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OZET

Parkinson Hastaligi (PH), ge¢-baslangigli, ilerleyici karakter gosteren, ailesel ve
sporadik olarak goriilebilen nérodejeneratif bir hastaliktir. Beynin substantia nigra (SN)
pars kompakta bolgesinde bulunan dopaminerjik ndéronlarin dejenerasyonu hastaligin
temel 6zelligidir, dopaminerjik néronlarda bulunan hiicre-i¢i protein agregatlar1 (Lewy
cisimcikleri) noropatolojik olarak PH’nin ayirict kriteridir. Parkinson Hastaligi,

Alzheimer hastaligindan sonra en sik goriilen norodejeneratif hastaliktir.

Bu hastalik kronik, progresif nérodejeneratif bir hareket hastaligidir. 65 yas iistii
yaslt populasyonda %1 sikliginda goriilmektedir. Bazal ganglion ve subkortikal
niikleuslarin dejenerasyonu sonucu postural reflekslerde azalma, rijidite gibi hareket
bozukluklar1 ile konusma, yutma bozukluklar1 ve kognitif fonksiyonlar, otonomik sinir

sistemi ile ilgili sorunlar ortaya ¢ikmaktadir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda Parkinsonlu hastalarin beyninde demir ve
demir- baglayici protein seviyelerinin arttig1 belirtilmistir. Demir tasimasinda yer alan
en Onemli proteinlerden biri Divalent metal transporter 1 (DMT1)’dir ve demirin
endojen taginmasinda gorevlidir. Postmortem Parkinson hastalarinin beyin SN’sinde
DMTI1 seviyelerinin 6nemli Olciide artis gosterdigi belirlenmistir. Yapilan literatiir
taramalar1 sonucunda, Parkinson Hastaligi ile Divalent Metal Transporter 1 (DMT1)
Geni Polimorfizmleri arasinda bir iliski oldugu diistiniilmektedir. Ancak bu konuda
literatiirde ¢ok az bilgiye rastlanmis olup, iilkemizde de bu konu ile ilgili yapilan bir
calismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle hem DMT1 polimorfizmi ile parkinson
hastalig1 arasinda bir iliski olup olmadigini belirlemek, hem de ilgili polimorfizmin

tilkemizdeki sikligini belirlemek amaciyla bu tez ¢alismasi planlanmistir.

Calismamiz kapsaminda 97 Parkinson hastasi ile 100 saglikli bireyden toplanan
kanlardan DNA izole edildi ve Parkinson Hastaligi ile DMT1 genin olasi iliskisini
arastirmak icin, DMT1 geninde tespit edilen 1254T/C ve IVS4 + 44C/A polimorfizmleri

PCR yontemi ile arastirildi. Calismamiz sonucunda, IVS4 + 44C/A polimorfizmi ile



Parkinson Hastalig1 arasinda iliski bulunamamakla birlikte, 1254T/C polimorfizmindeki

TT genotipinin Parkinson igin risk faktorii oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson, Divalent Metal Transporter 1, 1254T/C ve
IVs4+44C/A polimorfizmileri



SUMMARY

Parkinson’s disease (PD) is a late-onset, progressive, familial and sporadic
neurodegenerative disorder. The main pathological characteristic of PD is the
degeneration of dopaminergic neurons in substantia nigra (SN) pars compacta. The
intracellular protein aggregates (Lewy bodies) found in surviving dopaminergic neurons
is another important criterium for the neuropathological diagnosis of PD. Parkinson’s
Disease, the second most common neurodegenerative disease worldwide after

Alzheimer disease, is the predominant movement disorder in world populations.

This disease is a chronic, progressive and neurodegenerative movement disorder.
It is seen 2% of the population over 65 years of age. As a result of degeneration of basal
ganglia and subcortical nuclei functions, some difficulties appear like decreasing
postural reflex, movement disorders like rigidity; speech, swallowing and cognitive

dysfunctions, and autonomic nervous system trouble.

Studies in the recent years have suggested an increase in iron and iron binding
protein levels in the brain of Parkinson’s disease patients. Divalent metal transporter 1
(DMT1) is one of the proteins that is responsible for iron transporting and attends in the
endogen transport. Postmortem studies have shown an important increase of DMT1
levels in the SN of Parkinson’s disease patients. Existing literature suggests a relation
between Parkinson’s disease and DMT1 gene polymorphisms. But there is a lack of
information from large series of patients and there is no data from Turkish patients.
consequently this thesis was planned to determine whether there is a relationship
between DMT1 polymorphism and parkinson's disease as well to specily the frequency

of the polymorphism in our contry.

In this study, we analyzed 1254T/C and Ivs4+44C/A polymorphisms of DMT1
gene in 97 Parkinson’s disease patients and 100 healthy controls to investigate a
possible relationship between the DMT1 gene and Parkinson’s disease. As a result,

there is no association were found between 1VS4 + 44C / A polymorphism and



Parkinson's disease. But we found that TT genotip in 1254T / C polymorphism is a risk
factor for Parkinson disease.

Keywords: Parkinson, Divalent Metal Transporter 1, 254T/C and 1Vs4+44C/A

polymorphisms.
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastalifindan sonra goriilen en yaygin norodejeneratif hastalik
Parkinson Hastaligi (PH)’dir. Parkinson Hastaligi, ilk olarak 1817 yilinda “shaking

palsy” (titrek felg) olarak ingiliz hekim James Parkinson tarafindan tanimlanmistir (92).

Beynin substantia nigra tabakasinin pars kompakta bolgesindeki dopaminerjik
noronlarin kayb1 ve “Lewy cisimcikleri” adi verilen protein agregatlarinin olusumu ile
karakterize olan PH, 65 yas {istii populasyonun yaklasik %]1’ini etkilemektedir (68).
Dopaminerjik noronlarin yaklagik %60-65’inin kaybi sonucu dopamin seviyesinde
meydana gelen %80-85’lik azalma motor fonksiyonlarda bozukluklara yol acar. Bu
bozukluklar ise istirahat tremoru, bradikinezi, kaslarda sertlik (rijidite) ve durus

bozuklugu gibi semptomlarin ortaya ¢ikmasina sebep olur (62,69).

Hastaligin olugmasinda cevresel, genetik ve mekanik etkilerin yani sira travma,
PSP (Progressive Supranuclear Palsy) ve MSA (Multiple System Athropy) gibi diger
norodejeneratif hastaliklar ve intoksikasyonlarin da [rotenon, MPTP (1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6 tetrahydropyridine), toluen] rolii oldugu diisiiniilmekle birlikte Parkinson

Hastaliginin temel bir klinik tanimlamasi yoktur (13).

Parkinson hastaliginin yaklasik %385°1 sporadik, %10-15’1 ise aileseldir ve
hastaligin ancak %>5°lik kismi tek gene bagli (Mendel tipi kalitim) bozukluklardan
kaynaklanmaktadir (16). Son donemde yapilan arastirmalar, genetik degisimlerin

hastaligin patolojisinde rol oynadigini agik¢a ortaya koymaktadir (38).

Ozansoy M. ve Basak AN. 2004 yilinda Parkinson hastaliginin genetigi ve
norodejenerasyonun molekiiler biyolojisi lizerinde ¢alismalar yapmis ve aday genleri
belirlemislerdir (69). Dopaminerjik néron kaybinin sebeplerinin arastirilmast igin
yapilan molekiiler ¢aligmalar sirasinda bir¢ok mutasyon ve polimorfizmin Parkinson

hastaliginin olusumunda rol aldig1 goriilmistiir. Bu ¢alismalar sonucu alfasiniiklein,



PARK, DJ-1, PINK1, LRRK2 gibi birgok gende mutasyonlar bulunmus ve hastalik ile
iliskili olduklar1 saptanmistir (56,63).

Bir toplumda sadece tekrarlayan mutasyonlarla siirdiiriilmeyecek oranlarda var
olan, nadir siklikta, stireklilik géstermeyen iki veya daha fazla genetik 6zelligin birlikte
olusumu durumuna “polimorfizm” denilmektedir. Toplumun %1 veya daha fazlas1 nadir
bir aleli tagiyorsa bu durum polimorfiktir. Polimorfizmler insan genetik arastirmalarinda

anahtar bir fonksiyon iistlenerek, genetik bir marker gibi gorev yapmaktadir (7,24).

Dejeneratif hastaliklar, enfeksiyon veya travma gibi ortak etyolojileri olan diger
norolojik hastalik gruplarinin tersine, siklikla klinikopatolojik 6zellikleri ile bir araya
toplanmislardir. Merkezi sinir sisteminde néron ve sinaps kaybiyla dejenerasyona yol
a¢malari, segici olarak bir veya daha ¢ok fonksiyonel sistemi etkilemeleri ve ilerleyici

seyirli olmalar1 temel 6zellikleridir (96).

Norodejeneratif bir hastalik olan Parkinson hastaliginin etiyolojisi kesin olarak
bilinmemekle birlikte yapilan calismalar hastaligin  patogenezinde genetik

mutasyonlarin 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir (96).

Bu yiizden bu g¢alismada, DMT1 geni polimorfizmi agisindan heniiz ¢ok az
caligildigr goriilen norolojik bir hastalik olan Parkinson hastaligi ile iligkisi arastirildi.
Bu genin toplum taramasi yoniinden degerlendirilmesi iilkemizde Parkinson hastaligin
gelisimindeki genetik yatkinligin oranlarmin belirlenmesine yonelik bilimsel katki

saglayacaktir.

Yaptigimiz literatiir arastirmalarinda, Tiirkiye’de DMT1 geninde ile Parkinson
hastalig1 ile ilgili bir polimorfizm ¢alismasina rastlanmamistir. Bu ¢alismamiz, Tiirk
poplilasyonunda yapilacak diger molekiiler genetik aragtirmalara 151k tutmasi

bakimindan da onemlidir.



Ayrica bu ¢alisma sonucunda; polimorfizm ile hastalik arasinda bir iligki tesbit
edildigi takdirde hastaligin tedavisinde farkli seceneklerin olusmasia katki

saglayabilecegi de diigiiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Parkinson

2.1.1. Parkinson’un Tanimi

Parkinson hastaligt (PH) genellikle 50-60 yaslar1 arasinda baslayan, yavas
ilerleyen, kronik bir hastaliktir. Hastalik 20 yasindan 6nce baslarsa “primer juvenil
parkinsonizm,” 20-40 yaslar1 arasinda baslarsa “"geng¢ baslangigli parkinsonizm" olarak

adlandirilir. Goriilme sikligi agisindan erkek/kadin orani yaklagik 3/2°dir (45).

Parkinson hastalig1 tiim etnik gruplarda goriilen, erkeklerde daha baskin 6zellige
sahip bir hastaliktir.  Goriilme sikligi 65-90 yaslar1 arasinda artmaktadir. Tim
populasyonun % 0.3’unu etkilemekle beraber, bu oran 65 yasin lizerinde %]l’e
yiikselmektedir. Semptomlar hastalarin % 5-10’unda, 40 yasin altinda ortaya
cikmaktadir (45).

Parkinson hastaligi sinsi baslangigli  olup, istirahat tremoru, rijidite,
akinezi/bradikinezi veya durus bozuklugu gibi esas belirtileri ortaya ¢ikmadan once
nonspesifik semptomlardan olusan ilk belirtilerin ortaya c¢iktig1 bir donem de var
olabilir. ilk motor belirtiden &nce c¢abuk yorulma, kisilik degisiklikleri goriilebilir.

Hastalar omuz ve kol kaslarinda agr1 veya gerginlikten yakinabilirler (25).

2.1.2. Parkinsonun Tarihgesi

Parkinson ¢ok eski ¢aglardan beri toplumlar tarafindan bilinen bir hastaliktir. Eski
Hint saglik sisteminde “Kampavata” adi ile bilinen Parkinson, bati tip literatiiriinde
milattan sonra 175 yilinda, Dr. Galen tarafindan “titremeli fel¢” olarak tanimlandi.
Hastalik ile ilgili ilk ayrintili bilgi ise, hastaliga adini veren Londra’li Dr. James

Parkinson tarafindan 1817 yilinda yayinlanan bir makale ile verildi. Yayinlanan



makalenin tam adi, “Titremeli Fel¢ Uzerine Bir Makale”. Bu makale ile PH
tanimlanmis tibbi bir durum olarak kabul edildi. Makale, Dr. Parkinson’un karsisina
c¢ikan 6 vakanin incelemesine dayaniyor ve bu hastalik iizerine daha fazla arastirma
yapilmasini tesvik ediyordu. Makalenin yayinlanmasindan ancak 60 sene sonra Fransiz
Nérolog Jean Martin Charcot, Parkinson hastaligma gereken 6nemi verdi. Uzerinde
genis caplt bir aragtirma yaptiktan sonra, hastaliga Dr. James Parkinson’un adindan
dolayr “Parkinson” adini vermistir. Hastalikla ilgili ortaya ¢ikan bir¢ok gercegin yani
sira hala bilinmeyen durumlar da s6z konusudur. Hastalik genellikle yasli bireylerde

goriiliiyor olup, belirtileri zaman iginde ilerleme 6zelligi tasimaktadir (47).

Hastaligin nedeninin beyindeki dopamin miktarindaki azalma oldugu biliniyor.
Ancak bu duruma neyin yol ag¢tigi hala tam olarak ¢6ziilememistir. Parkinson
hastalarinin beyinlerindeki kimyasal madde degisikligi ilk olarak 1960’11 yillarda
tanimlandi. Diisiik seviyedeki dopamin, beynin substantia nigra (Siyah cisim) denilen
boliimiindeki sinir hiicrelerinin dejenerasyonuna neden olmaktadir. Hastaligin etkili ilk
tedavisi de bu tanimlamanim yapilmasimin ardindan gerceklesti. ilk defa 1960 yilinda,
Levodopa isimli ilag Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilmaya baslandi. 1960
yilindan itibaren giderek artan bir hizla yapilan arastirmalara ragmen hala kesin bir
tedavi yontemi gelistirilememis olmakla birlikte bu arastirmalar sonucunda hastaligin
belirtilerini etkili bir bi¢imde kontrol edilebilen ve bu belirtilerin siddeti azaltilabilen

tedavi yontemleri gelistirilmistir (47).

2.1.3. Parkinson Hastahgin Simiflandirmasi

Parkinson hastaligi (PH) Substantia Nigra (SN) basta olmak iizere bazal ganglion
dejenerasyonuna bagli, motor davraniglarda bozukluklarin gozlendigi klinik bir
sendromdur. Idiyopatik Parkinson hastalari, parkinsonizm vakalarmin yaklasik %80’ini

olusturur (2).



Parkinsonizm tablolarini genel olarak dort sinifta ele almak miimkiindiir:

I- Primer (Idiyopatik) Parkinsonizm

- Parkinson Hastalig1

- Juvenil Parkinsonizm

I1- Sekonder (Edinsel, semptomatik) Parkinsonizm

- Ilaglara bagli parkinsonizm: [Dopamin reseptdr blokerleri (Antipsikotikler,

antiemetikler), rezerpin, tetrabenazin, alfa metil dopa, lityum, flunarizin]

- Infeksiydz nedenlere bagli parkinsonizm: (Postensefalitik, yavas viriis
enfeksiyonu, AIDS)

- Toksik nedenlere bagli parkinsonizm: (MPTP, CO, Mn, Hg, CS2, metanol,

etanol)

- Vaskiiler nedenlere bagli parkinsonizm: (Multienfarkt demans, Binswanger

Hastalig1)

- Posttravmatik: (Boksor ensefalopatisi) parkinsonizm
- Striiktiirel lezyonlara bagli parkinsonizm

- Hemiparkinsonizm (hemiatrofi)

- Diger nedenler bagli parkinsonizm: (endokrin ve metabolik nedenler, otoimmiin

veya inflamatuvar nedenler)

I11- Parkinson Plus Sendromlar (Multisistem Dejenerasyon)

IV- Heredodejeneratif Parkinsonizm



Parkinsonizm bulgular1 ile birlikte goriilen heredodejeneratif hastaliklarin
baglicalart Huntington Hastaligi, Wilson Hastaligi, Haller VVorden- Spatz Hastaligi,
Machodo-Joseph  Hastaligi, Familyal Bazal gangliyon kalsifikasyonu ve
Noroakantositozisdir (61).

2.1.4. Parkinson Hastaliginin Klinik Ozellikleri

Parkinson hastaliginda, Istirahat halinde izlenen titreme (tremor), Pasif eklem
hareketlerini zorlastiran kaslarda sertlesme (rijidite), Hareketlerin yavaslamasi ve
olmayis1 (akinezi ve bradikinezi) ve Ayakta durma dengesinin bozulmasi (postural

instabilite) gibi dort temel klinik belirtilerin tiimii izlenmektedir (51).

2.1.4.1. Tremor

Istirahat tremoru hastalarin %75’inde goriilen ilk motor belirti olup, hareket
sirasinda ortadan kaybolur, ancak ekstremite belli bir postiirii aldiktan kisa bir siire
sonra tekrar belirir. Siklikla iist ekstremite distalinden unilateral olarak baslar. Bazi
hastalarda sadece tek bir parmag etkileyebilir. Tremor siklikla isaret ve bas parmagin
ritmik, alternan oppozisyonu ile sekillenen stereotipik para sayma hareketidir. Bazi

hastalarda el ve kolun basit¢e one-arkaya hareketi seklinde de olabilir (51).

2.1.4.2. Rijidite

Kaslarda sertlik hastanin ekstremite, boyun veya govdesinin pasif hareketi
sirasinda hekimin her yone ve tiim hareket kabiliyeti boyunca hissettigi artmig direng
rijidite durumunu gosterir. Hareketin hiz ve siddetinden biiyiik 6lcilide etkilenmez ve bu
durum hiza baglh tonusun arttigi, ayrica yiliksek hareket yetenegine karsi direncin
degiskenlik gosterdigi spastisiteden rijiditeyi ayiran bir Ozelliktir. Rijidite istemli

hareket hizin1 sinirladigir halde, rijiditesi olan bazi hastalar motor islevlerini rahat



stirdiirebilirler ve bradikinezi, bireyin hastaliinda rijiditeden daha belirleyici bir rol

oynar (51).

2.1.4.3. Akinezi/Bradikinezi

Akinezi hareketin olmayisini, bradikinezi ise yavashigmi tanimlar. Hastalarda
motor bir plana baslamak ve onu yiiriitmek giigtiir. Hastalarda sadece istemli motor
hareketlerde degil, ayn1 zamanda mimik hareketlerinde, yiiriirken kollar1 sallama veya
yutkunma gibi otomatik hareketlerde de bir azalma s6z konusudur. Akinezi ve
bradikinezi tim PH’larda goriilir ve hastaligin yasam kalitesini en fazla diisliren

semptomlari arasinda yer alir (51).

2.1.4.4. Postural kararsiziik (instabilite)

Postural refleksler dik durmamizi ve herhangi bir postiirii siirdiiriirken dengemizi
korumamizi, doniislerde veya yiiriiylis sirasinda yon degistirirken dengemizi
kaybetmememizi saglar. Postural instabilite, durussal dengesizlik durumu Parkinson
hastalig1 belirtileri arasinda en fazla o6ziirliiliie neden olan ve tedaviye en az yanit

verenidir (51).

Parkinson hastaliginin motor bulgulari ortaya ¢ikmadan 6nce bazi bagka belirtiler
kendini gosterebilir. Bunlar arasinda agri, koku alma bozuklugu, REM (Rapid eye
movement: hizli goz hareketi) uyku davranis bozuklugu (geceleri ¢ok canli riiyalar
goriip, etrafindakilere zarar verebilecek vurma gibi bazi hareketlerle ortaya ¢ikan bir
uyku bozuklugudur) ve mesane-bagirsak, tansiyon degisiklikleri gibi bazi otonomik

sistem bozukluklarina ait bulgular da izlenebilmektedir (51).

PH’nin tipik bulgular1 ortaya ¢ikmaya basladiginda yiiriirken kollar1 iki yanda
normal sekilde sallamama, el ve bacaklar ile ¢enede istirahat doneminde titreme,
mimiklerin kaybinin izlendigi maske yiiz belirtisi, yazinin giderek kiigtilmesi seklinde

zor okunur bir yaziya sahip olma, géz kirpma sayisinda azalma, One egik ve yavas
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sekilde yiirtime, sik diismeler, kiigiik adimlarla yiiriime, donup kalmalar, hareketin ve
konusma hizinin yavaslamasi, yutma bozukluklari, kabizlik, cinsel islev bozukluklari,
depresyon, psikoz, hayal gérme, haliisinasyon, giindiiz uyuklama hali, diirtii kontrol

bozuklugu, ciltte yaglanmanin artmasi (sebore) ve bunama da izlenebilir (51).

2.1.5. Parkinson Hastaligimin Epidemiyolojisi

Hastalik 40-70 yaslar1 arasinda, siklikla 60 yas iizerinde baglar. Altmis bes yas
sonras1 her yiiz kisiden birinde goriiliir. Parkinson hastalarinin %35-10’unda hastalik
semptomlarinin baslangici 20-40 yaslar1 arasinda olup, bu olgular juvenil PH gurubunu
olusturur. Erkeklerde goriilme siklig1 kadinlara oranla biraz daha fazladir. PH prevalansi
yaklagik olarak 100 000’de 100-300 arasinda degismektedir. Yillik PH insidansi ise
20/100000°dir. Prevalans ve insidans yas ile artis gosterir. Uzun yillar travma, duygusal
¢oklintii, asir1 ¢calisma, soguga maruz kalma, kat1 kisilik ve benzer nedenlerin hastalig
kolaylastirdigi diisiiniilmiistiir, ancak bunlardan herhangi birini destekleyecek anlamli
kanit yoktur. Tekrarlayan serebral travma ve boksorlerde beyin sarsintisina bagli

hareket koordinasyonunda bozulma iliskisi siipheli bulunmustur (28,44).

Idiyopatik Parkinson hastaliginin Afrikan Amerikalilardaki insidans1 beyazlarin
dortte biridir. Asyalilardaki insidansi ise beyazlarin licte biri ile yaris1 arasindadir.
Hastalik kuzey Amerikalilarda ise siktir. Tiim Avrupa iilkelerinde insidansi benzerdir

(76).

2.1.6. Parkinson Hastaligin Etiyoloji

Klinik olarak tanimlanmasindan bu yana iki yiizyila yakin bir zaman ge¢mis ve
yasam boyunca hastaliga yakalanma riski erkeklerde %2, kadinlarda % 1.3 oranlan ile
oldukga sik rastlanan norodejeneratif bir hastalik olmasina karsin, PH etiyolojisi halen

tam olarak ortaya konabilmis degildir (70).



Alzheimer hastaligindan sonra goriilen en yaygin nérodejeneratif hastalik olan PH
ile ilgili giiniimiize kadar elde edilen bilgiler, hastaligin olusmasinin tek neden degil,

multi faktoriyel bir etiyolojisi olduguna isaret etmektedir (71).

Hastaligi ayrintilari ile ilk tanimlayan arastirmaci James Parkinson (1817) altta
yatan neden olarak, iist servikal medulla spinalis ile medulla seviyesinde inflamasyon
ve hasara neden olabilecek travmalarin sorumlu olabileceginden s6z etmektedir (71).
Ondokuzuncu yiizyilin sonlarinda ise; Gowers kalitsal etkilenimin 6nemli olabilecegini
One siirmesine karsin, son yillara kadar agirlikli olarak ¢cogunlukla gevresel faktorlerin

etiyolojide rol oynadigi goriisii hakim olmustur (34).

PH’nin etiyolojisinin aydinlatilmasinda hastalik siirecinde gelisen patolojik
degisikliklerin anlasilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu yolla etiyolojiden sorumlu tutulan
faktorlerin hastaliga nasil neden oldugu daha iyi anlasilabilecektir. Hastalik, patolojik
olarak beyin ve periferik sinir sisteminde bir¢cok bolgede meydana gelen nérodejeneratif
degisiklikleri igermektedir. Sinir sisteminde parkinsoniyen norodejenerasiyonun

temelini, sitoplazmik inkliiziyonlar olan Lewy cisimcikleri olusturur (86).

2.1.7. Parkinson Hastahgin Patolojisi

Hastaligin patolojik ayirici 6zelligi; beynin substantia nigra pars kompakta
bolgesinde bulunan dopaminerjenik noronlarin kaybi ve heniiz islevini kaybetmemis

olan hiicrelerin sitoplazmalarinda protein kiimeleri barindiran Lewy cisimcikleri

varhigidir (69).

Ayrintili acidan PH secilmis ancak heterojen néron popiilasyonunun progresif
olusumu ile karakterizedir. Bunlar; substantia nigra pars kompaktadaki néromelanin
yikli  dopaminerjik néronlar, secilmis beyin sapt aminerjik niikleuslar
(katekolominerjik ve serotonerjik), Meynert kolinerjik nukleus bazalisi, hipotalamik
noronlar, kiiciik kortikal noronlar, sempatik ganglia ve bagirsaktaki parasempatik

noronlart igerir. Substantia nigra pars kompaktada noéronal kayip, ventrolateral bolgede
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daha yogundur (semptomlarin baslangi¢c asamasinda kayip % 60-70 oranindadir) bunu
medial, ventral ve dorsal bolgeler takip eder (27).

Bu tip hiicre kaybi Parkinson hastaligina spesifiktir ve bu sekil, normal
yaslanmaya bagli ve striatonigral dejenerasyon ve progresif supraniiklear palside
gozlenen durumun tam tersidir. Sonugta, putamenin dorsal ve intermediate
bolimlerinde belirgin olmak iizere, striatal dopamin kaybi meydana gelir (55) ve bu
durum akinezi ve rijidite ile sonuglanmaktadir. Bu tip hiicre kayb1 paterni ayn1 zamanda
dopamin tasiyicilari igin mesajct RNA ekspresyon derecesi ile uyumludur (87). Diger
onemli bir patolojik bulguda etkilenmis beyin sap1 bolgelerinde, ozellikle vagusun
dorsal motor niikleusunda izlenen dejenere ubiquitin-pozitif noronal islevler ve Lewy

cisimcikleridir (31).

Lewy cisimleri, eozinofilik hialin inkliizyon cisimcigidir. Cisim i¢inde olusan
norofilament birikiminin degisken norofilament ekspresyonundan ziyade, bunlarin
normal sentezini takip eden posttranslasyonel degisimine bagli oldugu diisiiniilmektedir
(10). Lewy cisimlerinin olusum mekanizmasi, PH patogenezindeki Onemi ve

norodejenerasyondaki rolii halen bilinmemektedir.

2.1.7.1. Lewy Cisimleri

Lewy cisimleri, immiinreaktif, muhtemelen noéronal distresin belirteci olan
inkliizyon cisimleridir. Yakin zamana kadar idyopatik Parkinson hastaligiyla sirl
oldugu diisiiniiliirdii. Lewy cisimleri merkezi bir ¢ekirdek ve 7-10 nm capinda ve bir
merkezden yayilan filamanlardan olusan proteindz yapilardir. Norolojik ve psikiyatrik

acidan normal olan yaslilarda (50 yas ve tlizeri) % 2-3 oraninda goriiliir ( 21).
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2.1.8. Parkinson Hastahginmn Genetigi

Genetik gecisli olarak iki sekilde goriiliir. Bunlardan ilki PH otozomal dominant
parkinson hastaligit (ODPH) ve otozomal resesif parkinson hastaligi (ORPH)’dir.
Otozomal dominant PH ge¢ baslangigli olup, ortalama 52 yaslarinda ortaya ¢ikarken,
otozomal resesif PH’da baslangi¢ yasi 45’den diisiiktiir. Bu gruba dahil edilen jiivenil
PH’nin baslangig¢ yasi ise 21’in altindadir (69).

PH ile ilgili ilk ailesel ¢alisma Gowers tarafindan 1888 yilinda yapilmistir (81).
Gowers’dan beri hastaligin patolojisinde genetik faktorlerin rol aldig: diisiiniilmiis ve
cok cesitli caligmalar yapilmistir. Bugiine kadar yapilan calismalar sonucu PH
olusumuna neden oldugu One siiriilen birgok gen belirlenmistir. Fakat iclerinde
tanimlanan ve en ¢ok caligilan genler; alfa-siniiklein, parkin, UCHL-1, PINK1, DJ-1 ve
LRRK2 genleridir (34, 81).

Ik defa 1996 yilinda italyan kokenli genis bir ailedeki ODPH olgularinin
incelenmesiyle tanimlanan alfa-siniikleine ait A53T mutasyonu genetik gecisli PH’da
bulunan ilk mutasyondur. A53T mutasyonunu tagiyan o-siniiklein proteini protofibril
olusumunu tetiklemekte ve bu protofibriller de sinaptik vezikiillerin zarlarinin
parcalanmasina neden olabilmektedir. Bu durumda da vezikiillerdeki dopamin hiicre
icine salinmakta ve oksidatif stres yaratarak toksisiteye neden olmaktadir. Bu goris
acisindan bakildiginda, a-siniiklein igeren protein agregatlar1 yikilmasi gerektigi halde
yikilamadig1 igin hiicrede toksik bir etki yaratmaktadir (38). ikinci mutasyon olan A30P

mutasyonu ise Alman bir ailede tanimlanmustir (4).

A30P mutasyonunun klinik tablosunun sporadik PH’ye cok benzedigi
bulunmustur (58). Bulunan son mutasyon ise E36K mutasyonudur ve bu mutasyona

sahip bireylerin klinik tablosunda demans 6n plana ¢ikmaktadir (38).
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2.1.9. Parkinson ve Genetik Polimorfizmler

Parkinson genetigi ile ilgili ¢ok sayida aragtirma yapilmistir. Parkinson hastaligi
klinik olarak tespit edilmekle birlikte genom iizerinde yer alan bazi polimorfizmlerin

parkinson hastalig1 i¢in risk teskil ettigi belirlenmistir (69).

Bugiine kadar genom {izerinde genetik gecisli Parkinson’a neden olan 11 lokus
tanimlanmis olup, bunlardan alt1 tanesinde sorumlu gen bulunabilmistir (79). Bunlar;
otozomal dominant alfa-sinniiklein ve otozomal dominant Ubiquitin C-terminal hidrolaz
(UCH-L1) genleri, otozomal resesif parkin geni, otozomal resesif DJ-1 geni ve yeri

saptanan ancak heniiz tam olarak tanimlanmayan gen lokuslaridir (3).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda Parkinson hastalarin beyninde demir ve demir-
baglayic1 protein seviyelerinin arttigi belirtilmistir. Demir tasimasinda yer alan en

onemli proteinlerden biri divalent metal tasiyict 1 (DMT1)dir (6).

2.2. Demir Metabolizmas1 ve DMT1

2.2.1. Demir Metabolizmasi

PH patofizyolojisinde, demir tagima ve depolamanin giiclii bir etkisi vardir.
Giderek artan rapor sayisina gore PH’larda sistemik demir metabolizmasinin anormal
oldugu diisliniilmektedir. Ayrica beyinde, substantia nigradaki demir birikimi normal

insanlara gore daha fazladir (6).

Beyinde, bazal gangliyonlarda ozellikle globus pallidus ve substantia nigrada
lokalizasyon gosterecek sekilde demirin miikemmel dagilimi dopamin veya demir
arasindaki yakin bir iliskiyi gosterir. Parkinson hastaligi, {ist beyin sap1 bolgesinde iki
yanli olarak yer alan substantia nigra yani kara ¢ekirdeklerin hiicrelerinin azalmasindan

ileri gelir. Bu hiicreler “dopamin” denilen bir madde yapar, depolar ve bunu kimyasal
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iletici olarak beynin derinligindeki “striyatum” denilen yapilarin sinir hiicreleriyle

baglant1 kurmasinda kullanir (18).

Demir insan i¢in esansiyel bir elementtir. Elektron alip verme 6zelliginden dolayi;
oksijen taginmasi, enerji yapimi, DNA, RNA ve protein sentezinde yer alir (88). Bir¢ok
enzimin yapisina katilir ve/veya fonksiyonu icin gereklidir. Demir insan viicudunda
ferrik (Fe™®) veya ferroz (Fe*?) demir olarak iki formda bulunur. Demirin elektron
degisimi, (Fe+3) ve (Fe+2), redoks aktivitesi i¢in gereklidir. Demir fazlaliginda olusan
serbest demir, prooksidan olarak serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina yol

acar. Bu nedenle demir higbir zaman serbest birakilmamaya ¢alisilir (78,88).

Organizmada bulunan demirin %60-70’1 hemoglobinde, %10’u miyoglobin,
sitokromlar ve demir i¢eren enzimlerde bulunur. Kalan %20-30’u baslica karaciger ve
makrofajlarda depolanir. Organizmadan demiri atan fizyolojik bir mekanizma yoktur.

Gastrointestinal sistemden dokiilen epitelial hiicreleri ve kanamalar disinda demir kaybi1

olmaz (30,78).

Demir duodenum ve proksimal jejunumdan emilir. Besinlerle alinan demirin %90
kadar1 non-hem demiridir. Non-hem demirinin ancak %5’i emilir. Non-hem demiri

gidalarda Fe*

kompleksler seklindedir, emilimi diyetteki faktorlerden ve kisinin
viicidundaki demir durumundan etkilenir. Hem demiri ise yliksek emilim oranina sahip

olup, diyetteki faktdrlerden ¢ok az etkilenir. Hem demiri diyetle alinan demirin %10

kadaridir (30, 65).

Musin demir molekiiliinii baglayabilme yetenegi olan bir proteindir. Musin-demir
kompleksi duodenumun alkali ortaminda emilim icin gereklidir. Bdylece demir ince
bagirsak hiicrelerin ylizeyinde bulunan “integrinler” araciligl ile membrandan geger ve
sitoplazmik bir demir baglayici protein olan “mobilferrin” ile baglanir. Her bir molekiil
mobilferrin, bir molekiill demir baglar. Mobilferrin, demiri hiicrenin bazolateral
yiizeyine tasir. Diyetle alman Fe*®, duodenumun fircams: kenarinda duodenal ferrik

rediiktaz (Dcytb) ile Fe*? ye indirgenir ve divalent metal transporter 1 (DMT1) araciligt
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ile fircams1 kenar membranindan enterositlere alinmaktadir. Fe*? hiicrede ferritin olarak
depolanip, dokiilen enterositlerle birlikte atilmakta ya da ferroportin araciligi ile
basolateral membrandan plazmaya ge¢mektedir. Fe*? hephaestin (Heph) araciligi ile
Fes yiikseltgenir ve transferine baglanarak taginir. Demir, ihtiyaci olan hiicrelerin
yiizeyinde bulunan transferrin reseptorti 1 (Tfrl) araciligi ile hiicrelere alinmaktadir (32)

(Sekil 2.1).

@ Duodenal
B DMT1 Enterosit

Transferrin
Reseptor

‘ HFE

go‘P Demir | Makrofaj

Sekil 2.1. Viicutta demir dengesi. 1: DMTI1 aracihigiyla demirin matiir enterositlerin igine alimigi, 2:
Ferroportin araciligiyla demirin enterosit ve makrofajlardan sirkiilasyona gegisi, 3: Duodenal
enterositlerde ve hepatositlerde transferin reseptér-2 ve HFE kompleksi araciligiyla sirkiilasyondaki

demirin transferrine yiiklenmesi. 4: Hepatositte hepsidinin iiretimi ve sirkiilasyona salinimi (32).

Dopaminerjik noron demir diizeyi sinirlandirilmast Parkinson hastaligi ile
miicadelede yardimci olabilir. Noronlarin i¢indeki demir, dopamin iireten enzimler i¢in
ko-faktor olarak tamamlayict bir rol oynar. Fakat bazen dopamin {iretimi igin gereken

demirin fazlasi, oksidatif stres ve hiicre 6liimiine sebep olabilir (60).
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Demirin biyolojik dnemi eski ¢aglardan beri bilinmekle birlikte hiicresel diizeyde
molekiiler kontrol, emilim, depolanma, organizma demir dongiisiiniin molekiiler yollar
ile ilgili yeni proteinlerin kesfi ile son on yilda 6zellikle de son 2-3 yilda demir

metobolizmasinda ¢ok biiyiik degisiklikler ve ilerlemeler olmustur (5).

Demir organizmada esas olarak enerji metabolizmasinda yer alir. Dokulara
oksijen transportu, elektron transferi, DNA sentezi ve pek ¢ok yasamsal 6nemi olan
enzimin yap1 ve fonksiyonu igin gereklidir. Kolaylikla ferroz (Fe'™) ve ferrik (Fe™)
seklinde degisebilen kimyasi ile, insan varligt demire bagimlidir ve demir
metabolizmasindaki degisiklikler insan sagligimi onemli sekilde etkilemektedir (5,

73,88).

Demir, hemen hemen tiim canli hiicreler i¢in hayati 6nem tasir. Oksijen tasima,
DNA sentezi, sitokrom P-450 enziminin oksidatif metabolizmasi ve elektron tagima gibi
metabolik stirecler i¢in gereklidir. Diger besinsel metallerden farkli olarak demir, biiyiik
Ol¢iide saklanir ve aktif olarak viicuttan atilamaz (98). Viicuttan sadece pasif sekilde,
ciltten veya hiicre atilimiyla, ya da kadinlarda regl yoluyla ¢ikarilir. Bu da demirin
fizyolojik olarak esansiyel fakat biyokimyasal olarak tehlikeli oldugunu ortaya ¢ikartir
(20). Diyetle alinan demirin %10'u emilmekte fakat fazla demir organizmadan fazlaca
atilamamaktadir. Organizmada eger kayip yoksa, ilerleyen yasla birlikte demir depolari
artar. Eskiden ne kadar olursa o kadar iyi denilirken, bugiin saglikli bir kiside fazla

demir deposuna ihtiya¢ olmadigi bilinmektedir (67).

Sonug olarak demirin yasam i¢in temel unsurlardan biri olmasina ragmen ayni

zamanda biiylik 6lctlide toksisiteye de neden olabilecegi diisliniilmektedir.

2.2.1.1. Serbest Radikal

Elektron transferi, bir elektronun bir atom veya molekiilden digerine gegmesini
saglayan siirectir. Demir, bir elektronun verilmesi veya alinmasi yoluyla kolayca ferrik

(Fe3+) ve ferrdz (Fe2+) formlar1 arasinda gecis yapar. Asir1 demir yiikii, transferrine
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baglanmayan demir (TBD) olusumuna yol agar. Boylece, baglanmayan demir, yeterli
konsantrasyonlarda bulunduklarinda hiicre hasarima neden olan O2’nin yani sira OH

gibi biiylik olglide reaktif serbest radikalleri tireten reaksiyonlari katalize eder (77).

Parkinson hastalig1 oksijen esasli radikallerle iliskili olan, spesifik norodejeneratif
hastaliktir. Her ne kadar bu hastaligin sebebi tam olarak anlagilamamigsada, bu
hastalikta goriilen noral dejenerasyon, kismen kontrol edilememis serbest radikal atag

yiiziinden meydana gelmektedir (83).

Oksijen insan yasami i¢in ¢ok elzem olmasma karsin, normal metabolizma
sirasinda iretilen bazi reaktif oksijen tiirleri viicuda yogun bir zarar verme potansiyeline
sahiptir. Cogunu serbest radikallerin olusturdugu reaktif oksijen tiirleri normal oksijen
molekiiliiyle karsilagtirildiginda, kimyasal reaktivitesi daha yiiksek olan oksijen
formlaridir. Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla cift
olusturmamis elektron iceren yiiksek enerjili, stabil olmayan bilesiklerdir. Bu
ciftlenmemis elektron serbest radikallere biiyiik bir reaktiflik kazandirarak protein, lipid,
DNA ve niikleotid koenzimler gibi bircok biyolojik materyale zarar vermelerine neden

olmaktadir (22).

O, radikallerinin kardiovaskiiler hastaliklar, enflamasyon hastaliklar1, otoimmiin
hastaliklar, kanser ve bazi norolojik hastaliklarin olusumunda da rol oynadiklari

diistiniilmektedir (82, 90).

Parkinson hastaliginda subistantia nigrada ndron kaybina neden olan faktorler
arasinda serbest radikal aktivitesi sonucu lipid peroksidasyonunun uyarilmasi ve

antioksidan enzimlerin eksikligi ileri stiriilmiistiir (72).

Molekiiller bir veya birden fazla atomdan ve bunlar arasindaki etkilesim sonucu
olusan, baglardan meydana gelen yapilardir. Atomlarda yer alan elektronlar orbital ad:
verilen uzaysal bolgede ciftler halinde bulunurlar. Serbest radikal, atomik ya da

molekiiler yapilarinda son yoriingede eslesmemis tek elektron igeren molekiillere
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verilen isimdir. Baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverisine giren bu
molekiillere "oksidan molekiiller" veya '"reaktif oksijen partikiilleri (ROP)’ de
denmektedir (39).

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagl olarak
olusurlar (52). Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa
Omiirli, kararsiz, molekiil agirlig: diisiik ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanan bu
molekiillerin tiretimi ¢ogu olayda pato-mekanizmanin bir pargasidir ve pek c¢ok
ksenobiyotigin toksisitesi, serbest radikal tiretimi ile ilgilidir. Kadmiyum ve kursun gibi
bazi ¢evre kirleticilere uzun siire mesleki maruz kalmalar, oksidatif strese neden olabilir

ki bu, biyolojik sistemlerdeki istenmeyen etkilerin altinda yatan bir mekanizmadir (39).

Oksidatif stres basit bir sekilde, viicudun antioksidan savunmasi ile hiicrelerin
lipid tabakasinin peroksidasyonuna neden olan serbest radikal iiretimi arasindaki
dengesizlik olarak tanimlanabilir. Oksidatif stres, toksisitenin olast bir mekanizmasi
olarak son on yildir toksikolojik arastirmalarin odagi haline gelmistir. Serbest radikaller
hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi degisik kimyasal
yapilara sahiptir (10).

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Oksijen, siiperoksit grubuna (O;) baz1 demir-kiikiirt iceren yiikseltgenme-
indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir. Son derece etkin olan ve
hiicre hasarina yol agan siiperoksit grubu, bakirli bir enzim olan siiperoksit dismutaz
(SOD) araciliginda hidrojen peroksit (H207) ve oksijene cevrilir. Siiperoksit grubundan
daha zayif etkili olan H,O,, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili iriinlere

doniistiiriilerek etkisiz kilinir (53, 66).
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2.2.1.2. Oksidatif Stres

Ozellikle mitokondriler, endoplazmik retikulum ve cekirdek membraninda yer
alan serbest radikaller aracilifi ile olusan oksidatif stres, Parkinson hastaliginda

norodejenerasyon olusumu ve ilerleme siirecinde 6nemli rol oynamaktadir (46).

Serbest radikaller, hiicrelerin lipit, protein, DNA ve karbohidratlar gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederler (19,37,54,91). Bu etkilerden ilki hiicre membraninda
gbzlenir. Hiicre zarinda bulunan kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Coklu
doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipit peroksidasyonu olarak bilinir, ¢ok
zararhdir ve geri donusiimsiizdiir (19,36,37,54).

Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenmesi ise aminoasit kompozisyonuna
bagimlilik gosterir. Doymamis bag veya siilfiir iceren amino asitler serbest radikaller
icin onemli birer hedef olusturarak sulfiir ve karbon merkezli radikallerin olusumuna
neden olurlar. Ozellikle hem proteinleri serbest radikaller icin 6nemli birer hedeftir

(19,36,54).

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda H,O,, peroksitler ve okzoaldehitler
meydana gelir. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda
capraz baglar olusturma ozelliklerinden dolay: ¢esitli hastaliklarin patolojisinde 6nemli
rol oynarlar (19,36,54). Viicudumuzda bulunan antioksidan molekiiller arasinda

‘antioksidan enzimler’ veya enzim olmayan bilesikler yer almaktadir (41,94).

Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak i¢in hiicreler bunlar1 nétralize
eden antioksidanlar tretmektedir. Serbest radikallerin olusum hizi ve bunlarin
antioksidanlar tarafindan nétralize edilme hizi arasinda bir denge bulunmasi beklenir.
Boylece hiicre serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eger bu denge serbest

radikaller lehine bozulursa, yani yapimdan daha yavas nétralize edilirlerse, hiicrede
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serbest radikaller artar. Serbest radikallerin hiicrede artis1 ve hiicre fonksiyonlari

tizerinde yaptiklari olumsuz etkiye oksidatif hasar (oksidatif stres) denir.

Oksidatif stres basit bir sekilde, viicudun antioksidan savunmasi ile hiicrelerin
lipid tabakasmnin peroksidasyonuna neden olan serbest radikal iiretimi arasindaki
dengesizlik olarak tanimlanabilir. Oksidatif stres, toksisitenin olast bir mekanizmasi

olarak son on yildir toksikolojik arastirmalarin odagi haline gelmistir (15).

Stabil bir molekiil olan DNA da lipidler, karbohidratlar ve proteinler gibi spontan
kimyasallar oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Insan viicudunun her hiicresinde
DNA’nin giinde 10° kez oksidatif hasara maruz kaldig éne siiriilmiistir (42). DNA
hasart ve onarimi arasindaki denge nedeniyle, cok diisiik diizeylerde hasar, saglikli

bireylerde de saptanmaktadir (75).

Dejeneratif hastaliklarin gelisiminde oksidatif stresin énemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. NoOronlar, yani sinir/beyin hiicrelerindeki oksidatif stres kendini
norodejeneratif hastaliklar olarak gostermektedir. Ozet olarak beyinde farkli sebeplerle
artan demir seviyesi serbest radikallerin olusumunu tetikler. Eger serbest radikaller
notralize edilmezlerse oksidatif stres ve son olarak da hiicre 6liimiine (apoptoz) sebep

olabilir.

2.2.1.3. Hiicre Oliimii ve Apoptoz

Insanlarda, substantia nigra pars kompakta yaklasik 450.000 dopaminerjik néron
icerir. Pozitron emisyon tomografi (fluoro-l-dopa) ile yapilan galismalar ve post mortem
incelemeler nigral noron kaybinin baslangigta daha hizli oldugunu, ancak daha sonra

normal yas ilintili azalmaya eristigini ortaya koymaktadir (14,27).

Parkinsondan sorumlu olan hiicre 6liimiiniin mekanizmasi halen bilinmemektedir.

SN pars kompaktadaki hiicre Oliimiiniin apoptotik (12) bir mekanizma altinda
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gerceklestigi yaygin bir kani olarak benimsenmesine ragmen, evrensel bir diigiince

olarak kabul gérmemistir (57).

Hiicre olimi iki farkli sekilde gerceklesmektedir: nekrotik ve apoptotik hiicre
Olimii. Nekroz, hiicrede akut, toksik hasarlar sonucu gerceklesir (‘noronal
assosiasyon’), apoptoz ise hiicre intihari siirecidir (84). Noronal hiicre kiiltiirlerinde
yapilan arastirmalar her iki form arasinda benzerlikler gostermistir. Norodejeneratif
hastaliklarda apoptotik hiicre Oliimiinii destekleyen ¢ok sayida deneysel kanitlar
bulunmaktadir. “Programlanmis hiicre 6limii” demek olan apoptoz, PH’da substantia

nigra pars kompakta’daki dopaminerjik néronlarin 6lim seklidir (23).

2.2.1.4. Norodejenerasyon

Sinir sistemi olduk¢a kompleks biyokimyasal, fizyolojik ve anatomik ozelliklere
sahiptir. Noronlar arasi ileti elektriksel veya kimyasal haberci molekiiller tarafindan
saglanmaktadir. Bu iletisim sisteminin diizenlenebilmesi i¢in beyinde enerji ihtiyacinin

saglikli olarak kargilanmasi gereklidir (26,40,85).

Beyin dokusu enerjisini yalnizca oksidatif metabolizmadan elde eder ve viicuttaki
oksijenin biiyiik boliimiinii  kullanir. Noronal oksidatif fosforilasyon esnasinda
mitokondrial elektron transport zincirinden yiiksek enerjili elektronlarin kagisi serbest

radikallerin olusumunu saglar (9,26,40).

Beyin dokusu oksidan strese Ozellikle duyarhidir. Ciinkii, beyin total viicut
agirhginin % 2’sini olusturmasina ragmen, total viicut oksijeninin % 20’sini kullanir.
Noronlarin membran ylizeyi sitoplazma hacmine oranlandiginda, bu oranin membran

yiizeyi lehine arttig1 bilinmektedir (26,40).

Beyin hiicre zarlar1 biiyiik oranda doymamis yag asitlerinden olusur, bunlar lipid
peroksidasyon reaksiyonlarinda serbest radikallerin baslica substratlaridir. Bununla

beraber beyinin savunma mekanizmasi oldukca zayiftir, hemen hemen hi¢ katalaz
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icermez, glutatyon peroksidaz ve superoksit dismutaz (SOD) enzimleri ile glutatyon ve
E vitamini diizeyleri sinirlidir. Noronal ag anatomik agidan hasara ugramaya uygundur.
Periferik hasara bagli olarak aksonlarin uzama yetenegi de smirhidir. Rejenerasyon
kapasitesi smirli olan beyinde, serbest radikallerin olugsmasini saglayan metaller

( 6rnegin demir) spesifik bolgelerde birikebilir (26,40).

Weber yaslanmayla ilgili teorisinde, oksijen kaynakli serbest radikallerin, aerobik
organizmalarin hiicrelerinde veya hiicreler arasinda kendiliginden kimyasal
modifikasyonlara neden oldugunu ve biyolojik olarak dejenerasyonun olustugunu ileri
siirmistiir. Beyin norokimyasal oksidasyon ve otooksidasyonun yuksek oldugu bir
organdir. Belirli beyin bdlgelerinde ortak &zelliklere sahip noron populasyonlarinin

6liimi sonucunda norodejeneratif hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir (33,91).

Norodejeneratif hastaliklar, farkli klinik fenotiplere ve genetik etyolojiye sahip
bir grup heterojen hastaliktir. Bunlar arasinda Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi,
Hungtington hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarla birlikte, epilepsi, Friedrich
ataksisi, amiyotrofik lateral skleroz (ALS) yer almaktadir (8,9,33).

2.2.2. Divalent Metal Tasiyic1 1

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda Parkinson hastalarinin beyninde demir ve
demir- baglayici protein seviyelerinin arttig1 belirtilmistir. Demir tagimasinda yer alan
en Oonemli proteinlerden biri olan Divalent metal tasiyict 1 (DMT1) dogal direngle
iliskili makrofaj protein 2 (NRAMP2) ve iki degerlikli katyon tasiyict 1 (DCT1)
olarakta isimlendirilir ve insanlarda SLC11A2 gen tarafindan kodlanan bir proteindir.

(89).

Adindan da anlagilacagi gibi, DMT1 kadmiyum (Cd*) ve bakir (Cu®*) da dahil
olmak iizere iki degerlikli metal cesitlerine baglanir, ancak en ¢ok ferr6z demir (F e? B

tasinmasinda roliiniin oldugu bilinmektedir; DMT1 demir homeostazint muhafaza
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etmek icin, viicut demir depolar tarafindan diizenlenir. DMT1 manganezin (Mn*")

absorbsiyon ve tasimasinda 6nemlidir (35).

2.2.2.1. DMT1 Polimorfizmi

2.2.2.1.1. Polimorfizm

Poli ve morfizmos kelimelerinden olusan polimorfizm, eski Yunancada "¢ok
sekillilik” anlami tasiyan bir sozciiktiir. Genetik polimorfizm, bir popiilasyonda, farkli
alellere bagl olarak, genetik olarak belirlenmis iki ya da daha ¢ok alternatif fenotipin
goriilmesidir (17,44).

Baska bir deyisle bir toplumda sadece tekrarlayan mutasyonlarla siirdiiriilmeyecek
oranlarda var olan, nadir sikliktaki, siireklilik gdstermeyen iki veya daha fazla genetik
ozelligin birlikte olusumu durumuna “polimorfizm” denilmektedir. Toplumun %1 veya
daha fazlasi nadir bir aleli tasiyorsa bu durum polimorfiktir. Polimorfizmler insan
genetik aragtirmalarinda anahtar bir fonksiyon iistlenerek, genetik bir marker gibi gorev

yapmaktadir (17,44).

[nsan genomunun biitiin bolgeleri boyunca DNA yapisinda zararsiz kalitsal
varyasyonlar vardir. Yani bir bireyin genomu her 100-200 niikleotidde 1-2 baz degisimi
icermekte, fakat bu durum kisilerde énemli bir hastaliga yol agmamaktadir. Insan

genomundaki bu degisiklikler “polimorfizm” olarak nitelendirilmektedir (7,24,59).

Polimorfik dizi varyantlari, genelde gen dizilerinin disinda kalan DNA
bolgelerinde bulundugu i¢in herhangi bir hastaliga neden olmazlar ancak bazi
hastaliklar ile paralellik gosterdikleri durumlarda insan genetik aragtirmalarinda anahtar

bir fonksiyon iistlenerek, genetik bir marker gibi gorev yapmaktadir (7,24,59).
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Populasyonda %1 den daha fazla goriilen genetik c¢esitlilikler, polimorfizm
olarak tanimlandigindan; ABO kan gruplari, Rh faktori ve MHC (Biiyiik Doku
Uygunluk Kompleksi) gruplar1 polimorfizme 6rnek olarak verilebilir. DNA dizisindeki
degisikliklerin belirlendigi farkli polimorfizmler bulunur (64).

Protein polimorfizmi: Monoklonal antikorlar ile proteinlerin farkli tiirlerinin
tespitini amagclayan, serolojik ve elektroforez ortamindaki normal ve mutant protein
tirlerinin farkliligim1 gésteren, bir kromozomun belli bir gen lokusunda bulunan ve
insanlara gore degiskenlik gosteren niikleotid farkliliklarini gosteren, genelde sitozinin

timinle yer degistirmesi seklinde meydana gelen polimorfizmlerdir (64).

Tek baz (Single Nucleotide Polymorphism=SNP) polimorfizmi: Genetik bir
lokusta farkl alleller olusturacak bi¢cimde bir baz veya bazlarda meydana gelen nokta

mutasyonlarinin sebep oldugu polimorfizmlerdir (4).

Kesim (Restriksiyon) enzimi parca uzunluk (Restriction fragment length
polymorphism=RFLP) polimorfizmi; DNA ¢ipleri ve FISH tekniklerinin kullanildig:
genetik analizler sayesinde ortaya ¢ikan kopya sayisinin kromozom dublikasyonlar
veya delesyonlar1 ayn1 zamanda s6z konusu olan dublike/delete kromozom bdlgesindeki
tim gen setlerinin de dublikasyon/delesyonuna neden olan, kromozomdan bagimsiz
olarak gen duplikasyonu (gen amplifikasyonu=gen c¢ogalmasi) veya delesyonunu
meydana getiren, DNA’y1 restriksiyon enzimleri araciligiyla keserek DNA'daki baz

sirasi farkliliklarinin analiz edilmesini saglar (64).

Kopya sayis1 degisimi (copy number variation=CNYV) polimorfizmi: 15-100
baz ¢ifti (bg) uzunlugunda tekrarlayan dizilerden olusan, genlerin i¢inde veya arasinda

olabilen degisimlerdir (64).

Degisken sayil bitisik tekrar (Variable Number of Tandem Repeat=VNTR)
polimorfizmi; Genom iginde 2-10 bg tekrarlar1 arasinda degisebilen adli olaylarda ve

genom analizlerinde sik¢a kullanilan polimorfizmlerdir (64).
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Kisa tekrar dizileri (Short Tandem Repeat Polymorphism=STR)
polimorfizmi; Genom igindeki 2, 3, veya 4 niikleotidlik ardisik tekrar dizilerinden en
yaygin olan1 diniikleotidler, mikrosatellitler ve STR (Short Tandem Repeat) dizileri
olarak tanimlanir. Insanlarda en yaygin mikrosatellit tiirii ikili "C ve A" nin "n" sayida
tekrarmi igerir. Genellikle tekrar 2-10 bg tekrarlar1 arasinda degisir. Bu bolgeler
kriminal incelemeler i¢in kullanilir ve genom analizleri faydali molekiiler

belirleyicilerdir (64).

DNA sekanslarinda gozlenen bu degisiklikler ¢ok cesitli olabilir; bunlar tek bir
niikleotiddeki degisiklikler (single nucleotide polymorphism, SNP) olabilecegi gibi, pek
¢ok baz ciftini etkileyen insersiyon ya da delesyonlar seklinde de olabilir. Bu tip
degisiklikler, genomun Onemli bir boliimiinii olusturmasina ragmen herhangi bir
proteine doniismeyen intron kisimlarinda veya genler arasindaki DNA pargalarinda da
meydana gelebilir. insan genomunda baz degisikliklerine oldukga sik rastlanmaktadir
(95).

Bazilaria gore bu siklik her 100 baz ¢iftinde bir olarak ortaya ¢ikmaktadir. En sik
goriilen degisiklikler tekrarlayan baz dizileridir. Bilindigi gibi insan genomunda birg¢ok
ardisik tekrarlayan DNA dizisi vardir ve bu tekrar dizilerinin sayist bireylere gore
degismektedir (95). Bu giine kadar Parkinson hastaligin’da bir¢ok gen, polimorfizm

yoniinden arastirilmis ve bazilarinda 6nemli bulgular elde edilmistir.

2.2.2.1.2. DMT1 Polimorfizmi

Postmortem Parkinson hastalarin beyinlerindeki SN’de arttigi bulunan DMT],
demirin aliminda ve endozomdan demir translokasyonundan sorumludur (74).
Duodenum enterositlerinde (Ince bagirsak mukozasinin epitelinde bulunan emme
hiicreleri) DMT], diyetten alman ve hem-olmayan demiri (Fe?*) tek yonlii olarak apeks
membranindan hiicre i¢ine tagimakla sorumludur. Divalent metal tasiyici protein ayrica,

hem enterositlerde ve hem de eritroid 6ncii maddelerinde, transferrine baglanmayan
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demiri (TBD) hiicre membranlarinin bir tarafindan diger tarafina tagimakla da ilgilidir

(49).

Bu gen, insan kromozomunda 12ql13° de yer almaktadir. NRAMP2 geninde
(DMTT1) 5 tek niikleotid polimirfizmi tesbit edilmistir. Bunlardan biri DMT1 kodlama
bolgesinde bulunan 1303 C/A’dir ve 16sini izoldsine doniistiiriir. Digeri ayni bolgede
1254 T/C olup fakat degisime neden olmaz. Kalan 3 polimorfizm DMT]1’in
intronlarindadir (IVS2 + 11A/G, IVS4 + 44C/A, ve IVS6 + 538G/G). (93) (Sekil 2.2.)
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Sekil 2.2. DMT 1 genin kromozomal yerlesimi (93).
Bizim ¢alismamizin da amaci, Parkinson Hastalarinda Divalent Metal Transporter

1 (DMT1) genine ait 1254T/C ve 1VS4 + 44C/A polimorfizmlerinin hastalik ile

arasindaki iligkileri arastirmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Arastirma Grubu Bireyleri

Bu ¢alisma, 2012/13 sayili ve 07.03.2012 tarihli etik kurul karari ile onay1 alinan
ve 2012 yillar1 arasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim
Uygulama ve Arastirma Hastanesi Noroloji poliklinigine bagvuran Parkinson tanisi

konulmus 97 hasta ve 100 saglikli birey ile gerceklestirildi.

Cahismamiz su asamalardan olusmustur:

1- Parkinson hastas1 ve saglikli kontrollerin periferal arterlerinden EDTA’1 tiipe

10 ml kan alinmasi
2- Kandan genomik DNA izolasyonu
3- DNA’nin miktar ve kalitesinin Mikro Olgekli Spektrofometre ile dlgiilmesi

4- izole edilen DNA’dan 1254T/C ve IVS4 + 44C/A gen bdlgelerinin PCR’da

cogaltilmasi

5- Elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezine tabi tutulmas: ve UV

transliiminatorde goriintiilenmesi

6- 1254T/C ve IVS4 + 44C/A gen bolgelerinin uygun restriksiyon enzimleriyle

kesimi

7- Elde edilen kesim {irlinlerinin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi ve UV

transliiminatorde goriintiilenmesi

8- Cekilen jel goriintiilerinden faydalanilarak genotiplerin belirlenmesi ve

istatistiksel analizlerin gerceklestirilmesi.
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3.1.3.

3.1.2. Kullanilan cihaz ve gerecler

1.
2
3
4
5.
6
7
8
9

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

Buzdolabi (bosch)

Sogutmali santrifiij (Scanspeed 1580 R)

Derin Dondurucu (-20°C)

Su banyosu (GFL)

pH Metre (Inolab)

Hassas terazi (Presica 125 A)

Isiticili Manyetik karigtiric (Isolab)

Vorteks (IKA- MS2 minishaker)

Mikro dalga firin (Argelik MD 55 1)

Elektroforez igin gii¢ kaynagi (Bio-Rad power Pac- 3000)
PCR cihaz1 (RunikThermal cycler)(Sacem)

Mikro Olgekli Spektrofometre (ATCGene ASP-3700)
Otomatik pipet seti (Bio Hit)

UV transliiminator (Syngene Ependorf tiipii)

Buz Makinesi (Hoshizaki FM- 120 DE)

Ceker Ocak

Kullanilan malzeme ve kimyasal maddeler

1.
2
3
4
5.
6
7
8
9

10.

2-Propanol

Agarose

Borik asit

Cam Deney Tiipii

EDTA

EDTA’l1 vacutainer tiip (10 ml)
Eldiven (Steril ameliyat eldiveni)
Ethidium bromide

HCI

Loading buffer
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11. Marker

12. Master Mix PCR i¢in

13. Mikropipet ucu (Silikonlu 1 ml)
14. Mikropipet ucu (Silikonlu 10 pl)
15. Mikropipet ucu (Silikonlu 100 pl)
16. Molekiiler weight marker (1 kb)
17. NaCl

18. NaOH

19. Pastor pipeti

20. Polipropilen kapakli tiip (0.2 ml)
21. Polipropilen kapakli tiip (1.5 ml)
22. Polipropylen kapakli tiip (50 ml)
23. Primer

24. Proteinaz K

25. Sodyum dodasil siilfat

26. TrisEDTA

27. Tris HCI

28. Trizma base

3.2. Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu

3.2.1.1. Tuz yontemiyle DNA izolasyonunda kullanilan c¢ozeltiler

Lysis Buffer (RCL= red cell lysis)

o2 M’lik Tris HCI’den 10 ml alinip Sml 1 M’lik MgCl ile karistirildi.

e Distile su ile 1000 ml.’ye tamamlanda.
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e Manyetik karistiricida karistirildi.

2M Tris HCI

©315,2 gr Tris HCI tartildi. Bir meziir i¢ine alinip iizeri distile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. Tris HClI pH =7.5’¢ (IM’lik NaOH veya 0.1M’lik HCI ile )

ayarlandu.

1M MgCl,

¢95.3gr MgCl; tartildi. Bir meziir igine alinip {izeri distile su ile 1000ml’ye

tamamlandi.

0.1 M’hik HCI

¢ 9%37’lik HCI’den 8.28 ml alindi, distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

1 M’hik NaOH

40 gr. NaOH tartilir iizeri bir meziir igerisinde distile su ile 1000 ml.’ye

tamamlandi.

Sodyum EDTA (SE)

e Bir meziir icine 25 ml 3 M’lik NaCl ile 50 ml 0.5 M’lik EDTA kondu.

e Uzeri distile su ile 1000 ml’ye tamamlanur.
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3 M NacCl

©175.32 gr NaCl tartildi. Bir meziirde iizeri distile su ile 1000 ml’ ye

tamamlandi.

0.5MEDTA

e 186.1 gr EDTA tartildi. Bir meziir iginde distile su ile 1000 ml’ye

tamamlandi.

e Mekanik karistiricida karistirilarak pH= 8’ e ayarlandi.

Sodyum Kloriir (SM NaCl)
e 292.2 gr. NaCl tartildi, bir meziir i¢inde distile su ile 1000 mI’ye tamamlandi.

e Manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii.

% 10 Sodyum Dodasil Siilfat (SDS ) Cozeltisi

e Sodyum dodasil siilfattan 10 gr alinmp iizeri distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi.
e Manyetik karistiricida 1sitilarak karistirildi.
e pH=7.2’¢ ayarlandi (pH 1M NaOH ile ayarlandz).

e 0.22 p’luk filtreden gegirilerek sterilize edildi ve oda 1sisinda saklandi.

Proteinaz K c¢ozeltisi

e 50 ul 2M’lik Tris HC1 (pH=7.5) ile 10 ml distile su karigimi1 kullanilarak 10

mg/ml proteinaz K hazirlandi.

Propanol

e Konsantre propanol
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% 70’lik Etil alkol (Etanol)

¢ %96’l1ik alkolden 100ml alinip ve tizerine 39.4 ml distile su kondu.

Tris EDTA (TE)

e Stok Tris EDTA’dan 1ml alinip iizeri distile su ile 100 ml ye tamamlandi.

3.2.1.2. Tuz yontemi kullanilarak DNA izolasyonu (59)

e Calisma grubu bireylerinden EDTA’l tiiplere 10 ml kan alinip buz dolabinda
(+4 °C) bir gece bekletildi.

e Pastor pipeti ile iistte kalan s1vi (plazma) alindi. Geride kalan kism1 polipropilen
kapakli tiipe bosaltilarak tizeri lizis buffer ile 50 ml’ye tamamlandi. 15 dak. buz

tzerinde tutuldu.

¢ 2000 rpm ve +4°C*de 15 dak. santrifiij edildi. Siipernatant dokiildii ve dipte

kalan pelletin lizerine 20 ml lizis buffer ilave edildi.
*2000 rpm ve +4 °C “de 15 dak. santrifiij edildi ve siipernatant dokiildii.

¢ Dibinde pellet olan tiiplere 5 ml sodyum EDTA (SE) , 500ul %10’luk sodyum
dodasil siilfat (SDS) ve 100 ul proteinaz K ilave edilip vortekslendi.

«37°C’lik su banyosunda 1 gece inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasi tiiplere 2 ml sodyum kloriir (NaCl) kondu ve elle iyice

kopiirene kadar karistirildi.
3500 rpm ve +4 °C ‘de 20 dak. santrifiij edildi.

e Santrifiijden sonraki siipernatant baska bir polypropilen kapakli tiipe
bosaltilarak ayni kosullarda santrifiij edildi.
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e Santrifiijden sonra siipernatant tekrar baska bir polypropilen kapakli tiipe
aktarildi ve tlipte bulunan hacim kadar 2- propanol ilave edildi. Boylece DNA

gozle goriiliir hale getirildi.

eBir cubuk yardimiyla tiip igerisinden alinan DNA, %70°lik alkol icerisinde

yikanarak ependorf tiipiine kondu. Kurutmak amaci ile tiipiin agz1 acik birakildi.

e Alkolii ugarak kuruyan DNA iizerine DNA miktarna gore 100-500 ul TRIS-
EDTA (TE) kondu.

50 °C’lik su banyosunda 1 gece inkiibe edildi.

o TRIS-EDTA iginde homojen hale gelen DNA, +4 °C’de saklandi.

3.2.1.3. izole edilen DNA miktarmin 6l¢iimii

Mikro &lgekli spektrofometre (ATCGene ASP-3700) ile yapildi. izole edilen
DNA o6rneklerinde DNA saflik diizeyi belirlenmeden 6nce, TBE buffer soliisyonu kor

olarak kullanildi. Daha sonra DNA o6rneklerinden 1pl alinarak kore karsi okundu.

260nm ve 280nm dalga boylarinda oOlgiilen DNA Orneklerinde, 260/280
oranlamasi yapildiginda 1.5 ve iizeri sonuca sahip DNA Orneklerinin saf olarak elde

edildigini gostermektedir.

3.2.2. izole Edilen DNA Orneklerinin PCR ile Amplifikasyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction:PCR) dizisi bilinen iki
bolge arasinda uzanan bir DNA pargasinin ¢ogaltilmasi i¢in uygulanan bir tekniktir. iki
oligoniikleotid, bir DNA polimeraz tarafindan katalizlenen bir seri tepkimenin
primerleri olarak kullanilir. Bu oligoniikleotidler tipik olarak farkli farkli dizilere
sahiptir ve kalip DNA’nin karst dizilerinde uzanan ve c¢ogaltilacak olan DNA’nin
parcast yaninda bulunan dizilere komplementerdir. PCR amplifikasyon ve sartlari

asagida belirtilen sekilde belirlenmistir.
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3.2.2.1. Kullanilan Cozeltiler

Master miks

PCR karisimi i¢in i¢inde Taq polimeraz, dNTP karisi ve uygun tampon ¢ozeltiler
bulunan PCR master miks kullanildi. Mastermix igerigi su sekildedir; 20 mM Tris-HCI
(ph 8,9), 1.8 mM MgCl,, 22 nM NH4CI, 22 mM KCI, 0,2 mM dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP ,dNTP, dTTP), %5lik gliserol, %0,06 IGEPAL CA-630, %0,05 Tween 20,
Xylene Cyanol FF, Tartrazine, 25 tinit/ml One Taq DNA polimeraz.

Primer

Liyofilize olan primerler 100 pl distile su ile ¢oziindiirtildi. Hazirlanan bu primer
cozeltisi stok c¢ozelti olarak kullanildi. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden 10 pl alinarak
tizeri su ile tamamlandi. Tiim tez ¢aligmas1 boyunca hem kontroller hem de Parkinson
hastalarinin  genomik DNA’larinin  1254T/C ve [Vs4+44C/A gen bolgelerinin

cogaltilmasi i¢in asagidaki primer dizileri kullanilmistir.

1254T/C GEN BOLGESI ICiN KULLANILAN PRIMERLER

1254T/C gen polimorfizmlerinin allellerinin tespiti i¢in 1254T/C Forward Primer:
5’-CTT TGC CCG AGT GGT TCTGAC TCG CTC GAT-3’ ve 1254T/C Reverse
Primer : 5° -TTC CTC TCA ATA TCC CCC-3’ kullanilmustir.
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IVs4+44C/A GEN BOLGESI ICIN KULLANILAN PRIMERLER
Tim deneklerin [Vs4+44C/A polimorfizmlerini belirlemek icin IVs4+44C/A

Forward Primer: 5°-GAC ACA TGC AAT ATC TGACAT TG- 3’ ve IVs4+44C/A
Reverse Primer: 5° -AGG CTA CTA TCC AAC ATG CAG-3’ kullanilmistir.

3.2.2.2. izole Edilen DNA Orneklerinin PCR ile Amplifikasyonu

Arastirma grubu bireylerinden elde edilen DNA o6rneklerinin PCR ile

amplifikasyonu i¢in 50 ul lik karisim hazirlanmastir.

Forward Primer 2 ul
Reverse Primer 2 ul
Master Mix 25 ul
H,0 19 ul
DNA 2 ul
Toplam 50 ul

3.2.2.3. 1254t/C Ve Ivs4+44c/A Gen Bolgesi i¢cin Kullamilan Amplifikasyon Sartlar
(74)

Her bir gen bolgesi i¢in uygun PCR kondisyonu asagida verilmistir:

PCR Asamalanr Sicaklik (°C) Siire
Predenatiirasyon 95 3 dk.
Denatiirasyon 95 1dk 30
Annealing 59 30s. d8neii
Uzama 72 30s. &
Final uzama 72 3dk

+4 °C de bekleme olmak iizere amplifikasyon sartlar1 diizenlendi.
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3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonrasi olusan {irlinlerin incelenmesi i¢in % 2 lik agaroz jeli hazirland1 ve

ornekler agaroz jel elektroforezi yontemine tabi tutuldu.

3.2.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi Cozeltileri

Etidyum bromid (1 mg/ml)

¢ Etidyum bromidden 1 mg/ml olacak sekilde distile su ile hazirlandi.

10 X Tris borat EDTA (TBE) buffer

e Bir meziir i¢ine 108 g tris base, 50 g borik asit ve 40 ml 0.5 M EDTA (pH=8)
kondu.
e Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

e Manyetik karistiricida karistirilda.

%?2 lik agaroz jelin hazirlanmasi

e 1,6 gr agaroz tartilip bir beher icerisinde TBE buffer ile 80 ml ye tamamlandi.
e Mikrodalga firinda kaynatildi.

e Yaklasik 60 dereceye kadar sogutulduktan sonra iizerine 4 pl etidium bromid

konup karistirildi.
e Elektroforez baslamadan Once tank, taraklar ve jel yatagi temizlendi.
e Tarak ve jel kiiveti tanka yerlestirildi. Hazirlanan jel kiivete dokiildii.

e Jel donduktan sonra tizeri 1XTBE Buffer ile dolduruldu.

36



e 14 ul PCR iriinii alinip jeldeki kuyucuklara yiiklendi (her jelin bir
kuyusuna marker yiiklendi).

e Yiikleme islemi bittikten sonra elektrotlar yerlestirilerek 100 voltta yiirtitiildii.

e Elektroforez tamamlandiktan sonra jel, CCD kamera altinda incelenerek

fotografi ¢ekildi.

3.2.3.2. Jelin CCD Kamera ile Degerlendirilmesi

1254T/C gen bolgesi

Arastirmaya dahil edilen her bir 6rnek’de 1254T/C gen bolgesi i¢in 229 bg bandi
tanimlayici olarak belirlendi. Buna gore Sekil 3.1°de goriildiigli gibi PCR sonucu tiim
hasta ve kontrol gruplarinda 229 bg¢ bandinin goriilmiis olmas1 amplifikasyonun dogru

oldugunu géstermektedir.

200 bg
150 b
100 be
50 be

Sekil 3.1. 1254T/C gen bolgesi igin 229 bg bandi1 PCR iriinleri.(1 ve 2. Kuyucuklar hasta 3.kuyucuk

marker)

I\/s4+44C/A gen bolgesi
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Arastirmaya dahil edilen herbir 6rnek’de 1Vs4+44C/A gen bolgesi igin 352 bg
band1 tanimlayict olarak belirlendi. Buna gore Sekil 3.2°de goriildiigi gibi PCR sonucu

tiim hasta ve kontrol gruplarinda 352 bg¢ bandinin goériilmiis olmasi1 amplifikasyonun

dogru oldugunu gostermektedir.

350 be

h

200bg
150 b¢

100 bg
S0 bc

Sekil 3.2. IVs4+44C/A gen bolgesi i¢in 352 bg bandi PCR iiriinleri.

3.2.4. Restriksiyon Enzimleri Ile Kesim

Uygun PCR sartlarinda cogaltilip jelde calistigi ispat edilen 1254T/C gen
bolgesi PCR iiriinleri 16 saat 37°C’de Mbol restriksiyon enzimi ile ve 1Vs4+44C/A

gen bolgesi 37°C’de Mnll restriksiyon enzimi ile 16 saat asagida belirtilen sartlara

gore kesime tabi tutulmustur.

1254T/C gen bolgesinin Restriksiyon Enzimi kesimi i¢in hazirlanan tek orneklik

kesim sartlar1 ve miktarlar1 asagidaki gibidir.
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Malzeme Ad1 Miktari (ul)

Buffer 2
Mbol 0.25
Su 2
PCR firiinti 15

IVs4+44C/A gen bolgesinin Restriksiyon Enzimi kesimi igin hazirlanan tek 6rneklik

kesim sartlar1 ve miktarlar1 asagidaki gibidir.

Malzeme Adi Miktari (ul)
Buffer 2
Mnll 0.2
BSA 0.2

Su 2
PCR iirtint 15

3.2.4.1. Jelin CCD Kamera ile Degerlendirilmesi

1254T/C gen bolgesi

Mbol enzimi ile kesilen 1254T/C gen bolgesinde T aleli var ise 229 b¢ band1 ve
eger C aleli var ise 198 ve 31 bg’lik bantlar goriinecektir. Heterozigot olanlarda ise 229
be, 198 b¢ ve 31 bg‘lik bantlarin goriilmesi gerekmektedir. Buna gore Sekil 3.3°de
gozlenen bantlarin durumuna gore; 1.6rnegin heterozigot (TC genotipi veya T ve C
alelleri tagimaktadir.), 2.6rnegin homozigot TT genotipi (Iki adet T aleli tasimaktadir),
ve 3. Ornegin ise homozigot CC (iki adet C aleli tasimaktadir) genotiplerine sahip

oldugu goriilmektedir.
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200 be
150 be

100 b¢
50b¢

Sekil 3.3. Mbol enzimi ile kesilen 1254T/C gen bolgesi

I\/s4+44C/A gen bolgesi

Mnll enzimi ile kesilen 1Vs4+44C/A gen bolgesinde A aleli var ise 217, 100 ve 35
b¢ bantlar1 ve eger C aleli var ise 183, 100, 35 ve 34 bg¢ bantlar1 goziikecektir.
Heterozigot olanlarda ise 217 bg, 183 bg 100, 34 ve 35 bg ‘lik bantlarin goériilmesi
gerekmektedir. Buna gore Sekil 3.4’de gozlenen bantin durumuna gore; 1.0rnegin
homozigot CC (iki adet C aleli tasimaktadir), 2.6rnegin homozigot AA genotipi (Iki
adet A aleli tagimaktadir), ve 3.6rnegin heterozigot ise CA (CA genotipi veya C ve A

alelleri) genotiplerine sahip oldugu goriilmektedir.
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217 b
ll'xz l'rl‘

200 bg
150 be

100 b¢
S0b¢

ll.'l" 2!('

Sekil 3.4. Mnll enzimi ile kesilen 1VVs4+44C/A gen bolgesi

3.2.5. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Her iki bolge icin hasta ve kontrollerde cinsiyet, genotip ve alel dagilimi Pearson
Ki-Kare analizi ile degerlendirildi. Hasta ve kontrollerde yaslarin karsilastiriimasi
bagimsiz orneklerde t testi ile degerlendirildi. Genotip ve alellerin ODDS oranlart ikili
lojistik regresyon analizi ile hesaplandi. P<0,05 degeri anlamli kabul edildi. Tim

analizler IBM SPSS Statistics 20 programi kullanilarak gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

Calismamiza dahil ettigimiz 97 hasta ve 100 kontrol bireyin 1254T/C
polimorfizmini belirleyebilmek igin ilgili bolge PCR ile ¢ogaltildi ve amplifiye olan
ornekler Mbol enzimi kullanilarak enzim kesimi gergeklestirildi. Calisma sonucunda,
Tablo 4.1’de de goriildiigii gibi 97 Parkinson hastasindan olusan grupta 1254T/C
polimorfizmi agisindan, 138 adet T aleli (%71,1) ve 56 adet C aleli (%28,9) oldugu
tesbit edildi. 100 Kontrol grubunda ise 118 adet T aleli (%59,0) goriiliirken, 82 adet C
aleli  (%41,0) tesbit edilemedi. Hasta ve kontrol grubu alel frekansi agisindan

istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir farklilik tesbit edilmistir (p=0,012).

Genotipler agisindan degerlendirildiginde, 97 Parkinson hastasinin 60’1 (%61,9)
TT genotipi, 19°u (%19,6) CC genotipi ve 18’i (%18,6) TC heterozigot olarak
belirlenmis, kontrol grubunun ise 39’u (%39,0) TT genotipi, 21’i (%21,0) CC genotipi
ve 40’1 (%40,0) TC heterezigot olarak bulunmustur. Hasta ve kontrol grubu genotip
frekans1 acgisindan istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir farklilik tesbit

edilmistir ( p=0,002).

IVs4+44C/A polimorfizmini belirleyebilmek i¢in 97 hasta ve 97 kontrol bireyin
ilgili bolge PCR ile ¢ogaltildi ve amplifiye olan ornekler Mnll enzimi kullanilarak
amplifikasyonun iizerinden enzim kesimi gerceklestirildi. Calisma sonucunda, 97
Parkinson hastasindan olusan grupta 1Vs4+44C/A polimorfizmi agisindan, Tablo 4.1°de
de goriildiigii gibi 108 adet C aleli (%55,7) ve 86 adet A aleli (%42,5) oldugu tesbit
edildi. Kontrol grubunda ise 115 adet C aleli (%59,3) gortiliirken ve 79 adet A aleli
(%40,7) tesbit edildi. Hasta grubu alel frekansi acisindan istatistiksel olarak
degerlendirildiginde anlamli bir farklilik tesbit edilmemistir (p=0,472). Kontrol grubu

ile alel frekans arasinda ise bir anlamli bir fark bulunamamastir.

Genotipler agisindan degerlendirildiginde, 97 Parkinson hastasinin 46°s1 (%47,4)
CC genotipi, 35’1 (%36,1) AA genotipi ve 16’s1 da (%16,5) CA heterezigot olarak
belirlenmis, kontrol grubunun ise 51’i (%52,6) CC genotipi, 33’1 (%34,0) AA genotipi
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ve 13’1 (%13,4) CA heterezigot olarak tesbit edilmistir. Hasta ve kontrol grubu genotip
frekans1 acgisindan istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir farklilik tesbit

edilmemistir (p=0,731) (Tablo 4.1) (Sekil 4.1).

Tablo 4.1. 1254T/C ve IVS4+44C/A polimorfizmi genotip ve alel frekanslar

GENOTIP
TT(%) TC(%) CC(%) T(%) C(%)
KONTROL 100 39(%39,0) 40(%40,0) 21(%21,0) 118(%59,0)  82(%41,0)
,002 ,012
NSO 97 60(%61,9)  18(%18,6) 19(%19,6) 138(%71,1) 56(%28,9)
N CC(%) CA(%) AA(%) P C(%) A(%) P
KONTROL 97  51(%52,6) 13(%13,4) 33(%34,0) 115(%59,3)  79(%40,7)
, 731 AT2
OO 97 46(%47,4) 16(%16,5) 35(%36,1) 108(%55,7)  86(%44,3)
H Hasta & Kontrol H Hasta i Kontrol
80 150
100 -
50 -
0 .
T C
A B

Sekil 4.1: 1254T/C ve 1VVS4+44C/A polimorfizmi genotip (A) ve alel frekanslar1 (B) grafigi
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1254T/C ve IVS4+44C/A polimorfizmi i¢in Parkinson ve saglikli kontrol
grubunda cinsiyet dagilimi yiizdeleri Tablo 2’de ve Sekil. 7'de goriildiigii gibidir. Buna
gore, erkek ve kadin hasta ve kontrol dagilimi istatistiksel olarak homojen bir dagilima

sahiptir (Tablo 4.2) (Sekil 4.2).

Tablo 4. 2. 1254T/C ve 1IVS4+44C/A polimorfizmi i¢in cinsiyet dagilimi

CINSIYET

KONTROL

PARKINSON

KONTROL

PARKINSON

H Hasta u Kontrol M Hasta u Kontrol

52
50
48 -
46 -

42 A

Erkek Kadin Erkek Kadin

A B

Sekil 4.2. 1254T/C (A) ve IVS4+44C/A (B) polimorfizmi cinsiyet dagilimi grafigi
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1254T/C ve IVS4+44C/A polimorfizmi i¢in Parkinson ve saglikli kontrol
grubunda yas dagilimi orantilar1 Tablo 4.3’de goriildiigii gibidir. Buna gore, hasta ve
kontrol grubu bireylerin yas dagilimlarinin istatistiksel olarak homojen bir dagilima

sahip oldugu goriilmektedir ( Tablo 4.3).

Tablo 4. 3. 1254T/C ve IVS4+44C/A polimorfizmi igin yas dagilimi

Ortalama

St. Sapma St. Hata P

KONTROL 100 64,9500 15,08988 1,50899
‘ PARKINSON 97 63,7216 11,51244 1,16891 o
N Ortalama St. Sapma St. Hata P
KONTROL 97 64,8247 14,92970 1,51588 .

- PARKINSON 97 63,7216 11,51244 1,16891

Alelleri ile hastalik arasinda risk olup olmadigini belirlemek amaciyla risk analizi
yapilmig olup, buna gore 1254T/C polimorfizmine bakildiginda; C aleli frekansinin
hasta ve kontrol grubu agisindan T aleli ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli oldugu tespit edilmmemistir (OR=0,899). IVS4+44C/A polimorfizmine
bakildiginda ise; A aleli frekansi hasta ve kontrol grubu agisindan C aleli ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edilmistir (OR=1,104)
(Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Alele gore hastalik riski

HASTALIK RiSKI (alel)

Wald P OR Alt limit Ust limit
,089 765 899 448 1,806
Wald P OR Alt limit Ust limit
107 744 1,104 611 1,994
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Genotipler agisindan risk faktorleri degerlendirildiginde, 1254T/C polimorfizmi
icin TC ve CC genotip frekanst hasta ve kontrol grubu agisindan TT ile
karsilastirildiginda (OR=0, 292) (OR=0,577) istatistiksel olarak anlamli bulundu.
1254T/C polimorfizmi’de ise CA ve AA genotip frekansi hasta ve kontrol grubu
acisindan CC ile karsilagtirildiginda (OR=1,378) (OR=1,181) istatistiksel olarak
anlamli bulunamamustir. (Tablo 4. 5).

Tablo 4. 5. Genotipe gore hastalik riski

HASTALIK RiSKi (genotip)

Wald P OR Alt limit | Ust limit
12,253 ,000 292 147 582
2,100 147 577 275 1,214
Wald P OR Alt limit | Ust limit
,566 452 1,378 597 3,180
275 ,600 1,181 634 2,198
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5. TARTISMA

Parkinson Hastalig1 (PH) Alzheimer hastaliindan sonra goriilen ikinci en yaygin
norodejeneratif hastalik ve en sik goriilen hareket bozuklugudur. PH’ nin goriilme sikligi
65 yas tizeri toplum kesiminde %1°dir. Yas ile birlikte sikliginda artis gériilmesi PH nin
yaglanma ile dogrudan iligkili bir hastalik oldugu gercegini ortaya koymaktadir.
Herleyici bir hastalik olan PH, klinik olarak istirahat tremoru, bradikinezi, kaslarda

sertlik (rijidite) ve durussal (postural) dengesizlik ile karakterize edilebilir (16).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda Parkinson hastalarin beyninde demir ve demir-
baglayic1 protein seviyelerinin arttigi belirtilmigtir. Demir tasimasinda yer alan en

onemli proteinlerden biri Divalent metal tasiyici 1 (DMT1) dir (6).

Héléne Blasco ve arkadaslar1 2011 yilinda Amyotrofik lateral skleroz ile
SLC11A2 (DMT1) polimorfizmi arasindaki iliskiyi aragtirarak bu polimorfizmi 579
Fransiz hastada ve 517 saglikli kiside DNA dizi analizi ile incelemislerdir. Amyotrofik
lateral skleroz hastalarinda SLC11A2 C allelinin (rs407135), kisa hastalik siiresi ile
iliskili oldugunu bulmuslardir (11).

Yapilan bir ¢alismada, DMT1 geninde meydana gelen bir mutasyonun, DMT1
proteininin  katlanmasini, glikozilasyonunu, stabilitesini ve tasinma aktivitesini
etkileyereck DMT1 proteininde fonksiyonel bir bozukluga neden olabilecegi
belirtilmistir (74).

Julio Salazar ve arkadaslari, 2008 yilinda, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin
ile indiiklenen fare modeli (MPTP) kullanarak, DMT1’in farelerde ventral
mezensefalon icinde arttigin1 gostermisler ve Divalent metal tasiyict 1 (DMT1)
genindeki mutasyonlar, Parkinson indiikleyici norotoksinlere karsi koruyucu bir etki

yaparak Parkinson hastaligin olusumuna engel olabildigi belirtilmektedir (77).
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Fleming ve arkadaslart 1997’de bagirsak demir emiliminde ve kirmizi kan
hiicresinin demir kullaniminda sorunlar1 olan fare ve sicanlarin DMT1 genindeki bazi

mutasyonlar oldugunu tespit etmislerdir (29).

Hyun-pil Lee ve arkadaslar1 2010 yilinda demir birikimi ve DMT1’in, Parkinson
hastalig1 tizerindeki etkisini arastirmiglar ve calisma sonucunda DMT1’in Parkinson

hastaliginda 6nemli bir faktor olabilecegini ileri stirmiislerdir (48).

Shannon L. Rhodes ve Beate Ritz 2008 yilinda demir diizeylerinin Parkinson
hastaliginda olasi roliinii arastirmak icin yaptiklar1 calismada Parkinson hastalarin
beyinlerinde demir birikimin hastaliin seyrinde olasi bir risk olabilecegini

belirtmislerdir (80).

Yapilan bir diger calismada Parkinson hastaliginin patogenezinde demir birikimin
onemli oldugu ve periferal demir yogunlugunun SN’de demir seviyesini yiikselterek

dopaminerjik néron dejenerasyonuna neden olabilecegi belirtilmistir (74).

Jamieson ve arkadaslar1 2005 yilinda SLCI11A1 ve SLCI1A2 genindeki 7
polimorfizmi arastirmiglar ve Alzheimer hastaliginda SLC11A2’deki rs407135 nolu
SNP ile allelik iliski bulmuslardir (97).

Zheng ve arkadaslar1 2009 yilinda Parkinson gibi ndrodejenaratif bir hastalik olan
Alzheimer hastaliginin transgenik fare modelinde (APP/PS1), korteks ve hippocampusta
DMT1-IRE ve non-IRE seviyelerinin kontrollere gore arttigint bulmuslardir. DMT1’in
Alzheimer hastaliginda iyon diizenlenmis ndoropatojeneziste kritik bir role sahip
oldugunu ve DMT1’in farmakolojik olarak bloklanmasinin bu hastaliga karsi yeni
tedavi stratejileri saglayabilecegini belirtmislerdir (50).

Zhu ve arkdaslarinin 2012°de yaptiklar1 bir ¢aligmada, beyinde yiliksek demir
iceriginin Ozellikle gelisim sirasinda gerekli oldugu fakat yiiksek miktarda demir

bulunmasinin beyin hiicrelerinde hasara sebep oldugu ve bunun sonucunda demir
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iyonlarinin serbest oksijen radikallerinin iiretilmesi yoluyla oksidatif stresi baglattigi
belirtilmistir. Ayrica ayni ¢alismada demir birikiminin néronal toksisiteyi tetikleyerek,
noronal hiicre 6liimii ve aksonal dejenerasyona sebep oldugu ve bu nedenle de demir
akiimiilasyonunun yetiskin bireylerde norodejenerasyona neden oldugu belirtilmistir.
Buna bagh olarak sigcanlarla Pb ye maruz birakilmanin beyinde demir birikimi ile
iliskinin belirlenmesi ile ilgili olarak yaptiklar1 ¢alismada; Pb’ nin yash sican
beyinlerinde demir miktarini arttirdigi, bu artisin DMTI ile iliskili olmayip, FP1

ekspresyonundaki azalma ile iliskili oldugu belirlenmistir (11).

Hansen ve arkadaslar1 2012 yilinda reaktif oksijen tiirleri (ROS), inflamatuvar ve
asir1 demir yiiklenmesinin goriildiigii hastaliklarda hedef hiicre hasarina katkida
bulundugunu belirterek, proinflamatuvar sitokin IL-1p’ nin artan pankreatik B hiicre
demir icerigi ve ROS {iretimi ile iliskili olarak divalent metel transporter 1 (DMTT1)
ekspresyonunu arttirdigini bildirmislerdir (43).

Qing H ve arkadaslar1 2011 yilinda 192 parkinson hastas1 ve 193 saglikli kiginin
DMTI1 genine ait 1254T/C, 1303C/A ve IVS4+44C/A bolgelerin polimorfizmini
aragtirmiglar ve arastirma sonucunda Cin populasiyonunda, CC haplotipinin Parkinson

hastaliginda bir risk faktorii olabilecegini 6n gérmiislerdir (74).

Bizim c¢alismamizda ise, 1254T/C polimorfizmi TT genotipi ile Parkinson
hastalig1 arasinda bir iligki tespit edilirken 1VS4+44C/A polimorfizmi genotipleri ile
hastalik arasinda bir iliski tepit edilememistir. Ulkemizde calistigimiz polimorfizmlerle
ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak Qing H ve arkadaslari Cinli
hastalarda ve Héléne Blasco ve arkadaslart (2011)’nin Fransiz hastalarla yaptiklar
polimorfim galigmalarinda CC genotipi ile hastalik arasinda bir iliskinin olabilecegini
belirtmislerdir. Bizim bulgularimiz, bu ¢alismalarin aksine, TT getotipi ile hastalik riski
arasinda bir iliski oldugu yoniindedir. Bu sonuglarin literatiirler ile uyumlu olmamasinin
nedeni olarak calistigimiz hasta populasyonunun kiiciik bir grup ile baglantili

olabilecegini diisiiniiyoruz.
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6. SONUC VE ONERILER

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda Parkinsonlu hastalarin beyninde demir ve
demir- baglayici protein seviyelerinin arttig1 belirtilmistir. Demir tasimasinda yer alan
en Oonemli proteinlerden biri DMT1'dir ve demirin endojen tasinmasinda goérevlidir.
Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, Parkinson Hastaligi ile Divalent Metal
Transporter 1 (DMT1) Geni Polimorfizmleri arasinda bir iliski oldugu diisiiniilmektedir.
Ancak bu konuda literatiirde ¢ok az bilgiye ulasilmis olup, heniiz iilkemizde konu ile
ilgili yapilan bir ¢caligmaya rastlanilmamistir. Genetik yatkinliga olan etkisi tam olarak
bilinmeyen bu genin hastaliktaki roliiniin aydinlatilmasi ve PH ile iligkisinin

belirlenmesi bilimsel agidan olduk¢a 6nemlidir.

Parkinson hasta grubu ile herhangi bir norolojik bozukluklar goriilmeyen saglikli
kontrol grubu arasinda DMT1 geni polimorfizmine ait 1254T/C gen bolgesinin alel
(p=0.012) ve genotip frekans1 (p=0.002) istatistiksel agidan anlamli bulundu.

Parkinson hasta grubu ile herhangi bir ndrolojik bozukluklar goriilmeyen saglikli
kontrol grubu arasinda DMT1 geni polimorfizmine ait 1IVS4 + 44C/A gen bolgesinin
alel (p=0.472) ve genotip frekansi (p=0.731) agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik belirlenemedi.

Parkinson hasta grubu ile herhangi bir nérolojik bozukluk goriilmeyen saglikli
kontrol grubu arasinda DMT1 geni polimorfizmine ait 1IVS4 + 44C/A gen bolgesinin

alel ve genotip frekansi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenemedi.

Parkinson hasta grubu ile herhangi bir nérolojik bozukluk goériilmeyen saglikli
kontrol grubu 1254T/C gen bélgesi i¢in hastalik riski TC ve CC genotip frekansi
acisindan TT ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu. Tiirk
toplumunda DMT1 geni 1254T/C polimorfizmi i¢in TT genotipinin artmasi durumunun

Parkinson hastalig1 i¢in risk faktorii oldugu belirlenmistir.
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Birbirinden farkli popiilasyondaki gen ve alellerin goriilme sikliklar1 farklilik
gosterir. Bu nedenle Cin popiilasyonunda Parkinson hastaligi ile CC genotipi ile
iliskilendirilmisken Tiirk toplumunda TT genotipi hastalik igin risk faktorii olarak

belirlenmistir.

Parkinson Hastaligi ve DMT1 Gen polimorfizmi ile ilgili ¢ok az sayida ¢aligma
bulunmaktadir. Bu nedenle yapmis oldugumuz c¢alsmanin Parkinson hastaligi
gelisiminde DMT1 Gen polimorfizminin etkisinin belirlenmesine yonelik 6nemli katki

saglayacagini diisiinmekteyiz.
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