (yas ve cinsiyet) ve tek degiskenli istatistiksel analizler sonucunda PH
Uzerinde etkili olabilecegi dislintlen klinik (sigara oykiisii ve DM 06ykisu) ozelliklere gore
diizeltme yapildiginda Ser / Cys veya Cys / Cys genotiplerini tasiyor olmanin da PH varlig

Uzerinde istatistiksel olarak anlamli etkisi gorilmedi (p=0,528).

4.16. Hastalarin Genel Ozelliklere Gére Diizeltmeler Yapildiktan Sonra XRCC1 Arg399Gin

Genotipleri ile Parkinson Hastalik Riskinin Degerlendirilmesi

Cizelge 4.33'da hastalarin genel ozelliklere gore diizeltmeler yapildiktan sonra XRCC1
Arg399Gin genotipleri ile PH varhigl arasinda fark olup olmadigi ¢oklu degiskenli lojistik

regresyon analizleri ile degerlendirildi.
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Cizelge 4.33. Hastalarin genel ozelliklere gore dizeltmeler yapildiktan sonra XRCC1 Arg399Gin
genotipleri ile Parkinson riskinin degerlendirilmesi — coklu degiskenli lojistik
regresyon analizi sonuclari —

%95 GA . .
00 Alt sinir Ust sinir Wald p-degeri
Model 1
65 yas 1,531 0,819 2,864 1,779 0,182
Erkek faktér 1,145 0,620 2,117 0,188 0,665
Arg /Gin 1,730 0,906 3,304 2,758 0,097
Gin/Gin 3,347 1,289 8,689 6,158 0,013
Model 2
265 yas 1,594 0,857 2,967 2,166 0,141
Erkek faktor 1,110 0,603 2,041 0,112 0,738
Arg /GIn + GIn / Gin 2,036 1,112 3,730 5,304 0,021
Model 3
265 yas 1,187 0,596 2,365 0,239 0,625
Erkek faktér 1,539 0,729 3,250 1,279 0,258
Sigara 6ykiisi 0,622 0,299 1,293 1,615 0,204
DM ébykiisii 2,090 0,873 5,005 2,736 0,098
Arg / GIn 1,769 0,884 3,538 2,600 0,107
GIn/Gin 3,772 1,380 10,310 6,697 0,010
Model 4
265 yas 1,257 0,637 2,483 0,435 0,509
Erkek faktér 1,456 0,696 3,045 0,997 0,318
Sigara 6ykiisi 0,632 0,306 1,308 1,528 0,216
DM ébykiisii 1,954 0,821 4,647 2,294 0,130
Arg /GIn + GIn / Gin 2,133 1,116 4,077 5,258 0,022

0O0: Odds Orani, GA: Guven Aralig.

Model 1’de biyolojik faktorlere (yas ve cinsiyete) gore dizeltme yapildiginda Arg / Gin
genotipini tastyor olmanin PH varligi Gizerinde istatistiksel olarak anlamli etkisi gériilmezken
[00=1,730 (%95 GA: 0,906-3,304) ve p=0,097], GIn / GIn genotipini tasiyanlarda PH’nin
gorilme ihtimali istatistiksel anlamh olarak 3,347 kat (%95 GA: 1,289-8,689) artmaktaydi
(p=0,013).

Model 2’de biyolojik faktorlere (yas ve cinsiyete) gore diizeltme yapildiginda Arg / GIn veya
GIn / Gin genotipini tasimanin PH gorilme ihtimalini istatistiksel anlamli olarak 2,036 kat

(%95 GA: 1,112-3,730) artirdig goriildii (p=0,021).

Model 3’te biyolojik (yas ve cinsiyet) ve tek degiskenli istatistiksel analizler sonucunda PH
varhgi lGizerinde etkili olabilecegi distinilen klinik (sigara 6ykist ve DM o6ykiisii) 6zelliklere
gore duzeltme yapildiginda Arg / GIn genotipini tasiyor olmanin PH varlig lzerinde

istatistiksel olarak anlamli etkisi goriilmezken [00=1,769 (%95 GA: 0,884-3,538) ve
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p=0,107], GIn / GIn genotipini tasiyanlarda PH’nin gorilme ihtimali istatistiksel anlamh
olarak 3,772 kat (%95 GA: 1,380-10,310) artmaktaydi (p=0,010).

Model 4’te biyolojik (yas ve cinsiyet) ve tek degiskenli istatistiksel analizler sonucunda PH
varligi tizerinde etkili olabilecegi disiinilen klinik (sigara 6yklsi ve DM 6ykusi) ozelliklere
gore diizeltme yapildiginda Arg / GIn veya Gin / GIn genotipini tasimanin PH gorilme
ihtimalini istatistiksel anlamli olarak 2,133 kat (%95 GA: 1,116-4,077) artirdigi goraldi
(p=0,022).

4.17. Hastalarin Genel Ozelliklere Gére Diizeltmeler Yapildiktan Sonra MTH1 Val83Met

Genotipleri lle Parkinson Riskinin Degerlendirilmesi

Cizelge 4.34’de hastalarin genel o6zelliklere gore dizeltmeler yapildiktan sonra MTH1
Val83Met genotipleri ile PH varligl arasinda fark olup olmadig coklu degiskenli lojistik

regresyon analizleri ile degerlendirildi.

Cizelge 4.34. Hastalarin genel ozelliklere gore dizeltmeler yapildiktan sonra MTH1 Val83Met
genotipleri ile Parkinson riskinin degerlendirilmesi — coklu degiskenli lojistik
regresyon analizi sonuglari —

%95 GA

00 Alt sinir Ust sinir Wald p-degeri

Model 1
265 yas 1,946 1,074 3,529 4,813 0,028
Erkek faktor 1,057 0,585 1,910 0,034 0,853
Val / Met 0,706 0,248 2,013 0,423 0,515

Model 2
265 yas 1,579 0,816 3,055 1,841 0,175
Erkek faktér 1,459 0,701 3,036 1,022 0,312
Sigara 6ykiisii 0,621 0,302 1,279 1,671 0,196
DM ébykiisii 1,999 0,856 4,669 2,559 0,110
Val / Met 0,703 0,216 2,290 0,341 0,559

0O0: Odds Orani, GA: Guven Aralig.

Model 1'de biyolojik faktorlere (yas ve cinsiyete) gore diizeltme yapildiginda Val / Met
genotipini tastyor olmanin PH varligi (izerinde istatistiksel olarak anlamli etkisi gorilmedi

(p=0,515).
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Model 2’de biyolojik (yas ve cinsiyet) ve tek degiskenli istatistiksel analizler sonucunda PH
varligi tzerinde etkili olabilecegi dusiinilen klinik (sigara 6yklsi ve DM 6ykusi) o6zelliklere
gore dlzeltme yapildiginda Val / Met genotipini tasiyor olmanin PH varligi tGzerinde yine

istatistiksel olarak anlamli etkisi goriilmedi (p=0,559).
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5.TARTISMA

Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligindan sonra ikinci sirada en yaygin olarak gorilen, SN
dopaminerjik néronlarini igeren néromelaninin progresif ve derin kaybiyla karakterize bir
hastaliktir. PH bireylerinin ¢ogunlugu, bireyin kalitsal genetik yatkinhgi, cevresel risk
faktorlerine maruz kalma ve yaslanma olmak lzere multifaktoriyel olaylara bagh olan
sporadik idiyopatik formlara sahip oldugu icin, PH'nin sadece genetik faktorlerle
aciklanamayacagl gorilmistir (Bekris ve digerleri, 2010). Arastirmalar cevresel
maruziyetler (sigara dumani, pestisitler, herbisitler, agir metaller, endistriyel kimyasallar)
ile genetik faktorlerin etkilesiminin PH gelisimini hizlandirabildigini gostermektedir (Warner
ve Schapira, 2003). PH vakalarinin %10 gibi ¢ok kiiglik bir azinhgr mendelian 6zellik (Parkin,
POLG1, LRRK, SNCA gibi genlerdeki mutasyonlar) olarak bireyden bireye aktarilir(Hardy ve
digerleri, 2009). Ornegin Parkin genindeki mutasyon otozomal resesif ailesel PH’nin en
yaygin sebeplerinden birisidir (Kao, 2009). Gegcmisten bu yana mendelian formda olan ve
ailesel olarak kalitilan PH ile ilgili toplanmis ¢ok fazla bilgi olmasina ragmen, PH nin ve
oksidatif stresin olusumundan sorumlu genlerin polimorfizmleriyle ilgili cok az bilgiye
sahibiz. Aslinda oksidatif stres PH’nin etiyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Parkinsonlu hastalardaki dopaminerjik néronlar, DNA ve proteinler gibi molekillerinde
oksidatif hasara maruz kalirlar (Sherer ve digerleri, 2001). DNA onarim mekanizmasindaki
ve antioksidan enzim (retimindeki dengenin bozulmasi ROT’larin tolere edilebilen
seviyeden fazla olmasina neden olur ve oksidatif hasarin birikimini artirir (Radak ve
digerleri, 2011). Asiri ROT miktari DNA zincir kiriklari, baz degisimi, kromozomal aberasyon
gibi oksidatif DNA hasarini tetikleyebilir. DNA hasarindan sorumlu bu defektler kanser,
immiin sistem bozuklugu, nérodejeneratif hastaliklara sebep olabilir (Krokan ve digerleri,
2013). Nukleik asit hasari hem cekirdek hem de mitokondrideki bilgiyi degistirebildigi icin
hicresel makromolekiillerdeki oksidatif hasarin gesitli tipleri arasinda oldukca tehlikelidir
(Cooke ve digerleri, 2003). 8-oksoG gibi oksidatif DNA lezyonlari, yashlikta nikleer ve
mitokondriyal genomlarda birikir; PH’si olanlarda bu birikim 6nemli olglide artabilir
(Nakabeppu ve digerleri, 2007). Oksidatif DNA hasarini onarmak icin varolan bes sistemden
birisi oksidatif DNA hasarini atmak ve genomun bitinligini onarmaktan sorumlu majoér
yolak olan BER’dir. BER sistemi icinde yeralan OGG1, XRCC1 ve MTH1 gibi genlerde

meydana gelebilecek polimorfizmlerin onarim kapasitesini ve PH'nin gelisimini
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tetiklemesini beklemek oldukca akla uygundur. MTH1, 8-okso-2-deoksiguanozin trifosfat
ve 2-hidroksi-2'-deoksiadenozin trifosfat gibi oksitlenmis pirin nikleozit trifosfatlari
monofosfat formlarina hidrolize eder (Nakabeppu ve digerleri, 2007). insanda hOGG1 geni
tarafindan kodlanan ve DNA onarim enzimlerinden birisi olan OGG1 enzimi BER'i baslatir
(Fukae ve digerleri, 2005). XRCC1 geni, iyonize radyasyona ve alkilleyici ajanlara maruz
kalma sonucu olusan DNA baz ¢ikarma ve tek zincir kirilmalarinin onariminda yer alan
enzimi kodlar (ElI-Khamisy ve digerleri, 2003). Nakabeppu ve arkadaslari dopaminin kaybina
neden olabilecek o6l¢ide, PH’lilarin  mitokondriyal DNA’sinda 8-oksoG‘de artis
gozlemledikleri gibi hastalarin nigrostriatal dopaminerjik ndronlarinda OGG1 ve MTH1

ekspiresyonlarinin da énemli 6lglide arttigini bulmuslardir (Nakabeppu ve digerleri, 2007).

PH teshisi konulan kisilerle yapilan hOGG1 326Cys allel goriilme sikhiginin arastinldigi gesitli
¢alismalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Benzer sekilde XRCC1 Arg399Gin ve MTH1
Val83Met polimorfizmleri ile Parkinson arasindaki iliskiyi arastiran ¢alismalarda elde edilen

sonuglar da geliskilidir.

Karahalil ve arkadaslari tarafindan Tirk populasyonundaki OGG1 Ser326Cys polimorfizmi
tasiyan saglikli bireylerde yapilan ¢alismada Ser/Ser gorilme sikhigi %50, Ser/Cys %41 ve
Cys/Cys ise %9’dur. Bu sonug Avrupall beyaz irk Gizerinde galismalar yapmis Janssen ve
arkadaslarinin (Janssen ve digerleri, 2001) ile Wikman ve arkadaslarinin (Wikman ve
digerleri, 2000) buldugu genotip dagilimlariyla benzerlik gostermektedir. Sigimura ve
arkadaslarinin yaptigi calismada Cin, Japon Uzak dogu populasyonlarinda Cys alleli goriilme
sikhgr Avrupali beyaz irkta gorilme sikhgindan yaklasik 3 kat daha fazladir (Sugimura ve
digerleri, 1999). Bizim calismamiza gore Tirk populasyonundaki saglikh bireylerde ise;
Ser/Ser gorulme sikhgl %57,7, Ser/Cys %34 ve Cys/Cys orani %8,3‘tlir. Bu verilere gore

calistigimiz birey grubu Avrupa irki genotip dagilimi ile benzerlik géstermektedir.

Karahalil ve arkadaslarinin XRCC1 Arg399Gin polimorfizmi tasiyan Tiirk populasyonundaki
saglikh bireyler Uzerine yaptiklari diger bir calisma ise XRCC1 gen allel frekansi goriilme
sikhgr %60 ve 399Arg polimorfizmi gorilme sikligi %40 olarak bulunmus ve cinsiyetler
arasinda fark olmadigi gozlenmistir (Kocabas ve Karahalil 2006). Bu sonug¢ Avrupali beyaz

irktan olan Brezilyalilar Gizerine galisma yapan Rossit ve arkadaslarinin (Rossit ve digerleri
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2002) ve ayrica yine beyaz Avrupa irki olan italyan ve Belgika popiilasyonlarinda calismalar
yapan siraslyla Shen ve arkadaslari (Shen ve digerleri, 2003) ile Wood ve arkadaslarinin
(Wood ve digerleri, 2001) yaptigi calismalarda gozlenen allel sikhgi ile ayni araliktadir. Bizim
calismamizda ise saglikh bireylerde; Arg / Arg gorilme sikligi %55,9 , Arg / GIn goriilme
sikligl %35,5 ve GIn / Gin gorulme sikhgi 8,6’dir. Bu verilere gore galistigimiz birey grubu
Karahalil ve arkadaslarinin, Rossit ve arkadaslarinin ve Shen ve arkadaslarinin sonuglariyla
benzerlik gostermekte, calisma grubumuz Beyaz Avrupa Irki genotip dagilim kategorisine

girmektedir.

MTH1 Val83Met polimorfizmi icin; Satoh ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada yer alan
kontrol grubunun allel frekansi gorulme sikhg Val/Val genotipi icin %88,7 ve 83Met
varyanti igin gorulme sikhgr %11,3’tir. Karahalil ve arkadaslarinin MTH1 Val83Met
polimorfizmi tasiyan Tirk populasyonundaki saglikli bireyler Gzerine vyaptiklar
galismalarinda MTH1 yabanil tip allel frekansi gérilme sikligi %97 ve 83Met polimorfizmi
gorilme sikhgr %3’tlr (Karahalil ve digerleri, 2011). Bizim ¢alismamizda ise saglikl bireyler
icin; Val / Val gorilme sikhigi %90,4, Val / Met gorilme sikligi %9,6 ve Met/ Met gérilme
sikhg1 %0’dir. Buna gore ¢alisma grubumuz Tirk populasyonu lGzerinde yapilan daha dnceki

calismalardaki oranlarla benzerlik géstermektedir.

Calismamizda Parkinsonlu hasta grubunda OGG1 Ser326Cys polimorfizmi igin; Ser/Ser
genotipi icin %69,4 , Ser/Cys genotipi icin %25,3 ve Cys/Cys genotipi icin %5,3 olarak
bulundu. XRCC1 kodon 399'da Arg/ Arg genotipi %35,9, Arg/ GIn %43,5 ve GIn/ GIn
%20,6’dir. Ayrica Parkinsonlu hasta grubunda MTH1 Val83Met polimorfizmi icin Val/Val
genotipi gorilme orani %91,8 , Val/Met %8,2 ve Met/Met %0’dir.

0OGG1 polimorfizminin BER i¢cin 6nemli bir enzim olmasi nedeniyle mutasyona bagli cesitli
hastaliklarin olusumuna katkisi merak konusu olmustur. Ornegin Karahalil ve arkadaslarinin
OGG1 Ser326Cys varyantinin akciger kanserinin olusumunu destekledigine dair pozitif
sonug elde etmislerdir (Karahalil ve digerleri, 2012). Keza Alzheimer, ALS ve Hutchinson
hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarla ilgili yapilan ¢alismalarda, hOGG1 Ser326Cys
polimorfizminin ALS ve Hutchinson hastaligi olusumunda artmis risk olusturdugu, ancak

sporadik Alzeimer riski olusturmadigi rapor edilmistir (Coppede ve digerleri, 2007; Coppedé
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ve digerleri, 2010). Yine Parildar Karpuzoglu ve arkadaslari tarafindan Tiirk populasyonu
Uzerine yapilan ¢alismada, 91 Alzheimer hastasi ve hastalarla uyumlu 93 kontrol grubu
kullanilmis, OGG1 Ser326Cys polimorfizminin hastaligin olusumuyla iligskisinin olmadigi
tespit edilmistir (Parildar-Karpuzoglu ve digerleri, 2008). Coppede ve arkadaslarinin beyaz
irktan 139 sporadik idiyopatik Parkinson hastasi ve bunlarla uyumlu 211 kontrol grubuyla
yaptigl calisma sonucunda PH olanlarda Cys326 varyant alleli ve kontrol grubu sonuglarini
siraslyla %20 ve %19 bulmuglar, hastalar ve kontrollerin allel frekanslari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini (p=0,817) ileri stirmuislerdir (Coppede ve
digerleri, 2010). Bu sonu¢ daha o©nce rapor edilmis Beyaz Avrupa Irka ait calisma
sonuclariyla tutarhdir ( Wikman ve digerleri, 2000; Sugimura ve digerleri, 1999). Cornetta
ve arkadaslari Cys326 varyant alleli tasiyan hem hasta hem kontrol grubu sonuglari arasinda
bir fark bulamamislar, dolayisiyla Parkinson olusumuyla OGG1 Ser326Cys polimorfizmi
arasinda iliski kuramamislardir (Cornetta ve digerleri, 2013). Benzer sekilde Gencer ve
arkadaslarinin istanbul Universitesi hastanesinde yaptigi calismada da belirgin bir fark
bulunamamistir (Gencer ve digerleri, 2012). Tum bu calismalara ilave olarak Fukae ve
arkadaslarinin hem progresif supranikleer palsi ve kortikobazal dejenerasyonu olan
Parkinsonlu hasta grubunun hem de kontrol grubunun beyinlerini kullanarak yaptiklari
immunohistokimyasal ve biyokimyasal calismalarin sonucunda hOGG1-1la ve hOGG1-2a
olmak lzere iki ana izoformu olan insan dokusundaki OGG1 enzimlerinin mitokondriyal
izoformlarinin Parkinsonlu hastalarda daha yliksek ekspresyon seviyesine sahip oldugunu
bulmuslardir. Yaptiklari Western blot analizlerinde PH'li hastalarin SNpc'lerinde OGG1
seviyelerinin oldukca yuksek oldugunu ortaya cikarmislardir (Fukae ve digerleri, 2005).
Sanders ve arkadaslarinin OGG1 gibi BER genlerinde olusan SNP’ lerinin tek bagina mi yoksa
bir pestisite maruziyetleri sonucu mu PH riski olusturduklarini belirlemek amaciyla
yaptiklari c¢alismalarinda, OGG1 rs1052133 gibi BER SNP’lerinin tek basina PH riski
olusturmadigini, ancak paraquat ya da bir pestisit ile tetiklenen oksidatif stres ve
mitokondriyal inhibisyonun PH ile iliskili oldugunu bulmuslardir (Sanders ve digerleri, 2017).
Muralidar ve arkadaslari gecis metallerinden olan bakir ve demir (izerine ¢alisma yapmis,
bu metallerin dishomeostazi sonucu oksidatif DNA hasarlarinin birikimi ile Alzheimer
hastaligi ve PH da dahil olmak (izere insanda cesitli norodejeneratif hastaliklara neden
oldugunu bulmuslardir. Bu durumun ROT Ureterek DNA bazlarini okside etmesi dikkatlerini

cekmis, bu nedenle memeli genomlarindaki okside olmus bazlarin NEIL1, NEIL2 veya OGG1
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tarafindan onarilmasi (zerine arastirma yapmislardir. Sonug¢ta noérodejeneratif
hastaliklarda demir ve bakirin asiri yiklenmesinin hem oksidatif genom hasarini arttirdigini
hem de hasarlarin onarimlarini 6nledigini gostermislerdir(Hegde ve digerleri, 2010). Ancak
bu metallerin OGG1 enzimine degil, sadece NEIL enzimlerine baglanarak onarim
fonksiyonlarini inhibe ettiklerini bulmuglardir. Cardozo ve arkadaslari yiksek manganez
seviyelerine maruz kalmanin, striatal dopamin igerigindeki néronal kayip ve tilkenme de
dahil olmak lzere bazal gangliyada lokalize edilmis ndropatolojik degisiklikler yarattigini
gosteren epidemiyolojik ¢calismalardan yola ¢ikarak fareleri manganeze maruz birakmislar,
sonuc¢ta dopamin seviyelerinin yabanil tip farelerin bazal ganglialarinda yikseldigini, OGG1
varyant farelerin bazal ganglialarinda ise azaldigini, buna bagli olarak orta beyinde 8- okso-
dG birikiminin arttigini gozlemlemislerdir (Cardozo-Pelaez ve digerleri, 2005). Bizim
calismamizda da tipki Coppede, Cornetta ve Gencer’in yaptiklari ¢calismalarinda oldugu gibi
kodon 326’daki serini sisteine donustiren polimorfizmin PH ile iliskili olmadigI sonucuna
vardik. Bunun yaninda PH’lilarda OGG1 Ser326 yabanil tip genlerin artmis olmasi (%57,7
iken %69,4’e ¢ikti) Fukae ve arkadaslarinin yaptiklari galismanin sonucunda oldugu gibi
Parkinsonlu  hastalarda OGG1 ekspiresyonunun artarak koruyucu pozisyon

olusturabilecegini diisiindlirda.

Her ne kadar sigara icimi ve PH riskinin olusumuyla ilgili ¢cesitli ¢alismalar yapilmis ve bu
calismalarda PH’ya yakalanma riski ve sigara icimi arasinda ters bir iliski bulunmussa da (Ritz
ve digerleri, 2007; Ma ve digerleri, 2017); OGG1 geninin mutant tipini taslyanlarda sigara,
kahve, cay ve alkol tiketiminin PH’ya yatkinhkta artis saglayip saglamayacagi konusunda
daha o6nce herhangi bir ¢calisma yapilmamistir. Benzer sekilde alkol tiiketiminin PH riskini
artirdigini savunan c¢alismalar oldugu gibi (Eriksson ve digerleri, 2013), bu iliskinin cok zayif
oldugunu soyleyen calismalar da mevcuttur (Bettiol ve digerleri, 2015). Munoz ve
arkadaslari 6zellikle ikizler Gzerine yapilan ¢alismalara atifta bulunarak genetik etiyolojilere
nazaran g¢evresel faktorlerin Parkinson olusumunda ¢ok daha baskin bir risk olduguna isaret
etmisler ve kafein tiiketiminin riskte carpici bir azalmaya sebep olduguna dikkat
cekmislerdir. Munoz’a gore bu risk glinde dort fincandan fazla kahve icen (sadece kahve
degil, kafein iceren cay ve gazli icecekler de dahil) kisilerde bes kat daha disuktir. Munoz,
MPTP kaynakh parkinsonizm Uzerindeki kafeinin koruyucu etkisini kanitlayan deneysel

modellerden yola gikarak randomize kontrollii galismayla kafein uyguladiklari PH'lilarda alti
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hafta icinde motor hareketlerinde dizelme gozlendigini séylemistir (Munoz ve Fujioka,
2018). Hindistan’da yapilan calismalarda c¢ay ve polifenol iceren diger iceceklerin
tiketiminin hastalik sendromlarinda rahatlama sagladigi ve ¢ay uygulanan PH’li hiicre ve
hayvan modellerinde néroproteksiyon sagladigi gosterilmistir (Dutta ve Mohanakumar,
2015). Bu bulgular, diinyanin belli popilasyonlarinda randomize yapilan epidemiyolojik
diger calismalarla PH riskini azaltmak igin yesil ve siyah ¢ay icme aliskanhgl edinmeyi
desteklemektedir (Caruana ve Vassallo, 2015). Bizim ¢alismamizda cevresel faktérlerin PH
olusumuna etkilerine bakildiginda; sigara, kahve, ¢ay icme aliskanhigl olanlarin ve alkol

kullananlarin hOGG1 varyant allellerini tasimalarinin Parkinson riskini artirmadigi gézlendi.

Yapilan cesitli calismalar Parkinson ile diyabet(DM) arasinda potansiyel bir iliski oldugunu
vurgulasa da bu konuda daha gl¢li kanitlara ihtiyag vardir. Yapilan vaka kontrol
calismalarinda DM ve PH arasinda bir iliski bulunmasa da kohort calismalarinda DM’nin
gelecekte PH icin bir risk faktori oldugu bulunmustur (The Relationship Between Diabetes
and Parkinson's Disease, 2018). Her iki hastalikla iliskili genetik riskler olabilecegi, insilin
sinyalleme ve insiilin direncinin nérodejenerasyonla ilgili olabilecegi fikrinin daha fazla ilgi
cekmeye basladigi ve dopaminerjik noéronlarin 6limiinden o6nce PH hastalarinin
SN’lerindeki insilin reseptorii mRNA kaybi oldugu vurgulanmistir. Ayrica, glukoz toleransi
icin resmi olarak test edilen PH’li hastalarin % 50-80'inde insilin direnci tespit edilmistir
(Aviles-Olmos ve digerleri, 2013). Diger arastirmacilar Pagano ve Politis ise diyabetik
olmayan hastalara kiyasla, tip 2 DM hastalarinda PH gelisim riskinin % 38 oraninda daha
fazla oldugunu iddia etmektedir (Pagano ve digerleri, 2018, The Relationship Between
Diabetes and Parkinson's Disease, 2018). De Pablo-Fernandez ve arkadaslari yaptiklari
retrospektif kohort calismasinin sonucunda Tip 2 DM'yi takiben PH olusumunun arttigini
tespit etmislerdir(De Pablo-Fernandez ve digerleri, 2018). Bu bulgu, potansiyel genetik
yatkinligin ve / veya klinik ve terap6tik uygulamalarin patojenik yolaklar olusturarak PH
olusturabilecegini gosterir. Gonill ve arkadaslari Tiurk populasyonunda yaptiklari vaka
kontrol calismasinda yabanil genotipli bireylerle kiyaslandiginda OGG1 Ser326Cys
polimorfizmi tasiyan bireylerde Tip 2 DM olusum riskinin istatistiksel olarak 2-3 kat arttigini
gozlemlemislerdir (O0=1,858,% 95 GA = 1,099-3,141, p = 0,021) (Gonul ve digerleri, 2012).
Calismamizda DM’li hastalarda PH olusum etkilerine bakildi; hOGG1 varyant allellerini

tastyanlarda yabanil tip bireylere gére Parkinson riskinin artmadigi gézlendi.
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Yaslilik her ne kadar PH igin kanitlanmis tek faktor olsa da, ¢alismamizda 65 yas ve Uzeri
bireylerin 326. kodonda Cys varyanti tasimalarinin PH olusum riskini etkilemedigi tespit

edildi.

Diinya genelinde PH’nin kadin ve erkeklerdeki insidansini konu alan popiilasyon ¢alismalari
yapimistir. Bu insidans calismalarinin ortaya cikardigi erkeklerde PH riskinin daha fazla
oldugu sonucunu dogrulamak icin Wooten ve arkadaslari tarafindan bir meta-analiz
yapilmistir. Bu meta analizde erkek ve kadinlar arasindaki PH insidansini konu alan yedi
¢alisma kullanilmis, sonucta erkeklerde PH’ya yakalanma riskinin 1,5 kat gibi 6nemli bir
Olglide kadinlardan fazla oldugu bulunmustur. Erkeklerdeki bu artmis risk i¢in olasi nedenler
ise toksik maruziyet, bas travmasi, kadinlarda 6strojenin nérolojik korumasi, mitokondriyal
disfonksiyon ve genetik risk faktorleridir (Wooten ve digerleri, 2004). Bizim ¢alismamizda
ise OGG1 Ser326Cys genotip dagilimi ile cinsiyet arasinda gerek kadinlar gerekse erkekler

icin anlamli bir iliski bulunamadi.

Rutin olarak mutajenik ve karsinojenik kimyasallara maruz kalmamiz nedeniyle olusan DNA
katim Grlnleri DNA hasari olusturur ve bu hasar DNA onarim enzimleriyle giderildigi icin
onarim mekanizmasindaki genlerin polimorfizmleri bilim insanlarinin fazlasiyla dikkatini
cekmektedir. DNA onarim mekanizmasi BER genlerinden XRCC1'nin Arg399Gin
polimorfizmi Karahalil ve arkadaslarinin tarafindan arastiriimis, mesane kanseri olanlarda
Arg399 alleli tasiyanlar ile GIn399 alleli olanlar arasinda mesane kanseri gelisimine duyarlilik
acisindan anlamh bir fark bulunmamistir [00: 0,72 (% 95 GA, 0,41-1,26)] (Karahalil ve
digerleri, 2006). Bunun gibi Trabulus ve arkadaslarinin Tlrk popiilasyonu lzerine yaptiklari
calismada XRCC1 Arg399Gin polimorfizminin son donem bdbrek hastaliginin(ESRD)
gelisimindeki riski arttirdigini  gozlemlemislerdir (Trabulus ve digerleri, 2012).
Norodejeneratif hastaliklardan Alzheimer’in  olusumunu arastiran Kwiatkowski ve
arkadaslari XRCC1 polimorfizminin hastaligin meydana gelisinde artmis risk olusturdugu
sonucunu bulsalar da (Kwiatkowski ve digerleri, 2016), Parildar Karpuzoglu ve arkadaslari
Turk populasyonu Ulizerinde yaptiklari calismada, XRCC1 Arg399Gin polimorfizminin
hastaligin olusumuyla iliskisinin olmadigini tespit etmislerdir (Parildar-Karpuzoglu ve
digerleri, 2008). Cornetta ve arkadaslari italyan sporadik Parkinsonlu hastalar {izerinde

yaptiklari calismalarda XRCC1 Arg399GIn varyantini tasimanin hastaligin baslangic yasiyla
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iliskili oldugunu bulmuslar, Arg399 yabanil tipini tasiyan kadinlarin ise Parkinsona karsi
koruyucu etkiye sahip olduklari sonucuna ulasmislardir (Cornetta ve digerleri, 2013).
Benzer sekilde Kaleagasi ve arkadaslarinin 71 Parkinson hastasi ve 76 kontrol grubu
kullanarak Tirk popilasyonu (izerine vyaptiklari ¢alismada XRCC1 geni Arg399Gin
polimorfizmi ve PH riski arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski bulamamislardir (p =
0,364) (Kaleagasi ve digerleri, 2009). Gencer ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada ise
yapilan diger iki ¢alismanin tersine Tirk popillasyonunda XRCC1 GIn+ allelini tasiyan
Parkinson hasta grubunun sayisini kontrol grubundan daha yiiksek bulmuslar (sirasiyla%
31,7 ve% 12,0, p = 0,002, ki kare: 9,63, 00: 3,38, % 95 GA = 1,52-7,49), GIn /GIn genotipini
tasiyan bireylerde PH olusum riskinin de artmis oldugunu ifade etmislerdir (Gencer ve
digerleri, 2012). Bizim c¢alismamiz Gencer’in galismalariyla benzerlik tasimakta ve GIn
allelini tagiyanlarda PH olusum riski anlamh sekilde artmaktadir (2,268 kat artmakta).
Sadece GIn/GIn mutantini tasiyanlarda PH olusum riskinin 3,742 kat artmis olmasi ve sadece
Arg/GlIn heterozigot genotipini taslyanlarda ise 1,91 kat artmasi PH olusumunda mutant

genlere sahip olmanin daha etkili risk olusturdugu sonucuna ulastirmaktadir.

Sigara i¢cimi ve XRCC1 Arg399GIn polimorfizminin kanser riskini artirdigina dair gesitli
calismalar yapilmissa da (Shen ve digerleri, 2005; Zhou ve digerleri, 2003), bu geninin
mutant tipini tasiyanlarda sigara, kahve, ¢ay ve alkol tiiketiminin Parkinsona yatkinlkta artis
saglayip saglamayacagi konusunda herhangi bir calisma yapilmamistir. Bizim ¢alismamizda
cevresel faktorlerin  Parkinson olusumuna etkilerine bakildiginda; Arg399Gin
polimorfizmine sahip kisilerde kahve igme aliskanliginin PH olusumuna katki saglamadigi
tespit edildi. Ancak c¢ay icme aliskanhgl olanlarda ve sigara-alkol kullananlarda XRCC1
varyant allellerini tasiyanlarda, bu tir aliskanliklari olan yabanil tip bireylere kiyasla

Parkinson riskinin arttigi goralda.

XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi ile DM arasinda potansiyel bir iliski olmadigina dair cesitli
calismalar varsa da bu konuda daha fazla calisma yapilmasi gerekmektedir. Her ne kadar
Parkinson ile DM arasinda potansiyel bir iliski olduguna dair yapilan calismalara yukarida
degindiysek de XRCC1 Arg399GIn varyantina sahip DM hastalarinda PH’nin gelisme riskine
dair herhangi bir calisma yoktur. Bizim ¢alismamizda XRCC1 Arg/Gin genotipini tasiyan



105

DM’li heterozigotlarda yabanil tip DM’li bireylere nazaran PH’nin gériilme ihtimalinin arttig

tespit edildi.

Yaslilik ve PH ile iliskiye baktigimizda ¢alismamizda 65 yas ve Uzeri bireylerde XRCC1 GIn/GIn

genotipini tastyanlarda PH’nin goriilme ihtimali 4 kat daha fazlaydi.

Calismamizda cinsiyet gruplari igcin XRCC1 Arg399Gin genotiplerine gére PH goriilme
ihtimalini inceledigimizde, kadinlar icin anlamli bir sonug¢ saptanmadi. Erkeklerde GIn
varyant alleli tasiyan yash mutant bireylerde PH gorilme riskinin anlamli derecede

yukseldigi gozlendi.

Genetik polimorfizmler DNA onarim enzimlerini etkileyerek onarim kapasitesini bozarlar ve
DNA hasarinin birikmesine neden olurlar. Bu durum kompleks hastaliklarin olusumuna
katkida bulunur (Maynard ve digerleri, 2009). Parkinson, Alzheimer, Hutchinson hastaligi
gibi gesitli norodejeneratif hastaliklara sahip hastalarin beyinlerindeki hem gekirdek hem
de mitokondri DNA’sinda 8-oksoG seviyesi anlamli sekilde arttigl icin bu hastaliklarin
etiyolojisinde oksidatif stresin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Shimura-Miura ve digerleri;
Wang ve digerleri, 2005). BER’in bir diger 6nemli enzimi, oksitlenmis bir plirin nikleozit
trifosfataz olan hMTH1, 8-okso-dGTP'yi hidrolize ederek DNA’nin yanlis eslesmesini 6nler
(Mo ve digerleri, 1992). MTH1’in cesitli hastaliklarla iliskisi arastirmacilarin merakini
cekmistir. Ornegin Sheng ve arkadaslarinin mutant farelerin beyinlerinin striatal
boliimlerinde yaptiklari calismada hMTH1 ve hOGG1'in nérodejenerasyondan koruyucu
etkisi oldugunu gostermislerdir (Sheng ve digerleri, 2012). Lida ve arkadaslari beyin
timorlerinde hem 8-Okso-dG’nin akimilasyonunun hem de hMTH1'in ekspresyonunun
artmis oldugunu bulmuslardir. Bu sonuca gore yliksek dereceli gliomalarda oksidatif stresin,
buna bagh olarak 8-okso-dG birikiminin ve hMTH1 ekspresyonunun artisi en 6nemli
belirtectir. Bu tir bir oksidatif stres durumunda savunma mekanizmasinin da arttiginin
gostergesidir (Lida ve digerleri, 2001). Speina ve arkadaslarinin kii¢ik hicreli olmayan
akciger kanseri lizerine yaptiklari calismada bulduklari sonuca gore; timoér DNA’sindaki 8-
okso-G seviyesi normal akciger dokusundaki DNA’dan daha distkken, MTH1 aktivitesi
timor DNA’sinda normal doku DNA‘sindan daha yliksektir. Bu durum MTH1'in insan

DNA’sinin surekliligini saglayici bir komponent oldugunu gostermistir (Speina ve digerleri,



106

2005). Nakabeppu ve arkadaslari Parkinson hastalarinin nigrostriatal dopaminerjik
noronlarindaki mitokondriyal DNA'da yiksek oranda 8-oksoG oldugu kadar MTH1, OGG1
ve MUTYH ekspresyonlarinda da anlamli bir artis oldugunu ve DNA lezyonlarin birikmesinin
dopaminin néron kaybina neden olabilecegini 6ne slirmisler ve yaptiklari ¢calismaya bir
norotoksin olan 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridini (MPTP) eklediklerinde ¢ok daha
fazla noéronal disfonksiyon birikimi oldugunu gérmuslerdir (Nakabeppu ve digerleri, 2007).
Satoh ve arkadaslari MTH1 Val83Met polimorfizmini arastirmak igin Japon populasyonu
Uzerinde yaptiklar calisma sonucunda, kodon 83’teki valini metiyonine donistiiren
polimorfizmin PH ile iliskili olmadigini savunmuslardir. Calismada 73 sporadik PH ve 151
kontrol grubu kullaniimis, sonugta 83Val ya da 83Met allelleri arasinda hem hastalarda
(%92,5 ve %7,5) hem de kontrol gruplarinda (%88,7 ve %11,3) istatistiksel olarak anlamli
(ki kare=1,511, p =0,2190) bir fark bulanamamistir (Satoh ve Kuroda, 2000). Cin’de yapilan
MTH1 genine ait baska bir polimorfizm olan lle45Thr lizerinde yapilan ¢alismada ise 106 PH
ve 135 kontrol grubu kullaniimis, lle/lle genotipine kiyasla Thr45 allellerinin ve lle45/Thr45
heterozigot sikliginin sporadik Parkinsonlularda daha fazla oldugu gézlenmistir. Calismada
arastirmacilar cinsiyetleri de degerlendirmisler, lle45/ Thr4d5 heterozigot sikliginin erkek
Parkinson hastalarinda daha sik oldugunu bulmuslar ve lle45Thr varyantinin Cinli erkek
populasyonunda sporadik parkinson gelisimiyle iliskili olabilecegini soylemislerdir (Jiang ve
digerleri, 2008). Bizim g¢alismamiz da Satoh ve arkadaglarinin c¢alismasiyla benzer
sonuctadir. MTH1 Val83Met polimorfizmi tasiyor olmanin Parkinson olusumu Uzerinde
anlamli bir belirleyiciligi olmadigi sonucuna vardik. Ancak Val/Val yabanil tipin PH’lilarda
kontrol grubuna goére az da olsa artmis olmasi, DNA’nin savunmasindan sorumlu bir enzim

olan MTH1’in koruyuculugunu gosterdi.

MTH1 Val83Met polimorfizmini taslyanlarda sigara, kahve, cay ve alkol tliketiminin
Parkinsona yatkinlikta artis saglayip saglamayacagl konusunda herhangi bir calisma
yapitmamistir. Bizim ¢alismamizda cevresel faktorlerin Parkinson olusumuna etkilerine
bakildiginda; sigara, cay icenlerde ve alkol kullananlarda MTH1 varyant allellerini
tasimalarinin PH riskini artirmadigi gozlendi. Ancak calismamizda kahve icme aliskanhigi

olan birey sayisi yetersiz oldugu icin PH’ya etkisi degerlendirilemedi.
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Miyako ve arkadaslarinin hMTH1 geni Val83Met polimorfizminin Tip 1 DM ile iliskili olup
olmadigini incelemislerdir. Kodon 83'teki Met / Met genotipinin hem kontrol hem de hasta
grubunda ¢ok nadir oldugunu, Val / Met genotipinin tiim tip 1 DM hastalarinda kontrollere
gore daha sik oldugunu, bireyler cinsiyete gore alt gruplara ayrildiginda, erkeklerde genotip
ve allel frekanslarinda hastalar ve kontroller arasinda fark olmadigini, 6te yandan kadin tip
1 diyabetik hastalarda, Val / Met genotipinin (dizeltilmis p = 0,102) ve Met allelinin kadin
kontrollerden daha sik oldugunu tespit etmislerdir. Sonucglar, MTH1 geninin 83
kodonundaki Met allelinin, Japon kadin popilasyonunda tip 1 DM gelisiminde rol
oynayabilecegini gdstermistir (Miyako ve digerleri, 2004). Ancak DM hastalarinda Val83Met
polimorfizmi nedeniyle PH gelisim riskinin olup olmadigina ilk kez bizim ¢alismamizda yer
verilecek olsa da birey sayisi yeterli olmadigi icin analiz edilemedi. Hem DM’li olan hem de
hMTH1 varyant allellerini tasiyan bireylerde PH riskinin artip artmadigi sorusu baska bir

¢alismaya birakildi.

Galismamizda 65 yas ve Uzeri bireylerin Val83Met polimorfizmini tagimalarinin PH olusum
riskini etkilemedigi tespit edildi. Ayni sekilde cinsiyet gruplari icerisinde gerek kadinlar

gerekse erkekler icin PH varligi ve Val83Met genotip dagilimi arasinda bir iliski bulunamadi.
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6. SONUC

Calismamizda inceledigimiz OGG1 Ser326Cys, XRCC1 Arg399GIn ve MTH1 Val83Met gen
polimorfizmlerinin kontrol grubundaki dagiimlarinin yapilmis diger calismalardaki Beyaz Avrupa
Irki ile benzerlik gosterdigi gorildi (hOGG1 polimorfizmi igin Ser/Ser gorilme sikhg %57,7,
Ser/Cys %34 ve Cys/Cys orani %8,3 ; XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi igin Arg /Arg gorilme siklig
%55,9 , Arg / Gin gorilme sikhgi %35,5 ve GIn / GIn gorilme sikhgl 8,6 ; MTH1 Val83Met
polimorfizmi icin Val / Val gorilme sikhgl %90,4 , Val / Met gorilme siklig %9,6 ve Met/ Met

gorllme siklig1 %0’dir).

Calismamiz sonucunda hOGG1 kodon 326’daki Ser/Cys polimorfizmlerinin PH'nin meydana
gelme riski ile arasinda iliski tespit edilemedi ( Ser/Ser genotipi icin %69,4, Ser/Cys genotipi icin
%25,3 ve Cys/Cys genotipi icin %5,3"tlr). Yas ve cinsiyet gibi biyolojik faktorlerin yanisira gevresel
faktor olarak sigaranin ve PH varlig Gizerinde etkili olabilecegi distintilen DM gibi klinik faktorlerin
sabit tutulmasi da Ser326Cys polimorfizminin Parkinsonun olusumu Uzerinde etkili olmadig
sonucunu degistirmedi. Ancak PH’lilarda OGG1 Ser326 yabanil tip genin artmis olmasi, ileri
¢alismalarda DNA savunma mekanizmasi enzimi OGG1’in nérodejeneratif hastaliklarda genomik
stabiliteyi artirmaya calisan noroprotektif bir komponent olarak ¢alisip ¢alismadigini arastirmak

gerektigini distindirdu.

Calismamiz sonucunda XRCC1 kodon 399'da Arg / Arg genotipini tasiyanlara goére Arg / Gin
genotipini tastyanlarda PH'nin goriilme ihtimali yaklasik 2 kat (%95 GA: 1,013-3,603), Gln/
GIn genotipini taglyanlarda ise PH’nin goriilme ihtimali yaklasik 4 kat (%95 GA: 1,470-9,525) artti
(p=0,046 ve p=0,006; sirastyla). Ayrica, Arg / Arg genotipini tastyanlara gére Arg / GIn veya GIn /
GIn genotiplerini tasiyanlarda PH’nin goriilme ihtimali yaklasik 2,3 kat (%95 GA: 1,256-4,094) artti
(p=0,007). Bu durum PH'nin olusumu acisindan GIn/GIn mutant genotipi tasimanin Arg/Gin
heterozigot varyanti tasimaktan daha riskli oldugunu gostermistir. Yas ve cinsiyet gibi biyolojik
faktorlerin yanisira gevresel faktor olarak sigaranin ve PH varligi (izerinde etkili olabilecegi
dasundlen DM gibi klinik faktorlerin sabit tutulmasi ile de Arg / GIn genotipini tasiyor olmanin PH
varligi Gzerinde istatistiksel olarak anlaml etkisi goriilmezken [00=1,769 (%95 GA: 0,884-3,538)
ve p=0,107], GIn / GIn genotipini tastyanlarda PH’nin goriilme ihtimali istatistiksel olarak anlamhlik

3,772 kat (%95 GA: 1,380-10,310) artti (p=0,010).
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Calismamiz sonucunda hMTH1 kodon 83’teki Val/Met polimorfizmlerinin Parkinson hastalik
olusturma riski ile arasinda iliski tespit edilememistir ( Val83Met polimorfizmi igin Val/Val
genotipi gérilme orani %91,8, Val/Met %8,2 ve Met/Met %0’dir). Ancak Val/Val yabanil tipi,
PH’llarda kontrol grubuna gore az da olsa artis géstermis, bu durum PH’nin her ne kadar oksidatif
strese bagh DNA onarim aktivitesinin diismesi nedeniyle olustugunu bilsek de, tipki OGG1
ekspiresyonunda oldugu gibi, PH’'nin MTH1 DNA onarim geninin ekspresyonunu artiran bir
parametre oldugunu diisinmemize sebep olmustur. Yas ve cinsiyet gibi biyolojik faktorlerin
yanisira gevresel faktor olarak sigaranin ve PH varligi tizerinde etkili olabilecegi diistinilen DM gibi
klinik faktorlerin sabit tutulmasi da Val83Met polimorfizminin Parkinsonun olusumu Gzerinde

etkili olmadigi sonucunu degistirmedi.

Sonug olarak, oksidatif hasar sonucu DNA'da meydana gelen hasarin PH igin bir risk faktorii olmasi
muhtemeldir, bu da dahil olan savunma mekanizmalarinin saglam bir sekilde anlagilmasinin ve
beyni oksidatif strese karsi korumak icin yeni stratejiler gelistirmemizin ne denli 6nem arzettigini
gostermektedir. Ornegin calismamiza dayanarak, XRCC1 399. kodondaki Gln varyantinin artmis
olmasi genetik instabilitenin de arttigini ve bu instabilizasyonu ve genomik kararsizlig giderecek
onarim aktivitesinin azaldigini diisiindiirmektedir. Genel olarak, bu bulgular nérodejenerasyona
neden olan néronal DNA hasarinin birikimini 6nlemek icin DNA onarim mekanizmasi BER

enzimlerinin ne derece 6nemli oldugunu anlatmaktadir.

Bizim ¢alismamizda oldugu gibi DNA onarim enzimleri lzerine yapilabilecek bu ve benzeri
calismalar PH'nin etiyolojisi ve patofizyolojisini daha iyi anlamamiza imkan saglayabilir, erken
mudahaleye zemin hazirlayabilir ya da ilerlemesini yavaslatabilecek ilaglarin Uretilebilecegi
Umidini dogurabilir. Parkinson gelisiminde OGG1, XRCC1 ve MTH1 genlerindeki polimorfizmlerin
etkilerinin daha ileri g¢alismalarla ortaya cikarilmasi, PH'nin gelisiminde genetik faktorlerin
oynadig roliin anlasilabilmesini kolaylastirabilir. Bu ise gelecek yillarda hayat siiresinin daha da

uzamasiyla gortlme sikhigr tiim diinyada artacak

olan bu noérodejeneratif hastaliga karsi hem su an yok gibi goriinen tedavi yaklasimlarinin

degismesine, hem de Uilkelerin ekonomisine katki saglayacaktir.
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EK 1. Calismaya Katilan Her Birey Igin Doldurulan Anket Formu Ornegi

ANKET FORMU

Tarih:

130

Kayit No:

Hasta Protokol No

Ad Soyad: Tel:

Yas: Dogum Yeri:
Hastaligin Evresi Hastaligin Kaginci Yih
Viicut Kitle indeksi Agirhk

(BMI) Boy

Meslek/galigma siiresi

Yasadiginiz sehir ve siiresi

Sigara icme aliskanhgi

Hi¢ icmedim
Eskiden igerdim

Sigaraya baslama yasi

Sigarayi birakma yasi

Ne kadar siire dnce sigarayi biraktiniz?

Ne kadar siiredir sigara igiyorsunuz?

Miktari (Glinde kag adet)

Sigara igilen ortamlarda sik¢a bulunuyor musunuz?

Evet () Hayir ()

Diyabet yada herhangi bir kalp rahatsizligi var mi

= Varsa Nedir=?

Diizenli alinan ilaglar ve siireleri (Vitamin dahil) :

Kadin ise; Menars yasi:

menapoz yasl:

Alkol aliyor musunuz? Hayir () Evet ()
Kag yildir Nadiren Haftada | Haftada 2-3 | Haftada 4-5 () Her giin ()
kullaniyorsunuz?: () bir () ()
Kahve igme Var () Yok () Ginde 1 Glinde 2 bardak 3 ve daha fazla ()
aliskanhiginiz var mi? bardak () ()
Cay igme aliskanhiginiz | Var () Yok () Glnde 1 Glinde 2 bardak 3 ve daha fazla ()
var mi? bardak () ()
Beslenme aliskanliginiz nedir?
Et agirlikhi () Sebze-meyve | Kuru Balik ve Karigik Kizartma agirlikli yagh diyet ()
agirlhikli () bakliyat diger beslenme
agirhkli () deniz ()

dranleri

agirhkh ()
Aile bireylerinde Hayir () Evet () Nedir?
genetik bir hastalik
var m?
Sizde Ailenizde, Parkinson veya bagka TirG: Nedir?:

hastalik varmi?

Gogiis Rontgeni ()

[ Dis ()

Diger () Belirtiniz

Su anda herhangi bir enfeksiyon (grip, nezle vs) var mi?
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Ek 2. Etik Kurul Onayi

GAZi UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU
GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR KARAR FORMU

ETIK KURULUNUN ADI_| Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul
ACIK ADRES Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Dekanhik Binasi 06500 Besevler/Ankara
ETIK KURUL [Srpi oy 0312 202 69 58 =
BILGILERI T
FAKS 031220246 73
E-POSTA tipetikkurul@gazi.cdu.tr
ARASTIRM ANIN AGIK ADI :::. onarim enzimlerindeki gen polimorfizmlerinin Parkinson hastahidindaki
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI Prof. Dr. Bensu KARAHALIL
UNVANVADISOY ADI
KOORDINATOR/SORUMLU

BASVURU | ARASTIRMACI/UZMANLIK Gazi Universitesi Eczacilik Fakiltesi
BILGILER| | ALANI BULUNDUGU MERKEZ

DESTEKLEYIC! {Varsa)
: = Tammiamaya yonelik olarak genetik materyalde yapslacak  arastirmalar(gen
ARASTIRMANINTORC tedavisi klinik arastirmalan diginda kalan)- Doktora Tezi
s I':K MERKEZ COK MERKEZLI ULLUSAL ULUSLARARAS!
ARASTIRMAYA KATILAN
MERKEZLER O @ 0O
s Belge Adi Tarihi | Ver.No Dili
DEGERLENDIRILEN
BELGELER ARASTIRMA PROTOKOLU 30.05.2016 1 Turch% lglllzoc Di
AYDINLATILMIS ONAM FORMU | 30.05.2016 1 Torkge lngilizcc D Diger
Belge Ady Agiklama
DEGERLENDIRILEN | ARASTIRMA BUTCES|
DIGER BELGELER BIYOLOJIK MATERYAL TRANSFER FORMU
DIGER
Karar No: 3g§ Toplants tarihi: 13,06.2016
KARAR .
BILGILERI Heileri veri e iloili ,
Yukarida bilgileri verilen bagvuru dosyas: ile ilgili belgeler arastirmanin gerekge amag, vaklagim
ve yontemleri dikkate almarak incelenmis ve “bitgesi diginda” uygun bulunmus olup, arastirma
dosyasinda  belirtilen  merkez/merkezlerde  gergeklestirilmesinde  ctik  ve  bilimsel  sakinca
bulunmadigima, G, 0. Klinik Arastrmalar Etik Kurulu byclerinin oybirligi ile karar verilmigtir,
Etik Kurulun karan, projenin bitgesi BAP tarafindan kabul edildigi takdirde yarorlige
girecek olup, BAP kararinin Kurulumuza bildirilmesi gerekmektedir,
GAZI ONIVERSITEST KLINTK ARASTIRMALAR ETIK KURULU
ETIK KURULUN CALISMA ESASI Klinik Aragtrrmalar Hakkenda Yonetmelik (13.04.2013), Ivi Klinik Uygulamaliars Kelavuzy
BASKANIN UNVANI/ADE/ SOYADI: Peof 1T Sczai SASMAZ
UmandAdeSoyad [ Uzmanlik Alans Kurumu Ciasivet Ar"i:;’;' e Katilim * Tmea
ProfDr Sezai SASMAZ Deri ve Zohrevi = , n = .
BASKAN b GUTT i® (k0 |e0 |v@ |e®@|unO K
Prof Dr.Zeki YILDIRIM T G - _I. ~
'BAsxANVARD Gogos Hast AD GUTY 4 KO eQ HE EE | nQd B B e
o APORTOR O rsiicacn O 7T ER (kO |e0 [H@ [e@ (0O /"
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