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OZET

Bashk: RFCI Geni Tekrar Artislarmin Sporadik Parkinson ile Iliskisinin

Incelenmesi

Amag: Replikasyon faktoru C alt birimi 1 (RFC1) genindeki biallelik AAGGG
tekrar dizisi artiglarinin (AAGGG)eksp) , Serebellar ataksi, noropati ve vestibiler
arefleksi sendromu (CANVAS) ve ge¢ baglangigli ataksinin sik goriilen bir nedeni
oldugu yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir. RFC1 (AAGGG)(eksp) neden oldugu ek
kinik etkiler tanimlanmaya devam etmektedir. Parkinson hastaliginda (PH) RFC1
tekrar artiglarmin  yayginhigini aragtiran sinirli sayida calisma bulunmaktadir.
Ulkemize ait herhangi bir veri bulunmamaktadir. Bu dogrultuda ¢alismamizda PH’da

RFC1 AAGGG tekrar artiglarinin profilinin ¢ikarilmast amaglanmstir.

Yontem: Calismada klinik olarak sporadik PH tanis1 almis 200 hasta ve 100
kontrol bireyde RFC1 AAGGG tekrar dizisi artig1 agisindan arastirilmistir. AAGGG
tekrar dizisi artis1 uzun menzilli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Long-Range PCR) ve

Repeat-Primed PCR yontemleri kullanilarak analiz edilmistir.

Bulgular: Hasta grubunda bir vakada patojenik AAGGG motifinde homozigot
ekspansiyon saptanmistir (%0,5). Hasta grubunda patojenik AAGGG motifinde
heterozigot ekspansiyon tasiyan olgu sikligr %8,5 olarak belirlenmistir. Kontrol
grubunda ise bu oran %4,08’dir. Hasta ve kontrol grubu arasinda patojenik

AAGGG eksp) motifi i¢in istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (p=0.193).

Sonuc¢: Calismamiz sonucunda biallelik AAGGG tekrar dizisi artisi i¢in elde
ettigimiz frekans degerleri literatiir ile uyumludur. Parkinson hastalarinda heterozigot
tastyicilarin (%8,5) daha yaygim bulunmasi bu tasiyiciligin PH i¢in bir risk faktorti
olabilecegini diistindiirmektedir. Saptanan kompleks motiflerin belirlenmesi ve elde
edilen verilerin dogrulanmas1 i¢cin daha genis hasta serilerinde ileri sekanslama
yontemleriyle yeni ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayn1 zamanda RFC/ geninde

saptanmis yeni motiflerinde PH ile iliskisinin incelenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson hastaligi, RFCI, Tekrar sayisi artislar



ABSTRACT

Title: Investigation of RFCI Gene Repeat Expansions and Their Association with

Sporadic Parkinson's Disease:

Aim: The increase of biallelic AAGGG repeat expansions in the replication
factor C subunit 1 (RFC1) gene has been demonstrated through studies to be a common
cause of cerebellar ataxia, neuropathy, and vestibular areflexia syndrome (CANVAS),
as well as late-onset ataxia. The additional clinical effects caused by RFCI AAGGG
expansions continue to be described. There are a limited number of studies
investigating the prevalence of RFCI repeat expansions in Parkinson's disease (PD).
Furthermore, no data specific to our country is available. Therefore, our study aims to

profile the AAGGG repeat expansions in RFC/ in individuals with PD.

Method: In the study, 200 individuals diagnosed with sporadic PD and 100
control subjects were investigated for RFC! AAGGG repeat expansions. The AAGGG
repeat expansions were screened using Long-Range Polymerase Chain Reaction

(PCR) and Repeat-Primed PCR techniques.

Results: In the patient group, a case of homozygous pathogenic AAGGG
expansion was identified (0.5%). The frequency of cases carrying heterozygous
pathogenic AAGGG expansions in the patient group was determined to be 8.5%, while
in the control group, this rate was 4.08%. No statistically significant difference was
observed between the patient and control groups for the pathogenic AAGGGexp motif
(p=0.193).

Conclusion: The frequency values obtained for biallelic AAGGG expansions in
our study are consistent with the literature. The higher prevalence of heterozygous
carriers (8.5%) among PD patients suggests that this carrier status may be a risk factor
for the disease. To confirm the identified complex motifs and validate the obtained
data, further studies should be conducted with larger patient cohorts, and other motifs

identified in the RF'CI gene should also be investigated.

Keywords: RFCI, Parkinson's disease, Repeat expansions
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1. GIRIS VE AMAC

Parkinson hastalig1 (PH) en sik goriilen ndrodejeneratif hareket bozuklugudur.
Baslica goriilen motor semptomlar1 arasinda tremor, rijidite, bradikinezi/akinezi ve
postural instabilite goriilmektedir. Parkinson hastalifinin patolojik 6zellikleri;
substantia nigra pars kompaktadaki dopaminerjik néronlarin kaybi ve Lewy
cisimcikleri olarak adlandirilan sitoplazmik inkliizyonlarda bulunan yanls katlanmis

alfa-siniikleinlerin birikimleri ile karakterizedir (Klein C. vd., 2012).

Parkinson hastaligmin tahmini prevalansi genel popiilasyonda %0,3, 60
yasindan biiyiik kisilerde %1 ve 80 yasindan biiyiik kisilerde %3 oranindadir. Yas,
hastalik en i¢in en biiyiik risk faktorii olarak goriilmektedir. Pestisitlere maruz kalma
ve kirsal yasama bagli olarak karsilasilan ¢evresel faktorleri de PH’de risk faktorii
olarak diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda aile dykiisii PH i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir.
PH vakalarinin birinci derece akrabalarinda rolatif risk kontrollere kiyasla iki ila {i¢
kat ytiksektir. Ailesel PH formlar1 vakalarin %5-15"1ni olusturmaktadir (Klein C. vd.,
2012). Parkinson olgularinin yaklasik %85’inin sporadik formda goriilmesi hastalik
icin yatkinlik faktorlerinin yogun bir sekilde arastirilmasia neden olmustur. Hastalik
icin genetik risk faktorlerinin belirlenmesine yonelik caligmalar her gegen giin

artmaktadir.

Replikasyon faktorii C alt birimi 1 (RFCI) geni, DNA replikasyonu ve
onarimmda rol oynayan pentamerik DNA polimeraz yardimci proteini olan
replikasyon faktorii C’nin biiyiik alt birimini kodlamaktadir. RFC/’in intron 2’sinde
bialelik AAGGG tekrarlarinin gozlenmesi serebellar ataksi, noropati ve vestibiiler
arefleksi sendromu (CANVAS) ve gec baslangichi serebellar ataksinin (SA) bir nedeni
olarak tanimlanmistir (Stoker vd., 2018). RFCI genindeki AAGGG tekrarlarinin
tanimlanmasindan bu yana CANVAS ve Lewy cisimcikli demansin 6zelliklerinin
gosterildigi bir hastada, serebellar ataksi, vestibiilopati ve levodopaya duyarl
parkinsonizmi olan bir hastada ve CANVAS ve levodopaya yanit veren parkinsonizmi

olan baska bir hastada rapor edilmistir (Davies vd., 2022).

Replikasyon faktorii C altbirimil (RFCI) genindeki biallelik AAGGG tekrar
dizisi artiglarinin (AAGGG)(eksp), serebellar ataksi, noropati ve vestibiiler arefleksi
sendromu (CANVAS) ve ge¢ baslangicli ataksinin sik goriilen bir nedeni oldugu
yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (Cortese vd., 2019). Kytdvuori ve arkadaslar1 2022



yilinda 569 Parkinson hastasindan 3 hastada RFCI geni patojenik tekrar artiginin
ataksi ve CANVAS’in karakteristikleri olmaksizin Parkinson ile iliskisini
gostermislerdir. Ancak bu tekrar sayisi artiglarinin PH ile iliskisini arastiran sinirl
sayida ¢aligma olmas1 RFCI geninin bu hastalik {izerindeki etkisini tanimlamak i¢in

yeterli degildir (Kytdvuori vd., 2020).

RFCI (AAGGG)eksp) neden oldugu ek klinik etkiler tanimlanmaya devam
etmektedir. Ulkemize ait RFCI (AAGGG)(ksp) frekansmin PH iizerindeki etkisini
aragtiran herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu dogrultuda ¢alismamizda PH’da
RFC1 patojenik AAGGG ve patojenik olmayan AAAAG/AAAGG tekrar sayilarinin

frekansinin belirlenmesi ve hastalik lizerine etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Parkinson Hastalhg

Parkinson hastalig1 (PH); tremor, rijidite ve bradikinezi ile karakterize edilmis,
bazi hastalarda ise hastaligin ilerledigi durumlarda postiiral instabilitenin ortaya ¢iktig1
karmagik ve kompleks bir norodejeneratif hastaliktir. PH ayn1 zamanda birgok motor
dis1 semptom ile iliskilidir ve bu semptomlar siklikla motor semptomlardan yillar 6nce
ortaya ¢cikmaktadir. 1817 yilinda ilk kez James Parkinson tarafindan tanimlanmis ve
Jean-Martin Charcot tarafindan yapilan ¢calismalarla karakterize edilmistir (Stoker vd.,

2018).

PH patolojik olarak beyin sap1 denilen bodlgede substansiya nigra hasari
sonucunda dopamin salgilayan hiicrelerin dejenerasyonu ya da kaybiyla karakterizedir
(LM vd., 2006)(Sekil 2.1). Bu ndrodejenerasyon yalnizca nigral dopaminerjik
ndronlarla sinirlt olmayip sinir aginin diger bolgelerinde yer alan islevsel hiicreleride

kapsamaktadir (Stoker vd., 2018).

Parkinson Hastalig

SCA1/2 Noronal
Kayip

Substantia Nigra

Azalma

vt
r
;&";'1‘ a-Synuclein

DJ-1 LRRK2

Sekil 2.1. Parkinson Hastaliginin meydana gelme nedenleri ve Parkinson Hastalig1 ile

MAPT

iliskili temel genlerin gosterilmesi.



2.1.1. Parkinson hastahgmm epidemiyolojisi

Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligindan sonra en sik gozlenen
norodejeneratif hastaliktir. Prevelansi, 65-69 yas araliginda %0,5 ila 1 arasinda iken
80 yas ve iizeri kisilerde bu oran %1-3’e yilikselmektedir (AJ vd., 2009). Yaslanan
niifus ile birlikte PH nin goriilme sikliginin 2030 yilina kadar yaklasik %30 oraninda
artmas1 ongoriilmektedir (Stoker vd., 2018).

2.1.2. Parkinson hastahgmnin etiyolojisi

2.1.2.1. Genetik faktorler

Herediter PH i¢in yapilan genetik ¢alismalar, tek gendeki hastaliga sebep olan
mutasyonlarin yeni PH nin monogenik formlarinin tanimlanmasina yol agmustir. Lewy
cisimciklerinin ana bileseni a-sinlikleinlerdeki mutasyonlarin  Nussbaum ve
arkadaglar1 tarafindan 1997 yilinda karakterize edilmesiyle PH’de genetik faktorler
iizerine yapilan ¢aligmalar hizlanmistir (Nassbaum vd., 2003). Son yillarda yapilan
calismalar ve gelisen genetik testler ile otozomal dominant ve otozomal resesif kalitim
gosteren mutasyonlar ve risk lokuslar1 tanimlanmistir. Parkinson hastaligina sebep
olan en yaygin genetik mutasyonlar SNCA, LRRK?2, VPS-35, PARK?2, PINK1, PARK7
ve GBA genlerinde lokalizedir (Jennet vd., 2003). Bu genlerdeki mutasyonlar tiim PH
vakalarinin %10’undan azinit olusturmasina ragmen PH etiyolojisindeki temel

molekiiler belirteclerin ve siireclerin tanimlanmasina yol agmiglardir.
2.1.2.1.1. SCNA (a-Synuclein)

PH’nin ilk monogenik nedent tipik klinik 6zelliklerle ortaya ¢ikan fakat erken
baslangigli otozomal dominant forma sahip bir Italyan ailede kesfedilmis ve yapilan
caligmalarla kromozom 4q bdlgesi i¢in yapilan gen dizi analizi sonucunda a-siniiklein
geninde (SNCA) bir amino asit degisimine (p.A53T) neden olan bir varyant
(c.209G>A) gosterilmistir (Polymeropoulos et al., 1997).

a-siniiklein beyinde yliksek oranda eksprese edilmektedir. a-siniiklein’in Lewy
cisimciklerinin ana bileseni oldugu kesfi PH nin genetik ve patolojik 6zellerinin
arasinda baglant1 oldugunu gostermistir. Yapilan ¢aligmalar ile a-siniiklein’in anormal
agregat olusturarak norotoksik birikimlere yol agtigi gosterilmistir ve anormal
agregatlarin konumuna bagli olarak vakalarda farkli klinik &zellikler ortaya

cikmaktadir (Camargos vd., 2009).


https://doi.org/10.1097/00019052-200312001-00002

SNCA geni iizerinde meydana gelen mutasyonlar nokta mutasyonu, duplikasyon
ve triplikasyon olarak meydana gelmektedir. Bu mutasyonlar dogal yolla katlanmayan
ve ikincil yap1 gdstermeyen o-siniiklein’lerin olusmasia yol acar. Yanlis anlamli
mutasyonlar a-sintiklein’in heliks yapisini bozarak toksik fonksiyon kazanmasina yol
agcmaktadir. SNCA geninde kopya sayist artislar: ise a-siniiklein’in agregasyonuna ve

asir1 ekspresyonuna yol agarak patojenik etki gostermektedir (Stoker et al., 2018).
2.1.2.1.2. Leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2)

LRRK?2, ROCO protein ailesinde bulunan 2527 amino asitten olusan biiyiik bir
proteini kodlar. Beyin dokusunda yiiksek seviyede eksprese edilir ve dopaminerjik
noronlarin endoplazmik retikulum ile iliskide oldugu beyin sapinda lokalizedir.
LRRK?2 genindeki mutasyonlarin kinaz aktivitesinin artigina sebep olarak PH’na yol

actig1 bilinmektedir (Kim vd., 2012).

I1k olarak otozomal dominant, eksik penetrans gosteren gec baslangicli PH’li bir
Japon ailede kesfedilmistir (Funayama et al., 2002). iki y1l igerisinde gerceklestirilen
caligsmalarla ilgili lokus birka¢ Avrupali ailede de dogrulanmis ve daha ayrintili bir
sekilde tanimlanmistir. Giiniimiizde LRRK2’de goriilen mutasyonlar herediter PH nin

bilinen en yaygin nedeni olarak kabul edilmektedir (Zimprich vd., 2004).

Bugiine kadar LRRK2’de 100°den fazla mutasyon rapor edilmistir. Bu
mutasyonlarin igerisinde p.G2019S degisimi en yaygin goriillen mutasyon tipidir
(Healy vd., 2008, Guedes vd., 2010). p.G2019S bir¢ok popiilasyonda goriilmektedir
ve etnik kokene bagli olarak ailesel PH vakalarinin %42 kadarinda rapor edilmistir.
Bununla birlikte p.G2019S degisimi sporadik PH vakalarinin da %10’unda
gorilmektedir (Healy vd., 2008).

2.1.2.1.3. PARK2 (PARKIN)

PARK?2 geninden 465 aa olan Parkin proteini sentezlenmektedir. Bir¢ok farkli
toplumda ¢ok sayida PARK2 mutasyonlar1 tanimlanmistir. PARK2 geninde saptanan
homozigot mutasyonlar erken baslangicli PH’nin en sik nedeni olarak gosterilmistir

(JM vd., 2011).

Su ana kadar yapilan ¢aligmalarla 887 farkli mutasyon ¢esidi tanimlanmistir. Bu
mutasyonlarin 293’i nokta mutasyonlari, 119’u kiiciik boyutta delesyonlar ve 475

tanesi ekzonlarda meydana gelen delesyon ya da duplikasyonlar olarak gosterilmistir.



En sik goriilen mutasyon tipi 3. ekzondaki delesyon ve 7. ekzondaki nokta

mutasyonudur (Polymeropoulos vd., 1997).

PARK?2 de meydana gelen mutasyonlar sonucu goriilen Parkinson vakalarinda en

aywrict belirteg Lewy cisimciginin  bulunmamasidir. Yapilan c¢aligmalar P4ARK?2

genindeki mutasyonlarin ndronlar1 sitotoksik etkilere karsi acik hale getirdigini

gostermektedir (Trinh vd., 2013).

2.1.2.1.4. Diger genler

PH ile iligkili diger genler ve kodladig1 proteinlerle birlikte PH {izerindeki

etkilerinin 6zeti Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Parkinson hastalig ile iliskili genler

PARK Gen OMIM Tamim Klinik Ozellikler
Referans
PARK1 SNCA 168601 o-siniiklein Klasik PH + Demans, E.B
PH
PARK4 | SNCA 168601 o-siniiklein Klasik PH + Demans, E.B
PH
PARK2 | PRKN 600116 Parkin RBR E3 ubikuitin protein | EEB PH, yavas ilerleme,
ligaz PH+Distoni
PARKS UCHLI 613643 Ubikuitin C-terminal hidrolaz L1 | Klasik PH, tek vaka
PARK6 | PINKI 605909 PTEN'in neden oldugu varsayilan | E.B PH, Yavas ilerleme
kinaz 1
PARK7 | DJ-1 606324 Parkinsonizmle iliskili degliaz E.B PH, Yavas ilerleme
PARKS | LRRK2 607060 Losin ac¢isindan zengin tekrar | E.B PH, Yavas ilerleme
kinaz 2
PARKY9 | ATP1342 | 606693 Katyon tagiyan ATPaz 13A2 E.B Demans + Atipik PH
PARKI11 | GIGYF2 607688 GRBI10 etkilesimli GYF proteini | Klasik PH
2
PARK13 | HTRA2 610297 GRBI10 etkilesimli GYF proteini | Klasik PH
2
PARK14 | PLA2G6 | 612593 Kalsiyumdan bagimsiz fosfolipaz | Distoni Parkinsonizm
A2 enzimi




Tablo 2.1. Parkinson hastalig ile iligkili genler (Devam Ediyor)
PARKI15 | FBX07 260300 F-kutusu proteini 7 Pallido-Piramidal Sendrom
PARK17 | VPS35 614203 Vakuolar protein smiflandirmayla | Klasik PH
iliskili protein 35
PARKI18 | EIF4G1 614251 Okaryotik ceviri baslatma faktérii | Klasik PH
4 gama |
PARKI19 | DNAJC6 | 615528 HSP40 Oksilin E.B PH, Yavas ilerleme
PARK20 | SYNJI 615530 Sinaptojanin 1 Distoni +PH+Bilissel
gerileme
PARK21 | DNAJCI3 | 616361 Reseptor aracili endositoz 8 Klasik PH
PARK23 | VPSI3C | 616840 Vakuolar protein siniflandirmayla | E.B PH, Hizli ilerleme
iliskili protein 13C

2.1.2.2. Genetik risk faktorleri

GBA (B-Glukoserebrozidaz) geni glukolipid metabolizmasinda 6nemli gorevi

olan lizozomal bir enzim olan glukoserebrozidazi kodlamaktadir. Yapilan ¢aligsmalar

GBA geninde yaklasik 300 patojenik mutasyon meydan geldigini gostermektedir. GBA

geninde meydana gelen mutasyonlarin PH’na yakalanma riskini 5 kat arttirdig:

bilinmektedir. GBA geninde meydana gelen mutasyonlarin iki mekanizma ile PH’ na

yakalanma riskini arttirdig1 diisiiniilmektedir. IIki, GBA genindeki mutasyon ile

birlikte meydana gelen fonksiyon kaybinin otofajik yolagi bozarak a-siniikleinin

yetersiz yikimi ve agregasyonuna neden olmasi seklindedir. Ikinci mekanizmada ise;

a-sintikleinin glukozilseramid iceren glikosfingolipidlere baglandigi bilinmektedir.

GBA geninde meydana gelen mutasyonlar glukozilseramid birikimine yol agmakta ve

bu sebeple a-siniikleinin agregasyonunu arttirmaktadir (Stoker vd., 2018).




2.1.2.3. Cevresel faktorler

PH’da genetik faktorlerle birlikte ¢evresel faktorler de biiyiik 6nem tasimaktadir.
Yapilan ¢caligmalarda Parkinson hastalarinin %90’1n1n sporadik oldugu ve bu durumda
hastaligin alt yapisinin yalnizca genetik ile agiklanamayacagi goriilmiistiir (SM vd.,
2014). Bu bilgiler 1s181inda arastirmacilar Parkinson hastalarinda genetik ve ¢evresel

faktorlerin etkilesimi lizerine ¢aligmaya yonelmislerdir.

Cevresel faktorlerin PH na etkisinin arastirildigi ¢alismalar ile ilk olarak tarim
ilaglarinin 6zellikle parakuat ve maneb’in gen¢ baslangiclh PH riskini arttirdigi
gorilmiistiir. Yapilan bir ¢calismada tarim ilaglarina maruz kalmanin SNCA geninde
meydana gelen mutasyonlar1 tetikledigi ve hastaligin baslangic yasmi etkiledigi

gosterilmistir (NM vd., 2010).

PH riskini arttiran bir diger ¢evresel faktor ise demir ve kursun gibi agir
metallerdir. Bu agir metallerin substantia nigra’da birikim gostererek oksidatif strese
yol agtig1 ve bununla birlikte PH’ye yatkinlik olusturdugu bilinmektedir (Gatto vd.,
2010).

Bu faktorler disinda sigara, alkol ve kahve gibi maddelerin PH’ n1 %30’a kadar
onleme etkisi oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Ailesinde PH ge¢misi olan ve
PH belirtisi tasiyan ikizler ilizerinde yapilan bir ¢calismada daha fazla tiitiin iiriinii
tiketen ikiz kardeste diger kardese gore PH’nin goriilme oraninin distiigi

gosterilmistir (CM vd., 2002).
2.1.3. Parkinson hastalhig1 patogenezi

PH’nin birkag patofizyolojik o6zelligi bulunmaktadir. Bu patofizyolojik
ozelliklerden en 6nemlisi substantia nigra’da Lewy cisimciklerinin olusumudur. Yanlis
katlanmus alfa-siniiklein oligomerlerinin sebep oldugu Lewy cisimcikleri ciddi ndron
kaybina sebep olmakta ve dopaminerjik hiicre kaybiyla karakterize olan PH’mi
meydana getirmektedir. Dopamin iiretiminin bozulmasina yol acan faktorler arasinda
Lewy cisimciklerinin birikimi sonucunda oksidatif stres, aksonal ve sinaptik fonksiyon
bozuklugu ve ubikuitin-proteazom sistemi bozulmasi gibi mekanizmalar rol

oynamaktadir (Benito vd., 2020).



2.1.3.1. Parkinson hastalig1 ve mitokondriyal disfonksiyon

Parkinson ve mitokondriyal disfonksiyon arasindaki iligski ilk olarak 1983
yilinda uyusturucu maruziyeti olan hastalarda PH semptomlar1 gosteren MPTP
kesfiyle kurulmus ve yapilan caligmalar sonucu MPTP ( 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridin ) ndrotoksisitesi primat modellerinde kanitlanmistir (Bender vd.,

2006).

Mitokondriyal disfonksiyonun nedenleri asir1 ROS {iretimi, ATP tiikenmesi,
mtDNA delesyonu ve ETC (Elektron Tagima Sistemi) gibi bozulmalar olarak
gosterilmistir. Mitokondriyal disfonksiyonun oksidatif strese yol agarak hiicre ici
molekiillerin zarar gérmesine ve hiicre 6liimiine neden olan hiicresel yolaklara etki

etmektedir (Stockum vd., 2016).
2.2. Replikasyon Faktorii C Alt Birimi 1 (RFCI)

Replikasyon Faktorii C Alt Birimi 1 (RFCI) geni, DNA onarimi ve DNA
replikasyonunda rol oynayan pentamerik DNA polimeraz yardimci proteini olan
replikasyon faktorii C’nin biiylik alt birimini kodlamaktadir. Yakin zamanda yapilan
calismalar RFCI genin intron 2’sindeki biallelik AAGGG tekrar dizisi artisinin
serebellar ataksi, noropati ve vestibiiler arefleksi sendromuyla (CANVAS) iliskisi

oldugunu gostermistir (Cortese vd., 2019)(Sekil 2.2.).

4pla
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Sekil 2.2. Replikasyon Faktorii C Alt Birimi 1 geni ve tekrar genislemelerinin

meydana geldigi intron 2’nin gosterilmesi.

RFCI tekrar lokusu oldukga polimorfiktir ve hem motif hem de tekrar boyutu
acisindan degiskenlige sahiptir. Etkilenmemis kontrol popiilasyonlariyla yapilan ilk
calismada 4 farkli tekrar motifi tanimlanmistir. Bu motifler referans AAAAGqy) ,
AAAAGm ve AAAGGw nin patojenik olmayan tekrar genislemeleri ve AAGGGw nin

patojenik tekrar geniglemeleri olarak siniflandirilmistir. Etkilenmemis bireylerdeki



allellerin yaklasik %20’sini patojenik olmayan tekrar genislemeleri olusturmaktadir.
Bu genisletilmis motifler AAAGGm motifiigin 40-1.000, AAAAGw motifi igin 15-200
tekrar arasindadir (Cortese vd., 2019).

Bu motifler disinda son yillarda AAGAGw, AGAGGwn ve AACGGw olmak
iizere 3 motif daha tanimlanmistir. Yapilan ¢aligmalar ile bu tekrar genigslemelerinin
konformasyonlar1 i¢in homozigot bir bildiri yapilmadigindan dolay1r motiflerin

potansiyel patojeniteleri bilinmemektedir (Ak¢imen vd., 2019)(Sekil 2.3.).

RFC1
Bening({ —m AAAAG |

Patojenitesi
Bilinmiyor

Sekil 2.3. RFC1 Geni, patojenik ve bening tekrar motiflerinin gosterimi.
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2.2.1. Replikasyon faktorii C alt birimi 1 noropatolojisi

RFCI tekrar genislemelerinin  patojenik mekanizmasi tam olarak
aydinlatilmamistir. Mevcut bilgiler klinik olarak CANVAS tanist almis ve bialelik
AAGGG tekrarlar1 olan 5 kisi iizerinden yapilan post-mortem caligmalar ile elde
edilmistir (Reyes-Leiva vd., 2022). Bu kisilerin beyin dokular1 iizerinde yapilan
histopatolojik calismalar en siddetlisi vermiste olmak iizere serebellar purkinje
hiicrelerinde belirgin kayiplar oldugunu gdstermistir. CANVAS’a ek olarak
parkinsonizm fenotipine sahip olan 2 hastada substantia nigra ve lokus seruleusta
belirgin sekilde néronal azalma oldugu gozlemlenmistir (Huin V. vd., 2021). CANVAS
ve kronik idiyopatik aksonal polindropatisi olan ve RFC/ tekrar artis1 olan hastalardan
alman sinir biyopsileri lizerinde yapilan ¢alismalar ile aksonal rejenerasyon olmadan

miyelin liflerin tiilkendigi gosterilmistir (Tagliapietra M. vd., 2021).
2.2.2. Replikasyon faktorii C alt birimi 1 ve iliskili hastahklar

RFCI’deki tekrar genislemelerinin kesfedilmesiyle birlikte CANVAS disindaki
diger fenotiplerin potansiyel spektrumunun tanimlanmasina biiyiik ilgi ¢ekmistir. Bu
stirecte gelisen bir hastaligin kesif siirecinde CANVAS’1 tanimlamak i¢in kullanilan
yontemlerin uygulanmasi ve hastaligin ayirt edici 6zelliklerinin belirlenmesi yeni

hastalik siniflandirilmasinda 6nemini korumaktadir (Davies vd., 2022).
2.2.2.1. CANVAS 1n klinik ozellikleri

CANVAS ilk olarak 2011 yilinda, fenotipleme ¢aligmalariyla SA (Serebellar
Ataksi) ile bilateral vestibulopati kombinasyonu gosteren olgularin bir 6zelligi olarak
somatosensoriyel anormallik tanimlamasinin ardindan klinik bir vaka seklinde
tanimlanmigtir. Klinik olarak CANVAS, serebellar bozukluk, iki tarafli vestibiiler
hipofonksiyon ve somatosensoriyel kayip ile karakterize edilmektedir (Sekil 2.4.).
CANVAS'n klinik tanisi, etkilenen bireylerin dikkatli fenotiplendirilmesinden sonra
gelistirilen ayrintili  okiilomotor, elektrofizyolojik ve goriintiileme kriterleri

kullanilarak yapilmaktadir (Szmulewicz vd., 2011).
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Sekil 2.4 Serebellar Ataksi Duyusal Noropati ve Vestibiiler Arefleksi Sendromu.

CANVAS’ bireyler anterior ve dorsal vermisi ve lateral agirlikli olarak crus 1
bolgesini iceren serebellar atrofi modeline sahiptirle. Bu model MRG’de
goriintiilenebilir ve patolojik drnekler iizerinde yapilan ¢aligmalar ile dogrulanmistir
(Szmulewicz vd., 2014). Etkilenmis bireyler sakkadik gorsel takip, bakisla uyarilan
g0z titremesi, serebellar dizartri ve ekstremite ataksisi dahil olmak iizere bir takim

serebellar anormallikler gostermektedirler (Szmulewicz vd., 2014, 2011).

CANVAS’taki iki tarafli vestibiiler arefleksi, vestibiiler ganglion hiicre
sayilarinda azalma gosteren ve mikroskobik olarak belirginlik gdsteren vestibiiler
noropatiden ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum klinikte, HIT te azalmis vestibiilo-okiiler

refleks kazanimi olarak belirgin bir sekilde goriilmektedir (Szmulewicz vd., 2011).

CANVAS’taki somatosensoriyel bozukluk, duyusal bir néropati olarak ortaya
cikmaktadir (CM vd., 1997). Noropatoloji dorsal kok ganglionlarda belirgin bir néron
kayb1 ortaya ¢ikarir ve klinikte propriyosepsiyon ve duyu algisinin zayiflamasi olarak
kendi gostermekte ve ayrintili elektrofizyolojik caligsmalar ile tanimlanmaktadir. Bu
calismalar ile duyusal tutulumun varliginin belirlenmesi néronopatiden ayrilmasini

saglamaktadir (Szmulewicz DJ vd., 2015).

Tim bu bulgulara ek olarak CANVAS’tan etkilenmis bireylerin fenotipinde
degisken otonomik disfonksiyon ve kronik dksiiriik goriilebilmektedir (Wu vd., 2014).
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2.2.2.2. Izole serebellar ataksi

Saf serebellar ataksi diger norolojik sistemleri igermeyen, serebellar kokenli bir
ataksi tipidir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar ile ataksisi olan bireylerden olusturulan
kohortlarda RFC1’in patolojik tekrarlarinin izole serebellar ataksinin nadir bir nedeni

oldugu gosterilmistir (Montaut vd., 2021).
2.2.2.3. Serebellar ataksi ve bileteral vestibulopati

Serebellar ve iki tarafli periferik vestibiiler bozuklugun kombinasyonu
CANVAS’m klinik taniminin temelini olusturmustur. Fakat RFC/ iliskisi hastalik i¢in
degismez bir 6zellik olarak degerlendirilmemektedir (Baloh vd. 1997). Bu hastaligin
fenotipini belirlemek zordur cilinkii yapilan retrospektif caligmalarda vestibiiler
fonksiyon ile ilgili veriler eksiktir ve periferik vestibiiler hipofonksiyon varligi

yeterince farkedilmemektedir (Aboud Syriani vd., 2020).

Gisatulin ve ark. yaptig1 bir caligmada kohortun objektif vestibiiler degerlendirmeye
dahil edildigi fenotipik kombinasyonun gosterildigi tek ¢aligmadir

(Gisatulin vd., 2020).
2.2.3. RFCI patojenik mekanizmasi

Bialelik RFC1 genislemelerinin mekanizmasi halen bilinmemektedir. Fonksiyon
kaybi/kazanimi, RNA baglayic1 proteinin sekestrasyonu ve tekrarla iliskili AUG
olmayan (RAN) translasyon dahil olmak iizere bilinen bircok tekrar genisleme

patogenez mekanizmasi iizerinde durulmaktadir (Malik vd., 2021)(Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. RFC1 geni olas1 patojenik mekanizmalari.

RAN translasyonu 10’den fazla tekrar genisleme bozuklugu ile iliskilendirilmis
fakat bugiine kadar yapilan ¢alismalarda RFC1 tekrar dizisi artislartyla iliskili bir kanit
bulunamamistir (Cortese vd., 2019). C9orf72 intronik tekrar genislemesi ile iligkili
frontotemporal demansta intron tutulmasi, RAN proteinleri aracili RNA birikimi gibi
sonuclar asagi yakis yollarmi etkilemektedir (Sznajder vd., 2018). Bugiine kadar
yapilan ¢alismalarda biallelik RFCI tekrar dizisi artig1 olan kisilerde herhangi bir

intron tutulmasi gézlemlenmemistir.

Yapilan iki farkli c¢alisma ile anormal pre-mRNA islenmesinin RFCI
genislemelerinin patojenik mekanizmalarinda etkisi olabilecegi diistintilmektedir fakat

elde edilen sonuglar heniiz literatiir i¢in yeterli degildir (n=2 ve n=7) (Davies vd.,
2022).

RFC1 tekrar lokusu, popiilasyon igerisinde hem tekrar motifi hem tekrar boyutu
acisindan oldukc¢a polimorfiktir. Tekrar boyutlar1 patojenik olmayan AAAAGm) i¢in
15-200 ve AAAGG) i¢in 40-1000 arasinda oldugu bilinmektedir (Davies vd., 2022).
AAGGG@) dizisinin 400 tekrar1 asan genislemelerinin patojenik oldugu bilinmektedir
(Cortese vd., 2019).
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RFCI tekrar sayisi artiglarinin saptanmasi i¢in kullanilan bir¢cok yontem
mevcuttur. Bu molekiiler yontemler arasinda Flanking PCR, Repeat Primed PCR,

Southern Blot, Kisa Okuma Sekanslama ve Uzun Okuma Sekanslama sayilmaktadir

(Cortese ve ark. 2019) (Sekil 2.6).

Flanking PCR Repeat-Primed PCR Southern Blot Kisa-Okuma Sekanslama = Uzun-Okuma Sekanslama
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Sekil 2.6. RFC1 tekrar motiflerinin saptanmast i¢in kullanilan molekiiler yontemler ve

yontemlerin avantaj-dezavantajlari.
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3. GEREC VE YONTEM

Parkinson hastalarinda RFC/ Geni tekrar artig profillerinin degerlendirildigi
calismamiz, Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali igbirliginde gerceklestirilmistir.
Calismamiz ESOGU BAP TYL-2023-2870 no’lu proje kodu ile desteklenmistir.
Calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Molekiiler
Seksiyonunda gergeklestirilmistir. Calismamiz icin Eskisehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Klinik Uygulamalar Etik Kurulu’ndan 25.05.2023 tarih ve 32 sayili onay

alinmuistir.
3.1. Arastirma Grubu

Calisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Poliklinigine
basvuran ve CANVAS ya da ataksi klinigi géstermeyen 200 sporadik PH tanis1 almig
vaka ve norodejeneratif ya da psikiyatrik hastalir olmayan 100 kontrol olgusu ile

gerceklestirilmigtir.

Calisma kapsaminda hasta ve kontrol gruplarimmin dahil edilme/edilmeme

kriterleri asagida listelenmistir:
Hastalar i¢in dahil olma kriterleri:
1. 18-75 yas arasinda olmak

2. Birlesik Krallik Parkinson Hastaligi Toplulugu Beyin Bankasi Klinik Tani

Kriterlerine uygun olarak PH tanis1 almis olmak

3. Tekrarlayan kafa travmasi, ensefalit Oykiisii, tekrarlayan inme, mental retardasyon,
basamakli parkinsonyan bulgu ilerlemesi, okulojirik krizler, bakis parezisi varlig1 gibi

parkinsonizme yol agabilecek diger durumlarin dykiide olmamasi

4. Dokiimante edilmis, hastanin bulgulart ile uyumlu, parkinsonizm yapan bagka
alternatif durum olmamasi veya uzman doktor tarafindan yapilan muayenede PH’ndan

daha bagka bir hastalik oldugunu diisiindiiren bulgularin olmamasi

5. Calismanin aydinlatilmis onam formunu okuyup calismaya dahil olmay1 kabul

etmesi
Hastalar icin diglama kriterleri:

1. 18 yasindan kiiciik, 75 yasindan biiyiik olmak
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2. Tekrarlayan kafa travmasi, ensefalit 6ykiisii, tekrarlayan inme, beyinde yer kaplayan
lezyon, basamakli parkinsonyan bulgu ilerlemesi varligi gibi parkinsonizme yol

acabilecek diger durumlarin 6ykiide olmast

3. Dokiimante edilmis, hastanin bulgulari ile uyumlu, parkinsonizm yapan baska
alternatif durum olmas1 veya uzman doktor tarafindan yapilan muayenede PH’ndan

daha bagka bir hastalik oldugunu diisiindiiren bulgularin olmas1
4. Psikiyatrik hastalik 6ykiisii olmasi

Kontrol grubu i¢in dahil olma kriterleri:
1. 18-75 yas arasinda olmak

2. Birlesik Krallik Parkinson Hastaligt Toplulugu Beyin Bankasi Klinik Tani
Kriterlerine uygun olarak Parkinson hastaligi tanisi ya da parkinsonizm diistindiirecek

klinik ve dykiiniin olmamasi

3. Tekrarlayan kafa travmasi, ensefalit Oykiisli, tekrarlayan inme, basamakli
parkinsoniyen bulgu ilerlemesi varligi gibi Parkinsonizme yol agabilecek diger

durumlarin dykiide olmamasi

4. Dokiimante edilmis, parkinsonizm yapan bagka alternatif durum veya uzman doktor
tarafindan yapilan muayenede herhangi bir ndrolojik hastalik oldugunu diisiindiiren

bulgularin olmamasi

5. Ailede Amytrofik lateral skleroz ya da Frontotemporal demans tani Oykiisi

olmamast

6. Calismanin aydinlatilmis onam formunu okuyup imzalamasi
Kontrol grubu i¢in dislama kriterleri:

1. 18 yasindan kiiciik, 75 yasindan biiytlik olmak

2. Tekrarlayan kafa travmasi, ensefalit 6ykiisii, tekrarlayan inme, beyinde yer kaplayan
lezyon, basamakli parkinsoniyen bulgu ilerlemesi varligi gibi parkinsonizme yol

acabilecek diger durumlarin 6ykiide olmast

3. Dokiimante edilmis, hastanin bulgulari ile uyumlu, parkinsonizm yapan baska
alternatif durum olmasi veya uzman doktor tarafindan yapilan muayenede herhangi bir

norolojik hastalik oldugunu diisiindiiren bulgularin olmasi
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3.2. Geregler
3.2.1. Kullanilan aletler

e -20°C buzdolab1 (Argelik)

e -80°C buzdolabi1 (Panosonic MDF-U5386S-PE, Ultra- Low Tempature
Freezer, Panosonic Healthcare Co, Ltd)

e +4°C buzdolab1 (Argelik)

e Mikrodalga (Argelik)

e Vorteks (Heidolph Reax Control)

e Thermobrite (Leica)

e Mikrosantrifiij (Iso Lab)

e Spektrofotometre (ATCGene ASP-3700)

e Applied Biosystems 3500 Genetik Analyzer

3.2.2. Kullanilan sarf malzemeler

e Spin kolonu filtreler ve toplama tiipleri (2ml)
e Eppendorf tiip 1,5 ml

e Steril mikropipet uglar1 (10-100-200-1000 ul)
e Vascusera EDTA’li tlipii 9 ml (Disera)

e BiolLabs Q5 PCR Kit

e DNA izolasyon kiti (Qiagen)

3.3. Yontemler
3.3.1. Materyal alimi

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Poliklinigine basvuran
ve sporadik PH tanis1 alan 200 vaka ve nérolojik/psikiyatrik bulgusu bulunmayan 100
kontrol olgu ¢aligmaya dahil edilmistir. Biitlin arastirma ve kontrol grubu bireyleri ile
gorisiilmiis, calismanin amag¢ ve agamalar1 anlatilarak kabul edenlerden onay formu

alimustir.
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3.3.2. Periferik kandan DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol gruplarina dahil edilmis bireylerden EDTA’l1 tiipe alinmis 5 ml
periferik kan &rneklerinin DNA Izolasyonlari ‘Qiagen, DNeasy Blood & Tissue Kit’
DNA izolasyon kiti ile gergeklestirilmistir. DNA Izolasyon basamaklari asagidaki
sekilde gerceklestirilmistir:

. 2 ml’lik santrifijj tliplerine 20 pl Proteinaz K eklenmistir.

Santrifiij tiiplerinin iizerine 250 pl vorteklenmis periferik kan drnekleri eklenmistir.
Proteinaz K ile vortekslenmis periferik kan 6rneklerinin {izerine 300 pl Extraction
Buffer eklenmistir.

20 saniye vorteks yapilmstir.

59 °C’de 1s1 blogunda 15 dakika inkiibasyon gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda 300 pl Binding Buffer eklenmistir.

25 saniye vorteks yapilmstir.

Ornekler spin kolona aktarilmstur.

Ornekler 12.000 rpm’de 2 dakika siire ile santrifiijlenmistir.

. Spin kolon iizerine 500 pl Wash Buffer-1 eklenmis, 12.000 rpm’de 2 dakika siire ile

santrifiijlenmistir.

Spin kolon tizerine 500 ul Wash Buffer-2 eklenmis, 12.000 rpm’de 2 dakika siire ile
santrifiijlenmistir.

Spin kolonlar 6rneklerin aktarilacagi santrifiij tlipline yerlestirilmis ve kolon iizerine
50 pl Elution Buffer eklenerek 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyon
gerceklestirilmistir.

12.000 rpm’de 2 dakika siire ile santrifiijlenmistir.

3.3.3. Elde edilen DNA’larin miktar ol¢iimii ve depolanmasi

Periferik kandan izole edilmis DNA’larin konsantrasyon ve saflik olgiilerinin
belirlenmesi spektrofotometre (ATCGeneASP-3700) cihazi ile gerceklestirilmistir.
DNA konsantrasyonu 100 ng/ul ve iizeri olan hastalar ¢alismaya dahil edilmistir.
Calismaya dahil edilen DNA 6rneklerinin uygun kosullarda saklanmasi -20°C olan

buzdolaplari ile saglanmugtur.
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3.3.4. RFC1 geni tekrar sayis1 artislarimin LR-PCR ile gosterilmesi

Calismamiz i¢in kullanilan primer ve PCR termal profilleri Cortese ve
arkadaglarinin kullandiklar1 yontemler baz alinarak optimize edilmistir (Cortese vd.,

2022).

Caligsma dncesi nanodrop ile dl¢limii yapilarak ¢alisma kosullar1 i¢in uygun bulunmus
ve -20°C ‘de depolanan DNA o6rnekleri oda sicakligina getirilmistir.

DNA ornekleri jel elektroforezi dncesinde PCR miksi olusturularak optimize edilmis
PCR kosullar1 ile muamele edilmistir. PCR miksi, PCR kosullar1 ve primer dizileri

sirastyla Tablo 3.1, 3.2 ve 3.3 de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Bir LR-PCR reaksiyonu i¢in gereken iirlin ve miktarlari

Uriin Ad1 Bir LR-PCR reaksiyonu i¢in gerekli
olan miktar (ul)
5X Reaksiyon Buffer 5ul
10 mM dNTP Miks 0.5 ul
10 uM Forward Primer 1.25 pl
10 uM Reverse Primer 1.25 pul
Betain 2 ul
DNA Polimeraz (0.02U/ul) 0.25 pul
Ornek DNA’s1 (100-200 ng/ul) 2 ul
Distile Su 12.75 ul
Toplam 25 ul
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Tablo 3.2. LR-PCR i¢in gerekli PCR kosullar1

Sicaklik (°C) Stire (Dakika/Saniye) Dongii Tekrari
95 °C 3 dk Ix
95°C 10 sn
65 °C 15 sn 18x
72 °C 3 dk
95 °C 10 sn
57 °C 15 sn 18x
72 °C 3 dk
72 °C 5dk 1x
4°C 0 Ix

Tablo 3.3. RFCI geni primer dizileri

Primer Yoni

Primer Dizisi

Forward Primer

TCAAGTGATACTCCAGCTACACCGTTGC

Reverse Primer

GTGGGAGACAGGCCAATCACTTCAG
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3.3.5. LR- PCRiiriinlerinin jel elektroforoziyle gosterilmesi

LR-PCR sonrasinda elde edilen PCR firiinleri %1°lik agaroz jel hazirlanarak

agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak incelenmistir.
3.3.5.1. Agaroz jelin hazirlanmasi

%1’lik agaroz jel i¢in 0.45 g Agaroz 45 ml TAE (TrisAsetik asit-EDTA) icerisinde
mikrodalga firm kullanilarak ¢ozdiirilmustir. Cozeltiye 1 ul Etidylim-Bromiir

eklenmistir.
3.3.5.2. Jelin yiiklenmesi ve érnegin goriintiilenmesi

Agaroz jel taraklar yerlestirilerek hazirlanmis olan jel kiivetine dokiilmiis ve
donmasi beklenmistir. Jel donduktan sonra kiivet tanka yerlestirilmis ve tank 1XTAE
Buffer ile doldurulmustur. 5 pl PCR iiriinii 1 pl yiikleme boyasi ile karistirilmis ve
kuyucuklara yiiklenmistir. Yiikleme islemi sonrasinda PCR iiriinleri 120 voltta 20
dakika yurttilmiistiir. Yiirtiitme islemi tamamlandiktan sonra jel gériintiileme sistemi
ile degerlendirilmistir. Jel elektroforezi sonuclarinin  degerlendirilme ve

simiflandirilma profilleri Sekil 3.1°de gosterilmistir.

! ! l ! !

Homozigot AAAAG,, 'AAAAG,, Homozigot Motif,,, IAAAAG,, 'Motif,
*Motify, 2Motif, Motif,

Sekil 3.1. Jel elektroforezi sonuglarinin bant profillerine gore degerlendirilmesi.
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3.3.6. RFC1 geni tekrar sayis1 artislarimin RP-PCR ile gosterilmesi

Calismamizin RP-PCR asamasinda kullanilan primer ve PCR termal profilleri
Cortese ve arkadaglar1 baz alinarak optimize edilmistir (Cortese ve ark. 2022).
Calismamizda RFCI geni pentaniikleotit tekrar sayilarini degerlendirmek amaciyla 3
motif incelenmistir; AAAAG, AAAGG, AAGGG. Bu tekrar sayilari yine Cortese ve
arkadaglar1 tarafindan oOnerilen sekilde AAAAG ve AAAGG motifleri polimorfik
tekrar, AAGGG motifi tekrar sayisi artig1 ise patojenik olarak siiflandirilmistir.

Calisma oncesi nanodrop ile 6l¢iimii yapilarak ¢calisma kosullari i¢in uygun bulunmus
ve -20°C ‘de depolanan DNA 6rnekleri oda sicakligina getirilmistir.

DNA ornekleri fragman cihazina yiiklenmesi 6ncesinde PCR miksi olusturularak
optimize edilmis PCR kosullar1 ile muamele edilmistir. PCR miksi, PCR kosullar1 ve
kullanilan primer dizileri sirasiyla Tablo 3.4, 3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8’de gosterilmistir.

Tablo 3.4. Bir RP-PCR reaksiyonu i¢in gereken iiriin ve miktarlari

Uriin Ad1 Bir LR-PCR reaksiyonu i¢in gerekli
olan miktar (pl)
5X Reaksiyon Buffer S5ul
10 mM dNTP Miks 0.5 pul
10 uM Forward Primer 1.25 ul
10 uM Anchor Primer 1.25 ul
10 uM Reverse Primer-1 0.12 pl
10 uM Reverse Primer-2 0.12 pul
10 uM Reverse Primer-3 0.12 ul
Betain I ul
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Tablo 3.4. Bir RP-PCR reaksiyonu i¢in gereken iiriin ve miktarlar1 (Devam Ediyor)

DNA Polimeraz (0.02U/pul) 0.25 ul
Ornek DNA’s1 (100-200 ng/ul) 2 ul
Distile Su 13.4 ul
Toplam 25 ul
Tablo 3.5. RP-PCR ig¢in gerekli PCR kosullar
Sicaklik (°C) Stire (Dakika/Saniye) Dongii Tekrari
98 °C 3 dk Ix
98 °C 10 sn
65 °C 15 sn 35x
72 °C 1 dk
72 °C 5dk Ix
4°C o0 Ix
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Tablo 3.6 RFC1 AAAAG motifi primer dizileri

Motif Primer Primer Dizisi
Y Ont
Forward | FAM-TCAAGTGATACTCCAGCTACACCGT
Primer
Anchor | CAGGAAACAGCTATGACC
Primer
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Tablo 3.7. RFC1 AAAGG motifi primer dizileri

Motif

Primer

Y Ont

Primer Dizisi

Forward

Primer

FAM-TCAAGTGATACTCCAGCTACACCGT

Anchor

Primer

CAGGAAACAGCTATGACC

AAAGG

Reverse

Primerl

CAGGAAACAGCTATGACCAACAGAGCAAGACTCTGT

TTCAAAAAAGGAAAGGAAAGGAAAGGAAA

Reverse

Primer2

CAGGAAACAGCTATGACCAACAGAGCAAGACTCTGT

TTCAAAAAGGAAAGGAAAGGAAAGGAAA

Reverse

Primer3

CAGGAAACAGCTATGACCAACAGAGCAAGACTCTGT

TTCAAAAGGAAAGGAAAGGAAAGGAAA
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Tablo 3.8. RFC1 AAGGG motifi primer dizileri

Motif Primer Primer Dizisi

Y Ont

Forward | FAM-TCAAGTGATACTCCAGCTACACCGT

Primer

Anchor | CAGGAAACAGCTATGACC

Primer

AAGGG Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCAACAGAGCAAGACTCTGT

Primerl
TTCAAAAAAGGGAAGGGAAGGGAAGGGAA

Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCAACAGAGCAAGACTCTGT

Primer2
TTCAAAAAGGGAAGGGAAGGGAAGGGAA

Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCAACAGAGCAAGACTCTGT

Primer3
TTCAAAAGGGAAGGGAAGGGAAGGGAA

3.3.6.1. Uriinlerin fragman analizi icin cihaza yiiklenmesi

2.5 pul RP-PCR iirlinii 7.25 pl Formamide ve 0.25 pl 560 Size ile karistirilarak
ABI 3500 Genetik Analyzer cihazina yiliklemek {lizere plate’e dagitilmistir.

PCR iiriinleri ABI 3500 Genetik Analyzer cihazi ile POP7 polimer ve 36 cm 32
kapiller kullanilarak 23s enjeksiyon siiresi ile ayristirilmistir. PCR {iriinlerinin fragman
boyutlar1 560 Size ile GeneMapper yazilimi kullanilarak belirlenmistir. Fragman
analizi sonuclarinin degerlendirilme ve smiflandirilma profilleri Sekil 3.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.2. RP-PCR Uriinlerinin fragman analizi sonuglariin degerlendirilme ve

smiflandirilma profilleri.

3.3.7. istatistiksel analiz

Gruplar arasindaki istatistiksel analiz Pearson Ki Kare (Exact test) testi ile

gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Caliymamizda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji
Poliklinigine bagvuran ve PH tanis1 almis 200 hastada ve herhangi bir nérolojik ya da
psikiyatrik bulgusu bulunmayan 100 kontrol bireyinde RFCI geni pentaniikleotit
tekrar sayis1 artiglart LR-PCR ve RP-PCR yontemleri kullanilarak arastirilmstir.

RFCI genindeki pentaniikleotit tekrar artiglar1 hastalarin klinik 6zellikleriyle
degerlendirilmis ve bu tekrar sayisi artiglarinin PH {izerindeki riski belirlenmeye

caligilmustir.
3.1 Olgularin Demografik Ozellikleri

Calismamiza dahil edilen 200 olgunun 104’ kadin, 96’s1 erkektir. Olgularin
ortalama yas1 62 + 3’tilir. Dahil edilen 100 kontrol bireyinin 63’1 kadin 37°si erkektir.

Kontrol bireylerinin ortalama yas1 57 olarak belirlenmistir.
3.2. RFCI Geni Pentaniikleotit Tekrar Artislarina Ait Bulgular

Calismamizda hasta grubu i¢in 200 olgu, kontrol grubu i¢in 100 olgu
degerlendirilmis  ancak, kontrol grubu igerisinde 2 olgunun analizi

gergeklestirilememis ve 98 olgudan sonug alinmastir.
Hasta grubunda 200 olgu igerisinde 87 hastada (%43,5), kontrol grubunda ise

98 olguda 47 olguda (%47,95) homozigot AAAAG(1;) motifi saptanmustir. Hasta
grubunda bir vakada patojenik AAGGG motifinde homozigot ekspansiyon
saptanmustir (%0,5) (Sekil 4.1.) Ayrica hasta grubunda patojenik AAGGG motifinde
heterozigot ekspansiyon (Sekil 4.2) tasiyan olgu siklig1 %8,5 olarak belirlenmistir.
Kontrol grubunda ise bu oran %4,08’dir. Hasta ve kontrol grubu arasinda patojenik
AAGGG¢eksp) motifi i¢in hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir fark gbzlenmemistir (p=0.193).

RP-PCR sonucunda elde edilen verilere gore Parkinson hasta grubu i¢in 25,
kontrol olgulart icin 9 farkli tekrar motifi saptanmistir. Kompleks
AAAAG (komp)/AAGGGersp) saptanan olgunun RP-PCR ve jel goriintiileri Sekil 4.3°te
verilmistir. Ayn1 zamanda kompleks AAAAG motif tekrar1 bulunan 1 hasta Sanger
sekans ile dizilenmis ve sonucunda AAAAGm) motifine ek olarak AGAAG@n) motifi
tespit edilmigstir (Sekil 4.4). AAAAG) tekrar motifine sahip olan 1 hastada Sanger
sekanslama ile AAAAG(30 pentaniikleotit tekrar1 oldugu gosterilmistir (Sekil 4.5).

29



Saptanan motif genotipleri ve dagilimlari tablo 4.1°de gdsterilmistir.

Tablo 4.1. RFCI tekrar motiflerinin hasta ve kontrol olgularinda dagilimi

GENOTIPLER PARKINSON KONTROL
HASTA GRUBU GRUBU
Omek | Ornek Ornek Ornek
Sayis1 Yiizdesi | Sayisi Yiizdesi
AAAAG) IAAAAG) 87 %43.5 47 %47,95
AAAAG(omp)/AAAGG (komp) 38 %19 6 %6,12
AAGGG eksp)/AAGGG (exsp) 1 %0,5 0 0
AAAAG komp)/ AAGGGeksp) 3 %1,5 3 %3,06
AAAAG (komp)/AAAAG komp) 3 %1,5 27 %27,55
AAAAGn/AAAGG eksp) 4 %?2 0 0
AAAAG)/AAGGG 2 %1 0 0
AAAAG11)/AAAGG (komp) 22 11 %11,22
%11
AAAGGm/AAGGG eksp) 1 %0,5 1 %1,02
AAAAG 1)/ AAGGG eksp) 7 %3.,5 0 0
AAAGG (komp)/AAAGG (komp) 2 %1 0 0
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Tablo 4.1. RFCI tekrar motiflerinin hasta ve kontrol olgularinda dagilimi (Devam

Ediyor)
AAAAGy/AAAGGw 4 %2 1 %1,02
AAAAG komp)/AAAGG (komp)/AAGGG (komp) | 1 %0,5 0 0
AAAAG1)/AAGGG (komp) 2 %1 0 0
AAAAG komp)/AAAGG (komp)/ AAGGGeksp) | 1 %0,5 0 0
AAAAG11)/AAAGG (komp)/AAGGG ) 2 %I 1 %1,02
AAAGG eksp)/AAAGG eksp) 1 %0,5 0 0
AAAAG11)/AAAGG eksp) 1 %0,5 0 0
AAAAG tkomp)/AAAGG tkomp)/ AAGGG ) 2 %I 0 0
AAAAG eksp)/AAAGG (komp) 1 %0,5 0 0
AAAAGy/AAAAGw 9 %4,5 0 0
AAAAG tkomp)/AAAGG (komp)/AAGGG ) 2 %I 0 0
AAAAG eksp)/AAAAG ) 1 %0,5 0 0
AAAAG11)/AAAGG)/AAGGG eksp) 2 %1 0 0
AAAAGH/AGAAG30) 1 %0,5 0 0
AAAAG komp)/AAAGG ) 0 1 %1,02
0
Toplam 200 %100 98 %100
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Sekil 4.1. Homozigot AAGGGeksp) motifinin RP-PCR goriintiisii. Sirasiyla LR-

PCR  iirlinlinin  jel  elektroforezi  sonucu. = RP-PCR ile

AAGGG (eksp)/AAGGG eksp) motifi verilmistir.
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Sekil 4.2. Heterozigot AAGGG exsp) motifinin RP-PCR goriintiisii. Sirasiyla LR-

PCR iirliniiniin jel elektroforezi sonucu. RP-PCR ile AAAAGi) ve
AAGGG erspmotifleri verilmistir.
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Sekil 4.3. AAAAG komp)/AAGGG ersp) motifinin RP-PCR ile goriintiisii. Sirasiyla
LR-PCR iiriiniiniin jel elektroforezi sonucu. RP-PCR ile AAAAG xkomp) ve

AAGGG eksp) motifleri verilmistir.
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Sekil 4.4. AAAAGu)/AAAAG» motifinin RP-PCR goriintiisii. Sirasiyla LR-PCR
iirliniiniin jel elektroforezi sonucu. RP-PCR ile AAAAGm) ve AAAAG30)

motifleri verilmistir.
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Sekil 4.5. AAAAGu/AGAAG;39 motifinin RP-PCR ve Sanger Sekans

goriintiisii. Sirasiyla LR-PCR iiriiniiniin jel elektroforezi sonucu,RP-PCR
ile AAAAG ve AGAAG ;30 motifleri ve sanger sekans goriintiisii

verilmistir.
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5. TARTISMA

PH, Alzheimer hastaligindan sonra en sik karsilagilan tremor, rijidite ve
bradikinezi ile karakterize edilmis, bazi hastalarda ise hastaligin ilerledigi durumlarda
postiiral instabilitenin ortaya c¢iktig1 karmasik ve kompleks bir norodejeneratif

hastaliktir (Stoker vd., 2018).

PH patolojik olarak beyin sapinda substantia nigra hasarit sonucunda dopamin
salgilayan hiicrelerin  dejenerasyonu ya da kaybiyla karakterizedir. Bu
norodejenerasyon yalnizca nigral dopaminerjik ndéronlarla sinirli olmayip sinir aginin

diger bolgelerinde yer alan islevsel hiicreleride kapsamaktadir (LM vd., 2006).

CANVAS ilk olarak 2011 yilinda serebellar bozukluk, iki tarafli vestibiiler
hipofonksiyon ve somatosensoriyel kayip ile karakterize edilmistir (Szmulewicz vd.,
2011). Replikasyon Faktorii C Alt Birimi 1 (RFCI) geni, DNA onarimi ve DNA
replikasyonunda rol oynayan pentamerik DNA polimeraz yardimci proteini olan
replikasyon faktorii C’nin biiyiik alt birimini kodlamaktadir. Cortese ve arkadaslari
tarafindan 2019 yilinda yapilan calisma ile RFCI geni intron 2’sindeki biallelik
AAGGG tekrar dizisi artiglarinin serebellar ataksi, ndropati ve vestibiiler arefleksi

sendromuyla (CANVAYS) iliskili oldugu gosterilmistir (Cortese vd., 2019).

Kytovuori ve arkadaslari tarafindan 2022 yilinda yapilan bir ¢calisma ile RFC!
geni intron 2’sindeki bialelik AAGGG tekrar dizisi artiglarinin PH’nin ender bir nedeni
olabilecegi gosterilmistir (Kytovuori vd., 2022).

Calismamizda RFCI geni intron 2’sindeki AAAAG, AAAGG, AAGGG
pentaniikleotit tekrar dizisi artiglarinin PH tizerindeki etkisini ve frekansini arastirmak
amaciyla Noroloji Ana Bilim Dalinda tarafindan PH tanis1 alan 200 hasta ve 100

kontrol olgusunda bu tekrar genislemeleri arastirilmistir.

RFC1 geni pentaniikleotit genislemelerinin PH ile iligkisini gosteren ilk ¢caligma
2022 yilinda yaymmlanmistir. Kytdvuori ve arkadaglari Fin toplumundan 569
Parkinsonizmli olgu ve 269 kontrol olgusu kullanarak RFCI geni biallelik AAGGG
tekrar dizisi artislarmin PH ile iligkisinin degerlendirilmesi amaciyla yaptiklar
calismada 9 Parkinsonizmli olguda biallelik AAGGG tekrar dizisi artis1 saptamislardir.
9 olgu igerisinden Kuzey Karelya eyaletinden olan 3 olgu ataksi ve CANVAS
karakteristik 6zellikleri olmaksizin PH kriterlerini karsilamaktadir (%0,5) (Kytévuori
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vd., 2022). Calisma verilerimiz homozigot AAGGG tekrar dizisi artig1 agisindan

Kytdvuori ve ark. verileri tutarl gozitkmektedir (%0,5).

Ylikotila ve arkadaglarinin 2023 yilinda yaptig1 ¢alismada erken baslangigli 273
Parkinson hastasinda RFCI geni bialelik AAGGG tekrar dizisi artiglari aragtirilmistir.
Higbir néropati veya ataksi olmaksizin PH kriterlerini karsilayan baslangic yas araligi
40-48 olan 3 hastada biallelik AAGGG tekrar dizisi artist saptanmustir (%]1,10)
(Ylikotila vd., 2023). Calismamizdan elde ettigimiz frekans (%0,5) Ylikotila ve
arkadaglarinin frekans verilerine gore diistiktiir. Bunun en 6nemli nedenlerinden birisi
bazi patojenik tekrar sayilarinin oldukga yiiksek olmasi sebebiyle PCR’a direngli
olmasi olabilir. Ayn1 zamanda araya giren diger motifler nadirde olsa bazi vakalarda
net sonuglar alinmasinin oniine gegmektedir. Bununla birlikte popiilasyonlar arasinda

bu frekansin degisebilecegi de géz dniinde bulundurulmalidir.

Jerez ve arkadaglar1 2024 yilinda Finlandiyali olmayan Avrupa koékenli 903
Parkinson hastas1 ve 706 kontrol olgusu ile yapilan ¢aligmada RFCI geni biallelik
AAGGG tekrar dizisi artiglarini arastirmiglardir. Kisa okumali tiim genom dizileme ile
5 hastanin biallelik AAGGG tekrar dizisi artis1 tasidig: tespit edilmis fakat Oxford
Nanopore Teknolojisi ile 5 hastadan birini yanlis pozitif olarak tanimlanmistir.
Parkinson hastalig1 kriterlerini karsilayan 4 hastada biallelik AAGGG tekrar dizisi
artist oldugunu bildirmislerdir (%0,43) (Jerez vd., 2024). 706 kontrol olgusunun
hicbirinde biallelik AAGGG tekrar dizisi artig1 saptanmamastir. Jerez ve arkadaslarinin
calismas1 sonucunda elde ettikleri frekans (%0,43) ile calismamizda elde ettigimiz
frekans (%0,5) uyumludur. Ancak ¢alisjmamizda uzun okuma sekanslama gibi ileri
molekiiler yontemler ile tekrar sayilarinin belirlenmesi ve araya giren yeni motiflerin

tanimlanmas1 gerekmektedir.

Scriba ve arkadaslarinin 2023 yilinda Avustralasya norolojik hastalik
kohortunda RFCI tekrar motiflerini arastirmak amaciyla yaptiklar1 ¢alismada 82
olgudan 44 olguda (%53,7) RP-PCR sonucunda fragman analizinde elde edilen
verilerde karakteristik olmayan motif profilleri saptamislardir. Bu durum sonucunda
birden fazla tekrar motifinden olusan karmasik allellerin varligini diigtinmiislerdir. 44
olgudan 27’sinde RP-PCR verilerinde karsilasilan bosluklar arastirilan motiflerin
disinda farkli motiflerin varhigin1 gostermektedir. 27 olgu iizerinden yapilan uzun
okuma sekanslamasi sonucunda {ic yeni tekrar motifi tanimlamslardir. ki

pentaniikleotit tekrari: AAGAC, AGGGG ve bir hekzaniikleotit tekrar1t AAAGGG.
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Tanimlanan 3 yeni motif bilinen diger tekrar motifleri ile birlikte gortilmiistiir
(AAAAGkomp-AAAGGkomp). Scriba ve arkadaslar1 yaptigi ¢alisma sonucunda
kompleks genotip gosteren olgu frekanst %53,7 bulunmustur (Scriba vd., 2023).
Calismamizda kompleks motif genotipi gosteren olgu sayist 78 olgu frekansi %39
olarak belirlenmistir. 78 olgu icerisinden 3 olguda (%1,5) kompleks motif patojenik
AAGGG motifi igerisinde saptanmistir. Caligmamizin verileri literatiir ile
uyusmaktadir. Kompleks motif i¢in potansiyel 78 olgu icin 6zelikle patojenik tekrar
motifinde saptanan 3 olguda uzun okuma sekanslamasi yapilmasi sonucunda literatiire

yeni motifler kazandirilmasi olas1 goriinmektedir.

Akgimen ve arkadaslarinin 2019 yilinda Kanada ve Brezilya Ataksi kohortunda
RFC1 tekrar genislemelerinin arastirilmasi amaciyla yaptiklari calismada 23 Brezilyali
ve 154 Kanadali yetiskin baglangicl ataksi kohortu kullanmiglardir. Toplam 177 hasta
olgusu igerisinde 22 olguda kompleks genotip saptamislardir (%7). 22 olguda yapilan
uzun okuma sekanslama ile AAGAG ve AGAAG olmak iizere iki yeni pentaniikleotit
tekrar genislemesi gostermislerdir (Ak¢imen vd., 2019). Calismamizda AAAAGw)
kompleks motifi gosteren 1 olguda yapilan Sanger sekanslama sonucunda 5 tekrarli
AAAAG motifi devaminda 30 tekrarlh AGAAG motifi gosterilmistir. Her ne kadar
polimorfik tekrar dizisi arasinda gozlense de AGAAG motifinin sadece ataksi i¢in
degil PH icin de yeni bir motif olarak patojenitesinin degerlendirilebilecegine yonelik

bu ilk verinin dogrulanmasi i¢in ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kytovuori ve arkadaslarinin yaptig1 calismada biallelik AAGGG tekrar dizisi
artig1 saptanan 3 hastanin Parkinson baslangi¢ yasi 65, 59 ve 51 olarak belirtilmistir. 3
hasta sporadik PH tanili olarak bildirilmistir. 3 hastadan ikisinde diskinezi pozitiftir. 3
hastanin ikisinde haliisinasyon oldugu belirtilmistir. Hastalarin tiimiinde diskinezi
mevcuttur (Kytovuori vd., 2022). Ylikotila ve arkadaslarinin yaptig1 calismada
biallelik AAGGG tekrar dizisi artis1 saptanan 3 hastanin Parkinson baslangi¢ yas1 47,
40, 48 olarak belirtilmigtir. 3 hastanin birinde aile Oykiisii pozitiftir. Hastalarin
tiimiinde diskinezi mevcuttur (Ylikotila vd., 2023). Calismamizda bialelik AAGGG
tekrar dizisi artig1 saptanan hastanin baslangi¢ yasi 44°tiir. Olgumuzun aile oykiisii
negatiftir. Olgumuzun kliniginde bradikinezi, rijidite ve diskinezi pozitiftir, diisiik doz
ila¢ alimina ragmen diirtii kontrol bozuklugu gelismistir. Olgumuzda haliisinasyon

negatiftir. Olgumuz hem baslangi¢ yas1 hem klinik 6zellikleri agisindan Ylikotila ve
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arkadaslarinin yaptig1 caligma verileri ile daha tutarli sonuglar gdstermektedir

(Ylikotila vd., 2023).
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6. SONUC VE ONERILER

Yakin zamanda yapilan ii¢ ¢aligma ile RFCI geni intron 2’sindeki biallelik
AAGGG genislemelerinin PH ile de iligkili olabilecegine dikkat cekmistir ((Kytévuori
vd., 2022, Ylikotila vd., 2023, Scriba vd., 2024). Calismamizda Tiirk popiilasyonu
icerisinde RFCI geni AAGGG genislemelerinin PH ile iligkisinin aragtirilmasi
amaglanmistir. Bu dogrultuda 200 sporadik Parkinson hastas1 ve 100 kontrol olgusu
calismaya dahil edilmistir. Hasta ve kontrol gruplarinin DNA materyalleri elde edilmis
ve AAAAG, AAAGG, AAGGG tekrar motifleri LR-PCR ve RP-PCR yo6ntemleri
kullanilarak incelenmistir. Hasta ve kontrol gruplarinda bu motiflerin frekanslart ve

hastalik tizerindeki etkisi belirlenmistir.
Caligmamiz sonucunda;

e 200 Parkinson hastasinin 1’inde (%0,5) biallelik AAGGG tekrar dizisi artisi
saptanmistir. Kontrol grubunda AAGGG tekrar dizisi artig1 saptanan olgu
bulunmamaktadir.

e Hasta grubu igerisinde 17 olguda (%8,5) heterozigot AAGGG tekrar dizisi
artis1 saptanmistir. Kontrol grubunda 4 olguda (%4,08) heterozigot AAGGG
tekrar dizisi artig1 belirlenmistir.

e Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamastir (p=0.193).

e 78 Parkinson hastasinda (%39) kompleks motif belirlenmistir. 78 olgu
icerisinden 3 olguda (%1,5) belirlenen kompleks motifin AAGGG patojenik
tekrar motifi i¢erisinde oldugu saptanmustir.

e Kontrol grubu olgularinda patojenik AAGGG tekrar1 i¢cin kompleks motif

saptanmamistir.

Calismamiz sonucunda biallelik AAGGG tekrar dizisi artisi i¢in elde ettigimiz
frekans degerleri literatiir ile uyumludur. Parkinson hastalarinda heterozigot
tastyicilarin (%8,5) daha yaygin bulunmasi bu tastyiciligin PH icin bir risk faktori
olabilecegini diisindiirmektedir. Saptanan kompleks motiflerin belirlenmesi i¢in uzun
okuma sekanslama gibi ileri molekiiler yontemlerin kullanilmasi olas1 yeni motiflerin
belirlenmesi acisindan olduk¢a biiyiik 6nem tasimaktadir. Elde edilen verilerin

dogrulanmasi i¢in daha genis hasta serilerinde c¢alisilmas1 gerekmektedir. Ayni
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zamanda RFCI geninde saptanan yeni motiflerin de Parkinson olgularinda

incelenmesi bu genin olasi etkilerinin belirlenmesi agisindan 6nem arz etmektedir.
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