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SIRT1 Gen Polimorfizmleri ve Parkinson
Hastaligi Arasindaki lliskinin Arastiriimasi

An Investigation of the Relationship between SIRT]
Gene Polymorphisms and Parkinson’s Disease

Oz

Amag: Parkinson hastaligl, beyinde substansiya nigrada yogunlasmis dopaminerjik néronlarin
kaybi nedeniyle yeterince dopamin Uretilememesi sonucu ortaya c¢ikan bir hastaliktir. Oksidatif
stres ve mitokondriyal disfonksiyon patogenezde merkezi bir rol oynar. Hiicreleri oksidatif strese
kars! korudugu tespit edilen Sirtuin1 (SIRT1) geni Parkinson hastaligina yatkinlikla iliskilendiril-
mistir. Bu calismada SIRT1 geni rs7895833 ve rs2273773 polimorfizmleri ile Parkinson hastalidi
arasindaki iliskiyi arastirmak amaclanmistir.

Gere¢ ve Yontemler: Calismamiz 40 Parkinson hastasi (hasta grubu) ile 49 saglikli birey (kont-
rol grubu) icerdi. rs7895833 polimorfizmi icin polimeraz zincir reaksiyonu-confronting two-pair
primers (PCR-CTPP) ydntemi, rs2273773 polimorfizmi icinse polimeraz zincir reaksiyonu-rest-
riksiyon parca uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) yéntemi kullanildi.

Bulgular: rs7895833 polimorfizmi icin siraslyla hasta ve kontrol gruplarindaki genotip dagilimi
AA (%62,5-%531), AG (%275-%40,8), GG (%10,0-%6,1) seklindeydi. rs2273773 polimorfizmi
icin ise hasta ve kontrol grubu genotip frekanslari su sekildeydi: TT (%90,0-%98,0), CT (%10,0-
%2,0). 152273773 ve rs7895833 polimorfizmleri bakimindan hasta ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0,05).

Tartisma ve Sonug: Bulgularimiz incelenen SIRT1 gen polimorfizmlerinin Parkinson hastaligi ge-
lisiminde zemin hazirlayici bir rol oynamadigina isaret etmektedir.

Anahtar Sozciikler: oksidatif stres; Parkinson hastaligi; polimorfizm; Sirtuin 1; SIRT1

Abstract

Aim: Parkinson’s disease is a disorder caused by insufficient dopamin production due to the
loss of dopaminergic neurons concentrated in the substantia nigra of the brain. Oxidative stress
and mitochondrial dysfunction play a central role in the pathogenesis. The Sirtuinl (SIRTT) gene,
shown to protect cells against oxidative stress, has been reported to be associated with predis-
position to Parkinson’s disease. In this study, we aimed to investigate the relationship between
Parkinson’s disease and the SIRT1 gene polymorphisms rs7895833 and rs2273773.

Materials and Methods: The study included 40 patients with Parkinson’s disease (the patient
group) and 50 healthy individuals (the control group). The polymerase chain reaction with
confronting two-pair primers (PCR-CTPP) and polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) methods were used for the rs7895833 and rs2273773 poly-
morphisms, respectively.

Results: For the rs7895833 polymorphism, the genotype distribution for the patient and control
groups respectively was as follows: AA (62.5%-53.1%), AG (27.5%-40.8%), GG (10.0%-6.1%). For
the rs2273773 polymorphism, the genotype frequencies for the patient and control groups were
as follows: TT (90.0%-98.0%), CT (10.0%-2.0%). No statistically significant difference was found
between the patient and control groups in terms of rs2273773 and rs7895833 polymorphisms
(p>0.05).

Discussion and Conclusion: Our findings indicated that the SIRT1 gene polymorphisms investi-
gated did not play a predisposing role in the development of Parkinson’s disease.

Keywords: oxidative stress; Parkinson’s disease; polymorphism; Sirtuin 1; SIRT1
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GIRIS
Parkinson hastaligi (PH), Alzheimer hastaligindan
sonra en sik goriilen nérodejeneratif hastaliklardan
biridir (1). Baslica klinik 6zellikleri arasinda tremor,
rijidite, bradikinezi ve postural reflekslerin kaybi yer
almaktadir. Hastaligin patolojisi, beynin substansi-
ya nigra adli belli bir bolgesinde Lewy cisimcikle-
rinin birikimi ve dopaminerjik néronlarin kayb ile
karakterizedir. PH patogenezinde Lewy cisimcikle-
rinin baslica bileseni olan alfa-sintiklein proteininin
merkezi bir rol oynadig gosterilmistir (2).

NAD*-bagimli deasetilazlar olarak bilinen sir-
tuin ailesinin bir {iyesi olan Sirtuin 1 (SIRT1) geni
memelilerde, mayada ve yiiksek organizmalarda
DNA stabilitesini ve uzun siireli sagkalimi artiran
histonlar1 deasetillemektedir (3-5). SIRT1, sitop-
lazmada ve ¢ekirdekte bulunmaktadir ve kanser, tip
2 diyabet, obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, ilti-
haplanma ve nérodejeneratif hastaliklar olmak tize-
re bir¢ok hastalikla iligkilendirilmistir (6,7). SIRT1
geni sayisiz fizyolojik stireci kontrol eder ve hiicrele-
ri oksidatif strese karst korur. Etkisi, mitokondrinin
elektronik iletimini ve hiicresel oksijen ihtiyacini
etkileyen NAD"a baglidir (8). Sirtuin, hiicrelerin
oksidatif strese karsi dayanikli olmasini saglar. Ya-
pilan ¢alismalarda sirtuinin bazi hiicrelerde forkhe-
ad transkripsiyon faktorlerini kontrol ederek (9,10),
bazi hiicrelerde de katalaz aktivitesini artirarak (11)
oksidatif strese kars1 koruma sagladig1 gosterilmis-
tir. Ayrica sinir hiicrelerinde SIRT1’in yiiksek ifade-
sinin serbest radikal toksisitesine kars: dayaniklilik
sagladigi da ortaya konmustur (12,13). SIRT1’in
agir1 sentezlenmesinin molekiiler saperonlar: aktive
ederek Lewy cisimciklerindeki alfa-siniiklein agre-
gatlarinin olusumunu bastirdigs ise fareler tizerinde
yapilan ¢alismalarda kanitlanmustir (14).

Bu calismada Tirk popilasyonunda PH ile
SIRT1 geni rs7895833 ve rs2273773 polimorfizmle-
ri arasindaki iligkiyi arastirmak amaglanmigtir.

|
GEREG VE YONTEMLER

Hasta segimi

Caligma gruplarimiz, Biilent Ecevit Universitesi Tip

Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali Polikliniginde
idiyopatik PH tanisi alan (hasta grubu, n=40) ve
herhangi bir hastalig1 olmayan saglikli bireylerden
(kontrol grubu, n=49) olugturulmustur. Iki grubun
demografik ve klinik dzellikleri Tablo 2'de 6zetlen-
mistir. Hastaligin evreleri Hoehn—Yahr evrelemesi-
ne gore belirlenmistir (15).

Genotipleme

rs7895833 polimorfizmi polimeraz zincir reaksiyo-
nu-confronting two-pair primers (PCR-CTPP) me-
toduyla, rs2273773 polimorfizmi ise polimeraz zin-
cir reaksiyonu-restriksiyon par¢a uzunluk polimor-
fizmi (PCR-RFLP) metoduyla belirlenmistir. SIRT1
genindeki rs7895833 ve rs2273773 polimorfizmleri-
nin primerleri ve bant uzunluklar: Tablo 1de goste-
rilmistir. PCR islemi; 50 ng DNA, 100 mm dNTP, 20
pmol primer, 1,5 mM MgClz, (NH4)ZSO 4’11 1x PCR
Buffer (MBI Fermentas, Vilnius, Litvanya) iceren ve
1U Taq polimeraz (Thermofisher, Massachusetts,
ABD) icerecek sekilde distile su ile 25 ml hacminde
gerceklestirilmistir. PCR islemi Bio-Rad T-100 ter-
mal dongiileyici ile gergeklestirilmis olup rs7895833
polimorfizmi i¢in primer baglanma (annealing) si-
cakligr 64°Cde 1 dk., rs2273773 polimorfizmi i¢in
ise 50°Cde 1,5 dk. olarak uygulanmustir. rs7895833
polimorfizmi PCR iirtinleri %3’liik agaroz jelde yii-
ritiillerek degerlendirilmistir. rs2273773 polimor-
fizminin RFLP igleminde, 10 pL PCR iirtinii 10 U
Banll (Thermofisher, Massachusetts, ABD) enzimi
ile 16 saat 37°C’lik etiivde inkiibe edilmistir. Enzim
kesimi sonras1 %3,5’lik agaroz jelde yiiriitiilerek de-

gerlendirilmistir.

GCalisma etigi

Calisma, Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurulunca onaylanmis (onay no. 2015-98-
21-10) ve Helsinki Bildirgesi prensiplerine uygun
bicimde gergeklestirilmistir. Tiim katilimecilar ¢alis-
maya dair bilgilendirilmistir.

istatistiksel analiz
Istatistiksel analizler SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL/ABD) paket programi kullanilarak gerceklestiril-
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mistir. Gruplar arasi karsilastirmalarda ki-kare testi
kullanilirken risk hesaplamalari i¢in lojistik regres-
yon analizi yapilmistir. Analiz sonuglar1 %95 giiven
araliginda degerlendirilmis, p<0,05 istatistiksel ola-
rak anlamli kabul edilmistir.

|
BULGULAR
PH grubunun 24’ti kadin, 16’1 erkek olup yas or-

talamas: 67,93£10,68 yil idi. Kontrol grubunun
ise 30'u kadin, 19’u erkek olup yas ortalamas:
62,95+14,7 yild1. Yas ve cinsiyet dagilimi agisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu. Hoehn-Yahr skalasina gore hastalik evresi
hastalarin %12,5’i icin evre 1, %151 icin evre 1,5,
%451 igin evre 2, %10’u icin evre 2,5 ve %17,5’ i¢in
de evre 3 olarak belirlendi ve ortalama hastalik sii-
resi 7,275+4,74 yil idi (Tablo 2).

SIRT1 rs7895833 polimorfizmi ile PH arasinda-
ki iliski incelendiginde AA, AG ve GG genotipleri-
nin dagilimlar1 kontrol grubunda sirasiyla %53,1,
%40,8, %6,1 iken, hasta grubunda %62,5, %27,5,

%10,0 olarak saptandi. Kontrol grubu ile hasta gru-
bu arasinda rs7895833 polimorfizmi a¢isindan ista-
tistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi (p>0,05)
(Tablo 3).

SIRT1 rs2273773 polimorfizmi ile PH arasin-
daki iligki incelendiginde ise TT ve CT genotip fre-
kanslar1 kontrol grubunda sirastyla %98,0 ve %2,0
iken, hasta grubunda %90,0 ve %10,0 olarak sap-
tand1. Kontrol ve hasta gruplari arasinda rs2273773
polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik goriillmedi (p>0,05) (Tablo 3). rs7895833 ve
rs2273773 polimorfizmleri i¢in allel dagilimlari in-
celendiginde hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yine
anlamli bir fark olmadig1 gorildi (p>0,05) (Tablo
4).

I
TARTISMA VE SONUG

Bu caligmada, SIRT1 geni rs7895833 ve rs2273773
polimorfizmlerinin PH patogenezindeki rolii aras-

tirllmistir. Cogunlukla yash niifusta ortaya ¢ikan
PH, diinyada Alzheimer hastaligindan sonra en sik

Tablo 1. rs7895833 ve rs2273773 polimorfizmleri i¢in primer dizileri ve bant uzunluklar1

Polimorfizm Primer dizisi (5’-3’) Bant uzunluklar1
rs7895833 fleri primer 1: CCCAGGGTTCAACAAATCTATGTTG AA: 320,241 bg
fleri primer 2: GGTGGTAAAAGGCCTACAGGAAA AG: 320, 241, 136 bg
Geri primer 1: GCTTCCTAATCTCCATTACGTTGAC GG: 320, 136 bg
Geri primer 2: CCTCCCAGTCAACGACTTTATC
1s2273773 ileri primer: CTCTCTGTCACAAATTCAGAGCC CC: 342, 342 bg
Geri primer: ATGCAACTGCAGCATCTTTTGA CT: 365, 342 bg
TT: 365 b¢
bg: baz ifti

Tablo 2. Hasta ve kontrol gruplarinin demografik ve klinik 6zellikleri

Kontrol grubu Hasta grubu X?p degeri

Yas ortalamasi, y1l 62,9512+14,7 67,9355+10,68 0,168
Cinsiyet, n (%)

Kadin 30 (61,2) 24 (60,0)

Erkek 19 (38,8) 16 (40,0) o
Hastalik siiresi, y1l 7,2750+4,74
Hoehn-Yahr evresi, n (%)

Evre 1 5(12,5)

Evre 1,5 6 (15,0)

Evre 2 18 (45,0)

Evre 2,5 4(10,0)

Evre 3 7(17.,5)
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Tablo 3. rs7895833 ve rs2273773 polimorfizmleri hasta ve kontrol grubu genotip dagilimi

Genotip Kontrol grubu Hasta grubu X?p degeri 00 (%95 GA)
rs7895833, n (%)
AA 26 (53,1) 25 (62,5) Referans
AG 20 (40,8) 11 (27,5) 0,386 0,572 (0,228-1,432)
GG 3(6,1) 4(10,0) 1,387 (0,282-6,830)
rs2273773, n (%)
T 48 (98.0) 36 (90.0) 0,170 5,333 (0,571-49,774)
CT 1(2,0) 4(10,0)

GA: giiven araligi; OO: olasilik orani

Tablo 4. rs7895833 ve 152273773 polimorfizmleri hasta ve kontrol grubu allel dagilim:

Genotip Kontrol grubu Hasta grubu X?p degeri 00 (%95 GA)
rs7895833, n(%)
A 73 (73,7) 61 (76,3)
0,732 0,875 (0,442-1,730)
G 26 (26,3) 19 (23,8)
rs2273773, n (%)
T 97 (99,0) 76 (95,0)
0,176 5,105 (0,559-46,621)
C 1(1,0) 4(5,0)

GA: giiven araligi; OO: olasilik orant

goriilen ikinci norodejeneratif hastaliktir ve tilke-
miz gibi gelismekte olan iilkelerde 6nemini koru-
maktadir. PH i¢in etkili, 6nleyici herhangi bir teda-
vi yoktur (16-18). Mitokondriyal disfonksiyon ve
oksidatif stres PH'nin en belirgin 6zelliklerindendir.
Substansiya nigrada dopaminerjik ndronlarin ka-
demeli ve geri doniisiimsiiz dejenerasyonunu ciddi
oranlarda (%80-90) dopamin kayb: takip eder ve
tiim bunlar hastanin otonomisini etkileyen akinezi/
bradikinezi, rijidite ve istirahat tremoru gibi ciddi
motor bozukluklarina neden olur (17-21).

Aile 6ykiisii PH igin bir risk faktoradiir ve PH
hastalarinin birinci derece akrabalarinda hastaliga
yakalanma riski kontrollere kiyasla 2 ila 3 kat art-
maktadir (22). PH vakalarinin %5-10"luk kisminda
hastanin ailesel kalitilan nadir mutasyonlardan et-
kilendigi gortlmektedir (23). Fakat hastalarin geri
kalan biiyiik bir kism1 DNA sekans varyasyonlari,
cevresel faktorler, yasam tarzi, epigenetik faktorler
gibi unsurlardan birlikte etkilenerek hastalig ta-
stmaktadir (24). PH genetigine dair ¢aligmalarda,
otozomal dominant ve otozomal resesif kalitim gos-
teren gen mutasyonlar, risk lokuslar: ve karsilasilan

mutasyonlar tanimlanmistir (25). PHde tespit edi-
len ve katkis1 kanitlanan baslica genler arasinda Par-
kin (PARK2), 16sin ag¢isindan zengin tekrar kinaz 2
(LRRK2/PARKS), alfa-siniiklein (SNCA-PARKI/
PARK4), PTEN ile indiklenen kinaz 1 (PINKI/
PARKG®6), DJ1 (PARK?), ubikitin C-terminal hid-
rolaz L1 (UCH-LI) ve ATPaz tip 13A2 (ATP13A2)
bulunmaktadir (26-28). Parkin genindeki mutas-
yonlarin otozomal resesif erken baslangicli PH’ye
neden oldugu gosterilmistir (29-33). DJ-1 mutas-
yonlar1 otozomal resesif Parkinsonizmde goriiliir ve
iyi seyirli, erken baslangich PH semptomlarindan
sorumludur (34). LRRK2 (otozomal dominant Par-
kinsonizm) mutasyonlarinin siklig ailede PH 6ykii-
sii olan hastalarda %5-7dir ve bunlar genel olarak
“ailesel” ve “sporadik” PH’nin en yaygin nedenidir
(35). SNCA geninin bir nokta mutasyonunun erken
PH (otozomal dominant) baslangicina, bu genin
asir1 ifadesinin ise dordiincii veya besinci on yilda
PH semptomlarinin gelismesine sebep oldugu bildi-
rilmistir (26,27). Bir mitokondriyal kompleksi kod-
layan PINK1 geni, Parkinsonizmin otozomal resesif
bir formunun olusmasinda rol oynamaktadir (26).
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Ayrica PINKI1 ile Parkin birlikte mitokondri morfo-
lojisi kontroliinde gorev alir. PINK1’in mutasyonu
mitokondriyal islev bozukluguna yol acarak PH’ye
neden olmaktadir (36). Bu genlere dair son ¢alisma-
larda, PH'de mitokondriyal disfonksiyon ve oksida-
tif stresin merkezi 6nemi vurgulanmaktadir (37).
Calismalarinda Cristévao ve ark., PH ve oksidatif
stres ile a-siniiklein arasindaki iligkiyi bir kez daha
gostermistir (38).

SIRT1, katalaz aktivitesini artirarak veya trans-
kripsiyon faktorlerini kontrol ederek hiicreleri ok-
sidatif strese karst korumaktadir (9-11). Yalnizca
yaslanmanin ve Omriin dizenlenmesinde degil,
ayn1 zamanda obezite, mide kanseri, diyabet, PH,
Alzheimer hastaligi ve multipl skleroz gibi yasa
bagli metabolik hastaliklarin gelisiminde veya iler-
lemesinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (39-41).
Bir¢ok ¢alismada SIRT1 gen polimorfizmleri ile de
cesitli hastaliklar arasinda yakin iligki saptanmigtir
(42-44).

Zhang ve ark. SIRT1 geni rs3740051, rs932658,
rs$35995735, rs3740053 ve rs2394443 polimorfizm-
lerinin PH patogenezindeki roliinii aragtirmis, an-
cak bu polimorfizmler ile PH arasinda anlamli bir
iligki bulamamustir (45). Jesus ve ark. da SIRT1 geni
rs12778366, rs10823103 ve rs3818292 gen poli-
morfizmleri ile PH arasinda anlamli bir iligki tespit
edememistir (46). Bizim ¢caliymamizda ise bu arag-
tirmalarda caligilan SIRT1 geninin farkli polimor-
fizmlerinin PH ile iliskisi arastirilmistir. Bununla
birlikte, bu ¢aligmalara benzer sekilde, incelenen
SIRT1 geni rs7895833 ve rs2273773 polimorfizmle-
ri ile PH arasinda anlamli bir iligki bulunamamugtir.

K¢tk 6rneklem ve 6rneklemde etnik farklilik-
lar gibi baz1 limitasyonlar1 olmakla birlikte, yapilan
literatiir taramasina gore ¢calismamiz PH ile SIRT1
geni rs7895833 ve 152273773 polimorfizmleri ara-
sindaki iliskiyi arastiran ilk ¢aligma niteligindedir.
Bu bakimdan Tiirkiyede rs7895833 ve rs2273773
polimorfizmlerinin PH patogenezine etkilerinin
belirlenmesi konusunda literatiire katki saglayacag1
disiintilmektedir.
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