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OZET

Parkinson Hastalig: ile TIRAP 975C/T Gen Polimorfizmi iliskisinin

Arastirilmasi

Parkinson Hastaligi (PH) substantia nigra pars compakta'daki dopaminerjik
ndronlarin progresif kaybi ile karakterizedir. PH'nin patolojik ayirt edici 6zelligi Lewy
cisimcikleri olarak bilinen hiicre i¢i inkliizyonlarda o-siniiklein birikintilerinin
varligidir.

Hastaligin bulgular1 bradikinezi, tremor, rijidite, postiiral instabilite, fleksiyon
postiiriic ve donma fenomeni olarak tanimlanan motor semptomlardir. Hastaligin
prodromal fazi, "premotor" veya "preklinik" donem olarak adlandirilmaktadir. Bu
donemde goriilen non-motor Onciil bulgular agri, konstipasyon, koku kaybi, REM
uyku davranis bozuklugu, depresyon ve anksiyete bozuklugu gibi duygudurum
bozukluklaridir.

Dogal immiin sistem elemanlarindan Toll like reseptorler (TLR), mikrobiyal
antijenlerle veya hasarli hiicresel elemanlarla uyarilinca hem inflamatuar reaksiyonlari
indiikler hem de edinsel bagisiklig1 aktive eder.

Bu caligmada, TLR sinyal yolaginda yer alan bir adaptor protein olan Toll/IL-
1 reseptor iliskili protein (TIRAP) gen bolgesi lizerindeki 975C/T polimorfik bolge
arastirilmistir. PH ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

TLR sinyal yolaginin sebep oldugu nodrotoksik ve norokoruyucu
mekanizmalarin arastirilmasi ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezindeki rollerini
anlamak i¢in ¢ok 6nemli olabilir ve terap6tik uygulamalar i¢in yeni bir ufuk agabilir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson Hastaligi, Toll Like Reseptor (TLR),
Noroinflamasyon



ABSTRACT

Investigation of the Association Between Parkinson Disease and TIRAP 975C/T
Gene Polymorphism

Parkinson Disease (PD) is characterized by the progressive loss of
dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta. The pathological
hallmark of PD is the presence of deposits of aggregated a-synuclein in intracellular
inclusions known as Lewy bodies.

Symptoms of the disease are motor symptoms defined as bradykinesia, tremor,
rigidity, postural instability, flexion posture and freezing phenomenon. The prodromal
phase of the disease is called ‘premotor’ or ‘preclinical’ period. Non-motor premise
findings seen during this period are pain, constipation, loss of odor, REM sleep
behavior disorder, mood disorders such as depression and anxiety disorder.

When Toll like receptors (TLR) which is element of native immune system
induced by microbial antigens or damaged cellular elements, they both induce
inflammatory reactions and activate adaptive immune system.

In this study, the polymorphic 975C/T region on the Toll / IL-1 receptor-
associated protein (TIRAP) gene region, which is an adapter protein in the TLR
signaling pathway, was investigated. There was no significant difference between PH
and control group.

Investigation of the neurotoxic and neuroprotective mechanisms caused by the
TLR signaling pathway may be very important to understand the role of in
pathogenesis of neurodegenerative diseases and may open a new horizon for
therapeutic applications.

Keywords: Parkinson Disease, Toll Like Receptor (TLR), Neuroinflammation
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1. GIRIS

Parkinson hastaligi (PH), beyin sapinda o6zellikle bazal ganglionlarda
substantia nigra pars kompakta olmak tizere, diger beyin sap1 dopaminerjik néronlarin
kayb1 ile karakterize olan noérodejeneratif bir hastaliktir ve tiim parkinsonizm
olgularinin %80’ini olusturur. Baslica klinik belirtileri istirahat tremoru, bradikinezi,

rijidite ve postiiral refleks bozuklugudur (1).

Noroinflamasyonun temelde norodejeneratif siire¢ olabilecegi ve bagisiklik

sisteminin kilit rol oynadig1 varsayilmaktadir (2).

Yapilan c¢alismalarda proinflamatuar immiin aktivite ve onu tetikleyen
kosullarin, bagirsakta ve beyindeki a-siniiklein diizeylerini arttirdigi gosterilmistir.
Boylece, a-sintiklein’in asir1 ekspresyonu agregasyonuna sebep olup, asir1 sentezlenen
ve bunun sonucunda agrege olan a-siniiklein, immiin hiicrelerden kaynaklanan
proinflamatuar yanitlar1 uyararak, agrege a-siniiklein’in diger dokulara yayilmasini ve

birikmesini saglayabilecek bir kisir dongiiyii baslatir (3).

Toll like reseptorler (TLR); pek c¢ok hiicre tipinin endozomlarinda ve
yiizeylerinde eksprese ettigi pattern tanima reseptor ailesidir. Endotoksin ve viral RNA
gibi mikrobiyal yapilar1 tanityarak enflamatuar ve antiviral genlerin ekspresyonuna

sebep olan sinyalleri iletmektedir (4).

TLR’lerin ndronal dejenerasyona katiliminin oldugunu destekleyen bazi
kanitlar su sekildedir: sinir sisteminin ilgili hiicreleri TLR'leri eksprese eder sonrasinda
TLR'ler a-siniiklein ile aktive edilir ve aktivasyonlari; ndronal kayiptan dnce gelen bir
inflamatuar yanit1 indiikler, ayrica TLR'lerin katilimimin engellenmesi ile PH nin

ilerlemesi geciktirilir (5).

Bu tez ¢alismasinda, TLR sinyal yolaginda yer alan bir adaptor protein olan
Toll/IL-1 reseptor iligkili protein (TIRAP) gen bdlgesi tizerindeki polimorfik allelin

PH hastalarinda ve kontrol grubunda karsilagtirmali olarak iligkisi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Parkinson Hastalig: ve Patolojisi

Parkinson Hastaligi, ilk olarak James Parkinson tarafindan 1817°de
tamimlanmustir (6). PH, parkinsonizmin en sik ve yaygin gériilen nedeni olup, istirahat

tremoru, rijidite, bradikinezi ve postural refleks kaybi ile karakterize bir sendromdur
(D).
Non-motor semptomlar olarak ndropsikiyatrik bozukluklar, uyku bozuklugu,

duyu degisiklikleri, yaygin gastrointestinal disfonksiyon Parkinson hastalarinin

%80’inden fazlasinda rapor edilmistir (7).

Etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte ¢evresel ve genetik faktorlerin

hastaligin ortaya ¢ikmasinda etkili olduklari diistiniilmektedir (8).

Histopatolojik olarak, noéron igerisinde Lewy body diye adlandirilan
intraseliiler eozinofilik inklliizyon cisimcikleri birikir. Bunlar intraseliiler
¢ozlinemeyen yanlis katlanmis a-Sinuklein agregatlaridir ve sadece beyinde degil;
omurilikte, periferal sinir sisteminde, sempatik ganglionlarda, enterik sinir sisteminde,

adrenal medulla, vagus siniri ve siyatik sinirde de bulunabilir (9-11).

PH’da merkezi sinir sistemi (MSS) patolojisi, 10. kranial sinir vagusun dorsal
motor cekirdeginde baslar. Vagusun dorsal motor cekirdeginden; siniikleinopati,
inflamasyon ve noronal islev bozuklugu, diger beyin bolgelerine yayilir ve nihayetinde
inflamasyona hassas olan dopaminerjik noronlarin oldugu substantia nigra’ya ulasir

ve dejenerasyon baglar (3).

Noroprotektif tedavinin saglanabilmesi i¢in PH patogenezine sebep olan ana
mekanizmalarin anlagilabilmesi sarttir. PH patogenezinden sorumlu temel mekanizma
tek degildir. Bunlar; hiicresel stresle reaktif oksijen radikallerinin iretimi,
mitokondrial disfonksiyon, endoplazmik retikulumda anormal protein katlantilari,
anormal sitoplazmik protein inkliizyonlari, ndroinflamasyon, hiicre 6liimii ve trofik

faktor kaybi olarak siralanabilir (12).



PH hastalarinin basal ganglionlarinda ve beyin omurilik sivisinda IL-18, IL-6
ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler bulunmustur (13, 14). PH’da mikroglial
aktivitenin mekanizmasi1 tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, biiyiik
olasilikla proinflamatuar sitokinler ve toksik a-siniiklein beyinde mikroglia
aktivasyonuna sebep olabilir (15). Son zamanlarda yapilan in vitro ¢alismalar o-
sintikleinin farkli konformasyonlarinin mikroglial aktivasyonu tetikledigini ve daha

¢ok kimyasal mediyatoriin salinimina sebep oldugunu gostermistir (16-19).

Non-steroidal anti-inflamatuar (NSAT) ajanlar genelde agr1 ve inflamasyonun
tedavisinde kullanilirken, hayvan calismalarinda ve in vitro ¢aligmalarda NSAI
ajanlarin dopaminerjik ndronlarin dejenerasyonunu da Onleyebildigini gdstermistir
(20). Ayrica epidemiyolojik calismalarda bazi NSAI ilaglarin ve statinlerin PH gelisme

riskini 6nemli derecede azalttigi kanitlanmistir (12).

Bu ajanlardan biri, yiliksek lipofilik 6zellikli ikinci jenerasyon tetrasiklinlerden
olan minosiklinin antimikrobiyal 6zelliklerinin yani sira anti inflamatuar olduklar1 da
belirlenmistir. Kan-beyin bariyerini (KBB) kolayca gecebilen minosiklin bir¢ok
deneysel serebral hastalik modelinde mikroglial aktivasyonu azalttigi gosterilmistir
(21).

1960 larda, PH nin motor semptomlarindan striatumdaki bir ndrotransmitter
olan dopaminin varligimin sorumlu oldugu kesfedilmistir (22, 23). Sonrasinda
dopamini yerine koymayr amaglayan tedavi yontemleri gelistirilmistir. Boylece
bradikinezi, rijidite, istirahat tremoru gibi ana patolojik semptomlar iyilestirilmeye
calisgtldi. PH nin asil sebebinin substantia nigra’da dopaminerjik ndronlarin
dejenerasyonu oldugu gosterilmesinden sonra Levodopa tanimlandi ve bazi

komplikasyonlara neden olmasina ragmen PH nin standart tedavisi haline gelmistir
(24-26).

Bugiinlerde ise ozellikle orta beynin dopaminerjik ndronlarim1 korumaya
yonelik  ‘ndroprotektif” terapiler iizerine calisilmaktadir. Preklinik hayvan
caligmalarinda, cesitli anti parkinsoniyan terapdtiklerin hastaligin  morbiditesine
yonelik noroprotektif terapiyi saglamada umut verici oldugu gosterilmis olmasina

ragmen insanlarda basarili bir ¢alisma mevcut degildir (27-29).



Son zamanlarda beyin ve gastrointestinal sistem arasinda gii¢lii bir baglantinin
oldugunu diislindiiren kanitlar ortaya c¢ikmistir. Beyin-barsak aksi bozuldugunda;
irritable barsak sendromu, karaciger hastaliklari, kronik karin agris1 sendromu,
depresyon, anksiyete, otizm, demans ve Parkinson hastalig1 gibi bir¢ok bozuklugun

patogeneziyle iliskili oldugu gésterilmistir (30, 31).

2.2. Dogal Immiinite ve Toll Like Reseptorler

Immiin sistem; enfeksiyonlara karsi ilk koruyucu engeli olusturan dogal
(innate) immiinite, sonrasinda spesifik ve etkin savunma saglayan edinsel (adaptive)
immiiniteden olugsmaktadir. Dogal immiinite; dogustan gelen ve konagin kendine ait
olan veya olmayan antijenik yapilar1 taniyabilen savunma sistemidir. Edinsel immiin
sistem sadece omurgali canlilarda mevcutken dogal immiin sistem bitki ve

hayvanlarda da bulunur (32).

Dogal bagisiklik, enfeksiyoz etkenlere karsi edinsel immiin yaniti
kuvvetlendirir. Ayrica 6lii dokularin ortadan kaldirilmasi ve onarim siirecinin
baglamasinda da kritik rol oynar. Dogal bagisiklik sistemi; konak hiicrede
bulunmayan, ¢esitli mikroorganizma siniflarinda ortak olarak paylasilan yapilari tanir.
Bu yapilar patojenlerin yasamim siirdiirmesi i¢in gerekli ve enfektivitesini olusturan

bolgelerdir (33).

Dogal immiinite reseptorleri germline’da  kodlanir ve  somatik
rekombinasyonla {retilmezler. Edinsel bagisikligin aksine dogal bagisiklikta
reseptorler klonal farklilagma gostermezler. Bu sebeple dogal bagisikligin bircok

hiicresi ayn1 mikroorganizmay1 tanimaktadir (33).

Dogal immiin sistem, hiicresel elemanlar olarak polimorfoniikleer 16kosit,
monosit, makrofaj, eozinofil, mast hiicre ve bazofillerden, ¢oziiniir faktorler olarak da

sitokinler, akut faz reaktanlar1 ve kompleman sisteminden olusur (34).

Dogal bagisikligi uyaran mikrobiyal molekiillere; patojen ve ayni tip
mikroorganizmalar tarafindan paylasilmasi nedeni ile ‘pathogen associated moleculer
patterns (PAMPs)' denir. Bu molekiilleri tanima 6zelligine sahip dogal bagisikligin

reseptorlerine ise ‘pattern recognition receptors (PRR)’ ad1 verilir (35).



Bu reseptorler; endositik, sekrete edilen ve sinyal ileten olmak {izere {i¢ gruba
ayrilirlar. Sinyal ileten reseptdor grubunu Toll like reseptér (TLR) ailesi

olusturmaktadir (36).

Toll like reseptor; ilk kez 1991 yilinda Drosophila melanogaster ismiyle
bilinen meyve sineginde kesfedilen ve embriyonal gelisim basamaklarinda rol aldigi
bilinen bir reseptor olarak tanimlanmigtir. Daha sonra mutant olan sineklerde fungal
infeksiyonlara yatkinlik olustugu fark edilerek, immiin sistem yanitinda Onemli
fonksiyonu oldugu ortaya konulan reseptore ‘Toll geni’ne olan benzerliginden dolay1
“Toll’ ad1 verilmistir. 1997 yilinda insan homologu tariflenmis ve dogal immiin
sistemin pargasi oldugu anlagilmistir. Giiniimiizde insanlarda Interlokin-1 reseptor (IL-

1R)’iin homologu olan bu molekiillere “Toll-like reseptorler” denilmektedir (32, 37).

2.2.1. Toll Like Reseptorlerin Yapisi ve TLR Ailesi Uyeleri

Toll like reseptor ailesinin biitiin iiyeleri transmembran proteinleridir.
TLR’lerin karakteristik olarak ekstraseliiler kismi genis (550-980 aminoasit) olup
birden ¢ok ligand baglayici alana sahiptir. Ekstraseliiler alanlarinda 16sinden zengin
tekrarlara (leucine rich repeats, LRR) sahiptirler. LRR’ler, 20-29 aminoasitlik kisa
protein modiilleridirler. Ayn1 zamanda bu ekstraseliiler alan, sistinden zengin kiiciik

alanlar1 da igerir.

TLR’lerin intraseliiler bolgeleri yaklastk 200 aminoasitten olusan
toll/interlokin-1 reseptor (TIR) domainden olusur. TLR, ekstraseliiler bolgelerinden
PAMP ile baglandiginda, intraseliiler TIR domaini araciligi ile bir dizi sinyal iletim
yolagi aktive olur. Bunun sonucu olarak antimikrobiyal protein ve inflamatuvar
sitokinler sentezlenmektedir. Ayrica dendritik hiicrelerin maturasyonu ve antijen
sunum kapasitesindeki artis neticesinde, dogal immiin sistem edinsel immiin sistemi

yonlendirmektedir (32, 38).

Simdiye kadar TLR ailesinde 13 iiye saptanmistir (Tablo 1). Bunlardan TLR1-
TLRY arast ve TLRI11’in ligandlar1 belirlenmis; TLR10, TLR12 ve TLR13’iin

ligandlar1 ise heniiz bilinmemektedir (37).



Tablo 2.1. TLR’ler, ligandlar1 ve lokalizasyonlari

Reseptor Ligand Adaptor Lokalizasyon
TLR-1 triacil lipoproteinler MyD88/MAL hiicre ylizeyi
lipoproteinler; gram
pozitif peptidoglikan;
TLR-2 lipoteikoik asitler; MyD88/MAL hiicre ylizeyi
mantar; viral
glikoproteinler
TLR3  cift zincirli RNA TRIF hiicre
kompartimani
TLR-4  |'popolisakkarid;viral =\ ngg /AL TRIFTRAM  hicre yiizeyi
glikoproteinler
TLR-5  Flagellin MyD88 G S
TLR-6 diacil lipoproteinler MyD88/MAL hiicre ylizeyi
kiigiik sentetik ..
TLR-7  birlesimler; ¢ift zincirli MyD88 Eucre
ompartimani
RNA
kiiciik sentetik hilcre
TLR-8 birlesimler; tek zincirli  MyD88 Kompartimant
RNA P
metillenmemis CpG hiicre
LT DNA MyDg8 kompartimani
TLR-10 ? ? hiicre yiizeyi
TLR-11  profilin MyD88 hiicre yiizeyi
TLR-12 7 ? ?
TLR-13 7 ? ?

Insan TLR genlerinin, kromozom 4p14 (TLR-1), 4932 (TLR-2), 4935 (TLR-
3),9032-33 (TLR-4), 1933.3 (TLR-5), 4p16.1 (TLR-6), Xp22.3 (TLR-7), Xp22 (TLR-

8) ve 3p21.3 (TLR-9) iizerinde oldugu gosterilmistir (39) (Tablo 2).

Tablo 2.2. Insan TLR genlerinin kromozom iizerindeki lokasyonu

TLR Kromozom
TLR-1 4pl4
TLR-2 4932
TLR-3 4935
TLR-4 9¢32-33
TLR-5 1933.3
TLR-6 4pl6
TLR-7 Xp22.3
TLR-8 Xp22
TLR-9 3p21.3




2.2.2. Toll Like Reseptor Sinyal Yolag:

Toll like reseptor sinyal yolagi; myeloid differensiyasyon faktor 88’e (MyD88)

bagimli sinyal yolu ve MyD88 bagimsiz sinyal yolu olmak {izere iki yol

tanimlanmustir. Bu sinyal yollarinda baslica dort adaptér molekiil rol oynar: MyD88,
TIR bolgesi IFN-B indiikleyen adaptor proteini (TRIF), TRIF ile iliskili adaptor
molekiil (TRAM) ve TIR iliskili protein (TIRAP) (Resim 1). TIRAP geni, kromozom
11q24.2 ‘de lokalize olup, 5 ekzonlu 14.2 kb lik ve 221 aminoasitlik protein kodlar
(40).
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Resim 2.1. Toll like reseptor sinyal yolaklar: (Nature Reviews-Microbiology)

MyD88 bagimli sinyal yolunda; MyD88 major rol oynayip bu molekiil
TLR’nin sitoplazmik kuyruguyla birlesir ve u¢ bolgesi IRAK-1 (IL-1R iliskili kinaz)
ile homofilik etkilesimde bulunarak bu molekiili reseptére baglar. Ligandin

baglanmasi ile uyarilan TLR’nin TIR bolgesi MyD88 ile birlesir. Bu birlesmeyle



uyarilan IL-1R iligkili kinaz 4 (IRAK 4) ve tiimor nekrozis faktor reseptor iligkili
faktor 6 (TRAF 6) araciligiyla Niiklear faktor-kappa B (NF-kB), mitojenle iliskili
protein kinazi (MAPK) aktive eder ve proinflamatuar tiriinlerin genlerini indiikleyerek

inflamatuar cevaba neden olur (41-43).

MyD88 bagimsiz/TRIF bagimli sinyal yol, IFN-f’y1 indiiklemek i¢in TLR3 ve
TLR4 aracili sinyal yollarini kullanir. Yapilan ¢alismalarda tiglincii bir TIR domain
iceren adaptor (TRIF) bulunmustur. Bu adaptér, TLR3 ve TLR4 ile etkilesimde
bulunarak IRF3 (IFN regiilator faktor 3)’i aktive eder ve IFN-B’nin ekspresyonunu
gerceklestirir. (36, 44) Ayrica TLR 7, 8 ve 9’un TRAF3 ve IRF7 iizerinden tip 1
interferon cevabi gelistirdigi gosterilmistir. MyD88 ve TIRAP proinflamatuar
sitokinlerin (TNF-alfa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10), TRIF ve TRAM ise interferonlarin

yapimindan sorumludur (45) (Resim 2).

TLR4

MyD88

pra—
D> | O &

Erken Faz NF-xB Geg Faz

l NF kB

: SHE IFN-B, IFN-uyarilabilir
Inflamatuar sitokinler '
. j ! % gen urtnleri S

r

MyD88-bagimli yanit MyD88-bagimsiz yanit

Resim 2.2. MyD88-bagli ve MyD88-bagimsiz sinyal yollarinin olusturduklari
cevaplar (Nature Reviews-Immunology)



3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma; Siileyman Demirel Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Siileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanligi’ndan 15/07/2015

tarih ve 166 sayili karari ile etik kurul izni alinmustir.

Calisma icin kullanilan Parkinson Hastalig1 kan 6rnekleri Stileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama Hastanesi Noroloji Anabilim Dali poliklinigine
bagvuran Parkinson Hastali§i tanili olup basgka bir norolojik hastaligi olmayan
hastalardan ve kontrol grubu kan drnekleri ise diger polikliniklere bagvuran bilinen

herhangi bir ndrolojik ve inflamatuar hastaligi olmayan hastalardan toplanmaistir.

39 adet Parkinson hastasi ile 40 adet kontrol grubunun EDTA tiiplere
(hemogram tiipii) alinan kan orneklerinden sirayla DNA izolasyonu, hedef dizinin
cogaltilmasi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR) ve
polimorfizmin arastirilmast i¢in restriksiyon parc¢a uzunlugu polimorfizmi (Restriction

Fragment Length Polymophism-RFLP) analizi yapilmstir.

3.1. Kandan DNA Izolasyonu

Jena Bioscience DNA izolasyon Kiti kullanilarak asagidaki prosediir

uygulandi.
1) 200 ul kan ile 1ml Blood Lysis Buffer eppendorf tiip i¢inde karistirilir.
2) 10 dk buzda inkiibe edilir.
3) Inkiibasyon sirasinda 2-3 kez vortekslenir.
4) 10.000 g de 10 dk santrifiij edilir.
5) Siipernatant tamamen uzaklastirilir.
6) Pelet tizerine 300 ul Lysis Buffer ve 2 ul RNaz A eklenir.
7) 30-60 sn vortekslenir.
8) 8 ul Proteinaz K eklenir ve pipetlenir.

9) 10 dk 60°C’de inkiibe edilir ve 5 dk dinlendirilir.



10) 300 ul Binding Buffer eklenir ve vortekslenir.

11) Tip 5 dk buzda bekletilir.

12) 10.000 g’de 5 dk santrifiij edilir.

13) 2 mI’lik toplama tiipiiniin igine spin column yerlestirilir.
14) Spin column’un i¢ine 100 pl Activation Buffer eklenir.
15) 10.000 g’de 30 sn santrifiij edilir ve hizlica diger basamaga gegilir.
16) Siiziilen uzaklastirilir.

17) Siipernatant spin column’un igine pipetlenir.

18) 10.000 g’de 1 dk santrifiij edilir.

19) Siiziilen uzaklastirilir.

20) Spin column’un igine 500 ul Washing Buffer eklenir.
21) 10.000g’de 30 sn santrifiij edilir.

22) Siiziilen uzaklastirilir.

23) Spin column’un igine 500 pul Washing Buffer eklenir.
24) 10.000 g’de 30 sn santrifiij edilir.

25) Siiziilen uzaklastirilir.

26) Kalan Washing Buffer’t uzaklastirmak i¢in 10.000 g’de 1 dk tekrar

santrifiij edilir.
27) 2 mI’lik toplama tiipii atilir ve spin column eppendorf tiipe yerlestirilir.
28) Spin column’un merkezine 40-50 pl Elution Buffer eklenir.
29) 1 dk oda 1s1sinda inkiibe edilir.
30) 10.000 g’de 2 dk santrifiij edilir.

31) izole edilen DNA 4°C’de saklanur.
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3.2. PCR Protokolii

TIRAP rs8177374 (975C/T) polimorfizminin arastirilmasi i¢in hedef diziler
PCR ile ¢ogaltildi.

Tablo 3.1. PCR Master Mix (1X)

Buffer (10X) 2,5 ul
MgCI2 (25mM) 1,5 ul
dNTP (2mM) 2 ul
Forward Primer (10pmol/pl) Il
Reverse Primer (10pmol/pl) 1l
Genomik DNA (100ng/pl) 8 ul
Taq DNA Polimeraz (5U/ul) 0,2 ul
dH20 8,8 ul
Toplam Hacim 25 ul

1. Master mix tablosunda yer alan malzemelerin miktarlar1 bir 6rnek igin

belirlenmistir (Tablo 3).

2. Calisilacak ornek sayist ile ¢arpilarak toplam miktar belirlenir. Karisimin
hazirlanacagi 1,5 ml lik ependorf tiiplin i¢ine ilk olarak su, devaminda

tampon (buffer) ve gerekli diger bilesenler ilave edilir.
3. Karisima en son Taq DNA Polimeraz eklenir.
4. Master mix’i 0,2 ml lik PCR tiiplerine esit oranlarda paylastirilir (17 pl).
5. Her birine DNA o6rnekleri ilave edilir.
6. Birkag saniye siireyle maksimum hizda santrifiij yapilir (quick run).

7. Calismaya wuygun programlanmis thermal cycler’a PCR tiipleri

yerlestirildikten sonra cihaz calistirilir.

11



PCR Programi:

Baslangi¢ denatiirasyonu ~ 95°C 5dk

Denatilirasyon 95°C 30sn

Primerlerin baglanmasi 56°C 30sn 35 dongii
Zincirin uzamast 72°C 30sn

Bitis ekstansiyonu 72°C 2 dk

Bekleme 4°C

8. Amplifikasyon isleminin ardindan cihazdan ¢ikarilan PCR iiriinleri bir
sonraki RFLP analizi agsamasina ge¢gmeden once birka¢ 6rnekle Etidyum

Bromiirlii %3 liik agaroz jel elektroforezinde kontrol edilir.

9. 4 pl PCR iiriint, 4 pl yiikkleme tomponu ile beraber jele yiiklenir ve 80
Volt’ta 40 dk ytiriitiiliir.

10. UV altinda beklenen bantlarin goriilmesi tizerine RFLP analizi asamasina

gegilir.

3.3. RFLP Analizi

PCR iirtinleri TIRAP 975C/T igin Hpy 1881 restriksiyon endoniikleaziyla
muamele edildi. Hpy 1881 enzimlerinin kesim yapabilmesi igin belirlenen gen
bolgelerinde mismatch primer kullanilarak tek niikleotid degisimi gerceklestirildi.
Reverse primerin 5= 3’yoniinde 19. pozisyonunda T niikleotiti ile mismatch primer
hazirlandi. Gen dizisi, primerler ve enzim kesim bolgeleri ayrintili olarak asagida

gosterilmistir.
TIRAP rs8177374 (975C/T)
Forward primer: 5> TGCTCATCACGCCGGGCTTCCTT 3’

Reverse primer: 5 TAGGCAGCTCTGCTGAGGTICC 3’

12



TGCTCATCACGCCGGGCTTCCTTCAGGACCCCTGGTGCAAGTACCAGATG
CTGCAGGCCCTGACCGAGGCTCCAGGGGCCGAGGGCTGCACCATC
CCCCTGCTGT [C/T] GGGCCTCAGCAGAGCTGCCTA

5 .. TCNGA ...3
Hpy 1881 enzim kesim bolgesi 3 --- AGNCT ... 5

*B=11
F=pEl
*Lau9e]
Bl I
F=pEI
FzpEI *M=pdl
Tzel CyikI-1 Mr1l
CuwikI-1 HaelIIl ApekI
ApekI F=pEI Alul
FriudHI Mapd I Tsel
HppuCHAY Bl 1 CwikI-1
¥FzpEl LpnPI FriugHI
FzpEI DideI F=pEl
MzpJI MzpJ I FzpEl M=pJ I
Et=CI Bocl Bpulol BzpCNI

5 ... GAGGECTECACCATCCCCCTGCTETCGEGLCTCAGCAGABCTGCCTACCCA 3

Fi | k1o I F2n | k3o | Fdi | k5
... CTCCCGACGTGGTAGGGGGACGACAGCCCGGAGTCGTCTLGACGGATGGGT ... 57
Bt=CI M=pJI M=pJ I FzpEl Tzel MspJl
HpuCHEY FspEI ¥Bzll LpnPI Apekl “FspEl
Apekl ¥FzpEl Eocl Ddlel B=spCNI
Tzel Bpulol FriudHI
FrindHI Bk #MzplI
CwikI-1 Mzpd I CyikI-1

F=pEI Alul
FspEl Mrll
F=pEI
Bl I
#Sau9a]1
Haelll
CwikI-1
F=pEI

Sekil 3.1. TIRAP rs8177374 (975C/T) gen dizisi ve enzim kesim bdlgeleri
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*Bz11

FapEl
* 530951
*Avall
Blkwl
Hpul 3581 #Mapdl
CyikI-1 FspElL Mnll
Tzel FapEl CwikI-1
MmeI F=pEl Alul
Apekl MzpJI Tzel
FriudHI Bl CI Apekl
HpuCHY LpnPI FriudHI
*F=pEl Ddel FapEl
Mapd I MapdI FzpEl MapdI
Bt=CI Becl Bpul ol BspCHI
5 ... GAGGGCTGCACCATCCCCCTGCTGTCRGACCTCAGCAGAGCTECCTACCCA ... 37
[ | [illi} | k20 | ka0 | Fdiy | 50
3 ...CTCCCGRACGTGGTAGGGGGACGACAGCCTGEAGTCGTCTCGACGGATGGGT ... 57
Bt=CI M=pdI Mspd I F=pEl ApekI [MepdI
HpyCHdY  ~%FspEl #E=z1l LpnPI Tzel “FspEI
ApekI Bocl Die I EBzpCMI
Tsel Bpudnl FriugdHI
FrudHI BlbwsC I *MzplI
CywikI-1 MspdI CwikI-1
MmeT FspEl Alul
FspEL M1l
FspEI
Bl
#Awall
¥5au961
FspEL
Hpulgs 1

Sekil 3.2. Mismatch primer varliginda allel C ise: Hpy 1881 tarafindan kesilir.

FapEl
Sausal
Avall
Bl I
Tzel FspEl Mnll
Apek] FapEl CwikI-1
MmeI MzpdI ALlul
CyikI-1 FspEl Tzel
FriudHI Bl CI ApekI
HpuCH4Y LpnPI FriudHI
F=pEl Odel FzpEl
BtsClI Mzpd I F=pEl MzpJI
MzpJI Bool B=ll Bpulil BspCHI
5 ... GAGGARCTARCACCATCCCCCTGCTETTGRACCTCAGCAGAGCTGCCTACCCA ... 37
Fi I k1o | ko I Fao I Fdo | k50
3..CTCCCGACGTGGETAGGGGGACGACAACCTGGAGTCGTCTLGACGGATGGET ... 57
Et=CI M=pdI Mzpd I FapEl ApekI ~MapdI
HpuyCH4Y  “FspEL Bsll LprPI Tsel “FspEI
ApekI Bool Odel B=pCNI
Tzel BpuloI FriudHI
FriugHI BbwCI Alul
CwikI-1 FspEI CwikI-1
MmeT MzpJI “Mnll
FzpEl
F=pEl
BbwI
Awall
Sausal
FspEl

Sekil 3.3. Mismatch primer varliginda allel T ise: Hpy 1881 tarafindan kesim olmaz.
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4. BULGULAR

TIRAP rs8177374 (975C/T) gen bdlgesini hedef alan PCR firiinleri 127 bp
uzunlugunda olup Hpy 188l restriksiyon endoniikleazi kullanilarak yapilan RFLP
analizi sonucunda polimorfik bolgede allel C ise enzim kesimi gerceklesir ve 20 bp +
107 bp lik bantlar elde edilir. Eger polimorfik bolgedeki allel T ise enzim kesimi
olmayacagindan 127 bp uzunlugundaki bantlar goriiliir. Heterozigot bireylerde hem T
hem C alleli mevcut oldugundan sirayla 107 bp ve 127 bp lik bantlar elde edilir (Resim
3 ve Resim 4).

E 52’ 3"4s58.%56-"7" 8 9

Resim 4.1. Parkinson Hasta Grubu RFLP elektroforez jel goriintiileri

1. Homozigot Polimorfik 2. Homozigot Normal 3. Homozigot Normal 4.

Homozigot Normal

5. Homozigot Normal 6. 50b¢ DNA Ladder 7. Heterozigot 8. Homozigot

Normal

9. Homozigot Normal 10. Heterozigot
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Resim 4.2. Kontrol Grubu RFLP elektroforez jel goriintiileri

1. Heterozigot 2. Heterozigot 3. Heterozigot 4. Heterozigot 5. Heterozigot

6. 50b¢ DNA Ladder 7. Heterozigot 8. Heterozigot 9. Homozigot Normal 10.

Homozigot Normal

Resim 4 ve Resim 5’da bir kism1 gosterildigi gibi biitiin 6rneklerin RFLP
sonucu agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve elde edilen bulgular kaydedildi (Tablo
4).

Tablo 4.1. Calismada kullanilan 6rneklerin genotip dagilimi

C-T Homozigot normal Heterozigot | Homozigot polimorfik
(CC) (CT) (TT)
Parkinson (n=39) 23 15 1
Kontrol (n=40) 24 16 0

4.1. TIRAP 975C/T Genotip ve Allel Frekanslar:

Allel frekansi (p)= ((2xhomozigot)+ heterozigot) / (2xN)

N= toplam birey sayisi

Allel frekans1 yukarida verilen formiile gére hesaplanmistir.
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Tablo 4.2. TIRAP 975C/T polimorfizminin vaka ve kontrol gruplarinda genotip
frekanslari, allel frekanslar1 ve Hardy-Weinberg dengesi testi

Vaka (n=39) Kontrol (n=40)
Genotip frekanslari

CC 23 (%58,97) 24 (% 60)

CT 15 (%38,46) 16 (%40)
TT 1 (% 2,56) 0 (%0)

Allel Frekanslart
C alleli 0,782 0,800
T alleli 0,218 0,200
Hardy-weinberg dengesi testi

F-inbreeding coefficient 0,128 0,250
P-Pearson’s goodness of fit x? (DF=1) 0,423 0,113
P-Log likelihood ratio x2 (DF=1) 0,398 0,044
P exact test 0,655 0,312

Tablo 5’te genotip ve allel frekanslar1 gdsterilmektedir. Genotip frekanslar
strastyla CC, CT, TT i¢in vaka gruplarinda %58,97, %38,46 ve %2,56 olarak, kontrol
grubunda ise %60, %40 ve %0 olarak bulundu. TT genotipi vaka grubunda sadece bir
kiside gbzlenirken kontrol grubunda hi¢ goriilmemis, T allel frekans1 vaka grubunda
0,218 kontrol grubunda ise 0,200 seklinde her iki grupta birbirine yakin bulunmustur.
C allel frekansi ve CC genotip frekanst her iki grupta da yiiksek bulunmustur.

Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) analizinde yapilan P-Pearson’s goodness
of fit chi square ve P-exact test sonuglarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmazken (p>0,05), Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) analizindeki bir diger
test olan P-log likelihood ratio chi square testi kontrol grubunda P<0,05 olarak
bulunmustur. Ayn1 zamanda akrabalik sabiti F (sabitleme istatistigi) degeri de
belirlendi. Akrabalik sabiti degeri vaka ve kontrol grubunda sirayla 0,12825 ve
0,25000 olarak bulundu. Akraba evliligi katsayisi popiilasyondaki heterozigosite
diizeyini, heterozigotlardaki azalmanin HWE ile degerlendirilen seviyelere gore
6l¢iilmesini tanimlamaktadir. Akraba evliligi katsayist F degeri kontrol grubuna gore

hasta grubunda daha diisiik bulunmustur.
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4.2. TIRAP 975C/T Polimorfizminin Hastalk ile Iliskisi

Tablo 4.3. TIRAP 975C/T polimorfizminin Parkinson ile iliskisi i¢in Odds Rations
(ORs) (T risk alleli)

OR %95 ClI X? P
C’ye gore T 1,115 | 0,517-2,402 | 0,08 | 0,781
CC’ye gore CT 0,978 | 0,395-2,424 | 0,00 | 0,962
CC’ye gore TT 3,128 | 0,121-80,684 | 1,02 | 0,312
CC’ye gore CT+TT (resesif model) 1,043 | 0,425-2,563 | 0,01 | 0,962

Tablo 4.4. TIRAP 975C/T polimorfizminin Parkinson ile iliskisi i¢in Odds Rations
(ORs) (C risk alleli)

OR %095 ClI X? P
T’ye gore C 0,897 | 0,416-1,933 | 0,08 | 0,781
TT’ye gore CT 0,313 | 0,012-8,279 | 1,03 | 0,309
TT’ye gore CC 0,320 | 0,012-8,248 | 1,02 | 0,312
CC+CT’ye gore TT (dominant model) 0,317 | 0,013-8,017 | 1,04 | 0,308

TIRAP  975C/T  polimorfizminin muhtemelen hastalik ile iligkisi
degerlendirilerek OR’leri hesaplandi. Tablo 6’da T risk faktorii olarak, Tablo 7°de C
risk faktorii olarak degerlendirme yapilmistir. Tabloya gore 975C/T polimorfizminin

hastalik riski lizerine herhangi bir etkisi goriilmemektedir.
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Calismamizda, Parkinson hastalarin %41,02’sinde, kontrol grubunun ise
%40’mda TIRAP 975C/T polimorfizmi belirlendi. Parkinson grubunda 15 kisi
(%38,46) heterozigot T alleline sahipken, 1 kisi (%2,56) homozigot T alleline sahiptir.
Kontrol grubunda ise 16 kisi (%40) heterozigot T alleline sahiptir ve homozigot T
alleline sahip birey bulunmamaktadir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda TIRAP
975C/T polimorfizminde genotip ve allel frekanslarinda fark bulunmamistir
(P=0,7582).

Parkinson hastalarinin %78,2 sinde C alleli ifade edilirken geri kalan kisminda
T alleli ifade edilmektedir. Kontrol grubunda ise bu durum %80’inde C alleli ,

%20’sinde T alleli olarak goriilmektedir.

Bu sonuglar neticesinde ¢alisma grubumuzda istatistiki olarak allelik bir fark

bulunmamistir (OR=1,115, CI=[0,517-2,402], p=0,781).

TIRAP 975C/T  polimorfizminde TT homozigot model CC ile
karsilastirildiginda (OR=3,128 CI=[0,121-80,684] P=0,312), CT-TT model CC ile
karsilastirildiginda OR=1,043, CI=[0,425-2,563], P=0,926) ve son olarak TT model
CC-CT ile karsilastirildiginda OR=0,317, CI=[0,013-8,017], P=0,308) istatistiki

olarak dnemli bir farklilik olmadigi belirlenmistir.

Armittage’s trend test sonucunda total OR=1,508 P=0,7582 olarak
bulunmustur. Istatistiki veri sonuglarma goére TIRAP 975C/T polimorfizminde C alleli
hastalik tizerinde herhangi bir koruyuculuk etkisine sahip degildir ve T alleli hastalik

ile iliskilendirilmemistir.
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5. TARTISMA

Nigro-striatal yolakta substantia nigra’nin pars kompakta’sinda dopaminerjik
noronlarin dejenerasyonu PH neden olmaktadir (46). Parkinson hastalarinda anormal
protein katlanmalar1 ve endoplazmik retikulumdaki islev bozuklugunun sebep oldugu

Lewy body olarak adlandirilan inkliizyon cisimcikleri gosterilmistir.

Toksik protein kalintilar1 olan Lewy cisimcikleri a-siniiklein, sinfilin-1 ve
ubiquitin gibi farkli proteinlerden olusmaktadir (47-50). Ustelik sadece striatumda
degil, arka beyinde, omurilikte, enterik sinir sisteminde de gosterilmistir. Lewy
cisimcikler ilk olarak periferde ortaya ¢ikar, sonrasinda beyin sapina ve nihayetinde
kortekste goriiliir (51).

Artan sayida kanitlar, sinir ve bagisiklik sisteminin sinerji halinde oldugunu ve
genis bir iletisimi stirdiirdiigiinii gostermektedir (52, 53). PH disinda, Alzheimer
hastalig1, Lewy cisimcikli demans, myotrofik lateral skleroz, frontotemporal demans
veya Huntington hastalig1 gibi ¢ok sayida norodejeneratif hastaligin degismeyen ortak

0zelligi olan noroinflamasyonun temelini olusturan bu etkilesim oldugu goriiliir.

Yaglanma, enfeksiyoz ajanlar (bakteri veya virlisler), ekzotoksinler (6rnegin,
pestisitler) veya c¢oziinmeyen protein fibrillerinin (6rnegin, alfa-siniiklein)
birikmesiyle iliskili immiin yanitlarin yetersiz sekilde diizenlenmesini igeren birgok

nedene sahip olabilir (2).

PH’nin etiyolojisi ¢ok faktorliidiir. Noroinflamasyonu, ndrodejeneratif
sireglerin temeli olarak goren hipotezler 1s18inda, bagisiklik sistemlerinin
islevsizligine ek olarak genetik mutasyonlarin ve ¢evresel faktorlerin de PH’ na sebep
olanlar listesinde goriiliir. Ayrica, noroinflamasyonun temelinde otoimmiinite, dogal
ve hem hiicresel hem de humoral adaptif immiinitenin de katkisinin oldugunu ileri

sliren ¢aligmalar mevcuttur (2).

Mikroglial hiicreler, aktiflestikten sonra sitokinler {ireterek periferik
kompartmanlardan MSS’ne makrofaj ve monositleri yonlendirir, PH hastalarinda MSS
icindeki ¢esitli inflamatuar ve immiin siireclerde degisiklige yol acar. Otoimmiiniteye

neden olan olas1 etki mekanizmasi, enfekte duyusal noronlar iizerinde latent Herpes
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Simpleks Virus-1'in yeniden aktivasyonu ve viral proteinlere homolog olan o-

siniiklein fragmanlarin1 hedef alan antikorlarin tiretilmesini igerir (2).

Noral hiicreler veya oligodendrositlerden salinan ekstraseliiler yanlis katlanmis
fibriller a-siniiklein, mikroglial TLR2 (TLR1 ile heterodimer olarak) taratindan PAMP
veya DAMP olarak tanimlanir. Bu da sirasiyla dnce MyD88 ve NF-kB'yi igeren sinyal
yollarini aktive eder, ardindan TNF ve IL-1 iiretimini tetikler (54, 55). Ayrica uygun

lokalizasyonda ve zamana bagimli bir sekilde TLR'lerin se¢ici ifadesini arttirirlar (56).

TLR’ler, innate immiinitenin aktivasyonunu ve adaptif immiin cevabi
tetikleyen enfeksiyonun sensorleri gibi fonksiyon goriirler. TIRAP, TLR-4 sinyal
yolagi lizerindeki adaptor bir proteindir. Horng ve arkadaslarinin ¢alismasinda, TIRAP
eksik farelerde TLR-5, TLR-7 ve TLR-9 ligandlarina normal cevap gelisirken, TLR-
4’iin ligandi olan lipopolisakkarite karsilik olarak, sitokin iiretiminde ve NF-xkB, MAP
kinaz aktivasyonunda defekt oldugu goriilmiis. Ayrica TIRAP eksik farelerde TLR-1,
TLR-2 ve TLR-6’nin ligandlarina da verilen cevaplar bozulmus. Boylece, TIRAP 1n

TLR ailesi iiyelerinin sinyal iizerinde farkli sonuglara sebep oldugu gosterilmistir (57).

TLR’ler, ¢esitli patojenlerin belirli spesifik molekiiler patternlerini tanir.
TLR’lerin araciligiyla olusan sinyal yolagi, TIR domain ve 6liim domaini igeren
MyD88 ile TLR’ler arasinda, proinflamatuar sitokinlerin iiretimine sebep olan MyD88
bagimli sinyal kaskatinin olusumunda baglanti oldugu goriilmiis. Fakat, son
zamanlarda MyDS88 kusurlu fareler kullanilarak yapilan c¢alismalarda, TLR’lerin
MyD88 bagimsiz ve LPS uyarisina karsilik IFN-f {iretimine sebep olan bir yolaga
sahip olduklar1 ortaya ¢ikmistir. Bu gosteriyor ki; TLR sinyal yolaginda, MyD88’den
baska sinyal ileten molekiiller de mevcuttur. Gergekten de, her bir TLR sinyaline
spesifik biyolojik cevap veren TIRAP/MAL ve TRIF molekiilleri, TIR domain igeren

adaptor molekiiller olarak tanimlanmustir (58).

TIRAP polimorfizminin, LPS gibi PAMPs tarafindan aktive edilen inflamatuar
yanit1 degistirdigini ileri siiren Bechtel ve ekibi, wild-type ve TIRAP kusurlu fareler
kullanarak yaptiklar1 caligmalarinda TIRAP eksikliginin inflamatuar yanit1 azalttigini

gostermislerdir (59).

MyD88 kusurlu farelerde sitokin iiretimi engellenmesine ragmen, LPS’te

yonelik bazi yanitlarin IFN iiretimine ve dentritik hiicrelerin maturasyonuna sebep

22



oldugunu gozlemleyen Yamamoto ve arkadaslart MyD88 bagimsiz yolakta TIRAP
molekiiliiniin fonksiyon gordiiglinii ileri siirmiislerdir. Fakat TIRAP kusurlu farelerde
yapilan caligmalarinda farkli sonuglar elde etmislerdir. Arastirma sonuglar1 TIRAP
molekiiliiniin, TLR-4 sinyaline spesifik olmadigin1 ve MyD88 bagimsiz yolakta yer
almadigim1  gostermistir. Ayrica; TIRAP’in, TLR-2 ve TLR-4lin beraberce
baslattiklar1 MyD88 bagimli sinyal yolaginda kritik rol aldigini da ortaya koymugslardir
(60).

Inhale endotoksinler; havayollarinda, TLR-4 ve MyD88 aracilig1 ile akut
inflamatuar yanit1 indiiklerler. Ancak, TLR-4 sinyal yolagi {iizerindeki adaptor
proteinler TIRAP ve TRIF ayrica MyD88 bagimli1 IL-1 ve IL-18 reseptor yolaklarinda
bu yanitin belirsiz oldugunu ileri siiren Togbe ve arkadaslari, yapmis olduklari
calismada endotoksinle indiiklenen inflamasyon sonucu akut bronkokonstriksiyonu ve
protein kagagina sebep olan vaskiiler hasar1 gostermislerdir. Arastirmada TIRAP ve
MyD88 eksik farelerin havayollarinda, T-helper 1 sitokin ve kemokin segresyonu ve
notrofillerin katilimi engellenmis fakat TRIF eksik farelerde bu engellenen siireg
gozlenmemistir. Sonug itibariyle; inhale endotoksinler tarafindan uyarilan, TLR-4
aracili bronkokonstriksiyon ve akut inflamatuar akciger patolojisi, hem TIRAP hem
de MyD88 adaptor proteinlerin ekspresyonuna ve kooperasyonuna baglidir. Oysa ki

bu durum; TRIF, IL-1 ve IL-18 reseptor yolaklarinda s6z konusu degildir (61).

Mikroglial aktivasyon, birgok MSS patolojilerinin gelisiminde ve yeniden
doku yapilanmasinda 6nemli rol oynar ve mikroglial aktivasyon i¢in TLR-4
sinyalizasyonu gereklidir. TIRAP ise TLR-4 sinyalizasyonunun erken fazindan
sorumlu intraseliiler adaptor proteindir ve mikroglial aktivasyondaki gorevi tam olarak
anlagilamamistir. Bunun {izerine; Gong ve arkadaglar1 ¢alismalarinda, LPS ve IFN-y
ile muamele edilen mikroglialarda TIRAP molekiiliiniin ekspresyonunda fazlaca artis
oldugunu gostermistir. TIRAP 1n asir1 ekspresyonu, mikroglialarda IL-6, IL-13, TNF-
o gibi sitokinlerin iiretimini de tetiklemistir. Oyle ki; TIRAP eksikliginde bu

proinflamatuar sitokinlerin tiretimi engellenmistir (62).

Sitma (Malarya) enfeksiyonu goriilen hastalarda, Rani ve ekibi TIRAP 975C/T
(rs8177374) polimorfizmini arastirdiklar1 ¢alismalarinda hastaligin siddetiyle anlaml
genotipik farklilik oldugunu ortaya koymuslardir. Heterozigot CT genotipi, sitma
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enfeksiyonuna yatkinlik olusturup hafif derecede enfeksiyon goriiliirken, CC genotipe
sahip hastalarda siddetli enfeksiyon gézlemlenmistir. Sitma etkenlerinden biri olan
Plasmodium vivax bulasi, CT genotipini tasiyan bireylerde, diger genotipe sahip

olanlara gére daha yiiksek oranda goriilmiis (63).

Selvaraj ve ark. akciger tiiberkiilozlu hastalarda TLR ve TIRAP gen
polimorfizmlerinin hastalik iizerinde duyarlilik ve direng yoniinden etkisini
incelemislerdir. Giiney Hindistan’da yapilan c¢alismalarinin sonucunda ¢esitli TLR
genlerinin allel ve genotip frekanslari, saglikli kontrol grubu ile hasta grup arasinda
anlaml farklilik géstermemistir. Fakat; TIRAP 975C/T (Ser180Leu) polimorfizminin
T allel frekansi, akciger tiiberkiilozlu hasta grubuyla saglikli kontroller
karsilastirildiginda 6nemli diizeyde (p:0,026) yiiksek cikmistir. Hastalarda TT
genotipinin daha yaygin oldugu belirlenmis olup bu polimorfizmin hastalik iizerinde

duyarl olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (64).

Giineydogu iran populasyonunda, Naderi ve ekibi, akciger tiiberkiilozu igin
TIRAP rs8177374 gen polimorfizminin hastalik iizerine duyarliligini arastirmislardir.
Bu polimorfizm i¢in kontrol grubu ile akciger tiiberkiilozu tanili hastalar arasinda
anlaml diizeyde farklilik belirlenmistir. Oyle ki; hastaligm gelisiminde heterozigot

genotip risk faktorii olarak degerlendirilmistir (40).

Fakat, daha oOnceden Khor ve arkadaslari, Bati Afrika ve Cezayirli
popiilasyonlarda yaptiklar1 ¢caligmalarinda akciger tiiberkiilozu ile TIRAP rs8177374
gen polimorfizminin iliskisinin heterozigot genotipi ile diisiik riskli oldugunu
raporlamiglardir. Yine, Nejentsev ve arkadaslari da Rus, Ganali ve Endonezyal
bireylerde aymi hastalik i¢in TIRAP S180L varyantinin duyarli olmadigini ileri
stirmiislerdir (40). Ayrica, Miao ve ekibinin yaptig1 bir meta-analizde, TIRAP S180L

polimorfizminin tiiberkiiloz ile iliskili olmadigi rapor edilmistir (65).

Dogal immiin sistem sinyal yolaklarindaki genetik varyasyonlarin preterm
dogum iizerindeki etkilerini arastirmak isteyen Karody ve arkadaslari, ¢calismalarinda
TLR sinyal yolagi iizerindeki adaptor molekiil olan TIRAP’in rs8177374
polimorfizminin 32 haftadan kiiclik preterm dogumlardan korudugunu ileri

stirmiislerdir (66).
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Degirmenci ve arkadaslari yaptiklar1 ¢alismada; Tip-2 diyabet ve insiilin
direncinde, TLR-4 ve sinyal yolagi tizerindeki TIRAP ve IRAK 1 adaptor molekiillerin
genetik varyasyonlarini arastirmak tlizere 7 farkli polimorfizmi arastirmislardir. Bu
polimorfizmlerden biri de bu tez c¢alismasinda oldugu gibi TIRAP rs8177374
polimorfizmidir ve polimorfizmlerin tip-2 diyabet ile korele olmadigi sonucuna
ulasmiglardir. Ayrica ¢alismada, bazi proinflamatuar sitokinlerin de Eliza yontemiyle
miktar tayinlari yapilmis olup, TLR-4, TIRAP ve IRAK1’in genetik varyasyonlarinin

proinflamatuar sitokin seviyeleri ile iliskili oldugu saptanmistir (67).

TIRAP ve MyD88 ile Helicobacter pylori enfeksiyonunun iligkisini arastiran
Fulgione ve arkadaslari, TIRAP ve MyD88’i ayr1 ayr1 analiz etmislerdir. MyD88’in,
Helicobacter pylori enfeksiyonu ile korelasyonu saptanamamisken; TIRAP rs8177374
polimorfizminin heterozigot formu (CT), enfeksiyona kars1 direnclilik kazandirdigi
belirlenmistir. Bunun yaninda, TIRAP ve MyD88’in birlikte fonksiyonu konagin
Helicobacter pylori kolonizasyonuna karsi daha etkili oldugunu gostermistir (68).

Parkinson hastalari ve saglikli kontrol grubu ile yaptigimiz bu tez ¢calismasinda;
T allel frekans1 ve TT genotip frekansi her iki grupta da oldukga diisiikken, C alleli ve
CC genotipi ise gruplarda daha yayginca yer almaktayd: ve yine frekans degerleri de
birbirlerine yakin belirlendi. Bu durumda, TIRAP 975C/T (Ser180Leu)
polimorfizminin Parkinson hastaligina yatkinlik olusturmasi s6z konusu degildir. Ote

yandan hastaliktan koruyuculugu da yoktur.

Isparta ili ve ¢evresinde bulunan Parkinson hastalarin1 ve saglikli kontrolleri
igeren bireylerden olusan ¢alismamiz, kisitl bolgede olmasindan ve sayisal olarak
daha az sayida hasta bireye ulagsabilmemizden dolay1 anlamli bir sonug elde edememis

olmamiza sebep olabilir.

TIRAP rs8177374 polimorfizminin, Parkinson hastalig1 ile iliskisi daha 6nce
tartisilmamis olup bu tez calismamizda néroinflamasyon ile baglantisi arastirilmistir.
TIRAP 1s8177374 polimorfizminde, C niikleotidi varhiginda proteinde 180.
pozisyonda serin aminoasidi mevcutken, T niikleotidi i¢in 16sin aminoasidi yer
almaktadir. Serin aminoasidinin 16sin ile degisimi, sinyal yolaginda TIRAP fonksiyon

kaybina ve NF-kB sinyalizasyonunda bozulmaya sebep olmaktadir (40).
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Caligmamizda, Parkinson hastalig1 i¢in S180L varyantinin hastalik tizerindeki etkisini

anlamli bulamadik.

TIRAP 975C/T (Ser180Leu) polimorfizminin, ayn1 hastalik gruplarinda farkl
popiilasyonlarda hastalik iizerine duyarliliginin degisik diizeyde olmasi; etnik, genetik,
cevresel, konak-patojen etkilesiminin degisken olmasindan kaynaklandigin

distindiirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Parkinson hastalig1, bazal gangliyonlardaki dopaminerjik noronlarin kaybi ile

Klinik veren ilerleyici nérodejeneratif bir hareket hastaligidir.

Hem bagirsakta hem de beyinde noral devreleri ve immiin aracili siiregleri
etkileyen ¢ok yonlii bir TLR sinyalizasyon agmin varlifini kanitlayan caligmalar

mevcuttur.

TLR'lerin noroinflamasyonla iligkisi, PH patolojisine yeni bakis agilari
getirilmesine yardimci olabilir, bunun yani sira farmakolojik veya diyetsel yaklagimlar

gibi yeni terapotik stratejilere yol agabilir.

Gilinlimiizde, bir¢ok hastaligin tedavisinde hedefe yonelik molekiiller yer
almaktadir. Ozellikle direngli olgularin spesifik ajanlara olumlu yanit vermesi, bu

alanda daha ¢ok arastirma yapmaya sevk etmektedir.

Hastaliklarin patogenezleriyle iligkili sinyal yolaklarinin ve bu yolaklar
tizerindeki molekiillerin varyasyonlarinin bilinmesi hedefe yonelik tedavilerin

gelistirilmesine olanak saglayacaktir.

Gelecekteki calismalar, TIRAP 975C/T (Serl80Leu) polimorfizmi ile
Parkinson hastaliginda néroinflamasyonun gelisiminde, dogal immiinitenin roliinii

anlamamiza yardimci olabilir.
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