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Ozet
Sporadik Parkinson Hastaliginda VDR Gen Polimorfizmlerinin Arastirilmasi

Amag: Parkinson hastaligi, néron dejenerasyonu ve dopaminerjik
néronlarin bozulmasiyla olusan ilerleyici bir nérodejeneratif hastaliktir.
Hucreler arasinda sinyal iletilememesi sonucunda bazal ganglionun uyarici
etkisi beyin korteksinde azalir ve istirahat halinde izlenen titreme (tremor),
hareketlerin yavaslamasi ve hareketsizlik (akinezi ve bradikinezi), katilik
(rijidite), denge sorunlar (postural instabilite) gibi motor belirtilere neden
olur.

Dopaminerjik ndéronlar 6zellikle beyin sapinda substantia nigrada ve
bazal ganglioda bulunmaktadir. In vitro bir galismada, beyinde o&zellikle
substantia nigra bdlgesinde dopamin néronlarinda vitamin D reseptdrun
yogun ekspresyonunun artmasinin adrenal medulla hicrelerinde 1,25(0H)>
D3 etkisiyle dopamin sentezinde hiz kisitlayici enzim olan tirozin
hidroksilazin ekspresyonunun arttirdigi bildirilmistir.

VDR vitamin D’nin biyolojik fonksiyonlarinda primer aracidir. VDR gen
polimorfizmleri VDR protein fonksiyonunu ve gen ekspresyon duzeyini
etkileyebilmektedir. Beyinde hipotalamus ve substantia nigradaki
dopaminerjik néronlarda VDR geninin yliksek dizeyde ekspresyonu
bulunmustur. VDR gen polimorfizmlerinden ikinci ekzondaki Fok I ve intron
sekizdeki Bsm I, multiple skleroz ve Alzheimer hastaliginin da dahil oldugu
cesitli nérodejeneratif hastaliklarla iliskilendirilmistir. Bu calisma Parkinson
hastaligi ve VDR gen polimorfizmleri arasindaki iliskinin ortaya
cikarilmasinda 6nculik edecektir.

Yontem: Calismamizda VDR geninde tanimlanmis olan Fok I
(rs2228570) ve Bsm I (rs1544410) polimorfizmlerini arastirmay!i planladik.
Calismada 130 Parkinson hastasi ile 70 saglikli bireyden toplanan kanlardan
DNA izole edildi. Polimorfizmlerin saptanabilmesi igin PCR-RFLP ydntemi
kullanildi. Calismada her polimorfik bdlge icin o polimorfik bélgeyi icine alan
primerler kullanilarak PCR araciligiyla bu polimorfik bélgeler cogaltilip uygun
restriksiyon enzimleri (Fok I ve Bsm I) ile PCR Uruninin kesiminin ardindan
elde edilen fragmentler agaroz jel elektroforezinde yulritlulerek analiz edildi.

Bulgular ve Sonug: Calismamiz sonucunda, Fok I ve Bsm 1
polimorfizmleri ile Parkinson hastahgi arasinda, gruplarin
karsilastiriimasinda istatistiksel anlamh fark bulunmadi.

Anahtar kelimeler: Parkinson hastaligi, Vitamin D reseptér geni, Fok
I, Bsm I, vitamin D, polimorfizm



Summary

Investigation Of VDR Gene Polymorphisms In Sporadic Parkinson Disease

Aim: Parkinson's disease is a progressive neurodegenerative disease
caused by neuronal degeneration and impaired dopaminergic neurons. As a
result of the inability to transmit sighals between cells, the stimulatory
effect of basal ganglia is reduced in the brain cortex, and and causes motor
symptoms such as tremor, akinesia/bradykinesia, rigidity, postural
instability.

Dopaminergic neurons are found especially in the the substantia nigra
and basal ganglia. In an in vitro study, expression of tyrosine hydroxylase,
is a rate-limiting enzyme in the synthesis of dopamine by the action of
1,25(0OH)2D3 in adrenal medulla cells, is increased by intensive expression
of the vitamin D receptor in brain, especially in the substantia nigra region.

VDR is the primer tool for the biological functions of vitamin D. VDR
gene polymorphisms may effect on VDR protein function and gene
expression level.

A high level of expression of the VDR gene was found in the
hypothalamus and substantia nigra dopaminergic neurons in the brain. The
VDR gene polymorphisms such as Fok I and Bsm I on the second exone
and 8. intron have been associated with a variety of neurodegenerative
diseases including multiple sclerosis and Alzheimer's disease. This study will
lead to the discovery of the relationship between Parkinson's disease and
VDR gene polymorphisms.

Method: In this study, we aimed to investigate the association
between single nucleotide polymorphisms in Fok I (rs2228570) and Bsm I
(rs1544410) regions of VDR gene and PD. 130 PD patients and 70
matched-healthy controls were genotyped by polymerase chain reaction
and restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) analysis in. PCR-
RFLP method was used to detect polymorphisms.

Results and Conclusion: As a result of our study, there was no
statistically significant difference in the comparison of Fok I and Bsm I
polymorphisms with Parkinson's disease groups.

Keywords: Parkinson's disease, Vitamin D receptor gene, Fok I, Bsm
I, vitamin D, polymorphism
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1- GIRIS VE AMAC

Parkinson hastaligi (PH) genetik ve cevresel faktorlerin karmasik
etkilesiminden kaynaklanan ilerleyici ndrodejeneratif bir hastaliktir. Bu
hastalida ilk olarak 1817 yilinda Ingiliz hekim James Parkinson tarafindan
“shaking palsy” (titrek felg) adi verilmistir. Bu hastalik, Alzheimer
hastaligindan sonra en sik goérilen ndérodejeneratif hastaliktir. Parkinson
hastaliginin yaklasik %10-15'i ailesel ve %85'i ise sporadiktir. Ancak bu
hastaliin %05’'i tek gen mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Mendel tipi
kalitim) (Cordato & Chan, 2004).

Beynin substantia nigra bélgesindeki dopaminerjik néronlarin kaybi ve
“Lewy cisimcikleri” adi verilen protein agregatlarinin olusumu ile meydana
gelen PH, 65 yas st populasyonun vyaklasik %1‘ini etkilemektedir
(Mouradian, 2002). Dopaminerjik néronlarin yaklasik %60-65'inin kaybi
sonucu, dopamin seviyesinde meydana gelen %@80-85'lik azalma, motor
fonksiyonlarini etkiler ve bu bozukluklar bradikinezi, tremor, rijidite ve
durus bozuklugu gibi semptomlarin ortaya ¢cikmasina sebep olur (Lester &
Otero-Siliceo, 2006; Ozansoy & Basak, 2004).

Hastaligin olusumunda genetik, cevresel ve mekanik etkilerin yaninda
travma, PSP (Progressive Supranuclear Palsy) ve MSA (Multiple System
Athropy) gibi diger nérodejeneratif hastaliklar ve intoksikasyonlarin da roli
oldugu dusinutlmekle birlikte Parkinson hastaliinin temel bir klinik
tanimlamasi yoktur (Calne, 2005).

Son ddénemde yapilan arastirmalarda genetik dedisimlerin hastaligin
patolojisinde roll oldugu ortaya konulmustur (Gwinn Hardy, 2002). Tirkiye’
de 2004 yilinda Ozansoy M. ve Basak A.N. PH'nin nérodejenerasyonunun
molektler biyolojisi ve genetigi hakkinda calismalar yapip aday genleri
belirlemislerdir. Bu calismalarin sonucu a-sintklein, PARK, DJ]-1, PINK1,
LRRK2 gibi birgok gende mutasyonlar bulunmus ve hastalikla iligkili
olduklari saptanmistir (Ozansoy & Basak, 2004). Dopaminerjik néron
kaybinin sebeplerini molekller olarak arastirirken bircok mutasyon ve
polimorfizmin PH olusumunda rol aldigi gértalmustar.

Vitamin D, klasik olarak kemik metabolizmasindaki ve kalsiyum-fosfor
homeostazindaki etkileri ile bilinmektedir. Yakin zamanda yapilan
arastirmalarda, vitamin D’nin bircok hicre tipinde immunmoddilatuar,
antiinflamatuar, antimikrobiyal, antiproliferatif etkileri oldugu goésterilmistir
(Ohyama et al., 1994).

Parkinson hastaligi, Multipl skleroz, Alzheimer hastaligi, Amyotrofik
lateral skleroz gibi gesitli nérodejeneratif hastaliklarin etyopatogenezinde,
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VDR ve vitamin D seviyelerinin genetik ve c¢evresel olarak etkileyen
faktorler olabilecedi Gzerinde duruluyor (G. DelLuca, Kimball, Kolasinski,
Ramagopalan, & Ebers, 2013; Lv, Tang, Sun, Yan, & Guo, 2012).

Vitamin D, simdi bir vitamin olmaktan ziyade bir hormon olarak
dusinldlmektedir ve bu vitamin, ndéronal sagkalim ile ilgili bircok islemi
dizenler ve son zamanlarda vyapilan calismalarda PH patogenezinde
cevresel modifiye edici bir faktér olarak énerilmistir (Ohyama et al., 1994).

Hem Kafkaslar'da ve hem Japonlar’da, 25(0OH)D dlizeyleri Parkinson
hastalarinda 6nemli derecede dustk bulunmustur (Ohyama et al., 1994;
Unal, Ozkan, Cayir, Kaya, & Orbak, 2012).

Bugline kadar ama 1,25(0OH)2D3'un beyindeki rolu tam olarak
anlasilamamistir. 1,25(0H)2D3'un noéroblastomda proliferasyonu azalttigi,
bunda da etkili mekanizmanin hiicresel farklilasma arttiginda vitamin D’nin
inaktif metabolitlerine cevrilerek proliferasyonu azaltip bir denge sagladigi
dusunulmektedir (Gumireddy, Ikegaki, Phillips, Sutton, & Reddy, 2003).

Uzun slredir VDR genin varyantlarindaki etkileri ndrodejeneratif
hastaliklarda dikkat c¢ekmektedir. Vitamin D reseptdrl, vitamin D’nin
biyolojik etkilerinin ana aracidir. VDR, hem merkezi hem de periferik sinir
sistemlerinde yaygin olarak eksprese edilmektedir. En ylksek ekspresyon
seviyesi, hipotalamusta ve substantia nigra'nin dopaminerjik néronlarinda
bulunur, bu da VDR'nin bu hastaligin patogenezinde rol oynayabilecedi
dusincesini desteklemektedir.

Vitamin D’nin néroprotektif etkisini, VDR seviyesini arttirarak veya L-
tipi kalsiyum kanallarinin ekspresyonunu azaltarak goOsterebilecegi one
strldlmustlr (Taniura et al., 2006). Bu Bu sebeple vitamin D eksikliginin
norolojik  hastaliklarin  olusma riskini arttiran bir faktér olarak
disinulebilmektedir. Embriyolojik dénemde VDR  ekspresyonunun
artmasinin apopitozu arttirlp mitozu azalttigi ve hiicre proliferasyonunu
etkiledigi ve noéron gelisiminde de ©Onemli rol oynayabilecegini
dusindurmektedir (Veenstra et al., 1998). Ancak henlz beyinde
1,25(0H)2D3 aktivitesi tam olarak anlasilamamistir. 1,25(0OH)2D3 ‘un
néroblastomda proliferasyonu azalttigi, bunda da etkili mekanizmanin
hicresel farklilasma arttiginda vitamin D’nin inaktif metabolitlerine
cevrilerek proliferasyonu azaltip bir denge sagladigi dusidntlmektedir
(Gumireddy et al., 2003). 1,25(0H)2D3'un 0&zellikle gelismekte olan
néronlarda belirgin olan néron blyime faktéri (NGF)'nin sinyal iletiminde
glclu regulator etkisinin oldugu ve bodylece beyinde noronlarin gelisiminde,
migrasyonunda o6nemli olabilecegi savunulmustur (Sanchez, Relova,
Gallego, Ben Batalla, & Perez Fernandez, 2009).
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Son yillarda yapilan galismalarin sonucunda VDR gen polimorfizmleri ile
PH riski arasinda bir iliski oldugu ortaya konulmustur (Butler et al., 2011;
Kim et al., 2005; Suzuki et al., 2012). Ancak sonuclar celiskilidir (Loiola,
2016).

Bu calismada, VDR gen polimorfizmlerinin Parkinson hastaligi ile
iliskisinin arastirlmasini amacladik. Bu genin toplum taramasi yoninden
degerlendirilmesi llkemizde Parkinson hastaliginin gelisimindeki genetik
yatkinhidin oranlarinin belirlenmesine ydnelik bilimsel katki saglayacaktir.



2- GENEL BILGILER
2.1. Parkinson

Parkinson hastaligi substantia nigra basta olmak Uzere bazal ganglion
dejenerasyonunun gozlendigi ve etyolojisinde birden c¢ok risk faktorinin
yer aldigi, kronik, ilerleyici ve ndrodejeneratif bir hastaliktir.

Bu hastalik dopamin Ureten beyin hicrelerinin kaybiyla ve beyin sapi
ve serebral korteksteki a-sinUklein proteinlerinin anormal katlanmalarindan
dolayi olusan Lewy cisimcikleri nedeniyle ortaya ¢ikan bir hastaliktir.

2.1.1. Parkinson hastalhiginin tarihcesi

PH ilk olarak 1817 yilinda Ingiliz hekim James Parkinson tarafindan “An
essay on the Shaking Palsy” adli makaleyle tanimlanmistir. Londra’l
Dr.James makalesinde kendisinin muayene ettigi (¢ hasta ve londra
sokaklarinda go6zlemledigi (¢ olguyu bildirmistir. Bu olgularin ortak
Ozelliklerine goére tremor, rijidite, bradikinezi/akinezi, postural refleks
bozuklugu hastaligin temel 6lcltleri olarak kabul edilmistir (Veenstra et al.,
1998).

Bu hastalik hakkinda 1841 yilinda ise Marshall Hall “paralysis agitans”
terimini kullanmistir (Suzuki et al., 2012). Ancak Dr.James’in makalesinin
yayinlanmasindan 60 yil sonra Fransiz nérolog Jean Martin Charcot,
Parkinson hastaligina gereken 6nemi vermis ve (zerinde genis capl bir
arastirma yaptiktan sonra, hastaliga Dr. James Parkinson’un adindan dolayi
“Parkinson” adini vermistir (Veenstra et al., 1998).

2.1.2. Parkinson hastaliginin epidemiyolojisi

PH tim dinyada, tim sosyoekonomik siniflarda, her irk ve etnik
toplumda gorilmektedir. Ancak Afrika kokenli Amerikalilarin insidansi
beyazlarin dértte biridir. Asyalilarin insidansi beyazlarin Ggte biri ile yarisi
arasindadir. Kuzey Amerikalilarda daha sik goruldigu tespit edilmistir. Tim
Avrupa ulkelerinde insidansi benzerdir (Saadat, 2013).

Bircok calismada, iki cinsiyet arasinda esit siklikta gorildtga
bildirilmistir (Bain et al., 1994; Benito-Ledn, Bermejo-Pareja, Louis, &
Group, 2005) ancak Louis ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklari meta
analiz calismasinda erkek cinsiyet baskinhdi dikkat c¢ekmistir
(1,8:1)(Raming & Gould, 1986).



Bu hastalik tipik olarak orta ve ileri yas grubunun hastaligi olarak
bilinmektedir ve ortalama 50 yasindan sonra baslar, yaklasik 10-20 yillik bir
surecte progresif olarak ilerler ve hastalik 65 yas Ustlu populasyonun %1'ini
etkiler (Rajput & Birdi, 1997). Hastaligin gortlme sikligi ve yasam kalitesi
arasinda cizgisel bir iliski bulunmaktadir (Koller, 1992). Bu hastalik geng
yaslarda nadiren gorilebilir ve erken baslangich Parkinson hastaligi olarak
ve 20 yasindan once hastaligin semptomlari ortaya ciktiginda “Juvenil PH”
olarak adlandirilmaktadir.

TUm hasta bireylerin %5’inde hastaligin 40 yasindan 6nce basladigi
bilinmektedir (Roos, Jongen, & Van der Velde, 1996). Yillik prevalans
100.000 kiside 80,6-187 arasinda ve insidans ise 100.000'de 4,5-21
arasinda dedismektedir. Insidans ve prevalans dederleri yasla birlikte artis
géstermektedir (Dogu, Louis, Sevim, Kaleagasi, & Aral, 2005).

Yaslanma hizlari géz 6énine alindiginda prevelans verileri mevcut olan
10 Ulkede hasta sayisinin 2030 yilinda yaklasik olarak iki katina cikacadi
one slrilmektedir (Dorsey et al., 2007). Tlrkiye icin prevalans dederi
Eskisehir'de vyapilmis olan bir g¢alismaya gbére 111/100000 olarak
bildirilmistir (Torun, Uysal, Giicliyener, & Ozdemir, 1995).

2.1.3. Parkinson hastaliginin etiyolojisi

PH'nin etiyolojisi tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte genetik
yatkinligi  bulunan bireylerde mekanizmasi net bir sekilde ortaya
konulamamaktadir.

SNCA geninde olusan mutasyonlar bu hastaliga sebep olur. Bu gen
hastaligin etiyolojisinde en 6nemli roll olan a-sinuklein proteinini kodlayan
gendir. Bu protein sitozolde bulunur ve presinaptik vezikullerin iglevi ve
olgunlasmasinda 6nemli bir roli oldugu bilinmektedir. Bu presinaptik
veziklller nérotransmitterlerin yayin sirecinde bir negatif regilatér olarak
rol almaktadir (Xia et al., 2001).

Parkinsonizm etiyolojik nedenden ziyade klinik bir tablodur ve gesitli
nedenlere baglh olarak gelisebilir (Tan & Jankovic, 2006). Cevresel
faktorlerin hastahdin olusmasinda rol oynadigi dlstnidlmektedir. Son
calismalarda bulunan genetik ve biyokimyasal veriler sayesinde genetik
ve/veya cevresel nedenlerle hasara ugrayan proteozom-ubiquitin sisteminin
bu hastaligin patogenezinden sorumlu ana mekanizma oldugu
disinutlmektedir (Saadat, 2013; Tolosa, Marti, Valldeoriola, & Molinuevo,
1998).



James Parkinson makalesinde bu hastaliin nedenini Ust servikal
medulla spinalis ve medulla seviyesinde inflamasyon ve hasara sebep
olabilecek travmalarin sorumlu olabilecegini belirtmistir. Hastaligin
etiyolojisinin  aydinlatilmasinda hastalik sdrecinde gelisen patolojik
degisikliklerin anlasilmasi oldukca Onemlidir. (Saadat, 2013) Boylece
etiyolojik faktorlerin hastalia sebep olma mekanizmasli daha iyi
anlasilabilecektir. Bu yolla etiyolojiden sorumlu tutulan faktorlerin hastaliga
nasil neden oldugu daha iyi anlasilabilecektir.

Parkinson hastaligi patolojik olarak beyin ve cevresel sinir sisteminin
bircok bélgesinde olusan norodejeneratif degisikliklerden meydana
gelmektedir. Sitoplazmik inklGzyonlar olan Lewy cisimcikleri, sinir
sisteminde  parkinsoniyen  nérodejenerasiyonun temelini  olusturur
(Trojanowski & LEE, 2003).

2.1.4. Parkinson hastaliginin patolojisi

PH, beyin sapi bdlgesinde hasara udrayan substantia nigranin ve
dolayisiyla dopamin salgilayan hulcrelerin kaybi ve/veya dejenerasyonu ile
ortaya c¢ikmaktadir. Ama bu hasarin ortaya c¢ikma mekanizmasi ve bu
hicrelerin tiikenme nedeni heniiz belli degildir (Moriwaka et al., 1996)(Sekil
2.1).

Putamen

Striatum
Caudate nucleus F

Dopamine pathway

Substantia nigra

In Parkinson's patients,

dopamine neurons in the
nigro-striatal pathway degenerate

Sekil 2.1. Substantia nigra (Por el Dr. Ananya Mandal)

Substantia nigra blnyesinde 800.000 civarinda hucre barindirir. PH'nin
belirtilerinin goérilebilmesi icin bu hlcrelerin en az %60-80'inin kaybolmasi
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gerekir. Bu da aslinda hastaligin, belirtiler ortaya cikmadan cok Once
basladigi anlamina gelir. Belirtiler, hlicre kaybinin yavas ilerlemesi, sistemin
rezervinin fazla olmasi nedeniyle, tim hucrelerin %60-80'i kaybedildikten
sonra ortaya cikar. Yasamlari boyunca hicbir PH belirtisi géstermeden,
baska bir sebepten vefat eden insanlar vardir. Bu insanlarin beyinleri
histopatolojik ve morfolojik olarak incelendiginde ise substantia nigrada
%50 oraninda hlcre kaybi gortulmustir (Agid, 1991; De Lau & Breteler,
2006).

Néromelanin iceren dopaminerjik néronlarin kaybi ve gliozis nedeniyle,
substantia nigra ciplak goézle bile soluk géranir (Sekil 2.2). Lewy
cisimcikleri, demir, hiperfosforile nérofilament proteinleri, ubikuitin, lipidler
icerir. Patolojik calismalar, Lewy cisimcikleri ve karakteristik dejeneratif
degisikliklerin sadece substantia nigra’da degdil merkezi sinir sisteminin
bircok bolgesinde de varhgi gosterilmistir (Braak et al., 2006).

Sekil 2.2. PH'de substantia nigra'nin depigmentasyonu (sagda). Saglikli
bireyde substantia nigra (solda)(S. A. Mandel, Morelli, Halperin, & Korczyn, 2010)

PH'nin néropatolojik etkenlerini; gegirilmis beyin enfeksiyonlari, damar
hastaliklari, ateroskleroz, travma, ailevi sebepler, bazi ilaclar, toksinler
(6rn: MPTP), zehirlenmeler, timoérler ve kandaki alyuvarlarin asir
ylkselmesine bagl sinaps kaybi, néron ve diger nérotransmiterlerin kaybi
olarak siralayabiliriz (Zhou et al., 2015).

Parkinson hastaliginin patogenezinde cevresel faktorler ve genetik
yatkinligin birlikte rol oynadigi distnltlmektedir. Bu ylzden genetik,
cevresel faktorler, yaslanma ve virlsler gibi faktoérler arastirmalarda dikkate
alinmaktadir.



Bu hastalik; (LRRK2, SNCA, Parkin genleri, vs.) genetik mutasyonlara
sahip olan kisilerde daha sik gorulmektedir. Ailesel Parkinson tipinde bazi
proteinlerin varli§i tespit edilmistir. Ornek olarak lewy cisimci§i proteinlerin
PH patogenezinde etkisi saptanmistir (Dawson & Dawson, 2003).

Ailede bir kiside PH varsa; ailenin diger Gyelerinde ya da kusaklarinda
bir baska olguya rastlama ihtimali %15 civarindadir. Buna ragmen geg
baslangigli Parkinson hastaliginin; tek yumurta ikizlerde her iki kardeste
gorilme riski ¢ift yumurta ikizlere gére daha yiiksek degildir. Ikizlerde geng
yas Parkinson hastalijinda ise bu oran daha ylksektir (Nakamura et al.,
2016).

Yapisal bir yatkinlik temelinde ve yaslanma sureci icinde, hastaligin
bazi cevresel faktorlerin katkisiyla ortaya ciktigi distnilmektedir (Dawson
& Dawson, 2003).

2.1.4.1. Lewy cisimleri

Parkinson hastaliginin temelinde, beyin sapi ve serebral korteksteki, a-
sintklein proteinlerinin anormal katlanmalarindan olusan Lewy cisimcikleri
bulunmaktadir.

Lewy cisimciklerinin Parkinson hastalidi ile iliskili oldugu ilk kez 1912
yilinda Friedrich Lewy tarafindan gdsterilmistir. Bunlar ilgili sinir hicrelerini
ve sinir hlcresi baglantilarini ortadan kaldirip ileticilerin (dopamin ve
asetilkolin vb.) baglantilarini keserler. Parkinson hastalarinda bu hatlarda
bilgilerin iletilebilmemesinden dolayi, 6rnek olarak hareket bozukluklari
meydana gelmektedir (HlUlya Deniz, 1998).
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Sekil 2.3. 1- PH olan bir hastada substantia nigra néronlarinin kaybi. 2-
Saglkh beyinde sustantia nigra 3- PH olan bir hastada pozitif Lewy cisimcigi
(Melanin grandlleri kirmizi-kahverengidir) (S. A. Mandel, et al.)

Lewy cisimcikleri, demir, hiperfosforile nérofilament proteinleri,
ubikuitin, lipidlera-sinuklein igerir ve PH icin karakteristik, olmazsa olmaz
bir bulgu haline gelmistir (Sekil 2.3).



2.1.4.2. Dopamin

Dopamin dlizgin ve kontrolli hareketler Gretmek igin iki beyin alani
(substantia nigra ve korpus striatum) arasinda bir haberci olarak goérev
almaktadir.

Parkinson hastaliginda gorilen hareket bozukluklari genellikle
substantia nigra’‘daki dopamin Ureten hicrelerin kaybindan ve dolayisiyla
dopamin eksikliginden ortaya clkmaktadir. Bu hareket bozukluklarinin
siddeti dopamin kaybinin miktarina baglidir.

Beyindeki diger hicrelerin dejenere olmasindan dolayr Parkinson
hastaliginin diger semptomlari ortaya cikar. Motor semptomlarina neden
olan dopamin eksikliginin Parkinson hastaliginda rol aldigi bilinse de
dopamin Ureten beyin hicrelerinin kaybinin sebebi henlz belli olmamistir.

Genetik ve patolojik calismalar c¢esitli disfonksiyonel hicresel
slireglerin, inflamasyonun ve stresin hilicre hasarina katkida bulundugunu
ortaya koymustur. Genel olarak, yapilan calismalar sonucu dopamin
kaybinin genetik ve c¢gevresel faktérlerin bir kombinasyonundan
kaynaklandigi gosterilmektedir (Doktorix).

2.1.5. Parkinson hastaliginin klinik ézellikleri

Parkinson hastaliginin, istirahat halinde izlenen titreme, hareketlerin
yavaslamasi ve hareketsizlik (akinezi ve bradikinezi), katilik (rijidite), denge
sorunlarn (postural instabilite) gibi dért ana motor belirtisi vardir (Dewey Jr,
2000).

2.1.5.1. Tremor

Parkinson hastaliginda tremor (titreme) en iyi taninan ve en spesifik
ana bulgudur. Hastalarin %75’inde goérulen ilk motor belirtisidir ve hareket
esnasinda ortadan kaybolur, ancak ekstremite belli bir postirt aldiktan kisa
bir slire sonra tekrar belirir. Kaslarin kisa slreli kasiimasindan dolay! bu
hareket bozuklugu meydana cikar. Tremor siklikla ellerde bazen de
kollarda, bacaklarda, basta, dil, cene, dudak ve hatta seste titreme seklinde
de gorilebilir ve hastanin ginlik hayatini etkilemese de agir oldugunda
yasam kalitesini bozabilmektedir (Jankovic, 2003; uludag).


javascript:textise('http://www.doktorix.com/katekolaminler-serum/')

2.1.5.2. Rijidite

Normalde kaslarin dinlenme halinde yumusak ve gevsek olmasi
gerekirken rijidite varliginda dinlenme halinde bile sabit bicimde gergin ve
elle hissedilebilen belli bir sertlikte oldugu gorilmektedir.

Kollar, bacaklar veya gbévde kaslarinda normal tonusin artis
gOostermesi ve buna bagli hareketlerde yavaslama ortaya cikar. Bu belirti
hekimin muyane sirasinda saptadigi bir bulgudur. Rijidite sikhkla el
bileginde pasif rotasyon hareketleri ve dirsekte fleksiyon ve ekstansiyon
hareketleri ile degerlendirilir.

Hafif olgularda rijiditeyi ortaya cikartmak, ancak karsi ekstremiteye
tekrarlayici hareketler (diger elin acilip kapatilmasi, parmaklarinin
sayllmasi, havada kare cizilmesi gibi) yaptirmakla mimkdn olabilir.

Parkinson hastalarinda rijidite distal (el ve ayak bilekleri) ve proksimal
(boyun, omuz, kalca bdlgelerinde) seklinde goérilebilir. Rijidite hastada
eklemlerde agri, kaslarda tutukluk gibi yakinmalara neden olur (uludag).

Rijidite istemli hareket hizini sinirladigi halde, rijiditesi olan bazi
hastalar motor islevlerini rahat sdrddrebilirler ve bradikinezi, hastanin
6zurliliginde rijiditeden daha belirleyici bir rol oynamaktadir (Jankovic,
2003).

2.1.5.3. Akinezi/Bradikinezi

Akinezi hareketin olmayisini, bradikinezi ise yavasligini tanimlar. Bazal
ganglion fonksiyon bozuklugunun en karakteristik belirtisi bradikinezidir.

Hastalarda sadece istemli motor hareketlerde degil, ayni zamanda
yuzde ifadesiz gérinim, g6z kirpmada azalma, yuridrken kollari sallama
veya yutma islevinin yavaslamasina bagl adizda salya birikimi ve akmasi
gibi otomatik hareketlerde de bir azalma s6z konusudur.

Bradikinezi ve akinezi tim parkinson hastalarinda gorulir ve hastalarin

yasam kalitesini en fazla dlslren belirtilerin arasinda yer almaktadir
(Jankovic, 2003).
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2.1.5.4. Postural dengesizlik (Instabilite)

Parkinson hastalarinda rijidite ve akinezi nedeniyle ortaya cikan bir
belirtidir ve bu hastaligin belirtileri arasinda en fazla 6zirlik yaratan ve
tedaviye en az yanit veren bulgudur.

Normal bireylerde vicudun ani pozisyon degisikliklerinde dengeyi
saglamak Uzere refleks olarak postlrinit ayarlama durumu séz konusudur.
Buna postiral refleks denir. Parkinson hastalarinda postlral reflekslerde
azalma goruldiginden, dismeler gorilebilir. Postlral instabilite ve buna
bagh dismeler daha cok hastaligin geg evrelerinde gorilmektedir (Jankovic,
2003; Zhou et al., 2015).

PH’de non-motor sinir sisteminde de degisiklikler gorilmektedir. Bu
belirtiler motor bulgular ortaya cikmadan énce kendini gdsterebilir. Idrar
kacirma, barsak hareketlerinde dlizensizlikler, kabizlik, agri ve koku alma
bozuklugu, postural hipotansiyon (ayaga kalkildiginda tansiyon dismesi),
ciltte asiri yaglanma, gozlerde kuruma, REM (hizh géz hareketi) ve uyku
davranis bozuklugu (canh riyalar gorlip, etrafindakilere zarar verebilecek
kadar bir uyku bozuklugu) gibi bulgular izlenebilmektedir (Jankovic, 2003).

Bu hastalik geleneksel olarak motor sistem hastaligi olarak distnilse
de, bugln artik motor, non-motor (otonomik, davranigsal, bilissel ve
duyusal) ve karisik motor/non-motor tutulus paterni ile cok daha karisik bir
sendrom olarak kabul edilmektedir (Ertan, 2005).

PH tanisi G¢ ana kategoride siniflandirilir ve bu alanlarin sorgulanmasi
ile birlikte hastalik tespit edilebilir (Ertan, 2005) (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. Parkinson hastaligi tanisi ve siniflandiriimasi

Bradikinezi hareketlerde yavaslama
Rijidite Katihk
MOTOR Tremor eller, ayaklar, kollar, bacaklar, ¢ene
BELIRTILER veya dilde titreme (genellikle
isitrahat halinde belirgin)
Postiral Dengesizlik ozellikle doniislerde dusme egilimi
gosterme
Mizac depresyon, anksiyete, sinirlilik
Bilissel Degisiklikler dikkat,gorsel-uzamsal sorunlar,
bellek bozuklugu, kisilik degisikligi,
psikoz/halusinasyon
Ortostatik Hipotansiyon sersemlik ve ayaga kalkinca kan
basincinda diisme
Kabizlik ve Cabuk Doyma | kiiglik miktarlarda gida alimindan
NON-MOTOR H!ssi . _ sonra siskinlik hissi
BELIRTILER Hlperh!dr02|s _ asiri te_rleme
Seboreik Dermatit kuru cilt ve kepeklenme
Idrar aciliyeti sik idrara ¢itkma ve idrar kagirma
Anosmi koku duyusunda kayip
Uyku Bozukluklari insomni, gindiz asir1 uyku hali,
REM uykusu davranis bozuklugu,
huzursuz bacak sendromu ve uykuda
periyodik bacak hareketleri
Agn, Sertlik Hissi, Uyusma
KARISIK Siyalore tikrik salgisinin yutma sikligindaki
MOTOR VE azalmaya  baghh  olarak agiz
NON-MOTOR kenarindan disar1 akmasi
BELIRTILER Konusma ve Yutma Sorunlar

PH’de belirtiler sinsi bir sekilde baslar ve belirtiler git gide agirlasir

(Ertan, 2005).

Bu nedenle hastaligin siddetine gore klinik evreleme

yapiimaktadir. Bunun igin de 1960°larda Melvin Yahr ve Margaret Hoehn
tarafindan evreleme igin gelistiriimis olan “Hoehn ve Yahr cizelgesi”

kullanilmaktadir (Hierholzer et al., 1994) (Tablo 2.2).
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Tablo 2.2. Hoehn ve Yahr Cizelgesi ve Parkinson Hastaligi Evreleri

0. Parkinson hastaligi bulgusu yok.

Evre 1. Tek tarafta PH bulgulari var. Prodrom (presemptomatik) dénem

Evre 2. iki tarafli PH belirtileri var ama yirime gucligli yok. Erken (prekliniky donem

Evre 3. iki tarafli PH belirtileri var ve ok az yurtime guclugii var. Hafif tremor dénemi

Evre 4. 1ki tarafli PH belirtileri var ve orta derecede yiriime glcligl var. Hasta tek basina
yuriyemeyecek durumdadir. Orta derecede tremor dénemi

Evre 5. 1ki tarafli PH belirtileri var ve hasta yiiriyemez. Hasta tekerlekli sandalye
kullanmak zorundadir ve yataga bagimlidir. Siddetli tremor dénemi

Parkinsonizm semptomlarinin bulundugu birgok hastaligin bu hastalikla
karisabilmesi nedeniyle, PH’nin tanisi icin gelistirilmis olan degisik tani
kriterleri arasinda, Hughes ve arkadaslarinin 1992 yilinda yayinladiklar
“Ingiltere Parkinson Hastahgi Dernegdi Beyin Bankasi klinik tani kriterleri ”
en sik kullanilmaktadir (Hughes, Ben-Shlomo, Daniel, & Lees, 1992;
Hughes, Daniel, Kilford, & Lees, 1992).

Parkinsonizm  bulgulari ile birlikte gdérilen heredodejeneratif
hastaliklarin baslicalari  Wilson Hastalidi, Machodo-Joseph Hastalg,
Huntington Hastaldi, Haller Vorden- Spatz Hastaligi, Familyal Bazal
ganglion kalsifikasyonu ve No&roakantositozisdir (Kitikgl, 2008; Saadat,
2013).

Parkinson hastalari, parkinsonizm vakalarinin yaklasik %g80’nini
olusturmaktadir (Saadat, 2013). PH'nin bu kadar degisik semptomatoloji
gostermesi hastaligin erken doneminde tani karmasasi ve tedavinin
gecikmesine yol acabilmektedir.
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2.1.6. Parkinson hastaliginin tedavi yontemleri

Parkinson hastaliginin tedavisinin asil amaci, hastalarda olabilecegi
kadar en uzun slre, en iyi islevsel iyilesmeyi saglamak ve hastaligin
belirtilerini kontrol altina almaktir. Bu hastaligin 6nlemeye ve tamamen
ortadan kaldirmaya yonelik bir tedavi hentz bulunamamaktadir.

PH'nin motor semptomlari Uzerine olumlu etkileri olan farkh
antiparkinson ilaglar ve cerrahi tedavi uzun zamandir kullaniimaktadir
(Stanley Fahn, Jankovic, & Hallett, 2011).

LD PH’nin tremor, bradikinezi ve rijidite gibi semptomlarinda etkin
bulunmustur. Oral olarak alinan LD, periferik organlarda parcalandigindan
sadece % 1'i kan-beyin bariyerini gegebilir.

Bu nedenle “dopa-dekarboksilaz enzim inhibitérleri” LD'nin periferde
metabolize olmasini engelleyip ve santral sinir sistemindeki etkinligini
arttirmak igin LD preparatlarina eklenmistir. Ayrica periferde dopamin
miktar az oldugundan dolayr mide bulantisi, kusma, ortostatik hipotansiyon
gibi yan etkiler de engellenmis olur (Baker et al., 2009).

Ancak LD’nin kronik kullanimi ile hastanin yasam kalitesini bozan bazi
komplikasyonlar (doz sonu koétllesmesi ve diskineziler) olusturabilme
potansiyeli nedeniyle, bu komplikasyonlardan kacinmak ya da ortaya
cikisini geciktirmek icin, yeni ilaglar ve tedavi segenekleri gelistirilmistir.

LD halihazirda semptomlari baskilamada en etkin ilag secenegidir.
Ancak, ozellikle geng hastalarda kronik ve ylksek doz kullanimi sonucu
motor komplikasyonlarin gelisme riskinin ylksek olma potansiyeli
nedeniyle, farkli dopamin agonistleri tedavide erken dénemde daha sik
kullanilmaya baslanmistir (S Fahn, 1992).

PH tedavisinde kullanilan ilaglar arasinda semptom baskilayici etkisi
olan LD’den sonra en fazla kullanilan dopamin agonistler, dopamin
reseptorlerini dogrudan uyarabilen ilag grubudurlar.

Bu iki ana grup disinda Parkinson hastaliginin tedavisinde antikolinerjik
ilaclar, COMT  (katekol-O  metiltransferaz = enzimi) ve MAO-B
(Monoaminooksidaz-B enzimi) inhibitoérleri, amantadin kullaniimaktadir
(Stanley Fahn et al., 2011).

Parkinson hastaligin tedavi yonelik ilglar ve dopamin metabolizmasinda
etkileri (Sekil 2.4)'te gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Parkinson hastaligin tedavi yonelik ilglar ve dopamin
metabolizmasinda etkileri (Simpson)

Secilmis bazi hastalarda da cerrahi tedavi yéntemi (ablatif ve derin
beyin stimilasyonu) uygulanabilmektedir (Arica & Akbostanci, 2008).

2.1.7. Parkinson hastaliginin genetigi

Gecen vyillarda vyapillan genetik arastirmalar, DNA dizilerindeki
varyantlarin hastaligin gelisim sirecinde oldukca 6nemli bir rol oynadigini
gbstermektedir.

Parkinson hastalarin en az bir birinci derece akrabasinda bu hastaligin
gbzilkmesi %15'tir. ikiz calismalarinda tek yumurta ikizlerde %8, cift
yumurta ikizlerde ise %5 oraninda PH gorildigld belirlenmistir (Duvoisin,
Eldridge, Williams, Nutt, & Calne, 1981).

1888 yilinda bu hastalikla ilgili ilk aile calismasi Gowers tarafindan
yapimistir (Spacey & Wood, 1999). O glinden beri genetik faktoérlerin
hastaligin patolojisinde rol oynadigi distnltlmistlir ve ardindan cesitli
calismalar yapilmaktadir.

Yapilan calismalar sonucunda mutasyon halinde dogrudan genetik
gecisli hastaliga sebep olan bircok gen belirlenmistir (Elbaz et al., 2003)
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Genetik gecisli parkinson hastaligi'nda yapilan calismalar sonucunda
mutasyonu halinde dogrudan hastaliga yol acan ondan fazla genetik lokus
saptanmistir. Bunlar 4.kromozom Uuzerinde a-sinuklein (OD) ve UCH-L1
(Ubiquitin C-terminal hidrolaz) (OD) genleri, 6.Kromozom uzerindeki Parkin

geni

(OR), 1.
kromozomlar

kromozom
Uzerinde

uzerindeki
yeri

saptanan

DJ-1 geni
ancak

(OR) ve 1,2,4,12
henlz tam olarak

tanimlanmayan gen lokuslanidir (Elbaz et al., 2003) (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Genetik Gegisli Parkinson Hastaligi’'nda simdiye kadar bulunmus lokuslar
ve bu lokuslarda tanimlanmis genler ile kalitim sekilleri
(OD: Otozomal dominant, OR: Otozomal resesif).

Lokus Gen Pozisyon Kalitim sekli Parkinsonizm tipi

PARK 1/4 SNCA 4921 oD Erken

PARK 2 Parkin 6025.2- OR Juvenil ve erken

q27

PARK 6 PINK1 1p35-p36 OR Erken

PARK 7 DJ-1 1p36 OR Erken

PARK 8 LRRK?2 12912 OD (diistik penetrans) Geg

PARK 9 ATP13A2 1p36 OR Kufor-Rakeb sendromu
PARK 3 ? 2p13 oD Geg

PARK 5 UCHL1 4pl4 oD Geg

PARK 10 ? 1p32 ? Geg

PARK 11 GIGYF2 2036-937 | OD (diisiik penetrans) Geg

PARK 12 ? Xq21-25 ? ?

PARK 13 | Omi/HTRA2 2p12 ? ?

PARK 14 PLA2G6 22q13.1 OR Eriskin baslangi¢h distoni

parkinsonizm
PARK 15 FBXO7 22g12- OR Erken baslangi¢h parkinsonian
gl3 piramidal sendrom

PARK 16 ? 1032 ? Geg

PARK 17 ? 4 ? Geg

PARK 18 ? HLA ? Geg
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Ilk defa 1996’ da kalabalik Italyan asilli bir ailedeki otozomal dominant
gecisli PH olgularinin incelenmesi ile 4g21-q23 kromozomu Uzerinde a-
sinUklein genine ait A53T mutasyonu genetik gecisli PH'de ilk mutasyon
olarak tanimlandi. SNCA geninde olusan A53T mutasyonu farkli a-sintklein
proteinin sentezine sebep olup ve protofibril olusumunu tetikler ki bu
protofibriller sinaptik vezikilllerin  zarlarinin  parcalanmasina sebep
olmaktadir. Boylece vezikillerde mevcut olan dopamin, hicre igine
salinarak oksidatif stres yaratir ve toksisiteye neden olur (Gwinn Hardy,
2002).

Alman bir ailede A30P mutasyonu ikinci mutasyon olarak
tanimlanmistir (Altinkut Uncuoglu, 2010). Bu mutasyonun klinik tablosunun
sporadik Parkinson hastalijina cok benzedigi kesfedilmistir (Kriiger et al.,
1998). Bulunan son mutasyon ise E36K mutasyonudur ve bu mutasyona
sahip bireylerin klinik tablosunda demans 6n plana cikmaktadir (Gwinn
Hardy, 2002).

Parkinson hastaligi genellikle genetik gecisli olarak iki sekilde
gorulmektedir. Geg baslangigh PH otozomal dominant ve erken baslangigh
PH otozomal resesif olarak ikiye ayrilabilir. Ge¢ baslangigh PH ortalama 50
yaslarinda ve erken baslangigh PH ise 45’den 6nce ortaya gikar. Bu gruba
dahil edilen juvenil PH'nin baslangic yasi ise 20’'nin altindadir (Potenza,
Voon, & Weintraub, 2007).

2.1.7.1 Geg baslangic¢l parkinson hastaligi ile iliskili genler

Hastaligin blylk cogunlugu ileri yaslarda baslayan ve ailesel olmayan
Parkinson hastaliginin %90’ inin  sebebi tam olarak bilinmemektedir
(Chartier-Harlin et al., 2004).

Gec baslangicli PH’ye yatkinlik olusturdugu disinilen genler GWAS’a
gore; UCH-L1, PARK3, Sitokrom P450 izoenzimleri (CYP2D6 ve CYP1lAl,
CYP1A2), GIGYF2, Monoamin oksidaz A ve B (MAO-A ve MAO-B), Glutatyon
S-transferazlar (GST M1, P1, T1 ve Z1), N-asetil transferaz 2 (NAT 2),
Anjiyotensin-ddndstlrticta enzim (ACE), Dopamin Trasnporter (DAT),
Mitokondriyel Kompleks I, Dopamin Reseptdr genleri (D2, D4)’ dir (Vines,
Larumbe, Gaminde, & Artazcoz, 1999). Bu genlerde olusan mutasyon ve
polimorfizmler populasyonlar arasi farklihk yaratir ve genetik olmayan
faktorlerle ve birbirleriyle iliskilidir.

2.1.7.2 Erken baslangich parkinson hastaligi ile iliskili genler

Erken yasta belirtileri ortaya cikan hastaligin genetik olma olasiligi
daha fazladir. Akraba evliligi yapan aileler ve aile 6yklsi olan bireyler risk
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altinda olup bu kisilerde yatkinlik goézikebilir. Bu ailelerde genetik tani
konulduktan sonra genetik danisma verilmelidir.

Erken baslangicli PH ile iligkili olan genler SNCA (a-sintklein), PARK2,
ATP13A2, LRRK2, PLA2G6, FBXO2, PINK1l, DJ1 genlerdir, bu genlerdeki
mutasyonlar ailevi parkinsonizmin nedeni olarak gdésterilmistir (Barone et
al., 1999).

2.1.8. Parkinson ve gen polimorfizmleri

Yillardir arastirmalarda Parkinson hastaliginin genetigi inceleniyor. PH
klinik olarak tespit edilmekle birlikte genom Uzerinde yer alan bazi
polimorfizmlerin bu hastalik igin risk olusturdugu belirlenmistir (Ozansoy &
Basak, 2004).

Buglne kadar genom Uzerinde genetik gecisli Parkinson’a neden olan
ondan fazla lokus tanimlanmis olup, bunlardan alti tanesinde sorumlu gen
bulunabilmistir. Bunlar; otozomal dominant a-sinniklein ve otozomal
dominant UCH-L1 genleri, otozomal resesif parkin geni, otozomal resesif
DJ-1 geni ve yeri saptanan ancak heniz tam olarak tanimlanmayan gen
lokuslaridir (Nussbaum & Ellis, 2003).

Son vyillarda yapilan calismalarda vitamin D seviyesinin Parkinson
hastalarinda disik oldugu gosterilmistir ve VDR gen polimorfizmleri ile PH
riski arasinda bir iliski oldugu saptanmistir (Butler et al., 2011; Kim et al.,
2005; Suzuki et al., 2012).

2.2. Vitamin D’ nin Tarihgesi ve Tanimi

1919 yiinda Edward Mellan yulafla beslenen képeklerin daha sik
rasitizm oldugunu fark etmesiyle vitamin D’nin kesfine yol agan ilk adimi
atmistir (Wolf, 2004). Ancak nobel tip-fizyoloji 6dulti, 1928 vyilinda bu
vitaminin  kesfinde vyaptigi calismalardan dolayr Adolf Windausin'e
verilmistir.

Vitamin D; A,E,K vitaminleri gibi yadda eriyen vitaminlerin
grubundadir. Hem yapisi hem fonksiyonlari acisindan bir vitamin ya da gida
kaynadi olmayan gercekte cok yaygin ve cgesitli biyolojik etkileri olan
vitamin D aslinda bir hormondur (Ongen, Kabaroglu, & Parildar, 2008).

Uygun biyolojik ortamda vicutta sentezlenebilen vitamin D, steroid

yapida bir prohormon molekil olarak artik bilinse de tarihsel sebeplerden
dolayi hala vitamin olarak adlandirilmaktadir (H. F. DeLuca, 2004).
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Vitamin D steroid yapisinda, ekstra ve intraselltler fosfor ve kalsiyum
yogunlugunun dizenlemesinde en etkili hormondur. Bunula birlikte vitamin
D’'nin 470'ten fazla geni kontrol ettigini ve farkli dokularda hicrelerin
farklilasmasi, cogalmasi, apopitozu, immun mekanizmalari, anjiyogenezi ve
kardiyovaskdller sistem Uuzerinde de (renin anjiyotensin sisteminin down
reglilasyonu) hayati fonksiyonlarinin oldugu gosterilmistir. Zaten kemik
mineralizasyon ve kalsiyum hemostazide go6revi c¢ok uzun zamandir
bilinmektedir (Kinuta et al., 2000; Uitterlinden, Fang, van Meurs, Pols, &
van Leeuwen, 2004).

2.2.1. Vitamin D’ nin metabolizmasi

Vitamin D’nin kendisi, biyolojik olarak aktif dedildir. Aktif hale
gelebilmesi igin, karacigerde sentezlenen kolesterol, burada 7-DHC'ye
cevrildikten sonra periferik kana gecerek derinin stratum granulosum
tabakasina gelir. 290-315 nm boyutundaki UVB radyasyon epidermisi
gecerek 7-DHC’deki cift baglar tarafindan absorbe olur. Bunun sonucunda,
inaktif provitamin D3 (7-DHC) previtamin D3’e dénUsur. Previtamin D3 stabil
olmayan bir molekildir vicut sicakhdinda hizh bir sekilde vitamin Ds'e
donusir. Epidermisteki bu surecler enzimatik olmayan termal ve
fotokimyasal reaksiyonlar seklinde gergeklesir.

Olusan vitamin D3, derinin bazal tabakasindan diffuzyonla dolasima
gecer. Vitamin D dolasimla bir a-1 globilin olan vitamin D Baglayici
Proteine (DBP) baglanarak karacigere gecer. Hepatosit mitokondri veya
mikrozomlarinda bulunan CYP27A1, CYP2R1 ve diger olasl enzimler (25-
hidroksilaz enzimleri) ile 25(0OH)D3’e (25-hidroksikolekalsiferol, kalsidiol)
donuserek dolasima katilir. 25(0OH)D3, vitamin D’nin hem disaridan alimini
hem endojen yapimini gdéstermesi nedeniyle vicuttaki total vitamin D
duzeyini en iyi gosteren formudur.

25(0OH)Ds, DBP’ye baglanarak kan yoluyla bobrede gelir ve bébreklerde
proksimal tibul hlcrelerinde mitokondrial CYP27B1 (25-
hidroksikolekalsiferol 1-a hidroksilaz) enzimi ile aktif formu olan
1,25(0OH)2D3’e (1,25-dihidroksikolekalsiferol, kalsitriol) cevrilerek
metabolize olur (Bozkurt, 2015) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Vitamin D Uretimi ve metabolizmasi (James & Asuni, 2013)

Vitamin D’nin en aktif formu olan 1,25(0OH)2D3; plazma yari 6mri 4-6
saattir. Kan dolasim duzeyi 25(0OH)Ds’ten daha azdir (Bozkurt, 2015). Aktif
vitamin D hedef hilicreye geldiginde DBP’ den ayrilip ve lipolifilik olmasi
sebebiyle hicre zarindan hizla gecip hedef organlarda etkilerini gdéstermek
icin nukleustaki vitamin D reseptériine (VDR) baglanir (Bozkurt, 2015).

2.2.2. Vitamin D reseptoérii (VDR)

Vitamin D c¢ogunlukla biyolojik etkilerini vitamin D reseptori (VDR)
vasitasiyla gerceklestirir.

Vitamin D cok az sayida hiicrede, vitamin D reseptdriinden bagimsiz ve
genomik olmayan sinyal yolagiyla biyolojik etkilerini gergeklestirir ancak bu
yolagin mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. Bu mekanizmanin
intraselliler Ca iyonu mobilizasyonu ile iliskili oldugu dastnllmektedir
(Cancela, Nemere, & Norman, 1988).
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VDR proteini, ligand ile aktif olan nukleer hormon reseptdr ailesinin bir
uyesidir. Bu aile steroid, retinoid ve tiroid hormonlari ve vitamin D, vitamin
A gibi lipofilik ligand gérevi yapan 60’dan fazla nukleer reseptérden olusur.
Bu reseptdrler ligand ile aktive olarak gen transkripsiyonunu dizenlerler
(Warda, 2015).

VDR hicre tipine gore retinoik asit reseptorlerinin biriyle (RXRa, RXRp,
RXRy) homodimer ya da heterodimer olusturur. VDR homodimer ve ya
VDR-RXR heterodimer 06zel enhancer faktorlere baglanip, 1,25(0OH)2Ds
hedef genlerin promotérlerinde transkripsiyonu baslatir.

Co-activator

repressor

TATA ATG

Sekil 2.6. Vitamin D reseptdria (Chandel, Malhotra, & Singhal, 2015)

VDR iki baglayici boélgeden olusur; 1. ligand badglayici bélge (LBD
,Ligand binding domain) ve 2. DNA bagdlayici bélge (DNA binding domain,
DBD)

1,25(0H)2Ds3 ilk olarak, VDR’'nin LBD bélgesine badlanir ve VDR’de
yapisal degisiklikler olusup aktif hale gelir. 1,25(0OH)2D3, VDR-RXR
heterodimerizasyonunu ve bu kompleksin nukleusa translokasyonunu
indtkler. 1,25(0H)2.D3-VDR kompleksi baska bir reseptore, 9-cis retinoik
asit RXR’ye baglanarak 1,25(0OH)D3-VDR-RXR kompleksini olusturur.

Bu heterodimerizasyon, DNA’ya ligand-bagimh ylksek afiniteli

baglanma ve transkripsiyon baslangic faktorlerinin bir araya toplanmasi igin
gereken bir komplekstir.
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VDR’nin DBD parcasi vitamin D ile iliskisi olan genlerin promoter
bolgelerinde  bulunan  VDRE  bdlgesine (PuG(G/T)TCA  motifinin
tekrarlarindan olusan DNA dizisi) badlanip genlerin ekspresyonu ve
transkripsiyonunu regule eder (Bozkurt, 2015) (Sekil 2.6).

VDR, VDRE'yi 3 farkh yolla dizenler. Bunlar; hedef genlerin promotor
bélgerinde olan VDRE’'ye baglanip gen ekspresyonunu dlzenlenlenmesi,
“negatif” VDRE'ye baglanarak gen transkripsiyonunu engellenmesi ya da
nlkleer faktdér (NF)-AT ve (NF)-kB gibi transkripsiyon faktorlerini
antagonize ederek bazi genlerin ekspresyonunun inhibe edilmesi seklinde
olur (Mora, Iwata, & Von Andrian, 2008). Buda vitamin D’nin hlcrelerin
diferansiyasyonunda, proliferasyonunun dizenlenmesinde ve immiun sistem
dizenlenmesinde etkisi olabilecegini gostermektedir (Sekil 2.7).

@ 1250H),0

Plasma membrane \\\ w @ & G5
ol
{ Signal transduction

Rapid non-genomic responses

Nucleus

v
DNA MRA’

VDRE

—> Calcitropic effects

—> Immunomodulatory effects

—> Antiproliferative effects

Target gene

—> Pregnancy related effects

Slow genomic responses

Sekil 2.7. Vitamin D’ nin etki mekanizmasi ve hedef gen ekspresyon (Shin, Choi,
Longtine, & Nelson, 2010)
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2.2.3. Vitamin D reseptér geni ve polimorfizmleri

12g13-14 bolgesinde lokalize olan VDR geni, 100 kb bayukliginde ve
toplam 14 ekzondan olusan bir gendir. Genin 3’ ucu ekzonlari translasyona
ugrar ve fonksiyonel Urin verir, 5’ ucunda lokalize olan (1a-1f) ekzonlar ise
translasyona ugramazlar (Uitterlinden et al., 2004) (Sekil 2.8).

VDR gene
Chromosome 12

I le Jald b le 2 3 45 6 78 9

o HHHH H——H 7550
) Bsml (A60890G)
Fokl (C27823T) Trugl (GE1050A)
Taql (T61938C

Apal (G61888T) )

D DNA binding

(aa 24-90, 91-115) VDR protein
D Nuclear localization 551 5208
(aa 49-55, 79-105) AR
B et ooes e sog sy | N LTI Hingeregon [T Bl <skoa
1 24 49 91 15 227244268 317 396 422 427 aa

Dimerization
(aa 37, 91-92, 244-263, 317-395) A8 | € | 2 | E/F |

Transactivation
(aa 246, 416—422)

Sekil 2.8. VDR gen yapisi, VDR genindeki d6nemli polimorfizmlerin yerleri ve
VDR'nin aminoasit dizilimi (Deeb, Trump, & Johnson, 2007)

Bu gen normalde 427 amino asitten olusan ve 48.3 kD adirliginda
molekuler kitleye sahip bir proteini kodlar (Koéstner et al., 2009; Miyamoto
et al., 1997). Bu genin farkh transkriptleri de tanimlanmaktadir. Buglne
kadar VDR geninde 470'in Uzerinde polimorfizm (SNP) tanimlanmistir.
Bunlarin sikhidi ve dagilimi irklar ve etnik toplumlara gére degismektedir.

VDR gen SNP'lerinin saptanmasi polimeraz zincir reaksiyonu-
restriksiyon fragment lenght polimorfizm (PCR-RFLP) metodu ile
yapilmaktadir. Allelde restriksiyon enzimiyle kesilebilen alan olursa enzimin
ilk harfinin kiglugl ve restriksiyon enziminin kesebilecedi alan yok ise
enzimin ilk harfinin buylk semboltyle gdsterilir.

Ornek olarak X restriksiyon enzimi ile kesim yapilan allelin kesim
durumuna goére kisinin genotipi xx, Xx, XX olabilir.

Buglne kadar VDR geninde en ¢ok galisilan SNP’ ler; Fok I, Bsm I, Taq
I, Apa I ve Cdx 2 polimorfizmleridir. Bunlar en ¢ok rastlanilan ve gesitli
metabolik dlzenlenmelerle iliskisi bulunan polimorfizmlerdir ve insulin
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bagimli diyabet, addison, multipl skleroz, Parkinson hastaliji ve graves
hastaliklari gibi gesitli hastaliklarla iliskili oldugu saptanmistir (Abd, Abdul,
Metwali, & Abd, 2012; Pani, Seissler, Usadel, & Badenhoop, 2002).

VDR gen polimorfizmlerinin yer aldiklari lokalizasyona gore etkileri
degismektedir. Ekzon 2'de bulunan Fok I polimorfizmi (baslangic kodon
polimorfizmi), 5’ ucunda bulunmaktadir ve baslangic kodonunda vyer
almaktadir. Fok I restriksiyon enzimi bu polimorfizmi belirlemek igin
kullaniimaktadir.

Baslangic kodonu olan ATG'de T>C degisimi olmadigi takdirde
translasyon ilk ATG’'den baslar ve 427 aminoasitlik VDR proteini sentezlenir.
Ama T>C dedisimi olursa ATG, ACG'ye donislr ve translasyon ikinci
ATG'den baslar ve bunun sonucu olarak 424 aminoasit uzunlugunda VDR
proteini sentezlenir. Bu protein kisa olmasina ragmen fonksiyonel bir
proteindir.

427 aminoasitlik VDR proteinin sentezine sebep olan Fok I polimorfizmi
gen bodlgesi f olarak ve 424 aminoasitlik VDR proteinin sentezine sebep olan
Fok I polimorfizmi gen bdlgesi ise F olarak adlandirnimistir. Ancak kisa
formun uzun formuna gobre fonksiyonel olarak daha aktif oldugu
dusunulmektedir (Uitterlinden et al., 2004).

Diger bir polimorfizm olan Bsm I, 3’ ucundaki, ekzon 8 ve 9 arasinda
yer alan introndadir. Bsm I polimorfizmi, kodlanan proteinde amino asit
dizisini degistirmeyen sessiz bir varyant oldugu ve VDR protein yapisini
etkilemedigi dislinidlmektedir.

Ancak Bsm I, 3’ ucunda translate edilmeyen bdélgede bulunan 3 tekrarli
poly A ile iligkilidir ve mRNA stabilitesini dlzenleyerek gen ekspresyonunu
etkileyebilmektedir. Bu da hedef hicrede ne kadar az VDR ekspresyonu
olursa o kadar vitamin D’ye daha az yanit verilme anlamina gelmektedir
(Uitterlinden et al., 2004). Bsm I restriksiyon enzimi bu polimorfizmi
belirlemek igin kullaniimaktadir.

Sekizinci intronun 5" ucundan 1280 baz cift ilerde bulunan Apa I VDR
geninin baska bir polimirfizmidir ve onu belirlemek igin Apa I restriksiyon
enzimi kullaniimaktadir.

Dokuzuncu Ekzonda bulunan Taq I polimorfizminde T>C degisimi
sonucunda ATT kodonu ATC'ye dontsir. Bu polimorfizmin iki varyanti da
ayni aminoasidi (izol6ésin) kodlamaktadir. Taq I restriksiyon enzimi bu
polimorfizmi belirlemek icin kullanilmaktadir (Zmuda, Cauley, & Ferrell,
2000).
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VDR geninin 3" UTR bdlgesinde lokalize olan Apa I, Bsm I ve Taq I
polimorfizmlerine ait olan alleller birbirlerine ¢ok yakin olduklari igin
aralarinda kuvvetli bir Linkage Disequilibrium (LD) vardir. Diger
polimorfizmler ve Fok I polimorfizmi arasinda ise LD yoktur (Zmuda et al.,
2000).

2.2.4. Vitamin D ve beyin

Yapilan calismalarda, vitamin D’nin beyinde o6nemli etkilere sahip
olabilecegi ve santral sinir sisteminde hiicre proliferasyonunda,
diferansiyasyonda, noérotransmisyonda, noroplastisitede farkl degisken
rollere sahip oldugu ve noérotrofik, noroprotektif etki gosterdigi
belirtiimektedir. Bu etkilerinden dolayl nérosteroid olarak kabul edilebilecegi
rapor edilmektedir (Eyles, Burne, & McGrath, 2013).

Vitamini D seviyesinin nérodejeneratif hastaliklar olan Parkinson
hastaligi, Alzheimer hastaligi, Multipl skleroz (MS), Amyotrofik lateral
skleroz (ALS) ile iliskili olabilecegi tartisiimaktadir.

Vitamin D ve turlerinin beyinde bulunmasi ile ilgili ilk galismalar Stumpf
ve ark. tarafindan otoradyografik yéntemi kullanilarak yapilmistir (O'Brien &
Stumpf, 2015).

Daha once bahsettigimiz vitamin D tirleri, insan beyninde ve omurilik
sivisinda tespit edilmistir (Balabanova et al., 1984). CYP27B1, 25(OH)Ds3’l
1,25(0H)2D3’e ddnistiren enzimi kodlar (Sekil 2.9). Bu gen primer olarak
bébrekte bulunur ancak yapilan immunohistokimyasal galismalarda serebral
kortekste, fetal insan beyninde ve glial hiicre kdiltirlerinde de varhdi
gosterilmistir (Zehnder et al., 2001). Bu gen substantia nigra, para
ventrikller nukleus ve hipotalamus supraoptikte de bulunmaktadir. Bu,
vitamin D’nin daha az aktif olan formudur ve bu enzimin de beyinde varhgi
gosterilmistir (Eyles, Smith, Kinobe, Hewison, & McGrath, 2005).

Vicutta 1,25(0H)2D3 miktar yeterliyse bir miktari CYP24A1 enzimiyle
inhibe edilip 24,25(0H)2D3’e cevrilir. Buda fonksiyon olarak vitamin D’nin
daha az aktif olan formu sayilir (Sekil 2.9). CYP24A1 enzim olarak beyinde
varligi tespit edilmistir fakat mRNA’sI beyin dokusunda gézikmemistir.

CYP24A1 hicre kultir calismasinda, beyin hicresine 1,25(0H)2Ds ilave
edildikten sonra ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir. Bu aciklamalar
vitamin D’nin  beyinde aktif olarak bulunup, elimine edildigini
gbéstermektedir.
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Sekil 2.9. CYP27B1 ve CYP24A1 enzimleri ve Vitamin D ile iligkileri (Jacobs et al.,
2013)

2.2.5. Vitamin D reseptoérii ve beyin

VDR'nin beyindeki ekspresyonuna ait ilk calismalar Alzheimer ve
Huntington Koreli postmortem insan beyinlerinde yapilmistir (Sutherland et
al., 1992). Noroblastoma hiicre hatlarinda da bu genin eksprese oldugu
gosterilmistir. Immunohistokimyasal calismalarda da VDR’nin insan
beyninde mevcut oldugu dogrulanmistir. (Prifer, Veenstra, Jirikowski, &
Kumar, 1999; Walbert, Jirikowski, & Prifer, 2001).

Bazal ganglion, hipotalamus, talamus, serebellum, hipokampds,
olfaktor sistem, temporal ve orbital bélgelerde VDR varligi tespit edilmistir
(Walbert et al., 2001).

Eyles ve ark. yaptigi calismada VDR ekspresyonunun serebellumda
granil hicrelerine sinirli oldugu, hipokamplste glicli aktivite gosterdigi ve
tim santral sinir sisteminde varligi gosterilmistir (Eyles et al., 2005).

Periferik ndronlarda VDR bulunmaktadir. Bazi yapilan arastirmalarin

sonuglari  beynin gelisimi esnasinda VDR’nin fonksiyonu oldugu
disinulmektedir (Erben et al., 2002; Y. C. Li et al., 1997).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Gereg
3.1.1. Arastirma grubu bireyleri

Bu calisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Noroloji poliklinigin’de Parkinson tanisi konulmus, 50 yas Ustl 130 hasta ve
herhangi bir patolojik bulgusu olmayan 70 saglkli birey ile gerceklestirildi.

Calismamiz asadidaki asamalardan olusmustur:

1- Parkinson hastalari ve saglikli kontrollerin EDTA’l tiipe 10 ml periferik kan
alinmasi

2- Kandan genomik DNA izolasyonu
3- DNA'nin miktar ve kalitesinin Nanodrop ile élgtlmesi

4- izole edilen DNA’dan VDR genindeki Fok I ve Bsm I bélgelerinin PCR’la
cogaltiimasi

5- Elde edilen PCR Urlnlerinin agaroz jel elektroforezinde yuritilmesi ve UV
cihazinda goérintilenmesi

6- Fok I ve Bsm I gen bdélgelerinin uygun restriksiyon enzimleriyle kesimi

7- Elde edilen kesim Urlnlerinin agaroz jel elektroforezinde yuratulmesi ve
UV cihazinda gérintilenmesi

8- Elde edilmis olan jel goruntllerini inceleyerek genotiplerin belirlenmesi ve
istatistiksel analizlerin gergeklestirilmesi.

3.1.2. Kullanilan cihaz ve gerecler

« Buzdolabi (Argelik)

« Mikrosantriftij (Eppendorf)

« Derin Dondurucu (Argelik)

* Su banyosu

« Hassas Terazi, XB220 A (Presica, ISVICRE)
« Isiticih Manyetik karistirici

« Nanodrop 1000 (pegLab)

« Vorteks (Heidolph)

« Mikrodalga (Argelik)
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« Yatay Elektroforez Sistemleri: MultiSub Midi Cleaver Scientific
« Thermal cycler (PE GeneAmp PCR System 9700)

« Mikro pipet takimi (2-20-100-1000 pl) (Gilson)

« Ependorf Tupd (1.5 ml'lik)

» Electrophoresis power supply (CS-300V)

+ Ceker Ocak

3.1.3. Kullanilan malzemeler ve kimyasal maddeler

* DNA izolasyon kiti (EZNA)

« 10X Buffer A (Vivantis)

« MgClz (Vivantis)

« dNTP (Q.Bio Gene)

* Primerler (Oligomer)

« H>0 (Vivantis)

« Taq Polimeraz (Vivantis)

« Restriksiyon enzimleri (Thermo Fisher Scientific)
« FastDigest Green Buffer (Thermo Fisher Scientific)
« 10x Buffer R (Thermo Fisher Scientific)

« 6x Loading Dye (yukleme boyasi)

« 100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis)

« 20x TBE

+ Seakem LE Agarose

« Ethidium bromide (fisher bioreagents)

3.2. Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu

3.2.1.1. Kandan genomik DNA eldesi protokolii

1. Ornekten 250 pl alinip free 1,5 ml tiplere koyulur. Uzerine 250 pl Buffer
BL, 25 pul Protease Enzimi ve 5 ul RNase eklenir. 10-15 saniye iyice

vortekslenir.

2. Tupler sicak su banyosuna yerlestirilir ve olusan lizat solisyonu 42 °C’ de
25 dk inklbe edilir (bu asamada tlpler 1-2 kez vortekslenir)

3. Sicak su banyosundan alinan tlpler Gzerine 260 ul etanol ilave edilir,
vortekslenir (10-15 sn).

4. Tap icerigi 2 ml santrifij tuplne yerlestiriimis HiBind DNA spin kolona
aktarilir.
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5. 10.000 rpm’ de 1 dk. santriftj edilir.

6. Alttaki tipler atilir ve spin yeni bir santrifiij tiptine yerlestirilir. Uzerine
500 ul HB Buffer ilave edilir.

7.10,000 rpm’ de 1 dk. santrifij edilir.

8. Alttaki tlp icindeki sivi dokulir, ayni tlp icine yerlestirilen spin Gzerine
600 ul Wash Buffer ilave edilir ve 10.000 rpm’ de 1 dk. santriflj edilir.

9. Wash buffer ile yikama islemi 2 kere daha tekrarlanir.

10. Tupler degistirilmeden bir kere daha 10.000 rpm’ de 1 dk. santrif(j
edilerek artiklarin tamamen spinden ayrilmasi saglanir.

11. Spinler 1.5 ml’ lik tlplere yerlestirilir ve tGzerine 100 ul énceden isitilmis
Elution Buffer eklenir.

12. 10.000 rpm’ de 1 dk. santriflj edilir.
13. Tupler degistirilmeden tekrar 100 pl Elution Buffer ilave edilir ve tekrar
10.000 rpm’ de 1 dk. santrifij edilir.

14. Spin kolonlar atiir ve 1.5 ml tdplerin icindeki DNA sollisyonu kullanima
hazirdir.

3.2.1.2. Izole edilen DNA miktarinin élciimii

Elde edilen DNA o6rneklerinin safliginin ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi
icin spektrofotometre (Nanodrop 1000) kullanilarak 6élgim yapildi. 260 nm ve
280 nm dalga boylarinda 6élcilen DNA o&rneklerinde, 260/280 oranlamasi
yapildiginda 3 ng ve Uzeri sonuca sahip DNA orneklerinin saf olarak elde
edildigini gostermektedir.

3.2.2. Izole edilen DNA érneklerinin PCR ile amplifikasyonu

Elde edilen DNA 6rneklerinden VDR Geni Fok I ve Bsm I polimorfik bélgeleri
tespiti icin PCR-RFLP ydntemleri uygulandi.

Yapilan ilk PCR’da Fok I ve Bsm I icin Han ve arkadaslarinin galismalarinda
kullandiklari primerler, secilerek PCR vyapildi (Han, Xue, Li, Chen, & Xie,
2012). Elde edilen PCR drlnlerine ikinci asamada Fok I ve Bsm I enzimleriyle
kesim yapildi.
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3.2.2.1. Kullanilan Cozeltiler
3.2.2.1.1. Master miks

Genomik DNA'’siI izole edilen 6rneklerden Fok I ve Bsm I polimorfizmlerinin
analizlerini yapabilmek icin PCR ydntemi kullaniimistir. Deneyde kullanilan
PCR islemi igin belirlenen miks solisyonu su sekildedir: Total PCR reaksiyon
miks her bir 6érnek icin 45 mikrolitre olacak sekilde hazirlandi. 10X Buffer A,
MgCl> (50 mM), dNTP (25 mM), primerler (2 pmol/ml) , H.O, Taq Polimeraz’
dan (5 ItG/ml) olusan miks her bir reaksiyon tlpline dagitildi ve en son DNA
ornekleri eklendi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1.PCR miks hazirlanisi

Soliisyon Miktar | Soliisyon Miktar
10X Buffer A 5l Reverse Primerler (2 pmol/ml) 5l
MgCl; (50 mM) 2 pl Taq Polimeraz (5 1i/ml) 0,4 pl
dNTP (25 mM) 0,25 ul | H20 17,35 pl
Forward Primerler (2 pmol/ml) 5l DNA 10 pl
3.2.2.1.2. Primer

Liyofilize edilmis olan primerler 100 pl distile su ile ¢gézUndaruldi. Hazirlanan
bu primer c¢o6zeltisi stok c¢o6zelti olarak kullanildi. Daha sonra bu stok
cozeltiden 2 ul alinarak Gzeri su ile tamamlandi.

3.2.2.1.2.1. Primer sulandirilmasi

Calismamizda kullanilan primerlerin sulandirma proseduru:

Fok I F: 628 pl distile su 2 pl primere ilave edildi.

Fok I R: 728 pl distile su 2 yl primere ilave edildi.

Bsm I F: 618 pl distile su 2 ul primere ilave edildi.

Bsm I R: 698 pl distile su 2 pl primere ilave edildi.

Tum calisma boyunca hem kontroller ve hem de Parkinson hastalarinin

genomik DNA’larinin Fok I ve Bsm I polimorfizmleri, gen bdlgelerinin
codaltilmasi icin asadidaki primer dizileri kullanilmistir.
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3.2.2.1.2.2. Fok I gen bolgesi icin kullanilan primerler
Fok I gen polimorfizmlerinin allellerinin tespiti igin:
F:5-AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGGCTCT-3'

Ve

R:5-ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3’ kullaniimigtir.
3.2.2.1.2.3. Bsm I gen bdlgesi igin kullanilan primerler
TUum deneklerin BsmI polimorfizmlerini belirlemek igin:

F: 5'-CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3’

Ve

R: 5'-AACCAGCGGAAGAGGTCAAGGG-3’ kullanilmistir.
3.2.2.2. Izole edilen DNA érneklerinin PCR ile amplifikasyonu

Arastirma grubu bireylerinden elde edilen DNA 0&rneklerinin PCR ile
amplifikasyonu igin 45 ul lik karisim hazirlanmigtir.

3.2.2.3. Fok I ve Bsm I gen bélgesi icin kullanilan amplifikasyon
sartlari

Gen bdlgesi icin uygun PCR kondisyonu asagida verilmistir:
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Tablo 3.2. Primerlerle Uygun Olan PCR Programi

On Denatiirasyon 94 °C 2 dakika
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye
. . . 35
Primer baglanma 65 °C 30 saniye dongi
Uzama 72 °C 30 saniye
Son uzama 72 °C 7 dakika
4 °C 00

3.2.3. Agaroz jel elektroforezi

%?2 ’‘lik agaroz jel hazirlamak igin 112,5 ml 1X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA)
Olculip behere aktarnldi ve 2,25 g agaroz tartilarak 112,5 ml 1X TBE
solisyonuna ilave edildi. Beher icindeki heterojen karisim mikrodalga firinda
homojen bir goérinim elde edilene kadar ve icerisindeki kopukler gidene
kadar 30 saniyelik araliklarla isitildi. Solisyona 0,6 pl etidyum bromdir
eklendi. Karisim calkalanarak etidyum bromidin tim c¢o6zeltiye dagilmasi
saglandi. Yatay elektroforez setine jel taraklari yerlestirildi. Agaroz jel
karisimi elektroforez setine ddékllerek polimerizasyona birakildi. 30 dakika
oda sicakhdinda biyogilvenlik kabininde bekletildi. Polimerize olmus jelden
taraklar uzaklastirildi. Jel vyeterli miktarda 1X TBE solisyonu igeren
elektroforez tankina vyerlestirildi. 10 pl PCR Grind, 2 pyl 6X Loading Dye
(yukleme boyasi) ile jelin kuyucuklarina yuklendi. 120 volttaki elektrik
akiminda yuratildu. Elektroforez isleminden sonra, bantlar UV cihaz altinda
goruntulenerek incelendi.

3.2.3.1. Agaroz jel elektroforezde yiiriitme icin DNA ve soliisyonlarin
miktari

Kontrol: 2 pl DNA Ladder(50 ve 100), 2.5 pl Loading Dye, 5.5 yl H20
PCR Urdnd: 2.5 pl Loading Dye, 10 ul PCR drtna

3.2.3.2. Gii¢c miktari

45 dakikada 120 volt, 80 amper
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3.2.3.3. Agaroz Jel PCR iiriiniin biiyiikliigiine gore hazirlanmali

Fok I ve Bsm I icin elde edilen PCR urlnlerinin buyUklikleri sirasi ile 265 bp
ve 825 bp’ dir.

Fok I primeri ile elde edilmis olan PCR Urunlerinin incelenmesi icin % 4’ luk
agaroz jeli ve Bsm I primeri ile elde edilmis olan PCR urlnlerini % 2’ lik
agaroz jeli hazirlayip érnekler agaroz jelde yuratildi. Agoroz jel goéruntlleri
(Sekil 3.1) ve (Sekil 3.2)" de gosterilmigstir.

300
200

100

Sekil 3.1. VDR gen bdélgesi icin 265 bp bandi, Fok I PCR urinleri.
(100 bp marker)

700
600
500

300

200

Sekil 3.2. VDR gen bdélgesi icin 825 bp bandi, Bsm I PCR urlnleri.
(100 bp marker)

3.2.4. Restriksiyon enzimleri ile kesim

Uygun PCR sartlarda cogaltilan PCR (rtnlerde, Fok I polimorfizmi icin 1 saat
37 °C’ de Fok I restriksiyon enzimi ile ve Bsm I polimorfizmi icin 37 °C’ de
Bsm I restriksiyon enzimi ile 16 saat asadida belirtilen sartlara goére
enzimatik kesim iglemi yapildi (Tablo 3.3)(Tablo 3.4).
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Tablo 3.3. Fok I kesim enzimi ve calisma kosullari

PCR iiriini 10 pl
FastDigest FokI enzimi 1 pl
FastDigest Green Buffer 2 ul
H20 17 pl
Inkiibasyon 37 °C'de 60 saat
enzimatik inaktivasyon 65 °C'de 5 dk

4 °C 00

Tablo 3.4. Bsm I kesim enzimi ve galisma kosullari

PCR lriuni 10 pl
Mval1269I (BsmI) enzimi 0,3 pul
10x Buffer R 2 pl
H.0 17,7 yl
Inkiibasyon 37 °C’de 16 dk
enzimatik inaktivasyon 65 °C'de 5 dk

4 °C co

3.2.4.1. VDR geni rs2228570 T>C polimorfizmi icin enzim kesimi

Fok I (FastDigest FokI - Thermo Fisher Scientific) enzimi ile 265 bp’lik genom
boliumu 265, 196 ve 69 bp’lik parcalara ayrildi.

FastDigest Fokl

|

AT (N)glsssd"
T A (N) i3t ««sD"
Sekil 3.3. Fok I enzimi tanima dizisi
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3.2.4.2. VDR geni rs1544410 G>A polimorfizmi icin enzim kesimi

Bsm I (Mval12691 (BsmlI) - Thermo Fisher Scientific) enzimi ile 825 bp’lik
genom bolimu 825, 650 ve 175 bp’lik parcalara ayrildi.

Mva1269| (Bsml)

D aeelE BB T GG NL. ..
3 A

) e m m
i tE

e
-
C+G N '
_tG N ...5

Sekil 3.4. Bsm I enzimi tanima dizisi

Tablo 3.5. Bsm I ve Fok I primerleri ve RFLP fragment uzunluklari

SNP Restriksiyon Primerler PCR RFLP fragment
Enzimi ariinii uzunlugu (bp)
(bp)
rs2228570 FokI F:5'-AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGGCTCT-3’ 265 FF:265
R:5'-ATGGAA ACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3' Ff:265,196,69
ff:196,69
rs1544410 BsmlI F:5'-CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3' | 825 BB:825
R:5'-AACCAGCGGAAGAGGTCAAGGG-3’ Bb:825,650,175
bb:650,175

3.2.4.3. Agaroz jel elektroforezi
PCR asamasindan sonra Fok I enzimini kullanarak elde ettigimiz kesim

drdnleri % 4’ luk ve Bsm I' in kesim dUrunleri % 2’ lik Agaroz Jel
Elektroforezde bir saat yuritilda.
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4- BULGULAR

Parkinson hastalarinda Fok I ve Bsm I gen polimorfizmlerinin etkisini
arastirmak amaciyla yaptigimiz calismada Eskisehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakultesi Hastanesi Noroloji Poliklinigin’de Parkinson hastasi tanisi almis
yas ortalamalar 69,67+9,21 (54-90) olan 130 hasta (50 kadin, 80 erkek)
ve yas ortalamasi 76,33+4,98 (65-84) olan 70 (35 kadin, 35 erkek) kontrol
bireyine ait kan drneklerinden elde edilen DNA materyalinde, ilgili bdlgeler
PCR ile cogaltildi ve amplifiye olan ornekler, uygun enzimler kullanilarak
enzim kesimi gercgeklestirildi.

Fok I enzimi ile kesilen Fok I gen bdlgesinde C alleli var ise 265 bg
bandi ve eder T alleli var ise 196 ve 69 bc¢’'lik bantlar, heterozigot olanlarda
ise 265 bg, 196 bg ve 69 bc'lik bantlarin gérilmesi gerekmektedir.

Buna goére Sekil 4.1’ de gdzlenen bantlarin durumuna goére; 50 bp’ lik
marker 1.6rnegin heterozigot (T veya C allelleri), 2. 6rnedin homozigot TT
(iki adet T alleli) ve 3. érnedin ise homozigot CC (Iki adet C alleli)
genotiplerine sahip oldugu goérilmektedir.

Sekil 4.1. Fok I enzimi ile kesilen VDR gen bdélgesi
(50 bp marker)

Bsm I enzimi ile kesilen Bsm I gen bdlgesinde A alleli var ise 825 bg
bandi ve eder G alleli var ise 650 ve 175 bc'lik bantlar, heterozigot
olanlarda ise 825 bg, 650 bg ve 175 b¢'lik bantlarin  gérilmesi
gerekmektedir.

Buna gore Sekil 4.2" de gbézlenen bantlarin durumuna gdére; 100 bp’ lik
marker, 1.6rnedin homozigot AA genotipi (Iki adet A alleli), 2. heterozigot
(G veya A alelleri) ve 6. 6rnedin ise homozigot GG (iki adet G alleli)
genotiplerine sahip oldugu gorilmektedir.
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Sekil 4.2. Bsm I enzimi ile kesilen VDR gen bdlgesi
(100 bp marker)

4.1. Allel Frenkans Sonuclari

Elde ettigimiz sonucglara baktigimizda, 130 Parkinson hastasindan
olusan grupta Fok I polimorfizmi agisindan, 177 adet C alleli (%68) ve 83
adet T alleli (%32) oldugu tesbit edildi. 70 Kontrol grubunda ise 94 adet C
alleli (%67) goéralirken, 46 adet T alleli (%33) tesbit edildi (Tablo 4.1)

Arastirdigimiz bir diger gen polimorfizmi olan Bsm I polimorfizm
sonuglari ise Tablo 4.2’ de gorildiga gibi, 130 Parkinson hastasinda 146
adet A alleli (%56) ve 114 adet G alleli (%44) oldugu tesbit edildi. 70
Kontrol grubunda ise 75 adet A alleli (%54) goérilirken, 65 adet G alleli
(%46) tesbit edildi.

Tablo 4.1. Fok I polimorfizmi allel frekansi

177 (68) 94 (67) >0.05

83 (32) 46 (33) >0.05

Tablo 4.2. Bsm I polimorfizmi allel frekansi

146 (56) 75 (54) >0.05

114 (44) 65 (46) >0.05
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4.2. Genotip Daghimi Sonuclan

Genotipler agisindan Fok I polimorfizmi dederlendirildiginde, 130
Parkinson hastasinin 61'i (%46,9) CC genotipi, 14'u (%10,8) TT genotipi ve
55'i (%42,3) TC heterozigot olarak belirlenmis, kontrol grubunun ise 29’u
(%41,4) CC genotipi, 5'i (%7,1) TT genotipi ve 36’si (%51,4) TC
heterezigot olarak bulunmustur (Tablo 4.3).

Genotipler acisindan Bsm 1 polimorfizmi dederlendirildiginde, 130
Parkinson hastasinin 49'u (%37,7) AA genotipi, 33'u (%25,4) GG genotipi
ve 48'i (%36,9) GA heterozigot olarak belirlenmis, kontrol grubunun ise
24'u (%34,3) AA genotipi, 19'u (%27,1) GG genotipi ve 27’si (%38,6) GA
heterezigot olarak bulunmustur (Tablo 4.4).

Tablo 4.3. Fok I polimorfizmi genotipleri

>0.05
61 (46.9) 29 (41.4) 1 - -
55 (42.3) 36 (51.4) 1.377  (0.748-2.534) >0.05
14 (10.8) 5 (7.1) 0.751  (0.247-2.286) >0.05
145 98 1.250  (0.695-2.248) >0.05

Tablo 4.4. Bsm I polimorfizmi genotipleri

>0.05

49 (37.7) 24 (34.3) 1 : :
48 (36.9) 27 (38.6) 1.148  (0.583-2.264) >0.05
33 (25.4) 19 (27.1) 1.176  (0.557-2.479) >0.05
145 98 1.159  (0.631-2.129) >0.05
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4.3. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences,
version 21) paket programi kullanilarak, klinik bulgular ile genotipler
arasindaki iliski incelendi. Hasta ve kontrol gruplari arasindaki allel ve
genotip frekanslarini karsilastirmak icin ki kare testi kullanilarak P degerleri
hesaplandi. P degeri P<0.05 icin anlamli, P>0.05 icin ise anlamsiz kabul
edildi.

Calismamiz sonucundaki veriler istatiksel olarak degerlendirildiginde
asagidaki sonuglar elde edilmistir.

Parkinson hastalari, VDR gen Fok I polimorfizmi agisindan kontrol
grubu ile karsilastirildiginda; hem genotip hem de frekans allel agisindan
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark tesbit edilmemistir (p=0.413, p=
0.849), (Tablo 4.1 ve 4.3).

VDR Bsm I genotip dagilimi agisindan kontrol grubu ve PH’ |i hastalar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p= 0.891), (Tablo
4.4). Benzer sekilde, alle dagilmi agisindan da iki grup arasinda anlamli bir
fark saptanmamistir (p= 0.673), (Tablo 4.2).

Genotiplerde risk faktorleri degerlendirildiginde, Fok I polimorfizmi igin
TC ve TT genotip frekansi hasta ve kontrol grubu acisindan CC ile
karsilastirildiginda (OR=1,377) ve (OR=0,751) istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (Tablo 4.3).

Bsm I polimorfizmi’de ise GA ve GG genotip frekansi hasta ve kontrol

grubu acisindan AA ile karsilastirildiginda (OR=1,148) ve (OR=1,176)
istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (Tablo 4.4).
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5- TARTISMA

Parkinson hastaligi geri donlsi olmayan kronik noérodejeneratif bir
hastaliktir. Yash bireylerde tremor tlrleri arasinda oldukca sik
gozlenmektedir. Yasa bagl olarak beyinde dopamin salgilayan hicrelerin
hasara udramasi ve azalmasi nedeniyle beyinde dopamin adi verilen
norotransmiterin kaybiyla ortaya ciktigr bilinmektedir (Lester & Otero-
Siliceo, 2006; Ozansoy & Basak, 2004).

Hicrelerin kaybina ek olarak substantia nigradaki hulcrelerin iginde
bulunan lewy cisimcikleri denilen protein agregatlari da bu hastalia sebep
olan faktorlerdendir. Hastalik tremor, bradikinezi, rijidite ve instabilite ile
karakterizedir (Lester & Otero-Siliceo, 2006; Ozansoy & Basak, 2004).

Parkinson hastaliina sebep olan cgesitli faktorlerin  oldugu
disinutlmektedir. Bu nedenle hastaliga yol acan mekanizmalari tamamen
cozllmesi gerekmektedir. Parkinson hastaligi gibi multigenik hastaliklarda
cevresel faktorlerin ve genetik yatkinhdin, bu hastaligin patogenezinde
birlikte rol aldiklari distinulmektedir.

Son zamanlarda, PH Uzerinde VDR genindeki genetik varyantlarin etkisi
ilgi cekmektedir. Ancak VDR polimorfizmleri ile PH arasindaki iliski
belirsizdir.

Vitamin D; reseptort olan VDR araciliiyla etkisini gdéstermektedir. VDR
geni, kromozom 12q13-14' te yer almaktadir. Bugline kadar en gok calisilan
polimorfizmler; Apa I, Bsm I, Fok I ve Taq I polimorfizmleridir (Uitterlinden
et al., 2004).

Baslangic kodon polimorfizmi olan Fok I, ekzon 2’de bulunur ve iki
baslangic kodonu icerir. VDR Fok I polimorfizmi f allel varlidinda, ilk
baslangic kodonunun (ATG) kullanilmasi sonucu 427 aminoasit sayih VDR
proteini sentezi gergeklesir. F allel varlidinda, birinci baslangic kodonu olan
ATG'de bulunan T>C degisimi sonucunda ATG, ACG'ye donislir ve
translasyon ikinci ATG'den baslar. Bunun sonucunda 3 aminoasit daha kisa
VDR proteini sentezlenir. F ve f allel varligina gére yapisal Ozellikleri
dedisen VDR proteini, 1,25(0H).D3 vitaminine farkli yanitlarin gelismesine
neden olur (Niu, Wang, & Xie, 2015; Zmuda et al., 2000). Bsm I
polimorfizmi ise VDR mRNA'sinin stabilitesi ile iliskili oldugu gosterilmistir
(Jurutka et al., 2001; C. Li et al., 2015).
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Bu baglamda calismamizda VDR gen polimorfizmleri ve PH arasindaki
iliskinin arastirllmasi amaciyla 130 hasta ve 70 kontrol olgusunda RFLP
Yontemiyle VDR geninde Fok I ve Bsm I polimorfizmleri calisiimis ve
literatlr esliginde tartisilmistir.

Literatirde, c¢esitli VDR gen polimorfizmi ile Parkinson hastaligi
arasindaki iliski arastirilmis ve farkli sonuclar elde edilmistir. Literatlr verileri
Tablo 5.1’ de 6zetlenmistir.

Suzuki ve arkadaslarn 2011 yilinda yaptiklari calismada, 137 parkinson
olgusunda sekanslama ile Fok I gen polimorfizmlerini incelemisler ve kanda
vitamin D’ nin farkli formlarinin seviyesini dlcmuslerdir. Bu calismada
genotiplerin sikhdi yaklasik olarak; ff genotipi icin %32.8, Ff genotipi igin
%52.6 ve FF genotipi igin ise %14.6 olarak tespit edilmistir. Parkinsona
sebep olan vitamin D seviyesi ile VDR gen polimorfizmleri arasinda bir iliski
olmadigini rapor etmislerdir. Ancak istatistiksel agidan Fok I polimorfizmi ve
Parkinson hastaligina yatkinlk ile iliskili bulunmustur (p=0.002) (Suzuki et
al., 2012).

Han ve arkadaslar 2012 yilinda 260 PH ve 282 kontrol olgusunda VDR
genine ait Fok I ve Bsm I bélgelerin polimorfizmlerini arastirmiglardir. Fok I
polimorfizmi genotipler agisindan degerlendirildiginde, 260 PH’ nin
%43.8'inin ff genotipi, %47.7’'sinin Ff genotipi ve %8.5’isinii ise FF genotipi
tasidigi belirlenmistir. Kontrol grubunun ise %?38.7'si ff, %44.6'si Ff ve
%?16.7'si ise FF genotipi olarak tespit edilmistir. Hasta ve kontrol grubu
genotip frekansi agisindan istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli
bulunmustur (p=0.016). Fok I gen polimporfizmi icin allel dagihminin hasta
grubunda f %67.7, F %34.6 ve kontrol grubunda f %61, F %39 seklinde
oldugunu bildirmisler ve iki grup arasinda allel sikhidi acisindan istatistiksel
olarak anlamli fark saptamiglardir (p=0.023) (Han et al., 2012).

Torok ve arkadaslari, 100 PH ve 109 saglikli kontrolde yaptiklar
calismada VDR geni Fok I ve Bsm I polimorfizmleri ile Parkinson hastalgi
arasindaki iliskiyi belirlemeyi amacglamiglardir. Calisma sonucunda hasta
grubunda Fok I gen polimorfizmi genotip dagiliminin ff %42, Ff %48, FF
%10 seklinde oldugu, allel dagilminin ise f allelinin %34, F allelinin ise %66
sikhikta gozlendigi tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise; ff %32.1, Ff %45,
FF %22.9 siklikta oldugunu saptamislardir. VDR Fok I genotip dagihmi
acisindan kontrol grubu ve Parkinson hastalari arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark goézlenmistir (p= 0.035). iki grup arasinda allel sikhidinda da
istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p=0.017) (Térdk et al., 2013).

Kim ve arkadaslari, 2005 vyilinda PCR metoduyla vyaptiklar
calismalarinda 85 Parkinson hastasi ve 231 saglkli kisiyi arastirmislardir. 85
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parkinson hastasinda bb genotipinin %84.7, Bb %12.9, BB %?2.4 ve 231
saglkli kontrollerde bb genotipinin %72.7, Bb %?26.0, BB %1.3 siklikta
oldugunu, allel dagihminin ise hasta grubunda B %8.8, b %91.2 ve kontrol
grubunda B %14.3, b %85.7 seklinde oldugunu bildirmislerdir. Calisma
sonucunda VDR Bsm I genotip dagiliminin istatistiksel olarak anlamli
oldugunu rapor etmislerdir (p= 0.043). Allel dagilimi agisindan ise iki grup
arasinda anlaml bir fark gézlenmemistir (p= 0.069) (Kim et al., 2005).

Ozetle Suzuki ve ark. Han ve ark. ve Toérék ve ark. yaptiklar
calismalarla Parkinson hastalii ve Fok I gen polimorfizmi arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark tespit etmislerdir. Ancak calisma verilerimiz
degerledirildiginde, PH ve Fok I polimorfizmleri arasinda istatistiksel bir
anlam goézlenmemistir. Bunun yani sira verilerimiz Bsm I polimorfizmi ile PH
arasinda iliski oldugunu savunan Kim ve arkadaslarinin bulgularini
desteklememektedir.

GCalismamiz sonucunda 6zetle Bsm I polimorfizmlerinin de Fok I’ de
oldugu gibi hastalikla iliskili olmadigi disincesindeyiz. Diger calismalarla
karsilatirildiginda; literatlirde her iki polimorfizm icinde celiskili datalar
bulunmaktadir. Calisma sonuglarindaki temel farklihk olgularin etnik
kdkenlerindeki farklilik olabilir ki poptllasyonlar arasi fark polimorfizm
calismalarinin handikapi olarak yorumlanabilir. Bunun yani sira yasam tarzi
ve cgevresel faktorlerin etkisi, hastalikla iliskili diger gen ve polimorfizmlerin
hastaliga yatkinligi artirabilecedide g6z ardi edilmemelidir. Ancak 0Ozellikle
polimorfizm calismalarinda olgu sayisinin yuksek tutulmasi ve her etnik
gruptan bireyle calisma yapilmasi daha net sonuclara ulastirabilecektir.

Kang ve arkadaslarn 137 Parkinson hastasi ve 163 sadlikli kontrolde
VDR gen polimorfizmlerini Real time metodu kullanarak arastirmiglardir.
Calisma sonucunda 137 PH olgusunda Fok I gen polimorfizmi genotip
dagiliminin FF %33.6, Ff %46, ff %42 seklinde oldugu saptanirken, kontrol
grubunda ise (n=163); FF %?29.4, Ff %48.5, ff %42 sikhkta oldugu
gozlenmistir. Bu calismada VDR Fok I genotip dagdilimi acisindan olgu ve
kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunmamistir (p=
0.74) (Kang et al., 2016).

2016 yilinda Mohammadzadeh ve arkadaslari 150 parkinson olgusu ve
160 kontrol bireyinde RFLP metodu ile Parkinson hastaligi ve VDR gen Fok I
polimorfizmi ile arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. Bu calismada; parkinson
hastalarinda ff genotipi %82, Ff %18, FF %0 sikhkta, allel dagilimi
acisindan ise f alleli % 82, F alleli %18 siklikta oldugu saptanmistir. Kontrol
grubunda ise ff genotipi %83.75, Ff %16.25, FF %0 sikhkta iken allel
dagilimi; f alleli % 83.75, F alleli %16.25 siklikla g6zlenmistir. Calisma
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sonucunda Parkinson ve Fok I polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak bir
anlam gozlenmemistir (p=0.85) (Mohammadzadeh & Pazhouhesh, 2016).

Tirkiye'de ilk kez 2016 yilinda istanbul Universitesi'nde yapilan bir
calismada VDR gen polimorfizmleri ve Parkinson hastaligi arasinda olan
iliski arastirlmistir. Bu calisma 382 parkinson hasta ve 242 kontrollu
kapsamaktadir. Fok I gen polimorfizmi real time PCR teknigi ve Bsm I VDR
gen polimorfizmi ise RFLP metoduyla belirlenmistir. 382 parkinson
olgusunda Fok I gen polimorfizmi genotip dagiliminin ff %47.4, Ff %42.9,
FF %9.7 seklinde oldugu, allel dagihminin ise f allelinin %68.8, F allelinin
%31.7 sikhkta oldugu saptanmistir. Kontrol grubunda ise (n=70); ff %44.3,
Ff %45.1, FF %10.5 sikhkta, f alleli %66.9, F alleli %33.1 siklikta oldugu
gbzlenmistir. iki grup arasinda genotip dagdiimi ve allel sikhdi acisindan
istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamistir (p=0.75, p=0.47) (Gezen-
Ak et al., 2017).

2014 yilinda Petersen ve arkadaslari 121 parkinson hastasini ve 235
saglkh kisiyi VDR gen polimorfizmleri agisindan arastirmiglardir. Calismada;
olgu grubunda vitamin D degerleri ve VDR gen polimorfizmleri arasindaki
iliski arastinlmistir. Bsm I genotiplemesi Real time PCR metodu kullanilarak
yapilmistir. Olgu grubunda BB genotipinin %39.7, Bb %43.8, bb %16.5
siklikta gozlendigi, kontrollerde ise BB genotipinin %35.7, Bb %49.8, bb
%14.5 oldugunu bildirilmistir. Allel dagihminin hasta grubunda B %61.6, b
%38.4 ve kontrol grubunda B %60.6, b %39.4 oldugu belirlenmistir.
Arastirmacilar VDR Bsm I genotip dadilimi acisindan kontrol grubu ve
Parkinson hastalari arasinda istatistiksel olarak anlamh fark tespit
etmislerdir (p=0.56). Allel dagilimi acisindan ise iki grup arasinda anlaml
fark g6zlenmemistir (p=0.81) (Petersen, Bech, Christiansen, Schmedes, &
Halling, 2014).

Han ve arkadaslan yaptiklari galismada Bsm I polimorfizmi agisindan
hasta grubunda BB %385.4, Bb %13.1, bb %1.5; kontrol grubunda ise BB
%86.5, Bb %12.8, bb %0.7 genotip siklidi saptamislardir. Bu calismada
genotip sikligi acgisindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark
gbzlenmemistir (p=0.92) (Han et al., 2012).

Kang ve arkadaslari, yaptiklari calismada degerlendirilen Bsm 1
polimorfizminin hasta grubunda BB %389.8, Bb %9.5, bb %0.7; kontrol
grubunda ise BB %89, Bb %10.4, bb %0.6 genotip sikligi bulmuslardir.
Bsm I polimorfizmi genotip siklidi agisindan hasta ve kontrol grubunda
anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.92) (Kang et al., 2016).

Calisma verilerimiz, Fok I polimorfizmi acgisindan Kang ve ark.
Mohammadzadeh ve ark., Duygu Gezen ve arkadaslarinin bulgularini ayrica
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Bsm I polimorfizmi acisindan ise Han ve ark., Torok ve ark., Peterse ve
ark., Kang ve ark. ve Duygu Gezen ve ark. calismalarini destekler
niteliktedir.

Calismamiz ve diger arastiricilarin  bulgulari esliginde bu ki
polimorfizmin parkinsona yatkinlik olusturmadigini distinmekteyiz. Ancak
hem olgu sayisi artirilarak yapilacak olan calismalar, hemde bu olgularda
yapilacak ekspresyon analizleriyle verilerimizin desteklenmesi
gerekmektedir.

Sonuclarimiz daha &énce yayinlanan genetik calismalara ek olarak
PH’nin tek bir nedenden kaynaklanmadigini, kdkeninde pek ¢ok faktériin rol
oynadigini gdéstermektedir. Parkinson hastaliginin patogenezindeki vitamin
D’nin rolinld tanimlamak icin VDR'nin ve PH ile olan iligkisinin ileri
arastirmalarinin  yapilmasi  gerekmektedir. Ozellikle heterozigot ve
homozigot degisiklik saptanan vakalaramizda vitamin D miktarlarinin

belirlenmesi gerekmetedir.

Tablo 5.1. Farkh populasyonlarda Parkinson hastalarda Fok I ve Bsm I
polimorfizmlerinin genotip dagilimi ve allel sikligi

Olgu Sayisi Ve Allel Dagilimi

Genotip dagilimi

Fok I (T/C)

Yazar, Ulke PH (%) Kontrol P PH (%) Kontrol (%) P
Yil (%) degeri degeri
"'ak“ e Gin h=520 n=564 FF: 22(8.5)  FF: 47(16.7)

a;oiz F: %34.6 F: %39 0.023 Ff: 124(47.7) Ff: 126(44.6)  0.016
’ f: %67.7 f: %61 ff: 114(43.8)  ff: 109(38.7)

Ta,:ak = Matcaris n=200  n= 218 FF: 10(10) FF: 25(22.9)

a£o'13 an - F. o34 F: %45.5 0.017 Ff: 48(48) Ff: 49(45) 0.035
, f: %66 f: %34 ff: 42(42) ff: 35(32.1)

S“z“'l‘(i Japony  ,_ 574 FF: 20(14.6)

";oi"z' a F: %40.9 - - Ff: 72(52.6) - 0.002
’ f: %59.1 ff: 45(32.8)

K""I?g ve Kore = 292 n= 308 FF: 46(33.6)  FF: 48(29.4)

a;ois F: % F: % - Ff: 63(46) Ff: 79(48.5) 0.74
r f: % f: % ff: 42(42) ff: 42(42)

:':z';ad“;;‘“ Iran 1 _300  n=320 FF: 0(0) FF: 0(0)

e ark F: %18  F:%16.25 0.85 Ff: 27(18) Ff: 26(16.25)  0.85
5015 f: %82 f: %83.75 ff: 123(82) ff: 134(83.75)

14
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Duygu
Gezen ve
ark.
,2016

Tlrkiye

Tarkiye
Bizim
Calisma
miz

Bsm1I (G/A)

Yazar, Ulke

Yil

Kim ve Kore
ark.

,2005

Han ve Cin
ark.
,2012

Macaris
tan

Torok ve
ark.
,2013

Faroe
Adalari

Petersen
ve ark.
,2014
Kang ve Kore
ark.
,2016
Duygu Tlrkiye
Gezen ve
ark.
,2016

Tlrkiye
Bizim
Calisma
miz

n= 764
F: %31.7
f: %68.8

n= 260
F: %32
f: %68

n= 474
F: %33.1
f: %66.9

n= 140
F: %33
f: %67

0.47

0.84

Olgu Sayisi Ve Allel Dagilimi

PH (%)

n= 85
B: %8.8
b: %91.2

n= 520
B: %91.9
b: %8.1

n= 200
B: %51.5
b: %48.5

n= 242
B: %61.6
b: %38.4

n= 292
B: %
b: %

n= 760
B: %53.4
b: %46.6

n= 260
B: %44
b: %56

Kontrol
(%)

n= 231
B: %14.3
b: %85.7

n= 564
B: %92.9
b: %7.1

n= 218
B: %51
b: %49

n= 470
B: %60.6
b: %39.4

n= 308
B: %
b: %

n= 478
B: %55.6
b: %44.4

n= 140
B: %46
b: %54

P

degeri

0.069

0.56

0.905

0.81

0.44

0.67

45

FF: 37(9.7)
Ff: 164(42.9)
ff: 181(47.4)

FF: 14(10.8)
Ff: 55(42.3)
ff: 61(46.9)

FF: 25(10.5)
Ff: 107(45.1)
ff: 105(44.3)

FF: 5(7.1)
Ff: 36(51.4)
ff: 29(41.4)

Genotip Dagilimi

PH (%)

BB: 2(2.4)
Bb: 11(12.9)
bb: 72(84.7)

BB: 222(85.4)
Bb: 34(13.1)
bb: 4(1.5)

BB: 27(27)
Bb: 49(49)
bb: 24(24)

BB: 48(39.7)
Bb: 53(43.8)
bb: 20(16.5)

BB: 123(89.8)
Bb: 13(9.5)
bb: 1(0.7)

BB: 136(35.8)
Bb: 134(35.5)
bb: 110(28.9)

BB: 33(25.4)
Bb: 48(36.9)
bb: 49(37.7)

Kontrol (%)

BB: 3(1.3)
Bb: 60(26.0)
bb: 168(72.7)

BB: 244(86.5)
Bb: 36(12.8)
bb: 2(0.7)

BB: 27(24.8)
Bb: 57(52.3)
bb: 25(22.9)

BB: 84(35.7)
Bb: 117(49.8)
bb: 34(14.5)

BB: 145(89)
Bb: 17(10.4)
bb: 1(0.6)

BB: 94(39.3)
Bb: 78(32.6)
bb: 67(28)

BB: 19(27.1)
Bb: 27(38.6)
bb: 24(34.3)

0.75

0.41

degeri

0.043

0.0647

0.0902

0.56

0.92

0.66

0.89



6- SONUC VE ONERILER

Bu calisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi
Noroloji poliklinigin’de Parkinson tanisi konulmus, 50 yas Ustl 130 hasta ve
70 saglikli birey ile gerceklestirildi. Calismamizda VDR geninde tanimlanmis
olan Fok I ve Bsm I polimorfizmlerini PCR-RFLP ydntemi ile arastiriimasi
planlanmistir.

Bizim calismamizda;

1- 130 PH hastada Fok I gen polimorfizmi genotip dagiliminin FF %46.9,
Ff %42.3, ff %10.8 seklinde oldugu, Kontrol grubunda ise (n=70); FF
%41.4, Ff %51.4, ff %7.1 siklikta saptanmistir. iki grup arasinda
genotip dagihmi acgisindan istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi
(p=0.41).

2- Fok I acisindan hastalarda allel dagiliminin ise; F allelinin %68, f
allelinin %32 siklikta ve kontrol grubunda, F alleli %67, f alleli %33
sikhkta idi. Allel sikhgi agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmadi (p=0.84).

3- Bu calismada Bsm I gen polimorfizmi genotip dagiliminin BB %37.7,
Bb %36.9, bb %?25.4 seklinde oldugu ve 70 kontrol grubunda BB
%34.3, Bb %38.6, bb %27.1 siklikta oldugu saptandi. Bsm I genotip
dagihmi acisindan kontrol grubu ve PH hastalar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi. (p=0.89)

4- Bsm I Allel dagilimi agisindan B allelinin %56, b allelinin %44 siklikta
oldugu saptanmistir. 70 kontrol grubunda ise; B alleli %54, b alleli
%46 siklikta saptandi. Bsm I allel dagilimi agisindan iki grup arasinda
anlamli fark oldugu goérilmemistir. (p=0.67)

Son vyillarda vyapilan bazi c¢alismalarin sonucunda VDR gen
polimorfizmleri ile PH riski arasinda bir iliski oldugu ortaya konulmustur.
Ancak diger literatilrlere gore bu hastallk ve VDR gen polimorfizmleri
arasinda bir iliski gérilmemistir; bu nedenle sonuglar geligkilidir.

Sonug olarak toplumdan topluma ve calismadan calismaya degisen ve
birbiriyle celisen sonucglar mevcuttur. Bu uyumsuzluk polimorfizmlerin etnik
popullasyonlarda farkli sikliklarda goérilmesi ve poligenik-multifaktériyel
kalitilan &zelliklerle ilgili genetik calismalarda calismaya dahil edilmemis
diger genetik etkilerin de dikkate alinmasi gerektigi  bilgisini
dogrulamaktadir.
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Yapilan calismalarda vitamin D dlizeyi ile VDR gen polimorfizmleri
arasinda bir iliski olmadigi distntlmektedir. Buna ragmen literatlire gore
dislik vitamin D seviyesi PH ile iliskili oldugu distnidlmektedir. Bu nedenle
calismanin devaminda hasta ve kontrol gruplarin vitamin D duzeyini dlclp,
aynli zamanda veri sayisi arttirilarak, vitamin D dlzeyi normal olan kisileri
daha gulvenilir bir sonu¢ elde etmek icin arastirmamiza dahil etmeyi
planliyoruz.
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