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OZET

Bilimsel Zemin: idyopatik Parkinson hastaligi (PH), 65 yas tzerinde sikigi %2
civarinda olmak Uzere sik gorilen bir nérodejeneratif hastaliktir. PH'da ana
patofizyolojik bozukluk dopaminerjik sistemde dejenerasyon olmasina ragmen
serotoninerjik sistemde de dejenerasyon varligi bilinmektedir. Substansiya nigra’da
Lewy cisimcikleri olan PH beyinlerinin, raphe niikleuslarinda da Lewy cisimcikleri
oldugu gosterilmistir. Sinaptik araliga salinan 5HT'nin geri alinimi, SHT transporter
(SERT) tarafindan gerceklestiriimektedir. SERT geni kromozom 17q11.1-q12
lizerinde haritalanmis iki an polimorfizme sahiptir: intron 2'de bulunan 15-18
bp'lik bir bélgenin farkli sayilarda tekrar etmesine bagl “degisken sayida ardisik
tekrar” (Variable Number of Tandem Repeats: VNTR) polimorfizmi, ve promotor
bélgede (5-HTT gene-linked polimorphic region: 5-HTTLPR) 20-22 bp'lik ikili
tekrardan olusan 44 bp'lik insersiyon/delesyon polimorfizmidir.

Amac: Bu calismada idyopatik PH'ya yatkinlikta SERT gen polimorfizminin roll
arastinimistir.

Materyal ve Metod: 76 PH ve 54 saglikli kontrol bireylerinden olusan calisma
grubundan etik kurul onayl, bilgilendirilmis onay islemi ardindan vendz kan alinis
ve DNA bilinen yontemlerle elde edilmistir. SERT geni polimorfizim allelleri
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle belirlenmistir.

Sonuclar: SERT geni intron 2 VNTR polimorfizmine gére 12/12, 12/10, 10/10
genotiplerinin hastalardaki dagilimi sirasi ile % 56.6, % 35.5, % 7.9, kontrol
bireylerinde ise; % 40.7, % 46.3, % 13 olarak belirlendi. 5-HTTLPR polimorfizmine
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gore L/L, L/S ve S/S genotiplerinin hastalardaki dagilimi sirasi ile % 27.6, %
51.3, % 21.1, kontrol gruplarindaki dagilimi ise, % 33.4, % 50, % 16.6 olarak
saptandi. SERT geni polimorfizmine ait genotip dagilimi hasta ve kontrol bireyleri
arasinda kismen farklilik géstermesine karsin, bu farkliigin istatistiksel olarak
anlamli olmadigi sonucuna varildi.

Izlenimler: Bu calismanin sonuglari PH'na yatkinlikta SERT geni polimorfimzin
bir roll olmadigini distindirdr niteliktedir.

ABSTRACT

Serotonin transporter (SERT) gene polymorphism in Parkinson’s disease
Background: Parkinson disease (PD) is the second most common neuro-
degenerative disorder with a prevalence of about 2% in persons older than
65 years of age. Neurodegenerative process in PD is not restricted to the
dopaminergic neurons of the substantia nigra but also affects serotoninergic
neurons. It has been shown that PD brains with Lewy bodies in the substantia
nigra also had Lewy bodies in the raphe nuclei. The re-uptake of 5HT
released into the synaptic cleft is mediated by the 5HT transporter (SERT).
The SERT gene has been mapped to the chromosome of 17q11.1-q12 and
has two main polymorphisms: intron two VNTR polymorphism and promoter
region 44 bp insertion/deletion polymorphism.

Objective: In this study we investigated whether two polymorphic regions
in the serotonin transporter gene are associated with PD.
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Material and Method: After obtaining informed consent, blood samples
were collected from 76 patients and 54 healthy volunteers. Genomic DNA
was extracted from peripheral leucocytes using standard methods. The
SERT gene genotypes were determined using polymerase chain reaction
(PCR) method.

Results: Based on the intron 2 VNTR polymorphism of SERT gene, the
distribution of 12/12, 12/10 and 10/10 genotypes were found as, 56.6 %,
35.5 %, 7.9 % in patients whereas this genotype distribution in control
group was 40.7 %, 46.3 % and 13 %, respectively. According to 5-HTTLPR
polymorphism, the distribution of L/L, L/S and S/S genotypes were found
as27.6 % 51.3 % and 21.1 % in patients whereas this genotype distribution
in control group was 33.4 %, 50.0 % and 16.6 %, respectively. Despite the
fact that the genotype distribution of SERT gene polymorphism in patients
and control group seemed to be different from each other, this difference
was not found to be statistically significant.

Conclusion: This finding suggests that polymorphisms within the SERT
gene do not play a major role in PD susceptibility in the Turkish population.

Keywords: serotonin transporter (SERT) gene, Parkinson’s disease, genetic
polymorphism.

GIRIS

Parkinson hastaligi (PH) 65 yas Uzerinde sikligi %2 civarinda
olmak Uzere sik gorilen bir nérodejeneratif hastaliktir®.
Ana bulgulari dinlenme tremoru, rijidite ve bradikinezidir
ve levodopa yerine koyma tedavisine iyi yanit verir. Etyolojisi
halen bilinmemekle birlikte genetik faktorlerin roll giderek
Onem kazanmaktadir. Genetik faktérlerin yaninda cevresel
faktorlerin de roll olabilecegi iddia edilmektedir. PH
etyolojisinde cevresel faktorlerin roline iliskin bircok
epidemiyolojik calisma yapiimistir ancak buglne kadar
spesifik bir etken bulunamamistir?. Son yillarda yapilan
genetik calismalarla PH'ya neden olan 4 gen ile 6 lokus
gOsterilmistir. Bunlardan 5 tanesi otozomal dominant
gecisle PH'ya neden olmaktadir. Alfa-sindklein® ve ubikutin
C-terminal hidrolaz 1“ genleri otozomal dominant PH'nin
bir kismindan sorumludur. Bunlarin disinda 3 lokus daha
otozomal dominant PH ile iliskilendirilmistir®. Otozomal
resesif (OR-PH) gecisli PH icin 5 lokus saptanmistir. Bunlardan
ilk saptanani juvenil parkinsonizme neden olan parkin geni®
ve park 7 olarak bilinen ve erken baslangicli parkinsonizme
neden olan DJ-1 geni mutasyonlaridir”. OR-PH ile iliskili
diger 2 lokus ise sirasiyla park 6, park 9'dur®. Tanimlanmis
olan bu monojenik PH olgulari hastalarin ¢ok az bir kisminda
izlenmektedir ve geri kalan ve buytk cogunlugu olusturan
sporadik “idyopatik” PH'nin etyolojisi halen karanliktir. Son
yillarda genetik ve cevresel faktorler arasindaki etkilesimlere
olan ilgi nedeniyle bircok farkli gen polimorfizmi ile
asosiasyon calismalari ylrittlmektedir.

Serotonin geri aliniminin aktivitesindeki degismelerin

direkt olarak sorumlusu olmasi (5-hydroksitriptamin
transporter, 5-HTT, SERT, SLC6A4 )'e ait polimorfizmlerin
PD etyolojisinde yer alabilecegini dustindurtmektedir®.
5-HTT geni 68.000 dalton agirhiginda ve 630 amino asitten
olusan serotonin transporter proteinini kodlar ve SLC6A4
(Solute Carrier Family 6 Member 4) gen koduyla, kromozom
17911.1-912"'ye haritalanmistir. SHTT geni 31 kb uzun-
lugunda ve 14 ekson icermektedir. Bu gen icin iki temel
polimorfizm tanimlanmis ve bu polimorfizmlerin serotonin
ile ilgili davranislarin diizenlenmesinde, 6zellikle, anksiyete,
depresyon, intihar, sizofreni, otizm, bipolar bozukluk,
hiperaktivite ve mevsimsel affektif bozuklugu iceren bazi
psikiyatrik bozukluklarda; fibromiyalji ve migren gibi
psikosomatik bozukluklarda; temporamandibular eklem
agrisi ve disfonksiyonunda, irritabl barsak sendromunda
ayrica ani bebek o6limlerinde etkili olabilecegi
bildirilmektedir®'?

5-HTT geni ile ilgili olarak iki polimorfizmden birincisi,
genin ikinci intronunda 15-18 bp'lik bir bélgenin 7 (~315
bp), 9 (~345 bp), 10 (~360 bp) veya 12 (~390 bp) defa
tekrar etmesine bagh “degisken sayida ardisik tekrar”
(Variable Number of Tandem Repeats: VNTR)
polimorfizmidir. Bu polimorfizme goére genotipler 12/12,
12/10, 10/10, 12/9, 10/9, 9/9, 12/7, 10/7, 9/7 ve 7/7
olarak degerlendirilmektedir. ikinci polimorfizm ise 5-HTT
geninin transkripsiyonel kontrol bolgesinde (5-HTT gene-
linked polimorphic region 5-HTTLPR) 20-22 bp’lik ikili
tekrardan olusan 44 bp'lik GC (Guanin, Sitozin) zengin bir
dizinin farkli sayida insersiyon/delesyon tekrarina bagli
olarak tanimlanan polimorfizmdir. 44 bp’lik tekrar dizisinin
insersiyonu sonucu 16 tekrardan olusan bp'lik uzun (Long:L)
form; delesyonun da ise 14 tekrardan olusan, 484 bp’lik
kisa (Short: S) form olarak adlandirilan alleller meydana
gelir. Bu polimorfizme gore genotipler; L/L, L/S ve S/S
olarak degerlendirilmektedir. 5-HTTLPR'nin uzun (L) ve kisa
(S) varyantlarinin farkli transkripsiyonel etki gosterdikleri
cesitli calismalarla tespit edilmistir™®.

Bu calismada bir olgu-kontrol deseniyle PH ile serotonin
transporter gen polimorfizmleri arasindaki iliskinin
arastirilmasi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOD

Galismaya akrabalik iliskisi olmayan 76 PH olgusu 65.96 + 8.37
(45 erkek, 31 kadin) ve 54 (30 erkek, 24 kadin) 63 + 6.98
saglikl gonulld birey dahil edilmistir. PH tanisinda 4 kardinal
bulgudan (bradikinezi, dinlenme tremoru, rijidite ve postural
dengesizlik) en az Gg¢lnln bulunmasi sarti aranmistir ve




tanida yayimlanmis kriterler kullanilmistir™. Hastalarin tima
hareket bozukluklari biriminde bu konuda deneyimli bir
norolog tarafindan degerlendirilmis ve PH tanisi konusunda
fikir birligi olan olgular calismaya dahil edilmistir. Kontrol
bireyleri hastaneye ndroloji disi yakinmayla basvuran hasta
yakinlarindan ve parkinsonlu olgularin eslerinden secilmistir.
Hasta ve kontrol bireylerinden uygun bilgilendirme islemi
ardindan 5-10 ml ven6z kan EDTA'l tlplere alinmistir.
Genomik DNA ekstraksiyonu standart yoéntemlere gére
gerceklestirilmistir.

Meolekdler Analiz

VNTR polimorfizminde ilgili bdlgenin ¢ogaltilmasi icin 20
orneklik PCR ortami; bidistile su (340 ml), 10X PCR Buffer
with (NH4)2504 (50 ml), 2 mM dNTP Mix (50 ml), Primer
F (5-TGG ATT TCC TTC TCT CAG TGA TTGG-3" 10 ml),
Primer R (5-TCA TGT TCC TAG TCT TAC GCC AGTG-3" 10
ml), 25 mM MgCI2 (30 ml) ve Tag DNA Polimeraz (4 ml)
olacak sekilde hazirlanmistir. Olusturulan bu karisimdan
steril 0,5 ml'lik PCR tlplerine (Axygen Thin-Walled PCR
Tubes), 25’er ml konulmustur. Daha sonra 1ml DNA konulup
thermal cycler cihazinda amplifiye edilmistir.
Thermal cycler cihazinda PCR kosullari: 95°C 2 dakika 1
Dongl (ilk denatdrasyon), 95 oC 1 dakika (Denattrasyon),
57°C 1 dakika 35 Dongu (Primer Baglanma), 72°C 2 dakika
(Sentez), 72°C 7 dakika 1 Dongl  (Son Sentez) seklinde
uygulandi.

HTTLPR polimorfizmi icin de, GC-RICH PCR SYSTEM
(Roche Molecular Biochemicals 2 140 306) kitine ait
prosedirle uygulandi. Bu polimorfizm icin PCR ortami, iki
ayrt 500 ml'lik ependorf tlpl kullanildi. Her yirmi 6rnek
icin ortamin hazirlanacag iki tlpten birincisine: bidistile
su (180ml), 2 mM dNTP Mix (50ml), 5 M GC-RICH Resolution
solution (100 ml), Primer F (5'-GGC GTT GCC GCT CTG
AAT GC-3" 10 ml), Primer R (5-GAG GGA CTG AGC TGG
ACA ACC AC-3" 10 ml); ikincisine ise: bidistile su (180 ml),
5X GC-RICH PCR Reaction Buffer (100 ml), GC-RICH Enzyme
Mix 4 ml (5 U/ml) konuldu. Birinci tUp igerigi ikinci tlpe
aktarilip vortekslendi. Herbir PCR tlptne 25 ml karisimdan
ve 1 ml orneklerin DNA'sindan konulup PCR cihazina
yerlestirildi. Thermal cycler cihazinda, PCR kosullari ise; 96°C
3 dakika 1 Déngu (ilk denatlrasyon), 96°C 1 dakika
(Denatlrasyon), 59°C 1 dakika 35 Dongu (Primer Baglanma),
72°C 1 dakika (Sentez - Extension), 72°C 7 dakika 1 Dongl
(Son Sentez) seklinde uygulandi.

PCR'da amplifiye edilen érnekler % 1.5lik agaroz jelde
120 Voltluk gerilim altinda 40-45 dk, 100-1000 bp'lik
markerlarla ydrGtilip degerlendirildi.

lstatistiksel Analiz

Alel frekanslarinin hasta ve kontrol bireylerindeki dagilimi
arasindaki iliski ki-kare testiyle ve genotiplerin dagilimi lojistik
regresyon testiyle degerlendirilmistir.

BULGULAR

Deneyler sonunda, 76 Parkinson hastasindan olusan grupta
SERT VNTR polimorfizmi agisindan; alel frekanslarinin
gruplarla olan iliskisi ki-kare analizi ile degerlendirildi ve allel
frekansinda anlamli bir degismenin olmadigi gézlendi
(p=0.087). 12 alleli hastalarda oldukga ylksek oranda (%
74.3) gorulmesine karsin istatistiksel olarak anlamli
gorilmedi. (Tablo 1).

Tablo 1. Serotonin transporter geni VNTR polimorfizminin alel frekanslari

SERT VNTR ALELLERI
GRUP 12 10 TOPLAM
N oran N oran
HASTA 113 % 74.3 39 % 25.6 | 152
KONTROL 69 % 63.9 39 % 36.1 | 108
N: Alel Sayisi

Tablo 2. Serotonin transporter geni VNTR polimorfizminin genotip frekanslari

SERT VNTR GENOTIPLERI

GRUP 12/12 12/10 10/10 TOPLAM
n {oran |n Joran [N | oran

HASTA 43| % 56.6|27 |% 35.5|6 | %79 |76

KONTROL |22 | % 40.7|25 |% 46.3|7 | % 13.0 |54

n: Birey Sayisi

Tablo 3. Serotonin transporter geni 5-HTTLPR polimorfizminin

alel frekanslari

5-HTTLPR ALELLERI
GRUP L TOPLAM
N oran N oran
HASTA 81 % 53.3 | 71 % 46.7 |152
KONTROL |63 % 58.3 | 45 % 41.7 108
N: Alel Sayisi

Tablo 2'de gorildigu UGzere SERT intron 2 VNTR
polimorfizmine ait genotiplerin dagihmi coklu lojistik
regresyon modeli ile incelendiginde 12/12 genotipine sahip
bireyler, 10/10 genotipine sahip bireylerle kiyaslandiginda
hasta olma riski 2.22 kat daha fazla bulunmasina karsilik
bu fazlalik istatistiksel olarak anlamli gortlmedi (p=0.2199).




Tablo 4. Serotonin transporter geni 5-HTTLPR polimorfizminin genotip frekanslari

Amerikalilarda L aleli icin % 53, S aleli icin %

5-HTTLPR GENOTIPLERI 47; Fransa’da L aleli i¢in % 61, S aleli icin 39
GRUP L/L L/S s/S ToPLAM  olarak; Libya'da L aleliicin % 52, S aleli icin
n oran n oran n oran % 46 olarak, Tunus'da L aleli icin % 53, S
HASTA 21 %276 | 39 %513 16 %211 | 76 aleli icin % 46 olarak; Fas'da L aleli icin% 51,
KONTROL |18 %334 | 27 %50 |o %166 | 52 S aleliigin A>49 olarak ve Israil’'de !_alelf |g|vn
% 44, S aleli icin % 56 olarak tespit edildigi
TOPLAM (39 %30.0 | 66 |%50.7|25 [%19.3 | 130 s
rapor edilmistir™'>"® Bu calismada yapilan
n: Birey Sayisi

12/10 genotipine sahip bireyler ise 10/10 genotipine sahip
bireylere gore 1.2 kat daha fazla Parkinson hastaligi riski
tasimasina karsilik bu deger de istatistiksel olarak anlamli
degildir (p=0.7736).

5-HTTLPR polimorfizmlerine ait L ve S alellerinin gorilme
sikligr ile hastalik arasindaki iliski ki-kare analizi ile incelenmis
ve Tablo 3'de gorllecegi Uzere anlamli bir baglanti
bulunamamistir (p=0.522). Bir baska ifade ile hasta ve
kontrol gruplarinda L ve S alelleri benzer oranlarda
bulunmaktadir.

Tablo 4’de verilen 5-HTTLPR polimorfizmine ait
genotiplerin dagilimi ¢oklu lojistik regressiyon modeli ile
incelendiginde L/S genotipinde olan bireyler L/L genotipine
sahip bireylere oranla 1.01 kat daha fazla Parkinson
hastaligina maruz kalma riskine sahipken bu fazlalik
istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.9819). Ayrica S/S
genotipine sahip bireyler L/L genotipindeki bireylere oranla
1.10 kat daha fazla risk tasimalarina karsilik bu risk de
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0.8699).

TARTISMA

Farkli poptlasyonlarda SERT geninin intron 2'sindeki VNTR
polimorfizmi saglikli bireylerde calisiimistir. Almanya‘da
gen frekanslari 12 aleli igin % 54.1, 10 aleli icin % 44.5 ve
9 aleli icin % 1.4 olarak; ispanya’da 12 aleli icin % 66.05,
10 aleliicin % 32.1 ve 9 aleli icin de % 1.85; Avrupa kokenli
Amerikalilarda 12 aleli igin % 63, 10 aleli icin % 34 ve 9
aleliicin % 3; Afrika kokenli Amerikalilarda 12 aleli icin %
75, 10 aleli icin % 24 ve 9 aleli icin de % 1 olarak
hesaplanmistir"'). Bu calismadaki kontrol gruplarina ait
VNTR polimorfizmi alellerinin dagilimi (% 63.9 oraninda
12 aleli ve % 36.1 oraninda da 10 aleli) Avrupa kdkenli
Amerikalilarda yapilan saglikli bireylerdeki dagilimla yakin
benzerlik géstermektedir. 5-HTTLPR polimorfizmi de farkli
populasyonlarda calisilmis olup elde edilen gen frekanslari:
Almanya’da L aleli icin % 60, S aleli icin % 40 olarak;
italya’da L aleli icin % 57, S aleli icin % 43 olarak; ingiltere’de
L aleliicin % 55, S aleli icin % 45 olarak; Avrupa kokenl

5-HTTLPR polimorfizminin alellerinin kontrol
grubundaki dagiimi, ézellikle italya ve Almanya’daki saglikli
bireylerdeki alellerin dagilimi ile benzerlik géstermektedir.
Avusturya popllasyonunda, PD ile SERT geni intron 2 VNTR
polimorfizminin arasinda bir iliski olup olmadigini arastirmak
Uzere yapilan bir calismada; hasta grubunda % 63.6
oraninda 12 aleli, % 33.1 oraninda 10 aleli ve % 3.3
oraninda da 9 aleli dagilimi saptanmustir. Kontrol grubunda
ise % 57.5 oraninda 12 aleli, % 40.3 oraninda 10 aleli ve
% 2.2 oraninda da 9 aleli dagilimi saptanmistir. Genotip
dagilimi hasta grubunda; % 41.4 oraninda 12/12, % 41.9
oraninda 12/10, % 11.1 oraninda 10/10, % 2.5 oraninda
12/9, % 2.0 oraninda 10/9 ve % 1 oraninda da 9/9 dagilimi
saptanmistir. Kontrol grubundaki genotip dagilimi ise; %
36.0 oraninda 12/12, % 42.0 oraninda 12/10, % 18.5
oraninda 10/10, % 1.5 oraninda 12/9, % 1.0 oraninda
10/9 ve % 1.0 oraninda da 9/9 dagilimi elde edilmistir!"”.
Bizim yaptigimiz ¢alismadaki 12 alelinin frekansi bu
calismadaki degerden yuUksek cikmistir. Ayrica 12/12
genotipine sahip hastalarin orani Avusturya populas-
yonundaki 12/12 genotipine sahip hastalarin oranindan
fazla ¢ikmis olup bu farkliliklarin popilasyonlarin farkli
olmasindan kaynaklandigi ileri strUlebilir.

Serotonin transporter radyoligand kullanilarak yapilan
bir poiztron emisyon tomografisi calismasi serotonin
transporterlarinin dopamin transporterlarinda oldugu gibi
sitriatumda azaldigini ve bu azalmanin hastalik evresiyle
iliskili oldugu gostermistir™. PH'da serotoninerjik sistemin
etkilenmis olduguna iliskin giderek artan sayida arastirma
olmasina ragmen bu etkilenmenin SERT genine ait
varyasyonlar ile iliskili olmadidi séylenebilir.

Bu calismada arastirilan genlerdeki varyasyonlar ile PH
riski arasinda bir iliski saptanamamistir. Orneklem sayisi
hem hasta hem kontrol bireylerinde gorece az olmai bu
calismanin bir limitasyonudur ve daha fazla sayida hasta
ve kontrol bireyi ile yapilacak bir calismanin sonuclarinin
farkhlik gosterme olasilidi vardir. Sonug olarak serotonin
transporter genine ait iki farkli polimorfizmin Tlrk
toplumunda Parkinson hastaligina yatkinlikta bir roll
olmadigi séylenebilir.
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