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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi

Bir Tiirk Populasyonunda Kirim Kongo Kanamal Atesi Hastalig ile Toll
Benzeri Reseptor 10 Gen Polimorfizmi Arasindaki Iliskinin Arastirllmasi

Sibel KIZILDAG

Cumhuriyet Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman: Yrd. Doc¢.Dr. Serdal ARSLAN

Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) kene iizerinde tasman bir
Nairoviriis olan Kirim Kongo Kanamali Atesi Viriisliniin neden oldugu ve aniden
baslayan yiiksek ates, siddetli bas agrisi, bas donmesi, sirt ve karin agristyla
karakterize bir hastaliktir. Toll benzeri reseptorler (TLR) sonradan kazanilan ve
dogustan gelen bagisiklikta 6nemli rol oynayan bagisiklik hiicrelerinin tipl
transmebran proteinleridir. Bu ¢alismada ilk defa bir Tiirk populasyonunda PZR
(polimeraz  zincir  reaksiyonu)-RFLP  (restiriksiyon  fragment  uzunluk
polimorfizmi) yontemi kullanilarak TLR 10 gen polimorfizmi ve KKKA
arasindaki iligki arastirilmistir.

TLR10 2322 A/G polimorfizmi igin A alel frekansi kontrol grubunda
%71,4 ve hasta grubunda %77,2 dir. KKKA hasta ve kontrol bireyler arasinda alel
frekansi dagilimlarinda istatistiksel olarak bir farklilik yoktur (p=0.153). TLR10
720 A/C polimorfizminde ise A aleli hasta grubunda %64.2 ve kontrol grubunda
%52.3’diir. KKKA hastalarinda TLR10 720 A/C polimorfizminde alel A frekansi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak O6nemli oldugu belirlendi (p=0.010).
KKKA hasta ve kontrol arasinda AA genotipi ile CC ve AC+CC genotipleri
frekanslar1 karsilastirildiginda istatistiksel 6nemli oldugu belirlendi (CC igin p=
0,006, AC+CC i¢in p= 0,048). TLR10 992 T/A polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol

grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml iligki bulunamamustir.

Anahtar Kelimeler: TLR10, KKKA, RFLP, insan, Polimorfizm.



SUMMARY
MSc Thesis
Investigation of Relationship Between Crimean Congo Haemorrhagic Fever and
Toll Like Receptor 10 gene polymorphism in a Turkish Population
Sibel KIZILDAG
Cumbhuriyet University
Graduate School of Natural and Applied Sciences,
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Serdal ARSLAN

Crimean—Congo hemorrhagic fever (CCHF) is a tick-borne disease caused
by the arbovirus Crimean—Congo hemorrhagic fever virus (CCHFV) and
characterized by a sudden onset of high fever, severe headache, dizziness, back,
and abdominal pains. Toll-like receptors (TLRs) are typel transmembrane
proteins of immune cells that play a critical role in innate and adaptive immunity.
The present study first time aims to investigate the relation between TLR 10 gene
polymorphisms and CCHF by using PCR (polymerase chain reaction)-RFLP
(restriction fragment length polymorphism) assay in a Turkish population.

The 2322 A/G polymorphism, A allele frequency was 77.2 % in CCHF
patients and 71.4 % in healthy controls. There was not a significant difference in
2322 A/G genotype distribution between CCHF patients and control populations
(p = 0.153). The 720 A/C polymorphism, A allele frequency was 64.2 % in CCHF
patients and 52.3 % in healthy controls. A allele frequency in TLR10 720 A/C
polymorphism of CCHF patients than the control group was determined to be
statistically significant (p = 0,010). Comparison of AA genotype with CC and AC
plus CC genotypes frequencies revealed that the difference between CCHF
patients and controls was statistically significant (p = 0,006 for CC, p = 0,048 for
AC + CC). TLR10 for 992 T/A polymorphism was found statistically significant
relationships between patient and control groups.

Key Words: TLR10, CCHF, RFLP, Human, Polymorphism
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1.GIRIS

1.1-Kirim Kongo Kanamah Atesi Hastaliginin Genel Ozellikleri

1.1.1-Kirim Kongo Kanamali Atesi Hastaliginin Tarihgesi

Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA) Hastalig1 tarihte ilk defa 12. yy' da
bugiinkii Tacikistan bolgesinde goriilmiistiir. Hastalik normalde Kkaratavuklara
parazitlenen bir kene tarafindan olusturulan, insanlarda idrarda, rektumda,
disetlerinde ve karin boslugunda kanamalara yol acan hemorajik bir hastalik
olarak tarif edilmistir. Ayrica bu hastalik Ozbekistan’da yiizyillardir degisik
adlarla bilinmektedir. Ozbekistan’in giineyinde yasayan yerli halk tarafindan kan
alma, burun kanamasi ya da kara 6liim olarak adlandirilmigtir (Chumakov., 1974;
Hoogsrtamino asitl., 1979). Orta Asya’da ylizyillar boyunca akut enfarktiis
kapillarotoksikosiz, akut enfarktiis (atardamarin pihti1 ile tikanmasi) hemoraji
hastalig1 ve Ozbekistan Kanamali Atesi gibi KKKA ‘ya benzeyen bir¢ok hastalik
goriilmistiir (Chumakov.,1976). Bu kanamali ates, 1960 11 yillarin ortalarina
kadar iki ayr1 virlis tarafindan olusturulan Kirim Kanamali Atesi ve Kongo
Kanamal1 Atesi olarak iki ayri1 hastalik olarak diisiiniilmekteydi. Kirim Kanamali
Atesi ilk kez 1944-1945 yillarinda Kirim’da giftgilere yardim eden 200 kadar
Sovyet askerinde goriilmesiyle modern tibbin ilgisini ¢ekmis ve bu tarihlerde
Klinik vaka olarak degerlendirilmistir.

Chumakov ve Ark. (1967), Moskova’daki Poliomyelitis ve Viral
Ensafalitler Enstitiisiinde enfekte hastalardan alinan kanin yeni dogmus farelere
intraserebral  inokiilasyonu  sonucunda ilk kez viriis izolasyonunu
gerceklestirmislerdir. Bu metotla bir hastadan izole edilen Drasdov susu Rusya ve
diger ilkelerdeki deneysel calismalar i¢in prototip sus haline gelmistir. Kirim
Kanamali Atesi virusu, 1956 yilinda Belgika Kongo’sunda (Zaire) atesli bir
hastadan izole edilen Kongo viriisiiyle antijenik olarak benzer oldugu tespit edildi.
Boylece Avrasya, Asya ve Afrika suslarinin ortak antijenik yapist Kirim
Kanamali Atesi-Kongo ve daha sonra Kirim Kongo Kanamali Atesi adin1 ald1.

1.1.2-KKKA Viriisiin Siiflandirilmasi

KKKA viriisii Bunyaviridae familyasinin Nairovirus genusunda yer alir.

Nairovirus genusunun icerdigi 34 viral susda 7 tilirlin varligi kabul edilmistir.



KKKA viriisii ¢cogunlukla Ixodid (sert kene) ya da Argas (yumusak kene)
kenelerinden gegtigi tespit edilmistir (Burt ve Ark.,1996). Nairovirus genusuda
kendi i¢inde birka¢ serogruba ayrilir. Bu serogruplar, KKKA viriisii ve Hazara
viriisleri igeren KKKA grubu ve Nairobi Koyun Hastaligi (NSD) viriisii ve Dugbe
viriisiinii iceren NSD gruplaridir (Burt ve Ark.,1996). Dikkat ¢ekici bir sekilde
KKKA Viriisii hayvanlarda enfeksiyon olusturmamasina ragmen, insanlarda
%10-50 arasinda oliimle sonuclanan hastalik sendromlart olusturur. KKKA
Viriisiinlin tersine NSD Viriisii ise koyun ve kegilerin bir enfeksiyonu olup
insanlarda enfeksiyon olusturmaz.

1.1.3- KKKA Viriisiin Molekiiler Yapisi ve Viral Yasam Dongiisii

KKKAV’nin temel morfolojisi lizerine birka¢ c¢alisma yapilmistir
(Murphy, 1968; 1973). KKKA Viriisii morfolojisinin ilk tanimlanmasi yeni
dogmus farenin enfekte beyninden elde edilen viriisle ilk defa tanimlanmis ve
Bunyaviridae familyasi iiyelerine benzer oldugu diislinlilmiistiir. Daha sonraki
yillarda yapilan calismalar KKKA Viriisii temel morfolojisi, morfogenesizi,
replikasyon siklusu ve fizikokimyasal Ozellikleri bakimindan Bunyaviridae
familyasinin tipik tiyelerinden birisi oldugu tespit edilmistir (Donets, 1977; Ellis,
1981).

Bunyaviridae viriislerinin morfolojik yapilar1 (yapisal bilesenleri) ¢ogu
diger kilifli viriislere benzerdir (Sekil 1). Virlisiin tamami yaklagik 80-120 nm
capinda ve sferik goriinimdedir. Glikoprotein ¢ikintilar1 iceren bir lipid zarfin
altinda viral genomun ve buna bagl proteinlerin (niikleoproteinler ve polimeraz)
saklandig1 kapsid adi verilen ¢ekirdek bulunur. Bunyaviridae ailesinin diger
tiyeleri gibi KKKA Viriisii de ii¢ yapisal proteine sahiptir. Bunlardan iki tanesi zar
glikoproteinleridir ve Gn ve Gc olarak adlandirilir. Digeri ise niikleokapsid

proteinidir ve N olarak gosterilir (Sekill).
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Sekil 1- Bir Bunyaviridae Virionunun sematik kesiti.

Uc adet RNA genom segmenti (LM ve S) riboniikleokapsid yapisi olusturmak amaciyla
niikleokapsid proteini ile birlikte paketlenmislerdir. Nikleokapsid ve RNA ya bagli RNA
polimerazda (Gn ve Gc olarak da bilinen) G; ve G, glikoproteinler igeren bir lipid zarf i¢inde
paketlenmislerdir.

KKKA Viriisii, ¢ogunlukla kiiresel yapida (100nm ¢apinda) zarfli, negatif
polariteli, tek sarmalli RNA viriisleridir. Ug segmentden olusan viral genom dort
yapisal proteini kodlamaktadir. Her bir RNA segmenti ile birlikte kendisine
bagimli viriise ait RNA’ya bagimli RNA polimeraz da paketlenmistir. L proteini
(RNA bagimli RNA polimeraz) L (biiylik) segmenti, Gn ve Gc glikoproteinleri M
(orta) segmenti ve N niikleokapsid proteini ise S (kiiglik) segmenti tarafindan
sentezlenmektedir (Flick ve Ark., 2003). Viral glikoproteinler Gn ve Gc’lerin
islevi, konakta duyarli hiicrelerdeki reseptor bolgelerin taninmasini saglar. Viris,
duyarli oldugu hiicreye yapistiktan sonra endositozla vezikiil icerisinde hiicre
icine alir. Replikasyon sitoplazmada gergeklesir. Vezikiil i¢indeki ortamin
asitlesmesi ile glikoproteinlerin {i¢ boyutlu yapisinda degisiklikler ortaya ¢ikar ve
viriisle vezikill membraninin flizyonu gerceklesir. Daha sonra niikleokapsid
sitoplazmaya serbestlenir. Nairoviriisler negatif polariteli kodlama sistemine
sahiptirler. Bu nedenle Viral RNA polimeraz ¢iplak haldeki RNA’y1 kalip olarak
kullanamaz. RNA polimeraz konak hiicre mRNA’larim1 kullanarak negatif
polariteli viral genlerin mRNA’sin1 sentezletir. Bu mRNA’lardan ilgili proteinler
olusur. Transkripsiyonun ardindan replikasyon i¢in tam uzunlukta tamamlayici

RNA’lar sentezlenir. Tamamlayici RNA’lar kalip olarak kullanilip genomik



RNA’lar olusturulur. ikincil mRNA’lar proteinlere doniistiiriiliir. M segmenti
tarafindan kodlanan glikoproteinlerin translasyonu sonucunda Gc¢ ve Gn ‘nin
onciilleri olusturulur. Onciil glikoproteinler konak proteazlariyla islendikten sonra
olusan olgun glikoproteinler, golgi aygit1 icinde toplanir ve virlis montaji
gerceklesir. Golgiden tomurcuklanma yoluyla hiicre i¢ine gegerek olusan virionlar
vezikiiller i¢inde hiicre ylizeyine taginip serbest hale gelirler (Donets, 1977; Ellis,
1981) (Sekil 2).
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Sekil 2- Bunyaviridae ailesindeki viriislerin replikasyon siklusu.

Viral glikoproteinler, duyarli hiicrelerdeki reseptdr bolgelerin taninmasindan sorumludur. Viriis
tutunmasindan sonra viriisler endositoz yoluyla hiicre igine almir. Replikasyon stoplazma da
gerceklesir. Niikleokapsid proteini ile viralRNA bir araya gelir ve viral riboniikleopartikiil Golgiye
gider. Golgide glikoproteinlerle birlesir. Virionlar Golgi bolgesinde ER’dan tomurcuklanarak
olgun hal alirlar. Stoplazmik vezikiillerle hiicre membranma ulagir. Hiicre membranindan
tomurcuklanma ve zarlanarak hiicre disina ¢ikar ya da Golgi cisimciginde zarlanma ve eksotisoz
yoluyla hiicre disina ¢ikar.

1.1.4- Viriis Proteinlerinin Genel Ozellikleri

KKKA Viriis proteinlerinin molekiiler karakterizasyonu iizerine
son yillarda bir¢ok calisma yapilmistir (Sanchez ve Ark., 2002). KKKA
Viriisiiniin RNA genomundaki 3 segment; viral niikleokapsid, membran iliskili

glikoprotein onciilii (preGn ve preGe) ve RNA bagimli RNA polimeraz seklinde
dort protein kodlar. S RNA segmenti tarafindan kodlanan N proteini



niikleokapsidin major komponentidir. L RNA segmenti ise 12164 bg¢’ne sahiptir
ve yaklasik 4000 amino asitten olusan RNA bagimli RNA polimeraz kodlar. 5'
kodlama yapmayan bolge 76b¢ ve 3' kodlama yapmayan bolge 253bg
uzunlugundadir. L RNA segmenti agik okuma c¢ercevesi 3944 amino asit ve 448
kDa agirliginda protein kodlar. L proteinlerinin amino ucu 750 amino asit diziler
ve proteinler, niikleikasit etkilesimleri (helikaz, giraz, topoizomeraz proteinler ve
transkripsiyon faktorleri) ve hiicre iskeleti ile iliskili proteinler i¢eren bir bolgeye
sahiptir (Morikawa ve Ark., 2007). Bu bolge C2H2 tip ¢inko parmak motif ve
16sin fermuar motife sahiptir. KKKAV L segmentindeki bir dizi yliksek oranda
Okaryotik DNA topoizomeraz I aktive eden bolge motifine benzemektedir. L
proteininde yumurtalik tiimori (OTU) benzeri proteazlar, poliproteinin
otoproteolitikal boliinmesi ile polimeraz ve helikaz olusmasinda goérevlidir

(Bergeron ve Ark., 2010) (Sekil 3).

DNA topoizomeraz benzeri domain
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Sekil 3- KKKAV L RNA Segmentinde kodlanan proteinlerin temsili sekans motifleri



M RNA segmentinin kodladigi onciil glikoprotein  biiyiik  bir
poliproteindir ve inaktif 6nciiller halinde sentezlenir. Sonra konak hiicre protezlari
tarafindan bdliinerek aktif protein halini alir. Zarfli viriislerde proteolitik ayrim
virilislin biyolojik karakterini ayarlar. Cogu viriis glikoproteinleri hiicresel furin ya
da furin benzeri proteazlarin substratidir. Ornegin bir viral proteindeki R-X-
(K/R)-R motif yapis1 furin aktivasyonu igin uygun substrati olusturur. Kanamali
ates virlsleri arasinda Ebola ve Marburg viriislerin glikoproteinleri furin ya da
furin benzeri proteazlarla ayrilir. Aksine KKKA Viriisli ve Arena Viriisleri dnciil
glikoproteinleri ‘‘subtilisin kexin isoenzim/ site -1 proteaz’’ (SKI-S1P) tarafindan
ayrilir. SKI-S1P, furin proteazlarin tanidigi temel kalintilar yerine hidrofobik
kalintilar1 tanir. Bunlar RRLL, RKPL, RSKR ve RKLL tetrapeptidlerdir (Sekil 4).
Bu bolgeler KKKA Viriisiiniin tiim suslar1 arasinda korunmustur. Bu viriis
glikoproteinleri omurgalilar1 ya da kene-konak kullanimini, viriisiin hiicre
tropizmini ve insani enfekte siiresince viriis patogenezini yliksek seviyede etkiler.
KKKA Viriisiinde kodlanmis poliproteinin amino ucu, yiiksek seviyede korunmusg
miisin benzeri degisken bdlgeye sahip oldugu belirlenmistir. Bu 6zellik
Bunyaviridae ailesinin iiyeleri arasinda yalnizca Nairoviriislere ait bir 6zelliktir.
Sekil 4’te 'Y seklinde gosterilen kistmlar 10 tane N-baglantili glikalizasyon
bolgeleridir.

misiz bezzeri G2 G]

dezisken bilze

lﬂY [ XY Y h | . T
t t t t
sp *RSKR  RRLI *RKLL  RKPIL

10200 G1 Clone

Sekil 4- KKKA Viriisiiniin 6nciil glikoproteinin sematik goriiniimii.
SP: Sinyal Peptid. Bes siyah siitun glikoprotein zar kat eden helikazlari temsil eder.

Miisin benzeri degisken bolgenin N-terminal ucu, konak hiicre miisinlerine

oldukca benzerdir ve serin, treonin, prolin amino asit dizilimi KKKA viriisiiniin



tim suslarinda korunmustur (% 47,3). Miisin benzeri degisken bolgenin bol
miktarda O-glikoz igermesi viriisiin yasam siklusu i¢in fonksiyonel ya da yapisal
olarak 6nemli rol oynamaktadir. Ozellikle karbonhidrat heterojenligini saglayarak
virlisin degisik molekiillere baglanmasini saglar. Ayrica miisin benzeri degisken
bolgede bol miktarda prolin varligi B-doniis konformasyonlarmi indiikler ve
muhtemelen O-baglantili oligosakkaritlerin paketlenmesini saglar. Bu bol
miktarda paketlenmis O- baglantili sekerler viriisii proteazlardan korudugu
diisiiniiliir (Sanchez ve Ark., 2002).

Cis/golgi aginda RRLL bolgesinden SKI-1 kesim ile miisin bolgesi ve
fonksiyonu bilinmeyen Gp38 proteini ve Gn ayrimi, RKPL boélgesinden ise SKI-1
benzeri proteaz ile kesimi sonucu Gc ayrimu gergeklesir. Ayrica Bunyaviridae
ailesi diger iiyelerinde de goriilen ve Nsm (yapisal olmayan protein) olarak
adlandirilan bir parganin ortaya c¢iktigt belirlenmistir. Gn glikoproteinin
olugsmasindan hemen oOnce C-terminal ucundan bir kirilma oldugu ve kalan
parcanin tekrar golgiye tasindigi belirlenmistir (Sekil 5) (Altamura ve Ark., 2007).

Trans/golgi aginda ise SKI-1 araciligiyla kesim sonrasi olusan miisin ve
Gp38 serbest birakilir ve glikoproteinler salgt yolundan gecerken miisin kismina
O-glikanlar eklenir. Burada niikleokapsid, L ve RNA genom ile birleserek viriis
serbest hale gelir ve hiicre zarma gecer. Ayrica Gp38 ve miisinin bir arada oldugu
tanimlanamayan Gp85/Gp160 ¢o6ziiniir protein formu 6nemli miktarlarda ortama
salinir (Sekil 5) (Sanchez ve Ark., 2006).
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Sekil 5- KKKA Viriis olgun glikoprotein olusumu giiniimiiz modeli.

M RNA segmentinin kodladig1 glikopoliprotein ER signalaz araciligiyla 140kDa PreGn ve 85kDa
PreGce ye ayrilir. PreGn’den ER/cis golgi aginda RRLL bolgesinden SKI-1 proteaz ile kesilerek
Gn ve Gp38 olugur. PreGce’den, ER/cis golgi aginda RKPL bolgesinden SKI-1 benzeri proteaz ile
kesilerek Gc olusur. Olgun Gn ve Gc glikoproteinleri virionun bir araya geldigi ve salindigi
golgide lokalize olur.




Epitelyal hiicrelerin siki bileskeler yapisi, yart hiicresel gecirgenligini ve
vaskiiler homeostazisini diizenler. KKKA viriisiiniin epitelyal hiicrelere girdigi ve
bu hiicrelerden salindig1 bélgeler bilinmemektedir. Ancak siki bileskelere direk ya
da dolayli etki hastalardaki kanamanin nedeni oldugu diisiiniilmektedir. MDCK-1
epitel hiicreleri ile yapilan bir ¢alisma da, ilk kez KKKA Viriisiiniin epitelyum
hiicrelerine basolateral kisimdan girdigi gosterilmistir. KKKA Viriisiiniin
kullandig1 reseptorler basolateral yerlesimli oldugu tahmin edilmektedir.
Bunyaviriislerin kullandig1 spesifik reseptorler bilinmemektedir. Benzer bi¢imde
KKKA Viriisii, MDCK-1 epitel hiicrelerinin basolateral yiiziinden salinmaktadir.
KKKA Viriisiiniin, MDCK-1 epitel hiicrelerine sitopatik etkisi ve siki bileskelere
etkisi saptanmamistir (Connolly-Andersen ve Ark., 2007).

1.2- Kirim Kongo Kanamah Atesinin Tiirkiyede ve Diinyadaki

Dagilim

Ulkemizde bugiine kadar saptanan ilk viral kanamali ates (VKA), Kirim
Kongo Kanamali Atesi (KKKA)’dir. Daha once sadece Ege bolgesinde % 9
oraninda serolojik pozitiflik bildirilmis (Serter, 1980) ve 2002 yilindan itibaren ise
cok sayida hasta kaydedilmeye baslanmistir (Tablo 1). Bu giine kadar, agirlikli
olarak Tokat, Yozgat, Corum, Sivas, Kastamonu, Karabiik, Glimiishane, Erzurum,
Amasya, Cankir1, Giresun ve Samsun’dan olmak {iizere, 300’den fazla ilgceye bagh
2000 kadar kirsal yerlesim biriminden 4448 olgu kaydedilmis olup, bunlarin 218

(%4,9)’1 6liimle sonuglanmistir.
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Tablo 1- Tirkiye’de goriillen KKKA olgu ve 6liim sayilar1 (Saglik Bakanligi 2010)
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Viral kanamali atesler i¢inde diinya cografyasinda da en yaygin olarak
goriilen Kirirm Kongo Kanamali Atesidir ve 30’un {izerinde iilkede goriiliir.
1970’lerden 6nce olgularin ¢ogunlugu Sovyetler Birligi (Kirim, Astrahan, Rostov,
Ozbekistan, Kazakistan, Tajikistan), Bulgaristan ve ¢ok daha fazla olmak iizere
Zaire (Congo) ve Uganda’dan bildirilmistir. Cin’de 1965 yilinda %80 mortalite ile
seyreden bir salgmn bildirilmis, ancak detayli bilgi verilmemistir. 1970 ve 2000
yillar1 arasinda Giiney Afrika Cumhuriyeti, Kongo, Moritanya, Burkina Faso,
Tanzanya, Senegal’ den detayli calismalar sunulmus, Orta Dogu iilkelerinden
Irak, Pakistan, Birlesik Arap Emirlikleri, Suudi Arabistan, Umman Sultanligi ve
Cin’den Onemli sayida olgu bildirilmistir. 2000 yili itibariyle Pakistan, Iran,
Senegal, Arnavutluk, Yugoslavya, Bulgaristan, Turkiye, Kenya ve Moritanya’da
ve Yunanistan’da yeni salgmlar bildirilmistir. Hindistan, Misir, Portekiz,
Macaristan, Fransa ve Benin’den serolojik bulgular bildirilmisse de olgu rapor

edilmemistir. KKKAYV, Balkan yarimadasinda Romanya endemiktir (Sekil 6).
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50° Kuzey paralel: Hyalomma keneleri i¢in siir

[T] Diyik riskee ilkeler (veksérin balunsyuna gire)
[] Risk altuadaki dlkeler (serolofik eliller=vekaia)
Yilds 49 vakadan i

. Y1lda 208 vakadan 05

Sekil 6- KKK A’nin diinyada cografi dagilimu.
Pembe renk diisiik riskteki tilkeleri,sar1 renk risk altindaki tilkeleri, turuncu renk ve kirmizi renk
ise vaka sayisina gore ayrimi temsil etmektedir.

Hastalik vektor kene ekolojisi ile siki sikiya iliskili olup mevsimsel 6zellik
gosterir. Kuzey Yarimkiire’de olgular ilk olarak Mart/Nisan aylarinda goriilmekte,

Haziran ve Temmuz aylarinda en yiiksek diizeye ulagmakta ve Eyliil, Ekim

aylarinda azalarak kaybolmaktadir.

1.3- Bagisiklik Sistemi ve Toll Benzeri Reseptorler

Bagisiklik sistemi, dogal (spesifik olmayan) ve adaptif (sonradan
kazanilan) olarak iki kisimda incelenebilen bir savunma sistemidir. Bu iki sistem
birbiriyle ¢ok hassas iliski ve denge igerisinde ¢alisarak konagi patojenlere karsi
korunmasini saglar.

Dogal bagisiklik sistemi dogumdan itibaren olusan, konagin kendisine ait
olan ve olmayan antijenik yapilari tanima kapasitesine sahip olan savunma

sistemidir. Dogal bagisik sistem, bagisiklik hiicreleri ve gesitli molekiilleri igerir.



12

Hiicresel elemanlar polimorfoniikleer 16kosit, monosit, makrofaj, eozinofil,
bazofiller ve mast hiicreleridir. Ayrica bagisiklik sistemi ¢Oziinlir faktorler
olarakta bilinen sitokinler, akut faz reaktanlar1 ve kompleman sistemini de
icerirler (Takeda ve Akira, 2004).

Organizmanin infeksiyonlarla miicadelesinde hem evrimsel olarak eski
hem de olduk¢a evrensel olan dogal bagisiklik sistemi, adaptif bagisiklik
sistemiyle kiyaslandiginda patojenleri taniyan reseptorler agisindan daha kisith bir
bellege sahiptir. Adaptif bagisiklik sistemi, spesifik antijenle tekrarh
karsilasmalarda daha hizli ve giiclii cevap olugmasini saglar. Adaptif immiin
sistem spesifiktir ve klonal segilim tarafindan gelisir. Genlerin yeniden
diizenlenmesiyle iretilen antijen spesifik reseptorler lenfositlerin bir genis
repertuarinda yerini alir. Bu mekanizma konakta immiinolojik hafiza {iretimini
saglar. Adaptif bagisik sistemin, antijen tanima kapasitesi ¢ok genis bir reseptor
repertuariyla spesifisiteyi saglarken, dogal immiin sistem patojenlerde ortak olan
bir dizi molekiiler yapiy1 taniyabilmekte ve boylece konaga ait olan ve olmayani
belirleyerek savunmay1 baglatabilmektedir. Patojenler iizerinde bu evrimsel olarak
korunmus molekiiler yapilara “hastalik etkenlerine eslik eden molekiiler yapilar’’
(PAMP) denilmektedir. Dogal immiin sistem hiicreleri iizerinde patojenleri
taniyan reseptorlere ‘‘Patojen taniyan reseptor’” (PRR) adi verilmektedir. Dogal
bagisik yanitlar PRR’ler tarafindan baglatilir. PRR’ler dogal bagisik cevabin
baslatilmasini saglar ve mikroorganizmanin hayatta kalmasi i¢in temel mikrobial
bilesikleri tanir. Farkli PRR’ler spesifik ligandlarla tepkime verirler ve antipatojen
yanitlara yol agar. PRR’ler esey hiicre onciilleri tarafindan kodlanmig, klonal
olmayan ve temel olarak konakta iiretilen bilesiklerdir. Bu reseptorler, endositik,
sekrete edilen ve sinyal ileten olmak tizere ii¢ gruba ayrilir. Sinyal ileten reseptor
grubunu TLR ailesi olusturmaktadir. TLR’ler bakteriden mantarlara protozoadan
virtislere kadar ¢ok genis gergeve de dogal bagisiklikta biiyiik rol oynar. Toll
benzeri reseptorler (TLR), birgok patojene karsi dogal bagisik cevabin olugmasini
saglayan tip 1 zar kat eden proteinleridir. TLR’ler patojen tanimmasinda,
inflamatuvar ve immiin sistem cevabinin baglatilmasinda olduk¢a 6nemli bir role

sahip olan bir grup PRR dir. Ayni zamanda adaptif bagisik cevabin aktive
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olmasin1 saglayarak konak bagisikliginda ¢ok 6nemli role sahiptirler (Medzhitov
ve Janeway, 2002).

1.3.1- Insan Toll Benzeri Reseptorleri

Ilk kez Drosophila’da embriyonel gelisim basamaklarinda rol aldig1 ve
daha sonra immiin sistem cevabinin olusumunda 6nemli fonksiyonu oldugu tesbit
edilen bu reseptore “’Toll’” adi verilmistir. Daha sonra 1997 yilinda TLR lerin
insan homologu tespit edilmis ve sasirtict bir sekilde dogal immiin sistemin
parcast oldugu goriilmiistir (Kawai ve Akira, 2004). Insan Toll Benzeri
Reseptorleri (hTLR) yapilan ¢alismalarla oncelikle bes tanesi tanimlanmis ve
daha sonra insan genom projesinin tamamlanmasiyla sayist ona ¢ikmustir.
Giiniimiizde, 10 farkli insan Toll Benzeri Reseptdr tanimlanmustir. ik tanimlanan
TLR-1 olmasia ragmen, bu reseptorlerden fonksiyonu ilk belirlenen TLR-4
olmustur. Ayrica her bir TLR i¢in bu giine kadar tanimlanmis farkli PRR’ler
bulunmaktadir (Tablo 2).

Tablo 2- insanda TLR ’lerin patojenlerde tanidiklar1 bazi tanimlanan patojen iliskili molekiiller

TLR Patojen iliskili Molekiiller (PRR)
TLR1 Triagillipolipeptidler

TLR 2 Lipoteoik asit, lipopeptidler, Zymosan
TLR 3 Cift Zincirli RNA

TLR4 Lipopolisakkaritler, Fiizyon Proteini
TLR5 Flagella

TLR6 Diagillipolipeptidler, Lipotoik asit, Zymosan
TLR7 Uridin ve riboz igeren tek zincirli RNA
TLR8 Tek zincirli RNA

TLR9 CpG-DNA

TLR10 Bilinmiyor

1.3.2- Toll Benzeri Reseptorlerin Temel Yapisi

Karakteristik olarak TLR’ler; hiicre membranma ya da hiicre ici
bolmelerde hiicreler arasi, zar kat eden ve hiicre i¢i sinyal motiflerinin
bilesimlerinden olusmus Tipl zar kat eden glikoproteinler seklinde yerlesmislerdir

(Sekil 7). TLR’ler hiicreler arasi kismi PAMP’lara baglanan 16since zengin
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tekrarlar (LRR) igerir. Memelilerde LRR motifler her biri 24-29 amino asit i¢eren,
19-25 tekrarli LRR motifleridir. TLR’lerin hiicre i¢i (stoplazmik) motifi interlokin
reseptOr ailesinin bir benzeridir. Bu nedenle IL-1R, Ig motif iiyesidirler ve
Toll/IL-1 (TIR) motifi olarak adlandirilirlar. Ligand baglh TLR dimerizasyonu ile
sinyal baglamasini tetikleyen adaptor proteinin ise girmesi hiicre i¢i TIR motifine
baglanarak olur. Ancak TLR’lerin hiicreler arasi bolgesi ile TIR tiimiiyle farklidir
(Akira, 2003).

«——| 24-29 amino asit
motif xxLxLxx

™ . -
LRR motii

Hucre Disi
Hicre Membram

Hiicre ici - BN -— Sinyal kutusu
motif =i - |

(200 amino asit) *

l'R: Toll/ll
LRR : Losince zengin tekrarlar

Sekil 7- TLR Yapisinin sematik goriiniimii

Insan TLR digmotif yapisindaki LRR’ler yaklasik 24 amino asite sahiptir.
Fonksiyonel olarak proteinlerin cesitli siiper ailesi tiim hiicrelerde ve hiicreler
aras1 kompartimanlarda bulunur. Giiniimiizde Insan genom dizisinde 250 LRR
proteini tanimlanmistir. TLR’lerde LRR’lerin bloklari, genellikle disiilfit baglar
ile kararli bir yapiya sahiptir. Insan Toll Benzeri Reseptdrleri tekrar sayist TLR
tiiriine gore farklidir. TLR 1, TLR2 ve TLR 6’da 20 den fazla ve TLR 7, TLRS8 ve
TLR9’da 10-27 arasindadir. TLR digsmotiflerinin diger o6nemli ozelligi
glikozlanmis olmasidir. Glikozlanma tekrar sayis1 TLR2’de 4 adet ve TLR 3’te ise
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11 adettir. Dig motifler yaklasik 22 amino asitten olusan hidrofobik zar kat eden
dizi ile hiicre i¢i kisma baglanmasi i¢in a-heliks kivrimlarlardan olusur. Zar kat
eden motifin stoplazmik kismi, TIR motifi olarak adlandirilan bir globuler katli
membrana baglanir (Sekil 7). TIR motifi yaklasik 200 amino asit igerir ve
bakteriyel Che Y’nin (Bakteri kemotaksis protein) a ve B yapisina benzer sekilde
katlanir (Dunne ve Ark., 2003).

1.3.3- Toll Benzeri Reseptorlerde Ligand Tanimanin Molekiiler

Mekanizmasi

TLR ler tarafindan sinyal iletiminin temel mekanizmasi, ¢ogu diger Tipl
reseptorler de oldugu gibi ligand indiikleyen ¢apraz dimerizasyonlar seklindedir
(Gay ve Ark., 2006). Bu hiicreler arasi ¢apraz baglanma membranin diger tarafina
tagiarak stoplazmik motifin yeniden diizenlenmesine neden olur ve sirasiyla
asagl yonde sinyale neden olur. Ornegin, reseptdr tirdzin kinazdaki g¢apraz
fosforilasyon bu duruma en iyi Ornektir. Aktif olmus TLR’ler diger Tipl
reseptorler gibi bir enzimatik aktiviteye sahip degildir. Bunun yerine yeniden
diizenlenmig TIR motifler asag1 sinyal ¢eviricinin i yapmasi i¢in bir yap1 iskelesi
olarak hareket eder.

TLR 3, TLR7, TLR8 ve TLR9 grup niikleik asit tiirevlerine ya da piirin
niikleotidine yapisal olarak benzeyen kiigiik molekiillere cevap olusturur. Ek
olarak, diger TLR’ler gibi hiicre zarma yerlesik degildir, hiicre
kompartimanlarinda yer alirlar (Latz ve Ark., 2004). Cogunlukla endoplazmik
retikulumun asitlenmis kompartimanlarda yer alir ve islev goriir (Orn. Endozom
ve lizozomda.). Boylece asitlenmis kompartimanlarda endoplazmik retikulumdan
bu reseptorlerin trafigi kontrol edilir. Hiicre i¢i lokalizasyon kendi niikleik asitleri
tarafindan immiin cevabin aktivasyonunu onlemede Onemli olabilir. TLR dis
motif yapisi bu reseptorler tarafindan niikleik asid tanimlanmasinin
anlasilmasinda onemli avantajlar saglamistir. Bu grup direk olarak is goriir ve

MD-2 gibi ko-reseptorlere gerek duymaz.
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TLR3 dis motifi ¢ift zincirli RNA tanir. TLR3’lin yapisindaki iki dizi
LRR12 pozisyonunda H539 ve LRR20 pozisyonunda ise N541 tanimlanmistir. Bu
diziler dis motifin lateral yiizeyinde yer alir. Bunlar glikolizasyondan yoksundur
ve asparjin dizisi ¢ift zincirli RNA’nin 2'ribozundan bir H alir. Bu etkilesim RNA
icin bir spesifite saglar. Oysaki DNA’nin 2’pozisyonunda bir hidroksil grubunun
olmayisindan dolayr yolun aktivasyonu ya da dismotife baglanma olmaz. Ayrica
son yillarda TLR3 sinyal fonksiyonuna etkisi olan LRR 18-20 amid dizileri
bulunmustur (Ranjith ve Ark., 2007). Bunlar da glikozdan yoksun lateral yiizey
tizerinde yer alir ve yan zincir amidler sokularak ¢ift zincirli RNA’nin daha genis
yiizeylerde baglanmasini saglar.

TLRY9, metillenmemis CpG DNA tanir ve niikleik asit ile reseptor
baglanmasi direk gergeklesir (Rutz ve Ark., 2004). TLR9 dismotifi CpG DNA ya
yiiksek afiniteyle baglanir ve bu baglanma pH’ya baglidir.

TLR8, tek zincirli RNA ve imidazolkinonla iliskilidir. Negatif yiiklii
dizilerin girisi ligandlarda pH nin degisimine neden olur. Bu durum baglanmaya
olanak saglar. Ornegin resiquimod imidazol grubu yaklasik 6.7 degerinde bir pKa
ya sahiptir. Reseptorden proton gegisiyle pH:5 olur. Béylece dis motifin negatif
yiiklii bolgesine pozitif yiikli ligandin baglanmasi ile hidrofobik etkilesimler

sonucu iki reseptdr zincirinin baglanmasi saglanir.

1.3.4- Toll Benzeri Reseptérlerin Sinyal iletim Mekanizmas:

TLR’ler etkinlestirildiklerinde bir sinyali baglatmak icin aract molekiilleri
uyarirlar. Sinyallemeyle iligkili olarak dort araci molekiil bilinmektedir. Bu
molekiiller MyD88, TIRAP (Mal diye de bilinir), TRIF, ve TRAM proteinleridir.
Bu aracilar hiicre igindeki diger molekiilleri, sinyali ylikselten belli protein
kinazlarla (IRAK1, IRAK4, TBK1 ve IKKi) etkinlestirirler ve nihayetinde yangi
yanitim1 planlayan genlerin baskilanmasina ya da goreve getirilmesine Onciiliik
eden binlerce gen etkinlestirilir. TLR’ler farkli canl1 tiplerinde, yerlesim gdsteren
farkli baglayicilar tarafindan baglanir ve etkin hale getirilirler. TLR’ler hiicre

yiizeyinde ve hiicre i¢ bdlmelerinde yerlesim gosterirler ve etkilesmeye yanit
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verecek farkli aracilar bulundururlar. Ayrica, 16kositlerde ve diger farkli hiicre
tiplerinde  ifade edilirler.  Mikrobiyal kaynakli bazi  baglayicilarin
etkinlestirilmesini izleyen bazi reaksiyonlar goriilebilir. Bagisiklik hiicreleri
yangiy1r tetikleyen "sitokin" denilen sinyal faktorleri {iretebilirler. Bakteriyal
faktoriin uyarmas1 durumunda, patojen fagosite edilerek sindirilir. Viral faktor
uyarmasinda ise enfekte hiicre protein sentezini durdurur ve hiicreyi
programlanmis hiicre 6liimiine (apoptozise) gotiiriir. Bagisiklik hiicreleri viriisleri
bulduklarinda interferonlar gibi anti-viral faktorleri salarlar. Dogustan gelen
bagisikligin fonkisyonlarindan sorumlu TLRler uzun yillar ¢alisiimislardir. ilging
olan, TLR'ler sadece sitokin iiretimi ve mikrorganizmalara karsi hiicresel yanitin
etkinlestirilmesiyle iliskili degil, hem de mikroorganizmalarin adezyon ve
fagositozunda 6nemli bir rol oynadig1 diisliniilmektedir (Kawai ve Akira., 2006).
TLR’lerde sinyal iletiminin temel mekanizmasi ligand indiikleyici
dimerizasyon ya da oligomerizasyondur. Aktivasyon siireci basit bir capraz
baglanma degil, ilgili proteininde konformasyonel degisimleri igerir. Ligand
baglanmasi, dis motifin C-terminal bolgesinde bir konformasyon degisimi ile
gergeklesir. Bu kararli reseptor-reseptor etkilesimini saglar ve bu tavirla reseptor
dimerinin sirasiyla zar kat eden helikazlarin diizenlenmesi ve asag1 yonlii sinyalin

ortaya ¢ikmasini saglar (Kawai ve Akira., 2006).

1.3.5- Toll Benzeri Reseptérlerin Sinyal fletim Mekanizmasinda

Kullanilan proteinler

TLR’in sinyal mekanizmasi enzimatik bir reaksiyon seklinde degildir. Bu
mekanizma, reseptor ligandiyla birlestikten sonra stoplazmik kisimlari sinyal
selalelerini olusturmak icin birgok arabulucu molekiiliin ise girmesiyle birbirini
takip eden konformasyonel degismelerle gerceklesir. Sinyalin molekiiler temeli
onlarin hiicre i¢i motiflerinin korunmus dizileri sayesinde gergeklesir. Bunlar
Toll/IL-1 reseptor (TIR) motifi olarak adlandirilir. TLR dimerizasyonunda gérev
alan tiim proteinler bu korunmus parcalara sahiptir ve bir ara parca gorevi gorerek
TIR-TIR yapisin1 olustururlar. Bu sebepten dolay1 bu proteinler adaptdr (araci)
olarak adlandirilir. Simdiye kadar TLR sinyal iletim yolaginda 5 adaptor



18

tanimlanmistir. Bunlar MyD88, Mal (TIRAP), TRIF (IFN-B/TICAM1), TRAM
(TICAMII) ve SARM adaptorleridir. TLR sinyal iletiminde ilk dort adaptor temel
rol oynamaktadir. TLR’lerin LRR kismima ligand baglanmasiyla stoplazmik
kisminda hiicre i¢inde ilk baglanan adaptor MyD88 veya TRIF’dir. Bunlar ilk
hiicre ici sinyal veren adaptorler olarak bilinirler. Bu nedenle TLR’ler bu iki farkli
adaptor yolagini kullanarak sinyal selalelerine katilacak adaptor proteinleri
diizenler.

TLR sinyal iletimi ig¢in bulunan ilk esansiyel adaptér MyD88’dir.
MyDS88 ilk kez Myeloid dokularda ifade edilen bir protein olarak tanimlandi ve
myeloid farklilagmanin ilk cevap geni olarak izole edildi. ‘MyD’ Myeliod
farklilasma icin atfedilmis ve ‘88’ ise MyDS88 proteinini ifade eden genlerin
sayisini temsil etmektedir. MyD88 mRNA seviyesi siniflandirma i¢in belirteg
olarak kullanild1 (Lord ve Ark.,1990a). Bulunusundan dort yil sonra MyDS88
Toll/IL-1 reseptor ailesinin bir iiyesi olarak tanimlanmistir (Hultmark ve Ark.,
1994;Yamagata ve Ark., 1994). MyD88’in, IL-1 ve ¢ogu TLR tarafindan sinyal
iletiminin uyarilmasinda 6nemli rolii oldugu bulunmustur (Bonnert ve Ark.,
1997). Genellikle MyD88, TLR3 disinda tiim TLR’lerin sinyal iletimine
arabuluculuk eder. MyD88 ii¢ ana motifden olusur: N-ucu DD (Oliim Motif), C-
ucu TIR motifi ve iki motifi birbirine baglayan kisa baglayict (ID) motifdir.
MyD88, DD-DD ve TIR-TIR homodimerleri seklinde reseptér kompleksine bir
dimer olarak katilir (Sekil 8).



19

Sekil 8- MyD88 kompleksinin yapisi

NF-KappaB, p38 ve JNK aktivasyonu MyD88’¢ baghdir (Sekil 10).
MyDS88 sinyal iletiminin ¢alismast MyD88 bagli yol tiim TLR’lerde NF-KappaB,
MAPK aktivasyonunun gerceklestigi IL-1RI yoluna ¢ok benzerdir. IL-1RI, IL-
1RacP ve MyD88 protein kinaz olmamasina ragmen bir IL-1RI bagimli kinaz
aktivitesi IL-1 tarafindan uyarilan hiicrelerden reseptorlerle baglantisi saglanarak
gerceklesir. Bu kinaz IL-1 cevabr igin gereklidir (Croston ve Ark.,1995). Reseptor
ile serin/threonin kinaz bagimli, insan embriyonik bobrek (HEK) 293-hiicre ( asir1
ekspresyon IL-1R transfektedir) hatti saflagtirilmistir. Bu enzim IRAK olarak
adlandirilmigtir (Cao ve Ark.,1996a). IL-1RI ya da TLR ile MyD88’in birlesmesi
reseptor sinyal iletim kompleksi IRAK’larin uyarilmasiyla sonuglanir.
Memelilerde dort farkli IRAK tiyesi tantmlanmistir (IRAK1, 2, M, 4). Bu iiyelerin
ifade edildigi yerler farklidir. IRAK-1 ve IRAK-4 tiim dokularda ifade edilir.
IRAK-2 daha smirli hiicresel dagilima sahiptir ve IRAK-M myeloid kokenli
hiicrelerle ifade edilir. IRAK’lar; N-terminal DD ve bir merkezi Ser/Thr kinaz
motif igerir. IRAK-1, MyD88°in DD ile homofilik etkilesimiyle reseptore katilir.
MyD88, IRAK-4’¢ ID yoluyla baglanir (Sekil 9).
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Sekil 9- insan MyD88 TIR motifi.

a) MyD88 TIR motifi ilmeklerle baglantili 4 o helikazla sarilmis bes merkezi B ipliklerin
birlesimidir. BD ve BE iplikler arasinda oheliks oD yoktur. Bu bolge helikal sarmalli
konformasyona sahiptir.

b) IRAK1 ve IRAK4 ile MyD88 6liim motifin etkilesim yiizeyi.

27-72 diziden olusan MyD88 DD bélgesi (a1,02,a3 ve N-ucu a4 heliks) IRAK1 in ige girmesi igin
gereklidir. MyD88 DD si dizi E52 ve Y58, MyD88 ile IRAKI etkilesimi saglanir. a5 heliks ile
K95 dizisi MyD88 DD ve IRAK4 etkilegimini saglar.

IRAK ailesinin diger iki iiyesi IRAK-2 ve IRAK-M inaktif kinazdir
(Muzio ve Ark., 1997). Bu IRAK’lar, IL-1RI ve belirli TLR’lerin negatif
regiilatoriidiir. MyD88’den IRAK-1’ in ayrilmasini engeller ve asagi sinyal
olayinda bitisik protein TRAF-6 ile IRAK-1 kompleks formasyonunun
ayrilmasini engeller. Bu durumda transkripsiyon arttirict TRAF6 serbestlenemez.
Ozellikle tiimor, 16semi ve metaztatik hastaliklarda IRAK-2 ve IRAK-M ifadesi
oldukca ytiksektir. MyD88 yolundaki reseptdr komplekslerine karigan IRAK’lar
tiimiiyle aciklanmis degildir. IRAK-1 ¢oklu fosforlandigr zaman, reseptorlerden
ayrilir ve TRAF6’ya baglanir. IRAK-1’de ii¢ adet TRAF6 baglanma motifleri
(Pro-X-Glu-X-X-aromatik/asidik dizi) mevcuttur. TRAF’ lar, timor nekrosiz
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faktor (TNF) reseptor iliskili (memelilerde 6 adet olan) korunmus adaptor
proteinlerin bir ailesidir. TRAF proteinin yapisal modeli TRAF-N motifi ve bir
korunmus TRAF-C motifi ile karakterizedir. TRAF-C motif, yukari sinyal
reseptorleri ve sinyal proteinleri ile etkilesir. Cogu TRAF proteinlerinin N
terminal kismi halka parmak/¢inko parmak bolgesi igerir, bu yapi asagi sinyal
olaylart i¢in gereklidir. TRAF6, hem TNF reseptor siiper ailesi hem de IL-
IR/TLR siiper ailesi i¢in sinyal iletiminde ara bulucu olarak hareket eder. TRAF6,
dogrudan TNF reseptor siiper ailesinin iiyesi olan CD40 ve TRANCE-R (tiimor
nekrosiz faktor aktivasyonunu indiikleyen reseptor) ile etkilesir. TRAF-6 dolayli
olarak da IL-1/TIR reseptor aktivasyonuna baglanir ve IRAK’la birleserek
karmagsik sinyal yola girer. TRAF-6 asagi sinyal yolunda, MAPK3 olarak da
bilinen TAK1’e¢ baglanir. TAKI1 ise, iki adaptor protein TABI ve TAB2’yi
kendine baglayarak NF-kB ve AP-1 aktivasyonunu gerceklestirir. TAK1 mitojen
aktive eden kinaz (MAPK) ailesindendir. TAK1, hem IL-1 hem de TNF-a
indiikleyen NF-xB aktivasyonu i¢in gereklidir. TAB1, TAK1 in aktivatorii olarak
is gorerek kinaz aktivitesini arttirir. TAB2 ise uyarilmamis kosullarda hiicre
membranina baghdir. Fakat uyar1 altinda sitoplazmada yer degistirir. TAKI11,
TRAF6’ya baglayan adaptor olarak 15 goriir. Boylece TAK1 aktivasyonuna imkan
tanir. Ayrica son yillarda TAK1 aktivasyonunda ubikutinasyonun onemli rol
oynadigi belirlenmistir (Karin ve Ark., 2000). TRAF6 ile IKK (kappa kinazin
inhibitorii) aktivasyonu i¢in hem olimerik ubikutin konjuge enzim kompleksi
(Ubc13 ve Uevl A nin birlesimi) hem de TAK1 kinaz kompleksi (TAK1,TABI ve
TAB2) gereklidir. TRAF6, Ubc13-UevlA kompleksinde Ubcl3 ile TRAF6’nin
halka parmak motifiyle etkileserek Ubc13/TRAF6 kompleksini olusturur. Bu
yapidaki Lys63-baglantili zincire ubikutin baglanarak TAKI1 aktivasyonunu
saglar. NF-kB uyarilmamis hiicrede IkB tarafindan baskilanir. TAKI1 ise NF-
«kB’y1 baskilayan IkB (inhibitdr kabba) nin inhibitoriini (IKK) fosforlar. IKK’lar
bir diizenleyici alt iinite NEMO (IKK gama) ve iki katalitik IKKa ve IKK[P
seklinde 1ii¢ alt {tniteden olusur. NEMO, IKKa ve IKKp’nin birbirine
baglanmasin1 saglayan bir yapi iskele proteinidir (Verma ve Ark.1995). Ayrica
NEMO, IkB ile IKK kompleksini baglar (Yamamoto ve Ark., 2001). IKKa ve
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IKK} alt iinitesi IkB yapisindaki 32 ve 36 pozisyonundaki serin amino asitlerini
fosforlar. Bu fosforilasyon IkB’nin degredasyonuna neden olur ve NF-kB’dan
ayrilir. NF-xB yapisinda bulunan p50, IkB’yi baglamak i¢in p65 ise gen
ekspresyonunun transaktivasyonu igin gereklidir. Sonug olarak, serbest kalan NF-

kB nukleusa geger ve inflamatuar cevaplar igin hedef genleri indiikler (Sekil 10).
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Sekil 10- TLR Yolag:.

TLR yolagi NF-xB, P38 ve JNK aktivasyonuna yol acar. IL-1RI ve tiim fonksiyonel TLR’ler
(TLR3 harig) sinyal yolunda hiicrei¢i proteinleri, NF-kB ve MAPK’lar1 aktif etmek icin MyD88
adaptor proteinini kullanirlar. Oncelikle MyD88, IRAK4’ii uyarir. IRAK4 kendini ve yine ayni
aileden olan IRAKI1 fosforlar. Fosforlanmis IRAK’lar TRAF6’a baglanir. Burada UevlA ve
UbC13  enzimiyle etkilesirler ve poliubikuitinlenirler. Sonra TRAF6  kompleksi
TAK1/TAB1/TAB2/TAB3 kompleksiyle etkilesir. TAKI1 ana kinaz enzimdir ve
NEMO/IKKo/IKKB kompleksini fosforlayarak aktif eder. IKK kompleksinin aktivasyonu icin
NEMO gereklidir. IKK’ler IkB fosforlar ve NF-kB alt iinitesi olan p50 ve p65 ile etkilesir. Bu
fosforlanma IxB’nin protozomal bozunmasina yol agar ve NF-kB’nin niikleusa gegisini saglar.
NF-kB, NF-kB baglanma motiflerine baglanir ve proinflamatuar sitokinlerin (TNFa, IL-6 gibi)
transkripsiyonu ve ifadesi saglanir. TAK1 hemde MAPK selalelarina baglanir. Bu selalelarn iki
ana proteini olan p38 ve JNK aktif olur. Onlarda transkripsiyon faktér AP-1°i aktif ederek
proinflamatuar sitokinlerin iiretilmesine yol acarlar.
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TAKI1 kompleksi IKK aktivasyonu disinda MAPK kinaz ve diger
MAPK’lara da baglanir. Ornegin TAKI ile fosforlanan MAPK6, JNK
aktivasyonuna neden olur. MAPK3 ve MAPKY ise p38 aktivasyonuna neden olur.
Aktif olan JNK ve p38, transkripsiyon faktor AP-1 (Aktvatér protein-1)
inflamatuar cevap genlerin indiiksiyonunda 6nemli rol oynar (Sekil 10).

MyD88 bagimli yollar bazi interferon diizenleyen faktorler (IRFs)
tarafindan aktive edilir. Onlardan biri olan IRF7, TLR gecis yollarinda
aktivasyonu plazmasitoitte olusur. MyD88, IRAK-1, IRAK-4 ve TRAF-6 ile IRF7
dogrudan iliskilidir. IRF7, nukleusa girer ve orada interferon uyaran cevap
elementi (ISRE) ile baglanir. Sonug olarak Tipl IFN’ler (interferonlar) iiretilir. Bu
gecis yolunda IRAK-1’in rolii 6nemlidir. IRF7’nin aktif hale gegmesi i¢in IRAK-
1 tarafindan fosforlanmasi gerekir. TIR sinyal iletiminde MyD88 ile TIR motifin
kararli baglanmasi i¢in IRF7 aktivasyonu gereklidir.

Ayni aileden diger transkripsiyon faktori MyD88 yolunda aktive olan
IRF5’tir. TLR4-TLR9 sinyal iletiminde IRF5, MyD88 ve TRAF6 kompleksinde
gorev aldigr bulunmustur (Sun ve Ding, 2006). IRF5 nukleusa hareket eder ve
sitokin genlerin promotor bdlgesindeki ISRE (interferon uyaran element)
motiflerine baglanir ve IL-6, 1L-12 ve TNF-a iiretimini uyarir. IRF1 nukleusa
gecerek belirli TLR iligkili genleri aktif eder. IRF1 IFN-y reseptor 1 tarafindan
indiiklenir. Bu olay dolayli olarak TLR asamali sinyal iletimi yolunu etkiler.
IFNyR1 TIR motifi igermemesine ragmen, MyD88 yolunda goérev alir ve p38
aktive eder (Sun ve Ding, 2006). TRAF6’nin disinda, ayn1 ailenin diger tiyeleri,
TIRAF3, baz1 TLR lerin MyD88 bagimli sinyal iletim yolunda gorev alir.

TLR sinyal gecisi icin MyD88 yalnizca gerekli bir adaptor protein
degildir. MyD88’e homolog dortten fazla adaptor vardir. Bu dort adaptoriin ilki
olan Mal/TIRAP sekans benzerliginden dolayr MyD88’in  homologudur
(Fitzgerald ve Ark., 2001). Mal, TLR 4 MAPK’larin ve NF-xB’nin aktivasyonunu
durdurmak yerine erteler. Bu aktivasyon TLR2 hari¢ ¢esitli TLR ligandlar1 ve IL-
1 tarafindan indiiklenir. Mal, TLR2 ve TLR4 MyD88 bagimli yolun bir iiyesidir.
Insan dogal bagisik sistemin aktivasyonunda Mal’nin &nemi geni kodlayan

adaptor bolgesinde bir mutasyonun aktivasyonu degistirmesiyle belirlenmistir.
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S180L heterozigot bireylerde invasive pnomokoksik hastaliklar, bakteremi,
malaria ve tuberkiiloza karsi korudugu belirlenmistir (Khor ve Ark., 2007).

MyD88 bagimli sinyal yolunda, TLR’lerle MyD88 baglantisin1 saglayan
adaptor protein Mal plazma membranla da yakindan iligkilidir. Mal baglanma
motifi ile plazma membranin ana yapisal bileseni olan fosfotidilinisitol-4,5-
bifosfat (PIP2) baglanarak MyDS88 ile membran etkilesimini kolaylastirdigi
belirlenmistir (Fitzgerald ve Ark., 2001). Ozellikle TLR4 asamali sinyal
iletiminde Mal, MyD88 e koprii adaptor gorevi yapar. Ek olarak, MyD88’in
aksine Mal TRAF6 ile de iliskilidir. Bu nedenle TLR2 ve TLR4
heterodimerizasyon c¢iftinin ise katilmasi i¢in Mal sorumludur (Mansell ve Ark.,
2004).

TLR’ler MyD88 sinyal yolu disinda ikinci bir sinyal yolu olan TRIF
yolunu kullandiklar1 belirlenmistir (Yamamoto ve Ark., 2003a). TLR3 ve TLR4
asamali sinyal yolunda TRIF (NF-«B aktif eden kinaza TBK1’e baglanan protein)
TANK1 ve IKK (NF-«B kinaz-a inhibitorii) benzeri kinazlar (IKK homologu olan
IKKe ve IRF3) ile ilkin kompleks olusturur (Fitzgerald ve Ark., 2003a). Bu
kompleks yapidaki IKKe ve TBK1, transkripsiyon faktdr IRF3’i fosforlar ve aktif
eder. Sonu¢ olarak IRF3-IRF7 hedef genler iizerindeki ISRE’ye baglanarak
interferon (IFN)-a/p tiretimini uyarir (Sato ve Ark., 2003; Kawai ve Ark., 2004).
Ayrica yine ayni aileden IRF5, TLR3 sinyal yolunda uyarilan IL-6, IL-12 ve
TNFa tretimi i¢in TRIF sinyal yolunda gorev aldigi belirlenmistir (Takaoka ve
Ark., 2005).

TLR3 asamali sinyal yolunda NF-«B da aktif edilir (Sekil 11). TRIF,
IKK’lar1 aktif eden TRAF6-TAK1-TAK2 kompleksine sikica baglanir. TRIF’ler
yapisindaki konsesus TRAF6 baglanma motifi icermesinden dolay1 giiclii bag
yapisina sahiptir. TRIF ayrica reseptor iligkili protein kinaz (RIP) ailesinden olan
RIP1 ve RIP3 ile etkilesir (Meylan ve Ark., 2004). RIP1, NF-kB aktivasyonunu
indiikler. RIP3 ise inhibe edici etkiye sahip protein kinazdir ve RIP1 ile TRIF
etkilesimini Onler. Nekroz goriilen hiicrelerde RIP3 ifadesi fazla oldugu

belirlenmistir (Vanlangenakker ve Ark., 2010). TRIF bagli RIP yoluyla iiretilen
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TNFa uyarilmig hiicrelerden salgilanir ve reseptoriine baglanir (TNFR) (Covert
ve Ark., 2005).

TLR3 ve TLR4 TRIF bagiml sinyal yolaginda IRF3’iin ISRE motiflerine
baglanma sekli farklidir (Sekil 11). TLR3, TRIF bagimli sinyal yolaginda IRF3,
ISRE motiflerine homodimer formda baglanir. Oysa TLR4 sinyalinde IRF3, NF-
kB’nin alt tinitesi p65 ile heterokompleks bir yap1 olusturarak ISRE motiflerine
baglanirlar. Ayrica TLR3, TRIF ile dogrudan baglanirken, TLR4 baglanmak i¢in
koprii adaptor TRAM’a ihtiyact vardir (Sekil 11). Viral uyar ile TLR3 sinyal
yoluyla olusan apoptosiz cevabi i¢in RIP1, FADD ve Kaspaz-8 gereklidir.

Tipl IFN
Nikleus ; s
()

Sekil 11- Hiicreigi sinyal reseptorii.
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Sonug olarak son yillarda TRIF sinyal yolu, dentritik hiicrelerde MHCII
ifadesinin uyarilmasit ve CDA4T hiicre aktivasyonu i¢in 6nemli bir yol oldugu
belirlenmistir. (Kamon ve Ark., 2006) Bu siire¢ endotoksin cevabini ortaya ¢ikarir
ve endotoksin siirekli bir aktivasyona neden olur. Bu konagin savunmasi igin ¢ok
onemlidir. (Endotoksin; RhoB proteini ve Guanin niikleotid degistiren faktor
GEF-H1 igerir.)

Besinci ve son adaptor SARM, insan geni steril a motif (SAM) ile islevi
bilinmeyen bir protein kodlar ve Armadillo /B-catenin (HEAT/Armadillo
tekrarlar1 igerir) yapisal olarak benzerdir (Mink ve Ark., 2001). SARM da diger
adaptorler gibi TIR motifi icerir (Couillault ve Ark., 2004). SARM, TRIF ile
etkileserek NF-kB ve IRF aktivasyonunu inhibe eder. SARM TRIF ile birlesirse,
sinyal yolunu aktif eden diger proteinlerle etkilesimini onler ya da diger inhibitor
proteinlerle etkilesimini saglar. TLR3/4 inhibasyon siirecinde negatif geri bildirim

(feedback) olarak is yapar ve konak i¢in tehlikeli etkiye sahiptir.

1.3.6- Insan Toll Benzeri Reseptor 10 (hTLR10) Stoplazmik Motifin
Kristal Yapisi Bir Sinyal Dimerin Aciklanmasi

Memelilerde TLR ailesinin 13 {iyesi tanimlanmistir. Bunlardan TLR1-9
insan ve fareler arasinda korunmustur. Ancak TLR10 farelerde fonksiyonel
degildir. TLR 11-13 ise insan genomunda kaybedilmistir (Akira ve Ark., 2006 ;
Kawai ve Ark., 2009).

Glinlimiizde TLR10, TLR {yeleri arasinda ligandi ve fonksiyonu
bilinmeyen tek reseptordiir. CD290 olarak da bilinen TLR10, TLR ailesindeki
diger liyeler gibi patojen lizerinde molekiiler desen tanimaktadir. TLR10 tek bir
sinyal peptid ve yapisinda l6since zengin 15 tekrarli bélge (LRR) igermektedir.
Ayrica sisteince zengin bir zar kat eden motif ve bir stoplazmik Toll Interlokin-1
reseptor motifine sahiptir. TLR 10 gen bolgesi dordiincii kromozomun kisa kolu
tizerinde bulunan (4p-14), iic ekzon igeren 811 amino asitlik bir proteini
kodlamaktadir (Sekil 12). TLR10 tek protein uzunlugu 91-100 kDa dur. TLR10,
MyD88 ve TRAFG6 bilesenleriyle asamali sinyal iletimini baslatarak NF-kappa-p
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aktivasyonunu uyarir. Bu asamadan sonra bagisiklik sistemi hiicrelerinden sitokin

sekresyonuna neden olur (Uzma ve Ark., 2005).
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Sekil 12. Kromozom 4 iizerinde TLR 10 Lokalizasyonu (4p-14)

Insan TLR10 yapisinda bazi TLR’lerde oldugu gibi (TLR4 yardimci
reseptori MD-2) tam baglanma duyarliligl i¢in yardimci reseptdr olmadigi
belirlenmistir. Insan TLR10 protein yapis1 yiiksek oranda N- glikoz icerir ve
glikozlanmamis  kismi ise ~80 kDa dur. Ayrica yapisinda O-glikoz
bulunmamaktadir. Bu durum TLR10’un spesifik ligandina baglanmasinda bir
ipucu olabilecegi diisiiniilmektedir (Uzma ve Ark., 2004). Ornegin, TLR4/MD-2
yapisinda, N-glikoz ve O-glikoz yiiksek oranda goriilir ve LPS (bakteriyel
lipopolisakkarit) tanimlamasi i¢in onemlidir. Insan TLR10 proteininin,
giintimiizde spesifik fonksiyonlar1 i¢in ligandinin bilinmemesine ragmen, immiin
hiicrelerince zengin dokularda ve hiicre hatlarinda ifade edilir (Sekil 13). TLR10
proteini dalak, lenf diiglimleri, timus, tonsillerde yliksek oranda ve akcigerde ise
daha diisiik oranda belirlenmistir. Ayrica onciil miyelosit HL-60, Ramos ve Raji
hiicre hatlarinda yiiksek oranda ve THP-1 hiicre hattinda daha diisiik oranda
belirlenmistir (Bourke ve Ark., 2003) (Sekil 13). Insan TLR10, TLR1-TLR6’dan
farkl1 olarak periferik kan B hiicreleri ve dendritik plazmasitoid bademcik
hiicrelerinde, yapisinda bol miktarda N-glikozilli protein igerdigi ve son derece
sinirlt ifade edildigi belirlenmistir. CD34+ progenitor hiicrelerden tiirevli CDl1a+
dendritik hiicreleri altsetinde de insan TLR10 belirlenmistir. Insan T hiicreleri ve
Jurkat T hiicre hatlarinda TLR10 ifade edildigi belirlenmistir (Bourke ve Ark.,
2003) (Sekil 13).
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Sekil 13- Insana ait farkli doku (A) ve hiicre hatlarinda (B) TLR10 ifadesi.

1.3.6.1- insan Toll Benzeri Reseptor 10’un Toll / Interleukin 1

reseptor (TIR) motifi;

Insan TLR10’un TIR motifin 2.2A kristal ve simetrik iinite yapist
belirlenmistir. TLR’lerin hiicre i¢i bolgelerinde, yliksek oranda korunmus sinyal
iletim motifi (TIR) oldugu bulunmasi ile dogal immiin cevapta ve inflamasyonda
bu motifler araciligiyla reseptor sinyal iletimini gerceklestirdigi anlagilmistir.
Insan TLR10’daki dimer etkilesim yiizeyi (TIR) BB-ilmek yapisi, DD (6liim
motifi) ilmek yapist ve aC-helix yapisi tiim TLR’lerde karakteristik olup sinyal
iletimi i¢in 6nemli yapisal motiflerdir (Sekil 14). TLR10 hiicre i¢ci BB-ilmek
sinyal yiizeyi polar dizilerle sarili merkezi hidrofobik 6zden olusur. BB-ilmek
yapist ¢apraz BB-ilmek ve aC-helix yapilar tarafindan paket seklinde ardisik
dizilerden meydana gelmistir. Bu yap1, peptid substratlarin baglanmasi igin ¢ok
uygundur (Nyman ve Ark., 2008).

TLR1-TLR2 ve TLRI10 konformasyonal acidan birbirine benzer

proteinlerdir. Bu grupta DD-ilmegin ana zincir ve yan zincir konformasyonlarin



ozelikle ¢ok benzedigi belirlenmistir. TLR10 proteininde BB-ilmekte yer alan af-
heliks etkilesim yiizeyin ilk dizisi Ser-679’dir (Sekil 14).

R741

Sekil 14- TLR10 TIR Dimer Yapist.
(Monomer A ve Monomer B)

TLR 10 dimer, 947A’luk gomiilii etkilesim yiizeyi iki kath simetrilidir.
Dimer yiizeyi, bir hidrojen bagl ag tarafindan sarilmis hidrofobik merkezden
olustugu belirlenmistir. Hidrofobik merkez seklinde olan BB-ilmegin dizileri Tyr-
668, Phe-672, Pro-674 ve lle-678 tarafindan olusturulur. Bu doért dizi dimer
kontaginin saglamasinin yanisira dizi 667-678, BB-ilmegin konformasyonunda
kararlilign saglar. Merkezdeki oC-heliks in sonundaki Phe-710 ve Cys-706
hidrofobik etkilesimlere katki saglar. BB-ilmek (Tyr-668, Lys-676) , aB-heliks
(Ser-679) ve merkezi aC-heliks (His-707) dizileri yiizey igeriginin hidrofobik
merkezi hidrojen bag agi ile sarilmistir. Ser -679 ve His-707 dizileri hidrojen
baglariyla Ser-His-His-Ser zinciri seklinde formlanir ve dimerin en merkezine iki

aC-heliks seklinde baglanir. Meydana gelen iki alt tinite (Sekil 14. Monomer A ve
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B seklinde) arasinda hidrojen baglar1 araciligiyla ¢ok sayida su molekiillerinin bir
yarik formu goze carpar. Monomer A’daki yari@in en istiinde DD-ilmekte yer
alan Arg-741’i, monomer B nin yapisindaki heliks aC’deki Glu-709 ile polar bir
etkilesim yapar. Monomer B’de ise, DD-ilmek yapis1 diizensizdir ve Phe-735 ve
Tyr-736 yan zincirleri yiiziinden oldugu belirlenmistir (Nyman ve Ark., 2008).
Simetri baglantis1 kuran molekiil BB-ilmegine baglanir. TLR10 yapisinda, TLR
ailesinin diger liyelerinden 6nemli bir farklili§i BB-ilmeginin pozisyonudur. BB
ilmek, dimer yiizeyinin hacim olarak 6nemli bir kismini olugturmasina ragmen,
asil hacmin BB-ilmegin biiyiik bir kismini ¢evrelemis ¢oziiciiden kaynaklandigi
belirlenmistir (Nyman ve Ark., 2008). BB ilmegin bu 6zelligi yapisinda bulunan
dizilerin korunmasiyla iligkili oldugu diistiniilmiistiir (Nyman ve Ark., 2008). TLR
islevinde BB-ilmek dizileri, TIR iceren diger adaptér molekiillerin baglanmasi
acisindan Snemlidir. Ornegin, TLR2 TIR domaninin BB ilmegindeki C713S
mutasyonu bu yapida asimetrik dimerin fizyolojik roliiniin Sneminin biiylik
oldugu belirlenmistir. TLR2 yalnizca asimetrik dimere sahip olmasindan dolay1
homodimer olarak is goéremeyecegi ve asimetrik yiizey TLR1 ya da TLR6 ile
heterodimer yapiy1 olusturdugu anlasilmistir. BB ilmekteki asimetrik dimer
yiizeyi iligkili oldugu TIR iceren diger adaptér monomerinde yer alan DD-ilmek
ile aC heliks ve aB-heliks etkilesir. TLR1, disiilfitle baglanmis merkez bilesenler
olarak aC-heliks ve BB-ilmekler ile simetrik dimer olusturur. TLR10 ise simetrik
ve asimetrik formda is gorebilir. Bu 6zelliginden dolayr TLR10 hem homodimer
formu hemde TLR 1-2 ile etkileserek heteromer formu olusturur. TLR10
homodimerizasyon %100 baglanma afinitesine, TLR1-10 % 87 baglanma
afinitesine ve TLR1-2 ise %80 baglanma afinitesine sahiptir (Uzma ve Ark.,
2005).

TLR ailesinde TIR motiflerinin islevi i¢in BB-ilmekleri ve DD-ilmekleri
onemlidir. TLR10 TIR motifi de, birkag TIR motifi igeren adaptér molekiillerle
etkilesir. TLR10 sinyal iletimi igin transkripsiyon faktor indiiklemesiyle
sonuglanan MyD88 bagimli sinyal iletim yolunu ve bunun yaninda sinyalde
TIRAP, TRIF ve TRAM gorev alir. Asagr sinyal iletimi i¢cin BB-ilmeklerindeki

korunmus prolinin dnemi biiyliktiir. Pro-674 hem yiizey etkilesimini hem de onun
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ana zincir konformasyonunu gererek BB ilmegin spesifik konformasyonunu
stabilize eder. Pro-674 dimer yilizeyinde yer almasindan dolayr adaptor
molekiillerle etkilesimin potansiyel olarak etkiler. TLR10 lle-678 mutasyonuna
sahip reseptorden sinyal iletimi olmadig1 goriilmiistiir. TLR10 daki Ile-678, Pro-
674 ve Phe-672 dizileri, TLR10 dimerindeki merkezi hidrofobik etkilesime
timiyle katilir. B-monomerdeki Phe-672 komsu alt iinitedeki Phe-672 ile
homotipik etkilesim yaparak TLR10 homodimerizasyonunu saglar (Sekil 14). lle-
678 tim TLRlerde (TLR3 -Glu ve TLR5-Arg hari¢ ) alifatik dizi olarak
korunmustur. TLR10’un Phe-710 ve Cys-706 dizileri, reseptor fonksiyonu igin
onemlidir. Bu iki dizi, TLR10 dimer arayiiziinde direk olarak van der Walls
etkilesimi yapar. TLR10 dimeri, ¢ogunlukla His-707, Cys-706 ve Phe-710
rezidiilelerinden olusmustur (Sekil 14). TLR10 daki Arg-741, Tyr-742, Leu-745
ve Lys-746 dizilerinin, heterodimer etkilesimlerle TLR1-TLR2 sinyal iletimine
onemli etkileri vardir. TLR10 arayiiziinde Arg-741, Glu-709 ile bir tuz kopriisi
kurar ve molekiiliin ¢ekirdegi iizerinde DD-ilmegin esnek olmasini saglar (Nyman
ve Ark., 2008).

TLR1, TLR6, TLR10 kromozom 4p14 {izerinde genel bir lokus paylasir
ve yapisal olarak herbiri birbirine benzerdir. TLRI-TLR2 ve TLR2-TLR6
fonksiyonel ¢iftleri dismotifleri mikrobial dizilerin bir¢ok ¢esidini tanir. TLR10
ise TLR2’ye koreseptdr olarak hareket eder. Benzer olarak TLR7-TLR9 ve
TLR10 ifade profili B hiicreleri ve plazmasitoid dentritik hiicreler (PDCs) ile
sinirli oldugu rapor edilmistir. Bazi patojenler tarafindan B hiicrelerinin
uyarilmast TLR9/TLR10 mRNA ifadesini yiikseltigi ve TLR10’nun B hiicreleri
ve plazmasitoid dendritik hiicreler (PDC) ler tarafindan ifade edildigi
belirlenmistir (Bourke ve Ark., 2003).

Tim insan TLR’leri arasinda yapilan filogenetik analizlerde TLR10,
TLR1 ve 6 ile yiiksek oranda benzerlik gosterir (Sekil 15). Sekans homolojisine
bakildiginda muhtemelen atasal TLR1/6/10, onciil TLR1-6 ve TLR10 iiretmeye
duplike olmustur (Uzma ve Ark., 2005).
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Sekil 15- Insan TLR (hTLR) ailesi iiyeleri arasindaki Evrimsel {liski

TLR2 tarafindan bakterilerden diagil ve triacil lipopeptidlerin
tanimlanmasinda ve ligandin verimli bir sekilde baglamasinda TLR1 ve 6 ile
iligkisi gereklidir. Potansiyel olarak TLR10 bu TLR’lerin koreseptorii olarak
hareket ettigi disiiniilmektedir (Uzma ve Ark., 2005). TLR’lerin homo- ve
heterodimer formasyonla iliskili non-TLR yiizeyleri; immiin sistem modulasyonu
ve ligand tanimlama i¢in dimerizasyon potansiyelini arttirarak, PAMP larin genis
sayida tanimlanmasini saglar. TLR10 agonistleri dogasinin anlasilmasi {izerine,
ilkin TLR10 tek olarak sonrasinda TLR 1,2,6 transfekte olarak NF-xB‘nin
aktivasyonuna yonelik PAMP’larla TLR10 ligandinin iligkilendirilmesine yonelik
calisma sonucu NF-kB indiiklemesinde TLR10 aktif eden bakteriyel kokenli
bilesikler agik¢a belirlenememistir (Uzma ve Ark.,2005). Bunun yaninda, TLR7
ve 9’un aktivasyonu sonucu viral enfeksiyona cevap olarak Tipl IFN’lerin yiiksek
seviyelerde iiretilmesine neden oldugu, ancak TLR10 ligandinin viral olduguna
dair kesin bir delile rastlanilamamistir. Enfeksiyon (EBV, RSV, HIV ve diger
herpes viriisleri ve bakteriyel patojenlerin ¢ogunlugu) sonrasi insan tonsillerinden
izole edilen B hiicreleri ve PDC’lerdeki TLR10 ifadesi gelistigi belirlenmistir
(Tanaka, 2001). Patojen indiiklemesine bagli olarak bu hiicrelerin aktivasyonu
TLR10 ligandiyla ilgili 6nemli ipuglar1 sunmaktadir. Muhtemelen TLR10 asir

sinirl ifade profiline sahip oldugu ve patojen kokenli ¢ok spesifik molekiilii
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tamdig1 diisiiniilmektedir. insanlarda TLR7, 9 ve 10 iiretimi graniilositlerle
ozellikle eozinofillerle, olusum fazinda B hiicreleri ve plazmasitoid dendritik
hiicrelerle (PDC) siirlidir. TLR7 ve 9 i¢in PDC’lerde Tipl IFN’nin uyarilmasi ya
da B hiicrelerinin aktivasyonu ya da CpG motiflerinin varliginda TLRY i¢in
gozlenen sitokin sekresyonu TLR10’un fonksiyonu ya da ligandi agisindan
onemlidir (Bourke ve Ark.,2003).

Insan TLR10, ii¢ ekzona sahiptir ve acik okuma gerceveleri tek bir
ekzonda kodlanir. TLR10 gen yapisinda belirlenen polimorfizmler ekson II
bolgesinde rs4129009 (L775V), rs11466657 (1473T) , rs11466655 (G381D) ,
rs11096955° (1369L) , rs11096956 (P344P) , rs11466653 (M326T) , rs11466651
(V298l), rs11096957° (N241H), rs11466649 (A163S), rs10856838 (113l)
seklindedir. Intronl bdlgesinde rs4274855 (G/A), rs11466640 (C/T), rs11466617
(A/G), rs7653908 (G/C), rs7658893 (G/A) polimorfizmleri belirlenmistir.

Glniimiizde insan TLR10  polimorfizmleri  birgok  hastalikla
iliskilendirilmistir. Insan TLR10 rs4129009 (1775V), rs11096957 (720 A/C),
rs11096955 (1369L) polimorfizmlerindeki homozigot mutant genotipin prostat
kanser riskini azalttigi belirlenmisdir (Chen ve Ark., 2007). insan TLR6-1-10
haplotiplerin belirlemesi iizerine yapilan c¢alismada prostat kanseriyle iligkili
bulunmustur (Stevens ve Ark., 2008). Ayni haplotipler NHL (Non-Hodgkin
Lymphoma ) riskiyle de iliskili bulunmustur (Purdue ve Ark., 2009). Insan TLR6-
1-10 gen kiimesinde sinonim olmayan polimorfizmler lizerine 6zellikle bazi etnik
gruplarda yapilan ¢alismalarda tiiberkiiloz hastalig ile iliskili bulunmustur (Ma ve
Ark., 2007). Insan TLR10 polimorfizmleri nazofaringal karsinoma ile
iliskilendirilmistir (Zhou ve Ark., 2006). Lazarus ve Ark.(2004) G1031T ve
A2322G TLRI10 SNP’lerin Afrika kokenli Amerikalilar ve Avrupa kokenli
Amerikalilar arasinda iki farkli populasyonunda astimla iliskili oldugunu
belirlemislerdir.

Bu caligma ile bir Tiirk populasyonunda ilk kez TLR10 2322 A/G
(rs4129009), 720 A/C (rs11096957) ve 992 T/A (rs11466645) polimorfizimlerine
ait alel sikliklarini belirlemeyi ve bu SNP’lerin KKKA hastaligiyla iliskisinin olup

olmadigini aragtirmay1 amagladik.


http://www.marrow.org/PATIENT/Undrstnd_Disease_Treat/Lrn_about_Disease/NHL/index.html
http://www.marrow.org/PATIENT/Undrstnd_Disease_Treat/Lrn_about_Disease/NHL/index.html
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2- MATERYAL METOD

2.1-Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi:

Calisma kapsaminda ayni bolge de yasayan rastgele secilmis saglikli
kisilerden olusan 157 bireylik kontrol grubu ile Kirim Kongo Kanamali Atesi
hastalig1 tanis1 konmus 88 bireylik hasta grubu ile ¢alisildi. Hasta grubuna ait kan
ornekleri 2009 ve 2010 yili icerisinde Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Aragtirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Bakteriyoloji Anabilim
Dalina hastaligi tespit edilen bireylerden alinmistir. Calisma kapsaminda
kullanilacak hasta ve kontrol grubuna ait kan ornekleri i¢in Cumhuriyet
Universitesi yerel etik kurulundan onay alinmistir (Etik Kurul No: 2009-12/09).

Hastaligin tanisi igin hasta kanindan elde edilen serum 6rnekleri -70°C
saklandi. Akut ve iyilesmis durumdaki hastalardan serum o6rnekleri serolojik ve
virolojik analizler i¢in Ankara’da bulunan Refik Saydam Hifzissthha Merkezi
Viroloji Laboratuarma gonderildi. KKKA enfeksiyon tanisi i¢in tipik klinik ve
epidemiyolojik bulgular temel alindi. ELISA testi ile KKKA viriise 6zgii IgM
belirlendi ve RT-PZR (Real-Time) ile KKKA viriisiin genomik segmenti
belirlendi. Hastalarin %50 bireyi KKKA viriise 6zgii antijen ile %15,9’u RT-PZR
ve %34,1 birey ise her iki teste pozitif sonu¢ vermistir. Hasta grubunun 13 bireyi
KKKA Hastaligindan dolayr hayatini1 kaybetmis bireylerden olusmaktadir.

2.2. DNA izolasyonu:

Bireylerden total genomik DNA izolasyonu Sambrook ve ark., (1989)
tarafindan ~ tanimlanan  standart  fenol-kloroform  protokoliinde  bazi
modifikasyonlar gerceklestirilerek uygulandi. EDTA’L1 tiiplerde saklanan kan
orneklerinden 400ul hacimde ornek 1.5ml’lik ependorf tiiplere aktarildi ve
tizerlerine eklenen 400pul STE homojenizasyon tamponu (0.1 M NaClL. 0.01 M
EDTA, 0.05 M Tris HCI (pH 8), 10% SDS) ile siispanse edildi. 50 pg/ml
konsantrasyona sahip olacak sekilde proteinaz K eklendi ve 55°C’de belirli
araliklarla karistirmak {izere 2-3 saat inkiibasyona birakildi. Ekstraksiyon sonrasi
ekstraktlara iki kez bir hacim fenol, bir hacim kloroform-izoamil alkol (25:24:1)
ekstraksiyonu ve bir kez daha kloroform-izoamil alkol (24:1) ekstarksiyonu

uygulandiktan sonra alkol presipitasyonu yapilarak elde edilen genomik DNA
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1*TE (10 mM Tris HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) tamponunda ¢oziilerek -20°C’de
saklandi.

2.3.Genomik DNA’nin Kalite ve Kantitesinin Belirlenmesi

Bireylerden izole edilen DNA oOrneklerinden Sul alarak, asagida
aciklandig1 gibi, %1°lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak etidyum bromid
ile boyandi. izole edilen DNA numuneleri kalite agisindan (izolasyon sirasinda
hasar goriip gormedigi) incelendi.

Izole edilen DNA’nin konsantrasyonu, spektrofotometre ile 260 nm’de
absorbanslar1 okunarak belirlendi. Stok DNA 6rneklerinden 20 ul alinarak 980 pl
distile su ilave edilip 50 kat seyreltildikten sonra kuvartz kiivetlerde konup
spektrofotometrede absorbansi Olciildii. Ayrica stok DNA’nin 280 nm’de
absorbansi dlgiilerek protein kontaminasyonu olup olmadigi test edildi. Izole
edilen DNA’nin konsantrasyonunu belirlemek icin asagidaki formiilden
yararlanildi:

DNA (png/ml)= 260 nm’deki OD (absorbans) X Sulandirma oran1 X 50
Bir absorbans 50 pg/ml ¢ift iplik¢ikli DNA’ya karsiliktir.

2.4- Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyon iriiniinden yaklasik Sul alinarak, 1ul yiikkleme tamponu
(6X) (%50 gliserol, 0.1 M EDTA, %SDS, %0.1 bromfenol mavisi, Xylen siyanol)
ile karistirildi. TBE tamponu igersindeki (0,089 M Tris, 0,089 M Borik Asit ve
0,011 M EDTA, pH:83 ) %1,55’luk agaroz jelde ayristirildi. Agaroz jelin
hazirlanmasinda, 10X TBE, distile su, 0,5ug/ml etidiyum bromid ve agaroz
(sigma) kullanildi. FElektroforezden sonra, DNA Ultra Viyole 15181 altinda
goriintlilendi ve PZR {iriinleri kontrol edildi.

2.5- PZR Amplifikasyonu

Calisma kapsaminda TLR10 gen bélgesine ait 2322 A/G (rs4129009),

720 A/C (rs11096957) ve 992 T/A (rs11466645) ii¢ polimorfik bolge calisildi. Bu
gen bolgesi Tablo 3’te listesi verilen primer ¢iftleri ve baglanma sicakliklar
kullanilarak amplifiye edildi. PZR reaksiyonlar1 25ul son hacimde, 100 ng kalip
genomik DNA, 0.1 mM dNTP, 3,5 mM MgCl,, TLR10 primerlerinden 5’er pmol
ve 0.25 U Taq DNA polimeraz bulunacak sekilde hazirlanmistir. PZR: 95°C’de 5



36

dakika bir denatiirasyon adimi; 35 dongiiden olusan ii¢ amplifikasyon adimi: (1)
denatlirasyon; 95°C’de 45 saniye, (2) baglanma; farkli polimorfizmlere iliskin
baglanma sicakliklar1 Tablo1’de verilmistir. 45 saniye ve (3) Uzama; 72 °C’ de 30
saniye; final uzama; 72°C’ de 5 dakika 35 dongiiden olusan bir reaksiyonla

gerceklestirilmistir. PZR iirlinleri % 1°lik agaroz jel iizerinde goriintiilendi.

Tablo3- TLR10 SNP lerine ait primerler, baglanma sicakliklari ve restriksiyon enzimleri.

Gen SNP Primerler (Forward/Reverse) Baglanma Restriksiyon
Sicaklig1(°C) Enzimleri
2322 A/IG 5'CCAGAATGAGTGGTGCCATT 3' 56 Vspl
s 4129009 55T ATGTGGTCCCCAACTTCCCS
TLR10 720A/C 5'AGAAGGTAGCCTGCCCATC3' 59 Hinlll
s11096957 5 cGGATCTGAAAGTGTTCCAS!
992 T/A  5'GATGAGGAAATTGAAGGATCT3' 54.2 Xbal
rs11466645

5'CACTGCTACTTCCCCAGTGC3'

2.6- RFLP Reaksiyonu

TLR10’da ¢alisilan polimorfizmlerde bireylerin genotipleri PZR’ye dayali
RFLP (Restriksiyon -kesim- pargasi uzunluk polimorfizmi) metoduyla
belirlenmistir. Ug farkli polimorfizm icin farkli enzimlerin kullanildig
Restriksiyon kesim sartlar1 asagidaki gibidir.

Restriksiyon sindirim

e Distile su ©o35ul

e Enzim 1ol
tamponu

e Rest. Enzim 0,5l

e PZR iiriinii © 5 ul

Toplam hacim : 10 pl

TLR10 lokusu 2322 A/G polimorfizmini belirlemek iizere Vspl (10U/ul,
Vibrio tiirleri) restriksiyon enzimi kullanilmistir. Enzim tamponu (Tris-asetat pH:
7,9, 10mM magnezyum asetat, 66mM potasyum asetat, 0.1mg/ml BSA,

Fermentas) 10 kat1 konsantrasyonda kullanildi.
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Vspl enziminin tanima dizisi asagidaki gibidir:

5'...AT TAAT...3'

3...TAAT TA...5'

TLR10 lokusu 720 A/C polimorfizmini belirlemek iizere Hinlll (10U/ul,
Haemophilus influenzae) restriksiyon enzimi kullanilmistir. Enzim tamponu (Tris-
asetat pH: 7,9, 10mM magnezyum asetat, 66mM potasyum asetat, 0.1mg/ml BSA,

Fermentas) 10 kat1 konsantrasyonda kullanildi.
Hinlll enziminin tanima dizisi asagidaki gibidir:

5'... N"CATGN...3'
3'... NGTAC N...5'

TLR10 lokusu ile 992 T/A polimorfizmini belirlemek tizere Xbal (10U/ul,
Xanthomonas badrii) restriksiyon enzimi kullanilmistir. Enzim tamponu (Tris-
asetat pH: 7,9, 10mM magnezyum asetat, 66mM potasyum asetat, 0.1mg/ml BSA,

Fermentas) 10 kat1 konsantrasyonda kullanildi.
Xbal enziminin tanima dizisi asagidaki gibidir:

5... T CTAGA.. 3
3...AGATC ' T...5
2.7- Sekans Analizi

RFLP sonucu belirlenen genotipleri dogrulamak amaciyla farkli genotipe
sahip (yabanil, heterozigot ve varyant genotip) bireylere ait Orneklerin %5’1
sekans analizi yaptirllmistir. Sekans analizi sayesinde RFLP sonucu olusmasi
muhtemel kismi sindirim riski elimine edilmistir. Bu calismada jelden DNA
ekstraksiyon kiti kullanilarak PZR irtinleri saflagtirilmistir (AXYGEN). Farkl
genotipteki PZR {iriinleri %1 lik agaroz jelde yiirttiildii. Jeldeki her 6rnege ait
bantlar UV altinda bir bistiiri ile kesildi ve temiz bir zeminde kiigiik parcalara

ayrrarak 1,5 ml’lik ependorf tiiplere konuldu. Her bir tiip hassas terazide darasi
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alinarak jel parcalarmmn agirliklart 6lgiildii. Jelden DNA izolasyonu igin
AXYGEN’in DNA jel ekstrasyon Spin Protokolu kullanildi.

PZR bantinin oldugu jel pargasi tiipe yerlestirildi. Hacmi belirlenen her bir
tiip igersindeki jel parcalari {izerine her hacmin 3 kati kadar Tampon DE-A (Jel
¢oziicli) eklendi. Her bir tiip siispanse hale gelene kadar vortekslendi. Her bir tiip
6-8 dak 75 C’ye kadar isitilarak jelin tamamiyla ¢6ziilmesi saglandi. Her 2-3
dakikada bir hafifge tiip vortekslendi ve jelin ¢éziinmesi hizlandirildi. Kullanilan
Tampon DE-A nin yar1 hacminde Tampon DE-B (Baglayici Tampon) eklendi.
Ornek hacmi kadar 1x izopropanol eklendi. Ependorf tiiplere filtrasyon siitunu
yerlestirildi ve 1 dak 15 000 rpm’de santrifiij edildi. Filtrasyon siitunu ¢ikartildi ve
tiipiin dibine inen siv1 pipetle alindi. Sonra tekrar filtrasyon siitunu yerlestirildi ve
tizerine 500ul Tampon W1 (Yikama Tamponu) eklendi. 15 000 rpm’de 30saniye
santrifiij edildi. Filtrasyon siitunu ¢ikarilarak tiip dibindeki sivi pipetle alind1 ve
siitun tekrar yerlestirildi. Uzerine 700ul Tampon W2 (Desalinize Tampon) eklendi
ve 15000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Filtrasyon siitunu ¢ikartild1 ve tiipiin
dibine inen siv1 pipetle alindi. Filtrasyon siitunu yerlestirdikten sonra bir kez daha
700ul Tampon W2 eklendi ve bu kez 15000 rpm’de 1 dak santrifiij edildi.
Filtrasyon siitunu ¢ikartild1 ve tiipiin dibine inen siv1 pipetle alindi. Sonra tekrar
filtrasyon siitunu yerlestirildi. Tiip bir kez daha 15 000 rpm’de 1 dakika santifiij
edildi ve filtrasyon siitunu 1.5 ml’lik santrifiij tiipiine yerlestirildi. Uzerine 65°
C’de 1 dakika bekletilen ¢oziiciiden 30 pl alarak tiipe eklendi. Daha sonra oda
sicakliginda 1 dakika bekletildi ve 15 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Filtrasyon siitunu ¢ikartilarak, tiipiin dibine inen ¢éziinmiis DNAnin 5 pl’si %1’
lik agaroz jelde yiiriitiildii. Fotografi ¢ekildi ve 25 pl lik ¢6ziinmiis DNA 6rnekleri

primerleriyle birlikte dizilemeye gonderildi.

Calismamizda RFLP yontemiyle belirledigimiz genotipler ile sekans
analiz sonuglar1 uyumludur.

Buna gore ;
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2322 A/G polimorfizmi igin eksonll’de 370b¢ lik bolgede 221.
pozisyonda A—G baz degisimi belirlendi.

CCAGAATGAGTGGTGCCATTATGAATTCTACTTTGCCCACCACAATCTCTTCCATGAA
A ATTCTGATCATATAATTCTTATCTTACTGGAACCCATTCCATTCTATTGCATTCCCAC
CAGGTATCATAAACTGAAAGCTCTCCTGGAAAAAAAAGCATACTTGGAATGGCCCAA
GGATAGGCGTAAATGTGGGCTTTTCTGGGCAAACCTTCGAGCTGCT
A/GTTAATGTTAATGTATTAGCCACCAGAGAAATGTATGAACTGCAGACATTCACAGA
GTTAAATGAAGAGTCTCGAGGTTCTACAATCTCTCTGATGAGAACAGATTGTCTATAA
AATCCCACAGTCC TTGGGAAGTTGGGGACCACAT

720 A/C polimorfizmi i¢in ekzonll’de 290b¢’lik bolgede 175.
pozisyonda A—C baz degisimi belirlendi.

TCGGATCTGAAAGTGTTCCACTGATGTATGCCAAACAAATTGTAAGATAAGGAAAAG
GTCGTCCCAGAGTAAATCAACTTTATTAAGCAATAGAACCGATGTCTTAGCATTTTCT
AAACTAAGATTTCGTTGCATTTCATAACTTACAAATTGGCTTTTGCCATCTATATTTGT
C/AATTTCTAATATTTTTGAAGTCTTGATTCCATCACGCAAAAGAACCCAGAAATTTGT
GTCCATTGG TAAAACAATGTGCAGTTTTGTTGTGTTTAAGATGGGCAGGCTACCTTCT

A-992T polimorfizmi igin intronl’de 195b¢’lik bolgede 134. pozisyonda
T—A baz degisimi belirlendi.

GATGAGGAAATTGAAGGATATTGAAGGATATAGAATTCTGAGGACTTTGGGAGATGT
GCCAGGCTTCACGTGGTTGGATTAGACGTAGAACAGAGGTAGTTGGAGTACTAAGAT
TTTACGATATTCATTATTC
AITAGATATTTATTAAGTACCTATTCTGCCAGAAACTTTTCTAGGCACTGGGGAAGTAG
CAGTG

2.8- Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS (13.0) ve POPGEN (1.31) programlar
kullanilarak yapildi. TLR10 genotiplerinin hasta ve kontroller arasindaki
istatistiksel Onemi ve risk katsayis1 (OR) Pearson’un XZ testi kullanilarak
hesaplandi. Olasilik degeri (p) 0,05’ten kiiciik olan degerler istatistiksel olarak
Oonemli kabul edildi. Hasta ve kontrol gruplarinin Hardy-Weinberg analizi
POPGEN (1.31) istatistik programi kullanilarak yapildi.
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3-BULGULAR

Calismamiz tanist kesinlesmis 88 Kirim Kongo Kanamali Atesi hasta
grubu ile 157 saglikli kontrol grubu ile yapildi. Hasta grubu 46 erkek ve 42 kadin
bireyden, kontrol grubu ise 85 erkek ve 72 kadin bireyden olugsmaktadir. (Tablo 4)
Hasta ve kontrol grubu arasinda cinsiyete bagli dagilimda istatistiksel olarak
onemli bir farkliligin olmadig belirlendi ( p:0,079; OR=1.07; %95CI =0.63-1.81).
Hasta grubundaki bireylerin yas ortalamasi 42.3+17.2, kontrol grubundaki
bireylerin yas ortalamasi ise 46.05+12.8’dir (Tablo 4). Hasta ve kontrol grubu
arasinda yasa bagli dagilimda da istatistiksel olarak 6nemli bir farkliligin olmadigi
belirlendi (p:0,708; OR= 0,90; %95 Cl= 0,52-1,54). 88 hastanin 13 bireyi fataldir
(Tablo 4).

Tablo 4. Hasta ve Kontrol populasyonlarina ait demografik bilgiler

HASTA KONTROL
N % N % p-degeri  OR (%95CI)
Ornek Biiyiikliigii 88 157
Cinsiyet
Erkek 46 52,2 85 54,1
Kadin 42 47,8 72 45,9 0.779 1.07 (0.63-1.81)
Yas
Aralik 30-65 25-65
Ortalama+SD 46.05+12.8 42.3+17.2
Erkek 45.0 43.1
Kadin 47.1 41.5 0,708 0,90 (0,52-1,54)
Fatal Birey Sayisi 13
TLR10 2322 A/G Polimorfizmini belirlemek amaciyla RFLP

reaksiyonunda Vspl

enzimi kullanilmistir. PZR

ile 370b¢’lik fragment

cogaltilmistir. PZR tiriinii Vspl ile kesim sonucu GG genotipinde Vspl’in tanima
bolgesi olmamasi nedeniyle 370b¢’lik fragment olusmaktadir. GA genotipinde
370bg, 220bg, 150b¢ ve AA genotipinde 220bg, 150bg fragmentler olusmaktadir
(Sekil 16).
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Sekil 16- TLR10 2322 A/G polimorfizmi i¢in PZR-RFLP jel gorintiisii. GG genotip 370bg (sira:
14,15),GA genotipi 370bg, 220bg,150b¢ (sira: 2,3,6,10,12,13,18) ve AA genotipi 220bg, 150bg
(swra: 1,4,5,7,8,9,11,15,16,17,19). Marker 50b¢.(Fermentas)

TLR10 720 A/C Polimorfizmini belirlemek amaciyla RFLP reaksiyonunda
Hinlll enzimi kullanilmistir. PZR ile ¢ogaltilan 290bg’lik fragment Hinlll ile
kesim sonucunda AA genotipi Hinlll’in tanima bolgesi olmamasi nedeniyle
290bg’lik fragment gézlenmektedir. AC genotipinde 290bg, 175bg, 115b¢ ve CC
genotipinde 175bg, 115bg fragmentler olusmaktadir (Sekil 17).

Sekil 17- TLR10 720 A/C polimorfizmi icin PZR-RFLP jel gériintiisii. AA genotip 290bg (sira:
1,2), AC genotipi 290b¢, 175b¢, 115b¢ (sira: 7,10,11,16) ve CC genotipi 175bg, 115b¢ (sira:
3,4,5,6,8,9,12,13,14,15). Marker 50b¢.(Fermentas)

TLR10 992 T/A Polimorfizmini belirlemek amaciyla RFLP reaksiyonunda
Xbal enzimi kullanilmistir. PZR ile 195b¢ fragment ¢ogaltilmis, PZR firiinii Xbal
ile kesim sonucu AA genotipi Xbal’in tanima bdlgesi olmamasi nedeniyle
195b¢’lik fragment olusur. AT genotipinde 195b¢,138b¢,57b¢ ve TT genotipinde
138bg, 57b¢ fragmentler olusmaktadir (Sekil 18).
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Sekil 18- TLR10 992 T/A polimorfizmi igin PZR-RFLP jel goriintiisi. AA genotip 195bg (stra:
11,14), AT genotipi 195b¢, 138bg, 57bg (sira: 5,10,12,13,17) ve TT genotipi 138bg, 57bg (sira:
1,2,3,4,6,7,8,9,15,16). Marker 50bg.(Fermentas)

Hasta ve kontrol populasyonlarinda TLR10 polimorfizmlerinin alel frekans
dagilimlar1 Tablo 5’te sunulmustur. 2322 A/G polimorfizmi igin A alel frekansi
kontrol grubunda %71,4 ve hasta grubunda%77,2 dir. G alel frekansi dagilimi
kontrol grubunda %28,6 ve hasta grubunda ise %22,8’dir. KKKA hasta ve kontrol
bireyler arasinda alel frekansi dagilimlarinda istatistiksel olarak Onemli bir
farklilik yoktur (p= 0.153). TLR10 720 A/C polimorfizminde ise A aleli kontrol
grubunda %52,3 ve hasta grubunda %64,2 dir. C alel frekans1 dagilimi kontrol
grubunda %47,7 iken hasta grubunda ise %35,8’dir. KKKA hastalarinda TLR10
720 A/C Polimorfizminde alel A frekansi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
onemli oldugu belirlendi (p=0.010). TLR10 992 T/A polimorfizmi i¢in A aleli
frekansi kontrol grubunda %25,1 ve hasta grubunda %27,3 dir. T aleli frekans
dagilimi kontrol grubunda %74,9, hasta grubunda ise %72,7dir. KKKA hasta ve
kontrol bireyler arasinda alel dagiliminda istatistiksel olarak onemli farklilik
yoktur (p=0,608).

Tablo 5. Hasta ve Kontrol populasyonlarinda TLR10 Polimorfizmi i¢in alel frekansi dagilimlar

Kontrol Hasta X2
Polimorfizim N % N % p-degeri
2322 AIG
A 224 (71,4) 136 (77,2)
G 90 (28,6) 40 (22,8) 2,038 0,153
720 A/IC
A 164 (52,3) 113 (64,2)

c 150 (47,7) 63 (35,8) 6,582 0,010
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992 T/A
A 79 (25,1) 48(27,3)
T 235 (74.,9) 128 (72,7) 0,262 0,608

TLR10 2322 A/G polimorfizminde hasta ve kontrol grubu arasinda genotip
dagilimlan istatistiksel ag¢idan 6nemli bir iligki bulunamamistir (p= 0,261). Bu
polimorfizmde hasta grubu Hardy-Weinberg dengesinde iken (p= 0,740) kontrol
grubu Hardy-Weinberg dengesinde degildir (p=0,015) (Tablo 6).

TLR10 720 A/C polimorfizminde hasta ve kontrol grubu arasinda genotip
dagilimlan istatistiksel agidan 6nemli oldugu bulunmustur (p= 0,023). TLR10 720
A/C polimorfizminde hasta (p= 0,142) ve kontrol (p=0,429) gruplarinin genotip
dagilimlar1 Hardy-Weinberg dengesindedir (Tablo 6).

TLR10 992 T/A polimorfizminde hasta ve kontrol grubu arasinda genotip
dagilimlar istatistiksel agidan 6nemli bir iliski bulunamamistir (p=0,213). TLR10
992 T/A polimorfizminde kontrol grubu Hardy-Weinberg dengesinde iken (p=
0,720), hasta grubu Hardy-Weinberg dengesinde degildir (p=0,022) (Tablo 6).

Tablo 6.Hasta ve Kontrol populasyonlarinda TLR10 polimorfizmi i¢in genotip frekansi dagilimlar
Kontrol Hasta

Polimorfizim 12 p-degeri
N % N %

2322 AIG

AA 86 (54,7) 53 (60,2)

AG 52 (33,1) 30 (34,2)

GG 19 (12,2) 5 (5,6) 2,684 0,261

x? 5,881 0,109

p-degeri* 0,015 0,740

720 AIC

AA 40 (25,4) 33 (37,5)

AC 84 (53,5) 47 (53,4)

cc 33 (21,1) 8(9,1) 7,530 0,023

a 0,624 2,152

p-degeri* 0,429 0,142

992 T/A

TT 87 (55,5) 50 (56,8)

AT 61(38,8) 28 (31,6)

AA 9(5,7) 10 (11,6) 3,094 0,213
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1 0,128 5,187

p-degeri* 0,720 0,022

*Hardy Weinberg analizi i¢in p degeri

Hasta ve kontrol populasyonlari arasinda TLR10 polimorfizmlerinin
genotip dagilimina bagl hastalik i¢in risk tahminleri Tablo 7°de verilmistir.

TLR10 2322 A/G polimorfizminin tiim genotip karsilastirmalarinda hasta
ve kontrol gruplart arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir iliski bulunamamastir.
Hasta ve kontrol arasinda TLR10 2322 A/G polimorfizmi AA genotipinin, AG ile
karsilastirilmast sonucu 0,819, GG genotipiyle karsilastirilmas: sonucu 0,102 ve
AG+GG genotipiyle karsilagtirilmasi sonucu 0,40 olarak p degeri elde edilmistir
(Tablo 7).

TLR10 720 A/C polimorfizminde AA genotipinin AC genotipiyle
karsilastirilmasi sonucu istatistiksel olarak anlamli bir iliski elde edilemezken
(p=0,191, OR=0,67; %95 CI=0,37-1,21), CC genotipi ile karsilastirilmasi sonucu
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p= 0,006, OR= 0,29; %95CI =
0,12-0,72). Ayrica AA genotipinin AC+CC genotip kombinasyonu ile
karsilastirilmasi sonucu istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ elde edilmistir (p=
0,048, OR=0,57; %95CI= 0,32-0,99) (Tablo 7).

TLR10 992 T/A polimorfizminde TT genotipinin AA genotipiyle
karsilagtirilmast sonucu istatistiksel olarak anlamli iliski tespit edilememesine
ragmen AA genotipine sahip bireyler 1,93 kat daha yiiksek risk grubunda oldugu
tespit edilmistir (p= 0,175, OR=1,93; %95CI= 0,73-5,07). Ayrica TT genotipinin
hem TA hem de TA+AA genotip kombinasyonuyla karsilastirilmasi sonucu
istatistiksel olarak onemli bir iligki tespit edilememistir (TA i¢in p= 0,437, OR=
0,79; %95 Cl= 0,45-1,40; TA+TT i¢in p= 0,83, %95CI= 0,55-1,59) (Tablo 7).
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Tablo 7. Hasta ve Kontrol populasyonlart TLR10 Polimorfizmi igin genotip frekansi ve risk
degerleri

Polimorfizim rontrol rasta X p-degeri OR (%95Cl)

N % N %
2322 AIG
AA 86 (54,7) 53(60,2) ref
AG 52 (33,1) 30(342) 005 0819 0,93 (0,53-1,64)
GG 19 (12,2) 5 (5,6) 267 0102 0,42 (0,15-1,21)
AG+GG 71 35 068 0,400 0,80 (0,47-1,35)
720 AIC
AA 40 (25,4) 33 (37,5) ref
AC 84 (53,5) 47(534) 171 0191 0,67(0,37-1,21)
cc 33 (21,1) 8(9,1) 752 0,006 0,29(0,12-0,72)
AC+CC 117 (746)  55(625) 389 0,048 0,57(0,32-0,99)
992 T/A
T 87 (55,5) 50 (56,8) ref
TA 61(38.,8) 28(31,6) 060 0437 0,79 (0,45-1,40)
AA 9(5,7) 10(116) 183 0175 1,93 (0,73-5,07)
ATHTT 70 38 004 0830 0,94 (0,55-1,59)

Erkek hasta ve kontrol populasyonlar1 arasinda TLR10 2322 A/G
polimorfizmi agisindan tiim genotiplerde istatistiksel olarak anlamli iliski tespit
edilememistir (AG i¢in p= 0,343,0R= 0,68; %95CI= 0,31-1,50, GG i¢in p= 0,083,
OR= 0,26; %95CI= 0,05-1,29, AG+GG i¢in p= 0,116, OR= 0,57; %95CI= 0,27-
1,20) (Tablo 8).

Erkek hasta ve kontrol populasyonlari arasinda TLR10 720 A/C
polimorfizmi agisindan AA genotipinin CC genotipiyle karsilagtirilmasi sonucu
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p= 0,004, OR= 0,12 ; %Cl=
0,02-0,58) (Tablo 8). Bu polimorfizmin AA genotipinin AC ve AC+CC genotipleri
karsilastirilmasi sonucu istatistiksel olarak anlamli iligki bulunamamistir (AC igin
p=0,601,0R= 0,81; %95CI= 0,36-1,7, AC+CC i¢in p= 0,155, OR= 0,57; %95Cl=
0,27-1,23).

Erkek hasta ve kontrol populasyonlari arasinda TLR10 992 T/A
polimorfizminde AA genotipi tasiyan bireyler 1,35 kat riske sahipken, tiim genotip
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karsilagtirilmalarinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunamamuistir (TA igin p=
0,226,0R= 0,60; %95CI= 0,27-1,36, AA i¢in p= 0,643, OR= 1,35; %95CI= 0,37-
4,80, TA+AA i¢in p= 0,391, OR=0,72; %95CI= 0,34-1,80) (Tablo 8).

Tablo 8. Erkek Hasta ve Kontrol populasyonlarinda TLR10 genotipleri arasindaki risk degerleri

Polimorfizim rontrol esa p-degeri  p*degeri  OR (%95Cl)

N % N %
2322 AIG
AA 44(52,7)  30(653) ref
AG 30(352)  14(304) 089 0,343 0,68 (0,31-1,50)
GG 11(12,1) 2(43) 300 0,083 0,073  0,26(0,05-1,29)
AG+GG 41(473)  16(347) 246 0,116 0,57(0,27-1,20)
720 AIC
AA 23(27,1)  18(39,1)  ref
AC 41(482)  26(565) 027 0,601 0,81(0,36-1,7)
cc 21(247)  2(44) 850 0,004 0,003  0,12(0,02-0,58)
AC+CC 62(72,9)  28(609) 202 0,155 0,57(0,27-1,23)
992 T/A
T 47(553)  29(63,1) ref
TA 32(376)  12(261) 146 0,226 0,60 (0,27-1,36)
AA 6 (7.1) 5 (10,8) 021 0,643 1,35 (0,37-4,80)
TASTT 38(44,7)  17(369) 073 0391 0,72 (0,34-1,80)

* Fisher exact testi i¢in p degeri

Kadin hasta ve kontrol bireyleri arasinda TLR10 2322 A/G
polimorfizminde AG genotipi tasiyan bireyler 1,32, AG+GG genotip
kombinasyonu ise 1,15 kat riske sahipken, tiim genotip karsilastiriimalarinda
istatistiksel olarak anlamli iliski bulunamamistir (AG igin p= 0,497,0R= 1,32;
%95CI= 0,58-3,01, GG i¢in p= 0,600, OR= 0,68; %95Cl= 0,16-2,83, AG+GG i¢in
p= 0,710, OR= 1,15; %95CI= 0,53-2,49) (Tablo 9).

Kadinlarda TLR10 720 A/C polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol
bireyler arasindaki tiim genotip karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli
iliski bulunamamustir (AC i¢in p= 0,294, OR= 0,63; %95CI= 0,26-1,49, CC igin
p= 0,265 OR= 0,51; %95CI= 0,15-1,66, AC+CC i¢cin p= 0,224, OR= 0,60
%95CI= 0,26-1,37) (Tablo 9).
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Kadinlarda 992 T/A polimorfizminde tiim genotipler agisindan hasta ve
kontrol bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmazken, TLR10
992TT genotipine sahip kadinlar 3,17 kat daha yiiksek risk grubunda tespit
edilmigtir (TA i¢in p= 0,904,0R= 1,05; %95CI= 0,46-2,35, AA i¢in p= 0,123,
OR= 3,17; %95CI= 0,69-14,59, TA+AA i¢in p= 0,566, OR= 1,25; %95Cl= 0,58-
2,68) (Tablo 9).

Tablo 9- Kadin Hasta ve Kontrol populasyonlarinda TLR10 genotipleri arasindaki risk degerleri

. . Kontrol Hasta 5 o o

Polimorfizim X p-degeri p*degeri  OR (%95ClI)
N % N %

2322 AIG
AA 42 (58,3) 23(54,7)  ref
AG 22(30,5) 16(38,1) 0,49 0,497 1,32 (0,58-3,01)
GG 8(11,2) 372 027 0,600 0,439 0,68 (0,16-2,83)
AG+GG 30 (41,7) 19 (453) 0,13 0,710 1,15 (0,53-2,49)
720 A/C
AA 18 (25,0) 15(357) ref
AC 40 (55,5) 21(50,0) 1,10 0,294 0,63 (0,26-1,49)
cc 14 (19,5) 6(143) 1,24 0,265 0,51 (0,15-1,66)
AC+CC 54 (75,0) 27 (64,3) 1,48 0,224 0,60 (0,26-1,37)
992 T/A
T 40 (55,5) 21(50,0)  ref
TA 29 (40,3) 16(38,1) 0,01 0,904 1,05 (0,46-2,35)
AA 3 (4,2) 5(11,9) 2,37 0,123 0,126 3,17(0,69-14,59)
TA+AA 32 (44,5) 21(50,0) 0,32 0,566 1,25 (0,58-2,68)

* Fisher exact testi i¢in p degeri
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4- TARTISMA SONUC

Bu ¢alisma bir Tiirk populasyonunda ilk kez KKKA ile TLR10 gen
polimorfizmleri arasinda iliskinin arastirilmasi lizerinedir. KKKA kene iizerinde
taginan Kirim Kongo Kanamali Atesi Virlislinlin neden oldugu ve enfeksiyonun
klinik seyri baz1 bireylerde hafif bulgular bazilarinda ise mortalite ile sonuglanan
bir hastaliktir. Tiirkiye’de 8 farkli bolgedeki KKKA hastalar1 arasinda yapilan
calismada viriis suslarinin benzer gruplar oldugu belirlenmistir (Midilli ve Ark.,
2007). Bu benzer suslarin bazi hastalarda hafif septomlara neden olurken bazi
hastalarda oliimle sonuglanmasinin nedenleri bugiinkii bilgimizle tam olarak
aciklanamamaktadir.

Bireylerdeki bagisiklik sisteminde etkili olan genlerdeki tek niikleotid
polimorfizmleri bagisik cevabin farkli olusmasinda etkili olabilir. Ancak bir¢ok
farkli tek niikleotid polimorfizminin igerisinden hangisinin ilgili hastalikla iligkili
olabileceginin belirlenmesi su ana kadar yapilan tiim calismalardaki en biiyiik
giicliiklerdir. Kisiye 0Ozgii tedavi olanaklarinin gergeklestirilebilmesi bilim
insanlarmin yeteri kadar giivenilir ve polimorfik bolgeleri hastaliklarla
iligkilendirebilen bir veri tabani olusturmasina baghdir. Son yillarda genetik
polimorfizmlerin herhangi bir hastaliga yatkinlik derecesinin tesbiti ve tedavi
seklinin belirlenmesi ac¢isindan 6nemli oldugunun anlasilmasi, bu alandaki

bilimsel ¢aligsmalar1 arttirmistir.

Bir polimorfizmin etkisi o polimorfizmin yerlesimine baghdir. Genin
kodlanan bolgesinde, yani eksonunda meydana gelen farkliliklar protein dizisini
etkileyebileceginden proteinin yapist ve fonksiyonu degisebilir. Ayrica proteini
kodlayan boélgelerin disinda, genin diizenleyici bolgede veya intron dizilerde de
niikleotid degisiklikleri gozlenebilir. Genin promotor bolgesinde transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasi i¢in uygun DNA motifleri vardir. Bu bdélgede meydana
gelen polimorfizmler transkripsiyon faktorlerinin baglanmalarini veya baglanma
etkinliklerini degistirebilir. Boylece genin transkripsiyon aktivitesi artabilir veya

azalabilir. mRNA kopyasimin kaliciligi ve dayanikliligimmi ise 3'UTR bolgesi
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etkiler. Bu bolgedeki polimorfizmler, mRNA kaliciligin1 diizenleyen proteinlerin
mRNA’ya baglanmasini etkileyebilir ve sentez edilen protein miktarinin
degismesine neden olabilir. Polimorfizm ve hastalik iligkisini arastiran
caligmalarda kullanilan hasta ve kontrol grubunun etnik kokeni onemlidir.
Ciinki genetik cesitlilik, farkl etnik gruplarda farkli allel frekanslarinin ve farkl
hastalik risklerinin ortaya c¢ikmasina neden olur. Dolayisiyla olusan
polimorfizmlerin hastalik {izerindeki etkileri de c¢alisma grubunun etnik
kokenine gore degisebilir.

Tek niikleotid polimorfizmleri bireylerin hastaliga karsi hassasiyetinin
anlagilmasi, ilaglara duyarlilig1 ve yan etkiler gibi konularda, hastanin genotipine
gore bireysel tedavi seceneklerinin gelistirilmesinde, yeni terapotik hedeflerin
belirlenmesinde oldukc¢a Onemlidir. KKKA hastalarindaki klinik sonuglarin
farkli olmasi nedeniyle bireylerin immiin sistem gen polimorfizmi dikkat
cekicidir.

Memelilerde dogal immunitenin aktivasyonunu takiben spesifik T ve B
lenfosit klonal secilimi ile karakterize adaptif immunitenin aktivasyonu izler.
Adaptif immunitenin aktivasyonu i¢in bilgiler cogunlukla dendritik hiicrelerle
(DC) saglanmistir. Periferdeki olgunlasmamis DC’ler endositoz ig¢in yiiksek
kapasiteye sahiptirler. Olgunlasmamis DC’ler mikrobiyal komponentler
tarafindan aktive edilir ve olgun hale gelir. Olgun DC’ler endositoz kapasitesini
kaybeder, hiicre hatlarina gé¢ eder ve burada naif T lenfositleri ile etkilesip
adaptif immiin yanit1 baglatir.

TLR ler Tipl zar kat eden hiicreleridir ve hiicre zarinda ya da hiicre igi
kompartimanlarda bulunur. TLR ler bakterilerden viriislere genis ¢apta patojen
tanir. Onlar hiicre i¢i adaptor proteinlerle etkileserek transkripsiyon faktorleri aktif
ederler. Inflamatuar sitokinlerin ve sonrasinda adaptif immiinitenin aktivasyonuna
yol agarlar. KKKA enfeksiyonuna benzer olan kanamali ateslerin TLR leri farkli
yollarla aktif ettigi belirlenmistir. Okumura ve Ark.(2009) ebola viriisiiniin TLR4
sinyal yolunu uyardigini belirlemislerdir. KKKA infeksiyonuyla TLR aracili
immiin cevap uyarilmasi hakkinda kesin bir kanit yoktur. Engin ve Ark. (2010)

TLR 8 (MetlVal ve -129C/G) ve TLR9 (-1486T/C) polimorfizmlerin KKKA
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hastaliginin klinik tablosunda etkili oldugunu bulmuslardir. Ancak bu SNP ler
TLR8-9 protein ifadesini ve fonksiyonunu ne sekilde etkiledigi bilinmemektedir.
Arslan ve Ark. (yaymlanmamis veri) KKKA hastalarinda NF-xB/ 94D ve NF-
kBIA 3'UTR G alellerinin bir risk faktorii olabilecegini belirlemislerdir.

TLR1, TLR2 ve TLR5’in ekspresyonu olgunlasmamis DC’lerde gozlenir,
fakat DC’ler olgunlastiginda azalir. TLR3 ve TLR10 ise yalnizca olgun DC’lerde
eksprese edilir. Ayrica LPS, CpG DNA, lipoprotein ve mikobakterilerin hiicre
duvar iskeleti gibi cesitli bakteriyel komponentlerin TLR araciligiyla DC’lerin
olgunlagmasi i¢in indiikledigi belirlenmistir. Bu bulgulardan hareket edilerek,
TLR’lerin DC’lerin olgunlasmasinda kritik yer aldigi ve adaptif immunitenin
aktivasyonunu baglattig1 distiniilmektedir (Schreibelt ve Ark., 2010). Bununla
beraber, TLR’lerin adaptif immunitedeki rollerini tamamen anlamak icin hala bazi
sorulara yanit bulunmasit gerekmektedir. TLR’leri aktive eden mikrobiyel
komponentlerin timii DC’ler tarafindan IL-12 yapimimi indikler ve Thl
hiicrelerin gelismesine yol agar. Dogal immunitenin Thl (Tipl T yardimct hiicre)
ve Th2 (Tip2 T yardime1 hiicre) sitokin gelisimi arasindaki dengeyi nasil regiile
ettigi hala agiklanamamuistir.

Tipik olarak Kanamali Ates Viriis replikasyonu, dogal bagisikligir hizla
aktif eder. TLR araciligr ile dentritik hiicreler, interferonlar ve diger sitokinler,
dogal oldiiriiciiler (NK), kompleman proteinler kodlayan genler aktiflesir.
Ardindan enflamatuar sitokinlerin sentezi ve sekresyonu gercekleserek, 16kositler
enflamasyonun oldugu bdlgeye ¢ekilir. Immiin sistemin viriis zarfin1 harap ederek
virlis partikiillerini fagosite ettigi diistiniilmektedir (Lauzon ve Ark., 2007).

KKKA Viral patogenezi hakkinda ¢ok fazla bilgiye sahip olmamakla
birlikte viral kanamali ateslerin patogenezi benzerlik gostermektedir (Bray, 2007).
Viral kanamali ates etkenleri arasinda, her bir etkenin patofizyolojisi farkliliklar
gosterse de mikrovaskiiler hasar ve hemoztasin bozulmasi gibi temel ortak
ozellikler 6ne c¢ikar. KKKA patogenezinde kan ve endotel hiicrelerin hedef
hiicreler oldugu agiktir. Dogrudan endotel hiicrelerinde ¢ogalma veya
mononiikleer hiicrelerden salinan sitokin, kemokin ve diger mediatorlerin

etkisiyle endotel aktivasyonu ve bariyer fonksiyonunda bozulma gergeklesir. Thl
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lenfositler viral infeksiyonlarda TNF-a ve IFNy tiretir. Makrofaj aktivasyonuna ve
IL-1/IL-6 sekresyonuna 6nayak olur. TNF-a viral infeksiyonlarda en énemli rolii
erken salgilanan sitokin olmasidir. TNF-o noétrofillerden siiperoksit iyonu,
hidrojen peroksit, elastaz ve kollojenaz salinimini ve sentezini uyarir. KKKA
hastalarinda viriisle enfekte olmus endotelyum ya da salgilanan sitokin hasar1 bazi
vazodilatdr bilesenlerin iiretilmesini uyarir. Ornegin, piht1 agregasyonu ve
koagiilent proteinlerin aktivasyonu gibi. Koagiilasyonun aktivasyonu DIC (yaygin
damar i¢i pihtilasma) gelisimine ve organ kaybina neden olur. Ayrica makrofaj
aktivasyonu ve sitokin sekresyonunu takiben KKKA’da igeren bir¢ok kanamali
ates hastaliklarinda hemofagositoz ortaya ¢ikar. Hastalarda 6nemli bir bulgu olan
hemofagositoz sitopeniye neden olur ve Oliim riskini arttirir. Ergoniil ve Ark.
(2006) TNF-a, IL-1 ve IL-6’nin KKKA fatal hastalarda oldukga yiiksek seviyede
oldugunu belirlemislerdir. KKKA yiiksek morbidite ve mortalitesinden sorumlu
tutulan sitokin firtinasmin (hipersitokinemi) yiiksek 6liim oranlaryla iliskili
oldugu saptanmistir. Genel kaniya gore viral kanamali ateslerde Oliimiin kan
kaybina bagli olarak gelisecegi zannedilsede, 6liimden septik sok ve ¢coklu organ
yetmezligi sorumludur (Peters ve Zaki, 2006). KKKA hastalarinda metobolik
profilde meydana gelen degisiklikler TNF-a, IL-1/IL-6 gibi inflamatuar sitokinler
araciligla gerceklesir. Bu metabolik degisiklikler sonucu proteiniiri ve hematiiri
olusur. Hiicre enerji metabolizmasinin saglanmasi ilk asamada miimkiinken daha
sonra hastaligin ileri safthalarinda saglanamaz. Bu durumda dokulara oksijen
taginimi bozulur ve hipoksi gelisir. Kim ve Ark. (2010) hiicrede (oksitatif stres)
hipoksi gelistiginde {retilen reaktif oksijen tiirlerin (ROS), monosit THP-1
hiicrelerde TLR10 ifadesini ve fonksiyonunu arttiran ikinci mesajc1 olarak gorev
yaptigini belirlemislerdir.

Calismamizda bir Tiirk Populasyonunda TLR10’a ait {ic polimorfik
bolgede alel ve genotip belirlenmis ve KKKA hastaligiyla iligkisi aragtirilmistir.
KKKA hastaliginda bu polimorfizm cinsiyete ve yasa bagl olarak hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak Onemli fark goriilmemektedir
(p>0,05) (Tablo 4). KKKA hasta ve kontrol bireyler arasinda alel frekansi
dagilimlarinda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik yoktur (p>0,05) (Tablo 5).
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Tirk populasyonuna ait yapilan bu calisma, diger populasyonlara ait

calismalarla karsilastirildiginda bazi alel sikliklarinda benzerlikler goriiliirken,

bazi alel sikliklarinda farkliliklar goériilmiistir. TLR10 2322 A/G polimorfizmi

icin, A aleli Beyaz 1rk populasyonunda %85, Cin populasyonunda %57, Afrika

kokenli Amerikali populasyonunda %95,8, Kuzey Amerika populasyonunda %80

oraninda goriilmiistiir (Tablo10).

Tablol10- Farkli populasyonlarda tespit edilen TLR10 Gen polimorfizminin alel ve genotip

sikliklarinin dagilimi ve Tiirk Populasyonuna ait sonuglarla karsilastiriimasi

Beyaz itk Cin Afrika Amerika Kuzey
TLR10 (Chen ve (Park ve (Altsahra) (Afrika kokenli) Amerika Tiirk
polimorfizmi Ark Ark 2010)  (Barreiro ve Ark  (Lazarus ve Ark (Lazarus ve
2007) 2009) 2004) Ark 2004)
2322 AIG
A 85.0 57.0 - 95.8 80.1 71.4
G 15.0 43.0 - 4.2 19.9 28.6
AA 70.0 32.6 - 91.7 64.6 54.7
AG 30.0 48.8 - 8.3 31.0 33.1
GG - 18.6 - - 4.0 12.2
720 A/IC
A 72.5 30.0 50.0 54.2 64.6 52.3
C 27.5 70.0 50.0 45.8 354 47.7
AA 50.0 4.5 - 33.3 40.7 254
AC 45.0 51.1 1 41.7 47.8 53.5
CcC 5.0 444 - 25.0 115 21.1
992 T/A
T 70.8 47.7 1.0 95.7 50.0 74.9
A 29.2 52.3 - 4.3 50.0 25.1
TT 50.0 25.0 1 91.3 - 55.5
TA 41.7 45.5 - 8.7 1 38.8
AA 8.3 29.5 - - - 5.7

TLR10 2322 A/G polimorfizmi tim genotip dagilimlarinda istatistiksel
olarak 6nemli olmadig1 tespit edilmistir (p>0,05) (Tablo 6). TLR10 2322 A/G

polimorfizminin farkl etnik kdkenlerdeki genotip dagilimina bakildiginda Beyaz
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irk ve Amerika (Afrika kokenli) populasyonlarda varyant tip gozlenmezken,
Kuzey Amerika, Beyaz itk ve Tiirk populasyonlarin heterozigot varyant tipin
yakin degerlerde oldugu gosterilmistir (Tablo 10). Calismamizda bu polimorfizme
ait fatal bireyler arasinda AA genotipine sahip birey belirlenemezken, 7 birey AG
genotipine ve 6 birey ise GG genotipine sahiptir. TLR10 2322 A/G polimorfizmi
hasta ve kontrol grubu arasinda risk katsayilarini belirlemek {izere hasta ve
kontrol grubu arasinda tiim genotip karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli
iliski tespit edilememistir (Tablo 7). Benzer olarak Enevold ve Ark. (2009) MS
(coklu skleroz) hastaligr ile ayni polimorfizm arasinda cinsiyete bagli olarak
istatistiksel olarak iliski bulamamislardir. Ayni sekilde Park ve Ark. (2010)
cocukluk doneminde gozlenen IgA nefropatisi ile bu polimorfizm arasinda bir
iliski bulamamustir.

TLR10 720 A/C polimorfizminde ise A aleli kontrol grubunda %52,3 ve
hasta grubunda %64,2°dir. C alel frekans1 dagilimi kontrol grubunda %47,4 iken
hasta grubunda ise %35,7°dir. KKKA hastalarinda TLR10 720 A/C
polimorfizminde alel A frekansi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
onemlidir (p=0.010) (Tablo 5). TLR10 720 A/C polimorfizminde farkli etnik
kokenlerde olduk¢a degisken alel frekansi dagilimi goziikmektedir (Tablo 10).
Beyaz irk populasyonunda A alelinin sikligi %72,5, Cin populasyonunda %30,
Afrika populasyonunda %50, Afrika kokenli Amerikalilarda 9%54,2, Kuzey
Amerika populasyonunda %64,6 oraninda belirlenmistir. Calistigimiz 6rneklem
grubunda ise A alelinin siklig1 %52,3 oraninda ve Afrika ile Afrika kokenli
Amerikali populasyonuna yakin oldugu belirlenmistir. TLR10 720 A/C
polimorfizminde hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimlar istatistiksel
acidan Onemli oldugu bulunmustur (p= 0,023). Bu polimorfizme ait fatal
bireylerin 5’1 AA genotipine, 7’si AC genotipine ve 1 birey ise CC genotipine
sahiptir. TLR10 720 A/C polimorfizminde farkli etnik kdkenlerde oldukca
degisken genotip frekansi dagilimi gostermektedir. Beyaz irk populasyonunda
varyant tip %5 iken, Cin populasyonunda %44.4 oraninda yiiksek genotip
dagilima sahiptir. Afrika populasyonunda yalnizca varyant heterozigot genotip
gozlenmektedir (Tablo 10). TLR10 720 A/C polimorfizminde AA genotipinin AC
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genotipiyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde
edilemezken (p>0,05), CC genotipi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir sonug¢ elde edilmistir (p= 0,006). Ayrica AA genotipinin AC+CC
genotip kombinasyonu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sonug
elde edilmistir (p= 0,048) (Tablo 7). Bu polimorfizm KKKA hastalig1 i¢in bir risk
faktorli olarak goriilmektedir. KKKAV gibi negatif polariteli tek zincirli RNA
virlisli olan RSV 6zellikle bebeklerde mortaliteyle sonuglanan ciddi solunum yolu
enfeksiyonlarina neden olur. Mairaparambil ve Ark. (2008) RSV enfekte hastalari
720 A/C polimorfizmiyle iliskili bulmuslardir. Zhou ve Ark. (2006) bir DNA
virlisi  EBV’nin neden oldugu nazofaringal karsinoma ile 720C genotipini
iligkilendirmislerdir. Buna gore mutant alelin, EBV’nin tanimlanmasinda ve
inflamasyonun diizenlenmesinde bireysel riski arttirabilecegi yoniindedir. Ayrica
Stevens ve Ark. (2008) prostat kanserli hastalarda ayni polimorfizme ait
homozigot varyant genotipin prostat kanser riskini azaltigini belirlemislerdir.

Erkek hasta ve kontrol populasyonlar1 arasinda TLR10 720 A/C
polimorfizmi agisindan AA genotipinin CC genotipiyle Kkarsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli iliski tespit edilmistir (p=0,004) (Tablo 8). Bu
polimorfizmin AA genotipinin AC ve AC+CC genotipleri karsilastirilmasi sonucu
istatistiksel olarak 6nemli iligki bulunamamistir (Tablo 8). Kadinlarda TLR10 720
A/C polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol bireyler arasindaki tiim genotip
karsilagtirmalarinda istatistiksel olarak onemli iliski bulunamamistir (p>0,05)
(Tablo 9).

TLR10 992 T/A polimorfizmi igin A aleli frekans1 kontrol grubunda %25,1
ve hasta grubunda %27,2°dir. T aleli frekans dagilimi kontrol grubunda %74,8,
hasta grubunda ise %72,7°dir. KKKA hasta ve kontrol bireyler arasinda alel
dagiliminda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik yoktur (p>0,05) ( Tablo 5).
TLR10 992 T/A polimorfizminde T alelinin frekansi Beyaz irk populasyonunda
%70,8, Cin populasyonunda %47,7, Afrika populasyonunda %100, Afrika kokenli
Amerikal1 populasyonunda %95,7, Kuzey Amerikalilarda %350 oraninda
goriilmistiir. 992 T/A polimorfizminde Afrika populasyonunun polimorfik

olmadigr  gosterilmistir (Tablo 10). Tirk populasyonunda 992 T/A
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polimorfizminde T alelinin frekansi %74,9 oranindadir ve daha ¢ok Beyaz irk
populasyonuna yakin oldugu goriilmiistir (Tablo 10). TLR10 992 T/A
polimorfizminde hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimlar1 agisindan
istatistiksel agidan O6nemli bir iliski bulunamamustir (p>0,05). TLR10 992 T/A
polimorfizminde kontrol grubu Hardy-Weinberg dengesinde iken (p= 0,720),
hasta grubu Hardy-Weinberg dengesinde degildir (p= 0,022) (Tablo 6). Bunun
nedeninin 6rnek sayisinin diisiik olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. 992
T/A polimorfizminde farkli populasyonlarin genotip sikliklar1 ile yapilan
karsilastirmalarda Beyaz 1tk ve Tiirk populasyonlari T alelinin olusturdugu
genotipler arasinda c¢ok biiyilk fark olmadigi goriilmektedir. Afrika kokenli
Amerikalilarda ise TT genotip sikligi oldukca yiiksek oldugu belirlemis ve A
aleline ait genotipe rastlanmamustir (Tablo 10). TLR10 992 T/A polimorfizminde
TT genotipinin AA genotipiyle karsilastirilmasi sonucu istatistiksel olarak anlamli
bir iliski tespit edilememesine ragmen AA genotipine sahip bireyler 1,93 kat daha
yiksek risk grubunda oldugu tespit edilmistir. Calismamizda 992 T/A
polimorfizmi i¢in fatal bireylerden TT genotipine sahip 7 birey, TA genotipine
sahip 3 birey ve AA genotipine sahip 3 birey belirlenmistir.

Kruif ve Ark. (2008) KKKA infeksiyonuna benzer viral hemorajik atese
neden olan Dengue viriis infeksiyonunun primer ve sekonder asamalarinda farkl
TLR lerin ve farkli immiin cevaplarin aktif oldugunu belirlemislerdir. Hastalik
siddeti ates, kanama, sok sendromu gibi agamalariyla olusan interferon yolagiyla
iligkili sitokinlerin yukari sinyal i¢in diizenleme ve niikleer faktor kappa B
yolagiyla iliskili sitokinlerin asagi sinyal i¢in diizenleme seklinde immiin cevabin
farklilasmasini iliskili bulmuslardir. Ayrica TLR10 geni mRNA istatistiksel
analizinde hastaligin siddetli donemlerinde iligki bulunmadigi halde hastaligin
tyilesme doneminde TLR1 ve TLR10 ifadesinin 6nemli olma egilimi gosterdigini
belirlemislerdir. Benzer olarak KKK Atesinde de hastalarda farkli klinik
sonuglarin olmasi1 TLR leri de igeren dogal immiin sistemin varyasyonlariyla
iligkili olabilir. Genlerin regiilator (diizenleyici) bolgelerinde bulunan polimorfik
aleller genlerin transkripsiyonel regiilasyonunu etkileyerek  fenotipik

degisikliklere neden olabilir. TLR genlerindeki polimorfizm inflamatuar ya da
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antienflamatuar sitokin iiretimini ve konsantrasyonunu etkileyebilir. Genetik
polimorfizmlerin enfeksiyona yatkinlik ve hastalarda mortalite artisi ile iligkili
oldugu saptanmistir (Ergoéniil ve Ark., 2009).

TLR10 disinda diger TLR iiyelerinin spesifik ligandlar1 tanimlanmis
olmasina ragmen baska ligandlarla da iligkili olabilecegi belirlenmistir. 2001
yilinda kesfedilmis olan TLR3’lin bazi viriislerin genetik materyali olan ¢ift
zincirli RNA’lar1 tamidig1 belirlendi. Daha sonra, Barton ve Ark. (2007) TLR3’iin
bir DNA viriisiiniin neden oldugu MCMYV (fare sitomegalo viriis) enfeksiyonuna
kars1 da savunmada 6nemli rol oynadigin1 bulmuslardir. Bu veri TLR’in giiniimiiz
literatiiriinde kayitli olmayan baz1 viral proteinleri de tanidigini gosteriyor.

Lokositler arasinda TLR10 ifadesi B lenfositlerde oldukca yiiksektir ve
CpG DNA gibi B hiicre aktivatorlerin etkisiyle sayilari artar. Cocukluk
donemlerinde yogun olarak CpG DNA’ya maruz kalma ileriki yaglarda atopik
(Alerjik reaksiyonlar1 gelistirmeye yonelik bir kalitsal yatkinlik) hastalik
yaygmligin1 biiytik 6l¢iide arttirmaktadir. Buna iliskin, Lazarus ve Ark.(2004)
Afrika kokenli Amerikali ve Avrupa kokenli Amerikali iki farkli populasyonda
TLR10 polimorfizmini astimla iligkili bulmuslardir.

KKKAYV mononiikleer fagositleri, hepasitler ve endotel hiicreleri enfekte
eder (Burt ve Ark., 1997). IFN-a, KKKA Viriis replikasyonunu engelledigi
belirlenmistir (Andersson ve Ark., 2006). Enfekte A549 hiicre hatlarinda IRF-3
aktivasyon yolunda KKKAV miidahalesi yiiziinden dogal cevap aktivasyonu
ertelenir (Andersson ve Ark., 2008). Makrofaj ve dendritik hiicreler immiin cevap
icin dogal bagisiklik ve adaptif bagisiklik arasinda gii¢lii bir baglanti kurar. Lassa
ve Ebola viriisleri gibi kanamali ateslerin patogenezinde 6nemli rol oynar (Bray,
2007).

Enfekte periferal kan mononiikleer hiicreleri KKKAV’nin dendritik
hiicrelere gecisine izin verir. Burada sitokinlerin agiga ¢ikmastyla bir cevap olusur
(Connolly- Andersen, 2009). Peyferitte ve Ark. (2010) KKKAV hem dendritik
hiicrelerde hemde makrofajda replike oldugunu belirlemislerdir.

Immiin cevabin baslamas1 icin dendritik hiicrelerin olgunlasmasi

gereklidir. Enfeksiyon sonrasi dendritik hiicreler, kemokin reseptorler ve ko-
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stimulatorlerin ¢esitli yukar1 sinyal yolagi ve proinflamatuar sitokinlerin ve
kemokinlerin sekresyonu yoluyla cevaplari baslar. KKKAV dentritik hiicreleri
olgunlagsmasi i¢in indiikledigi belirlenmistir. Hem dendritik hiicreler hemde
makrofajlar KKKAYV infeksiyonuna izin verir. KKKAV infeksiyonunda patojenik
selalelerde bazi 6nemli mediatorlerin proinflamatuar sitokinler, interlokin IL-6,
IL-8, IL-10 ve TNF-a gibi serbestlenmesi i¢in fonksiyoneldir. KKKAV enfekte
dendritik hiicrelerde 6nemli oranda IL-6, IL-8 sekresyonu belirlenmistir. KKKAV
enfekte dendritik hiicrelerde ve makrofajlarda IFN-a ifadesini aktif eder.

Viriis antiviral genlerin transkripsiyonunu aktif eder. Sentez seviyesi
dendritik hiicrelerde makrofajlara gore oldukga yiiksektir (Bray, 2007). Dendritik
hiicreler ve makrofajlar KKKAV firetimi i¢in bu hiicrenin iki tipi infeksiyonun
erken donemlerinde viriisiin patogenezinde anahtar rol oynar. Ilkin viriisiin
tanimlanmasi ile uyarilan makrofajlar tiimor nekrosiz faktér (TNF-a), IL-1, IL-6
ve trombosit aktif eden faktor sitokin selalelerini baslatir. Lokositlerde ve endotel
hiicrelerdeki adezyon egilimi artar. Bu olaylarin sonunda aktif olmus nétrofiller
endotele yapisarak dokulara go¢ eder. Bu inflamatuar yamit doku hasarini,
hemodinamik bozukluklart ve organ disfonksiyonuna neden olur. TLR10 ifadesi
notrofillerde oldukga yiiksek seviyede belirlenmistir (Komiya ve Ark., 2006).

Sonu¢ olarak bu c¢alismayla 2322 A/G, 720 A/C ve 992 T/A
polimorfizmleri bir Tirk populasyonunda alel ve genotip sikliklari ilk defa
belirlenmistir. 2322 A/G ve 992 T/A polimorfizmlerinde hasta ve kontrol arasinda
istatistiksel olarak oOnemli fark olmadigi tespit edilmistir. 720 A/C
polimorfizminde ise hasta ve kontrol arasinda heterozigot ve homozigot mutant
bireylerin karsilagtirilmasi sonucu istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Ancak,
giinlimiizde TLR10 proteinin ligandi ve islevi bilinmemesinden dolayi, KKKA
hastalig1 arasinda etkilesim mekanizmasinin belirlenebilmesi i¢in daha fazla

calismalara ihtiya¢ vardir.



58

5- KAYNAKLAR

Akira S. 2003. Toll-like Receptor Signaling.The Journal Of Biological
Chemistry. 278,40, 38105-38108.

Akira S., Yamamoto M., Takeda K. 2003. Role of adapters in Toll-like receptor
signalling. Biochemical Society Transactions.637-42.

Akira, S., Uematsu, S., Takeuchi, O. 2006. Pathogen recognition and innate
immunity. Cell 124, 783-801.

Altamura L.A., Bertolotti-Ciarlet A., Teigler J., Paragas J., Schmaljohn C.S.,
Doms R.W. 2007. ldentification of a Novel C-Terminal Cleavage of
Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus PreGy That Leads to
Generation of an NSy Protein. Journal of Virology.6632-6642.

Arslan S., Engin A. (yayinlanmamis veri). NF-kBl1 and NF-kBIA Genetic
Polymorphisms in Crimean Congo Haemorrhagic Fever.

Andersson L., Lundkvist A., Haller O., Mirazimi A. 2006. Type | interferon
inhibits Crimean-Congo hemorrahagic fever virus in human target
cells.J.Med.Virol.2,216-22.

Andersson L., Karlberg H., Mousavi-Jazi M., Martinez-Sobrido L.,Weber F.,
Mirazimi A. 2008. Crimean-Congo hemorrhagic fever virus delay

activation of the innate immune response.J. Med.Virol.80,1397-1404.

Barreiro L.B., Ben-Ali M., Quach H., Laval G., Patin E. 2009. Evolutionary
Dynamics of  Human Toll-Like Receptors and Their Different
Contributions to Host Defense. PLoS Genet.5(7), e1000562.

Barton G.M. 2007. Viral recognation by Toll Benzeri receptors.Semin
immunol.19(1),33-40.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Akira%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yamamoto%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Takeda%20K%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Biochem%20Soc%20Trans.');

59

Bergeron E., Albariiio C. G., Khristova M. G., Nichol S. T.2010.Crimean-
Congo Hemorrhagic Fever Virus-Encoded Ovarian Tumor Protease
Activity Is Dispensable for Virus RNA Polymerase Function. J.
Virol.84(1), 216-226.

Bishop D.H., 1996. Biology and molecular biology of bunyaviruses. In: Elliott,
R.M. (Ed.), The Bunyaviridae. Plenum Press, New York.19-61.

Bonnert T.P., Garka K.E., Parnet P., Sonoda G., Testa J.R., Sims J.E. 1997.
The cloning and characterization of human MyD88: A member of an IL-1
receptor related family. FEBS Lett. 402,81-84

Bourke E., Bosisio D., Golay J., Polentarutti N., Mantovani A.2003. The toll-
like receptor repertoire of human B lymphocytes: inducible and selective
expression of TLR9 and TLR10 in normal and transformed cells. Blood.
102(3),956-63.

Bray M.2007.Comparative Pathogenesis of Crimean Congo Hemorrhagic Fever

and Ebola Hemorrhagic Fever. Biomedical and Life Sciences.4,221-231.

Burt F.J., Spencer D.C., Leman P.A., Patterson B., Swanepoel R.1996.
Investigation of tick-borne viruses as pathogens of humans in South Africa
and evidence of Dugbe virus infection in a patient with prolonged
thrombocytopenia. Epidemiol. Infect. 116, 353-361.

Cao Z., Henzel W.J., Gao X.1996a.IRAK: A kinase associated with the
interleukin-1 receptor. Science. 271, 1128-1131.

Chen Y.C.,Giovannucci E., Kraft P. Lazarus R.Hunter D.J.2007. Association
between Toll-like receptor gene cluster (TLR6, TLR1, and TLR10) and

prostate cancer.Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 10,1982-9.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bourke%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bosisio%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Golay%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Polentarutti%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mantovani%20A%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Blood.');
http://cebp.aacrjournals.org/search?author1=Yen-Ching+Chen&sortspec=date&submit=Submit
http://cebp.aacrjournals.org/search?author1=Edward+Giovannucci&sortspec=date&submit=Submit
http://cebp.aacrjournals.org/search?author1=Peter+Kraft&sortspec=date&submit=Submit
http://cebp.aacrjournals.org/search?author1=Peter+Kraft&sortspec=date&submit=Submit
http://cebp.aacrjournals.org/search?author1=Peter+Kraft&sortspec=date&submit=Submit
http://cebp.aacrjournals.org/search?author1=Ross+Lazarus&sortspec=date&submit=Submit
http://cebp.aacrjournals.org/search?author1=David+J.+Hunter&sortspec=date&submit=Submit
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cancer%20Epidemiol%20Biomarkers%20Prev.');

60

Chuang T.H., Ulevitch R.J. 2001.1dentification of hTLR10: a novel human Toll-
like receptor preferentially expressed in immune cells. Biochimica et
Biophysica Acta. 1518, 157-161

Chumakov M.P.1974. On 30 years of investigation of Crimean hemorrhagic
fever. Tr. Inst. Polio Virusn. Entsefalitov Akad. Med. Nauk SSSR 22, 5-
18 (in Russian; in English, NAMRU3-T950).

Chumakov M.P., Smirnova S.E., Shalunova N.Y., Mart’yanova L.I., Fleer
G.P., Zgurskaya G.N., Maksumov S.S., Kasymov K.Y., Pak T.P.1976.
Proofs of etiological identity to Crimean hemorrhagic fever in Central
Asian hemorrhagic fever. In: IX International Congress on Tropical
Medicine and Malaria, Athens.1, 33-34.

Connolly-Andersen A. M., Magnusson K. E., Mirazimi A.2007. Basolateral
Entry and Release of Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus in
Polarized MDCK-1 Cells. Journal of Virology. 81,2158-2164.

Couillault C., Pujol N., Reboul J., Sabatier L., Guichou J.F., Kohara Y.,
Ewbank J.J.2004.TLR independent control of innate immunity in
Caenorhabditis elegans by the TIR motif adaptor protein TIR-1, an
ortholog of human SARM. Nat Immunol. 5, 488-494

Covert M.\W., Leung T.H., Gaston J.E., Baltimore D.2005. Achieving stability
of lipopolysaccharideinduced NF-kappaB activation. Science. 309,1854—
1857.



61

Croston G.E., Cao Z., Goeddel D.V.1995.NF-kappa B activation by interleukin-
1 (IL-1) requires an IL-1 receptor-associated protein kinase activity. J Biol
Chem. 270, 16514-16517.

Donets M.A., Chumakov M.P., Korolev M.B., Rubin S.G.1977.
Physicochemical characteristics, morphology and morphogenesis of
virions of the causative agent of Crimean hemorrhagic fever.
Intervirology. 8, 294-308.

Dunne A., Ejdeba M., Ludidi P.L., O’Neill L.J., Gay N.J.2003. Structural
Complementarity of Toll/Interleukin-1 Receptor Motifs in Toll-like
Receptors and the Adaptors Mal and MyD88*. The Journal Of Biological
Chemistry. 278 (42), 41443-41451.

Ellis D.S., Southee T., Lloyd, G., Platt G.S., Jones, N., Stamford S., Bowen
E.T., Simpson D.1.1981. Congo/Crimean haemorrhagic fever virus from
Irag, 1979. I. Morphology in BHK 21 cells. Arch. Virol. 70, 189-198.

Enevold C., Otura A.B., Sgrensen P.S., Ryder L.P., Koch-Henriksen N.,
Bendtzen K. 2009. Multiple sclerosis and polymorphisims of innate
pattern recognation receptors TLR1-10, NOD1-2, DDX58, and IFIH1.
J.Neuroimmunol.212(1-2),125-31.

Engin A., Arslan S., Kizildag S., Ozturk H., Elaldi N., Dokmetas 1., Bakir
M.2010.Toll-like receptor 8 and 9 polymorphisms in Crimean-Congo
hemorrhagic fever. Microbes and Infection.1071-1078.

Ergoniil 0.2009. Kirim Kongo Kanamali Atesi. ANKEM Dergisi. 23(Ek 2):234-
240.



62

Finberg R.W., Wang J.P., Kurt-Jones E.A.2007.Toll Benzeri receptors and
viruses. Reviews Medical Virology. 1,35-43.

Fitzgerald K.A., Palsson-McDermott E.M., Bowie A.G., Jefferies C.A,,
Mansell A.S., Brady G., Brint E., Dunne A., Gray P., Harte M.T.,
McMurray D., Smith D.E., Sims J.E., Bird T.A., O’Neill L.A.2001.Mal
(MyD88-adapter-like) is required for Toll-like receptor-4 signal
transduction.Nature. 413, 78-83.

Fitzgerald K.A., McWhirter S.M., Faia K.L., Rowe D.C,, Latz E., Golenbock
D.T., Coyle AJ., Liao S.M., Maniatis T.2003a.IKSapkasilon and TBK1
are essential components of the IRF3 signaling pathway. Nat Immunol. 4,
491-496.

Flick R., Flick K., Feldmann H., Elgh F. 2003. Reverse Genetics for Crimean-
Congo Hemorrhagic Fever. Virus Journal of Virology.77, 5997-6006.

Gay N., Gangloff M., Weber A.2006.Toll-like receptors as molecular switches.
Nature Rev Immunol. 6, 693-698.

Hoogstraal H.1979.The epidemiology of tick-borne Crimean—Congo
hemorrhagic fever in Asia, Europe, and Africa. J. Med. Entomol. 15,307—
417.

Hultmark D.1994.Macrophage differentiation marker MyD88 is a member of the
Toll/IL-1 receptor family. Biochem Biophys Res Commun. 199, 144-146.

Kamon H., Kawabe T., Kitamura H., Lee J., Kamimura D., Kaisho T., Akira
S,. lwamatsu A., Koga H., Murakami M., Hirano T.2006.TRIF-
GEFH1-RhoB pathway is involved in MHCII expression on dendritic cells
that is critical for CD4 T-cell activation. Embo J. 25, 4108—4119.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Finberg%20RW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kurt-Jones%20EA%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Rev%20Med%20Virol.');

63

Karin M., Ben-Neriah Y.2000.Phosphorylation meets ubiquitination: The
control of NF-[kappa]B activity. Annu Rev Immunol.18, 621-663.

Kawai T., Akira S.2004.Toll-like receptor downstream signaling.Arthritis
Research and Therapy.7(1), 12-9.

Kawai T., Sato S., Ishii K.J., Coban C., Hemmi H., Yamamoto M., Terai K.,
Matsuda M., Inoue J., Uematsu S., Takeuchi O., Akira
S.2004.Interferon-alpha induction through Toll-like receptors involves a
direct interaction of IRF7 with MyD88 and TRAF6. Nat Immunol.5,
1061-1068.

Kawai T., Akira S.2006. TLR signaling Cell Death and Differentiation.13, 816—
825.

Kawai, T., Akira, S.2009.The roles of TLRs, RLRs and NLRs in pathogen
recognition. Int. Immunol. 21, 317-337.

Kim D., Kim Y.J., Koh H.S., Jang T.Y., Park H. E., Kim J.Y.2010. Reactive
Oxygen Species Enhance TLR10 Expression in the Human Monocytic
Cell Line THP-1. International Journal of Molecular Sciences.11, 3769-
3782.

Khor C.C., Chapman S.J., Vannberg F.O., Dunne A., Murphy C., Ling E.Y.,
Frodsham A.J., Walley A.J., Kyrieleis O., Khan A., Aucan C., Segal
S., Moore C.E., Knox K., Campbell S.J., Lienhardt C., Scott A., Aaby
P., Sow O.Y., Grignani R.T., Sillah J., Sirugo G., Peshu N., Williams
T.N., Maitland K., Davies R.J., Kwiatkowski D.P., Day N.P., Yala D.,
Crook D.W., Marsh K., Berkley J.A., O'Neill L.A., Hill A.VV.2007.A

Mal functional variant is associated with protection against invasive


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Khor%20CC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chapman%20SJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vannberg%20FO%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dunne%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Murphy%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ling%20EY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Frodsham%20AJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Walley%20AJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kyrieleis%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Khan%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aucan%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Segal%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Segal%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Segal%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moore%20CE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Knox%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Campbell%20SJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lienhardt%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Scott%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aaby%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aaby%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aaby%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sow%20OY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Grignani%20RT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sillah%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sirugo%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Peshu%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Williams%20TN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Williams%20TN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Williams%20TN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Maitland%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Davies%20RJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kwiatkowski%20DP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Day%20NP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yala%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Crook%20DW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Marsh%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Berkley%20JA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22O'Neill%20LA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hill%20AV%22%5BAuthor%5D

64

pneumococcal disease, bacteremia, malaria and tuberculosis. Nature
Genetics.39(4),523-8.

Komiya A., Nagase H., Okugawa S., Ota Y., Suzukawa M., Kawakami A.,
Sekiya T., Matsushima K., Ohta K., Hirai K., Yamamoto K.,
Yamaguchi M.2006. Expression and Function of Toll-Like Receptors in

Human Basophils. Int Arch Allergy Immunol.140,23-27.

Kruif M.D., Setiati T.E., Mairuhu A.T., Koraka P., Aberson H.A., Spek
C.A., Osterhaus A.D., Reitsma P.H., Brandjes D., Soemantri A., Gorp
E.C.2008.Differential Gene Expression Changes in Children with Severe

Dengue Virus Infections.Plos.2-4.

Latz E., Schoenemeyer A., Visintin A., Fitzgerald K.A., Monks B.G., Knetter
C.F., Lien E., Nilsen N.J., Espevik T., Golenbock D.T.2004.TLR9
signals after translocating from the ER to CpG DNA in the lysosome. Nat
Immunol 5,190-198.

Lauzon N., Mian F., Ashkar A.2007. Toll-like Receptors, Natural Killer Cells
and Innate Immunity. Advances in Experimental Medicine and
Biology.598,1-11.

Lazarus R., Raby B.A., Lange C., Silverman E.K., Kwiatkowski D.J.,
Vercelli D., Klimecki W.J., Martinez F. D., Weiss S.T.2004.Toll-like
Receptor 10 Genetic Variation Is Associated with Asthma in Two
Independent Samples. American Journal of Respiratory and Critical Care
Medicine. 170, 594-600.

Lord K.A., Abdollahi A., Hoffman-Liebermann B., Liebermann D.A.1990a.
Dissection of the immediate early response of myeloid leukemia cells to


http://www.springerlink.com/content/?Author=Firoz+Mian
http://www.springerlink.com/content/?Author=Ali+Ashkar
http://www.springerlink.com/content/0065-2598/
http://www.springerlink.com/content/0065-2598/
http://www.springerlink.com/content/0065-2598/

65

terminal differentiation and growth inhibitory stimuli. Cell Growth Differ.
1,637-645.

Ma X., Liu. Y., Gowen B.B., Graviss E.A., Clark A.G., Musser J.M. 2007.
Full-Exon Resequencing Reveals Toll-Like Receptor Variants Contribute
to Human Susceptibility to Tuberculosis Disease. Plos One.2(12), e1318.

Mailaparambil B., Krueger M., Heinze J., Forster J., Heinzmann A.2008.
Polymorphisms of Toll Benzeri receptors in the genetics of severe RSV
associated diseases. 25(1),59-65.

Mansell A, Brint E, Gould JA, O’Neill LA, Hertzog PJ.2004.Mal interacts with
tumor necrosis factor receptor-associated factor (TRAF)-6 to mediate NF-
kappaB activation by Toll-like receptor (TLR)-2 and TLR4. J. Biol. Chem.
279, 37227-37230.

Medzhitov R., Janeway C.A.2002. Decoding the Patterns of Self and Nonself
by the Innate Immune System. Science. 296 (5566 ), 298-300.

Meylan E, Burns K, Hofmann K, Blancheteau V, Martinon F, Kelliher M,
Tschopp J.2004.RIP1 is an essential mediator of Toll-like receptor 3-
induced NF-kappa B activation. Nat Immunol. 5, 503-507.

Midilli K., Gargili A., Ergonul O., Sengoz G., Ozturk R., Bakar M., Jongejan
F.2007.Imported  Crimean-Congo  hemorrhagic  fever cases in
Istanbul.BMC, Infect. Dis.54.

Mink M, Fogelgren B, Olszewski K, Maroy P, Csiszar K.2001. A novel human
gene (SARM) at chromosome 1711 encodes a protein with a SAM motif
and structural similarity to Armadillo/beta-catenin that is conserved in

mouse, Drosophila, and Caenorhabditis elegans. Genomics. 74, 234-244.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mailaparambil%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krueger%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Heinze%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Forster%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Heinzmann%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.sciencemag.org/search?author1=Ruslan+Medzhitov&sortspec=date&submit=Submit
http://www.sciencemag.org/search?author1=Charles+A.+Janeway+Jr.&sortspec=date&submit=Submit

66

Morikawa S., Saijo M., Kurane 1.2007. Recent progress in molecular biology of
Crimean- Congo hemorrhagic fever. Comparative Immunology,
Microbiology & Infectious Diseases. 30, 375-389.

Murphy F.A., Harrison, A.K., Tzianabos, T.1968. Electron microscopic
observations of mouse brain infected with Bunyamwera group arboviruses.
J. Virol. 2, 1315-1325.

Murphy, F.A., Harrison, A.K., Whitfield, S.G.1973.Bunyaviridae: morphologic
and morphogenetic similarities of Bunyamwera serological supergroup
viruses and several other arthropod-borne viruses. Intervirology. 1,297—
316.

Muzio M., Ni J., Feng P., Dixit V.M.1997.IRAK (Pelle) family member IRAK-2
and MyD88 as proximal mediators of IL-1 signaling. Science. 278, 1612—
1615.

Nyman T., Stenmark P., Flodin S., Johansson I., Hammarstrom M.,
Nordlund P.2008.The crystal structure of the human toll-like receptor 10
cytoplasmic motif reveals a putative signaling dimer. Journal Biological
Chemistry. 283(18),11861-5.

Okumura A., Pitha P.A., Yoshimura A., Harty R. A.2009. Interaction Between
Ebola Virus Glycoprotein and Host TLR-4 Leads to Induction of Pro-
Inflammatory Cytokines and SOCS1. J. Virol.10,1128.

Park H.J., Hahn W.H., SuhJ.S., Kim M.J., Kang S.K., Lee J.S., Kim J.W.,
Chung J.H., Cho B.S.2011. Association between toll-like receptor 10
(TLR10) gene polymorphisms and childhood IgA nephropathy. European
Journal of Pediatrics. 170(4),503-9.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nyman%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stenmark%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Flodin%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Johansson%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hammarstr%C3%B6m%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nordlund%20P%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Biol%20Chem.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Biol%20Chem.');
http://www.springerlink.com/content/?Author=Hae+Jeong+Park
http://www.springerlink.com/content/?Author=Won-Ho+Hahn
http://www.springerlink.com/content/?Author=Jin-Soon+Suh
http://www.springerlink.com/content/?Author=Mi-Ja+Kim
http://www.springerlink.com/content/?Author=Sung+Wook+Kang
http://www.springerlink.com/content/?Author=Jong+Seok+Lee
http://www.springerlink.com/content/?Author=Jong+Woo+Kim
http://www.springerlink.com/content/?Author=Joo-Ho+Chung

67

Peters CJ, Zaki SR.2006. Overview of viral hemorrhagic fevers. Tropical

Infectious Diseases: Principles, Pathogens, and Practice. 726-33.

Peyferitte C.N., Perret M., Garcia S., Rodrigues R., Bagnaud A., Lacote S.,
Crance J.M., Vernet G., Garin D., Bouley M. Baccala
G.P.2010.Differential activation profiles of Crimean-Congo hemorrhagic
fever virus and Dugbe virus infected antigen presenting cells.Journal of
General Virology.189-198.

Purdue M.P., Lan Q.,Wang S.S.,Kricker A., Menashe 1., Zheng T.Z., Hartge
P., Grulich A.E., Zhang Y., Morton L.M., Vajdic C.M., Holford T.R.,
Severson R.K., Leaderer B.P., Cerhan J.R., Yeager M.,Cozen W,
Jacobs K.Davis S.,Rothman N., Chanock S.J., Chatterjee N.,
Armstrong B.K. 2009.A pooled investigation of Toll-like receptor gene
variants and risk of non-Hodgkin lymphoma. Carcinogenesis. 30(2), 275-
281.

Ranjith-Kumar C.T., Miller W., Xiong J., Russell W.K., Lamb R., Santos J.,
Duffy K.E., Cleveland L., Park M., Bhardwaj K., Wu Z., Russell D.H.,
Sarisky R.T., Mbow M.L., Kao C.C.2007.Biochemical and functional
analyses of the human Toll-like receptor 3 ectomotif. J Biol Chem. 23427—
23432.

Rutz M, Metzger J, Gellert T, Luppa P, Lipford GB, Wagner H, Bauer
S.2004. Toll-like receptor 9 binds single-stranded CpG-DNA in a
sequence- and pH-dependent manner. Eur J Immunol. 34, 2541-2550.

Sambrook, J., Russell D.W.1989. Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(2nd ed.),Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York.



68

Sanchez A. J., Vincent M. J., Nichol S. T.2002. Characterization of the
Glycoproteins of Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus. Journal of
Virology. 7263-7275.

Sanchez A. J., Vincent M. J., Erickson B.R., Nichol S.T.2006. Creamen-Congo
Hemorrhagic Fever Virus Glycoprotein Precursor Is Cleaved by Furin-
Like and SKI-1 Proteases To Generate a Novel 38-Kilodalton
Glycoprotein. Journal of Virology.514-525.

Sato S, Sugiyama M, Yamamoto M, Watanabe Y, Kawai T, Takeda K, Akira
S.2003.Toll/IL-1 receptor motif-containing adaptor inducing IFN-beta
(TRIF) associates with TNF receptorassociated factor 6 and TANK-
binding kinase 1, and activates two distinct transcription factors, NF-kappa
B and IFN-regulatory factor-3, in the Toll-like receptor signaling.J.
Immunol.171, 4304-4310.

Schreibelt G., Tel J., Sliepen K.H., Benitez-Ribas D., Figdor C.G., Adema
G.J., de Vries 13.2010.Toll-like receptor expression and function in
human dendritic cell subsets: implications for dendritic cell-based anti-

cancer immunotherapy. Cancer Immunol Immunother.59(10),1573-82.

Serter D.1980 Present status of arbovirus sero-epidemiology in the Aegean
region of Turkey. In: Vesenjak-Hirjan J, Caliserh C, editors. Arboviruses
in the Mediterranean countries. Stuttgart, Germany: Gustav Fischer
Verlag. 155-61.

Sun D., Ding A.2006.MyD88-mediated stabilization of interferon-gamma-
induced cytokine and chemokine mRNA. Nat. Immunol. 7, 375-381.

Stevens V.L., Hsing A.W., Talbot JT, Zheng SL, Sun J, Chen J, Thun MJ, Xu
J, Calle EE, Rodriguez C.2008.Genetic variation in the toll-like receptor


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schreibelt%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tel%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sliepen%20KH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Benitez-Ribas%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Figdor%20CG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Adema%20GJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Adema%20GJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Adema%20GJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Vries%20IJ%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cancer%20Immunol%20Immunother.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stevens%20VL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hsing%20AW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Talbot%20JT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zheng%20SL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sun%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Thun%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xu%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xu%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xu%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Calle%20EE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rodriguez%20C%22%5BAuthor%5D

69

gene cluster (TLR10-TLR1-TLR6) and prostate cancer risk. International
journal of cancer.123(11),2644-50.

Takaoka A., Yanai H., Kondo S., Duncan G., Negishi H., Mizutani T., Kano
S., Honda K., Ohba Y., Mak T.W., Taniguchi T.2005. Integral role of
IRF-5 in the gene induction programme activated by Toll-like receptors.
Nature.10,243-9.

Takeda K., Akira S.2004. TLR signaling pathways. Seminars in Immunology.
16,3-9.

Tanaka N.2001. Infection of herpes simplex virus (HSV) and Epstein-Barr virus
(EBV) in acute tonsillitis: histopathological assessment by optical and
electron microscopic observation of biopsy specimens of tonsils. Nippon
Jibiinkoka Gakkai Kaiho. 104,1093.

Uzma A. H., Sandra D, Jaromir V.2004.Differential induction of gene promoter
constructs by constitutively active human TLRs. Biochemical and
Biophysical Research Communications. 321, 124-131.

Uzma H., Chaffois C., Gaillard C., Saulnier V., Merck E., Tancredi S., Guiet
C., Briére F., Vlach J., Lebecque S., Trinchieri G., Bates E.E.2005.
Human TLR10 is a functional receptor, expressed by B cells and
plasmacytoid dendritic cells, which activates gene transcription through
MyD88. The Journal of Immunology.174, 2942-2950.

Verma IM, Stevenson JK, Schwarz EM, Van Antwerp D, Miyamoto S.1995.
Rel/NF-kappa B/l kappa B family: intimate tales of association and
dissociation. Genes Dev. 9, 2723-2735.


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Int%20J%20Cancer.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Int%20J%20Cancer.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Int%20J%20Cancer.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Takaoka%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yanai%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kondo%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Duncan%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Negishi%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mizutani%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kano%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kano%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kano%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Honda%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ohba%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mak%20TW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Taniguchi%20T%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Nature.');
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DHasan,%2520Uzma%2520A.%26authorID%3D6602932780%26md5%3Dc4d3279028220b8a5194676baa088886&_acct=C000040898&_version=1&_userid=736695&md5=801ce397b95854e0578c1586b883ee3c
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DDollet,%2520Sandra%26authorID%3D6506037468%26md5%3De092c4d8a72d1763c26ed59fe732ec96&_acct=C000040898&_version=1&_userid=736695&md5=fa502ab33b8bc23bbf924615fe1af52d
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DVlach,%2520Jaromir%26authorID%3D7005203040%26md5%3D9d2f9d639e16cbb7bdaacdf66ef4abda&_acct=C000040898&_version=1&_userid=736695&md5=79302151c305ff8dc13b3b87d5512201
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0006291X
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0006291X
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%236713%232004%23996789998%23511039%23FLA%23&_cdi=6713&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000040898&_version=1&_urlVersion=0&_userid=736695&md5=3f7454d1e359d1819472a0db755e13f8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hasan%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chaffois%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gaillard%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Saulnier%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Merck%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tancredi%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guiet%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guiet%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guiet%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bri%C3%A8re%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vlach%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lebecque%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Trinchieri%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bates%20EE%22%5BAuthor%5D

70

Yamagata M., Merlie J.P., Sanes J.R.1994.Interspecific comparisons reveal
conserved features of the Drosophila Toll protein. Gene. 139,223-228.

Yamamoto Y., Kim D.W., Kwak Y.T., Prajapati S., Verma U., Gaynor
R.B.2001.IKKgamma/NEMO facilitates the recruitment of the IkappaB
proteins into the lkappaB kinase complex. J Biol Chem. 276, 36327—
36336.

Yamamoto M., Sato S., Hemmi H., Hoshino K., Kaisho T., Sanjo H.,
Takeuchi O., Sugiyama M., Okabe M., Takeda K., Akira S.2003a.Role
of adaptor TRIF in the MyD88-independent Toll-like receptor signaling
pathway. Science. 301, 640-643.

Zhou X.X., Jia W.H., Shen G.P., Qin H.D., Yu X.J., Chen L.Z., Feng Q.S.,
Shugart Y.Y., Zeng Y.X.2006. Sequence variants in toll-like receptor 10
are associated with nasopharyngeal carcinoma risk. Cancer Epidemiology,

Biomarkers and Prevention.5,862-6.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhou%20XX%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jia%20WH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shen%20GP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Qin%20HD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yu%20XJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20LZ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Feng%20QS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shugart%20YY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zeng%20YX%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cancer%20Epidemiol%20Biomarkers%20Prev.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cancer%20Epidemiol%20Biomarkers%20Prev.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cancer%20Epidemiol%20Biomarkers%20Prev.');

71

6- OZGECMIS

1980 yilinda Sivas’ta dogdu. 2008 yilinda Sivas Cumhuriyet Universitesi
Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolim’iinden mezun oldu. Ayni yil Sivas Cumbhuriyet
Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimiinde yiiksek
lisans egitimine basladi. 2009 yilinda girdigi Van Yiiziincii Y1l Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde Arastirma Gorevlisi olarak gorevine devam

etmektedir.



7- EKLER

Ek 1. Kimyasallar
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No Kimyasal

Kod

1 Vspl
2 Hinlll
3 Xbal
4 dNTP set
5 Etilendiamin Tetra Asetik Asit
(EDTA)
6 Tris
7 Borik Asit
8 Glasiyel Asetik Asit
9 Izoamilalkol
10 Formaldehit
11 Kloroform
12 Etanol
13 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
14 Agaroz
15 Bromfenol Mavisi
16 Etidyum Bromiir
17 Taq DNA Polimeraz
18 Mineral Yag

Fermentas ER0911
Fermentas ER1831
Fermentas ER0681
Fermentas R0181

Merk 324503

Sigma 93362

Merk 203667
Merk ACS003
Merk 818969

Merk 344198

Merk 822265

Merk 107017
Amresco 0227
Bioron 604001
Amresco 0449
Amresco 0492

Fermentas EPO402

Applichem A2135
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Ek 2. dNTP - Tamponlar ve stok cozeltiler

1. dNTP (10X)

Her 100 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’den 10 ul alinarak, 460 pl
steril distile su eklendi ve karistirildi. Boylece her biri i¢in 2 mM konsantrasyon
elde edildi.

2. EDTA (0,5 M, pH:8)

EDTA (186,12 g) 800 ml distile suda ¢6ziindiiriildii ve pH, 10 N NaOH ile
8,0’¢ ayarlandi. Cozelti 121<C’ de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

3. 50x TAE

Tris (242 g) distile suda ¢6ziindiiriildii. Sonra, 57,1 ml glasiyel asetik asit
ve 100 ml 0,5 M EDTA (pH:8) eklendi. Hacim 1000 ml distile suyla 1000 ml’ye
tamamlandi. Cozelti 121<C’ de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

4. TE (40X)

Tris-Cl (100mM pH:8)

EDTA (10mM pH:8)

Cozelti 121<C” de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

5. SDS (% 10)

SDS (10 g) 80ml distile 68 C’de 1sitilarak ¢oztindiirtldi , HCI pH:7,2’ye
ayarlandi. Ve son hacim distile suyla 100ml ‘ye tamamlandi.

6. Fenol

[k olarak +4 <C’den cikarilip oda sicakligina kadar 1sitildi ve 68 <C’de
eritildi. Son konsantrasyon %0,2 olacak sekilde hidroksikinolin eklendi. Daha

sonra esit hacimde 0,5 M Tris HCI (pH:8,0) eklenerek, karisim 15 dakika
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karistirilda, iki faz olusmasi beklendi. Ust ayirma hunisiyle uzaklastirildi ve fenol
tizerine esit hacimde 0,1 M Tris HCI (pH:8,0) eklendi. Karisim tekrar 15 dakika
karistirildiktan sonra iist faz uzaklastirildi. Oziitlemeye fenolik fazin pH’1 7,8 den
bliyiik oluncaya kadar devam edildi. PH, pH kagidi kullanilarak olgtildi.PH
dengelendikten ve son kez {ist faz uzaklastirildiktan sonra , 0,1 M Tris HCI ‘den
(pH:8) 0,1 hacim eklendi. Karisim pargalara ayrilarak -20 <C’de saklandi. Fenol,
kullanmadan 6nce oda sicakligina kadar eritildi, %0,13-merkaptoetanol eklendi.

7. Kloroform izoamil Alkol (24:1)

Kloroform (96 ml) 4 ml izoamil alkolle karistirildi.

8. TBE (10X)

Tris (54 @), 22,5 g borik asit ve 4,1 g EDTA bir miktar distile suda
¢oziildiirtildiikten sonra 500 ml’ye tamamlandi.

9. TES Tamponu

Bes ml 1 M Tris, 1 ml 5 M NaCl, 1 ml 0,5 M EDTA distile suyla 100
ml’ye tamamlandi.

10.  Etidyum Bromiir Stok Cozeltisi (10 mg/ml)

Etidyum bromiir (0,5 g) 50 ml distile suda ¢oziindiiriildii.

11.  DNA Molekiiler Agirhk Markorii Diliisyonu

Alt1 pl markér, 6 pl yiikkleme tamponu ve 49 pl distile su karigtirilarak 100

ng/ul konsantrasyon elde edildi.
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