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KISALTMALAR

PH : Parkinson hastaligi

TH : Tirozin hidroksilaz

ODPH : Otozomal dominant Parkinson hastaligi
ORPH : Otozomal dominant Parkinson hastaligi
RFLP : Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi
PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

TNF- a : Tumor nekroz faktor- o

kD : kiloDalton

CCR5 : CC Chemokine Receptor 5

CCR2 : CC Chemokine Receptor 5

RANTES : Regulated on activation normal T cells expressed and
secreted

IL-8 : Interlokin 8

MCP-1 : Monocyte chemoattractant protein- 1
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1.GIRIS VE AMAC

Parkinson Hastaligr (PH), Alzheimer hastaligindan sonra goriilen en
yaygin norodejeneratif hastaliktir. {lk olarak 1817 yilinda Ingiliz hekim James
Parkinson tarafindan “shaking palsy” (titrek fel¢) olarak tanimlanmustir (1).
PH, 65 yas iistii populasyonun yaklasik %1-2 lik kismini etkilemektedir (2).

Hastalik, beynin substantia nigra tabakasinin pars kompakta
bolgesindeki dopaminerjik néronlarin kaybir ve “Lewy cisimcikleri” adi
verilen protein agregatlarimin  varligi ile karakterizedir. Dopaminerjik
noronlarin yaklasik %60-65’ inin kayb1 sonucu dopamin seviyesinde meydana
gelen %80-85’lik azalma motor fonksiyonlarda bozukluklara yol agar. Bu
bozukluklar ise istirahat tremoru, bradikinezi, kaslarda sertlik (rijidite) ve

durus bozuklugu gibi semptomlarin ortaya ¢ikmasina sebep olur ( 3, 4).

Parkinson hastaliginin temel bir klinik tanimlamasi yapilamamustir.
Cevresel, genetik ve mekanik etkilerin yani sira travma, PSP (Progressive
Supranuclear Palsy) ve MSA (Multiple System Athropy) gibi diger
norodejeneratif hastaliklar ve intoksikasyonlarin da (rotenon, MPTP (1-
methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine), toluen) hastaligin olusmasinda

rolii oldugu diisiiniilmektedir (5).

Parkinson hastaliginin yaklasik %85°1 sporadik, %10-15’1 ise ailesel
formdadir ve hastaligin ancak %5’lik kesimi tek gene bagli (Mendel tipi
kalittm) bozukluklardan kaynaklanmaktadir (6). Son donemde yapilan
arastirmalar, genetik degisimlerin hastaligin patolojisinde rol oynadigin

acikca ortaya koymaktadir ( 7).

Dopaminerjik néron kaybinin sebeplerinin arastirilmasi i¢in yapilan
molekiiler calismalar sirasinda bircok mutasyon ve polimorfizmin Parkinson
hastaliginin olusumunda rol aldig1 goriilmiistiir. Bu ¢alismalar sonucu alfa-
siniiklein, PARK, DJ-1, PINKI, LRRK2 gibi bircok gende mutasyonlar
bulunmus ve hastalik ile iliskili olduklar1 saptanmistir (8-16).



Alzheimer hastaligi ile ilgili yapilan bir calismada c¢oken protein
agregatlarinin beyinde inflamatuar bir yanit olusturdugu gosterilmistir (17).
Son yillarda yapilan bircok calisma ile Parkinson hastaliginda da benzer bir

inflamatuar yanitin olustugu ortaya konmustur (18-23).

Inflamasyon mekanizmasinin arastirilmasi sirasinda  kemokin  ve
kemokin reseptorlerinin sekresyonunun oOnemli derecede artis gosterdigi
goriilmiistiir. Inflamasyonda deri, beyin, eklem, menings, akciger, bobrek,
gastrointestinal sistem gibi bircok dokuda kemokinlerin varligi tespit

edilmistir (24).

Inflamasyonla  seyreden hastaliklarda kemokin ve kemokin
reseptorlerinin  ¢ok Onemli rolii bulunmaktadir. Kemokinler 16kositlerin
kandan dokuya gecisine, inflamasyonun bulundugu yerde birikimine ve
aktivasyonuna yol ag¢maktadir. Mukozalara notrofillerin, monositlerin ve
makrofajlarin gelmesi, yerlesmesi ve inflamatuar siirece katilmalari da yine

biiyiik oranda kemokin ve kemokin reseptorlerine baglidir (24) .

Bu caligmanin temel amaci; kemokin ve kemokin reseptorleri olan
RANTES, MCP-1, CCR2, CCRS5, IL-8 genlerindeki polimorfik degisimlerin
Parkinson hastaliginin patogenezi ile iligskisinin olup olmadigini arastirmaktir.
Yaptigimiz literatiir arastirmalarinda, Tiirkiye’de kemokin ve kemokin
reseptorleri ile Parkinson hastaligi ile ilgili bir polimorfizm calismasina
rastlanmamistir. Bu c¢alismamiz, Tiirk popiilasyonunda yapilacak diger

molekiiler genetik arastirmalara 11k tutmasi bakimindan da 6nemlidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. PARKINSON HASTALIGININ KLIiNiGi

2.1.1 Titreme (Tremor)

Parkinson hastaliginin titreme, kas sertligi ve hareket azhig ile
sekillenen ii¢ temel belirtisinden en belirgini olan titreme genellikle hastanin
doktora en sik basvurma nedenidir. Parkinson hastalarinin yaklasik %80’inde
titreme ortaya ¢ikmaktadir.

2.1.2 Kas sertligi (Rijidite)

Normalde kaslarin dinlenme halinde yumusak ve gevsek olmalar
gerekirken, rijidite varliginda dinlenme halinde bile sabit bicimde gergin ve
elle hissedilebilecek derecede belirgin bir sertlikte olduklar1 goriiliir.
Parkinson hastaliginda rijidite en sik el, ayak bilegi, dirsek veya diz gibi
eklemlerde saptanir.

2.1.3 Hareketlerde yavaslama (Bradikinezi)

Parkinson hastaliginin belki de oziirliilik yaratan en temel belirtisi olan
hareketlerdeki yavaslama yani bradikinezi, erken veya gec olarak her hastada
gelisir. Hareket yavasligr giinliik yasamdaki faaliyetlerin tiimiiniin belli bir
yavaslikta olmasina yol acar. Hareketlerin ardi sira tekrar1 ve eklemlerin
hareket acikligi azalmistir. Hastalarin basit giinliik islerini yapma sirasinda
ornegin; diigme ilikleme, kravat ve ayakkabi baglama, yazi yazma ve catal-
bicak kullanma gibi incelik isteyen islerde baslangicta hafif derecede
hissettikleri giicliik giderek artar.

2.1.4 Parkinson Hastaliginda Diger Belirtiler

Parkinson hastalarinin ¢cogu 6ne dogru hafif egik durma egilimindedir.
Yiiriirken ve ayakta dururken bu durum daha belirgin olur. Yiirlime zamanla
bozulur. Yiiriirken otomatik olarak yapilan kol sallama hareketi azalir ve
zamanla kaybolur. Parkinson hastaliginda konusma bozuklugu, nadiren

hastaligin baslangicinda ortaya cikar. Hastalarin konusmalarinda her heceyi
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ayni tonda vurgulama soz konusudur. Kelimeler arasinda alisilmis aralar
yoktur ve kelimeler i¢ ice girermiscesine sOylenir ve dolayisiyla konusma
anlasilmaz hale gelebilmektedir. Tanimlanan bu konusma 6zelligi Parkinson
hastalig1 i¢in tipiktir.

Parkinson hastaliginda, yutma kaslarinin hareket azligina bagli olarak
gidalart yutma giicliigli ortaya c¢ikabilir. Hareket yavashigi 6n planda olan
Parkinson hastalarinin el yazilarinda harfler kii¢ciilme egilimindedir. Harflerin
sekilleri normaldir ama yazi yazdik¢a giderek kiiciiliir ve okunamayacak hale
gelebilir. Bu duruma “mikrografi” adi verilir (25).

Her Parkinson hastasinda mental degisim goriilmez. Fakat hastalarin

biiyiik cogunlugunda depresyon goriiliir (26).

2.2 PARKINSON HASTALIGININ FiZYOPATOLOJiSI

Parkinson hastaliinin kesin nedeni tam olarak bilinmemektedir.
Mekanik ve cevresel faktorler, kalitsal etmenler, toksinler, oksidatif stres ve
bazi norodejeneratif hastaliklarin Parkinson hastaliginin patogenezi iizerine
etkisi oldugu diistiniilmektedir (5).

Parkinson hastaliginda goriilen hiicresel patoloji “genetik gecisli
Parkinson” ve “sporadik Parkinson” arasinda patolojik agidan biiyiik farklar
olmadigimi gostermistir. Her 1ki formda da ortak nokta dopaminerjik
noronlarin kayb1 ve Lewy cisimciklerinin varligidir (3).

Lewy cisimcikleri, iceriginde alfa-siniiklein, parkin, ubiquitin ve
norofilamentler gibi bir¢ok proteini barindiran sitoplazmik agregatlardir (27).
Alfa-sintiklein, parkin ve ubiquitin proteosome system (UPS)’deki
mutasyonlar Parkinson hastaliginin patogenezinde biiyiik 6nem arz etmektedir

(28) .

4g21-22 bolgesinde lokalize olan insan a-siniiklein geni, 140 amino asit
iceren presinaptik bir proteini kodlar. En cok beyinde, az miktarda ise kalp,
iskelet kast ve bobrekte de eksprese edilmektedir. Gorevi tam olarak

bilinmemekle birlikte ;
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1. Noron sitoplazmasinda yag asitlerini tasima,

2. Norotransmitter vezikiillerin, tasiyicilarin  ve belli enzimlerin

fonksiyonlarini diizenleme,

3. Dopamin biyosentezinde rol oynayarak dopamin salinimini kontrol

etme gibi gorevlerinin oldugu diisiiniilmektedir.

Dopamin ¢ok Oonemli bir norotransmitter maddedir ve nigrostriyatal
noronlar iizerinde inhibisyon etkisi yapar. Dopamin presinaptik membranda
iretilir ve daha sonra vezikiiller halinde postsinaptik membrana aktarilir. Alfa-
siniikleinin dopamin salintmini1 kontrol etmedeki rolii biiyiiktiir. Bu olayda
oncelikle tirozin hidroksilaz (TH) enzimi aktive olur. Aktiflesen TH, tirozini
L-DOPA’ya doniistiiriir. DOPA ise aromatik amino asit dekarboksilaz
(AADC) enzimi ile dopamine cevrilir ve vesikiillere depolanir (Sekil 1). Alfa-
siniiklein ise TH’a baglanarak TH aktivasyonunu veya fosforilasyonunu inhibe
eder ve dopamin sentezini yavaslatir. Bu olay sonucunda dopamin sentezi

dengede kalir (29).

Dopaminerjik Sinaps

Tirozin === Tirozin

Presinaptik ;

Reseptor

Dopami
® resgp{grg

o0® ® ..
. 0g0® g %,
~ Postsinaptik g '@ g ...

Membran
7 D1 R! !DZR
. . B

Sinyal Transdiiksiyonu Sinyal Transdiiksiyonu

Sekil 1: Presinaptik Bolgede Dopamin Salinimi (modifiye)
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o-siniiklein’de olusan mutasyonlar veya a-siniiklein eksikligi sonucu
dopamin sentezi kontrol edilemez. Asir1i dopamin sentezi toksik yapilar
olusturur ve bu toksik yapilar protein, lipid ve DNA yapisint bozarak hiicre

Oliimiine neden olur (30).

Parkin proteini bir ubiquitin ligaz (E3) olup, a-siniikleinin ubiquitin
proteosom sisteminde (UPS) yikilmasin1 diizenleyerek gereginden fazla
birikmesini Onler. Genel olarak E3 ligaz enzimlerinin islevi, ubiquitin-aktive-
edici-enzim E1 tarafindan aktive edilip ubiquitin-konjiige-edici enzim E2’ye
aktarilan ubiquitin monomerlerini substrat proteine eklemektir. Bu sekilde
ubiquitin ile isaretlenmis proteinler proteozom tarafindan yikilirlar.
Dolayisiyla parkin, bir E3 ligaz olarak, hiicredeki protein yikiminda kilit bir
rol iistlenmektedir (Sekil 2). Ayrica parkindeki “RING-finger” bolgeleri ile In
between ring finger (IBR) bolgesi ubiquitin konjiige edici enzim E2 ile

etkilesim i¢in uygun bir ara yiiz olusturmaktadir (28, 29).

¢ & Peptil
eplitier

vhh Pep
J"‘\

i
_ Degradasyon N

Ubiquitin Ayrilmasi

™ @

ATP ADP UBPs @@

8 '(Arp
S5 - e Mo

- Ub Aktivasyonu

& » -% 4—% Hedef Protein

Sekil 2: Ubiquitin Proteozom Sisteminin (UPS) c¢alisma mekanizmasi

(Modifiye)

/ 26s Proteczom

Yoo

Ub Konjugasyonu
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Parkin geninde meydana gelen mutasyonlar o-siniikleini bu sisteme
sunamadigindan, o-siniiklein birikimine neden olarak Parkinson hastalig1
olusumunda etkin rol oynar. Halen 60 farkli Parkin geni mutasyonu
bilinmekle beraber, yasli insanlarda goriilen Parkinson hastaliginda

mutasyonlarin etkisi nadirdir (29,31).

Ubiquitin C-Terminal Hidrolaz L-1 (UCHL-1) ise ubiquitin proteozom
sisteminde (UPS) enzim olarak gorev yapar ve polimerik ubiquitinden
monomerik ubiquitinin ¢ikarilmasini saglar. Ubiquitin iinitelerinin ¢ikarilmasi
icin UCHL-1, ubiquitinin karboksil u¢larim1 keserek hidroliz eder. Hidrolize
olan poliubiquitin monoubiquitin olarak yeniden dongiiye katilir. Bu katilim

monoubiquitinin tasidig internalizasyon sinyali sayesinde olur.

UCH-L1’i1 kodlayan gende meydana gelen Ile93Met nokta
mutasyonunun, UCH-L1’in monoubiquitin olusturma aktivitesini yaklagik

%350 oraninda azalttig1 bulunmustur (32-34).

Dopaminin yikilmasinda monoamin oksidaz A ve B (MAO-A,B) ve
katekol-O-metiltransferaz ~ (COMT) enzimleri  gorevlidir. ~ Dopamin
parcalanirken hidrojen peroksit aciga cikmaktadir. Hidrojen peroksit bir
oksijen radikali olup hiicreye zarar vermektedir. MAO-A,B ve COMT
genlerinde meydana gelebilecek genetik degisimlerin de Parkinson
hastaliginin olusmasinda etkili oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir. (35-

38).

2.3 PARKINSON HASTALIGININ GENETIGi

Genetik gecisli Parkinson hastaligi otozomal dominant (ODPH) ve
otozomal resesif (ORPH) olmak iizere iki gruba ayrilir. Otozomal dominant
PD gec¢ baslangicli olup ortalama 52 yaslarinda ortaya cikarken, otozomal
resesif PD’da baslangic yas1 45°den diisiiktiir. Bu gruba dahil edilen jiivenil
PH’nin baslangi¢ yasi ise 21’in altindadir (3).
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Parkinson hastalig ile ilgili ilk ailesel ¢calisma Gowers tarafindan 1888
yilinda yapilmistir (39). Gowers’dan beri hastalifin patolojisinde genetik

faktorlerin rol aldig: diisiiniilmiis ve ¢ok cesitli calismalar yapilmastir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar sonucu PD olusumuna neden oldugu
One siiriilen bircok gen belirlenmistir. Fakat iclerinde tanimlanan ve en c¢ok
calisilan genler; alfa-siniiklein, parkin, UCHL-1, PINKI, DJ-1 ve LRRK?2
genleridir (Tablol).

[Ik defa 1996 yilinda Italyan kokenli genis bir ailedeki ODPH
olgularinin incelenmesiyle tanimlanan alfa-siniiklein’e ait AS3T mutasyonu
genetik gecisli PH’da bulunan ilk mutasyondur. A53T mutasyonunu tasiyan o-
siniiklein proteini protofibril olusumunu tetiklemekte ve bu protofibriller de
sinaptik vezikiillerin zarlariin parcalanmasmna neden olabilmektedir. Bu
durumda da vezikiillerdeki dopamin hiicre i¢ine salinmakta ve oksidatif stres
yaratarak toksisiteye neden olmaktadir. Bu goriis acisindan bakildiginda, a-
siniiklein iceren protein agregatlar1 yikilmasi gerektigi halde yikilamadigi i¢in
hiicrede toksik bir etki yaratmaktadir (7). Ikinci mutasyon olan A30P
mutasyonu ise Alman bir ailede tanimlanmustir (4). A30P mutasyonunun
klinik tablosunun sporadik PH’ye ¢ok benzedigi bulunmustur (50). Bulunan
son mutasyon ise E36K mutasyonudur ve bu mutasyona sahip bireylerin klinik

tablosunda demans on plana ¢ikmaktadir (7).
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Tablo 1: Parkinson hastaligiyla iliskili oldugu diisiiniilen lokuslar

Lokus Lokalizasyonu Protein Kalhitim Baslangic yasi Siire¢ Kaynak
Bicimi

PARK1 4q9-21-22 a-siniiklein OD 46-60 Hizli 40
PARK?2 6q25-27 Parkin OR <20 Cok yavas 41
PARK3 2pl3 ? OD 60> Yavas 42
PARK4 4p15 ? OD 20-45 Hizli 43
PARKS 4pl4 UCH-L1 OD 46-60 ? 44
PARKG6 1p35-36 PINK-1 OR 20-45 Yavas 45
PARK?7 1p36 DJ-1 OR 20-45 Yavas 46
PARKS 12p11-ql13.1 LRRK2 OD 46-60 ? 47
PARK9 1p36 ? OR 20-45 ? 4
PARK10 1p32 ? OD 60> ? 4
PARK11 2q34 ? OD 60> ? 4
Nurrl 2q22-23 NR4A2 OD 60> ? 48
Synphilin-1 5923 SNCAIP OD 60> ? 49
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1998 yilinda Japonya’da jiivenil baslangichh otozomal resesif gecis
gosteren ailesel PH olgularinda baglanti analizi ve pozisyonel klonlama
yontemleri ile bulunan parkin geni yaklasik 500 kilobazlik (kb) bir bolgeyi
kaplayan ve 12 kodlayici ekzonu bulunan bir gendir. Simdiye kadar bu gende
39 nokta mutasyonu ve 29 farkli, ekzon ici degisiklik (delesyonlar,
duplikasyonlar ve triplikasyonlar) tamimlanmustir. Parkin’e bagh PH
olgularindaki en belirgin 0©zellik, olgularn cok biiyiikk kisminda PH’nin

noropatolojik olarak ayirict 6zelligi olan Lewy cisimciklerinin yoklugudur. (3)

Jiivenil PH vakalarinin %49’unda ve 45 yas alti sporadik vakalarin
%18’ inde Parkin mutasyonu tespit edilmistir. Ayrica jiivenil Parkinson
hastalarinin %77’ sinin 20 yas alti, %26’simnin 21-30 yas arasi ve %3’iiniin 30

yas listii oldugu arastirmalarla belirlenmistir (4).

Ubiquitin C-terminal hidrolaz L1 (UCH-L1) biiylik oranda beyinde
ifade edilen bir protein olup, ubiquitin polimerlerini hidroliz yoluyla
monomerik forma geri doniistiiren bir enzimdir. Bu gorevi nedeniyle de
ubiquitin-proteozom sisteminde Onemli bir rol oynar. Simdiye kadar bu
proteini kodlayan gende bir nokta mutasyonu (I93M) ve bir de koruyucu
polimorfizm (S18Y) tesbit edilmistir. [93M mutasyonu hastaligin otozomal
dominant formuna neden olmakta, koruyucu polimorfizm ise sporadik PH
riskini azaltmaktadir. I193M mutasyonu UCH-L1 enziminin aktivitesini
diisirmekte, dolayisiyla “islev kaybi” mekanizmasina isaret etmektedir.
Ayrica UCH-L1 dimerleserek ubiquitin ligaz aktivitesi de gostermektedir ki,
I93M mutasyonu bu islevi de azaltmakta, S18Y polimorfizmi ise ligaz
aktivitesini arttirmaktadir. Son calismalar UCH-L1’in ayn1 zamanda proteaz

aktivitesi oldugunu da kanitlamistir (7).

PINK-1 (PTEN-tarafindan indiiklenen kinaz 1) geni yaklasik 1.8
kb’lik bir alam kaplayan ve sekiz kodlayici ekzon iceren bir gendir. Bu gen
581 amino asitten olusan ve yaygin olarak ifade edilen bir proteini

kodlamaktadir. PINK-1, serin/treonin kinazlarin Ca**/kalmodulin ailesine
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biiyiik benzerlik gostermekte ve mitokondriyal hedefleme motifi icermektedir.
Hiicre Kkiiltiiriinden yapilan c¢alismalarda PINK-1’in lokalizasyonunu

mitokondriyi isaret etmektedir (7).

Ikisi italyan, biri Ispanyol kokenli, akraba evliligi yapmis iic ailede
goriilen ORPH nedeni olarak, PINK-1 genindeki G309D ve W437Stop nokta
mutasyonlar1 belirlenmistir. Her {i¢ ailenin de ayn1 haplotipi tasiyor olmasi, bu
mutasyonlar i¢in bir ortak-atayr gostermektedir. G309D mutasyonu proteinin
yiiksek oranda korunmus kinaz bolgesinde iken, W437Stop mutasyonu ise
kinaz bolgesinin C-terminalinde bulunan 145 amino asidin eksikligine yol
acmaktadir. Her iki mutasyonun da, proteinin kinaz aktivitesini azalttig1 ya da
substrat tanima yetenegini etkiledigi diisiiniilmektedir. Bu da mutasyonlarin

proteinin “islev kaybina” yol actigina isaret etmektedir (4).

Erken-baslangicli ORPH’ya neden olan genlerden biri de PARKY
lokusunda bulunan DJ-1 genidir. DJ-1 proteini, homodimerik bir protein olup,
kemirgenlerde infertilite ile ilgili bir multiprotein kompleksinin parcasi olarak
bulunmus ve c-myc proteini ile etkilesim yoluyla mRNA’larin
stabilizasyonunda gorev aldigi gosterilmistir. Ayrica DJ-1, oksidatif stresi

algilayip antioksidan bir molekiil olarak davranabilmektedir (7).

DJ-1 geni ile ilgili ilk genetik calisjma Hollanda’da yapilmistir (4).
L166P mutasyonu tasiyan DJ-1 proteini iizerindeki ¢alismalar, bu mutasyonun
proteinin katlanmasim1 etkiledigini ve bunun sonucunda da proteinin
homodimer olusturamadigin1 gostermistir. Bu sekilde yanhis katlanmis ve
stabilitesi diismiis mutant DJ-1, protein yikim sisteminden kurtularak
sitotoksisiteye neden olabilmektedir. DJ-1 geninde tanimlanan E64D ve M26I
mutasyonlarinin etkileri ise daha farklidir. Bu iki mutasyonu tasiyan proteinin
stabilitesi azalmakta, ancak L166P mutasyonunu tasiyan DJ-1 kadar

diismemektedir (7).

LRRK?2 (Leucine rich repeat kinase 2) geni ilk olarak Funuyama ve

arkadaglar1 tarafindan Japon bir ailede tanimlanmustir. Otozomal dominant
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parkinsonizm ile alakali olan bu gen 12p11.2-q13.1 bolgesinde haritalanmustir.
G2019S mutasyonu, Askenazi Yahudileri ve Kuzey Afrika Araplarinda en sik

rapor edilen en yaygin ailesel ve sporadik PH mutasyonudur (3).

Bahsedilen genlerden bagka, sitokrom P450 izoenzimleri (CYPIAI,
CYPIA2 ve CYP2D6), N-Asetiltransferaz 2 (NAT 2), Monoamin oksidaz A ve
B (MAO-A ve MAO-B), Dopamin Transporter (DAT), Glutatyon-S-
transferazlar (GST M1, P1, Tl ve ZI), dopamin reseptor genleri (D2, D4),
Anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) ve mitokondriyal kompleks I ile ilgili
calismalar yapilmis fakat bu aday genler ve PH arasinda anlamli bir iligki
bulunamamistir. Bu genlerde bulunan polimorfizmler ve sporadik PH
arasindaki iliski, popiilasyonlar arasi farkliliklar gostermekte ve istatistiksel

anlamlilik biiyiik ol¢iide degismektedir (4,7)

Inflamasyonun Parkinson hastaliginin  patogenezi iizerine etkili
oldugunun bulunmasiyla, bu alanda ¢ok sayida polimorfizm ve mutasyon
taramasi ¢alismalar1 yapilmaya baslanmistir. Bunlardan bazilar1 TNF-a, IL-
la, IL-1p ve IL-10 gibi inflamasyonda gorevli molekiiller iizerine yapilan
calismalardir (51-54). Yapilan arastirmalar sonucunda anlamli istatistiksel
sonu¢larin bulunmasi, bilim insanlarinin inflamasyonda gorevli olan diger
molekiilleri arastirmaya yonlendirmistir. Bu molekiillerden biri de kemokinler

ve kemokin reseptorlerdir.

2.4 KEMOKIN VE KEMOKIN RESEPTORLERI

Immiin sistemin antijenik ve otoimmiin reaksiyonlar gibi olaylara kars1
yanit gelistirmesi kemokinlerin 16kositleri dogru yere yonlendirmelerine ve
dogru zamanda aktive etmelerine baghdir (55). Kemokinler inflamasyonda ve
homeostazda 16kositlere ve kok hiicrelere kemotaksi yaptiran sitokinlerdir
(56). Kemokinlerin 16kositlerle olan etkilesimi; iyon akisi, transmembran

potansiyeli, integrin aviditesi ve hiicrede sekil degisikliginin yani sira
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lizozomal enzimlerin sekresyonu, siiperoksit anyonlarinin olusumu gibi bircok

hiicresel ve biyokimyasal olaylarin baglamasini saglar (57).

Kemokinler 16kosit-endotelyal hiicre iligkilerinde, T ve B hiicre
olgunlagsmasinda, immiin denetim, tolerans ve immiinitenin olusmasinin yani
sira T-B hiicre iletisiminde ve primer immiin cevabin olusmasinda etkin

olmaktadirlar.

Ayrica, dendritik hiicre fonksiyonlarinda, T hiicre farklilasmasi ve
fonksiyonlarinin saglanmasinda, efektor T hiicre cevabi ve inflamatuar
hastaliklarda, mukozal immiinitede ve HIV-1 virilisiinii de iceren cesitli
viriisler tarafindan konak¢r immiin cevabi baskilayan olaylarda da rol

oynamaktadirlar (56).

2.4.1 Kemokinlerin Yap1 ve Fonksiyonlari

Kemokinler, 8-12 kD molekiiler agirliga sahip, ¢cok sayida domainleri
bulunan protein yapida molekiillerdir. Kemokin genleri spesifik lokuslarda yer
almaktadirlar. CC kemokin genleri 17q11.2-12 ve CXC kemokin genleri de
4q13 lokusunda bulunurlar (57).

1987 yilinda IL-8’in tamimlanmasiyla kemokinlerin yap1 ve
fonksiyonlarina aciklik getirilmeye baslanmistir. Bugiine kadar yapilan
calismalarda, insanlarda yaklasik olarak 50 kemokin ve 20 kemokin reseptorii

tammmlanmustir (57).

Kemokinler, heparin baglayan molekiiller olup amino asit dizileri
bakimindan %?20-75 oraninda homoloji gostermektedirler. Kemokinler,
yapilarinda bulunan sistein (cysteine=C) rezidiilerinin bulundugu molekiiliin
N-terminal ucundaki yerlesim pozisyonlarina gore CXC, CX;C, CC ve C
olmak tiizere 4 gruba ayrilmaktadirlar. Fakat bu gruplardan sadece iki tanesi
detayli olarak karakterize edilmistir. Alfa ve beta kemokinler, yapilarinda 4

sistein icermekte olup kemokinlerin en biiyiik grubunu olusturmaktadirlar.
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Alfa kemokinlerin yapilarinda bulunan ilk 2 sistein rezidiisii tek bir
aminoasit ile ayrilir ve CXC (Cysteine-X amino asit-Cysteine) olarak
adlandirilirlar. Buna karsilik beta kemokinlerin ilk iki sistein rezidiisii
birbirileriyle yan yana bulunur ve CC (Cysteine-Cysteine) kemokin olarak
siniflandirilirlar  (Sekil 3). Bunlardan farkli olan CXXXC yapisindaki
fraktalkin, ilk iki sistein rezidiisii ii¢ aminoasitle ayrilmis membran bagiml

bir glikoproteindir (56).

Kemokinlerin molekiiler yapsi

= 1 o S EEmokinler
. cysteine-cysteine

—i O (beta-kemokinker)
C

2 —— 2. C kemokinler
el

N 3. C X C kemokinler
—CXC cysteine-X aminoasit-cysteine
(“I ) alfa-kemokinler
<, fﬁ’.ﬂ? |}
t —_— C}I.;;{};{: édii
C -r_"'h“

4.C X X X Ckemokinler

Sekil 3 : Kemokinlerin molekiil yapilarina gore siniflandirilmalari (56)

a-kemokinler notrofillere etki ederken lenfositlere karst etki
gostermezler. B-kemokinler ise genellikle notrofillere karsi etki gostermezken,

monosit, eozinofil, bazofil ve lenfositlere degisik derecelerde etki ederler.

CXC kemokinler, N terminallerinde glutamik asit-1dsin-arginin (Glu-
Leu-Arg) dizilimi gosterenler (ELR kemokinler) ve gostermeyenler (non-ELR
kemokinler) olarak 2 alt gruba ayrilirlar. Glu-Leu-Arg diziliminin yoklugu

notrofilere karsi olan etkilerinin zayif olmasina neden olur. Bu grupta PF-4
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(Platelet factor), IP-10 (Gamma interferon inducible protein) ve MIG
(Monokin induced by interferon gamma) bulunmaktadir. PF-4’iin N terminali
Glu-Leu-Arg olarak degisirse 1L-8 reseptorlerine baglanabilmekte ve

notrofillere kars1 gii¢lii etki gostermektedir (Tablo 2) (58).
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Tablo 2: Kemokinler, hedef hiicreleri ve biyolojik aktiviteleri (58)

KEMOKINLER HEDEF HUCRE BIVOLOJNK AKTIVITELERI
CXC Kemokin
ELR
IL-8 Morrofil, T lenfosit, bazefil, endotel hilcresi (7) Kemotaksis, adezyvon, sUperoksit. histamin ve grantl
salimmn, mitogeneziz, anjiogpenezis
GRO-o (MGSA) Motrofil. melanosit, endotel hitcresi (7) Kemotaksis, adezvon, aktivasyon, anjlogenezis
GRO-P (MIP-2a) Morrofil. endorel hilcresi (7) Kemotaksis, adezyvon, aktivasyon, anjiogenezis
GRO-y (MWMIP-2[) Morrofil, endorel hitcresi (7) Kemotaksis, adezyon, aktivasyon, anjiogenezis
EMNA-TE MGrrofil Kemotaksis, aktivasyon
GCP-2 MErofil Kemotaksis
Platelet basic protein
CTPA-III Fibroblast Kemotaksis
E-Tromboglobllin - Fibroblast Kemotaksis
MAP-2 Marrofil Kemotaksis
Non-ELR
Platelet factor-4 Fibroblast, endotel hilcresi, aktive T lenfosit Kemotaksis, anjlogenez inhibisyonu
IP- 10 Endotel hitcresi (7), NK hicresi Kemotaksis, sitolitik aktivite, anjlogenez inhibisyonu
MG Ackrive T lenfosit Kemotaksis
SDF-1a T lenfosit, CD34+) progenivdr, B lenfosit] 7) Kemotaksis
SDF-1p 7 7
OC Kemokin
MCP-1 Monosit, Memory-T  lenfosit, bazofil, MNEK  hicresi, Kemotaksis, adezyon, stipercksit. histamin salimm,
Hematopoietik progenitdrler, dendritik hiicre (7) lokotrien sentezi, aragidonik asit aktivasyonu
MCP-2 Monosit, Memory-T lenfozsit, eozinofil, bazofil. NE hicresi Kemotaksis, histamin salininm
MCP-3 Monosit, Memory-T lenfosit, eozinofil, bazofil, WK hiicresi, Kemotaksis, arasidonik asit aktivasyonu, histamin
dendritik hitcre salimimu
MCP-4 Monosit, T-lenfosit, eozinofil Kemotaksis
MIP-1 o Monosit, T-lenfosit, NE hiicresi, bazofil, eozinofil, dendritik  Kemotaksis, adezyon, kollajenaz, histamin ve katyvonik
hiicre, hematopoietik progenitdrer protein saliminu, timér sitotoksisiesi
MIP-1 [ Monosit, T-lenfosit. Dendritik  hilcre, ©NK  hicresi, Kemotaksis, adezyon, anjiogenez inhibisyvonu
Hemaropeietik progenitbrier
RANTES Memory T-lenfosit, eozinofil. bazofil. WK hicresi, dendritik  Kemotaksis, adezyon. histamin ve katvonik protein
hticre salininu
Eotaksin Eozinofil Kemotaksis
1309 Monosic Kemotaksis
HCC-1 Monosit, Hematopoietik progenitérler T
TARC T-lenfosit T
MIP-3o LARC T T
MIP-3f 7 7
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2.4.2 Kemokin Reseptorleri

Tiim kemokin reseptorleri membran bagimli molekiiller olup,
yapilarinda 7-transmembran domainleri bulunmakta ve G-proteinleri ile ¢iftler
olusturmaktadirlar. Kemokin reseptorleri, “G-protein-coupled protein”
yapisindadir ve lokositler lizerinde eksprese olmaktadirlar. Kemokinler, hedef
hiicreler iizerindeki spesifik G-protein-coupled hiicre yiizey reseptorlerine
baglanarak hiicre i¢i sinyali baglatirlar, devaminda da hiicre gocii ve
aktivasyonunun indiiklenmesine yol acgarlar. Bu giine kadar 20 kadar kemokin

reseptoril tanmmmlanmustir (56).
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Sekil 4 : Kemokin reseptorlerinin hiicre zarindaki temel yapisi (57)

Kemokinlerin aracilik ettikleri hiicre gogii ve aktivasyonu ic¢in bu

molekiillerin hiicre {izerindeki 0zgiil reseptorlerine baglanmalar1 gerekir.
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Bugiine kadar 4 tane CXC (CXCRI1-CXCR4), 8 tane CC (CCR1- CCRS) ve 1
tane de CX3C (CX3CR) kemokin reseptorii tamimlanmistir. Bazi reseptorler
tek bir hiicrede yogunlasirken (CXCR1 siklikla nétrofilde); diger reseptorler
farkll hiicrelerde goriiliirler (CCR2 monosit, T lenfosit, NK hiicre, dendritik
hiicre ve bazofilde). CCR1 ve CCR2 o6zellikle monositlerde bulunurken;

sadece IL-2 uyarimindan sonra lenfositlerde belirir (58).

Bir¢ok kemokin reseptorii birden fazla kemokinle baglanmakta ise de;

CC reseptorlert sadece CC kemokinleri, CXC reseptorleri de CXC
kemokinlerini baglamaktadirlar. Bu reseptor-ligand sinirhiligi muhtemelen
primer, sekonder ve tersiyer yapilari benzer ancak kuaterner yapilar
birbirinden farkli olan CC ve CXC kemokinlerin yapisal farkliligindan

kaynaklanmaktadir (58) (Tablo 3).

Tablo 3: Kemokinler ve ligandlar1 (58).

Reseptor Ligfmd

CCR1 CCL3,CCL5 ,CCL7,CCL13,CCL14,CCL15,CCL16,CCL23

CCR2 CCL2,CCLYCCLB,CCL13,CCL1s

CCR3 CCL5,CCL7 ,CCL8,CCL11,CCL13,CCL15,CCL16,CCL24,CCL26,CCL28

CCR4 CCL17,CCL22

CCR3 CCL3,CCL4,CCLS , CCLE,CCL1,CCL14,CCL16

CCRs CCL20

CCR7 CCL19,CCL21

CCRSB CCL1

CCRY CCL25

CCR10 CCL27,CCL28

CXCER1 CXCL6,CXCL7,CXCLE

CXCR2 CXCLI1,CXCL2,CXCL3, CXCL5,CXCLs,CXCL7 CXCLR

CXCER3-A CXCL9,CXCL10,CXCLII

CXCR3-B CXCL4,CXCLY,CXCL10,CXCL11

CXCR4 CXCL12

CXCRS CXCL13

CXCR6 CXCL1s

CXCR7 CXCL12

XCR1 XCL1,XCL2

CX;CRI CX;CLI

CCX-CER CCL19,CCL21,CCL25

D& CCL2,CCL3L1,CCL4,CCL5,CCLT CCL8,CCL11,CCL13,CCL14,CCL17, CCL22

DARC/Dwffy | CCL2,CCLY,CCLE,CCL11,CCL13,CCL14,CCL16,CCL17,CXCL1 ,CXCLS,
CXCLs,CXCL7,CXCLS,CXCLY,CXCL11,CXCL13
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Baz1 kemokin reseptorleri noronlar, astrositler, epitelyal hiicrelerde de
bulunur. Bu da kemokin sisteminin 16kosit go¢ii disinda diger sistemlerde de

bir takim fonksiyonlar1 oldugunu diisiindiirmektedir (58).

2.4.3 Kemokinler ve inflamasyon

Bircok akut ve kronik inflamatuar hastalikta kemokinlerin ilgili ortama
salgilandiklar1 gosterilmistir. Bu hastaliklarda kemokinler dokuda l6kositlerin

toplanmasini ve aktivasyonunu saglamaktadir (59).

Inflamasyonla seyreden hastaliklarda kemokinlerin ¢ok ©nemli
gorevleri bulunmaktadir. Inflamasyonda kemokinler l6kositlerin kandan
dokuya gecisine dolayisiyla da inflamasyonun bulundugu yerde birikimine ve

aktivasyonuna yol agmaktadir (24).

Inflamatuvar siirecte kemokinlerin sentezi ve salimmindaki belirgin
artim 16kositlerin inflamasyonlu dokuya gecislerinde énemli rol oynamaktadir.
Uygun uyarilar altinda deri, beyin, eklemler, akcigerler, kan damarlar,
bobrekler ve meningsler gibi dokularda kemokinlerin sentezinin arttigi

gozlenmistir (24).

Allerjik  veya otoimmiin inflamasyonlarda immiin sistem ve
inflamatuvar yanitdan sorumlu hiicrelerin inflamasyon alaninda birikimi
kemokinlerin  etkisi sonucu olusmaktadir. Mukozalara notrofillerin,
monositlerin ve makrofajlarin gelmesi, yerlesmesi ve inflamatuvar siirece

katilimlart da yine biiyiik oranda kemokinlerin katkisina baghdir (24).

Insan ve hayvanlar iizerinde yapilan calismalarda goriilmiistiir ki;
Romatoid Artrit (RA) gibi kronik eklem hastaliklarinda sinoviyal fibroblastlar
ve doku makrofajlarindan Monocyte Chemoattractant Protein (MCP-1) ve
Macrophage Inflammatory Protein-la (MIP-la) salimimi artmakta ve

hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir (59, 60)
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Bobrek hastaliklarindan proliferatif glomeriilonefritte glomeriillerin
histokimyasal incelemesinde MCP-1 kemokini bulunmustur (61). Ayn1 sekilde
IgA nefropatisi, membranoproliferatif glomeriilonefrit ve krioglobiilinemide,
glomeriil ve tubulointerstisyumda RANTES, MCP-1, IL-8’in varlhigi
saptanmistir (62, 63). Glomeriilonefritlerde iiriner IL-8 ve MCP-1 atilimi ve
16kosit infiltrasyonu arasinda pozitif bir iligki bildirilmistir. Bobrek transplant
rejeksiyonunda da RANTES, IL-8, MCP-1 ve ENA-78 seviyeleri artmis

olarak bulunmustur (58).

Multiple Skleroz (MS), demans, Alzheimer Hastaligt (AD) ve
Spinoserebellar Ataksi Tip 3 (SCA/MJD) gibi norodejeneratif hastaliklarda
inflamasyonun roliiniin bulunmasi 1lgiyi bu yone cekmistir (64, 65). 1988 de
Mc Geer ve arkadaslarinin, Parkinson hastalarinin substantia nigra tabakasinda
human leukocyte antigen-DR (HLA-DR) positive mikroglia hiicrelerinin
bulundugunu rapor etmesi, PH patogenezinde de inflamatuar reaksiyonlarin

etkili olabilecegi kanisini akla getirmistir (66, 67).

Yapilan diger bir calismada ise, substantia nigra tabakasinda yiiksek
oranda TNF-a pozitif mikroglia hiicreleri tespit edilmistir (68). Bu ve benzeri
calismalarda goriiliyor ki, inflamatuar yamttaki temel hiicre tipi
mikroglialardir. Ayn1 yastaki kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Parkinson
hastalarinda aktive mikroglia hiicre sayisinin daha ¢ok oldugu ve bu aktive
mikroglia  hiicrelerinin  kiiltire = edilmis  dopaminerjik  ndronlarin

dejenerasyonunu indiikledigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (69, 70)

Substantia Nigra (SN) bolgesi beynin diger bolgelerine kiyasla
mikroglia agisindan daha zengindir. Buna ragmen, SN tabakas1 beynin diger
bolgelerine oranla daha diisiik glutatyon seviyesine sahip oldugu icin oksidatif

stres ve mikroglial hasara karsi daha aciktir (69).

Mikroglial hasara sebep olan en dnemli faktorler ¢esitli hiicre kalintilar
(Lewy cisimcikleri, B-amiloid plaklar), toksinler (MPTP, rotenone, 6-OHDA),
lipopolisakkaritler (LPS), travmalar ve infeksiyoz ajanlardir (70).
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Mikroglialar beyindeki en ufak degisikliklere karsi hassastir ve aktive
olduklarinda B ve T lenfositler, proinflamatuar sitokinler (interlokinler IL-
lo/1B; tiimor nekroz faktdr (TNF a/P); transforming growth factor (TGF a/B)),
koloni stimiile faktorler ve kemokinlerin salinmmimi gergeklestirirler. Bu
inflamatuar medyatorler; reaktif oksijen radikalleri, reaktif nitrojen radikalleri
(RNS), nitrik oksit (NO) olusumuna sebep olur ki bu faktorler
norodejenerasyonun en Onemli sebeplerindendir (70). Yapilan c¢esitli

arastirmalar da bu hasar gosterilmistir (71-75).

Son yillarda Parkinson hastaliginin patogenezi iizerine inflamasyonun
etkisinin ¢alisilmasi inflamasyonda gorevli olan yapilara ait genlerin mutasyon
taramast ve polimorfizm arastirilmalarinin  yapilmasina aracilik etmistir.
Kemokin ve kemokin reseptorlerinin Parkinson hastaligi ile arasindaki
iliskinin yavas yavas a¢iga c¢ikarilmasi da arastirmamizi bu yone sevketmistir.
Bu sebeple tez calismamizin inflamasyonda rol oynayan kemokin ve kemokin
reseptorleri olan IL-8, MCP-1, RANTES, CCR2 ve CCR5’1 kodlayan genlerde
polimorfizm ¢alismas1 yapmay1 uygun gordiik. Bu alanda yapilan calismalarin
azlig1 nedeniyle, yaptigimiz bu arastirmanin hastaligin patogenezinin agiga

cikarilmasinda 6nemli olacagi kanaatindeyiz.

2.5 Genetik Polimorfizm

Insan genomunun biitiin bolgeleri boyunca DNA yapisinda zararsiz
kalitsal varyasyonlar vardir. Yani bir bireyin genomu her 100-200 niikleotid
de 1-2 baz degisimi icermekte fakat bu durum kisilerde 6nemli bir hastaliga
yol agmamaktadir. Insan genomundaki bu degisikliklere “polimorfizm” olarak

nitelendirilmektedir.

DNA sekanslarinda gozlenen bu degisiklikler ¢ok c¢esitli olabilir; bunlar
tek bir niikleotiddeki degisiklikler ( single nucleotide polymorphism, SNP)

olabilecegi gibi, pek cok baz ciftini etkileyen insersiyon yada delesyonlar
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seklinde de olabilir. Bu tip degisiklikler, genomun Onemli bir boliimiinii
olusturmasina ragmen herhangi bir proteine doniismeyen intron kisimlarinda

veya genler arasindaki DNA parcalarinda da meydana gelebilir.

Insan genomunda baz degisikliklerine oldukca sik rastlanmaktadir.
Bazilarina gore bu siklik her 100 baz ciftinde bir olarak ortaya ¢ikmaktadir. En
sik goriilen degisiklikler tekrarlayan baz dizileridir. Bilindigi gibi insan
genomunda bir¢ok ardisik tekrarlayan DNA dizisi vardir ve bu tekrar

dizilerinin sayis1 bireylere gore degismektedir.

Insan genomunda yer alan DNA polimorfizm &rnekleri genel olarak 3

grup altinda degerlendirilebilir:

e Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (Restriction Fragment

Length Polymorphism; RFLP)
e Basit dizi tekrarlart (Simple Sequence Repeats; SSR)

e Degisken sayida ardisik dizi tekrarlar1 (Variable Number of Tandem
Repeats; VNTR)

2.6 Polimeraz zincir reaksiyonu restriksiyonu/Parca uzunluk

polimorfizmi (PCR/RFLP)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction:PCR) dizisi
bilinen iki bolge arasinda uzanan bir DNA parcasinin c¢ogaltilmas: igin
uygulanan bir tekniktir. Iki oligoniikleotid, bir DNA polimeraz tarafindan
katalizlenen bir seri tepkimenin primerleri olarak kullanilir. Bu
oligoniikleotidler tipik olarak farkli farkli dizilere sahiptir ve kalip DNA’nin
kars1 dizilerinde uzanan ve cogaltilacak olan DNA’nin pargasi yaninda

bulunan dizilere komplementerdir.
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Bir PCR reaksiyonun gerceklesebilmesi i¢in;

e Kalip DNA

e Deoksiriboniikleotid Fosfatlar (ANTP)

e Magnezyum Derisimi ve PCR Tamponu (Buffer)
¢ Oligoniikleotidler (Primerler)

e Taq DNA polimeraz’a ihtiyag¢ vardir.

Restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri, kisa DNA dizilerini 6zgiil
olarak taniyan ve bu dizilere yakin bolgelerden yada bu diziler igindeki
spesifik bolgelerden DNA’y1 kesen yapilardir. Kesim sonucunda DNA’da
olusturduklar uclarin motiflerine gore “yapiskan uc¢” ve “kiit u¢” kesim yapan
enzimler olmak iizere 2 gruba ayrilirlar. Yapiskan uclarin ligasyon etkinlikleri

yiiksektir ve bu sebeple klonlama ¢alismalarinda tercih edilirler.

DNA sarmal1 6zgiil restriksiyon enzimi ile (RE) kesildigi zaman farkli
uzunlukta fragmantlar olusur ve bu fragmanlar jel elektroforezinde gozlenir.

Bazen RFLP sonucu varolan kesim noktasi da ortadan kalkabilir.

RFLP yontemi genel olarak 4 adimda gerceklestirilir; ilgili DNA
bolgesinin PCR ile ¢cogaltilmasi, PCR iiriiniiniin spesifik RE ile kesimi, kesilen

PCR fiiriiniiniin elektroforez ile yiiriitiilmesi ve UV 1s1k altinda goriintiilenmesi.

Elektroforezde; farkli niikleotid uzunluguna sahip DNA parcalarinin
farkli go¢ hizlarina sahip olmalar1 prensibinden faydalanilarak, polimorfik
degisiklik gosteren sekanslar (polimorfizmler) kolaylikla belirlenebilmektedir.
RFLP, genlerin normal kopyalarint mutant kopyalarindan ayirmada kullanilan

en yaygin yontemlerdendir.

Hedef gen bolgesindeki degisim, ¢ogaltilan DNA bolgesine spesifik
restriksiyon enziminin tanima bdlgesine 6zgiilse mutasyonlu iiriinde kesim
gozlenirken normal {iiriinde kesim gerceklesmez. Kesim isleminden sonra

orneklerin kesim 0Ozelligine gbére homozigot normal, heterozigot veya
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homozigot mutant degerlendirilmesi yapilir. Bu durumda, kesim
gerceklesmeyen oOrnekler homozigot normal, kesim gerceklesenler ise
homozigot mutant olarak adlandirilir. Bir alleli kesime ugrayip digeri

ugramayan Ornekler ise heterozigot olarak adlandirilir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Calisma Grubunun Toplanmasi

Isparta Siileyman Demirel Universitesi T1ip Fakiiltesi ve Isparta Devlet
Hastanesi Noroloji Anabilim Dali Polikliniklerine bagvuran, Parkinson
hastalig1 tanis1 konmus, yaslar1 43-79 arasinda degisen ve yas ortalamalar
64.8 9.4 olan 14 erkek ve 16 bayan toplam 30 birey tez calismasina dahil
edilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin se¢ilme kriteri; elde veya ayakta
istirahat tremoru varligi, bradikinezi ve daha 6nce Parkinson tanisi konulmus
olma olarak belirlenmistir. Kontrol grubu ise yaslar1 38-79 aras1 degisen, yas
ortalamalar1 57.5 £8.3 olan 18 erkek ve 42 kadin toplam 60 bireyden
olusmaktadir. Kontrol grubu belirlenirken, ozellikle hasta grubunun yas
ortalamasina yakin olmasina ve Parkinson hastaligi tani kriterlerine sahip
olmamasina dikkat edilmistir.

Hasta grubu Isparta ve cevre illerde ikamet eden bireylerden
olusturulmustur. Tablo 4’de Parkinson hastalar1 ve klinik 0©zellikleri

verilmistir.
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Tablo 4: Parkinson hastalarinin klinik 6zellikleri

Hasta | Yas | Cinsiyet | Ilk Goriilme Basvuru fkamet
No Yas1 Sikayeti Yeri
1 62 K 59 Yiiriyememe Isparta/Senirkent
2 62 E 60 Yiirliyememe Isparta/Gelendost
3 66 E 63 Hareketlerde Yavaslama Isparta/Ke¢iborlu
4 66 E 63 Yiirliyememe Isparta
5 62 K 59 Sag el titreme ve Yazma Giiclugi Isparta
6 38 E 37 Hareketlerde Yavaslama Isparta
7 72 E 69 Yiiriilyememe Isparta/Islamkoy
8 65 K 62 Yiirliyememe Isparta
9 69 E 67 Yiiriiyememe Isparta
10 76 E 72 Hareketlerde Yavaslama Isparta
11 78 K 74 Hareketlerde Yavaslama Isparta/Yalvag
12 56 K 55 Yiirliyememe Isparta/Egirdir
13 79 E 76 El ve Ayaklarda Titreme Burdur
14 79 E 77 Yiiriyememe Isparta
15 57 K 74 Hareketlerde Yavaslama Isparta
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16 59 K 57 Yaz1 ve Konusmada Giigliikk Burdur

17 58 E 56 Hareketlerde Yavaslama Burdur

18 61 K 59 Hareketlerde Yavaslama Isparta

19 63 E 61 Yiiriiyememe Isparta

20 69 K 66 Yiiriyememe Isparta/Uluborlu
21 67 K 65 Yiiriyememe Isparta

22 43 K 42 Hareketlerde Yavaslama Isparta

23 68 E 66 El ve Ayaklarda Titreme Isparta/Gelendost
24 65 E 64 El ve Ayaklarda Titreme Isparta/Sav
25 67 K 66 El ve Ayaklarda Titreme Isparta/Yalvag
26 73 K 70 Yiirliyememe Isparta

27 74 K 71 Yiiriiyememe Afyon

28 62 E 61 Yazi1 ve Konusmada Giigliik Isparta/Siit¢iiler
29 74 E 71 Yiiriyememe Isparta

30 67 E 64 El ve Ayaklarda Titreme Burdur
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3.2 Kimyasallar

Sodyum EDTA (Na,EDTA) (C,oH4N,OgNa,.2H,0)
(Amresco 0105-1KGQG)

Tris base (Trizma baz) (C,H{;NO3) (Amresco 0826-1KG)
Sodyum kloriir (NaCl) (Merck 1.06404.1000)

Trizma hydrochloride (Tris HCI) (C,H;{NO;.HCI)
(Amresco 0234-500G)

Kalsiyum kloriir (CaCl,) (J.T.Baker 0070)

Proteinaz K (Sigma)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Merk 8.22050.1000)
Amonyum asetat (NH,C,H30,)

Etil alkol (C,HsOH) (Tekel)

Tag DNA Polimeraz (BioBasic D0081)
Deoxynucleotide Triphosphates (ANTP) (Larova 0090)
Oligonucleotide primer (BioBasic)

Agaroz (PegLab)

Etidium bromide (C;,H,,N3;Br) (Amresco X328-10M)
DNA Marker (Amresco K180-250UL)
Etilen-diaminetetra-acetic acide (EDTA) (Serva 11278)
EcoRI restriksiyon enzimi (Fermentas)

BseGl restriksiyon enzimi (Fermentas)

MNII restriksiyon enzimi (Fermentas)

Munl restriksiyon enzimi (Fermentas)

Pvull restriksiyon enzimi (Fermentas)

3.3 Gerecler

10 mL EDTA’11 tiip
Ependorf tiipler
Buzdolab1 (Beko) (Tiirkiye)
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e Hassas terazi (Metter Toledo) (Isvigre)

e Manyetik karistirict (IKA) (Brezilya)

¢ pH metre (Hana) (Portekiz)

e Otoklav (Hirayama) (Japonya)

e  Whatman filtre (Ederol) (Almanya)

e Laminar flow (ESCO) (Singapur)

e Deiyonize su cihazi (Millipore) (Fransa)

e Distile su cihazi (Simplicity) (Fransa)

e Etiiv (Binder ) (Fransa)

e Vortex (Elektro-Mag) (Tiirkiye)

e Pastor firin1 (Binder) (Fransa)

e Yiiksek devirli santrifiij (Hettich) (Almanya)

e Spektrofotometre (Shimadzu) (Japonya)

¢ Derin Dondurucu (-80) (Bosch) (Almanya)

¢ Buz makinesi (Hoshizaki) (Japonya)

e Termocycler (PeqLab) (Almanya)

® Yatay elektroforez diizenegi (CLP) (ABD)

e Dogru akim gii¢ kaynagi (500 volt) (CLP) (ABD)
e Ultraviole transilliimiinatér (UltraLum Inc) (ABD)

¢ Digital kamera (Canon) (Japonya)

3.4. Soliisyonlar
3.4.1 DNA izolasyon Tamponlari
1. Nuclei Lizis Tamponu (pH:8.2)
Protokol:
10 mM Tris base
400 mM NaCl
2 mM Na,EDTA
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Hazirlanisi:
1.21 gr Tris base
23.4 gr NaCl
0.74 gr Na,EDTA
800 ml deiyonize suda ¢oziildii. pH:8.2’ye ayarlandi. Son hacim 1000
ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basincta 25 dakika otoklavlandi. +4°C’de

saklandi.

2. Proteinaz K Seyreltme Tamponu (pH:8.0)

Protokol:
0.05 M Tris HC1
0.9 mM CaCl,

Hazirlanisi:
0.788 gr Tris HC1
9.99 gr CaCl,

80 ml deiyonize suda ¢oziildii. pH:8.0’a ayarlandi. Son hacim 100

ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basin¢ta 25 dakika otoklavlandi. +4°C’de

saklandi.

3. Proteinaz K Cozeltisi (10 mg/ml)
Protokol:
100 mg Proteinaz K
10 ml Proteinaz K seyreltme tamponu

Hazirlanisi:

100 mg Proteinaz K 10 ml Proteinaz K seyreltme tamponunda
coziilerek Proteinaz K c¢ozeltisi hazirlandi. Islem buz iizerinde yapildi.
Proteinaz K c¢ozeltisi 1000 pl olacak sekilde 1.5 ml’lik ependorf tiiplere
boliindii ve -20°C’de saklandi.
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4. %10 (w/v)’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Soliisyonu
Protokol:
10 gr SDS

90 ml dH,0O

Hazirlanisi:
Soliisyon 68°C’de 1sitilarak ¢oziildii. Son hacmi 100 ml’ye tamamlanda.

Whatman filtreden siiziildiikten sonra oda 1sisinda saklandi.

S. Amonyum Asetat (9 M = sature) Cozeltisi

Protokol:
74 gr Amonyum asetat
dH,O
Hazirlanisi:

20 ml steril dH,O igerisinde 74 gr amonyum asetat ¢oziildiikten sonra
son hacim 100 ml’ye tamamlandi. Whatman filtreden siiziildiikten sonra

+4°C’de saklandi.

6. 0.1 M Na,EDTA (pH:8.0) Cozeltisi

Protokol:
37,22 gr Na,EDTA
dH,O
Hazirlanisi:

700 ml dH,O icinde 37.22 gr Na,EDTA ¢oziildii. 10 M’lik NaOH ile
pH:8.0’a ayarlandi. Son hacim 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm
basingta 25 dakika otoklavlandi. +4°C’de saklandi.
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7. 1M Tris HC1 (pH:7.4) Cozeltisi

Protokol:
157,6 gr Tris HCI
dH,O
Hazirlanisi:

800 ml dH,O’da 157,6 gr Tris HCI ¢oziildii. pH:7.4’e ayarlandi. Son
hacim 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 25 dakika
otoklavlandi. +4°C’de saklandi.

8. TE Tamponu

Protokol:

10 mM Tris HCI

1 mM Na,EDTA
dH,O
Hazirlanisi:
S ml 1 M Tris HCI
5 ml 0.1 M Na,EDTA

490 ml steril dH,O icerisine daha Onceden ayri ayrt hazirlanmisg
cozeltilerden 5’er ml ilave edilerek hacim 500 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1

atm basincta 25 dakika otoklavlandi. +4°C’de saklandi.
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3.4.2 Agaroz Jel Elektroforez Soliisyonlar:

1. TAE Elektroforez Tamponu (pH: 8.0-8.5)
50X Stok Soliisyon Hazirlanisi

Protokol:
242 er Tris base
37,2 gr Na,EDTA.2H,0O
57,1 ml Glacial asetik asid
dH,O
Hazirlanisi:

800 ml dH,O’da tiimii coziilir. Manyetik karistiric1 iizerinde bir
taraftan karistirilarak icerisine atilan NaOH pelletleri ile pH’s1 ayarlandi. Son

hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

Calisma soliisyonu olarak, dH,O ile sulandirilmis /X soliisyonu

kullanilda.

2. Etidium Bromide Soliisyonu

Protokol:
Etidium Bromide
dH,O
Hazirlanisi:

10 mg/ml olacak sekilde dH,O kullanilarak hazirlandi. Isiktan korumak

icin koyu renkli cam sisede, +4°C’de saklandi.
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3.5 Kandan DNA izolasyonu

DNA, 9 ml’lik EDTA’] tiiplere alinan periferik kandan izole edildi (kaynak).
EDTA’lh kan 50ml’lik falcon tiiplere bosaltildi ve tizerine 40ml 121°C’de 1 atm
basin¢ta 30 dakika otoklavlandiktan sonra buzdolabinda bekletilen soguk distile su
eklenerek eritrositlerin parcalanmasi i¢cin 10 dakika bekletildi. 2500 rpm’de 15°
santrifiij edilerek siipernatan kismi atildi. Bu yikama islemi iki kez tekrarlandiktan
sonra pellet iizerine 3ml niikleus lizis tampon, 200 pl %10’luk SDS ve 150 pL
proteinaz K (10 mg/mL) eklenerek bir gece (O/N) 37°C’lik etiivde bekletildi.
Etiivden cikartilan tiiplere 1-1,5 mL 9M amonyum asetat ¢ozeltisi eklenerek iyice
calkalanip 10dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 4500 rpm’de 20 dk santrifiij
edildi. Siipernatan temiz bir tiipe alind1 ve iizerine 3 kati kadar hacimde (~30ml)
%96’11ik soguk (~-20°C) etanol dokiildii. Tiip hafifce alt-iist edilerek DNA’nin
presipite olmasi saglandi. Presipite olan DNA pipet ucuyla alinarak %70’lik soguk
(~-20°C) etanolde yikand1 ve 1,5 ml’lik ependorf tiipe aktarildi. Eppendorf tiip icine
alinan DNA 65°C’lik etiivde 20 dakika kurutulduktan sonra iizerine 500 uL TE

tamponu ilave edilerek icerisinde ¢oziildii.

3.6 izole Edilen DNA’nin intakhig

Izole edilen DNA’larin 1/50 diliisyonlar1 hazirlandi. Her bir DNA’nin

saglamhig1 %0,4’liik agaroz jelde elektroforez edilerek kontrol edildi.

1/50 diliisyon DNA’dan 2 pL alinarak 8 puL. dH,O’nun igerisine ilave edildi.
Jele yiiklenmeden oOnce iizerine 5 pUL loading buffer ilave edildi ve tamami jele
yiikklenerek 60 Voltta yiiriitiildii. Transilimiinator {izerinde jele bakildiginda

DNA’larin tiimii ayn1 hizada ve tek bant olarak goriildiiler.

3.7 DNA’nin Spektrofotometrede Konsantrasyonunun Olciimii
Izole edilen DNA’larm 1/100 diliisyonlar1 hazirlandi ve 260 nm ve 280 nm

dalga boyundaki absorban degerleri okundu. 1 OD’nin 50 ug/mL DNA miktarina
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esitliginden gidilerek 260 nm dalga boyunda okunan absorbans degerlerinden
orneklerdeki DNA konsantrasyonu hesaplandi. Polimeraz zincir reaksiyonunda
kullanilmak iizere DNA’lar steril deiyonize su kullanarak 25 ng/L olacak sekilde

sulandirildi.

3.8 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Calismanin amaci; Parkinson hastaligi tanisi konmus bireylerde hastalik ile
CCR5(-A32), CCR2(-64 V>I), RANTES (-403 G>A), MCP-1(-2518 A>G) ve IL-8
(-251 A>T) gen polimorfizmleri arasinda iliski olup olmadigini belirlemekti.
Genlere ait niikleotid dizileri www.ensemble.org internet sitesinden bulunarak
literatiirlerde verilen primer dizilerinin dogrulugu kontrol edildi ve amplifiye
edilecek bolgenin uzunlugu hesaplandi. Amplifikasyon icin gerekli primerler ve
amplifikasyon iiriinlerinin uzunluklari Tablo 5’de verilmistir. Amplifikasyon
200ul’lik ependorf tiipler icinde 25 pl’lik toplam hacimde gerceklesti. Reaksiyon

karisimi buz lizerinde hazirlanda.

Master Mix 1x
Buffer (10X) 2,5 ul
Mg(Cl, 2ul
dNTP (2.5 mm) 1 ul

Primer (forward)(10pmol/ul) 0,6 ul
Primer (reverse) )(10pmol/ul) 0,6 ul

Genomik DNA (25 ng/ul) 2ul

Taqg DNA polimeraz (5U/ul) 0,3 ul

dH,O 16 ul
25 ul
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Tablo 5: CCR2, CCR5, RANTESI, MCP-1 ve IL-8 genleri iizerindeki polimorfik bolgelerin

amplifikasyonu i¢in gerekli primerler ve PCR iiriinlerinin uzunluklari

Gen: CCR2
Primer: Forward 5’- GGATTGAACAAGGACGCATTTCCCC-3’
Reverse 5’- TTGCACATTGCATTCCCAAAGACCC-3’
PCR iiriinii 380 bp
Gen: CCR5
Primer: Forward 5’- CCTGGCTGTCGTCCATGCTG-3’
Reverse 5’- CTGATCTAGAGCCATGTGCACAACTCT-3’
PCR iiriinii 735 bp
Gen: RANTES-1
Primer: Forward 5’- ACAGAGACTCGAATTTCCGGA-3’
Reverse 5’- CCACGTGCTGTCTTGATCCTC-3’
PCR iiriinii 173 bp
Gen: MCP-1
Primer: Forward 5’- CCGAGATGTTCCCAGCACAG- ¥
Reverse 5’- GGCTTCTGAGTGTTGGAAGCA- 3’
PCR iiriinii 380 bp
Gen: IL-8
Primer: Forward 5’- GATTCTGCTCTTATGCCTCCA-3’
Reverse 5’- CCCAAGCTTGTGTGCTCTGCTGTC-3’
PCR iiriinii 816 bp
CCR5 PCR Sartlari:
94°C 5 dakika
93°C 1 dakika —
57°C 1 dakika __ | 30 dongii
72°C 1 dakika
72°C 6 dakika
4°C oo
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CCR2 PCR Sartlari:

94°C 5 dakika

94°C 1 dakika —

61°C 1 dakika __ | 40 dongii

72°C 1 dakika

72°C 10 dakika

4°C oo

RANTES PCR Sartlari:

94°C 5 dakika
94°C 1 dakika — ]
62°C 1 dakika 1 35 dongii
72°C 1 dakika
72°C 5 dakika
4°C oo

MCP-1 PCR Sartlari:

94°C 4 dakika

95°C 30 saniye—

61°C 50 saniye | 30 dongii
72°C 1 dakika

72°C 5 dakika

4°C oo
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IL-8 PCR Sartlari:

94°C 5 dakika

95°C 1 dakika —

55°C 1 dakika ___| 35 dongii
72°C 1 dakika

72°C 5 dakika

4°C oo

3.9 PCR/RFLP (Polimeraz Zincir Reaksiyonu / Parca Uzunluk
Polimorfizmi) Islemleri

CCR?2 (-64 V>I) polimorfizmini belirleyebilmek i¢cin BseGI, CCRS (-
A32) i¢cin EcoRI, RANTES (-28 C>G) icin Mnll, 1L-8 (=251 A>T) icin Mfel
ve MCP-1 (-2518 A>G) i¢in Pvull restriksiyon enzimleri kullanilmistir.

Genlere ait niikleotid dizileri www.ensemble.org sitesinden bulunduktan

sonra primer dizileri belirlendi. Restriksiyon enzimlerinin hangi bdolgeyi

tanidiklar1 ve hangi niikleotidten kesim yaptiklari ise www.fermentas.org
sitesinden bulundu ve genlere ait niikleotid dileri {izerinden kontrol edildi.
Enzimler ile gelen ezim kesimi protokolii uygulandi. Enzim kesim karigimu;
16 pl PCR iiriint, 11 pl ultrapure distile su, 2 pul 10X Buffer ve 1 pl

restriksiyon enzimi seklindedir.

3.10 PCR/RFLP Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

Enzim kesim iirlinlerini goriintiillemek i¢in 14x10 cm boyutunda jel
tabagina sahip midi yatay elektroforez cihazi kullanildi.

%2’1lik Agaroz jel ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0,75 gram agaroz, 45 ml 1X
TAE tamponu icinde, 1sitmali manyetik karistirict tizerinde ¢ozelti berrak bir
hal alincaya kadar 1sit1ld1. Berraklasan ¢ozelti yaklasik 50-60°C’ ye sogutuldu.
Uzerine 10 mg/mL ethidium bromide ¢ozeltisinden 3 pl eklenerek karistirildi.

Elektroforez tabaginin iki tarafi kagit bant ile kapatildi ve tarak yerlestirildi.
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Jel ¢ozeltisi tabaga bosaltildiktan sonra ¢ozelti oda 1sisinda 30-40 dakika kadar
sogumaya birakildi. Jelde hava kabarcig1 kalmamasina 6zellikle dikkat edildi.
Elektroforez tanki dolum cizgisine kadar 1X TAE tamponu ile
dolduruldu. Polimerlesen jelden tarak cikarildi ve jel yabagi elektrorofez
tankina yerlestirildi. 8 pl PCR/RFLP ornegi 2 pl loading buffer ile
karnistirllarak taragin meydana getirdigi kuyucuklara yiiklendi. Kuyucuklarin
birine 100 bp marker ve diger 15 kuyucuga ise bireylere ait 6rnekler yiiklendi.
80 V’da 45 dakika yiriitme islemi yapildi ve daha sonra UV

transsilimiinatérde goriintiilendi.

3.11 Genotiplendirme

Ornekler transsilimiinatore konulup 260 nm dalga boyu UV 1sik altinda
degerlendirildi. Gozlenen bantlarin molekiiler uzunluklari, marker ile
karsilastirilarak yaklasik olarak belirlendi. Her gene ait amplifikasyon
irtinlerinin enzim kesimi sonunda verdikleri bant paternleri ve enzim kesim

sartlar1 Tablo 6 ve Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 6: Polimorfizm calismasinda kullanilan restriksiyon enzimleri,enzim

tanima bolgeleri, kesim sicakliklar1 ve agaroz jel oranlar

Gen ve Restriksiyon Enzim Tanima Kesim | Agaroz Jel
Polimorfik Bolge Enzimi Bolgesi Sicakhig Orani
(%)
CCR-5 (-432) EcoRI G|AATTC 37°C 2
CCR-2 (-64 V>I) BseGlI GGATGNN | 55°C 2.5
RANTES (-28 C>G) Mnll CCTC(N)7] 37°C 3
MCP-1 (-2518 A>G) Pvull CAG|CTG 37°C 2.5
IL-8 (=251 A>T) Mfel CJ|AATTG 55°C 2

Tablo 7: Enzim kesimi sonucu olusan bant paternlerinin biiyiikliigii

Gen Normal (bc¢) Homozigot polimorfik (b¢)
CCR-5 403+332 371+332
CCR-2 380 215+165
RANTES 126+27+20 146+ 27
MCP-1 380 225+155
IL-8 296+520 810
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3.12 Istatistik Analizleri

Istatistiksel degerlendirmeler igin SPSS 10.0 paket programi kullanild.
Tamimlayict analizler, paket programu icindeki ‘“descriptive” fonksiyonu ile
yapildi. Parkinson hastalar1 ve kontrol grubu genotip ve fenotip allel frekans
karsilastirmalarinda standart “kikare” ve “Fischer Exact” testleri kullanildi.

p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, Parkinson hastalig1 ile kemokin ve kemokin reseptorleri
olan MCP-1, CCRS5, CCR2, RANTES ve IL-8 genlerine ait polimorfizmler
arasinda iliski olup olmadigi arastirilmistir. Bu amagla 30 Parkinson hastasi ve
60 kontrol bireye ait DNA oOrneklerinden PCR-RFLP yontemi ile ilgili
polimorfizmlerin allel ve genotipleri belirlenmistir.  Calismamizda
hastalarimizin genel yas ortalamasi alindiginda ortalamas1 65 olarak
belirlenmistir. Istatistiki degerlendirmeler icin 65 yas alt1 erken donem, 65 yas

iistii ise ge¢ donem olarak kabul edilmistir.

4.1 MCP-1 -2518 A>G Polimorfizmi Sonuclar:

Isparta Siileyman Demirel Universitesi ve Devlet Hastanesi Noroloji
Polikliniklerince Parkinson tanisi konmus 30 hasta ve 60 kontrol bireyin
MCP-1 izerinde yer alan -2518 A>G polimorfizmini belirleyebilmek icin
ilgili bolge polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildi ve Pvull enzimi

kullanilarak amplifikasyonun iizerinden enzim kesimi gerceklestirildi.

CCGAGATGTTCCCAGCACAGCCCCATGTGAGAGCTCCCTGGCTCC
GGGCCCAGTATCTGGAATGCAGGCTCCAGCCAAATGCATTCTCTTC
TACGGGATCTGGGAACTTCCAAAGCTGCCTCCTCAGAGTGGGAATT
TCCACTCACTTCTCTCACGCCAGCACTGACCTCCCAGCGGGGAGGG
CATCTTTTCTTGACAGAGCAGAAGTGGGAGGCAGACAGCTATCACT
TTCCAGAAGACTTTCTTTTCTGATTCATACCCTTCACCTTCCCTGTGT
TTACTGTCTGATATATGCAAAGGCCAAGTCACTTTCCAGAGATGAC
AACTCCTTCCTGAAGTAGAGACATGCTTCCAACACTCAGAAGCC

Sekil 5: MCP-1 geni amplifiye edilen bdlgenin baz dizilimi. Kalin ve alt1 ¢izili

harfler primer dizileri, biiylik harfler ise ekzonik diziyi ifade etmektedir.
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Agaroz jel elektroforezi sonucunda normal (AA) bireyler de 380 bg
bant goriiliirken, homozigot (GG) bireylerde 225 ve 155 bg¢ bantlar,
heterozigot (AG) bireylerde ise 380, 225 ve 155 bg bantlar gozlendi.

Sekil 6: MCP-1 Pvull enzim kesim polimorfizmi agaroz jel goriintiisii

Sekil 6’da PD grubuna ait 4 bireyin agaroz jel elektroforezinin UV
altinda goriintiisii verilmistir. 1 numarali bireye ait bant 380 b¢ hizasinda
bulunmakta ve bireyin normal (AA) genotipine sahip oldugunu
gostermektedir. 4 numarali birey ise homozigot olup, 225 ve 155 bg¢ hizasinda
bant vermistir. 2 ve 3 numarali bireylerde ise 380, 225 ve 155 bg¢ bantlar
gozlenmistir ve bu bireylerin heterozigot oldugu belirlenmistir. M 100 b¢’lik

markeri gostermektedir.

Deneyler sonucunda, 30 Parkinson hastasindan olusan grupta MCP-1 -
2518 A>G polimorfizmi agisindan, 46 adet A alleli (%76.6) ve 18 adet G alleli
(%30) oldugu tesbit edildi. Kontrol grubunda ise 71 adet A alleli (%59.2) ve
49 adet G alleli (%40.8) oldugu goriildii. Hasta ve kontrol grubu allel frekansi
acisindan istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir farklilik tesbit

edilememistir (p= 0.622).
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Tablo 8: MCP-1 -2518 A>G polimorfizmi allel frekanslart (N: allel sayis1)

MCP-1 ALLELLERI
GRUP A G TOPLAM
N Oran N Oran
HASTA 46 %76.6 |18 %30 60
KONTROL |71 %59.2 |49 %40.8 120
p=0.622
p=P degeri

Genotipik olarak incelendiginde, -2518 A>G polimorfizmi hastalarin
9%30’unda kontrollerin ise %45’inde tesbit edilmistir. 30 Parkinson hastasinin
4’liniin (%13.3) G alleli i¢in heterezigot, 5’inin (%16.6) homozigot oldugu
belirlenirken, kontrol grubunun 22’sinin (%36,67) G alleli i¢in heterozigot,
5’inin (% 8,33) homozigot oldugu gozlenmistir. Hasta ve kontrol grubu
genotip frekansi acisindan istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir

farklilik tesbit edilememistir ( p=0,55).

Tablo 9: MCP-1 -2518 A>G polimorfizmi genotip frekanslar1 (N: birey sayis1)

MCP-1 GENOTIPLERI
GRUP AA AG GG TOPLAM
N Oran N Oran N Oran
HASTA 21 %70 4 %13.3 5 | %16.6 30
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KONTROL

33

%55

22

%36.67

%8.33

60

p=0,55

p= P degeri

Tablo10’da goriildiigis gibi, MCP-1 -2518 A>G polimorfizminin

genotip frekansi, hasta grubundaki kadin ve erkekler arasinda istatistiksel

olarak anlamli degildir (p=0,123). Kontrol grubundaki kadin ve erkekler

arasinda ise istatistiksel bir anlam bulunmustur (p=0). Allel frekans1 agisindan

ise hasta ve kontrol grubu arasinda

bulunamamustir (P°=0,254, P'=0,642).

istatistiksel olarak bir anlam

Tablo 10: MCP-1 Pvull enzim kesimi sonuglarina gore hasta ve kontrol

bireylerdeki genotip ve allel frekanslarinin cinsiyete gore dagilim

Kontrol Hasta Kontrol Hasta
Genotip | Erkek | Kadin | Erkek | Kadin | Allel Erkek | Kadin | Erkek | Kadin
AA 3 30 11 10 A 18 70 22 24
(16,7) | (71,4) | (78,6) | (62,5) (50) | (83,3) [ (78,5)| (75)
GG 3 2 3 2
(16,7) | (4,8) | (21,4) | (12,5)
AG 12 10 - 4 G 18 14 6 8
(66,7) | (23.8) (25) (50) | (16,7) | (22,5) | (25)
Toplam | 18 42 14 16 | Toplam | 36 84 28 32
P'=0 P‘= 0,254
P’=0,123 P'=0,642
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P*: Kontrol grubu ile cinsiyetin karsilastirilmast sonucu P degeri P’: Hasta grubu ile

cinsiyetin karsilastirilmasi sonucu P degeri P° : Kontrol grubu ile cinsiyetin karsilastiriimasi

sonucu allel frekans: P degeri P° : Hasta grubu ile cinsiyetin karsilastirilmasi sonucu allel

frekansi P degeri Parantez icinde yiizde frekanslar verilmistir.

Hasta grubunun yas ortalamasi baz alinarak, 65 yas alti bireyler erken

donem, 65 yas iistii bireyler ise ge¢c donem olarak belirlendi ve bir yas grubu

olusturuldu. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, MCP-1 -2518 A>G

polimorfizmi genotip ve allel frekanslar ile yas grubu arasinda herhangi bir

istatistiksel anlam bulunamamustir (p’= 0,802), (Pb=0,816).

Tablo 11: Yas ve MCP-1 -2518 A>G polimorfizmi genotip ve allel frekanslari

Genotip Yas Allel Yas
Erken Gecg Erken Gecg
AA 11 10 A 24 22
(73,3) (66.7) (80) (73,3)
GG 2 3
(13,3) (20)
AG 2 2 G 6 8
(13,3) (13,3) (20) (26,7)
P*= 0,802 P’=0,816

P*: Genotip frekansr ile yas grubunun karsilastirilmasi sonucu P degeri PP: Allel frekansi ile

yag grubunun karsilastirilmasi sonucu P degeri. Parantez icinde ylizde frekanslar verilmistir
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4.2. RANTES -28 C>G Polimorfizmi Sonuclari

30 hasta ve 60 kontrol bireyin RANTES -28 C>G polimorfizmini
belirleyebilmek i¢in ilgili bolge PCR ile ¢cogaltildi ve Mnll enzimi kullanilarak

amplifikasyonun iizerinden enzim kesimi gerceklestirildi.

ACAGAGACTCGAATTTCCGGAGGCTATTTCAGTTTTCTTTTCCGTTTTGT
GCAATTTCACTTATGATACCGGCCAATGCTTGGTTGCTATTTTGGAAACTC
CCCTTAGGGGATGCCCCTCAACTGGCCCTATAAAGGGCCAGCCTGAGCTG
CAGAGGATTCCTGCAGAGGATCAAGACAGCACGTGG

Sekil 7: RANTES geni amplifiye edilen bolgenin baz dizilimi. Kalin ve alti

cizili harfler primer dizileri, biiyiik harfler ise ekzonik diziyi ifade etmektedir.

RANTES -28 C>G polimorfizmi i¢in uygulanan PCR-RFLP yontemi
sonucunda normal (CC) bireyler de 146 ve 27 bg¢’lik iki bant gozlenirken,
homozigot (GG) bireylerde 126, 27 ve 20 bg¢ bantlar, heterozigot (CG)
bireylerde ise 146, 126, 27 ve 20 b¢ bantlar gézlenmistir.

Sekil 8: RANTES Mnll enzim kesim polimorfizmi agaroz jel goriintiisii

Sekil..8’de PD grubuna ait 4 bireyin agaroz jel elektroforezinin UV

altinda goriintiisii verilmistir. 1,2 ve 4 numarali bireylere ait bant 126 bg
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hizasinda bulunmakta ve bireylerin normal (CC) genotipine sahip oldugunu
gostermektedir. 3 numarali birey ise heterozigottur (CG) ve 146 bg bir bant
daha gozlenmistir, M 50 b¢’lik markeri gdstermektedir.

Calisma sonucunda, 30 Parkinson hastasindan olusan grupta RANTES -
-28 C>G polimorfizmi agisindan, 51 adet C alleli (% 85) ve 9 adet G alleli
(%15) oldugu tesbit edildi. Kontrol grubunda ise 120 adet C alleli (%100)
goriilirken ve G alleli tesbit edilemedi. Hasta grubu allel frekansi acisindan
istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir farklilik tesbit edilmistir (
p=0,042). Kontrol grubu ile allel frekans arasinda ise bir anlam

bulunamamustir.

Tablo 12: RANTES geni -28 C>G polimorfizm allel frekanslar1 (N: allel sayis1)

RANTES ALLELLERI
GRUP C G TOPLAM
N Oran N Oran
HASTA 51 %85 |9 %15 60
KONTROL | 120 | %100 |- - 120
p=0,042

Genotipik olarak incelendiginde, RANTES -28 C>G polimorfizmi
hastalarin %12.5’inde gozlenirken, kontrol grubunda goézlenmemistir. 30
Parkinson hastasinin 3’ii (%10) C alleli icin heterezigot, 3’ii (%10) homozigot
olarak belirlenmis, kontrol grubunun ise tamami normal (%100) olarak
bulunmustur. Hasta ve kontrol grubu genotip frekansi agisindan istatistiksel

olarak degerlendirildiginde anlamli bir farklilik tesbit edilmistir ( p=0).
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Tablo 13: RANTES -28 C>G polimorfizmi genotip frekanslar1 (N: birey sayisi)

RANTES GENOTIPLERI
GRUP cc cG GG TOPLAM
N Oran N Oran N Oran
HASTA 24 %80 3 % %10 3 %10 30
KONTROL | 60 %100 | - - - - 60
p=0
p=P degeri

RANTES -28 C>G polimorfizmi genotip frekansi hasta ve kontrol grubu
acisindan cinsiyet ile karsilastirnlldiginda istatistiksel olarak bir anlam
bulunamadi. Hasta ve kontrol grubunun normal genotipte goriilmesi sonucu
herhangi bir istatistiksel hesaplama yapilmamustir. Allel frekansi agisindan
degerlendirildiginde ise istatistiksel ag¢idan bir anlam bulunamamistir (P°=

0,65), (P'=0,892)

Tablo 14: RANTES Mnll enzim kesim polimorfizmi sonuglarina gore hasta ve

kontrol bireylerdeki genotip ve allel frekanslarinin cinsiyete gore dagilimu

Kontrol Hasta Kontrol Hasta

Genotip | Erkek | Kadin | Erkek | Kadin | Allel Erkek | Kadin | Erkek | Kadin

CC 18 42 10 12 C 36 84 22 27
(100) | (100) | (71,4)| (75) (100) | (100) | (78.,5)
GG - - 2 1
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(14,3) | (6.3)
CG - - 2 3 G - - 6 5
(14,3) | (18.8) (21,4)
Toplam 18 42 14 16 | Toplam | 36 84 28 32
P'=- P°= 0,65
P’=- P‘= 0,892

P*: Kontrol grubu ile cinsiyetin karsilastirilmast sonucu P degeri P’: Hasta grubu ile

cinsiyetin karsilastiriimasi sonucu P degeri. P : Kontrol grubu ile cinsiyetin karsilastiriimasi

sonucu allel frekans: P degeri P° : Hasta grubu ile cinsiyetin karsilastirilmasi sonucu allel

frekansi P degeri Parantez iginde yiizde frekanslar verilmistir

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, RANTES -28 C>G

polimorfizmi genotip ve allel frekanslar1 ile yas grubu arasinda herhangi bir

istatistiksel anlam bulunamadi (p“= 0,802), (Pb=0,626).

Tablo 15: Yas ve RANTES -28 C>G polimorfizmi genotip ve allel frekanslari

Genotip Yas Allel Yas
Erken Gecg Erken Gecg
GG 10 12 G 22 27
(66,7) (80) (73,3) (90)
AA 3
(20)
GA 2 3 A 8 3
(13,3) (20) (26,7) (10)
P*= 0,802 P’=0,626

P?: Genotip frekansi ile yas grubunun karsilastiriimast sonucu P degeri PP: Allel frekansi ile

yas grubunun karsilastirilmasi sonucu P degeri. Parantez icinde ylizde frekanslar verilmistir
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4.3 CCRS5 - A 32 Polimorfizmi Sonuclar:

30 hasta ve 60 kontrol bireyin CCR5 - A 32 polimorfizmini
belirleyebilmek icin ilgili bolge PCR ile c¢ogaltlldi ve EcoRI enzimi

kullanilarak amplifikasyonun iizerinden enzim kesimi gerceklestirildi.

CCTGGCTGTCGTCCATGCTGTGTTTGCTTTAAAAGCCAGGACGGT
CACCTTTGGGGTGGTGACAAGTGTGATCACTTGGGTGGTGGCTGTG
TTTGCGTCTCTCCCAGGAATCATCTTTACCAGATCTCAAAAAGAAG
GTCTTCATTACACCTGCAGCTCTCATTTTCCATACAGTCAGTATCAA
TTCTGGAAGAATTTCCAGACATTAAAGATAGTCATCTTGGGGCTGG
TCCTGCCGCTGCTTGTCATGGTCATCTGCTACTCGGGAATCCTAAAA
ACTCTGCTTCGGTGTCGAAATGAGAAGAAGAGGCACAGGGCTGTG
AGGCTTATCTTCACCATCATGATTGTTTATTTTCTCTTCTGGGCTCCC
TACAACATTGTCCTTCTCCTGAACACCTTCCAGGAATTCTTTGGCCT
GAATAATTGCAGTAGCTCTAACAGGTTGGACCAAGCTATGCAGGTG
ACAGAGACTCTTGGGATGACGCACTGCTGCATCAACCCCATCATCT
ATGCCTTTGTCGGGGAGAAGTTCAGAAACTACCTCTTAGTCTTCTTC
CAAAAGCACATTGCCAAACGCTTCTGCAAATGCTGTTCTATTTTCC
AGCAAGAGGCTCCCGAGCGAGCAAGCTCAGTTTACACCCGATCCA
CTGGGGAGCAGGAAATATCTGTGGGCTTGTGACACGGACTCAAGT
GGGCTGGTGACCCAGTCAGAGTTGTGCACATGGCTCTAGATCAG

Sekil 9: CCRS geni amplifiye edilen bolgenin baz dizilimi. Kalin ve alt1 ¢izili

harfler primer dizileri, biiylik harfler ise ekzonik diziyi ifade etmektedir.

CCR5 -A32 polimorfizmi i¢in uygulanan PCR-RFLP yontemi
sonucunda normal (AA) bireyler de 403 ve 332 b¢’lik iki bant gozlenirken,
homozigot (DD) bireylerde 371 ve 332 b¢ bantlar, heterozigot (AD) bireylerde
ise 403, 371 ve 332 b¢’lik 3 bant gozlenmistir.
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Sekil 10: CCR5 EcoRI enzim kesim polimorfizmi agaroz jel goriintiisii

Sekil 10’da PD grubuna ait 6 bireyin agaroz jel elektroforezinin UV
altinda goriintiisii verilmigtir. Bireylerin hepsi normaldir (AA), 403 ve 332 bg

hizasinda bantlar vermistir. M 100 b¢’lik markeri gostermektedir.

Deneyler sonucunda, 30 Parkinson hastasindan olusan grupta CCR)5 -
A32 polimorfizmi acisindan, 60 adet A alleli (% 100) goriilmiis fakat D alleli
rastlanmamustir. Hasta ve kontrol grubunun tamaminda A alleli goriildiigii i¢in

istatistiksel bir hesaplama yapilmamustir.

Tablo 16: CCR5 - A32 polimorfizmi allel frekanslart (N: allel say1s1)

CCRS5 ALLELLERI
GRUP A D TOPLAM
N Oran N Oran
HASTA 60 | %100 |- - 60
KONTROL | 120 | %100 |- - 120
p=0)

58




Genotipik olarak incelendiginde, CCRS Geni - A32 polimorfizmi hasta
ve kontrol bireylerde gdozlenmemistir. 30 Parkinson hastasinin 30’u (%100) A
alleli i¢in normal olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda da ayni sekilde - A32
polimorfizmi gozlenmemistir. Hasta ve kontrol grubunun tamaminin normal
genotipe sahip olmasi nedeniyle, hasta ve kontrol grubu genotip frekansi
acisindan istatistiksel olarak degerlendirildiginde bir anlam bulunamamistir

(P=").

Tablo 17: CCRS5 - A32 polimorfizmi genotip frekanslari (N: birey sayis1)

CCR5 GENOTIPLERI
GRUP AA AD DD TOPLAM
N Oran N Oran N Oran
HASTA 30 %100 - - - - 30
KONTROL | 60 %100 - - - - 60
p=0)
p= P degeri

CCR5 - A32 polimorfizmi genotip ve allel frekanslari, hasta ve kontrol
grubu acisindan cinsiyet ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir anlam
bulunamamistir. Hasta ve kontrol grubunun normal genotip ve allellere sahip

olmasi sonucu herhangi bir istatistiksel hesaplama yapilmamustir.
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Tablo 18: CCR5 - A32 polimorfizmi sonuclarina gore hasta ve kontrol

bireylerdeki genotip ve allel frekanslarinin cinsiyete gore dagilim

Kontrol Hasta Kontrol Hasta

Genotip | Erkek | Kadin | Erkek | Kadin | Allel Erkek | Kadin | Erkek | Kadin

AA 18 | 42 | 14 | 116 A 36 | 84 | 36 | 84
(100) | (100) | (100) | (100) (100) | (100) | (100) | (100)

DD ; - - ;

AD ; ; ; ; D ; ; ; ;

Toplam 18 42 14 16 | Toplam | 36 84 28 32

P=- P=-
P’=- Pi=-

P*: Kontrol grubu ile cinsiyetin karsilastirilmasi sonucu P degeri P’: Hasta grubu ile
cinsiyetin karsilastiriimasi sonucu P degeri. P : Kontrol grubu ile cinsiyetin karsilastiriimasi

sonucu allel frekans: P degeri P! : Hasta grubu ile cinsiyetin karsilastiriimasi sonucu allel

frekansi P degeri Parantez i¢inde yiizde frekanslar verilmistir

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, CCRS5 -A32 polimorfizmi
genotip ve allel frekanslar ile yas grubu arasinda herhangi bir istatistiksel

anlam bulunamamstir (p°= -).

Tablo 19: Yas ve CCR)5 -A32 polimorfizmi genotip ve allel frekanslari

Genotip Yas Allel Yas
Erken Geg Erken Geg
AA 15 15 A 30 30
(100) (100) (100) (100)
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AD - - D - -

Pi= - Pb=-

P*: Genotip frekansi ile yas grubunun karsilastiriimast sonucu P degeri PP: Allel frekansi ile

yas grubunun karsilastirilmasi sonucu P degeri. Parantez icinde yiizde frekanslar verilmistir

4.4. CCR2 -64 V>I Polimorfizmi Sonuclar:

30 hasta ve 60 kontrol bireyin CCR2 -64 V>I polimorfizmini
belirleyebilmek icin ilgili bolge PCR ile c¢ogaltldi ve BseGl enzimi

kullanilarak amplifikasyonun iizerinden enzim kesimi gerceklestirildi.

GGATTGAACAAGGACGCATTTCCCCAGTACATCCACAACATGCT
GTCCACATCTCGTTCTCGGTTTATCAGAAATACCAACGAGAGCGGT
GAAGAAGTCACCACCTTTTTTGATTATGATTACGGTGCTCCCTGTCA
TAAATTTGACGTGAAGCAAATTGGGGCCCAACTCCTGCCTCCGCTC
TACTCGCTGGTGTTCATCTTTGGTTTTGTGGGCAACATGCTGGTCGT
CCTCATCTTAATAAACTGCAAAAAGCTGAAGTGCTTGACTGACATT
TACCTGCTCAACCTGGCCATCTCTGATCTGCTTTTTCTTATTACTCTC
CCATTGTGGGCTCACTCTGCTGCAAATGAGTGGGTCTTTGGGAAT
GCAATGTGCAA

Sekil 11: CCR2 geni amplifiye edilen bolgenin baz dizilimi. Kalin ve alt1 ¢izili

harfler primer dizileri, biiylik harfler ise ekzonik diziyi ifade etmektedir.

CCR2 -64 V>I polimorfizmi i¢in uygulanan PCR-RFLP yontemi
sonucunda normal (VV) bireyler de 380 bc¢’lik tek bant gozlenirken,
homozigot (II) bireylerde 215 ve 165 b¢’lik iki bant, heterozigot (VI)
bireylerde ise 380, 215 ve 165 b¢’lik 3 bant gézlenmistir.
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Sekil 12: CCR2 BseGl enzim kesim polimorfizmi agaroz jel goriintiisii

Sekil 12°’de PD grubuna ait 7 bireyin agaroz jel elektroforezinin UV
altinda goriintiisii verilmistir. 1, 2, 4, 6, 7 numarali bireylere ait bant 380 bg
hizasinda bulunmakta ve bireyin normal (VV) genotipine sahip oldugunu
gostermektedir. 3-5 numarali bireylerde ise 380, 215 ve 165 b¢’lik 3 bant
gozlenmistir ve bu bireyler heterozigottur. M 100 bg¢’lik  markeri

gostermektedir.

Deneyler sonucunda, 30 Parkinson hastasindan olusan grupta CCR2 -64
V>I polimorfizmi agisindan, 53 adet V alleli (%88.3) ve 14 adet I alleli
(%23.3) oldugu tesbit edilmistir. Kontrol grubunda ise 76 adet V alleli
(%63.3) ve 44 adet G alleli (%36.6) oldugu belirlenmistir.

Tablo 20: CCR2 -64 V>I polimorfizmi allel frekanslart (N: allel sayis1)

CCR2 ALLELLERI
GRUP v I TOPLAM
N Oran N Oran
HASTA 53 %88.3 | 14 %23.3 60
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KONTROL |76 %63.3 |44 %36.6 120

p=0,653

p =P degeri

Genotipik olarak incelendiginde, CCR2 -64 V>I polimorfizmi
hastalarin  %?23.3’iinde, kontrollerin ise %36.6’sinda goriilmiistiir. 30
Parkinson hastasinin 7°si (%23.3) V alleli i¢cin heterezigot, kontrol grubunun
ise 22° si (%36,6) V alleli i¢in heterozigot olarak bulunmustur. Hasta ve
kontrol grubu genotip ve allel frekansi acgisindan istatistiksel olarak
degerlendirildiginde anlamli bir farklilik tesbit edilememistir ( p=0,786)
(p=0,653).

Tablo 21: CCR2 -64 V>I polimorfizm genotip frekanslari (N: birey sayis1)

CCR2 GENOTIPLERI
GRUP 2% Vi it TOPLAM
N Oran N Oran N Oran
HASTA |23 | %766 |7 |%233 i i 30
KONTROL |38 | %633 |22 |%36.67 | - i 60
p=0,786
p= P degeri

CCR2 -64 V>I polimorfizmi genotip frekansi, hasta grubu agisindan

cinsiyet ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir anlam bulunamamistir
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(P= 0,399). Genotip frekansi, kontrol grubunda karsilastirildiginda da
istatistiksel olarak bir anlam bulunamamuistir (P=0,74). Allel frekansi olarak
karsilastirildiginda ise hasta ve kontrol gruplar ile cinsiyet arasinda

istatistiksel olarak bir anlam bulunamamstir (P°=0,678), (Pd=0,703)

Tablo 22: CCR2 -64 V>I polimorfizmi sonuglarina gore hasta ve kontrol

bireylerdeki genotip ve allel frekanslarinin cinsiyete gore dagilim

Kontrol Hasta Kontrol Hasta
Genotip | Erkek | Kadin | Erkek | Kadin | Allel Erkek | Kadin | Erkek | Kadin
AA 14 34 12 11 A 32 76 26 27
(77,8) | (81) | (85,7) | (68.,8) (88,8) | (90,4) | (92,8) | (84,3)
DD - - - -
AD 4 8 2 5 D 4 8 2 5
(22,2) | (19) | (14,3) | 3L1,3) (12,2) | 9,6) | (7.2) | (16,7)
Toplam | 18 42 14 16 | Toplam | 36 84 28 32
P'=0,74 P‘=0, 678
P’= 0,399 P'= 0,703

P*: Kontrol grubu ile cinsiyetin karsilastirilmasi sonucu P degeri P’: Hasta grubu ile
cinsiyetin karsilagtirilmasi sonucu P degeri. P° : Kontrol grubu ile cinsiyetin karsilastirilmasi

sonucu allel frekans: P degeri P° : Hasta grubu ile cinsiyetin karsilastirilmas1 sonucu allel

frekansi P degeri Parantez iginde yiizde frekanslar verilmistir

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, CCR2 -64 V>I polimorfizm
genotip ve allel frekanslar1 ile yas grubu arasinda herhangi bir istatistiksel

anlam bulunamamustir (p*= 1.00) (P°=0,902).
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Tablo 23: Yas ve CCR2 -64 V>I polimorfizm genotip ve allel frekanslari

Genotip Yas Allel Yas
Erken Geg Erken Geg
\'A% 12 11 A 27 26
(80) (73.3) (90) (86.6)
II - -
VI 3 4 D 3 4
(20) (26.7) (10) (13.6)
P*= 1.00 P’=0,902

P*: Genotip frekans: ile yas grubunun karsilastirilmasi sonucu P degeri PP: Allel frekansi ile

yas grubunun karsilastirilmasi sonucu P degeri. Parantez icinde ylizde frekanslar verilmistir

4.5. IL-8 -251 A>T Polimorfizmi Sonuclar:

30 hasta ve 60 kontrol bireyin IL-8 -251 A>T polimorfizmini
belirleyebilmek i¢in ilgili bolge PCR ile ¢cogaltildi ve Mfel enzimi kullanilarak

amplifikasyonun iizerinden enzim kesimi gergeklestirildi.

GATTCTGCTCTTATGCCTCCACTGGAATTAATGTCTTAGTACCAC
TTGTCTATTCTGCTATATAGTCAGTCCTTACATTGCTTTCTTCTTCTG
ATAGACCAAACTCTTTAAGGACAAGTACCTAGTCTTATCTATTTCTA
GATCCCCCACATTACTCAGAAAGTTACTCCATAAATGTTTGTGGAA
CTGATTTCTATGTGAAGCACATGTGCCCCTTCACTCTGTTAACATGC
ATTAGAAAACTAAATCTTTTGAAAAGTTGTAGTATGCCCCCTAAGA
GCAGTAACAGTTCCTAGAAACTCTCTAAAATGCTTAGAAAAAGATT
TATTTTAAATTACCTCCCCAATAAAATGATTGGCTGGCTTATCTTCA
CCATCATGATAGCATCTGTAATTAACTGAAAAAAAATAATTATGCC

65




ATTAAAAGAAAATCATCCATGATCTTGTTCTAACACCTGCCACTCT
AGTACTATATCTGTCACATGGTACTATGATAAAGTTATCTAGAAAT
AAAAAAGCATACAATTGATAATTCACCAAATTGTGGAGCTTCAGTA
TTTTAAATGTATATTAAAATTAAATTATTTTAAAGATCAAAGAAAA
CTTTCGTCATACTCCGTATTTGATAAGGAACAAATAGGAAGTGTGA
TGACTCAGGTTTGCCCTGAGGGGATGGGCCATCAGTTGCAAATCGT
GGAATTTCCTCTGACATAATGAAAAGATGAGGGTGCATAAGTTCTC
TAGTAGGGTGATGATATAAAAAGCCACCGGAGCACTCCATAAGGC
ACAAACTTTCAGAGACAGCAGAGCACACAAGCTTGGG

Sekil 13: IL-8 geni amplifiye edilen bolgenin baz dizilimi. Kalin ve alt1 ¢izili

harfler primer dizileri, biiylik harfler ise ekzonik diziyi ifade etmektedir

IL-8 -251 A>T polimorfizmi i¢in uygulanan PCR-RFLP yoOntemi
sonucunda normal (AA) bireyler de 296 ve 520 bg¢ iki bant gozlenirken,
homozigot (TT) bireylerde 810 bg tek bir bant, heterozigot (AT) bireylerde ise
810, 520 ve 296 bg ii¢ farkli bant gozlenmektedir.

Sekil 14: IL-8 Mfel enzim kesimi elektroforez sonu agaroz jel fotografi

Sekil 14’de PD grubuna ait 4 bireyin agaroz jel elektroforezinin UV
altinda goriintiisii verilmistir. 1, numaral bireye ait bant 810 b¢ hizasinda

bulunmakta ve bireyin homozigot (TT) genotipine sahip oldugunu
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gostermektedir. 2 numaral birey ise 520 ve 296 bg bantlar gozlenmistir ve bu
bireyler normal (AA) dir. 3-4 no’lu bireyler ise 810, 520 ve 296 b¢ hizasinda
bant vermistir ve heterozigottur (AT). M ise 100 b¢’lik markeri

gostermektedir.

Deneyler sonucunda, 30 Parkinson hastasindan olusan grupta IL-8 -251
A>T polimorfizmi agisindan, 32 adet A alleli (% 53.3) ve 28 adet T alleli
(%46.6) oldugu tesbit edildi. Kontrol grubunda ise 38 adet A alleli (%31.6) ve
82 adet T alleli (%68.3) oldugu goriildii. Hasta ve kontrol grubu allel frekansi
acisindan istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir farklilik tesbit

edileemmistir ( p=0,34)

Tablo 24: IL-8 -251 A>T polimorfizmi allel frekanslar:1 (N: allel sayis1)

IL-8 ALLELLERI
GRUP A T TOPLAM
N Oran N Oran
HASTA 32 %53.3 |28 %46.6 60
KONTROL | 38 %31.6 |82 %68.3 120
p=0,34
p= P degeri

Genotipik olarak incelendiginde, IL-8 -251 A>T polimorfizmi
hastalarin  %63.3’iinde, kontrollerin ise %86.6’sinda goriilmiistiir. 30
Parkinson hastasimin 9’u (%30) A alleli i¢in heterezigot, 10’u homozigot
(%33.3), kontrol grubunun ise 22’si (%36,6) V alleli i¢cin homozigot, 30’u ise

heterozigot (%50) olarak bulunmustur. Hasta ve kontrol grubu genotip
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frekansi agisindan istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir farklilik

tesbit edilememistir ( P=0,12).

Tablo 25: IL-8 -251 A>T polimorfizmi genotip frekanslart (N: allel sayis1)

IL-8 GENOTIPLERI
GRUP AA AT TT TOPLAM
N Oran N Oran N Oran
HASTA 11 %36.6 |9 %30 10 | %33.3 16
KONTROL | 8 %133 |39 | %50 22 | %36,6 60
p=0,12
p= P degeri

IL-8 -251 A>T polimorfizmi genotip frekanslari, hasta grubu acisindan
cinsiyet ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir anlam bulunmustur (p=
0,009). Genotip frekansi, kontrol grubunda karsilastirildiginda ise istatistiksel
olarak bir anlam bulunamamistir (P=0,527). Allel frekans1 olarak
karsilastirildiginda ise hasta ve kontrol gurubu ile cinsiyet arasinda istatistiksel

olarak bir anlam tesbit edilemedi (P°= 0,76), (Pd= 0,83)

68




Tablo 26: IL-8 -251 A>T polimorfizmi sonuglarina gore hasta ve kontrol

bireylerdeki genotip ve allel frekanslarinin cinsiyete gore dagilim

Kontrol Hasta Kontrol Hasta
Genotip | Erkek | Kadin | Erkek | Kadin | Allel Erkek | Kadin | Erkek | Kadin
AA 14 34 12 11 A 32 76 26 27
(77,8) | (81) | (85,7) | (68.,8) (88,8) | (90,4) | (92,8) | (84,3)
TT - - - -
AT 4 8 2 5 T 4 8 2 5
(22,2) | (19) | (14,3) | 31,3) (12,2) | 9,6) | (7.2) | (16,7)
Toplam | 18 42 14 16 | Toplam | 36 84 28 32
P*= 0,527 P‘=0,76
P’= 0,009 P'= 0,83

P*: Kontrol grubu ile cinsiyetin karsilastirilmasi sonucu P degeri P’: Hasta grubu ile

cinsiyetin karsilagtirilmasi sonucu P degeri. P° : Kontrol grubu ile cinsiyetin karsilastirilmasi

sonucu allel frekans: P degeri P! : Hasta grubu ile cinsiyetin karsilastiriimasi sonucu allel

frekansi P degeri Parantez iginde yiizde frekanslar verilmistir

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, IL-8 -251 A>T polimorfizm

genotip ve allel frekanslar1 ile yas grubu arasinda herhangi bir istatistiksel

anlam bulunamamistir (p*= 0.186) (Pb=0,892).

Tablo 27: Yas ve IL-8 -251 A>T polimorfizmi genotip ve allel frekanslari

Genotip Yas Allel Yas
Erken Geg Erken Geg
AA 7 4 A 17 14
(46.7) (26.7) (56.6) (46.6)
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TT 5 5
(33.3) (33.3)
AT 3 6 13 16
(20) (40) (43.4) (53.3)
P*= 0,186 P°=0,892

P?: Genotip frekansi ile yas grubunun karsilastirilmast sonucu P degeri PP: Allel frekansi ile

yas grubunun karsilastirilmasi sonucu P degeri. Parantez icinde ylizde frekanslar verilmistir
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S. TARTISMA SONUC

Parkinson Hastalig1 (PH) Alzheimer hastalifindan sonra goriilen ikinci
en yaygin norodejeneratif hastalik ve en sik goriilen hareket bozuklugudur.
PH’nin goriilme siklig1 65 yas iizeri toplum kesiminde %2’dir. Yas ile birlikte
sikliginda artis goriilmesi PH nin yaslanma ile dogrudan iliskili bir hastalik
oldugu gercegini ortaya koymaktadir. ilerleyici bir hastalik olan PH, klinik
olarak istirahat tremoru, bradikinezi, kaslarda sertlik (rijidite) ve durussal

(postural) dengesizlik ile karakterize edilebilir (6).

Hastalik, beynin substantia nigra tabakasinin pars kompakta
bolgesindeki dopaminerjik noronlarin kaybr ve Lewy cisimcikleri ad1 verilen
protein agregatlarinin varligir ile karakterizedir. Dopaminerjik ndéronlarin
yaklasik %60-65’inin kaybi1 sonucu dopamin seviyesinde meydana gelen %
80-85’lik azalma motor fonksiyonlarda bozukluklara yol acar. Bu bozukluklar
ise istirahat tremoru, bradikinezi, kaslarda sertlik (rijidite) ve durus bozuklugu

gibi semptomlarin ortaya ¢ikmasina sebep olur (6).

Parkinson hastaliinin kesin nedeni tam olarak bilinmemektedir.
Mekanik ve cevresel faktorler, kalitsal etmenler, toksinler, oksidatif stres ve
bazi norodejeneratif hastaliklarin bu hastaliin patogenezi lizerine etkisi
oldugu diisiiniilmektedir (5).

Parkinson hastaliginda goriilen hiicresel patoloji genetik gecisli
Parkinson ve sporadik Parkinson arasinda patolojik agidan biiyiik farklar
olmadigimi gostermistir. Her 1ki formda da ortak nokta dopaminerjik
noronlarin kayb1 ve Lewy cisimciklerinin varligidir (Parkinson genetik ve
molekuler).

Dopaminerjik néron kaybinin sebeplerinin arastirilmasi i¢in yapilan
molekiiler calismalar sirasinda bircok mutasyon ve polimorfizmin Parkinson
hastaliginin olusumunda rol aldig1 goriilmiistiir. Bu ¢alismalar sonucu alfa-
siniiklein, PARK, DJ-1, PINKI, LRRK2 gibi bircok gende mutasyonlar

bulunmus ve hastalik ile iligkili olduklar1 bulunmustur (8-16)
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Mata ve arkadaslarinin Ispanyol populasyonunda yaptiklar1 calismada
LRRK? G2019S mutasyonu ile Parkinson arasindaki iliski arastirilmustir.
Yapilan bu c¢alismada meydana gelen mutasyonun LRRK2 proteininin
MAPKKK bolgesinde lokalize oldugu ve proteinin kinaz aktivitesinde onemli
bir etkiye sahip oldugu tesbit edilmistir (78).

Bugiine kadar Parkin geniyle ilgili bir¢cok polimorfizm rapor edilmis ve
bunlarin i¢inde en cok goriilenleri S/N 167, R/W 366 ve V/L 380 olmustur.
Bunlarin arasinda, S/N 167 frekansinin Asya populasyonu ile Avrupa
populasyonu arasinda farklilik gosterdigi bulunmus ve Parkin genindeki bu
frekans farkliliginin da cografik ve irksal degisikliklerden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir (79).

Hattori ve arkadaslarimin yaptigi calismada, Asya populasyonu ile
Avrupa populasyonu arasindaki yukarida bahsedilen polimorfizmlerin allel
frekanslar1 karsilastirllmis ve anlamli sonug¢lar bulunmustur. Bu sonuglara
gore, etnik farkliliklarin allel frekans dagilimima etki ettigi ve degisik
populasyonlardaki allel frekans dagilimlarinin incelenmesinin yararli olacagi
vurgulanmustir (79).

Parkinson hastaligi ile ilgili yapilan diger bir calisma da serotonin
transporter (SERT) gen polimorfizmi ile depresyon arasindaki iliskinin
arastirlldigr calismadir. Serotonin merkezi sinir sistemindeki en Onemli
norotransmiterlerden biridir. Bu sebeple, Parkinson hastalarindaki serotonerjik
noron kaybinin depresyona sebep oldugu diisiiniilmektedir. Bilindigi iizere
depresyon Parkinson hastalarinin yaklasik %50’sinde goriilmekte ve hastalarin
yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Burn ve arkadagslarinin yaptigi
bu calismada 5> HTTLPR promotor bolgesindeki polimorfizm ile depresyon
arasinda bir iligki bulunamamistir (80).

Ulkemizde de Parkinson hastaliginda SERT gen polimorfizmlerinin
arastirildigr bir ¢calisma bulunmaktadir ve bu ¢alisma yiiksek lisans tezi olarak
sunulmustur. Yapilan calismada, genin 2. intronun’da bulunan 15-18 bg¢’lik

VNTR polimorfizmi ve promotor bolgede (5’-HTTLPR) 20-22 be¢’lik ikili
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tekrarlardan olusan delesyon/insersiyon polimorfizmi ile PH arasinda bir iliski
olup olmadigr arastirilmistir. Calisma sonucunda, polimorfizmlere ait genotip
dagilimi hasta ve kontrol bireyleri arasinda kismen farklilik gostermesine
karsin, bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi sonucuna varilmistir

(81).

Kemokinler inflamasyonda ve homeostazda lokositlere ve kok
hiicrelere kemotaksi yaptiran sitokinlerdir. Kemokinlerin l6kositlerle olan
etkilesimi; 1yon akisi, transmembran potansiyeli, integrin aviditesi ve hiicrede
sekil degisikliginin yam1 sira lizozomal enzimlerin sekresyonu, siiperoksit
anyonlarmnin olusumu gibi bircok hiicresel ve biyokimyasal olaylarin

baslamasini saglar (56).

Kemokinler 16kosit-endotelyal hiicre iligkilerinde, T ve B hiicre
olgunlagsmasinda, immiin denetim, tolerans ve immiinitenin olugsmasinin yani
sira T-B hiicre iletisiminde ve primer immiin cevabin olusmasinda etkin

olmaktadirlar (57).

Bir¢ok akut ve kronik inflamatuar hastalikta kemokinlerin ilgili ortama
salindiklar1 gosterilmistir. Bu hastaliklarda kemokinler dokuda lokositlerin
toplanmasin1  ve aktivasyonunu saglamaktadir. Inflamatuvar siiregte
kemokinlerin  sentezi ve salinimindaki belirgin artim  16kositlerin

inflamasyonlu dokuya gecislerinde 6nemli rol oynamaktadir (59).

Merkezi sinir sisteminde kemokin reseptorleri mikroglia, astrosit ve
endotel gibi farkli bir¢ok hiicreden sentezlenmektedir. Beta kemokin reseptorii
olan CCRS5 Alzheimer hastalarinin beyin dokusunda bulunmus ve B-amiloid
plaklariyla iliskili oldugu goriilmiistiir. inflamatuar fonksiyonlarinin yani sira
CCRS, HIV viriisii i¢in bir koreseptor olarak gorev yapmaktadir. The regulated
on activation normal T expressed and secreted protein (RANTES) ise
CCR5’in ligand1 olarak fonksiyon goriir. CCR2 ise monosit kemotaksisine

aracilik eden MCP’in reseptoriidiir (58).
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Yukardaki bilgiler goz Oniinde tutuldugunda, inflamasyonun ve
inflamasyona gorevli olan kemokin ve kemokin reseptorlerinin Parkinson
hastaliginin olusumunda 6nemli rol oynadigi goriilmektedir. Kemokin ve
kemokin reseptorlerinin inflamasyonda gorevli olmasi sebebiyle calismalarin
biiyiikk ¢ogunlugu inflamatuar hastaliklar iizerinde yapilmis olup Parkinson

hastalig1 patogenezi ile ilgili yapilan calismalar sinirh sayidadir.

Calismamizda, Parkinson hastalig1 tanis1 konmus bireylerde hastalik ile
CCRS5, CCR2, RANTESI, MCP-1 ve IL-8 genleri iizerine yer alan genetik
polimorfizmler arasinda iligki olup olmadig1 belirlenmeye calisilmistir. Bu
amacla 30 hasta ve 60 kontrol bireylerden elde edilen DNA’lar {izerinden ilgili
polimorfizmlere bakilarak her iki grup arasinda allel ve genotip dagilimi

acisindan farklilik olup olmadig: incelenmistir.

Yapilan deneyler sonucunda, MCP-I -2518 A>G polimorfizmi
hastalarin  %30’unda kontrollerin ise %45’inde goriildii. 30 Parkinson
hastasinin 4’iintin (%13.3) G alleli i¢in heterezigot, 5’1 (%16.6) homozigot
oldugu belirlenirken, kontrol grubunun 22’ sinin (%36,67) G alleli i¢in
heterozigot, 5’inin (% 8,33) homozigot oldugu gézlenmistir. Hasta ve kontrol
grubu genotip ve allel frekanst acisindan istatistiksel  olarak
degerlendirildiginde anlamli bir farklilik tesbit edilememistir (p=0,55),
(p=0,62).

CCR5-A32 polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol grubundaki tiim
bireylerin normal (AA) (%100) genotipine sahip oldugu belirlenmistir. Hasta
ve kontrol grubunda farklilik olmadigr icin istatistiksel bir degerlendirme

yapilamamuistir.

CCR?2 geni -64 V>I polimorfizmi hastalarin %23.3’iinde kontrollerin
ise %36.6’sinda goriilmiis, 30 Parkinson hastasinin 7°si (%?23.3), kontrol
grubunun ise 22’si (%36,6) V alleli i¢in heterozigot olarak belirlenmistir.

Hasta ve kontrol grubu genotip ve allel frekansi acisindan istatistiksel olarak
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degerlendirildiginde anlamli bir farklilik tesbit edilememistir ( p=0,786), (p=
0,653).

RANTES -28 C>G polimorfizmi hastalarin %12.5’inde gozlenirken,
kontrol grubundaki bireylerin hic¢birinde goézlenmemistir. 30 Parkinson
hastasinin 3’ii (%10) C alleli i¢in heterezigot, 3’ii (%10) homozigot olarak
belirlenmis, kontrol grubunun ise tamami normal (%100) olarak bulunmustur.
Hasta ve kontrol grubu genotip ve allel frekansi acisindan istatistiksel olarak
degerlendirildiginde anlamli bir farklilik oldugu tesbit edilmistir ( p=0) ,(p=
0,26).

T hiicreleri, ezonofil ve bazofil gibi hiicreler icin kemotaktik ozellikte
olan RANTES proteinini kodlayan gen 17ql1.2-q12 bolgesinde lokalize
olmustur. Protein, 16kositlerin inflamasyon bdolgesine gociinde Onemli rol
oynamaktadir. Yapilan ¢alismalarda RANTES -28 C>G polimorfizminin NF-
kB baglanma bolgesinde oldugu tesbit edilmistir. RANTES -28 G allelinin NF-
kB baglanmasim1i arttirdii  ve artan promotor aktivitesi sayesinde
transkripsiyonel aktivite ve protein ekspresyonunda artis meydana geldigi
belirlenmistir. Transkripsiyonel aktivite sonucunda monosit ve makrofaj gibi
hiicrelerde RANTES ekspresyonunun arttigt in vitro calismalarla da
gosterilmistir. Yiiksek seviyelerdeki RANTES ise inflamasyonu tetiklemekte

ve diger inflamatuar kemokin ve sitokinlerin salinimini arttirmaktadir.

IL-8 -251 A>T polimorfizmi hastalarin %63.3’iinde, kontrollerin ise
%86.6’sinda goriilmiistiir. 30 Parkinson hastasinin 9’u (%30) A alleli icin
heterezigot, 10’u homozigot (%33.3), kontrol grubunun ise 22’si (%36,6) V
alleli i¢cin homozigot, 30’u ise heterozigot (%350) olarak bulunamamustir. Hasta
ve kontrol grubu genotip ve allel frekansi acisindan istatistiksel olarak
degerlendirildiginde anlamli bir farklilik tesbit edilememistir (p=0,12),
(p=0,34).

Nishimura ve arkadaslarinin Japon populasyonunda yaptig1 calismada

MCP-I’e ait -2518 A>G polimorfizmi ile Parkinson hastaligi arasinda bir
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iliski bulunamamistir (82). 171 hasta ve 340 kontrol ilizerinde yapilan bu
calismada MCP-1 -2518 A>G polimorfizmi hastalarin = %52.7’sinde
goriilmiistiir. 171 Parkinson hastasinin 71’1 (%42) G alleli i¢in homozigot, 80’1
ise (%47.3) heterozigot olarak belirlenmistir. Istatistiksel olarak anlam
bulunmasa da bu polimorfizmin MCP-1 ekspresyon seviyesini arttirdigi ve

daha yiiksek mikroglia aktivasyonuna sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Ayrica bu polimorfizmin 1rksal olarak heterojeniteye de sahip dolugu
diistiniilmektedir. Japon ve Meksika populasyonunda G alleli frekansi sirasiyla
%64 ve %47 iken, Amerika ve Avrupa populasyonunda bu oran %21 ile %29
arasinda degismektedir (83). Benzer sekilde Pola ve arkadaslarinin italyan
popiilasyonunda Alzheimer hastalar1 lizerinde yaptiklari ¢calismada da hastalik

ile polimorfizm arasinda bir iligki gézlenmemistir (84).

Bugiine kadar Parkinson ve Alzheimer gibi norodejeneratif
hastaliklardan MCP-I’in -2518 A>G polimorfizmi disinda farkli bir
polimorfizm calisilmamistir. Szalai ve arkadaglarinin yaptigr calismada ise -

2518 A>G polimorfizmi ile astim hastalig1 arasinda iliski gézlenmistir (85).

RANTES genindeki polimorfizmlerin HIV viriisiiniin sebep oldugu
AIDS hastaligi arasinda bir iliskinin bulundugu yapilan calismalarda
gosterilmistir. Liu ve Gonzalez’in yaptig1 calismalarda RANTES -403 G>A ve
-28 C>G polimorfizmlerinin AIDS hastaliginin ilerleyisinde gecikmeye sebep
oldugu bildirilmistir (86).

Yigit ve arkadaslarinin Tiirk populasyonunda yaptigi bir ¢alismada ise
CCR5 ve CCR2 genlerindeki CCR2 V641, CCR5 -59029A/G, CCRS5 -A32
polimorfizmleri ile renal transplantasyondaki basar1 arasindaki iliski
arastirllmigtir. 85 hastada yapilan bu calismada transplantasyon basarisi ile
CCR2 V641, CCRS5 -A32 polimorfizmleri arasinda bir iligki bulunamamustir.
CCR5 -59029A/G polimorfizminin ise promotor aktivitesini arttirdigr ve
bunun sonucu olarak CCRS ekspresyonunun arttig1 gdzlenmistir. A allelindeki

homozigositenin akut red ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir (75).
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IL-8 ile ilgili yapilan ¢alismalarin cogunu astim gibi solunum yolu
rahatsizliklar1 olusturmaktadir. -251 A>T polimorfizmine sahip bireylerin
solunum yolu epitel hiicrelerinde IL-8 proteini seviyelerinin daha yiiksek
oldugu ve bunun da sigara bagimliligiyla iliskili oldugu Mio ve arkadaslarini
yaptig1 calismada gosterilmistir (76). Heinzman ve arkadaslarinin yaptigi
calismada ise IL-8 -251 A>T polimorfizmi ile astim arasinda bir iliski
gozlenmistir. Bu polimorfizme sahip bireylerde astim hastaliginin siddeti

arasinda pozitif bir iliski bulunmustur (77).

IL-8 ile ilgili yapilan diger bir calismada, -251 A>T polimorfizminin
Japon, Tiirk, Mongol ve Kore populasyonlarindaki dagilimi arastirilmustir.
Fujihara ve arkadaslarinin yaptigi bu calismada T alleli (T/T) Japon
populasyonunda %67, Tiirk populasyonunda %56, Mongol populasyonunda
%36, Kore populasyonunda ise %37 olarak bulunmustur. Mutant allel
frekansinin diger populasyonlar ile karsilastirilmasi sonucunda ise degisik
sonuglar gozlenmistir. Caucasian toplulugunda benzer sonuclar elde edilmistir.
Almanya, Irlanda, Ispanya, Ingiliz, Amerikan populasyonlar1 arasinda bu
frekans %47-57 arasinda degistigi belirtilmistir. Japon populasyonu
haricindeki Asya populasyonunda ise bu frekans %59-61 arasinda

goriilmiistiir. En yiilksek mutant allel frekanst ise Japon ve Tiirk

populasyonunda sirasiyla %80 ve %75 olarak bulunmustur (77).

Bahsedilen genler ve polimorfizmler ile ilgili bircok hastalik
arastirilmistir. Bunlar arasinda ateroskleroz, romatoid artrit, iskemi, gastrik
karsinom gibi bircok hastalik bulunmaktadir. Romatoid Artrit (RA) gibi
kronik eklem hastaliklarinda sinoviyal fibroblastlar ve doku makrofajlarindan
Monocyte Chemoattractant Protein (MCP-1) ve Macrophage Inflammatory
Protein-1a (MIP-10) salinimu artmakta ve bunlar hastaligin patogenezinde rol

oynamaktadir (59, 60)

Bobrek hastaliklarindan proliferatif glomeriilonefritte glomertillerin

histokimyasal incelemesinde MCP-1 kemokini bulunmustur (61). Ayn1 sekilde
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IgA nefropatisi, membranoproliferatif glomeriilonefrit ve krioglobiilinemide,
glomeriil ve tubulointerstisyumda RANTES, MCP-1, IL-8’in varligi
saptanmistir (62,63). Glomeriilonefritlerde iiriner IL-8 ve MCP-1 atilimi ve
16kosit infiltrasyonu arasinda pozitif bir iligki bildirilmistir. Bobrek transplant
rejeksiyonunda da RANTES, IL-8, MCP-1 ve ENA-78 seviyeleri artmis

olarak bulunmustur (65).

Sonug olarak, Isparta populasyonunda Parkinson hastaliginin MCP-1,
CCR5, CCR2, RANTES ve IL-8 genlerindeki polimorfizmler ile baglantisim
aragtirdigimiz  bu calismanin Tiirk populasyonu frekansini belirlemeye
yardimci olacagi kanaatindeyiz. Bu calisma, Tiirk populasyonunda yapilan ilk
calisma olmasi sebebiyle de ayr1 bir onem arz etmektedir. Devam edecek olan
calismalarimizda, inflamasyonla ilgili diger araci proteinleri kodlayan genleri
de tarayarak Parkinson hastaligi ile inflamasyonun iligkisini daha ayrintili

olarak ortaya koymay1 amaglamaktayi1z.
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