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ON SOz

Tez konusu se¢iminde c¢alismak istedigim konuyu, g6z oniinde bulundaran tez danismanim
ile birlikte fikir aligverisi yaparak karar verdik. Ana hattin1 belirledikten sonra gerekli olan
butce icin proje onerisinde bulunduk. Destek aldiktan sonra hizlica ¢aligmalara koyulduk.
Kontrol grubu ve hasta grubu i¢in 6rneklerin toplanmasi ile gegen siirede bolca literatiir
arastirmasinda bulundum. Ozellikle literatiiriin giincel olmasini ve tezimle ilgili daha
oncesinde yapilan benzer arastirmalarin olup olmadigina bakarak ilerledim. Olgu-vaka
calismasi olan tezimde, deney asamasinda tiim yapilan islemleri not alarak ilerlemenin ne
kadar énemli oldugunu yazdiklarimitoparlamaya ve kontrol etmeye basladigimda daha da
Iyl anladim. Yaptigim her seyikaydetmenin internet ortaminda ne kadar degerli oldugunu
bilgisayarim bozuldugunda gec¢ olsada anladim ve tekrar bastan yazmak zorunda kaldim.
Bunun en zor asama oldugunu sanmistim oysa yanilmisim. Tezi bitirmeye yakin olan asama
en zorlu olanmis. Emek ve ozveri ile hazirladigim yiiksek lisans tezimde yardimlarini

esirgememis ve tesvik etmis tiim hocalarimatesekkiirlerimi bir borg bilirim.
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OZET

TLR9 VE IRAK4 GENLERINDEKi SEKANS VARYANTLARIN AKCiGER
KANSERIRISKI ILE iLiSKiSININ BELIRLENMESI

Giris: Akciger kanseri en sik gozlenen kanser tiirii olup, erken teshisi igin biyobelirteglerin

varlig1 kritik 6nem tagir.

Amagc: Calismamizda akciger kanserinde biyobelirtec roliinde olabilecek TLR9 ile IRAK4 gen
varyantlarinin ve serum protein seviyelerinin akciger kanseri ile olan iliskisinin arastirilmasi

amaglanmustir.

Gerec-Yontem: Calismamizda toplam 90 goniilliiden (akciger kanseri, NSCLC, n=45,
kontrol birey, n=45) izole edilen genomik DNA’lar TLR9, IRAK4 gen promotorlerindeki
genetik varyasyonlar icin SANGER sekanslama yontemi ile dizilenmistir. TLR9 ve IRAK4
serum seviyeleri ELISA yéntemi ile ticari kitler kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar uygun
istatistiksel yontemler ile degerlendirilerek, 0.05’den kicik olan p degeri anlamli kabul

edilmistir.

Bulgular: Calismamizda TLR9 bolgesi igin anlamli belirlenen varyasyonlar arasinda; akciger
kanserli hastalarda 1618. pozisyonda C/A degisimi, 1615. pozisyonda T aleli yerine insersiyon,
1620. pozisyon, 2506. pozisyon ve 2504. pozisyondaki delesyon belirlenmistir. Kontrol
grubunda ise 9254. pozisyonda T aleli yerine delesyon ve 9261. pozisyonda G aleli yerine
delesyon belirlenmistir. IRAK4 bolgesi icin, 32877.pozisyon ve 32937.pozisyondaki G/T
degisimi, 32899. pozisyondaki T/A degisimi, 32845. pozisyonda T/C degisimi, 32781.
pozisyonda T/G degisimi ve 32792. pozisyondaki C/T degisimi, rs1253567278 ve
rs1265504993 sadece akciger kanserli bireylerde belirlenmistir. Kontrol bireylerde ise 32680.
poziyon, 32687.pozisyon ve 32692. pozisyondaki A yerine delesyon olusumu, 33071.
pozisyon ve 33073. pozisyondaki T/A degisimi ve 33075. pozisyonda insersiyon
belirlenmistir. Sadece IRAK4 serum seviyeleri kontrol bireylerde akciger kanserli hastalara

gore anlamli oranda yiiksek bulunmustur.

Sonug: Calismamiz TLRY ve IRAK4 varyantlariin akciger kanseri ile iliskisini arastiran ve

anlamli belirlenen gen varyantlarinin akciger kanseri riski ile iliskilendiren ilk ¢alismadir.
\Y%
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ABSTRACT

DETERMINING THE ASSOCIATION OF SEQUENCE VARIANTS IN TLR9 AND
IRAK4 GENES WITH LUNG CANCER RiSK

Introduction: Lung cancer is the most common type of cancer, and the presence of

biomarkes is critical for early diagnosis.

Aim: Our study aimed to investigate the relationship between TLR9 and IRAK4 gene
variants, which may play a role as biomarkers in lung cancer, and serum protein levels with

lung cancer.

Materials (Patients) and Methods: In our study, genomic DNAs isolated from a total of
90 volunteers (lung cancer, NSCLC, n = 45, control individual, n = 45) were sequenced by
the SANGER sequencing method for genetic variations in TLR9, IRAK4 gene promoters.
TLR9 and IRAK4 serum levels were determined by ELISA method using commercial Kits.
The results were evaluated with appropriate statistical methods and a p value of less than

0.05 was considered significant.

Results: Among the variations identified as significant for the TLR9 region in our study; In
patients with lung cancer, C/A change at position 1618, insertion instead of T allele at
position 1615, deletion at position 1620, position 2506 and position 2504 were identified. In
the control group, a deletion was detected instead of the T allele at position 9254 and a
deletion instead of the G allele was detected at position 9261. For the IRAK4 region, G/T
change at position 32877 and position 32937, T/A change at position 32899, T/C change at
position 32845, T/G change at position 32781 and C/T change at position 32792,
rs1253567278 and rs1265504993 was identified only in individuals with lung cancer. In
control individuals, deletion formation at the A position at position 32680, position 32687
and position 32692, T/A change at position 33071 and 33073, and insertion at position
33075 were determined. Only IRAK4 serum levels were found to be significantly higher in

control individuals than in lung cancer patients.

Conclusion: Our study is the first to investigate the relationship of TLR9 and IRAK4

variants with lung cancer and to associate significant gene variants with lung cancer risk.
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1.GIRIS VE AMAC

Diinya ¢apinda en sik goriilen malignite akciger kanseridir. Akciger kanseri, kiiglik hiicreli
akciger kanseri (SCLC) ve kuguk hucreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) olmak tizere
ikiana tipte siniflandirilir. NSCLC, bildirilen akciger kanseri vakalarinin yaklasik %85'ini
kapsar (Lai et al., 2019).

TUmoOr kaynakli antijenleri tespit eden ve bagisiklik yanitin1 baglatan TLR’ler immiin
sistemin temel molekiilleri olarak gorev yapmaktadir (Ito et al., 2002). Giiniimiizde spesifik
ligandlara sahip 13 memeli TLR’si (TLR1-13) tanimlanmustir. Insanlarda 10 tanesi (TLR1
— TLR10) bulunur ve hiicresel lokalizasyonlarina gore iki alt grupta simiflandirilir. TLR1,
TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 genellikle hiicre yuzeyinde ifade edilir. TLR3, TLR7, TLRS,
TLR9 ve TLR10'danolusan bir grup TLR, endoplazmik retikulum, endozomlar, lizozomlar
ve endolizozomlar gibi hiicre ici bélmelerde ifade edilirken, hiicre ylizeyinde ifade edilen
TLR'ler ise esas olarak glikolipitler, lipopeptitler ve bakteriler, parazitler ve mantarlar gibi
cesitli organizmalarin mikrobiyal membran bilesenlerini algilar. Hiicre ici TLR'ler ise
niikleik asit bazli patojenle ilisikili molekiiler yapilar1 (pathogen associated molecular
patterns, PAMP) tanir ve Ozellikle viral tamimada gorev alirlar (Kawai & Akira, 2006;
Takeda & Akira, 2001).

TLRO, viral ve bakteriyel DN A'y1 tantyan hiicre i¢i bir TLR'dir (Barton et al., 2006). TLR9
memeli kokenli olanlar da dahil olmak (izere metillenmemis CpG motiflerini iceren DNA
dizilerini de tanir (Tian et al., 2007). CpG DNA, TLR9'a dogrudan baglanir ve endoplazmik
retikulumdan erken endozomlara ve daha sonraki lizozomal bdélmeye TLR9
translokasyonunu indiikler. TLRO ile iliskili hiicre i¢i adaptdr protein miyeloid farklilasma
faktorii-88 (MyD88), interlokin-1 reseptori (IL-1R) ile iliskili kinaz (IRAK) ailesi,
mitojenle aktive olan kinazlar (MAPK) veya interferon dizenleyici faktorler (IRF'ler) gibi
sinyal yolaginda asagida yer alan proteinleri aktive eder (Lai et al., 2019). Boylece TLR9,
MyD88 bagimli yolak tizerinden DNA hasarina cevap, hiicre ¢cogalmasi ve timorigenez

uzerinde yol oynar (Li et al., 2019).



Onceki ¢alismalar, TLR9'un meme, yumurtalik, prostat, beyin, mide, renal hiicreli karsinom ve
6zofagus tumodrleri dahil olmak U(zere ¢esitli insan kanserlerinde yaygin olarak eksprese
oldugunu gostermistir (Krieg, 2008). TLR'lerin kanser gelisiminde farkli etkilere sahip oldugu
bildirilmistir (Pinto et al., 2011; Wolska et al., 2009). TLR’ler kanserli hiicrelere karsi bagisiklik
sistemini uyarabilir veya kronik inflamatuar yamtlar1 artirarak karsinojenezi tetikleyebilirler
(Pinto et al., 2011). B hucreleri yiksek seviyelerde TLR7 ve TLR9 ifade eder. Akciger
karsinomunun bir fare modelinde, B hiicreleri tizerinde TLR9’un aktivasyonuyla TLR9 ligandi
olan CpG, B hiicrelerini bir B1 fenotipine dogru yonlendirir ve timor gerilemesine neden olur
(Pinto et al., 2011). TLR2, TLR4 ve TLR9 aktivasyonu sonucu Uretilen anti-inflamatuar veya
pro-inflamatuar sitokinlere bagli olarak, hem hiicre dis1 matris proteinlerinin hem de immiin
baskilayict sitokinlerin ve biyltme faktorlerinin salimmim indikleyerek akciger timori
ilerlemesini kolaylastirabilir (Sawant et al., 2013). Akciger karsinomunda, normal akciger ile
kiarsilastirildiginda TLR2, TLR4, TLR7/8 ve TLR9’un asir1 ifade edildigi gosterilmistir (Pinto
etal., 2011).

IRAK ailesinin bir tiyesi olan IRAK4, TLR9Y i¢in bir hiicre i¢i aracidir. Bazal durumda, IRAK4
ve niikkleer faktor kB (NF-kB), heniiz belirlenmemis mekanizmalar araciligiyla, muhtemelen
TLR9 ile yukar1 yonde Toll/IL-1 reseptor (TIR) ailesi Uyeleri aracihigiyla etkinlestirilir.
Kemoterapiye maruz kaldiktan sonra, hasarli DNA, ataksi-telanjiektazi mutant (ATM) geni
araciligiyla NF-kB’yi aktive edebilir ve 6nceden var olan TLR9’u devreye sokabilir, bu da NF -
kB ve IRAK4’1i aktive ederek, TLR9"'un aktive olmasina ve daha fazla eksprese olmasina neden
olur (Li et al., 2019). Ozetle, TLR9 ve IRAK4, iliskili kaskadin baslatilmasiyla immiin

duzenlenme, inflamasyon, hiicre cogalmasi ve hiicre sag kalimu ile yakindan iliskilidir.

Bu c¢aligmada, tiim diinyada insidansi en yiiksek ve kansere bagli 6liimlerin birinci sirasinda yer
alan akciger kanserinin iizerinde rol oynayan genlerin roliinii belirlemeyi amagladik. Bu amacla
calismamiza TLR'lerden 6zellikle akciger kanseri dokularindaki tiimor hiicrelerinde giiglii ifade
edilen TLR9 genini ve TLR9 sinyalizasyonun diizenlenmesinde dnemli rol oynayan IL-1R

iliskili kinaz ailesine ait olan IRAK4 genini sectik.



Bu dogrultuda ¢alismamizda;

- TLR9 ve IRAK4 polimorfizmlerinin genotiplendirilmesi ve akciger kanseri arasindaki
iliskinin belirlenmesi,

- Bu iki genin serum proteinlerinin belirlenmesi ve akciger kanseri arasindaki iliskisinin
belirlenmesi,

- Gen polimorfizmleri ile serum protein seviyeleri arasindaki iliskinin degerlendirilmesi

ve akciger kanser riski ile iliskilendirilmesi amaglanmustir.

2.GENEL BIiLGILER

2.1 KANSER

Tip literatiirtine Yunanca’dan onkos kelimesi olarak gegen kanser, viicudun tagimak zorunda
oldugu bir yiik olarak ifade edilmistir. Kanser tek bir hastalik degil, bir¢ok hastaliktir. Bu
hastaliklarin hepsinin kanser olarak adlandirilmasinin sebebi ise, ortak bir 6zelliktir: anormal
hiicre ¢cogalmasi (Mukherjee, 2010). Hiicrenin anormal ¢ogalmasi ve apoptoz fonksiyonlarini
kaybederek hiicre 6limunin diizensiz dengesine yol acan kanser, tedavi edilemezse dokulari
istila ederek ve uzak dokulara metastaz yaparak konagin 6liimiine sebep olur (Ruddon, 2007;

Saydam et al., 2011).

2.2 AKCIGER KANSERI

Akciger kanseri kuiguk htcreli akciger kanseri (SCLC) ve ki¢uk hicreli olmayan akciger kanseri
(NSCLC) olmak uzere 2 ana formda siniflandirilmustir (Duma et al., 2019). NSCLC, tim akciger
kanseri vakalarimin yaklasik %85'ini olusturan tiirler arasinda daha yaygin olamdir (Langevin et
al., 2015). Adenokarsinom, skuamoéz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli akciger karsinom
NSCLC’nin en sik gorilen histolojik alt tipleridir ve bu hastalikta tedavinin 6nemli bir
belirleyici isareti olarak 6nem kazanmistir (Villalobos & Wistuba, 2017). Adenokarsinom,
NSCLC'nin en yaygin tiirtiidiir ve akciger kanserlerinin yaklagik %4011 olusturur. Skuamoz
hucreli karsinomlar, akciger kanserlerinin %25 ila %30'unu temsil eder; buytk hucreli kanserler,

tim akciger kanserlerinin yaklasik %5 ila %10'unu olusturur (Duma et al., 2019).



NSCLC “de tiimoriin kapsamini belirlemek i¢in kanser tedavi segeneklerine rehberlik edebilmek
amaciyla TNM (Tumor-lymph nodes-metastasis,timor-nodlar-metastaz) evreleme sistemi

kullanilarak siniflandirma yapilir (Collins et al., 2007; Duma et al., 2019).

TNM sisteminde T primer tumdriin yani ana timorin boyutu ve kapsamiyla ilgili 6zelliklerine,
N tiimore yakin lenf diigiimlerinin sayisina ve M kanserin viicudun diger bolgelerine yayilip
yayilmadigina dayanir. T, N ve M 6zellikleri daha sonra, bireyleri karsilastirilabilir prognozlara
sahip agamalara gore simiflandirmak amaciyla tiimdriin genel bir asamasini (I-1V) saglamak igin

kullanilir (Tsim et al., 2010).

2.1.1. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

Akciger kanseri erkeklerde prostat kanserinin ve kadinlarda meme kanserinin ardindan ikinci
sirada en sik tamis1 konulan karsinomdur. Diinya ¢apinda hem erkek hem de kadinlarda akciger
kanseri insidansi sigara icme aliskanliklariyla baglantili olarak artip azalmaktadir (de Groot et
al., 2018). Akciger kanseri metastazi son derece malign bir belirtectir ve kotii prognoza sahiptir
(Gu et al., 2018). Kanser olumlerinden akciger, meme, kolorektum ve prostat tim kanser
6lumlerinin %45'ini olusturur ve dortte biri akciger kanserine baghidir (Siegel et al., 2018). Bes
yillik sagkalim oram %35 olan akciger kanseri en diisiik sag kalim oranlarindan birine sahiptir

(de Groot et al., 2018).

2.1.2. Akciger Kanseri Risk Faktorleri

Yas ve cinsiyet

Akciger kanseri vakalariin yaklagik 53" 55 ila 74 yaslar1 arasindaki bireylerde ve %37'si 75
yasin iizerinde goriiliir. 40 yasindan geng hastalarda bu oran daha diisiiktiir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde, akciger kanserinin tanisinin medyan yasi her iki cinsiyet i¢in 71 olup, teshislerin
ve Oliimlerin yaklasik %901 55 yasindan biiyiik hastalarda meydana gelmektedir (de Groot et
al., 2018; Duma et al., 2019).

Tarihsel olarak erkekler kadinlardan daha dnce tiitiin kullanim aligkanligina sahip oldugundan
kadinlarda akciger kanseri insidansinda daha ge¢ zirveye ulasildigi goézlenmistir. Histolojik
tiplerin goriilme siklig1 cinsiyetler arasinda farklilik gosterir. Ornegin kadinlarda NSCLC’de

adenokarsinom insidansi erkeklere gore daha yuksektir. Sigara aliskanlhigina sahip kadinlarda
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daha sik gorllen bazi genetik mutasyonlar, epidermal biyume faktori reseptérii (EGFR)
mutasyonlar;, CYP1ALl geninin asir1 ekspresyonu, glutatyon S-transferaz M1 enziminin
mutasyonu, p53 tiimdr baskilayici geninin mutasyonlar: ve X'e bagli gastrin salgilayan peptid
reseptorinun asirt ekspresyonu dahil olmak Uzere akciger kanseri gelisimine yatkinlik
saglayabilir (de Groot et al., 2018).

Sigara

Sigaralarin kullammi, akciger kanserinin gelisiminde en buyuk risk faktoridir ve akciger
kanserlerinin %901na kadar1 sigara nedenlidir. Tiitliniin bagimlilik yapan bileseni, asetilkolin
agonisti olarak iglev goren ve sinir sistemindeki nikotinik asetilkolin reseptorlerine (nAChR)
baglanan ve dopamin, serotonin, norepinefrin, endorfinler ve gama-aminobutirik asit (GABA)
dahil olmak {lizere nérotransmiterlerin kan dolagimina salinmasina neden olan dogal bir alkaloid
olan nikotindir. Nikotinin kendisi kanserojen olmasa da, nikotinik reseptorleri yukari regule eder
ve tiitlin bagimhiligin tesvik eden ve mevcut akciger tiimorlerinin ilerlemesi ile iliskili olan gen
ekspresyonunda degisikliklere neden olur (de Groot et al., 2018). Sigara icmek tim histolojiler
(6zellikle kucuk hucreli ve skuamdz hicreli karsinom) igin ana risk faktorii olmaya devam etse
de, akciger kanseri olan tiim hastalarin sigara igme Oykiisii yoktur (Langevin et al., 2015).
ABD'deki akciger kanseri vakalarimin yaklasik %210-15'ini hi¢ sigara i¢cmeyen hastalar
olusturur. Sigara igenlerin sigara icmeyen eslerinin akciger kanseri gelisme riski %20-30yiksek
oldugu belirtilmistir. Pasif igici olarak dumana maruz kalma, gevresel partikiil madde, mesleki
maruziyetler, i¢c mekan hava kirliligi ve radon dahil olmak Uzere cevresel risk faktorlerinin bu
grubu etkiledigi bildirilmistir (de Groot et al., 2018).

Radon

Toprak ve kayadaki uranyumun bozunumuyla tiretilen dogal olarak olusan radon radyoaktif bir
gazdir. 1950’11 yillarda yapilan arastirmalarda, madencilerde goriilen akcigerleri yiyip bitiren
hastaligin akciger kanseri oldugu ve bunun sebebinin maruz kalinan radon oldugu tespit
edilmistir. Baz1 evlerdeki radon seviyelerinin madenlerdeki radon seviyelerine yakin oldugu
tespit edilmistir. Bu konutlardaki radon ve akciger kanserine iligkin epidemiyolojik ¢aligmalarin

yapilmasina yol agmustir (Vogeltanz-Holm & Schwartz, 2018)



Radon gazlar1 temeldeki ¢atlaklardan ve diger agikliklardan evlere girerek 6zellikle bodrum
katlarinda birikmektedir (Turner et al., 2011). Suda ¢6ziinebildigi icin kuyu suyu konutsal radon
kaynagi olabilir ancak genel nufusun radona maruz kalmasimn kaynag toprak gazlaridir
(Jobbagy et al., 2017).

Bugiine kadar yapilan mevcut ¢alismalarin, radonun akciger kanserinin %10 ila %15’ inden
sorumlu olabilecegini gostermektedir. Bu durum radonu sigara tlketiminden sonra akciger
kanserinin ikinci onde gelen risk faktorii haline getirir. Radon ile es zamanli sigara tiiketimi

akciger kanseri riskini arttirir (de Groot et al., 2018; Turner et al., 2011).

Asbest
Dogal olarak olusan bir silikat minerali olan asbestin insaat sektoriinde kullanimi 19.yy’dan beri
devam etmektedir (de Groot et al., 2018). Asbeste maruz kalan hastalarda akciger kanseri

riskinin saglikli bireylere gore on kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Gu et al., 2018).

Genetik faktorler

Bazi calismalar, akciger kanseri icin pozitif bir aile oykisini akciger kanseri riskiyle
iliskilendirmistir. Genom ¢apinda iliskilendirme ¢aligmalar1 (GWAS), 5p15 ve 15¢25-26
kromozom bolgelerini akciger kanseri riskinde artis ile iliskilendirmistir. 5p15, hiicresel
6lumsuzlik icin dnemli bir mekanizmada rol oynayan telomeraz ters transkriptazi (TERT)
kodlar ve neredeyse tim akciger kanserlerinde eksprese edilir. 15025-26 kromozom
lokusundaki mutasyonlar hem nikotin bagimliligi hem de akciger kanseri duyarlilig ile pozitif
olarak baglantilidir. Akciger kanserinin patogenezine katkida bulunan onkogenlere; mutasyona
ugramus Kirsten sigan sarkomu virtisi (K-ras) geni (NSCLC'nin%15-20'si, agirlikli olarak
adenokarsinomlar) ve asir1 eksprese olan EGFR 6rnek verilebilir. Tiimor baskilayict genler
arasinda p53 (SCLC'nin ~%90"1; %50 NSCLC), Rb (~%90 SCLC; ~%20 NSCLC) ve pl6
(%>50 NSCLC; %<1 SCLC) bulunur (de Groot et al., 2018; Minna et al., 2002).

2.3 KANSERDE INFLAMASYON VE BAGISIKLIK SiSTEMi

Inflamasyon, dokunun fiziksel travma veya patojen nedeniyle hasar gordiigiinde verdigi
tepkidir. Doku hasar1 meydana geldiginde; cok sayida inflamatuar hiicre ve kompleks, istilact

patojene saldirmak, hiicre dist matrisi (ECM) yeniden olusturmak ve saglikli hiicrelerin



cogalmasim ve hedef bolgeye aktarilmasina yardimci olmak i¢in igbirligi yapar. Nomal sartlarda
inflamasyon, kendi kendini simirlayan bir sirectir ve yarali doku iyilestiginde azalir. Eger
inflamasyon normal seyrinde azalmazsa, vicudun iyilesmek icin kullandigi mekanizmalar,
kanser gibi istenmeyen sonuglara yol acabilir (Keibel et al.,, 2009). Bir bakima timor

iyilesmeyen yaralar gibi davranir (Coussens & Werb, 2002).

Tumorlerin inflamatuar hucrelerin  Uzerinde ¢ etkisi vardir. Birincisi, kanser hicreleri
notrofilleri ve makrofajlar1 toplayan sitokinleri eksprese edebilir. Bu toplanan hiicreler daha
sonra ek inflamatuar molekiiller salgilayarak yanit1 giiclendirir. ikincisi, biiyiiyen tiimdr normal
dokuya fiziksel olarak zarar verebilir ve bdylece onarimu saglayan molekiillerin salgilanmasina
yol agabilir. Uciinciisii, biiyiiyen tiimdrler kan ve lenfatik damarlar1 sikistirarak oksijen ve besin
tedarikini kesebilir. Ortaya ¢ikan hipoksi, yeni kan damarlarimi ve makrofajlari toplayan

sitokinlerin ve anjiyojenik blytume faktorlerinin retimine yol acar (Munn, 2017).

Inflamatuar hiicreler de iirettikleri kemokinler ve sitokinler, neoplastik hiicreler, fibroblastlar ve
endotel hdcreleri de dahil olmak Uzere tumor mikro ortamindaki tim hicre tiplerinin
blyumesini, gog¢lnu ve farklilasmasimi dizenleyerek timor gelisimi Uzerindeki etkilerini
gosterebilir (Coussens & Werb, 2002). Kronik inflamasyon kanser gelisimini tesvik edebilir.
Ozetle tumor kaynakli inflamasyon bir ‘kartopu' etkisi yaratarak tumorin ilerlemesini
stirdarebilir (Munn, 2017).

Kronik inflamasyon malign hastalik riskinin artmasiyla iliskilidir (Crusz & Balkwill, 2015).
Diinya capinda kanser vakalarinin yaklasik %18 kronik inflamasyon ve enfeksiyonlardan
kaynaklanmaktadir (Martin-Medina et al., 2022).

Inflamasyon ve kanser arasindaki baglanti, 1863'te Rudolf Virchow tarafindan kanserin
kokeninin kronik iltihap bolgelerinde oldugu varsayimina dayanir. Deri iltihabi melanom ile,
Helicobacter pylori enfeksiyonlart mide kanseri ile, mesane iltihabi mesane karsinomu ile,
kronik pankreatit pankreas karsinomu ile, kronik viral hepatit C ve B enfeksiyonu karaciger
kanseri ile, kronik inflamatuar bagirsak hastalig1 kolorektal kanser ile, kronik HPV enfeksiyonu
rahim agz1 kanseri ile ve akciger kanseri ile akciger iltihaplanmasi (sigara tiketiminden)
iliskilidir (Crusz & Balkwill, 2015; Keibel et al., 2009).



Dogustan gelen bagisiklik sisteminin hiicreleri ve onunla iliskili yapilar, kanserlerin ¢ogunda
tespit edilir. Dogustan gelen bagisiklik sistemi aracilarimin bu yiksek prevalansimin
nedenlerinden biri, hiicrelerdeki onkogenik degisikliklerin, malign dncesi ve malign hiicrelerde
inflamatuar yolaklarin indiklenmesine yol agmasidir (Crusz & Balkwill, 2015). Kanser
hiicrelerinin hayatta kalabilmesi, biiylimesi ve gelismesi i¢in bagisikliktan kagmasi gerekir.
Bunu, bagisiklik tepkisini diizenlenleyen bagisiklik hicrelerinin dzelliklerini de kazanarak
gerceklestirirler (Alzahrani, 2020).

2.4 BAGISIKLIK SiSTEMi

Konake1 enfeksiyonlara karsi, istilact patojenleri ortadan kaldirmak igin ¢esitli bagisiklik
yanitlart olusturur. Patojenler iizerinde bulunan ve patojenin yasam dongiisii i¢in gerekli olan
“patojenle ilisikili molekiler yapilar (PAMP’lar)” olarak bilinen korunmus molekdler kaliplarin

konak tarafindan tamnmasi yoluyla konak patojen etkilesimi baslar (Kumar et al., 2011).

Konak bagisiklik hiicreleri, PAMP'lar1 saptayarak birincil engel gorevi listlenen dogustan gelen
bir bagisiklik yamtini baslatir ardindan daha uzun streli ve genis bir immunolojik hafizaya sahip
olan adaptif bagisiklik tekisini ortaya ¢ikararak savunmayi saglar (Kumagai et al., 2008; Kumar

etal., 2011; Suzuki & Saito, 2006).

2.4.1 Patojen Kaliplarim Taniyan ReseptOrler

Dogustan gelen bagisiklik sisteminde PAMP’lar1 tantyan reseptorler vardir ve bunlar “patojen
kaliplarini tanryan reseptor (pattern recognition receptor, PRR)” olarak adlandirilir (OZBAYER
etal., 2014)

PRR'ler, patojenlerin, apoptotik konakg¢1 hiicrelerin ve hasarli yaslanan hiicrelerin yiizeyindeki
evrimlesmis molekiler yapilart dogrudan tamyabilen bir reseptdr smifidir. Ligandlarin
tamnmast ve baglanmasi yoluyla, PRR'ler spesifik olmayan anti-enfektif, antitimér ve diger
immunoprotektif etkiler dretebilir. Omurgalilarin dogustan gelen bagisiklik sistemindeki
PRR'ler, protein bolgesi homolojisine gore bes farkli tipte simiflandirilabilir: Toll benzeri
reseptorler, nikleotid oligomerizasyon alan1 (NOD) benzeri reseptorler (nucleotide
oligomerization domain (NOD)-like receptors, NLR'ler), retinoik asitle indiklenebilir gen-I

(RIG-1) benzeri reseptorler (retinoic acid-inducible gene-l (RIG-1)-like receptors RLR'ler), C-



tipi lektin reseptorleri (C-type lectin receptors, CLR'ler) ve melanom-2’de bulunmayan (AIM2)
benzeri reseptorler (absent in melanoma-2 (AlM2)-like receptors, ALR'ler) (Li & Wu, 2021).

2.5 TOLL BENZERI RESEPTORLER

Toll geni, baglangigta Drosophila embriyosunun dorsoventral polaritesini belirlemedeki rollyle
karakterize edilmistir (Droemann et al., 2005). Sonraki yillarda Toll reseptdriniin mantar
Onleyici bir yamtta gorev aldigi belirtilmistir (Kumagai et al., 2008). Bundan sonrasinda
dogustan gelen bagisiklik tepkisinde Toll reseptoriinin roll, sadece boéceklerde degil,

memelilerde de yogun bir sekilde incelenmeye baglanmistir (Konat, 2008).

TLR’ler, bakteriler, mantarlar ve viriisler dahil oldugu mikroorganizmalardan {iretilen farkli
PAMP’lara karst dogal immiin cevabin olusmasim saglayan bir grup transmembran proteindir
ve insanlarda interlokin-1 reseptoriinin homologudur (Alzahrani, 2020; Karapetyan et al.,
2020). TLR’lerin ana gorevi mikrobiyal enfeksiyondan konak¢iyr korumaktir (Zuzanna Urban-

Woijciuk et al., 2019).

Gunlmuzde spesifik ligandlara sahip 13 memeli TLR’si (TLR1-13) tanimlanmstir ve
insanlarda 10 tanesi (TLR1-10) eksprese olur (Kawai & Akira, 2009). TLR1 ila 9, hem
insanlarda hem de farelerde korunur. TLR10 insanlarda ifade edilir, ancak farelerde ifade
edilmez (murin TLR10 genindeki bir durdurma kodonu nedeniyle), oysa TLR11 farelerde ifade
edilir, ancak insanlarda ifade edilmez (Kumar et al., 2011). TLR11, TLR12 ve TLR13 insan
genlerinde bulunmamaktadir (Kawai & Akira, 2009).
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Sekil 2.1 Insanlarda ve farelerde eksprese olan TLR’ler

.2.5.1 TLR Lokalizasyonu

TLR’ler endoplazmik retikulumda (ER) sentezlenip, golgi kompleksinde olgunlasir ve bunu
takiben hiicre yiizeyine veya hiicre i¢indeki endozomlara tasinir (Karapetyan et al., 2020).
TLR'lerin transfer sureci endoplazmik retikulumda yer alan TLR4 iliskili protein (protein
associated with TLR4, PRAT4A) tarafindan dizenlenir (Kawasaki & Kawai, 2014).
PRAT4A'dan yoksun hucrelerde, TLR2 ve TLR4'lin hiicre ylzeyine ve TLR9'un endo-lizozomal
bolmelere iletiminde sorun oldugu gosterilmistir (Chaturvedi & Pierce, 2009). Hiicre yiizeyi
TLR'leri TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 ve TLR10'u icerirken, hiicre i¢i TLR'ler endozomda
bulunur ve TLR3, TLR7, TLRS8, TLRY, TLR11, TLR12 ve TLR13'l kapsar (Kawasaki & Kawali,
2014).

2.5.2 TLR Ligandlari

TLR'lerin konumu, tamdiklar1 ligandlarin kokeniyle ilgilidir (Boehme & Compton, 2004).
Hiicre ylizeyinde bulunan TLR’ler esas olarak lipitler, proteinler ve lipoprotein gibi mikrobiyal
membran bilesenleri olan genis PAMP ligandlarimi tamr (Kawai & Akira, 2009; Kawasaki &
Kawai, 2014).

TLR4, gram-negatif bakterilerden elde edilen lipopolisakkariti (LPS); TLR5, hem gram-negatif
hem de gram-pozitif bakterilerden bakteriyel flagellini tamr (Hayashi et al., 2001).
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TLR2, TLRI1 veya TLR6 ile heterodimerler olusturarak uyum iginde peptidoglikan, triacil ve
diasil lipopeptid, zimosan dahil olmak izere ¢ok ¢esitli PAMP’lar1 tanir (Yu et al., 2010). TLR10
stop kodon eksikligi nedeniyle farede psddogendir, insanda ise TLR2 ile heterodimer
olusturarak Listeria kokenli ligandlar1 tamr. TLR10 influenza A enfeksiyonunun algilanmasina

duyarhidir (Kawasaki & Kawai, 2014).

TLR3, TLR7, TLR8 ve TLR9 dahil olmak iizere hiicre i¢inde endozomda bulunan TLR’ler,
konak¢1 ve yabanci niikleik asitleri birbirinden ayirt eder (Blasius & Beutler, 2010). TLR3
viriislerden cift sarmalli RNA’y1 (dsRNA), TLR 7 ve 8 tek zincirli RNA’y1 (ssRNA), TLR9Y,
bakteriyel ve viral CpG DNA motiflerini tanir (Kawai & Akira, 2006). Tablo 2.5°te

Ozetlenmistir.

PAMP’larin yaninda TLR tarafindan hiicre 6liimii ve yaralanma sonucu salgilanan endojen
hasarla iliskili molekiiler kaliplar (Damage-associated molecular patterns - DAMP'lar) taninur.
Ist soku proteinleri, yiiksek mobiliteli grup kutu protein 1 (HMGB1), mitokondriyal DNA ve
diger organeller, hiicre dist matris bilesenleri ve plazma zar1 bilesenleri DAMP 0rnekleri

arasinda yer alir.

DAMP’larin taninmast doku hasar1 ve asir1 inflamasyonu dnler ancak aym1 zamanda metabolik
bozukluklar, ndrodejeneratif hastaliklar, otoimmin hastaliklar ve kanser gibi ¢ok sayida
inflamatuar hastaligin gelismesine de yol agabilir (Alzahrani, 2020; Gong et al., 2020; Pandolfi
et al., 2016). TLR2 ve TLR4; HMGBI1, HSP70 ve Gp96 1s1 soku proteinleri tarafindan aktive
olur (Piccinini & Midwood, 2010). Hem DAMP'lar hem de PAMP'lar TLR sinyali yoluyla
bagisiklik tepkilerini baslatir (Sato et al., 2009).
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Tablo 2.1 TLR ligandlar1 ve ligand kokenleri

TLR LIGANDLAR KOKENLERI
TLR1 (TLR1-TLR2) Triasil lipopeptit Bakteri
Lipoteikoik asit Bakteri
TLR2 (TLR1- Arabinomannan Mikobakteri
TLR2, TLR2- Peptidoglikan Bakteri
TLR6) Zimozan Mantarlar
Lipoprotein Mikoplazma
TLR3 dsRNA Viris
TLR4 Lipopolisakkaritler Bakteri
Is1 soku proteinleri
TLR5 kamg1 Bakteri
TLR-EI)_RGS (TLR2- lipoteikoik asit Bakteri
Peptidoglikan Bakteri
TLR7 SSRNA Virus
imidazokinolin Yapay olarak sentezlenmis
TLRS8 SSRNA Viris
TLR9 Metillenmemis CpG DNA Bakteri, Virls
TLR10 (insan) dsRNA Virls

TLR11 (fare)

Profilin ve ilgili proteinler

Toksoplazma gondi

TLR12 (fare)

Profilin ve ilgili proteinler

Toksoplazma gondi

TLR13 (fare)

23s ribozomal RNA

Bakteri

2.5.3 TLR Yapisi

TLR'ler hiicre dis1, transmembran ve hiicre i¢i sinyal alanlarina sahip olan tip I transmembran
glikoproteinlerdir. Hiicre dis1 alan, 16sin ac¢isindan zengin tekrar motifleri (LRR'ler) igerir ve her
LRR modull 20-43 amino asit uzunlugundadir. "L" nin 16sin, izoldsin, valin veya fenilalanin

oldugu ve "N" nin asparajin, treonin, serin veya sistein oldugu yiiksek oranda korunmus bir

"LxxLXLxxN" motifinden olusurlar (Karapetyan et al., 2020; Werling et al., 2009).

Hiicre dis1 alanin kristal yapisi incelendiginde "LxxLxLxxN" motiflerinin bir veya iki at nali
goriiniimiine benzer oldugu gosterilmistir (Kumar et al., 2011). Bu motifler, PAMP ve DAMP

ligandlarinin baglanmasindan sorumludur (Werling et al., 2009).

Yaklasik 150 amino asitten olusan TLR hiicre i¢i alaninda, transmembran alanindan sinyallerin

alimp iletilmesi icin TIR bdlgesi bulunur. Dizi homolojisi IL-1R super ailesinin sinyal

alanlariyla benzer oldugu i¢in TIR olarak adlandirilir (Karapetyan et al., 2020). Ligandlarin TLR
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glikoproteinlerinin LRR alanlarindaki spesifik baglanma bdlgelerine baglanmasiyla, plazma
zarinda monomer olarak bulunan TLR’lerin sinyallesme igin dimerizasyonu gerceklesir
(Behzadi et al., 2021; Gu et al., 2018).

2.6 TLR9

CD289 olarak da adlandirilan TLR9, insan kromozomu 3p21.3 lokalizasyonunda bulunan TLR9
geni tarafindan kodlanir (Berghofer et al., 2005). TLR9 geninin iki ekzonu vardir ve bunlardan
ikincisi ana kodlama alamidir. TLR9 proteini 1.032 amino asit igerir ve 150 kDa uzunlugundadir
(Alzahrani, 2020). TLR'ler arasinda TLR9, en dar hicre ekspresyon profiline sahiptir.
Insanlarda, bu TLR agirlikli olarak plazmasitoid dendritik hiicrelerde (pDC'ler), makrofajlarda,
T ve B hucrelerinde, dalak, lenf nodu ve kemik iliginin dahil oldugu bagisiklik htcresi
bakimindan zengin dokularda antijen sunan hiicreler (APC) tarafindan eksprese edilir (Chuang

et al., 2020; Karapetyan et al., 2020).

TLR9 reseptorleri icin primer ligandlar metillenmemis sitidin fosfat guanozin (CpG)
oligodiniikleotidlerdir (ODN) (Karapetyan et al., 2020). Omurgali ve bakteri DNA’s1 farkli
dizilere sahip oldugundan genomlarinda bulunan CpG motiflerinin &zellikleri de farklidir. ilk
olarak, CpG motifleri omurgali genomuna kiyasla bakteri ve viral genomda daha yiiksek oranda
eksprese olur (Bezemer & Garssen, 2020). ikincisi, omurgalilarda bir CpG'den dnce gelen en
yaygin baz C'dir ve bir CpG'den sonra gelen en yaygin baz G'dir. Son olarak, bu motifler memeli
DNA'sinda saptanmaz ¢linkii cogu CpG dizisi memelilerde metillenir ancak CpG diniikleotitleri
bakteriyel DNA'da metillenmez. Bu nedenle, dogustan gelen bagisiklik sistemi, metillenmemis
CpG'nin varligint bir enfeksiyon kamti olarak yorumlar (Ashkar & Rosenthal, 2002; Kumagai
et al., 2008).

TLR9 mesane kanseri, prostat kanseri, akut lenfoblastik I6semi (ALL), hepatoselller karsinom
(HCC), mide kanseri, rahim agz1 kanseri, Hodgkin lenfoma, meme kanseri, Burkitt's lenfoma,
non-Hodgkin lenfoma, endometriyal kanser, yemek borusu kanseri ve lenfoma dahil olmak

tizere ¢esitli kanserlerde eksprese olur ve kanser patogenezinde 6nemli rol oynar (Zhang et al.,
2013).
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2.6.1 TLR9 Sinyal Yolag:

TLR'ler, MyD88, TRIF, TIRAP/MAL veya TRAM gibi bir dizi TIR alani igeren adaptor iiyesi
ile etkilesime girer. Buna gore TLR sinyali iki yone ayrilir: MyD88'e bagli ve TRIF'e bagli yolak
(MyD88’den bagimsiz). MyD88, tim TLR'ler tarafindan kullamlir ve inflamatuar sitokin
genlerinin indiklenmesi icin NF-kB ve MAPK'leri aktive eder (Kawasaki & Kawai, 2014).

TLR9 endoplazmik retikulum membranina (dinlenme durumunda) lokalizedir ve ligand
uyarilmasi sonucu endozomlara gegisi gerceklesir (Zhang et al., 2013). TLR9un hiicre i¢i
trafigi, multi transmembran bir protein olan UNC-93 homolog B1 (UNC93B1) ve spesifik
adaptor proteinler (AP'ler) gibi yardimc1 proteinler tarafindan dizenlenir. UNC93B1,
endoplazmik retikulumda TLR9 ile etkilesime girer ve Golgi aygitindan plazma zarina, kaplama
proteini kompleksi IT (COPII) vezikiilleri yoluyla salgi yolunu izler. Hiicre zarinda, UNC93B1,
Klatrin iceren vezikiller yoluyla TLR9'un endositozu icin adaptér protein AP-2'yi alir.
Endozomda TLRY, hicrelere endositoz yoluyla giren agonisti CpG-DNA ile etkilesime girer
(Chuang et al., 2020). TLR9'un LRR'si, zar bolmesinin icinde bulunur ve sinyallerin iletilmesi
sitozolik tarafta bulunan TIR alanlarindaki adaptor molekiillerle gergeklesir (Kumagai et al.,
2008). Bu tiyeler arasinda MyD88, TRIF, TIRAP/MAL veya TRAM bulunur. TRIF, TLR3 ve
TLR4'e baglanan ve tip | IFN wve sitokin genlerinin indiklenmesi icin IRF3, NF-xB
aktivasyonuna yol acan alternatif bir yolu destekler. TIRAP, farkli lipitlere baglanarak hem
hiicre yiizeyi hem de endozomal TLR'lerle birlesen adaptordir. TRAM ise TRIF ve TLR4
arasinda baglant1 kurmak i¢cin TLR3'e degil, secici olarak TLR4'e baglanir (Kawasaki & Kawai,
2014).

Bir TIR alam ve bir 6lim alam (DD) igeren TLRY sinyalini bu bagdastiricilardan biri olan
MyD88’in baslatmasi gerekir (Kumagai et al., 2008). Ciinkii yapilan ¢alismalarda, MyD&88
nakavt farelerden alinan makrofaj ve dendritik hiicreler, TLR9 ligandi CpG DNA’ya tamamen
tepkisiz kalmis bunun sonucunda metillenmemis CpG DNA’nin taninmasinin MyD88’e bagli

oldugu gosterilmistir (Ashkar & Rosenthal, 2002; Kaisho & Akira, 2001).
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MyD88 TLR9’a TIR bolgesinden baglanir. MyD88 terminal bdlgedeki karboksil (COOH)
kismindan DD’si aracilifiyla sirasiyla, IRAK ailesinden IRAKI1 ve IRAK4 ile etkilesime girer.
IRAK4, kinaz aktivitesini yukar: regiile ederek IRAK1' fosforile eder, bu da bir E3 ubiquitin
ligaz olan TRAF6’nmin alinmasina sebep olur TRAF6'nin asagisinda yer alan transforme edici
blytme faktori-p ile iliskili kinaz 1’1 (TAK1’1) aktive eder (Chuang et al., 2020; Kumagai et
al., 2008).

Yapilan bir calismada TAKI1, hem TCR (T hiicre reseptorii) hiicre hem de BCR (B hiicre
reseptorii) sinyallesmesinde NF-kB aktivasyon sinyallerine aracilik eder. TAKI eksikligi, in
vivo olarak kusurlu T-hiicresi gelisimi ve bozulmus NF-kB aktivasyonu ile sonuglanmustir.
Boylelikle TAK1'in dogustan gelen ve kazanmlmis bagisiklik tepkilerinde ¢ok 6nemli rollere
sahip oldugu gosterilmistir (Suzuki & Saito, 2006). TAK1, TAB2 (TAKI baglanma proteini 2)
ile bir sinyal kompleksi olusturur ve NF-kB inhibitor protein [IkB] kinaz (IKK) kompleksini
aktive eder. Boylece NF-kB aktive olur (Alzahrani, 2020).

Pro-inflamatuar sitokin ekspresyonunu indiklemeye ek olarak, TLR9 aktivasyonu, tip |
IFN'lerin GOretimi ile sonuglamr. IRF-7, tip | IFN genlerinin ekspresyonunu dizenleyen
pDC'lerde eksprese edilen bir transkripsiyon faktoriddr. IRF-7, tip | IFN'nin transkripsiyonunu
indiiklemek i¢in ¢ekirdege yer degistirdigi MyD88, IRAK1, IRAK4 ve TRAF6 kompleksi ile
birlesir (Chuang et al., 2020).
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CpG Hiicre membrani

IRF7 Niikleus

MAPK tip 1 IFN genleri )
AP-1
=

= (Pro-inflamatuar sitokin )

Sekil 2.2 TLR Sinyal Yolag: (Alzahrani, 2020; Chuang et al., 2020)
2.7 IRAK

IRAK'lar TLR ve IL-1R sinyallesme streclerinin temel aracilaridir. Insan genomunda dort
IRAK (IRAK1, IRAK2, IRAK3 veya IRAKM ve IRAK4) geni bulunur. Tim IRAK
proteinlerinde, dimerizasyon ve MyD88 etkilesimi i¢in énemli olan bir N-terminal 6liim alani,
bir prolin/serin/treonin bakimindan zengin alan ve bir kinaz ve/veya psddokinaz alam bulunur.
IRAK'lar serin/treonin protein kinazlar olarak siniflandirilmasina ragmen, sadece IRAKI1 ve
IRAK4 kinaz aktivitesi sergiler. IRAK2 ve IRAKM, kinaz aktivitesinden yoksundur ve
duzenleyici olarak ¢alisir (Picard et al., 2007; Rhyasen & Starczynowski, 2015).

2.7.1 IRAK4

IRAK ailesinin dordinctu Uyesi olan IRAK4, diger Uyelerden daha 6nce 2002 yilinda
tammlanan, IL-1R ve TLR sinyali arasindaki kesigsme noktasinda bulunan bir kinazdir (Mullard,
2020; Picard et al., 2007). TLR sinyal yolunda kritik bir rol oynayan ve sinyal iletimi icin kinaz
aktivitesi gerektiren Drosophila Pelle proteini ile IRAK4 en yiiksek homolojiyi paylasir.
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Hem dogustan hem de kazanilmis bagisiklikta rol almasi gereken, Drosophila'dan memelilere
evrimsel olarak korunmus molekillerdir (Suzuki & Saito, 2006; Wang et al., 2009). Tim
IRAK’larda oldugu gibi, IRAK4 de iki yapisal alan igerir: DD igeren proteinlerin molekiiler
taninmasina aracilik eden bir 6liim alam (DD) ve bir katalitik kinaz alam (KD) (Picard et al.,

2007).

MyD88'e bagli TIR sinyalinde, IRAK4 6liim etki alam etkilesimleri yoluyla protein adaptorii
MyD88 ile birlesir. MyD88, IRAK1, TRAF6 ve IRAK4'ten olusan bir sitoplazmik sinyal
kompleksi olusturulur. Bu IRAK4'in varligimin TIR sinyalizasyonu i¢in vazge¢ilmez oldugunu
gosterir. Aym1 zamanda reseptorlerin baglanmasi ile aktive edilen ilk reseptor-protein kinazdir

ve asagl akis sinyal molekiilleri ile etkilesime girer (Rhyasen & Starczynowski, 2015; Wang et
al., 2009).

TIR-MyD88-IRAK4'e bagimli yolaklarin 6neminin gosterimi farelerde deneysel ¢alismalarin
yapilmasina dayanmaktadir; IRAK4'Un hedeflenen bir sekilde silinmesi sonucu, sitokin
tepkilerinde ve IL-1R ve TLR'ler tarafindan indiklenen asagi akis sinyal yollarinda ciddi
kusurlar1 ortaya ¢ikarmustir. insanlarda yapilan galismalar sonucu gen delesyonu/mutasyonlari
nedeniyle IRAK4 eksikligi olan hastalarda Streptococcus pneumoniae gibi Gram-pozitif
piyojenik bakterilerin neden oldugu tekrarlayan enfeksiyonlar gozlenmistir (Rhyasen &
Starczynowski, 2015; Wang et al., 2009). IRAK4 proteinlerinden yoksun insanlar dar bir patojen
araligina sahiptir. Sadece bebeklik ve erken ¢ocukluk doneminde hayati bir 6nem tasirken bu
hastalar ergenlige yaklastik¢a, enfeksiyonlara duyarlilik giderek daha nadir hale gelir (von
Bernuth et al., 2012).

2.8 TLR VE KANSER

Bagisiklik sisteminde rol oynayan TLR’ler sadece bagisiklik hiicrelerinde degil aym zamanda
timor hiicrelerinde veya mikrogevresinde eksprese olup, tlimor hiicrelerine karst bagisiklik
tepkisinde dénemli roller Ustlenirler (Gu et al., 2018; Martin-Medina et al., 2022; Sato et al.,
2009).
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Tablo 2.2 insan kanser hiicrelerinde TLR ifadesi

Kanser Taru TLR

Akciger Kanseri TLR2, TLR4, TLRY9, TLR3
Prostat Kanseri TLR4, TLR9

Meme Kanseri TLR2, TLR3, TLRY, TLR4
Hepatoseliler Karsinom TLR2, TLR3, TLR9, TLR4, TLR6
Mide Kanseri TLR2, TLR4, TLR5, TLR9
Kolorektal Kanser TLR2, TLR3, TLR5, TLR4, TLR9
Pankreas Kanseri TLR7, TLR8

Yumurtalik Kanseri TLR5, TLR2, TLR3, TLR4
Ozafagus Kanseri TLR3, TLR4, TLR7, TLR9

Kanserin olusumu ve gelisimi i¢in tiimor dokusuna oksijen ve besin saglanmasi amaciyla kilcal
damarin biiyiimesi i¢in gerekli olan anjiyogenez siirecinde bazi TLR’ler rol alir. Ozellikle TLR4

ve 9'un timor anjiyogenezi ile iliskili oldugu belirlenmistir (Gu et al., 2018).

Cesitli kanserlerde artmis TLR ligandlar1 olan PAMP ve DAMP (retimi gorilmistiir (Alzahrani,
2020). DAMP'lar saglikli hiicrelerin sitozol ve ¢ekirdegiyle simirlidir ancak kanser hiicrelerinde
asir1 eksprese edilebilir ve hicre i¢i lokalizasyonlar1 degisebilir. En iyi karakterize edilen
DAMP’lardan biri olan, HMGB1 normalde ¢ekirdekte olmasi gerekirken sitoplazmada asiri
eskprese edilir. HMGBL1 bagisiklik hiicreleri tizerindeki TLR’ler tarafindan tanimir. Sonraki TLR
sinyalleri anti-tiimor bagisiklik tepkisini bozar ve kanserin ilerlemesine yol agar. HMGB1’in
meme kanseri, kolon kanseri, melanom, pankreas kanseri ve prostat kanserinde gii¢lii bir sekilde
ifade edildigi gosterilmistir; giiclii ifade edilen HMGBI1, bagisiklik hiicrelerinde eksprese edilen
TLR2, TLR4 ve TLR9’u aktive eder ve kanser progresyonunu ve metastazini indiikleyebilir
(Jouhi et al., 2014; Sato et al., 2009).

DAMP’lara benzer sekilde TLR’lerin lokalizasyonu kanser hicrelerinde bozulabilir. TLR2,
TLR4 ve TLRS normalde plazma membraninda lokalizedir ancak kolorektal kanser hiicrelerinin

sitoplazmasinda da bulunabilir (Rolfo et al., 2023).
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TLR'lerin aktivasyonu sonucu 2 yonde etki gerceklesebilir. Hem pro-tumor tepkiler, kanser
hiicresi proliferasyonu, hayatta kalmasi ve metastazi gozlenebilir hem de tam tersi tumor

biiylimesi ve ¢ogalmasim baskilayan ve kanser hiicresi apoptozunu uyaran anti-timor tepkiler

gozlenebilir (Alzahrani, 2020).

Yapilan ¢alismalarda TLR3 ve TLRS, dogrudan anti-tiimor etkileri ortaya ¢ikarirken, TLR4,7/8
ve 9’un tiimor hiicreleri tizerinde uyarildiginda birincil olarak pro-tiimor 6zellikleri gosterdigi
ortaya konulmustur. Ancak bir TLR'nin belirli bir tiimor tipine baglanmasi hiicre 6liimiinii
indikleyebilirken, ayni TLR'nin farkli bir tumor (zerinde uyarilmasimin sagkalimi tesvik
edebilecegini, proliferasyonu indiikleyebilecegini vurgulamak onemlidir (Kaczanowska et al.,

2013).

Ornegin yukaridaki ¢alismamn tersine TLR 2, 4 ve 7/8'in uyarilmasi, immunsupresif sitokinlerin
iretimi, artmis hiicre proliferasyonu ve apoptoza karsi direng yoluyla tiimor ilerlemesine yol
acabilir. Ote yandan, TLR 2, 3, 4, 5, 7/8 ve 9'un uyarilmasinin, genellikle kemoterapi veya
immiinoterapi ile kombine edildiginde, farkli yollardan tiimdr inhibisyonuna yol agabildigi bazi

calismalarda gosterilmistir (Z. Urban-Wojciuk et al., 2019).

2.8 GEN POLIMORFiZMLERININ KANSER ILE ILISKiSi

Tek nukleotid polimorfizmleri (SNP'ler), bir populasyonda %1 veya daha yuksek siklikta
bulunan gen varyantlaridir. SNP'ler, belirli bir gendeki konuma bagli olarak farkli etkilere sahip
olabilir: promotdr Ozellikleri etkileyebilir, amino asit dizisini degistirebilir, protein ifadesini
etkileyebilir ve hatta gen ifadesini tamamen susturabilir. TLR genlerindeki polimorfizmler, pro-
inflamatuar veya anti-inflamatuar sitokinler arasindaki dengeyi degistirerek enfeksiyon, kronik

inflamasyon ve kanser riskini moddile edebilir (Kutikhin, 2011).

Yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda TLR9 geni (zerinde, rs352140(C/T), rs5743836 (T/C) ve
rs187084(C/T) (sirastyla 2848C/T, 1237T/C ve 1486C/T olarak da bilinir) dahil olmak Uzere g
yaygin tek niikleotid polimorfizmine (SNP) odaklanilmustir. Onceki arastirmalar, rs352140 TT
genotipinin, mMRNA dizeyinde daha ylksek bir TLR9 ekspresyonuna neden oldugunu
belirtmistir. Bu nedenle rs352140 dogustan gelen bagisiklik tepkisini, kronik inflamasyonu ve
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ardindan karsinom olusumunu etkileyebilir. rs5743836 polimorfizminin C aleli, bir IL6 yamt
veren ara eleman dretir. Bu alelin mevcudiyeti, CpG'ye yonelik hiicresel tepkilerin
siddetlenmesine yani TLRY tetiklenmesinin ardindan daha yiiksek bir NF-kxB baglanma afinitesi
sergilenmesine neden olur. Bunun da NF-kB 'nin transkripsiyonunun artmasina, daha fazla
proinflamatuar mediatér salimmu ve Uretimine neden oldugu gorilmiistir. Bu polimorfizm
inflamasyonun indiklenmesiyle beraber timérijenezde de 6nemli bir rol oynar (Zhang et al.,
2013).

IRAK’lar TLR genlerinin ilgili oldugu polimorfizmler ile iliskili olabilir ¢iinkii TLR yoluyla
sinyal iletiminde anahtar bir rol oynarlar. Calismamiz i¢in yapilan literatiir taramasinda TLR

sinyal yolunda gorev alan IRAK4 gen polimorfizmleri ile kanser arasindaki iliskinin 6nemi

belirsizligini korumaktadir (Kutikhin, 2011).

3.GEREC VE YONTEMLER

3.1 GEREC

Calismamiz igin gerekli etik kurul onayr Kiitahya Saglik Bilimleri Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 11.11.2021 tarihinde, 2021/15-31 karar no
ile verilmistir. Bu galismanin ger¢eklesmesi icin bir proje Onerisi hazirlanmistir. BAP
Komisyonu tarafindan ‘TLR9 ve IRAK4 Genlerindeki Sekans Varyantlarin Akciger Kanseri
Riski ile Iligkisinin Belirlenmesi’ adli proje dnerimiz 21.04.2022 tarihinde TYL-2022-101 proje

numarasi ile desteklenmesi uygun gorilmiistiir.

3.1.1. Evren ve Orneklem

Caligmamizda G.Power 3.1 araciligiyla gic¢ analizi yapilmistir. Hasta ve saghikli gruplar
arasindaki farkliliklar: istatistiksel olarak goOstermek igin iki ortalama arasindaki farkin
onemlilik testi kullanilarak 0.6 etki biiytikligii, 0.05 anlamlilik diizeyi (%95 giiven diizeyi) ve
her bir grupta 45 er 6rneklem biiyiikliigii (toplam=90) ile ¢alisildiginda testin giicti 0.80 olarak

hesaplanmustir.
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Kiitahya Saglk Bilimleri Universitesi Evliya Celebi Egitim ve Arastirma Hastanesi Gogiis
Hastaliklar1 Anabilim Dali’na bagvuran ve akciger kanseri (NSCLC I-II-I1I-IV evreler) tanisi
alan 45 hasta ile cesitli sikayetler ile Gogilis Hastaliklar1 Anabilim Dali’na bagvuran ve akciger
kanseri tanisi almayan 45 kontrol bireyden periferik kan 6rnekleri EDTA igerikli tiipler igerisine
alimarak ¢alismamiza dahil edilmistir. Calismanin icerigiyle ilgili olarak tiim hastalara bilgi
verilerek hastalardan imzali onam formu alinmuis, bilgilendirilmis ayrintili onam formlarim

imzalamayan hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir.
Calismamiza dahil edilme kriterleri;

- NSCLC grubuna katilan hastalar; 25-75 yas arasi, akciger kanseri tanisi alan kadin ve erkek

bireyler

- Kontrol grubumuzda; 25-75 yas arast herhangi bir kanser tamsi almayan kadin ve erkek

bireyler bulunur.
Calismamizda dislama Kriterleri;

- NSCLC grubumuz; 25 yasindan kiigik ve 75 yasindan bilyuk, akciger kanseri (NSCLC) tanist

olmayan bireyler
-Kontrol grubumuz; 25 yasindan kiglk ve 75 yasindan buytk, kanser tanisi olan bireyler

3.1.2 Kullanilan malzemeler

- Steril laboratuvar eldiveni
- EDTA’l mor kapakli kan alma tupu
- SantrifQj tapleri (1,5-2 ml)

- Kandan genomik DNA izolasyon kiti (EURX, GeneMATRIX Quick Blood DNA Purification
Kit)

- PCR master mix (ANTPs, Taq DNA polimeraz, yiikleme tamponu ve MgCI2 icermeli)
- TBE buffer (agaroz jel elektroforezine uygun, 10X)
- DNA jel boyasi (etidyum bromid yerine kullanilmak Uzere toksik olmayan, 20.000x)
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- DNA jel boyasi (etidyum bromid yerine kullanilmak (izere toksik olmayan, 20.000x)
- 8 li strip vial (0.2mL, PCR tip)

- PCR grade niikleaz free su

- High purify agaroz

- Red Safe jel boyasi

- Marker (50 bp)

- Human TLR9 ELISAkit, 96 well (CLOUD-CLONE CORP.)

- Human IRAK4 ELISA kit, 96 well (CLOUD-CLONE CORP.)

- TLR9 -DNA SEKANS ANALIZI, PCR ->Sanger -Tek okuma, 500-600 baz
- IRAK4-DNA SEKANS ANALIZI, PCR ->Sanger -Tek okuma, 500-600 baz
- Steril mikropipet ucu (0,5 - 10 ul)

- Steril mikropipet ucu (10 - 100 pl)

- Steril mikropipet ucu (100 — 1000 pl)

3.1.3 Kullanilan cihazlar
- Vorteks

- Buzdolab1 (Bosch)

- Derin dondurucu (Bosch)

- PCR (Polimerase Chain Reaction) cihaz1 (Bio-Rad C1000 Thermal Cyler, California, USA)
- Elektroforez cihazi (Bio-Rad PowerPac™ Basic Power Supply)

- NanoDrop

- Santrifdj

- Plate okuyucu spektrofotometre
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- Otomatik pipet uglar1 (10 pl, 100 pl, 1000 pl)

- Etlv

- Mikro dalga firin (Samsung)

- Sekans cihazi

- Hassas terazi (Weightlab WL-603)

3.2 YONTEM

3.2.1 DNA izolasyonu
EDTA’l1 tiplere toplanmis kan 6rneklerinden DNAizolasyonu igin, ticari DNA kiti olan EURX,
GeneMATRIX Series (Katalog No: E3565-01,Lot No: F7190221) kullanildi.

Izolasyon Protokol

1.

2.

30 ul aktivasyon Buffer QB spin kolonlara eklenerek membranlar aktive edildi.
200 pl kan 6rnegi farkli bir eppendorf tiipiine eklendi.

2 ul RNaseA eklendi ve 5 dk vortexle inkubasyon yapildi. Bitun érneklere standart bir

stire hepsine aym derecede uygulandi.

10 pl proteinaz K ilave edildi.

200 pl Sol QB buffer eklendi ve vortex yapildi ardindan 10 dk 70°C'de inkibe edildi.
200 pul %96 etanol eklendi ve vortex yapildi ve 1 dk 11.000 x g'de santriftjj edildi.

Lizat spin kolona aktarildi ve eppendorf igindeki Buffer QB’ye aktarilirak 1 dk 11.000

x g'de santriftj edildi.
Alttaki toplama tlpu baslatildi.

500 ul Wash QBX1 buffer eklendi ve 1 dk 11.000 x g'de santrif(j edildi.

10. Alttaki toplama tupl bosaltild.
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11. 500ul Wash QBX2 buffer eklendi ve 1 dk 11.000 x g'de santriftj edildi.
12. Alttaki toplama tiipl bosaltildi.
13. 1dk santrifuj edildikten sonra alkoliin ugmast igin kapak agik bekletildi.

14. 100 pl elusyon buffer eklendi. Oda 1sisinda 2 dk inkibe edildi ve 1 dk 11.000 x g'de

santrifdij edildi.
15. Toplama tuplinden ayristirtlan DNA’larin saflik analizi asamasina gecildi.

DNA miktar: ve saflik analizi

DNA orneklerinin miktar1 ve saflik derecesi Thermo Scientific NanoDropTM 1000 NanoDrop
ile dlgtildii. Calismamiz kapsamindaki tiim DNA 6rneklerinin 260 ve 280 nm dalga boylarinda
Olciilen absorbans degerlerinin (A260/A280) oram Olciildii ve 1,7< A260/A280 < 2,0 sart1
saglandiktan sonra, DNA stok konsantrasyonu 50 ng/uL olacak sekilde eliisyon soliisyonu ile

dilue edilerek ve genotipleme asamasina kadar -20 C°’de sakland.

3.2.2 Amplifikasyon ve Genotipleme
Calismamiz kapsaminda arastirilmasi planlanan TLR9 ve IRAK4 genlerinde ortalama 500

bazlik dizileme bdlgesinin secimi icin NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/) ve Ensembl

(https://www.ensembl.org/index.html) veri tabanlari kullanilmistir. Genotipleme igin dncelikle

TLR9 ve IRAK4 gen promotor bolgeleri igin 20-23bp uzunlugunda ve SNP i¢ermeyen diziler

baz alinarak forward ve reverse primer tasarimi yapilacaktir.

TLR9 icin rs751383938 (52,222,100) ile rs1559437476 (52,222,620) bolgeleri;
IRAK4 icin rs774138507 (43,786,360) ile rs 1942259003 (43,786,908) bolgeleri arasinda

tarama yapilmustir.
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Sekil 3.1 TLR9 promotdr gen sekanst bolimu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu bir DNA zincirinin bilinen iki pargasi arasinda uzanan istenilen bir
DNA boliimiiniin enzimatik olarak ¢ogaltildigr in vitro bir tekniktir. PCR’da kullanilan temel
bilesenler hedef DNA, dort deoksiriboniikleotid (ANTP’ler: dATP, dTTP, dGTP ve dCTP), taq
DNA polimeraz enzimi, primerler, deoksinikleotitler, tampon cozeltisi, pH, Magnezyum
tyonlaridir. Hedef DNA’nin milyonlarca kopyasim olusturmak i¢in bir dizi termal dongiliden

gecilir. Bu dongu temelde 3 asamay1 kapsar.
-Ilk asamada ¢ift sarmalli DNA kalibinin denattrasyonu gerceklesir.

-Ikinci asamada hedefe 6zgl primerler baglanr.
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-Baglanmus primerler taq DNA polimeraz ile uzatilir.
Calismada kullanilan Master mix bilesenleri;

-Taq polimeraz

-dNTP

-Uygun tampon ¢ozelti

Calismada kullanilan primerler;

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primerler, BM Lab. tarafindan, senetzlenip Tablo 3.1’
de verilmistir. TLR9 ve IRAK4 gen promotor bolgeleri i¢cin 20-23bp uzunlugunda ve SNP
igermeyen diziler baz alinarak forward ve reverse primer tasarimi yapilmistir. Bu primerler

oncelikle diliie edilir. Bunun igin 18 pL niikleaz free su iizerine 2 pL primer pipetaj yapilarak

eklenir.
Tablo 3.1 Calismada kullanilan PCR primer dizileri
GEN ADI PRIMERLER
IRAKA4-F AAGTGAAAGGGGTGGGGTTC
IRAK4-R TCCACCCTACATACAGCCCA
TLR9-F CGAAACAGTCCCAGGAGAGG
TLR9-R CTGAGCCACAACTGCAATCTC

Hazirlik asamasinda ilk once her iki gen i¢inde hasta ve kontrol gruplarinin karismamasi i¢in
ayr1 ayri etiketleme yapildi. PCR bilesenleri toplamda 25 pL konsantrasyonda olucak sekilde
hazirlanir. PCR bilesenlerini igeren bir karigim tlpU etiketlendi. Bu karigim tdpunin igine
sirastyla nikleaz free (10,5 pL), master mix (12,5 pl) ve primerler (toplamda 1 pL) eklendi.
Etiketlenen hasta ve kontrol gruplari tiiplerinin i¢ine 1 plL DNA’lar1 eklenir ve geri kalan
miktar1 karigim tiiplinden uygun miktarda her gruba dagitildi. PCR kosullar1 her iki gen i¢inde
ayarlanip termal dongili cihazina tiipler yerlestirildi ve reaksiyon tamamlandiktan sonra

orneklere elektroforez uygulanmak tizere 4°C’ye kaldirildi.
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IRAK{ PCR Kosullar TLRY PCR Kosullar

04°C 30 saniye 94°C 30 saniye

94°C 30 saniye 94°C 30 saniye

62°C 1 dakika 0xX 63°C 1 dakika X
68°C 1 dakika 689C 1 dakika

68 °C 5 dakika 68°C 5 dakika

4°C Beldemede 4°C Beklemede

Sekil 3.2 IRAK4 ve TLR9 PCR sartlar1

Agaroz jel elektroforezi hazirlanmasi ve 6rneklerin yiklenmesi

%?2’lik (w/v) agoroz jel hazirlig1 icin; 2 gram agaroz hassas terazide tartilip ve 100 ml 1x TBE
tamponu ile birlikte 250 ml’lik bir erlende karistirilmustir. Ardindan mikrodalga cihazina
almarak 1-2 dk bekletilip tamamen ¢dziinmesi saglanarak seffaf bir goriiniim elde edildikten
sonra sogumaya birakilir. Sonrasinda 5 pL RedSafe eklenerek homojen bir sekilde dagilmasi
saglandiktan sonra agaroz aktarma kabina dokiiliir ve ardindan jel taraklar sabitlendi. Dokme
islemi tek bir noktadan yapilir ve hava kabarciginin olusmamasina dikkat edildi. Yapilan
karigtmin katilagmis jel formu icin yarim saat beklenir. Elektroforez tanki igerisine 1X TBE
tamponu uygun miktarda dolduruldu. Hazirlanmus agaroz jeli taraklari g¢ikarilarak tamponun
icinde tamamen kalacak sekilde yerlestirildi. Marker (3 pL. DNA ladder) ve tiim 6rnekler (2 puL)
jel Uzerindeki kuyucuklara yuklendi. PCR drunleri elektriksel potansiyel fark uygulanarak 80 V
400 mA 30 dakikada yiiriitiildi. Elektroforez sonrasi, UV bant altinda goriintiilenip goriintiiler
kaydedildi.

Sanger Sekanslama

Sanger sekanslama yontemi 1977 yilinda Frederick Sanger ve arkadaslarimin gelistirdigi DNA
dizi analizinda en sik kullanilan yontemdir. Enzime bagl bir sekanslama islemine dayanan bu
yontem; DNA sentezini saglamak i¢cin DNA polimeraz enzimlerinden birisi kullanilir. Dizi
analizi yapilirken 4 reaksiyon karisimi hazirlanir ve bu karisimlarda; kalip DNA dizisi,
dNTP’ler, ddNTP’ler (dideoksiribonikleozit trifosfat) wve primerin olmast gereKir.
Sekanslamadan 6nce DNA tek zincir haline getirilir. Bu yontemin temeli DNA polimerazin
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dNTP’ lerin yamsira deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP’ leri de
substrat olarak kullanabilmesine dayanir. DNA polimeraz, DNA sentezlemek i¢in serbest bir 3’ -
OH grubuna ihtiya¢ duyar. Sentezlenen DNA’ ya bir ddNTP’ nin katilmasi 3’ pozisyonunda OH
grubu olmadigr i¢in sentezi durdurur. Diziyi sonlandiran bu ddNTP’ler farkli renkteki floresan
boyalarla isaretlenir. Reaksiyonlar sonucu elde edilen DNA pargalarma elektroforez
uygulanarak jel Uzerinde yan yana ydritulir. Uygulanan elektriksel alanin etkisi ile DNA
pargaciklar1 en kisasi en dnde olmak fizere jel iizerinde bir merdiven goriintiisii olu sturur.
Isaretleme yontemine gore jel iizerinde, tespit edilen parcaciklar reaksiyon karisimina konulan

ddNTP’ nin tipine gore okunur.

Calismamizda PCR {iriini saflastirma asamasinda, elde edilen tek bant 6rnekler icin MAGBIO
“HigHPrep PCR Clean-up System” (AC-60005) saflastirma kiti kullanilip, kitin prosediirlerine
uygun saflastirilmistir. Sanger Dizileme 6rnekleri i¢in ABI 3730XL Sanger dizileme cihazi
(Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle dizileme kiti (Applied
Biosystems, Foster City, CA) kullanilmustir. Yaklasik 500 bp uzunlugundaki amplifikasyon

tiriinleri bu yontemle dizilenmistir.
Genotip Analizinin Degerlendirilmesi

Sekans sonuglarinin degerlendirilmesi icin MEGA 11 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) programi kullamlmistir. MEGA 11 molekiler evrimin istatiksel analizini yonetmek
ve filogenetik agaclar olusturmak icin tasarlanmus bir programdir. Programin kullamim arasinda
¢oklu ve yerel dizi hizalanmasi, veri analizlerinin kaydedilmesini saglayacak ortam, genetik kod
tablo bolumiinde kod tablosunun istatiksel analizininin yapilmasi, varyans hesaplamalari,
secilim testlerinin uygulanmasi, ¢oklu aga¢ goriintilenmesi bulunur. Calismamiz kapsaminda
hasta ve kontrol grubunun sekanslarimn hizalanmasi igin bu programi kullandik. Hasta ve
kontrol grubu ayr1 ayr1 her iki gende ele alinarak hizalamalar1 gerceklestirilmistir. Sekil 3.3 ve
Sekil 3.4 arasinda MEGA 11 programindan elde edilen goriintiiler sunulmustur. IRAK4 bolgesi
icin kontrol grubunda hizalanma Oncesi ve sonrasindaki fark gosterilmistir. MEGAL11 ile baz

degisimleri kontrol gruplarmin kendi i¢cinde ve hasta gruplarinin kendi iginde karsilastirilir.
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M11: Alignment Explorer (K-IRAK4 ALIGNMNET.mas) - X
Data  Edit  Search  Alignment  Web  Sequencer  Display  Help
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1. K-45-IRAK4

2. K-44-IRAKS

3. K-43-RAK4

4. K-42-RAK4
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8. K-38-IRAK4
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Sekil 3.3 Kontrol grubu IRAK4 sekans dizileri hizalanmadan 6nce
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Sekil 3.4 Kontrol grubu IRAK4 sekans dizileri hizalama sonrasi
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MEGA 11 programu ile beraber NCBI veri tabaninda bulunan BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) programi beraber kullanilmistir. Kullanilan dizilere bagl olarak farkli amaglar i¢in

kullanilan BLAST programlar1 mevcuttur. Bu programlar Sekil 3.5’te 6zetlenmistir.

-BLASTN, nikleotit sorgu dizisi homolog dizilerin bulunmasi igin bagka bir nukleotit veri tabani

ile karsilastirilir.

-BLASTX, nukleotit sorgu dizisi homolog dizi bdélgelerinin bulunmasi icin aminoasitlerden

olusan bir veritabam ile karsilastirilir.

-tBLASTN, bir aminoasit bir nukleotit dizisinden olusan bir veritabani ile orjinal dizideki

bolgelere homolog bolgeleri bulmak icin karsilastirilir.

-BLASTp ise aminoasitlerden olusan bir sorgu dizisi homolog dizilerin bulunmasi amaciyla

istenilen bir aminoait veritabam ile karsilastirilir.

National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information

BLAST® Home RecentResults Saved Strategies Help

Basic Local Alignment Search Tool
Try BLAST+ 2.14.1 today!

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The Check out the changes we made

program compares nucleotide or protein sequences to sequence

databases and calculates the statistical significance. Learn more Tue, 22 Aug 2023 B More BLAST news.
Web BLAST

Sekil 3.5 NCBI veri tabaninda BLAST yontemleri

Calismamiz kapsaminda BLASTnN yontemi secilerek tiim nukleotid dizileri, her bir genin kontrol
ve hasta gruplar1 ayrilmak {izere, bir metin halinde hazirlanip programa yiiklenmistir. Sekil

3.6’da IRAKA4 bolgesi icin kontrol gruplarinda BLASTN sonuglart gosterilmistir.
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jon (neint) usng Megablast (Optimize for highly similar sequences)

Sekil 3.6 BLASTN veri yikleme islemi
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@ BLAST Help Videos  *DBack to Traditional Resulis Pags

Job Title Nucleotide Sequence Fliter Results
RID F8J5T8XK013 Seamh expiras on 09-04 16:50 pm Download All v
Program BLASTN @ Citation v Organism  only fog 20 will sppear | | exclude
Database it Seadelalsy Type common name, binomial, taxid or group name i
<+ Add organism
Query ID IcljQuery_241085
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna | lm I ] I lgo I ] [ l fo [ |
Query Length 18274
Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download “ Select columns ~ Show 12}
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance free of resulls  MSA Viewer
. 5 Max | Totsl Query E Per. Aco
ti S Nams 5
Bescv'm o Raentﬁ'c =" score| Scor= Cover value Ident = Len Accession
[y hd - i o
Tiskili bulunan
Homo s3giens interleukin ! receptor 3ssociated kinase 4 (IRAKY), R=fSeqGens (LRG 75) on chromosom. genlerin arasmdan
Hemo sagiens 12 BAC RP11-210N12 {Roswell Park Cancer Institute Human BAC Libeary) complete sequ.. 20801 IRAK4 segimi yﬂpllll’.
Homo sagiens interleukin-1 receptor-sssociated kinase 4 (IRAKY) 763 20001 00 ©0.03% 33033 AY183082.1
Home sagiens interleukin 1 receptor associated kinase 4 (IRAKY), ransc: arant 2 mRNA 676 17878 62% 00 ©9045% 4284 NM 0151224
PREDICTED: Homo s3giens interleukin 1 X iated kinase 4 (IRAK4) ipt variant X8, mR.. 678 17878 00 ©9.48% 4000
PREDICTED: Homo sagiens interleukin 1 receptor 3ssociated kinase 4 (IRAKY) riant X5, mR.. 676 17878 00 o433 4480
PREDICTED: Homo s3giens interleukon 1 receptor 3ssociated kinase 4 ([RAKY) crpt wanant X4 mR, .. ¢ 878 17378 00 e243% 4352
PREDICTED: Homo sapiens interleukin 1 receptor associated kinase 4 (IRAKY). transcrict vanant X3, mR. 676 17878 00 e942% 4470
PREDICTED: Homo sagiens interleulon 1 receptor associated kinase 4 (IRAK4), transcrpt vanant X2 mR,. ¢ 78 17878 00 ©948% 35266
PREDICTED: Homo sagiens interfeukn 1 receptor associated kinase 4 (IRAKY) crict variant X1, mR.. 876 17878 0.0 4910
PREDICTED: Homo sapiens interleukon 1 receptor 3ssociated kinase 4 (IRAKY). ot vanant X8, mR.. 878 17878 ©62% 0.0 4008
PREDICTED: Homo sagiens interfeukn 1 ciated kinase 4 (IRAKY) ot vaniant X5, mR... | 676 17878 82% 00 4487
PREDICTED: Homo sagiens interleulon 1 ated kinase 4 (JRAKY), o 878 17878 82% 00 ©9.43% 4380

Sekil 3.7 Hizalama igin eslesme yapilan genlerden IRAK4 geni segilimi

Bu iglemden sonra son asama degerlendirilen IRAK4 bdlgesi igin kontrol grubunda yer alan 45

bireyin nikleotit dizileri Sekil 3.8’de hizalanmistir. Burada bireylerin nukleotit dizileri

arasindaki aym pozisyonlardaki benzer degisimler bulgu olarak sunulmak tzere not alinmustir.
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Sekil 3.8 Kontrol grubu IRAK4 BLASTN sonuglari

Yukarida gosterilen 6rnek IRAK4 bolgesinin kontrol grubunda yapilmistir. Ayni islem TLR9
akciger kanserli hastalarda ve kontrol bireylerde ve IRAK4 akciger kanserli hasta grubunda da
yapilmistir. MEGA 11 ve BLASTn programlart kullanilarak TLR9 ve IRAK4 genlerindeki
varyantlar belirlenmistir. Bu varyantlarin NCBI (zerinde tamimli yada yeni belirlenen

varyantlart olamsina bagli olarak akciger kanseri ile iliskili olup olmadigina bakilmustir.

3.2.2 Elisa Yontemi ile Protein Seviyelerinin Belirlenmesi
Calismamizda izole edilen serum 6rneklerinden TLR9 ve IRAK4 seviyelerinin belirlenmesi igin

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile Insan Elisa Kitleri kullamlnustir.
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TLR9 ve IRAK4 Elisa Kit Protokolu
Her iki kit protokdli icinde;

1. Oncelikle standart,kor ve numune igin kuyucuklar belirlendi.Ardindan her kuyucuga

diliisyonlarin her birinden 100uL eklenip plaka kapatict ile kapatildi. 37°C'de 1 saat inkiibe
edildi.

2. Her kuyunun sivist ¢ikarilip, yikanmadan 100uL Detection Reagent A soliisyonu eklenerek

plaka kapatici ile kapatildi ve 37°C'de 1 saat inkube edildi.

3. Aspire edip her kuyucuk 350uL Wash Solution (Yikama Soliisyonu) ile 3 defa tamamen

yikandi. Son yitkamadan sonra plaka ters gevrilerek iyice kurulandi.

4.Tekrardan bu kez kuyucuklara 100pL hazirlanmis Detection Reagent B soliisyonu eklenerek
plaka kapatici ile kapatildi ve 37°C'de 30 dakika inkube edildi.

5.Aspirasyon/yikama igleminin tekrar1 adim 3’te oldugu gibi yapildu.

6. Her bir kuyucuga 90uL Substrat Soliisyonu eklendi ardindan sivilarin mavi renge dondiigi

goruldu. Bu islem 37°C'de 30 dakikayr gegmeyecek sekilde 1siktan koruyarak yapildi.

7.5on olarak her bir kuyucuga 50ul. Stop Soliisyonu eklenerek sivimin igerisindeki renk
degisiminin iyice karigmasini sagladiktan sonra son halinin sar1 oldugu goézlemlendi. Ardindan

plaka okuyucu spektrofotometre yardimiyla 450 nm’de 6lgtimleri yapilnustir.

[

Sekil 3.9 IRAKA4 elisa kitindeki belirgin renk degisimi
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3.2.4 istatiksel Analiz

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizleri igin IBM SPSS(Statistical Package for
Social Sciences) Statistics 29 programindan yararlanmlmustir. Verilerin degerlendirilmesinde;
sayisal (niceliksel) veriler icin ortalama, standart sapma, en buyuk-en kicuk deger gibi
tammlayici istatistikler kullamlnustir. Kategorik (niteliksel) veriler icin frekans (siklik) ve yizde
degerlerinin yer aldig1 frekans tablolarindan yararlanmilmugtir. Kategorik degiskenlerin birbirine
gore degisimini incelemek icin c¢apraz tablolar ile ki-kare testleri kullanilmustir. Ki-kare
testlerinden Pearson ki-kare ile Fisher Exact testi degerleri yorumlanmustir. Phi ve Cramer V
iliski katsayilar1 ile kategorik degiskenler arasindaki iliskinin derecesi hesaplanmistir. Sayisal
degiskenlerin gruplar arasindaki farkliligim gostermek igin oncelikle Kolmogorov-Smirnov ve
Shapiro-Wilk testleri ile normal dagilima uygunluk, Levene testi ile varyans homojenligi
varsayimlart test edilmistir. Normal dagilima sahip verilerde bagimsiz iki 6rneklem t-testi
(Independent- Samples T Test) yapilmustir. Normal dagilima sahip olmayan verilerde Mann-

Whitney U testi yapilmustir.

4. BULGULAR

Calismamizda NSCLC ile kontrol grubu arasinda gen varyasyonlar1 ylizde (%) degerleri ve

istatistik sonuglar1 verilmistir.

Calisgmamizda immun modiilasyonda ve inflamatuar yolakta Onemli gorevleri olan TLR9 ve
IRAK4 promotdr gen bolgeleri akciger kanser riski ile iliskili olarak degerlendirilmis ve serum
protein seviyeleri ile iligkisi arastirilmistir. Calismamizda elde ettigimiz bulgular, istatistiksel

anlamliliklar1 belirtilerek tablo olarak bu bélimde sunulmustur.

Calismamiza NSCLC tanist almis 45 goniillii birey ile herhangi bir patolojiye sahip olmayan 45
goniilli birey dahil edilmistir. NSCLC grubundaki goniilliilerin 6’s1 kadin (%13,3) 39’u erkek
(%86,6) bireylerden; kontrol grubundaki goniillilerin 8’1 kadin (%17,8) 37’si erkek (%82,2)
bireylerden olusmaktadir.
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4.1 TLR9 GEN VARYANTLARI

TLRY geni promotdr bdlgede belirlenen varyasyon farkliliklar: hasta ve kontrol bireyler igin

karsilagtirimis olup veriler Tablo 4.1° de sunulmustur.

Calismamizda TLR9 bdlgesi i¢cin NCBI {izerinde herhangi bir erisim numarasina (accession
number) sahip tantmlanmis olan varyasyon bulunmamustir. Diger varyasyonlar i¢in herhangi bir
erisim numarast tanimlanmamis olup bu bdlgeler pozisyonlarindaki baz degisimleri ile ifade

edilmistir.

Tablo 4.1 TLR9 varyantlarinin kontrol ve hastadaki dagilimi ve istatiksel analizi

TLR9 Varyasyonlari Kontrol Hasta Istatistik
1620.pozisyon (delesyon) | 0 (%0) 10 (%77,8) 12 = 11 256
(G aleli) | 45 (%100) 35 (%22,2) p=0,01
2506.pozisyon (delesyon) | 0 (%0) 23 (%51,1) 42 = 30 896
(delesyon) | 45 (%100) 22 (%48,9) p<0,001
2504.pozisyon (delesyon) | 0 (%0) 9 (%20) 42 = 10 000
(delesyon) | 45 (%100) 36 (%80) p=0,002
1618. pozisyon (A aleli) 0 (%0) 8 (%17,8) 42 = 8780
(C aleli) | 45 (%100) 37 (%82,2) p=0,003
1615.pozisyon(insersiyon) | 0 (%0) 7 (%15,6) 42 = 7590
(T aleli) | 45 (%100) 38 (%84,4) p = 0,006
9254. pozisyon (delesyon) | 19 (%42,2) 0 (%0) 12 = 24 085
(T aleli) | 26 (%57,8) 45 (%100) p<0,001
9261. pozisyon (delesyon) | 13 (%28,9) 0 (%0) 12 = 15195
(G aleli) | 32 (%71,1) 45 (%100) p <0,001
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Akciger kanserli bireylerde, 1618. pozisyonda C/A degisimi 8 hastada (%17,8) belirlenirken, 7
hastada (%15,6) 1615. pozisyonda T aleli yerine insersiyon belirlendi (p = 0,003 ve p = 0,006).
Benzer sekilde 1620. pozisyon, 2506. pozisyon ve 2504. pozisyondaki delesyon kontrol
bireylerde bulunmazken; 1620. pozisyon i¢in 10 (%77,8) hasta, 2506. pozisyon igin 23 (%51,1)
hasta, 2504. pozisyon i¢in 9 (%20) hasta bu delesyona sahipti (sirastyla p = 0,01, p < 0,001 ve
p=0,002).

Kontrol grubunda ise 19 (%42,2) bireyde 9254. pozisyonda T aleli yerine delesyon ve 13
(%28,9) bireyde 9261. pozisyonda G aleli yerine delesyon belirlenmis olup bu delesyonlar
hastalarda bulunmamaktaydi (p < 0,001).

4.2 IRAK4 GEN VARYANTLARI

IRAK4 geni promotor bolgede belirlenen varyasyon farkliliklar: hasta ve kontrol bireyler i¢in

karsilastirnmis olup veriler Tablo 4.2°de sunulmustur.

IRAK4 bolgesi icin varyasyon farkliligi belirledigimiz bolgeler iginde rs1253567278 ve
rs1265504993 varyantlar1 NCBI (zerinde tanimliydi. Diger varyasyonlar icin herhangi bir
erisim numarasi (accession number) tanimlanmanus olup bu bolgeler pozisyonlarindaki baz

degisimleri ile ifade edilmistir.

NCBI iizerinde tamimli olan rs1253567278 polimorfizminde A/G degisimi 45 NSCLC hastanin
14’iinde (%31,1) belirlenirken kontrol bireylerin hicbiri bu varyasyona sahip degildi (p < 0,001).
rs1265504993 polimorfizminde ise T aleli yerine delesyon belirlenmistir. Bu varyasyon 45
NSCLC hastanin 15’inde (%33,3) belirlenmistir (p < 0,001).

Akciger kanserli bireylerde, 32877. pozisyon ve 32937.pozisyondaki G/T degisimi, 32899.
pozisyondaki T/A degisimi 45 NSCLC hastamin 8’inde (%17,8) belirlenirken kontrol bireyler
bu varyasyona sahip degildi (p = 0,03). 32.845. pozisyonda T/C degisimi 45 NSCLC hastanin
11’inde (%24,4) belirlenirken kontrol bireylerde bu degisim belirlenmemistir (p < 0,001).
32781. pozisyondaki T/G degisimi 45 NSCLC hastanin 7’sinde (%17,8) belirlenirken, 32792.
pozisyondaki C/T degisimi 45 NSCLC hastanin 9’unda (%20) belirlenmistir (p =0,03 ve p = 0,02).

Kontrol bireylerde ise 32680. poziyon, 32687.pozisyon ve 32692. pozisyondaki A yerine

delesyon olusumu belirlenirken akciger kanserli bireylerin hicbiri bu varyasyona sahip degildi
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(p < 0,001). 32680. pozisyon icin 23 (%51,1) kontrol, 32687.pozisyon i¢in 37 (%82,2) kontrol
ve 32692. pozisyon icin 5 (%11,1) kontrol bu delesyona sahipti (p < 0,001).

Benzer sekilde 33071. pozisyon ve 33073. pozisyondaki T/A degisimi akciger kanserli

bireylerde bulunmazken; 33071. pozisyon ve 33073. pozisyon i¢in 5 (%11,1) kontrolde bu

degisim belirlendi (p = 0,021). Kontrol grubunda 11 (%24,4) bireyde 33075. pozisyonda

insersiyon belirlenmistir , bu insersiyonlar hastada bulunmamaktadir (p < 0,001).

Tablo 4.2 IRAK4 varyantlarinin kontrol ve hastadaki dagilimu ve istatiksel analizi

IRAK4 Varyasyonlari Kontrol Hasta P degeri

32768- 3769- 32770. pozisyonlarinda (AAG 0 (%0) 4 (%8,9) ¥2 =4 186
alelleri) p=041

(CTT alelleri) | 45 (%100) 41 (%91,1)

32773. pozisyon (G aleli) 0(% 0) 7 (%15,6) ¥2 =7590
(A aleli) 45 (%100) 38 (%84,4) p=0,06

32781. pozisyon (G aleli) 0 (%0) 7 (%17,8) x2 = 8780
(T aleli) 45 (%100) 38 (%82,2) p =0,03

32784. pozisyon rs1253567278 (G aleli) 0 (%0) 14 (%31,1) ¥2 =16 579
p < 0,001

(A aleli) 45 (%100) 31 (%68,9)

32788. pozisyon rs1592268468 (C aleli) 0(% 0) 6 (% 13,3) ¥2 =6429
(G aleli) 45 (%100) 39 (% 86,7) p=0,11

32792. pozisyon (T aleli) 0 (%0) 9 (%20) ¥2 =10 000
(C aleli) 45 (% 100) 36 (%80) p =0,02

32811. pozisyon rs1942248030 (A aleli) 0(% 0) 5(%11,1) 2 =5294
(C aleli) 45 (% 100) 40 (%88,9) p=021

32818. pozisyon rs1372373984 (G aleli) 0 (%0) 6 (%13,3) x2 =6 429
(A aleli) 45 (%100) 39 (%86,7) p=011

32845. pozisyon (C aleli) 0 (%0) 11 (%24,4) y2 =12 532
(T aleli) 45 (%100) 34 (%75,6) p < 0,001

32862. pozisyon rs1167135816 (G aleli) 0 (%0) 6 (%13,3) ¥2 =6 429
(C aleli) 45 (%100) 39 (%86,7) p=011
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Tablo 4.2 (Devam) IRAK4 varyantlarinin kontrol ve hastadaki dagilinu ve istatiksel analizi

32856. pozisyon rs1167135816, rs886049388

0, 0, —
(T aleli) 0 (%0) 6 (%13,3) xf) = % i219
(C aleli) 45 (%100) 39 (%86,7) ’
33868. pozisyon rs1942252582, rs1565690130 | 0 (%0) 6 (%13,3) 5 = 6429
(A aleli) X il
(C aleli) 45 (% 100) | 39 (%86,7) P=5
330871. pozisyon rs1565690140 (A aleli) 0(% 0) 6 (%13,3) 12 = 6 429
(G aleli) 45 (% 100) 39 (%86,7) p=0,11
. pozi [ 0 (%0 8 (%17,
32877. pozisyon (T aleli) (%0) (%17,8) 42 = 8780
(G aleli) 45 (%100) 37 (%82,2) p=0,03
. i i % %13,
32880. pozisyon (G aleli) 0(% 0) 6 (%13,3) 42 =6 429
(T aleli) 45 (% 100) 39 (%86,7) p=0,11
32882-32883. pozisyonlar rs159226875 0(% 0) 7 (%17,8) B
(AA alelleri) = 7050%0
(TT alelleri) 45 (%100) 38 (%82,2) P=9
. i i 0 (%0 7 (%17,8
32889. pozisyon (C aleli) (%0) (%17,8) 12 = 6429
(A aleli) 45 (%100) 38 (%82,2) p=0,11
32897.pozisyon (A aleli) 0(% 0) 5(% 11,1) 12 = 5294
(T aleli) 45 (% 100) | 40 (% 88,9) p=0,21
.pozi i 0 (%0 8 (%17,8
32899.pozisyon (A aleli) (%0) (%17,8) 12 = 8780
(T aleli) 45 (%100) 37 (%82,2) p=0,03
32925.pozisyon rs899116917 (A aleli) 0 (%0) 5(%11,1) 12 = 5294
(T aleli) 45 (%100) 40 (%88,9) p=021
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Tablo 4.2 (Devam) IRAK4 varyantlarimin kontrol ve hastadaki dagilimu ve istatiksel analizi

.pozi i % 7 (%17
32934.pozisyon (T aleli) 0 (%0) (%17,8) 42 = 7590
(A aleli) 45 (%100) 38 (%82,2) p = 0,06
.pozi i % %11,1
32935.pozisyon (T aleli) 0 (%0) 5(%11,1) 42 = 5204
(G aleli) 45 (%100) 40 (%88,9) p=0,21
i i 0, 0,
32937.pozisyon (T aleli) 0 (%0) 8 (%17,8) 42 = 8780
(G aleli) 45 (%100) 37 (%82,2) p=0,03
.pozi i % 7 (%17,
32940.pozisyon (C aleli) 0 (%0) (%17,8) 2 = 7590
(A aleli) 45 (%100) 38 (%82,2) p=0,06
.pozi i % %11,1
32969.pozisyon (T aleli) 0 (%0) 5(%11,1) 42 = 5294
(G aleli) 45 (%100) 40 (%88,9) p=0,21
.pozi i % %11,1
32946.pozisyon rs1942258003 (A aleli) 0 (%0) 5(%11,1) 42 = 5294
(T aleli) 45 (%100) 40 (%88,9) p=0,21
- i i 0, 0,
32989-32990.pozisyon (TT alelleri) 0 (%0) 5(%11,1) 42 =5294
(AG alelleri) 45 (%100) | 40 (%88.9) p=021
33033. pozisyon rs1265504993 0 (%0) 15 (%33,3) :
(delesyon) x2 =18 000
(T aleli) 45 (%100) | 30 (%66,7) p < 0,001
2680. pozi 23 (%511 0(%0
32680. pozisyon (delesyon) (%51,1) (% 0) 42 = 30 896
(A aleli) 22 (%48,9) 45 (%100) p < 0,001
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Tablo 4.2 (Devam)IRAK4 varyantlarinin kontrol ve hastadaki dagilimi ve istatiksel

analizi
32687. pozisyon (delesyon) 37 (%82,2) | 0(%0) 42 = 62830
(A aleli) 8 (%17,8) | 45 (%100) p < 0,001
32692. pozisyon (delesyon) 5(%11,1) 0 (%0) 12 = 72 000
. < 0,001
(A aleli) 40 (%88,9) | 45 (%100) P
33075. pozisyon (insersiyon) (A aleli) 11 (%24,4) | 0 (%0) 42 = 12535
< 0,001
34 (%75,6) | 45 (%100) P
33071. pozisyon (A aleli) 5(%11,1) 0 (%0) 12 = 5294
(T aleli) 40 (%88,9) | 45 (%100) p=0,021
33073. pozisyon (A aleli) 5(%11,1) 0 (%0) 42 = 5294
(T aleli) 40 (%88,9) | 45 (%100) p=0,021

4.3 TLR9 VE IRAK4 SERUM PROTEIN SEVIiYELERI

Calismamizda IRAK4 ve TLR9 serum protein seviyeleri belirlenmis ve akciger kanseri

riskiicin degerlendirilmis olup bulgularimiz Tablo 4.3°de sunulmustur.

Kontrol ve akciger kanserli hastalarin serum TLR9 seviyeleri karsilastirildiginda hasta ve

kontrol bireyler arasinda fark bulunmanmustir (p< 0,05).

IRAK4 serum seviyeleri ise kontrol bireylerde akciger kanserli hastalara gére anlaml

orandayiiksek bulunmustur (p =0,004).

Tablo 4.3 TLR9 ve IRAK4 serum protein seviyeleri

Protein Kontrol (n=45) Akciger Kanseri (n=45) Istatistik
TLR9 (ng/ml) 0,952 + 0,858 0,610 0,430 p = 0,066
IRAK4 (ng/ml) 8,393 £ 4,439 6,146 = 3.152 p =0,004
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Calismamiz kapsaminda belirledigimiz tim varyasyonlar ile serum protein seviyeleri

degerlendirilmis olup yalnizca akciger kanserli hastalarda IRAK4 32880. pozisyonundaki

bélgede bulunan T/G polimorfizmi ile IRAK4 serum seviyesi arasinda fark bulunmustur
(p=0,004). Bu varyasyona sahip olmayan akciger kanseri hastalarinda IRAK4 serum
seviyesi yiiksek c¢ikmustir. Diger IRAK4 varyasyonlari ile IRAK4 seviyesi ve TLR9

varyasyonlari ile TLR9 seviyesi arasinda fark bulunmamistir (p< 0,05).

5 TARTISMA

Calismamiz kapsaminda TLR9 ve IRAK4 gen varyantlarinin akciger kanseri arasindaki
iliski arastirilmis olup TLRY ve IRAK4 genleri iizerindeki gen varyasyonlari ile TLRY ve
IRAK4 serum seviyelerinin belirlenmesi sonucunda elde edilen veriler bu bdlimde

tartisilacaktir.

Literatlir degerlendirmesi sonucunda arastirmamiz kapsaminda belirledigimiz varyasyonlar
ile kanser veya akciger kanseri ile ilgili ¢alismaya rastlanmamustir. Bu nedenle TLR9 ve
IRAK4 gen varyasyonlar1 ile kanser ve inflamatuar slrecler ile ilgili literatlir bilgisi

degerlendirilmistir.

TLRY ve TLR2 gen polimorfizmlerinin rahim agzi kanseri ile iliskisinin degerlendirildigi
bir meta analiz ¢alismasinda TLR9 1486 C/T ve G2848A varyasyonlarmin rahim agzi
kanseri riski {izerinde irka Ozgii etkilerinin oldugu bulunmustur. TLR9 1486 C/T
polimorfizmi, beyaz irkta rahim agzi kanseri riskinin artmasiyla iliskilendirilirken, Asyali
ve Karma bireylerde rahim agzi kanseri riskinin azalmasiyla iliskilendirilmistir. TLR9
G2848A polimorfizmi ise beyaz irkta rahim agzi kanseri riski iligkili bulunurken Asyali ve

Karma bireylerde anlamli korelasyon belirlenmemistir (Yang et al., 2020).

Wan ve arkadaslarinin yaptigi meta-analiz ¢alismasinda; TLR9 rs187084 polimorfizminin,
beyaz irkta artan rahim agzi kanser riskiyle iliskili oldugu ve TLR9 rs5743836
polimorfizminin ise sindirim sistemi kanserlerinin gelisimine karst koruyucu rol

oynadigimi gosterilmistir (Wanet al., 2014).
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Zhang ve arkadaslarinin yaptigi 43 farkli ¢alismay1 temel alan genis ¢apli meta-analiz

calismasinda yaklagik olarak 14.000 hasta verisi degerlendirilmis ve TLR9 gen varyantlarin

TLR9 mRNAs1 iizerine etkili olabilecegi belirlenmistir. Bu varyantlarin ¢esitliliginin
artmast ile vicuttaki akut inflamasyonun kronik inflamasyona doniisebilecegi ve
sonucunda rahim agzi Kanser riskini artiran patojen lezyonlarm ve koti huylu timor

olusumuna neden olabilecegi rapor edilmistir (Zhang et al., 2013).

Yapilan baska bir ¢calismada TLR 9 gen varyantlarindan TLR9 rs187084 ve rs352140, direkt
olarak rahim agzi kanseri ile iliskilendirilmis olup bagdastirilmistir bu sonug¢ baska
calismalarla desteklenmis ve diger kanser ¢esitleri ile bagdastirilmistir (Roszak et al., 2012).
Tian ve arkadaglarinin yaptigt meta analiz c¢alismasinda TLR9 geninin rs187084
varyantinda C allerlerinde dominant ve heterozigot modeller rahim agzi kanseri ile
iliskilendirilirken TLRY geninin bir baska varyanti olan rs352140 varyantinda servikal
kanser arasinda iliski bulunmamis ve bu ¢alismamin sonucunda servikal kanser riski ile
TLRY genini direkt olarak iliskilendirmek icin daha ¢ok calismaya ihtiya¢ oldugu rapor
edilmistir (Tian et al., 2018).

Son zamanlarda yapilan calismalarda Ozellikle rs352140 varyasyonuna sahip bireylerin
dogustan gelen bagislilik reaksiyonlarinin ve inflamatuar siireglerin etkilenebilecegi,
bununla birlikte bu varyasyonun lenfoma c¢esitlerinin olusumuna direkt olarak sebep
olabilecegi bildirilmistir. Lenfoma olusumlarinin TLR9 varyantlar ile direkt olarak iliskili
oldugunu gosteren g¢aligsmalardan birinin genotipleri incelemis ve bunun sonucunda TLR9
varyantlarinin hastalarda inflamasyon ve bagisiklik sureglerinde onemli oOlcude etkili
oldugunu, TLR9 varyantlarmin bagisiklik sisteminin davranislarini dogrudan etkiledigini,
patojen yani hastalik yapici hiicrelerin proliferasyonunu destekledigini, hiicresel
enfeksiyonlara sebep oldugunu ve bununla birlikte Hodgkin’s Lenfoma hastaligina neden
oldugu belirtilmistir (Mollaki et al., 2009). Lenfoma kanser ¢esitleri ile ilgili ¢alismalar
demografik olarak Asya ulkelerinde yapilmis ve cogunluklu olarak Kafkas bireyler
caligmalara dahil edilmis olup, in vitro model c¢alismalarda Burkitt lenfomaya sahip
bireylerde saglikli hiicrelerin 6liimlerine sebebiyet verdigi ve spesifik inhibitorlerin TLR9
varyantlarinda baskilandigr gézlemlenmistir (Noack et al., 2012). TLR polimofizmlerinin

endometriyal kanser ile iliskisini inceleyen bir vaka kontrol ¢alismasinda, vakalarin ve
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kontrol grubundaki hastalarin genotipleri ve haplotipleri karsilastirilmis ve endometriyal
kansere sahip bireylerde TLR9 rs187084 varyant1 gozlemlenmistir (Ashton et al., 2010).
Kafkaslar iizerinde yapilan bir baska vaka kontrol ¢alismasinda meme kanseri ve TLR9 geni
arasindaki iliski arastirllmig, g¢alisma sonucunda TLR9 geninin ve bununla beraber baska
varyantlarin meme kanseri ile direkt olarak iliskili olmadigi bununla birlikte TLR9

varyantlarinin immunolojik etkilere sahip oldugu belirlenmistir (Etokebe et al., 2009).

Hold ve arkadaslarinin, TLR9 varyantlarmin malignant diizeyde gastrik degisikliklere sebep
oldugunu belirledikleri caligmalarindan sonra mide kanseri ve TLR9 varyantlarinin
karsinomaya sebep olup olmadigimi aragtirmislar ve ancak TLRY geni ve mide kanseri

arasinda anlaml bir iligski bildirmemislerdir (Hold et al., 2009).

TLR gen polimorfizmleri ve HPV enfeksiyonlarinin degerlendirildigi genis ¢apli bir meta
analiz galismasinda TLR9 geni polimorfizmlerine sahip olan bireylerin TLR 2, TLR3 ve
TLR4 varyasyonlarina gore daha fazla servikal kanseri riskine sahip oldugu rapor edilmistir
(Jin et al., 2017). Bu ¢alismay1 Cin de yapilan vaka — kontrol ¢alismasi desteklemis olup
servikal kansere sahip olan Cinli kadinlarda TLR9 2848 GA varyasyonunun fazla oldugu
fakat HPV16 ile bu varyasyon arasinda bir korelasyon bulunmadig: belirtilmis olup TLR9

polimorfizmleri servikal kanser ile iliskilendirilmistir (Lai et al., 2013).

Liu ve arkadaslar tarafindan yapilan vaka kontrol ¢alismalarinda periferal kan ornekleri
almip TLR2, TLR3, TLR4 ve TLRY varyantlar1 ile Epstein Barr viriisiine bagh gastrit
kanser riski arasindaki iligki arastirilmig olup ¢alisma sonucunda TLR9’un rs187084 ve
rs352140 varyantlarinda hem genotip hem de allel frekanslar agisindan istatistiksel olarak

anlamli bir sonu¢ gézlemlenmemistir (Liu et al., 2015).

Yapilan bir bagka vaka kontrol ¢calismasinda, TLR2, TLR4 ve TLR9 varyantlarinin gastrik
kanser zerine bir etkisi olup olmadigi arastirilmis ve ¢alisma sonucunda TLR9 rs352140
varyantina sahip bireyler ile Helicobacter pylori enfeksiyonu arasinda bir iliski
belirlenmezken TLR9 rs352140 TT genotipi kronik gastrite sahip bireylerde daha yiiksek
oranlarda belirlenmistir (Eed et al., 2020).

Akciger kanseri hiicrelerindeki TLR'ler hiicre zarinda veya sitoplazmada bulunur. Ornegin,

TLRS5'in akciger kanseri hiicrelerinin zarinda, TLR4, 8 ve 9'un hiicrelerin sitoplazmasinda,
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TLR7'nin ise cekirdek gevresinde eksprese oldugu belirlenmistir (Gu et al., 2018). Zhang ve
arkadaglarinin 2009 yilinda yaptigi calismada, TLR4 ve TLR9'un akciger kanseri
hucrelerinde normal akciger dokularindaki ifadesine kiyasla daha gliclu ifade edildigi

gosterilmistir (Zhang et al., 2009).

Samara ve ark.’lar1 yaptiklari ¢alisma endozomal TLR’lerin aktivasyonunun akciger kanseri
gelisiminde anahtar bir rol oynayabilecegini bildiren ilk c¢alismadir. Bu c¢alismanin
bulgulari, TLR 3, 7 ve 9'un kontrollere kiyasla NSCLC hastalarinda asir1 eksprese oldugunu

gostermistir (Samara et al., 2012).

Yapilan bir bagka akciger kanseri calismasinda NSCLC hastalarmin metastaz goriilme
durumuna gore TLR9 ekspreyon seviyesinin degistigi bildirilmistir. TLR9’un metastaz
olmayan NSCLC hastalarinda metastazi olanlara kiyasla daha diisiik eksprese edildigi ve bu
nedenle akciger kanseri ilerlemesi ve metastazi igin TLR9’un potansiyel biyobelirteg

olabilecegibelirtilmistir (Hoden et al., 2022).

Literatlr verileri dogrultusunda TLR9’un farkli kanser tirlerinin gelisiminde etkili oldugu

gortilmiis olup TLR9 varyantlarinin kanser gelisiminde etkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Calismamizda TLR9 bolgesi i¢in NCBI {izerinde tanimli varyasyon bulunamamustir. Erisim
numarasina sahip olmayan asagidaki varyasyonlar ise sekans analizi sonucunda alel
degisikligi belirlenen ve henliz tanimlanmamig varyasyonlar olup ¢alismamiz kapsaminda

ilk kez degerlendirilmistir.

TLR9 bolgesinde 1620. pozisyon icgin 10 (%77,8) hasta, 2506. pozisyon icin 23 (%51,1)
hasta ve 2504. pozisyon i¢in 9 (%20) hastanin G aleli yerine delesyona sahip olmasi kontrol
grubu bireylerde hi¢ delesyonun bulunmamasi akciger kanseri riskine karsilik atasal alelin

koruyuculuk kattigini1 ifade edebilir.

1618.pozisyonda C aleli yerine A gelmesi 45 NSCLC hastanin 8’inde (%17,8) belirlenirken,
7 hastada (%15,6) 1615. pozisyonda T aleli yerine insersiyon belirlendi (p = 0,003 ve p =

0,006). Bu durum akciger kanseri riski ile degerlendirilebilir.

Kontrol grubunda ise 9254. Pozisyonda T aleli yerine delesyon 19 (%42,2) bireyde ve 13
(%28,9) bireyde 9261. pozisyonda G aleli yerine delesyon belirlenmis olup bu
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delesyonlar hastalarda bulunmaktayd: (p < 0,001). Bu durumda akciger kanseri riskine
karst olan koruyuculuk olarak diisiiniilebilir. Belirlenen tim TLR9 varyantlar1 igin kontrol
ve akciger kanserli hastalarda anlamli fark belirlenmistir. Bu varyantlar ile akciger kanser
riski arasinda iligki belirlenmemis olmaklabirlikte bu ¢alismada akciger kanseri ile iliskili
olabilecegi Ongoriisiinde bulunmaktayiz. Daha blylk popilasyon ve farkli inflamatuar

patolojiler dahilinde calisilmasiyla anlamli verilerinelde edilmesi mimkdn olabilir.

Calismamiz sonucunda kontrol ve akciger kanserli hastalarin serum TLR9 seviyeleri
kargilagtirildiginda hasta ve kontrol bireyler arasinda fark bulunmamistir. TLRO

varyasyonlari ile TLR9 serum seviyesi arasinda anlamli fark bulunamamistir (p< 0,05).

Calismamiz dahilinde akciger kanseri ile iliskisini arastirdigimiz bir diger gen IRAK4 olup
IRAK4 geni immin duzenlenme, inflamasyon, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre sag kalimi ile

yakindaniliskili oldugu bilinmektedir.

Aragtirmamiz kapsaminda belirledigimiz IRAK4 varyasyonlar1 ile kanser veya akciger
kanseri ile ilgili calismaya rastlanmamis olmakla birlikte pankreas kanser hiicrelerinde
TLR4 ve IRAK4 gen ckspresyonlarinin incelendigi bir ¢alismada IRAK4 ve TLR4
varyantlarinin pankreatik duktal adenokarsinoma ile iliskili oldugu ve IRAK4’tiin kanser

hiicre cogalmasi ve gelismesi ile iliskili olabilecegi gostermistir (Topcu et al., 2022).

Pankreatik adenokarsinoma tizerinde yapilmis ¢alismada, IRAK4’iin inhibisyonunun NF-kB
aktivitesinin azalmasin1 bdylece pankreatik hiicrelerden salgilanan proinflamatuar
sitokinlerin azalmasini ve sonug olarak tiimor olusumlarinin azalabilecegi One siiriilmiistiir
(Zhang et al., 2017). Kronik inflamasyonlarin kanser hiicrelerinin olusumunu tetikledigi ve
olusumlarinin artmasina sebep oldugu bilinmektedir. IRAK4, MyD88’¢ bagl tim NF-xB
aktivasyonlarindave TLR 7, TLR8 ve TLR9 un induklenmelerinde énemli rol oynar. Sonug
olarak IRAK4 regilasyonunun bozulmasit kanser hicrelerinin  olusumunu, timor

hlcrelerinin gelisiminesebep olabilecegi belirtilmektedir (Jain et al., 2014).

Melanom hicrelerinde fosforile IRAK4 ekspresyon dizeyi yuksektir (Srivastava et al.,
2012).
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Melanom hastalarinda IRAK4, IRAK2 ve IRAKI1’in aktivasyonlar1 ile proinflamatuar
sitokinlerin proliferasyonu gergeklesir ve inflamatuar sinyaller diizenlenir (Kawagoe et al.,
2008). IRAK4 ‘iin anormal derecede aktivasyonu inflamutuar kemokin ve sitokin
yolaklarmin degisimini ve bununla birlikte B ve T hucrelerinin daha gicli otoimmun

cevaplarinin olusmasina yol agar (Flannery & Bowie, 2010).

Literatur verileri dogrultusunda IRAK4’iin farkli kanser tlrlerinin gelisiminde rol
oynayabilecegi goriilmiis olup IRAK4 varyantlarmin kanser gelisiminde etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Bizim c¢alismamizda da belirlenen 34 IRAK4 varyantindan, 14’liniin
kontrol bireylerinde ve akciger kanserli hastalarda anlamli fark belirledigi goriilmiis olup

bulgularimiz literatlr verileri ile uyumludur.

IRAK4 bolgesi igin varyasyon farkliligi belirledigimiz bolgeler iginde rs1253567278 ve
rs1265504993 varyantlari NCBI {zerinde tanmimliydi. Akciger kanserli bireylerde
rs1253567278 polimorfizminde A/G degisimi 45 NSCLC hastanin 14’tinde (%31,1) ve
rs1265504993 polimorfizminde T aleli yerine delesyon belirlenmesi, 15’inde (%33,3)
belirlenmistir. Kontrol bireylerin hicbiri bu 2 varyasyona sahip degildi (p < 0,001). Bu 2

varyasyon akciger kanseri riski ile iligkilendirilebilir.

Benzer sekilde 32877.pozisyon ve 32937.pozisyondaki G alelinin T aleline degisimi, 32899.
pozisyondaki T alelinin A aleline degisimi 45 NSCLC hastanin 8’inde (%17,8) belirlenirken
kontrol grubu bireyler bu varyasyona sahip degildi. Akciger kanseri riski ile

degerlendirilebilir.

32845. pozisyonda T alelinin C aleline degisimi 45 NSCLC hastanin 11’inde (%24,4)
belirlenirken kontrol bireylerde bu degisim belirlenmemistir. T aleline sahip olmanin

akciger kanseri riskine karsi koruyuculugu oldugunu diisiindiirmektedir.

32781. pozisyonda T alelinin G aleline degisimi 45 NSCLC hastanin 7’sinde (%17,8)
belirlenirken, kontrol bireylerde bu degisim bulunmaz ve T aleline sahip olmanin akciger

kanseri riskine kars1 koruyuculugu oldugu diisiiniilmektedir.

32792. pozisyonda C alelinin T aleline degisimi 45 NSCLC hastanin 9’unda (%20)
belirlenirken bu varyasyona kontrol bireyler sahip degildir. Bu nedenle akciger kanseri riski
ile iligkilendirilebilir.
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Kontrol bireylerde ise 32680. poziyon, 32687.pozisyon ve 32692. pozisyondaki A yerine
delesyon olusumu belirlenirken akciger kanserli bireylerin higbiri bu varyasyona sahip
degildi. 32680. pozisyon i¢in 23 (%51,1) kontrol, 32687. pozisyon icin 37 (%82,2) kontrol
ve 32692. pozisyon icin 5 (%11,1) kontrol bu delesyona sahipti. Hasta bireylerde A alelinin

bulunmasi akciger kanseri riski iliskili olabilir.

Benzer sekilde 33071. pozisyon ve 33073. pozisyondaki T/A degisimi akciger kanserli
bireylerde bulunmazken; 33071. pozisyon ve 33073. pozisyon i¢in 5 (%11,1) kontrolde
bu degisim belirlendi. A alelinin saptanmasi kontrol bireyler icin akciger kanserine karsi bir

koruyuculuk saglayabilir.

Kontrol grubunda 11 (%24,4) bireyde 33075. pozisyonda insersiyon belirlenmistir ,bu
insersiyonlar hastada bulunmamaktadir. Kontrol bireyler icin insersiyonun akciger kanseri

riskine kars1 bir koruyuculuk etkisi gosterebildigini diistindiirmektedir.

IRAK4 serum seviyeleri ise kontrol bireylerde akciger kanserli hastalara gore anlamh
oranda yiiksek bulunmustur (p =0,004). Calismamiz kapsaminda belirledigimiz tim
varyasyonlar ile serum protein seviyeleri degerlendirilmis olup yalmzca akciger kanserli
hastalarda IRAK4 32880. pozisyonundaki bdlgede bulunan T/G polimorfizmi ile IRAK4
serum seviyesi arasinda fark bulunmustur (p =0,004). Bu varyasyonun belirlenmedigi

akciger kanserli hastalarda IRAK4seviyesi anlaml olarak yiksek ¢ikmustir.

Diger IRAK4 varyasyonlari ile IRAK4 seviyesi arasinda fark bulunamamistir (p< 0,05).
IRAK4 seviyelerinin akciger kanseri ile iliskili oldugu disiiniilmektedir ancak bu

dogrultuda daha kapsamli arastirmalar yapilmasiyla anlamli veriler elde edilebilir.

6. SONUC VE ONERILER

Akciger kanseri son yillarda en 6liimciil malignite olarak tanimlandi. Akciger kanserinin 2
ana formundan biri olan NSCLC, molekiler ve genomik yollardaki ¢esitli degisiklikler

nedeniyle karmasik bir malignite olarak kabul edilir.
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Hayatta kalma sansim1 artirmak igin erken teshis ¢ok onemlidir; ancak, NCSCLC i¢in
yuksek diizeyde duyarli ve etkili bir biyobelirteg dogrulanmamistir. Bu nedenle
calismamizda akciger kanseri taramasinda kullanilabilmesi agisindan spesifik ve erken
olabilecek potansiyelbiyobelirte¢ olabilecek TLR9 geni ve TLR9 sinyal yolaginda yer alan,
IRAK4 genini arastirmayihedefledik.

Calismamizda belirlenen IRAK4 ve TLR9 varyantlar1 ¢ogunlukla NCBI (zerinde tanimli
olmayan pozisyonlarina bagli baz degisimleri ile ifade ettigimiz yeni tanimlanan
varyantlardir. TLR9 varyantlarinin tiimii yeni tanimlanan varyantlar olup, bu varyantlarin

tima istatiksel olarak anlamli dagilim gostermistir.

IRAK4 varyantlarindan belirlenen akciger kanserli hastalarin sahip oldugu 2 varyasyon,
rs1253567278 ve rs1265504993, NCBI (zerinde tanimlanmistir. Degerlendirilen diger
varyasyonlar NSCLC hastalarinda; 32877. pozisyon ve 32937. pozisyondaki G/T degisimi,
32899. pozisyondaki T/A degisimi , 32781. pozisyondaki T/G degisimi , 32792. pozisyondaki
C/T degisimi ve 32845. pozisyonda T/C degisimi saptanmistir. Kontrol bireylerde ise 32680.
poziyon, 32687.pozisyon ve 32692. pozisyondaki A yerine delesyon olusumu, 33071.
pozisyon ve 33073. pozisyondaki T/A degisimi, 33075. pozisyonda insersiyon

belirlenmistir, hastalarin hicbiri bu varyasyona sahip degildir.

Calismamizda belirlenen varyantlar ile daha dncesinde akciger kanser riski arasinda iliski
belirlenmemis olmakla birlikte degerlendirmelerimize gore bu varyantlar akciger kanser
riskiile iligkili olabilir. Serum seviyelerinin iki gende belirlenmesi sonucu; IRAK4 serum
seviyeleri kontrol bireylerde akciger kanserli hastalara gdre anlamli oranda yuksek

bulunurken, TLR9 serum seviyeleri ileiki grup arasinda anlamli fark bulunmamstir.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar akciger kanseri ile TLR9 ve IRAK4 gen
varyantlarinin iligkisinin arastirtlacagi ilk ¢alisma olmasi nedeni ile literatiire nemli bir veri
saglayacagini 6ngormekteyiz. ileride bu genlerle ilgili daha genis popiilasyonlara
uyarlanabilen calismalarin yapilmasi bu genlerin bircok hastalik iizerindeki etkisini ve

hastalik riski tasiyan bireylerin belirlenmesinde 6nemli olacaktir.
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“TLR9 ve IRAK4 Genlerindeki Sekans Varyantlarin Akciger Kanseri Riski ile iligkisinin Belirlenmesi” isiml
bir calismada yer almak lzere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismaya davet edilmenizin nedeni sizde
akciger kanseri hastaliginin goérilmis olmasidir. Bu ¢alisma, arastirma amach olarak yapilmaktadir ve katilim
gondllulik esasina dayalidir. Calismaya katima konusunda karar vermeden 6nce arastirma hakkinda siz
bilgilendirmek istiyoruz. Calisma hakkinda tam olarak bilgi sahibi olduktan sonra ve sorulariniz cevaplandiktan
sonra eger katilmak isterseniz sizden bu formu imzalamaniz istenecektir. Bu arastirma Kitahya Saglik Bilimler
Universitesi Tip Fakiiltesi, G6glis Hastaliklari Ana bilim Dalinda, Dr.Ogr. Uyesi Sebnem Emine PARSPUR ve
Doc.Dr Umran ERBAY sorumlulugu altindadir.

Calismanin amaci nedir; benden baska kag kisi bu galigmaya katilacak?

Bu baslik altinda asagidaki bilgiler yer almalidir:

Calismanin amaci akcidger kanserinin erken tanisi veya potansiyel tedavi hedefi olabilecek mekanizmalarin
belilenmesidir. Bu amacla ¢alismamizda inflamasyon ve diger kanser iligkili mekanizmalarda rol oynayan TLR9
ve IRAK4 genlerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Bu galismaya 90 kontrol 90 hasta birey katilacaktir.

Bu caligmaya katilmali myim?

Bu calismada yer alip almamak tamamen size baghdir. Su anda bu formu imzalasaniz bile istediginiz herhang
bir zamanda bir neden gdstermeksizin galismayl birakmakta 6zgursunuz. Eger katiimak istemez iseniz veya
calismadan ayrilirsaniz, doktorunuz tarafindan sizin icin en uygun tedavi plani uygulanacaktir. Ayni sekilde
calismayl yiriiten doktor galismaya devam etmenizin sizin igin yararli olmayacagina karar verebilir ve siz
calisma disi birakabilir, bu durumda da sizin igin en uygun tedavi secilecektir.

Bu galismaya katilirsam beni ne bekliyor?
Hastaliginiz nedeni ile yapilan rutin tetkik ve tedavi islemleriniz sirasinda sizden alinan kan érneginden TLR9 ve
IRAK4 genleri ve bu genlerin proteinleri arastiralacaktir. Kan 6rnegi disinda herhangi bir 6rnek alinmayacak olup
herhangi bir riski bulunmamaktadir. Aragtirma suresi bir yil olarak belifenmistir.
Calismanin riskleri ve rahatsizliklari var midir?
Sadece kan 6rnegi alinacak olup herhangi bir riski ve rahatsizligi yoktur.
Calismada yer almamin yararlari nelerdir?

Calismamiz primer olarak toplumsal bir alani hedeflememekle birlikte arastirma verilerimiz ile elde
edilecek sonuglar ile hastaligin erken teshisi ve olasi terap6tik hedeflerin bulunmasi akciger kanseri ile ilgil

toplumsal fayda saglayacaktir.

Bu galismaya katilmamin maliyeti nedir?
Calismaya katilmakla parasal yik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi bir 6ddeme yapilmayacaktir.

S7



Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak?

Calisma doktorunuz kisisel bilgilerinizi, arastirmayi ve istatiksel analizleri ylritmek i¢in kullanacaktir ancak kimlik
bilgileriniz gizli tutulacaktir. Yalnizca geregi halinde, sizinle ilgili bilgileri etik kurullar ya da resmi makamlar
inceleyebilir. Galismanin sonunda, kendi sonuglarinizla ilgili bilgi istemeye hakkiniz vardir. Calisma sonuglari
calisma bitiminde tibbi literatiirde yayinlanabilecektir ancak kimliginiz agiklanmayacaktir.

Daha fazla bilgi icin kime bagvurabilirim?
Calismaile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz oldugunuzda asagidaki kisi ile lutfen iletisime geginiz.
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Sebnem Emine PARSPUR ve Doc.Dr Umran ERBAY tarafindan tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu
arastirma ile ilgili yukandaki bilgiler bana aktarildi ve ilgili metni okudum. Bu bilgilerden sonra boyle bir
arastirmaya “katihmci” olarak davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katimayi reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin
yuratilmesi sirasinda herhangi bir neden géstermeden arastirmadan cekilebilirim. (Ancak arastirmacilari zor
durumda birakmamak icin arastirmadan ¢ekilecegimi énceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim).
Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastrmaci tarafindan arastirma disi da
tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir 6deme
yapilmayacaktir.

Arastirmadan elde edilen benimle ilgili kisisel bilgilerin gizliliginin korunacagini biliyorum.

Arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saghk sorunumun ortaya
¢ikmasi halinde, her turli tbbi muidahalenin saglanacagi konusunda gerekli glvence verildi. (Bu tibbi
mudahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr.Sebnem Emine PARSPUR
ile iletisim kurabilecegimi ve Kitahya Saglik Bilimleri Universitesi Géglis Hastaliklari Anabilim Dali’'nda galistgini
biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya
kendi nzamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin, gonllllik icerisinde katlmayi kabul ediyorum.
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