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OZET

Emre, R. Parkinson hastaligi tanis1 alan olgularda metilentetrahidrofolat
rediiktaz geni polimorfizmlerinin arastirllmasi. Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dah Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2011.
Metilentetrahidrofolat rediiktaz geni polimorfizmleri ve levodopa tedavisi Parkinson
hastalarinda homosistein seviyesini artirabilir. Calismamizda hiperhomosisteinemi
ile iliskili Parkinson hastaligi (PH) nin patogenezinde bu faktorlerin etkilesimini
arastirdik. Plazma homosistein (Hcy) seviyesi ve MTHFR polimorfizmlerini (C677T,
A1298C) sporadik PH tanist almis levodopa alan, dopamin agonisti alan ve
levodopa ve entakaponu birlikte alan 70 hasta ve 100 saglikl birey ile karsilastirdik.
MTHFR geni C677T polimorfizminin hasta ve kontrollerdeki dagilimi birbirine
yakindi ancak TT genotipinin hastalarda (%11.4) kontrollere (%6) gore fazla oranda
bulundugu tespit edildi. Plazma Hcy seviyesinin TT genotipini tasiyan hasta ve
kontollerde en yiiksek seviyelerde oldugu gozlendi. A1298C polimorfizmi i¢in farkl
genotipler arasinda Hcy diizeyi agisindan anlamli fark saptanamadi. Hey diizeyi,
levodopa alan hastalar ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
cikmamistir. Ayn1 zamanda plazma Hcy seviyesi ile hastaligin siiresi arasinda da
korelasyon saptanamadi. Sonugta; MTHFR geni C677T polimorfizminin TT
genotipi, Parkinson hastaligi tanis1 alan hastalarda hiperhomosisteinemi i¢in 6nemli

bir faktor olarak degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson Hastaligi, MTHFR (C677T, A1298C), Hiperhomosis-

teinemi, Levodopa, Entakapon.
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ABSTRACT

Emre, R. Investigation of methylenetetrahydrofolate reductase gene
polymorphisms in patients with Parkinson's disease. Osmangazi University
Faculty of Medicine, Medical Speaciality Thesis in Department of Medical
Genetics, Eskisehir,2011. Methylenetetrahydrofolate reductase gene polymorphisms
and Parkinson's disease patients with levodopa therapy may increase homocysteine
levels. In our study, we investigated the interaction of these factors in the
pathogenesis of Parkinson's disease (PD) that is associated with the
hyperhomocysteinemia. Plasma homocysteine (Hcy) levels and MTHFR
polymorphisms (C677T, A1298C) were compared in 100 healthy subjects and 70
patients that are diagnosed as sporadic PD and taking levodopa, taking dopamine
agonists, and taking entakapon and levodopa together. The distribution of the
MTHEFR gene C677T polymorphism in patients and controls was close to each other,
but patients with the TT genotype (11.4%) were found more frequently when
compared to controls (6%). Plasma Hcy level in patients and controls with the TT
genotype was observed as the highest levels. Hcy levels between different genotypes
for the A1298C polymorphism, there was no significant difference. Difference of hcy
levels between patients taking levodopa and other groups was not statistically
significant. At the same time there was no correlation between plasma Hcy level and
disease duration. In conclusion, the TT genotype of MTHFR gene C677T
polymorphism, can be considered as an important factor for

hyperhomocysteinemia in patients with Parkinson's disease.

Key Words: Parkinson's disease, MTHFR(C677T, A1298C), Hyperhomocysteinemia

Levodopa, Entacapon
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1. GIRIS

Parkinson hastaligi (PH), ilk olarak 1817 yilinda Ingiliz hekim James
Parkinson tarafindan ‘shaking palsy (titrek felg)’ adiyla tanimlanmistir. Fransiz
Nérolog Jean Martin Charcot, PH’ye gereken onemi gostermistir. Uzerinde genis
capl bir arastirma yaptiktan sonra hastaliga Dr. James Parkinson’un adin1 vermistir
(1,2). PH’nin etiyopatogenezine yonelik ilerlemeler kaydedildi. PH ile ilgili genetik
caligmalar yapilmistir. PH’yi epidemiyolojik olarak degerlendirirsek uzun preklinik
donem varlhigi, tanisal test olmamasi, ileri yas hastaligit olmasi ve tani igin
postmortem muayene ihtiyaci olmasi gibi zorluklari vardir (3). PH insidansinin en
onemli faktorii yastir. PH insidansinin 60 ve 80’li yaslar arasinda artisi soz
konusudur (4). PH insidanst ¢ogu toplumda, erkeklerde kadinlara gore daha
yiiksektir (5). Eskisehir’de yapilan bir ¢aligmada ise prevelans degeri 111/100.000
olarak bulunmustur (7). Hastalik en az siyah wrkta goriilmektedir. Ayrica siyah irkta
PH’nin diger wklara gore daha az goriilmesi, deri melanin pigmentinin toksik
bilesiklerin girigini engelleme ihtimali olabilir (8). Kirsal yasam, kuyu suyu
kullanmak, tarimla ugrasmak PH i¢in risk faktorii oldugu belirtilmistir (9).

Beslenme aligkanliklarinin hastalik etiyopatogenezinde ki roliinii belirlemek
amactyla bircok caligsma yapilmistir. Hollanda’da yapilan bir ¢alismada Parkinson
hastalarinda, kontrollerle karsilastirildiginda E vitamini aliminin daha diisiik oldugu
belirlenmistir (10). Sigara kullananlarda PH’nin daha az goriildiigii bilinmektedir. Bir
caligmaya gore sigara PH riskini %40 azaltmaktadir. Kahve ve kafein tiiketiminin
PH’ye kars1t koruyucu etki yaptigma dair ¢aligmalar mevcuttur (11,12). Cevresel
etkenler arasinda ise pestisitler, karbon monoksit, tarimsal ilaglara maruziyet,
endiistriyel ajanlar, metaller (mangan, civa, demir) PH i¢in risk faktorlerini olusturur
(13). PH’nin patolojisinde substantiya nigra pars kompaktadaki (SNPc) pigmentli
ndronlarmn kaybi vardir. Bununla beraber bazen intrasitoplazmik Lewy cisimcigi
goriilmektedir. PH klinigi; progresif seyreden, kronik bir hastaliktir. PH sinsi baslar,
istirahat tremoru, rijidite, akinezi/bradikinezi ve postural instabilite gibi major klinik
bulgularla ortaya ¢ikar (14).

Calismamizda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji

Anabilim Dali Hareket Bozuklugu Poliklinigine bagvuran Londra Beyin Bankasi tan1



kriterlerine goére PH tanisi alan 70 olgunun ve 100 saglikli bireyin periferik kan
orneklerinden DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Hasta ve kontrollerin
homosistein (Hcy), folat ve vitamin B12 diizeylerini 6l¢mek icin periferik kan 6rnegi
alimmistir. Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) geninde C677T ve A1298C
polimorfizmlerin bulundugu genomik bdolgeler, spesifik olarak tasarlanan primerler
yardimiyla klasik PCR yontemi ile amplifiye edilmistir. Amplifikasyon sonrasi
orneklerin Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP) analizi
yapilmistir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

PH’de MTHFR genindeki C677T ve A1298C polimorfizmlerinin L-dopa
tedavisi, L-dopa ile birlikte entakapon tedavisi ve sadece dopamin agonisti alan
hastalarda bu ilaglarm ve MTHFR genindeki polimorfizmlerin Parkinson

hastalarinda plazma Hcy diizeyi lizerine olan etkisini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 Parkinson Hastahi@inin Tarihgesi

PH, ¢ok eski ¢aglardan beri toplumlar tarafindan bilinen bir hastaliktir. Eski
Hint saglik sisteminde “Kampavata” adi ile bilinen PH, ilk olarak 1817 yilinda
Ingiliz hekim James Parkinson tarafindan ‘shaking palsy (titrek felg)’ adiyla
tanimlanmistir.  Yaymlanan makalenin tam adi, “Titremeli Felg¢ Uzerine Bir
Makale”dir. Bu makale ile PH tanimlanmis tibbi bir durum olarak kabul edilmistir.
Makale, Dr. Parkinson’un karsisina ¢ikan 6 vakanin incelemesine dayanmakta ve bu
hastalik iizerine daha fazla arastirma yapilmasini tesvik etme amaci tagimaktadir.
Makalenin yaymlanmasindan ancak 60 sene sonra Fransiz Norolog Jean Martin
Charcot, PH’ye gercken onemi gostermistir. Uzerinde genis capli bir arastirma

yaptiktan sonra hastaliga Dr. James Parkinson’un adin1 vermistir (1,2).

2.2. Parkinson Hastaliginin Epidemiyolojisi

PH, ikinci en sik karsilagilan ndrodejeneratif hastaliktir. Son zamanlarda PH
ile ilgili yapilan genetik calismalar neticesinde, PH’nin etiyopatogenezine yonelik
ilerlemeler kaydedildi. PH epidemiyolojisine baktigimizda; uzun preklinik donem
varligl, ileri yas hastalifi olmasi, tanisal test olmamasi ve tani igin postmortem
muayeneye ihtiya¢ gibi zorluklar vardir. Biitiin bu zorluklar1 asacak gelismeler
olmakta ve hastaligin goriilme siklig ile ilgili daha kesin veriler bulunmaktadir (3).
PH her wrkta, her meslek grubunda goriilebilen bir hastaliktir. Hastalik 20 yasindan
once baglarsa “primer juvenil parkinsonizm,” 20-40 yaslar1 arasinda baglarsa geng
baslangi¢chi parkinsonizm olarak adlandirilir. Caligsmalar: inceledigimizde PH kaba
insidansi tiim yas gruplar1 i¢cin 100 000’de 4,5 ile 19 arasinda degismektedir. PH
insidansinin en 6nemli faktorii yastir. Yapilan pek ¢ok ¢aligmada 50 yasin altinda PH
¢ok nadirdir. PH insidans1 60 ve 80’li yaslarda arasinda artis séz konusudur (4). PH
insidans1 ¢ogu toplumda, erkeklerde kadinlardan daha yiksektir. Kaliforniya’da
yapilan bir ¢aligmada insidans erkeklerde 19/100 000, kadmlarda ise 9.9/100 000
bulunmustur. PH insidansinin wrklar veya etnik gruplar arasinda farkliligini arastiran
bazi ¢aligmalarda beyaz irkda 13.2/100 000, Asyalilarda 11.3/100 000 ve siyahlarda
10.2/100 000 goriilmiistiir (5). Hastalik en az siyah wrkta goriilmektedir. Hastaligin



prevalans degerleri arasinda farkliliklar bulunur. Yapilan calismalarda prevalans
80.6/100 000 ile 187/100 000 arasinda degismektedir (6). Eskisehir’de yapilan bir
calismada ise prevelans degeri 111/100 000 olarak bulunmustur (7). Hastalik
sikliginin cografik olarak degisimi aslinda bir ¢evresel veya irklar arasi farklilik
tabanindaki genetik degisiklerle iliskili olabilir.

Hastaligin, ¢ogu calismada goriildiigii gibi erkeklerde daha sik goriilmesi,
biyolojik nedene isaret edebilecegi gibi erkek ve kadin arasi davranis farkliliklarinin
neden olabilecegi risk faktorlerine maruziyet farki nedeniyle olabilir. Ayrica siyah
rkta PH’nin diger wrklara gére daha az goriilmesi, deri melanin pigmentinin toksik
bilesiklerin girisini engelleme ihtimali olabilir (8). Pek ¢ok c¢alismada kirsal yasam,
kuyu suyu kullanmak, tarimla ugrasmak PH i¢in risk faktorii oldugu belirtilmistir.
Kirsal alanda yasam, kuyu suyu kullanimi ve tarimsal ilaglara maruziyeti artirmasi
nedeniyle PH riskini artirmaktadir (9). Diyetin hastalik etiyopatogenezindeki roliinii
belirlemek amaciyla birgok caligma yapilmistir. Bu ¢alismalarin ¢ogunda yetersiz
antioksidan alimi tizerinde durulur. Hollanda’da yapilan bir ¢alismada Parkinson
hastalarinda, kontrollerle karsilastirildiginda E vitamini aliminin daha diisiik oldugu
belirlenmistir (10). Sigara kullananlarda PH’nin daha az goriildiigti bilinmektedir. Bir
calismaya gore sigara PH riskini %40 azaltmaktadir (11). Kahve ve kafein
tilketiminin PH’ye kars1 koruyucu etki yaptigina dair ¢aligmalar mevcuttur (12).
Sonug olarak erkek cinsiyet, kafa travmasi, duygusal stres, ileri yas, beyaz 1k, ailede
PH varligi; g¢evresel olarak ise pestisitler, karbon monoksit, tarimsal ilaglara
maruziyet, endistriyel ajanlar, metaller (mangan, civa, demir) PH ig¢in risk

faktorlerini olusturur (3,13).

2.3. Parkinson Hastahgimin Klinigi

PH genellikle 50-60 yaslarda baglayan, progresif seyreden, kronik bir
hastaliktir. PH’nin patolojisinde substantiya nigra pars kompaktadaki (SNPc)
pigmentli néronlarn kayb1 ve bununla beraber bazen intrasitoplazmik Lewy
cisimcigi ile karakterizedir. PH sinsi baglar, istirahat tremoru, rijidite,
akinezi/bradikinezi ve postural instabilite gibi major belirtilerle ortaya c¢ikar. ilk
motor belirtiden 6nce ¢abuk yorulma, kisilik degisiklikleri goriilebilir. Hastalarin

omuz ve kol kaslarinda agr1 veya gerginlikler olabilir. Hastalik tipik olarak asimetrik



olarak gelisir ve motor belirtiler genellikle istirahat tremoru ile baslar. Hastalik seyri
boyunca belirtiler viicudun diger yarisina gecer ve her hastada degisen diizeylerde

bradikinezi vardir (14,15).

2.3.1. Tremor

Istirahat tremoru, hastalarda ilk ortaya ¢ikan belirti olup hastalarin %75’inde
goriilir. Tremor hareket sirasinda kaybolur fakat ekstremite belli bir pozisyonu
aldiginda tekrar ortaya g¢ikar. Cogunlukla iist ekstremitenin distalinden {inilateral
olarak baglar. Bazen sadece tek bir parmakta goriilebilir. Tremor genelde bas ve
isaret parmaginin ritmik stereotipik para sayma hareketidir. Frekansi 3-7 Hz
arasindadir. Tremor zamanla ipsilateral alt ekstremiteye ve daha sonra karsi viicut
yarisina dogru yayilir ve diger belirtilere gore daha yavas ilerler. Tremor glinliik
periyot i¢inde siddeti degiskendir ve uykuda kaybolup emosyonel stres durumlarinda

siddeti artabilir (16).

2.3.2. Bradikinezi

Bradikinezi hareketin yavaslamasi olarak tanimlanir. Akinezi ise hareketin
olmamasidir. Hastalarda bir harekete baslamak ve onu devam ettirmek zordur.
Bradikinezi tiim Parkinson hastalarinda goriiliir. Hareketlerde yavaslama anlamma
gelen bradikinezi, PH’nin Ozirliiliik yaratan en temel belirtisidir. Bradikinezinin
sebebi globus pallidustaki inhibitér dopaminerjik uyarilarm azalmasi sonucu
talamusun ventrolateral niikleusundaki noronlarin inhibisyonunda artis ve motor
korteksteki noronlarin stimulusundaki kayip nedeniyle ortaya ¢ikar (17). Hastalarin
sadece istemli motor hareketleri degil, mimik hareketleri, kollar1 sallama ve
yutkunma gibi otomatik hareketlerinde de azalma olur. Hastaligin erken
donemlerinde hareket ampliitiidiinde azalma (hipokinezi) varken daha ileri

donemlerde bradikinezi ve akinezi gelisir (18).

2.3.3. Rijidite
Hastanin ekstremite, boyun ve gévdesinin pasif hareketi sirasinda her yone ve
hareket genligi boyunca hissedilen artmis direngtir. Tremor ile birlikte PH’ nin pozitif

belirtilerini olustururlar. Hareketin siddeti ve hizindan cogunlukla etkilenmez.



Rijiditeden biitiin kas gruplar1 etkilenebilir. Disli cark belirtisi, rijiditenin hareket
esnasinda kesintili olarak hissedilmesidir. Rijidite, istemli hareketleri sinirlar ancak
hastalar motor hareketlerini rahat yaparlar. Bradikinezi hastanin Oziirliliigiinde
rijiditeden daha belirleyicidir. PH olgularinin %89-99’unda goriiliir. Rijidite degisik
derecededir ve cogunlukla tremor gibi ipsilateral baslar ve daha sonra diger tarafa

yayilabilir (19).

2.3.4. Postural Instabilite

Postural refleksler ayakta durmamizda ve herhangi bir postiirii siirdiiriirken
dengede durmamizi, hareket esnasinda yon degistirirken dengemizi korumamizi
saglar. Postural instabilite, postural reflekslerin kayb1 nedeniyle ortaya ¢ikan denge
bozuklugudur. Genelde hastaligin geg¢ evrelerinde ortaya ¢ikar. PH bulgular1 i¢inde
Oziirliliige en sik neden olam1 ve tedaviye en direngli olanidir (20). Hastada
baslangigcta kol fleksiyonu ile baslayan, sonra govde ve boyun fleksiyonunun
eklendigi 6ne dogru egik bir durus goriiliir. Hasta daha sonraki zamanlarda 6ne ve
arkaya dogru diisme meyli gosterir, dismemek icin agirlik merkezini yakalamaya
calisir sekilde yiiriir ve durmakta giicliik ¢ceker (19).

Bu dort kardinal bulgunun yaninda Parkinson hastalarinda; kognitif etkilenme
ve davranis bozukluklar1 (demans, bradifreni, vizyospasyal defisitler, depresyon,
anksiyete, uyku bozuklugu, deliizyon, haliisinasyon gibi), otonomik bozukluklar
(ortostatik  hipotansiyon, konstipasyon, cinsel islev bozukluklari, anormal
termoregiilasyon, idrar inkontinansi gibi), duyusal semptomlar (agri, kiintliik hissi,
yanma, elektriklenme gibi), kraniofasial bozukluklar (maske yiiz, gz kirpmanin
azalmasi, bulanik gorme, olfaktér bozukluklar, disfazi, siyalore gibi), iskelet
deformiteleri (elde unlar deviasyon, metakarpofalengeal ve distal interfalangeal
eklemlerin fleksiyonu, ayak bas parmagm tonik ekstansiyonu) mikrografi ve kilo

kayb1 gozlenebilir (21).

2.4. Parkinson Hastaliginin Patogenezi
PH ikinci en sik ndrodejeneratif hastalik olmas1 ve beklenen yagsam siiresinin
uzamasindan dolayr hastaligin goriilme sikliginin artmasi nedeniyle halk saghigi

acisindan 6nemli hale gelmistir. Hastaligin tiim evrelerinde goriilen motor belirtilere



yonelik tedaviler gelistirilmistir. Ancak tedaviye cevap alinamadigi durumlarda daha
etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ile hastaligin tedavisi miimkiin olacaktir. Bu
nedenle hastaligm karmasik molekiiler mekanizmasimi anlamamiz gereklidir. PH’nin
etiyopatogenezinde genetik faktorler, cevresel faktorler ve patogenik mekanizmalar
rol almaktadwr. PH’de segici noron kaybi esas olarak substansiya nigradaki (SN)
dopaminerjik ndronlarin bazi1 grubunda baslamaktadir. Ik klinik belirtilerin
goriilmesi bu noronlarm %60’ min kaybedildikten sonra, yaklasik 5 yillik bir
presemptomatik donemden sonra olur (22).

PH klasik olarak SN’deki ndron kaybi ve gliozisin yakmindaki noronlarda
intrasitoplazmik eozinofilik inkliizyon cisimlerinin (Lewy cisimcigi ) bulunmasi ile
tanimlanir. Ancak lewy cisimciklerinin goriilmemesi klinik ve patolojik olarak tanisi
konulmus hastalar1 diglamamaktadir. Lewy cisimciginin ana bileseni a- siniikleindir.
PH patolojisinde, ndronlarda protein agregasyonu (a- siniiklein birikmesi), bozulmusg
mikro ve makro degradasyon, protein yikim yollarindaki bozukluklar, mitokondriyal
disfonksiyon, oksidatif stres ve antioksidatif disfonksiyon gibi patogenetik
mekanizmalar yer almaktadir. Bu mekanizmalarla beraber daha nadir olarak
bozulmus kinaz aktivitesi ve apoptozis, biiylik ihtimalle bazi noktalarda kesisen
intraseliiler yolaklar1 olusturarak devreye giren ndroinflamatuvar siireglerin de etkisi
neticesinde apoptozis ve muhtemelen otofaji ile gergeklestirilen hiicre Oliimiine
neden olmaktadwr. Bu bilgiler dogrultusunda beklentiler, gelecekte daha etkin
molekiiler temelli tedavi protokollerinin gelismesidir (23). Santral sinir sistemi (SSS)
viicudun en karmagik sistemidir ve viicut agirligina gore orant % 2’dir. SSS ileri
derecede farklilagmis; bir takim iletileri ve isaretleri ¢cevreden organizmaya ya da
viicudun bir kismindan diger kismina tagimakla gorevli bir sistemdir. SSS’nin en
kiiciik birimleri noéronlardir. Noronlar arasindaki iletisim bir takim kimyasal
haberciler (ndrotransmitter ) tarafindan saglanmaktadir. Bu iletisimin diizenli bir
sekilde devam etmesi i¢in beyinde enerji ihtiyacinin karsilanmasi gereklidir (24).
Beyin enerji ihtiyacini karaciger, kalp, bobrek gibi oksidatif fosforilasyona 6nemli
derecede bagimli olarak elde eder. Viicuttaki oksijenin % 20’sini kullanir. Metabolik
yakit maddelerinin (glukoz, yag asitleri, amino asitler gibi elektron vericileri ) enzim
katalizli oksidasyonu ile elde edilen elektronlar koenzim niikleotitleri olan

nikotinamid adenin diniikletid (NAD), flavin adenin diniikletid (FAD) gibi elektron



tastyicilarina aktarilir. Indirgenmis niikleotitler daha sonra elektronlar1 mitokontride
bulunan elektron transport zinciri adi verilen bir grup Ozellesmis elektron
tastyicilarina aktarirlar ve en sonunda molekiiler oksijene aktarilir. Oksidatif
fosforilasyon olarak tanimlanan bu olayda enerji ortaya ¢ikar. Reaksiyon esnasinda
elektron transport zincirinden yiiksek enerjili elektronlarin kagisi serbest radikallerin
olusumuna neden olur. Beyin, mitokontrial gen mutasyonlarindan en ¢ok etkilenen
organlardan birisidir.

SSS hiicreleri yiiksek diizeyde O, tiikketimi nedeni ile potansiyel bir oksidatif
kapasiteye sahiptir. Kolaylikla okside edilebilir maddeleri (poliansatiire yag asitleri,
katekolamin) bol miktarda icerdigi, rolatif olarak diisiik diizeyde antioksidan
(glutatyon, Vitamin E, antioksidan enzim) igerdigi, spesifik tepkimeler nedeniyle
endojen siiperoksit radikal (SOR) iiretimi yaptigindan dolayr SSS oksidatif strese
duyarlhidir. Bunun yaninda globus pallidus, SN gibi alanlarda yiliksek demir (Fe)
icermesine ragmen beyin omurilik sivist (BOS)’ da diisiik diizeyde transferin igerdigi
ve Fe transportunu yeterli diizeyde saglayamadigi, igerdigi noron hiicreleri
nonreplike 6zellikte olup, hasarlanma ile disfonksiyonel hale gelip apoptozis ile
hiicre 6liime ugradig1 i¢cin, SSS hiicrelerinin oksidatif strese duyarliliklar1 fazladir

(25,26).

2.4.1. Oksidatif Stres

Pek c¢ok norodejeneratif hastalikta gdzlenen mekanizmalar arasinda oksidatif
stres dikkati ¢ekmektedir. Dopamin metabolizmasmda 6zellikle dopaminerjik (DA)
noronlar1 etkiledigi diisliniilen serbest radikal artigiyla iligkilendirilen oksidatif stres,
demir igeriginin artmasi, demir baglayici proteinlerdeki degismeler, siiperoksit
dismutaz (SOD) seviyesindeki artis, diger taraftan antioksidasyondan gorevli rediikte
glutatyon, lipit peroksidasyonunda artig, artmigs protein oksidasyonu ve
deoksiriboniikleik asit (DNA) tahribati gibi olaylar nedeniyle PH patolojisiyle
iliskilendirilmistir. Ancak verilere baktigimizda reaktif oksijen {riinlerinden ziyade
reaktif nitrojen iriinlerinin patolojik olaylarda daha etkin oldugu diisliniilmektedir.
Kesin olmamakla beraber glial kaynakli nitrik oksit (NO) ve ndronda olusan
stiperoksit etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan perokinitritin nitrazatif bozuklugun ana

kaynag1 oldugu diisiiniilmektedir (27).



2.4.2. Mitokondriyal Disfonksiyon

Geg¢ baslangicli norodejeneratif hastaliklar olan Parkinson, Alzheimer ve
Huntington’da mitokondriyal solunum zincir disfonksiyonu patogenezlerden biri
olarak kabul edilir. Hastalarin bir kisminda kas, SN, frontal korteks mitokontrilerinde
kompleks 1°in  %25- 30 arasinda azlig1 tespit edilmistir. Bunun nedeni gevresel ve
genetik nedenlerle a¢iklanmaya calisilmigtir. Kompleks 1 eksikliginde mitokondriyal
DNA (mtDNA) tarafindan kodlanan subiinitlerin yapisim etkileyebilecek genetik
degisiklerle ilgili calismalar degisik sonuclar vermesine karsin bazi polimorfizmlerin
hastalik riskini artirict veya azaltict yonde etkili olabilecegini diisiindiirmiistiir.
Yaglanma ile birlikte mtDNA’da delesyon artmaktadir ve bu durum Parkinson
hastalarmin beyinlerinde daha sik oranda goriilir. Mitokondriyal DNA’da delesyon
sitokrom oksidaz aktivitesinde azalma ile birliktelik gostermesi, daha fazla artmis
serbest radikal harabiyatiyla agiklanmaya c¢alisilmaktadir. Bu nedenlerden dolayi ileri
yas hastaligi olan PH ile yaslandik¢a artis gOsteren mitokontriyal disfonksiyon
PH’nin patogenezinde mitokondriyi hedef organ haline getirmistir (28).
Mitokondriyal disfonksiyon PH patogenezinde kompleks 1 disfonksiyonu yoluyla
etkiledigi gibi monogenik PH formlarindaki mutant proteinlerin direk veya dolayli
olarak etkiledikleri bircok mitokondriyal islevsel bozuklugundan dolayr da
etkilemektedir. Parkinsonizmle giden bazi1 mitokondriyal sitopati formlarinda
mtDNA olusumunu dogrudan etkileyen mutasyonlarin ortaya ¢ikarilmasi da bize

yardimct bilgiler verir (29).

2.4.3. Protein Agregasyonu

Bir¢cok ndrodejeneratif hastalik yaygin bir patolojik siire¢ takip eder. Bu
stirecte proteinlerin mutasyonlar1 sonucu yapisal olarak bozuk proteinlerin iglenmesi
ve bunlarin toplanmas1 goriiliir. Iki asama vardir; Birinci asamada anormal
proteinlerin birikmesi siireci, ikinci asama da hiicrelerin bu olaya verdigi cevaptir.
PH’de karakteristik olarak yapisi degismis ve polimerize olmus protein olusur.
Ilerleyen siirecte intraselliiler protein birikimi olur. Bu durum néronal hiicrede islev
kayb1 ve hiicrenin liimiine neden olur. a- Siniiklein olarak bilinen ilk familyal PH
geninin kesfedilmesi Onemli gelismeleri beraberinde getirdi. o-siniiklein, lewy

cisimciklerinin major bilesenidir. Dopamin sentez edildikten sonra transportu ve
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metabolizmasinin diizenlenmesinde gorev alan proteinlerdeki hatali islev gorme,
normalde parcalanarak kataliz edilmesi gereken bu proteinlerin yolak i¢inde bazi
noktalarda par¢alanamamasi ve agregatlar olarak birikmesine neden olur.

a-siniiklein proteini 140 amino asit uzunlugunda olan, hem ndéron hem
glialarda 6nemli oranda ifade edilen, agirlikli olarak presinaptik yerlesimli, sinaptik
vezikiillerle iligkili, dolayisiyla ndrotransmitter salinimi, geri alimimi ve hiicre igi
vezikiiler transportta gorevli oldugu diisiiniilmektedir (30). o-siniiklein proteininin
hiicre zarmna baglanarak fosfolipaz D aktivitesini modiile ettigi ve bu yolla sinaptik
vezikiillerin salintmim1 diizenledigi diistiniilmektedir. S6z konusu gende bulunan
mutasyonlarin proteinin vezikiillere baglanma kapasitesini azalttig1 gosterilmistir. o-
siniikleinin missens mutasyon kadar artmis gen dozaj etkisi familyal PH’ye neden
olur. Bu mutasyonlarla ilgili patoloji SN hiicre kayb1 ile hastali§in aniden gelisimini
yansitir. o-siniliklein ¢oziilebilir ve katlanmamig bir proteindir. a-siniiklein birikmeye
meyillidir. ik 6nce halka seklinde protofibril, en sonunda ¢dziinmez fibril veya
polimer yapis1 olusur. Olusan ¢oziinmez fibriller lewy cisimciklerinin ana bilesenidir.
Protofibriller ve ¢oziilebilir bilesenler noronlar i¢cin ¢ok toksiktir. Bircok faktor
protein birikimini destekler. Proteinlerin posttranslasyoner modifikasyonlar1
(glikolizasyon, fosforilasyon), a-siniiklein genindeki mutasyon sonucu oligomer
yapist; 181 ve pH degisikliklerinde, ortamindaki ferrik demir gibi metaller, histon, tau,
tiibilin gibi molekiillerin varligmda proteinlerin toplanmasmma neden olmaktadir

(31,32,33).

2.4.4. Ubikiitin Proteozom Sistemi

Parkin geninin kesfedilmesinden sonra norodejenerasyon iizerindeki ubikiitin
proteozom sisteminin (UPS) direkt roliiniin ilk kanit1 ortaya ¢ikt1. Japonya’da erken
baslangicli otozomal resesif (OR) gecis gosteren ailesel PH olgularinda baglanti
analizi ve pozisyonel klonlama teknikleri kullanilarak kesfedilen parkin geni 500
kilobazlik (kb) uzunlugunda, 12 ekzonlu bir gendir. Parkin geninin analizinde nokta
mutasyonlar1 ve degisik ekzonlarin iizerinde (delesyonlar, duplikasyonlar ve
triplikasyonlar) tanimlanmistir. Bu genin kodladig1 parkin proteini 465 amino asitten
olusur. Proteinin N-terminalinde Ubikiitin bdlge (UBL), C-terminalinde ise really

interesting new gene (RING-finger) iceren iki bolge ve bunlarin arasmdaki in-
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between region (IBR) bolgesi yer alir. Parkin geni ile ilgili ¢aligmalarda ubikiitin-
proteozom yolunda gorev alan bir protein oldugu ortaya konmus ve parkinin bir E3
ligaz oldugu anlagilmistir. E3 ligaz enzimlerinin islevi, ubikiitin-aktive-edici-enzim
El ile aktive edilip ubikiitin-konjlige-edici-enzim E2’ye goénderilen ubikiitin
monomerlerini substrat proteine katmaktir. Boylece ubikiitin ile isaretlenmis
proteinler proteozom tarafindan yikilirlar. Boylece E3 ligaz hiicredeki protein
yikiminda kilit bir rol tistlenmektedir. Ayrica parkindeki RING-finger bdlgeleri ile
IBR bolgesi ubikiitin-konjiige-edici-enzim E2 ile etkilesim i¢in uygun bir alan meydana
getirir. Parkindeki islev bozuklugu sonucunda noéronlar sitotoksik etkilere karst
korunmasiz hale gelir. Parkin’in E3 ligaz aktivitesinin kaybi substrat proteinlerin
ubikiitin ile isaretlenememesine ve dolayisiyla proteozom tarafindan taninip
yikilamamasina yol ac¢maktadir. Yikilamayan proteinler hiicrede birikmekte ve
toksisiteye neden olmaktadirlar. Parkin’in bilinen en 6nemli iki substrat1 a-siniiklein ve
siklin-E proteinleridir. Siklin-E, néronlarin hayatta kalmasinda énemlidir. Bu proteinin
yikilamamasi hiicrede apoptozu tetikler. Parkin’e bagli PH olgularinin orta beyinlerinde

siklin-E artmistir (34,35,36).

2.5. Parkinson Hastahginin Genetigi

Parkinson hastaligi 1817 yilinda James Parkinson tarafindan tanimlandu.
Tanimlanmasindan beri giiniimiize kadar tanisi klinik olarak konmaya devam
etmektedir. Yaklagik 40 yildir epidemiyolojistler uzmanlik alanlarmi agirlikli olarak
PH’ de hastalikla ¢evresel faktorler (viral enfeksiyonlar, norotoksinler) arasindaki

iliskiye yonlendirdiler.

2.5.1. PARK1 (SNCA)

SNCA geni, ailesel parkinsonizm olgularinda tanimlanan ilk gendir. Ilk
olarak Yunan ve Italyan ailelerde, a-siniiklein geninde 3 nokta mutasyon (A30P,
AS53T ve E46K) bulunmustur (34). Bu nokta mutasyonlar disinda a-siniiklein geninin
duplikasyon ve triplikasyonu (PARK4) sonucu meydana gelen patolojiler de
tanimlanmistir (37). SNCA geni 4. kromozomun q kolunda yer alan SNCA geni,
140 amino asit igeren ve presinaptik bir protein olan a-siniiklein proteinini kodlar. a-

siniiklein proteininin gorevi tam olarak bilinmemekle beraber ndrotransmitter tagiyan
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vezikiillerin salgilanmak iizere hiicre membrani ile birlesmesinde rol alan SNARE
protein yapisinin olusumunda gorevli bir proteindir. a-siniiklein proteininin hiicre
zarina baglanarak fosfolipaz D aktivitesini modiile ettigi ve bu yolla sinaptik
vezikiillerin ~ salmimmi  diizenledigi  diisiiniilmektedir. Bu gende bulunan
mutasyonlarin proteinin vezikiillere baglanma kapasitesini azalttig1 gosterilmistir
(34). Genetik olarak otozomal dominant karekterdedir ve sikligi azdir. Genin
duplikasyon ve triplikasyona ugramasi ile anormal protein yapisi olusur. Bu protein
SN’de dopaminerjik hiicrelerde dopamin artisina, bdylece PH’de patolojik
mekanizmalari tetikleyerek lewy cisimcikleri olusumuna neden oldugu sanilmaktadir

(38).

2.5.2. PARK2 (Parkin)

Parkin genine baghi PH, OR geg¢is gosterir. Parkin geni 1998 yilinda Japonya’
da erken baslangi¢cli otozomal resesif olarak kalitilan ailesel PH vakalarinda yapilan
baglanti analizi ve pozisyonel klonlama yontemleri araciligiyla tanimlanmistir (39).
Parkin geni 12 ekzonludur. Parkin geninde bir¢ok nokta mutasyonu ve delesyon,
duplikasyon, insersiyon tespit edilmistir (40,41). Parkin geni tarafindan kodlanan
Parkin proteininde 465 amino asit bulunur. Proteinin molekiiler yapisina
baktigimizda parkin ndronlarda ubikiitin proteozomal sistemde ubikiitinizasyon
esnasinda E2 enzimi bagimli ubikitin ligaz (E3 ) olarak gorev yapar. Ubikiitin ile
isaretlenmis proteinlerin yikiminda onemli rol oynamaktadir. Parkinin bilinen en
onemli iki substrat1 a-siniiklein ve siklin-E proteinleridir. Ayrica Parkin’deki RING-
finger bolgeleri ile IBR bdlgesi iibikiitin konjuge edici enzim E2 ile etkilesim i¢in
uygun bir ara yiiz olusturmaktadir (42). Erken baslangi¢h parkinsonizmin genetik
olarak en sik nedeni olarak bildirilir. Hastalik 30’lu yaslarda baslar ve yavas seyir
izler. L-dopa’ya hizli cevap verir. Alt ekstremite distonileri, diurnal fluktuasyon,

uykudan yarar saglama ve hiperrefleksi bulunmaktadir (39,43).

2.5.3. PARK3
Ikinci kromozom iizerine yerlesen lokus (2p13) 1998 yilinda OD olarak
kalitilan 6 ailede incelenerek tanimlanmistir. Kalitimsal PH’de iiglincli sirada

tanimlanmis genetik etkendir. Aile bireyleri arasinda hastaligin baslangic yasi
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genistir. Klinik olarak ge¢ baslangi¢h sporadik olgulara yiiksek oranda benzer klinigi
vardir. Bu postmortem patolojik incelemesinde SN’de dopaminerjik ndron
dejenerasyonu ve lewy cisimcikleri bildirilmistir. Bu genin penetransit %40’ 1in

altindadir (44).

2.5.4. PARKS (UCHL-1)

Ik defa otozomal dominant (OD) gecis gosteren bir Alman ailede
tanimlanmigtir. Park5’e baktigimizda ubikitin C terminal hidrolaz enzimini kodlayan
UCHL-1 geninde defekt vardir (45). Genin 4. kromozomun p koluna lokalize (4p14)
oldugu tespit edilmistir. Hastalik 50’li yaslarda baslar. UCHL-1 ¢ogunlukla beyinde
gorevli bir gendir ve {iriinii tibikiitin polimerlerini hidroliz yoluyla monomerik forma
geri ¢eviren bir enzimdir. Park5 geninde bir nokta mutasyon (I93M) ve bir de

koruyucu polimorfizm (S18Y) tespit edilmistir.

2.5.5. PARKG6 (PINK1)

IIk defa 2004 yilinda otozomal resesif gecisli Parkinson bulgular1 bulunan
Italyan bir ailede tanimlanmis ve Avrupa’da birkac ailede daha tanimlanmustir (46).
Bu gendeki defekt erken baslangicli sporadik vakalara neden olmaktadir. PINK-1
(PTEN tarafindan indiiklenen kinaz 1) geni yaklasik 18.06 kilobazlik (kb) bir alanda
yer almakta ve 8 kodlayict ekzon vardir. Kromozomal lokusu 1p36-37 olarak
bulunmustur. Gen 581 amino asitten olusan ve yaygin olarak ifade edilen bir protein
kodlamaktadir. PINK1 mitokontride bulunan ve oksidatif streste ¢ok miktarda olusan
bir mitokontrial kinaz olan mitokontrial serin/treonin kinaz kodlamaktadir. Bu enzim
hiicreyi mitokontrial disfonksiyon ve oksidatif stresten korumaktadir. PINK1 geninde
46 nokta mutasyon, delesyon ve insersiyon bildirilmistir (40,41). Mutasyonlar
sonucunda oksidatif stres, enerji metabolizmasi, mitokondri disfonksiyonuna ve
apoptozise neden olmaktadir (47). Kliniginde klasik PH bulgularinin yaninda distoni
ve demans gibi bulgularda vardir (46).

2.5.6. PARK7 (DJ-1)
DJ—-1 gen mutasyonlar1 2001 yilinda Hollandal1 4 hastada tanimlanmistir (48).

Kromozomal lokalizasyonu 1p36 olan DJ-1 geninin uzunlugu 23.63 kb’dir ve 7
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ekzon icermektedir. Simdiye kadar bu gen iizerinde ¢ok sayida nokta mutasyon ve
gen i¢i degisiklik bildirilmistir (40,41). DJ-1 geninde meydana gelen mutasyonlar
sonucu erken baglangiclh ORPH gelismektedir. Mutasyonlar genin her yanma
dagilim gostermekte fakat ayni fenotipe neden olmaktadir (49). Genin fonksiyon
kayb1 sonucunda oksidatif stres, enerji metabolizmas1 bozuklugu ve mitokondriyal

disfonksiyona neden olmaktadir.

2.5.7. PARKS8 (LRRKZ2, Dardarin)

LRRK2 geni, yaklagik olarak 150 kb uzunlugunda olan 51 tane kodlayici
ekzonu vardwr. PARKS8 lokusu 2002 yilinda, Japon bir ailede yapilan baglanti
analizleri ile 12q11.2-q13.1 bdlgesinde tespit edilmistir. Daha sonraki yillarda bu
lokusta yerlesen genin LRRK?2 geni oldugu, mutasyonlarmmin da OD kalitim kalibma
uydugu gosterilmistir (50,51). LRRK2 geni, 2527 amino asit biiyiikliiglinde, oldukca
korunmug bir yapiya sahip pek cok farkli islevsel bolgesi olan GTP-binding
serin/treonin kinaz isimli proteini kodlar. Proteinin islevi tam olarak bilinmemektedir
ancak artmis kinaz aktivitesinin patogenezden sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir

(52).

2.5.8. PARKY (ATP13A2)

ATP13A2 geni OR ailevi PH’ye neden olan 1180 amino asit uzunlugundaki
lizozomal tip 5 ATPaz proteinini kodlamaktadir. Gende meydana gelen mutasyon
lizozomal disfonksiyona neden olmaktadir. Normal olarak protein lizozomlar
tarafindan tutulurken, mutant protein endoplazmik retikulum tarafindan tutulur ve
proteozomlarca degrade edilir. Klinik olarak PH bulgular1 yaninda spasite,
supraniikleer gbézii yukar1 dikme parezisi ve demans semptomlar1 vardir. Hastalik
hizli ilerler, levadopaya cevap vardir fakat uzun siire kullanimda artan spasite, tepe

doz diskinezisi ve kognitif kayip olusur (53).

2.6. Homosistein Metabolizmasi
Homosistein(Hcy); diyet proteinin i¢cinde bulunan metiyonin amino asitinin

derivasyonu ile olusan siilfiir iceren bir amino asittir. Ik defa de Vigneaud tarafindan
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tanimlanmistir (54). Hcy, protein olusumuna katilmaz ve esansiyel bir amino asit
olan metiyoninin demetilasyonu ile olusur. Dolasimdaki Hcy dort formda
bulunabilir; rediikte halde, proteine bagli olarak (%80-90), birbiri ile bag yapip
disiilfid homosistein olarak (Hcy iiriner formu) ve sistein gibi siilfidril grubu iceren
maddelerle birleserek sistein-homosistein veya homosistein-tiyolakton halinde
bulunabilir (55). Proteine bagli olmayan ve bobrek tarafindan filtre edilen
homosistein tekrar emilerek oksidatif olarak yikilir. Bu sekilde hemen hemen biitiin
homosistein ya metiyonine remetile edilir ya da karbondioksit ve siilfata yikilir.
Yiyeceklerle alman metiyonin devamli olarak S-Adenozil metiyonin(SAM)
iizerinden homosisteine doniistiiriilir. SAM’in metil grubu uzaklastirilarak S-
Adenozil homosisteine (SAH) doniistiiriiliir. S- Adenozil homosistein (SAH) SAH -
hidrolaz enzimi ile adenozin ve homosisteine hidroliz olur (56).

Metiyonin esansiyel bir amino asit olmasina ragmen viicutta homosisteinin
remetilasyonu ile elde edilebilir. Diizenli diyet alim1 durumlarinda Hecy’nin bir kismi
5- metiltetrahidrofolat ‘dan bir metil grubu alir metionine doniisiir. Hcy’nin diger
kismu transsiilfiir yolu ile sisteine doniisiir. Hey’nin biiyiik kismi remetile edilmez ve
sitatyonin [ sentaz (CBS) aracilig1 ile serin vasitasiyla sitatyonine katabolize edilir
(57). CBS piridoksal fosfat (B¢ vitamini)’a bagimli, Hcy metabolizmasinda hiz
kisitlayict noktada bulunan ve yasla azalan bir enzimdir (54). Sitatyonin de gamma-
sitatyonaz ile sistein ve oa-ketobiitirata metabolize edilir. Bs vitamini gamma-
sitatyonazin da kofaktoriidiir. Hcy’i sisteine doniistiiren bu yol transsiilfiirasyon yolu
olarak bilinir. Fazla metiyonin varliginda CBS’nin aktive edilmesi ve remetilasyonun
inhibe edilmesi ile transsiilfiirasyon yolu aktive olur. Bdylece metiyoninden
karbonun ve siilfiiriin kesin akis1 sisteine dogru olur. Sonunda karbondioksit ve
stilfata yikilmis olur. Metiyonin eksik oldugu durumlarda, remetilasyonun iki
yolundan biriyle, homosistein metiyonine metabolize olur (Sekil 2.1). Karacigerde ve
nadiren bobrekte homosisteinin ¢ogu metil kaynagi olarak betaini kullanip BHMT
(betain homosistein metil transferaz) enziminin katalizledigi reaksiyonla metiyonine
metabolize edilir. Diger dokularin biiyilk kismi N5 metiltetrahidrofolat: metil
kaynagi olarak kullanip, FHMT(5- metiltetrahidrofolat homosistein metil transferaz)

enzimi aracilifiyla homosisteini metiyonine metabolize eder. Bu metil kaynagmin
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olusumu da besinlerle aliman N5-N10 metilentetrahidrofolata baghdir. Ayrica

vitamin Bj,, FHMT enziminin temel kofaktoriidiir (54).

FOLIC ACID
METHIONINE TETRAHYDROFOLATE
.
S-ADENOSYL :
METHIONINE :
E DG
- Methionine|synthase/vit, B12 5-10 METHYLENE
methyl group % H TETRAHYDROFOLATE
@
S-ADENOSYL : Beiaine
HOMOCYSTEINE : MTHFR
. 5.METHYL
HOMOCYSTEINE TETRAHYDROFOLATE

Cystathionine-f |-synthase/vit. Bb
N

CYSTATHIONINE

Cystathionine-y|-lyase/vit. B6

-
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Sekil 2.1. Homosistein metiyonin metabolizmasi; MTHFR: Metilentetrahidrofolat

rediiktaz; DMG: Dimetil glisin BHMT: Betain homosistein metil transferaz.

Martignoni ve ark.’dan.

Metilentetrahidrofolat, folatin dolagimda olan primer seklidir. Folik asit (folat)
pteridin, p-aminobenzoik asit ve glutamik asitten olusan pteroilglutamik asit
yapisinda, suda ¢oziinen bir vitamindir. Gergekte bir 6n vitamin olan folik asit, ince
bagirsagimn proksimal kismmdan daha ¢abuk olmak iizere biitiin ince bagirsak
boyunca emilmektedir. Emilimi aktif transportla olur ve tamami emilmektedir.

Emildikten sonra glikoproteinlere baglanarak karaciger ve diger dokulara
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dagilmaktadir. Vitamin B12 gibi enterohepatik siklusa giren folik asit idrarla
atilmaktadir (58,59). Folik asit viicutta dihidrofolat rediiktaz enzimi ile Once
dihidrofolata (DHF) ve daha sonra tetrahidrofolata (THF) doniisiir.
Tetrahidrofolattan olusan folat tiirevleri c¢esitli enzimlerin koenzim grubunu
olustururlar. Bunlarin en 6nemlileri N5- N10-metilen THF, N5-metil THF ve N5-
formil THF'dir. 5-metil THF, THF'nin plazma da bulunan seklidir ve biyolojik olarak
aktif tiirevidir (60,61).

5-metil THF, metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi tarafindan
5,10- metilentetrahidrofolat’dan olusur. Bu koenzimler tizerlerindeki tek karbonlu
radikalleri bagka maddelere kolayca transfer edebilmeleri nedeniyle DNA, belli
amino asit ve lipit sentezlerinde dnemli rol oynayan esansiyel bir maddedir (62).
Absorbsiyonunu takiben folatlarin spesifik karaciger enzimleri ile formil, metil ve
forminino gibi tek karbon gruplarmi kabul etme egiliminde olan THF'ye
indirgenmelerinden sonra THF'nin bir kismi 10-formil THF'nin 10-formil THF
dehidrojenaz enzimi ile formil gruplarmimn yiikseltgenmesiyle CO,, H,O ve THF
doniisiimiinde rol oynar. Diger bir kismi ise folat tiirevlerinin olusumunda ve tek
karbon aktariminda gdrev alir. Kanda bulunan ve plazma proteinlerine baglh olarak
tasman S5-metil THF hiicre i¢inde glutamik asitle konjuge olarak THF seklinde
depolanmaktadir. 5-metil- THF beyin omurilik sivisinda, beyinde ve plazmada
yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir (63). Vitamin B12 (kobalamin), FHMT
enziminin temel kofaktoriidiir. Et, siit, yumurta gibi besinlerde bulunan B12 vitamini
(kobalamin) bagirsakta intrensek faktor varliginda emilir ve karacigerde depolanir.
B12 vitamini hiicre sitozoliinde hidroksikobalamin seklinde serbest kalir ve sitozolde
metilkobalamine ¢evrilir. Homosisteinin metiyonine ve ayni anda NS5-
metiltetrahidrofolatin tetrahidrofolata doniistiigli reaksiyonda rol alir. THF; piirin,
pirimidin ve niikleik asit sentezi i¢in gereklidir. Ayrica mitokondriye girer ve 5°-
deoksiadenozil kobalamine doniisiir. Metil malonil KoA’nin siiksinil KoA’ya
doniisiimiinii saglar. Sistein de ileri asamada siilfata metabolize edilerek idrarla atilir.
Plazma homosistein diizeyindeki yiikselmeler Hcy metabolizmasinda yer alan
enzimlerin genetik defektine, sistemik hastaliklara (diabetes mellitus, hipotiroidizm,
bobrek yetmezligi ), beslenme bozukluguna (folat, B12, Bs ) ve ilag alimi gibi
nedenlerle olmaktadir.
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2.6.1. Hiperhomosisteinemi

Homosistein metabolizmasi, sitotoksik olan bu amino asitin seviyesini diigiik
tutmak icin remetilasyon ve transsiilfiirasyon yollar1 arasinda siirdiiriilen denge ile
saglanmaktadir (64). Homosistein seviyesinin yiikselmesi genetik faktorler ve
sonradan kazanilan faktorler arasindaki kompeks iligki sonucunda olmaktadir.
Homosistein metabolizmasindaki rol alan genlerdeki mutasyonlar nedeniyle
homosistein diizeyi yiikselebilir. Genetik nedenler arasinda en sik neden olani;
Sistatyonin B-sentaz (CBS) eksikligidir. Bu enzim eksikliginin homozigot formu
konjenital homosistiniiri olarak adlandirilan agir hiperhomosisteineminin en sik
karsilagilan genetik nedenidir. Konjenital homosistiniiriye neden olmaktadir.
Konjenital homosistiiniiri; otozomal resesif gecisli bir hastalik olup 200.000
dogumda 1 goriilen bir hastaliktir. Bu hastaligin homozigot formunda Hcy diizeyi
400 pmol/L’ye kadar c¢ikabilir. Hastaligin klinik bulgular1 ektopik lens, iskelet
bozuklugu, tromboembolizm, mental retardasyon ve agir prematiire aterosklerozdur.
Aterotrombotik komplikasyonlar siklikla gen¢ yasta ortaya g¢ikar ve Oliimciildiir.
Heterozigotlar da ise klinik bulgular daha az belirgindir (65).

Diger genetik nedenler arasinda MTHFR genindeki goriilen polimorfizmler
(C66T, A1298C) sonucu MTHFR enziminin aktivitesinde azalma sonucunda agir bir
homosisteinemiye neden olur. FHMT (5- metiltetrahidrofolat homosistein metil
transferaz) enzimini kodlayan gendeki mutasyonlar sonucu da hiperhomosisteinemi
olmaktadir (66). Hiperhomosisteinemi’ye ayni zamanda beslenme bozukluklarida
neden olmaktadir. Bunlar arasinda folik asit, vitamin B6 ve vitamin B12 alimlarinin
azlig1 bunlarin bir veya birkacinm alimindaki azlik hiperhomosisteinemi’ye neden
olmaktadir (67,68). Hiperhomosisteinemi’ye neden olan diger etkenler arasinda
bulunan kronik bobrek yetmezliginin, kreatinin artignin plazma homosistein
diizeyini dort kat artirabildigi belirtilmektedir (69,70). Hipotiroidi yapilan
caligmalarda, hipotiroidisi olan hastalarda Hcy konsantrasyonunun arttigi ve bu
durumun vaskiiler hastalik sikligi ile iligkili oldugu savunulmustur (71). Kronik
gastrit, helikobakter pilori infeksiyonunda folat azligma bagl olarak Hcy diizeyinde
artis belirtilmistir (72). Pernisiydz anemi; 404 hastada yapilan bir calismada
kobalamin eksikligine bakilmistir. Hastalarm %96’sinda plazma Hcy diizeyleri

ortalamanin {i¢ standart sapmanin iizerinde bulunmustur (71). Diabetes mellitus,
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sistemik lupus eritromatozus, agir psoriazis, pernisiydz anemi gibi kronik hastaliklar
yer alirken ayrica meme, over, pankreas kanserleri ve akut lenfoblastik 16semi gibi
kanserlerde hiperhomosisteinemiye neden olur (73,74).

Hiperhomosisteinemiye ilagclarda neden olmaktadir. Bu ilaglar arasinda
Metotreksat; fenitoin, kolestipol ve niasin folat metabolizmasini etkileyerek Hcy
seviyelerini artiran ilaclardir. Blankenhorn ve arkadaslar1 niasin ve kolestipol alan
koroner hastalarina gore Hcy sevilerini daha yiiksek bulmuslardir. Bunun yaninda
Teofilin ve sigara; Piridoksal metabolizmasini antagonize ederek, nitrdéz oksit
vitamin B12 metabolizmasin1 bozarak Hcy seviyelerini artirmaktadir (75,76,77).
Tamoksifen ve penisilamin gibi ilaglar Hecy seviyelerini ileri diizeyde azalttigi
gosterilmistir (78). PH tedavisinde siklikla kullanilan L-dopanin da plazma Hcy
diizeylerini artirdigr gosterilmistir (79). L-Dopanin katekol-O-metil transferaz
(COMT) enzimi ile yikilimi tetrahidrofolat aracili metil transferi sonucu olmaktadir.
Bu yolla asir1 L-Dopa yikilimi da metil miktarinda azalmaya ve dolayisiyla
homosisteinin yikiliminin yavaslamasma neden olabilmektedir. Ayrica L-dopa
transmetilasyon reaksiyonlarinda metil grup alicist olarak Hcy mekanizmasmi
etkilemektedir (Sekil 2.2). COMT enzimi anahtar bir rol oynar, SAM’de metil
donorii olarak rol alir. Dekarboksilaz inhibitorleriyle birlikte verildigi zaman L-
dopanin ¢ogu COMT enzimi tarafindan 3-O-metildopa (3-OMD) ye metile olur.
Boylece daha sonra Hey’ye hidrolize olacak olan SAH’nin miktar: artar (80,81,82).
Hiperhomosisteineminin PH’nin baglangicinda m1 yoksa tedavi sonrasinda mi
olustugu hala net degildir. Daha Once yapilan hayvan deneylerinde entakapon
tolkapon gibi COMT inhibitorleri L-dopanin 3- OMD’ye doniigiimiinii saglayan
COMT enzimini inhibe ederek L-dopanm hcy diizeyini yiikseltmesini Onlerler
(83,84). (Sekil 2.3)
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Sekil 2.3. Homosistein metabolik yolunun ve COMT inhibisyonunun hipotetik
mekanizmasi. (A) Normal COMT aktivitesi L _dopa 3-OMD’ye degrade olur ve
plazma Hcy artar. (B) Eger entakapon gibi COMT inhibitorleri alinirsa Hey seviyesi
normal diizeyde kalir. SAM: S-adenozil metiyonin; COMT: Katekol-O-metil
transferaz; 3-OMD: 3-O-metildopa; L-dopa: Levodopa; SAH: S-

adenozilhomosistein. Valkovic ve ark.’dan.

Hiperhomosisteinemi ¢ok genis bir klinik durumla iligkilidir ve etkisi santral
sinir sisteminde (mental retardasyon, serebral atrofi ve epileptik ndbetler) goriiliir
(85,86). Hiperhomosisteinemi ayni zamanda trombotik ve aterosiklerotik vaskiiler
hastaliklar agisindan artmis bir risk olusturmaktadir (87,88). Hiperhomosisteineminin
toksik etkisi 6zellikle artmis oksidatif strese bagli endotelyal hasar gibi farkli birgok
mekanizma ile aciklanmaya calisilmigsa da asil hiicresel ve molekiiler etkisinin
temeli halen net olarak bilinmemektedir (89,90). Bazi in vitro ¢aligmalar yiiksek
konsantrasyonlardaki Hcy’nin ¢esitli hiicre serilerinde apoptozisi indiikledigini
bildirmektedir. Ancak bu durum da bu amino asitin prooksidant 6zelliginden dolay1
oksidatif stresi artirdigi ve artmis oksidatif stresinde apoptozisi uyardigi seklinde
yorumlanmaktadir. Sonug olarak yiiksek seviyedeki Hey diizeyleri endotelyal hasari,

ortaya ¢ikarmis oldugu oksidatif stres ile olusturmaktadir (91).
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2.6.2. Homosistein ve Norodejenerasyon

Hiperhomosisteinemi vaskiiler hastaliklar icin bir risk faktorii olarak
diistiniilebilir. Endotelyal hasar yapar ve sonunda atherosklerozis olur. Hecy’nin
vaskiiler damar hasarmi tetikleyen mekanizmasinin altinda yatan durum tam olarak
anlagilamamigstir. Transmetilasyon reaksiyonlarindaki degisimler potansiyel olarak
hiperhomosisteinemiye yol agarlar. Bu transmetilasyon degisimleri Alzheimer ve PH
gibi norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynar (92,93,94,95). SSS
ekstraselliiler Hcy’nin ve onun tiirevlerine (homosisteik asit ve homosisteik siilfirik
asit gibi) eksitotoksik 6zelliklerinden dolay1 asir1 derecede duyarhidir (96). Hecy ve
onun tiirevlerinin eksitotoksisitesi NMDA reseptdrlerinin sitiimiile etme ve ndronal
DNA hasar1 yaratma kapasitesi ile iliskilidir. Boylece apoptotik hiicre oliimiine
duyarlilik artis1 6rnegin hipokampal noron kiiltiirlerinde gosterilmistir (97,98,99).
Yine de Hecy konsantrasyonu beyinde direk norotoksik etki yapacak kadar ytliksek
diizeye ulasmas1t muhtemel degildir (97,98,100).

Hayvan modellerindeki nérodejenerasyonda Hcy’nin potansiyel toksisitesini
kesfetmek i¢in deneysel caligmalar yapilmistir. Bir calismada 6rnegin; dorsal
hipokampusa 0.43ng/mikroL serbest Hcy’nin direk inflizyonu ki bu miktar normal
plazma diizeyinin 3 katidir ve fare i¢in ndrotoksisite yaratmamistir. Eger hipokampus
icin yiiksek oranda toksik olan bir glutamat agonisti kainat ile kombine verilirse
kainatin baslattig1 ndrotoksisiteyi Hey artirir (97). Artmis Hey diizeyi Alzheimer
benzeri patoloji veya beta amiloid peptid ekspresyonu agisindan hipokampal diizeyde
major etkilere yol agmamistir. Hiperhomosisteinemi ve deneysel PH arasindaki
potansiyel iligki bakimindan I-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP)’in
nigrostrial sistemdeki se¢iciliginden dolay1 Hcy ile potansiyel sinerjik etkisini Duan
ve ark. kesfetmislerdir. Duan ve ark. yaptiklar1 hayvan deneyi ¢aligmalarinda beyin
icerisine yapilan Hcy injeksiyonun MPTP (MPTP patolojik ve norokimyasal PH
benzeri degisiklikleri hayvanlarda baglatmak i¢in yaygin kullanilan bir
ndrotoksindir.)’nin baslattigi motor disfonksiyon ve dopaminerjik néron kaybini
siddetlendirdigini gostermislerdir (101). Onlar gostermislerdir ki folat icermeyen
diyet ya da Hcy’nin intraserebral infiizyonunun baslattigi hiperhomosisteinemi
norotoksik degildir fakat iki durumda da PH’nin segici olarak hasar gérmiis striatum

ve SN bolgelerinde MPTP nin ndrotoksik etkinligi artmustir. Bu yiizden Hey intrinsik
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norodejenerasyon mekanizmasinda araya girmektedir fakat direk toksin olarak
degildir. Deneysel kanitlarla da desteklendigi gibi kan ve beyinde artmis Hey diizeyi
ile karakterize olmus durumlarda kendiliginden noronal hasara neden olacak
seviyede olmayabilir. Fakat noronlarin ¢esitli ndrotoksik hasarlara ndronal
hassasligin1 ileri diizeyde artirabilir. Ayni zamanda kiiltiire edilmis insan
dopaminerjik hiicreler {lizerinde yapilan ¢alismalar Hcy’nin DNA kiriklarma yol
actigini, retonon ve demir ile indiiklenen oksidatif stres, mitokondrial disfonksiyon
ve apoptozisi giiclendirdigini gostermistir. Dolayisiyla artmis Hcy diizeyleri
norodejenerasyondaki etkisini 6zellikle oksidatif stres, mitokondrial disfoksiyon ve
apoptozisi indiikleyerek gostermektedir. Bu gdzlemler hiperhomosisteineminin
kardiyovaskiilerden SSS’ye kadar genis bir risk faktori olarak roliinii
giiclendirmektedir (97). Bu degerlendirmelerde néronal hemostazisin siirdiiriilmesi

icin dengeli bir Hcy metabolizmasmin énemine vurgu yapilmaktadir.

2.7. MTHFR Geni

Metilentetrahidrofolat Rediiktaz geni; MTHFR geni 1. kromozomun
1p36.23-p34.3 bolgesinde yer alan 2.2 kb uzunlugunda ve 11 ekzondan (Ekzonlar
102-432 baz uzunlugunda iken intronlar 250-1500 baz) olusur. Metilen
tetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimini kodlamaktadir. Enzim 656 amino asitten
olusur. Bu enzimin 70 ve 77 kDa’lik iki alt birimi olup, sitoplazmik bir proteindir
(102). MTHFR enzimi; homosistein ve folat metabolizmasinda anahtar bir enzimdir.
5,10- metilentetrahidrofolat’in 5- metil tetrahidrofolat’a indirgenmesini katalizler. 5-
metil tetrahidrofolat, folat’mn sirkiilasyondaki formudur ve homosisteinin metiyonine
remetilasyon reaksiyonundaki karbon vericisidir. Vitamin B12 ve Bs, MTHFR ’nin
kofaktorleridir. Geg¢mis 10 yilda MTHFR eksikliginin anlasilmasinda biiyiik
ilerlemeler olusmustur. Bu eksiklik homosistiiniri, hiperhomosisteinemi’ ye neden
oluyor. Kalitsal trombofililerden (pihtilasma bozukluklarindan) birisi olan MTHFR
gen mutasyonunda metilentetrahidrofolat enzim geninde mutasyon sonucu
homosistein diizeyi artar (hiperhomosisteinemi) ve pihtilasmaya egilim olusur (103).
Homosistein metabolizmasinda rol oynayan MTHFR geninin heterozigot veya
homozigot polimorfizmleri hiperhomosisteinemiye yol agcar. MTHFR geninde en sik

iki tanimlanan polimorfizm C677T ve A1298C’dir. C677T toplumlarda %2-15
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oraninda goriiliir. Dordiincii ekzon bdlgesinde yer alan 677. baz olan sitozinin (C)
yerine timinin (T) ge¢mesiyle olusan polimorfizm translasyon iirliniinde 226. sirada
yer alan alanin amino asiti yerine valin amino asitinin ge¢mesiyle neticelenir.
MTHFR geninde meydana gelen C677T polimorfizmi enzim aktivitesini
azaltmaktadir. Bu da 5-metiltetrahidrofolat seviyesinde azalmaya ve homosisteinin
metiyonine donligememesine ve bunun sonucunda plazma homosistein seviyesinin
yiikselmesine neden olmaktadir (104).

MTHFR polimorfizmi tekrarlayan gebelik kayiplar: ile iliskisi ¢alismalarda
net olarak gosterilememistir. Caligmalarin bazilar1i MTHFR polimorfizmi ile
tekrarlayan diistikler arasinda iligski oldugunu gosterirken ¢ogu caligmada bir iliski
gosterilememistir (105). ikinci sik goriilen polimorfizm, A1298C polimorfizmidir.
MTHFR’nin regiilatér bolgesindeki adenin (A) yerine sitozinin (C) ge¢cmesiyle
glutamatin alanine doniisiimii izlenir. Bu polimorfizm enzim aktivitesini azaltir ama
677T allel degisimi kadar belirgin degildir. In vitro kosullarda 1298C alleli
homozigot olan bireylerde enzim aktivitesi % 40 kadar azalmistir ancak plazma
homosistein diizeyleri kontrollere gore yiiksek degildir. Bununla beraber, kombine
MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerin birlikte bulunmast MTHFR
aktivitesinin %40-50 oraninda azalmasina buna bagl olarak da hiperhomosisteinemi
gelisimine ve plazma folat diizeylerinin azalmasina neden oldugu rapor edilmistir.
Genel populasyonun %15-20 kadar1 MTHFR varyantlarinin biri agisindan
heterozigottur (106).

2.8. Genetik Polimorfizm

Diinyadaki bir¢ok bireyin kromozomlarinda ayn1 yerde bulunan DNA dizileri
birbirine benzerlik gosterir. Populasyonda iki farkli birey arasinda DNA’nin yaklasik
1000 b¢ uzunlugundaki herhangi bir kismi ortalama sadece bir baz ¢ifti degisimi
icerir. Bir genin belli bir lokusta yer alan alternatif kopyalarindan her birine allel
denir. Allellerin genel populasyonda kromozomlarda %1’den fazla bulunmasi
genetik polimorfizm olarak tanimlanmaktadir. Intronlarda ve genler arasinda
smirlandirilmis olan DNA dizilerinde degisim gosteren bazi alleller vardir. Kodlanan
dizi farkliliklar1 protein cesitliligine ve farkli fenotiplerin ortaya ¢ikmasina sebep

olurlar. Genetik hastaliga sebep olan zararli mutasyonlarin bircogu nadir
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degisimlerdir. Agir hastalifa neden olan mutant alleller genetik ¢esitliligin bir
sonucudur. Bir¢cok proteinin, farkli populasyonlarda nispeten yaygm ve ayrilabilen

sekillerde oldugu tesbit edilmistir (107).

2.9. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmleri

Restriksiyon enzimler (RE), ¢ok 6zgiil olarak DNA’y1 belirli bolgelerden
keserek cogunlukla 1000-20 000 baz ciftlik parcalar olusturan enzimlerdir. Genelde
RE arasinda EcoRI, Clal, Hid 3 ve Hinf 1 yer alir (108). Restriksiyon enzimleri
kesim sonrasinda genomik DNA’da dizi degisiklikleri, belirli kesim bdlgeleri yaratir
veya onlar1 yok eder. Ilk RE haritas1 Simian viriis 40’in DNA’smin Hind 3 RE ile
kesilmesiyle yapilmis SV40°a ait 11 degisik parca elde edilmistir. Bu yontemle viral
DNA’da o6nemli bdlgelerin yerleri tespit edilebilmistir. Bu c¢aligmadan sonra
Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP) yontemi Okaryotik hiicre
DNA’smin analizinde ve bir¢ok hastaligin teshisinde kullanima girmistir. 1970’lerin
sonunda genom analizi i¢in Southern blot tekniginin uygulanmasindan sonra,
restriksiyon enzim bdlgelerinin  dagiliminin biitiin insanlarda tam olarak ayni
olmadig1 kesfedilmistir. Her ne kadar bazi niikleotid degisikliklerinin varligi,
mutasyon ve protein polimorfizmleri hakkindaki bilgiler vasitasi ile saptanabildiyse
de, Southern blot teknigiyle belirlenen degisim derecesi bir siirpriz olarak ortaya
cikmistir.

Southern blot ile belirlenen enzim kesim yerlerindeki DNA degisimleri,
Restriction Fragment Lenght Polymorphisms (RFLP) olarak adlandirilir (Sekil
2.4.)(109). Belirli restriksiyon endoniikleaz kesilme bolgelerindeki degisimlerden
olusan RFLP’ler, tek niikleotid polimorfizmleri Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) olarak bilinirler. SNP’leri genetik haritalar i¢in belirleyici olarak kullanilabilir.
Kompleks hastaliklardan sorumlu belirli genlerin kalitimini incelemek igin tek
niikleotid polimorfizmlerine gerek vardir. DNA sarmali 6zgiil restriksiyon enzimleri
ile kesildigi zaman farkli uzunluklarda fragmentler olusur ve bu fragmentler,
elektroforetik davranislarindaki farkliliklar ile jel elektroforezinde gdzlemlenebilirler

(109).
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Izolat A Izolat B Izolat C

DNA'nin elde edilmesi

l RE letle kesim

Elektroforezi ve Etidyum
- bromiitle UV altmda
girintilsnmesi

Sekil 2.4. RFLP analizi

2.10. Polimorfik Markirlarin Genotiplendirmesinde PCR Kullanim

Tek niikleotid polimorfizmleri Southern blot ile ortaya konabildigi gibi,
polimeraz zincir reaksiyonunun ardindan restriksiyon enzim kesimi yOntemi
kullanilarak da belirlenebilir. Bunun i¢in polimorfik bdlgeyi icine alan primerler
kullanilarak PCR araciligiyla bolge ¢ogaltilir. Uygun restriksiyon enzimi ile PCR
iriiniiniin kesiminin ardindan elde edilen fragmentler agaroz jel elektroforezinde
yiriitiiliir ve analiz edilir (107). Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), herhangi bir
DNA 6rneginde istenen bolgenin ¢ogaltilmasini saglayan hizl bir in vitro yontemdir.
PCR, elde bulunan DNA o6rneklerinde segici olarak istenen bdlgenin ¢ogaltilmasini
sagladig1 i¢in, c¢ogaltilacak bolge hakkinda Onceden bilgi sahibi olunmasini
gerektirmektedir. Bu bilgi, istenen bolgeyi ¢cogaltmak i¢in gereken, 15-25 niikleotid
arasinda degisen uzunluklarda bir ¢ift primerin belirlenebilmesi igin sarttir. Denatiire
edilen kalip DNA igerisine primerler eklendikten sonra, bu primerler tamamlayici

dizilerine baglanirlar. Uygun bir polimeraz enzimini ve dort ¢esit deoksiniikleozid
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trifosfattan (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) yeterli miktarda bulunmasi halinde,
primerler hedef DNA’nin komplementerinin sentezlenmesini saglarlar (107). PCR,
bir zincir reaksiyonudur. Ciinkii, yeni sentezlenen DNA dallari, ardisik dongiilerde
sentezlenecek diger DNA’lar i¢in kalip gorevi yapmaktadirlar. Is1 ile bozulmayan
polimeraz enzimlerinin kullanimi gerekmektedir ¢iinkii PCR 1s1 degisimlerine

dayanan ii¢ temel basamaktan olusmaktadir:

1 Denatiirasyon: Yaklasik 93-95°C’de gergeklesir. DNA tek dal haline
gelmektedir.
ii. Baglanma: 50-70°C arasmnda gergeklesen ve primerlerin  hedef

DNA’ya baglanmasinin gergeklestigi basamaktir.
il Uzama: 70-75°C arasinda gergeklesir ve yeni DNA dallarinin elde
edildigi asamadir (107).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Grubu

Caligmamiza Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji
Anabilim Dali Hareket Bozuklugu Poliklinigine Londra Beyin Bankasi tani
kriterlerine gore sporadik PH tanis1 almig 70 hastaya ait periferik kan 6rnekleri dahil
edilmistir. Ailevi PH oykiisii olan olgular ¢aligmaya dahil edilmemistir. Hastalardan
alman periferik kan Ornekleri EDTA’I tiip igerisine almarak laboratuarimiza
ulastirilmistir.

Calismamiz Aralik 2010 — Subat 2011 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir. PH
tanis1 alan olgularin periferik kan hiicrelerinden elde edilen DNA 6rneklerinde,
MTHFR geninde bulunan C677T ve A1298C polimorfizmlerinin bulundugu gen
bolgeleri RFLP yontemi ile incelenmistir.

Calismamiz igin Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik

Kurulu’ndan 6 Temmuz 2010 tarihinde 119 sayili onay alinmustur.

3.2. Kontrol

Caliyma grubumuza yas ortalamasi 66+5,85 arasinda olan herhangi bir
sistemik hastalig1 olmayan (diabetes Mellitus, kronik bobrek yetmezligi gibi )
herhangi bir ila¢ kullanmayan, 56 kadin ve 44 erkek birey alinmustir.

3.3. Gerecler
3.3.1. Kullanilan Aletler
PCR aleti (thermal cycler) (PE GenAmp PCR System 9700)
Jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)
Elektroforez aleti (Consort E844)
Elektroforez i¢in gii¢ kaynagi (EKR)
Hassas terazi (Setra)
Pipet takimi (Gilson)
Manyetik karistirict (1siticili) (Heidolph)
Mikrosantriflij (Eppendorf)



Pastor pipeti

Su banyosu (Niive)

Vorteks (Heidolph)

Meziir (100°likk 1000°1ik)

Beher (250’1ik, 500°1iik)
Deep-freeze (Argelik)
Mikrodalga firin (Arcelik)
Buzdolabi (Argelik)

Falkon tiipti (50°lik)

Ependorf Tiipti (1,5 mI’lik)

PCR tiipleri (strip) (Perkin Elmer)
Toplama tiipii (E.Z.N.A.)

HiBind DNA spin kolonu (E.Z.N.A.)
Mini sogutucu

Enjektorliik bidistile su

EDTA’I1 tiip

3.3.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler
Rutin Agaroz (invitrogen)

Borik asit (Sigma)

EDTA (Sigma)

Tris (Sigma)

dNTP seti (Biotools)

Etanol (95%) (Tekel)

Etidyum Bromid (Sigma)

OB Proteaz (E.Z.N.A.)

MgCl2 (PCR i¢in) (Biotools)
10XPCR buffer (Biotools)

Wash buffer Soliisyonu (E.Z.N.A.)
Elution buffer Soliisyonu (E.Z.N.A.)
BL Soliisyonu (E.Z.N.A.)

Molekiiler Weight Marker (Promega, GibcoBRL)

29
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Taq DNA polimeraz (Biotools)
6X Jel yiikleme tamponu (Sigma)
Hinf 1restriksiyon enzimi (Fermentas)

Mbo Il restriksiyon enzimi (Fermentas)

3.4. Yontemler
3.4.1 E.Z.N.A. Ekstraksiyon Kiti ile Kandan DNA Elde Edilmesi
Periferik kan orneklerinden DNA elde edilmesinde E.Z.N.A. Ekstraksiyon
Kiti kullanilmigtir. DNA izolasyonu i¢in iiretici firmanin 6nerdigi protokol aynen
uygulanmigtir.

- Su banyosunun 1s1s1 55°C ye getirilmigtir.

- Kan 6rnekleri ve diger malzemeler oda sicakligina getirilmistir.

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

- 25 ul E.Z.N.A. OB proteaz ependorf tiipiiniin dibine konmusgtur.

- 250 pl hasta kan 6rnegi ependorf tiipiine eklenmistir.

- BL soliisyonu ¢alkalanip karistirildiktan sonra ependorf tiipiine 250 pl
eklenmistir.

- Bu karigim 15 sn. vortekslenmistir.

- 55°C de 20 dk. inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon bittiginde sicak su banyosu 70°C’ye ayarlanir ve igine elution
buffer konur.

- Cok kisa siireli santriflij edilmistir.

- %96-100’liik etanolden 260 pl 6rnege eklenip 15 sn. vortekslenmistir.

- Filtreli tlipiin kapagina protokol numarasi yazilmistr.

- Ependorf tiiptindeki karigim dikkatlice filtreli tiipe aktarilmistir.

- 10 000 devir/dk’da 1 dk santrifiijlenmistir.
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- Filtreli tiip yeni toplama tiiptine konulup, filtrath tiip atilmustir. (Filtreli tiip
tamemen bosalmadig1 zaman tam devirde tekrar santrifiijlenmistir)

- 500 pl HB buffer dikkatlice filtreli tiipe konulmustur. 10 000 devir/dk’da 1
dk stireyle santrifiijlenmistir.

- Filtreli tiip ikinci yeni toplama tiipline konulup filtrath tiip atilmistir.

- Filtreli tlipe 650 pl wash buffer konulmustur.

- 10 000 devir/dk’da 1 dk santrifiij edilip filtrath tiip atilmastir.

650 pl wash buffer ilave edilmis tekrar 10 000 devir/dk’da santrifiij
edilmistir.

- Filtreli tlip yeni ependorf tiiplerine aktariip 10 000 devir/1dk
santrifiijlenmis, ependorf tiipii atilmigtir.

- Filtreli tiip yeni ependorf tiipline aktarilip {izerine 100 pl elution buffer

eklenmistir.

- Oda sicakliginda 20 dk bekletilip 10 000 devir/dk’da 1 dk santrifiijlenmistir.

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

3.4.2. C677T Polimorfizmini Iceren Genomik Bélgenin PCR ile
Amplifikasyonu
C677T polimorfizmini igeren genomik bdlgenin amplifikasyonu ig¢in

kullanilan primer dizileri:
Primer F: 5 TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA 3’

Primer R: 5> AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 3’
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PCR miksi:
ddH,O 25,4 ul
10xPCR buffer 5wl
dNTP miks (10mM) 0,4 ul
primer F (1 uM) 4 ul
primer R (1 pM) 4 ul
Taq pol (5 u/ pul) 0,2 ul
MgCl (50mM) 4 ul
DNA 7 wl
A e
50 pul
PCR sartlar:
94°C de 5 dakika =»  Baglangic denatiirasyonu
\
94°C de 30 saniye denatiirasyon
61°C de 45 saniye baglanma > 35 dongii
72°C de 30 saniye uzama )

72°C de 5 dakika son uzatma

3.4.3. A1298C Polimorfizmini iceren Genomik Bolgenin PCR ile
Amplifikasyonu
A1298C polimorfizmini iceren genomik bdlgenin amplifikasyonu igin

kullanilan primer dizileri:

Primer F:  5’CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC 3’

Primer R: 5> CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG 3’



PCR miksi:

ddH,O 254 ul
10xPCR buffer 5wl
dNTP miks (10mM) 0.4 pl
primer F (1 uM) 4 ul
primer R (1 pM) 4 ul
Taq pol (5 u/ pul) 0,2 ul
MgCl (50mM) 4 ul
DNA 7 ul
A e
50 pul
PCR sartlar:
94°C de 5 dakika =»  Baglangic denatiirasyonu

94°C de 45 saniye denatiirasyon

57°C de 45 saniye baglanma > 35 dongii

72°C de 30 saniye uzama

72°C de 5 dakika son uzatma
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3.5. Amplifikasyon Uriinlerinin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi

3.5.1. C677T Polimorfizmini Iceren Genomik Bolgenin Hinf 1

Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

15 pl’lik PCR iiriiniine 0.5 pl enzim, 2.5 ul R" buffer ve 7 pl ddH,0O
eklenerek 37 °C de 16 saat inkiibe edilerek kesim yapilmistir.

R" Buffer — 2.5ul

Hinf 1 enzim — 0.5 pl > 37°C de 16 saat inkiibasyon

ddH,0 ~ 7l

PCR {irtinii — 15ul

3.5.2. A1298C Polimorfizmini Iceren Genomik Bolgenin Mbo 1I
Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

20 pl’lik PCR fiirtiniine 0.2 pl enzim, 0.5 ul R+ buffer ve 4.3 pl ddH,O
eklenerek, 37 °C de 16 saat inkiibe edilerek kesim yapilmistir.

R+ Buffer — 0.5l
Mbo Il enzim — 0.2 pl
ddH20 — 43l

37°C de 16 saat inkiibasyon

PCR iiriini  — 20 pul
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3.5.3. Enzim Kesim Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Ayrilmasi

PCR o6rneklerinin Hinf 1 ve Mbo II restriksiyon enzimleri ile kesimlerinden
sonra olusan iiriinlerin incelenmesi i¢in %2 lik ve %3 liikk agaroz jeli hazirlanarak
ornekler agaroz jel elektroforezi yontemine tabi tutulmustur. %2 lik ve %3 lik
agaroz jel icin hazirlanan agaroz mikrodalga firin kullanilarak yiiksek 1sida 1XTBE
soliisyonu i¢inde ¢Oziindiiriilmiistiir. Cozeltinin sogumasi beklenerek igerisine
konsantrasyonu 0.5 pl/ml olacak sekilde etidyum bromiir eklenmistir.

Elektroforeze baglamadan 6nce tank, taraklar ve jel yatagi temizlenip, tankin
beng tizerindeki dengesi ayarlanmuis, tarak ve jel kiiveti tanka yerlestirilip, hazirlanan
jel kiivete dokiilmiistiir. Jel donduktan sonra tank IxTBE c¢ozeltisi ile
doldurulmugtur. 25 pl PCR iirlinii alinip, tizerine 2.5 pl 6X lik yiikleme tamponundan
konularak karistirilmis ve jeldeki kuyucuklara yiliklenmistir (Her jelin ilk ve son
kuyusuna marker yiiklenmistir).

Yiikleme islemi bittikten sonra elektrotlar yerlestirilerek 120 voltta
yiriitiilmiistiir. ~ Elektroforez tamamlandiktan sonra jel goOriintileme ve

dokiimantasyon sistemi ile incelenerek goriintiisii alinmaistir.

3.6. Plazma Homosistein, Folat ve B12 Vitamini dl¢iilmesi

Bir gece agliktan sonra ve bir gece L-dopa ve entakapon tedavisi almayan
bireylerden kan ornekleri toplandi. Plazma Hcy, folat ve vitamin B12 degerleri
ol¢tildii. Homosisteinin, folat ve B12 referans araligi sirasiyla 5-15 pmol/L, 4.6-18.7

ng/ml ve 191-663 pg/ml olarak degerlendirildi.

3.7. Istatistiksel Analiz

Stiirekli veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Kategorik veriler
ise % olarak verilmistir. Normal dagilim gosteren veriler i¢in grup sayist iki olan
durumlarda student t testi kullanilmigtir. Normal dagilim gostermeyen veriler i¢in
2’li gruplarin karsilagtrmasinda Mann-Whitney U testi, coklu gruplarin testinde ise
Kruskal — Wallis testi kullanilmigtir. Caligma sonucu elde edilen verilerin istatistiksel
olarak degerlenderilmesinde Windows ortaminda SPSS (Statistical Package for
Social Science) 15.0 istatistiksel paket programi ve Sigma stat 3.5, programlarindan

yararlanilmigtir. Niteliksel verilerin karsilastirilmasinda ve gruplar arasinda
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farkliliklarin saptanmasinda Ki - Kare (Chi-Square) analizi kullanilmistir. Sonuglar

%95’lik gliven araliginda, onemlilik diizeyi i¢in p<0.05 degeri kriter kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji Anabilim Dali
Hareket Bozuklugu Poliklinigi’nde klinik olarak Londra Beyin Bankasi tani
kriterlerine gore sporadik PH tanist almig 70 olgu caligmaya dahil edilmistir.
Molekiiler analizler (periferik kan orneklerinden DNA izolasyonu, PCR, RFLP)
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali laboratuarinda
gerceklestirilmistir. Hastalarin yaslari, cinsiyetleri, hastalik baglangic zamanlar1 hasta
dosyalarindan temin edilmistir. Calismamiza ayrica diabetes mellitus, kronik bobrek
yetmezligi, nérodejeneratif hastalig1 gibi sistemik hastaligi olmayan ve Hcy plazma
seviyesini yiikseltecek herhangi bir ila¢ kullanmayan 100 saglikli birey dahil

edilmistir.

4.1. Arastirma Grubu Bireylerinin Demografik Ozellikleri
Calisma grubumuza dahil edilen hastalarin 35’1 erkek, 35’1 kadindir (Tablo
4.1). Kontorollerin 56’s1 kadin 44’ erkektir. Hastalarin yas ortalamasi 65,89 + 9,25

ve kontrollerin yas ortalamas1 66+5,85 yil olarak hesaplanmustir.

Tablo 4.1. Hastalarin ve kontrollerin cinsiyetlerine gore dagilimi

Hasta Kontrol
Cinsiyet N % N %
Kadin 35 50 56 56
Erkek 35 50 44 44
Toplam 70 100 100 100

Tablo 4.2°de goriildiigii lizere hastalarin %11.86’s1 (n=9) erken baglangicli 50
yas alt1 grubu, %88.14’1i (n=61) ge¢ baslangicli 50 yas {istli grubu olusturmaktadir.



38

Tablo 4.2. Olgularn hastalik baglangi¢ yasina gore dagilimi

Klinik Tam Yasi N %

Erken Baslangi¢cli <50 9 11.86
Gec Baglangicli >50 61 88.14
Toplam 70 100.0

4.2. C677T Polimorfizminin RFLP Yéntemi ile incelenmesi

PH tanis1 alan ve 100 kontrol 70 olgunun DNA izolasyonu periferik kan
orneklerinden gergeklestirilmistir. FastPCR programi kullanilarak dizayn edilen
primerler ile toplamda 193 bp’lik genomik bolgenin amplifikasyonu gergeklestirildi.
Amplifikasyon sonrasi jel elektroforezde bant kalitesi iyi olan Ornekler RFLP

analizine alindi, bant kalitesi diisiik olan 6rnekler i¢in ise PCR islemi tekrarlandi
(Sekil 4.1).

Sekil 4.1. C677T polimorfizmini iceren genomik bolgenin PCR sonrasi jel
elektroforez goriintiisii. M: Marker (100 bp); H: Hasta.

RFLP analizi sonrasinda hastalardan 44 ve kontrollerde 50 bireyde CC
genotipi, hastalardan 18 ve kontrollerden 44 bireyde CT genotipi tespit edilmistir.
Ayrica hastalardan 8 ve kontrollerden 6 bireyde TT genotipi tespit edilmistir (Sekil
4.2).
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Sekil 4.2. C677T polimorfizmini iceren genomik bolgenin kesim sonrasi jel
elektroforez goriintiisii M: Marker (50 bp); CC: Homozigot wild; CT: Heterozigot;

TT: Homozigot mutant.

4.3. A1298C Polimorfizminin RFLP Yéntemi ile incelenmesi

PH tanisi alan 70 olgu ve 100 kontrol DNA izolasyonu periferik kan
orneklerinden gerceklestirilmistir. FastPCR programi kullanilarak dizayn edilen
primerler ile toplamda 163 ve bp’lik genomik bdlgenin amplifikasyonu
gergeklestirildi. Amplifikasyon sonrasi jel elektroforezde bant kalitesi iyi olan
ornekler RFLP analizine alindi, bant kalitesi diisiik olan 6rnekler i¢in ise PCR islemi

tekrarlandi (Sekil 4.3.)
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Sekil 4.3. A1298C polimorfizmini iceren genomik bolgenin PCR sonrasi jel
elektroforez goriintiisii. M: Marker (100 bp).

PCR sonrasi elde edilen PCR f{irtinleri RFLP analizi yapilmistir. Hastalardan
24 kontrollerden 41 bireyde AA homozigot wild, hastalardan 31 ve kontrollerden 50
bireyde AC heterozigot, hastalardan 15 ve kontrollerden 9 bireyde CC homozigot
mutant genotip tespit edilmistir (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4. A1298C polimorfizmini iceren genomik bdlgenin kesim sonrast jel

elektroforez goriintlisiic M: Marker (50 bp); AA: homozigot wild; AC: heterozigot;

CC: homozigot mutant.

70 hastanin 26’s1 L-dopa (L) tedavisi almaktadir. 33 hasta L-dopa tedavisi ile
birlikte entakapon (E) tedavisi almaktadwr. 11 hastada Dopamin agonisti (DA)
(ropinirol ve pramipeksol) almaktadir (Tablo 4.3). Olgularin Unified Parkinson’s
Disease Rating Scale (UPDRSIII) skorlar1 37.61+15.57 ve Hoehn Yahr degerleri
2.2140.68 olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 4.3. Calismada degerlendirilen olgularin klinik 6zellikleri. (L: levodopa; L ve
E: levodopa ve entakapon; UPDRS: Unified Parkinson’s Disease Rating

Scale; ortalama + Standart sapma; n: Hasta sayisi; DA: Dopamin agonisti)

Ortalama Yas 65,89 £ 9,25
Cinsiyet (%oerkek/kadin) 50.0/50.0
Hoehn Yahr degerleri 2.21+0.68
UPDRSIII 37.61+15.57
Ortalama L-DOPA Dozu (mg/giin) 543.27 +310.13
L yil 2.14+4.1
L(n) 26

L ve E(n) 33

DA (n) 11

Hasta ve kontrol grubumuz arasinda Hcy diizeyleri acisindan istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamistir (sirastyla 18.2949.22 ve 15.77+£7.58, P> 0.05)
(Tablo 4.4). Istatistiksel olarak anlamli olmasa da hastalarm Hcy ortalamasi
kontrollerden yiiksektir. Hastalarin ve kontroller arasinda folat ve vitamin B12
diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. (sirasiyla
88.84+£3.31 7.59+£3.35, P>0.05), vitamin B12 (swrasiyla 296.32+214.09
379.41£191.06, P> 0.05)

Hastalar ve kontroller arasindaki C677 ve A1298 allel frekanslar1 agisindan da
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. MTHFR genotip dagilimma
baktigimizda hastalarda ve kontrollerde en ¢ok compound (bilesik) CC/AC genotipi

gbzlenmistir.
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Tablo 4.4. Hasta ve kontrollerin biyokimyasal degerleri, MTHFR genotip, allel fre-

kans dagilim1

HASTA KONTROL P

N=70 N=100
Biyokimyasal data
Hcy (umol/1) 18.29+9.22 15.77+7.58 P>0.05
Folat (ng/ml) 8.84+3.31 7.59+3.35 P>0.05
Vitamin B12 (pg/ml) 296.32+214.09 379.41+191.06 | P>0.05
Genetik data
Allel siklig1
Co677 0.75 0.72 P>0.05
T677 0.25 0.28 P>0.05
A1298 0.56 0.66 P>0.05
C1298 0.44 0.34 P>0.05
Genotip Dagilim
CC677/AA1298 n=14 (%20) n=15 (%15) P>0.05
CT677/AA1298 n=4 (%5.7) n=22 (%22) P>0.05
TT677/AA1298 n=6 (%38.5) n=4 (%4) P>0.05
CC677/AC1298 n=20 (%28.5) n=28 (%28) P>0.05
CC677/CC1298 n=10 (%14.2) n=7 (%7) P>0.05
CT677/AC1298 n=11(%15.7) n=20 (%20) P>0.05
CT677/CC1298 n=3 (%4.2) n=2 (%2) P>0.05
TT677/AC1298 n=2 (%4.2) n=0
TT677/CC1298 n=0 n=2 (%2)

Caligmamizda hasta ve kontroller arasinda MTHFR compound (bilesik)
genotip dagilimi ve Hcy diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktur.
TT/AA genotipini tasiyan hastalarda Hcy diizeyi en yiiksekti (27.33 + 18.68)
kontrollerde ise (23.65 + 7.04) olarak bulundu. Kontrollerde en yiiksek Hcy diizeyi
CT677/CC1298 genotipini tasiyanlarda bulundu (Tablo 4.5). TT/AA genotipini
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tastyan hastalarda Hcy diizeyi diger genotipi tasiyan hasta ve kontrollerden daha
yiiksekti. Ancak Hcy diizeyi en diisiik CT genotipinde goriildi (15.23 + 6.19).
CC677/AA1298 genotipine sahip kontrollerde Hcy diizeyi ortalamasi en diisiik
cikmistir (11.95 £ 6.55).

Tablo 4.5. Hasta ve kontrol Hcy diizeyi ve MTHFR genotip dagilimi

Hcy Seviyesi (umol/l)
Hasta Kontrol
MTHFR genotip
CC677/AA1298 18.12 £ 9.56 11.95 £ 6.55
CT677/AA1298 15.23 £6.19 15.51 + 7.57
TT677/AA1298 27.33 £18.68 23.65 + 7.04
CC677/AC1298 16.83 £5.92 16.41 + 6.37
CC677/CC1298 18.6 + 6.42 16.74 + 4.23
CT677/AC1298 16.83 £9.71 13.16 £ 7.13
CT677/CC1298 14.57 £3.5 25.9 +0.42

L-dopa tedavisi alan hastalarda Hcy diizeyi (19.56 + 10.77) diger gruplara
gore yiiksek diizeydedir ancak L-dopa ve entakaponu birlikte alanlara, DA agonisti
alanlara ve kontrole gore (sirastyla 17.13 + 7.69, 18.76 + 9.94 ve 15.7+£7.58 p>0.05)
istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamistir (Tablo 4.6). Hey diizeyi en diisiik ¢ikan grup
kontrol grubudur (15.7+7.58). L-dopa tedavisi alan hastalarin hastalik siireleri DA
kullananlara gore anlamli derecede yiiksektir ( sirasiyla 8.96 + 5.29 ve 3.27 + 1.27

P<0.001). L-dopa tedavisi alanlar ile DA alanlar arasinda Hcy diizeyi arasinda
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anlamli fark bulunmadi. Hey diizeyi iizerine hastaligin siiresinin etkisi olmamaistir.

Gruplarin folat ve vitamin B12 diizeyleri normaldir.

Tablo 4.6. Hasta ve kontrollerin klinik 6zellikleri ve biyokimyasal degerleri (L: levo-

dopa; E: Entakapon)

L L-E- L+ E+ Kontrol p
Yas 70 + 6,87 57 £10,16 65,03 + 8,26 66+5.85
Kadm /Erkek | 17/9 4/17 14/19 56/44
Hoehn Yahr 2.52+0.84 1.55+0.15 2.2+045
Hasta y1l 8.96 +5.29 3.27+1.27 8.06 +4.01
L-DOPA 543.27 £310.13 428.79+167.2
doz(mg/glin) 5
L-DOPA Yil | 2.14+4.1 2.14+4.1
Entakapon 478.79 £199.6
Hey 19.56 +10.77 18.76 + 9.94 17.13 +7.69 15.7+47.58 p>0.05
Folat 8.93 +£3.81 8.31+245 8.93+3.21 7.6£3.35 p>0.05
B12 295.14+148.13 | 255.92+153.63 589.34i200.3 379.41£191.06 | p>0.05

Hastalarda TT genotipini frekans1 hastalarda kontrollerden daha yiiksektir

(%11.4, %6 P<0.05). Ayn1 genotipi tastyan gruplar arasinda birey sikligi ve Hcy

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (Tablo 4.7). TT

genotipini tagiyan L-dopa tedavisi alan hastalarda diger genotipleri tasiyan L-dopa

tedavisi alan hastalara gére Hey diizeyi istatistiksel olarak anlamli ¢ikmigtir (sirasiyla

36.28+16.17, 13.5+1.71, 17.2+6.59 P<0.01). Farkli genotipdeki ayn1 hasta gruplar1

arasinda Hcy diizeyi istatistiksel olarak anlamli bulunmamastur.
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Tablo 4.7.Hasta ve kontroller MTHFR genotip dagilimi (L: Levodopa; E: entakapon)

L-dopa L-E- L+E+ Kontrol P

C677T(n)

C/C 17.2+6.59(18) | 16.09£6.58(6) | 18.5£8.15(20) | 15.126.42(50) | p>0.05
C/T 13.551.71(4) | 21.96£13.02(5) | 13.9+4.63(9) | 14.91=7.59(44) | p>0.05
T/T 36.28+16.17(4) 17.29+10.5(4) | 27.45+8.03(6) | p~0.05
A1298C(n)

A/A 25.97+16.59(8) | 18.1£7.83(3) | 16.65£9.22(13) | 15+7.74(41) | p~0.05
A/C 16.83+7.32(13) | 22.08+11.26(6) | 15.93+7.2(12) | 15.85£7.76(50) | p~0.05
C/C 20.6+7.05(5) | 9.79+1.7(2) 19.68+5.74(8) | 18.78+5.4509) | p~0.05
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5.TARTISMA

PH, ikinci en sik karsilasilan norodejeneratif hastaliktir (3). PH her wrkta, her
meslek grubunda goriilebilen bir hastaliktir. Calismalar1 inceledigimizde PH’nin
insidansi kabaca tiim yas gruplar1 icin 100 000°de 4,5 ile 19 arasinda degismektedir.
PH insidansinmn 1wklar veya etnik gruplar arasinda farkliligini aragtiran bazi
calismalarda beyaz wkda 13.2/100 000, Asyalilarda 11.3/100 000 ve siyahlarda
10.2/100 000 goriilmiistiir (5). PH insidansinda en 6nemli faktor yastir. Yapilan pek
cok calismada 50 yasin altinda PH ¢ok nadirdir, 60 ve 80’li yaslarda arasinda ise bir
artiy soz konusudur (4). Boyle siklikta gozlenen PH’nin tedavisi i¢in yapilan
harcamalar, {ilkelerin saglik giderlerine de biiyiik maliyetler yiiklemektedir.

Son zamanlarda PH ile ilgili yapilan genetik ¢aligmalar neticesinde, PH’ nin
etiyopatogenezine yonelik ilerlemeler kaydedildi. PH’nin tanisin1 koymak i¢in baz1
tan1 kriterlerinin kullanilmasina ragmen tani koymayi netlestirmek icin kesin
molekiiler tan1 yontemi yoktur. PH tanist konan hastalarin degisik klinik gostermesi,
tedaviye yanitlarinin farkli olmasi, patolojik bulgularin hastadan hastaya farklilik
gostermesi  deg@isik  molekiiler yolaklarin  patogenezde etkili oldugunu
diistindiirmektedir. Su an i¢in genel olarak kabul goren patogenetik mekanizmalar;
oksidatif stres, anormal protein akiimiilasyonu, mitokondriyal disfonksiyon ve UPS
olarak Ozetlenebilir. PH’nin nedeni olarak gosterilen genlerde yapilan ¢aligmalar
noérodejenerasyon ile iliskili bu patogenetik mekanizmalarin daha iyi anlasilmasini
saglamakta ve ayni zamanda hastaligin etkin bir sekilde tedavi edilebilmesi i¢in yeni
terapotik hedefler sunmaktadir.

Simdiye kadar PH’nin genetik ile iliskisini arasgtirmaya doniik cok sayida
caligma yapilmistir ve genetik anormalliklerin hastaligin etiyopatogenezinde major
rol oynadigmma dair bulgular giin gectikce artmaktadwr. PH’de ailesel agregasyon
goriilmesi, kesin olarak mendeliyen kalitim paterninin gozlendigi ailelerin tespit
edilmesi ve genetik assosiasyon ¢aligmalar1 hastaligin etiyolojisinde genetik
faktorlerin onemli rol oynadigimi diisindiirmiistiir. PH’nin genetik etiyolojisinin
aragtirilmasma yonelik farkli yontemlerin ve farkli hasta gruplarmm kullanildig:
birgok ¢aligmanin bulgular1 dogrultusunda giiniimiizde PH ile iliskili en azindan 13

lokus ve 9 gen tanimlanmistir. Bildirilen bu gen ve lokuslar disinda daha birgok
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genin PH ile iligkili oldugu belirtilmektedir. Bu genlerin baginda gelen MTHFR geni
direk PH’ye neden olmasa da Parkinson hastalarinda hiperhomosisteinemi gelisimi
acisindan risk faktorii olarak tanimlanmaktadir. MTHFR geni {izerinde tanimlanmis
olan polimorfizmler (C677T, A1298C) enzimin aktivitesini azaltarak plazma
homosistein diizeyini artirmaktadir (104). Plazma Hcy diizeylerindeki artiy PH’ye
giden ndrodejenerasyona yol agmakta ve dolayisiyla bu polimorfizmlerin giiniimiizde
PH’de hiperhomosisteinemi gelisimi i¢in risk faktorii olabilecegi belirtilmektedir.
Buradan anlasilacagi iizere plazma Hcy seviyesini artiran her tiirlii etmen (genetik,
cevresel, iatrojenik) aslinda PH’de hiperhomosisteinemi i¢in bir risk olugturmaktadir.
Hiperhomosisteinemiye neden olan ¢evresel etmenler i¢inde en iyi bilinenleri folat
ve B12 eksiklikleri, sigara, kafein, alkol kullanimidir. PH’nin tedavisinde temel
olarak kullanilan L-dopanin da hiperhomosisteinemiye yol a¢tigini bildiren yayinlar
bulunmaktadir. L-dopa, COMT enzimi tarafindan O- metilasyon ile metabolize
olmaktadir. Bu reaksiyonlarinda metil grup vericisi olarak SAM kullanilmaktadir.
Dolayisiyla L-dopa tedavisi Hcy’nin metyonine doniisiimii i¢in gerekli olan metil
gruplarini azaltarak en sonunda hiperhomosisteinemi ile sonug¢lanmaktadir. Tiim bu
bulgular birlikte degerlendirildiginde hiperhomosisteinemi PH’den ziyade L-dopa
tedavisi nedeniyle olusmaktadir (80,81,82). Biz c¢alismamizda PH tanis1 alan
olgulardaki Hcy diizeylerini MTHFR gen polimorfizleri ve L-dopa tedavisi
arasindaki ilgkiyi aragtirmay1 amagladik.

Caliymamiza Londra Beyin Bankasi tani kriterlerine gére PH tanist alan 70
olgu ve 100 saglikli birey dahil edilmistir. Olgularin klinik takip ve tedavileri
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali Hareket
Bozuklugu Poliklinigi tarafindan yapilmaktadir. Hastalarin ve kontrol bireylerinin
Hcy, folat, B12 diizeyleri Olglildi. MTHFR genindeki C677T ve A1298C
polimorfizmlerinin varligi RFLP yontemiyle arastirildi. Hastalar L-dopa tedavisi
alan, L-dopa ve entakapon birlikte alan ve DA alanlar seklinde gruplandirilarak
kontrollerle MTHFR polimorfizmi, Hey, folat ve B12 plazma degerleri istatistiksel
olarak karsilastirildi. Calismamizda MTHFR geninde hiperhomosisteinemiye neden
olan C677T ve A1298C polimorfizmlerini arastirmay1 amagladik.

Calismamiza dahil edilen 70 olgu ve 100 kontroliin DNA Orneklerinde

gerceklestirilen analizler sonucunda hastalar ve kontroller arasindaki C677 ve A1298
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allel frekanslar1 (sirastyla %75 ve %72) acisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi. Calismamizda hasta ve kontroller arasinda MTHFR compound (bilesik)
genotip dagilimi ve Hcy diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli degildi. Hecy
seviyesinin en yiiksek oldugu grup TT/AA genotipini tasiyan hastalardi (27.33 +
18.68) ve ayn1t zamanda Hcy seviyeleri ayni genotipi tasiyan kontrollerde de yine
yiiksek olarak saptandi (23.65 + 7.04). Hasta ve kontrol grubumuz arasinda Hcy
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (sirasiyla 18.29+9.22
ve 15.77£7.58 P> 0.05). Istatistiksel olarak anlamli olmasa da hastalarm Hcy
ortalamas1 kontrollerden yliksektir.

Kontrollerde en yiiksek Hcy diizeyi CT677/CC1298 genotipini tasiyanlarda
bulundu. Hey diizeyi en diisiik CT genotipinde goriildii (15.23 £ 6.19). Hey diizeyi
ortalamast en diisiik ¢ikan grup CC677/AA1298 genotipine sahip olan hastalardi
(11.95 + 6.55).

Valkovic ve arkadaslar1 PH tanisi alan 57 olguda vit B12, serum folat, plazma
Hcy seviyesi Tlizerinde bir COMT inhibitorii olan entakaponun etkisini
degerlendirmiglerdir. Hastalarin 19’u sadece L-dopa tedavisi almis, 21 hasta da L-
dopa ve entakaponu birlikte almistir. Dopamin agonisti alan 17 hastay1 kontrol grubu
olarak degerlenmislerdir. Ortalama Hcy diizeyinin sadece L- dopa kullananlarda iki
ilac1 birlikte kullananlardan ve kontrol grubundan yiiksek oldugunu belirtmislerdir
(P=0.001, P=0.0001). Bizim ¢alismamizdaki ortalama Hcy diizeyi ise sadece L-dopa
kullananlarda iki ilac1 birlikte kullananlardan, DA agonisti kullananlardan ve kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0.05). Istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmasa da sadece L-dopa tedavisi alan hastalarin Hcy diizeylerinin
diger gruplardan yiliksek oldugu goézlendi. Bu bulgular neticesinde PH’de L-dopa
tedavisinin Hey diizeyini anlamli derecede arttirmadigi gozlenmistir. L-dopa ve
entekaponu birlikte kullanan hastalarda Hcy diizeyinin sadece L-dopay1 kullananlara
gore belirgin derecede diisiik ¢ikmadigi saptandi. Dolayisiyla Valkovic ve ark.nin
belirttigi gibi entakaponun Hcy diizeyini kontroliinde 6nemli oldugu sonucuna
ulagilamadi (110).

Lin ve ark. 94 sporadik PH ve 146 kontrol grubunu degerlendirdikleri
calismalarinda, MTHFR C677T polimorfizminin hasta ve kontroller arasinda allelik

ve genotipik frekanslarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamadiklarini
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belirtmislerdir. Ancak TT genotipini ve T allelinin frekansini hastalarda kontrollere
gore istatistiksel olarak yiiksek bulmamigslarsa da T allel frekans sikliginin daha fazla
oldugunu belirtmislerdir. 70 hasta ve 100 kontrol bireyinin degerlendirildigi
calisgmamizda ise TT genotip frekansi hastalarda kontrollere gore istatistiksel olarak
yiiksek oldugu gézlenmistir (P<0.05) (111).

Caccamo ve ark. 49 L-dopa tedavisi alan PH’li ve 86 saglikli bireyi dahil
ettikleri ¢alismalarinda folat/vitB12, giinlik L-dopa dozu ve MTHFR
polimorfizminin PH’de  hiperhomosisteinemi  gelisimi  iizerindeki  etkisini
arastrmiglardwr. MTHFR  genotip  analizini DG-DGGE  yontemi ile
gergeklestirmislerdir. Caligmalarinda Hey diizeyini hastalarda kontrollerden 6nemli
oranda yiiksek bulmuslardir (16.3+5.7 ve 11.7£2.7umol/L, P<0.01). Hasta ve
kontroller arasinda folat, vitB12 seviyesi agisindan Onemli fark bulamamislardir.
Ancak TT/AA genotip sikligininin hastalarda kontrollere gore yiiksek oldugunu
gozlemlemislerdir (%32.5 ve %17.4, P<0.05). Ayn1 zamanda TT/AA genotipini
tagiyanlar hastalarda Hcy diizeyini de yiiksek bulmuglardir (22.1+4.9). Bizim
caligmamizda da TT/AA genotipini tagiyan hasta ve kontrollerde Hcy seviyesinin
yiiksek oldugu gozlenmistir. Dolayisiyla TT/AA genotipinin plazma Hcy seviyesi
tizerinde arttirict bir etkisi olabilecegi seklinde yorumlanmigtir (112).

Todorovic ve ark. PH patogenezinde MTHFR geni C677T polimorfizmi ve L-
dopa tedavisinin etkilesimini arastirdiklar1 calismalarinda, 83 L-dopa tedavisi alan ve
30 tedavi almayan olmak {izere toplam 113 hastayr incelemislerdir. Ayn1 zamanda
caligmaya 53 saglikli birey kontrol grubu olarak dahil edilmistir. Analiz yontemi
olarak RFLP metodunu segtikleri ¢aligmalarinda, Hecy seviyesininin her iki hasta
grubunda da kontrollere gore oOnemli oranda yiiksek oldugunu saptamislardir
(P<0.05). Ayrica TT genotipini tastyan biitiin gruplarda Hcy seviyesinin diger
genotipleri tastyanlara gore yliksek oldugunu bulmuslardir (P<0.001). Bizim
calismamizda ise Hcy diizeyi agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark bulunamadi. Ancak TT genotipini tasiyan hastalarda ve kontrollerde Hcy
seviyesi yliksek olarak tespit edildi. Ayrica L-dopa tedavisi alan hastalar kendi
icerisinde degerlendirildiginde de TT genotipini tasiyan olgularin plazma Hcy

seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlendi. Sonug olarak plazma Hcy
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diizeyi lizerinde L-dopa tedavisinden ziyade TT genotipinin etkisinin belirgin oldugu
saptanmustir (113).

Religa ve ark. PH tanis1 alan olgularda MTHFR gen polimorfizmi ve
hiperhomosisteinemi iligkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda L-dopa tedavisi alan 99,
tedavi almayan 15 olgu olmak {izere toplam 114 hastayr degerlendirmislerdir.
Arastirmalarinda 100 saglikli bireyi kontrol grubu olarak se¢mislerdir. Plazma Hcy
seviyesi lizerine polimorfizmin etkisi kadar L-dopa dozu ve tedavi siiresini de
degerlendirdikleri caligmalarinda L-dopa tedavisi alan hastalarin plazma Hcy
diizeylerinin kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugunu saptamiglardir (P<0.05). L-
dopa dozu ile Hcy diizeyleri arasinda bir iliski saptanmazken hastalik siiresinin
plazma Hcy diizeylerini arttirict bir faktdr olabilecegini belirtmiglerdir. C677T
polimorfizmi agisindan allel frekansinda kontrol grubuna gore bir fark
saptamamiglardir (114). Bizim calisjmamizda da L-dopa tedavisi alan hastalarin
plazma Hcy seviyeleri kontrol grubuna gore yiiksek olarak saptanmigsa da
istatistiksel olarak bir anlamlilik elde edilememistir. Hastalik siiresi ile plazma Hcy
seviyesi arasinda bir iliski de saptanmamistir. Calismamizda plazma Hcy diizeyi
tizerinde hastalik siiresinden ziyade TT genotipinin etkisinin belirgin oldugu
saptanmuistir.

Yuan ve ark. 48 L-dopa tedavisi alan, 28 tedavi almayan PH tanis1 alan olgular1
dahil ettikleri ¢aligmalarinda plazma Hcy seviyelerinin L-dopa tedavisi ve MTHFR
polimorfizmi ile iligkisini aragtirmiglardir. Calismalarina 110 saglikli bireyi kontrol
grubu olarak dahil etmislerdir. Plazma Hcy seviyelerinin L-dopa tedavisi alan
bireylerde tedavi almayan hastalara ve kontrol grubuna gore belirgin derecede
yiiksek oldugunu saptamislardir. Ayrica plazma Hcy seviyesinin L-dopa tedavisi alan
ve TT genotipini tasiyan hastalarda en yiiksek seviyede oldugunu saptamislar ve
A1298C polimorfizminin belirgin etkisinin olmadigni belirtmislerdir (115).
Calismamiz Yuan ve ark.larmin bulgulari ile benzerlik géstermektedir. Ancak bizim
hasta grubumuzda L-dopa tedavisi alan hastalardaki plazma Hcy seviyeleri Yuan ve
ark.larmin hasta grubuna gore ¢ok yiiksek degildi. Calismamizda en yiliksek Hcy
diizeyleri tedaviden bagimsiz olarak TT genotipine sahip olan bireylerde saptandi.

(Caligmamiz sonucunda L-dopa tedavisi alanlar ile entakapon kombinasyonu

alanlar arasmda Hcy diizeyi agisindan anlamli fark bulunamamistir. Bu durumun
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hasta grubumuzda verilen L-dopa tedavi dozunun diisiik kalmasina bagli olabilecegi
diisliniildii. Ayrica hastalarimizin L-dopa kullanim siiresinin (2,14+-4,1 yil) diger
caligma gruplarina gore (6.3-15 yil) kisa olmasinin da her iki grup arasinda fark
bulunamamasina sebep olabilecegi seklinde yorumlandi. Bununla birlikte
calismamiza dahil edilen hasta sayisinin az olmasi da anlamli sonug elde etmemizi

engellemis olabilir.

Tablo 5.1. Farkli toplumlardaki Hey diizeyleri (L+: levodopa tedavisi; L+COMT- I:

levodopa ve COMT-I tedavisi alan)

Ulke Calisma Diizeni Hasta N Hcey
Kontrol(K) (umol/L)
Allain ve ark. Fransa Vaka -Kontrol L+ 32 14.5
1995 K 25 9.8
Kuhn ve ark. Almanya Vaka -Kontrol L+ 22 17.3
1998 K 22 13.5
Yasui K ve Japonya Vaka -Kontrol L+ 90 16.3
ark. K 50 10.2
2000
Blandini ve Italya Vaka -Kontrol L+ 36 16.9
ark. K 31 10.8
2001
Kuhn ve ark. Almanya Vaka -Kontrol L+ 132 17.3
2001 K 54 13.1
Muller ve ark. | Almanya Vaka -Kontrol L+ 20 12.75
2001 K 20 8.98
Brattsrom ve Isvigre Vaka -Kontrol L+ 54 17.3
ark. K 132 13.1
2001
Lamberti ve Italya Vaka -Kontrol L+ 26 17.7
ark. L+COMT-I | 20 14.4
2004 K 32 10.3
Ozkan S.ve Tiirkiye Vaka -Kontrol L+ 10 22.5
ark. L+DA 10 17.75
2004 DA 10 14.21
K 10 11.3
Calismamiz Tiirkiye Vaka -Kontrol L+ 26 19.56
2011 DA 11 18.76
L+E 33 17.13
K 100 15.7
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Tablo 5.1 de goriildiigii gibi plazma Hcy diizeyi toplumlar arasinda farklilik
gostermektedir. Calismamizda tedavi alan her iki grupta ve kontrol bireylerinde
plazma Hcy diizeyinin normalin iizerinde saptanmasi, bu durumun toplumsal bir
ozellik sonucu olabilecegini diislindiirmiistiir. Analiz sonucunda hastalarimiz ile
kontrollerimiz arasinda plazma Hcy diizeyi agisindan anlamli fark bulunmadi.
Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamasimin kontrol grubunun degerlerinin
normalin iistiinde olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Literatiir ile uyumlu
olarak PH tanis1 alan olgularda MTHFR geni C677T polimorfizminin plazma Hcy

seviyesi ile iligkili oldugu saptanmustir.
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