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KRONIK TONSILLITTE MiR-520D-5P, SMURF1 VE SMURF2 GENLERININ
MOLEKULER VE IN SILICO ANALIZi

OZET

Cocukluk ¢aginin en yaygin kulak burun bogaz rahatsizliklarindan olan tonsil
hastaliklari, tonsil hipertrofisi ve rekiirren tonsillit seklinde goriiliir. Tonsil hipertrofisi,
tonsillerin uyku ve beslenme sorunlarina yol agan anormal biiyiimesiyken, rekiirren
tonsillit sik tekrarlayan enfeksiyon ataklarini ifade eder. Her iki durumun etiyolojisi tam
olarak aydinlatilamamis, ancak patofizyolojilerinde inflamasyon ve bagisiklik yanitt
merkezi rol oynamaktadir. Doniistiiriicti biiyiime faktori-p (TGF-f), immiinolojik
toleransta ve inflamatuvar yanitlarda kompleks etkilere sahip 6nemli bir sitokindir. TGF-
B sinyal yolunun negatif diizenleyicileri olan SMAD ubikitinasyon diizenleyici faktor
(SMURF) genleri (SMURF1 ve SMURF2), TGF-B reseptorleri ve SMAD proteinleri
aracilifiyla sinyal iletimini modiile eder. Gen ekspresyonunun epigenetik diizenleyicileri
olan mikroRNA'lar (miRNA'lar), tonsillit gibi hastaliklarda potansiyel biyobelirteclerdir.
miR-520d-5p'nin ise SMURF1 ve SMURF2 genlerinin olas1 hedefi olarak tanimlanmustir.
Bu calismada, adenotonsiller hipertrofi ve kronik tonsillit nedeniyle opere edilen
hastalardan alinan tonsil dokular1 incelenerek SMURF1, SMURF2 genlerinin ve miR-
520d-5p'nin molekiiler ve in silico analizleri yapilmistir. Genlerin ekspresyon diizeyleri
gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-gPCR) ile belirlenmistir. SMURF1 ve
SMURF?2 geninin etkilesimde oldugu genler ile miR-520d-5p'nin gen ontoloji (GO) ve
yolak analizleri in silico araglarla gerceklestirilmistir. Rekiirren tonsillit grubunda, tonsil
hipertrofisi grubuna kiyasla, SMURF1 ve miR-520d-5p ekspresyon diizeyleri istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (sirastyla p=0.032 ve p=0.038). SMURF2 geninde ise anlamli
bir fark gézlenmemistir (p=0.512). In silico analizler, SMURF1 ve SMURF2 genlerinin
12 genle etkilesimde oldugunu, 6zellikle SMAD1, SMADS ve SMAD6 gibi TGF-f sinyal
yoluna ait diizenleyici proteinlerle giiclii etkilesimler sergiledigini gostermistir. miR-
520d-5p'nin tonsillit patogenezinde rol oynayan birden fazla biyolojik siire¢ ve sinyal

yolagina dahil oldugu, 6ne ¢ikan yolagin ise TGF-f sinyal yolagi oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: SMURF1, SMURF2, Kronik tonsillit, miRNA, Gen

ekspresyonu, In silico
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MOLECULAR AND IN SILICO ANALYSIS OF MIR-520D-5P, SMURF1 AND
SMURF2 GENES IN CHRONIC TONSILLITIS

ABSTRACT

Tonsil diseases, which are the most common ear, nose and throat disorders of
childhood, are seen in the form of tonsil hypertrophy and recurrent tonsillitis. Tonsil
hypertrophy is the abnormal enlargement of the tonsils that leads to sleep and feeding
problems, while recurrent tonsillitis refers to frequently recurrent infection attacks. The
etiology of both conditions has not been fully elucidated, but inflammation and immune
response play a central role in their pathophysiology. Transforming growth factor-$8
(TGF-P) is an important cytokine with complex effects in immunological tolerance and
inflammatory responses. SMAD ubiquitination regulatory factor (SMURF) genes
(SMURF1 and SMURF2), which are negative regulators of the TGF-f signaling pathway,
modulate signal transduction through TGF-p receptors and SMAD proteins. MicroRNAs
(miRNASs), which are epigenetic regulators of gene expression, are potential biomarkers
in diseases such as tonsillitis. miR-520d-5p was identified as a possible target of
SMURF1 and SMURF?2 genes. In this study, tonsil tissues taken from patients who were
operated for adenotonsillar hypertrophy and chronic tonsillitis were examined and
molecular and in silico analyses of SMURF1, SMURF2 genes and miR-520d-5p were
performed. Expression levels of the genes were determined by real-time polymerase chain
reaction (RT-gPCR). Gene ontology (GO) and pathway analyses of the genes with which
SMURF1 and SMURF2 genes interact and miR-520d-5p were performed by in silico
tools. The expression levels of SMURF1 and miR-520d-5p were found to be statistically
significant in the recurrent tonsillitis group compared to the tonsillar hypertrophy group
(p=0.032 and p=0.038, respectively). No significant difference was observed in the
SMURF2 gene (p=0.512). In silico analyses showed that SMURF1 and SMURF2 genes
interacted with 12 genes, especially with regulatory proteins of the TGF-B signaling
pathway, such as SMAD1, SMADS5 and SMADG. It was determined that miR-520d-5p
was involved in multiple biological processes and signaling pathways that play a role in
the pathogenesis of tonsillitis, with the prominent pathway being the TGF-p signaling
pathway.
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1. GIRIS

Tonsil dokulart ile iligkili hastaliklar, ¢cocukluk doneminin kulak burun bogaz
hastaliklar1 arasindan en yaygin gozlenen tipidir. Cocukluk doéneminde biiylik olan
adenoid ve tonsil dokulariin, adolesan donemde kiiciilmesi ve erigskin cagda neredeyse
tamamen gerilemesi beklenir. Tonsillit patofizyolojisinde tonsillerdeki inflamasyon ve
bagisiklik yaniti yer almaktadir. Inflamatuar yanitin baslamasi i¢in konagm kendisine
yabanci olan molekiilleri tantyarak sitokin ve kemokinler araciligiyla yaniti tetiklemesi
gerekir (Gysin, 2013). Kronik tonsillit, genellikle bakteriyel veya viral enfeksiyonlardan
kaynaklanan, tonsil iltihabiyla karakterize, yaygin bir ¢ocukluk ¢agi hastaligidir. Tonsillit
genellikle konservatif tedavilerle tedavi edilebilirken, baz1 ¢ocuklarda tonsil ameliyati
gibi cerrahi miidahale gerektiren, tekrarlayan veya siddetli ataklar yasanabilir (Aydogan
vd., 2007)

Dogal bagisiklik sistemi, deri ve mukozal epitelyal bariyerler ile humoral ve
hiicresel elemanlardan olusmaktadir. ilave olarak, konagin kendisini yabanci olan
patojenlerle ilgili molekiilleri tanimas1 ve bagisiklik yanitinin olusturulmasini saglayan
cesitli reseptorlere sahiptir. Bu reseptorlerden biri de TGF-f reseptor ailesidir. TGF-3 nin
aracilik ettigi dogal ve inflamatuar yanitlarin kronik tonsillitlerde kritik bir rol oynadig:
bilinmektedir. TGF-beta reseptor yolagi, bagisiklik tepkilerinin ve inflamasyonun
diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynar ve bu yolagin diizensizligi, tonsillit de dahil
olmak tizere ¢esitli inflamatuar durumlarda etkindir (Li vd., 2006). Atopik g¢ocuklarin
adenoid hipertrofilerinin TGF-B1 diizeyiyle iligkili olabilecegi ifade edilmistir (Shin vd.,
2023).

TGF-B yolaginda gorev alan SMURF (SMAD ubikutunasyon diizenleyici faktor)
genlerinin otokrin TGF-B'nin korunmasina katkida bulunabilecegi ifade edilmistir (Asano
vd., 2004). SMURF1 ve SMURF2 TGF-f sinyal yolunun negatif diizenleyicileri olarak
tanimlanmstir (Kavsak vd., 2000). SMURFL1'in, SMADA4 ile heteromerik kompleksler
olusturan BMP (Kemik Morfogenetik Protein) reseptorii tarafindan diizenlenen SMAD
proteinlerini etkiledigi, ayrica bagisiklik sinyallemesinde gorev aldigi bilinmektedir (Fu
vd., 2020). TGF-f reseptoriinii bloke eden SMURF1 ve SMURF2 genleri SMADG6 ve
SMAD?7 iizerinde de etkili olmaktadir (Asano vd., 2004).



mir-520d-5p, transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu diizenledigi bilinen
mikroRNA ailesinin bir tiyesidir. mir-520d-5p, SMURF1 ve SMURF2 genlerinin ortak
olas1 hedefi olarak tanimlanmustir. Hiicre dongiisii tizerinde de etkili oldugu bilinen mir-
520d-5p’nin hepatoma, mide ve glioma gibi kanser tiirlerinde daha Once etkisi

tanimlanmistir (Fu vd., 2020).

Calismamizda, adenotonsiller hipertrofi ve kronik tonsillit nedeniyle opere olan
hastalardan alinan tonsil dokular1 kullanilarak, SMURF1, SMURF2 ve bunlar ortak
hedefi oldugu bilinen mir-520d-5p genlerinin ifade diizeylerinin kronik tonsillit geligsimi
tizerine etkisinin arastiritlmasi amaglanmigtir. Tonsillit hastaligi ile iligkili olarak,
SMURF1, SMURF2 ve mir-520d-5p nin iliskisi literatiirde daha 6nce gosterilmemistir.
Tonsillit hastaliginin tan1 ve tedavisine katkida bulunacak yeni biyobelirte¢ hedeflerinin

sunulmasi ve literatiirde bu anlamdaki boslugun doldurulmasi arastirmamizin oncelikli

hedefidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tonsillit Etiyolojisi

Tonsil ve geniz eti hipertrofisi ¢ocuklarda tekrarlayan tonsil iltihabina ve {ist hava
yolu tikanikligina neden olabilir (Akker vd., 2003). Kronik Tonsillit hem ¢ocuklar1 hem
de yetiskinleri etkileyen ciddi bir saglik sorunudur ve siddetli tekrarlayan tonsillitin
tanim1 degismekle birlikte, yilda bes veya daha fazla gergek tonsillit atagi, en az bir yil
sliren semptomlar ve normal islevi etkileyen ataklar olarak tanimlanir (Bakar vd., 2018).
Cok sayida ¢ocuk tekrarlayan tonsillit ve bogaz agrisindan o kadar sik muzdariptir ki bu
hastaliklar hayatlarmin bir parcasi haline gelir. Ornegin, bir ¢alisma peritonsiller apselerin
yaklasik %30'unun tonsil ameliyati gerektirdigini gostermektedir (Herzon, 1995).
Tonsillit genellikle viral veya bakteriyel olabilen bir enfeksiyonun sonucu gelisir. Viral
etiyolojiler en yaygin olanlardir. En yaygin viral nedenler genellikle rinoviriis, solunum
sinsitiyal viriisii, adenovirlis ve koronaviriis gibi soguk alginligina neden olanlardir.
Bunlar genellikle diisiik virtilansa sahiptir ve nadiren komplikasyonlara yol agar. Epstein-
Barr mononiikleoza neden olur, sitomegaloviriis, hepatit A, kizamik¢ik ve HIV gibi diger
viral nedenler de Tonsil iltihabina neden olabilir (Georgalas, Tolley ve Narula, 2014). A
Grubu beta-hemolitik Streptokok (GABHS), bakteriyel enfeksiyonlarin en yaygin
nedenidir, ancak Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae ve Haemophilus
influenza da dahil edilmektedir (Wang vd., 2017). Hem aerobik hem de anaerobik olan
patojenler bakteriyel tonsil iltihabina neden olabilir. Ayrica, difteriye neden olan
Corynebacterium diphtheriae, korunmasiz bireylerde bir etiyoloji olarak dikkate
alinmalidir  (Berger vd., 2016). Ek olarak, tiiberkiiloz tekrarlayan tonsil iltihabiyla
iliskilendirilmistir (Jadia vd., 2010).



STATPEA

Anderson ve Paterek, 2023.
Resim 2.1. Tonsil iltihabi

2.2. Palatin Tonsil Anatomisi
2.2.1. Tonsilla Palatina

Insan palatin tonsilleri ve nazofaringeal tonsil (adenoid), Waldeyer halkasinin en
biiyiik bilesenleridir ve kemirgenler ve diger tiirlerin nazofaringeal iligkili lenforetikiiler
dokular1 (NALT) ile islevsel olarak iligkili oldugu diistiniilmektedir (Frieke Kuper vd.,
1992). Palatin tonsiller, farenksin lateral duvarinda bulunan g¢ift lenfoid organlardir.
Orofaringeal boslugun daha kiicilk ve daha az belirgin lenfoid dokular1 lingual ve
faringeal tonsillerdir (Boyaka vd., 2000).

Orofarenksin posterolateral duvarinda, gastrointestinal sistemin ve iist solunum
yollarinin girigine yakin bir konumda bulunan palatin tonsiller, tonsiller fossa ad1 verilen
bir alan igerisine yerlesir. Tonsiller fossa, dnde palatoglossus arkada palatopharyngeus
kaslarmin olusturdu pilikalar tarafindan siirlandirilir. Ayn1 zamanda tonsiller parankim
ile yakindan iliskili olan ve tonsilin derin yiizeyindeki superior farengeal konstriktor
fasyaya gevsek bir sekilde bagli olan, yogun elastik liflerden yapili bir kapsiil ile sarilidir.
Tonsillektomide tonsil kitlesi kapsiille birlikte ¢ikarilir (Sidell ve Shapiro, 1954).

2.2.2. Waldeyer Halkasi

Insan yutagindaki lenfoid dokunun varligmm &nemi, 1884 yilinda
Waldeyer tarafindan fark edilmis olup, bu dokunun 6zel diizenlemesini giiniimiizde
Waldeyer halkasi olarak adlandirilan lenfoid doku “halkasi' olarak tanimlamistir. Halka,

yutagin catisina bagli nazofaringeal tonsil (NT) veya geniz eti; Ostaki tliplerinin yutak



acikliklarinda bulunan ¢ift tubal tonsil (TT); orofarinkste konumlanmis ¢ift palatin tonsil
(PT); ve dilin arka {igte birinde bulunan lingual tonsili (LT) igerir. Farenksin mukozalari,
dairesel band1 tamamlayan daha kiigiik, subepitelyal lenfoid doku koleksiyonlari igerir
(Niedzielski vd., 2023).

Geniz eti

Tiip Tonsil

Palatin Tonsil

Dil Tonsil

Kaynak: Samara, M Athanasopoulos ve | Athanasopoulos, 2023’ den uyarlanmistir.

Resim 2.2. Waldeyer halkasinin anatomisi
2.2.3. Palatin Tonsil Histolojisi

Olgun palatin tonsil, bagisiklik gdzetimindeki rolii i¢in uyarlanmis belirgin bir
histolojik yap1 sergiler. Palatin tonsilin yiizeyi, orofarenksin astariyla stirekli olan
keratinize olmayan tabakali skuamdz epitel ile kaplidir. Palatin tonsilin tanimlayici bir
ozelligi, tonsil kriptleri adi verilen yiizey epitelinin derin, dallanan invajinasyonunun
varligidir. Bu kriptler, tonsil parankimine derinlemesine uzanir. Kriptler, antijenlerle
temas i¢in yiizey alanimi artirir ve genellikle dokiilmiis epitel hiicreleri, lenfositler,
bakteriler ve hiicresel artiklar igerir (Olofsson, Hellstrom ve Hammarstrom, 2001).
Alttaki bag dokusu (lamina propria) yogun bir sekilde lenfoid nodiillerle doludur. Her
nodiil tipik olarak, B lenfositlerin antijen uyarimi {izerine ¢ogaldig1 ve farklilastigi daha
acik renkli bir alan olan bir germinal merkeze sahiptir. Germinal merkezin ¢evresinde,

daha kiigiik, dinlenen B lenfositleri iceren manto bdlgesi bulunur (Standring vd., 2005).

Nodiillere ek olarak, nodiiller arasinda ve kriptleri ¢cevreleyen diffiiz lenfoid doku

da bulunur. Bu alan lenfositleri (hem B hem de T hiicreleri), plazma hiicrelerini,



makrofajlart ve dendritik hiicreleri icerir. Lenfoid doku, retikiiler bir bag dokusu
cercevesi tarafindan desteklenir. Lifli bir kapsiil tonsilinin altinda bulunur ve onu
faringeal duvarin ¢evresindeki kaslardan ayirir. Trabekiiller (kapsiiliin uzantilar1) tonsil
parankimine niifuz ederek yapisal destek saglar ve kan damarlarini, sinirleri ve lenf
damarlarini tagir. Palatin tonsiller, mukozal bagisiklik sistemindeki rollerini gdsteren
MALT (Mukoza Iliskili Lenfoid Doku) olarak siniflandirilir. Patojenlerle karsilasmak ve
onlara yanit vermek i¢in solunum ve sindirim yollarinin girisinde stratejik olarak yer
alirlar. Lenf diigiimlerinin aksine, palatin tonsillerin afferent lenf damarlar1 yoktur.
Antijenler, kriptlerin epitelinden dogrudan tonsil dokusuna ulasir. Bununla birlikte,
bolgesel lenf diigiimlerine (esas olarak jugulodigastrik lenf diigiimleri) bosalan efferent

lenf damarlar1 vardir (Meegalla ve Downs, 2023).

2.3. Tonsil Immunolojisi

Palatin tonsiller, solunum ve sindirim yollarinin giriginde stratejik olarak yer alan
ve patojenlerle karsilagip onlara yanit veren mukozal bagisiklik sisteminin temel
bilesenleridir (Meegalla ve Downs, 2023). Benzersiz yapilari ve hiicresel bilesimleri, bu

immiinolojik rol i¢in 6zel olarak uyarlanmistir (Fossum vd., 2017).

Derin, i¢e dogru kivrilmis kriptler, agiz bosluguna giren antijenlerle (bakteriler,
virtisler, yiyecek pargaciklari vb.) temas i¢in yiizey alanini 6nemli 6l¢iide artirir. Kriptleri
kaplayan epitel genellikle ince ve retikiile edilmistir ve epitel hiicreleri ile altta yatan
lenfositler ve antijen sunan hiicreler (APC'ler) arasinda yakin temas vardir. Bu,
antijenlerin dogrudan lenfoid dokuya aktarilmasini kolaylagtirir (Perry, 1994). M
hiicreleri (mikro kivrim hiicreleri) adi verilen 6zel epitel hiicreleri tonsil epitelinde
bulunur. Bagirsakla iligkili lenfoid dokuda (GALT) bulunanlara benzer sekilde, M
hiicreleri antijenleri kript llimeninden altta yatan lenfoid hiicrelere aktif olarak aktarir

(Corr, Gahan ve Hill, 2008).

Palatin tonsilleri, farkli bélmelere organize edilmis ¢esitli bagisiklik hiicreleriyle
yogun bir sekilde doludur (Hagel vd., 2021). Lenfoid Folikiiller, ¢cogunlukla B hiicresi
acisindan zengin bolgelerdir ve antijen uyarimi iizerine B hiicresi ¢ogalmasinin, plazma
hiicrelerine farklilagsmasinin (antikor salgilayan hiicreler) ve afinite olgunlagmasinin
gerceklestigi germinal merkezleri igerir. Germinal merkezi ¢cevreleyen manto bolgesi naif

B hiicreleri igerir (Takechi vd., 2013). Interfolikiiler Bolgeler, Folikiiller arasindaki bu



bolgeler T hiicreleri (hem yardimci hem de sitotoksik T hiicreleri), dendritik hiicreler
(DC'ler) ve makrofajlar agisindan zengindir. DC'ler, antijenin T hiicrelerine sunulmasi ve
T hiicresi aracili bagisiklik tepkilerinin baslatilmasi i¢in 6nemlidir (Takahara vd., 2005).
Kripto epiteli, sadece bir bariyer degil, ayn1 zamanda oncelikle lokal bagisiklik
gbzetimine katkida bulunan T hiicreleri olan intraepitelyal lenfositleri (IEL'ler) de igerir.
Epitel icerisinde ayrica, ylizeye niifuz eden antijenleri yakalayabilen DC'ler ve

makrofajlar da bulunur (Samara, M Athanasopoulos ve | Athanasopoulos, 2023).

Hem humoral (antikor aracili) hem de hiicre aracili bagigiklik tepkileri tonsiller
icinde baslatilir ve gelistirilir. Humoral bagisiklik, germinal merkezlerdeki B hiicreleri ve
T folikiiler yardimer (Tth) hiicrelerinin yardimiyla, antijene 6zgii ¢esitli antikor tiirleri
(IgG, IgA, IgM ve IgE) iiretmek icin farklilagir. IgA, mukozal bagisiklik i¢in 6zellikle
onemlidir ve giris yerindeki patojenleri noétralize etmek icin tonsil kriptleri igin
salgilanabilir (Donnadieu vd., 2020). Afferent lenfatiklerin yoklugunda lenf
diigiimlerinin aksine, tonsiller diger dokulardan gelen lenfi filtrelemez. Agi1z boslugunda
bulunan antijenlerle dogrudan karsilasirlar. Efferent lenfatikler, tonsillerde iiretilen aktive
edilmis bagisiklik hiicreleri ve antikorlar, efferent lenf damarlar1 araciligiyla bolgesel lenf
diiglimlerine (esas olarak jugulodigastrik diiglimler) bosalir ve daha genis sistemik
bagisiklik tepkisine katkida bulunur. Tonsiller, esas olarak savunmada yer alirken,
zararsiz antijenlere karsi oral toleransin gelismesinde de rol oynayabilir, gida ve komensal
mikroorganizmalara kars1 uygunsuz bagisiklik tepkilerini onleyebilir (Donnadieu vd.,

2020).

2.4. Dogal Lenfoid Hiicreler

Doku homeostazinda, patojenlere karst savunmada ve diger bagisiklik
hiicrelerinin diizenlenmesinde 6nemli roller oynayan, ilgi cekici ve nispeten yakin
zamanda tanimlanmis bir dogustan bagisiklik hiicreleri ailesi olan Dogal Lenfoid
Hiicreleri (ILC'ler). ILC'ler, T ve B hiicrelerinin (adaptif bagisiklik sisteminin bir parcasi
olan) aksine, T hiicresi reseptorleri (TCR'ler) ve B hiicresi reseptorleri (BCR'ler) gibi
somatik olarak yeniden diizenlenmis antijene 6zgii reseptorlerden yoksun olan belirgin

bir lenfosit soyudur (Jiao vd., 2016).



Bu spesifik reseptorlerden yoksun olmalarina ragmen, ILC'ler ¢esitli sitokinler ve
diger mediatorler tlireterek doku hasarina, enfeksiyona ve diger gevresel sinyallere hizla

yanit verebilen gii¢lii efektor hiicrelerdir (Lee ve Dyken, 2023).

Viicuttaki dokularda, 6zellikle mukozal yiizeylerde (bagirsak, akcigerler ve
tonsiller gibi) stratejik olarak yerlesmislerdir, burada nobetci gorevi goriirler ve
savunmanin ilk hattina katkida bulunurlar (Panda ve Colonna, 2019). ILC'ler, sitokin
profillerini, gelisimlerini ve islevlerini diizenleyen bazi transkripsiyon faktorlerini
yansittiklart icin T yardimci (Th) hiicrelerinin dogustan gelen karsiliklar1 olarak kabul

edilirler (Jegatheeswaran, Mathews ve Crome, 2021).

ILC'ler, sitokin iiretimlerine ve gelisimlerini yoneten transkripsiyon faktorlerine
gore genel olarak ii¢ ana gruba ayrilir. Birinci grup ILC'ler, bunlar interferon-gama (IFN-
y) tretimi ve transkripsiyon faktorii T-bet'e (T hiicrelerinde ifade edilen T-kutusu)
bagimliliklari ile karakterize edilir (Ma vd., 2023). Bu grup sunlari i¢erir; Dogal 6ldiiriicii
hiicreler (NK): Bunlar viriis bulasmis ve tiimor hiicrelerine kars sitotoksik aktiviteleriyle
iyi bilinirler (Croy vd., 1997). ILC1: Bu hiicreler, NK hiicrelerine kiyasla daha fazla
dokuda yerlesiktir ve daha az sitotoksiktir. Esas olarak hiicre i¢i patojenlere yanit olarak
IFN-y tiretirler ve doku iltihabinda ve hiicre i¢i bakteri ve viriislere kars1 savunmada rol
oynarlar (Adams ve Sun, 2018). Biiyiik bir mukozal giris noktasinda yer aldiklart igin,
ILC'ler tonsillerde bulunur ve muhtemelen lokal bagisiklikta 6nemli bir rol oynarlar.
ILC'lerin ti¢ grubu da tonsil dokusunda mevcuttur. ILC1'ler ve NK hiicreleri, list solunum

yollarinda yaygin olan viral enfeksiyonlara karsi erken savunmaya katkida bulunabilir

(Weizman vd., 2017).

2.5. Kronik Tonsillit Patogenezinde Olasi Rol Alan Molekiiller

Kronik tonsillit gelisimine ve semptomlarina ¢ok sayida molekiil ve inflamatuar
siire¢ katkida bulunmaktadir. Bu molekiiller sitokinler, kemokinler, enzimler ve hatta
genetik faktorler olmak tizere ¢ok farkli kategorilerde bulunmaktadir (Varén vd., 2021).
Proinflamatuar sitokinler, inflamasyonu baglatmada ve siirdiirmede hayati 6neme sahiptir.
Kronik tonsillitte, birka¢ proinflamatuar sitokin genellikle artis gosterir. Tiimor Nekroz
Faktorii-alfa (TNF-a). Diger sitokinlerin, kemokinlerin ve yapisma molekiillerinin
tiretimini tesvik ederek 10kosit toplanmasina ve doku inflamasyonuna katkida bulunabilir

(Dhamoon vd., 2017). Interlokin-1 beta (IL-18): Ates, agr1 ve diger bagisiklik



hiicrelerinin aktivasyonunda rol oynayan bir diger 6nemli proinflamatuar sitokindir.
Ayrica doku yeniden sekillenmesine ve fibroza da katkida bulunabilir (Cartmell, Luheshi
ve Rothwell, 1999). Interickin-6 (IL-6): Hem pro- hem de anti-inflamatuar etkilere sahip
bir pleyotropik sitokindir, ancak kronik inflamasyonda pro-inflamatuar rolleri siklikla
baskindir.

Akut faz yanitlarini, B hiicresi farklilasmasini uyarabilir ve doku hasarina katkida
bulunabilir (Geiger vd., 1988). Interickin-8 (IL-8) / CXCL8: Nétrofilleri inflamasyon
bolgesine ceken giiclii bir kemokindir (Bickel, 1993). Interlokin-17 (IL-17): Thi17
hiicreleri ve diger bagisiklik hiicreleri tarafindan iiretilen bir sitokin ailesi. IL-17, hiicre
dis1 bakterilere ve mantarlara karsi konak savunmasinda ve kronik inflamatuar
hastaliklarda etkin rol oynar. Bunun yani sira diger pro-inflamatuar sitokinlerin ve
kemokinlerin iiretimini tesvik edebilir (Valeri ve Raffatellu, 2016). IFN-y, Oncelikle Th1
yanitlart ve antiviral bagisiklik ile iliskili olsada, IFN-y makrofajlar1 aktive ederek ve
MHC molekiilleri ile adezyon molekiillerinin ekspresyonunu artirarak kronik

inflamasyona da katkida bulunabilir (Mocellin vd., 2005).

TGF-B, bu sitokinin ikili bir rolii vardir. inflamatuvar yanitin erken dénemlerinde
pro-inflamatuvar etkilere sahip olabilir. Ancak, ayn1 zamanda doku onarimu ve fibroziste
de 6nemli bir rol oynar. Kronik tonsillitte, kalict TGF-f sinyali, Tonsillerin karakteristik
doku mimarisinin degismesine yol acabilir (Tie vd., 2022). Kemokinler bagisiklik hiicresi
trafigini yonlendirir, CXCLS8 (IL-8), Tonsil kriptleri i¢indeki biyofilmlerde bakterilerin
stirekli varligi, epitel hiicrelerden, makrofajlardan ve diger bagisiklik hiicrelerinden
CXCLS8 salimimim siirekli olarak uyarir ve kronik nétrofil infiltrasyonuna yol agar.
Notrofiller bakterileri temizlemek igin 6nemli olsa da, uzun siireli varliklar1 zararh
enzimlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin salinimina neden olabilir (Figueroa vd., 2021).
CXCL9, CXCL10, CXCL11 (IFN-y indiiklenebilir kemokinler), bu kemokinler, 6zellikle
Th1 hiicreleri olmak tizere T hiicrelerini tonsil dokusuna ¢ekmek i¢in ¢ok onemlidir.
Kronik tonsillitte, IFN-y'nin siirekli tiretimi, bu kemokinlerin yiiksek seviyelerine katkida
bulunarak yogun bir lenfosit infiltratina yol agar. CCL2 (MCP-1), makrofajlara
farklilasabilen, sitokinler ve diger medyatorleri serbest birakarak inflamatuar ortama

katkida bulunabilen monositleri ¢agirir (Dewald vd., 2005).
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IC ICAM-1 ve VCAM-1: TNF-a ve IL-1f gibi proinflamatuar sitokinler tarafindan
indiiklenen tonsile kan damarlarinin endotel hiicrelerindeki artmis ekspresyonlari,
l6kositlerin tonsil parankimine sikica yapismasini ve ardindan go¢ etmesini saglar. Bu
stirekli 16kosit alimi, kronik inflamasyonun bir 6zelligidir (McEver, 2015). Matriks
metalloproteinazlar (MMP'ler): Bu ¢inko bagimli endopeptidazlar, hiicre dis1 matrisin
pargalanmasinda rol oynar. Kronik tonsil iltihabinda, MMP'lerin (6rn. MMP-9) asir1
aktivitesi, doku yeniden sekillenmesine, kolajen ve diger ECM (Ekstraseliiler Matriks)
bilesenlerinin bozulmasina ve potansiyel olarak tonsillerin biiyiimesine ve yapisinin

degismesine katkida bulunur (Acioglu vd., 2010).

Nitrik oksit (NO), Nitrik oksit sentazlar (NOS) 6zellikle inflamatuvar durumlarda
indiiklenebilir NOS (iNOS) tarafindan {iretilen NO'nun karmasik etkileri vardir.
Mikrobisidal olabilir ve vazodilatasyonda rol oynayabilir, ancak asir1t NO tiretimi ayni
zamanda doku hasarina ve inflamasyona da katkida bulunabilir (Kim ve Lee, 2025).
Bakteriyel Biyofilmler, Tonsil kriptlerinde polimikrobiyal biyofilmlerin varligi kronik
inflamasyonun temel itici giiclidiir. Biyofilmlerdeki bakteriler hem konak bagisiklik
sisteminden hem de antibiyotik tedavisinden korunur ve bu da tonsil bagisiklik
hiicrelerinin kalic1 antijenik uyarilmasina yol acar. Bu bakterilerin lipopolisakkarit (LPS)
ve peptidoglikanlar gibi bilesenleri, bagisiklik hiicreleri ve epitel hiicrelerdeki Toll
benzeri reseptorleri (TLR'ler) aktive ederek proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin

salinimini tetikleyebilir (Alasil vd., 2013).

2.6. Kronik Tonsillit

Tekrarlayan tonsillit, genellikle bir yil i¢inde yedi veya daha fazla tonsillit
atagiin, iki ardisik yil boyunca yilda bes veya daha fazla atagin veya ii¢ ardisik yil
boyunca yilda {i¢c veya daha fazla atagin meydana gelmesiyle tanimlanir. Bu durum
genellikle sik poliklinik ziyaretlerine, uzun siireli antibiyotik kullanimina ve tekrarlayan
atesli ataklara yol acar. Kronik tonsillit baglaminda, hastalar siklikla tekrarlayan bogaz
agrisi, ag1z kokusu, tonsil dokiintiilerinin birikmesi, peritonsiller eritem ve kalict servikal
lenfadenopati ile bagvururlar. Ek olarak, yorgunluk, miyalji ve artralji gibi sistemik
semptomlar atesli ataklara eslik edebilir. Tekrarlayan veya kronik adenotonsiller
enfeksiyonlar oncelikle pediatrik popiilasyonu etkiler ve genellikle saglikli bireylerde

goriiliir. Sistemik immiinolojik eksikliklerin yoklugunda, bu enfeksiyonlarin hem nazal
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hem de orofaringeal seviyelerde epitel bariyerinin lokal islev bozukluklarindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Passali vd., 2004).

2.7. Adenotonsil Hipertrofisi

Cocukluk doneminde belirgin olma egiliminde olan adenoid ve tonsil dokulari,
ergenlik doneminde tipik olarak gerileme gegcirir. Yetiskinlikte adenoid dokusu genellikle
tamamen gerilerken, tonsiller 6nemli dl¢giide kiigiiliir. Ancak ¢ocukluk déneminde, bu
lenfoid dokularin hipertrofisi, iist solunum yolu tikanikligi, beslenme zorluklari, zayif
kilo alimi, horlama, obstriiktif uyku apnesi, agiz solunumu ve iligkili kraniyofasiyal
gelisimsel anomaliler gibi bir dizi klinik soruna yol agabilir. Ek olarak, eniirezis ve gece
rahatsizliklart gibi durumlar da gozlemlenebilir (Viciani vd., 2016). Adenotonsiller
hipertrofi, pediatrik popiilasyonda Obstriiktif Uyku Apne Sendromu'nun (OSAS) 6nde
gelen bir nedenidir. Cocuklarda OSAS, kardiyovaskiiler disfonksiyon, bozulmus
biiyiime, nérodavranigsal bozukluklar ve sistemik inflamasyon dahil olmak iizere bir dizi

komplikasyonla iligkilendirilmistir (Marcus vd., 2012).

2.8. Tonsillit ve Genetik Altyapisi

Aragtirmalar, genetigin bir bireyin tonsille ilgili sorunlara, 6zellikle tekrarlayan
akut tonsillit potansiyel olarak kronik tonsillit ve tonsil hipertrofisine (biiylime)
yatkinliginda rol oynayabilecegini gostermektedir (Bager vd., 2018). Tekrarlayan kronik
tonsillit aile dykiisii olan ¢ocuklarin genetik miras nedeniyle asir1 bir bagisiklik tepkisi
gosterebilecegini vurgulamaktadir. Calisma, tekrarlayan tonsillitli pediatrik hastalarin
klinik degerlendirmesinde aile Oykiisiiniin dikkate alinmasinin énemini vurgulamaktadir
(Haapasalo vd., 2020). Her iki ebeveyninde de tekrarlayan kronik tonsillit dykiisii olan
pediatrik hastalarda, genetik kalitim, bagisiklik tepkisiyle birlikte tonsiller hasarin
siddetini belirler (Todorovi¢ ve Zvrko, 2013). Tekrarlayan/kronik tonsillitli hastalarda
yapilan genetik analizde, IL1B-31*C alelinin en az bir kopyasina sahip olanlarin (hem
homozigot hem de heterozigot) hastaligi gelistirme riskinin daha yiliksek oldugu
bulunmustur (Andrade vd., 2017). Ayrica, iki konak bagisiklik iliskili polimorfizmin,
tamamlayict faktor (CFH) ve (TLR) 4-T399I'in GAS Tonsillitinde rol oynadigi
bildirilmistir (Haapasalo vd., 2012 ; Liadaki vd., 2011).
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Siirec Aciklama Tlgili Rolii / Etkisi
Gen/Molekiil/Protein
1. Bakteri Girisi Streptococcus M protein geni (emm Bakterinin epitele

ve Yapismasi

pyogenes tonsil
epiteline tutunur

geni)

yapismasini saglar,
immiin yanittan
kacis saglar

2. PAMP Tanima Bakteriyel TLR2, TLR4 Bagisiklik
molekiiller epitel ve hiicrelerini aktive
bagisiklik eder, sitokin
hiicrelerinde taninir iiretimini tetikler

3. Proinflamatuar  Inflamasyon baslar,  IL1B, IL6, TNF Ates, agr1, doku

Sitokin Salinimi hiicreler arasi hasar1 olugumu
iletisim kurulur

4. Alarminlerin Hiicre hasar1 sonucu  HMGB1, IL33 Bagisiklik

Salinimi salinan igsel hiicrelerini hizla
uyaricilar aktive eder

5. Adaptif Antijen sunumu TBX21 (T-bet), RORC Thl (IFN-y) ve

Bagisiklik sonrasi T hiicreleri (RORyt) Thi7 (IL-17)

Aktivasyonu farklilagir hiicrelerinin

olusumu

6. Sitokin Uretimi  Sitokinler bagisiklik  IFNG, IL17A, IL22 Notrofil

ve Hiicre Gocii

hiicrelerini ¢ekip
inflamasyonu
stirdiiriir

aktivasyonu, epitel
bariyer onarimi

7. Antikor Yaniti

8. Genetik
Yatkinhk

B hiicreleri aktive
olur, spesifik
antikorlar uretir

Bazi gen
varyasyonlari
hastaliga duyarliligi
artirabilir

IGH (Immiinoglobulin
genleri)

HLA-DRB1, TNFA
polimorfizmleri

Bakteriye 6zgii
antikorlarla
bagisiklik saglanir

[ltihap yanitinin
siddetini ve
kroniklesme riskini
etkiler

2.9. TGF-B ve Tonsillit

TGF-B sinyal yolu, tonsillerler i¢indeki ¢esitli hiicresel siireglerde, iltihaplanma,

bagisiklik tepkileri ve doku yeniden sekillenmesi dahil olmak {lizere 6nemli bir rol oynar.

TGF-B, tonsil hiicrelerinin yiizeyindeki belirli reseptorlere baglanarak etkilerini gosterir
(Mclean ve Guglielmo, 2010). Ug¢ ana TGF- reseptorii tiirii vardir, Tip I (TBRI), Aktivin
Reseptor Benzeri Kinaz 5 (ALKS) olarak da bilinir, TBRII tarafindan aktive edilen ve

daha sonra SMAD adi verilen asagi akis sinyal molekiillerini fosforile eden bir
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serin/treonin kinazdir. TBRI, kanonik TGF-f sinyallemesinin ¢ogunun aracilik etmesi i¢in
gereklidir (Liu vd., 2009). Tip II (TBRII), serin/treonin kinazdir ve siirekli olarak aktiftir.
Ligand baglanmasi tizerine (TGF-B), TBRII TBRTI'yi toplar ve fosforile eder ve bu da
aktivasyonuna yol acar (Mclean ve Guglielmo, 2010). Tip III (TBRIII), betaglikan olarak
da bilinen bu reseptor, TGF-P'ya yliksek afiniteyle baglanan ancak hiicre i¢i sinyalleme
alanindan yoksun bir transmembran proteoglikandir. Ligand1 TPRII'ye sunarak TGF-3
sinyallemesini modiile ettigi ve bodylece hiicresel siirece bagli olarak sinyallemeyi

artirdig1 veya engelledigi diisiiniilmektedir (Casillas, Wrana ve Massagué, 1993).

Tonsillerdeki TGF-p reseptorleri, tonsil dokusundaki ¢esitli hiicre tiplerinde ifade
edilir, epitel hiicreleri bunlardan biridir. TGF-f'min kriptlerde bulunan bagisiklik
hiicrelerinin islevlerini ve etkilesimlerini diizenlemede bir rolii oldugu diisiiniilmektedir.
Lenfoid hiicreler (T hiicreleri, B hiicreleri), TGF-p, tonsiller lenfoid folikiiller ve
interfolikiiler bolgelerdeki lenfositlerin ¢ogalmasi, farklilagmasi ve aktivasyonu tizerinde
onemli etkilere sahiptir. Bu etkiler, bu hiicrelerdeki reseptorleri araciligiyla gergeklesir.
Ornegin, TGF-B, T hiicresi ¢ogalmasini engelleyebilir ve bagisiklik homeostazimni
korumak i¢in ¢ok 6nemli olan diizenleyici T hiicrelerinin (Treg'ler) farklilasmasini tesvik
edebilir. B hiicrelerinde, TGF-B apoptozu indiikleyebilir ve antikor retimini
diizenleyebilir (Moreau vd., 2022 ; Spender vd., 2009).

TGF-B, dendritik hiicreler ve makrofajlar gibi APC tonsil dokusundaki
olgunlagma siireclerini ve islevlerini diizenleyebilir. Antijenleri T hiicrelerine sunma ve
bagisiklik tepkisini sekillendirme yeteneklerini etkileyebilir. Fibroblastlar ve diger
stromal hiicreler, TGF-p, hiicre dis1 matris tiretimi ve doku yeniden sekillenmesinin giiclii
bir diizenleyicisidir. Tonsil stromasindaki fibroblastlardaki reseptorleri, 6zellikle kronik
tonsil iltihabinda goriilen kronik inflamasyon ve potansiyel fibroz baglaminda énemli

olabilen bu etkilere aracilik eder. Sekil 2.1 (Caja vd., 2018).
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aSMA
MMP ‘ler
Kollajenler

Meyofibroblastiar/Kanserle iligkil fibroblastlar

L)
T ") Apoptozis

Anpyogenez /

S
&
\ Yerlegik fibroblast Epitelyal Hucreler

EC- Endotelyal Hicreler

CD8" T Hicreleri

o/

NK Hicreleri CD4-CD25" TREGler

M2-TAM lar

Kaynak: Caja vd., 2018’ den uyarlanmustir.
Sekil 2.1. TGF-B'nin farkh hiicre tipleri iizerindeki cok yonlii etkileri
p y

TGF-B'nin ¢esitli rolleri géz Oniine alindiginda, tonsillerdeki reseptorlerinin
ekspresyonu ve sinyalizasyonunun kronik tonsillitin patogenezinde 6nemli 6l¢iide rol
oynamas1 muhtemeldir, Enflamasyonun Diizenlenmesi; TGF-f3, baglama ve ilgili spesifik
reseptorlere ve alt akis sinyal yollarina bagli olarak hem pro- hem de anti-inflamatuar
etkilere sahip olabilir. Kronik tonsillitte, TGF-p reseptdr sinyallemesinin diizensizligi
kalict inflamatuar duruma katkida bulunabilir (Gil ve lzquierdo, 2014). TGF-B'nin
tonsillerdeki lenfositler ve APC'ler iizerindeki etkileri, TGF-P reseptorleri araciligiyla,
pro-inflamatuar ve diizenleyici bagisiklik tepkileri arasindaki dengeyi etkileyebilir.
Anormal TGF-B sinyallemesi, kronik Tonsillitde bu dengeyi bozabilir (Harrison vd.,
2011). TGF-B'nin stromal hiicreler {izerindeki reseptorleri araciligryla ECM birikimini
tesvik etme yetenegi, kronik Tonsillitlerde gézlenen doku degisikliklerine ve potansiyel
fibrozise katkida bulunabilir (Zhang vd., 2024). TGF-B'nin diger baglamlarda bakteriyel
biyofilm olusumunu tesvik ettigi gosterilmistir. Bu tonsil kriptlerinde meydana gelirse,

kronik inflamasyonu daha da kotiilestirebilir (Wu vd., 2025).
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2.10. TGF-B ile SMURF1, SMURF2 Genleri Etkilesimleri

TGF-beta yolu ile SMURF1 ve SMURF2 genleri arasindaki baglanti 6nemlidir
¢linkii bu genler tarafindan kodlanan proteinler, SMURF1 ve SMURF2, TGF-beta sinyal
yolunun temel negatif diizenleyicileri olarak gorev yapan E3 ubikitin ligazlaridir (Sun
vd., 2018). TGF-beta yolunun aktivasyonu, R-SMAD'lerin (SMAD2 ve SMAD3)
fosforilasyonuna ve niikleer translokasyonuna yol agar. Bu aktive edilmis SMAD'ler, ko-
SMAD SMAD4 ile kompleks halinde, SMURF1 ve SMURF2 genlerinin promotor
bolgelerindeki spesifik DNA diizenleyici elementlere baglanir. Bu baglanma, SMURF1
ve SMUREF?2 proteinlerinin transkripsiyonunu ve ardindan translasyonunu tesvik eder. Bu
nedenle, TGF-beta yolu kendi negatif diizenleyicilerinin tiretimini tetikler (Kurisaki vd.,
2001).

SMURF1 ve SMURF2, TGF-beta sinyalizasyonunu azaltmak yoniinde etKi
gosterir. Bir kez iiretildiklerinde, SMURF1 ve SMURF2, ubikitinasyon ve proteazom
tarafindan sonraki bozunma i¢in TGF-beta yolunun temel bilesenlerini hedefleyen E3
ubikitin ligazlar olarak iglev goriir (Imamura, Oshima ve Hikita, 2013). SMURF1 ve
SMURF2, aktif SMAD2 ve SMAD3'i dogrudan ubikitinleyebilir, bu da onlarin
bozulmasina ve azalma yoniinde diizenlenmesine neden olur. Bu, TGF-beta
sinyallemesinin birincil sinyal donistiiriiclilerinin  seviyelerini azaltarak kendi
sonlanmasin1 destekledigi negatif bir geri bildirim dongilisii yaratir. SMURF1 ve
SMUREF2 ayrica ubikitinasyon i¢cin TGF-beta tip I reseptoriinii hedef alabilir ve bu da
onun internalizasyonuna ve degradasyonuna yol agar. Bu, TGF-beta ligandlarma
baglanmak icin hiicre ylizeyindeki reseptor sayisini azaltir ve bdylece hiicre zarindaki
sinyal iletimini zayiflatir. Bu siire¢ genellikle SMURF1/2'y1 reseptor kompleksine ¢eken
inhibitor SMAD7 tarafindan giiglendirilir (Murakami vd., 2003).

SMURF]larm ilk olarak BMP/TGF-J yollar1 iizerinde negatif diizenleyici etkilere
sahip oldugu gosterilmistir. SMURF1, BMP yolu spesifik R-SMADIar'in sabit durum
seviyelerini secici bir sekilde diizenler (Zhu vd., 1999). Bu R-SMAD'lara ek olarak,
SMAD7 de SMURFI1 tarafindan ubikitinlenir (Grénroos vd., 2002). SMURF1,
proteazomal bozunma i¢in BMP reseptorleri tip I (BMPRI), SMAD1/5 ve hatta TGF-f
reseptori tip I'in (TBRI) bozunmasini desteklemek igin I-SMADs"1 kullanabilir (Ebisawa
vd., 2001 ; Murakami vd., 2003). Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF), MDA-MB-231
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hiicrelerinde SMURF1 (Mesajci riboniikleik asit) mRNA ekspresyonunu indiikler (Kwon
vd., 2013). Ostrojen ayrica SMURF1 ekspresyonunu tetikler. Ek olarak, SMURF1
Ostrojen reseptorii o’ y1 (ERa) stabilize eder ve bu da gelismis 0strojen sinyalizasyonu ve
hiicre ¢ogalmasiyla sonuglanir. Boylece, SMURF1-ERa pozitif bir geri bildirim dongiisii
olusturur (Yang vd., 2018). Ayrica, TNF, osteoblastlardaki SMURF1 mRNA seviyelerini
artirarak osteogenezisi inhibe eder (Kaneki vd., 2006). Ek olarak, hipoksi, pulmoner
arteriyal hipertansiyon (PAH) modelinde SMURF1 ekspresyonunu indiikler (Murakami
vd., 2010).

Androjen

mcﬂmo

.|.
Hipoksi SND1

|

DAPDADP)
oot T

Yoksek TGF-B USP-47
Glikoz

Kaynak: Fu vd., 2020’ den uyarlannmustir.
Sekil 2.2. SMURF’larin transkripsiyonel seviyede diizenlenmesi



17

© e smurz Faxu1s Faxos

Smurf1 © ouve useox orunt
Akt1 PKA XL1
llz l v (F) Kinaz: IRAK2, Chi1, Akt /2, PKA
/\ E3: Smurf1

T145 T306 K355 xas7

?‘??

Ta ] ol o et |

éé o

Chk1:T145T161 Chk1: T682
Smurf2 Q E3: FBXL1S, FBX03, TRAF4 C) Metiltransferaz: PRMT1
o DUB: USP9X, OTUD1 @ Kinaz: Akt, ErkS

o S St @ E3: PIAS

(a) e (e) ' PRMT1 R232, 234, 237, 239

. [ T1 . ‘

T ez | [ww | lww| |ww] | HEICT |
e e, o
1, 1

PIAS3

Kaynak: Fu vd., 2020’ den uyarlanmigtir.

Sekil 2.3. SMURF’larin translasyon sonrasi diizenlenmesi

Sitoplazmada, SMURF2 TGF-B reseptorii SMAD1 ve SMAD2'yi parcalar
(Kavsak vd., 2000). SMURF2, SMAD3'iin ¢oklu mono-ubikitinasyonunu baslatir ve
SMAD?3 komplekslerinin olusumunu engeller (Tang vd., 2011). TGF-B etkilesiminden
sonra, niikleer SMURF2, 6zellikle SMAD7 olmak tizere I-SMADIar ile etkilesime girer
ve boylece SMURF2'nin niikleer ihracatini tesvik eder. Dahasi, SMAD7, SMURF2'nin
TGF-B reseptoriine alinmasina yardimci olur ve nihayetinde TGF-$ yolunu engeller

(Kavsak vd., 2000).
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2.11. Mikro RNA'lar

MikroRNA'lar (miRNA'lar), genellikle yaklagik 21-25 niikleotid uzunlugunda
olan, kiiciik, kodlamayan RNA molekiilleridir ve transkripsiyondan sonra gen
ekspresyonunu diizenlemede onemli bir rol oynarlar. Bunu, mRNA molekiillerindeki
tamamlayic1 dizilere baglanarak gerceklestirirler (Bartel, 2018). Ilk olarak 1993 yilinda
Lee ve meslektaglar1 tarafindan tanimlanmis ve mikroRNA terimi 2001 yilinda ortaya
atilmistir (Lee, Feinbaum ve Ambros, 1993). miRNA, mRNA ipliginin kesilmesini
yonlendirerek, onun proteine ¢evrilmesini onleyebilir (Buhagiar ve Kleaveland, 2024).
miRNA, ribozomun mRNA'ya baglanmasimi engelleyebilir veya translasyon siirecini
yavaglatabilir, bunun sonucunda daha az protein ftretilir (Humphreys vd., 2005).
miRNA'lar ayrica mRNA'nin poli(A) kuyrugunun kisalmasina neden olarak, onu

bozulmaya karsi daha duyarli hale getirebilir (Tang vd., 2021).

mRNA’nin aksine, miRNA'lar protein kodlamaz Sekil 2.6 (Hynes ve Kakumani,
2024). Birgok miRNA farkl: tiirlerde bulunmaktadir ve bu da bunlarin 6nemli biyolojik
islevlere sahip oldugunu gostermektedir (Loh, Yi ve Streelman, 2011). Farkh
mikroRNA'lar farkli hiicre tiplerinde ve dokularda ifade edilir ve bu da ¢esitli biyolojik
stireglerdeki farkli rollerini gosterir (Londina vd., 2015). Gen ifadesinin temel
diizenleyicileridir ve ¢ok ¢esitli hiicresel siiregleri etkilerler (Moya, Vilella ve Simon,
2014). Anormal miRNA ekspresyonunun kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve nérolojik
bozukluklar dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarla baglantili oldugu goériilmiistiir (Wang
vd., 2014).
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Sitoplazma
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Kaynak: O'Brien vd., 2018’ den uyarlanmistir.
Sekil 2.4. Genel miRNA biyogenezi.

miRNA genleri c¢ekirdekte uzun birincil miRNA'lara (pri-miRNA'lar)
transkripsiyona ugrar. pri-miRNA'lar, RNase III enzimi Drosha'y1 iceren Mikroiglemci
ad1 verilen bir enzim kompleksi tarafindan yaklasik 70 niikleotidlik daha kisa, sa¢ tokasi
seklindeki onciil miRNA'lara (pre-miRNA'lar) islenir (Ros ve Orom, 2024). Pre-
miRNA'lar, Exportin-5 proteini tarafindan ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinir.
Sitoplazmada, Dicer ad1 verilen bagka bir RNase III enzimi, pre-miRNA'lar1 daha kisa,
cift sarmalli RNA duplekslerine, yani olgun miRNA duplekslerine (yaklasik 22 niikleotid
uzunlugunda) ayirir (Yi vd., 2003). Olgun miRNA dupleksinin bir ipligi (kilavuz iplik)
RNA kaynakli susturma kompleksine (RISC) yiiklenirken, diger iplik (yolcu iplik)
genellikle parcalanir. RISC kompleksindeki miRNA, tamamlayict dizilere sahip hedef
mRNA'lara yonlendirir ve bu da mRNA bozunumuna veya translasyonel baskilamaya yol

acar (O’Brien vd., 2018).

2.12. SMURF1 SMURF2 Geni ve Mir520d-5p iliskisi

SMURF1 ve SMURF2 genleri, TGF-f sinyal yolunun diizenlenmesi de dahil
olmak Ttizere cesitli hiicresel siireclerde 6nemli roller oynayan, birbirine yakin iki E3

ubikitin ligazim kodlar (Koganti, Cohen ve Blank, 2018). SMURF1 insanlarda 7.



kromozomda bulunurken, SMURF2 17.

ve Blank, 2018).

Smurf1

GEN KONUMLARI VE iZOFORMLAR

insan kromozomu 7
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kromozomda bulunur Sekil 2.5 (Koganti, Cohen

Smurf2

GEN KONUMLARI VE iZOFORMLAR

insan kromozomu 17

7q22.1 17q 241
() ] [ ()
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HUCRE iCi LOKALIZASYON

Normal hucrelerde - agirlikl olarak
¢ekirdekte; ancak diger hucresel

HUCRE iCi LOKALIZASYON bdimelerde de bulunabilir

Gogunlukla sitoplazmiktir, ancak
cekirdekte de bulunabilir

Kaynak: Koganti, Cohen ve Blank, 2018’ den uyarlanmustir.

Sekil 2.5. SMURF'larin gen konumlarini, izoformlarim ve hiicre ici dagilimim
gosteren sematik diyagram.

SMURF1 ve SMURF2 proteinleri, E3 ubikitin ligazlarinin HECT (E6-AP
Karboksil Sonlandirictya Homolog) domain ailesine aittir (Bernatik vd., 2020). Onemli
dizi homolojisine sahiptirler ve N-terminal C2 alani (membran baglanmasinda rol oynar),
WW alanlar (protein-protein etkilesimlerini aracilik eder) ve C-terminal HECT alani
(katalitik aktiviteyi igerir) gibi benzer yapisal 6zelliklere sahiptirler (Lu vd., 2011). Hem
SMURFI1 hem de SMURF2, ubikitin molekiillerini hedef proteinlere baglamak iizere
islev goriir ve bu da siklikla proteazom tarafindan par¢alanmalarina yol agar (Lin, Liang

ve Feng, 2000).

SMURF1 ve SMURF2 baslangicta BMP/TGF-$ sinyal yollarinin negatif
diizenleyicileri olarak tanimlanmistir. Bu yollar embriyogenezde ve yetiskin doku
homeostazinda ve ayrica ¢esitli insan hastaliklarinin patogenezinde énemli roller oynar
(Guo ve Wang, 2009). Kanserde, bu yollarin ikili bir rolii oldugu goriilmektedir: hem
kanser gelisiminde hem de baskilanmasinda islev gérmektedir (Bach, Park ve Lee, 2018).

SMURF1‘in BMP reseptoriiyle diizenlenen SMAD proteinlerini (R-SMAD'lar; yani
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SMADI ve SMADS) ubikitinlestirdigi ve parcaladigi gosterilmistir. Bu proteinler ortak
bir ortak SMAD (Co-SMAD) SMADA4 ile heteromerik kompleksler olusturur. Olusumun
ardindan bu kompleks, tiimor olusumu, kanser ilerlemesi ve kemoterapi direnci ile de
iliskili olan gesitli hedef genlerin transkripsiyonunu diizenlemek i¢in ¢ekirdege tasinir.
SMURF1'in BMP'ye 6zgii SMAD'lar1 ve BMP reseptorlerini parcalama yetenegi, BMP
sinyal yoluna negatif geri bildirim saglar. Dikkat ¢ekici bir sekilde, SMURF1, TGF-3
stiper ailesi sinyallemesini birka¢ farklt mekanizma ile baskilayan inhibitér SMAD (I-

SMAD), SMAD6 ve SMAD? ile isbirligi yapabilir (Murakami vd., 2003; Zhu vd., 1999).

SMURF2'nin E3 ubiquitin ligaz islevleri, dncelikle TGF-f sinyal yolunu negatif
olarak diizenleme yetenegiyle iliskilendirilmistir. TGF-B ligandi ile reseptdr uyariminin
ardindan, SMURF2 c¢ekirdekten sitozole tasinir. Bunun gergeklesmesi icin, niikleer
SMURF2'nin I-SMAD'a, 6zellikle SMAD7'ye baglanmasi gerekir, bu da SMURF2'nin
niikleer ihracatini kolaylastirir. Sitozolde iken SMURF2, TGF-f reseptoriiniin (yani TGF-
BRI) proteazomal bozunmasini ve SMAD2 ve SMAD3 gibi TGF-B-spesifik R-SMADs"
etkiler ve tesvik eder (Lin, Liang ve Feng, 2000; Nakao vd., 1997)

SMURFT1'in hiicre iskeleti organizasyonu ve hiicre hareketliliginde rol oynayan
onemli bir protein olan RhoA'y1 diizenledigi gosterilmistir (Zheng vd., 2022). SMURF1,
cesitli hiicre tiplerinde hiicre polaritesini diizenlemede rol oynamaktadir (Zhang, Wang
ve Wrana, 2004). SMURF2'in ayrica hiicre polaritesi ile, 6zellikle diizlemsel hiicre
polaritesi (PCP) ve ndronal gelisim gibi siireclerle de baglantis1 oldugu gorilmiistiir
(Narimatsu vd., 2009). SMURFI, g¢esitli dogustan bagisiklik sinyalizasyon yollarinin
diizenlenmesinde rol oynar. Bu yollarin bilesenlerini ubikitinasyon i¢in hedefleyebilir ve
bagisiklik tepkisinin pozitif veya negatif diizenlenmesine yol agabilir (Costa vd., 2023).
SMURF1'e benzer sekilde SMURF2, ubikitinasyon i¢in sinyal molekiillerini
hedefleyerek dogustan gelen bagisiklik tepkilerini diizenlemede rol oynar (Pan vd.,
2014).

SMURF1'in, belirli hiicresel bilesenlerin veya patojenlerin bozunma i¢in
hedeflendigi segici otofajiye katildigi gosterilmistir (Franco vd., 2017). SMURFL'in
otofajideki rolii daha iyi belirlenmis olsa da, SMURF2'nin de bu siirecte rol aldigi,
potansiyel olarak diger sinyal yollarinin diizenlenmesi veya otofajiyle iligkili proteinleri

dogrudan hedeflemesi yoluyla rol aldig diistiniilmektedir (Borroni vd., 2018).
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miR-520d-5p, miRNA ailesine ait kii¢iik bir kodlamayan RNA molekiiliidiir.
miRNA'lar, mRNA'larin 3' ¢evrilmeyen bdlgesindeki (3'UTR) tamamlayici dizilere
baglanarak, transkripsiyon sonrasi diizeyde gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli bir
rol oynar ve bu da mRNA bozunumuna veya translasyonel baskilamaya yol acar
(Tsukerman vd., 2014). "miR" mikroRNA'y1 belirtir, "520d" bu belirli miRNA i¢in 6zel
bir tanimlayicidir ve "-5p" bu olgun miRNA'nin 6nciil miRNA'nin (6n-miRNA) sag
tokasimin 5' kolundan tiiretildigini belirtir. Diger kol "-3p" olarak adlandirilir. mir520d
geni insanlarda 19. kromozomda bulunur (Miura vd., 2019).

Diger miRNA'lar gibi miR-520d-5p de daha uzun bir birincil transkriptin (pri-
miRNA) parcasi olarak transkripsiyona ugrar, ¢ekirdekte Drosha enzimi tarafindan 6nciil
bir miRNA'ya (pre-miRNA) islenir, sitoplazmaya aktarilir ve daha sonra Dicer enzimi
tarafindan olgun 21-23 niikleotid miR-520d-5p dupleksini tiretmek iizere islenir. Bu
dupleksin bir ipligi daha sonra kompleksi hedef mRNA'larina yonlendirmek i¢in RISC
yiiklenir (Hibio vd., 2012 ; Maltby vd., 2016)

Aragtirmalar, miR-520d-5p'nin ¢esitli biyolojik siireclerde yer aldigini ve roliiniin
hiicresel baglama gore degisebilecegini gostermektedir (Lu vd., 2020). Baz1 kanserlerde
miR-520d-5p'nin hiicre proliferasyonunu, goégiinii ve istilasin1 inhibe ederek timor
baskilayict olarak etki ettigi gosterilmistir. Bu genellikle onkogenlerin asagi
diizenlenmesi yoluyla gerceklesir (Yan vd., 2015). miR-520d-5p, farkli hiicre tiplerinde
apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii) yollarini da etkileyebilir (Jiao vd., 2018). Bazi
caligmalar, miR-520d-5p'min kondrogenezis (kikirdak olusumu) de dahil olmak iizere
gelisimde bir rolii oldugunu 6ne siirmektedir (Lu vd., 2020). miR-520d-5p igin ¢esitli
hedef genler farkli ¢alismalarda tanimlanmistir ve bu hedefler hiicresel baglama gore
degismektedir. Ornekler arasinda hiicre sinyalizasyonunda, hiicre  dongiisii
diizenlemesinde ve hiicre dis1 matris bilesenlerinde yer alan genler yer almaktadir

(Ishihara vd., 2019).

Biyoenformatik araglar ve veri tabanlar1 (TargetScan, miRDB, miRWalk, vb.
gibi) genellikle 3'UTR'deki dizi tamamlayiciligina dayali olarak belirli miRNA'larin
potansiyel mRNA hedeflerini tahmin etmek i¢in kullanilir (Liu, Li ve Cairns, 2014). miR-
520d-5p, hem SMURF1 hem de SMURF2 genlerini regiile etme potansiyeli olan bir
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diizenleyicidir (MiRBase, n.d.). SMURF1 ve SMURF2, TGF-beta yolunun negatif
diizenleyicileri oldugundan, ifadelerindeki bir azalma TGF-beta sinyallemesinin
artmasina neden olabilir (Tang vd., 2011). SMURF1 ve SMURF2, TGF-beta sinyal
yolunda 6nemli roller oynayan HECT tipi E3 ubiquitin ligazlaridir. Ubiquitinasyon ve
ardindan proteazomal bozunma i¢in reseptdr tarafindan diizenlenen SMAD proteinlerini
hedefleyerek yolu diizenlerler ve bdylece cogalma, farklilasma ve apoptoz gibi hiicresel
stirecleri  diizenlerler. SMURF1 ve SMURF2, TGF-beta yolunun negatif
diizenleyicileridir (Fukunaga vd., 2008).

In silico analiz, biyolojik sistemlerin ve siireclerin bilgisayar destekli
simiilasyonlar1 ve hesaplamali modellemeleri yoluyla incelenmesini ifade eder. Bu
yaklagim, deneysel yontemlerin (in vitro ve in vivo) tamamlayicist olarak, genetik
varyasyonlarin etkilerini tahmin etme, protein yapilarini modelleme, ilag-hedef
etkilesimlerini analiz etme ve biyolojik aglar1 simiile etme gibi ¢esitli biyoinformatik
uygulamalarda kullanilir. In silico ydntemler, deneysel arastirmalardan 6nce hipotezlerin
test edilmesine, deney tasarimlarinin optimize edilmesine ve zaman ile maliyet tasarrufu

saglanmasina olanak tanir (Bromberg ve Rost, 2008).

Calismamizda kronik tonsillitde, miR-520d-5p'nin SMURF1 ve SMURF2
genlerini hedefledigi, SMURF proteinlerinin ise TGF-beta sinyal yolagin1 diizenledigi

molekiiler ve in silico olarak analiz edilmistir.
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3. YONTEM

3.1. Arastirma Modeli

Bu c¢alismada kronik tonsillit hastaliginin  molekiiler mekanizmasinin
aydinlatilmas1 amaciyla SMURF1, SMURF2 ve miR-520d-5p, seviye diizeyleri, ger¢ek
zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) kullanilarak degerlendirildi.
Ekspresyon seviyesi tespiti i¢in yaygin ve etkin bir yontem olan RT-qPCR analiz yontemi
kullanildi. Calismamiz molekiiler deneysel arastirma modellerinin uygulandigi hasta-

kontrol ¢alismasidir.

Doku Orneklerinin Toplanmasi Protein-Protein Etkilesimleri
(Mugla EAH) (STRING)

Fonksiyonel Zenginlestirme Analizi

Lotmian i o (Gene Ontology, Reactome Pathways)
. Gen-miRNA Etkilesim Analizi
cDNA Sentezi (DIANA TOOL)
RT-PCR Amplifikasyonu

(Smurfl, Smurf2, miR-520d-5p)

Sonuclarin Istatiksel Olarak
Yorumlanmasi

Sekil 3.1. Materyal ve yontem akis semasi
3.2. Arastirma Evren ve Orneklemi/Arastirma Materyali

Calismamizin Srneklem grubunu Mugla Sitki Kogman Universitesi (MSKU)
Kulak, Burun Bogaz Poliklinigine bagvuran kronik rekiirren tonsillit tanisi almis ve
tonsiller hipertrofi tanis1 almis bireylere ait tonsil dokular1 6rneklem grubunu
olusturmaktadir. 06.08.2024 tarihinde alinan etik kurul onayindan sonra, doku 6rnekleri

elde edilmeye baslamistir.
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Istatistiksel gii¢ analizi igin “G. Power-3.1.9.7” program kullanilarak daha 6nce
yapilmig bir ¢alismadan (Mansson, Adner, ve Cardell, 2006). yararlanilarak etki
blytikligl 0.3758940 olarak hesaplanmistir. Orta etki biiyiikliigiinde ve 1 serbestlik
derecesinde tip 1 hata payr %5 ve %80 gii¢ ile minimum 59 kisinin ¢aligmaya dahil
edilmesi gerektigi hesaplanmistir. Yapilacak olan ¢alismaya 35 hasta ve 35 kontrol olgusu
dahil edilmistir. Caligmaya dahil edilen hasta ve kontrol grubundaki bireylerden yazili

onam formu alinmustir.

3.3. Veri Toplama Araclari
3.3.1. Kullanilan Arac¢-Gerecler, Kimyasallar ve Sarf Malzemeleri
Kullanilan ara¢-gerecler

Buzdolabi (Bosch)

Mikrosantrifiij (Elektro-mag M 4815 P)

Vorteks (WiseMix-UM-10)

Otoklav (Nuve OT 23B)

Etiiv (Memmert IN55)

Termal Dongii Cihazi (Thermo Fisher)

Gergek Zamanli PCR Cihazi (ABI CFX96 Real Time PCR Thermal Cycler)
Homojenizator (PRO Scientific Bio-Gen PRO200)
Hassas Terazi (Uni Bloc TX432L)

Distile Su Cihazi (Nuve ND12)

Mikropipet Seti (Transferpette Brand)

Steril Bisturi Ucu (Surgeon)

Kimyasallar ve sarf malzemeler

Kloroform (Tekkim, TK.090260.01000)

Etil Alkol (Tekkim, TK.911015.01000)

RNA Later (GeneAll, RiboSaver)

Trizol (Hydra -1348-HY-200)

Izopropil Alkol (TEKKIM, TK.090250.02501)

cDNA Sentez Kiti (Hydra, 1348-HY-100)

RealQ Plus 2x SYBR Green Mix (APMLIQON, 5000850-1250)
96 Kuyucuklu 0.1 ml Pcr Plate (Hydra, 1348-HY-100)

Real Time PCR Plate Kaplama Filmi (Thermo SCIENTIFIC)
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SMURF1, SMURF2 ve miR-520d-5p Primer Sentezi (Sentabiolab)
0.2 ml PCR Tiipii (LABSELECT, MCT-001-150)

Mikrosantrifiij Ttipii 2 ml’lik (ISOLAB)

Mikrosantrifiij Tiipi 1.5 mI’lik (ISOLAB)

Pipet ucu 10 pl’lik (ISOLAB)

Pipet ucu 200 pl’lik (ISOLAB)

Pipet ucu 1000 pl’lik (ISOLAB)

3.4. Veri Toplama Siireci
3.4.1. Deney-Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamiz, Mugla Sitki Kogman Universitesi Tibbi Bilimler Etik Kurulu’nun
06.08.2024 tarihli ve 94 nolu karari ile onaylanmistir (Ek-1). Calismaya toplam 70 olgu
dahil edilmistir. Bu olgularin cerrahi endikasyonlari American Academy of
Otolaryngology dernegi (AAO-HNS) tarafindan 2019°da yayinlanan rehberine gore
planlanmis olup, kronik rekiirren tonsillit ( Son 1 yi1lda 7 kez akut tonsillit atag1 geciren
hastalar veya son 2 yilda iistiiste her y1l 5 kez akut tonsillit atagi gegiren hastalar veya son
3 yil iistiiste her y1l en az 3 tonsillit atag1 gegiren hastalar) ve tonsiller hipertrofi ( Uygun
medikal tedaviye ragmen devam eden obstriiktif uyku apne sendromu bulgularinin
olmasi) nedeni ile cerrahi endikasyola ameliyata alinan hastalardan olusmaktadir
(Mitchell vd., 2019). Hasta grubuna kronik rekiirren tonsillit hastalarindan alinan 35
tonsil dokusu, kontrol grubuna ise tonsiller hipertrofisi nedeni ile ameliyat olan
cocuklardan alinan 35 tonsil dokusu dahil edilerek 6rneklem gruplari olusturulmustur.
Alman yaklasik 5-6 cm boyutlarindaki tonsil dokular1 ameliyat masasinda 3 pargaya
ayrilmustir. Ust ve alt kisimlar patolojik incelemeye génderilmistir. Hasta ve kontrol
olgularinin tonsillerinin orta kismindan elde edilen 0.5 x 0.5 cm boyutlarinda doku
incelemeye dahil edilmistir. Ornekler, RNA later soliisyonuna konularak -80 °C de
saklanarak, Mugla Sitki Kogman Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD
laboratuvarina gonderilmistir. Ekspresyon diizeyleri belirlemek icin oda sicakligina
getirilen dokulardan 50 mg’lik iki doku pargasi hassas terazide tartilarak 2 ml’lik

mikrosantrifiij tliplerine alinmstir.
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Resim 3.1. Hastadan alinan tonsil ve tonsil materyalinin ilk asamada ii¢ parcaya
ayrilmasi

Calismaya dahil edilme ve edilmeme kriterleri asagida belirtilmistir.

Dahil edilme kriterleri

- Hastanin ebeveynlerinden ve yasi tutuyorsa (7 yas ve lizeri ve okuma yazma
bilen ¢ocuklar) kendisinden aydinlatilmis onam formu alinan hastalar.

- Tonsil hipertrofisi veya rekiirren tonsillit endikasyonu nedeniyle opere edilen
hastalar.

- Baska bilinen aktif ve kronik enflamatuar hastaligi olmayanlar.

- Son 3 ay i¢inde sistemik steroid tedavisi almamis olan hastalar.

- 2-18 yas araliginda olan hastalar.

Dislanma Kkriterleri

- Onam formunu imzalamamis olan hastalar.
- 2 yasindan kiigiik 18 yasindan biiyiik olan hastalar.
- Rekiirren tonsillit veya tonsil hipertrofisi endikasyonlar1 diginda bir endikasyon

ile tonsillektomi olan hastalar.



28

- Kronik enflamatuar hastaligi olan hastalar.
- PFAPA tanisi ile opere olan hastalar.
- Malignitesi olan hastalar.

- Son 3 ay i¢inde sistemik steroid tedavi almis olan hastalar.

3.5. Deneysel Kurgu
3.5.1. Dokulardan RNA izolasyonu

Hasta ve kontrol gruplarinin tonsil dokularindan RNA izolasyonu, Trizol RNA ve

DNA izolasyonu kullanilarak iireticinin protokol talimatlarma gore gerceklestirildi.

1. 2 ml’ lik eppendorf mikro santrifijj tiiptinde ve -20 °C de muhafaza edilen doku
oda 1sisinda ¢6ziildii. Enjektor ucu ile pargalandi. 50-100 mg doku basma 1 ml trizol
eklendi. ( Bu asamada Trizol % oraninda su ile diliie edilerek kullanilir, Diliisyon: 750 ml
Trizol + 250 ml dH20 ) yine enjektor ucu ile iyice pargalandi ve vortekslendi.

2. Oda 1s1sinda 15 dakika bekletildi, bekleme esnasinda ara sira vortekslendi.

3.Trizoliin 1 ml’ si bagina 0,2 ml kloroform eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

4. 13000 rpm’ de 10 dakika +4 °C de santrifiijlendi.

5. Ustte olusan s1v1 faz baska bir tiipe alindi.

6. S1v1 fazin tizerine 1 ml trizol basina 0,5 ml isopropanol eklendi.

7. Oda 1s1sinda 10 dakika bekletildi.

8. 13000 rpm’ de 10 dakika + 4 °C de santriftijlendi.

9. Siipernatant atild1 ve pelet 1 ml Trizol basina 1 ml %80 EtOH ile yikand1 ve
vortekslendi.

10. 13000 rpm’ de 10 dakika + 4 °C de santrifiijlendi.

11. Siipernatant atildiktan sonra pelet 5-10 dakika aras1 oda 1s1sinda kurutuldu ve

50 mikrolitre distile su i¢erisinde ¢oziildii.

3.5.2. Gercek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR)

RT-gPCR, gen ekspresyon iiriiniinii kantite etme amaciyla giiniimiizde oldukga
yaygin kullanilan molekiiler bir yontemdir. Uygun sicaklik degisim dongiileri saglayan
PCR cihazlar1 ve hassas dl¢lim aletlerinin birlestirilmesi sonucu ortaya ¢ikan bu yontem,
spesifik problarla veya floresan boyalarla hedef molekiillerin amplifikasyon seviyelerinin

belirlenmesine olanak saglar.
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Doku orneklerinden elde edilen RNA’lar gen ekspresyonunun analizi i¢in
oncelikle komplementer DNA (cDNA) molekiillerine doniistiiriildii. Bu reaksiyon cDNA
sentez kiti (Hydra, 1348-HY-100) kullanilarak gergeklestirildi. Ters transkripsiyon islemi
icin kullanilan reaktifler ve miktarlar1 Tablo 3.1’de verilmistir. Hazirlanan reaksiyon
karisimindan cDNA c¢evirisi, termal dongii cihazinda uygun reaksiyon kosullarinda

gerceklestirildi (Tablo 3.2).

Tablo 3.1. cDNA sentezi i¢cin kullanilan bilesenler ve hacimleri

Reaktif Hacim

5x ¢cDNA Buffer 2 ul
Enzim mix 0.5 pl

Kalip RNA 3ul
RNase free su 7.5 pl
Toplam reaksiyon hacmi 13 ul

Tablo 3.2. Komplementer DNA elde etme reaksiyon kosullari.

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
1. Basamak 42 °C 60 dakika 1
2. Basamak 80 °C 10 dakika 1
4. Basamak 4°C 00 1

Reaksiyon sonrasinda 90 mikrolitre dH20 eklendi.

Hedef molekiiller SMURF1, SMURF2 ve miR-520d-5p’nin ekspresyon analizi
gercek zamanli PCR cihazi (Applied Biosystems StepOnePlus Real-Time PCR) ile
gergeklestirildi. Analiz icin SYBR green metodu kullanildi. SYBR green boyasi ¢ift
sarmallt DNA’nin kiigiik oluguna baglanarak floresan 1gs1ma yapar (Dragan vd., 2012).

Kantitatif ekspresyon analizinde SYBR boyasindan saptanan floresan igimalar
belirli bir esik degere ulasir. Bu andaki dongii sayisi esik dongiisii (cycle of threshold)
olarak adlandirilir ve “Ct” olarak gosterilir. Eksponansiyal fazda olan PCR {iriinleri esik
dongiisiinden sonra daha yogun floresan 1s1ma verir. Olugan PCR {iriinii ile aciga ¢ikan

floresan 1s1ma miktar1 dogru orantilidir. Bir siire sonra reaktiflerin tiikenmesine bagh
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olarak belirli dongii sayisindan sonra amplifikasyon durgun faz olarak adlandirilan plato
fazina girer (Green ve Sambrook, 2018). Yapilan RT-qPCR c¢alismalarinda gen
ekspresyonun analizi i¢in genler, uygun referans genler ile normalize edilir. Hiicrelerdeki
temel biyolojik siire¢leri diizenleyen ve hiicrenin normal isleyisini siirdiirmesi i¢in gerekli
olan housekeeping genler RT-qPCR’da referans genler olarak kullanilirlar (Korkmaz ve
Sidekli, 2020).

Calismada SMURF1 ve SMURF?2 i¢in referans gen olarak B-actin kullanilirken,
miR-520d-5p i¢in U6 kullanilmistir (Zhi vd., 2017). Elde edilen veriler en az {i¢ bagimsiz
deneyden elde edildi. Ters transkripsiyon reaksiyonundan elde edilen ¢cDNA’lardan,
SMURF, SMURF2 ve miR-520d-5p ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in uygun
primerler (Tablo 3.3.), RealQ Plus 2x SYBR Green Mix, (APMLIQON, 5000850-1250)
kiti ile kullanildi. Her ekspresyon analizi i¢in 6zel bir plate diizeni hazirlandi ve uygun
reaksiyonlarin gergeklestirilmesi igin gerekli olan reaktifler kullanildi (Tablo 3.4). Daha
sonra, uygun reaksiyon kosullart (Tablo 3.5) altinda reaksiyonlar gergeklestirildi. Plate
diizeni Sekil 3.1.’de verildigi gibi her gen i¢in ayr1 olarak hazirlandi. Referans olarak
kullanilan0” 6rnegi hazirlanirken tiim kontrol 6rneklerinden 2 pl RNA alinarak bir RNA
havuzu elde edildi. Kontrol ve Kronik Tonsillit 6rnekleri arasindaki ekspresyon diizeyleri
AACT degerleri kullanilarak belirlendi. Veri normalizasyonu 2-2“T  degerinin

hesaplanmasiyla saglandi.

Tablo 1.3. Ekspresyon analizinde kullanilan gene 6zgii primer sekanslari

Gen/RNA Primer sekanslar

SMURF1 F: 5-GTCCAGAAGCTGAAAGTCCTCAGA-3'
R: 5-CACGGAATTTCACCATCAGCC-3'
SMURF2 F: 5-GATCCAAAGTGGAATCAGCA-3'
R: 5-TGGCATTGGAAAGAAGACG-3'
miR-520d F: 5-TGAGTCTACAAAGGGAAGCCC-3'
R: 5-TCTCAAACCGTAACCCACCA-3'
F: 5-CCTGGCACCCAGCACAAT-3'
R: 5-GGGCCGGACTCGTCATAC-3'
F: 5-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'

R: 5-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'

5p
B -actin

U6
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Tablo 3.4. Ekspresyon analizi reaksiyon karisimi.

1 Ornek I¢in Kullanilan Miktar

Reaktifler
Sul
RealQ Plus 2x SYBR Green Mix
F: 0.25 pl
Primer
R: 0.25 ul
2ul
dH20
10 ul
cDNA
17.5 ul
Toplam Hacim
Tablo 3.5. Ekspresyon icin uygun reaksiyon kosullari.
Sicakhik Siire
95C 15 dakika
1 Dongii
95C 20 saniye
45 Dongii .
g 58C 1 dakika
72C 30 saniya
. 2 i ¢ 5 6 | 1 8 | 9 0 | 1 o1
0 Tl T2 T3 T4 T5 T6 7 T8 T9 T10 Til
A Smurfl | Smurfl Smurfl | Smurfl | Smurf] Smurfl Smurfl Smurfl Smurfl Smurfl | Smurfl | Smurfl
0 Tl T2 T3 T4 T5 T6 7 T8 T9 T10 Til
B B-actin f-actin B-actin | B-actin | B-actin B-actin B-actin B-actin B-actin f-actin | B-actin | B-actin
TI2 T13 Ti4 T15 Ti6 T17 Ti8 T19 T20 T21 T22 T23
C | Smurfl Smurfl Smurfl | Smurfl | Smurfl Smurf] Smurfl Smurfl Smurf] Smurfl | Smurfl | Smurfl
TI2 T13 Ti4 T15 Ti6 T17 Ti8 T19 T20 T21 T22 T23
D B-actin | B-actin | B-actin | B-actin f-actin B-actin B-actin B-actin B-actin f-actin | B-actin | f-actin
T24 T25 T26 T27 T28 T29 T30 00 TK1 TK2 TK3 TK4
E Smurfl | Smurfl Smurfl | Smurfl | Smurfl Smurf] Smurfl Smurfl Smurfl | Smurfl | Smurfl | Smurfl
T24 T25 T26 T27 T28 T29 T30 00 TK1 TK2 TK3 TK4
F B-actin | B-actin f-actin | B-actin | B-actin B-actin B-actin B-actin B-actin | B-actin B-actin B-actin

TKS TK6 TK7 TKS TK9 TKI0 | TKII TK12 ‘ TK13 TK14 TK15 TK16
G Smurfl Smurfl Smurfl Smurf] Smurfl Smurf] Smurfl Smurfl Smurfl | Smurfl Smurfl Smurfl

KS | TK6 TK7 TKS TK9 K0 | TKII TK12 ‘ TK13 TK14 TK15 TK16
H B-actin f-actin f-actin f-actin f-actin B-actin B-actin B-actin B-actin f-actin B-actin f-actin

T: Tonsil hasta, TK: Tonsil kontrol, 0: referans 6rnegi *Her gen i¢in deney diizeneginin aynisi ayr1 ayri
diizenlenmistir

Sekil 3.2. Ekspresyon analizi yapilan genlerin her biri icin diizenlenen 6rnek
mikroplaka diizeni
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3.5.3. In silico Analizler

Calisma tasarimimiz ve bulgularimiz in silico analiz metodlar1 kullanilarak
degerlendirilmistir. Her analiz, varsayilan kesme degerleri ve parametreler dikkate
alinarak yapilmistir. Onerilen ag icinde SMURF1 ve SMURF2 arasindaki olasi
etkilesimleri arastirmak i¢cin STRING veri tabanini (https://string-db.org/) kullandik ve
orta giiven puani esigi (0,400) dahil etme i¢in alt sinir olarak kullanilmistir (Szklarczyk
vd., 2023). SMURF1 ve SMURF'2'nin STRING tarafindan bildirildigi gibi, tanimlanan

aglarla iligkili yolaklarin islevsel zenginlesmeye sahip oldugu bulunmustur.

miR-520d-5p ile STRING agindaki proteinler arasindaki potansiyel etkilesimleri
ve tonsillit ile ilgili yolaklar arasindaki olasi etkilesimleri belirlemek i¢in DIANA TOOL
veri tabani kullanilmisgtir. Bu, proteinlerin  ekspresyonunu veya aktivitesini
diizenleyebilecek ve potansiyel olarak tekrarlayan tonsillit gelisimini etkileyebilecek

mMiRNA-gen etkilesimleri tanimlanmustir.

3.6. istatistiksel Analiz

Elde edilen gen ekspresyon sonuglart SPSS 22 for Windows (SPSS, Chicago,
Illinois, ABD) programi kullanilarak analiz edilmistir. SMURF1, SMURF2 ve miR-
520d-5p degiskenlerine ait verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk test
istatistigi  ile degerlendirilmistir. Tanimlayic1 istatistikler minimum, maksimum,
ORT4HSS (ortalamazstandart sapma), medyan olarak verilmistir. Siirekli degiskenler
acisindan gruplar arasindaki istatistiksel farklilik ise normallik varsayiminin saglanmasi
halinde Independent Sample T Testi, saglanmamasi halinde Mann Whitney-U Testi ile
belirlenmistir. Kategorik degiskenler agisindan gruplar arasindaki istatistiksel farklilik
Pearson Ki-Kare Testi ile analiz edilmistir. Istatistiksel analizlerde p<0.05 ise sonuglar

anlaml kabul edilmistir.

3.7. Etik Onay

Calismamiz, Mugla Sitki Kogman Universitesi Tibbi Bilimler Etik Kurulu’ nun
06.08.2024 tarihli ve 94 nolu karart ile onaylanmistir (Ek-1).
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3.8. Arastirmanin Simirhliklar:

Bu calismanin bazi smirliliklart bulunmaktadir. Ilk olarak, calismaya dahil edilen
orneklem sayisinin  smirli  olmasi, elde edilen bulgularin  genellenebilirligini
azaltmaktadir. Daha genis 6rneklem gruplariyla yapilacak ileri diizey aragtirmalar, miR-
520d-5p, SMURF1 ve SMURF2 genlerinin kronik tonsillit patogenezindeki rollerini daha
giiclii sekilde ortaya koyacaktir. ikinci olarak, bu calismada gen diizeyinde elde edilen
veriler in silico analizlerle desteklenmis olsa da, bu bulgularin protein diizeyindeki
islevsel karsiliklar1 deneysel olarak dogrulanmamistir. Dolayisiyla, saptanan genetik

diizenlemelerin biyolojik etkileri heniiz net olarak ortaya konmamustir.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Veriler

Calismaya 35 tane rekiirren tonsillit tanis1 alan, 35 tane de tonsiller hipertrofi
tanis1 alan toplam 70 hasta dahil edildi. Rekiirren tonsillit grubunun yas ortalamasi
7.4+3.06 olarak saptanmistir. Tonsil hipertrofisi grubunun yas ortalamasi 7.11+3.70
olarak belirlenmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gbézlenmemistir (p=0.266). Olgular cinsiyete gore
smiflandirildiginda 39 hasta erkek, 31 hasta kadin olarak izlenmistir. Rekiirren tonsillit
grubunda 17 erkek ve 18 kadin hasta, tonsil hipertrofisi grubunda ise 22 erkek ve 13 kadin
hasta mevcuttur. Bu iki grup arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriillmemistir (p=0.229). Olgularin yas ve

cinsiyete gore dagilimi ile iliskili veriler Tablo 4.1°’de sunulmustur.

Tablo 2.1. Calisma grubunun yas ve cinsiyet dagilim

Parametreler Rekiirren(R) Hipertrofi(H) p degeri
n=35 n=35

Yas (Ort£SS) 7.40+£3.70 7.11£3.70 0.266*

Cinsiyet n (%)

Kadin 18 (51.40) 13(37.10)

Erkek 17 (48.60) 22(62.90) 0.229**

* Independent Sample T, ** Pearson-Chi kare, Ort:Ortalama, SS:Standart sapma

Tonsil evreleri Brodsky evrelemesine gore yapildi. Bu evreleme sistemlerine gore
bulgular degerlendirildiginde tonsil hipertrofisi grubunun tonsil biiyiikliigiiniin, rekiirren
tonsillit grubunun tonsil biiyiikliigiine gore istatistiksel olarak anlamli derecede biiylik
oldugu saptanmigtir (p<0.001). Olgularin sag ve sol tonsilleri ayr1 ayri olarak da
incelendiginde, her iki grupta da her iki taraf i¢in en sik grade 2 tonsillerin oldugu
goriliirken, hasta grubunda en sik grade 2, kontrol grubunda ise siklikla grade 3 ve grade
4 tonsil oranlarinin yiiksek oldugu izlenmistir (Tablo 4.2). Orneklem grubuna iliskin tiim
demografik veriler Tablo 4.3’te verilmektedir.
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Tablo 4.2. Calisma grubunda sag tonsil evrelemesi ve dagilim

Tonsil Grade Rekiirren (R) Hipertrofi (H) p degeri
n=35 n=35

Sag Tonsil Grade n(%)

Grade 2 26 (74.3) 4 (11.40)

Grade 3 7 (20) 17 (48.60) <0.001%**

Grade 4 2 (5.70) 14 (40)

Sol Tonsil Grade n(%)

Grade 2 25 (71.40) 3 (8.60)

Grade 3 9 (25.70) 15 (42.90) <0.001**

Grade 4 1 (2.90) 17 (48.60)

** Pearson-Chi kare

Tablo 4.3. Calisma grubunun komplikasyon ve alerji oykiisii dagilim

Degiskenler Rekiirren (R) Hipertrofi (H) p degeri
n=35 n=35

Komplikasyon n(%)

Yok 31 (88.60) 31 (88.60)

Kanama 4 (11.40) 4 (11.40) 1.00%*
Alerji Oykiisii n(%)

Yok 31 (88.60) 25 (71.40)

Var 4 (11.40) 10 (28.60) 0.073%*

** Pearson-Chi kare
4.2. Gen Ekpresyonu Diizeylerinin Degerlendirilmesi

4.2.1. Gen Ekspresyonu Diizeylerinin Hasta ve Kontrol Gruplarinda
Karsilastirilmasi

Tez c¢alismasinda SMURF1 ve SMURF2 genlerinin ve miR-520d-5p
miRNA’sinin ekspresyon diizeylerini degerlendirmek amaciyla rekiirren tonsillit (hasta
grubu) ve tonsil hipertrofisi (kontrol grubu) dokular1 arasinda karsilastirma yapilarak p
degerleri elde edilmistir. Ekspresyon analizi sonucunda SMURF1, SMURF2 ve miR-
520d-5p igin elde edilen p degerleri sirastyla, 0.032, 0.512 ve 0.038 olarak hesaplanmustir.
SMURF1 ve miR-520d-5p igin hasta ve kontrol gruplari arasindaki ekspresyon farki
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istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. SMURF2 i¢in hasta ve kontrol gruplari arasinda

ekspresyon farki istatiksel olarak anlamli bulunmamustir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Rekiirren tonsil ve tonsil hipertrofisi olgularin dokular1 arasinda ilgili
genlerin ekspresyon, minimum, maksimum ve p degerleri

Rekiirren (R) Hipertrofi (H)
n=35 n=35
Gen/miRNA  Ortalama £SS Medyan Ortalama Medyan p*
(%25-%75) 55 (©%25-%75)  GeEer
SMURF1 20.91+24.20 14.59 8.11+8.53 3.89 0.032
(0.239-83.67) (0.139-25.76)
SMURF2 3.05+4.54 1.44 2.3942.57 1.20 0.512
(0.175-24.30) (0.167-9.94)
miR-520d-5p 4.60+8.23 1.42 5.98+12.39 2.24 0.038
(0.024-33.58) (0.606-58.77)

* Mann Whitney-U Testi, SS: Standart sapma, Min.:Minimum, Max.:Maksimum

4.2.2. Tonsil Dokularinda SMURF1 Geni Ekspresyon Diizeylerinin
Karsilastirilmasi

Hasta ve kontrol gruplarinda SMURF1 geninin ekspresyonuna bakildiginda 2°
AACT degerinin hasta grubunda 20.91+24.20 ve kontrol grubunda 8.11+8.53 oldugu
belirlenmistir. Sonuglara gore kontrol grubunda hasta grubuna kiyasla 2.57 kat azalma
oldugu saptanmustir (Sekil 4.1). Hasta ve kontrol grubu arasinda SMURF1 geni i¢in
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p= 0.032).
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“*’ile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark vardir (p < 0.05).

Sekil 4.1. Hasta ve kontrol grubu arasinda SMURF1 geni icin degisen ekspresyon
seviyelerinin grafiksel gosterimi.

4.2.3. Tonsil Dokularinda SMURF2 Gen Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi

SMURF2 ekspresyon seviyesine bakildiginda 242¢T degeri hasta grubunda
3.05+4.54 ve kontrol grubunda 2.3942.57 olarak hesaplanmistir. Buna kontrol grubunda
hasta grubuna kiyasla 1.27 kat azalma belirlenmistir (Sekil 4.2). Hasta ve kontrol grubu
arasinda SMURF2 geni ekspresyon seviyesi i¢in istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamustir (p= 0.512).
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Sekil 4.2. Hasta ve kontrol grubu arasinda SMURF2 geni icin degisen ekspresyon
seviyelerinin grafiksel gosterimi

4.2.4. Tonsil Dokularinda miR-520d-5p Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi

miR-520d-5p ekspresyon seviyesine bakildiginda 222" degerinin hasta grubunda
4.60+8.23 kontrol grubunda 5.98+12.39 oldugu belirlenmistir. Buna gére hasta grubunda
kontrol grubuna kiyasla 1.30 kat azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3). Hasta ve
kontrol grubu arasinda degisen ekspresyon seviyeleri istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur (p= 0.038).
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“*’ile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p < 0.05).”

Sekil 4.3. Hasta ve kontrol grubu arasinda miR-520d-5p i¢in degisen ekspresyon
seviyelerinin grafiksel gosterimi.

4.3. SMURF1 ve SMURF1 Genlerinin Etkilesimde Oldugu Genlerin Belirlenmesi,
STRING ve KEGG Analizi Sonuclarn

Protein-protein etkilesimleri (PPE'lar), hiicresel metabolizmanin ilerlemesi ve
diizenlenmesi ve hiicreler arasi sinyal iletimi gibi bir¢ok biyolojik siirecin temel yap1
taglarin1 olusturur. STRING veritabani, deneysel veriler, hesaplamali tahminler ve
literatiir madenciligi gibi farkli kaynaklardan gelen bilgileri birlestirerek proteinlerin
islevsel etkilesimlerini tahmin etmeyi amaglamaktadir. Ayrica STRING veri tabani, tespit
edilen etkilesim aglarina bagli hiicresel siiregler ve sinyal yollar1 ic¢in islevsel
zenginlestirme analizi sunmaktadir (Szklarczyk vd., 2023). SMURF1 ve SMURF2
proteinlerinin etkilesim ag1 ve gen ontoloji analizleri String veritabani kullanilarak
yapilmustir. Protein-protein etkilesim aginda (Sekil 4.4) SMURF2 ve SMURFI’in
SMAD1, SMAD5 ve SMAD6 gibi TGF- sinyal yoluna ait 6nemli diizenleyici
proteinlerle giiglii etkilesim i¢indedir. Agda ayrica SKIL, PARD6A, NDFIP1, ARRDCI,
PTCH2, RNF11 gibi SMUREF proteinleriyle iligkili ¢esitli regiilator ve sinyal iletiminde

gorev alan proteinler de yer almaktadir. TGF-B sinyal yolunun negatif regiilasyonuna
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isaret etmektedir. Ayrica, merkezde yer alan SMUREF proteinleri, inflamatuar sinyallerin
siirlandirilmasinda ve immiin homeostazin korunmasinda potansiyel rol oynayabilecek
diizenleyici proteinler olarak 6ne ¢ikmaktadir (Ebisawa vd., 2001; Szklarczyk vd., 2023).
SMURF1 ve SMURF?2 geninin etkilesimde oldugu proteinler STRING web tabanli araci
kullanilarak literatiire uygun olarak belirlenmistir (Szklarczyk vd., 2023). Sonuglara gore
SMURF1 ve SMURF2 geninin etkilesimde oldugu toplam 12 protein oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.5).

ARRDC1 RNF11
iy PTCH2

/. SMURF1 PLEKHO1
NDFIP1

SMUREZ_—— N

Sekil 4.4. STRING veritabanindan elde edilen SMURF1 ve SMURF2 proteinlerine
ait protein-protein etkilesim agx

STRING veritaban1 kullanilarak yapilan analizlerde, tonsil patogeneziyle
baglantili olabilecek sinyal yollari, biyolojik siirecler ve se¢ilen proteinlerin hastaliklarla
iligkisi incelenmistir. Biyolojik siire¢ analizlerinin sonuglar1 Sekil 4.5’de sunulmustur.
Bu analizlere gére, SMAD protein sinyal iletimi ve TGF-f3 reseptdr sinyal yolunun pozitif
diizenlenmesi tonsil dokusundaki immiin yanitlarin diizenlenmesinde TGF-B/SMAD
ekseninin merkezi bir rol oynadigini ortaya koymaktadir. Ayrica, (Sekil 4.5) da verilen
Reactome yolak analizi sonucglarinda da tonsil ile iliskili TGF-B protein ailesine ait
sinyalizasyon ve BMP sinyali belirlenmistir (Szklarczyk vd., 2025). Bu bulgularla
rekiirren Tonsillit patogenezinde TGF-beta sinyal yolagmin etkisini destekledigi

sonucuna varilmistir.



Transmembran reseptor proteni

Biyolojik Stira¢ (Gane Ontology] Zenginlestimesi

FOR
Sarine/ treonin kinaz sinyal yolaj -1 9005
- 6 4p-0h
BMP sinyal yolaR @ 20005
87005
Biylima faktari uyaranina hiscrasel yanit ——’ - 21e-04
- 7.0e-04
P
BMP sinyal yalaginin negiati? regulasyonu 9 »
s Gen sayis)
Donugtirucy buyume faklors bets reseptoe singol . & 2
yolaginn negotif regulasyoau i 3
=
= 4
DonAgtenic bUyima fakedn bata reseptor ‘ I 3
sinyalyolap 3
= 7
Galigimsal sOraglerin regilasysnu . I
Qstachlast kacar tashhido ® I
SMAD proteins smyol transdiksiyong . I
Ubukitin be@mli SMAD protaini katabolk sireg =@ I
20 25 3.0 38 4.0 4.5
Jg{FDR)
Reactome Sinyal Z:
FDR
TGFB nilesi uyeler tarahindan sinyel detimi - 1.0a-10
- 1.0e08
Siryal trensdissiyonu —‘ - 1.0e-07
- 1.0e05
1.
BMP tarafindan sinyal iletimi I 1 ::-CZ
TGF beta reseptor kampless tarofindan siryal iletire . I § Gan says
g
eCP yasimatrik — ' I ?; 2
"da TGF-bata raseptor sinyall ° 2 4
n mezenkimala geglg) ' £
3 ]
RUNX2 tarafindan t @ I g
=
a
TGF-beta resapor sinyalinin ags2 yonde regdlasyonu -9 .
SMAD2/3; SMADA transkn psiyonel aktwvtesinin ageg —@ .
yonde regiilasyonu
RUNX2 kemik geligimini regOter ader - =@ l
2 3 4 5 6 7
Jog(FDR]

Sekil 4.5. SMURF1 ve SMURF2 protein etkilesim agimin biyolojik siirec ve
reactom yolak zenginlestirme analizi
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miR-520d-5p miRNA’sinin regiile ettigi sinyal yolaklarini DianamiRPath ile

belirlenmistir. One ¢ikan ilk 10 sinyal yolagi Tablo 4.5 de verilmistir. TGFB-beta sinyal

yolagi onemli Ol¢lide zenginlesen ilk sinyal yolagiydi ve miR-520d-5p’nin bu sinyal

yolaginda 16 geni hedefledigi gosterilmistir (Sekil 4.6), (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. miR-520d-5p i¢cin KEGG yolak zenginlestirme analizi sonuclari

# KEGG Pathway (ID) p-Degeri Gen Sayisi
1 TGF-beta sinyal yolu (hsa04350) 1.48 x 10712 16
2 Wnt sinyal yolu (hsa04310) 3.16 x 1072 30
3 GnRH sinyal yolu (hsa04912) 2.40 x 10 20
4 Kronik miyeloid 16semi (hsa05220) 9.31 x 107 16
5 Uzun vadeli potansiyasyon (hsa04720) 8.81 x 1077 14
6 Endokrin ve diger faktorlerle diizenlenen kalsiyum 8.81 x 107 10
reabsorpsiyonu (hsa04961)

7 MAPK sinyal yolu (hsa04010) 9.90 x 107 35
8 Dorso-ventral eksen olusumu (hsa04320) 7.41 x10°° 7
9 Gliom (hsa05214) 7.90 x 107¢ 13
10  Hepatit B (hsa05161) 9.35 x 10°¢ 22

TGF-beta sinyal yollari, bagisiklik sisteminin dengesi, hiicrelerin ¢ogalmast ve
farklilagmasi gibi temel biyolojik siireclerde 6nemli bir rol {istlenir; 6zellikle tonsil gibi
lenfoid dokular bu iletisime oldukga hassastir (Garg vd., 2025). Protein etkilesim agindaki
SMURF2 ve SMADS proteini hedef genler arasinda yer aldi. SMURF2, TGF-beta
yolundaki etkin bilesenler arasinda yer alan SMAD proteinlerini ubiquitin araciligiyla
pargalaylp negatif bir diizenleyici rol istlenir. Bu ¢ergevede, miR-520d-5p’nin
SMURF2’yi hedef alarak inhibe etmesi, TGF-beta sinyal yolunun etkinligini artirabilir.
Bu tiir bir diizenleme, Tonsil dokusundaki bagisiklik tepkisinin dengelenmesi agisindan
onemlidir ve bagisiklik toleransinin saglanmasi veya iltihabi tepkilerin azaltilmasi gibi
sonuglar ortaya ¢ikarabilir. BMP sinyallemesinde rol oynayan bir R-SMAD olan
SMADS, TGF-f siiper ailesinin etkilerini hiicreye tasir. SMURF1 ve SMURF2, E3
ubiquitin ligazlar1 olarak SMAD1/5 gibi proteinlerin par¢alanmasini gergeklestirir. Bu
siire¢ boyunca inhibitor SMAD’lar (SMAD6/7), SMAD’larla etkilesimde bulunarak
SMAD’larin ubiquitinlenmesini ve proteozomal yikimini baglatmaktadir. Bu sekilde
TGF-B ve BMP yollar1 olumsuz geri bildirimle kontrol altina alinmis olur. Tonsil dokusu,
bagisiklik sistemiyle ilgili etkin bir lenfoid yapidir. TGF-B/BMP yollar1 burada bagisiklik
yanitinin regiilasyonu ve iltihap kontrolii agisindam kritik 6neme sahiptir (Kavsak vd.,

2000 ; Zhang vd., 2001).
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5. TARTISMA

Tekrarlayan tonsil enfeksiyonlari, g¢ocuklarda sik rastlanan palatin tonsil
rahatsizliklarindan biridir. Bu enfeksiyonlarin ortaya c¢ikisinda bakteriler, viriisler ve
enfeksiydz olmayan inflamatuvar faktorler rol oynar. Cogu hasta kendiliginden iyilesse
de, semptomlarin rahatsiz edici olmasi nedeniyle siklikla antibiyotik tedavisi
uygulanmaktadir (Ashworth vd., 2004). Enfeksiyon, antibiyotik tedavisini takiben kisa
stirede tekrarlayabilir, bu da ¢ogu zaman yeni bir tedavi siirecini zorunlu kilar (Munck,
Jorgensen ve Klug, 2018). Bir¢cok hasta nispeten kisa siireli bogaz enfeksiyonlar
yasarken, bazilar1 kronik veya tekrarlayan akut ataklar nedeniyle 6nemli 6l¢iide etkilenir.
Bu durum, sik bogaz agrisi, ates ndbetleri, tekrarlayan apseler, istah azalmasi, agiz
kokusu, uyku kalitesinde diisiis, giinliik islevlerde zorlanma ve okul ya da ise devamsizlik
gibi ¢esitli sorunlara yol agar. Ozellikle cocuklarda bu durum ebeveynler i¢in de endise
vericidir. Antibiyotik kullaniminin olasi yan etkilerinden kaginmak ve ¢cocuklarda Tonsil
iltihabiyla iliskili olabilecek akut romatizmal ates, Lemierre sendromu, bobrek yetmezligi
ve parafarengeal abse gibi komplikasyonlar1 onlemek amaciyla, ¢ocuk eger son 1 yil
icinde 7 kez, son 2 yilin her birinde 5'er kez veya son 3 yilin her birinde en az 3 kez
tonsillit geciriyorsa, tonsillektomi ameliyat1 onerilmektedir. Cocuklarda tonsillektomi
operasyonunun en sik nedeni tekrarlayan tonsillittir (Howel vd., 2002). Palatin tonsillerin
tekrarlayan bogaz enfeksiyonlarina yol agmada dnemli bir rol oynadigr diisiiniilmekle
birlikte, bu durumun tek sorumlusu olmayabilirler. Bu nedenle, tonsillektomi operasyonu,
ilerleyen donemlerde ortaya ¢ikabilecek bogaz enfeksiyonlarini dnleyebilir veya bu
enfeksiyonlarin sikligini ve siddetini azaltabilir. Sonug olarak, bu islem hastalarin giinliik
yasam aktivitelerini ve yasam kalitesini onemli dlgiide iyilestirebilir (Burton vd., 2014).
Adenotonsiller hastaliklar, ¢ocuklarin biiyiime doneminde karsilastig1 en yaygin sorunlar

arasindadir.

OSA, c¢ocuklarda siklikla adenotonsiller hipertrofiden kaynaklanir. Kiigiik
cocuklarda OSA'nin uzun vadeli etkileri arasinda gelisimsel gecikme, yliz gelisiminde
anormallikler, bliylime geriligi, ndrolojik hasarlar ve kor pulmonale dahil olmak iizere
kardiyopulmoner problemler bulunmaktadir (Leach vd., 1992). Tekrarlayan tonsillit,
cocuklarda tonsillektomi operasyonunun en sik rastlanan nedenidir (Howel vd., 2002).

Cocuklarda tekrarlayan tonsillit, bogaz agrisi, kulak agrisi, ates, agiz kokusu, istah kaybi
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ve halsizlik gibi bir dizi probleme neden olabilir. Bu durum, gocuklarin sik sik saglik
kuruluslarina bagvurmasina ve antibiyotik kullanmasina yol agar. Kronik rahatsizligi olan
ve sik sik hastalanan ¢ocuklar, okul ¢aginda olduklarinda okuldan sik sik uzak kalabilirler

ve bu durum ebeveynlerde de huzursuzluga neden olur (Howel vd., 2002).

Arastirmalar, tekrarlayan tonsillit nedeniyle ameliyat olan ¢ocuklarin ve
ailelerinin yasam kalitesinin takipte arttigin1 ortaya koymaktadir (Senska vd., 2010). Bu
hastaliklar1 tedavi ederken ilaglar ve gézlem yardimci olsa da, bazi hastalar ameliyatla
tamamen iyilesebilir. Bu yiizden adenotonsillektomi, diinyada ¢ocuklara en ¢ok yapilan
ameliyatlardan biridir. Ama bu kadar ¢ok yapilmasi, bazi sorunlari da ortaya ¢ikarabilir.
Arastirmalar, bu ameliyatin sorun ¢ikarma ihtimalinin ¢ocugun yasina, yliz ve kafa
yapisindaki farkliliklara, genetik hastaliklara ve baska uzun siireli hastaliklarina gore
degistigini gostermektedir (Allareddy vd., 2016). Adenotonsillektomi ameliyati sonrasi
komplikasyonlar1 en aza indirmek icin, yeni rehberler, cerrahi endikasyonlari tam
karsilamayan durumlarda gézlemi zorunlu kilmaktadir (Mitchell vd., 2019). Bununla
birlikte, gozlem siirecindeki ¢ocuklarda tonsillektomi endikasyonu gelisebilmektedir.
Gozlem periyodunda, terapotik acidan kayda deger bir ilerleme gézlenmemektedir.
Tonsillektomi igin optimal yas arali1 3 yas ve iizeri olarak belirtilmektedir. Ug yasin
altindaki pediyatrik hastalarda postoperatif komplikasyonlarin insidansinin artmasi, bu
popiilasyonda cerrahi riskin nispeten yiiksek olmasina ya da kiiglik cocuklarda
komplikasyonlarin daha ciddi seyretmesine atfedilebilir (Tom vd., 1992; Werle vd.,
2003). 3 yasindan kii¢iik ¢ocuklara genellikle adenotonsillektomi yapilmasinin sebebi,
bliyiime nedeniyle tikanma sorunlar1 yasamalaridir. Ama bu yastaki cocuklarda
tonsillektomi ameliyat1 yapildiginda, kanama, susuz kalma ve nefes alamama gibi

sorunlarin ¢ikma riski daha yiiksektir (Werle vd., 2003).

Calismamizda tonsillektomi uygulanan olgularin yas ortalamalari incelendiginde;
rekiirren tonsillit tanisiyla opere edilen hastalarda ortalama yas 7.40, tonsil hipertrofisi
nedeniyle cerrahi uygulanan hastalarda ise 7.11 olarak belirlenmistir. Genel yas
ortalamasi1 ise 7.25 olarak hesaplanmistir. Literatiirde yer alan benzer caligmalarda
bildirilen yas ortalamalar ile elde ettigimiz verilerin biiylik 6l¢iide ortiistiigii gériilmiistiir
(Sumilo vd., 2019). Ust solunum yolu tikamklhigmm kiigik cocuklarda daha sik
goriilmesi, bu yas grubundaki havayolu ¢apinin daha dar olmasi ve farinks kesit alanina

oranla tonsil ve adenoid dokularin gorece daha biiyiik hacme sahip olmasiyla
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iliskilendirilebilir (Han vd., 2023). Calismamizda tonsil hipertrofisi nedeni ile opere
edilen 35 hastanin 23’1 2-7 yas grubundaydi. Calismamizda tonsil hipertrofisi nedeniyle
opere edilen hastalarin yas ortalamalar literatiir ile uyumlu olarak rekiirren tonsillit
nedeniyle opere edilen hastalarin yas ortalamasindan diisiik tespit edilmis olup, yas farki

istatistiksel olarak anlamli degildi. (p=0.266)

Literatiirde 215 g¢ocuk iizerinde yapilan ve obstriktif semptomlarin
degerlendirildigi bir ¢alismada, erkek cocuklarin hasta grubunun %64 {inii olusturdugu
rapor edilmistir (COté vd., 2015). Benzer bulgularin yer aldigi cesitli literatiir
kaynaklarinda da, erkek c¢ocuklarin iist solunum yolu obstriikksiyonu nedeniyle
tonsillektomi gecirme olasiliginin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bazi aragtirmalar,
bu farkliligin erkek ve kadin bireyler arasinda hava yolu tikaniklig1 prevalansinda goriilen
degisimle iligkili oldugunu ve bu durumun ergenlik donemindeki hormonal degisimlerle
baglantili olabilecegini one siirmektedir (Lumeng ve Chervin, 2008). Genel cinsiyet
dagilimina bakildiginda ise ¢alismamiza toplamda 39 erkek ve 31 kadin hasta dahil edildi.
Rekiirren tonsillit grubunda 18 kadin ve 17 erkek hasta, tonsil hipertrofisi grubunda 22
erkek ve 13 kadin hasta mevcuttu. Rekiirren tonsillit ve hipertrofi gruplari arasinda erkek
ve kadm hastalarin dagilimlar1 acisindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik ise
saptanmadi. (p=0.229) Cinsiyet dagilim1 da literatiir ile uyumlu olarak gézlendi (Doganer
vd., 2015).

Tonsil hacmindeki artis, obstriiktif uyku apnesi sendromunun siddetiyle iliskili
olabilmektedir. Klinik degerlendirmelerde siklikla kullanilan Brodsky siniflandirma
sistemi, bircok calismada tonsil hacmiyle anlamli diizeyde korelasyon gosterdigi i¢in
tonsil hipertrofisinin derecelendirilmesinde giivenilir bir yontem olarak kabul
edilmektedir on(Lu, Zhang ve Xiao, 2018; Reis vd., 2013). Tonsil biiyiikliigii haricinde
obezitenin de uykuda solunum problemlerine sebep olabilecegi diisiliniildiiglinde
calismamiza dahil edilen hastalarin tamami normal veya hafif kilolu oldugundan kilo
faktoriinlin ¢alismamiz tizerine etkisinin olmadigin diisiinmekteyiz. Bu baglamda, bizim
calismamizda Brodsky evrelemesine gore tonsil biiylikliik evreleri degerlendirildiginde;
35 hastadan olusan rekiirren tonsillit grubunda 26 hastanin sag tonsil boyutu grade 2. 25
hastanin sol tonsil boyutu grade 2 olarak degerlendirilmistir. Ayn1 sekilde rekiirren
tonsillit grubunda sag tonsili grade 3 (7 hasta ) ve grade 4 (2 hasta) olarak degerlendirilen
toplam 9 hasta, sol tonsili grade 3 (9 hasta) ve grade 4 (1 hasta) olarak degerlendirilen
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toplam 10 hasta oldugu goézlenmistir. 35 hastanin dahil edildigi tonsil hipertrofisi
grubunda ise sag tonsile bakildiginda toplam 31 hastanin sag tonsil boyutu grade 3 (17
hasta) ve grade 4 (14 hasta) olarak degerlendirilmistir. Tonsil hipertrofisi grubunda sol
tonsiller incelendiginde ise toplam 32 hastada grade 3(15 hasta) ve grade 4 (17 hasta)
tonsil izlenmistir. Bu veriler 6zetlendiginde tonsil hipertrofisi grubunda tonsil boyutlari
agirlikli olarak grade 3 ve grade 4 olarak izlenirken, rekiirren tonsillit grubunun biiytlik
oranda grade 2 tonsillerden olustugu izlendi. Rekiirren tonsillit ve tonsil hipertrofisi
gruplar1 arasinda olusan bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu. (p<0.001) Bu gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmasi literatiirdeki ¢aligmalar ile uyumlu olarak

degerlendirildi (Reis vd., 2013).

Ust solunum yolu enfeksiyonlarinin gelisiminde etkili olan predispozan
faktorlerden biri de {ist solunum yolu alerjileridir. Gézlemlenen semptomlar yalnizca
alerjik mekanizmalarla iligkili olabilecegi gibi, alerjiye bagli mukozal 6dem ve tikaniklik
sonucu sekonder olarak gelisen enfeksiyonlarla da iliskili olabilir (Scadding, 1990).Bizim
calismamizda hastalara alerji testleri yapilmamis olmasina ragmen, tiim hastalarda alerji
Oykiileri ayrintili olarak sorgulandi. Rekiirren tonsillit grubundan 4 hastada, tonsil
hipertrofisi grubundan ise 10 hastada; alerjik sikayetlenmelerin veya ge¢mis donemde bu
sikayetlere yonelik burun spreyi ya da alerji surubu kullanim dykiisiiniin oldugu saptandi.
Gruplar birbirleri ile karsilastirildiginda ise istatiksel olarak anlamli bir farklilik

saptanmadi. (p=0.073)

Tonsiller; B ve T lenfositleri, makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi bagisiklik
hiicrelerini barindirir ve bu hiicreler araciligiyla hem humoral hem de hiicresel bagisiklik
yanitlarinin baslatilmasinda rol alir (Brandtzaeg, 2003). Tonsillerin yiizeyinde bulunan
derin kriptalar, dis ortamdan gelen antijenleri yakalayarak immiin hiicrelerle temasini
kolaylastirir (Perry vd., 2025).Bu yap1 sayesinde Ozellikle sekretuar IgA basta olmak
tizere immiinoglobulin iiretimi desteklenir ve sistemik yanittan once lokal immiinite
aktive edilir (Brandtzaeg, 2003). Yasla bagisiklik azalsa da, tonsiller c¢ocuklukta
enfeksiyonlara karsi etkindir. (Anderson ve Paterek, 2023). Bu nedenle tonsil dokusunda
meydana gelen yapisal veya molekiiler degisikliklerin, 6zellikle kronik inflamatuvar
hastaliklarin patogenezinde etkili olabilecegi diistiniilmektedir (Nave, Gebert ve Pabst,
2001). TGF-B, bagisiklik sisteminin homeostazin1 ve toleransini saglayan kritik bir
sitokindir (Li vd., 2006). TGF-B, 6zellikle CD4" T hiicreleri {izerinde etkili olarak, bu
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hiicrelerin proliferasyonunu ve aktivasyonunu inhibe eder (Li ve Flavell, 2008). Ayrica,
TGF-B, FOXP3 ekspresyonunu indiikleyerek naif T hiicrelerinin diizenleyici T
hiicrelerine (Treg) farklilasmasimi tesvik eder (Chen vd., 2003). Bu Treg hiicreleri,
otoimmiin yanitlar1 baskilayarak immiin toleransin siirdiiriilmesinde hayati bir rol oynar
(Li ve Flavell, 2008). TGF-p sinyal yolaklarindaki bozulmalar, inflamatuvar hastaliklarin
gelisimine katkida bulunabilir (Li vd., 2006). Ayrica, TGF-p’nin tonsillerde bulunan B
hiicrelerinin IgA sinif gegisini indiiklemesi, mukozal bagisikligin korunmasinda 6nemli
bir faktor olarak degerlendirilmektedir (Brandtzaeg, 2003). TGF-p, immiin sistemde anti-
inflamatuvar etkiler gosteren temel bir sitokin olup, mukozal immiin yanitlarin
dengelenmesinde 6nemli rol oynar (Larson vd., 2020). Tonsil dokusunda TGF-f'nin
ekspresyonu, 6zellikle diizenleyici T hiicrelerinin (Treg) aktivasyonunda gorev alarak
lokal inflamasyonun kontrol altinda tutulmasina katki saglar (Konkel ve Chen, 2011).
Kronik tonsillitli bireylerde yapilan bazi caligmalarda, TGF-B diizeylerinin tonsil
dokusunda azaldigi ve bunun mukozal immiin toleransin bozulmasina yol actigi
bildirilmistir (Mikola vd., 2018). Buna ek olarak, TGF-f'nin B hiicrelerinde IgA sinif
gecisini uyararak, mukozal ylizeydeki antikor yanitin1 destekledigi ve patojenlere karsi
koruma sagladigi bilinmektedir (Brandtzaeg, 2003). Bu bulgular, TGF-f'nin kronik
tonsillit patogenezinde dnemli bir immiin diizenleyici oldugunu gostermektedir (Konkel

ve Chen, 2011).

SMURF1 ve TGF-B sinyal yolu arasindaki iligki, hiicresel sinyal iletiminin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. SMURF1, HECT tipi bir E3 ubiquitin ligazidir ve
TGF-p sinyal yolunun negatif diizenleyicisi olarak iglev goriir (Fu vd., 2020). TGF-3
sinyali, hiicre yiizeyindeki TGF-f tip I ve tip Il reseptorlerinin aktivasyonu ile baglar. Bu
aktivasyon, SMAD proteinlerinin fosforilasyonu ve niikleusa taginmasiyla sonuglanir, bu
da hedef genlerin transkripsiyonunu diizenler. Ancak, bu sinyal yolunun asir1
aktivasyonu, fibrozis ve kanser gibi patolojik durumlara yol agabilir (Li vd., 2020).
SMURF1, SMAD7 ile etkilesime girerek TGF- tip I reseptoriinii (TPRI) hedef alir ve
ubiquitinasyon yoluyla proteazomal yikimimi saglar. Bu mekanizma, TGF- sinyalinin
negatif geri besleme yoluyla diizenlenmesini saglar. SMURF1'in bu islevi, TGF- sinyal
yolunun asir1 aktivasyonunu Onleyerek hiicresel homeostazin korunmasina yardimci olur
(Ebisawa vd., 2001). Ayrica, SMURF1'in SMAD1, SMAD4, SMADS5 ve SMAD?7 gibi
diger SMAD proteinlerini de ubiquitinasyon yoluyla yikima ugrattig1 gosterilmistir. Bu,
SMURFLl'in TGF-B/BMP sinyal yollarinin ¢esitli diizeylerinde diizenleyici bir rol
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oynadigimi gosterir (Cao ve Zhang, 2013). SMURFL1'in TGF-B sinyal yolunun negatif
diizenleyicisi olarak dnemli bir rol oynadigini ve bu etkilesimin hiicresel sinyal iletiminin
hassas bir sekilde kontrol edilmesinde kritik oldugunu gostermektedir (Ning vd., 2019).
SMURF1, TGF-p sinyal yolunun negatif diizenleyicisi olarak islev géren bir E3 ubiquitin
ligazidir. SMURF1, inhibitor SMAD7 ile etkilesime girerek TGF- tip I reseptoriinii
(TBRI) hedef alir ve ubiquitinasyon yoluyla proteazomal yikimini saglar. Bu mekanizma,
TGF-B sinyalinin negatif geri besleme yoluyla diizenlenmesini saglar. 2020 yilinda
yayimlanan bir ¢alismada, VprBP adli bir protein, SMAD7 ve SMURF1 ile etkilesime
girerek TPRI'nin yikimini tesvik ettigi gosterilmistir. Bu etkilesim, TGF-B/SMAD sinyal
yolunun baskilanmasina ve hiicresel yanitlarin modiilasyonuna katkida bulunur. Ayrica,
VprBP'nin SMURF1'i stabilize ederek onun ubiquitinasyonunu engelledigi ve boylece
SMURF1'in TBRI yikimindaki etkinligini artirdigir belirlenmistir. Bu bulgular,
SMURFL'in TGF-B sinyal yolunun hassas bir sekilde diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynadigini gostermektedir (Li vd., 2020). Bizim ¢alismamizda da rekiirren tonsillit ve
tonsiller hipertofi gruplart karsilastirildiginda, sik Tonsil enfeksiyonu sikayeti olan
hastalardan olusan rekiirren Tonsillit grubunda SMURF1 geninin ekspresyon diizeyi,
tonsiller hipertrofi grubuna kiyasla 2.57 kat yiiksek saptanmistir. Hasta ve kontrol grubu
arasinda SMURF1 geni acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur

(p=0.032).

SMURF2, HECT tipi bir E3 ubiquitin ligazidir ve TGF-J sinyal yolunun negatif
diizenleyicisi olarak islev gortir. SMURF2, inhibitor SMADY7 ile etkilesime girerek TGF-
B tip I reseptoriinii (TBRI) ve R-SMAD proteinlerini ubiquitinasyon yoluyla proteazomal
yikima ugratir. Bu mekanizma, TGF-f sinyalinin negatif geri besleme yoluyla
diizenlenmesini saglar ve hiicresel homeostazin korunmasina katkida bulunur. Ayrica,
SMURF2'nin  post-translasyonel = modifikasyonlar1  (6rnegin,  ubiquitinasyon,
SUMOQylasyon, fosforilasyon) onun E3 ligaz aktivitesini ve TGF-p sinyal yolundaki
roliinii etkiler. Bu modifikasyonlar, SMURF2'min hedef proteinleri tanima ve
ubiquitinasyon yetenegini diizenleyerek, TGF-f sinyal yolunun hassas kontroliinii saglar
(Bai ve Ying, 2020). SMURF2'nin TGF-f sinyal yolundaki bu diizenleyici rolii, fibrozis,
kanser ve bag dokusu hastaliklar1 gibi ¢esitli patolojik durumlarla iliskilendirilmistir. Bu
nedenle, SMURF2'nin fonksiyonunun anlagilmasi, bu hastaliklarin tedavisinde yeni
hedeflerin belirlenmesine yardimei olabilir (He vd., 2017). TGF-B sinyallemesinin
diizenlenmesine ek olarak SMURF2'nin diger biyolojik islevleri de bildirilmistir. Ortaya
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cikan kanitlar, SMURF2'nin genomik stabiliteye, hiicre polaritesine, doku homeostazina
ve tiimor olusumuna katkida bulundugunu gostermistir (Koganti, Cohen ve Blank, 2018).
SMURF2 hem tiimor promotorii hem de baskilayici olarak etki eder. SMURF2'nin nakavt
edilmesi farelerde tiimor olusumuna yol agar (Ramkumar vd., 2012). Giderek artan sayida
calisma, SMURF2 aktivitesi ve ekspresyonunun ubiquitilasyon, fosforilasyon,
metilasyon, dahil olmak iizere bir dizi translasyon sonrasi modifikasyon (PTM)
tarafindan diizenlendigini gostermistir (Xu, Liu ve Derynck, 2012). Ubiquitilasyon,
hayvan organizmalari arasinda olduk¢a korunmustur ve protein stabilitesinin
diizenlenmesi i¢in temeldir. Bir E3 ligaz1 olarak SMURF2, TGF-B sinyallemesini
zayiflatmak i¢in TPRI'yi ve SMAD?2/3' politbikitinlestirebilir (Zhang vd., 2013).
SMURF2 hedefleme diizenleyicilerinin ve shRNA'larin hiicre biiylimesi iizerindeki
etkilerini incelendi ve SMURF2'nin kendi kendini yok eden otoubikitinasyonu yoluyla
hedef alinabilecegini gosterdi (Manikoth Ayyathan vd., 2021). Benzer sekilde, SMURF2
ayrica timor nekroz faktorii reseptoriiyle iligkili faktor 4 (TRAF4) , Tribbles homolog 3
(TRB3) (Hua vd., 2011) ve tetratrikopeptid tekrar alan1 3 (TTC3) (Kim vd., 2019) gibi
diger E3 ligazlari yoluyla ubiquitilasyon yoluyla negatif diizenlemeye tabi tutulur. Yakin
zamanda yapilan bir ¢alisma, SMURF2'nin hem substrat hem de TRAF4'iin SMURF2 C2
ve WW alanlariyla etkilesimleri yoluyla dogrudan hedefi oldugunu ortaya koymustur.
HEK-293T hiicrelerinde vahsi tip TRAF4'lin asir1 ekspresyonunun SMURF2'nin
poliiibikitinasyonunu 6nemli olgiide artirdigi, TRAF4 delesyonunun ise SMURF2'yi
stabilize ettigi, dolayisiyla TRAF4tin SMURF2'nin poliiibikitinasyonuna ve
degradasyonuna katkida bulundugunu gozlemlendi (Zhang vd., 2013). SMURF2
bozunumuyla ilgili bagka bir raporda, F-box ve LRR alani igeren protein 15'in (FBXL15)
SMURF2'yi hedef aldig1 ve bunun ubiquitilasyonuna ve bozunmasina yol ag¢tig1 bulundu
(Cui vd., 2011). Deubiquitinasyon enzimleri, ubiquitinasyon siirecinin tersine
cevrilmesinde islev goriir. Ornegin, ubiquitin-spesifik proteaz 15 (USP15), SMURF2'yi
dogrudan deubiquitinasyona ugratabilir ve bdylece SMURF2 katalitik aktivitesinin
kaybina neden olabilir (lyengar vd., 2015). Giderek artan kanitlar, SMURF2nin
ubiquitinasyonu ve degradasyonunun fibrozis ve kanser gibi bazi hastaliklarin gelisimini
destekledigini gostermektedir. HepG2 hiicrelerinde yapilan yakin tarihli bir ¢aligma,
TRB3'lin SMURF2 ubiquitinasyonunun artirilmasi yoluyla kanser hiicresi gogiinii ve
invazyonunu destekledigini gostermistir (Hua vd., 2011). Bagisiklik sistemi baglaminda,
SMURF2'nin TGF-B sinyal yolunu diizenlemesi, inflamatuar yanitlarin kontrolii ve

immiin toleransin saglanmasinda kritik bir rol oynar. Ornegin, SMURF2'nin asir1
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ekspresyonu, TGF-B sinyalinin baskilanmasina ve dolayisiyla inflamatuar yanitlarin
artmasma yol acabilir. Bu durum, otoimmiin hastaliklar gibi bagisiklik sistemi
bozukluklarinin gelisimine katkida bulunabilir (Bai ve Ying, 2020). Bizim ¢alismamizda
rekiirren tonsillit ve tonsiller hipertofi gruplari karsilastirildiginda, sik Tonsil enfeksiyonu
sikayeti olan hastalardan olusan rekiirren Tonsillit grubunda SMURF2 geninin
ekspresyon diizeyi, tonsiller hipertrofi grubuna kiyasla 1.27 kat yiiksek saptanmuistir.
Hasta ve kontrol grubu arasinda SMURF2 geni ekspresyon seviyesi agisindan

bakildiginda ise istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0.512).

miRNA'lar, transkripsiyon sonrasi diizeyde gen ifadesini diizenlemede 6nemli bir
rol oynayan kiigiik, kodlamayan RNA molekiilleridir. Son galismalar, hem dogustan hem
de adaptif bagisiklik tepkilerinde 6nemli rol oynadiklarini vurgulamistir (Raisch,
Michaud ve Nguyen, 2013). TGF-beta, bagisiklik toleransinin indiiklenmesi,
inflamasyonun baskilanmasi ve fibrozisin diizenlenmesi gibi ¢ok sayida immiinolojik ve
hiicresel siirecte kritik bir sitokindir (Nolte ve Margadant, 2020). SMURF proteinleri,
TGF-beta reseptorlerinin ubikitinlenmesinde ve dolayisiyla TGF-beta sinyalinin asagi
akis regiilasyonunda anahtar rol oynayan E3 ubikitin ligazlardir (Zhang vd., 2001). miR-
520d-5p, literatiirde gesitli hiicresel siireglerde rol oynadigi bilinen bir mikroRNA'dir.
Ozellikle, inflamasyon, apoptoz ve hiicre proliferasyonu gibi temel biyolojik
mekanizmalar etkileyebilecegi gosterilmistir. Dogal bagisiklik hiicrelerinde ¢ok sayida
miRNA’nimn ekspresyonunun arttigi, 6zellikle miR-155, miR-146 ve miR-21’in yaygin
sekilde ifade edildigi pek ¢ok calismayla gosterilmistir. Bununla birlikte, TLR
sinyallemesi sonrasinda bazi miRNA’larin diizeylerinde azalma oldugu da giiclii
bulgularla ortaya konmustur. miRNA’lar, bagisiklik yanitinin zamanlamasina gore erken
veya gec yamt veren molekiiller olarak degerlendirilmektedir. Ornegin, miR-155
genellikle stimiilasyonu takiben ilk birkag¢ saat igerisinde belirgin sekilde yiikselirken;
miR-21 gibi bazt miRNA’lar daha ge¢ fazlarda ifade edilmektedir. Giincel literatiirde,
TLR’ye duyarli miRNA’larin ekspresyon dinamiklerinin diizenlenmesi onemli bir
arastirma alani haline gelmis olup, bu siire¢cte miRNA {iretimini negatif yonde etkileyen
sinyal mekanizmalar1 da tanimlanmaktadir (McCoy vd., 2010). miRNA'lar bagisiklik
tepkisinin hayati diizenleyicileridir ve viicudun enfeksiyonlara karsi savunma
mekanizmalarmi etkilerler. Transkripsiyon sonrasi seviyede mRNA'y1r hedefleyerek

hareket ederler ve boylece dogustan gelen bagisiklik yollarindaki gen ifadesini kontrol
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ederler. Bu siki diizenleme, konakgiya zararli olabilecek asiri iltihabi Onlemek igin

gereklidir (Gareev vd., 2023).

miRNA'lar hiicre gelisimi, farklilasma ve homeostaz dahil olmak iizere ¢esitli
biyolojik stireclerde, ozellikle bagisiklik sistemi i¢inde karmasik diizenleyici aglar
olustururlar. Dinamik ifade kaliplar1 sergileme ve ¢ok cesitli genleri hedefleme
yetenekleri, dogustan gelen bagisiklik tepkisi dahil olmak tizere birgok siireci

diizenlemelerine olanak tanir (Yao vd., 2025).

miRNA'lar ¢esitli bagisiklik hiicresi tiplerinin hayatta kalmasi ve islevi igin
onemlidir. Hematopoietik progenitor hiicrelerin lenfoid veya miyeloid soylara
farklilagsmasini diizenlerler ve bu da bagisiklik hiicresi gelisimi ve islevinde dnemli bir
rol oynadigini gosterir. Ornegin, miR-29 ailesi T hiicrelerinin, B hiicrelerinin, dogal
o6ldiiriicii hiicrelerin ve makrofajlarin farklilagsmasinda rol oynar (Yao vd., 2025). Birgok
miRNA, cesitli inflamatuar ve enfeksiyoz hastaliklarda ya yukari diizenlenir ya da asagi
diizenlenir. Viriislere, bakterilere ve mantarlara karsi konak savunma mekanizmalarini
diizenlemede 6nemli bir rol oynarlar. Belirli miRNA'larin diizensizligi, otoimmiinite,
bagisiklik toleransi sorunlari, hiperinflamatuar fenotipler ve hatta kanser ilerlemesi gibi
durumlara yol agabilir (Chandan, Gupta, ve Sarwat, 2020). miRNA'larin dogustan gelen
bagisiklik tepkilerini diizenleme yetenegi, bunlarin cesitli inflamatuvar ve enfeksiyoz
durumlarin teshisi, 6nlenmesi ve tedavisi igin yeni stratejiler olarak potansiyel tasidigini

distindiirmektedir (Chandan, Gupta, ve Sarwat, 2020).

miR-155, Bagisiklik sisteminin hem dogustan gelen hem de adaptif kollarinda
kritik bir diizenleyici olarak tanimlanmistir. miR-155, T ve B hiicrelerinin aktivasyonu,
diferansiyasyonu ve sitokin iiretimi gibi siirelerde rol oynar. Ornegin, miR-155 eksikligi
olan farelerde antiviral antikor iiretimi ve T helper hiicre aktivasyonunda azalma
gozlemlenmistir (Alves vd., 2019). miR-146a/b, NF-xB sinyal yolunun negatif
diizenleyicileri olarak islev goriirler. Bu miRNA'lar, pro-inflamatuar sitokinlerin
liretimini azaltarak inflamasyonu kontrol altinda tutarlar. Ornegin, insan gingival
fibroblastlarinda miR-146a ve miR-146b'nin NF-kB sinyali araciligiyla ekspresyonunun
arttig1 ve bu sayede inflamatuar yanitlarin diizenlendigi gosterilmistir (Xie vd., 2014).
miR-21, T hiicrelerinin farklilasmasinda ve yaslanma siirecinde 6nemli bir rol oynar.

miR-21'in artan ekspresyonu, hafiza T hiicrelerinin olusumunu engelleyerek inflamatuar
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efektor T hiicrelerinin gelisimini tesvik eder. Bu durum, yash bireylerde as1 yanitlarinin
zay1flamasina katkida bulunabilir (Kim vd., 2018). miR-181a, T hiicrelerinin duyarliligin
ve segiciligini artirarak adaptif bagisiklik yanitlarin1 modiile eder. Ayrica, NK hiicrelerin
gelisiminde ve yaslanma siirecinde 6nemli rol oynar (Lu vd., 2021). miR-125b, Makrofaj
aktivasyonunu ve inflamatuar yanitlar1 diizenler. Ayrica, diizenleyici T hiicrelerinin
(Treg) fonksiyonlarini modiile ederek tiimor mikrocevresinde immiin yanitlari etkiler
(Jiang vd., 2022) miR-34a, T hiicre aktivasyonu ve farklilasmasinda 6nemli bir
diizenleyicidir. p53 araciligiyla ekspresyonu kontrol edilir ve g¢esitli bagisiklik
hiicrelerinde fonksiyonlar1 etkiler (Taheri vd., 2020). miR-122, Karacigerde yiiksek
oranda eksprese edilir ve antiviral bagisiklik yanitlarinda rol oynar. Hepatit C viriisii
enfeksiyonunda interferon yanitlarini modiile eder (Forster, Tate ve Hertzog, 2015). miR-
29 ailesi T ve B hiicrelerinin gelisimi ve fonksiyonunda rol oynar. Th1 hiicre yanitlarini

baskilayarak otoimmiin hastaliklarin patogenezinde etkili olabilir (Mon vd., 2021).

Bizim ¢alismamizda da miR-520d-5p miRNA’sinin ekspresyon diizeyleri;
rekiirren tonsillit ve tonsil hipertrofisi gruplarindaki tonsil dokularinda analiz edilip
karsilagtirildiginda, hasta ve kontrol gruplar1 arasinda gozlenen ekspresyon farki

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.038).
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Calismamizda, SMURF1, SMURF2 ve miR-520d-5p diizeylerinin TGF-f ile olan
iliskisinin inflamasyon ile yakindan iliskili olmas1 dolayisiyla tonsil hipertrofisi ve kronik
Tonsillit nedeniyle opere edilen hastalardan alinan tonsil dokulari incelenip; bu
molekiillerin, gen ekspresyon diizeylerinin analizleri yapilarak kronik tonsillit gelisimi
tizerine etkilerinin arastiritlmasi amaglanmistir. SMURF1, SMURF2 ve miR-520d-5p

diizeylerinin tonsillit patogenezine olan etkisi literatiirde ilk kez arastirilmustir.

Calismamizda rekiirren tonsillit ve tonsiller hipertofi gruplari karsilastirildiginda,
stk tonsil enfeksiyonu sikayeti olan hastalardan olusan rekiirren tonsillit grubunda
SMURF1 geninin ekspresyon diizeyinin, tonsiller hipertrofi grubuna kiyasla 2.57 kat
yiiksek oldugu saptanmistir. Ayni sekilde, calismamizda SMURF2 gen ekspresyon
diizeyinin; sik tonsil enfeksiyonu sikayeti olan hastalardan olusan rekiirren tonsillit
grubunda, tonsil hipertrofisi grubuna gore 1.27 kat yliksek saptanmis ama istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulunamamistir. Bu sonuglar TGF-§ reseptor yolagiin 6nemli
bilesenlerinden olan SMURF1'in rekiirren tonsillit patogenezinde, inflamatuar reseptor

yolaklarina aracilik ettigini gostermektedir.

Caligmamizda, rekiirren tonsillit grubunda, miR-520d-5p ekspresyon diizeylerinin
tonsil hipertrofisi grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml sekilde 1.30 kat daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. MiRNA'larin pro-inflamatuvar yanitlari negatif yonde diizenleme
kapasitesi géz Oniine alindiginda, elde edilen bu bulgular, miR-520d-5p'nin azalan

ekspresyonunun rekiirren tonsillit patogeneziyle iliskili olabilecegine isaret etmektedir.

SMURF1 ve SMURF?2 ile etkilesimde olan genlerin belirlenmesi ve bu genlerin
STRING ve yolak analizleri rekiirren tonsillitde hedef olabilecek bir¢ok hedef gen,
biyolojik siire¢ ve sinyal yolagi belirlenmistir. SMURF1 ve SMURF2’nin SMADI,
SMADS ve SMADG gibi TGF-f sinyal yoluna ait dnemli diizenleyici proteinlerle gii¢lii

etkilesim i¢inde olmasi tonsillit i¢in hedef olabilecek genler olarak Onerilmistir.
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Ekspresyon diizeyi arastirilan miR-520d-5p’nin analiz sonucu TGF-f sinyal yolaginin

tonsillit patogenezi i¢in 6ne ¢ikan sinyal yolagi oldugu tespit edilmistir.

Elde ettigimiz veriler 1s18inda TGF-f sinyal yolaginda etkili olan genlerden
SMURF1 ve diizenleyicisi olan mir-520d-5p nin tonsillit patogenezinde etkili olabilecegi
tespit edilmistir. In silico analizi sonucunda elde ettigimiz verilere gore TGF-B sinyal
yolaginda olas1 farkli genlerin de (SKIL, PARD6A, NDFIP1, ARRDC1, PTCH2,
RNF11) etkili olabilecegi ve tonsillit patogenezini aydinlatmak adina molekiiler

analizlerinin yapilmasinin uygun olabilecegi sonucuna ulasilmistir.

6.2. Oneriler

Bu ¢alisma, tonsil patolojilerine yonelik gelecekteki aragtirmalar i¢in 6nemli bir
temel olusturmaktadir. ilerleyen c¢alismalarda, rekiirren tonsillit ile iliskisini ortaya
koydugumuz SMURF1'i hedefleyen diger miRNA'larin belirlenmesi, hastaligin
molekiiler etiyolojisinin daha derinlemesine anlasilmasina katki saglayabilir. Benzer
sekilde, miR-520d-5p'nin farkli hedef genlerinin saptanmasi, bu miRNA'nin rekiirren
tonsillit iizerindeki etkilerini daha kapsamli bir sekilde aydinlatabilir. Ayrica, TGF-B' y1
hedef alan diger miRNA'larin arastirilmasi ve rekiirren tonsillit ile olasi baglantilarinin
degerlendirilmesi de Onem arz etmektedir. Nihayetinde, bu genleri ve miRNA'lar
diizenleyen molekiiler mekanizmalarin ve epigenetik regiilasyon analizlerinin

incelenmesi, potansiyel yeni biyobelirteclerin kesfi acisindan biiylik 6nem tasiyacaktir.
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