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OZET

Parkinson Hastaligi ile iliskilendirilmis genlerin delesyon ve amplifikasyonlari

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification ( MLPA) yontemiyle incelenmistir.

Ailesel Parkinson Hastaligina sebep olan genlerde saptanan genomik degisimler
sporadik Parkinson Hastalarinda da goriilmektedir. Literatiirde Parkinson Hastaligindan
sorumlu oldugu bilinen SNCA, UCH-L1, DJ-1, Parkin, PINK1 ve LRRK2 genleri

saptanmistir.

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali Hareket
Bozuklugu Poliklinigine 2004-2008 yillarn arasinda Londra Beyin Bankasi tam
kriterlerine gore sporadik Parkinson hastaligi tanis1 almis 58 sporadik Parkinson
hastasinin kanlarindan elde edilen DNA ile MLPA analizi yapilmistir. Bu hastalarda
Salsa MLPA PO51 ve P052B kitleri ile ¢alisilmis, SNCA geninde 10 delesyon, 12
amplifikasyon, 14 heterozigot A30P, bir homozigot A30P nokta mutasyonu
saptanmistir. DJ-1 geninde 13 delesyon, dokuz amplifikasyon, Parkin geninde 16
delesyon, sekiz amplifikasyon, PINK1 geninde 14 delesyon, 21 amplifikasyon
bulunmustur. LRRK2 geninde dort delesyon, yedi amplifikasyon ve yedi G2019S
homozigot nokta mutasyonu tesbit edilmistir. UCH-L1 geninde ise herhangi bir

delesyon veya amplifikasyon saptanmamistir.

Literatirde DJ-1 ve PINKI1 genlerinin amplifikasyonlarina rastlanmamis olmasina
ragmen, MLPA analizi sonucumuza gore olgularimizda bu her iki gende de

amplifikasyonlar tesbit edilmistir.

Calismamz Tiirkiye’de sporadik Parkinson hastalarinin MLPA analizi yontemiyle

incelendigi ilk aragtirma olmustur.

Anahtar Kelimeler: SNCA, Parkin, PINK1, DJ-1, LRRK2, UCH-L1, Genomik
degisim, Parkinson Hastahgi, MLPA
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SUMMARY

Deletions and amplifications of the genes related to Parkinson Disease are studied with

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification ( MLPA) method.

Genomic rearrangements identified in genes which cause familial Parkinson Disease,
are also seen in sporadic Parkinson Disease. In the literature, SNCA, UCH-L1, DJ-1,
Parkin, PINK1 and LRRK2 genes were identified that known to be responsible of the

Parkinson Disease.

MLPA analysis were conducted with extracted DNA from bloods of 58 sporadic
Parkinson’s Disease patients diognosed in Eskisehir Osmangazi University Medical
Faculty Neurology Department Movement Disorder Clinic, in accordance with London
Brain Bank diagnosis criterias between 2004-2008. In those patients, Salsa MLPA P051
- PO52B kits were applied in SNCA gene 10 deletions, 12 amplifications, 14 heterozigot
A30P, one homozigot A30P point mutations were found. In DJ-1 gene 13 deletions,
nine amplifications, in Parkin gene 16 deletions, eight amplifications, in PINK1 gene 14
deletions, 21 amplifications were found. In LRRK2 gene four deletions, seven
amplifications and seven G2019S homozigot point mutations were identified. In UCH-

L1 gene neither deletions nor amplifications were detected.

Eventhough in the literature, for DJ-1 and PINK1 genes no amplifications were found,
according to results of our analysis of MLPA, amplifications in both of those genes

were detected.

Our research has become the first one in Turkey that the sporadic Parkinson Disease

patients were studied with MLPA analysis method.

Key Words: SNCA, Parkin, PINK1, DJ-1, LRRK2, UCH-L1, Genomic

rearrangement, Parkinson’s Disease, MLPA
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1. GIRIS VE AMAC

Parkinson hastaligi (PH) en sik goriilen hareket bozuklugu hastaligidir. Hareket
ise icinde primer motor korteks, premotor alan, destek motor alani ve insan motor
korteksindeki motor kontrolii saglayan Ozellesmis alani, korteksten medulla spinalise
uzanan piramidal yolu, afferent ve efferent lifleri iceren sensori-motor yapida, kaslara
kadar uzanan kompleks bir fizyodinamik siiregtir. Anansefalik dogan ¢ocuklarda meme
emme, hosa gitmeyen besinlerin agizdan cikarilmasi, parmaklari emmek iizere agza
gotiirme hatta esneyip gerinme, bas ve gz hareketleriyle cisimleri izleyebilme gibi
stereotipik hareketleri gdsterebilmelerine sebep olan ¢ogu eylem beyin sapinda entegre
olabilmektedir. Fizyolojik olarak niikleus kaudatus, putamen ve globus pallidus bazal
ganglionlar (BG) olarak kabul edilir. Ancak substansiya nigra, subtalamus ve
talamuslarla, retikiiler formasyon da bu yapilarla siki isbirligi halinde olduklarindan
motor kontrolde BG sistemine dahil olarak kabul edilirler. BG hareketin kavsak boliimii
olarak nitelenebilir. Bu nedenle burada meydana gelen harabiyet, hareket
bozukluklarina sebep olmaktadir. BG, hem motor denetim hem de duysal aktiviteler
yoniinden beyin korteksi ile de ortak gorev yaparlar. Ancak BG’la korteksin motor
alanlar1 arasinda oldugu gibi duysal alanlarla da islevsel isbirligi vardir. Kas aktivitesi
sirasinda BG’da beyin korteksindeki motor alanlardan Once aksiyon potansiyelleri
olugmaktadir. BG’1n aktivitesi motor korteksten degil, korteksin duysal alanlar ve
duysal asosiyatif alanlarindan ya da talamus ve beyin sapiin alt bolgelerinden gelen
sinyallerle baglatilir. Bu nedenle BG viicuttaki, beyin sap1 ve omurilikten kaynaklanan,
istem dis1 kas kontraksiyonlarindan bagka, hareketlerin hepsinde olmasa bile ¢ogunda
temel rolii oynamaktadir. Yukarida agiklandigi gibi BG normal motor kontrolde
korteksle siki isbirligi icinde olduklar1 halde, korteks cikarildiktan sonra da bir¢ok
yonleri ile motor kontrolii yiiriitebilirler. Ancak motor faaliyet, beynin katkis1 olmadan

daha kaba ve amactan yoksun olur (52).

Insanlarda, substansia nigra pars kompakta yaklasik 450.000 dopaminerjik néron

icerir. PH’da norofilament subiinitlerinden Lewy cisimcigi olusumu, akson igindeki



norofilamentlerin fonksiyonunu bozmakta ve dopaminerjik isleve sahip substansia nigra
pars kompaktadan (SNPc) striatuma uzanan aksonal baglantiya hasar vermektedir.

Ozetle, neredeyse hastaligin tiim klinik bulgular1 bu arkin bozulmasiyla olusur (40).

PH'nin tedavisi planlanirken bazi tami kriterleri ile PH teshisi gerekmektedir,
ancak halen PH siddetinin Olciildiigli Hoehn-Yahr Evresi ve Birlesik Parkinson
Hastaligi Degerlendirme Olgegi (UPDRSII) , Londra Beyin Bankas: Klinik Tam
Kriterleri gibi tam sorgulamalar1 kullanilmasina ragmen ayirici tamida baz1 Parkinson
hastalarinin teshisi atlanabilmektedir (81). Teshis koyabilmeyi kesinlestiren net
molekiiler tan1 yontemi yoktur (32). Otopsiyle desteklenen beyin bankalar1 verilerine
gore, tecriibeli kliniklerde bile PH tanis1 alan vakalarin yaklasik %10-15'inin gercekte
parkinsonizmin baska formlar1 olduklarini, hatta 6liim Oncesi Parkinson tanisi almig
vakalarin % 24’iine yanlis tam1 konuldugunu gostermektedir (61 ). Beyin bankalarinda
postmortem Lewy cisimcigi varhigi ile kesin PH tanisin1 Kkisilere hayattayken
koyabilmek, uzmanlagmis klinikler i¢in bile sorun teskil etmektedir. Lewy cisimciginin
icerigini incelemeyle baslayan etyopatogenez arastirmalari bizi bugiin hizla artmakta
olan genomik etyoloji sahiline getirmistir. PH’nin etyolojisinde yer alan cevresel
faktorler, genetik faktorler, yas ve cografik konum farkliliklarindan hangisinin daha
oncelikli oldugu tam olarak acikliga kavusturulmasa da son 10 yil icindeki ¢alismalar
genetik faktorlerin ciddi sayida etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Bu yiizden de bilim
adamlan son dekatta PH i¢in devrim sayilan bilgi yagmuruna tutulmuglardir, PH’dan
kesin sorumlu alt1 gen, muhtemel yedi lokus bu donemde OMIM indeksine ve literatiire

katilmistir (38).

Calismamizdaki amacimiz Tiirkiye’de yeni bir yontem olan Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA) ile simdiye kadar PH ile iliskilendirilmis yedi
ayrt genin 67 farkli bolgesindeki delesyonlar ve/veya amplifikasyonlar1 aragtirmaktir.
MLPA yontemi ilk olarak Schouten JP ve ark. tarafindan tanimlanmistir (130).
MLPA’y1 birden fazla gene dozaj analizi yapabilen basit bir yontem olarak kisaca
tanimlayabiliriz. Bu yontem sayesinde PCR kullanilarak, tek reaksiyonda 50’ye yakin

gen bolgesi incelenebilmektedir. Incelenecek gen bolgelerine 6zel hazirlanmis problar



iceren bir karisim kullanilarak bu genlerde olusmus delesyon veya amplifikasyonlar

saptanabilmektedir.

Calismamizda MLPA yonteminin PH genlerine spesifik dizayn edilmis olan Salsa
MLPA Probemix PO51/P052B kitleri kullanilarak, PH ile iligkilendirilmis 67 farkli gen
bolgesindeki delesyon veya amplifikasyonlarin incelenmesi amag¢lanmistir. Elde edilen
veriler ile Tiirk popiilasyonunda sporadik PH etyolojisinde yer alan genler ve bu

genlerdeki degisimler ve klinik siddetleri arasindaki iligkiler incelenmistir (161).



2. GENEL BILGILER

2.1. PARKINSON HASTALIGI

2.1.1. Parkinson Hastalig1 Tarihcesi

(X3

PH ilk olarak Ingiliz hekim James Parkinson tarafindan ‘‘shaking palsy (titrek
felc)’” adiyla hastalarda gozlemledigi; istirahat tremoru, hafif kambur postiir, ayaklarini
stiriiyerek yiiriime, arkaya diisme egilimi gosterme belirtilerini tarif ederek 1817 yilinda
tanmimlamigtir. Hastalik ilk kez endiistriyel devrim zamaninda tanimlanmig olsa da, antik
Hint literatiiriinde (1.0.4500-1000) kampavata, yani tremor ve akineziyi tanimlayan
aciklamalara rastlanmigtir (86 ). Fransiz hekimi Jean Marie Charcot rijidite, mikrografi

ve duysal degisiklikleri de ekleyerek orijinal hastaligin tanimini yapmis ve hastaliga onu

ilk tarif eden kisinin adin1 vermistir (35).

2.1.2. Parkinson Hastaligimin Klinik Bulgulan

PH temel olarak bir hareket bozuklugu hastaligi olmasina ragmen siklikla eslik
eden affektif, kognitif ve psikotik bozukluklar sebebiyle noropsikiyatrik bir hastalik
olarak kabul edilmektedir. PH klinik olarak; istirahat tremoru, disli cark rijiditesi,
bradikinezi ve postural reflekslerde bozulmayla giden, patolojik olarak substansiya
nigradaki pigmentli noronlarda kayip ve bazen buna eslik eden Lewy cisimcigi ile
karakterize kronik, tek yanli baglayan, progresif bir bozukluktur (157). Dort ana klinik

bulgusu vardir:



2.1.2.1. Distal istirahat tremoru

Bu hastalarin  %75-80’inde bulunur ve 4-6 Hz’liktir. Genellikle iist
ekstremitelerden birinde baglar ve zaman icinde aymi taraf alt ekstremiteye ve daha

sonra kars1 viicut yarisina yayilir. Egzersiz sirasinda artar, uyku ve anestezi esnasinda

kaybolur (47).

2.1.2.2. Rijidite

Hem agonist hem de antagonist kaslarin her ikisinin ayni anda ¢alismasi sonucu

gelisen tonus artisidir. PH olgularinin % 89-99’unda gériiliir. Tremor gibi tek tarafl

baslar diger tarafa yayilir (15) .

2.1.2.3. Bradikinezi

Hareketlerde yavaslama olmasidir. Rijiditeyle iliskili bir semptom degildir.
Sebebi globus pallidustaki inhibitér dopaminerjik uyarilarin azalmasi sonucu talamusun
ventrolateral niikleusundaki noéronlarin inhibisyonunda artis ve nihayetinde motor

korteksteki noronlarin stimulusundaki kayiptir. Bradikinezi, hastalarin tamaminda

vardir (47).

2.1.2.4. Postural instabilite

Postural reflekslerin kayb1 sonucu gelisen denge bozuklugudur ve
hastalik ilerlediginde ortaya c¢ikar. Antigravite mekanizmalarinin ana

merkezleri beyin sapindadir. Pontomediiller retikiiler formasyon, postiir ve



denge kontroliinii saglayan 6nemli bir yapidir. Istemli ve istemsiz postiir
kontroliil propriosepsiyon, gorme, labirentin fonksiyonu ve temas aferentleri
ile ayarlanir. Postiir kontroliinde serebral korteks, serebellar cekirdekler,
BG, pontomediiller, retikiiloretikiiler ve retikiilospinal néronlar 6nemli rol
oynar. Burada 6zellikle pedunkulopontin niikleusun (PPN) rolii biiyiiktiir.
Substansia nigradan bulbopontin retikiiler formasyona, 6zellikle PPN’a
projeksiyon oldugu gosterilmistir. Supraspinal yapilardan inen yollarla,
dorsolateral sistem ve vestibiilospinal, interstisyospinal, tektospinal
yollardan olusan ventromedial sistem ile postiir kontrolii saglanir. ileri evre
sporadik PH olgularinda postiir kontroliiniin bozulmas: ve denge
bozuklugunun ortaya c¢ikmasinin ortak anatomik yapilarin, ozellikle de
PPN’nin hipofonksiyonu ve noérodejenerasyonuna bagli olabilecegi ileri

siiriilmiistiir.

Bu dort ana bulgunun yami sira Parkinson hastalarinda demans, bradifreni,
vizyospasyal defisitler, depresyon, anksiyete, uyku bozuklugu, deliizyon, haliisinasyon
gibi psikiyatrik bozukluklar, ortostatik hipotansiyon, konstipasyon, asir1 terleme,
anormal termoregiilasyon, iiriner problemler gibi otonomik bozukluklar, kramp, agr1 ve
paresteziler gibi duysal semptomlar, yiiriiyiis bozukluklari, maske yiiz, goz kirpmanin
azalmasi, akomodasyonda bozulmaya bagli bulanik gorme, olfaktor bozukluklar,
disfazi, siyalore gibi kraniofasial bozukluklar, mikrografi ve kilo kaybi goriilebilir

(137).

2.1.3. Parkinson Hastaliginin Epidemiyolojisi

PH, Alzheimer hastalifindan sonra en sik goriilen ndrodejeneratif hastaliktir.
Tiim etnik gruplarda goriiliir, hafif erkek predominansina sahiptir. Ulkemizde halen

hastaligin prevalanst ve morbiditesi hakkinda Saglik Bakanligi kaynakli kesin sayisal



veri bulunmamaktadir ancak ABD’de 2007 yilinda yayinlanan Ulusal Yasam Istatistik
Raporuna gore mortalite sebepleri arasinda 14. sirada yer almaktadir (3). Her yil
100.000 kisiden ortalama 16-19’una PH teshisi konmaktadir. Tiim populasyonun
%0,3’tinti etkilemekle birlikte, 65 yasinda goriilme siklig1 %1 iken, 85 yasinda goriilme
sikligi %4-5’e cikar. Hastalarin %5-10"unda semptomlar, 40 yasin altinda ortaya
cikmaktadir (38). Asimetrik ilerleyici bir hastaliktir ve semptomatik olarak istirahat
tremoru, bradikinezi, rijidite ve postural dengesizlik ile karakterizedir. Ortalama klinik
baslangi¢c yast 70’ler civari olmasina ragmen erken baslangich olan hastalarinki 50’1li
yaslardan oncedir (153). Aym yas grubu kontrollerle karsilastirildiginda, hastalik
grubunda mortalite oraninin 2-5 kat daha arttig1 saptanmistir. Hayat kalitesinde diisiise
neden olmasi da Onemli diger bir problemdir. Hastaligin insidansi 5-20/100.000,
prevalanst  Nijerya Ogbo-Ora’da 10/100.000 iken, Montevideo Uruguay’da
405/100.000°dir (71, 129). Ulkemizde sadece Eskisehir’de yapilan bir c¢alisma
mevcuttur ve prevalans degeri 111/100.000 bulunmustur (148). Kadin ve erkekler
arasinda onemli bir fark bulunmamakla birlikte aym yastaki erkeklerde 1,2—1,5 kat daha
fazla goriildiigii bildirilmistir. Genel olarak PH en sik beyaz irkta, daha sonra sar1 irkta
en az ise siyah wrkta goriilmektedir. Cografik farkliliklar, cevresel nedenler (kuyu suyu,
endiistriyel kimyasallar, herbisit ve pestisitler, agir metaller) ve kirsal kesimde
yasamanin da PH ile pozitif iliskili oldugunu gosteren c¢aligsmalar da mevcuttur (116).
Hastaligin dogrudan oldiiriicii 6zelligi yoktur. Motor fonksiyon bozuklugu, aspirasyon
ve diisme gibi hastalifa bagh sekonder sebep kokenli mortalite, ayn1 yas ve cinsiyetteki

populasyona nazaran 2-5 kat daha yiiksektir. (83).

Sigara iciminin norotoksin MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine)’i uyaran Monoamin Oksidaz-B (MAO-B) aktivitesini azalttigi,
boylelikle noroprotektif bir ajan gibi hareket ettigini iddia eden hipotezler mevcut iken,
dopaminerjik nérotransmisyonu diizenleyen adenozin A2 reseptoril lizerinde antagonist
etki gosteren kahve alimi aligkanliginin da PH olma olasiligin1 azaltmasi BG’in
aligkanliklarla ilgili bir beyin bolimii oldugu dikkate alindiginda bu bdlgenin
harabiyetinin hastalarin isteseler de aliskanlik kazanamadiklar1 hipoteziyle esit agirlikta
oldugu soylenebilir. Postmenapozal hormon kullanan kadinlarda PH riski artarken

hormon kullanmayanlarda riskin azaldigi gosterilmistir. Ayrica noroprotektif etkileri



sebebiyle non-steroid antienflamatuar ilaclarin %45 risk azaltic1 etkileri de bildirilmistir

(71).

1917-1935 yillarnt arasit gegirilen epidemik ensefalit sonrasi sag kalip sekel
olusan vakalarda ve siddetli kafa travmasi sonrasi PH gelistigi bildirilmistir. Bunun
yamisira erken veya orta yaglarda hareketli bir hayat ve erken donemde gecirilen
kizamik hastaliginin riski azalttigini bildiren ancak bagka calismalarla desteklenmemis

birer yaym da mevcuttur (122, 123).

Ozetle demografik olarak ilerlemis yas, erkek olmak, beyaz 1rk, ailede PH
Oykiisiiniin olmasi, yasam sekli, kafa travmasi, duygusal stres, kisisel 6zellik
(utangaclik, riskten kacinma); cevresel olarak ise MPTP ve MPTP benzeri bilesikler,
pestisitler, endiistriyel ajanlar, karbon monoksit, metaller (mangan, civa, demir), kuyu
suyu, ciftcilik, kirsal kesimde yasam, is (saglk sektorii, egitim, ingaat), ensefalit,
Nocardia asteroides infeksiyonu PH i¢in risk faktorlerini olusturur. Metoklopramid ve

petidin uygulanmasi sebebiyle de PH olan vakalar bildirilmistir (12, 71).

2.1.4. Parkinson Hastaliinda Patojenik Mekanizmalar

En kiiciik birimi noronlar olan sinir sistemi oldukc¢a kompleks anatomik,
biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlara sahiptir. Noronlar arasi iletisim, elektriksel
ve/veya kimyasal haberci molekiiller tarafindan saglanmaktadir. Bu iletigim sisteminin

diizenlenebilmesi i¢in beyinde enerji ihtiyacinin karsilanmasi gereklidir (55) .

Beyin hiicre zarlar biiyiik oranda doymamus yag asitlerinden olusur, bunlar lipid
peroksidasyon reaksiyonlarinda serbest radikallerin substratlar1 olarak is goriirler.
Noronal oksidatif fosforilasyon esnasinda mitokondriyal elektron transport zincirinden
yiiksek enerjili elektronlarin olusumu serbest radikallere sebep olur. Beyin dokusu
katalaz icermediginden, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimleri
ile glutatyon ve E vitamini diizeyleri de simirli oldugundan, zayif bir savunma

mekanizmasina sahiptir. Hasara ugramaya aciktir. Aksonlar boyunca bu hasarin onarimi



ancak smirli bir sekilde gerceklestirilebilir. Bazi serbest radikallerin olugmasini
saglayan metaller (6rnegin demir) beynin spesifik bolgelerinde birikebilir (55).
Boylelikle serbest radikal olusumu daha yiiksek iken, onarim diger dokulara gore daha
azdir. Oksijen kaynakli serbest radikallerin, yogun oksidatif solunum yapan sinir
hiicreleri arasinda dejeneratif kimyasal modifikasyonlara neden oldugu ileri siiriilmiistiir
(156). Beyin, kimyasal metabolizmanin yiiksek oldugu bir organdir. Belirli
bolgelerinde ortak o6zelliklere sahip noron populasyonlarinin Oliimii sonucunda
norodejeneratif hastaliklar ortaya ¢ikar (45). Norodejeneratif hastaliklar, farkli klinik
fenotiplere ve genetik etyolojiye sahip olduklarmdan heterojen 6zellik gosterirler. PH

bu norodejeneratif hastaliklar arasinda 6nemli bir yer tutar.

PH’da BG’da hiicre 6limii vardir ve bu hiicre Olimiine sebep olan temel
patojenik mekanizmalar 6zetle anormal protein isleme, oksidatif stres, mitokondriyal
disfonksiyon, Ubikiitin Proteozomal Sistem (UPS) kusurlari olarak sayilabilir. Noron
hasarinin gerceklesmesi icin cevre-gen etkilesiminin karmagik bazi islemler sonucu

olugmasi gerekmektedir. Kisaca bu mekanizmalara deginmek gerekirse:

NORON HASARI

N T

Uhikiitin Proteozomal

Mitokondrival Dizfonksivon Okaidacif Strez Protein Agregasvonu Sistem Disfonkzivonu
A LERRK2
PINK1 = DJ-1 Parkin SNCA < * UCH-L1

Sekil 2.1. Parkinson hastalifi genlerinin kodladiklar1 proteinlerin, olusturduklar1 patolojilerle ve
birbirleriyle sematik iliskisi. Tan ve ark.’dan (141)



2.1.4.1. Anormal protein birikimi

Dopamin (DA) sentez edildikten sonraki aksonlara taginma, metabolizmasinin
regiilasyonu da dahil tiim basamaklarda yer alan biitiin enzim ve proteinlerin islev
bozuklugu, bu proteinlerin normalde parcalanarak kataliz ger¢eklesmesi gerekirken bu
yolak i¢inde bazi noktalarda pargalanamamasi ve agregatlar olarak birikmesi sonucunu
dogurur. Normalde a-siniiklein, DA’in sinaptik vezikiillerden otooksidasyonunun basi
cektigi oksidatif stres kaynagi ve serbest radikal iiriinlerinin yeri olan sitozole salinimini
diizenler. Boylelikle noronun sitoplazmik DA miktar1 azalinca oksidatif stresi de azalir.
a-siniikleinin yapim kusuru veya yanlis katlanmasi ise birikimine, bu da hiicre i¢ci DA
artis1 sebebiyle oksidatif strese yol agar (29). Bu birikim zamanla hiicre ici islev
bozukluguna ve bir tiir toksik etki sonucu hiicrenin 6liimiine sebep olur. Ornegin SNCA
geni (PARK1 ve PARK4) tarafindan o-siniiklein iiretiminde meydana gelen ifade
kusurlar veya birikecek kadar fazla iiretimi hiicrede toksik rol oynar (2). Otopsilerde
Lewy cisimciklerini olusturan agregatlarda bol miktarda bu gen iiriiniine rastlanmistir
(36). Sekil 2.1’de goriildiigii gibi Parkin, SNCA ve UCH-LI bu olusumda birlikte
etkilesim halindedirler. Herhangi biri veya birkacinin birlikte etkilesimi sonucu anormal

protein olusumu ve noronal hasar meydana gelir.

2.1.4.2. Oksidatif stres

PH’da oksidatif stresin rolii oldugunun gostergesi; reaktif oksijen serbest
radikallerinin, yiiksek demir konsantrasyonu, azalmis glutatyon diizeyi ve artmis lipid
peroksidasyonunun varligidir. Ozellikle mitokondriler, endoplazmik retikulum ve
cekirdek membraninda yer alan serbest radikaller aracili@1 ile olusan oksidatif stres,
PH’da nérodejenerasyon olusumu ve ilerleme siirecinde onemli rol oynamaktadir.
PH’da artmis lipid peroksidaz ve anormal oksitlenmis DNA bunun kanitidir ve bu

bulgular sadece SNPc ile sinirh degildir.
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Mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon ile molekiiler oksijenin suya
rediiksiyonu sirasinda reaktif oksijen tiirleri olarak tamimlanan siiperoksit radikal,
hidrojenperoksit, hidroksil radikali olusur. Serbest radikal iiretimi ile artmis kalsiyum
akimi, nitrojenmonooksit sentaz (NOS) aktivasyonu, amiloidbeta-peptid ve enzimlerde
yasa bagh fonksiyon kaybi gerceklesir. Sekil 2.1°de goriildiigii gibi birer antioksidan
gibi calisan DJ-I ve Parkin noroprotektif rollerini kaybettiklerinde hiicreyi oksidatif

stresin etkilerine acik birakarak néron hasarina sebep olurlar (126).

2.1.4.3. Mitokondriyal disfonksiyon

Okaryotik hiicrelerde glukozun indirgenme yolunda enzimlerle katalizlenen ilk
kimyasal reaksiyonlar sitozolde ortaya ¢ikar. Son adim olan ATP sentezi ise
mitokondrilerde olusur. Toplam 32 ATP enerji elde edilirken bunun iki ATP’si
sitozolde glukozun piruvata oksidasyonu ile olusurken, geri kalan 30 ATP mitokondri
icerisinde ve i¢ mitokondri zarinda proton konsantrasyon gradiyenti kullanilarak elde
edilir. Mitokondrilerde ayrica lipid peroksidasyon reaksiyonu yiiriitillerek yag
asitlerinden de enerji elde edilir. Ancak yag asidinin hiicrelerde depo edilmis hali olan
triacilgliserolun 1 gr.’indan elde edilen enerji, glukozun 1 gr.’indan elde edilenden alt1
kat daha yiiksektir. Bu enerji yollarinda glukoz ve lipid tamamen CO,’e indirgenir. Bu
reaksiyonlarda elde edilen enerjinin bir kismi 1s1ya doniisiirken, bir kismi da organelden

madde transportu i¢in kullanilmak iizere ATP’ye doniistiiriilir (113).

Yaslanmayla birlikte mitokondriyal DNA’da (mtDNA) hasarlar meydana gelir.
Sekil 2.1.”de goriildiigii gibi PINK1, Parkin ve SNCA genlerinden herhangi birinde veya
birkacinda meydana gelen genomik degisim, dogrudan mitokondriyal Komplex-I
iglevlerinde bozulma meydana getirir. Artmis serbest radikallere karg1 savunma, hizh
enerji ihtiyacim karsilama gibi gorevleri olan mitokondriyi etkileyen genlerdeki ifade

kusurlari, hiicresel diizeyde tahammiilii astiginda noron hasar1 meydan gelir (126).
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2.1.4.4. Ubikiitin proteozomal sistem (UPS)

Okaryotik hiicrelerde protein yikimi iki yolla yapilir. Biri asidik ortamda yapilan
lizozomal yol, digeri ise iibikiitin-proteozom yikim yoludur. Ubikiitin, 76 amino asitten
olusan bir polipeptittir. Amino grubunu baglayarak parcalanmasi gereken proteini
isaretleme gorevi vardir. Isaretlenmis proteine baska iibikiitinler de eklenerek
multiiibikiitin zinciri olusturulur ve bu agregat proteozom tarafindan yikilr. Isi biten
iibikiitinler yeniden kullanilmak iizere serbest kalirlar. Ubikiitinin baglanmas1 ve
proteozom islevi icin ATP kullanilir. Proteinler katlanmamis formlarinda ve kiigiik
iseler proteozomlar tarafindan {iibikiitinden bagimsiz bir sekilde proteozomal yolla
yikilabilirken, biiyiikk proteinler ATP-bagimli bir siirecle {iibikiitinlenerek yikima
ugratilirlar (43). Ubikiitinlenme birkag adimda gergeklesir. Once iibikiitin, iibikiitin
aktiflestirici enzime (E1=Aktivasyon) baglanarak aktiflesir. Bu adimda ATP kullanilir.
Sonra iibikiitin konjuge edici enzime (E2=Konjugasyon) aktarilir. Bazi durumlarda
iibikiitin dogrudan E2’den hedef proteine aktarilirken bazen de iibikiitin ligaz
(E3=Ligasyon) olarak adlandirilan PARK?2 (Parkin) geni tarafindan ifade edilen iigiincii
bir enzime aktarilarak hedef proteine iletilir. Bu hedef proteine baska proteinler de
eklenir ve ¢ok sayida iibikiitin ihtiva eden bu protein, ATP kullanilarak proteozom
tarafindan parcalanir. Bu polimerik tbikiitin PARKS (UCH-LI) enzimi tarafindan
polimerik formdan monomerik forma geri kazandirilir, bdylelikle yeniden UPS

dongiisiine katilir (80) .

Immunohistokimyasal ¢alismalar SNCA ve iibikiitinin Lewy cisimciklerinin
major komponentleri oldugunu gostermistir. Bu sebeple SNCA gen mutasyonlu
Parkinson hastalarinda substansiya nigra noronlarinda Lewy cisimcigi bulunur.
Iceriginde ise mutant o-siniiklein, kiiciik iibikiitinlenmis agregatlar, son donemlerde
bulunan mikrogliyal aktivasyonun kanit1 olan otofajik selliiler dejenerasyon artiklari
vardir. Bu defektler lizozomal ve proteozomal sistemin birikmis artiklaridir. Hiicre
Oliimiine, atilamayip biriken bu selliiler ¢opiin toksik etkisi sebep olur. Sekil 2.1.’de
goriildiigii gibi SNCA proteini (PARKI-PARK4), E3 Ubikiitin ligaz (UCH-L1), LRRK2

(PARKS, Dardarin) ve DJ-1 ibikiitin-proteozomal yolakta anormal protein
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birikiminden sorumlu genlerdir. SNPc’daki proteozom sisteminlerinde yapisal ve

fonksiyonel bozukluklar bulunmustur (127).

Noron hasar1 hiicresel diizeyde her zaman apoptozisle sonuglanir.
Programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen bu mekanizma fizyolojik bir siire¢ olarak
meydana geldigi gibi; ileri yas, viriisler, ¢cevresel etmenler tarafindan olusturulan DNA
hasar1 sonucu doku yararina hiicrelerin diger hiicreler i¢in kendilerini feda etmeleri
kavramim1 da icerir. Fizyolojik olarak yara iyilesmesinde, barsak hiicrelerinin
doniisiimiinde, deri ve uterus icinde siirekli mitoz ve apoptozis yasanmaktadir.
Apoptozis ve normal hiicre yapiminin giinde 1x10" hiicreyi buldugu hesaplanmigtir. Bu
hizda bir hiicre 6liimii ve yeniden yapimu yetiskin bir insanda 18-24 ayda viicut agirlhig
kadar bir kiitlenin yeniden yapim ve yikimi anlamina gelir. Bir ¢alismada mitokondriyal
Kompleks-I seviyesinde azalma bulunmustur. Bu mitokondriyal yolla aktive edilen
apoptozis mekanizmasin kanitlamaktadir (102). Onkogen aktivasyonu, DNA hasar1
veya hiicre zarindaki reseptorlere sinyal molekiillerin baglanmasi gibi ndrodejenerasyon

olusturma giiciine sahip her siire¢ apoptozisi baslatabilir (103).

2.2. PARKINSON HASTALIGI VE GENETIK

Bugiine kadar PH nin genetik ile iliskisini arastirmaya yonelik bircok calisma
yapilmistir. Bu calismalarda farkli yontemler, farkli hasta gruplart kullanmilmistir. PH
epidemiyolojisinde tanisal test olmamasi, kesin tani icin postmortem histopatolojik
inceleme gerekmesi, hastalifin sinsi seyrederek klinik vermeden uzun doénem varligi,
ileri yas hastalig1 olmasi ve bildirim zorunlulugu olmamas1 sebebiyle elimizdeki bilgiler
kisithdir (32). Yapilan bircok arastirma sonucunda PH ile iligkili dogrulanmis
Mendeliyan kalitim gosteren yedi gen tamimlanirken yine PH ile iliskili oldugu
diisiiniiliip heniiz dogrulanmamis genler iizerinde de calismalar devam etmektedir

(38).
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2.2.1. Ph ile iliskisi Dogrulanmms Monojenik Genler

2.2.1.1. PARKI (SNCA)

PARKI (SNCA) geni, a-siniiklein protein agregasyonu patolojisine yol agar.
PARK] ilk defa 1997°de Polymerapoulos ve ark. tarafindan italyan kokenli bir ailedeki
Otozomal Dominant Parkinson Hastaligt (ODPH) olgularinin incelenmesiyle
tanimlanmis bir lokustur ve genetik gecisli PH’da bulunan ilk gendir (118). Bu gen
iizerindeki li¢ yanlis anlamli nokta mutasyonu (AS3T, A30P ve E46K) ODPH olan
olgularin biiyiik bir kismindan sorumludur (153, 167). Bu ii¢ nokta mutasyonunun
yani sira o-siniiklein geninin duplikasyon ve triplikasyonu (PARK4) sonucu ortaya
cikan patolojiler de tamimlanmistir (99). Beyinde yaygin olarak ifade edilen a-
siniiklein  proteininin, ndrotransmitter tasiyan vezikiillerin aksonlar boyunca
iletilmesinde rol oynadigi sanilmaktadir. Bu gende bulunan mutasyonlarin a-siniiklein
proteininin vezikiillere baglanma kapasitesini azalttigi gosterilmistir (153). Hayvan
modeli ¢caligmalari SNCA geninin tamamen inaktif hale getirilmesinin hayvanlarda bir
bozukluga yol agmadigim gostermis, bu da otozomal dominant gecis gostermesi ile
birlikte diistiniildiigiinde “kazanilmis toksik islev” varsayimini diisiindiirmiistiir (102).
Buna gore SNCA genindeki mutasyonlar a-siniiklein proteinini islevsiz hale
getirmemekte, tersine ona yeni ve toksik bir islev kazandirmaktadir. Hem saglam hem
de mutant a-siniiklein proteini Lewy cisimciklerinde goriilen amiloid fibriler yapilan ve
fibriler olmayan oligomer yapilar1 olusturabilmektedir. A5S3T mutasyonunu tasiyan o-
siniiklein proteini protofibril olusumunu tetiklemekte ve meydana gelen mutasyon
sebebi ile a-heliks yapist bozuldugu i¢in B-tabaka konformasyonu kazanan bu protein
protofibriller sinaptik vezikiillerin zarlarinin parcalanmasina sebep olabilmektedir.
Yabanil olsa bile konsantrasyonu arttiginda da B-tabakalanma gosterdigi tespit edilen a-
siniiklein, vezikiilii parcalayarak i¢indeki dopaminin hiicre icine sizmasina ve oksidatif
stres yaratarak toksisiteye neden olmaktadir (143). Monomerik o-siniiklein, o-
siniiklein protofibrilleri (oligomerler) ve a-siniiklein fibrilleri arasinda farklilik vardir.
Monomerik a-siniiklein vezikiillere sikica baglanir ve gegici olarak bu vezikiilleri

gecirgen hale getirir. o-siniiklein oligomerleri bu sebeple nigral noronlar igin
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fibrillerden daha toksiktir. Bu da yabanil a-siniiklein iiretiminin artmasina sebep olarak
patoloji yaratan SNCA duplikasyonu ve triplikasyonu ile hastaligin siddetinin artmasi
arasindaki iligkiyi aciklar. Sekil 2.2°de a-siniiklein proteininin noron oOliimiine gidis

mekanizmasi gosterilmektedir.

2.2.1.2. PARK4 (SNCA)

SNCA multiplikasyonlari ilk defa 2003’te Singleton ve ark. ve 2004’de Chartier-
Harlin ve ark. tarafindan SNCA geninin allellerinden biri veya her ikisinde amplifiye
olarak, duplikasyon veya triplikasyonlarla seyreden bir genomik multiplikasyon oldugu
kesfedilmistir (17). Ilerleyen zamanda bu genomik degisimin PARKI’in komsu
lokusunda gen dozaj artist (duplikasyon /triplikasyon) oldugu anlasilmis ve SNCA gen
multiplikasyonlar1 seklinde adlandirilarak PH etyolojisindeki yerini almistir. SNCA
proteini agregasyon patolojisine yol acar. OD ge¢is goOsteren bu patolojiler eger
duplikasyon ise, idiyopatik PH seklinde ortaya cikmakta, triplikasyon ise klasik PH
semptomlarina demans ve haliisinasyonlar gibi bazi atipik durumlar eslik etmekte ve
baslangi¢ yasi daha erken olup hastalik daha hizli ilerlemektedir. Hastalik siddeti ile gen

dozaj etkisi arasinda korelasyon vardir (99).

Ross ve ark.”in 2008 yilinda FISH ve 250K Single Nucleotid Polymorphism
(SNP) mikroarray teknigi kullandiklar1 yayinlarinda Parkinsonizm ve SNCA
multiplikasyonlarin1 bes ailede arastirmislardir (121). Bu c¢alisma SNCA dozaj
artisgtnin  (duplikasyon ve triplikasyonlarin) sporadik Parkinson Hastalari’'nda da sik
olarak bulundugunu bunun da allellerden birinde meydana gelen segmental duplikasyon
sebebiyle veya alleller aras1 rekombinasyon esn.asinda gelisen dengesiz “crossing-over”

sebebiyle olustugunu bildirmislerdir.
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Sekil 2.2 Parkinson Hastaliginda a-siniiklein toksisitesi mekanizmalari:

Bu modelde a-siniiklein diizeyleri (a) a-siniikleinin bir kopyasinin duplikasyonu / triplikasyonu sonucu
(b) SNCA geninde nokta mutasyonu sonucu siniikleinin agir1 birikimi sebebiyle veya (c) proteozomlarla
siniikleinin normalde par¢alanmasinin azalmasina sebep olan Parkin ve UCH-L1 genlerinde mutasyonlar
sonucu artmustir. Siniikleinin fazlasi hasar gérmiis olan 1s1-sok proteinleriyle (Hsps) islem gorerek veya
siniikleine baglanan dopaminin etkisiyle protofibril formuna polimerize olur. Bu bire bir Lewy
cisimcikleri formasyonu olusumuna neden olur. Bu model hem protofibrilleri hem de Lewy cisimciklerini
aciklamaktadir Ericksen ve ark.’dan (37).

2.2.1.3. PARKS (LRRK2, Dardarin)

LRRK? mutasyonlarnt 2004’te Zimprich ve ark. tarafindan tamimlanmistir
(169). OD oldugu baglant1 analizleriyle tespit edilen bu gen, 12q11.2-q13.1’de yer
almaktadir. Bu baglanti Kafkas-soylu olanlarda da tekrarlanmistir (169). LRRK?2 hayli
korunmus yapisiyla multidomain GTP-binding serin-treonin kinaz’1 kodlar. Mutasyonu
protein kinaz patolojisine yol agar. Ilgingtir ki etkilenmis bireyler tipik PH olsalar da
Lewy cisimcigi patolojisi, tau patolojisi, intraselliiler inkliizyonsuz noronal kayip da
bulunmasi, bu genin heterojen bir hastalik sebebi oldugunu gostermektedir (96).
Motor noron hastaliginin klinik belirtilerine sahip birka¢ soy daha bulunmustur. Cok
yakin bir zaman diliminde Ispanya’nm Bask bolgesinde, Ingiltere’de, Bati1 Nebraska’da

Alman 1rkli bir Amerikan ailesinde de tamimlanmistir. Bu gen LRRK2 (Leusine-rich
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repeat kinase-2) adli bir protein kinazdir ve bu protein Bask dilinde titremeye karsilik
gelen “dardarin” diye adlandirilmistir (168) . PH vakalari, bu genin azalmis penetransa
sahip oldugunu da gostermektedir. Bu mutasyonlarin sporadik etkileri bolgesel olarak
farklilik gostermektedir ve frekansinin yiiksek oldugu Kuzey Afrika’lilarda ve Askenazi
Yahudilerinde bu gendeki mutasyonlarin gec¢ baslangicli PH (GBPH) etyolojisinde,
SNCA mutasyonlarindan daha genis bir yayilimi oldugunu diisiindiirmektedir (96).
Hot spot bolge Mitojenaktif Protein Kinaz Kinaz Kinaz (MAPKKK) domaini iizerinde
konformasyon degisikligiyle kinaz aktivitesinin bozulmasina dogrudan sebep olan
G2019S mutasyonunun 13.yy’dan beri belli bir cografi bolge (Avrupa ve Kuzey Afrika)
merkezli yayilmas1 founder etki ile de agiklanmaya calisilmaktadir (67, 77).
Prognozu iyidir. Diisiik doz L-Dopa’ya iyi cevap verir. PH vakalarimin ¢ogu tek tarafli
el veya ayak tremoru ile hastaliga yakalanir. Kognitif kayip yoktur. Varyanti 50’den
fazladir ve bunlarin da 16’dan fazlasi patojenik dominant yanlis anlamli mutasyondur

(105).

2.2.1.4. PARK?2 (Parkin)

[k defa Kitada ve ark. tarafindan 1998 yilinda ailesel otozomal resesif jiivenil
baslangicli Parkinson hastaligi (ORJPH) olgularinda baglanti analizi ve pozisyonel
klonlama yontemleri ile bulunan Parkin geni tanimlanmistir (68) . Her ne kadar erken
baslangicli goriilen PH sebebi olsa da 60 yas iizeri goriinen formlarina nadiren de olsa
rastlanmistir  (4). Ubikiitin Proteozomal Sistem (UPS) patolojisine yol acar.
Japonya’da prevalansi yiiksek olan erken baglangicli Parkinson hastalarini tanimlamak
icin “giinliik dalgalanmalarla kendini gosteren erken baslangicl paralizis ajitans” terimi
kullanilmistir. Bu hastalar tremor, bradikinezi, rijidite, L-Dopa tedavisine baslangicta
milkemmel cevap ve aile hikayelerinin olmasi ile karekterizedir. Bunlar otozomal
resesif (OR) kalitimli, baglangigta distoni, gece ve giindiiz uykularindan yarar saglayan,
yavag progresyon gosteren ve tedavi ile iligkili komplikasyonlar1 erken gelisen
hastalardir. Arastirmacilar tarafindan ORJPH olarak tanimlanmistir. Noropatolojisi
klasik PH ile ayn1 degildir. Arastimacilar, SNPc’da gliozis ve lokus seruleus’da noronal

kayip bulundugunu fakat Lewy cisimcigi formasyonu bulunmadigini tespit etmislerdir
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(94). ORJPH 1998’de kromozom 6’ya baglantilandirilmis ve Parkin geninde bir
ekzonik delesyon bulunmustur. Takiben bu mutasyonun bir¢cok varyanti tanimlanmistir.
Gen dozaj degisimleri ve kiigiik sekans degisiklikleri iceren 100’den fazla mutasyon,
(trunkasyon, resesif homozigot/bilesik heterozigot, yanlis anlamli nokta mutasyonlari,
ekzon delesyon / duplikasyon / triplikasyonlar1) bulunmustur (58). Beklenmedik bir
olay da Parkinson hastalikli Avrupali ailelerin bireylerinde Parkin mutasyonlarinin
prevalansinin  yiiksek olmasidir. Bu Avrupa kokenli popiilasyonlarda nokta
mutasyonlart ekzonik delesyonlardan daha siktir ve siddetli klinik veren bir¢ok hastada
mutasyonlar homozigot olmaktan ziyade bilesik heterozigottur (1). Ek olarak
Yunanistan Peleponnes’te kiiciik bir yerlesim yerinde alt1 aileden sekiz bireyde SNCA
mutasyonlart saptanmis ve bu yaygin bir founder etkiye baglanmistir (44). Parkin’e
baglh PH olgularindaki en belirgin 6zellik cok biiyiik bir kisminda Lewy cisimciklerinin
bulunmamasidir. Parkin proteininin UPS yolaginda rol oynadig1 ve Parkin’in bir E3-
ligaz oldugu gosterilmistir. Parkin, tibikiitin ile isaretlenmis proteinlerin yikiminda bir
E3 ligaz olarak Kkilit rol oynamaktadir. Ayrica, Parkin’deki RING-finger bolgeleri ile
iibikiitin konjiige edici enzim E2 etkilesim i¢in uygun bir arayiiz olusturmaktadir (17).
OR gecis gosterdigi i¢cin Parkin mutasyonlarimin bir alleli saglam olan kisilerin
Parkinson hastast olmadiklar1 ancak tasiyici olduklar1 gosterilmistir. Parkin’in E3 ligaz
aktivitesinin kaybi substrat proteinlerin {iibikiitin ile isaretlenememesine ve boylece
proteozomlar tarafindan taninip yikilamamasina ve boylelikle yikilamayan proteinlerin
hiicrede birikerek toksik etkisine sebep olmaktadir. Parkin’in bilinen en 6nemli iki
substrat1 a-siniiklein ve siklin-E proteinleridir. SNCA mutasyonlarinin a-siniiklein
proteininde o-heliks yapiy1r bozarak katlanma kusuru meydana getirdigi ve bunun da
agregat olusumuna sebep oldugu ifade edilmistir. Serbest halde iken belirgin bir
konformasyonu bulunmayan a-siniiklein proteini hiicre zarina baglandiginda o-heliks
yapisi kazanir. a-siniiklein proteininin hiicre zarina baglanarak fosfolipaz D aktivitesini
diizenledigi ve bu yolla sinaptik vezikiillerin saliniminm1 modiile ettigi diisiiniilmektedir.
SNCA mutasyonlarinin a-siniiklein proteininin vezikiillere baglanma kapasitesini
azaltig1 gosterilmistir. Parkin’in ikinci ©nemli substrati siklin-E ise nd&ronlarin
sagkalimi icin kilit dneme sahip bir proteindir. Bu proteinin yikilamamas1 hiicreyi

apopitozise gotiirmektedir. Parkin’e bagli Parkinson hastalarinin orta beyinlerinde
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siklin-E seviyesi artmig olarak bulunmustur (17). Bu hastalarda klasik PH bulgularina
ek olarak, geriye dogru diisme egilimi, hiperrefleksi ve ayakta distoni vardir. L-Dopa
cevabi vardir ama diskinezi gelisir ve etkisi zamanla azalir. Topukta vibrasyon duyusu

kaybi1 ve subjektif sensoryal duyu kayiplar siktir. Uyku sonrasi semptomlar azalir.

Saptanan 100’den fazla mutasyon incelendiginde, Parkin geni boyunca sik
rastlanmasina sebep olan herhangi bir hot spot bolge bulunmadig1 ve bu gende founder

etki olmadig diistiniilmektedir (4).

Parkin, PINKI’le aym yolak iizerinde yer almaktadir. PINKI geni silinmis
drosophilalarda Parkin ifadesi artarak PINKI’in eksikligi kompanse edilebilmektedir
(57).

Parkin geninin birinci intronuna kafa-kafaya bitisik olan ve promotor fonksiyon
gordiigii sanilan Parkin co-regulated geninin (PACRG) de Ubikiitin-proteozomal isleve
sahip oldugu diisiiniilmektedir ve bu gen hakkinda ¢alismalar 2003 yilindan beri devam

etmektedir (158).

2.2.1.5. PARK6 (PINKI)

2004 yilinda Valente ve ark. tarafindan kromozom 1p36-37 iizerindeki PARK 6
lokusunda yerlesimli yeni bir PH geni (PTEN induced kinaz-1)(PINKI) bulundu
(150). Bu, Italya’min Marsala bolgesinde aym soydan gelen bu erken baslangich
Parkinson hastaligi (EBPH) olgulart OR 6zellige sahip olmasina ragmen PARK?2
lokusunda mutasyon bulunmayan yeni hasta grubuydu. PARK6 (PINKI) geni
mitokondri yerlesimli bir proteini kodlar ve in-vitro modellerde oksidatif strese karsi
koruyucu bir protein roli iistlenen bir kinazdir, DJ-I geninin 25 cM sentromerik
kismma baglantilandinlmistir  (153). Mutasyonlar1  oksidatif stres, enerji
metabolizmas1 ve mitokondri disfonksiyonuna yol agmaktadir. Parkinson hastalarinda
mitokondriyal disyonksiyon ve oksidatif stres hipotezinin ortaya atilmasini saglamistir.
PINK] ailesi 41 yas civan baslayan fakat tipik PH belirtileri gosteren bir gruptur.
PINK] aileleri tipik EBPH fenotipine sahiptir, uykudan yarar saglarlar ve erken
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baslangicli distonileri de yoktur. Potansiyel olarak da Parkin ile PINKI’i birbirinden
ayiran bir semptom, erken baslangicli distoni olabilir. Mayis 2004’te PINKI
mutasyonlarmin ilk raporunu takiben Irlanda, Filipinler ve Japonya’da sekiz mutasyon
daha tamimlanmistir (151). Son c¢alismalarla birlikte 40 kiiciik sekans degisikligi
nadiren biiyiik delesyonlar da buna eklenmistir (88). Yapilan arastirmalarda PINKI
geninde multiplikasyona rastlanmamistir. PINKI, Parkin’le aym yolak iizerinde yer

almaktadir (57).

2.2.1.6. PARK7 (DJ-1)

DJ-1 ilk kez 2001°de van Duijn ve ark. tarafindan Hollanda’da izole bir bolgede
yasamakta olan dort hastada kesfedilmistir (152). Bu hastalarin Parkin mutasyonu
tasiyan hastalara benzer sekilde EBPH olgulan ile ayni fenotipe sahip oldugu, erken
baslangicli distonilerinin bulundugu ve L-Dopa tedavisine iyi cevap verdikleri
saptanmistir (107). Baz1 bireyler belirgin psikoz’a sahiptir. Ailedeki hastalik geni
kromozom 1p36’ya baglantilandirilmigtir. Bonifati ve ark. tarafindan Italyan bir ailenin
tim bireyleri PARK7 baglantili bulunmus ve bu gen arastirmacilarca DJ-I olarak
tanimlanmistir (7). Blefarospazmin PARK7’ye o6zgii belirgin bir klinik 6zellik
olabilecegi ileri siiriiliirken, birka¢ Parkin hastasinda da Blefarospazm bulunmustur
(7). Uzerinde hepsi erken baslangich ORPH’na sebep olan yanlis anlamli, kesilme,
intron-ekzon baglant1 bolgesini igeren, kiiciik ve biiyiikk delesyonlardan olusan bir¢ok
mutasyon tanimlanmistir. Mutasyonlar genin her yanina dagilim gostermekte fakat ayni
fenotipe neden olmaktadirlar. DJ—I baglantili PH ¢ok nadir goriilmektedir (9, 53,
59). DJ-I proteininin fonksiyonu c¢ok iyi bilinmemektedir ancak fonksiyon kaybi
halinde oksidatif stres, enerji metabolizmasi ve mitokondriyal disfonksiyona yol
acmaktadir. DJ-1 proteini homodimerik bir proteindir ve kemirgenlerde infertilite ile
ilgili bir multi protein kompleksinin parcasi olarak bulunmus ve c-myc proteiniyle
etkilesim yoluyla mRNA’larin stabilizasyonunda gorev aldig bildirilmistir. Ayrica DJ—
1 oksidatif stresi algilayip, anti-oksidan olarak da davranabilmektedir. L166P
mutasyonu tasityan DJ-I proteini iizerindeki calismalar bu mutasyonun proteinin

katlanmasin1 etkileyerek homodimer olusturmasim1 Onledigini bu sekilde yanlis
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katlanarak stabilitesi diisen mutant DJ-I’in protein yikim sisteminden kurtularak
sitotoksisiteye neden olabildigini gostermistir (93). Ayrica, bu mutasyon normalde
hiicre i¢inde sitozolde bulunmasi gereken bu proteinin lokalizasyonunu degistirerek
mitokondride yigilma gostermesine sebep olur. DJ-I geninde E64D ve M261
mutasyonu gelisirse bu proteinin stabilitesi azalmaktadir. L166P mutasyonunu tasiyan
DJ-1 proteini en kétii prognozu vermektedir ve normalde bulundugu mitokondri yerine
niikleusta yerlesim gosterdigi yayinlanmistir. DJ—I mutasyonlan erken baslangich
ORPH nedenleri arasinda ikinci siradadir (59). Yang ve ark.’nmin 2009 yilinda
yaymladiklarina gore DJ-I EBPH olgularinin %1-2’sini olusturmaktadir (163).
Yapilan son ¢alismalarda bir¢ok nokta mutasyonu ve biiyiik delesyonlar saptanmistir
(8). Bir E3 ligaz olarak gorev yapan Parkin ile mutant DJ-I arasinda etkilesim

bulunmustur (93).

2.2.1.7. PARKY9 (ATP13A2)

Hastalik OR kalitilir. Prematiir protein kesilmesine sebep olan ii¢ farkh
mutasyon bulunmustur (120). Lizozomal tip 5 ATPaz, ATP13A2 geni tarafindan
kodlanmaktadir. ATP13A2, P tipi ATPaz iist-ailesine mensup olup, inorganik katyon ve
diger substratlar1 hiicre membraninin diger tarafina gecirmekten sorumludur. Yabaml
tip protein lizozomda, stabil olmayan kirpitk mutant tipi ise ER da tutulur ve
proteozomlarca degrade edilir. Jiivenil baslangi¢hidir, maske yiiz, rijidite ve bradikinezi
vardir, tremor bulunmaz. Klasik PH’1indan ayr olarak spastisite, supraniikleer gozii
yukar1 dikme parezisi, demans semptomlara eslik eder. Hastalik hizli ilerler. L-
Dopa’dan yararlanir ama uzun siire kullanimda artan spastisite, tepe doz diskinezisi ve
kognitif kayip olusur. PH’na ek olarak hastada yiiz-bogaz-parmak mini myoklonus,
gorsel haliisinasyonlar ve okiilogirik distonik spazmlar bulunabilir. Manyetik Rezonans
goriintiilemede globus pallidus atrofisi ve gec generalize beyin atrofisi gosterilir

(154).
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2.2.2. Ph ile iliskili, Dogrulanmamis Monojenik Genler

Yukarida bahsedildigi iizere PH ile iliskisi kesin olan bu genlere ilaveten
hastaligin etyolojisine yonelik yapilan aragtirmalar neticesinde yine bu hastalikla iliskisi
oldugu diistiniilen ancak kanitlanamamig bazi aday genlerin oldugu 6ngoriilmektedir.
Bu aday genlerin iliskisini gosterebilmek icin bir¢ok calisma yapilmakta ve son

donemlerde yaymlanmaktadir.

UPS icerisinde gorev alan UCH-LI, Lowe ve ark. tarafindan 1990 yilinda
kesfedilmistir (84). UCH-LI geni ilk defa bir Alman ailesinde tanimlanmistir ve
PARKS lokusu olarak bilinmektedir (160 ). Tek bir ailede bulunmustur. Noroendokrin
sisteme, tiimorlerine ve noronlara yiiksek derecede spesifiklik gosteren ekspresyona
sahiptir. UCH-LI varyantlar kiiltiirde PH olusumuna etkili ve hidrolaz aktivitesiyle
aciklanamayan o-siniiklein birikimine sebep olur. Ligaz ve hidrolaz aktivitesi
proteozomal protein degradasyonunda etkili olabilir. UCH-LI biiyiik oranda beyinde
eksprese edilen bir protein olup iibikiitin polimerlerini hidroliz yolu ile monomerik
forma geri doniistiren bir enzimdir. Bu sebeple UPS’de ©6nemli bir rol oynar.
Arastirmacilarca sporadik PH’nin patogenezinde bu lokus aday gen olarak

tanimlanmigtir (110) .

GCHI (GTP CYCLOHYDROLASE I) 6 ekzonlu bir gendir (62) . ik defa dopa
responsif otozomal dominant distonili dort aile iiyesinde, GCHI geninde dort
heterozigot mutasyon tamimlanmistir (63). Sonraki calismalarla dopa responsif
distoniye ait GCHI geni mutasyonlar1 bircok ailede ve iilkede tespit edilmistir.
Kadinlarda erkeklere gore dort kat daha sik goriillen bir mutasyondur. Japonyada
ilerleyici ve giinlilk dalgalanma gosteren distonili hastalarda GCHI’in kodlanan
bolgesinde ve splice alaninda herhangi bir mutasyon olmamasma ragmen GCHI
geninin mRNA’larinda %40 azalma tespit edilmistir. Bunun sebebinin allellerden
birinin inaktif hale gelmesiyle oldugu anlasilmistir. GCHI geninin allellerinden birinde
bilinmeyen bir bolgede de novo bir mutasyon meydana gelerek mRNA yapiminin

azalmasina, bu da hastaligin goriilmesine sebep olmaktadir. (65)
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PH ile iliskilendirilen ancak dogrulanmamis diger genler; PARK13 (Omi/HtrA2)
(138); SNCAIP (SYNPHILLIN) (89); NR4A2 (Nurrl) (51); POLG (DNA
Polimeraz ¥) (24); PARK3 (SPR Sepiapterin Rediiktaz) (133); PARKIO (60);
PARKI11 (GIGYF2) (119); X’e baglh kalitm gosteren PARKI12 (109) iizerinde

caligmalar yogun sekilde devam etmektedir.

Son dénemlerde PH teshisinin erken yapilabilmesi i¢in yeni strateji; genetik tani
testleri yapmak, koku alma kayb1 ve REM uyku bozuklugu gibi uyku diizenini bozan
erken klinik bulgular iizerine yogunlasmustir. ipucu yakalanan Parkinson hastalarmin

genetik testlerle teyidi biiyiik anlam ifade etmektedir (87).

2.3 MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION

(MLPA) YONTEMIi

Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemi 2002 yilinda
Schouten ve arkadaslar tarafindan relatif kantitatif PCR yontemi olarak tanimlanmistir
(130). Bir tek primer ¢ifti kullanilarak olusturulan amplifikasyon {iiriinleri bir dizileme
cihaz1 ile isleme tabi tutularak ayristirilir. Olusan fragmanlar 130-490 bg
uzunlugundadir ve bu uzunluk jel paternine uygundur. Hangi genomik dizinin delesyon
/ amplifikasyon tasidigi, elde edilen sonuclar kontrol drnekleriyle karsilastirilarak tespit
edili. MLPA reaksiyonunda sadece 20 ng insan DNA’s1t 45 farkli dizinin
amplifikasyonu i¢in yeterlidir. Problarin baglanma bolgesindeki tek niikleotid degisimi
bile goriilebilmektedir. Diger tekniklere gore daha hizli, ucuz ve uygulanmasi kolaydir.
Ayn1 anda 45 kadar spesifik dizi, bir multiplex PCR isleminden sonra es zamanli olarak
degerlendirilebilmektedir. Gerekli ekipmanlar, pek ¢ok molekiiler laboratuvarinda
bulunabilmektedir. Her bir MLPA probu hedef diziye hibridize olduklarinda birbirine
eklenebilecek iki oligoniikleotid igerir. Biitiin baglanmus problar 5 ve 3' uclarinda PCR
ile sadece tek primer cifti kullanilarak ayni anda amplifiye olmalar1 i¢in tanimlayict
dizilere sahiptirler. Her prob, uzunluklar1 130 ve 480 baz cifti arasinda degismek iizere

birbirinden farkli uzunlukta amplifikasyon iiriinii verir. Her MLPA probunun iki
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oligoniikleotid parc¢asindan bir tanesi sentetiktir ve 5' ucunda PCR ile amplifikasyon i¢in
sabit bir dizi ve 3' ucunda hedefe-spesifik dizi bulunur. Probun diger oligoniikleotidi 5'
ucunda 25-43 niikleotid uzunlugunda ve ilk oligoniikleotide komsu sekilde hedef diziye
hibridize olan diziyi icerir, 3' ucunda ise PCR ile amplifikasyonda kullanilacak olan
sabit dizi ve 19-370 niikleotid uzunlugunda dolgu dizisi bulunur. 80—440 niikleotid
uzunlugundaki oligoniikleotidler =~ kimyasal olarak sentezlenmistir. Bu
oligoniikleotidlerin sentezi i¢in M13 klonlarinin tek zincirli DNA’s1 kullanilmistir.
Farkli problarin birbirleri ile heterodupleks formasyonunu onlemek igin problarin
sadece u¢ kisimlart ortak dizi icerir (130). Sekil 2.3’te sematik olarak MLPA
reaksiyonu anlatilmistir. Hibridizasyon ve ligasyon asamalarindan sonra PCR ile
amplifikasyonda biitiin problar i¢in tek ¢ift primer kullanilmaktadir. Primerlerden bir
tanesi FAM [N- (3- fluoranthyl) maleimide] ile isaretlenmistir (135). Genomik DNA’
da oldugu gibi mRNA arastirmalarinda da kullanilabilir. MLPA analiz yonteminin

sensitivitesi 0,95 ve spesifitesi 0,99°dur (161).
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MLPA, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
*Denatiire gemomik DNA 40 ayr1 prob ile hibridize edilir.

*Her bir MLPA probu, biri sentetik, digeri M13 kaynakhdir.

PCR primer dizisi Y PCR primer Dizisi X

\ M13 kaynalkl her

Dolgu Dizi oligoniikleotid dizisi
Hibridize olan dizi farkh proplarda farkh

Hibridize olan dlizi dolgu dizisine sahiptir.

Her probun iki parcasi

5. Y hedef diziye yakm

\ sekilde hibridize olular.
1 1 5 Y

3 Hedef A 5 \\

x

3 Hedef B )
X
X Probun hibridize olan iki
, parcast bir termostabil
5 Y ligaz tarafndan
5V bitlestirilir.

3 Hedef A 5 N ’

3 Hedef B S

Biitiin prob ligasyon tiviinleri tek bir primer cifti kullamlarak PCR ile amplifiye edilitler.

Y Her probun amplifikasyon
X Y X tiriinii birbirinden farkh
wzunluga sahiptin.

5 3 5 3
Amplifikasyon tirtiinleri elektroforez ile aynistmiln. Prop amplifikasyon iiriiniilerinin goreceli
miktarlan hedef dizinin géreceli doz miktarmu belirler.

Sekil 2.3 MLPA Reaksiyonunun sleyisi
“Schouten, J.P., ve ark. Relative quantification of 40 nucleic acid sequences by multiplex ligation-
dependent probe amplification. Nucleic Acids Research, 2002; 30: €57.” den alinmistir (130).



2.3.1 Parkinson Hastaliginda MLPA Tekniginin Kullanimi

Calismamizda Tiirkiye’de yeni bir yontem olan Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA) teknigi ile simdiye kadar PH ile iligkilendirilmis alt1 farkli
gen i¢in dizayn edilmis 67 farkli prob bolgesindeki degisimler arastirillmistir. MLPA
tekniginin sporadik PH olgularina yonelik kullanildigi c¢alismamiz ilk olma

ozelligindedir.

Calismamizda PH’na yonelik dizayn edilmis mevcut kitler kullanildig: icin belli
kromozom ve gen bdlgeleri incelenebilmistir. Bu prob bélgelerinin dizayninda {iretici
firma, bugiine kadar yapilan ve literatiirde yayinlanarak PH ile iliskilendirilmis bolgeleri
dikkate almislardir. Kullanilan problarin lokalizasyonlar1 ve gen isimleri Tablo 2.1 ve

Tablo 2.2’de belirtilmistir.

PH’da bircok genomik degisim tanimlanmistir. Bunlar biiyiik delesyon,
amplifikasyonlardan, spesifik genlerdeki nokta mutasyonlarina kadar degismektedir.
MLPA teknigi bu genis dagilim igerisinde 6zellikle, tanimlanmis genomik degisimlere
yonelik iki kit dizaynina sahiptir. Bu kitlerde Tablo 2.1 ve Tablo 2.2’de dagitildig:
sekilde SNCA ekzon 1, 2, 3, 4, 5, 6, delesyon veya amplifikasyonuna 6zgii alti, A30P
yabanil tip allele ve A30P spesifik mutasyonuna 6zgii iki prob, UCH-LI ekzon 1-9 arasi
delesyon ve amplifikasyonlarina 6zgii dokuz prob, PINKI ekzon 1-8 arasi
amplifikasyon ve delesyonlara 6zgii sekiz prob, uzun bir gen olmasi sebebiyle Parkin 1-
12. ekzon arasi delesyon ve amplifikasyonlara 6zgii 23 prob, Parkin geninin birinci
intronuna bitisik promotor bolgede lokalize olan PACRG ekzon 1’e 6zgii bir prob ile
delesyon / amplifikasyon aranmaktadir (78). DJ—1I geni 1-7 ekzon aras1 amplifikasyon
/ delesyonlart saptamak icin yedi prob, DJ-1’in 23 kb p-telomerik kisminda yer alan
TNFRSF9 genine ait amplifikasyon / delesyonlar saptamaya yonelik bir prob da kitin
icerisinde mevcuttur. LRRK2 51 ekzonlu bir gendir. Bu geni taramak iizere ekzon 1,2,
10, 15, 27, 41 ve 49’ ait gen bolgelerinde amplifikasyon / delesyonlara 6zgii birer prob,

G2019S nokta mutasyonunu gérmek amaciyla iki ayr1 uzunlukta prob vardir.
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Bu bes gene ilave olarak, GCHI, TH, CAVI ve CAV2 genleri igin ilave bazi
problar da probmix igine eklenmistir. Caveolin genlerinden olan CAVI ve CAV2
genleri, Parkin (PARK2) geni gibi frajil bir genomik bolgede bulunmaktadir. GCHI ve
TH genleri de Dopa Responsif Distoni hastalifina 6zgiidiir. PH’ndan sorumlu olmayan
bu genlerle ilgili problar, Parkin problarinin analizi i¢in kontrol probu olarak ticari

firma tarafindan kit icerisine ilave edilmistir.

27



Tablo 2.1 Salsa MLPA PO51 Parkinson probmiks kiti prob bolgeleri

Uzunluk (bp) | Prob hedef bilge Kromozomal
pozisyon
64-70-76-82 | DQ Kontrol prob
94 Sentetik Kontrol prob. 2ql14
130 Kontrol prob 0797-L0463 5q31
136 PINK]1, prob 3695-L3590, ekzon 5 1p36.1
142 PINK]1, prob 3691-L3106, ekzon 1 1p36.1
145 SNCA, prob 2166-1.1661, Yabanil A30P mutasyonu, DUSUK 4q22
149 SNCA, prob 2166-L1662, A30P mutasyon spesifik 4q22
157 SNCA, prob 2168-L.1665, ekzon 4 4q22
166 PINK1, prob 3692-L3107, ekzon 2 1p36.1
175 SNCA, prob 2169-L.1666, ekzon 6 4q22
184 LPA, prob 4615-L3891 6926
193 LRRK?2, prob 4575-L4006 G2019S mutation specific 12q12
200 PINK]1, prob 3693-L3108, ekzon 3 (202’de spesifik olmayan ek pik) 1p36.1
211 PARKY, prob 4617-L3893, ekzon 6 1p36
220 PINK1, prob 3694-L3109, ekzon 4 1p36.1
229 PINK1, prob 3698-L3154, ekzon 7 1p36.1
238 PARK?2, prob 2178-L1676, ekzon 6 6926
247 SNCA, prob 4616-L3892. ekzon 3 4q22
256 PARK?2, prob 3203-L.2564, ekzon 1 6926
265 PARK?2, prob 2179-1.1677, ekzon 7 6926
274 Kontrol prob 1665-L1244 11q13
283 PARK?2, prob 2174-1.1672, ekzon 2 6926
292 PARK?, prob 2180-L1678, ekzon 8 6926
301 Kontrol prob 0895-L0483 3p22
310 PARK?2, prob 3205-L2566, ekzon 3 6926
319 PARK?, prob 2181-L1679, ekzon 9 6926
328 PINK]1, prob 4095-L3152, ekzon 6 1p36.1
337 PARK?2, prob 3363-1.2747, ekzon 4 6926
346 PARK?2, prob 2182-1.3127, ekzon 10 6926
355 Kontrol prob 1548-L0991 5g22
364 PARK?2, prob 2177-L1675, ekzon 5 6926
373 PARK2, prob 2183-L1681, ekzon 11 6926
382 Kontrol prob 0584-L0149 6p21.1
391 PARK?, prob 2184-L1682, ekzon 12 6926
400 TNFRSF9, prob 2185-L1683 1p36
409 PARKY, prob 2187-L3592, ekzon 3 1p36
418 Kontrol prob 1617-L1199 13q12
427 PARKY, prob 3690-L3105, ekzon 1 1p36
436 PARK?7, prob 2188-L1686, ekzon 5 1p36
445 SNCA, prob 4096-L3102, ekzon 1 4q22
454 PARK?7, prob 2189-1.2365, ekzon 7 1p36
463 PINK1, prob 3697-L3153, ekzon 8 1p36.1
478 SNCA, prob 3689-L3104, ekzon 5 4q22
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Tablo 2.2 Salsa MLPA P052B Parkinson probmiks kiti prob bolgeleri

Uzunluk (bp) | Prob hedef bilge Kromozomal
pozisyon
64-70-76-82 DQ Kontrol prob
94 Sentetik Kontrol prob Chr. 2q14
130 Kontrol prob 0797-L0463 5q31
136 PACRG, prob 3204-L2565, ekzon 1 6926
142 CAV2, prob 3357-L.2741, ekzon 3 7q31
148 UCH-LI, prob 3680-L3095, ekzon 4 4pl4
154 PARK?2, prob 3366-L2750, ekzon 7 6926
160 UCH-LI, prob 3679-L3094, ekzon 1 4pl4
166 LRRK?2, prob 4574-L4006. G2019S mutasyon spesifik 12q12
172 PARK?2, prob 3361-1.3999, ekzon 2 6926
178 UCH-LI, prob 3681-L3096, ekzon 5 4pl4
184 LRRK?2 prob 4277-L3681, ekzon 1 12q12
193 Kontrol prob 1567-L1139 22ql12
202 UCH-LI, prob 2937-L1669, ekzon 9 4pl4
208 GCH1, prob 4405-L3099, ekzon 3 14q22
214 PARK2, prob 3371-L.3980, ekzon 12 6926
220 LRRK?2 prob 4282-1.3686, ekzon 41 12q12
18 bp gap
238 PARK?2, prob 3365-L.2749, ekzon 6 6926
247 Kontrol prob 1164-L0720. 11q13
256 GCH1, prob 4618-L3894, ekzon 1 14922
265 PARK?, prob 4613-1.3889, ekzon 3 6926
274 LRRK2 prob 4281-L3685, ekzon 27 12q12
283 GCHI, prob 4404-1.2610, ekzon 6 14922
292 PARK?2, prob 3367-L2751, ekzon 8 6926
301 Kontrol prob 3255-L2692. 11p13
310 GCH]I, prob 3683-L3098, ekzon 2 14922
319 GCH]I, prob 3685-L3100, ekzon 5 14922
328 LRRK?2 prob 4283-L3687, ekzon 49 12q12
337 PARK?2, prob 2176-L.1674, ekzon 4 6926
346 PARK?2, prob 3369-L.2753, ekzon 10 6926
355 Kontrol prob 4014-L3437. 2q33
364 PARK?, prob 3364-1L.2748, ekzon 5 6926
373 LRRK?2 prob 4278-L3682, ekzon 1 12q12
382 Kontrol prob 2562-L2030 6p25
391 PARK?2, prob 4614-1.3890, ekzon 11 18q11
400 CAV1, prob 3359-1L.2743 7q31
409 Kontrol prob 0963-L0550 2pl4
418 PARK?2, prob 3368-L2752, ekzon 9 6926
427 LRRK?2, prob 4279-L3683, ekzon 10 12q12
436 Kontrol prob 2967-1.2399 7q31
445 Kontrol prob 1799-L1362 13q14
454 SNCA, prob 4092-L3103, ekzon 2 4q22
463 LRRK?2, prob 4280-L3684, ekzon 15 12q12
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. GERECLER

3.1.1. Kullanmilan Gerecler

Spektrofotometre (Eppendorf)

Kapiller Elektroforez Cihazi (ABI Prizm 310)
Spektrofotometre Kiivetleri (Eppendorf)

Mikro Pipet takimi (Gilson)

Mikrosantrifiij (Eppendorf)

Thermal cycler (Gold 96 Well GenAmp PCR System 9700 ABI PRISM)
Jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)
Elektroforez aleti (Consort E844)

Mikrodalga firin (Arcelik)

Su banyosu (Niive)

Vorteks (Heidolph)

Deep-freeze (Meraeus)

Buzdolab1 (Argelik)

Santrifiij tiipleri

Ependorf Tiipii (1,5 ml lik)

PCR tiipleri (strip) (Perkin Elmer)

Toplama tiipii (QIAGEN)

Spin kolonu (QIAGEN)

ABI 310 yiikleme tiipleri (ABI)

ABI 310 47 cm Kapiller (ABI)
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3.1.2. Kullamlan Kimyasal Malzemeler:

DNA Ekstraksiyon Kiti (Qiagen QIAmp DNA Mini Kit)
Salsa MLPA Parkinson Probe Mix (P051-P052B Parkinson- MRC Holland)
Performans Optimize Edici Polimer 4 (POP4 TM) (ABI)
10X EDTA I1 Buffer (ABI)

Gene Scan 500 Rox Internal Size Standart (ABI)

Hi-Di Formamide (ABI)

Mineral Yag (Roche)

Etanol (%95) (Tekel)

6X Jel ylikleme tamponu (Sigma)

Agoroz ( Sigma-Lot: 072K0059)

Etidyum Bromid (Sigma)

Proteinaz K (QIAGEN)

Distile Su
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3.2. YONTEMLER

3.2.1. Materyal Secimi

Calismamiza Eskisehir Osmangazi Universitesi T1p Fakiiltesi Noroloji Anabilim
Dali Hareket Bozuklugu Poliklinigine 2004-2008 yillar1 arasinda Londra Beyin Bankasi

tan1 kriterlerine gore sporadik PH tanisi1 almis 58 hasta dahil edilmistir.

Sporadik 58 PH olgusunun periferik kan orneklerinden elde edilen DNA'’lar,
MLPA Parkinson P0O51/P052B kiti ile analiz edilerek sonuglar1 degerlendirilmistir.

Calismamizin amaglarina yonelik olarak, MLPA teknigi ile elde edilecek
sonuclarin karsilastirilmasinda farkli klinik yorumlar1 6nlemek amaciyla yalnizca tani
kriterlerine uyan hasta kanlar1 ¢alisma icin alimmistir. Calismaya ailevi PH Oykiisii
bulunan hastalar dahil edilmemistir. Calismamizda eksternal kontrol olarak kullanilan
saglikli kontrol DNA ornekleri, yaslari 60—65 arasi, ailelerinde ve kendilerinde

norodejeneratif hastalik dykiisii bulunmayan bireylerden se¢ilmistir.

Calismamiz icin Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik

Kurulundan 11.01.2008 tarih ve 2008/12 sayili onay alinmistir.

3.2.2. Qiagen® Ekstraksiyon Kiti ile Kandan DNA Elde Etme Protokolii

- Banyo 1s181 56°C ye getirilmistir.

- Kan ornekleri ve diger malzemeler oda sicakliina getirilmistir.

- 1,5 ml ependorf tiip strafora konulup iizerine kan protokol numarasi yazilmistir.
- 20 pl Qiagen proteaz (proteinaz K) ependorf tiipiiniin dibine konmustur.

- 200 pl hasta kan 6rnegi ependorf tiipiine eklenmistir.
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- Buffer AL calkalanip karistirildiktan sonra ependorf tiiptine 200 pl eklenmistir.
- Bu karisim 15 sn. vortekslenmistir.

- 56°C’de 10 dk. inkiibe edilmistir.

- Cok kisa siireli santrifiij edilmistir.

- %96-100 liik etanolden 200 pl 6rnege eklenip, 15 sn. vortekslenmistir.

- Filtreli tiipiin kapagina protokol numarasi yazilmaistir.

- Ependorftaki karigim filtreli tiipe dikkatlice aktarilmistir.

- 8000 devir/dk. 1 dk. santrifiijlenmistir.

- Filtreli tiip yeni toplama tiipiine konulup, filtrath tiip atilmistir. (Filtreli tiip

tamamen bosalmadiginda tam devirle yeniden santrifiijlenmistir)

- 500 pl Buffer AWT1 dikkatlice filtreli tiipe konulmustur. 8000 devir/dk 1 dk.

stireyle santrifiijlenmistir.
- Filtreli tiip ikinci yeni toplama tiipiine konulup, filtrath tiip atilmistir.
- Filtreli tiipe 500 pl Buffer AW?2 konulmustur.
- 14.000 devir/dk. 3 dk. santrifiij edilip, filtratl: tiip atilmistir.

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

ependorf tiipii atilmistir.
- Filtreli tiip yeni ependorflara aktarilip, tizerine 200 pl Buffer AE eklenmistir.
- Oda sicakliginda 5 dk. bekletilip, 8000 devir/dk. 1 dk. santrifiijlenmistir.

- Filtreli tiip atilip DNA igeren mayi ependorf i¢inde -20°C’ye kaldirilmustir.
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3.2.3. izole Edilen DNA Orneklerinin MLPA Yo6ntemiyle Analizi

3.2.3.1. DNA denatiirasyonu ve SALSA P051/052 probmiksle hibridizasyonu

- Orneklerimizden elde ettigimiz DNA dan 5 pl (20-250 ng DNA) alinmistr.
- Alinan 6rnekler 200 pl’lik PCR strip tiiplerine aktarilmistir.

- 98 °C’de 5 dk. Thermal Cycler cihazinda bekletilerek DNA nin denatiirasyonu

saglanmistir.
- Sonrasinda drnekler 25 °C’ye sogutulmustur.

- 25 °C’deki DNA 6rneginin iizerine 1.5 pul SALSA Probe Mix (P126/ P127) ve
1.5 ul MLPA Buffer ilave edilip pipetaj ile homojenize edilmistir.

- Sonraki agsamada buharlasmay1 6nlemek i¢in PCR strip tiiplerinin iizerine 5 pl

mineral yag eklenmistir.

- Daha sonra 95 °C’de 1 dk. inkiibe edilip 6rnekler 60 °C’de 16 saat

hibridizasyona birakilmistir.
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3.2.3.2. Ligasyon reaksiyonu

- Hibridizasyon siiresi bitiminde termal cycler cihazinin 1sis1 54 °C’ye

indirilmistir.

- Ornekler 54 °C’ye geldikten sonra strip tiiplerden mineral yag dikkatli sekilde

pipet ile alinmustir.
- Hibridizasyon {iriiniine 32 pl Ligaz-65 miks ilave edilmistir.
- 54 °C’de 15 dk. inkiibasyona birakilmstir.

- Daha sonra 98 °C’de 5 dk. bekletilerek ligaz inaktivasyonu saglanmustir.

3.2.3.3. PCR

- Ligasyon reaksiyonu iriiniinden 10 pl almarak ayr1 PCR strip tiiplerine

aktarilmastir.
- Daha sonra ligasyon iiriinii konmus her strip tiipiine sirasiyla:
-4 ul 10XSALSA PCR Buffer
- 26 pl distile su
- 10 pl Polimeraz miks,

konularak PCR baslatilmistir.
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-PCR sartlari:

Denatiirasyon 30 sn. 95°C
Annealing 30 sn. 60 °C 38 dongii
Ekstansiyon 60 sn. 72 °C

Final Ekstansiyon 20 dk. 72 °C

3.2.3.4. ABI 310 cihazina yiikleme

- PCR bitiminde elde edilen iiriinlerden 3 pl alinarak ABI 310 cihaz1 yiikleme

tiiplerine aktarilmistir.
- Daha sonra iizerlerine:
- 0.5 pl internal size standart (Rox 500)
- 12 pl deiyonize formamid konularak pipetajla homojenize edilmistir.

- Ornekler 94 °C de 4 dk. Thermal Cycler cihazinda bekletilerek denatiirasyonlari

saglanmuistir.
- Devaminda Ornekler buz iizerine alinmustir.

- ABI 310 cihazinda; 15 kV de 5 sn injeksiyon zamani, 60 °C ve 15 kV’da 25 dk.

yiiriitme zamani, filitre C sartlar saglanmstir.

- Daha sonrasinda ABI cihazina yiiklenilerek, Gene Mapper programinda

okutulmaya baslanmistir.

- Her 6rnege ait pik goriintiileri ve pik alanlar elde edilmistir.
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3.2.3.5. Degerlendirme

Gene Mapper programinda okutulan orneklerin pik alanlar1 ve prob uzunluklar
Excel dosyasi formatinda kaydedilmistir. Spesifik olmayan niimerik amplifikasyon pik
degerleri temizlenmistir. Normal ve test Orneklerine ait sadece beklenen MLPA
giriinlerinin pik alanlart kalmistir. Problarin elde edilen boyut ve pik alanlan verileri
DiagenAnalyzer® programina aktarilmistir. Saglikli bireylerden alinan veriler eksternal

kontroller olarak programa kaydedilmistir.

Her test dort eksternal saglikli kontrol bireylerine ait Orneklerle calisilmistir.
Eksternal kontrol olarak kullanilan saglikli kontrol DNA 6rnekleri, yaslart 60-65 arasi,
ailelerinde ve kendilerinde norodejeneratif hastalik Oykiisii bulunmayan bireylerden
secilmistir. Relatif kantitatif PCR yontemi olan MLPA ile degerlendirme yapilirken
DiagenAnalyzer® programi, otomatik olarak internal kontrol ve eksternal kontrol pik
degerleri ile her bir prob spesifik bolge i¢in doz tayini yapmaktadir. Doz tayini bu

program ile yapilmistir.

Yontem geregi olarak, program tarafindan test edilen prob bolgesi i¢in, doz orani
0,7 ve 1,3 degerleri arasinda hesaplandiginda 6rnege ait bu bolgenin normal dozda
oldugu, 0,5’den kiiciikk degerlerde delesyon yani doz eksigi oldugu, 1,8’den biiyiik
degerler ise amplifikasyon yani doz fazlasi oldugu belirlenmistir. Saptanan degerler 0,5
ile 0,7 arasinda veya 1,3 ile 1,8 arasinda ise gri alan olarak tanimlanmis ve programin
igerisinde bulunan dogrulama islemi uygulanarak yeniden incelenmistir. Gri alan olarak
belirlenmis deger araliklarindaki bolgeler, DiagenAnalyzer® programinda yer alan
dogrulama boliimiinde gercek bir delesyon veya amplifikasyon olup olmadigi yoniinde
tekrar incelenmistir. Burada elde edilen pik degerlerinin gercek bir delesyon veya
amplifikasyon olup olmadigi, bu pik degerinin elde edildigi hastanin sentetik prob
biiyiikliigii ile kontrollerin sentetik prob biiyiikliikleri karsilagtirilarak dogrulanmistir.
Gri alan formiilii uygulanmis bolgenin sonuglari, doz oram 0,7 ve 1,3 degerleri arasinda
hesaplandiginda ©6rnege ait bu bodlgenin normal dozda oldugu, < 0,7 degerlerinde
bolgede kesin delesyon yani doz eksigi oldugu, > 1,3 degerlerinde ise kesin

amplifikasyon 1,3 ile yani doz fazlas1 oldugu seklinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Eskisehir Osmangazi Universitesi T1p Fakiiltesi Anabilim Dal1 Hareket Bozuklugu
Poliklinigi’nde, klinik olarak Londra Beyin Bankasi tan1 kriterlerine gore sporadik PH
tanist almis 58 olgu calismaya alindi. Bu hastalara ait kan Orneklerinden DNA
izolasyonu gergeklestirildi. Saglikli bireylerden alinan DNA 6rnekleri de kontrol grubu
olarak calismaya alindi. Olgularin yaslari, cinsiyetleri, hastalik baslangi¢ zamanlar ve

hastalik siddetlerini gésteren UPDRSIII skorlar1 hasta dosyalarindan temin edildi.

4.1. ARASTIRMA GRUBU BiREYLERINiN DEMOGRAFIK VE KLIiNiK

OZELLIKLERI

Calisma grubumuza dahil edilen hastalarin 30’u kadin, 28’i erkek olup, yas

ortalamasi 64,8 olarak bulunmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Hastalarin yas gruplarina gére dagilimm

Yas n %
<50 2 4,0
50-59 13 22,0
60-69 25 43,0

70> 18 31,0
Toplam 58 100,0

Calismamiza katilan hastalarin yas gruplara goére dagilimi tablo 4.1°de

goriildiigli gibidir. Tablo 4.2’de goriildiigii iizere hastalarin baglangi¢ yaslar ortalama
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57,1’dir. Hastalarin %14°ii (n=8) erken baslangicli 50 yas alt1 grubu, %86’s1 (n=50)
gec baslangicli 50 yas iistii grubu olugturmaktadir.

Tablo 4.2 Hastalarin baslangi¢ yaslarina gore dagilinu

Klinik Tani n %

Erken Baslangi¢gh <50 8 14,0
Gec Baslangicli >50 50 86,0
Toplam 58 100,0

4.2. ARASTIRMA GRUBU BiREYLERI MLPA BULGULARI

Calisma grubuna alinan hastalarin kan Orneklerinden elde edilen DNA
orneklerinde Salsa MLPA P051 ve P052B kiti kullanilarak MLPA yontemi calisildi.
Calismada ABI 310 cihazina yiiklenen oOrnekler, Genemapper V.3.7 programi
kullanilarak incelendi. Bu programda elde edilen piklerin biiyiikliikleri kontrol
hastalar ile karsilagtirilmak tizere Excel makro tabanl DiagenAnalyzer® programina
aktarildi. Genemapper programinda elde edilen piklerin boyutu oncelikli olarak DNA
miktariyla orantihidir. Kaliteli ve yeterli miktarda (50- 500 ng) DNA elde edilemeyen
orneklerde pikler diisiik ve non-spesifik olabilmektedir. MLPA yonteminde kullanilan
DNA miktarinin diizey tayini, prob piklerinin baslangicinda yer alan DQ ( DNA
Quantity) fragmanlarina gore yapildi. Bu pikler 64, 70, 76, 82 b¢ uzunlugunda,
ligasyon olmasa bile goriilen piklerdir. Elde edilen prob piklerine gore bu kontrol
piklerini karsilagtirarak DNA miktar1 belirlenebilmektedir. Buna gore bu kontrol
pikleri elde edilen prob piklerine gore biiyilkse DNA miktarinin yeterli olmadigini
gostermekte, eger bu kontrol pikleri prob piklerinden kiigiikk veya goriinmiiyor ise

DNA miktarinin yeterli oldugunu gostermektedir.
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Her calismada saglikli, ailesinde veya kendisinde norodejeneratif hastalik
Oykiisii bulunmayan dort bireyin periferik kamindan elde edilen DNA &rnekleri

internal kontrol olarak calismaya dahil edilmistir. Calismada kullandigimiz

kontrollerden birine ait pik goriintiileri ve piklerin karsilig1 olan prob bolgeleri Sekil

4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1 Bir kontrol bireyine ait MLPA Salsa PO51 pik goriintiileri ve prob bolgeleri
200 300 400
Lo0go UCHL1 PARKZ PARKZ
eksond ekson2 ekeonl2 PARKZ
UCHL GCHI
#000 eksond
PAREZ SHCA
eksonS £p25  CAVL LRRK2 %)  eksom2
A000 eksonls
22012 13q14
4000
0
5q31 TCHLL LRI\IQ GCTHl LERE2 T T T T T PAI.KZ T
FACES eksonl eksonl ekson3 eksomdl  pypro i P 2033 1;1?::1:12 e L
slroxd ehsoms eksons ehsouz FARKS PARK2 LRFK2 eksonls
eksonll eksonll
eksom3 i eksemll
ehsomd®
LRREZ

520123

Sekil 4.2 Bir kontrol bireyine ait MLPA Salsa P052B pik goriintiileri ve prob bolgeleri
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Elde edilen piklerin b¢ uzunluklari Genemapper programinda degisik boylarda
pikler seklinde goriilmiistiir. Bu pik alanlar1 daha sonra Excel programina aktarilarak,
non-spesifik pikler silinerek kaydedilmistir. Daha sonra Excel formatina aliman pik
alanlari, yine Excel tabanli ¢alisan DiagenAnalyzer® programinda degerlendirmeye
almmistir. Bu programda kontrol pikleri ile hasta pikleri karsilagtirilarak bir ortalama
deger elde edilmistir. Bu deger 0,7°nin altinda ise delesyon yoniinde, 1,3’iin iistiinde

veya esitse amplifikasyon yoniinde degerlendirilmistir.

4.2.1. SNCA (PARK1, PARK4) Prob Bolgesi Bulgular1

Calismaya alian 58 hasta MLPA yonteminin Parkinson hastalarina spesifik dizayn
edilmis olan PO51-P052B kitleri kulanilarak incelenmistir. Tablo 4.3’de goriildiigii gibi
SNCA (Park 1 ve Park 4) geni ekzon 1, ekzon 2 ii¢ ayr probla (Yabanil, A30P
mutasyonu spesifik ve dozaj analizi i¢in birer probla), ekzon 3, ekzon 4, ekzon 5 ve
ekzon 6 bolgelerine yonelik hazirlanmig prob bolgeleri olmak iizere alt1 ekzonu taramak
amaciyla incelendiginde, SNCA ekzon 1’de dort hastada delesyon, iic hastada
amplifikasyon, SNCA ekzon 2’de birinci prob bolgesinde, bir hastada delesyon, SNCA
ekzon 4 bolgesinde bir delesyon, SNCA ekzon 5 bolgesinde, ii¢ hastada delesyon, sekiz
hastada amplifikasyon, SNCA ekzon 6’da bir hastada delesyon bir hastada amplifikasyon
saptanirken ¢alismaya alinan hastalar icerisinde SNCA geni ekzon 3’e ait prob bolgesinde
herhangi bir delesyon veya amplifikasyona rastlanmamistir. SNCA genlerinde
amplifikasyon bulunan hastalar sonugta duplikasyon olarak degerlendirilirlerken, daha
biiyiik sayida amplifikasyonlara karsilik gelen triplikasyon veya multiplikasyonlar

saptanmamistir.
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Tablo 4.3 SNCA Delesyon ve Amplifikasyonlar: Dagilimu

SNCA Prob Bolgeleri Delesyon Saptanan Hasta Amplifikasyon Saptanan Hasta
Sayisi Sayisi

Ekzon 1 4 3

Ekzon 2 1.Prob bolgesi 1 --

Ekzon 3 - --

Ekzon 4 1 -

Ekzon 5 3 8

Ekzon 6

Ekzon 2 A30P Mutasyon 15% --

TOPLAM 25 12

SNCA ekzon 2 A30P mutasyon bolgesinde Tablo 4.3’te goriildiigii gibi, 15 hastada
nokta mutasyonu saptanmistir. (*) ile isaretlenmis bu 15 hasta icerisinden birinde ayni
zamanda yabanil allele yonelik pik alinmamasi, bu hastanin mutasyonunun homozigot,

diger 14 hastanin da heterozigot genomik degisimini tasidigin1 gostermistir.
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Sekil 4.3 SNCA geninin 2. ekzonunda A30P heterozigot mutasyonu saptanan hastaya ait ornek MLPA pik

goriintiileri ve delesyon goriilen prob bolgesi.
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Sekil 4.3’de goriildiigii gibi prob bolgelerinin karsilik geldigi pikler belirtilmistir.
Bu piklere gore delesyonlu bolgeye ait pik diismesi rahatlikla goriilebilmektedir. A30P
WT (Yabanil A30P alleli) prob bolgesi de MLPA panelinde mevcuttur. Bu proba ait pik
normalde diger piklere nazaran biraz diisiik goriiniim verir. Yabanil allellerden birinin
mutasyonu sebebiyle A30P yabanil probu bu beklenen diisiik degerden de diisiik ¢ikarak
doz kaybimi gostermistir. A30P mutasyonu saptanan ve gorece diisiik saptanan yabanil
A30P pik degeri her iki allelin de varligim1 gostermistir. Bu sebeple hasta heterozigot
A30P mutasyonu olarak degerlendirilmistir. Mutasyon saptanmayan hastalarda A30P
probu pik vermemis, A30P WT problari ise 0,7 ve 1,3 aras1 degerlerde saptanmistir. Elde
edilen piklerin alanlar1 kontrollerin alanlar1 ile karsilastirilmak iizere DiagenAnalyzer®

programinda degerlendirilmistir. Bu degerlendirme Tablo 4.4’te verilmistir.
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Tablo 4.4 SNCA geninin 2. eksonunda heterozigot A30P mutasyonu saptanan hastaya ait DiagenAnalyzer®

programi 6rnek degerlendirme sonuglart

1,149492
1,145121
1,093394
1,134505
0,51655

0,85936

0,967669
0,941608
1,006618
1,064411
1,000826

0,915923
1,036612
0,997178
0,879216
1,066443
0,916581
0,981699
0,987339
1,066895
0,836856
1,028318
0,947759
0,954096
0,999758
0,802322
0,966725
0,866831
0,909519
0,993778
0,931078
0,947223
0,890697
1,018453
0,930273
0,874433
0,909788
0,85771
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DiagenAnalyzer® programindan elde edilen Tablo 4.4’te, 6rnek bir hastaya ait pik
alanlarinin degerlendirme sonucu yer almaktadir. Bu tabloya gore son siitunda yer alan
degerler, hasta ile kontrollerin karsilastirilmasi sonucu elde edilen oranlan
gostermektedir. Bu oranlar degerlendirilirken 0,5’in alt1 kesin delesyon ( sar1 bolgeler) ve
1,8’in tistiinde yer alan degerler de kesin amplifikasyon yoniinde degerlendirilmistir. Bu
tabloda SNCA A30P mutasyonu ve yabanil tip genomik degisime spesifik iki ayr
probdaki delesyonlarin birlikte saptandigi gosterilmektedir. Tablo 4.4’te gosterilen bu
hastada kirmiz1 ile gosterilen A30P mutasyon spesifik probda amplifikasyon, sar1 ile
gosterilen A30P WT spesifik probda delesyon goriilmektedir. Hastamiz saptanan
heterozigot A30P mutasyonlu Parkinson hastasidir. Mavi renk ile gosterilen bolgeler

normal olarak degerlendirilmis bolgelerdir.

4.2.2. UCH-LI (PARKS) Prob Bolgesi Bulgular:

UCH-LI geni ekzon 1, ekzon 4, ekzon 5 ve ekzon 9 bolgelerine yonelik
hazirlanmis dort ekzon bolgesi incelendiginde; prob bolgelerinde herhangi bir

amplifikasyon veya delesyon saptanmamistir.

4.2.3. Parkin (PARK2) Prob Boélgesi Bulgulari

Parkin geninde ekzon 1’den ekzon 12’ye kadar tiim ekzon bdlgelerine yonelik
hazirlanmig PO5S1 ve PO52B panelleriyle 12 ekzon bolgesi incelenmistir. Tablo 4.5’te
goriildiigli gibi Parkin ekzon 3’de bir hastada delesyon, ekzon 4’de bir hastada delesyon,
ekzon 5’de dort hastada delesyon, ekzon 6’da bir hastada amplifikasyon; ekzon 8 de ii¢
hastada delesyon, ekzon 9’da bir hastada delesyon, iki hastada amplifikasyon, ekzon
10’da bir hastada amplifikasyon, ekzon 11°de iki hastada delesyon, ii¢ hastada
amplifikasyon, ekzon 12’de dort hastada delesyon, bir hastada amplifikasyon tespit

edildi. Calismaya alinan hastalar icerisinde Parkin geni ekzon 1, ekzon 2 ve ekzon 7’ye
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ait prob bolgesinde herhangi bir amplifikasyon veya delesyona rastlanmamistir. Ekzon 5
ve 12’de saptanan delesyonlarin nispeten daha yiiksek olmasi dikkat cekicidir. Parkin
geninin birinci intronuna bitisik promotor bolgede lokalize olan PACRG ekzon 1’de ise

herhangi bir delesyon veya amplifikasyona rastlanmamastir.

Tablo 4.5 Parkin (PARK2) Geni ve PARCG Gen Bolgesi Delesyon / Amplifikasyon dagilimi

PARK? Prob Bolgeleri Delesyon Saptanan Hasta Sayisi Amplifikasyon Saptanan Hasta
Sayis1

Ekzon 1 -- --
Ekzon 2 -- --
Ekzon 3 1 --
Ekzon 4 1 --
Ekzon 5 4 --
Ekzon 6 -- 1
Ekzon 7 -- --
Ekzon 8 3 --
Ekzon 9 1

Ekzon 10 -- 1
Ekzon 11 2

Ekzon 12 4 1
PACRG Ekzon 1 -- --
TOPLAM 16 8
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Sekil 4.4 Parkin (PARK2) geninin 4. ekzonunda saptanan delesyonlu hastaya ait érnek MLPA pik
goriintiileri ve delesyon goriilen prob bolgesi.
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Sekil 4.4’de goriildiigii gibi, ornek Parkin ekzon 4’e ait pik alani diger pik
alanlarindan relatif olarak daha diisiiktiir ve bu Genemapper programindan Excel verisi
olarak almarak internal ve eksternal kontrol problariyla program icindeki makro ile
otomatik olarak oranlandirilarak sayisal olarak teyid edilmistir. Tablo 4.6’da goriildiigii
gibi bu orana gore 0,47979 olarak saptanan pik degeri delesyon olarak

degerlendirilmistir.
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Tablo 4.6 Parkin (PARK?2) geninin 4. ekzonunda delesyon saptanan ornek hastaya ait DiagenAnalyzer®
programi degerlendirme sonuglar1

1,015193
0,93972

0,950538
1,058202
0,834354
1,100129
0,879951
1,026159

0,928546
1,010058
0,973221
0,916875
0,972348
0,917767
0,911222
0,963

0,809709
0,962076
0,982503

0,921477
0,854883

0,961415
0,970835
0,971553
1,09053

1,04805

1,059017
0,901099
0,987474
1,044396
1,119603
1,158459
1,087322
1,001127
1,161096
1,138346
1,053244
1,03449

1,050849
1,048255
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4.2.4. DJ-1 (PARK?7) Prob Bolgesi Bulgulari

DJ-1 geni ekzon 1-7 bolgelerine yonelik olarak hazirlanmis yedi ekzon bolgesi

incelenmistir. Tablo 4.7’de goriildiigii tizere DJ—I ekzon 1’de bes hastada delesyon, bes

hastada amplifikasyon, ekzon 3’de dort hastada delesyon, iki hastada amplifikasyon,

ekzon 5°de ii¢ hastada delesyon, iki hastada amplifikasyon, ekzon 7 de bir hastada

delesyon saptandi. Calismaya alinan hastalar icerisinde DJ—I geni ekzon 2, ekzon 4 ve

ekzon 6’ya ait prob bolgesinde herhangi bir amplifikasyon veya delesyona

rastlanmamistir. Ekzon 1’de saptanan delesyon ve amplifikasyonlar nisbeten daha

yiiksek bulunmustur.

Tablo 4.7 DJ-1 Geni Delesyon / Amplifikasyon dagilimi

PARKY7 Prob Bolgeleri Delesyon Saptanan Amplifikasyon
Hasta Sayisi Saptanan Hasta Sayisi
Ekzon 1 5 5
Ekzon 2 - -
Ekzon 3 4 2
Ekzon 4 - -
Ekzon 5 3 2
Ekzon 6 -- --
Ekzon 7 1 -
TOPLAM 13 9
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Sekil 4.5 TNFRSF9 geninde delesyon saptanan hastaya ait ornek MLPA pik goriintiileri ve delesyon
goriilen prob bolgesi.

Ayrica DJ-1 genine ek olarak MLPA kitimizde TNFRSF9 genine ait PARK7
lokusunun 23 kb p-telomerik ucuna spesifik prob da bulunmaktadir. Bu konuda herhangi
bir yaym olmamasina ragmen hiicresel enflamasyon cevabi ile ilgili TNFRSF9 genine
yonelik hazirlanmis tek prob sonuglari incelendiginde ¢alismamizda alti hastamizda
delesyon, dort hastamizda da amplifikasyon saptanmistir. Sekil 4.5’te TNFRSF9 geninde
delesyon saptanan bir hastaya ait pik goriintilleri ©Ornek olarak eklenmistir.
DiagenAnalyzer® degerlendirme sonuglari tablo 4.8’de sunulmustur. Bu tabloda hastaya

ait TNFRSF9 geninde saptanan delesyon sari renk ile gosterilmistir.
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Tablo 4.8 TNFRSF9 geninde delesyon saptanan hastaya ait DiagenAnalyzer® programu 6rnek
degerlendirme sonuglari

1,112
1,03972
0,97653
1,0158
0,934354
1,010129
0,979501
9,726159
0,90137
0,928546
1,01018
0,88221
0,967875
0,979348
0,988767
0,91002
0,9008
0,879709
0,992076
0,988403
0,921477
0,954883
0,961415
0,940835
0,988553
1,01053
0,97879
1,04805
1,059017
0,901099
0,887474
1,14396
1,09603
1,187322
1,101127
1,160106
1,038346
0,953244
1,04439
1,050849
1,108255
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4.2.5. PINK1 (PARKG6) Prob Bolgesi Bulgulari

PINK] geninin 8 ekzonuna yonelik hazirlanmis problar incelenmistir. Tablo 4.9’da
goriildigii tizere PINKI ekzon 1’de bir hastada delesyon, ii¢ hastada amplifikasyon,
ekzon 3’de ii¢ hastada amplifikasyon, ekzon 4’de bir hastada delesyon, ekzon 5’de iki
hastada delesyon, dort hastada amplifikasyon, ekzon 6’da iki hastada delesyon, iki
hastada amplifikasyon, ekzon 7°de iki hastada delesyon, ekzon 8’de alt1 hastada
delesyon, dokuz hastada amplifikasyon saptanmistir. Calismaya alinan hastalar icerisinde
PINK]I geni ekzon 2’ye ait prob bolgesinde herhangi bir amplifikasyon veya delesyona
rastlanmamistir. Ekzon 8’de saptanan delesyon ve amplifikasyonlarin nisbeten daha

yiiksek olmasi1 dikkat cekmektedir.

Tablo 4.9 PINK! Geni Delesyon / Amplifikasyon dagilimi

PINK1 Prob Bolgeleri Delesyon Saptanan Amplifikasyon Saptanan
Hasta Sayisi Hasta Sayisi
Ekzon 1 1 3
Ekzon 2 - -
Ekzon 3 . 3
Ekzon 4 1 -
Ekzon 5 2 4
Ekzon 6 2 2
Ekzon 7 2 -
Ekzon 8 6 9
TOPLAM 14 21
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Sekil 4.6 PINKI geninin 8. ekzonunda saptanan amplifikasyonlu hastaya ait 6rnek MLPA pik goriintiileri

ve amplifikasyon goriilen prob bolgesi

4.2.6. GCHI Prob Bolgesi Bulgular:

GCHI geni ekzon 1, ekzon 2, ekzon 3, ekzon 5 ve ekzon 6 olmak iizere bes ekzon

bolgesine yonelik hazirlanmig problar incelendiginde tablo 4.10°da goriildiigii tizere ayn1

hastada GCHI geni ekzon 2 ve ekzon 6’da birer delesyon saptandi. Calismaya alinan

hastalar icerisinde GCHI geni ekzon 1, ekzon 3 ve ekzon 5’e yonelik hazirlanmig

problarda herhangi bir delesyon veya amplifikasyona rastlanmamistir.

Tablo 4.10 GCHI Geni Delesyon / Amplifikasyon dagilimm

GCH]1 Prob Bolgeleri Delesyon Saptanan Hasta
Sayis1

Amplifikasyon Saptanan Hasta

Sayisi

Ekzon 1, 3 ve 5 -

Ekzon 2 ve 6 1

TOPLAM 1

Bu hastaya ait 2 ve 6. ekzonda saptanan MLPA pik goriintiileri ve

saptanan prob bolgeleri Sekil 4.7°de gosterilmistir.

delesyon
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Sekil 4.7 GCH1I geninin 2 ve 6. ekzonunda delesyon saptanan hastaya ait 6rnek MLPA pik goriintiileri ve
delesyon goriilen prob bolgeleri.

4.2.7. LRRK2 (PARK 8) Prob Bélgesi Bulgular:

LRRK? geni i¢in ekzon 1, ekzon 2, ekzon 10, ekzon 15, ekzon 27, ekzon 41, ekzon
41 G2019S mutasyonu ve ekzon 49 olmak iizere sekiz ekzon bolgesine yonelik olarak
hazirlanmis problar incelenmistir. Tablo 4.11°de goriildiigii tizere LRRK2 ekzon 1’de iki
hastada delesyon, ekzon 10’da bir hastada delesyon, ii¢ hastada amplifikasyon, ekzon
15°de bir hastada delesyon, dort hastada amplifikasyon saptandi. Calismaya alinan
hastalar icerisinde LRRK2 geni ekzon 2, ekzon 27, ekzon 41 ve ekzon 49’a yonelik
hazirlanmis problarda herhangi bir delesyon veya amplifikasyona rastlanmamistir. Ancak

ekzon 41°de G2019S bolgesinde yedi hastada nokta mutasyonu saptanmistir.

Tablo 4.11 LRRK?2 Geni Delesyon / Amplifikasyon dagilimi

LRRK2 Prob Bolgeleri Delesyon Saptanan Hasta Amplifikasyon Saptanan Hasta
Sayisi Sayisi
Ekzon 1 2 --
Ekzon 2 -- --
Ekzon 10 1 3
Ekzon 15 1 4
Ekzon 27 -- --
Ekzon 41 -- --
Ekzon 41 G2019S Mutasyonu 7 --
Ekzon 49 -- --
TOPLAM 11 7
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LRRK?2 10. ekzonunda amplifikasyon saptanan bir hastamizin pik goriintiisii sekil
4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8 LRRK2 (PARKS)geninin 10. ekzonunda amplifikasyon saptanan hastaya ait 6rnek MLPA pik
goriintiileri ve amplifikasyon goriilen prob bolgesi.

4.2.8. Hastalarin Baslangi¢ Yaslarmma Gore Mutasyon Dagilim Bulgular:

Tablo 4.12 Saptanan genomik degisikliklerin erken baslangicli (<50) hastalara gore dagilimi.

=
=2 B & RN K & ®
% S 28| 2|~ > S Y g <
s nle| 2| = < ~ = ~
> = 2| =] < | & ) é ~ < Q E
- o = @ & < 2 &~ &) &
Sl s B |l <| Z| &3 Z S & © =
S| =| § | | =| x| 2 ™ | = Rl 3| = e
22| 2| z|8|O| 0|0 | R & ) 2B &
= | = ] sl a2z O < ~| = SR &
") -} | P A A A D W Q| N Al Ol ~
4787 |K |38 |43 |12 | (H) -6 +)
4895 |E (39 |44 |22 || - )
5507 |E |40 |56 |58 | (#) 12 13 | - | +145-6-7-8
5153 |K |43 |59 |32
4780 |K |45 |58 |42
4822 |E |46 |57 |35
4745 |K |47 |50 |22 -11 -1
5087 |K |49 |52 |18 446 +15
Ortalama 434 524 |30
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Sporadik EBPH olgularimizin cinsiyet dagilimi 3 erkek, 5 kadindan olusmaktadir.

Ortalama PH baglangic yasi 43,4 olup, baslangic yaslari 38-49 arasinda; ortalama

UPDRSIII skoru 30 olup 12-58 degerleri arasindadir. Olgularin yas ortalamalar1 52,4 ve

yaslar1 43-59 arasindadir. EBPH olgularimizin bu degerleri tablo 4.12°de gosterilmistir.

Tablo 4.13 Saptanan genomik degisikliklerin ge¢ baslangicli (>50) hastalara gore dagilimi

k]
z HEIEIEIE S e S 7 ]
= Zlels %8 g £ 0. £ z Z
— @ =9 & Z 2 ~ & &
s 2 zZ <2 =3 & s T o3 S
£0g £ 28|33 $|= 3 T & X 2 E <
£ 5] & S 813 & &S N S £ 3 5 3
4834 | K |50 55 10 +5 +8
5082 |E |50 55 32
4774 | K |51 67 48 -4 --5--8 -
4846 |E |51 62 42 | (+) -1-5 +6 -1-7 - | +3+5-8
5154 |E |51 62 42
4789 | K |52 63 42 | (+) +)
4924 | K |52 63 42 | (+) -9 +1+5-7 (+)
5371 | K |52 56 12 -8
5254 |E |53 68 42
4784 |K |54 64 42 | (+) -1 - +3
4910 |K |54 66 32 +1+5 +11 + +8 +10+15
5076 |E |54 61 42
5086 |E |54 57 19 +10+15
5253 | K |54 64 42
4911 |E |55 58 12 +
4872 |E |56 61 24 +9 +15
5169 | K |56 62 28
5352 |K |56 57 8
4783 |E |57 |59 |11 |(#)
4886 |K |57 66 32 -1 -5-11 -1-3 -8 (+) -10
4894 |E |57 62 24 +1
4778 |E |58 69 24
4875 |E |58 63 24 -6
5184 |E |58 63 27 +5
4798 | K |59 70 34 +5 +1 +8
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Tablo 4.13 Saptanan genomik degisikliklerin ge¢ baslangicli (=50) hastalara gore dagilimi (devam ediyor)

2| = F| n S e 2 %
| = E g E % E § % § = E ; %
2| 5| 2/2|/5 g 2|E| £ 2/ g £ 53 £
S| E| | =| 3| <= &~ Z & = | S| S
=\°| 2| |&3/8| 3|&| E| z|% §| |yl &
= 5|58 &S| £ S S g 3
4823 |E |59 |68 |34 +5 +8 +10
4785 |K |60 |65 |48 | ()
4833 |E |60 71 42 +5 +1+5 -548
5522 |K |60 64 28 -1 -8 -2-6
4736 |K |61 73 34 +1+5 +11+412 | +14345 | + +8
4779 |K |61 71 42 | (+) +10+11 +6
4843 |K |61 64 14 +6 -1
5077 |E |62 |66 |28
5394 | K |62 71 48 -1-5 -12 -3-5 - -8
5506 |[K |62 |69 18 -2-5 -8-12 -1-3-5 - -4
4752 |E |63 65 11
4818 |K |63 |77 |38 -1-15
4817 |K |64 67 18 +5 +1 +8
5235 |K |64 72 42
4776 |E |65 |80 |52 | () 3
4788 |E |65 70 32 -12 +)
4810 |E |66 72 32 | (1)
4825 |E |66 78 29 | () +6+8
5505 |E |66 |70 (21 [(#) (+)
4874 |K |68 72 24 +9 +
5108 |K |68 72 24
5137 |E |68 72 37 -5
4786 |E |70 75 32 | (H -5 +3
5083 |K |70 79 44
4737 |E |73 76 18 +1+5 +1+3 -548
Ortalama 59,3 66,8 |30

(+) isareti nokta mutasyonu varligini, + isareti amplifikasyonu, - isareti delesyonunu gostermektedir. +
veya - degerinin Oniindeki rakam ekzon numarasini ifade etmektedir. Ornegin +5, tablodaki genin ekzon 5
amplifikasyonu oldugunu; -1 tablodaki genin ekzon 1 delesyonu bulundugunu ifade etmektedir.
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Sporadik GBPH olgularimizin cinsiyet dagilimi 25 erkek, 25 kadindan
olugmaktadir. Ortalama PH baslangi¢ yaslar1 59,3 olup, baslangi¢ yaslar1 50-73 arasinda;
ortalama UPDRSIII skoru 30 olup, 852 degerleri arasindadir. Olgularin yas ortalamalari
66,8 ve yaslar1 55-80 arasindadir (Tablo 4.13).

Sporadik EBPH ve GBPH olgularimizin MLPA analizi yapilan genlere gore

mutasyonlariin dagilimi ve klinik skor bilgileri tablo 4.12 ve 4.13’de gosterilmistir.
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5. TARTISMA

5.1. Elde Edilen Verilerin Literatiir Bilgileri ile Karsilastirilmasi

Klinik olarak sporadik PH tanis1 almig hastalarla yapilan ¢calismalarda OD olarak
SNCA nokta mutasyonu 1997°de Polymerapoulos ve ark. (118), SNCA
multiplikasyonlar1 2003’te Singleton ve ark. (134) ve Chartier-Harlin ve ark. (17),
LRRK? mutasyonlar1 2004’te Zimprich ve ark. (169), OR formda olan Parkin
mutasyonlart 1998’de Kitada ve ark. (68), DJ—I mutasyonlar1 2001’te van Duijn ve
ark. (152), PINKI mutasyonlar1 da 2004’de Valente ve ark. (150) ve heniiz tam
kesinlikte olmasa bile arastirmacilar tarafindan aday gen olarak tanimlanan UCH-LI
mutasyonlar1 Lowe ve ark. (84) tarafindan kesfedilmislerdir. Bu ¢alismalarda baglanti
analizi, dogrudan dizileme, SNP, Restruction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP),
mikrosatellit tarama, semikantitatif RT-PCR gibi yontemlerle ancak belli bolgeler ve
belli genlere yonelik calismalar yapilabildigi icin bizim uyguladigimiz MLPA analizi
teknigi ile calisan arastirmacilar, PH ile iliskilendirilmis genlerin 67 ayr1 bolgede

genomik degisimlerini tarayarak iligkilendirebilme imkanini bulmuglardir.

5.1.1. SNCA (PARK1, PARK4) Prob Bolgeleri

PH genleri ile iligkili bircok gen tanimlanmistir. Bu genlerden birisi de SNCA
genidir. SNCA geni alti ekzonlu, 117 Kb uzunlugunda ve 4q21’°e lokalize olmus bir
gendir. Bu geni PH ile iliskilendiren bircok calisma yapilmistir. 1997 yilinda
Polimerapoulos ve ark. PH 6ykiisii olan Yunan bir aileyle yaptiklar1 ¢calismada, genin 4.
ekzonunda yanlis anlamli mutasyon bulunmasiyla SNCA genini sorumlu gen olarak

tanimlamiglardir (118). 2008 yilinda Ahn ve ark. kantitatif Real-Time PCR (qRT-
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PCR) kullanarak, aile Oykiisii olmayan 906 Koreli sporadik Parkinson hastasi
taramiglar, ii¢c hastada (%0,3) duplikasyon bulmuslardir (2). Arastirmacilar, calismaya
dahil olan hastalarin hi¢birinde delesyon saptamamislardir. Bu ¢alismada duplikasyon
bulunan hastalardan biri yeniden degerlendirilmis ve pozitif aile Oykiisii oldugu
goriilmiistiir. Arastirmacilarca bu hasta c¢ikarilarak degerlendirme yapilmis, bu oran %
0,23 olmustur. Bu hastalarda penetrans %33-%50 arasinda bulunmustur (99). Ahn ve
ark. bu penetrans farkliliginin sebebinin heniiz bilinmedigini, ancak su anda
saptanmamis olsa da heniiz bilinmeyen bir genetik degistirici veya c¢evresel
tetikleyicilere yonlenilmesiyle, patogenez hakkinda &grenilecek yeni bilgilerin bu
durumu aydinlatabilecegini bildirmislerdir. Bu yayinla es zamanl olarak Brueggeman
ve ark. tarafindan yapilan bir diger qRT-PCR ¢alismasinda, taradiklar1 403 sporadik
hasta arasindan 38 yasinda ve iki yilhik PH vakasi tespit edilmis, bu hastanin
penetransina dair aileye yonelik bir calismalar1 olmamistir (14). Arastirmacilar bu
yayinda Ahn ve ark.’nin frekansina [0,23 (2/906)], yakin bir hasta orani [0,25 (1/403)]
bulmuslardir. Tablo 5.1’de goriildiigii izere MLPA calismamizda ise tiim hastalarin
UPDRSIII klinik skalastyla hastalik siddetleri olciildiiglinde MLPA analizi yaptigimiz
PH olgularimiz 11-58 arasi skora sahiptir. PH olgularimizda saptadigimiz klinik siddet
farkliliklarn UPDRSIII degeriyle temsil edilmektedir ve bu durum Ahn ve ark.’nin
SNCA duplikasyonu olan hastalar arasindaki penetrans farkliligi ile benzesmektedir.
Ahn ve ark kendi hastalarina iliskin herhangi bir klinik siddet bilgisi
yaymlamamiglardir. Tablo 5.2°de goriildiigii gibi MLPA analizimizde tespit edilen
SNCA duplikasyonlu hastalarin oram1 %15,51 olup; Ahn ve ark.’nin, Brueggeman ve
ark.’nmin ¢aligmalarinda saptadiklarindan yiiksek bulunmustur. MLPA analizi sonucu
SNCA duplikasyonu saptanan hastalarimizi Ahn ve ark.’larinin caligmalarinda
arastirilan ekzon 1, 3 ve 4 ile sinirlayarak karsilastiracak olursak sadece 3 hastamizda
(1. ekzonda) duplikasyon (%5) tespit edilmistir (Tablo 5.1). Asya populasyonunda
SNCA genine ait penetrans farki oldugu tespit eden arastirmacilar kimi hastalarda
inkomplet penetrans sebebiyle sessiz seyreden OD bir mutasyon varliginin da bir tarama
testi ile saptanmamissa, hicbir klinik belirti vermeden bulunabilecegini bildirmislerdir.

Bu sebeple giincel yayinlarda Asya populasyonunda az rastlanan hastalik geninin daha
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yiilksek cikmasinin siirpriz olmayacagindan bahsedilmektedir. Calismamizda Asya

populasyonuna gore daha yiiksek oranda SNCA amplifikasyonu saptanmistir.

Diger bir ¢alismada 2005 yilinda Gispert ve ark. kantitatif RT-PCR yontemi
kullanarak gen dozaj analizi yapmiglardir (48). Bu c¢alismada birbiriyle iliskisiz
Alman, Portekiz ve Yugoslav 190 ailesel Parkinson hastasinin SNCA gen dozaj
degisimlerini incelemisler ve SNCA geninde herhangi bir hastada gen dozaj degisimi
saptamamiglardir. Bizim calismamizda ise SNCA geni A30P nokta mutasyonu da dahil
olmak iizere taranmis ve sporadik PH olgularimizda SNCA geninde %50 oraninda
genomik degisiklik saptanmistir. Tespit ettigimiz oranlar Gispert ve ark.’min

calismalarinda saptananlardan yiiksek bulunmustur.

Ailesel PH olan 66 Portekizli vakanin arastirildigi bir calismada Bras ve ark.
sekanslamada SNCA geninin tiim ekzonlarini, RT-PCR kullanarak yaptiklani dozaj
analizinde de 1 ve 2. ekzonunu incelemisler ve herhangi bir genomik degisime
rastlamamislardir (27). Tablo 5.1°de goriildiigii tizere MLPA c¢alismamizda ekzon
1’de amplifikasyon %5 (n=3), delesyon %6 (n=4), ekzon 2’de %1 delesyon (n=1)

bulunarak Bras ve ark.’dan farkli saptanmastir.

Xiromerisiou ve ark. Yunanistan’da 235 sporadik PH olgusu ile 235 kontrol
bireyini dogrudan dizileme ve kantitatif RT-PCR yontemleriyle yaptiklar1 SNCA gen
taramas1 ve dozaj analizi sonucunda herhangi bir SNCA genomik degisimi ve dozaj
degisimi saptamamislardir (162). Xiromerisiou ve ark.’nin aragtirmalarinda herhangi
bir genomik degisiklik saptanmazken, MLPA analizi calismamizda hastalarimizin
9%350’sinde tablo 5.1°de goriilen SNCA genomik degisimleri saptanmis olup, 15 hastadan
birinde homozigot SNCA A30P nokta mutasyonu saptanmistir. Calismamiz

Xiromerisiou ve ark.’a gore yiiksek bulunmustur.

Ikeuchi ve ark. Japon bir ailenin dort jenerasyonundan aldiklari donmus beyin
ornekleri tiizerinde kantitatif RT-PCR ve immunblot analizi yapmislardir (64).
Hastalardan ticlinde SNCA duplikasyonu, birinde triplikasyonu saptamislardir.
Triplikasyon olan hasta EBPH olgusu olup erken yasta vefat etmistir ve demans da dahil

olmak {iizere ¢ok siddetli semptomlar1 mevcuttur. MLPA analizimiz sonucunda SNCA
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genomik degisimi amplifikasyon olarak saptanan hastalarimizin hepsinde SNCA
amplifikasyonlart duplikasyondur ve higbirinde triplikasyon saptanmamistir. Tablo
5.1’de goriildiigii gibi duplikasyon saptadigimiz hasta oram1 %15 (n=9), delesyon
saptanan hasta oram1 %12,06 (n=7) ve A30P mutasyonu saptanan hasta oram1 %?25,86
(n=15) bulunmustur. Bu hastalardan duplikasyonlu olanlarin ortalama UPDRSIII skoru
26,22, delesyonlu hastalarda ortalama UPDRSII skoru 32,57, A30P mutasyonu
bulunan hastalarda ortalama UPDRSIII skoru 34,33 bulunmustur. UPDRSIII skorlarinin
duplikasyonlu hastalara oranla delesyonlu hastalarda 1,24 kat, A30P mutasyonlu
hastalarin da 1,30 kat daha yiiksek oranda skora sahip oldugu bulunurken; delesyonlu
hastalarin, A30P mutasyonlu PH olgular ile birbirine yakin skor ortalamalarina sahip
olduklar1 goriilmiistiir. Calismamizda bir tanesi homozigot diger 14’ii heterozigot A30P
mutasyonuna sahip hastalarla, delesyonlu hastalarin klinik siddetinin birbirine benzer
oldugu, ancak duplikasyonlu hastalarimizin bunlara nazaran daha hafif UPDRSIII skoru
verdigi goriilmiistiir. Yani duplikasyonlu hasta grubumuzun klinigi diger SNCA
genomik degisimi saptanan hastalara gore daha hafiftir. Bu veriler degerlendirilirken
ilging bir sonucla da karsilagilmistir. Tablo 5.1°de degerlendirildiginde hastalarimizda
A30P mutasyonu varsa, diger genomik SNCA degisimleri yoktu; duplikasyon varsa
delesyon veya A30P mutasyonu yoktu; delesyon varsa duplikasyon ve A30P mutasyonu
yoktu. SNCA genomik degisimi tasiyan iki hasta bu duruma uymamistir. Bulgularimiz
aynt gen tizerinde hem delesyon hem de duplikasyon meydana gelmedigini
diisiindiirmiistir. Ayrica SNCA ekzon 1 ve ekzon 5 calismamizda ayrn ayrn
mutasyonlarin yigilma bolgesi olarak goriilmiistiir. Delesyonlu hastalarin 3/5’inde hem
ekzon 1 hem de ekzon 5 delesyonu vardir. Duplikasyonlu hastalara gz attigimizda
3/9’unda ekzon 1 ve 8/9’unda ekzon 5 amplifikasyonu tespit edilmistir. Bu veriler
ekzon 5’in hot spot bir bolge oldugunu diisiindiirmiistiir. Beyer ve ark. otopsi sonucu
alman beyin dokularinda saptadiklar1 o-siniiklein varyantlar1 ile yaptiklar
calismalarinda SNCA ekzon 3 ve 5°de ayr ayri meydana gelen delesyonlarin normalde
140 amino asitlik a-siniiklein proteinin 112 ve 126 amino asitlik varyantlarinin Lewy
cisimleri olusumunun sebeplerinden oldugunu yaymlamiglardir (6). Calismamizda
saptanan SNCA mutasyonlarinin ekzon 5°de yogunlagmasi literatiirle uyumludur.
Ancak Ikeuchi ve ark.’nca saptanan triplikasyonlu hasta saptanmamis, duplikasyonlu

hasta yiiksek oranda bulunmustur. (Tablo 5.1)
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Tablo 5.1 SNCA genomik degisimi saptanan hastalarimizin mutasyon dagilimi.

. slal g e 2 &
o =l sle| 218 3 A £ & =
Iz 2 |Z|Z|2| =53] & £z Sl =2 ¢
S| Z| 2| 2| 2| 3| 3| = & < | &= 2| =] 3 &
£l S|&| S| 5|22 2|2 E£| 3|E £/ 33| &
4736 | K 61 |73 |34 +1+5 +114+12 | +1+3+5 | + +8
4737 |E |73 |76 |18 +145 +143 -5+8
4774 |[K |51 |67 |48 4 ~5--8 -
4776 |[E_ |65 [80 |52 | () 3
4779 | K 61 |77 [42 (+) +4+11 +6
4783 |E |57 [59 |11 |
4784 |K |54 [64 |30 | () -1 - +3
4785 |[K_ |60 |65 |48 | (+)
4786 |[E |70 |75 |32 | 5 +6
4787 |K |38 |43 |12 | 6 +)
4789 |K |52 [63 |42 | (0 )
4798 |[K_ |59 [70 |34 +5 1 +8
4810 |[E |66 |72 |32 |
4817 |[K |64 |67 |18 +5 +1 +8
4823 |[E |59 |68 |34 +5 +8 +10
4825 |E |66 |78 |29 | () +6+8
4833 |E |60 |71 |42 +5 +145 -5+8
4834 |[K_ |50 [55 [10 +5 +8
4843 |[K |61 |64 |14 +6 1
4846 |E |51 |62 |42 | () -1-5 +6 17 | - | +3+58
4886 |[K |57 |66 [32 1 511 | -1-3 8 ® | -10
4895 |[E [39 |44 [22 |+ ]| O - *)
4910 |[K |54 |66 |32 +145 +11 + +8 +10+15
4924 |K |52 |63 |42 | 9 +145-7 +)
5394 |[K |62 |71 |48 15 12 35 | - 8
5505 |[E |66 |70 |21 |+ )
5506 |[K |62 |69 |18 25 812 | 135 | - 4
5507 |[E |40 |56 |58 | () 12 13 | - | 4145678
5522 |K_ |60 |64 |28 1 -8 26
Ortalama 58 |66 |31,9

(+) isareti nokta mutasyonu varligini, + isareti amplifikasyonu, - isareti delesyonunu gostermektedir. +
veya - degerinin 6niindeki rakam ekzon numarasini ifade etmektedir. Ornegin +5, tablodaki genin ekzon
5 amplifikasyonu oldugunu; -1 tablodaki genin ekzon 1 delesyonu bulundugunu ifade etmektedir.

Tablo 5.2°de goriildiigii gibi calismamizda SNCA genomik degisimleri literatiire

gore yiiksek oranda saptanmistir. Kontopoulos ve ark. ile Winkler ve ark. SNCA geninin
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hastalarda farkli klinik siddetlerde goriilmesinin bu genin regiilasyonunu etkileyen
metilasyon gibi epigenetik degisikliklerin de bu genin ifadesinde rol oynadigini ve yeni
arastirmalara ihtiya¢ duyuldugunu bildirmislerdir (70, 159). MLPA analizimiz belli
bir bolgeye ait Tiirk PH olgularinda yapilmais ilk ¢calismadir. MLPA analizi Gen Bankasi
verileriyle kiyaslanarak bizlere hastalardaki genomik degisiklikler hakkinda bilgi
sunmaktadir. Verilerimiz Gen Bankasiyla karsilastirilarak analiz edilmektedir. Bu analiz
sonucunda tespit edilen genomik degisimler klinisyenlere ipucu vermektedir. Bu ipucu
yeni calismalara basamak teskil etmistir. MLPA analiz verilerimize dayali olarak
yorumlarimizda yeni verileri destekleyecek sihhatli verilere dayali caligmalarla bulanik
goriilen bazi etkilesimler acikliga kavusturulacaktir. Mesela verilerimiz dogrulandigi
takdirde literatiirde yalmzca birkag¢ ailede saptanirken Tiirk sporadik PH olgularimizda
yiiksek oranda saptanan SNCA genomik degisimleri genetik kayma, founder etki veya
a-siniikleinin histon asetiltransferaz enzimine dogrudan baglanarak epigenetik bir faktor
olarak calistigini tespit eden arastirmacilarin calismalart agisindan da degerlendirilebilir
(70, 159). Saptadigimiz SNCA mutasyonlartyla Parkinson hastalarimizin
kliniklerine g6z attigimizda bu hastalara ait klinik heterojeniteden soz edilebilir. Ancak
hastalarimizin saptanan UPDRSIII degerleri arasindaki fark hastaligin penetrans
degiskenliginden, ilave genomik degisikliklerin etkisinden veya hastalarin yaslarn
arasinda fark bulunmasi sebebiyle her birinin hastaligin ayrt donemlerinde bulunmus
olmalarindan da kaynaklanabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu sebeple MLPA analizi
yaptigimiz sporadik PH olgularimizda UPDRSIII degerlerinin farkli olmasi, Ahn ve
ark.’nmin saptadig1 hastalardaki penetransi ayni geni tasiyan hastalardaki klinik siddet
farki olarak diisiindiigiimiizde ise literatiirle uyumlu, duplikasyonlu hasta oraninin
yiiksekligi sebebiyle literatiirden farkli bulunmustur. Sonug olarak saptadigimiz mevcut
veriler gelecekteki arastirmalarin SNCA multiplikasyonlarinin penetransi ve fenotip
iizerinde genetik, epigenetik ve cevresel risk faktorlerini tanimlamaya yonelik

kullanilabilecegini diistindiirmiigtiir.
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Tablo 5.2 SNCA Geni Literatiir Bilgileri

Arastirmacilar Cahsma Populasyon Sikhigi (%)
Tipi
Polimeropoulos ve ark. (118) Tek Aile Yunan 1k Mutasyon
Ahn ve ark. (2) Sporadik Kore, (Amplifikasyon) 0,23
Brueggeman ve ark. (14) Sporadik Kanada (Amplifikasyon) 0,25
Gispert ve ark. (48) Ailesel Alman, Portekiz, Yugoslav 0
Bras ve ark. (27) Ailesel Portekiz 0
Xiromerisiou ve ark. (162) Sporadik Yunan 0
Ikeuchi ve ark. (64) Ailesel Japon 4 jenerasyon
MLPA ¢alismamiz Sporadik Tiirk 50,00
Amplifikasyon 15,51
Delesyon 12,06
A30P 25,86

5.1.2. UCH-L1 (PARKS) Prob Bolgeleri

[k defa Lowe ve ark. tarafindan Lewy cismi bulunan sporadik PH olgularinda UCH-LI
daha sonra ODPH olan bir Alman ailesinde Wintermeyer ve ark. tarafindan Ile93Met
substitiisyon saptanmasiyla PH aday genleri arasinda yerini almistir (84, 160). Bu
arastirmada 229 OD Alman PH olgusu ve 200 Alman saglikli kontrol 6rnegi taranmistir.
229 hastanin 36’s1 ailesel ve 193’1 de sporadiktir. Bu hastalarda Parkin ve SNCA
mutasyonu saptanmadigi Kruger ve ark. tarafindan sonradan yapilan bir calisma ile
yaymlanmistir (72, 73). Bu calismada hastalardan elde edilen DNA Ornekleri ile
RFLP, Single Strand Conformational Polymorphism (SSCP) ve dogrudan dizileme
teknikleri kullanilmistir. SSCP ve devami olarak yapilan dizilemede UCH-LI Ekzon
3’de meydana gelen mutasyonun UCH-L[I’in hidrolitik aktivitesini azalttig1 tespit
edilmistir. UPS’de iibikiitinlemenin son asamasi olan ligasyonun gerceklesemedigi,
boylece toksik protein birikimi ve ndrodejenerasyona sebep oldugu gozlenmistir (50) .
Leroy ve ark. tarafindan yapilan baglanti analizi ¢alismasinda, ailesel PH Oykiisii olan
kiiciik bir Alman ailesinde, I193M yanlis anlamli mutasyonu bulunmustur (75). Ancak
Lim ve ark. ODPH olgularinda yaptiklar1 calismalariyla UCH-LI’de meydana gelen
I93M yanlis anlamli mutasyon sebebiyle olusan kismi fonksiyon kaybinin, invitro

olarak iibikiitin hidrolaz aktivitesinde kayba sebep olmadigin1 gostermislerdir (79).
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Goriiniirde UCH-LI’in halen bilinmeyen bir mekanizmayla PH yaptig1 arastirmacilarca
diisiiniilmektedir. Yaptigimiz MLPA calismasinda UCH-LI geni ekzon 1, ekzon 4,
ekzon 5 ve ekzon 9 bolgelerine yonelik hazirlanmis dort ekzonu tarayan prob
bolgelerinde herhangi bir amplifikasyon veya delesyon saptanmamistir. Sadece bir
Alman ailesinde bulunmus ve diger caligmalarda dogrulanmamis bu mutasyonun
caligmamizda da saptanmamis olmasi literatiirle uyumludur. MLPA’nin 2009 yilinda
giincellenmis kitinde ATP13A2’ye ait prob bolgeleri konmus, UCH-LI problarindan bir
tanesi c¢ikartilarak kit igeriginde degisiklik yapilmistir. 2009 yilinda Mellick ve ark.
yayinlarinda sadece bir Alman ailesinde bulunmus UCH-LI mutasyonunu taramalarina
dahil etmemisler, buna gerekce olarak da bu mutasyonun saptanma sikliginin ¢ok nadir
olmasim gostermislerdir (92). Arastirmacilarin ilgi odagi UCH-LI’den ATPI3A2’ye
kaymaktadir (163). Sporadik PH olgularini taradigimiz MLPA analiz ¢alismamizda

UCH-LI saptanmamasi literatiirle uyumludur.

5.1.3. Parkin (PARK?2) Prob Bolgeleri

Genelde baslangic yast 20-40 arasi olan OR kalitilan Parkin mutasyonlar
nadiren de olsa 10 yas alt1 goriilebildigi gibi 60 yas iistii de goriilebilmektedir (4).
Distonik belirtiler, uykudan yararlanma, derin duyu kaybi, parestesi bu gende
mutasyonu tasiyan PH olgularinda siklikla goriiliir. Bu hastalar L-Dopa’ya cok iyi
cevap verirler ancak hizla motor fluktuasyon gelistirirler. Bu genin mutasyonlar
EBPH’nda sporadik olarak %18, ailesel olarak %50 oraninda goriilmektedir (66). 12
ekzonlu Parkin genini incelemek iizere Hedrich ve ark. birbiriyle yakinligi olmayan
sporadik 379 PH vakasiyla yaptiklari haplotip analizi ve dogrudan dizileme
calismasinda ekzon 3, ekzon 4 veya her ikisinde olmak iizere iki noktada mutasyon, ek
olarak siklikla ekzon 2 ve ekzon 7 de dikkat ¢ceken genomik degisimler saptamislardir.
Toplam 38 mutasyon pozitif hasta ve 62 mutasyon negatif birey genotiplenmis, allel
frekanslar1 degerlendirilmis ve ortak haplotiplerde baglant1 dengesizlikleri bulunmustur.
Ekzon 7 de yer alan 942C>T‘nin en sik nokta mutasyonu oldugunu, en sik ekzon

delesyonunun ise 2. ekzonda meydana geldigini ve ekzon 2 de saptanan bu mutasyonun

66



(255/256delA) hotspot nokta olarak diistiniildiigiinii yaymnlamislardir (58). MLPA
analizi yapilan PH olgularimizda ise ekzon 1 ve ekzon 2’de herhangi bir genomik
degisim bulunmamistir. Hedrich ve ark.” nmin yaptiklarnn caligmada sporadik EBPH
olgularinda Parkin mutasyonlu hasta frekans1 %10 (n=38), MLPA calismamizda ise
%37 (n=3) oraninda tespit edilmistir. Bu, Hedrich ve ark.’nin yaptiklar ¢calismada tespit
ettikleri mutasyonlu hasta sayisindan yiiksektir ve ayr1 ekzon bolgelerini icermektedir.
Literatiirde ailesel EBPH vakalarinin %50’sinin, sporadik EBPH vakalarinin %18’inin
Parkin mutasyonu oldugu bildirilmistir. Bunun sebebi Parkin mutasyonunun bilesik
heterozigot etkisinin yayginlig1 oldugu gibi inceledigimiz hasta populasyonunda daha
farkli bir ekzon bolgesinde founder etki de olabilir. Bunu Clarimon ve ark. biri Tiirk biri
Brezilyali birbiriyle akraba olmayan iki PH olgusunda saptanan homozigot ekzon 4
delesyonunu bagimsiz mutasyonel olay veya antik bir founder etki olabilecegi seklinde
yorumlamiglardir (20). MLPA analizi yapilan Parkin mutasyonlu hastalarimizda ise
yigilma bes hastada ekzon 11, bes hastada ekzon 12’de saptanmis olup Parkin
mutasyonlu hastalarimizin %30’ unu tegkil etmektedir. Hedrich ve ark. ile benzer hasta
grubuyla yaptigtmiz MLPA analiz calismamiz hasta yaslari agisindan da birbirine
benzemektedir. MLPA analizi calismamizda saptadigimiz EBPH olgularimizda ii¢
Parkin mutasyonu saptanan hastamiz mevcuttur. Bunlardan birisi 56 yasinda ve PH
baslangi¢c yas1 40 olup klinigi de oldukca siddetli seyretmekte olan bir hastadir. Bu
hastada Parkin 12 delesyonuna ek olarak PINKI ekzon 1 ve 5’te duplikasyon, ekzon 6,
7 ve 8’de delesyon ve SNCA A30P nokta mutasyonu da saptanmistir. Bu hastanin 6nemi
Parkin ve PINKI genlerinin her ikisinde meydana gelen mutasyonun mitokondriyal
fonksiyon kaybina sebep olmasidir ve bu da hastamizda klinik olarak ¢ok belirgindir.
SNCA A30P homozigot mutasyonunun meydana getirdigi katlanma kusuruna, Parkin’in
(ekzon 12 delesyonu) iibikiitinleme kaybi1 ve ek olarak oksidatif strese karsi koruyucu
islev goren PINKI (ekzon 1, 5 amplifikasyonu, 6, 7, 8 delesyonu) fonksiyon kaybi, bu
hastadaki agir tabloyu agiklar goriinmektedir. Bu hastayla ilgili daha detayl bilgiye
ulasmak amaciyla hastaya aile taramasi yapmak gerekmektedir. Diger iki Parkin
mutasyonlu EBPH olgularimizda goriinen dnemli bir 6zellik yoktur. UPDRSIII skorlar1
da 22 ve 18 bulunmustur. Bu iki hastada LRRK2 mutasyonu da ek olarak
bulunmaktadir. Tablo 5.3’te bu hastalara ait saptanan mutasyonlar ve UPDRSIII
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skorlar1 gosterilmistir. Tablo 5.4’te Ozetlendigi gibi sporadik EBPH orami acisindan

verilerimiz literatiire gore yiiksek saptanmistir.

Clark ve ark. yapmis olduklan calismalarinda semikantitatif multiplex PCR ile
50 yas alt1 erken baslangicl hastalar1 incelemiglerdir. Bu calismada 101 hasta ve 105
saglikli kontrol bireyi incelemisler, bir homozigot, 11 heterozigot ve bir bilesik
heterozigot Parkin mutasyonu tespit etmislerdir. Bu 13 Parkin mutasyonlu hastanin
frekans1 12,80 ve agirlikli olarak ekzon 2 ve 7’de yogunlagmistir (21). Calismamizda
sekiz EBPH olgusu taranmustir. Incelenen hastalarimizin sadece ii¢ tanesinde birer
Parkin delesyonu saptanmustir. Birisi yukarida bahsi gegen ve siddetli klinik bulgular
veren, UPDRSIII skoru 58 olan hastadir. Bu Parkinson hastasinda ek mutasyonlar da
saptanmistir. Parkin mutasyonlu hastalarimizin UPDRSIII skor ortalamasi 35 olarak
saptanmistir. Hastalarimizin frekansi Clark ve ark.’nin buldugu frekansa (%12.80) gore
EBPH olgularimiz (n=8) arasinda %37 (n=3) yiiksek bulunmustur. Ve EBPH’larimizin
hicbirinde Clark ve ark’nin yogunlasmis bolge olarak saptadiklari ekzon 2 ve 7°de

Parkin mutasyonu saptanmamaistir.

flging bir ¢alisma da Okubadejo ve ark.’nin Nijeryali 57 Sporadik PH ve 51
kontrol bireyi ile yaptiklar1 kohort (epidemiyolojik bir incelemede istatistiki olarak
ortak ozellikler gosteren bireysel topluluk) calismasidir. Bu ¢aligmada hicbir hastada
Parkin mutasyonuna rastlamadiklarini bildirmiglerdir (100). MLPA c¢alismamiz

Nijerya’li hasta grubundan yiiksek bulunmustur.

Schlitter ve ark. 96 Norvec¢ ve 95 Alman PH olgusunu ve 100 saglikli Alman ve
100 saglikli Norvec kontrol bireyini SSCP ve dizi analizi teknikleri ile taramiglardir
(128). Bu hastalar GBPH vakalar1 olup Alman hasta grubunda %1,6 heterozigot
yanlis anlamli mutasyon (n=3), kontrol grubunda %0,3 yanlis anlamli mutasyon (n=1),
Norvecli hasta grubunda %0,5 (n=1) heterozigot yanlis anlamli mutasyon tespit
etmislerdir. Ekzon 3, 4, 10 ve 11°de bulunan bu mutasyonlar iki Avrupa toplumunda iki
farkli mutasyon insidensi anlamima gelmektedir. MLPA calismamizda GBPH
grubumuzda (n=50) Parkin mutasyonlu hasta oram1 %26 (n=13)’dir. Bu genelde
arastirmacilarin EBPH olgular i¢in yayinladiklar1 orandan (%50) az, nadiren rastlanan

GBPH’lar1 oranindan (%18) yiiksektir (139). MLPA analizi sonucunda Parkin
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mutasyonlu sporadik GBPH olgularimiz literatiirde yayinlandigindan yiiksek
saptanmistir. MLPA analizi ¢alistigimiz hastalarda Parkin mutasyonlarinin ekzon 11 ve
12°’de yogunlagmis oldugu gozlenmistir. Tablo 5.4’te goriildiigi gibi Nijerya’da hig
saptanmamis, Norve¢’te diisiik frekansta tespit edilmis olan Parkin mutasyonu, Alman
GBPH populasyonunda bunlara nazaran daha yiiksek bulunmustur. Hattori ve ark. ise
yaptiklar1 aile calismasinda Parkin mutasyonu oranint %66 olarak saptamiglardir.
MLPA c¢alismamizda ise arastirmacinin yayimladigindan yiiksek, Hattori ve ark.’ndan

diisiik saptanmustir.

Dogu ve ark. tarafindan Parkin geni hakkinda yapilan tek Tiirk popiilasyonu
calismasi ayni soydan gelen EBPH’ na sahip bir aile i¢in yapilmistir (33). 12 kardes
i¢in yapilan bu ¢alismada hastalarin Parkin geninin tim ekzonlarina dogrudan dizileme
ve gen dozaj analizi yapilmistir. Bu hastalarin sadece ii¢ tanesinde ekzon 4’te
homozigot delesyon saptanmis ancak her birinin diger 11 ekzonu normal c¢ikmistir.
MLPA arastirmasi yaptigimiz sporadik PH olgularimizin yalnizca bir tanesinde ekzon
4’te Parkin delesyonu saptanmistir. Bu hasta heterozigot olarak saptanmis olup, 6.
ekzonda duplikasyonu da mevcuttur. Sadece bir ailedeki mutasyonlarin tarandigi bu
calisma ile karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa da 4. ekzondaki
mutasyonlarin cografik dagilim farki olabilecegi de muhtemeldir. MLPA analizi yapilan
hastalarimizin sporadik PH olgularindan, Dogu ve ark.’nin hasta grubu ise tek bir aile
taramasindan elde edilmis oldugundan farkli sonuclar elde edilmesinin sebebi

olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Mutasyonlarin etnik orijinini arastiran EBPH olgulariyla yapilmis bir calisma da
Djarmati ve ark. tarafindan yaymlanmistir (30). Sirp kokenli 75 hastanin DJ-I ve
Parkin mutasyonlarin1 taramak icin SSCP, DHPLC ve dogrudan dizileme, dozaj analizi
i¢in kantitatif PCR yontemlerini kullandiklart ¢alismalarinda, EBPH olgularinda %2,7
oraninda (n=2) mutasyon bulmuslardir. Tablo 5.4’te goriildiigii gibi Hattori ve ark.
tarafindan Japon hastalarda %66 olarak yayinlanan Parkin mutasyonlarinin ve Chen ve
ark.’nin yapti1 aragtirmada Amerikan toplumunda %3’iin altinda olarak dagilim farki
gosterebilecegini ortaya koymustur (18). Sirp hastalarin dikkat ceken bir 6zelligi de

hastalardan birinin bilesik heterozigot, digerinin de heterozigot DJ—I mutasyonuyla
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birlikte olan heterozigot bir Parkin mutasyonu olmasidir. Oksidatif fosforilasyon
yolaginda DJ-I ve Parkin geninin mitokondriyal fonksiyon kaybin1 birlikte
siddetlendirmeleri ve sonugta klinik olarak PH’nin erken baslangich karaktere sahip

olmasini molekiiler olarak aciklamaktadir.

Periquet ve arkadaslari EBPH na sahip Avrupa kokenli 48 ailede haplotip analizi
yapmiglardir (115). 14 hastanin birbirinden farkli mutasyon ve bir ailenin ise birden
fazla mutasyon tagidigi tespit edilmistir. Yakin bir zamanda Shadrina ve ark. tarafindan
Moskova’da dokuz jiivenil baslangicli PH ve 64 EBPH olmak iizere iki hasta grubunda
Parkin 1-12 aras1 tiim ekzonik degisimlerin tarandigi kantitatif RT-PCR calismasi
yapilmistir (132). Arastirmacilarca Parkin geni ekzon 2’de bir delesyon, ekzon 3’te
alt1 delesyon, ekzon 4’te bes delesyon, ekzon 5’te iki delesyon, iki amplifikasyon, ekzon
6 ve 7’de birer delesyon olmak iizere hastalarin %14’tinde (n=9) genomik degisim
bulunmustur. Bizim caligmamizda EBPH olgularinda ii¢ hastada (%37) daha fazla
mutasyon bulunmustur. Her iki caligma da benzer ozellikler gostermektedir. Shadrina
ve ark. kontrol DNA olarak beta globulin genini kullanmakta iken, MLPA yonteminde
CAV, LPA ve kontrol problar1 calismamizin genomik kontroliinii saglamaktadir. Ureten
ticari firmasi tarafindan MLPA yontemi ile uygun prob hazirlandiginda kiigiik
delesyonlar ve hatta spesifik problarla belli nokta mutasyonlarinin da gosterilebildigi
iddia edilmektedir. Buna gore MLPA mutasyon spesifiktir ve biiyiik, kiigiik tiim
genomik degisimleri gosterebilmektedir ancak kantitatif RT-PCR teknigi komsu ekzona
devam eden biiyilkk genomik delesyonlar1 ve her iki kromozomda da yer alan iki
delesyon farkini ayirdedebilme oOzelligine sahip degildir. Calismamiza gore Parkin
geninin farkli toplumlarda farkli frekansta genomik dagilim gosterdigini destekleyen
yeni bulgular saptanmistir. MLPA calismamizda Parkin geni ekzon 5 ve 12 de saptanan
delesyonlarin nisbeten daha yiiksek olmasi1 dikkat cekicidir. Ancak arastirmacilarin
diger yayimnlariyla kiyaslandiginda caligmamizda tespit edilen genomik degisikliklerin
kismen literatiire uygun oldugunu kismen de kendine has bir grup olarak 5, 8 ve 12.
ekzonda delesyon, 11 ve 9. ekzonda duplikasyonlar bulunmasi ile hasta grubumuza ait
farkli bir genomik degisim gostermesidir. Hattori ve ark.’nin Japon aile ¢alismasinda ve
Rus populasyonunda ekzon 5’te duplikasyon ve ekzon 5’te delesyon goriilmiis olmasi 5.

ekzonun genomik degisime yatkin frajil bolge olup olmadigini bize yansitmasi

70



acisindan 6nemlidir. Birgok arastirmaci da intron 1 ile 5 arasini (ekzon 2 ve 5) hot-spot
bolge olarak tamimlamaktadir (25). Ayrica Japon, Avrupa ve Kuzey Afrika
toplumlarindaki EBPH’nda Parkin genine ait ekzon 3 ve 4’de 121 amino asitlik
delesyon, ekzon 3’de homozigot, ekzon 3 ve 4’te bilesik homozigot delesyonlar
yaymlanmistir (95) . Ayrica bu mutasyonlar Parkin geninin diger bolgelerinde ekzonik
delesyonlar, yanlis anlamli, anlamsiz mutasyonlar ve multiplikasyonlardan olugsmaktadir
(58). MLPA analizi ile saptadigimiz Parkin gen mutasyonu orani literatiirde
rastlanandan daha yiiksek bulunmustur ancak literatiirle uyumu tartismalidir. Su ana
kadar arastirmacilar 100’ askin Parkin mutasyonu saptamislardir (13). Bu
arastirmalar gOstermistir ki ister delesyon ister duplikasyon veya nokta mutasyonu
olsun, Parkin mutasyonlar1 tek basina PH etkenidir (108). Pal ve ark. aym ailede
goriilen allelik heterojenite sebebiyle Parkin gen mutasyon sayist daha yiiksek
olabilecegini yaymlamislardir. Bu da arastirmacilarin saptadiklar1 Parkin mutasyonlu

hastalarin frekansinin daha yiiksek olmasinin beklendigini gostermektedir (107) .

Gasser ve ark. Parkin mutasyonlarinin ya homozigot ya da bilesik heterozigot
durumunda iken hastalik sebebi olmasmin gerektigini, ama buna ilave olarak bazi
durumlarda heterozigot hastalarda da klinik yansimanin bulunmasinin haplotip
yetersizligi veya dominant-negatif etkiye baglanabilecegi yorumunun tartismaya agik
oldugunu yaymlamistir (44). MLPA calismamizda saptadigimiz Parkin mutasyonlu
hastalarimizin UPDRSIII ortalamas1 35°tir ve Parkin mutasyonlarinin dagilimi ve
hastalarda bulunma sayisindan bagimsiz olarak 18 ile 58 arasinda degerlere sahiptir.
MLPA ¢alismamiz Parkin mutasyonlarinin klinik fenotipe yansimasi {izerine yapilacak

ek calismalar yapilmasina zemin olusturmustur.

Hakansson ve ark. Isve¢te MLPA ve dogrudan dizi analizi yontemiyle yapmis
olduklar1 ve 63 erken baslangicli PH taradiklar calismalarinda Parkin geni ekzon 3’te
bir tane patojen heterozigot yanlis anlamli mutasyon, 2 sessiz mutasyon bulmuslardir
(54). Cahsmamz Hakansson ve ark.’min Isve¢’li EBPH olgularinda %4 olarak

saptadiklar1 mutasyon oranina gore yiiksek bulunmustur.
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Schroeder ve ark. (131) yeni gelistirdikleri bir yontemle 31 EBPH olgusunun
Parkin, PINKI ve DJ-I genlerine ait 27 kodlanan bolgede toplam 367.195 niikleotidlik
bir tarama yapmislardir. Bilinen EBPH gen mutasyonu bulunan doért kontrol hastasini da
calismalarina pozitif kontrol olarak eklemislerdir. “High-Throughput Homogeneous
Mass Cleave Assay” adi verilen yontemleri dizileme yontemine benzer sekilde lazerle
spektrometrik okuma yapan bir cihazi kullanmislardir. Calismalarinda 31 EBPH
olgusunda 410 sekans degisimi saptamiglardir. Ancak bunlarin sadece ii¢ tanesi bilinen
mutasyondur. Bir tanesi Parkin ekzon 7 homozigot nokta mutasyonu iken diger ikisi
heterozigot Parkin nokta mutasyonudur. Arastirmacilar kendi tekniklerinin
tamamlayicisi olarak MLPA ve dizilemenin gerekli oldugunu ¢iinkii tekniklerinin biiyiik

genomik degisimleri kagirabilecegini bildirmislerdir.

Uzerinde calisilan EBPH vaka sayimiz ¢ok az oldugundan (n=8) daha genis bir
EBPH grubu ile farkli sonug alinabilinir. Tek bir hastanin istatistik oran1 yaklasik %12
degistirdigi bu durum, calistigimiz EBPH grubu i¢in degerlendirildiginde calisilan
EBPH sayisi1 arttirilarak yeniden degerlendirilmesi uygun olacaktir. Literatiirde GBPH
olgular1 ile yapilmis Parkin mutasyon c¢alismasi yoktur. OR kalitilan Parkin
mutasyonlart homozigot degilse ancak bilesik heterozigot etki, haplotip yetersizligi
veya dominant-negatif etki veya cevresel faktorlerle olusan hastalik etkeni olmaktadir.
Halen PH yolaginda Parkin proteininin diger gen iiriinleriyle etkilesimi

arastirtlmaktadir.

West ve ark. Parkin geninin 204 b¢ geri promotor bolgesinde Parkin genine
antisens bir yeni transkript bulmuglardir (158). Bu yeni gene Parkin co-regulated gen
(PACRG) adi verilmigtir. Deng ve ark. 112 erken baslangiclhi PH olgusuyla yaptiklan
PACRG geninde ii¢ nokta mutasyonuna rastlamislar ve bunun patojenik bir etkisi
olmadigini, bu sebeple EBPH icin ¢ok az bir risk igerdigini yaymlamislardir (26).
Taylor ve ark. Lewy cisimcikleri ve gliyal sitoplazmik inkliizyonlar i¢cinde PACRG
tespit edilmesi iizerine UPS’in PACRG ile regiile edildigini ve PH patogenezinde rolii
oldugunu iddia etmisler, ancak saglikli bireylerle PH vakalarinin beyinlerinde dagilim
farki olmayan bu gen {iriiniiniin daha yeni calismalara acik oldugunu ifade etmislerdir

(145). Lesage ve ark. EBPH olan bir ailede ve izole bir vakada PACRG 1. ekzonda
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delesyon saptamislardir (78). Siipheli bir gen olmasina ragmen bizim yaptigimiz

calisgmada Parkin geninin promotor boliimiinde yer alan PACRG geni 1 ekzona ait

Tablo 5.3 Parkin genomik degisimi saptanan hastalarimizin mutasyon dagilimi.

- slg 2 <l &l =
< |=lEl=] ElE| I E|q = || £
gz B |22 £l5 & Elg Zl=lg ¢
£ g| 5| z/2|3|3| I|= & | & 22| 2 &
£ 3| & 215158 &S] | R|E =ls|8] =
4736 | K 61 |73 |34 +1+5 11412 [ +14345 | + +8
4745 |K |47 |50 |22 -11 -1
4774 |K |51 |67 |48 -4 --5--8 -
4776 |E 65 |80 |52 () -3
4779 | K 61 77 142 | (+) +10+11 +6
4786 |E 70 |75 32 |(#H) -5 +6
4788 |E 65 |70 |32 -12 (+)
4872 |E 56 |61 |24 +9 +15
4874 |[K |68 |72 |24 +9 +
4886 |[K |57 |66 |32 -1 -5-11 -1-3 -8 + | -10
4910 | K 54 |66 |32 +1+5 +11 + +8 +10+15
4924 |K |52 |63 |42 |(d) -9 +1+45-7 (+)
5087 |[K |49 [52 |18 -4+6 +15
5394 |[K |62 |71 |48 -1-5 -12 -3-5 - -8
5506 [K |62 [69 |18 -5 -8-12 | -1-3-5 | - -4
5507 |E 40 |56 |58 |(H) -12 -1-3 - | +145-6-7-8
Ortalama 57,5 | 66,8 | 35

(+) isareti nokta mutasyonu varligini, + isareti amplifikasyonu, - isareti delesyonunu gostermektedir.
+ veya - degerinin 6niindeki rakam ekzon numarasini ifade etmektedir. Ornegin +5, tablodaki genin
ekzon 5 amplifikasyonu oldugunu; -1 tablodaki genin ekzon 1 delesyonu bulundugunu ifade
etmektedir.

herhangi bir amplifikasyon veya delesyona rastlanmamistir. Zaten ¢ok nadir rastlanan

bu genomik degisikligin tarafimizca da bulunmamasi literatiirdeki bilgilerle uyumludur.
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Tablo 5.4 Parkin Geni Literatiir Bilgileri

Arasgtirmacilar Cahsma Tipi Populasyon Sikhigi (%) Ek Bilgi

Hedrich ve ark. (58) Sporadik Alman, EBPH 10,00 | Ekzon 7 en sik

Clark ve ark. (21) Sporadik ABD, EBPH 12,80 | Ekzon 2, 7 en s1ik

Okubadejo ve ark. (100) Sporadik Nijerya, 0

Schlitter ve ark. (128) Sporadik Norve¢, GBPH 0,50 | Ekzon 3,4,10,11
Alman, GBPH 1,60 | Ekzon 3,4,10,11

Dogu ve ark. (33) Ailesel Tiirk, EBPH Mut. tarama | Ekzon 4 en sik

Djarmati ve ark. (30) Sporadik Sirp, EBPH 2,70

Hattori ve ark. (56) Ailesel Japon, EBPH 66,00 | Ekzon en sik 5

Chen ve ark. (18) Sporadik ABD, EBPH 3,00 | Ekzon 3

Periquet ve ark. (115) Ailesel Avrupa, EBPH Mut. tarama

Shadrina ve ark. (132) Sporadik Moskova, EBPH 14,00 | Ekzon 3,4

Hakansson ve ark. (54) Sporadik Isveg EBPH 4,00 | Ekzon 3

Schroeder ve ark. (131) Sporadik Alman, EBPH 10,00 | Ekzon 7

MLPA Caligmamiz Sporadik Tiirk 27,00 | Ekzon 5 ve 12
Tiirk, EBPH 37,00 | delesyonu, 9 ve 11
Tiirk, GBPH 24,00 | duplikasyonu

5.1.4. DJ-1 (PARK?7) Prob Bolgeleri

OR ve erken baslangicli olup PARK6 lokusunudan 25 cM uzaklikta
baglantilandirilan DJ-1 geni, ilk defa van Duijn ve ark. tarafindan Hollanda’da izole bir
bolgede yasamakta olan dort hastada kesfedilmistir (152). Bonifati ve ark. tarafindan
RT-PCR yontemiyle bakildiginda bu hastalarda DJ-I geni ekzon 1-5 arasinda tam
delesyon bulunmustur (9). Arastirmacilar bu hastalarda DJ-I proteini iiretilmedigini
saptamislardir. Bu protein iizerine yapilan incelemelerde DJ-1'in hiicresel oksidatif stres
ve asidik ortam gelisimine antioksidan cevap veren etkene karst hidroksiperoksidaz-
karsit1 bir protein gibi davrandigimi kesfettiler. Yang ve ark. SNCA’min yanlis
katlanmasi, SNCA yikiminda UPS hatas1 gibi hiicresel stres olustugunda DJ-I
mutasyonlart sebebiyle fonksiyon kaybi gelismigse hastalarda klinigin agirlagtigini
yaymlamislardir (163). Calismamizda DJ-I ekzon 1’de bes hastada delesyon, bes
hastada amplifikasyon; ekzon 3’de dort hastada delesyon, iki hastada amplifikasyon,

ekzon 5’de ii¢ hastada delesyon, iki hastada amplifikasyon ve ekzon 7°de bir hastada
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delesyon saptanmistir. Calismamiz Bonifati ve ark.’nmin elde ettikleri verilerle
karsilagtirildiginda bizim hasta grubumuzda 1-5. ekzon arasin1 kapsayan biiyiik
delesyonlu bir hastaya rastlanmamuistir. Ancak calisma grubumuzdaki hastalarimizda
DJ-1 genine ait kiiciik amplifikasyonlar ve delesyonlar bulunan hastalarimiz tespit
edilmistir. Ancak tablo 5.5’te goriildiigii iizere bu genomik degisimler PH olgularimizda

dikkat ¢ekici bir sekilde ekzon 1, 3 ve 5’te daha yogundur.

Giinlimiizde bir¢ok yayini ile PH hakkinda 6énemli ¢aligmalarimi aktaran Pankratz
ve ark. 64 PH aileden 93 PH bireyi MLPA ve dizileme yoOntemleriyle arastirmislardir
(111). Hastalarin yaslar1 18-80 arasinda degismektedir ve ortalama baslangic yaslar
58°dir. Arastirmacilar, PH veya diger norolojik hastaliklar hakkinda herhangi bir
semptom veya teshisi olmayan 96 kontrol bireyini de bu calismaya eklemislerdir. PH
olgular1 ve kontrol bireyleri Salsa MLPA PO51 kiti ile analiz edilmislerdir. Taradiklar
PH olgularinda herhangi bir amplifikasyon ya da delesyona rastlanmamistir. Ancak
dogrudan dizilemede bes hastada bir tanesi homozigot diger dordii heterozigot R98Q
mutasyonu bulunmustur. Pankratz ve ark. 93 hastalik populasyonlarina gore bulduklar
bes mutasyon i¢in diger arastirmacilarin PH olgularinda DJ—/ mutasyonlarinin sayisini
daha ¢ok tahmin etmis olabileceklerine baglamislardir (69). DJ—I mutasyonlar ailesel
PH saptanan bireylerde Pankratz ve ark.’na gore cok seyrek goriilmiistiir. Calismamizda
MLPA ile baktigimiz sporadik PH vakalarinin %?20’sinde (n=12) DJ-I genomik dozaj
degisikligi tespit edilmistir. Bu Pankratz ve ark.’min 93 vaka ile yaptiklar arastirma
sonucu saptadiklar1 %5’e (n=5) nazaran dort kat daha yiiksek bir orandir. Bu durum,
birisi ailesel digeri sporadik iki farkli grup hastadaki gen dagilimimi gosterebilecegi gibi,
genlerin toplumdan topluma farkli prevalans gosterdiginin kaniti da olabilecegini
diisiindiirmiistir. DJ-1 geni hakkinda Tiirk PH olgulanyla yapilmis herhangi biiyiik
Olcekli bir calisma mevcut degildir. Keza Pankratz ve ark.’min yaptiklar1 calismada
sadece Salsa MLPA PO51 kiti kullanilmis, oysa ¢alismamizda sporadik hastalarimizda
hem P051 hem de PO52B kitleri kullanilmis olup ¢ok daha fazla probla daha fazla
genomik bolgedeki degisim incelenebilmis oldugundan Pankratz ve ark.’min hasta
grubunda elde ettigi sonuclara gore daha yiiksek sayida mutasyon tespit edilmis olmasini

aciklayabilir (111).
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Clark ve ark. aile hikayesi sorulmaksizin dizileme yontemiyle, kohort analizi
yaptiklar1 89 EBPH olgusunda ilk defa genin bulundugu Hollanda ailesinde saptanan 1-5
ekzon arasi bolgeyi taramislar ve ekzon 5’de bir yanlis anlamli mutasyon bulmuslardir
(22). Bu mutasyonu 308 kontrol DNA’sinda taramislar fakat bulamamislardir. Keza bu
hastalarda herhangi bir delesyon veya amplifikasyona da rastlamamislardir. Benzer
sekilde Hering ve ark. yapmis olduklar1 aile calismasinda biri Tiirk ailesine ait olmak
iizere yeni ¢.192G>C (p.E64D) mutasyonu saptamislardir (59). Bu mutasyon klinik
bulgu veren kizkardeste homozigot olarak, klinik bulgu vermeyen erkek kardeste
heterozigot olarak bulunmaktadir. Ayrica homozigot hastalar Pozitron Emission
Tomography’de L-Dopa emilim kusurunu gostermislerdir. Lockhart ve ark. 49 Kuzey
ABD’li beyaz EBPH olgularim1 dogrudan dizileme ile analiz etmisler, yaptiklar
calismada sadece bir probantta R98Q heterozigot amino asit doniisiimii saptamiglardir.
(82). Tan ve ark. Cin, Malay ve Hintli degisik populasyonlarda yaptiklar1 ¢aligmalarda
herhangi bir DJ-1 mutasyonu saptamamislardir (142). Su ana kadar higbir arastirmact
DJ-1 amplifikasyonu saptamamistir (141). Tablo 5.5’te goriildiigi gibi MLPA
calismamizda DJ-I genomik degisimi olan 12 hastamizin %42’sinde (n=5)
amplifikasyon saptanmistir. Literatiirde DJ-/ geninde saptanan ilk amplifikasyon
bulgusu tarafimizca yapilan MLPA analizi hastalarinda tespit edilmistir. Tablo 5.4’te
goriildiigii gibi delesyon saptadigimiz bolgeler, ilk defa mutasyonu bulan van Duijn ve
ark. ve diger arastirmacilarla ayn1 ekzon bolgelerinde olup, orami diger arastirmacilarin

saptadiklarindan daha yiiksektir.

Bizim ¢alismamizda DJ—-I geninin telomer kisminda yer alan TNFRSF9 geninde de
amplifikasyon ve delesyonlar saptanmistir. TNFRSF9 ile ilgili bulgularimiz ilging bazi
cikarimlan diisiindiirmistiir. DJ—/ genine ek olarak MLPA kitimizde bulunan TNFRSF9
probu DJ-I geninin telomerik ucundaki degisimleri goriintilemek maksadiyla MLPA
kitinin i¢ine yerlestirilmistir. Hiicresel enflamasyon cevabi ile ilgili TNFRSF9 genine
yonelik hazirlanmis tek prob sonuglart incelendiginde, caligmamizda alti hastamizda
delesyon dort hastamizda amplifikasyon bulunmustur. Hem DJ-/ geninde hem de bu
genin p-telomerik ucundaki TNFRSF9 geninde tespit edilen genomik degisiklikleri
birlikte degerlendirdigimizde, 12 hastamizda DJ-I genomik dozaj degisikligi
saptanmistir. Bu hastalardan %50’sinde (n=6) TNFRSF9 geni dozaj degisikligi de birlikte
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bulunmustur. ilging bir sekilde DJ-1 amplifikasyonu olan hastada TNFRSF9'un da
amplifiye oldugu, yine DJ-I ekzon 1 agisindan degerlendirildiginde, bes delesyonlu
hastanin TNFRSF9 genlerinde de delesyon mevcut oldugu goriillmiistir. DJ-I gen
delesyonu bulunan 7NFRSF9 gen delesyonlu hastalarin dordiinde ve TNFRSF9
amplifikasyonlu bir hastada DJ-I ekzon 1’de aym sekilde dort delesyon ve bir
amplifikasyon bu genomik degisimlere eslik etmistir. Buna ek olarak DJ-I ekzon 3’de
iic delesyon varken TNFRSF9 genlerinde de delesyon, DJ-I ekzon 3’de bir
amplifikasyon varken TNFRSF9 amplifikasyonu da bu genomik degisime eslik etmistir.
Ve yine DJ-I ekzon 5’de iki delesyon mevcutken TNFRSF9 genlerinde de delesyon, bir
amplifikasyon varken TNFRSF9 geninde de aym sekilde amplifikasyon goriildiigii
saptanmigtir. Bu genler arasi iligki su ana kadar ilk defa MLPA analiz calismamiz
tarafindan saptanmistir. Tesadiifi bir sonug olabilecegi gibi hiicresel enflamasyon cevabi
ile ilgili TNFRSF9 geninin DJ-I geninin telomerik ucunda komsu olarak yer aldigi
hatirlanirsa, bu durum antienflamatuar kullananlarda PH nin daha az siklikla gelistigini
yayinlayan arastirmacilara bir cevap olup olmadigi sorusunu da akla getirmektedir. Bu

iliski daha detayli incelenmeye deger bulunmustur.

DJ—-1 mutasyonlar1 EBPH sebebi olmasina ragmen, calismamizda DJ—I mutasyonu
tespit edilen 12 hastanin yalnizca iki tanesi 40 yas altindadir. Oysa hastalarimizin genel
baslangi¢ yas1 ortalamasi 57,90 olarak tespit edilmistir. Hastalarin baslangi¢ yaslar1 39—
73 araliginda bulunmaktadir. Elbette ki Tiirkiye sartlarinda hastalar semptomlar ortaya
ciktiktan uzunca bir siire sonra miiracaat ettikleri i¢in baslangic yasi tespiti, tekrar
dogrulanmasi gereken bir veridir (32). Ancak literatiirde genelde ailesel caligmalarla
EBPH olgularnyla yapilan DJ-I genomik degisim arastirmalarina yeni bir veri olarak
sporadik PH grubumuzun oldukca yiiksek frekansta ve ¢ogunun GBPH olgularindan
olugmas1 degerlendirilmesi gereken tartismaya agik bir bilgi olarak karsimiza ¢ikmustir.
MLPA analiz calismamiz her ne kadar tablo 5.6’da goriildiigii gibi ekzon 1-5 arasinda
yogunlasmis olmasi sebebiyle literatiire uyumlu bulunsa da, oraninin yiiksek saptanmasi

dogrulanmasi gereken bir veridir.

DJ-1 ile birlikte saptanan genlere baktigimizda DJ—I geni bulunan 12 hastanin
iicline SNCA A30P, besine SNCA, Parkin ve PINKI mutasyonlart eslik etmistir. Eger
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DJ-1’deki genomik degisim amplifikasyon ise SNCA’daki degisim de amplifikasyon ve
eger DJ-I genomik degisimi delesyon ise SNCA’daki genomik degisim de aym sekilde
delesyon olarak karsimiza ¢ikmistir. Bir hasta hari¢ PINKI ve Parkin i¢in de ayn1 durum
tespit edilmistir. Genomik dozaj degisikligi birbiriyle uyumlu olarak delesyon ise diger
genlerde de delesyon, amplifikasyon ise diger genlerde de amplifikasyon seklinde
bulunmustur. Ancak her ikisi de 1p36 lokusunda yer alan PINKI ve DJ—I’in birbirleriyle
uyumlu olarak genomik degisimlerinin ayni olmast komsuluk sebebiyle aciklanabilir bir
durum iken, frajil bir lokusta yerlesimli 6. kromozomda yer alan Parkin ve frajilitesi
hakkinda bir bilgimizin olmadig1 4. kromozomda yer alan SNCA genomik degisimlerinin
DJ-1 genomik degisiklikleriyle aynm ozelligi gOstermesi aragtirilmast gereken ilging bir
durum olarak karsimiza cikmustir. Sonu¢ olarak Da Costa ve ark. sporadik PH

vakalarinin serebrospinal sivilarinda artmis DJ—/ mutant proteinlerinin varliginin tespiti

Tablo 5.5 DJ-1 genomik degisimi saptanan hastalarimizin mutasyon dagilimi.
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4736 | K |61 73 34 +1+45 +11+12 | +143+5 | + +8
4737 |E |73 76 18 +1+5 +1+3 -5+8
4784 |K |54 |64 |42 |(®) -1 - +3
4798 | K |59 70 34 +5 +1 +8
4817 | K |64 67 18 +5 +1 +8
4833 |E |60 71 42 +5 +1+5 -5+8
4846 |E |51 62 42 (+) -1-5 +6 -1-7 - +3+5-8
4886 | K |57 66 32 -1 -5-11 -1-3 -8 (+) -10
5137 |E |68 72 37 -5
5394 | K |62 71 48 -1-5 -12 -3-5 - -8
5506 |K |62 |69 |18 -5 -8-12 -1-3-5 | - -4
5507 |E |40 56 58 (+) -12 -1-3 - | +14+5-6-7-8
Ortalama | 59,2 | 68,1 | 35,2

(+) isareti nokta mutasyonu varhgin, + isareti amplifikasyonu, - isareti delesyonunu gostermektedir. +
veya - degerinin Oniindeki rakam ekzon numarasini ifade etmektedir. Ornegin +5, tablodaki genin ekzon
5 amplifikasyonu oldugunu; -1 tablodaki genin ekzon 1 delesyonu bulundugunu ifade etmektedir.
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ile sporadik PH tamisinda DJ-I proteininin bir marker olarak kullanilabilecegini
diisiinmiislerdir (23). Bu calismamizla elde ettigimiz genis bir yelpazedeki genlerle ilgili
bulgularimiz ¢ok daha 6zellesmis calismalarin kurgulanmasina veri tabanmi sunmustur.

Bunun da yeni ¢aligmalarla agikliga kavusacagini diisiinmekteyiz.

Tablo 5.6 DJ-1 Geni Literatiir Bilgileri

Arastirmacilar Cahisma Tipi Populasyon Sikhigi (%) Ek Bilgi
van Duijn ve ark. (152) Ailesel Hollanda, EBPH Ik bulgu | DJ-1 del ?
Bonifati ve ark. (9) Ailesel Hollanda, EBPH Detay | Ekzon 1-5 aras1 del
Pankratz ve ark. (111) Ailesel ABD 5,00 | Ekzon 2-7 arasi
Clark ve ark. (22) Randomize ABD, EBPH 1,12 | Ekzon 1-5 arasi
Hering ve ark. (59) Ailesel Tiirk, EBPH Aile
Lockhart ve ark. (82) Ailesel Kuzey ABD, EBPH 2,00
Tan ve ark. (142) Sporadik Cin, EBPH 0
Malezya, EBPH 0
Hint, EBPH 0
MLPA Calismamiz Sporadik Tiirk 22,00 | Ekzon 1,3 ve 5
Tiirk, EBPH 25,00
Tiirk, GBPH 22,00

5.1.5. PINKI (PARKG6) Prob Bolgeleri

Tunus’ta genis c¢aphh bir ailesel PH grubunda 1p36-37 lokusunda
baglantilandirilmis olan OR PINKI geni mutasyona ugradiginda genelde mitokondriyal
islev bozukluguna sebep olmakta ise de fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir.
Kodlanan biitiin varyantlar1 patojenik mutasyon degildir (66 ). EBPH vakalarinin %]1-
7’sini olusturur. Su ana kadar bu gene ait 18 farkli mutasyon tanimlanmistir ancak
PINK]1 genine ait amplifikasyona rastlanmamistir (25). Um ve ark. PINK] ile Parkin
arasinda fonksiyonel bir etkilesim oldugunu bildirmislerdir. Parkin geninin secici olarak
PINKI’e baglanarak PINKI diizeyini regiile ettigini ve Lewy cisimcigi olusumunda her
iki genin de birbirinin stabilitesini, ¢oziiniiliirliigiinii ve agrezom formu olusturma
yatkinligin1 etkilemekte oldugunu gostermislerdir (149). Tang ve ark. ise PINKI’in

DJ-1 ile fiziksel etkilesime girdigini bunun da noron hiicresini MPTP sebebiyle olusan
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apoptozise kars1 koruyan PINKI - DJ-I kompleksi oldugunu yaymnlamislardir (144).
Bunun fenotipe yansimasi her ne kadar acikca gosterilemese bile arastirmacilarin bu
konuda beklentisi vardir. Ciinkii su anki arastirmalara gére PINK I in yukan regiilasyonu
Parkin’e 6zel bir olaydir. Parkin asin tretildiginde PINK[’in tibikiitinlenmesi dramatik
olarak azalir (149). PINKI geni silinmis sineklerde Parkin geninin ekpresyonunun
artmasiyla gelisecek bozukluklarin diizeltildigi, ancak Parkin geni silinmis olan
sineklerde PINK[’in ifadesinin artmamasi, daha distalde yer alan Parkinle PINKI in
birlikte aym1 metabolik yolag1 paylastigini gostermistir (31). MLPA ile taradigimiz
hastalarimizin on tanesinde hem Parkin hem de PINKI mutasyonu birlikteligi tespit
edilmistir. Bunlar arasinda Parkin amplifikasyonu olan hastalarin, delesyonu olan
hastalarla klinik karsilastirmasi UPDRSIII ortalamalari iizerinden yapilacak olursa, tablo
5.7°de goriildigii gibi, PINKI mutasyonu olup Parkin amplifikasyonu olan hastalarin
(n=4) ortalama UPDRSIII degeri 37,5 iken, Parkin delesyonu olan hastalarmn (n=6)
ortalama UPDRSII degeri 38,3’tiir. Her iki hasta grubu birbirine benzer oranlara
sahiptir. Sebebi hasta sayimizin yeterli olmayis1 olabilecegi gibi, bu hastalarin sahip
olduklar1 diger mutasyonlarin kiimiilatif etkisi sebebiyle klinik olarak tesadiifi yakin
deger de olabilir. Parkin asirt tiretiminin PINKI’de meydana gelen fonksiyon kaybini
telafi ettigini yayinlayan arastirmacilarla MLPA analizi sonuglarimiz uyumlu
bulunmustur (149). Ciinkii MLPA problartyla taradigimiz PINK/ hastalarindan diger
genomik degisiklikler istirak etmeyen PINKI mutasyonlu hastalarin UPDRSIII skoru
26,60 bulunmustur. PINKI genomik degisimine ek olarak Parkin geni genomik degisime
ugramamigsa PINKI’in yolu tizerindeki fonksiyon kaybini kompanse edilebilmektedir.
(31). Yani eger Parkin geninde amplifikasyon veya delesyon meydana gelmemisse
hastaligin siddetinin azalmas1 gerekmektedir. Parkin geni mutasyona ugramamissa
ifadesini arttirarak fonksiyon kaybini diizeltebilmektedir. MLPA analizimize gore Parkin
geninde fonksiyon kayb1 meydana getiren bir genomik degisim, PINK/ geni mutant bir

hastada klinik siddetini arttirmistir ve literatiirle uyumlu bulunmustur.

PINKI geninde, ¢ogu kinaz domaini etrafina dagilmis bir¢ok mutasyon
tanimlanmistir.  DJ-I  ve PINKI’in iliskisinden dolayr PH’min patogenezinde
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu gelismesi hipotezi giliclenmistir (163). MLPA
calismamizda DJ-/ geni amplifikasyonu veya delesyonuyla PINKI genomik degisimini
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birlikte tasiyan 11 hastayr karsilastirdigimizda tablo 5.7°de gorildiigii gibi, DJ-1
amplifikasyonu olan PINKI hastalarinin (n=4) UPDRSIII degeri ortalamas1 28 iken, DJ-
1 delesyonu olan PINKI hastalarinin (n=7) UPDRSIII degeri 39,5 olarak yiiksek
bulunmustur. DJ-1 amplifikasyonu olan PINKI mutasyonlu hastalarin UPDRSIII degeri,
DJ-1 delesyonu olan PINKI mutasyonlu hastalara oranla 1,41 kat daha fazla
bulunmustur. DJ—I amplifikasyonlu hastalarda UPDRSIII degerinin daha diisiik ¢ikmasi,
daha iyi klinik tablonun varligin1 gostermektedir. Bu durum DJ-/ amplifikasyonunun

koruyucu etkisi sebebiyle olabilir mi sorusunu akla getirmektedir.

Ishihara ve ark. 208 bireyi etkilenmis, 340 bireyi etkilenmemis 92 aile, 240 ailesel
olmayan PH ve 368 saglikli kontrol ile yiiriittiikleri Tunus calismasinda klinik teshis
kriteri olarak Hoehn-Yahr ve UPDRSIII kullanmislardir (66). Calismalarinda PINKI
icin dizileme, 1116 mikrosatellit marker tarayarak nonparametrik baglant1 analizi ve
dozaj analizi icin kantitatif RT-PCR teknigi yontemlerini kullanmislardir. Ek olarak
Parkin ve LRRK2 genlerini de calismislardir. Bir¢ok etkisiz mutasyona ek olarak ii¢
tanesi yeni bulduklart olmak iizere dort PINKI mutasyonu tespit etmislerdir.
Arastirmacilar sadece tek ailenin biri etkilenmis digeri etkilenmemis iki bireyinde
LRRK2 G2019S mutasyonu tespit etmislerdir. PINKI geni taramasinda ise biri Q456X
mutasyonu olan dort nokta mutasyonu incelemeye alinan 92 ailenin 14’iindeki 46 bireyde
(%15), hem homozigot Q456X hem de Q129X substitiisyonu ailesel olmayan 240 PH
olgusunun altisinda (%2,5) tespit edilmistir. Ailesel PH grubunda PINKI homozigot ise
baslangic yas1 (36£12) mutasyon tasiyici olmayan gruba gore (57+15) daha kiigiik
oldugunu saptamislardir. Arastirmacilar sadece dort mutasyonun PINKI geni igin
hastalik etkeni, diger mutasyonlarin zararsiz polimorfizmler olarak degerlendirildigini
bildirmislerdir. Bu sebeple bircok PINKI varyantinin PH etkeni oldugu konusunda heniiz
ciddi bir kanmit ortaya konmadigim1 yaynlamiglardir. MLPA c¢alismamizda bagka
mutasyonun eslik etmedigi saf PINKI mutasyonu olan hasta oranm1 %6 iken (n=4) birlikte
herhangi bir PH gen mutasyonu eklenen hasta orant %34 (n=20) bulunmustur. Tablo
5.7’de goriildiigii gibi tek basina PINKI genomik degisikligi bulunan dort hastanin
UPDRSIII ortalamas1 21,75’tir ve UPDRSIII degerleri 12-27 araliginda bulunmustur.
Herhangi bir gen mutasyonu ile birlikte olan PINKI genomik degisikligine sahip PH
olgularinin UPDRSIII ortalamast 31,83 iken UPDRSIII degerleri 10-58 araligindadir.
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Herhangi bir gen mutasyonu eklenmis olan PINKI genomik degisimi olan hastalarin saf
PINKI mutasyonu olan PH’larinin UPDRSIII puanlarina oranit 1,46 gibi bir sonug
vermektedir. PINKI genomik degisimine bir veya birkac genetik faktor daha
eklendiginde hastalarimizda UPDRSIII skoru yiikselmistir. Bu bulgu literatiire uygun
bulunmustur, ¢iinkii Kumazawa ve ark. tek basina PINKI heterozigot mutasyonlarinin
bir bagka predispozan faktor olmadik¢ca PH gelisimini saglamadigini bildirmislerdir
(74). Ancak bizim sonuclarimiza gore saf PINKI mutant hastalarda da PH klinigi
goriilmektedir. Bu ya ilave bir cevresel faktoriin tetiklemesiyle hastalik ortaya
cikmaktadir, ya da problarimiz bu dort hastada var olan ilave genetik etyolojik faktorii
saptayamamistir. Bu sonug, daha genis hasta populasyonunda arastirma yapilmasinin

gerekli oldugunu diisiindiirmiistiir.

Kumazawa ve ark. bes tanesi Tiirk, cogu Asya kokenli 13 iilkeden 190 sporadik PH
olgusu, 201’1 ailesel formda olan 391 PH olgusu ve 300 saglikli DNA 6rnegini PINK]
geni mutasyon analizi i¢in taramiglardir (74). Bu arastirmalarinda PINK’e ait 6onceden
yaptiklar1 calismalarla bagka genomik delesyonu tespit edilen hastalar1 tarama disina
almiglardir. qRT-PCR ve dogrudan dizileme yontemini kullandiklan tekniklerinde tiim
ekzonlar1 taramiglardir. Toplam 10 hastada nokta mutasyonu bulmuglardir.
Mutasyonlarin ekzon 1, 2, 7 ve 8’de birer tane nokta mutasyonu; ekzon 4, 5 ve 6’da
ikiser tane nokta mutasyonu seklinde oldugunubildirmislerdir. Saptanan mutasyonlar,
tim gen boyunca dengeli dagilmis olup bu hastalarin bes tanesi ailesel, bes tanesi
sporadiktir. Baglangi¢ yasi 19 olan ailesel bir Tiirk kadin hasta da bu hastalar arasindadir.
Bu calismada PINKI mutasyonu taranan bes Tiirk hastadan birinde PINK/ mutasyonu
(%20) bulunmustur. Bu Tiirk hastanin UPDRSIII skoru 22’dir ve bu da bizim
buldugumuz saf PINKI mutant hastalarin ortalama UPDRSIII degerleri olan 21,75’e ¢ok
yakindir. MLPA analiz calismamizda PINKI genomik degisimi saptanan PH olgulari
%41 (n=24) gibi su ana kadar arastirmacilarca bulunmamis ¢ok yiiksek bir degerde tespit
edilmistir. Tablo 5.8’de arastirmacilarin literatiirde saptadiklari frekanslar 6zetlenmistir.
Tablo 5.7°de goriildiigii gibi baska hicbir mutasyonun eslik etmedigi saf PINKI
mutasyonu olan sadece dort hastamiz vardir. Bunlarin degerleri UPDRSIII ortalamalart

21,75 gibi hafif bir klinik seyri yansitmaktadir.
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Tablo 5.7 PINKI genomik degisimi saptanan hastalarimizin mutasyon dagilimi.

- s @ 3] - % &
Lo =E|E| BIEl B E|. | |E] £
S| 2 2| 2| 29S| S|F & S| = 21 &| 3 §
El8| &1 S5 5218 g[8 £ =|E £ 3|3 X
4736 [K |61 [73 |34 +1+5 +114+12 | +143+5 | + +8
4737|E |73 |76 |18 +1+5 +143 -5+8
4779 |K |61 |77 |42 |@#) +4+11 +6
4784 | K |54 |64 42 (+) -1 - +3
4786 |E |70 |75 |32 | (&) 5 +3
4798 |[K |59 |70 |34 +5 -1 +8
4817 | K |64 |67 |18 +5 +1 +8
4823 |E |59 |68 |34 +5 +8 +10
4825|E |66 |78 |29 (+) +6+8
4833 |E |60 |71 |42 +5 +145 -5+8
4834 |K |50 [55 |10 +5 +8
4843 | K |61 [64 |14 +6 -1
4846 |E |51 |62 |42 (+) -1-5 +6 -1-7 - +3+5-8
4875|E |58 |63 |24 -6
4886 | K |57 |66 |32 -1 -5-11 -1-3 -8 (+) -10
4894 |E |57 |62 |24 +1 ?
4910 | K [54 |66 |32 +145 +11 + +8 +10+15
4924 |K |52 |63 |42 | (#) 9 +145-7 (+)
5184 |E |58 |63 |27 +5
5371 | K |52 [56 |12 -8
5394 | K |62 |71 |48 -1-5 -12 -3-5 - -8
5506 | K |62 |69 |18 -5 -8-12 | -1-3-5 | - -4
5507 |E |40 |56 |58 +) -12 -1-3 - | +145-6-7-8
5522 |K |60 |64 |28 -1 -8 -2-6
Ortalama | 58,4 | 66,6 | 30,0

(+) isareti nokta mutasyonu varligini, + isareti amplifikasyonu, - isareti delesyonunu gostermektedir. +
veya - degerinin 6niindeki rakam ekzon numarasini ifade etmektedir. Ornegin +5, tablodaki genin
ekzon 5 amplifikasyonu oldugunu; -1 tablodaki genin ekzon 1 delesyonu bulundugunu ifade
etmektedir.

Deng ve ark. 62 saglikli kontrol bireyi ile 6 EBPH olgusunda Parkin ve PINKI

genlerini intronik bolgeleri de dahil olmak iizere dogrudan dizileme ve kantitatif RT-
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PCR yontemiyle taramislardir (25). Bu altt EBPH olgusu SNCA ve LRRK2 gen dozaj
degisimi olmayan alt1 aileden calismaya alinmis bireyden olugsmustur. Bu calismada
sadece bir PH olgusunda bilesik heterozigot (ekzon 3 delesyonu ve ekzon 3-4
delesyonu) genomik degisim saptanmistir (%16). Bizim calismamizda ise sekiz EBPH
taranmistir. EBPH olgularinin tartisildigi bu grupta sadece bir hastada hem Parkin hem
PINKI, SNCA, DJ-1, TNFRSF9 mutasyonlar1 saptanmistir. Bu hasta boliim 5.1.3’de

tartisilmistir.

Literatirde PINKI genine ait amplifikasyona rastlanmamistir. Ancak yaptigimiz
MLPA c¢alismasinda sporadik PH’larimizin  %29’unda (n=17) amplifikasyon
saptanmistir. Bu amplifikasyonlar ekzon 1, 3, 5, 6 ve 8’de saptanmis olup ilk defa
tarafimizca bulunmustur. Buldugumuz amplifikasyonlarin daha c¢ok ekzon 8’de
yogunlastigi saptanmistir. Bu veriler, benzer calismalar yapildiinda daha etkin

degerlendirilebilecek ve karsilastirilabilecektir.

Tablo 5.8 PINK1 Geni Literatiir Bilgileri

Arastirmacilar Cahsma Populasyon Bolgesi Sikhig1 (%) Ek Bilgi
Tipi
Ishihara ve ark. (66) Sporadik Tunus 2,50
Kumazawa ve ark. (74) Ailesel Asya 4,26
Ailesel Tiirk 20,00 1/5 Tiirk hasta
Sporadik | Asya 0,53
Deng ve ark. (25) Ailesel Amerika 16,00
MLPA Caligmamiz Sporadik | Tiirk 41,00
Tiirk, EBPH 12,50
Tiirk, GBPH 46,00

5.1.6. GCH1 Prob Bolgeleri

Tek gen mutasyonu olarak GCHI’in Parkinsonizmin herhangi bir formundan
sorumlu oldugunu gosteren bir calisma mevcut degildir. Sadece Momma ve ark.
2009°da Cin’de ekzon 4 heterozigot c.524 A>G mutasyonu bulunan tek bir erkek hasta
yaymlamiglardir. MLPA c¢alismamizda GCHI geni bes ekzon bolgesine yonelik

hazirlanmis problar ile incelenmistir. Sadece bir hastamizda ekzon 2 ve ekzon 6’da
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delesyon saptanmistir. Bu hastada SNCA ekzon 1’de ve PINKI ekzon 8’de birer
delesyon da ek olarak bulunmustur. Literatiirde L-Dopa’dan yarar saglayan distoni
hastalarinda goriilen bu genomik degisim tek basina tespit edilmis bir delesyon degildir.
Sonug¢ olarak arastirmamizda secilen hastalar arasinda L-Dopa’ya cevap vermesi
sebebiyle PH ile ayiric1 taniya giren Dopa Responsif Distoni probu arastirmaya dahil
edilmis olabilecek hastalar1 ayirici tamida kullamilmak amaciyla, kitimizde
bulunmaktadir. Sadece bir hastada saptanan GCHI genomik degisimlerine ek olarak
PINKI1 ve SNCA delesyonlar1 bu hastaya eslik etmektedir. Bu da hastamizda saptanan
PH Kkliniginin sebebinin oncelikli olarak SNCA ve PINKI mutasyonlar1 oldugunu

diistindiirmiistiir.

5.1.7. LRRK? (PARKS) Prob Bolgeleri

PH hastaliginin molekiiler etyopatogenezinde rol alan genlerden biri de son
donemlerde OD ge¢ baslangicli birgcok vakadan sorumlu tutulmasi sebebiyle mercek
altina alman LRRK2’dir. LRRK2 geni kromozom 12ql11.2-q13.1 iizerinde PARKS
lokusunda yerlesiktir ve 51 ekzonlu biiyiik bir gendir. 2.527 amino asitlik bir proteini
kodlamaktadir. Su ana kadar bu gende trunkasyon ve delesyon tipi mutasyonlarin
bulundugu ve bu mutasyonlarin da hiicre i¢inde fonksiyon kaybi mekanizmasiyla
kendini gosterdigi saptanmistir. Hastali§in penetransinin ilerleyen yasla birlikte artmasi
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. 2008 yilinda Peru ve Uruguay’i igeren bir
LRRK? calismasinda Mata ve ark’nin toplam 365 PH olgusu ile (Peru Lima’dan 240,
Uruguay Montevideo’dan 125 hasta) yaptiklar1 calismada dizileme yontemiyle hastalari
genotiplemislerdir (90). Uruguay’li hastalarda G2019S tasiyiciligi %4 (n=5), Peru’lu
hastalarda ise %0,4 (n=1) bulunmustur. Tiim hastalar sporadiktir ve ailelerinde PH
oykiileri yoktur. Uruguay’li hasta grubunun %4,0’liikk frekans1 ispanyol (%2,2-7,6) ve
Italyan (%2,1-2,9) hasta frekanslari ile uyumlu olup bu Uruguayli hastalar buraya
Avrupa’dan goc¢ etmislerdir (49). Mata ve ark.’ caligmalariyla MLPA analizi

oranlarimizin karsilagtirmasi tablo 5.10’da gosterilmistir.
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Aragtirmacilar tarafindan Ingiltere’nin giiney dogusundan olan PH olgularmin
frekansi Avrupa kokenli olanlarla ayni (%1,6) saptanmistir (46, 166). Nichols ve
ark. 352 farkli gruptan ailenin PH’ndan etkilenmis 757 bireyinde, 965 hasta olmayan
kontrol bireyi ile karsilastirma yaptiklan restritksiyon enzimi ve dogrudan dizileme ile
G2019S mutasyonu taramislar, hem heterozigot (n=34) hem homozigot (n=1) toplam
%5 (n=35) hastada bu mutasyona rastlamislardir. Kontrol grubunda ise bu mutasyona
rastlanmamistir (98). MLPA analizi oramimiz tablo 5.10’da gosterildigi gibi (%12)
yiiksektir.

2008 yilinda Patra ve ark. Ispanyol olmayan beyaz irk Amerika’l1 350 sporadik ve
225 ailesel PH olgusu ve 186 kontrol ile yaptiklart G2019S nokta mutasyonunu
dizileme yontemiyle taradiklar1 calismada G2019S mutasyon frekansini sporadik PH
olgularinda %0,3 (n=1) bulmuslardir (114). Hastalarin mutasyon dagiliminin
yaslariyla iliskili olmadig1 tespit edilmistir. MLPA analizi oramimiz tablo 5.10°da
gosterildigi gibi (%12) yiiksektir ancak bizim hastalarimizin mutasyon dagilimi da yasla
iligkili degildir. Tablo 5.9°da goriildiigii gibi baslangic yas1 ortalamamiz 53,90 ve hasta

baslangic yaslar1 38-66 arasinda bulunmustur.

Digerlerine oranla daha diisiik hasta 6rneginde (n=23) tiim LRRK2 ekzonlarinin
dogrudan dizileme yontemiyle tarandigi Paisan-Ruiz ve ark. DJ-1, SNCA ve PINKI
mutasyonu olmayan %93’ti Kanada’li beyaz hasta Ornegi kullanarak yaptiklar
calismada da LRRK2 geni %8 oraninda tespit edilmistir (106). MLPA analizi
oranimiz tablo 5.10°da gosterildigi gibi (%12) yiiksektir. Ancak Paisan-Ruiz ve ark.’nin
calisigt hasta sayis1 az oldugundan belli bir populasyonu yansitamayacagi

diistiniilmiistiir.

Lesage ve ark. Kuzey Afrikali Arap PH ile ekzon 41’i dizileme yodntemiyle
yaptiklari, 151 saglikli Arap kontrol denegi kullandiklar c¢alismada sporadik 49 PH
olgusunda %41, ailesel 27 PH olgusunda %37 oraninda LRRK2 G2019S kuzey Afrikali
Arap mutasyonuna rastlamiglardir (76). Bu mutasyon iki Afrikali saglikli kontrol
orneginde de tespit edilmistir. G2019S mutasyon tastyicilarinin hepsinin de birbirine
yakin hastalik baslangi¢ yasina sahip oldugu goriilmiistiir. MLPA analizi oranimiz tablo
5.10’da gosterildigi gibi bu arastirmacilara gore (%12) diisiiktiir.
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Orr-Urtreger ve ark. tarafindan yayinlanan bir ¢aligmada Parkinson hastasi olan
Askenazi Yahudilerinde LRRK2 G2019S mutasyonu arastirtlmistir (101). Bu
arastirma, alt1 mikrosatellit marker kullanarak G2019S ve birkag ilave nokta
mutasyonunun arastirildigi bir kohort tip haplotip analizidir. Bu ¢alismada 472 yahudi
PH olgusu, 1802 kontrol bireyi kullanilmistir. Sporadik PH olgularinin %10,60’1, ailesel
PH olgularinin %26’sinin G2019S mutasyonuna sahip oldugu tespit edilmistir. Bir
baska Askenazi Yahudisi ¢aligmasi olan ve bu ¢alismaya benzer sonuglarin elde edildigi
Ozelius ve ark.’min calismasinda G2019S mutasyon frekansi ailesel PH olanlarda
9%29,70 iken sporadik PH olanlarda %13,30 bulunmustur (104). Bu ¢alismada 120
Askenazi Yahudisi hasta iki SNP ve bes mikrosatellit marker kullanilarak genotip
taramasina alinmistir. Bu hastalarda dmiirboyu penetrans iki ayr1 yontemle %31,80 ve
935,20 hesaplanmistir. Orr-Urtreger’in calismasinda 100 Tiirk hastasi dahil edilmis
olup ve bunlardan %1°i (n=1) G2019S mutasyon tasiyicisi olarak tespit edilmistir. Toft
ve ark. LRRK2 G2019S mutasyonunun yayinlandigi siklikta olmadigimi iddia
etmektedirler (146). Buna karsin Yahudi arastirmaci Orr-Urtreger ise bu mutasyonun
Amerika, Asya ve Avrupa’da prevalansimin diisiikk, Kuzey Afrika ve Askenazi
Yahudilerinde yiiksek olmasimin bu mutasyonun Ortadogu merkezli yayildigini
diistindiirdiiglinii séylemistir (101). Yahudi arastirmacinin olusturdugu arastirma
grubundaki G2019S mutasyonlu Tiirk hasta grubu su ana kadar Tiirk populasyonu
hakkinda elimizdeki saptanmis tek veridir. Buna gore arastirmacinin Tiirk olgularindan
(%1) yiiksek, Askenazi Yahudisi olgularindan %41diisiik oranda hastamiz (%12)
G2019S mutasyonuna sahiptir.

Toft ve ark. yine Lancet merkezli yayimlarda benimsendigi sekilde LRRK2
mutasyonunun penetransinin 50 yasinda %21 iken, 70 yasinda %81’dir diyerek
Kashergus ve ark. yaptigi Avrupa populasyon ¢alismasina gdondermede bulunmustur
(67). Change ve ark. Glineybati Avrupa, Kuzey Afrika ve Sefardik Yahudileri ile
yaptiklar1 mikrosatellit ile genotipleme analizinde birbirinden bagimsiz gruplarca
yapilan arastirmalarda LRRK2 G2019S mutasyonu olan sporadik hastalarin frekansinin
%1-2 oldugunu, kuzeyden giineye frekansinin arttigm (16); Kuzey Avrupa
calismasinda frekansin %2.9 (5); Ispanya’min kuzeyinde %3,4, Katalonya’da %6,4,
Portekizde %6 iken (10, 42, 91); Lesage ve ark. Kuzey Afrikada %41 oldugunu
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ve kendi bulduklar1 sonuglarda 3100 saglikli kontrol bireyinden ikisinde (%0,06) ve
Kuzey Afrikali (Libya, Tunus, Cezayir, Fas) 597 hastadan 13’iinde (%2,17) ve 361
Sefardik Yahudisinden (Kuzey Afrika ve Ispanyol) besinde (%1,4) G2019S mutasyonu
saptandigini bildirmislerdir (76). MLPA c¢alismamizda saglikli kontrol bireylerimizde
G2019S mutasyonu saptanmamistir. Ancak bu genin penetransinin degiskenligi goz
Oniine alindiginda daha ileri ¢alismalarla ve saglikli birey sayist arttirildiginda daha

farkli sonuclar alinabilir.

Aragtirmacilarin bulgularinin tersine 2008 yilinda Ishihara ve ark. beklentinin
disinda olarak Tunus’lu 208 etkilenmis hastadan sadece %1’inde (n=2) LRRK2 G2019S
mutasyonunu buldugunu yayinlarken (66), diger bir arastirmaci grubu yaptiklar
mikrosatellit analizi ile kendi hastalar1 i¢inde en yiiksek mutasyon oranina (%3,3) sahip
Fas’li Berberi toplumu oldugunu bildirmislerdir (164). Her ikisi de Kuzey Afrika
yerlesimine sahip bu populasyonlarn bu bolgenin yeniden farkli bir gozle
degerlendirilmesi gerektigini diisiindiirmiistiir. Zabetian ve ark. G2019S mutasyonun
kokeninin tahminen 2250 y1l 6nce Kuzey Afrika’da ortaya ¢iktigini, Lesage ve ark. ise
buna zit olarak 725 y1l once giiney Avrupada yasamis olan atadan gelmekte oldugunu
bildirmiglerdir (77, 164). MLPA analizimiz sonucu G2019S saptanan hasta
oranimiz tablo 5.10’da gosterildigi gibi kuzeydeki arastirmacilardan yiiksek, giineydeki
arastirmacilardan diisiik saptanmistir. Ancak G2019S mutasyonunun dagilimi cografik
degisime bagli olmaktan c¢ok belli 1rklara yonelik bir dagilim gosterdigini

diistindiirmektedir.

Pimentel ve ark. 31.ekzonu dizileme yontemiyle inceledikleri 154 Brezilya’li
birbiriyle iliskisiz sporadik ve familyal PH olgularim1 taradiklannt c¢alismalarinda
31.ekzonda mutasyon bulamamislardir (117). Nichols ve ark. ABD’li G2019S
mutasyonu olmayan 430 PH’dan kohort yoOntemiyle baglanti analizi yaparak
iligkilendirdikleri 88 multipleks PH olgusunun tiim LRRK genlerinin 51 ekzonunu da
kromozom 12 genomik contig dizileme ve restriksiyon enzimiyle keserek
elektroforezde karsilastirma yontemiyle taramiglardir (97). Arastirmacilar 1-24 arasi
ekzonlarda altt mutasyon bulduklarin1 bildirmislerse de hangileri oldugunu

aciklamamislardir. LRRK? iizerindeki herhangi bir ekzona ait yeni mutasyona sahip alt1
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probandin her biri klasik PH bulgularina sahip olup semptom baslangi¢ yasi gec¢ olan
hastalardir. 70 yas {iistii prevalans %2 veya daha yiiksektir. Ancak bu calismada
heterojen bir grup dagilimi vardir. Dupre ve ark. Fransiz-Kanadali 125 PH olgusu ve 95
kontrol bireyinin 31 ve 41. ekzonunu dogrudan dizileme ve SNP analizi yontemiyle
incelemigler ve herhangi bir genomik degisim bulamamislardir (34). Spanaki ve
arkadaglar1 300 saglikli kontrol bireyi ve 92’si ailesel 174’11 sporadik 266 PH vakasi
tizerinde Girit Adasi populasyonuyla sinirli ¢alismalarinda, tiim bireyleri G2019S,
12020T (ekzon 40) ve R1441H/C/G (ekzon 31) dizileme, sporadik hastalar1 ise G2019S
ve 12020T mutasyonu agisindan RFLP yontemiyle taramislardir (136). Sporadik
grupta herhangi bir hastada genomik degisim saptanmamistir. Familyal gruptan bir tek
bireyde R1441H/C/G (ekzon 31) mutasyonu mevcuttur. Bu arastirmada yaslar 48-74
arasinda olan hastalar incelenmis, Akdenizin giiney-dogusunda yer alan bu kapali
toplumun Akdenizin en diisiik oranda mutasyona sahip toplulugu oldugu gosterilmistir.
Literatirde G2019S haricinde Spanaki ve ark. Girit populasyonunda 31. ekzonda
saptadiklar1 hastalik etkeni mutasyon haricinde anlamli ve hastalik etkisi yaratan bir
baska mutasyon saptanmamistir. Calismamizda elde ettigimiz LRRK2 ekzon 1, 10 ve
15°de saptanan delesyon, ekzon 10 ve 15 da saptanan amplifikasyonlar literatiirden

farkli bulunmustur. Yeni bir bulgu olarak saptanmistir.

Zabetain ve arkadaslar1 586 Japon PH olgusundan bir grup olusturup, bunlarin
icinden ailesel olanlar1 ve bir veya ikinci derece yakininda PH bulunanlan hari¢ tutarak
317 sporadik PH olgusunun LRRK?2 41.ekzonunu dizileme yontemiyle taramislar ve 453
Avrupa-Amerikali G2019S tasiyicisi kontrol grubu ile haplotip analizi yapmak iizere
dokuz SNP ve yedi mikrosatellit marker sonuclariyla karsilagtirmislardir (165).
G2019S mutasyonu tasiyan tiim PH olgular ge¢ baslangicli, L-Dopa cevabi olan, atipik
semptomlart olmayan hastalardir. Bu calismada iki hastada G2019S mutasyonu
bulmuglardir. Bir hastada da yine 41.ekzona ait yeni bir mutasyon tespit etmisler, ancak
bu mutasyonun etkisiz bir mutasyon oldugunu agiklamislardir. Papapetropoulos ve ark
patolojik olarak dogrulanmuis, hepsi Oliirken beyin bagisinda bulunmus 130 hasta ve
saglikli 85 kontrol bireyi kullanarak iic LRRK?2 kinaz domain bolgesine karsilik gelen
12012T, G2019S ve 12020T mutasyonunu dogrudan dizileme yontemiyle, dondurulmus

beyin piyesi orneklerinden elde ettikleri DNA’lan tarayarak yaptiklar1 caligsmalarinda
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G2019S mutasyonunu dort hastada (%3) ve bir kontrol bireyinde tespit etmislerdir
(112). Kontrol bireyi herhangi bir norodejeneratif bulgu vermeden 68 yasinda
miyokard infarktiisii sebebiyle 6len bir olgudur. Arastirmacilar, hem hasta hem de
kontrol bireyi ¢rneklerinde 12012T veya 12020T mutasyonlarimi tespit etmemislerdir.
MLPA calismamizda LRRK?2 geni ekzon 1, 2, 10, 15, 27, 41, 49 ve ekzon 41 G2019S
Mutasyonu olmak iizere 8 ekzon bolgesi incelenmistir. Bu sonuglara gore LRRK?2 ekzon
1’de iki hastada delesyon; ekzon 10’da bir hastada delesyon, ii¢c hastada amplifikasyon;
ekzon 15°de bir hastada delesyon, dort hastada amplifikasyon saptanmistir. Ancak
kitimizde 41. ekzonda yer alan G2019S haricinde diger nokta mutasyonlarina spesifik
prob bulunmadigindan taranmamustir. G2019S mutasyonu acisindan
Papapetropoulos’un ¢aligmasina gore yiiksek bulunmustur. Calismamizda 15 (%12)
hastamizda LRRK2 G2019S mutasyonu tespit edilmistir. Hastalarimizin baslangi¢ yas
ortalamasi 53,90’dir ve baslangi¢ yaslar1 38—-66 arasinda degismektedir. Yedi tanesinde
G2019S nokta mutasyonu olup, alti tanesi baska LRRK2 genomik degisimin
bulunmadigr saf G2019S mutasyonu olarak saptanmistir. Ancak bu 15 G2019S
mutasyonlu hastadan dordiinde SNCA A30P heterozigot mutasyonu, bir tanesinde SNCA
A30P homozigot mutasyonu ek olarak saptanmistir. Bu hastalarin baglangic yasi
ortalamasi 49,40’tir. En geng olan 38, en yasli olam1 66 yasindadir. Bir hastada G2019S
mutasyonuna ek olarak LRRK2 10.ekzonda bir delesyon, PINKI, DJ-1, Parkin ve
SNCA’da muhtelif ekzonlarda delesyonlari olup bu hasta gorece digerlerine nazaran
daha yiiksek UPDRSIII degerine (32 puan) sahip bulunmaktadir. Dort hastamizda
LRRK? 15. ekzonda amplifikasyon, bu gruptan ii¢ hastada ek olarak LRRK?2 10.ekzonda
amplifikasyon bulunmustur. Bu grupta da baslangi¢ yasi ortalamasi 53,2°dir ve LRRK?2
15.ekzon grubundan farkli ortalamada bir baslangi¢ yasi farkina sahip degildir. LRRK2
geninde en sik rastlanan bu G2019S mutasyonu, gen diizeyinde 6055G>A doniisiimiine
sebep olarak amino asit diizeyinde Glisin-Serin pozisyonel degisikligine yol agmaktadir.
Bu mutasyonun sporadik vakalarda yaklasik %1, ailesel vakalarda yaklasik %5 ve
saglikli kontrol bireylerinde hi¢ goriilmedigi bildirilmistir (155). G2019S mutasyon
bolgesi LRRK2 geni lizerinde mitojenaktif protein kinaz kinaz kinaz (MAPKKK)
domaininin hayli korunmus bir aktivasyon parcasidir. Bu yiizden burada meydana gelen
bir mutasyon, LRRK2 geninin kinaz aktivitesini dogrudan etkiler. Ilging olarak tipik

GBPH bulunan, Alman ailesinde ve Japon Samagihara soyunda LRRK2 ile
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baglantilandirilmis 12020T, G2019S’e bitisiktir (41, 168). Buna ek olarak 12012T
pozisyonunda patojenik yer degistirme olarak tanimlanan mutasyon da bulundugunda,
PH saptanan hastalarda 41. ekzonda bu bolge mutasyonlarmin fonksiyonel onemini
giindeme getirmistir (147). Sekil 5.1’de goriildiigii gibi LRRK2 geninde iki 6nemli ve
korunmus domain, Roc ve COR’a ek olarak 16sinden zengin tekrar bolgesi, WD40
domaini ve bir tirozin kinaz katalitik domain de bu gende Onemli bolgeler olarak
arastirmacilarca tanimlanmistir (28). Farrer yas baglantih calismalarda LRRK?2
G2019S mutasyon spesifik penetrans sebebiyle bu gen mutasyonunu tasiyanlarda PH
gelistirme riskinin 14 kat oldugunu ancak LRRK2 G2385R tastyicilarinda bu riskin 2
kata dustigini bildirmistir (39). Bu bize boylesi biiyilkk bir genin G2019S
mutasyonunun dogrudan islevini bozan fonksiyonel ciddi bir kayba sebep olmasi
nedeniyle LRRK2 proteinin iiretime en hassas pargasi oldugunu gostermektedir.
Zabetain ve ark. G2019S mutasyonunun Avrupa’daki farkli prevalanslarda yayilim ile
iki biiyiik kohort caligmasiyla yaklasik 1200 Cinli PH tarandig: iki biiyiik yayinda hig
mutasyon bulunmamasini bu mutasyonun bolgesel kokeninin Orta-dogu olduguna
baglamistir (85, 140). Tablo 5.10’da goriildiigii gibi MLPA bulgularimizla saptanan
G2019S mutasyonlu hasta oranimiz %12’dir. Tablo 5.9°da goriildiigii gibi baska hicbir
LRRK2 genomik degisimi olmaksizin sadece G2019S mutasyonu saptanan hasta
oranimiz %10’dur (n=6). LRRK?2 geninde saptadigimiz amplifikasyon ve delesyonlari
karsilagtirmak amaciyla baktigimiz yayinlarda, baglanti analizi veya SNP ile tarama
yapilmis ancak bu bolgelerde herhangi bir genomik degisime rastlanmamistir. Ancak
MLPA c¢alismamizda saptadigimiz genomik degisimlerin Ekzon 1, 10 ve 15°de
amplifikasyon ve delesyonlar olmasi bu bolgelerde yapilacak calismalarin LRRK
geninin kinaz fonksiyon kaybi patolojisine 1s1k tutacagim diisiindiirmiistiir. Elbette 51
ekzonlu biiyiik bir genin sadece sekiz ekzonunun belli bolgelerine ait sonuglar
degerlendirmek halen biraz spekiilatif kalmakta ise de yapilacak yeni calismalarin
sonuclarinin da katilmasiyla gercege daha yakin olacaktir (166). Arastirmacilarin
ortak goriisii ekzon 41 de bulunan G2019S mutasyonunun ‘“hot spot” oldugudur.
Simdilik yayinlar bize sadece bu mutasyona yonelik calismalarin yogunlukta oldugunu,
diger ekzonlarda yapilacak caligmalara da ihtiya¢ oldugunu gostermektedir. Ancak

mekanik bir yaklagimla degerlendirmek gerekirse G2019S mutasyonunun genomik

91



yerlesim yeri bakimindan, LRRK2’nin tam aktivasyon segmentinde meydana
geldiginden proteinin konformasyonunu degistirerek kinaz aktivitesini bozmasinin,
arastirmacilart  LRRK2’nin diger ekzonlarmma yogunlagsmaktan wuzak tuttugunu
sOyleyebiliriz. Schapira, LRRK2 nin kinaz aktivitesi sebebiyle a-siniikleini
fosforillemesinde meydana gelecek aksakliklarin klinige yansiyacagini, bu sebeple
farmakogenomik calismalarda hedef protein olarak diisiiniilmesi gerektigini bildirmistir
(125). Arastirmacilarin sekil 5.1°’de saptadiklar1 bulgulara gore LRRK2 geni
mutasyonu en sik ve en etkin MAPKKK bolgesinde bulunmaktadir. Buna gore tablo
5.10’da arastirmacilarin yogunlastiklart ekzon 41 G2019S bolgesiyle ilgili bazi
calismalarda goriildiigi gibi, bu genomik degisimin etnik ve cografik dagilimi Ortadogu
merkezli olup, Avrupa, Asya ve Amerika’ya gidildik¢e diistiigii goriilmektedir. Kimi
arastirmacilara gore giineyde kuzeyden, kimilerine gore Ortadogu merkezinde
cevresinden, kimilerine gore founder etki sebebiyle sadece belli wrklarda yiiksek

bulunmasi degisik hipotezlerdir ve halen agiklama beklemektedir. Buna uygun olarak

A /12q12 (144 kb) \
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Ex19 (1) Ex21 Ex24 Ex24(1) Ex25(1) Ex27  Ex31(12) Ex35(1) Ex35(2)  Ex41(3,4,5,6) Ex41(1,7)

Sekil 5.1 (A) Ekzon pozisyonlari. (B) LRRK domainleri ve mutasyon pozisyonlarinin sematik diyagrama:
Kalin yazilar, calismalarda bulunmus mutasyonlar; parantezler, Onceden bulunmus mutasyonlarin

referanslari. (1) Zimprich ve ark. (2004); (2) Paisan-Ruiz ve ark. (2004); (3) Di Fonzo ve ark. (2005); (4)
Nichols ve ark. (2005); (5) Gilks ve ark. (2005); (6) Toft ve ark. (2005); (7) Funayama ve ark. (2005). (Berg
ve ark.’dan (5))

Tiirk-Anadolu populasyonunu igceren ¢alismamizda sporadik PH olgularimizin frekansi
tarafimizca literatiirle uyumlu olarak degerlendirilmis, Ortadoguyla diger bolgeler

arasinda koprii olacak orana sahip oldugunu (%12) diisiindiirmiistiir.
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Patra ve ark., Japon populasyonunda taranan 586 PH olgusundan sadece 2 tanesi
(%0,34) heterozigot G2019S mutasyonu iken Giiney Avrupa populasyonunda yiiksek
saptanmasini (kokeni Kuzey Afrika olan) founder etkiye baglamistir (114). MLPA
analizi yaptigimiz G2019S mutasyon frekansi giiney-kuzey arasinda koprii gibi duran
PH olgularimizin founder etki agisindan da incelenmesi halinde ilging bulgularla
kargilagilabilecegini diisiindiirmiistiir. Calismamiz bu arastirmacilara basamak tegkil

edebilecektir.
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Tablo 5.9 LRRK?2 genomik degisimi saptanan hastalarimizin mutasyon dagilimi.

2| T < o ) )
S| g | = 2 g < 2 2
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=] A ) n| < = = B <] |l » N
= £ N =2 > & )
S| = = | | = < v ~ ~ 2zl 2 2
I E| 2 2| E| S8l 28 % z|E ARIE: e
£| O] A | 5| & & 5|5 e A8 & S =
4745 | K 47 50 22 -11 -1
4787 | K 38 43 12 (+) -6 (+)
4788 |E 65 70 32 -12 (+)
4789 | K 52 63 42 (+) (+)
4818 | K 63 77 38 -1-15
4823 |E 59 68 34 +5 +8 +10
4872 |E 56 61 24 +9 +15
4886 | K 57 66 32 -1 -5-11 -1-3 -8 (+) -10
4894 | E 57 62 24 +1
4895 | E 39 44 22 +) | () - (+)
4910 | K 54 66 32 +1+45 +11 + +8 +10+15
4924 [K |52 |63 |42 | () 9 +1+5-7 (+)
5086 | E 54 57 19 +10+15
5087 | K 49 52 18 -4+6 +15
5505 |E 66 70 21 (+) (+)
Ortalama 53,9 160,8 [27,6

(+) isareti nokta mutasyonu varligini, + isareti amplifikasyonu, - isareti delesyonunu gostermektedir. +
veya - degerinin oniindeki rakam ekzon numarasini ifade etmektedir. Ornegin +5, tablodaki genin ekzon 5

amplifikasyonu oldugunu; -1 tablodaki genin ekzon 1 delesyonu bulundugunu ifade etmektedir.
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Tablo 5.10 LRRK?2 Geni Literatiir Bilgileri

Arastirmacilar Cahsma Tipi Populasyon Bolgesi Siki Ek Bilgi
(%)
Mata ve ark. (90) Sporadik Uruguay 4,00 | Ekzon 41 (G2019S)
Sporadik Peru 0,40 | Ekzon 41 (G2019S)
Gilks ve ark. (46) Sporadik Giiney-dogu Ingiltere 1,60 | Ekzon 41 (G2019S)
Nichols ve ark. (98) Ailesel Karisik grup 5,00 | Ekzon 41 (G2019S)
Patrave ark. (114) Ailesel Beyaz Irk Amerikalt 3,50 | Ekzon 41 (G2019S)
Sporadik 0,03 | Ekzon 41 (G2019S)
Zabetian ve ark. (166) Ailesel Avrupa Kokenli 1,60 | Ekzon 41 (G2019S)
Paisan-Ruiz ve ark. (106) Ailesel Kanadali Beyaz 8,00 | Ekzon 41 (G2019S)
Lesage ve ark. (76) Ailesel Kuzey Afrika 37,00 | Ekzon 41 (G2019S)
Sporadik 41,00 | Ekzon 41 (G2019S)
Sporadik (Libya, Tunus, Cezair, 2,10 | Ekzon 41 (G2019S)
Fas)
Sporadik Sefardik Yahudisi 1,40 | Ekzon 41 (G2019S)
Om-Uttreger ve ark. (101) Ailesel Askenazi Yahudisi 26,00 | Ekzon 41 (G2019S)
Sporadik 10,60 | Ekzon 41 (G2019S)
Sporadik/Ailesel Tiirk 1,00 | Ekzon 41 (G2019S)
Ozelius ve ark. (104) Ailesel Askenazi Yahudi 29,70 | Ekzon 41 (G2019S)
Sporadik 13,30 | Ekzon 41 (G2019S)
Change ve ark. (16) Sporadik Giineybat1 Avrupa 1,00 | Kuzeyden giineye
Kuzey Afrika -2,00 | frekans artmaktadir.
Sefardik Yahudi Ekzon 41 (G2019S)
Berg ve ark. (5) Ailesel/Sporadik Kuzey Avrupa 2,90 | Ekzon 41 (G2019S)
Mata ve ark. (91) Sporadik Kuzey Ispanya 3,40 | Ekzon 41 (G2019S)
Gaig ve ark. (42) Ailesel Katalonya 3,40 | Ekzon 41 (G2019S)
Sporadik 6,40 | Ekzon 41 (G2019S)
Brasveark. (11) Sporadik Portekiz 6,00 | Ekzon 41 (G2019S)
Ishihara ve ark. (66) Ailesel Tunus 1,00 | Ekzon 41 (G2019S)
Zabetian ve ark. (164) Ailesel Fasli Berberi 3,30 | Ekzon 41 (G2019S)
Pimentel ve ark. (117) Ailesel/Sporadik Brezilya 0 | Ekzon 31
Nichols ve ark. (97) Ailesel/Sporadik Amerika (70 yas iistii) 2,00 | Ekzon 41 (G2019S)
Dupre ve ark. (34) Ailesel/Sporadik Fransiz-Kanadali 0 | Ekzon 41 ve 31
Spanaki ve ark. (136) Ailesel Girit 1,00 | Ekzon 31
Sporadik 0 | Ekzon 41
Zabetain ve ark. (165) Sporadik Japon 0 | Ekzon 41
Papapetropoulos ve ark. (112) Sporadik Amerikan (Karisik) 3,00 | Ekzon 41 (G2019S)
Lu ve ark. (85) Sporadik Tayvan 0 | Ekzon 41 (G2019S)
Tan ve ark. (140) Sporadik Cin 0,10 | Ekzon 41
MLPA Calismamiz Sporadik Tiirk 12,00 | Ekzon 41 (G2019S)
EBPH 25,00
GBPH 10,00
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5.1.8. Literatiirde Ailesel Parkinson Hastaliis MLPA Analizi Calismalari

Son yillarda Chung ve ark 94 EBPH olgusu, Pankratz ve ark. 64 PH aileden 93
bireyle, Scarciolla ve ark. 16 EBPH olgusu, Hakansson ve ark. 63 EBPH olgusu ile
olmak iizere dort ayr ailesel MLPA analizi calismasi yapilmistir (19, 54, 111,

124). Bu calismalar tablo 5.11°de 6zetlenmistir.

Chung ve ark 94 EBPH olgusu ile yaptigt MLPA analizi ¢calismasinda %5 (n=3)
Parkinson hastasinda Parkin mutasyonu saptanmistir. Hastalardan birincisinde ekzon 2
ve 7°de delesyon, ikincisinde ekzon 2 ve 11’de delesyon, ii¢iinciisiinde ekzon 3 ve 7°de
delesyon tespit edilmis ve hastalar bilesik heterozigot olarak degerlendirilmistir. Chung
ve ark.’lar1 bu caligmalarinda PINKI mutasyonu da saptanmadigini bildirmislerdir.
MLPA calismamizda EBPH grubumuzda (n=8) Parkin mutasyonu saptanan hastalarin
oran1 %37,5 (n=3) saptanmis olup Chung ve ark. gore oldukca yiiksek saptanmistir.
Hastalarimizdan birincisi, baslangi¢ yas1 40, UPDRSIII skoru 58 olarak en yiiksek olan
Parkin ekzon 12 delesyonu saptanan bir hastadir. Ancak yukarida anlatildig: sekilde bu
hastada ek olarak SNCA A30P mutasyonu, DJ-I ekzon 1 ve 3 delesyonu, TNFRSF9
delesyonu, PINKI ekzon 6, 7, 8 delesyonu ve ekzon 1 ve 5 amplifikasyonu saptanmistir.
Hastamin ayrintili analizi yukarida anlatilmistir. ikinci hastada Parkin ekzon 11
delesyonu ve LRRK?2 ekzon 1 delesyonu; iigiincii hastada Parkin ekzon 4 delesyonu,
ekzon 6 amplifikasyonu ve LRRK2 ekzon 15 amplifikasyonu saptanmistir. Chung ve
ark. tarafindan Koreli EBPH populasyonu ile yapilan MLPA calismasina gore iki
MLPA EBPH olgusunda daha genomik degisim saptanmistir. Bu EBPH olgularindan
birinde homozigot SNCA A30P, LRRK G2019S nokta mutasyonu ve SNCA ekzon 6
delesyonu saptanmustir. Ikincisinde ise SNCA A30P heterozigot nokta mutasyonu ve
LRRK2 G2019S nokta mutasyonlart bulunmustur. Bu iki hastanin baslangi¢ yaslar1 38
ve 39°dir. UPDRSIII skorlari ise 12 ve 22 dir ve EBPH olgularinin ortalama degeri olan
30’dan daha diisiiktiir. MLPA calismamiz Chung ve ark. calismalariyla uyumsuz

bulunmustur.
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Pankratz ve ark. yaptiklar ailesel DJ-I geni taramalarinda MLPA analizinde
sadece PO5S1 kitini kullandiklarindan ekzon 2 ve 4 hari¢ tiim geni taramislardir. Sadece
DJ-1 geniyle ilgili bulgularim yayinlayan arastirmacilar herhangi bir dozaj degisimi
saptamamiglar ancak hastalarinda %35 nokta mutasyonu tespit ertmislerdir. MLPA
calismamizda hastalarimizda DJ-1 genine ait ekzon 2 ve 4’de herhangi bir mutasyon
saptanmamistir. Analiz calismamizda P052B kiti de kullamildigindan, olgularimiz
ailesel PH olgular1 olmadigindan, Pankratz ve ark. ABD’li PH olgularim1 taramis
oldugundan ve sadece DJ-I belli genleri taradigindan birbirleriyle karsilastirmak
miimkiin olmamistir. Ancak 58 olgumuzun DJ-I geninde ekzon 1 {izerinde genomik
degisikligi dikkat cekmistir. 93 ailesel Amerikali bireyde sadece %35 rastlanan DJ-1
genomik degisimi, 58 PH olgumuzdan %38’inde (n=22) saptanmistir. Olgular
tartismamizin DJ-1 altbaslhiginda tartisilmistir.

Scarciolla ve ark. tarafindan 16 EBPH olgusu, 13 pozitif kontrol mutasyonlu
birey, 31 saglikli 60 yas iizeri birey MLPA teknigiyle taranmistir. Arastirmacilar
dizileme ile tespit ettikleri LRRK G2019S mutasyonlu PH olgularim1 MLPA analiz
calismalarindan ¢ikarmiglardir. Ayrica pozitif kontrol olgularrmi MLPA analizi
uyguladiklar1 c¢aligmalarinda tekrar saptamislardir. Calismanin giivenilirli§ine azami
dikkat ettikleri arastirmalarinda ii¢ Parkin genomik degisimi saptamislardir. Bunlardan
birincisi ekzon 2 ve 3 delesyonu, ikincisi ekzon 3,5 ve 6 delesyonu, iiciinciisii
homozigot ekzon 3 delesyonu olarak tespit edilmistir. Bu sonug¢lar dogrudan dizileme
ve kantitatif RT-PCR ile dogrulanmistir. Arastirmacilar sadece Salsa MLPA PO51 kitini
kullanmislar ve DJ—1I geni ekzon 2 ve ekzon 4’ii taramamislardir. Sonug olarak Parkin
genomik degisimi saptadiklar1 hasta oranim %19 (n=3) olarak saptamislardir. Oncelikle
MLPA calismamiz hem GBPH hem de EBPH olgularimi igermektedir. Scarciolla ve
ark.’1na gore literatiirde izole DJ—I ekzon 2 ve ekzon 4 degisimi saptanmamistir. MLPA
analizi yaptigimiz EBPH olgularimizin 3 tanesinde Parkin, 1 tanesinde DJ—1 gen dozaj
degisikligi saptanmistir. DJ—I genomik degisimi olan hastamizda Parkin mutasyonu da
mevcuttur. Ayrt ayr degerlendirdigimizde Scarciolla ve ark.’nin oranlarindan yiiksek
%38 Parkin, %12,5 DJ-I mutasyonlu EBPH olgumuz saptanmistir. Bu literatiirde
saptanan %15-18 Parkin oranmindan, %1-5 DJ-1 oranmindan yiiksektir. Ancak Parkin
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mutasyonu i¢in Hattori ve ark.’nin EBPH saptanan Japon vakalarin %66’lik oranindan

ise diigiik saptanmustir.

Isve¢’te 16’s1 ailesel olan 63 EBPH olgusunun tarandigi, Hakansson ve ark.
MLPA ve dogrudan dizi analizi yontemiyle yapilan calismada Parkin geni ekzon 3’te
bir tane heterozigot yanlis anlamli mutasyon bulmuslardir (54). Hakansson ve ark.
calismalarinda ekzon 7 de iki de-novo mutasyon da saptamislardir ancak meydana gelen
amino asit degisiminin protein fonksiyonunu degistirip degistirmedigini analiz ettikleri
PolyPhen yoOntemiyle simadiklarinda tespit ettikleri mutasyonun Parkin protein
fonksiyonunu bozmadigin tespit etmislerdir. Saptanan bu iki genomik degisim sessiz
mutasyondur. Salsa MLPA P051-P051 Kkitinin her ikisi ile analiz yapan Hakansson ve
ark. calisigimiz MLPA Kkitinin bir 6nceki versiyonu ile calismiglardir. Bizim
calisigimiz MLPA kitimiz Parkin genine ait ekzon 3 ve 12’ye spesifik iki prob daha
ilave edilerek giincellesmis versiyondur. Daha genis Parkin geni tarayan yeni versiyon
MLPA kitiyle yaptigimiz calisgma sonucu EBPH olan Parkin gen mutasyonu
saptadigimiz  olgularimiz %37,5 (n=3) iken, Hakansson ve ark. calismalarinda
saptadiklar1 %4 (n=3) oraninda Isvec¢ populasyonunda saptanmistir. Hakansson ve ark.
Isvecli EBPH olgularinda baska genomik degisim saptamamuslardir. Bu sonuca gore
yaptigimiz MLPA analizi ile Hakansson ve ark.’min MLPA analiz caligmalarim
kiyaslarsak EBPH olgularimiz arasinda iki hastamiz daha genomik degisime sahiptir.
Bu iki hastadan birinde heterozigot SNCA A30P nokta mutasyonu ,SNCA ekzon 6
delesyonu ve LRRK2 G2019S nokta mutasyonu, digerinde SNCA A30P homozigot
nokta mutasyonu ve LRRK2 G2019S nokta mutasyonu saptanmistir. Bu hastalar
yukarida detayl incelenmistir. Ozetle MLPA calismamizda, Hakansson ve ark. Isve¢’li
EBPH olgularinda saptadiklarindan daha yiiksek oranda genomik degisim saptamamiz,
genlerin cografik dagilim farkina, ik farkina, Parkin 3, 12. ekzonda mutasyon
bulunmasina ragmen eski versiyon oldugu i¢in 3 ve 12. ekzonuna bakan proba spesifik
alanda mutasyonu saptayamayan MLPA kitine bagli olabilir. Hakansson ve ark.
calismalarinda elde ettikleri onemli bir veri de MLPA analizi ile elde ettikleri
sonuclarla, dogrudan dizileme ile elde ettikleri verilerin birebir uyumlu oldugunu

gostermistir.
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Su ana kadar sporadik PH olgularn ile MLPA analizi ¢alismasi yapilmamaistir.
Salsa MLPA P051 ve P052 kiti su ana kadar saptanmis olan ailesel PH genlerini
taramak iizere tasarlanmistir. Oysa Sporadik PH olgularini taramak iizere yapilmis olan
MLPA analizimiz hem sporadik hem de ailesel olgularda goriilmekte olan PH’ndan
sorumlu genleri taramak iizere ilk defa calisilmistir. Literatiirde saptanan olgularin hem
sporadik hem de ailesel olgular1 kesistirdigi hipotezinden hareketle yapilan ¢alismamiz
Sporadik PH genlerinin MLPA ile saptandig: ilk arastirmadir. Sonug¢ olarak MLPA
analizi yontemi ile hastalarim1 tarayan bilim adamlarinin bulgularina gore, asya
populasyonunda seyrek rastlanan PH genlerine ait mutasyonlarin MLPA analizi
calismamiz sonucunda EBPH’mizda oldukca yiiksek saptanmasinin cografik farkliliga,
EBPH olgularimizin azlig1 sebebiyle tesadiifen hasta olgularimizin sayica yiiksek
rastgelmesine veya Tiirk populasyonunda Parkin mutasyonunun founder etki sebebiyle

yiiksek olmasina baglayabiliriz.

MLPA c¢alismamiz yeni bir bakis acis1 getirmistir. Biiyiilk genomik degisimler
komsu genleri de bu degisimlere dahil edebilme ihtimaline sahiptir. Bu tiir genis bir
genomik sahay1 kapsayan biiyiik degisimlerde saf tek gen mutasyonunun beklenen
klinigine ilave olarak komsu gendeki genomik degisimin etkisine bagh yeni bir klinik
tablo ortaya cikabilmektedir. Kisiler arasi genomik varyasyonlar da buna ilave
oldugunda genotip-fenotip korelasyonu kurmakta zorluklar yasanabilmektedir. Cok sik
rastlanmayan, OR kalitilan hastalik etkenlerinin aragtirilmasinda hasta populasyonunun
secilmesi asamasinda birbirine benzer genoma sahip olduklarindan, aile ¢alismalari

Onemli yer tutmaktadir. Ailesel ¢alisma sonuglarmin daha dogru degerlendirilmesi ve

Tablo 5.11. Ailesel PH MLPA Analiz Caligmalar Literatiir Bilgileri

Arasgtirmacilar Cahisma Tipi Populasyon Bolgesi Sikhigi (%) Ek Bilgi
Chung ve ark. (19) Ailesel Kore 5,00
Parkin
Pankratz ve ark. (111) Ailesel ABD’li Beyaz 5,00 | Ekzon 2-7 arasi
DJ-1
Scarciolla ve ark. (124) Ailesel Italyan 19,00
Parkin
Hakansson ve ark. (54) Sporadik Isveg 4,00 | Ekzon 3
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ilave bir veya iki degiskenin daha karsilastirma kriterlerine eklenmesini saglamasi
bakimindan sporadik hasta calismalari, PH hakkinda edindigimiz bilgilere genlerin
etkilesimi acisindan ¢ok daha yeni bilgileri kazandirabilmektedir. Calismamizda ailesel
genomik degisiklik verilerinden sporadik hastalarimizi degerlendirmede yararlanma

imkani bulduk.

Hastalarim “hatirlama fenomeni” diye bilinen kendi ailelerinden yalnizca
hastaneye yatirilan hastalar1 hatirlama, bu sebeple de diger hasta aile bireylerini
hatirlamayarak ailesel olduklar1 halde sporadik olarak saptanmalarina sebep olan yanlig
anamnez verme olasiliklari her zaman klinisyenlerin arastirma defterlerinin bir
yapragin isgal etmektedir. Mesela literatiirde Parkin mutasyonu saptanan sporadik
EBPH’lar1 oranindan (%18) MLPA analizi bakilan hastalarimizin (%27) yiiksek
saptanmasi, ‘“hatirlama fenomeni” sebebiyle aslinda ailesel oldugu halde sporadik
goriinen bir grup hastanin oram degistirmesi olabilir. MLPA calismamizla elde edilen
veriler klinik icin yeni bir geri-bildirim olacak, hasta grubu yeniden gdzden gecirilerek
artik molekiiler bilgisine sahip olunan hastalarla daha ayrnntili ¢alismalar
yapilabilecektir. Calismamiz ayrica klinisyene ipucu verme 6zelligindedir. Normalde
OR kalitilan bir hastalik geninin sporadik olarak baska cografik bolgelerden, bagka
etnik topluluklardan ciddi farkli frekansta c¢ikmasi bu hastalar hakkinda teyid
calismalarimt gerektirmektedir. Aragtirmamiza ek olarak yapilacak teyid calismalar1 her
gen icin ayri ayri ve her hasta i¢in yeniden sorgulamalarin yapilacagi uzun bir zaman
diliminde tamamlanabilecek gibi goriinmektedir. Calismamiz teyidi gereken yeni
arastirmalar icin onciilik yapmustir. Onemli bulgular saptanmistir. Bu bulgular

literatiirde hi¢ saptanmayan yeni bilgileri literatiire kazandirmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Arastirma grubunu olusturan 58 sporadik PH olgusundan alinan kan
orneklerinden elde edilen DNA ile her bir olgu SNCA, UCH-LI, Parkin, DJ-1, PINK],
GCHI ve LRRK? genlerine ait 67 ayr1 bolgeden MLPA analizi teknigiyle incelenmistir.

MLPA ayni hastaya daha genis bir pencereden bakma imkan1 sunmustur.
MLPA analizi yaptiZimiz hastalarin higbirisinde triplikasyon saptanmamustir.

SNCA geni alti ekzonu, A30P yabanil ve A30P mutasyon bolgeleri incelenmis
olup biri homozigot olmak iizere 15 hastada A30P nokta mutasyonu saptanmis, ayrica
bu gene ait ekzon 5, hotspot diisiindiirecek sekilde genomik degisikliklerin yogunlastig
bolge olarak tespit edilmistir. SNCA geni iizerinde ayni1 hastada hem delesyon hem de
duplikasyonun birlikte bulunmadigi gozlenmistir. Calismamizda tespit edilen SNCA

genomik degisimleri literatiire gore yiiksek oranda saptanmistir.

UCH-LI geninde dort ekzon bolgesi incelenmis, prob bolgelerinde herhangi bir
amplifikasyon veya delesyona rastlanmamistir. Sadece birkac ailede rastlanan bu

genomik degisime caligmamizda da rastlanmamasi literatiire uyumlu bulunmustur.

Parkin geni, 12 ekzon bolgesi incelenmis, en sik degisim ekzon 5 ve 12’de
goriilen delesyonlar, ekzon 9 ve 11 de duplikasyonlar olmak tizere ekzon 11 ve 12°de
yogunlasmis genomik degisimler saptanmuistir. Sporadik Tiirk Parkinson hastalarindan
olusan grubumuzda literatiirden farkli genomik degisimler saptanmistir. Parkin geninin
promotor bdolgesinde bulunan PACRG geninde herhangi bir genomik degisim

bulunmamastir.

DJ-1 geni incelendiginde, genomik degisim bolgelerinin literatiirle uyumlu olarak
ekzon 1, 3 ve 5’'te olmasi, ancak hastalarin ¢ogunun beklenmedik sekilde GBPH’na

sahip olmasi ve literatiirde rastlanmadigi halde amplifikasyonlar saptanmasi aciklama
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gerektirmektedir. Mutasyonlarinda noroprotektif fonksiyon kaybi gelistiren bu genin

hastalar ¢evresel etkilere agik hale getirdigi diisiiniilmiistiir.

PINKI geninde duplikasyon ilk defa MLPA calismamizda %29 olarak

saptanmistir. Literatiirde benzer bulguya rastlanmamaistir.

Calismamizda LRRK? geninde saptanan delesyon ve amplifikasyonlar literatiirden
farkli bulunmustur, en sik rastlanan LRRK2 mutasyonu G2019S ise kuzey ile giiney
arasinda koprii olusturacak sekilde literatiirle uyumlu olarak degerlendirilmistir. Cok
degisken penetransa sahip, bolgenin mi yoksa irkin m1 daha etkin rol oynadigi
netlesmemis olan G2019S mutasyonu arastirmacilarca founder etki acgisindan da
degerlendirilmeye calisilmaktadir. Sporadik Tiirk Parkinson hastalarina ait bu caligma
arastirmacilara yeni bir bilgi sunmustur. Hasta sayis1 arttirilarak yapilacak ¢aligmalarla

daha sihhatli bilgilere ulagilabilecektir.

MLPA analiz calismamiz sporadik PH grubu ile literatiirde bir ilk olma 6zelligine
sahiptirr. MLPA tarama sonuclarimiz Tiirk populasyonuyla ilgili ¢ok az literatiir

bilgisine veritabani olusturarak sonraki calismalara basamak teskil etmistir.

PACRG, TNFRSF9, UCH-LI ve GCHI genleri incelenerek PH hakkinda ek
bilgilere kavusmamizi saglayan testimiz, sorumlu genlerle birlikte her biri hastalik
yolaginda bulunan siipheli genler hakkinda da yorum yapabilmemizi saglayacak verileri

bize sunmustur.

Sonug¢ olarak, PH epidemiyolojisinde tarama testi olmamasi, kesin tani igin
postmortem muayene gerektirmesi, uzun preklinik donem varligi, ileri yas hastalig
olmas1 ve bildirim zorunlulugu olmamasi sebebiyle bugiine kadar yapilmis MLPA
analizi dis1 bilgilerin kisithlig1 dikkat cekicidir. PCR ve kapiller elektroforez cihazi
kullanilarak yapilan MLPA tekniginin tarama amacl kullanilabilecek ucuzluk, hizlilik
ve kolayliga sahip olmasi sebebiyle PH arastirmalarina hiz  getirecegini

diistindiirmiistiir.
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