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OZET

Aslan, H. Parkinson hastaligi tamis1 alan hastalarda Parkinson hastaligindan
sorumlu oldugu bildirilen SNCA ve LRRK2 genlerindeki A30P ve G2019S
mutasyonlarimin arastirilmasi. Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Anabilim Dah Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir,2010. Parkinson
Hastalig1, Alzheimer hastaligindan sonra en sik goriilen norodejeneratif hastaliktir.
Son yillarda genetik formlarinin ve patojenik mutasyonlarin tanimlanmasi ile
Parkinson Hastaliginin etiyopatogenezine iliskin bilgiler artmistir. Parkinson
hastaliginda tanimlanan ilk gen SNCA genidir ve ilk nokta mutasyonlar da bu gende
tanimlanmistir. LRRK2 geni G2019S mutasyonu da Parkinson Hastaliginda en sik
gozlenen nokta mutasyondur. Calismamiza sporadik Parkinson Hastaligi tanisi
almis 83 olgu dahil edilmistir. Parkinson Hastaligindan sorumlu oldugu bilinen
SNCA genindeki A30P ve LRRK2 genindeki G2019S mutasyonlarin Eskisehir
bolgesinde tan1 alan olgulardaki sikliginin  belirlenmesi, tanisal amagh
kullanilabilirligi ve ayrica elde edilen veriler ile molekiiler etiyolojisi belirlenmis
olan olgulara hastaligi ve mutasyonu ile ilgili genetik danismanin verilmesi
amaclanmistir. Sekans analizi ile A30P mutasyonunun bulundugu SNCA geni
ekzon 2 ve G2019S mutasyonunun bulundugu LRRK2 geni ekzon 41 genomik
bolgeleri incelenmis ve hastalarda herhangi bir nokta mutasyon ya da polimorfizm
saptanmamustir. Calismamizda Eskisehir bolgesinde sporadik Parkinson Hastaligi
tanist alan olgularda A30P ve G2019S mutasyonlarinin sik goriilmedigi sonucuna

ulasilmustir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson Hastaligi, SNCA, LRRK2, A30P, G2019S



Vi

ABSTRACT

Aslan, H. Investigation of A30P and G2019S mutations in the SNCA and
LRRK?2 genes in the patients with Parkinson’s disease. Osmangazi University
Faculty of Medicine, Medical Speaciality Thesis in Department of Medical
Genetics, Eskisehir,2010. Parkinson’s disease is the second most common
neurodegenerative disease after Alzheimer disease. Resently understanding genetic
forms and pathogenic mutations has been providing growing knowledges about
etiopathogenesis of Parkison’s disease. SNCA was the first gene with mutations
causing Parkinson’s disease. LRRK’ gene G2019S mutation is the most common
mutation causing Parkinson’s disease. In our study we investigate 83 patients with
sporadic Parkison’s disease. Aims of our study are to identify the frequency of the
SNCA A30P and LRRK2 G2019S mutations in Parkinson’s disease patients from
the Eskisehir region of Turkey, diagnostic utility of these mutations and to confer
genetic counselling to the mutation carier patients. SNCA exon 2 and LRRK2 exon
41 was investigated with direct squencing method. Neither any point mutation or
polymorphism was detected in the SNCA exon 2 or LRRK2 exon 41 from the
patients. Our findings suggest that the SNCA A30P and LRRK2 G2019S mutations

are not frequent in Turkish patients with Parkinson’s disease.

Key Words: Parkison’s disease, SNCA, LRRK2, A30P, G2019S
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1. GIRIS

Alzheimer Hastaligindan sonra en sik gozlenen norodejeneratif hastalik olan
Parkinson Hastalig1 (PH) primer olarak nigrostriatal dopaminerjik yetersizlik sonucu
ortaya c¢ikan rijidite, tremor, bradikinezi ve postural instabilite ile karakterize
idiyopatik, progresif bir hastaliktir (1). Bu major bulgulara ek olarak bir¢ok motor,
kognitif, duyusal ve otonomik bulgular da eslik etmektedir. PH nin diger Parkinson
sendromlarindan ayrilmasi her zaman kolay degildir ve ayirici tanida zorluklarla da
karsilagilabilinmektedir (2). Parkinsonizmin en sik goriilen formu ilk kez 1817°de
James Parkinson tarafindan tanimlanan ve nérodejeneratif bir hastalik olan idiyopatik
PH’dir (3).

En sik goriilen hareket bozuklugu olan PH’dan sorumlu bdlge, motor
kontrolde bazal ganglion (BG) sistemine dahil olarak kabul edilen substantiya nigra
pars kompaktadir (SNPc). BG, hareketin kavsak bolimii olarak belirtilebilir.
Dolayisiyla bu bodlgede meydana gelen harabiyet hareket bozukluklarina neden
olmaktadir. Insanlarda SNPc’de  yaklasik 450.000 dopaminerjik ndron
bulunmaktadir. PH’da Lewy cisimcigi olusumu, akson i¢indeki noroflamentlerin
fonksiyonu bozmakta ve dopaminerjik isleve sahip SNPc’den striatuma uzanan
aksonal baglantiya hasar vermektedir. Kisaca hastaligin tiim klinik bulgular1 bu
diizenin bozulmas1 sonucu olusur (4,5).

PH’ya hayat boyu yakalanma riski kadinlarda %1,3 iken erkeklerde %2
olarak bildirilmektedir (6). Hastaligin prevelansi yaglara gore incelendiginde, 65
yasta tiim popiilasyonun yaklasik %1 inin etkilendigi, bu oranin 85 yasta ise yaklagik
%4-5’e yiikseldigi gozlenmektedir (7). Klinik olarak tanimlanmasindan bu yana
neredeyse iki yiizyil kadar zaman ge¢mis olmasina ragmen PH’nin etiyolojisi halen
net olarak aydinlatilabilmis degildir. Giliniimiize kadar PH ile ilgili elde edilen
veriler, hastaligin olusmasinda tek bir nedenin degil multifaktdriyel bir etiyolojiyi
isaret etmektedir. Belli ¢evresel faktorlere karsi genetik yatkinligi olan bireylerde,
maruz kalinan ¢evresel faktorlerin klinigi ortaya c¢ikardigi disiiniilebilir. Yasla
birlikte hastalifin prevelansindaki artis etiyolojide sadece genetik ve cevresel
faktorlerin degil ayn1 zamanda beyin yaslanmasinin da etkili olabilecegini

diistindiirmektedir. Bununla birlikte baz1 olgularda genetik faktorlerin tek basina



hastaligin etiyolojisinde etkili oldugu da gosterilmistir (8,9). Glinlimiizde OMIM veri
bankasinda ve literatiirde PH ile iligskili 10°’dan fazla genetik lokus bildirilmis ve
bunlardan alt1 tanesi hastaliktan kesin olarak sorumlu tutulmustur.

PH’nin kesin tanisi 6lim sonrasinda beyin biyopsi Orneklerinde Lewy
cisimciginin bulunmasiyla konulmaktadir. Klinik olarak hastaligin tanisi i¢in Hoehn-
Yahr Olgegi ve Birlesik Parkinson Hastaligi Degerlendirme Olgegi 111 (Unified
Parkinson's Disease Rating Scale-11l1 (UPDRSIII) ), Londra Beyin Bankasi Tan
Kriterleri gibi tan1 sorgulamalar1 kullanilmaktadir (10). Teshis koyabilmeyi
kesinlestiren net molekiiller tani ydntemi yoktur (11). PH’nin molekiiler
etiyolojisinden sorumlu tutulan dort farkli mekanizma One siiriilmistiir. Bunlar
mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres, protein agregasyonu ve {ibikiitin
proteozom protein degredasyon sistemi (UPPDS) disfonksiyonudur. PH’nin
etiyolojisinde sorumlu tutulan genlerin néron hasarina sebep olan bu patolojik
mekanizmalar iizerinden hastaliga yol actig1 belirtilmistir. PH’dan sorumlu olan
SNCA geni hem protein agregasyonu hem de mitokondriyal disfonksiyon, LRRK?2
geni de tbikiitin sistem disfonksiyonu {izerinden ndron hasarmma ve PH’ya neden
olmaktadir (12).

Calismamizda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji
Anabilim Dali Hareket Bozuklugu Poliklinigine bagvuran Londra Beyin Bankas1 tani
kriterlerine gore PH tanisi alan 83 olgunun periferik kan Orneklerinden DNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. SNCA geninde A30P mutasyonu, LRRK?2 genindeki
G2019S mutasyonunun bulundugu genomik bdlgeler, spesifik olarak tasarlanan
primerler yardimiyla klasik PCR yontemi ile amplifiye edilmistir. Amplifikasyon
sonrast dongli dizileme reaksiyonlar1 yapilan Orneklerin otomatik kapiller jel
elektroforez cihazi ile sekans analizi gergeklestirilmis ve elde edilen genomik diziler
NCBI gen bankasi ile karsilagtirilmistir.

PH’dan sorumlu oldugu bilinen SNCA genindeki A30P ve LRRK2 genindeki
G2019S mutasyonlarinin  Eskisehir bolgesinde tan1 alan olgulardaki sikliginin
belirlenmesi, tanisal amagli kullanilabilirligi ve ayrica elde edilen veriler ile
molekiiler etiyolojisi belirlenmis olan olgulara hastaligi ve mutasyonu ile ilgili

genetik danismanin verilmesi amaglanmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Parkinson Hastahiginin Tarihgesi

Antik Hint literatiirinde Ayurvedik tipta (1.0. 4500-1000) tremor ve
akineziyi tanimlayan kampavata terimiyle belirtilen PH, ilk olarak 1817 yilinda
Ingiliz hekim James Parkinson tarafindan ‘shaking palsy (titrek fel¢)’ adiyla
tanimlamustir. Dr. James Parkinson hastalarda gozlemledigi; istirahat tremoru, hafif
kambur postiir, ayaklarin1 siiriiyerek yiiriime, arkaya diisme egilimi gosterme
belirtilerini ‘An Essay on the Shaking Palsy’ isimli makalede rapor etmistir. Ancak
orijinal hastaligin tanimini ise rijidite, mikrografi ve duysal degisiklikleri de ekleyen
Fransiz hekim Jean Marie Charcot yapmistir ve hastaliga onu ilk tarif eden kisinin

adin1 vermistir (3,13).

2.2. Parkinson Hastaligimin Epidemiyolojisi

PH, Alzheimer hastaligindan sonra en sik goriilen norodejeneratif hastaliktir.
Ozellikle son yillarda genetik formlarinin ve patojenik mutasyonlarm tanimlanmasi
ile PH’ nin etiyopatogenezine iligskin bilgiler artmigtir. Epidemiyolojik ¢aligmalar ise
sadece hastaligin sikliginm1 belirlemek ile kalmamis aym1 zamanda analitik
yontemlerin yardimiyla belli risk faktorlerini de belirleyebilmistir. PH i¢in tanisal
testin olmamasi, kesin tani i¢in postmortem incelemenin gerekmesi, ileri yas
hastalig1 olmasi ve uzun bir preklinik dénem varlig1 hastaligin epidemiyolojisinde
bazi pratik zorluklar olusturmaktadir (14).

PH, diinyanin her yerinde, tiim 1rklarda ve her tiirlii sosyoekonomik kosulda
ve meslekte goriilen, hafifce erkek predominansina sahip bir hastaliktir. Yapilan
calismalarda ayni yastaki erkelerde 1,2—1,5 kat daha fazla goriildiigii bildirilmigtir
(15). Hastalik tipik olarak orta ve ileri yasin hastaligi olup, ortalama 50-60
yaslarinda baslar ve yaklasik 10-20 yillik bir siirecte progresif olarak ilerler (16).
Hastalarin  %5-10’unda semptomlar 40 yasindan Once baglamakta ve erken
baslangi¢li Parkinson hastalig1 olarak tanimlanmaktadir. 20 yasindan 6nce baglayan
olgularda ise jiivenil Parkinson hastaligi adin1 alir (17).

Hastaligin prevelanst 65-90 yaslar1 arasinda artmaktadir. Tiim popiilasyonun

%0,3’1inti etkilemekle beraber, 65 yasinda goriilme siklig1 %1’e, 85 yasinda goriilme



siklig1 %4-5’e ¢ikar (17). ABD’de 2007 yilinda yaymlanan Ulusal Yasam Istatistik
Raporuna gore mortalite sebepleri arasinda 14. sirada yer almaktadir (18). Hastaligin
prevelans degerleri degiskenlik gostermekle birlikte yapilan caligmalarda 80,6—
187/100.000 olarak bildirilmistir (19). Eskisehir’de yapilan bir calismada ise
prevelans degeri 111/100.000 olarak bulunmustur (20). Cesitli iilkelerde yapilan
caligmalarda farkli sonuclar bildirilse de genel olarak PH’nin yillik insidansinin 4,5—
21/100.000 arasinda degistigi bilinmektedir (16,21).

PH genel olarak siyah irkta ve sar1 irkta daha az goézlenirken en sik beyaz
irkta goriilmektedir. Cografik farkliliklar, ¢evresel nedenler (kuyu suyu, endiistriyel
kimyasallar, herbisit ve pestisitler, agir metaller) ve kirsal kesimde yasamanin da PH
ile pozitif yonde iligkili oldugunu bildiren yayinlar bulunmaktadir (22). Diyetin
hastalik etiyopatogenezindeki yerini belirlemek amaciyla pek c¢ok c¢alisma
yapilmigtir. Bunlarin ¢ogu yetersiz antioksidan alimi iizerine kuruludur. Bu
caligmalarin sonuglar1 birbirinden farkli olmakla beraber, Hollanda’da yapilan bir
calismada Parkinson hastalarinda, kontrollerle karsilastirnldiginda E vitamini
aliminin daha diisiikk oldugu saptanmistir (23). Bununla birlikte bir¢ok prevelans
calismasinda kafein ve sigara tliketimiyle PH gelismesi ters orantili olarak
iliskilendirilmistir. Deneysel modellerde de sigara igmenin PH’dan koruyucu etkisini
gosteren bulgular elde edilmistir. Kafeinin adenozin reseptoér antagonisti gibi,
tiitlinlin ise MAO-B enziminin diizeyini azaltarak etki ettigi sanilmaktadir (14).

Ozetlemek gerekirse demografik olarak erkek cinsiyet, kafa travmas,
duygusal stres, ileri yas, beyaz 1k, ailede PH Oykiisiinlin olmasi, kisisel 6zellik
(utangaclik, riskten kacinma); gevresel olarak ise pestisitler, karbon monoksit, kuyu
suyu, kirsal kesimde yagsam, endiistriyel ajanlar, metaller (mangan, civa, demir) PH

i¢in risk faktorlerini olusturur (14, 24).

2.3. Parkinson Hastahginin Klinik Ozellikleri

PH, SNPc’deki dopaminerjik noronlarda kayip ile seyreden ndrodejeneratif
bir hastaliktir. Temel olarak hareket bozuklugu hastalig1r olmasina ragmen siklikla
psikotik, affektif ve kognitif bozukluklarin da eslik etmesi sebebiyle noropsikiyatrik
bir hastalik olarak da kabul edilmektedir. Patolojik olarak substantiya nigradaki

pigmentli noronlarda kayip ve bazen buna eslik eden Lewy cisimcigi ile



karakterizedir. PH’ nin istirahat tremoru, rijidite, bradikinezi ve postural reflekslerde
bozulmayla karakterize dort ana bulgusu vardir. Belirtiler sinsi ve asimetrik olarak
baslayip yavas yavas ilerler. Zamanla hastalik viicudun diger yarisina da geger. Her

hastada semptom ve bulgu kombinasyonlar1 farklidir (25,26).

2.3.1. Tremor

Istirahat tremoru, PH nin en iyi tanimlanan ve en spesifik bulgusudur. Cogu
hastada en sik bagvuru nedenidir. Olgularin %50-75’inde ilk motor semptom olarak
tremor ortaya ¢ikar (26). Genellikle list ekstremitelerden birinde baslar ve zaman
icinde ayni taraf alt ekstremiteye ve daha sonra karsi viicut yarisina yayilir. PH’da
klasik 4-6 Hz istirahat tremoru yaninda olgularin %40-60’1nda daha hizli frekansh
(5—8 Hz) postural-kinetik tremor tabloya eslik eder (27). Tremor stres ile, mental
aktivite sirasinda (6rnegin aritmetik bir islem yaparken), yiiriirken, diger
ekstremitenin motor hareketi sirasinda artar. O ekstremitenin harekete baslamasiyla

ve uyku sirasinda kaybolur (28).

2.3.2. Rijidite

Agonist ve antagonist kaslarin aynm1 anda caligmasi sonucu gelisen tonus
artistdir. Tremor ile birlikte PH’nin pozitif belirtilerini olustururlar. El bilegini
hareket ettiren kaslarda rijidite varsa disli ¢ark belirtisi alinir. PH olgularinin %89-
99’unda goriiliir. Rijiditenin derecesi degiskendir ve genellikle tremor gibi unilateral
baslar ve daha sonra karsi tarafa yayilabilir (28). Hafif olgularda rijiditeyi ortaya
cikarmak ancak karsi ekstremiteye tekrarlayici hareketler yaptirmakla miimkiin
olabilir. Hastalar rijiditeyi ekstremitelerde, boyunda ve bazen sirt kaslarinda sertlik

veya kasilma seklinde tanimlayabilirler (29).

2.3.3. Bradikinezi

Hareketlerde yavaslama anlamima gelen bradikinezi, PH’nin 6ziirliiliik
yaratan en temel belirtisidir. ‘Londra Beyin Bankas1 Tani1 Kriterleri’ne gore PH tanisi
icin bradikinezi varligr sarttir (30). Bradikinezinin sebebi globus pallidustaki
inhibitér dopaminerjik uyarillarin azalmasi sonucu talamusun ventrolateral

niikleusundaki néronlarin inhibisyonunda artis ve motor korteksteki noronlarin



stimulusundaki kayiptir (27). Bradikinezi siklikla hareketin baslatilmasinda gecikme,
hareketin amplitiidiiniin kiiclilmesi, bir hareketten digerine gecememe, ayn1 anda iki
hareketi yapamama, hareket fakirligi (hipokinezi) ve hareket edememe (akinezi)
anlaminda da kullanilir. Bradikinezi de diger Parkinson bulgular1 gibi hastanin
emosyonel durumu ile iliskilidir. Bu durumun en Onemli goriintiisii paradoksal

hiperkinezi (paradoksal kinezi) fenomenidir (29).

2.3.4. Postural Instabilite

Postural instabilite, ayakta veya otururken normalde otomatik olarak devreye
giren, alinan viicut pozisyonunun devamini saglayan postural reflekslerin kaybi
sonucu gelisen denge bozuklugudur. Siklikla hastaligin ge¢ evrelerinde ortaya ¢ikar.
PH’nin en az spesifik ancak en fazla oziirliilik yaratan kardinal bulgusudur. PH’daki
diismelerin en sik nedenlerinden birisidir. Olgularin gévdeleri genellikle 6ne dogru
egik, c¢eneleri gogiislerine degmek iizeredir. Dirsekler ve dizler yar1 fleksiyon
durumundadir. Postural instabilitesi olan olgularda, o6zellikle gévdede fleksiyon
postlirii varliginda, ‘festination’ seklinde giderek hizlanan bir yliriiyiis ortaya cikar.
Bu arada hasta adeta diismemek i¢in agirlik merkezini yakalamaya g¢alisir sekilde
yuriir ve durmakta giiclik ¢eker (28). PH’da dopaminerjik tedaviye en direncli
bulgudur (31).

Bu dort kardinal bulgunun yaninda Parkinson hastalarinda; psikiyatrik
bozukluklar (demans, bradifreni, vizyospasyal defisitler, depresyon, anksiyete, uyku
bozuklugu, deliizyon, haliisinasyon gibi), otonomik bozukluklar (ortostatik
hipotansiyon, konstipasyon, asirt terleme, anormal termoregiilasyon, iiriner
problemler gibi), duysal semptomlar (agr1, paresteziler gibi), kraniofasial bozukluklar
(maske yiiz, goz kirpmanin azalmasi, bulanik gérme, olfaktor bozukluklar, disfazi,

siyalore gibi), mikrografi ve kilo kayb1 gézlenebilir (32).

2.4. Parkinson Hastaliginin Patogenezi

Onceden de belirtildigi gibi PH, ndrodejeneratif hastaliklar igerisinde
Alzheimer hastaligindan sonra ikinci siklikta yer almasiyla ve ayrica yasam siiresinin
artmasina paralel olarak sikliinin yiikselmesiyle toplum saglig1 acisindan giderek

onem kazanmaktadir. Hastaligin yavas fakat beklenen progresyonu, noral 6liime yol



acan patogenetik mekanizmalarin aydinlatilmasini gerekli kilar. Nispeten nadir olsa
da yakin zamanda bulunan monogenik PH formlarina yol agan gen mutasyonlari bu
amaca dogrudan ulasmaya imkan tanimistir. Bu konuda sporadik PH beyinlerinden
elde edilen biyokimyasal verilere dayali 6nceki bildiklerimizi yeni bilgiler katarak da
desteklemigstir. Buna gore, patolojik o-siniiklein agregasyonu ve protein yikim
yollarindaki bozukluklar, oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon patogenetik
mekanizmalarin temelini olusturur. Bu mekanizmalar ile birlikte daha az bilinen
bozulmus kinaz aktivitesi gibi mekanizmalar, biiyiikk olasilikla belli noktalarda
kesisen intraseliiler yolaklar1 olusturarak devreye giren ndroinflamatuvar siireclerin
de etkisi ile sonunda apoptozis ve muhtemelen otofaji ile gergeklestirilen hiicre
Oliimiine yol agmaktadir. Tiim bu bilgiler dogrultusunda beklentiler, gelecekte daha
etkin molekiiler temelli tedavi protokollerinin gelismesidir (12).

Sinir sistemi oldukca kompleks biyokimyasal, fizyolojik ve anatomik
Ozelliklere sahiptir. Sinir sisteminin en kii¢lik birimleri olan noronlar arasi iletisim
elektriksel veya kimyasal haberci molekiiller tarafindan saglanmaktadir. Bu
iletisimin diizenli bir sekilde siirdiiriilebilmesi i¢in beyinde enerji ihtiyacinin
kargilanmas1 gereklidir (33). Beyin bu enerji ihtiyacin1 yalnizca oksidatif
metabolizmadan elde eder ve viicuttaki oksijenin biiylik boliimiinii kullanir. Enerji
ithtiyacinin karsilandig oksidatif fosforilasyon esnasinda mitokondrilerdeki elektron
transport zincirinden yiiksek enerjili elektronlarin kagigi serbest radikallerin
olusumunu saglar. Beyin dokusu, total viicut agirliginin %2’sini olusturmasina
ragmen total viicut oksijeninin %20’sini kullanir. Bu durum beynin serbest
radikallere olduk¢a duyarli oldugunu goéstermektedir. Bununla birlikte lipid
peroksidasyon reaksiyonlarinda serbest radikallerin baslica substratlar1 olan
doymamis yag asitleri beyin hiicre zarlarinda biiyiik oranda bulunmaktadir. Hemen
hemen hi¢ katalaz enzimi igermemesi, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz
(SOD) enzimleri ile glutatyon ve E vitamini diizeylerinin de sinirli olmasi sebebiyle
beyin dokusunun savunma mekanizmasi olduk¢a zayiftir, hasara ugramaya
uygundur. Ayn1 zamanda bazi serbest radikallerin olugmasini saglayan metaller
(6rnegin demir) beynin spesifik bolgelerinde birikebilir. Aksonlar boyunca bu
hasarin onarimi ancak sinirli bir sekilde gergeklestirilebilir. Boylelikle serbest radikal

olusumu ¢ok daha yiiksek iken onarim diger dokulara gore daha azdir (34,35).
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Sekil 2.1. Parkinson Hastaligindan sorumlu tutulan genlerin olusturduklari patolojiler

ve birbirleriyle sematik iligkisi. Vila ve ark. (55)’ndan alinmistir.

2.4.1. Anormal Protein Akiimiilasyonu

Dopaminerjik (DA) noéronlarin myelinsiz veya zayif myelinli aksonlari
striatumda masif terminal arborizasyon gosterir (bir akson yaklagik 150.000 sinaptik
baglant1 yapar). Bu anatomik yapi nedeniyle DA noéronlar, enerji deprivasyonundan
ve hiicre i¢i trafik bozukluklarindan ¢ok etkilenirler (36). Bu nedenle dejeneratif
degisiklikler oncelikle presinaptik terminalleri etkiler, dolayist ile patolojik
bulgulardan 6nce muhtemelen klinik belirtilerin bir kismindan sorumlu olan
fonksiyonel yetersizlik bulgulari saptanir (37).

DA sentez edildikten sonra transportu ve metabolizmasinin regiilasyonunda
gorev alan proteinlerdeki bir islev bozuklugu, normalde parcalanarak kataliz edilmesi
gereken bu proteinlerin yolak i¢inde bazi noktalarda pargalanamamasi ve agregatlar
olarak birikmesine neden olur. 140 aminoasit uzunlugunda olan o-siniiklein
proteininin, hem noron hem glialarda 6nemli oranda ifade edilen, agirlikli olarak

presinaptik yerlesimli, sinaptik vezikiillerle iliskili, dolayisi ile norotransmitter



salmmmi, geri almimi ve hiicre i¢i vezikiiler transportta goérevli oldugu
diistiniilmektedir (38). a-siniiklein sentez kusuru veya yanlis katlanmasi birikimine,
bu durum da hiicre i¢ci DA artis1 sebebiyle oksidatif strese yol agar. Bu birikim
zamanla hiicre i¢i islev bozukluguna ve bir tiir toksik etki sonucu hiicrenin 6liimiine
sebep olur (39). Ornegin o-siniiklein proteinini kodlayan SNCA genindeki nokta
mutasyonlar veya birikime neden olacak kadar fazla iiretimi (overekspresyonu)
hiicrede toksik rol oynar (40). Sekil 2-1’de goriildiigii gibi SNCA, Parkin ve UCHL—-
1 genleri patogenezde birlikte etkilesim halindedirler. Herhangi biri veya birkaginin
birlikte etkilesimi sonucu anormal protein olusumu ve néronal hasar meydana gelir.
Ayrica in vitro ¢alismalar dogal olarak kivrilmamis ve ¢oziiniir halde bulunan
a-siniiklein monomerlerinin ¢esitli 1s1, pH degisiklikleri, ortamindaki ferrik demir
gibi metaller, histon, tau, tiibilin gibi molekiilerin varliginda B-levhalar1 halinde
agreve olabildigini gostermektedir. Bu bulgular, gerek ailevi gerekse idiyopatik
PH’da ve diger sintikleinopatilerde farkli faktorler farkli agirlikta gegerli olsa da, a-
siniklein immiino-boyamasinin gozlendigi her hiicrede agregasyon siirecinin

dejeneratif siirecle iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir (12,38,41).

2.4.2. Oksidatif Stres

Mitokondriler, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek membraninda yer alan
serbest radikaller araciligi ile olusan oksidatif stres, PH’da norodejenerasyon
olusumu ve ilerleme siirecinde 6nemli rol oynamaktadir. PH’da ozellikle DA
noronlar etkiledigi diisiinlilen ve serbest radikal artisiyla iliskilendirilen oksidatif
stresin rolii; demir icerigi ve demir baglayici proteinlerdeki degismeler, manganez-
stiperoksit dismutaz (Mn-SOD) seviyelerindeki artis, antioksidatif gorevli rediikte
glutatyonun azalmasi ve oksidatif harabiyeti gosteren lipid peroksidasyon iirtinleri,
DNA harabiyeti, artmis protein oksidasyonu gibi delillere dayandirilmistir (42,43).

Mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon ile molekiiler oksijenin suya
rediiksiyonu sirasinda reaktif oksijen {irlinleri olarak tanimlanan siiperoksit radikali,
hidrojenperoksit, hidroksil radikali olusur. Serbest radikal tiretimi ile artmis kalsiyum
akimi, nitrojenmonooksit sentaz (NOS) aktivasyonu, amiloidbeta-peptid ve
enzimlerde yasa bagli fonksiyon kaybi gerceklesir. Ancak mevcut veriler reaktif

oksijen irilinlerinden daha ¢ok reaktif nitrojen iirlinlerinin patogenetik siireglerde
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daha belirleyici oldugunu diisindiirmektedir. Muhtemelen glial kaynakli nitrik oksit
(NO) ve noronda olusan siiperoksit etkilesimi ile ortaya ¢ikan peroksinitritin
nitrozatif stresin ana kaynagi oldugu, o-siniiklein agregasyonunda o6nemli rol
oynadigr diistiniilmektedir (42,43). Sekil 2-1’de goriildiigii lizere birer antioksidan
olarak calisgan PINK1 ve DJ—1 genleri ndroprotektif rollerini kaybettiklerinde hiicreyi

oksidatif stresin etkilerine acik birakarak néron hasarina sebep olurlar.

2.4.3. Mitokondriyal Disfonksiyon

Mitokondriyal disfonksiyon oksidatif stresle baglantili olarak noron
Olimiindeki olas1 mekanizmalar arasinda iizerinde en fazla durulan ana kategori
olagelmistir. Bu konuda temel biyokimyasal bulgu hastalarin bir kisminda platelet,
kas ve substantiya nigra / frontal korteks mitokondrilerinde %25-35 oraninda tespit
edilen Kompleks-I eksikligi olmus, sistemik 6zelligi genetik veya ¢evresel nedenlerle
aciklanmaya calisilmistir (44).

Mitokondri, enerji akisinin yonlendirildigi ve ATP’nin elde edildigi organel
olarak tiim viicut hiicrelerinde oldugu gibi néronlarda da 6nemli bir yer tutmaktadir.
Glukozun indirgenme yolunda enzimlerle katalizlenen ilk kimyasal yolak olan
glikoliz, sitozolde gerceklesir. Aerobik solunumda sonraki adim olan ATP sentezi ise
mitokondrilerde olusur (TCA siklusu / elektron transport zinciri). TCA siklusunda
olusan elektronlar NADH+H" ile FADH,’de toplanir ve mitokondri i¢ zarinda yer
alan enzimler iizerinden elektrokimyasal gradiyent olustururlar. Bu enzim sisteminde
bulunan NADH dehidrogenaz (Kompleks-I) ve siiksinat dehidrogenaz (Kompleks-IT)
elektron transport zincirinde baslangic yolunu olusturur. Elektronlar bu sisteme
flavin mononiikleotidler ve Kompleks-I ve II'nin demir siilfiir merkezlerinde giris
yaparak ubikinona (Koenzim Q) tasinirlar. Koenzim Q’dan da Kompleks-IIT’e
transfer olan elektronlar, bakir iceren ve enzim olan sitokrom c¢ oksidaza (Kompleks-
IV) gecerler. Son olarak da elektronlar oksijen molekiiliine aktarilarak, ATP
sentazdan (Kompleks-V) bir molekiil ATP’nin sentezini gerceklestirirler. Bir
molekiil glukozdan toplam 32 ATP enerji elde edilirken bunun iki ATP’si sitozolde
glukozun piruvata oksidasyonu ile, geri kalan 30 ATP de mitokondri igerisinde ve i¢
mitokondri zarinda proton konsantrasyon gradiyenti kullanilarak elde edilir

(42,45,46).
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Kompleks-I eksikligine nedensel Onem verilerek mitokondriyal DNA
(mtDNA) tarafindan kodlanan subiinitlerin ifadesini etkileyebilecek polimorfizmler
ve delesyonlar lizerinde yapilan calismalar, celigkili sonuglar gosterse de, bazi
polimorfizmlerin hastalik riskini artirict veya azaltict yonde etkisi olabilecegini
diisiindiirmistiir. Diger taraftan, yaslanma ile beraber mtDNA’da meydana gelen
hasarlar, hastalarin beyinlerinde daha sik goriilmesi ve bunun genellikle sitokrom
oksidaz aktivitesinde azalma ile birlikte olmasi, daha ¢ok artmis serbest radikal
harabiyeti ile agiklanmaya ¢aligilmistir. Bu veriler mitokondriyi halen PH i¢in bilinen
risk faktorleri arasinda basta telaffuz edilen faktor olarak gostermektedir (47). Sekil
2-1°de goriildiigi gibi ilgili genlerinden herhangi birinde veya birkaginda olusan
genomik degisim, Kompleks-I islevinin bozulmasina ve mitokondriyal disfonksiyona

neden olur.

2.4.4. Ubikiitin Proteozom Protein Degradasyon Sistemi (UPPDS)

Protein yikimi 6karyotik hiicrelerde asidik ortamda yapilan lizozomal yol ve
tibikiitin-proteozom yikim yolu olmak {izere baslica iki yol ile yapilir. Katlanmamis
formda ve kiiciik olan proteinler proteozomlar tarafindan yikilabilirken, biiyiik
proteinler ATP bagimli bir stiregle iibikiitinlenerek yikima ugrarlar. 76 aminoasitten
olusan {ibikiitin polipeptidi par¢alanmas1 gereken proteini amino grubunu baglayarak
isaretler. Isaretlenmis proteine baska iibikiitinler de eklenerek multiiibikiitin zinciri
olusturulup proteozom tarafindan yikilir. Hem ibikiitin baglanmasi hem de
proteozom islevi i¢in ATP’ye ihtiyag¢ vardir (48).

Ubikiitinlenme islemi birka¢ adimda gerceklesir. i1k olarak iibikiitin, {ibikiitin
aktiflestirici enzim (E1: aktivasyon) tarafindan aktiflestirilir. Bu islem i¢in ATP
gereklidir. Ardindan iibikiitin konjuge edici enzime (E2: konjugasyon) aktarilir. Bazi
durumlarda {ibikiitin dogrudan E2’den hedef proteine aktarilirken bazen de iibikiitin
ligaz (E3: ligasyon) olarak adlandirilan PARK2 (Parkin) ve PARKS (UCHL-1)
genleri tarafindan ifade edilen ii¢lincili bir enzime aktarilarak hedef proteine iletilir.
Bu hedef proteine baska proteinler de eklenir ve ¢ok sayida iibikiitin ihtiva eden bu
protein, ATP varliginda proteozomlar tarafindan yikilir (49).

Immiinohistokimyasal ~calismalar ile SNCA ve iibikiitinin Lewy

cisimciklerinin major komponentleri oldugu gosterilmistir. Bu sebeple SNCA gen
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mutasyonuna sahip hastalarda substantiya nigra’da Lewy cisimcigi bulunur.
Iceriginde ise mutant o-siniiklein, kii¢iik iibikiitinlenmis agregatlar, son dénemlerde
bulunan mikrogliyal aktivasyonun kaniti olan otofajik selliller dejenerasyon
artiklarinin oldugu bildirilmigtir. Bu defektler lizozomal ve proteozomal sistemin
birikmis artiklaridir. Atilamayan ve biriken bu selliiler ¢opiin toksik etkisi sonucu
hiicre olimii gerceklesir (50). Ancak, Parkin mutasyonlarinin kesfi Parkin’in
UPPDS’deki iibikiitin-E3 ligaz islevi nedeniyle PH patogenezinde yeni bir agilim
sagladig1 i¢in 6nemlidir. Yukarida bahsedildigi sekilde UPPDS tarafindan yeterince
veya uygun zamanda par¢alanamayan 6zellikle yanlig katlanmig defektif proteinlerin
hiicreye stres olusturdugu (endoplazmik retikulum stresi) diisiiniilmiis, hatta ilk
olarak a-siniiklein Parkin substrati olmamasina ragmen onunla iliskili sinfilin—1 gibi
proteinler iizerinden PH’daki patolojik agregasyonla baglanti kurulmustur (51,52).
SNCA proteini (PARK1-PARK4), iibikiitin-E3 ligaz (UCHL-1), LRRK2 (PARKS,
Dardarin) ve DJ-1 {ibikiitin-proteozomal yolakta anormal protein birikiminden

sorumlu genlerdir.

2.5. Parkinson Hastahiginin Genetigi

Tanimlanmasindan bu yana yaklasik iki ylizyill gecmis olmasina ragmen
PH’nin etiyolojisi halen genlerin, ¢evrenin ve beyin yaslanmasmin olusturdugu
kompleks bir bulmacaya benzemektedir. Ama yine de etiyoloji genel olarak ailesel
ve sporadik PH seklide iki gruba ayrilabilir. Ancak ailesel PH tanimlamasinin her
zaman genetik etiyolojiye karsilik gelmedigi ve aile iiyelerinin uzun siire ayni
cevresel etkenlere maruz kaldiklar1 i¢in hastaliga yakalanmis olabilecekleri de
belirtilmektedir. Bu nedenle bazi yazarlar tarafindan ‘Idiyopatik PH’ tanim giindeme
getirilmis, bu tanim da ‘Ailesel Idiyopatik PH’ ve ‘Sporadik Idiyopatik PH’ seklinde
ikiye ayrilmistir. Sporadik gruptaki olasi etiyolojiler ise; viral enfeksiyonlar
(Influenza A, von Economo ensefaliti), tekrarlayan kafa travmalari veya bazi
toksinler (rotenon, MPTP) gibi ¢ok ¢esitli olabilir (53).

PH olgularimin, %85’i sporadik, %10-15’1 ailesel 6zellik gostermekte iken
%5’lik kismi da tek gene bagli (Mendel tipi kalitim gosteren) bozukluklardan
kaynaklanmaktadir (54). Goriildiigii gibi tiim hasta popiilasyon i¢inde genetik gecisli
PH’nin oran1 ¢ok dusgiiktiir. Ancak genetik gec¢isli PH’nin klinik ve patolojik
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ozelliklerinin diger olgularla ¢cok benzer, genellikle de ayn1 olmasi sebebiyle sorumlu
genlerin ve kodladiklar1 proteinlerin islevlerinin belirlenmesi, molekiiler patolojinin
net olarak aydinlatilmasi agisindan ¢ok dnemlidir (Sekil 2.2).

Genetik gecisli PH, otozomal dominant PH (ODPH) ve otozomal resesif PH
(ORPH) olmak iizere iki gruba ayrilir. ODPH ge¢ baslangi¢lidir (ortalama baslangig
52 yas), ORPH’de ise baslangi¢ yas1 45°ten diisiiktiir. Bu gruba dahil edilen jiivenil
PH’nin baslangi¢ yast ise 21’in altindadir (55). Simdiye kadar PH’nin genetik ile
iligkisini arastirmaya yonelik farkli yontemlerin ve farkli hasta gruplarinin
kullanildig1 birgok calisma yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda PH ile iliskili en
azindan 13 lokus ve 9 gen tanimlanmis, tanimlanan genlerden 6 tanesinin iligkisi
kesinlesmistir. Tiim PH olgularinin yaklasik %5-10’u, bildirilen bu genlerden birinde

mutasyon tagimaktadir (56).

Erken-Baglangich Parkinson Hastahin Gec-Baglangich Parkinson Hastali
(~%15) (~%83)

x'\“-—-‘\ Hastaitk Baslangic Yasi
\»________ <20-> 60 Yas

Monogenik Parkins on Has talir — —

Oranlar Toplimiara Gire Dedis ebilmekte E—%:;‘———_‘“—'——-—-_‘__‘_
Ailesel Parkinson Hastaliij Sporadik Parkinson Hastalign
Parkin (~10-20%) LRRKZ (~2%)
PINK1 (~2=7%0)
DJ1 (~1-2%) Parkin {Nadir, ancak
LRRKZ2 (~5-10%) PINK 1 wveriler sinirh)
SNCA (<0.5%) DJ1

Sekil 2.2. Kalitsal PH’nin siklig1. Klein ve ark. (74)’dan alinmustir.

2.5.1. PARKI1 (o-siniiklein, SNCA)

Polymerapoulos ve ark. tarafindan 1996 yilinda Italyan kokenli genis bir
ailedeki ODPH olgularinin incelenmesiyle tanimlanan bu lokus ve gen, genetik
gecisli PH’da bulunan ilk gendir (57). Bu gen iizerindeki {i¢ nokta mutasyon ODPH
olan olgularin biiylik bir kismindan sorumludur: A30P, AS3T ve E46K (58).
Belirtilen bu nokta mutasyonlarin yani sira a-siniiklein geninin duplikasyon ve

triplikasyonu (PARK4) sonucu ortaya ¢ikan patolojiler de tanimlanmistir (59).
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Kromozomal olarak 4q21°de bulunan SNCA geni, 140 aminoasit igeren ve
presinaptik bir protein olan a-siniiklein proteinini kodlar. Beyinde yaygin olarak
sentezlenen a-siniiklein proteininin intraselliiler gorevi tam olarak bilinmemekle
birlikle, ndrotransmitter tagiyan vezikiillerin aksonlar boyunca iletilmesinde rol
oynadig1 sanilmaktadir (60). Vezikiillere bagh durumda iken a-heliks yapisi kazanan
proteinin serbest halde belirgin bir konformasyonu yoktur. Alfa-siniiklein proteininin
hiicre zarina baglanarak fosfolipaz D aktivitesini modiile ettigi ve bu yolla sinaptik
vezikiillerin  salinimimi  diizenledigi  disiiniilmektedir. Bu gende bulunan
mutasyonlarin proteinin vezikiillere baglanma kapasitesini azalttigi gosterilmistir
(58). Yapilan in vitro ¢alismalar ile a-sinliklein geninde simdiye kadar bulunmus
mutasyonlarin, proteinin a—heliks yapisini bozdugu ve ona p-tabaka konformasyonu
kazandirdig1 kanitlanmigtir. B-tabaka yapisinin da agregat olusturmaya c¢ok yatkin
oldugu bilinmektedir (60,61).

Hayvan modellerinde SNCA geninin inaktif hale getirilmesi ile yapilan
calismalar inaktivasyonun hayvanlarda bir bozukluga yol agmadigini gostermis, bu
da otozomal dominant gegis goOstermesi kriteri ile birlikte diisiiniildiiglinde
‘kazanilmis toksik islev’ varsayimini ortaya ¢ikarmistir. Bu varsayima gore SNCA
genindeki mutasyonlar proteini islevsiz hale getirmemekte, tersine ona yeni ve toksik
bir islev kazandirmaktadir (62). Hem yabanil hem de mutant a-siniiklein, Lewy
cisimciklerinde goriilen amiloid fibriler yapilar1 ve nonfibriler oligomer yapilari
olusturabilmektedir. AS3T mutasyonu tasiyan a-siniiklein proteini protofibril
olusumunu tetiklemekte ve mutasyon sebebi ile B-tabaka konformasyonu kazanan bu
protein sinaptik vezikiillerin zarlarinin par¢alanmasina neden olabilmektedir. Yabanil
tipte olsa bile ekspressiyonu arttiginda da B-tabakalanma gdsterdigi tespit edilen o-
siniiklein proteini, vezikiilii pargalayarak i¢indeki dopaminin hiicre i¢ine sizmasina
ve oksidatif stres olusturarak toksisiteye neden olmaktadir (63). In vitro ¢alismalar
Lewy cisimcigi olusuna yol acan fibriler formasyonun A53T mutasyonu varliginda
A30P mutasyonuna gore ¢cok daha hizli olustugunu gostermistir (9).

Indiiklenebilir PC12 hiicrelerinin kullanildig1, hiicrelerin sirasiyla yabanil ve
mutant (A30P ve A53T) SNCA geni ile transfekte edildigi ¢alismalarda ise mutant a-
sinlikleini ifade eden hiicrelerde direk bir toksisite gozlemlenmedigi ancak

proteozom aktivitesinin azaldigi tespit edilmistir. Bu hiicreler toksik olmayan
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konsantrasyonlarda proteozom inhibitorleri ile muamele edildiginde ise hiicrelerin
apoptotik hiicre 6liimiine kars1 duyarliliklarinin arttigi bulunmustur (63). Ayrica RT-
PCR ile yapilan ¢aligmalarda A53T mutasyonu tasiyan alelin, hastalarda yabanil
allele gore daha diisiik seviyede ekspresse edildigini ortaya ¢ikarmig, bu durum da
patogenezde haployetersizlik (haploinsufficiency) varsayimini giiclendirmistir (55).
AS53T mutasyonu tasiyan bireylerde gozlenen ortak klinik bulgular; levadopa
tedavisine iyi cevap vermesi, geng¢ yaslarda ortaya ¢ikmasi, oldukea hizli klinik seyir
izlemesi, daha az siklikta tremor gozlenmesi ve daha yiiksek demans prevelansi
olarak belirtilmektedir (64, 65). Ayrica A53T mutasyonu tagiyan Avustralyali Yunan
ailede gozlenen santral hipoventilasyon, iiriner inkontinans ve myoklonus da ilave
klinik bulgular olarak tanimlanabilir (66). A53T mutasyonu tasiyan olgulardaki daha
hafif tremor, hizli klinik koétiilesme, demans ile iligkisi, eslik eden myoklonus ve
hiperventilasyon gibi klinik bulgular kismen erken baslangi¢li form ile yakin olsa da;
A30P mutasyonu tastyan olgularin klinik bulgularinin sporadik PH ile benzer

ozellikte oldugu gozlenmistir (66, 67).

2.5.2. PARK4 (SNCA)

PARKI1 lokusunda bulunan SNCA geni kopya sayisi artiglari, oOnceleri
PH’dan sorumlu dordiincii bolge olan PARK4 olarak belirtilmis, ilerleyen
zamanlarda SNCA gen multiplikasyonlari seklinde adlandirilarak PH etiyolojisindeki
yerini almigtir. SNCA multiplikasyonlar1 ilk olarak 2003’te Singleton ve ark. ve
2004’te Chartier-Harlin ve ark. tarafindan SNCA geninin alellerinden biri veya her
ikisinde amplifikasyon olarak bildirilmistir (68). SNCA lokusunu iceren
duplikasyonlar ve triplikasyonlar SNCA geninin agir1 ekspressiyonunun toksik
oldugunu akla getirmektedir. Zaten yapilan ¢alismalar genin kopya sayisindaki
artislarin SNCA proteini agregasyon patolojisine neden oldugunu gostermistir. OD
gecis gosterdigi belirtilen bu patolojiler eger duplikasyon ise idiyopatik PH seklinde
ortaya ¢ikmakta, triplikasyon ise klasik PH semptomlarima demans ve
haliisinasyonlar gibi bazi atipik durumlar eslik etmekte ve baslangi¢ yasi daha erken
olup hastalik daha hizli ilerlemektedir. Hastalik siddeti ile gen dozaj etkisi arasinda
da korelasyon oldugu bildirilmektedir (59).
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Parkinsonizm ve SNCA multiplikasyonlarinin arastirildigr bir ¢alismada
SNCA geni dozaj artisinin sporadik Parkison hastalarinda da sik olarak bulundugu
bunun da alellerden birinde meydana gelen segmental duplikasyon sebebiyle veya
aleller aras1 rekombinasyon esnasinda gelisen dengesiz ‘crossing-over’ sebebiyle
olustugu bildirilmistir (69). SNCA multiplikasyonlarinin probantlara gére daha yash
ve SPECT ile yapilan goriintiileme tetkikleri normal sonuglanan asemptomatik
tagiyicilarda da gozlenmesi; bu genomik degisikligi yasa bagimli veya inkomplet

penetrans gosterdigini ortaya ¢ikarmustir (40).

2.5.3. PARK2 (Parkin)

Parkin geni ilk defa 1998 yilinda Japonya’da jiivenil baglangigli otozomal
resesif gecis gosteren ailesel PH (ORJPH) olgularinda gergeklestirilen baglanti
analizi ve pozisyonel klonlama yontemleri vasitasiyla tanimlanmistir (70). Bu gen
yaklagitk 1.5 megabazlik (Mb) bir bolgeyi kaplar ve 12 kodlayic1 ekzonu
bulunmaktadir. Simdiye kadar Parkin geninde 65°ten fazla nokta mutasyon ve 90’dan
fazla gen ici degisiklikler (delesyon, duplikasyon, insersiyon) tanimlanmistir (71,72).
Parkin geni tarafindan kodlanan Parkin proteininde 465 aminoasit bulunur. Proteinin
molekiiler yapisina baktigimizda C-terminalinde RING-finger (‘really interesting
new gene’ kelimelerinin bag harfleri RING olarak kullanilmaktadir) motifi iceren iki
bolge ve bunlarin arasindaki IBR (in-between region) bolgesi ile N-terminalinde
tibikiitin benzeri bir bolge (UBL) bulunmaktadir. Parkin proteininin islevine yonelik
calismalar bu proteinin UPPDS’de gorevli bir E3 ligaz oldugunu gostermistir ve
ibikiitin ile isaretlenmis proteinlerin yikiminda kilit bir rol oynamaktadir. Ayrica
Parkin’deki RING-finger bolgeleri ile IBR bdlgesi iibikiitin konjuge edici enzim E2
ile etkilesim i¢in uygun bir arayiiz olusturmaktadir (73).

Parkin genine bagli PH, OR gec¢is gosterir. Bu durum Parkin mutasyonlarinin
islev kaybma neden oldugunu disiindiirmiistiir. Yapilan c¢aligmalar da Parkin
allellerinden birisi saglam olan kisilerde PH gelismedigini, ancak tasiyic statiisiinde
olduklarin1 gostermistir. Mutasyonlara bagli olarak Parkinin E3 ligaz aktivitesinin
kayb1 substrat proteinlerin {ibikiitin ile isaretlenememesine ve dolayisiyla da
proteozom tarafindan tanmnip yikilamamasina yol ag¢maktadir. Yikilamayan bu

substrat proteinler de hiicrede birikmekte ve toksik etkiye neden olmaktadir. Parkinin
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bilinen en 6nemli iki substrati a-siniiklein ve siklin-E proteinleridir. Gerek SNCA
mutasyonlarina gerekse UPPDS bozukluguna bagl olarak yikilamayan ve
intraselliiler agregat olusturan o-siniiklein proteini oksidatif stres yaratarak
toksisiteye neden olmaktadir. Diger onemli substrat olan siklin-E ise noronlarin
hayatta kalmasi i¢in kilit dneme sahip bir proteindir. Siklin-E’nin yikilamamasi
hiicreyi apoptoza gotiirmektedir. Bu bulguyu destekler nitelikte, Parkine baglhh PH
olgularinin orta beyinlerinde siklin-E seviyesi artmis olarak bulunmustur (55, 63,
73,).

SNCA geninden sonra ikinci olarak tespit edilen familyal PH’ya yol acan OR
gecisli Parkin mutasyonlari, iilkelere gore de§ismekle beraber genel olarak 40 yas
altinda erken baslangicli PH olgularimin %10-20’sinden (pozitif aile hikayesi
varliginda oran %350’ye ulagabilir) sorumlu olmasiyla klinik yonden Onemlidir
(74,75). Ortalama olarak otuzlu yaslarda Parkin geninde mutasyon tasiyan olgularda
klinik bulgular kendini gostermeye baslamaktadir. Ancak hastaliin baslangic
yasinda 7 ila 64 yas arasinda ¢ok fazla interfamilyal ve intrafamilyal degiskenlik
bulundugu da bilinmelidir (76). Tipik klinik bulgular arasinda erken yasta baslangic,
yavag progresyon, levadopaya cabuk cevap, levadopa ile indiiklenen diskineziye
yatkinlik, alt ekstremite distonileri, diurnal fluktuasyon, uykudan yarar saglama ve
hiperrefleksi bulunmaktadir (70,77).

Parkin geni boyunca saptanan 100°den fazla mutasyonun incelendiginde bu
gen tlizerinde herhangi bir hot-spot bolge bulunmadigi diistiniilmektedir. Ayrica gen
tizerindeki farklt mutasyonlara bagl olarak klinik 6zelliklerde major bir farklilik da

gbzlenmemistir (77).

2.5.4. PARK3

PARK3 lokusu, 1998 yilinda OD kalitim gosteren 6 ailenin incelenmesi
sonucunda tanimlanmis ve kromozomal olarak 2pl3’te yerlestigi belirtilmistir.
Ailelerdeki olgularda hastaligin baglangi¢ yasinin 37 ila 89 yas arasinda degistigi
gozlenmigtir. Levadopaya tipik cevap ve demansin goézlendigi bu bireylerin
postmortem analizlerinde substantiya nigrada dopaminerjik néron dejenerasyonu ve

Lewy cisimcigi tespit edildi. Yapilan gozlemler bu gendeki penetransin da %40’

altinda oldugunu ortaya ¢ikarmistir (78).



18

2.5.5. PARKS5 (UCHL-1)

[k olarak 1998 yilinda OD kalitim gdsteren Alman bir ailede tanimlanmistir.
Kromozomal lokusu 4pl4 olarak tespit edilmistir. Baslangic yasi ortalama olarak
50°dir. Simdiye kadar baska bir ailede Ubikiitin C-terminal hidrolaz 1 (UCHL-1)
geninde mutasyon bildirilmemistir (79). UCHL~-1 biiyiik oranda beyinde ifade edilen
bir gendir ve iirlinii iibikiitin polimerlerini hidroliz yoluyla monomerik forma geri
doniistiiren bir enzimdir. Bu nedenle UPPDS’de énemli bir gorevi vardir. UCHL-1
geninde bugiline kadar bir nokta mutasyon (I93M) ve bir de koruyucu polimorfizm
(S18Y) tespit edilmistir. 193M mutasyonu ODPH’ya neden olmakta, koruyucu

polimorfizm ise sporadik PH riskini azaltmaktadir (55).

2.5.6. PARKG6 (PINK1)

[k kez 2004 yilinda OR 6zellige sahip erken baslangicli PH bulgular: olan bir
ailede tanimlanmistir. Kromozomal lokusu 1p36-37 olarak tespit edilmistir (80).
PINK-1 (PTEN tarafindan indiiklenen kinaz 1) geni yaklasik 18.06 kilobazlik (kb)
bir alan1 kaplamakta ve 8 kodlayici ekzon i¢ermektedir. Bu gen 581 aminoasitten
olusan ve yaygin olarak ifade edilen bir protein kodlamaktadir. Simdiye kadar
PINK1 geni {izerinde 46 adet nokta mutasyon, 9 adet de gen ici degisiklik (delesyon,
insersiyon) bildirilmistir (71,72). Mutasyonlar1 oksidatif stres, enerji metabolizmasi
ve mitokondri disfonksiyonuna yol agmaktadir (81).

PINK1 geninde mutasyon tastyan olgularda hastaligin baglangi¢ yasi ortalama
41°dir. Baslangi¢ yas1 disinda diger klinik 6zellikler tipik PH seklindedir. Uykudan
yarar saglarlar ve erken distonileri de yoktur. Bu iki 6zellik PINK1 geni mutant
olgular1 ORJPH grubundan ayirmaktadir. Levadopaya cevaplari iyi ve uzun siirelidir
(81). Aile hikayesi olan ve erken baslangicli PH olgularindaki PINK1 geninin
mutasyon siklhigi, etnik farkliliklar gostermekle beraber %1-8 arasinda
degismektedir. Klinikte Parkin gibi prezante olan ancak ona goére daha nadir

gbzlenen PINK 1 mutasyonlart heterozigot formda da PH igin risk faktoriidiir (12).

2.5.7. PARK7 (DJ-1)
Parkin genindeki mutasyonlar erken baslangicli ORPH nin biiyiik kismindan

sorumludur. Ancak yapilan baglant1 analizleri baska genlerdeki mutasyonlarin da
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erken baglangigcli ORPH’ya neden olabilecegini gostererek genetik heterojenitenin
varh@imi ortaya c¢ikarmistir. Bu genlerden birisi de DJ-1 genidir. DJ-1 gen
mutasyonlart ilk kez 2001 yilinda Hollandali 4 hastada tanimlanmistir (82).
Kromozomal lokalizasyonu 1p36 olan DJ-1 geninin toplam biiyiikliigii 23.63 kb’dir
ve 7 adet kodlayici ekzon igermektedir. Simdiye kadar bu gen iizerinde 10 adet nokta
mutasyon ve 7 adet gen ici degisiklik bildirilmistir (71,72). Bu mutasyonlarin hepsi
erken baslangicli ORPH’ye neden olmaktadir. Mutasyonlar genin her yanina dagilim
gostermekte fakat ayni fenotipe neden olmaktadir (83).

Homodimerik bir protein olan DJ-1 proteininin fonksiyonu ¢ok iyi
bilinmemektedir ancak fonksiyon kaybi halinde oksidatif stres, enerji metabolizmasi
bozuklugu ve mitokondriyal disfonksiyona neden olmaktadir. Tanimlanan
mutasyonlardan biri olan L166P mutasyonu, proteinin katlanmasini etkileyerek
homodimer olusmasini 6nler. Bu sekilde yanlis katlanarak stabilitesi diisen mutant
DJ-1, protein yikim sisteminden kurtularak sitotoksik etki olusturur. Ayrica bu
mutasyon normalde sitozolde bulunmasi gereken proteinin lokalizasyonunu
degistirerek mitokondride birikim gdstermesine sebep olur. DJ—1 geninde tanimlanan
E64D ve M261 mutasyonlar1 da ilgili proteinin stabilitesi azalmakta ancak L166P
mutasyonu tasityan mutant DJ—1 kadar siddetli diistirmemektedir. L166P mutasyonu
tastyan DJ—1 proteini en kotii prognozu vermektedir (84).

DJ-1 geninde mutasyon tasityan olgularin, Parkin mutasyonu tagiyan hastalara
benzer sekilde erken baslangigcli PH grubu ile benzer fenotipe sahip oldugu, erken
baslangicli distonilerinin bulundugu ve levadopa tedavisine iyi cevap verdikleri
saptanmustir. Bazi bireyler belirgin psikoza sahiptir. Ayrica blefarospazmin DJ-1’e
0zgl bir klinik 6zellik olabilecegi One siiriilmiis ancak birka¢ Parkin mutasyonu

tagityan hastada da bu bulgu saptanmistir (85).

2.5.8. PARKS (LRRK2, Dardarin)

PARKS lokusunun ilk olarak 2002 yilinda, Japon bir ailede yapilan baglanti
analizleri ile 12q11.2-q13.1 bolgesinde yer aldigi bildirilmistir. Takip eden yillarda
bu lokusta yerlesen genin LRRK2 geni oldugu, mutasyonlarinin da OD kalitim
paterni ile uyumlu oldugu tespit edilmistir (86, 87). Yaklasik 150 kb uzunlugunda
olan LRRK2 geni, 51 adet kodlayic1 ekzona sahiptir. Bu gen igerisinde simdiye kadar
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40’tan fazla nokta mutasyon bildirilmis (Sekil 2.3) ancak delesyon, insersiyon gibi
gen i¢i degisiklikler saptanmamistir (71, 72). LRRK2 geni, ROCO ailesine ait, 6zgiin
RAS GTPaz siiper-ailesinden, 2527 aminoasit biiytikliigiinde, olduk¢a korunmus bir
yapiya sahip pek cok farkli islevsel bolgesi olan GTP-binding serin-treonin kinaz
isimli proteini kodlar. Beyinde yaygin olarak ifade edilen bu protein, genelde golgi,
sinaptik vezikiil ve plazma membraninda, az oranda da mitokondri dis membraninda
lokalizedir (88). Proteinin islevi tam olarak bilinmemektedir. Ancak iizerinde bazi
domainlerin protein-protein etkilesimine girmesi, serin-treonin kinaz aktivitesi
gosteren Mitojenaktif Protein Kinaz Kinaz Kinaz (MAPKKK) domaininin
normaldeki dimer formunda zayif olan otofosforilasyon ve fosforilasyon aktivitesinin
tanimlanan ¢ogu mutasyonda artmis olarak bulunmasi, artmis kinaz aktivitesinin
patogenezden sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir (88, 89). Bunun yaninda LRRK?2
geninin tirozin kinaz aktivitesi, saperon fonksiyonlu proteinler ile iliskili
fosforilasyon gibi farkli ve daha az bilinen islevlerinin de oldugu belirtilmektedir.
Ancak mekanizmanin niteligi ne olursa olsun temel sorunun artmis fosforilasyon
ozelligine bagl olabilecegi, dolayisi ile farmakolojik tedavi yaklagimlarina imkan

verebilecegi timit edilmektedir (12).

Ri441H 120121
R14416 620195
Skala L1114l R1441C Y1699C 120207
& J0ant R703M  SW08AC| R1941H G2385R
—— 1008 r1o67q | ['1122V 10 W nqs14q M1B6OT 123561
Q9J0R ‘ s12lzal
I [ ANK ! | E LRR H ROC 1 COR | KINASE
| ] 1 [ [ 1 Il | |
1 630 880 984 1278 1335 15101511 \G7a1E7e 2138 2142 2698 2527 aa
L i L
1 |
Ex1 Ex10 Ex 20 Ex 30 Ex 40 Ex 50

Sekil 2.3. LRRK2 geninde tanimlanmis mutasyonlar ve bu mutasyonlarin protein

tizerinde etki ettigi fonksiyonel bolgeler. Tan ve ark.’dan (88)

PARKS geni ile ilgili bir diger ilging 6zellik de fenotipik farkliliklarin
yaninda patolojinin de pleomorfik olmasidir. Bu gende mutasyon tasiyan olgular
tipik PH bulgular1 tasisa da patogenezde Lewy cisimcigi patolojisi, tau patolojisi,

intraselliiler inkliizyonsuz noronal kaybin bulunmast LRRK2 geninin heterojen bir



21

hastalik sebebi olabilecegini diisiindiirmektedir. Buradan hareketle LRRK2
tizerinden formiile edilecek molekiiler mekanizmalarin sadece PH i¢in degil diger
norodejeneratif olaylar i¢in de anlamli olacagi beklenebilir (12, 89).

Eskiden ¢ok nadir oldugu ifade edilen ailevi formlarin toplumlara gore
degismekle beraber PH’da %10’a kadar ulagabilen bir oranda gorildigi
bildirilmektedir. PARKS8 o6rneginde bu oran bazi toplumlarda ¢ok daha yiiksek
degerlere ulasabilmektedir. Genel olarak bakildiginda bu gendeki mutasyonlarin
ailesel ODPH’nin en az %10’undan, sporadik PH’nin da %3,6’sindan sorumlu
oldugu bildirilmektedir (90). Tanimlanmis olan 40’tan fazla nokta mutasyonun
cogunun patojenitesi, azalmis penetrans ve fenokopiden dolayr ve ayrica geg
baslangicli olan ve parental genotipleri bilinmeyen olgularin segregasyon
analizlerinin yapilamamas1 nedeniyle tam olarak aydinlatilamamistir. Patojenitesi
tam olarak tanimlanan mutasyonlari ¢ogu, foksiyonel olarak &nemli bdlgelerde
(6rnegin MAPKKK domaini gibi) kiimelenmistir (91).

LRRK2 geni iizerinde en 1iyi bilinen ve en sik gozlenen G2019S
mutasyonunun Avrupa’da familyal PH olgularinda %2-5, sporadiklerde de %1-2
gibi bir siklikta gozlenmesi genetik test secimini kolaylastirmaktadir (91). Bu
mutasyonun prevelansi etnik kokene gore degismektedir. Asya, Giiney Afrika ve
Polonya, Yunanistan ve Almanya gibi Avrupa iilkelerinde ¢ok nadir gozlenirken;
Kuzey Afrika’da familyal ve sporadik PH’da %30-40, Askenazi Yahudilerinde de
%10-30 oraninda gozlenmektedir. G2019S mutasyonu tasiyicilarinda sadece ii¢
farkli haplotip bulunmustur. Haplotip 1 olarak anilan yaygin 193 kb’lik genomik
bolge, Avrupali, Kuzey ve Giiney Afrikali PH olgular1 ve Askenazi Yahudilerinin
%0951 tarafindan paylagilmaktadir. Bu mutasyon (G2019S haplotip 1) biiyiik
olasilikla Kuzey Afrikali ve Avrupalilardan binlerce yil once Askenazi
Yahudilerinde ortaya ¢ikmustir. ikinci ve nadir gdzlenen haplotip de Avrupa kokenli
toplamda sadece bes ailede bulunmustur. Ucgiincii haplotip ise 6zellikle Japon
tastyicilarda gozlenen haplotiptir ve ayn1 zamanda bir Tiirk olguda da saptanmistir
(56).

LRRK2 geni iizerinde tamimlanan mutasyonlar ile ilgili asil sorun, bu
mutasyonlarin penetranst ve bununla baglantili olarak da klinikte ve genetik

danismadaki etkinligidir. G2019S mutasyonunun penetransi ile ilgili olarak yapilan
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ilk arastirmada bu mutasyonun penetransinin 50 yasinda %17, 70 yasinda da %85
oldugu saptanmistir (92). Fakat tekrarlayan raporlarda ise 6rnek sayisina ve galisma
dizaynina bagl olarak bu oranlarin degistigi gozlenmistir. Kuzey Amerika’dan
Avrupa’ya kadar 21 merkezi iceren uluslararasi LRRK2 Konsorsiyumu’nun
verilerine gore yasa bagimli G2019S mutasyonunun penetransi 59 yasinda %28, 69
yasinda %51ve 79 yasinda %74 tiir. Bu veriler cinsiyete gore degismemekte ancak
etnik kokene bagl olarak farkliliklar gozlenmektedir (91). Tiim bu bilgiler 15181inda
genel olarak G2019S mutasyonu tastyan PH olgularma bakildiginda hastaligin
ortalama baslangi¢ yasi1 51°dir. Klinik bulgular tipik PH ile uyumludur. Levadopaya
cevap ve prognoz iyidir. Olgularin ¢ogu tek tarafli el ve ayak tremoru ile hastaliga

yakalanir. Kognitif kayip yoktur (93).

2.5.9. PARKY (ATP13A2)

OR ailevi PH formuna neden olan ATPI3A2 geni 1180 aminoasit
uzunlugundaki lizozomal tip 5 ATPaz proteinini kodlamaktadir. Normal protein
lizozomlar tarafindan tutulurken, mutant protein endoplazmik retikulum tarafindan
tutulur ve proteozomlarca degrade edilir. Dolayisi ile mutasyonlarin lizozomal
disfonksiyona yol actig1 diisiinlilmektedir. Parkinsonizm yaninda demans ve
piramidal tutulumla daha karmagik bir klinikle prezente olan OR ailevi PH formuna
(PARKY, Kufor-Rakeb Sendromu) neden olur (94). Juvenil baslangi¢hdir, maske
yiiz, rijidite ve bradikinezi vardir ancak tremor bulunmaz. Klasik PH’dan farkl
olarak spasite, supraniikleer gozii yukar1 dikme parezisi ve demans semptomlara
eslik eder. Bu formda hastalik hizli ilerler, levadopaya cevap vardir ancak uzun siire

kullanimda artan spasite, tepe doz diskinezisi ve kognitif kayip olusur (95).

2.5.10. PH ile iliskili Diger Genler

Yukarida bahsedilen genler ve lokuslar disinda PH ile iliskili oldugu
diisiiniilen bircok aday gen bulunmaktadir. Bu aday genlerin hastalikla iliskisini
gosterebilmek icin bir¢ok ¢aligma yapilmakta ve son donemlerde yayilanmaktadir.

PH ile iligkilendirilen genlerden birisi 6 ekzona sahip olan 60.88 kb uzunlukta
GCHI1 (GTP Cyclohydrolase 1) genidir (71, 72). Ilk olarak levadopa tedavisine

duyarli OD distonili dort aile {iyesinde bu gende dort farkli mutasyon saptanmuistir.
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Takip eden c¢aligmalarda bir¢ok iilkede ve ailede dopa responsif distonili olgularda

GCHI geninde bircok mutasyon tespit edilmistir (96).
PH ile iligskilendirilen diger genler olan PARKI10, PARKI11 (GIGYF2),
PARKI12, PARK13 (OmiHtrA2), SNCAIP (Synphillin), NR4A2 (Nurrl) genleri

tizerinde ¢alismalar devam etmektedir. Belirtilen lokuslardan PARK13’iin kalitim

paterni bilinmezken PARK10 ve PARK 11 OD kalitim, PARKI12 de X’e bagh

kalitim 6zelligi gostermektedir (97).

Tablo 2.1. Parkinson Hastaligindan sorumlu tutulan genler ve 6zellikleri (ND: nigral

Dejenerasyon)
Lokus Kahtim Baslangic Patoloji Kromozom Gen
Paterni Yasi Pozisyon
PARKI1 Dominant 40’ N.D.(+) 4921 SNCA
yaglar Lewy C. (+)
PARK?2 Resesif 2040 N.D.(+) 6925 Parkin
Lewy C. (-)
PARK3 Dominant 60’1 N.D.(+) 2pl13 ?
Yaglar Lewy C. (-)
PARK4 Dominant 30’Iu N.D.(+) 4921 SNCA
yaglar Lewy C. (1) (Dup./ Trip.)
PARKS Dominant ~ 50 Rapor edilmemis | 4p14 UCHL-1
PARKG6 Resesif 3040 Rapor edilmemis | 1p35-37 PINK1
PARK?7 Resesif 3040 Rapor edilmemis | 1p38 DJ-1
PARKS Dominant ~ 60 a-siniiklein ~ ve | 12 cen LRRK2
Tau patolojisi
PARK9 Resesif 20-40 Rapor edilmemis | 1p36 ATP13A2
PARK10 | Dominant(?) | 50-60 Rapor edilmemis | 1p32 ?
PARKI11 | Dominant(?) | Geg Rapor edilmemis | 2q34 ?
dénem
PARKI12 | X’e Bagh Geg Rapor edilmemis | Xq21 ?
dénem
PARKI13 | Dominant(?) | Geg Rapor edilmemis | 2p12 HTRA2

dénem
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2.6. DNA Dizileme Yontemi

‘Human Genom Project’ (insan genom projesi) ile insan genomunun tiimiiniin
baz dizisinin ¢ikarilmasi hedeflenmistir. %99 oraninda tamamlanan ¢alisma ile DNA
dizileme teknolojileri de oldukg¢a gelistirilmistir. Temel olarak DNA dizileme
yontemi i¢in iki teknik vardir: Bunlar Maxim-Gilbert ve Sanger yontemleridir.

Maxim-Gilbert Yontemi: Floresan veya baska bir yontemle isaretlenmis bir
DNA bolgesi belli bir baza spesifik kimyasal reaksiyonlarla pargalanarak
fragmanlara ayrilir. Her spesifik reaksiyon ic¢in ayr1 bir kuyu kullanilarak
poliakrilamid jelde yiiriitiiliir ve goriintiilenerek baz dizisi belirlenir.

Sanger Yontemi: In-vitro ortamda DNA sentezi sirasinda sentez islemini
durdurucu ddNTP molekiilerinin ortama eklenmesi ile sentezin durdurulmasi
amaclanir. ddNTP’ler, DNA sentezi sirasinda replikasyon zincirinin uzamast i¢in bag
saglayan 3’ oksijen molekiiline sahip degildir. Isaretli primerler ve ddNTP’ler
varhiginda DNA dizisi 4 farkli reaksiyon yapilarak (her reaksiyon i¢in bir ddNTP)
poliakrilamid jelde veya her ddNTP (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) farkl floresan
boyalarla igaretlenerek otomatik kapiller eletroforez sistemlerinde biitiin baz dizisi

elde edilebilir.

DNA dizileme yontemi dort asamadan olusur:

l. PCR: Dizileme yapacagimiz genomik bolgenin siirlandirilmasini
ve cogaltilmasini saglar. Dizi spesifik primerler, DNA polimeraz
enzimi ve serbest niikleotidler varliginda in-vitro ortamda
dizilenecek bolge siirlandirilir ve milyonlarca kez ¢ogaltilir.

2. Piirifikasyon: PCR sonrasi ortamda bazi artik {iriinler (primer
artiklari, dNTP artiklar1 ve enzim) bulunabilir. Bunlar sonraki
asamalar  i¢in  problem  olusturabileceginden  ortamdan
uzaklastirllmas1 gerekmektedir. Bu islemde diisilk molekiiler
agirhikli primer ve niikleotidleri uzaklastirmak igin ticari olarak
iiretilmis basit bir spin-kolon sistemi kullanilabilecegi gibi alkol
serileri de kullanilabilir. Islem sonunda saf halde ¢ift sarmalli PCR

uruni elde edilir.
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Dongili Dizileme: Durdurucu niikleotidlerin (ddNTP) eklenmesi
icin yapilan asimetrik bir PCR’dir. Normal PCR’den farkli olarak
tek bir primer ve ddNTP’ler ortama eklenir ve rutin denatiirasyon,
baglanma ve uzama asamalari ile floresan isaretli ddNTP’lerin
baglanmasi saglanir. Boylece otomatik dizi analiz siteminin
okumasi i¢in hazir fragmanlar olusturulur.

Dongii dizileme iiriinlerinin piirifikasyonu ve otomatik dizi analiz
sistemine yiiklenmesi: Dongii dizileme sonrasi ortamda bazi
artiklar bulunmaktadir. Otomatik dizi analiz sisteminin problemsiz
olarak calisabilmesi i¢in bu artiklarin temizlenmesi gerekmektedir.
Bu islem i¢in standart olarak sodyum asetat-alkol serisi yontemi
kullanilabilir. Ancak daha hizli ve verimli sonu¢ verebilen ticari
olarak tretilmig, sefadeks iceren spin-kolonlar1 kullanmak da
miimkiindiir. Bu temizleme isleminin ardindan {iriinler otomatik
dizi analiz cihazina yiiklenerek floresan isaretli fragmanlarin bir
kamera yardimi ile okunmasi ve bir program ile analizi sonucu

DNA dizisi elde edilir (98).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hasta Grubu

Calismaniza Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji
Anabilim Dali Hareket Bozuklugu Poliklinigine 2004-2010 yillar1 arasinda Londra
Beyin Bankasi tani kriterlerine gore sporadik PH tanis1 almis 83 hastaya ait periferik
kan ornekleri dahil edilmistir. Ailevi PH Oykiisii olan olgular ¢alismaya dahil
edilmemistir. Hastalardan alinan periferik kan Ornekleri EDTA’l1 tiip igerisine
aliarak laboratuarimiza ulastirilmistir.

Calismamiz Temmuz 2010 - Ekim 2010 tarihleri arasinda Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’'nda
gerceklestirilmistir. PH tanist alan olgularin periferik kan hiicrelerinden elde DNA
orneklerinde, PARK1 geninin A30P mutasyonunun bulundugu 2. ekzonu, PARKS
geninin de G2019S mutasyonunun bulundugu 41. ekzonu DNA dizileme yontemi ile
incelenmistir.

Calismamiz ic¢in Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik

Kurulu’ndan 06.07.2010 Tarih ve 2010/120 sayil1 onay alinmustir.

3.2. Geregler

3.2.1. Kullanilan Aletler

Elektroforez i¢in gii¢ kaynagi (EKR)

Elektroforez aleti (Consort E844)

Hassas terazi (Setra)

Pipet takimi1 (Gilson)

Jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)
Mikrosantrifiij (Sigma)

PCR aleti (thermal cycler) (PE GenAmp PCR System 9700)
Su Banyosu (Niive)

Vorteks (Heidolph)

Meziir (100’lik ve 1000°’lik)

Beher (250°1ik ve 500°1ik)



Deep-Freeze (Argelik)
Mikrodalga firin (Argelik)
Buzdolab1 (Argelik)

Falkon Tiipii (50°1ik)

Ependorf tiipii (1,5 ml’lik)

PCR tiipleri (strip) (Perkin Elmer)
Toplama tiipii (QIAGEN)

Spin kolonu (QIAGEN)

Mini sogutucu

Spektrofotometre (NanoDrop)
Otomatik kapiller elektroforez cihazi (ABI 310)

3.2.2. Kullanmilan Kimyasal Malzemeler

Agaroz (Scjarlou)

Borik asit (Sigma)

dNTP seti (Promega)

EDTA (Sigma)

Etanol (%95) (Tekel)

Etidyum Bromid (Sigma)

10XPCR buffer (Bioron)

Molekiiler Weight Marker (Fermantas)

Taq DNA polimeraz (Biotools)

6X Jel yiikleme tamponu (Sigma)

DNA Ekstrasyon Kiti (Qiagen QIAmp DNA Mini Kit)
Performans Optimize Edici Polimer 6 (POP6 TM) (ABI)
Proteinaz K (QIAGEN)

Distile su
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3.3. Yontemler

3.3.1. Qiagen® Ekstraksiyon Kiti ile Periferik Kan Orneklerinden DNA
Elde Edilmesi

Periferik kan 6rneklerinden DNA elde edilmesinde Qiagen® Ekstraksiyon
Kiti kullanilmistir. DNA izolasyonu i¢in lretici firmanin onerdigi protokol aynen
uygulanmistir.

- Su banyosunun 1s1s1 56°C ye getirilmistir.

- Kan ornekleri ve diger malzemeler oda sicakligina getirilmistir.

- 1,5 ml ependorf tiip strafora konulup iizerine protokol numarasi yazilmistir.

- 20 pul Qiagen proteaz (proteinaz K) ependorf tiipiiniin dibine konmustur.

- 200 pl hasta kan 6rnegi ependorf tiipline eklenmistir.

- Buffer AL c¢alkalanip karistirildiktan sonra ependorf tiipiine 200 pl
eklenmistir.

- Bu karisim 15 sn. vortekslenmistir.

- 56°C de 10 dk. inkiibe edilmistir.

- Cok kisa siireli santrifiij edilmistir.

- %96-100’1iik etanolden 200 pl 6rnege eklenip 15 sn. vortekslenmistir.

- Filtreli tliplin kapagina protokol numarasi yazilmigtir.

- Ependorf tiiptindeki karisim dikkatlice filtreli tiipe aktarilmistir.

- 8000 devir/dk’da 1 dk santrifiijlenmistir.

- Filtreli tiip yeni toplama tiipiine konulup, filtratli tiip atilmistir. (Filtreli tiip
tamemen bosalmadigi zaman tam devirde tekrar santrifiijlenmistir)

- 500 pl Buffer AW1 dikkatlice filtreli tiipe konulmustur. 8000 devir/dk’da 1
dk siireyle santrifiijlenmistir.

- Filtreli tlip ikinci yeni toplama tiipiine konulup filtrath tiip atilmistir.
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- Filtreli tiipe 500 pl Buffer AW2 konulmustur.

- 14.000 devir/dk’da 3 dk santrifiij edilip filtrath tiip atilmigtir.

- Filtreli tiip yeni ependorf tiiplerine aktarilip tam devirde 1 dk
santrifiijlenmis, ependorf tiipii atilmistir.

- Filtreli tiip yeni ependorf tiipiine aktarilip iizerine 200 pl Buffer AE
eklenmistir.

- Oda sicakliginda 5 dk bekletilip 8000 devir/dk’da 1 dk santrifiijlenmistir.

- Filtreli tiip atilip DNA igeren sivi ependorf tiipii icinde -20°C ye
kaldirilmistir.

3.3.2. PARK1 Ekzon 2’nin PCR ile Amplifikasyonu

PARKI1 geni ekzon 2 genomik bdlgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan
primer dizileri:

Primer F: S’ AAGTGTATTTTATGTTTTCC’3

Primer R: 5’ AACTGACATTTGGGGTTTACC’3

PCR miksi:
ddH,O 28,9 ul
10xPCR buffer 5 ul
dNTP miks (10mM) 0,4 ul
primer F (1 uM) 4 ul
primer R (1 uM) 4 ul
Taq pol (5 u/ ul) 0,2 ul
MgCl (50mM) 2,5 ul
DNA 5 ul
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PCR sartlar:
94°C de 5 dakika —»  Baslangi¢ denatiirasyonu
N
94°C de 45 saniye denatiirasyon
53°C de 45 saniye baglanma > 35 dongii
72°C de 45 saniye uzama )

En sonunda 72°C de 5 dakika tutularak iirinlin arttirilmasi saglanmustir.

3.3.3. PARKS Ekzon 41’in PCR ile Amplifikasyonu
PARKS geni ekzon 41 genomik bolgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan

primer dizileri:

Primer F: 5’TTTTGATGCTTGACATAGTGGAC’3
Primer R: 5’>CACATCTGAGGTCAGTGGTTATC’3

PCR miksi:
ddH,O 28,9 ul
10xPCR buffer 5wl
dNTP miks (10mM) 0.4 ul
primer F (1 uM) 4 ul
primer R (1 uM) 4 pul
Taq pol (5 u/ pul) 0,2 ul
MgCl (50mM) 2,5 ul
DNA 5 ul
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PCR sartlar:
94°C de 5 dakika —»  Baslangi¢ denatiirasyonu
N
94°C de 45 saniye denatiirasyon
53°C de 45 saniye baglanma > 35 dongii
72°C de 45 saniye uzama )

En sonunda 72°C de 5 dakika tutularak iirinlin arttirilmasi saglanmustir.

3.3.4. PCR Uriinlerinin Piirifiye Edilmesi
PCR iiriinleri, Qiagen QiaQuick PCR Purification kiti kullanilarak PCR
reaksiyonu artiklarindan temizlenmistir. Kisaca;

- PCR {iriinii ependorf tiipe alinmustir.

- PCR iiriiniiniin {izerine miktarinin 5 kat1 buffer PB eklenmistir. (40 ul PCR iiriinii
i¢cin 200 pl buffer PB eklenmistir.)

- Pipetaj yapilarak filtreli tiiplere aktarilmistir.

- 13,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve siizlintii doktilmiistiir.

- Filtreli tiip tekrar toplama tiipiine yerlestirilerek iizerine 750 pl buffer PE
eklenmistir.

- 13,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek yikama yapilmistir.

- Stiziintii dokiilmiis, filtreli tiip toplama tilipiine yerlestirilmis ve bir kere daha 13,000
rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmstir.

- Siiziintii, toplama tiipii ile birlikte atilarak filtreli tiip temiz bir ependorf tiipiine

yerlestirilmistir.
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- Filtreli tiipe buffer EB eklenerek PCR {iriiniiniin filtreden ependorf tiipiine
stiziilmesi i¢in 6nce 1 dakika oda sicakliginda beklenmis ve sonra 13,000 rpm’de 1
dakika santrifiijlenmistir.

- Elde edilen iiriin hemen dongii dizileme islemine sokulacaksa +4°C de veya uzun

stire i¢in -20°C de saklanmustir.

3.3.5. PCR Uriinlerinin Dizi Analizi i¢in Hazirlanmas1 Amaciyla Dongii
Dizileme
Dongii dizileme Applied Biosystem Big Dye Terminator V 3.1 Kkiti ile

gerceklestirilmistir. Protokol ve dongii dizileme programi asagidaki gibidir.

5x dongii dizileme buffer 2 ul
Big Dye terminator (V 3.1) 4 ul
Primer F/R (1 uM) 32 ul
Piirifiye edilmis PCR iirtinii 10.8 pul
S
20 pl

96°C de 10 saniye denatiirasyon )

50°C de 5 saniye baglanma > 29 dongii

60°C de 4 dakika uzama

3.3.6. Dongii Dizileme Uriinlerinin Piirifiye Edilmesi
Dongii dizileme sonrasi artiklardan arindirmak i¢in Qiagen firmasimin Dye-
Ex kiti kullanilmistir. Kisaca;

-Kitte bulunan filtreli tiipler vorteks yapilmis, alt emniyet kapaklar1 kirilmis

ve list kapaklar1 45° agilmustir.
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-Filtreli tiipler toplama tiiplerine yerlestirilerek 3,000 rpm’de 3 dakika
santrifiij yapilmustir.

-Toplama tiipti siiziintii ile birlikte atilmis ve filtreli tiip ependorf tiipline
yerlestirilmistir.

-Dongii dizileme iiriinlerinin hepsi filtreli tiipe aktarilmistir.

-4,000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilmistir.

-Filtreli tiip atilmis ve ependorf tiipii dongii dizileme {irtinleri ile saklanmustir.

3.3.7. Uriinlerin Dizi Analizi I¢in Cihaza Yiiklenmesi

Dongii dizileme iiriinleri, ABI 310 otomatik kapiller jel elektroforez cihazina
yiiklemek i¢in tiiplere aktarilmistir. Tiiplerin kapaklar1 kapatilarak traye dizilmistir.
ABI 310 cihazinda 6rnekler i¢in yeni bir 6rnek listesi olusturulmus ve dye/primer set
olarak KB 310-BDT-V3.1.rapid36 se¢ilmistir. Cihaza yiikleme listesinde module
olarak  Seq.POP6.Rapid.E.md4  segilerek  kapiller  elektroforez  islemi
gergeklestirilmistir.

3.3.8. Sonug¢larin Analizi

Cihazda Sequencing Analysis V 5.1 analiz programi ile analiz edilen
sonuclarin dizi dosyalar1t NCBI web sitesinin database ile karsilagtirmak i¢in BLAST
yapilmistir.
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4. BULGULAR

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali
Hareket Bozuklugu Poliklinigi’'nde klinik olarak Londra Beyin Bankasi tani
kriterlerine gore sporadik PH tanist almis 83 olgu c¢alismaya dahil edilmistir.
Molekiiler analizler (periferik kan orneklerinden DNA izolasyonu, PCR, sekans
analizi) Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
laboratuarinda gerceklestirilmistir. Olgularin yaslari, cinsiyetleri, hastalik baglangic

zamanlar1 hasta dosyalarindan temin edilmistir.

4.1. Arastirma Grubu Bireylerinin Demografik Ozellikleri

Calisma grubumuza dahil edilen hastalarin 43’1 erkek, 40’1 kadindir (Tablo
4.1). Hastalarin yas ortalamasi 63,4+9,2 yil olarak hesaplanmistir. Hastalik baslangic
yas1t 57,949.4 yil olan olgularin timii 45 yas lizerindedir (49-69 yas arasi1). Ayrica
olgularin UPDRSIII (on) skorlar1 34,5+11,3 ve Hoehn Yahr degerleri de 2,3+0,7

olarak degerlendirilmistir.

Tablo 4.1. Hastalarin cinsiyetlerine gore dagilimi

Cinsiyet N %
Kadmn 40 48,2
Erkek 43 51,8

Toplam 83 100,0

Tablo 4.2°de goriildiigli iizere olgularin hastalik baslangi¢ yaslari ortalama
57,9£9,4 yil’dir. Hastalarin %9,6’s1 (n=8) erken baslangicli 50 yas alti grubu,
%90,4’1i (n=75) geg baslangicli 50 yas iistii grubu olusturmaktadir.
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Tablo 4.2. Olgularin hastalik baglangi¢ yasina gore dagilimi

Klinik Tam Yasi N %
Erken Baslangi¢hi <50 8 9,6
Geg Baglangigli >50 75 90,4
Toplam 83 100,0

4.2. SNCA Geni Ekzon 2 Genomik Dizisinin incelenmesi

PH tanis1 alan 83 olgunun DNA izolasyonu periferik kan orneklerinden
gerceklestirilmistir. Izolasyon sonrast DNA miktar1 ve kalitesi Nanodrop
spektrofotometre ile yapildi. FastPCR programi kullanilarak dizayn edilen primerler
ile toplamda 192 bp’lik genomik bdlgenin amplifikasyonu gergeklestirildi.
Amplifikasyon sonrasi jel elektroforezde bant kalitesi iyi olan 6rnekler sekans

analizine alindi, bant kalitesi diisiik olan ornekler i¢in ise PCR islemi tekrarlandi

(Sekil 4.1).

e — e - ———— —_— . e . -

Sekil 4.1. SNCA ekzon 2 genomik dizilerin PCR sonrasi jel elektroforez
goriintlisii. M: Marker (100 bp).

PCR sonrast elde edilen PCR iiriinleri piirifikasyon, dongii dizileme ve
DyeEx islemlerinden gegirilerek SNCA geni ekzon 2 genomik bolgesinin sekans
analizi gergeklestirilmistir. Sekans analizi sonuglart NCBI insan genomik dizisi veri

tabani ile karsilastirilmig ve PH tanisi alan olgularin periferik kan orneklerinde



36

herhangi bir polimorfizm veya mutasyon saptanmamistir. Sekil 4.2 ve sekil 4.3’te

farkli hastalara ait dizi analizi goriintiisii 6rnek olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.2. 4886 protokol numarali olgunun SNCA ekzon 2 genomik
bolgesinin bir kismina ait yabanil tip sekans analizi goriintiisii. Ustte kahverengi

cizgi ile belirtilen dizi A30P mutasyon bolgesi.
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Sekil 4.3. 5574 protokol numarali olgunun SNCA ekzon 2 genomik bodlgesinin
bir kismina ait yabamil tip sekans analizi goriintiisii. Ustte kahverengi ¢izgi ile

belirtilen dizi A30P mutasyon bolgesi.

4.3. LRRK2 Geni Ekzon 41 Genomik Dizisinin Incelenmesi

PH tanis1 alan 83 olgunun DNA izolasyonu periferik kan orneklerinden
gerceklestirilmistir. Izolasyon sonrast DNA miktar1 ve Kkalitesi Nanodrop
spektrofotometre ile yapildi. FastPCR programi kullanilarak dizayn edilen primerler
ile toplamda 329 bp’lik genomik bdlgenin amplifikasyonu gergeklestirildi.
Amplifikasyon sonrasi jel elektroforezde bant kalitesi iyi olan Ornekler sekans
analizine alindi, bant kalitesi diisiik olan 6rnekler i¢in ise PCR islemi tekrarlandi

(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. LRRK2 ekzon 41 ve SNCA ekzon 2 genomik dizilerin PCR sonrasi
jel elektroforez goriintiisii. M: Marker (100bp).

PCR sonrast elde edilen PCR iiriinleri piirifikasyon, dongii dizileme ve
DyeEx islemlerinden gecirilerek LRRK2 geni ekzon 41 genomik bolgesinin sekans
analizi gergeklestirilmistir. Sekans analizi sonuglart NCBI insan genomik dizisi veri
taban1 ile karsilastirilmig ve PH tanisi alan olgularin periferik kan orneklerinde
herhangi bir polimorfizm veya mutasyon saptanmamistir. Sekil 4.5 ve sekil 4.6’da

farkl1 hastalara ait dizi analizi goriintiisii 6rnek olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.5. 4834 protokol numaral1 olgunun LRRK2 ekzon 41 genomik

bélgesinin bir kismina ait yabanil tip sekans analizi goriintiisii. Ustte kahverengi

cizgi ile belirtilen dizi G2019S mutasyon bolgesi.
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Sekil 4.6. 5371 protokol numaral1 olgunun LRRK2 ekzon 41 genomik

bélgesinin bir kismina ait yabanil tip sekans analizi goriintiisii. Ustte kahverengi

cizgi ile belirtilen dizi G2019S mutasyon bolgesi.
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5. TARTISMA

PH, Alzheimer hastaligindan sonra en sik goriilen progressif norodejeneratif
bir hastaliktir. Goriilme siklig1 toplumlara gore farklilik gdstermekle birlikte 65 yasta
tim popiilasyonun yaklasik %]1’inin, 85 yasta ise yaklasik %4-5’inin hastaliktan
etkilendigi bildirilmektedir. Yasa gore prevelansin degistigi bu hastaliga hayat boyu
yakalanma riski kadinlarda %1,3 iken erkeklerde %2’dir (6,7). Bu siklikta gdzlenen
PH’nin tedavisi i¢in yapilan harcamalar, iilkelerin saglik giderlerine de yiikler
getirmektedir. PH’ nin tanisina yonelik ¢esitli tani kriterlerinin kullanilmasina ragmen
teshis koymay1 kesinlestiren net molekiiler tan1 yontemi yoktur. PH tanis1 alan
olgularin klinik farkliliklar géstermesi, tedaviye cevaplarinin farkli olmasi, patolojik
bulgularin kimi hastalarda benzer olmamas1 farkli molekiiler yolaklarin patogenezde
etkili oldugunu diistindiirmektedir. Bugiin i¢in genel olarak kabul edilen patogenetik
mekanizmalar; anormal protein akiimiilasyonu, oksidatif stres, mitokondriyal
disfonksiyon ve UPPDS olarak &zetlenebilir. PH’dan sorumlu olarak gosterilen
genler iizerinde yapilan c¢alismalar norodejenerasyon ile iliskili bu patogenetik
mekanizmalarin daha iyi anlagilmasini saglamakta ve ayni zamanda hastaligin etkin
bir sekilde tedavi edilebilmesi i¢in yeni terapotik hedefler sunmaktadir.

PH’da familyal agregasyon gozlenmesi, acik bir seklide mendeliyen kalitim
paterninin gozlendigi ailelerin tespit edilmesi ve genetik assosiasyon caligmalari
hastaligin etiyolojisinde genetik faktorlerin 6nemli rol oynadigini diisiindiirmiistiir.
Bugiline kadar PH’nin genetik ile iliskisini arastirmaya yonelik bir¢ok calisma
yapilmistir ve genetik anormalliklerin hastaligin etiyopatogenezinde major rol
oynadigma dair bulgular giin gectikge artmaktadir. PH’nin genetik etiyolojisinin
aragtirtlmasina yonelik farkli yontemlerin ve farkli hasta gruplarimin kullanildigi
bir¢cok calismanin bulgular1 dogrultusunda giintimiizde PH ile iliskili en azindan 13
lokus ve 9 gen tanimlanmistir. Tanimlanan bu 9 genden 6 tanesinin kesin hastalik
sebebi oldugu belirtilmektedir. Tiim PH olgularinin yaklasik %5-10’unun tanimlanan
bu genlerden birinde mutasyon tasidigi bildirilmektedir (56).

Calismamiza Londra Beyin Bankasi tani kriterlerine goére PH tanisi alan 83
olgu dahil edilmistir. Olgularin klinik takip ve tedavileri Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji Anabilim Dali Hareket Bozuklugu Poliklinigi
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tarafindan yapilmaktadir. Caligmamizda asil amacimiz PH’dan sorumlu oldugu kesin
olarak bildirilen PARK1 (SNCA) ve PARKS8 (LRRK2) genlerinde tanimlanmis olan
sirastyla A30P ve G2019S mutasyonlarini aragtirmaktir. A30P mutasyonu SNCA
geninin ikinci ekzonunda bulunmaktadir. SNCA geninin ikinci ekzonu 146 bp
uzunlugundadir ve arastirmamizda bu genomik bolge sekans analizi ile incelenmistir.
G2019S mutasyonu da LRRK2 geninin kirk birinci ekzonunda yer almaktadir.
LRRK?2 geninin kirk birinci ekzonu da 161 bp uzunlugundadir ve yine bu genomik
bolgenin de tamami sekans analizi ile incelenmistir. Her iki ekzonun tamaminin da
dizilenmesi ile tanimlanan mutasyon bdlgeleri disinda bagka bir mutasyon veya
polimorfizmin olup olmadiginin belirlenmesi hedeflenmistir.

Calismamiza dahil edilen 83 olgunun DNA o6rneklerinde gerceklestirilen
analizler sonucunda hi¢bir hastada belirtilen mutasyonlar saptanmamistir. Ayni
zamanda analizi gergeklestirilen genomik bdlgelerde baska bir mutasyon veya
polimorfizm de tespit edilmemistir. Ulkemizde her iki mutasyonun da beraber
arastirlldigt  bir ¢alisma bulunmamaktadir. Sadece G2019S mutasyonunun
arastirildigi bir ¢alisma bulunmaktadir. Bulgularimiz iilkemizde ve diger toplumlarda
gergeklestirilen benzer ¢alismalarin bulgulari esliginde tartigilacaktir.

Kesin olarak PH ile iligkilendirilen genlerden olan LRRK2 genindeki
mutasyonlar, PH nin en sik gbézlenen genetik sebebidir. Bu gende en sik gozlenen
mutasyon G2019S mutasyonudur. Ilk olarak 2002 yilinda Funayama ve ark.
tarafindan otozomal dominant kalittmin gézlendigi Japon bir ailede gerceklestirilen
baglant1 analizleri ile bu genin lokusu 12q11.2-q13.1 olarak belirlenmis ve bu lokus
PH’dan sorumlu yeni bir bolge, PARKS olarak adlandirilmistir (86). 2004 yilinda
Zimprich ve ark. tarafindan otozomal dominant kaliim paterni ile uyumlu 21
Parkinson ailesinde yapilan baglant1 analizi sonucunda, PARKS lokusu agisindan 10
aile pozitif olarak degerlendirilmis ve bu lokusun hastaligin etiyolojisinde daha sik
etken olabilecegi belirtilmistir. Zimprich ve ark.’min takip eden c¢alismalar
sonucunda bu lokusta yerlesen LRRK2 genindeki mutasyonlar tanimlanmis ve
PH’nin etiyolojinden sorumlu oldugu bildirilmistir (87,99).

Yaklagik 150 kb uzunlugunda olan ve 51 adet kodlayici ekzonu bulunan
LRRK2 geninde simdiye kadar 40’tan fazla nokta mutasyon bildirilmis ancak
delesyon, insersiyon gibi gen ici degisiklikler saptanmamigtir. LRRK2 gen
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mutasyonlart genel olarak ailesel vakalarin %10’undan, sporadik vakalarin da
%3,6’sindan sorumlu tutulmaktadir. Fakat bu oranlar toplumlara gére ¢ok biiyiik
farkliliklar gostermektedir. Bu gen lizerinde en sik gozlenen ve en iyi bilinen
mutasyon G2019S mutasyonudur. G2019S mutasyonu Avrupa’da ailesel PH’da %2—
3, sporadik PH’da ise %1-2 oraninda goriilmektedir (91). Ozellikle Uzak Dogu
iilkelerinde ¢ok nadir gézlenen bu mutasyon Polonya, Yunanistan ve Almanya gibi
Avrupa llkelerinde de nispeten seyrek olarak tespit edilmektedir. Ancak Askenazi
Yahudilerinde %10-30 ve 6zellikle de Kuzey Afrika’da familyal ve sporadik olgular
beraber degerlendirildiginde %30-40 gibi bir siklikta goriilmektedir (56). Irklar
arasinda gozlenen bu biiyiik farklilik nedeniyle Tiirk toplumunda goriilme sikligini
arastirmak calismamizin amacini olusturmustur.

Tiziana ve ark. LRRK2 geni G2019S mutasyonunun sikligmi Italyan
hastalarda belirlemek amaciyla 98 PH tanisi alan olguyu c¢alismalarina dahil
etmislerdir. 98 hastanin 12 tanesinde (%12) otozomal dominant kalitim paterni ile
uyumlu aile hikayesi mevcut iken geri kalan 86 olgu da (%88) sporadik PH olarak
belirtilmistir. Arastirmalar1 sonucunda ailesel olgularin higbirinde G2019S
mutasyonu saptanmazken sporadik vakalardan sadece 1 bayan olguda mutasyon
saptanmustir (%1.2). Sonugta G2019S mutasyonu Italyan popiilasyonda PH igin
anlamli bir etken olarak degerlendirilmistir. Ayrica bu mutasyonun saptanabilmesi
icin yapilacak olan molekiiler analizlerin, genetik danisma agisindan Onemini ve
gerekliligini belirtmislerdir (100). Calismamiza dahil edilen hastalarin tamami
sporadik olgulardi. Hi¢bir hastada bu mutasyonun saptanmamasi Tiirk popiilasyonda
G2019S mutasyonunu saptamaya yonelik yapilacak molekiiler analizlerin genetik
danismada 6nemli olacagi sonucuna ulasmamizi engellemistir.

Israil’de Orr-Urtreger ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada 472 sporadik
PH tanis1 alan olgu degerlendirilmistir. Hastalardan 344’1 her iki ebeveyn tarafindan,
14’1 sadece bir ebeveyn tarafindan Askenazi kdkenli iken 114 olgu da non-Askenazi
kokenli olarak saptanmistir. Askenazi kdkenli hastalarda G2019S mutasyon siklig1
%14,8 olarak saptanirken non-Askenazi kdkenli olgularda ise siklik %2,7 olarak
bulunmustur (106). Sonugta G2019S mutasyonunun, bizim calismamizdan farkli
olarak, Askenazi Yahudilerinde PH’nin sik goriilen bir nedeni oldugunu ortaya

koymustur.
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Bras ve ark.’nin Portekiz popiilasyonunda gerceklestirdikleri calismada
toplam 128 olgu incelenmistir. 26 olguda aile hikayesi mevcut iken 102 olgu
sporadik olarak degerlendirilmistir. Klinik tanida Londra Beyin Bankasi tam
kiriterlerinin kullanildig1 belirtilmistir. Hastalarin tamaminda LRRK2 geninin tiim
ekzonlar1 incelenmis ancak G2019S mutasyonu disinda baska bir mutasyon
saptanmamistir. G2019S mutasyonu 5 sporadik olguda ve iki ailede saptanmustir.
Toplamda 11 hastanin bu mutasyonu tasidig1 tespit edilmis ve oran %9 olarak
bulunmustur. iki ailedeki sekonder olgular cikarildiginda probandlardaki mutasyon
prevelanst 7/124 (%6) olarak belirlenmistir. Yine Portekiz popiilasyonunda yapilan
baska bir caligmada 107 sporadik ve 31 ailesel PH tanis1 alan olgu incelenmis ve
toplamda 9 hastada (9%6,52) G2019S mutasyonu saptanmistir. Mutasyon tespit edilen
olgulardan 4’1 sporadik (4/107 - %3,74), 5’1 de ailesel (5/31 - %16,1) PH olarak
degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak tipik PH klinigi ile prezente olan Portekizli
hastalarda G2019S mutasyonu olduk¢a sik gozlenmektedir (101). Calismamiz
gostermistir ki Tirk popiilasyonu G2019S mutasyonu sikligi agisindan Portekiz
popiilasyonu ile benzerlik géstermemektedir.

Ispanya’da 302 PH tams1 almis (94 ailesel, 208 sporadik) olgunun dahil
edildigi bir arastirmada G2019S mutasyon siklig1 %4,3 olarak bulunmustur. Ailesel
ve sporadik olgular ayr1 ayr1 degerlendirildiginde bu mutasyonun ailesel olgularda
goriilme sikligr %6,4 iken sporadiklerde de 9%3,4 olarak tespit edilmistir (103).
Rusya’da 291 sporadik, 13 ailesel PH tanis1 alan olgunun incelendigi bir ¢alismada
G2019S mutasyonu sporadik vakalarda %0,7 (2/291) siklikta saptanirken ailesel
vakalarda ise %7,7 (1/13) olarak bulunmustur (104). Brezilya’da gerceklestirilen 154
olgunun arastirildig: bir ¢calismada da G2019S mutasyon siklig1 yaklasik %2 olarak
belirlenmistir. Tiim bu ¢alismalar dogrultusunda bizim arastirmamiz gostermektedir
ki Tiirk toplumunda G2019S mutasyon siklig1 diger toplumlarla uyumlu degildir.

Uzak doguda Fung ve ark. tarafindan Tayvan popiilasyonunda gergeklestirilen
bir calismada G2019S mutasyonunun sporadik PH tanist alan olgularda
gozlenmemistir. Bu mutasyonun Avrupa’daki sikligr da Avrupa veya Kuzey Afrika
merkezli bir founder etki ile olabilece§i seklinde yorumlanmistir. Yine ayni
poplilasyonda yiiriitiilen bagka bir arastirmada LRRK2 geninde farkli bir mutasyon
olan G2385R mutasyonunun sikligr arastirilmistir. Sporadik PH tanis1 alan 305
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olgunun dahil edildigi calismada G2385R mutasyonu hastalarin 27’sinde (%9)
saptanmistir. Benzer bulgularin Cinli popiilasyonda da saptanmasi, uzak doguda
G2019S mutasyonundan Once G2385R mutasyonunun c¢ok daha sik olarak
gbzlendigini ortaya koymustur (102). Calismamiz G2019S mutasyonunun sikligi
acisindan Tayvan ve Cin popiilasyonlari ile benzerlik gdstermektedir. Dolayisiyla
Tirk popiilasyonunun bahsi gecen Avrupa veya Kuzey Afrika kokenli founder

etkiden etkilenmedigini diisiindiirmiistiir.

Tablo 5.1. G2019S mutasyonunun farkli toplumlardaki siklig1

Tiim PH Olgular: Ailesel PH Sporadik PH
Olgulan Olgular:
Yazar-Yul
(ref) Bolge G20198 G20198 G2019S
Hasta | Tasyicist | Hasta | Taswyicist | Hasta | Tagsyicist
Sayist (%) Sayist (%) Sayist (%)
Bras ve ark. ) . . .
2005000 Portekiz 124 | 7 (%5.6) 22 2 (%9.1) | 102 | 5 (%5.9)
Gaig ve ark. ] . . .
2006010 Ispanya 302 |13 (%4.3)| 94 6 (%6.4) | 208 | 7 (%3.4)
Lesage ve Kuzey
105 . 76 30 (%39) | 27 10 (%37) | 49 |20 (%41)
ark. 2006 | Afrika
Orr ve ark. ) 51 26
106 Askenazi 344 96 25 (%26) | 246
2007199 (%14.8) (%10.6)
Tiziana ve . . .
2tk 2007000 Italya 98 |1 (%1.02)| 12 0 86 1 (%1.2)
Kay ve ark.
ABD 1425 |18 (%1.3)| 329 10 (%3) | 1096 | 8 (%0.7)
2006
Aasly ve ark. . . .
20050107 Norveg 433 | 7 (%1.6) 65 6 (%9.2) | 368 |1 (%0.27)
Xiromerisiou
ve ark. Yunanistan | 290 |1 (%0.34)| 55 0 235 |1 (%0.42)
2007




Tablo 5.1. G2019S mutasyonunun farkli toplumlardaki siklig1 (Devami)

Tiim PH Olgular: Ailesel PH Sporadik PH
Olgulan Olgulan
G2019S G20198 G2019S
Yazar-Yil Hasta | Taswyicist | Hasta | Taswyicist | Hasta | Tagsyicist
(ref) Bolge | Sayist (%) Sayist (%) Sayist (%)
Zabetian ve J 586 2 (0.34) 32 0 554 |2 (%0.36)
aponya . 00.
ark. 20060 | 0O
Puniaveark. |
Hindistan | 778 |1 (%0.13)| 60 0 718 |1 (%0.14)
2006
Bialecka ve
110y | Polonya 174 0 21 0 153 0
ark. 2005
Burgunder
ve ark. Isvicre 73 0 0 0 73 0
20081V
Pimentel ve ) . . .
k. 2008012 Brezilya 154 3 (%2) 23 2 (%8.7) | 131 1 (%0.8)
Illarioshkin
ve ark. Rusya 304 |3 (%0.98)| 13 1 (%7.7) | 291 | 2 (%0.7)
2007"%
Calismamiz _
Tiirkiye 83 0 0 0 83 0
2010

Tablo 5.1°de farkli toplumlarda G2019S mutasyonu sikligimi belirlemek i¢in
gergeklestirilen c¢aligmalarin 6zeti sunulmaktadir. G2019S mutasyonu o6zellikle

Kuzey Afrika ve Askenazi Yahudilerinde ¢ok sik olarak goézlenirken Portekiz,

Ispanya ve Brezilya gibi iilkelerde de nispeten sik olarak saptanmaktadir.

Yunanistan, Polonya ve Isvigre gibi Avrupa iilkelerinde ise ¢ok az olarak G2019S

mutasyonuna rastlanmaktadir. Japonya, Cin, Hindistan gibi Uzak Dogu iilkelerinde

cok fazla sayida hasta grubu ile caligmalar yapilmasina ragmen G2019S mutasyonu

cok nadir olarak saptanmistir.
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G2019S mutasyonu tagiyan PH olgularinda 3 farkli haplotipin bulundugu
belirtilmektedir. Haplotip 1 en sik gozlenen formdur. Avrupali Amerikalilarda,
Kuzey Afrikalilarda ve Askenazi Yahudilerinde yaygin olarak goézlenmektedir.
Haplotip 2 az gozlenen formdur ve 6zellikle bat1 Avrupa G2019S mutasyonu tastyan
olgularin paylastigi haplotiptir. Haplotip 3 ise farkli bir haplotipi temsil etmektedir
ve Japon popiilasyonunda tespit edilmistir. Simdiye kadar sadece bir Tiirk olguda
G2019S mutasyonu saptanmistir ve bu hastanin da Japon hastalara benzer sekilde
haplotip 3’1 tasidig1 belirlenmigtir. 52°si familyal (32 OD, 20 OR kalitim) 26’s1
sporadik toplamda 78 Tiirk PH olgusunun dahil edildigi ¢alismada LRRK2 geni 41.
ekzon dizilenmis ve ailesel olgularda sadece birinde G2019S mutasyonu saptanirken
sporadik olgularda bu mutasyon bulunamamistir (113). Tirk hasta grubunda
gerceklestirilen bu calismada oOzellikle ailesel olgular arastirilirken sporadik olgu
sayist az tutulmustur. Bizim c¢alismamiza ise ailesel olgular dahil edilmemistir.
Mutasyon tasiyan bireyin haplotip 3’1 tasimasi, Uzak Dogu iilkelerinde de LRRK?2
geninde G2019S mutasyonundan Once farkli mutasyonlarin daha sik gdzlenmesi
(0zellikle G2385R mutasyonu), Tiirk toplumunda da Uzak Dogu iilkelerine benzer
sekilde diger mutasyonlarin daha sik gozlenebilecegini diistindliirmiistiir.

Calismamizda inceledigimiz bir diger gen olan SNCA geni kromozomal
olarak 4g21°de yerlesmekte ve 140 aminoasit uzunlugunda a-siniiklein proteinini
kodlamaktadir. Bu gen genetik gecisli PH’da bulunan ilk gendir. Bu gen iizerinde
tanimlanan ilk mutasyon olan A53T mutasyonu 1997 yilinda Polymeropoulos ve ark.
tarafindan otozomal dominant kalitim paterninin gdzlendigi Italyan ve Yunanl
ailelerde tespit edilmistir (57). Simdiye kadar bu gen iizerinde ii¢ adet nokta
mutasyon saptanmustir: A30P, AS3T ve E46K. Nokta mutasyonlarin yani sira genin
kopya sayist artiglart (duplikasyon, triplikasyon) sonucu da PH’nin gelistigi
bildirilmektedir.

AS53T mutasyonu tastyan olgulardaki klinik bulgular kismen erken baslangicl
form ile yakin olsa da; A30P mutasyonu tasiyan olgularin klinik bulgularinin
sporadik PH ile benzer 6zellikte oldugu belirtilmektedir. A30P mutasyonu ilk olarak
1998 yilinda Kruger ve ark. tarafindan tanimlanmistir. 192 sporadik ve 7 ailesel PH
olgularinin incelendigi ¢aligmada hastalarda Oncelikle RFLP yontemiyle AS3T

mutasyonu arastirilmis ancak hicbir hastada bu mutasyon saptanmamistir. Daha
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sonra bu olgularda SNCA geninin kodlayic1 ekzonlari SSCP ve sekans analizi ile
incelendiginde ailesel olgularin birinde A30P mutasyonu saptanmistir. Sonucta
PH’nin patogenezinde A30P mutasyonunun da katkisi olabilecegi belirtilmistir (67).

Xiromerisiou ve ark. 235 sporadik, 55 ailesel PH olgularinda SNCA ve
LRRK2 genlerini incelemislerdir. Her iki genin tiim ekzonlar1 sekans analizi ile
incelenmis ayrica SNCA geninde kuantitatif dupleks PCR yontemiyle de dozaj
degisiklikleri aragtirilmistir. Olgularin higbirinde SNCA geninde genomik degisiklik
saptanmadigini bildirmislerdir (108). Anh ve ark. 906 Koreli sporadik Parkinson
hastasinda SNCA gen multiplikasyonlarini arastirmislar ve sadece 3 olguda (%0,3)
SNCA gen duplikasyonu saptamislardir. Duplikasyon saptanan olgular tekrar
degerlendirildiginde bir olguda aile hikayesi pozitif olarak saptanmis ve sporadik
olgulardaki oran 2/907 (%0,23) olarak diizeltilmistir (40). Sonugta sporadik PH
olgularinda nokta mutasyondan ziyade gen dozaj degisikliklerinin daha sik
gozlendigi belirtilmistir. Caligmamizda incelenen higbir sporadik olguda SNCA
geninde nokta mutasyon saptanmamasi literatiir ile uyumludur.

Ross ve ark. 4921 bolgesinde multiplikasyon saptanan bes ailede SNP
mikroarray teknigi ile SNCA geni multiplikasyonlarini arastirmislardir. Her ailedeki
multiplikasyonlarin de novo olarak olustugunu bildirmisler ve bunun da allellerden
birinde meydana gelen segmental duplikasyon veya alleller aras1 dengesiz ‘crossing-
over’ sebebiyle olustugunu belirtmislerdir. Ayni zamanda sporadik PH ile
iligkilendirilen SNCA varyantlarinin (duplikasyon, triplikasyon) da bu olgularda sik
olarak gozlenebilecegi seklinde yorumlamiglardir (69).

Caligmamuz ve literatiir bulgular1 beraber degerlendirildiginde SNCA geninde
tespit edilen A30P gibi nokta mutasyonlarin sporadik PH’da sik gbzlenen bulgular
olmadig1 sonucuna ulasilmistir.

Literatiir bilgilerine bakildiginda SNCA geninde tanimlanmis olan A30P gibi
nokta mutasyonlarin 0&zellikle ailesel PH’da bildirildigi goézlenmistir. Yapilan
aragtirmalarda sporadik olgularda bu nokta mutasyonlar saptanmamistir.
Calismamizda da degerlendirilen hi¢bir olguda SNCA geninde nokta mutasyon tespit
edilmemistir. Dolayisiyla sporadik PH olgularinda SNCA geni icin Oncelikle

multiplikasyonlarin arastirilmasinin uygun oldugu diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda Londra beyin Bankasi tani kriterlerine gore sporadik PH tanisi
alan 83 olgunun SNCA ve LRRK2 genlerinin sirasiyla 2. ve 41. ekzonlart DNA
dizileme yontemi ile incelenmistir. Arastimamizdaki asil amacimiz, SNCA geninde
tanimlanmis olan A30P ve LRRK2 geninde tanmimlanmis olan G2019S
mutasyonlarmin Eskisehir bolgesinde tani alan olgulardaki sikliginin belirlenmesi,
tanisal amagh kullanilabilirligi ve ayrica elde edilen veriler ile molekiiler etiyolojisi
belirlenmis olan olgulara hastaligt ve mutasyonu ile ilgili genetik danigmanin
verilmesidir. Calismada DNA dizileme yonteminin kullanilmasi sadece yukarida
bahsedilen mutasyonlarin incelenmesini degil ayni zamanda ilgili ekzonlarin
tamaminin genomik dizisinin aragtirtlmasini da olanakli hale getirmistir.

PH olgularinin kan &rneklerinde SNCA ekzon 2 ve LRRK2 ekzon 41
genomik dizilerinde arastima sonucunda herhangi bir polimorfizm veya nokta
mutasyonu saptanmamistir.

G2019S mutasyonu LRRK2 geni ekzon 41 genomik bolgesinde bulundugu
icin bu bolge DNA dizileme yontemi ile incelenmistir. Bu mutasyon bir¢ok toplumda
arastirilmis ve Askenazi Yahudileri gibi baz1 toplumlarda yiiksek siklikta gézlendigi
belirlenmistir. Ayrica G2019S mutasyonu sporadik PH ile benzer klinik tablo
gostermektedir. Bu sebeplerden dolayr G2019S mutasyonu arastirma grubumuzu
olusturan sporadik PH olgularinda calisilmistir ancak higbir olguda saptanmamustir.
Dolayisiyla sporadik PH tanist alan Tiirk olgularda G2019S mutasyonunun sik
gbzlenen bir mutasyon olmadigi sonucuna varilmistir.

Simdiye kadar G2019S mutasyonu ile ilgili Tiirk olgularda sadece bir adet
calisma yapilmig ve ailesel PH olgularindan bir tanesinde G2019S mutasyonu
saptanmistir. Bu bireyin de G2019S mutasyonu acgisindan bildirilen haplotiplerden
ozellikle uzak dogu iilkelerinde gbzlenen haplotip 3’1 tagidig: bildirilmistir.

Literatiir bilgilerine bakildiginda uzak doguda sporadik PH tanist alan
olgularda G2019S mutasyonunun c¢ok nadir gozlendigi bildirilmektedir. Bu bilgi
dogrultusunda g¢alismamiz Tiirk olgularin uzak dogudaki olgularla benzer 6zellik
gosterdigini diisiindiirmiistiir. Ayrica Uzak Doguda sporadik PH tanis1 alan olgularda
G2019S mutasyonundan énce LRRK2 geninde farkli nokta mutasyonlarin (6zellikle
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G2385R mutasyonu) cok daha sik gdzlenmesi, Tiirk olgularda da G2385R
mutasyonu gibi Uzak Doguda sik gozlenen mutasyonlar iizerinde durulmasi
gerektigini diisiindiirmiistiir.

A30P mutasyonu SNCA geni ekzon 2 genomik bolgesinde bulundugu i¢in bu
bolge DNA dizileme yontemiyle incelenmistir. Bu mutasyon sporadik PH klinigi ile
benzer klinik tablo gdsterdiginden dolayi1 arastirma grubumuzu olusturan sporadik
PH olgularinda calisilmistir. Ancak higbir olguda bu mutasyon saptanmamistir.
Literatiir bilgileri incelendiginde SNCA geninde tanimlanmis olan A30P gibi nokta
mutasyonlar, ailesel PH’da saptanmistir. Sporadik PH olgularinda gergeklestirilen
benzer ¢alismalarda da bu mutasyon saptanmamustir.

Sporadik PH olgularinda SNCA genine yonelik yapilan arastirmalar
degerlendirildiginde bu hastalarda nokta mutasyon degil SNCA geni
multiplikasyonlarmin (duplikasyon, triplikasyon) nispeten sik olarak bulundugu
gozlenmistir. Calismamizda da higbir hastada nokta mutasyon saptanmamasi
sporadik PH olgularinda SNCA geni nokta mutasyonlarindan 6nce bu gendeki

multiplikasyonlarin arastirilmasinin daha uygun olacagini diisiindiirmiistir.
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