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OZET

Kimna 1. (2016). NF-kB -94 ins/del ATTG, TLR-4 Asp299Gly, TLR-4 Thr3991le ve
TLR-2 Arg753Gln Varyasyonlari ile Glioma arasindaki Iliskinin Incelenmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ABD, Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul.

Gliomalar, merkezi sinir sisteminde (MSS) bulunan glial hiicrelerden gelisen ve tiim
MSS tiimérlerinin % 40°dan fazlasinda tanimlanan en yaygin primer beyin tiimdrleridir.
Hucre ici sinyal yolaklarinin kanser biyolojisinde kritik rol oynadigi iyi bilinmektedir.
NFKB ve TLR sinyal yolaklari aktivasyonunun kanser riskindeki onemi ortaya
konmasina ragmen, bu genlerdeki polimorfizmler ile glioma arasindaki iliski henuz
acikliga kavusturulmamistir.

Bu calismada NF-kB-94 ins/del ATTG, TLR-4 Asp299Gly, TLR-4 Thr3991le ve TLR-2
Arg753GIn gen polimorfizmleri ile glioma riski arasindaki iliskiyi arastirmayi
amacladik. Calisma, 120 glioma hastas1 ve 225 saglikli kontrol grubu ile
gerceklestirildi. Genotip dagilimlari polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon parca
uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi ile saptandi.

Glioma ve kontrol grubundaki NF-kB-94 ins/del ATTG, TLR-4 Asp299Gly, TLR-4
Thr399lle ve TLR-2 Arg753Gln polimorfizmlerine ait genotip dagilimlari
karsilastirdigimizda, NF-kB -94 ins/ins genotipinin glioma icin risk faktoru oldugunu
gosterdik (p=0,003). Diger yandan, TLR-2 753 GG genotipinin glioma gelisimine kars1
koruyucu rol oynadigini saptadik (p=0,001). Ayrica, TLR-2 Arg753GIn polimorfizmi
icin A allelinin glioma gelisimine karsi koruyucu rol oynadigini saptadik (p<0,001). Bu
bulgulara ek olarak, TLR-4 299 AG genotipi ile azalmis glioma riski arasinda anlamli
bir iliski saptadik (p<0,001). TLR-4 Thr399Ile polimorfizmi acisindan hasta ve kontrol
grubu arasinda herhangi bir anlaml iliski saptamadik (p>0, 05).

Bu bulgular NF-KB ve TLR sinyal yolaklarindaki polimorfizmlerin glioma riskinde
onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: NF-KB, TLR, glioma, polimorfizm
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ABSTRACT

Kina 1. (2016). Investigation of the relationship between NF-kB -94 ins/del ATTG,
TLR-4 Asp299Gly, TLR-4 Thr399Ile and TLR-2 Arg753Gln variations and glioma.
Istanbul University Institute of Health Sciences, Department of Medical Biology, M.Sc.
Thesis, Istanbul.

Gliomas are the most common primary brain tumors that develop from glial cells in the
central nervous system (CNS) and are identified in more than 40% of all CNS tumors.
Cellular signaling pathways play a critical role in cancer biology. Although the
activation of NFKB and TLR signaling pathways is well known for cancer risk, the
association between polymorphisms in these genes and glioma has not yet been
elucidated.

In this study, our aim was to study the relationship between NF-kB-94 ins/del ATTG,
TLR-4 Asp299Gly, TLR-4 Thr399Ile and TLR-2 Arg753GIn polymorphisms and
glioma risk. The study was conducted with 120 glioma patients and 225 control groups.
Genotype distributions were determined by polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method. Statistical data were analyzed by
IBM SPSS 20, Chi-Square test and Combined Genotype analysis.

When we compared the genotype distributions of the polymorphisms of NF-kB-94
ins/del ATTG, TLR-4 Asp299Gly, TLR-4 Thr3991le and TLR-2 Arg753Gln in glioma
and control groups, we found risk factors of NF-kB -94 ins/ins genotype for glioma
(p=0.003). On the other hand, we found that TLR-4 299 GG genotype might be
associated with a protective effect against development of glioma (p=0.001).
Furthermore, we showed that TLR-2 753 A allele was significantly associated with the
decreased risk of glioma (p<0.001). In addition to these findings, we observed an
association between decreased risk of glioma TLR-4 299 AG genotype (p<0.001).
However, we did not reveal any markedly association between patients and controls in
terms of TLR-4 399 polymorphism (p>0.05).

These findings show that polymorphisms of NF-KB and TLR signal pathways can play
a critical role for glioma risk.

Key words: NF-KB, TLR, glioma, polymorphism



1. GIRIS VE AMAC

Cagmmizin en onemli saglik sorunlarmndan biri kanserdir. Genetik faktorler ve
cesitli dis etkenlerle degisime ugramis hiicrelerin kontrolsiiz cogalip biliylimeleri sonucu
olusan hastaliklar grubu olarak tanimlanan kanser, Diinyada her yil 11 milyondan fazla
insam1 etkilemekte ve 2030 yilma kadar bu saymin iki katina yaklasacagi
ongoriilmektedir (Tuncer, 2007). Saglhk Bakanlig1 verilerine gore, bu artisin %75’inin
iilkemizin de i¢inde bulundugu gelismekte olan veya gelismemis iilkelerde ortaya

cikacagi tahmin edilmektedir (Tuncer ve dig., 2009).

Beyin ve merkezi sinir sistemi kanserleri, 6liimciil hastaliklar siralamasinda
eriskinlerde tiglincii, ¢ocuklarda ise losemiden sonra ikinci siradadir (Ohgaki ve
Kleihues, 2005). Diinya Saglik Orgiitiinin (WHO) verilerine gdre, primer beyin
tiimorlerinin goriilme oran1 100.000'lik bir popiilasyonda yilda ortalama 7-13 olgudur ve
bunlardan 4-5’1 beyin tiimorleri arasinda en sik rastlanan glioma tipi glioblastoma
multiforme (GBM)’dir (Brandes ve dig., 2008). GBM, ya kendiliginden ya da diisiik
dereceli tiimdrlerden metastazla olusur, hizla yayilir ve genelde ¢ok kisa bir siire i¢inde
oliime neden olur (Kleihues ve dig., 1993). Histolojik tip, grade, yas, tumor yerlesimi,
radyasyon tedavisi, bazi kemoterapi protokolleri (Wrensch M 2006) ve genetik faktorler

(Jin et al.) glioma riski ve sagkalim orani ile yakindan iliskilidir.

NF-kB hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, apopitoz ve metastazinda yer alan
genlerin ekspresyonunu diizenlemekten sorumludur (Richmond, A. 2002 VE Chen, F
1999). NF-KB protein ailesinin biitiin tiyeleri, niikleer translokasyondan sorumlu olan
korunmus bir Rel-homoloji alan1 (RHD) paylasir. RHD, proteinlerin amino uclarinda
olup yaklasik 300 aminoasit bolgesi kapsar (Dale ve ark. 2006). NF-kB sitokinler,
radyasyon ve bazi kemotepatik ajanlarla etkilesmesi sonucunda; IkB (NF-kB'nin
inhibitorii)’ nin fosforilasyonu gerceklesir. IkB proteozam aracilifiyla degradasyonu
gerceklesir ve NF-kB aktive olur. NF-kB, Rel-ailesi proteinlerinin heterodimer bir
kompleksidir. NF-kB hiicre biiyiimesi, hiicre differensasyonu, apoptozisin regiilasyonu,
sitokin prodiiksiyonu gibi ¢ok sayida gen ekspresyonunu kontrol etmektedir

(Oeckinghaus A 2009).

Toll like reseptorler’in kanser, diyabet, ateroskleroz, renal hastaliklar,

gastrointestinal hastaliklar, respiratuvar hastaliklar, santral sinir sistemi hastaliklar1 ve



otoimmiin  hastaliklar gibi genis bir hastalik grubuyla iligkili oldugu
belirlenmistir. TLR’lerin tek membranli, katalitik olmayan bir reseptdr grubudur. Insan
epidermisi ¢ok katl stratifiye epitelden olusmustur ve konak i¢in ilk savunma bariyerini
olusturur. Viicuda girmis olan mikroorganizmalar1 tanimada ve bagisiklik yanitini
olusturmada gorev alirlar. TLR’lerin immiin sistemde anahtar rol {istlendikleri
diisiiniilmektedir. Infeksiyoz hastaliklara karsi immiin sistemin sekillenmesinde ve
patojenin tanmmasinda da katkilar vardir. Epidermiste major hiicre popiilasyonunu
olusturan keratinositler fiziksel bariyer olarak rol oynadiklari gibi ilk immiin yanitin
olusmasinda da gorev alirlar (Kim J). Kronik inflamatuar hastaliklarin TLR sinyal

yoluyla kanser gelisiminde katkis1 oldugu ortaya konmustur (Li Q,2005).

Literatlirde Beyin kanserinde (Glioma) NF-kB ve TLR geni ile iligkili olarak
yapilan ¢aligmalar mevcut degildir. Bu tez projesinin amacit NF-kB NFKB1 -94 ins/del,
TLR-4 Asp299Gly, TLR-4 Thr399Ile ve TLR-2 Arg753GIn gen polimorfizmleri ile

glioma riski arasindaki iliskiyi tanimlamaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 GLIiAL HUCRELER VE GLIOMALAR
2.1.1.Normal Glial Hiicreler

Omurgali yapilarinda noronlar, ndroglia hiicrelerinden temel alan hususi bir
destek doku icerisinde yuvalanmistir. Noroglia hiicreleri ndronlar gibi uzantili
hiicrelerdir. Noroglia hiicrelerinin yapist noron hiicrelerine benzemekle beraber
gorevleri onlardan farklidir (Sekil 2-1). Noroglia hiicreleri, sinir dokusunun tahrip
oldugu bdlgelerde cogalarak, tahrip olan bolgeyi bir yama gibi kapatir. Noroglia
hiicreleri ndronlarin beslenmesinde ve atik maddelerin uzaklastirilmasinda 6nemli rol
oynarlar. Noronlar1 diger noronlardan ayirarak, impulslarin ndronlar siiresince kararl
iletilmesine yardimci olur. Ayrica bakteri, virlis v.b. zararli faktorlerin noronlara
ulagsmasima bariyer olurlar. Tiim Santral Sinir Sistemi (S.S.S) hiicreleri embriyogenezis
esnasinda noral plaktan olusur. Bu sistemde T1A ve O2A adi verilen asil (progenitor)
hiicrelerin astrosit ve oligodendrositlere farklilastigi ostaya ¢cikmistir. T1A hiicreleri
S.S.S’de striiktiirel bir rol oynar. O2A ata hiicreleri ise, ayrimlasmanim yaninda aksonal
iletimde islevsel bir rol oynayan hususilesmis hiicrelerin ¢ogalmasini da temin ederler

(BASARAN A, 2005 VE PAUNU N, 2002).

Sekil 2-1:Bir noroglia hiicresi genel sekli (FALCHETTI A,1999)

Noroglial hiicreler 3 grupta incelenir: Astrositler, Oligodendrositler ve

Ependimal hiicreler



2.1.2.Astrositler

Astrositler ¢cok sayida dali olan hiicrelerdir. Kan beyin bariyerinin ortaya
ctkmasimi ve siirekliligini temin edecek bigimde kapillerlerin ¢evresindeki endoteliyal
hiicrelerle temas kurarlar (Sekil 2-2 :A, B ve C; Sekil 2-3). Néron ve onun dali olan
aksona biyokimyasal ve fiziksel dayanak yaninda, ndron alici sathinin izolasyonunu
saglarlar. Kan beyin bariyeri (KBB), beyin dokusunun beslenmesi i¢in kanin kimyasal
yapilarinin girizgahmi denetleyen karmasik bir yontemdir. Bu sistem kapiller mecra ile
parankimal doku (sik hiicreli bag doku) arasindadir. Bu engele bazen ekstraselliiler-kan
engeli(bariyeri) adi da verilmektedir. KBB’de endotelial hiicreler ve bunlarin bazal
zarlarini astrositler kusatir. Endotelial hiicreler, birbirlerine iyice tutkun olup, kimi iyon
ve metabolitlerin intikalinde tesirlidir. Bu muntikalar, giicli molekiiler graviteli
bilesiklerin intikaline mani teskil eder. Olagan hallerde, su, bazen iyon ve yagda
¢coziinebilen yapilarin gegisini saglarken, globiilin, albumin ve nérotransmitterlerin
gecisine engel olustururlar. Enzim sistemleri iyon ve metabolitlerin gegisini

diizenler.(COSAN E, 2004 ve PAUNU N, 2002 ve 5).
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Sekil 2-2 :A) Fibroz astrositlerin 1s1tk mikroskobundaki goriintiisii (FALCHETTI
A,1999) B)Astrositlerin sematik sekilleri (FALCHETTI A,1999) C) Kan-Beyin
Bariyerinde astrositler (COSAN E, 2004).

Astrositler; hasara ugramis beyin dokusunda, gliozis adi1 verilen nedbe (skar)

dokusunu olustururlar.Bu olusumundan dolayr fibrositlere benzemektedirler
(FALCHETTI A,1999).



Sekil 2-3: Noroglia hiicrelerinin beyinde yerlesimi

2.1.3.0ligodendrositler

Miyelin kilif periferik sinirlerde Schwann hiicreleri tarafindan, SSS’de ise,
oligodendrositler tarafindan meydana getirilir. S.S.S’de bulunan miyelinin yerini
tutarlar. Onlar1 bu gorevleri ile Periferik Sinir Sistemindeki (PSS) Schwann hiicreleri

gibi diisiinebiliriz (Sekil 2-4 : A ve B) (BASARAN A., 2005 ve PAUNU N, 2002 ve 5).
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Sekil 2-4: A) Oligodentrositin sematik ¢izimi (GARTNER L.P, 1997),
B) Noron hiicresi (BASARAN A., 2005 )
2.2.Ependimal hiicreler

Serebral ventrikiiller ve spinal kordun santral kanalinin icini tek katli olarak
doseyen kiibik sekilli hiicrelerdir . Beyin ventrikiillerinin sinirlarinda ve spinal kordun
santral kanalinda bulunurlar. Ventrikiiler ependimada ve KBB’de diizenli bir siv1 alis
verisi olur. Beyindeki ependim ddseli kavitelerin kimi kollarinda beyin omurilik sivisi
(BOS) iiretilir. Iste bu bolgelerdeki ependimal hiicreler ile kapiller yapilarm bir araya
geldigi yapiya koroid pleksus adi verilir (PAUNU N, 2002).

2.3.Gliomalar

Gliomalar, S.S.S’de bulunan glial hiicrelerden koéken alan tiimorlerdir.
Gliomalar, tiim S.S.S tiimorlerinin % 40’mdan fazlasinda goriilen en c¢ok bulunan

primer beyin tiimorleridir (CHINTALA S.K, 1996).

Biiyiik oranda beyin dokusunun i¢ine sizarak beyni ¢epe c¢evre sararlar. Glioma
hastalarmm tiimorlii dokusunun tamami cerrahi operasyonla kesilip ¢ikarilmasi ¢ogu
zaman miimkiin degildir.bundan dolay1 ¢errahi operasyondan arta kalan tiimor hizla
biliylir ve hastalik tekradan niikseder.Cerrahi operasyondan sonra hastaligin tekrar
niiksetmesi tedaviye ragmen hastanin yasam siiresini ortalama 8-12 ayadir. Son yillarda
yapilan c¢aligmalarda in vitro ve in vivogliomalarin invazif davraniglari
anlagilabilmesine karsin, yaygin infiltrasyona neden olan etkenler giinlimiizdede tam

manasiyla ortaya konamamistir.(CHINTALA S.K, 1996).



Glial hiicrelerin farkli tipleri, S.S.S.’deki yeri, yasi, gelisim potansiyeli,
invazivitenin yaygimnligi, morfolojik 6zellikler, hizli ilerleme egilimi ve klinik tabloya

gore, farkliliklar gosterir ( PAUNU N., 2002).

Gliomalar saldirgan tiimorler olup, yiiksek iireme etkinligi gosterir. Kanserin
,Grade’si arttik¢a telomeraz etkinligi de artmaktadir. Kanserdeki bu artis’in sebepleri,
¢oklu genetik varyasyon ve mutasyonlara baghdir (CHINTALA S.K, 1996 ve
COLLINS V.P,1999 ve MORII K, 1197). Gliomalarda; timor baskilayic1 genlerde
(p53, RB, Ras, pl6, PTEN/MMAC), siklin bagimlh kinazlarda (CDK4, CDKS6),
bliylime faktorii reseptorlerinde (EGFR, PDGFR) hatalar oldugu ve baskaca bazi
kromozomal anomalilerine rastlandigi bildirilmistir (COLLINS V.P,1999). Gliomalarin
tesekkiiliinde en miithim faktor olarak , pS3 ve RB genlerindeki hatalar gdsterilmis olup,
telomeraz etkinliginin artisinda da basta bu genlerdeki mutasyonlarin tesirli oldugu

gosterilmistir(COLLINS V.P., 1999).

Glial hiicrelerden olusan tiimorler kendi aralarinda astrositomalar,

oligodendromalar ve ependimomalar olmak {izere iice ayrilir:
2.3.1.Astrositomalar

Gliomalarin astrositlerden koken alan timor ¢esidine astrositoma denir (Sekil 2-

5).

Sekil 2-5: Kiiltiirde astrositoma hiicreleri.
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Astrositomalar, Diinya Saglk Orgiiti (World Health Organization(WHO-

DSO), na gore kisaca asagidaki gibi smiflanmustir;

Grade I: Pilositik astrositoma, bu Pilositik astrositomalara dev hiicreli
astrositoma da denir ve en yaygin olarak ¢ocuklarda goriilen tiimorlerdir. Astrositlerin
oldugu her yerde olabilmesine ragmen ozellikle optik sinirler, 3. ventrikiil, talamus,
medial temporal lob, beyin sap1 (pons) ve serebellum gibi, tipik olarak orta ¢izgi
yapilarinda lokalizedir. Pilositik astrositomlar seyrek olarak  komsu dokulara
yayillmiglardir. Bu tiimérler, siklikla yavas gelisirler ve malign transformasyon nadirdir

(CHINTALA S.K.,1996 ve COSAN E. 2004 ve PAUNU N, 2002).

Grade II: Diisilk grade astrositoma grubuna fibriler ve protoplazmik
astrositomalar girmektedir. Bu tiimorler tipik olarak genglerde olur. Diisiik grade
astrositoma, beyin parankimasmi c¢evreleyerek yayilicilik gosterirler. Astrosit
hiicrelerinin oldugu her yerde gelisebilmesine ragmen hususiyle serebral hemisferde
lokalize olmaya yatkindirlar (CHINTALA S.K.,1996 ve COSAN E. 2004 ve PAUNU
N, 2002).

Grade III: Anaplastik astrositoma, her yasta gortlebilir. Anaplastik astrositoma
(WHO grade III) tiimor yapisindaki fibr6z ya da gemistocytic astrositler ile
karakterizedir. Astrosit hiicrelerinin bulundugu her yerde olabilirler (CHINTALA
S.K.,1996 ve COSAN E. 2004 ve PAUNU N, 2002).

Grade IV: Glioblastoma multiforme, 55 yasm {izerinde sik goriiliir ve tiim
primer beyin tliimorlerin % 40’1 ihtiva etmektedir. Malign (kotii huylu tiimor)
astrositoma olarak da bilinmektedir. Astrositlerin  bulundugu tiim yerlerde
bulunabilmesine ragmen, hususiyle noral dokularda c¢okca bulunur. Glioblastoma
multiforme siklikla niikseder ve ¢ogunlukla yetiskinlerde etkisini gosteren kotii huylu
beyin tiimorleridir.Glioblastomanm en ¢ok goriilen yerlesik bolgeleri frontotemporal
bolgededir, ama ¢eper loblar da ¢ogunlukla etkilenir. Glioblastomalar genellikle yan
hiicrelerin yarim kiirelerinin i¢inde yayginlasarak kospus kallosum siiresince inftratedir
(CHINTALA S.K.,1996 ve COSAN E. 2004 ve PAUNU N, 2002 ve KORNGUTH
S.E., 1989).
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2.3.2. Oligodendrogliomalar

Oligodendrogliomalar’in kanser yapisi oligodendrositlerden tesekkiil eder ve
yaygin gelisen kanserlerdir. Glioblastomaya dogru koti huylu tiimorlerin(maling)
ilerleyisi olur, ama bu maling tiimorler genis ¢apl yayilan astrositomalara gére daha

azdir (CHINTALA S.K.,1996 ve COSAN E. 2004 ve PAUNU N, 2002).

2.3.3.. Ependimomalar

Ependimal hiicrelerden koken alan ependimomalar ¢ogunlukla yavas gelisim
gosterirler. Ependimomanin gelismesi kismen tiimér dokusunun yerlesmesine ve
anaplazinin var olup olmamasma gore degisim gosterir (CHINTALA S.K.,1996 ve
COSAN E. 2004 ve PAUNU N, 2002).

2.4. Glial Timorler ve Molekiiler Diizensizlikler

Beyin tiimorlerinin %60’1n1 ndéron destek dokularindan koken alirlar. Noron
destek dokularindan koken alan gliomalar fenotipik olarak Oligodendroglioma,
Astrositoma ve Oligoastrositoma seklinde {ic ana gruba ayrilmaktadir. DSO’niin
2000°de gelistirmis oldugu smiflandirma ile Gliomalar dort ana derece(grade) grubu
olusturacak sekilde, anaplastik degisiklikler olan mitoz, nekroz, c¢ekirdek atipisi,
mikrodamar ¢ogalmasi degerlendirilerek smiflandirilir (Sekil 2-6)( Behin A., 2003 ve
Felsberg J., 2002 ve Kleihues P., 2000).

Tablo 2-6: GLIOMALARIN WHO DERECE (GRADE) SINIFLANDIRMASI
ASTROSITOMALAR

* Pilositik WHO DERECE I

* Astrositom WHO DERECE II

* Anaplastik WHO DERECE I1I

* Glioblastoma Multiform WHO DERECE IV
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OLIGODENDROGLIOMALAR
* Oligodendroglioma WHO DERECE II
* Anaplastik Oligodendroglioma WHO DERECE III

* Glioblastoma Multiform WHO DERECE IV

« EPENDIMOMALAR

* Subependimoma WHO DERECE I

* Ependimoma WHO DERECE I1

* Anaplastik Ependimoma WHO DERECE III

Astrositomalar igerdikleri hiicrelerin morfolojilerine gore 3 alt gruba ayrilirlar

(Behin A., 2003):

1. Fibriler Astrositoma yaygin sitoplazmasi ve ince uzantilari bulunan

hiicrelerin olusturdugu fibrilden zengin tiimdr stromas: ile tanimlanir.

2. Protoplazmik Astrositoma mikrokistik veya mukoid (siimiiksii) matriks
icine gdomiilmiis seyrek uzantilar1 bulunan kii¢iik eozinofilik sitoplazmali neoplastik

astrositlerden olusur.

3. Gemistositik  Astrositomada tani, timor biitiinii i¢cinde bulunan
gemistositik neoplastik astrositlerin tiim hiicrelerinin %20°si ve iizerinde bulunmasi ile

yapilabilir(Sekil 2-6).
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Sekil 2-6: Astrositler (yesil renkli hiicreler) ve Oligodendrositler (aksonlarin

cevrelerinde yerlesen sari tarali alanla gosterilen hiicreler)

Derece I, cocuk yaslarda saptanabilen, prognozu iyi olan pilositik astrositoma
namina adlandirilan sathayr meydana getirir. Derece II, 20°li 30’lu yaslarda tespit
edilen, hafif yol alarak Derece III ve IV’e doniisebilen safhadir (Collins V. P., 2002).
Derece 111 anaplastik varyasyonlarin uygun goriildiigii ve ¢cabucak derece I'V’e intikal
eden tiimorlerdir (Cavaliere R., 2005). Derece 1V, gliomalarda yolun sonu olarak
degerlendirilir. Sagkalim 1-2 ay ile sinirhidir. Glioblastoma Multiform (GBM) olarak da
isimlendirilir. GBM’ler iki farkli yolla olusurlar: Primer GBM (de novo); 50 yasinin
tizerindeki hastalarda goriiliir . Sekonder GBM ise diisiik dereceli gliomalarin déonem
zarfinda varyasyonlara yaklagmasi ile vuku bulan TP53 mutasyonlarindan menseini alir
ve bliylik oranda geng gurube etki eder.(Behin A.,2003 ve Merlo A., 2003). Gliomalarin
cerrahi operasyonla kanserli dokunun biitiin olarak ¢ikarilmasi, normal beyin
dokusunun igerisine siki bir sekilde niifus ettiginden dolay1 zordur. Ayrica diger beyin
kanserlerinin cerrahi yontemlerle alinmasinda kanserli dokuyla beraber kansersiz doku
nun olabildigince alinmamasi , hastanin yasam siiresi ve kalitesini belirlemede etkin rol
oynar. Bundan dolay1 kanserli doku alindiktan sonra goriintiileme yontemleriyle normal
dokuda kanser kalintis1 kitlesini saptamak genel bir uygulamadir. Bu hal rekiirrens ve
prognozda tesirli oldugu tespit edilmistir (Herfarth K.K., 2001 ve Johannesen T.B.,
2003 ve Watanabe T.,2003).
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Johannesen ve arkadaglarinin yaptiklar1 populasyon kaynakli g¢aligmalarda,
1970-1981 ile 1981-1993 donemler karsilastirildiginda, 15-49 yas bandindaki genc,
noro-epitelial tiimorlii yetiskinlerin sagkalim zamanlarinin daha uzun oldugu (%16.5 ve
%33.1) ortaya konmustur.Bu degisikligin sebebi amelyat sonrasinda normal dokularla
beraber kalan kanserli kalint1 kalint1 kitlesinin goriintiileme teknikleriyle daha net tespit
edilmesi ve  kanser  preparasyonunun daha  diizgiin  yapilabilmesinden
kaynaklanmaktadir.(Johannesen T.B., 2003). Kanserin histolojik olarak ’iy1’
aciklanabilmesi ile sagkalimda elde edilen basari, molekiiler karakterinin tayin
edilmesiyle de tedaviye yonelik yeni yaklagimlar ortaya ¢ikacaktir (Johannesen T.B.,
2003). Yukaridaki degiskenler disinda ilintilendirilebilecek biyolojik o6geler
arastirildiginda bu kanserlerin %60’ mmda TP53 mutasyonlarm gorildiigi ayrica %70-
80’inde ise p53°’e baglanarak yikimma neden olan mdm-2’nin artmasmdan dolayi
fonksiyon kayb1 tesekkiilii goriilmiistiir. Ilk yapilan yaym ¢alismalarinda TP53
mutasyonlarmin glioma hastalarinda sagkalim siiresinde tesiri mevzuunda ihtilafli
sonuglara ulasildi. Ancak ilerleyen zamanlarda yapilan c¢alismalarda kanserin
heterojenik olmasindan dolayr bu itilafin sebebi anlasilmistir.(Peraud A.,2002).
Astrositomalarda  fenotip bakimindan eliptik hiicrelerin bir araya gelerek
gemistositikleri olustururlar. Astrositoma grubu igerisinde gemistositikler sagkalim
siiresi diger guruplara gore daha kasadir. Gemistositik astrositomalarda TP53
mutasyonlar1 siktir. Bu kotii prognozlu astrositoma alt grubunda TP53 mutasyonlarinin
kotii prognozu belirttigi belirlenmistir (Peraud A.,2002). Oligodendrogliomalarda 1p,
19q delesyonu, astrositomalarda ise TP53 mutasyonu cok fazla goriilen molekiiler
intizamsizliklardir. Tablo 2-1 de swrasiyla oligodendroglioma ve astrositomalardaki

molekiiler intizamsizliklar1 goriilmektedir.
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Diisiik Dereceli Anaplastik ;
Astrositoma % Astrositoma ﬁ G’IlOb'ﬂSfO'ﬂﬂ
Sagkahm 2-10 i 2-3 wi 9-12 ay
Proliferasyon +‘/- 4 4 oA
Invazyon ++ ++ +4+4
Anjiogenez — —_— 4o e
hekroz —_ —_ e
Tedaviye Cevap —_ R =
[ T 1 T ) | ‘.
p53 mutasyonlari RB mutasyonu EGFR amplifikasyonu
PDGF /R anlatim CDK4 EGFR mutasyonu
artist amplifikasyonu INK4a/ARF kaybi
INK4a/ARF PTEN kaybi
kaybi RB mutasyonu
PTEN kaybi PTEN mutasyonu
DMBT1 kayb:
19q kayb:
11p kaybi

Tablo 2-1: Astrositomalarin derecelere gore tasidiklar: molekiiler 6zellikler

2.5. Gliomagenez

Disardan yada iceriden onkogenik bir uayaranla uyarildiginda normal hiicrenin
hiicre dongiisiinde duraklamalar ve DNA hasari-tamiri, tamiri miimkiin degilse
Apoptosis(programli hiicre 6liimii) mekanizmalarmi1 c¢alistirrken, genomdaki bu
diizensizlige karsin hiicre yasamina devam eder. Sekil 2-7 deki molekiiler nizamsizlik,
gliomalarin kdken aldiklar1 noroglial hiicrelerde genomik diizensizlik ortaya ¢ikmasinda

rol oynayan gercek nizamsizliklardir.

Noroglial hiicreler astrositler, oligodendrositler ve ependimal hiicrelerden
olusurlar. Bu hiicreler sinir hiicrelerinin saklamasi ve devamlilig1 i¢cin 6nemlidir. Tiim
M.S.S hiicreleri embriyonun tesekkiilii sirasinda noroektodermden veya noral plaktan
gelisir. 1ki oncii hiicre sirasindan T1A ve O2A degiserek astrositler ve oligodendrositleri
meydana getirmektedir ve T1A’nin S.S.’de striiktiire] manada rol oynadig1 ve O2A’nin
aksonal iletimde fonksiyonel misyonu olan hususilesmis hiicreleri meydana getirdigi

ongoriilmektedir (Paunu N.:, 2002).
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Astrositlerin sinir hiicrelerine fiziksel ve biyokimyasal dayanak olusturmasi,
noronlarin kontrolsiiz madde aliminda noron yilizeyinin izole ve kilcal damar endotel
hiicreleriyle kan-beyin engelinin tesekkiiliinde vazifelidirler.Bununla beraber hasar
gormiis beyin dokusu gliosis denilen”iz” dokusunu meydana getirirler. Bu hiicreler
noron hiicrelerinin go¢ etmelerinde, sinaptik gegislerin kontrol edilmesinde, sinaps

sayisiin denetlenmesinde ve ndronlarin enerji thtiyacinin giderilmesinde rol oynar.

Oligodendrositler M.S.S’deki miyelinin iiretilmesi ve siirekliliginin saglanmasi
ve P.S.S Schwann hiicrelerinin benzeridir. Serebral ventrikiillerin dis ylizeyini kaplayan
hiicreler, ependimal hiicrelerinin tek kath hiicre tabakasindan olusur. Diizenli siv1 alig-

verisi kan-beyin engelinde ventrikiiler ependimada vuku bulur (Paunu N.:, 2002).

Glial hiicreler ve yerlesmelerini gosteren Sekil 2-8’de sinir hiicreleri aksonlarmni
her yandan ¢evreleyen oligodendrositler, dallar1 ile damarlar1 sararak néronlar ve kan
damarlar1 aralarinda koprii meydana getiren astrositler ve ventrikiiler kesintilerin
yaygisini meydana getiren sivi varyasyonlarinda aktif bulunan ependimal hiicreler

goriilmektedir.
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Sekil 2-7: Normal hiicre ve kanser hiicresinin onkogenik strese verdikleri
cevaplar. D1s veya i¢ kaynakli stres durumunda normal hiicre, DNA tamiri ve programli
hiicre 6liimii mekanizmalarmi aktif duruma getirirken, kanser hiicresi hiicre dongiisii
durdurulmasi ve apoptoz gerceklestiremediginden genomik kararsizligina ragmen

yasamina devam eder (Merlo A., 2003).
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Noroglial Hicreler

Kilcal Damarlal

Beylnln
*serebrosplnal
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Sekil 2-8: Glial destek dokusunu olusturan hiicre tipleri ve yerlesimleri .

Embriyonik dongiiniin sekizinci giliniinde ventrikiiler alandaki kok hiicreler
Fibroblast Biiyiime Faktoriine(FGF)cevaplandirilarak kalan ara bolgede radial glial
hiiceleri meydana getirirler.Noronal ve glial hiicrelerin onciilerinin olugmasi radial glial
hiicrelerin ventrikiiler alandan go¢ etmeleriyle meydana gelirler. Glia yonelimli
hiicrelerin oliismasinda, embriyonik siirecin oniiglincli giiniinde puliripotent kok
hiicreler ,Epidermal Biiyiime Faktorii'ne (EGF) duyarli hale gelerek onciileri meydana
getirirler. Embriyonik siirecin onsekizinci giinde hiicreler yanliz EGF’ye duyarlidir
bununla beraber glia yonelimleri PDGF R+ ve PDGFR- onciillerini meydana getirirler
(Sekil 2-9 , Sekil 2-10 ). Olusan hiicreler de ventrikiiler sahadan aralikli sahaya
taginarak oligodendroglial veya astrositik ayrisma prosesine olustururlar. Farklilasma
stireci igerisinde Oligodendrositlerin Onciilleri astrositleri ve astrositlerin Onciilerini
tekrar degiserek radial glial hiicreleri meydana getiriler. Cevre uyaranlarinin etkisiyle
radial glial hiicrelerin asrositlereve astrositlerin de radial glial hiicrelerine dotsiirler.

(Merlo A., 2003).
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Sekil 2-9: Glial Hiicrelerin Embriyonik Gelisimi. Sekilde glial tanimlanmis
onclillerin bliylime faktorleri etkisiyle embriyonik gilinler 8, 13, 18’ de degisimleri
goriilmektedir (Merlo A., 2003).
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Sekil 2-10 : Embriyonik gelisim sirasinda kok hiicreler, biiylime faktorleri etkisi
altinda ventrikiiler katmandan subventrikiiler, intermediate katmana ve neokortekse go¢
edisleri sirasinda farklilasarak noronlar1 (yesil), oligodendrositleri (sar1) ve astrositleri

(kirmizi1) olustururlar (Andrea J.,2001 ve ) Ding H.,2000).

Astrositomalar ve oligodendrositomalarin biiyiime donemlerinde kdken
olusturan hiicre ¢esitleri iki ayr1 hipotezi bulunmaktadir.Birinci hipotez; kanser
hiicrelerinin direkt Onciil hiicrelerden gelistigi, ikinci hipotez ;gelisim donemini
tamamlamis olan olgun astrositten tekrardan farklilasarak meydana gelmistir. Bu
hipotezlerin dogrulugu heniiz kanitlanamamistir (Sekil 2-11). Deneysel olarak
olgunlasmis astrositlerin embriyoya ekiminden sonra sadece ekim bolgesindeki
hiicreleri degil ekim bdlgesindeki farkli bolgelerde de radial glial hiicrelere yeniden
degistikleri goriilmiistiir.(Konopka G.,2003, Merlo A., 2003). Holland ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada noronal oOnciil hiicrelerden glioma hiicrelerine doniisiim

gosterilmistir (Konopka G.,2003).

Depinho ve arkadaslar1 es varyasyonlarm eriskin olan astrositler i¢in de
muteberligi ortaya konmustur.Glioma hiicrelerine doniisebilen néronal kok hiicre olan

nestint ve astrositoma olan GFAP+ hiicreleri oldugu goriilmiistiir. (Konopka G.,2003).
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Sekil 2-11: Astrositomalarin gelisimi hipotezleri (Konopka G.,2003).

2.6 Niikleer faktor-kappa B (NF-kB) ailesi

Niikleer faktor- kappa B (NF-kB) ilk kez 1986 yilinda Sen ve Baltimore
birlikte kesfedildi. NF-KB bir transkripsiyon etkenidir (Baldwin 2001). NF-kB ilk
olarak sicanlarin B lenfositlere has olan immunoglobin K kolay zinciri(light
chain)genin ekpresyonunu tanzim etmek icin ortaya ¢ikan bir protein olarak
tanimlanmistir.Ilerleyen zamanlarda yapilan calismalarda NF-kB'nin B ve T
lenfositler, fibroblast ve monositik makrofajlar gibi tiirlii hiicre ¢esitleri
sentezlenen miithim bir regiilator protein oldugu ortaya ¢ikmigstir. (Baeuerle 1998,

Baeuerle ve Henkel 1994, Blank ve ark. 1992).

Memeli hiicrelerinde NF-KB transkripsiyon faktorii ailesi; yapilari,
fonksiyonlari, sentezlenme sekli ve C terminal sirasina bakilirsa degisiklik gosteren

2 protein grubu baslig1 altinda incelenir (Lawrence ve ark. 2001).

Birinci  grup;uzunlamasina  polipeptidler  bi¢ciminde  sentezlenen  bu
polipeptidlerin proteoliz muamelesi ile p50 ve p52 kiiciik etkili molekiiller
olusur. Olusan bu molekiillerden sirasiyla pl05 ve plOO olusur. P50 aslinda
pl0Sden meydana gelirken, plOO’iin proteolizi NF-kB indukleyen kinaz (NF-
kB inducing kinase, NIK) araciligiyla indiiklenebilir. Ayrica fosforilasyon ve

poliubikitinasyon prosediirii ile tanzim edilir. pl05 ve plOO klavuz proteinleri
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C- terminali IKB proteinlerine mahsus bulunan ¢ok klonlu ankirin tekrarlar
bulundururlar. Bu yinelenmis proteinleri inhibe eder. Bu klas proteinler
proteolizis yada translasyon esnasinda aktif hale gecirilirler (Gilmore 1991;
Blank ve ark. 1992; Baeuerle ve Henkel 1994).

ikinci grup; NF-kB protein grubunda; p65 (RelA), c-Rel (homologu retroviral v-
Rel) ve RelB’den tesekkiil eder. Olusan proteinler prekiirsorlerden kaynak
almazlar bunlar C-terminal transkripsiyonel aktivasyon domaininde yer
alirlar. Rel proteinleri C-terminalinde aktiflestirici domain bulundururlar. Bu
domainin serisi korunmamaistir (Kurylowicz ve ark. 2007).
Ozetle, NF-KB ailesinin azasi olan bes protein tespit edilmistir :

1. NF-KB 1 (p50/pl05)

2. NF-kB2 (p52/pl00)
3. RelA (p65)

4. RelB

5. c-Rel

BUTON NF-KB ailesinin azalari, NT(niikleer translokasyondan) mesul olan
muhafaza edilmis olan Rel-homoloji sahayr (RHD) kullanirlar. RHD, proteinlerin
amino tepelerinde olan takribi 300 a.a bolgesi icine alir (Dale ve ark. 2006).
RHD’nin gorevleri;

1. DNA’nin baglanmasi,
2. proteinlerin dimerizasyonu,

3. NF-kB’nin intraseliiler inhibitorii olan IkB ile etkilesimdir.

Bundan dolay1 RH domaini korunmus dizelere (DNA’ya baglanma,
inhibitore baglanma, dimerizasyon saglayan ve niikleer lokalizasyon sinyal (NLS))

mevcuttur (Baldwin 1996; Kopp ve Ghosh, 1995).

Rel-A, RelB ve c-Rel; C-terminal sahasinda NF-KB araciligi ile gen trans-
aktivasyonunda miihim bir yere malik olan trans-aktif domaini ihtiva eder. p50 ve
p52’nin prekiirsor molekiillerinin (pl05 ve plOO) C terminal bolgesi 1kB ailesi
iiyelerinde de bulunur. IkB ailesi tiyeleri IkBa, IkBb, IKBE, Bcl3 (Perkin 2007)
(Sekil 2-12).
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a- NF-xP Ailesa

Sekil 2-12: NF-KB protein aileleri’nin iiyeleri (Memeli hiicrelerinde 5 adet niikleer
faktor (NF)-kB tiyesi bulunmaktadir. RelA (p65), RelB, c-Rel, p5S0/pl05 (NF-kB1) ve
pS52/pl00 (NF-kB2).

NF-KB ailesine mensup olan proteinler ve NF-kB ya bagli olan tiim alt tinitelerin
transkripsiyonel olarak etkili ve dominant bi¢cimlerini meydana getiren homodimerler ve
heterodimerleri olustururlar. Bunlarin tek istisnast RelB dir. Ciinkii RelB proteini
yanlizca heterodimerizasyon meydana getirir (Morgan ve Liu 2011). NF-KB ailesin de
bulunan en aktif big¢imleri; p50, p52 ve p65 subunitlerinden tesekkiil eden
heterodimerlerdir. NF-KB’nin prototipik bi¢imi, ¢ok fazla goriilen bi¢imidir. Ayrica
p50/p65 subunitlerinden meydana gelir (Hassa ve Ark. 2003). P50/p50, p52/p5S2,
RelA/RelA homodimerleri gibi diger dimerik kompleksler, ayn1 zamanda bagka hiicre
tiplerinde de bulunmaktadir (Barkett ve Gilmore 1999). Ancak bu dimerlerin
transkativasyonal 6zellikleri hala aydinlatilabilmis degildir (Chen ve ark. 1999). Tiim
NF-kB dimerlerinin umumi olarak kB (Genom {izerine baglanma bdlgesi) baglayici
motifine baglanir. Buna karsin daha degisik dimerler kB motifleri tanimakta ve

baglanabilmektedir.

2.6.1. NF-KB tarafindan diizenlenen genler

Hiicrede uygun sartlarda inhibitor proteini olan IkB, NF-kB ile nonkovalent
etkilesim de bulunan iki proteinle kompleks olusturmus seklinde sitoplazmada inaktif
sekilde bulunur. IkB proteinleri, ¢cekirdek ve sitoplazma araliginda NF-KB istikrar1 elde

ederler(Tuncay ve ark. 2010). NF-kB’nin aktif hale gecmesinde ¢esitli uyaranlar(viral
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driinler,UV ve bakteri vb.)sayesinde saniyeler igerisinde aktif(Aggarvval 2004).
Hiicrenin zarma ligand baglanmasiyla, I/cp kinaz aktivasyonunun olusmasi i¢in anahtar
enzim roliinde olan IKK gamanin alt birimleri ve enzim aktivitesi aktif olan iki alt
birimi IKKa ve IKKp’den olusur ve aktivasyonu saglar. I/cp fosforile olunca I/tp’nin
NF-kB’dan ayrilmasini saglar. Ayrica ubikitinasyon ve son olarak inhibitor proteinin
26 S proteozomlar ve diger proteazlar tarafindan proteolitik olarak degradasyonu ile
sonuclanir. Yukarida anlatilan yolak cok sik kullanilan prototipik heterodimerlerin

p50/RelA’nin aktiflesmesine neden olur. (Gerondakis 1999).

NF-KB’nin ¢ekirdege giris yapmasi i¢in inhibitor proteininde ayrilmasi ve
aktiflesmesi gerekir. Bu sayede NF-kB cekirdege girebilir. Transkripsiyonun
baslamasi i¢in NF-KB dimerlerinde , amaglanan genlerin promoter bdlgelerinde yer
alan dekamerik motiflere, “GGGRNNYYC (kB motif)”, tutunarak gen
transkripsiyonunu baslatir (Chen ve ark. 1999). Bu sayede NF-KB transkripsiyonun
aktif hale gecmesine yardimci olur (Hayden and Ghosh, 2004).

Okaryotik hiicrelerde, transkripsiyonel etkeni olarak fonksiyon goren NF-
KB, inflamatuar ve immiin yanitlarin merkezi bir diizenleyicisidir. immiinitenin
diizenlenmesi, hiicrenin biiylimesi, inflamasyon, lenfositin aktif hale ge¢mesi,
hiicrenin farklilagsmasi, sagkalim, nekroz ve apoplozun hiicresel olaylarinda rol
oynar(Richmond  2002). Onemli organ hastaliklarinin  bir  ¢ogunun
patofizyolojisinde 6nemli rol oynar. NF-KB’lin aktiflesme sistemindeki en kiigiik

bozukluk, bulundugu hiicrenin apoptoz veya nekroz’ girmesini tetikler.

NF-kB araciligi ile hiicrenin immiin(dogal yada sonradan kazanilmis)
yanitini ilgilendiren bir ¢ok genin(>200) aktif hale ge¢mesini saglar. Ayn1 zamanda
Immiin yanit1 olumsuz etk,leyecek bir cok genin baskilanmasini saglar. NF- KB’ nin
ekspresyonundan sorumlu oldugu genler; biliylime faktorleri, hiicre adezyonunun
molekiilleri, immiinreseptorler ve bazi akut faz proteinlerini kodlayan genlerden
sorumludur. Bu faktorler; IL-2, IL-6, IL-ip, TNF-a gibi sitokinler, 1L-8 gibi
kemokinler, G-CSF ve GM-CSF gibi koloni stimiile edici etkenler, bazi

interferonlar sayilabilir (TABLO 2-2).



Tumor nekroz faktor ailesi

e TNF-a

» TNF-Z

Interlokin ailesi

«IL-15

« IL-2
 IL-6

« IL-12

Kemokin ailesi

« IL-8

- MUM

« MCP-1

« RANTES

Koloni Stimiile Edici Faktorler

* G-CSF
* GM-CSF

Interferon ailesi

TABLO 2-2: NF-KB tarafindan diizenlenen immiin sistem elemanlari

* IFN6
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IkB’nin fosforile olmasmi etkileyen hiicresel etkenler NF-kB’nin aktif hale

gecmesinide etki edebilir. [kB’nin fosforile olmasini etkileyen etmenlerden bazilar;

UV, LPS, bakteri veya virus trilinleri fosforilasyonu etkiler. (Shall ve Murcia 2000;

Hassa ve ark. 2001). NF-kB ile hiicre arasinda gerceklesen olaylar;

Hicre- hiicre

adhezyonu, hiicre’nin iyilesmesi, inflamatuar hiicrelerin goc¢ii, Onciil patojenik

sinyallerin yayilmasi ve genislemesi, tiimorigenezin baslamasi1 ve hizlanmasi gibi

olaylardir(Feinman ve ark. 2004).( Sekil 2-13)
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Sekil 2-13: NF-KB tarafindan diizenlenen genler

NF-kB’nin eksik yada yanlis aktiflesmesi sonucunda; otoimmun artrit, astim
septik sok, akciger fibrozisi, glomerulonefrit, atherosklerozis ve AIDS gibi bazi
hastaliklarla eksikliginin neden oldugu goriilmistiir (Barnes ve Karin 1997). NF-
KB’NIN aktif hale ge¢mesinin, kanserlesmis hecrelerde artis, invazyonu,
anjiogenezi ve kanser hiicrelerinin yayilmasmi sagladigi ortaya konmustur. (Ueda

ve Richmond 2006, Gilmore ve ark. 2002).

2.6.2. NF-kB Aktivasyonunun Hiicre Biyolojisine Etkileri

NF-kB’nin aktiflesmesi sayesinde Makrofajlar, T hiicreleri ve farkl: hiicrelerden
iretilen pro-inflamatuar sitokinler tarafindan, hedeflenen hiicreleri (Sekil 2-14)
gosterirler (Ghosh S1998, Baeuerle PA.1998). Bir¢ok proinflamatuar sitokinler IL-1
ve TNF-a icin reseptor ekspresyonu yapar ve isaret transdiiksiyonu i¢in gerekli olan
IKK kompleksini de igerirler. lokosit, vaskiiler endotel ve diiz kas hiicreleri,
kardiyomyositler ve fibroblast gibi hiicreler pro-inflamatuar sitokinlere NF-kB’nin
aktiflesmesi sayesinde cevap verebilirler (Baeuerle PA1998, Baldwin AS.1996). IL-6
ve IL-12 gibi bircok sitokinin ve ICAM-1, VCAM-1, E-selektin gibi adhezyon
molekiillerinin, matriks metalloproteinaz, siklooksijenaz-2 ve iINOS’un kodlanmasini
iceren gen ekspresyonunun artmasina neden olur (Collins T,1995, Warner S.1987).
Bunlara ek olarak, NF-kB’nin aktif hale ge¢cmesiyle pro-inflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu pozitif "feedback"e yol agar. IL-6’nin birakilmasinda rolu olan, NF-
kB’nin hususiyle beyin dokusunu uyararak sistemik inflamasyona neden olur. Bu

sayede IL-6 saliverilir(Akira S,1990) (Sekil 2-15).
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NF-kB’nin yolagi mikrobiyal {iriinler tarafindan da kullanilir. Hususiyle gr (-)
bakterileri endotoksini LPS’in "toll-like reseptdr” den bir reseptore baglanmasiyla NF-
kB’dan uyarilar baslar (Medzhitov R, 1997, Aderem A.2000). Yeni yapilan caligmalar’in
insan ve memelilerde uyaran LPS reseptoriiniin TLR-4 oldugu ortaya konmustur
(Medzhitov R, 1997, Aderem A.2000). TLR’ler, NF-kB ve son iiriin olarak NO (nitrik
oksit)’nun evrimsel diizlemde eski molekiillerdir ve patojenlere karsi ¢ok hiicreli

organizmalar1 korumada TLR/NF-kB aracil1 yanit anahtar mekanizmadir.

LPS
Serbest Radikaller
Sitokinler

NF-xB AKTIVASYONU

LA .':- p
STOPLAZMA & Kinaz
it

NFxB

Kompleksi

= Hedef Genler

Sekil 2-14: NF-kB’nin aktivasyonu (David A, 2001)
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Sekil 2-15: NF-kB aktivatorleri ve etki yerleri (David A, 2001)
2.6.3. Niikleer Faktor-kB (NF-xB) Trankripsiyon Faktorii Ailesi

Insanlarda NF-kB1, NF-kB2, REL, RELA ve RELB’den olusan bes genin
iirtinleri; NF-kB-(p105 ve p50), NF-kB2 (P100 ve p52), p65/RELA, RELB ve c-REL
den olusan transkripsiyon etkenleri ailesini meydana getirir. NF-kB’nin akfif formunu
gostere bilmesi i¢in, polipeptidlerin homodimer veya heterodimer olustururlar. Bu
sayede NF-kB proteinlerinin aktif formu goriiliir (Gilmore, T.D.2006, Karin, M, 2000).

IkB protein NF-kB’ni sitozolde dimerleri araciligi ile baglanarak pasif kalmasini
saglar. IKK(IkB kinaz) araciligiyla 1IkB fosforilasyona ugrayarak parcalanir ve NF-kB
serbest kalarak aktiflesir. (Karin, M, 2002).

2.6.4. NF-xB Proteinlerinin Yapisal Olarak incelenmesi

NF-kB ailesini olusturan proteinlerin yapisi incelendiginde (Sekil 2-16), tiim alt
birimlerin amino-ucunda “Rel homoloji bdlgesi, RHD” olarak adlandirilan yaklasik 300
amino asit uzunlugunda bir dizinin oldugu tespit edilmistir. Bu bolgede ki dimerlerin
olusumu ve sitozolden nukleusa ge¢isinde, DNA’ya baglanmasi ve IkB proteinleriyle

etkilesimden mesuldiir (Vallabhapurapu, $2009, Huxford, T,2011, Hayden2008).

RHD’nin yapisiyla ilgili ilk veriler, kB DNA’ya mensup NF-xB p50:p50 homo-
dimerinin Kristal yapisindan meydana gelmistir (Ghosh, G 1995). NF-xkB p50: DNA
teskilinin tetkikiyle RHD’nin immiinoglobulin olusumuna benzer ¢ift katlanmis

mintikadan olusur. Amino ucu, ortalama 160-210 a.a.uzunlugundadir, DNA’nin
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baglanmasindan mesul bolgesidir. Karboksil ugta bulunan “DD (dimerizasyon bdlgesi)”
takribi 100 a.a uzunlugundadir. Striiktiirel olarak hususi baska bir saha da “NLS
(niikleer lokalizasyon dizisi)” 6zglir NF-kB dimerlerinin nukleusa gegirilmesini saglar.
NLS bolgesinin IkB proteinini gibi degisik striiktiirelyapiyr baglayabilecek
konformasyonel elastik yapiya (Huxford, T, 2011).

RHD protein NF-kB’nin ortak yapisal proteinidir. RHD’nin disinda yanlizca
RelA, RelB ve c-Rel alt {initelerin striiktiiriinde “, TAD (transkripsiyonal aktivasyon
bolgesi)” bulunmaktadir. TAD bdlgesiyle ilgili elimizde yeterli very bulunmamaktadir.
TAD bdlgesinin a.a dizileri olarak alt iinitelerinde degisiklik goriilmektedir. (Huxford
2009)).

529 536
D0
RelA TAD —
267 492 503 557
c-Rel TAD —

84 368

° 573
RelB L ; TAD Q

@ @

99 @ =3 123 855
865 871
ANK
p100/p52 RHD B

338
924 933
ANK
pr05/pso B—ananane 920

Sekil 2-16: NF-xB alt birimlerinin genel yapisi. RHD, Rel homoloji bdlgesi; TAD,
transkripsiyonal aktivasyon bolgesi; LZ, 16sin fermuart motifi; GRR, glisin amino asidi
bakimindan zengin boélge; ANK, ankirin tekrarlar1 bolgesi. Translasyon sonrasi meydana gelen
modifikasyonlardan P, Fosforilasyon; Ac, Asetilasyon ve Ub, Ubikutinasyon. Vallabhapurapu
ve Karin (Vallabhapurapu,2009)’den alinmustir.

(13

pS0 ve p52 alt tnitelerinin striikktiirinde TAD yoktur. TAD’in yerine, *,
GRR(glisin amino asidi bakimindan zengin)” denen bdlgesi vardir. Bu p50 ve p52°nin

alt iiniteleri sayesinde nukleusu asip DNA’ya baglamasini saglar. Yalniz hedeflenen
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genlerin ekspresyonunu arttirmasi gerekirken transkripsiyonun durdurulmasina yol agar.
Transkripsiyon enzimlerinin aktiflesmesinde gorev alan NF-kB’nin dimerlerinin
meydana gelmesinde TAD bulundura RelA, RelB ve c-Rel alt iinitelerinden en az bir

tanesinin bulunmasi gerekir (Huxford 2009).

RelB’nin amino kisminda bir “LZ (16sin fermuar1)” motifi goriliir. Bu motif
bolgesi transkripsiyonun tanzim edilmesinde miithim bir yere sahiptir. Bu molekiiller
degisik boliimlerden olusur. Translasyondan sonra olusan {iriinlerde meydana gelen
modifikasyonlarin bir kolu(fosforilasyon ve asetilasyonlar gibi), DNA’ya angaje olmasi
ve transkripsiyonla alakali etkinliklerin organizasyonunda miithimdir (Perkins, N.D.

(2006)).

2.6.5. NF-kB Dimerlerinin Olusumu ve DNA’ya Baglanmasi

2.1. RHD ortaminda gorev alan ve ortalama 100 a.a.’den olusan DD’nin yardim ile
dimerler meydana gelir. NF-kB’nin alt iinitelerinin biinyesi , X-1sin1 kullanilarak
tetkik edilmis ve DD’ nin bir ka¢ adet anti-paralel beta katman meydana geldigi bu

katmanin immiinoglobulinlere de benzedigi saptanmistir. (Sekil 2-17)(Huang, D.B

1997).

RelA DD

2 RelA & RelA
RelB DD RelB DD

Sekil 2-17: NF-kB’nin Rel homoloji bolgesi ve dimer olusumu. A, NF-kB p50 alt biriminin
RHD yapisi; B, p50 (yesil) ve RelA (kirmizi) alt birimlerinin olusturdugu dimer yapisi; C, RelB
homodimer yapist (iki alt birimin DD bdlgeleri ayri renklerde gosterilmistir, sar1 ve MOR); D,
p50: RelA dimerinin ara yiizii; E, NF-xB p50 homodimerinin DD ara yiizii; F, RelA
homodimerinin olusturdugu ara yiiz. Huxford ve dig. (Huxford, T., 2011)’nden alinmigtir
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Polipeptid dizisi ile bir grup a.a diger birkag a.a ile etkilesime girerler ve
protein-protein kompleksi olusur. Bu kompleks neticesinde bir ara yiiz olusur. Bu ara
yiiz diginda bir a.a 6begi daha vardir (Huxford, T 2009). NF-«B’nin alt iiniteleri arasinda
iki alt tinitenin iliskisiyle dimer olusur. Bu dimerler olusmasi neticesinde, bir alt
iinitenin DD’sinde beta-tabakasindan birisi bagkasinin DD’siyle etkilesir ve “dimer ara
yiizii”olusur. Dimerlerin tesekkiiliinde 14 a.a vazifelidir (Sengchanthalangsy, 1999).

Yapilan deneylerde (Kristal yap1 analizi) dimer konformasyonlarinin hangisinin
en ¢ok kullanildig: ile ilgili veriler (Huxford, T., 2011). En fazla istikrarli dimer ara yiizii
p50:p65/RelA araliginda olusmustur (Sekil .B, D). Bu heterodimer, p50:p50 (Sekil .E)
veya p65/RelA: p65/RelA (Sekil .F) homodimerlerinden anlamli derecede daha
istikrarlidir (Huxford, T., 2009, Huang, D.B., 1997).

Teorik olarak 5 tane NF-xB alt {initesinden onbes degisik homodimer ve
heterodimer tesekkiil etme ihtiimali bulunmaktadir (Sekil 2-18). Bu olusan homodimer
ve heterodimerler den oniki tanesi in vivo sartlarinda saptanmistir. Fakat geriye kalan 3
tanesi ise (RelB: RelB, RelB: c-Rel ve p52: c-Rel) in vivo sartlar da tesekkiilii ile ilgili
malumat bulunmamaktadir. Bununla beraber dimer tesekkiilleri p65/RelA: RelB
heterodimerlerin’in (Marienfeld 2009), birtakim hususi sartlarda tesekkiil edebilir
(Huxford, T 2009).

Sekil 2-18: NF-kB’nin alt birimlerinin olusturabilecegi olas1 dimer kombinasyonlar1.

O’Dea ve Hoffmann (O'Dea, E 2010)’dan alinmistir.

Hiicreler muhit sartlarina gore degisik sinyaller gonderir ve alirlar. Bu

sinyaller hiicre icerisinde degisik dimerlerin meydana gelmesini saglarlar.
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Bu olaylarin tamami birtakim biyokimyasal tepkimeler neticesinde birkag
degisik evrede denetlenir. Bu denetleme mekanizmalarindan bir tanesi, hiicrenin ve
uyaricinin  ¢esidine has bulunan RHD polipeptidinin salgilanmasidir.  Otekisi
monomerlerin kaynasmasiyla veya ayrilmasiyla olusan dimerlerdir. Bu dimerlerin
iiretim evresi, 6teki dimerin stabilitesinin saglanmasiyla IxkB:NF-«xB birlikteliginin etkin

olmas1 6nemlidir(O'Dea, E 2010).

RHD polipeptidi transkripsiyon sayesinde {iretimi kontrpl edilir. IxB
proteini dimerlerin sitozolde bulunmasma diger bir degisle DNA’ya baglanmasini
inhibe eder. Bu durum dimerlerin monomerlerine parcalanmasini yavaslatarak kararl

kalmalarini saglar. (Barkett, M 1999).

Bununla beraber, p100 ve p105 molekiillerinin proteolizi ile p50 ve p52’nin
meydana getirilmesi ile gelen sinyallere baglidir. Bu alt birimlerin striiktiirinde TAD
bulunmadigindan dolayr c-Rel, RelB ve RelA imeydana getirdigi dimerler
transkripsiyon sayesinde aktif hale gegerler. Bundan dolayr homodimerleri

transkripsiyonu baskilayict gérevi bulunur( Li, Q.,2002).

Farkli yapidaki NF-xkB proteinleri, baglanma bolgesinin ¢esitliligine gore
farkli dimerler olusturur; farkli IkB proteinleri ile etkilesir (Barkett, M.,1999). Farkl
NF-kB dimerleri, ¢esitli genlerin ekspresyonunu diizenlemek iizere, degisik uyaranlara
cevap olarak, farkli hiicre tiplerinde aktivite gosterir; diger transkripsiyon faktorleri ve

diizenleyici proteinlerle farkli yollarda etkilesir.

O'Dea ve Hoffmann (O'Dea, 2010)’a gore, hiicrenin tipine 6zgli dimer
olusum mekanizmasinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in, baz1 hastaliklarla iliskili hiicreler
kullanilabilir. Hiicreler, boyle bir mikro-cevrede TNF, IL-1 (interlokin-1), IL-6 gibi
enflamatuvar sinyallere siirekli maruz kaldiginda denge seviyesindeki degisiklikler
incelenebilir. Patolojik sartlarda ortaya ¢ikan dimer olusumlarmin da farkli olabilecegi

ileri stirilmektedir.

NF-«B dimerlerinin DNA {iizerindeki kB bolgesine bagli halde elde edilen kristal
yapisindan, iki NF-kB alt biriminin RHD’lerinin dimer olusturdugu yerde, ana oluk
icinde bir tam doniis boyunca, ¢ift zincirli DNA ile sik1 bir etkilesim i¢inde 9 oldugu

anlasilmistir (Ghosh, G. 1995). NF-kB’nin amino ucu ve dimerizasyon bolgeleri hedef



33

DNA’nin etrafin1 kusatir. DNA ile etkilesim, proteinin ikincil yapisindaki beta-
tabakalar1 baglayan doniislerdeki amino asitler araciligi ile olur (Sekil 2-19).

X-1s1n1 kristal yapilart olusturularak dimerlerin baglanma bdlgelerinin
incelendigi pek ¢ok ¢aligma yapilmistir (Berkowitz,2002, Moorthy,2007). Bu
calismalarda, NF-kB dimerlerinin DNA’ya baglandigi bolgelerin niikleotit dizileri,
dimerlerin bu bolgelere baglanma sekli ve bu bolgeleri nasil tanidigina dair birgok bilgi
elde edilmistir. Biitiin bu ¢alismalardan, farkli dimerlerin farklt DNA dizilerini tanidigi,
konsensus dizilerin onemli derecede birbirinden farkli oldugu sonucuna varilmistir.
Huxford ve Ghosh (Huxford, T 2009), kB bdlgelerinin merkezinde yer alan niikleotitlerin

baglanmanin 6zgiilliigiinii ve baglanma afinitesini etkileyebilecegini belirtmislerdir.

Sekil 2-19: NF-xB p50:p65/RelA heterodimerinin kB DNA bolgesi ile etkilesimi. Dimerlerin
amino ucu DNA ile etkilesimden, karboksil ucu dimerizasyondan sorumludur. Huxford ve

Ghosh (Huxford, T 2009)’tan alinmustir.

Sonugta, bir transkripsiyon faktorii olarak NF-kB’Nin temel rolii, konsensus
dizisi 5'-GGGRNWYYCC-31] olan kB bdlgelerinin varyasyonlarma (R: A veya G; N:
A,C,GveyaT; W: AveyaT; Y: C veya T) baglanmaktir (Huxford, T., 2011).

insan genomunda yaklasik 1.4x10* olarak hesaplanan olasi kB baglanma
bolgelerinin ilgili dimerler tarafindan bulunup taninmasmin uyariya 6zgli gen

transkripsiyonunun 6nemli bir basamagi oldugu ifade edilmektedir. NF-xB
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proteinlerinin kromozomal olarak gomiilmiis, birbirine ¢ok benzeyen bu kB bdlgelerine
ulagsmalar1 i¢cin 6zgiil kromatin modifikasyonlar1 ve konfigiirasyonlar1 gerekmektedir
(Natoli, G 2005). Ancak, kB bolgelerinin ¢esitliligi gen diizenlenmesi i¢in yetersizdir
(Wan, F., 2007).

NF-«B proteinlerinin DNA’ya baglanma aktivitesi, sitoplazma ve ¢ekirdekte
bulunan IxB proteinleri, Rel alt birimleri, Rel proteinleri ile iliskili diger proteinleri, Rel
olmayan alt birimleri kapsayan bircok basamakta kontrol edilmektedir. Rel ile iliskili
proteinlerin her gegen giin artan listesi, doku veya hiicre tipine 6zgii bir diizenlenme

mekanizmasi oldugunun diger bir kanitidir (Wan, F.Y., 2009).

2.6.6. Niikleer faktor-kappaBl (NF-kB1)

NF-KB1 geni 4924 bolgesindedir (Sekil 2-20 ) ve 24 ekzon igerir. Insan NF-
KB1 geni 2 adet protein kodlar:
. DNA baglama sahasi olmayan sitoplazmik bir molekiil olan pl05,

. pl0S subunitinin C terminal bélgesinden tiiremis DNA baglama sahasi

iceren pS0 proteini (Heron ve ark. 1995).

k2 -
u:szz—.

Sekil 2-20: NF-kB1 geninin kromozom {iizerindeki yeri

NF-kB1, dogal ve kazanilmis immiinitenin anahtar transkripsiyonel bir
regiilatoriidiir. NF-KB 1, makrofaj ve T hiicrelerinde proinflamatuar ve hiicresel
yasamsal fonksiyonlar1 yonetir. NF-KB 1 ve onun inhibitdr protein NF-KBIA (I/tBa,
niikleer faktor-kappa B inhibitor alfa) geninde bircok polimorfik bdlge
tamimlanmistir (Campbell ve Perkins 2006, Glavac ve ark. 1994). Bu
polimorfizmlerin NF-KB’nin islevini potansiyel olarak etkiledigi saptanmistir
(Curran ve Ark. 2002). NF-icB’nin uygunsuz aktivasyonu, astim, enflamatuvar
artrit, septik sok, akciger fibrozisi, diabet, kanser, AIDS, arterosklerozis ve felg

gibi inflamasyon ile iligkili ¢esitli insan hastaliklar1 ve patolojik durumlarla iliskili
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oldugu saptanmistir (Baldvvin 2001, Chen ve ark. 1999).

2.6.7. NF-kB1 insersiyon/delesyon -94 ATTG Polimorfizm

NF-kB 1 geni promotdr bolgesinde fonksiyonel polimorfizme yol acan dort
niikleotid insersiyon/delesyon (-94 ins/delATTG polimorfizmi (rs28362491))
tanimlanmis ve bu polimorfizmin fonksiyonel rol alarak bir¢cok hastalik ve kanserle
iligkili oldugu saptanmistir. 4 b¢ delesyon sonucunda, niikleer proteinlere baglanma
kayb1 ve gecici transfeksiyon deneylerinde NF-KB 1 promoter-luciferaz reporter
olusumundaki promoter aktivitesinin distiigii saptanmistir (Tuncay ve ark. 2010,

Karban ve ark. 2004).

2.7. Toll Like Reseptorler
2.7.1. Tarihcgesi

Toll benzeri reseptor (TLR), adm ilk defa 1985 yilinda bir meyve sinegi olan
Drosophila’de tanimlanan Toll geninin sentezledigi proteine olan benzerliginden dolay1
almistir (Anderson KV). Hoffmann ve ark. Toll’un sinegin mantar enfeksiyonlarina
kars1 bagisiklik yanit1 olusturmasinda rol oynadigini bulmuslardir (Lemaitre B). ilk
insan TLR’ii Nomura ve ark tarafindan 1994'de tanimlanmistir (Nomura N). Charles
Janeway ve Ruslan Medzhitov 1997'de, bugiin TLR4 olarak bilinen bir TLR’iin,
disaridan antikorlarla baglandiginda, uygun bir bagisiklik yanitini baslatmak i¢in gerekli
olan belirli genleri etkinlestirdigini kanitlamislardir (Medzhitov R). Insanlarda su ana
kadar enfeksiyonlara kars1 konake¢i savunmasinda rol oynayan 13 c¢esit TLR
gosterilmistir. Son birka¢ yilda bu konuda yapilan ¢aligmalarin sayis1 hizli bir bi¢imde
artmig ve TLR’lin farkli patojenlerin taninmasinda ve iliskili olarak savunmasinda
onemli bir sinyal reseptorii olduklar1 anlagilmistr. TLR-1, -2, -4, -5, -6 ve -10
cogunlukla hiicre ylizeyinde lokalize olup patojenlere spesifik molekiileri tanirlar. TLR-
3, -7, -8 ve -9 ise intraseliiler organellerin i¢inde lokalize olurlar (Steinman RM, De

Smedt T).
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2.7.2. Toll Like Reseptorler (TLR)

Toll like reseptorler tek membranli, katalitik olmayan bir reseptor grubudur.
Insan epidermisi ¢ok katli stratifiye epitelden olusmustur ve konak i¢in ilk savunma
bariyerini olusturur. Viicuda girmis olan mikroorganizmalar1 tanimada ve bagisiklik
yanitini olusturmada gorev alirlar. TLR’lerin immiin sistemde anahtar rol iistlendikleri
diisiiniilmektedir. Infeksiyoz hastaliklara karsi immiin sistemin sekillenmesinde ve
patojenin taninmasinda da katkilar vardir. Epidermiste; epitelyal orijinli keratinositler,
kemik iliginden kdken alan langerhans hiicreleri ve noroektodermal orijinli melanositler
olmak iizere ilic ana hiicre popllasyonu mevcuttur. Epidermiste major hiicre
poptilasyonunu olusturan keratinositler fiziksel bariyer olarak rol oynadiklar1 gibi ilk

immiin yanitin olusmasinda da gorev alirlar (Kim J).

Adaptif immiin sistemin antijen tanima kapasitesi ¢ok genis bir reseptor
repertuariyla spesifisiteyi saglarken, dogal immiin sistem patojenlerde ortak olan bir dizi
molekiiler yapiy1 tantyabilmekte ve boylece konaga ait olan ve olmayani belirleyerek
savunmay1 baslatabilmektedir. Patojenler {iizerinde bu evrimsel olarak korunmus
molekiiler yapilara “hastalik etkenlerine eslik eden molekiiler yapilar (PAMP)”
denilmektedir (C.A. Janeway Jr, R. Medzhitov, B.A. Beutler). Dogal immiin sistem
hiicreleri iizerinde bunlar1 tanityan reseptorlere de “Pathogen Recognition Receptor
(PRR)” adi verilmektedir. Bu reseptorler, endositik, sekrete edilen ve sinyal ileten
olmak tizere li¢ gruba ayrilir. Sinyal ileten reseptdr grubunu TLR ailesi olusturmaktadir
(Underhill DM). TLR’ler, mikrobiyal ajanlar tarafindan iiretilen PAMP’lar1 tanirlar
(Sekil 2-21).

Sekil 2-21: Toll like reseptorii
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TLR’ler, ekstraselliiler domain LRR (l6sinden zengin tekrarlar), transmembran
domain ve sitoplazmik domainden olusan li¢ genel yapisal Ozellige sahiptir (B.A.
Beutler). LRR domainleri her biri 24-29 aminoasit uzunlugunda olan l6sinlerin
tekrarmdan olusur (Akira S.), ligand baglama ve sinyal iletiminde 6nemlidirler (Modlin
RL.). Sitoplazmik sinyal domaini interlokin 1 reseptor (IL-1R) ile benzer 6zelliktedir ve
Toll/IL-1R (TIR) domaini olarak adlandirilir. TIR domaini yaklasik 200 aminoasit igerir
ve sinyal i¢in esastir (C.A. Janeway Jr, R. Medzhitov, B.A. Beutler). TLR, PAMP ile
baglandiginda, intrasitoplazmik TIR domaini araciligi ile bir dizi sinyal iletim yolagi
aktive olur. Bunun sonucu olarak antimikrobiyal protein ve inflamatuvar sitokinler
sentezlenmektedir. Bunlara ek olarak dendritik hiicrelerin matiirasyonu ve antijen
sunum kapasitesindeki artis neticesinde, dogal immiin sistem adaptif immiin sistemi bir
tehlikeye isaret edercesine yonlendirmektedir (Tuba Turul). TLR’lerin ekspresyonu
sabit olmayip patojenlere, sitokinlerin gesitliligine ve ¢evresel streslere cevapta hizla

diizenlenir.

Insan TLR genlerinin kromozom 4p14 (TLR-1), 4932 (TLR-2), 4q35 (TLR-3),
9q32-33 (TLR-4), 1933.3 (TLR-5), 4p16.1 (TLR-6), Xp22.3 (TLR-7), Xp22 (TLR-8) ve
3p21.3 (TLR-9) iizerinde oldugu gosterilmistir. (Utahaisangsook S) TLR-1, TLR-2 ve
TLR-6 lipoteikoik asit ve peptidoglikan gibi gram pozitif bakterilerin hiicre duvar
elemanlarin1 (Amersfoort ESV,), TLR-3 viral ¢ift sarmal RNA’nmn, TLR4 gram negatif
bakterilerdeki lipopolisakkaridlerin (Poltorak A), TLR-5 bakteriyel flagellinin (Hayashi
F), TLR-7 ssRNA, TLR-8 ve TLR-9 bakteri veya viriis DNA’larimin CpG taninmasinda
gorev alrrlar (McCluskie MJ, Krieg AM). TLR-4 gram negatif bakterilerde
lipopolisakkaridlarin sinyal reseptoriidiir. TLR-4 ayrica gram pozitif bakterilerin
lipoteik asitlerinide baglayabilme 6zelligine sahiptir (Jugeau S). Insan keratinositlerinde
eksprese edilen TLR’ler den en 6nemlileri TLR-2 ve TLR-4 tiir. TLR-2 lipoprotein,
lipopeptid, peptidoglikan, lipoteikoik asit, lipoarabinomannan, glikoinositolfosfolipid,
glikolipid, ve zimosan gibi hiicre yapilarindaki farkli molekiilleri tanir (Kawai K,
Shimura H). TLR-11 sadece farelerde islevsel olarak tanimlanmustir. Insanlarda
fonksiyonel degildir (Kawai K, Shimura H).

TLR aracili NF-kB’nin aktivasyonu ile saliman enzimler, sitokinler ve
mediyatorler konagin antimikrobiyal savunmasini uyarir ve inflamatuvar olaylari

tetikler. Bu siire¢ patojenin ortadan kaldirilmasmi saglar. inflamatuvar reaksiyon
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siirlandirilamazsa, konak hiicrelerinin harabiyetine neden olabilir (McInturff JE,). TLR
aktivasyonu, patojenlerin konak hiicreleri tarafindan fagositozu i¢cin gereklidir. TLR
patojenlerin fagositozunu uyarir, fagozom igerigine karsi gelisen inflamatuvar yaniti
giliclendirir ve fagozomun matiirasyonuna yardimci olur. Boylelikle fagosite edilmis
bakterinin 6ldiiriilmesi kolaylasir (McInturff JE,).

TLR aktivasyonu ¢esitli antibakteriyel molekiillerin salinmasini da uyarir. TLR,
farede intraseliiler patojenlerin Gldiiriilmesini saglayan reaktif oksijen ve nitrojen
tiirevlerinin {iretimine ve salgilanmasina neden olur (Thoma-Uszynski S,). Insan
keratinositleri S. aureus ile uyarildiginda TLR2 tarafindan, NF-kB araciligiyla nitrik
oksit sentetaz, siklo-oksijenaz-2 ve IL-8 gen aktivasyonlar1 saglanabilmektedir
(Kollisch G,). TLR aktivasyonu apopitoza da neden olabilir. Lipopolisakkaritlerin
(LPS) ya da lipoproteinlerin, TLR4 ve TLR2/6 {izerinden apopitozu uyarabildikleri
gosterilmistir. TLR+ enfekte hiicrelerin apopitoza ugramasi, konagin enfeksiyonu
ortadan kaldirmasina yardimci olabilir (Mclnturff JE).

Bellek T hiicreleri tizerinde bulunan TLR2, aymi ajanla tekrar maruz
kalindiginda immiin sistemin daha erken ve hizli uyarilmasmi saglar. Otoimmiin
hastaliklarda, mikrobiyal enfeksiyonlarin ataklara neden olmasi ayni mekanizmayla

olmaktadir (Xu D, Komai-Koma M) (Sekil 2-22).
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[ Eksojen ligandlar Endojen ligandlar
Lipopolisakkaritler (gram negatif bakteriler) Fibrinojen, fibronektini
Ligandlar { F proteini (respiratuar sinsitial virils) hiyaluronik asit
Klamidyal heath shock protein 60 Heath shock protein 60 ve 70

TLR2
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i Kemik resorbsiyonu  JCAM-1 dilz kas yamit1 immiinitenin
' Apopitozis ekspresyonu  proliferasyonu aktivasyonu
|

Sekil 2-22: TLR-4 ve TLR-2 ligandlar1 ve fonksiyonel dnemi

2.7.3. TLR’nin Yapisi ve Fonksiyonu

TLR, sitoplazmik ve ekstraselliiler bolgeden olusan bir transmembran
proteinidir. Sitoplazmik bdlgesi, IL-1 reseptorii ile yiiksek derecede benzerlik gosterir
ve bu nedenle Toll/IL-1 reseptor (TIR) bdlgesi olarak adlandirilir. Reseptorlerin
ekstraselliiler bolgesinde her biri 24-29 amino asit i¢eren, 16sinden zengin tekrar (LRR)
motifleri bulunur. Bu LRR bdlgelerinin farkli patojenlerin taninmasindan sorumlu
oldugu diisiiniiliir.4 Insanlarda TLR ailesinin tammmlanmis 10 {iyesi (TLRI1-10)
mevcuttur. TLR 1, 2, 4, 5, 6, 10 tipleri hiicre yiizeyinde, TLR 3, 7, 8, 9 sitoplazmada
ozellikle endozomlarda bulunur.5 Dogal immiin sistem hiicrelerinde bulunan TLR’ler

“patojenle iliskili molekiiler patternler (PAMP)” ad1 verilen bolgeleri tasiyan endojen
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veya eksojen ligandlar tarafindan uyarilir (Tablo 2-3 ). TLR aktivasyonu sonucu

patojenlere kars1 konakg¢i cevabi ve otoimmiin yanit olusur.

.. Endojen ligandlar Ekzojen ligandlar Bashca sentezlenen inflamatuar sitokin ve
Reseptor Kk Kinl
emokinler
Triacil lipopeptitler(Shimizu T,2007)
Soluble faktorler
TLR-1 (N.meningitidis)(Wyllie DH,200) IL-6, IL-10, TNF-alfa
HSP 70(Asea A,2002) Bakteriyel Lipoproteinler /
HMGBI1(Park JS,2004) Lipopeptitler(Takeuchi O,2000)
HSP 60 (Vabulas Peptidoglikan(Nijhuis MMO,2007)
RM,2001) Zymosan (mantar)(Roeder A,2004)
Nekrotik hiicreler(Li Viral zarf glikoproteinleri(Bieback
M,2001) K.,2002) IL-6,TNF-alfa,
TLR-2 Apolipoprotein Sentetik bilesikler (Diacil ve triacil
CIlI(Kawakami A,2008) lipopeptitler(Takeuchi O,2000) IL-1beta, IL-10
Okside LDL(Holvoet
P,2006)
Serum Amiloid A(Cheng
N, 2008)
Amiloid beta(Jana M,2008)
mRNA(Kariko K,2004) Viral dsRNA(Alexopoulou L,2001)
Sentetik bilesikler (Poly-I,C) (Smith
KD,2009)
TLR-3 IFN-gama
HSP60 (Vabulas RM,2001) | Lipopolisakkaritler(Poltorak ~ A,1998)
HSP70(Asea A,2002) | Viral zarf glikoproteinleri(Kurt-Jones
Fibronektin(Okamura Y, | EA, 2000)
2001) Sentetik bilesikler (Monophosphoryl
Hyaluronan(Taylor lipid A)(Smith KD,2009)
KR,2004)
Heparan Sulfat( Kodaira
Y,2000)
TLR-4 Fibrinojen(Hodgkinson IFN-gama, IL-1beta
CP,2008)
Beta-Defensin ~ 2(Biragyn
A,2002)
Okside LDL(Xu XH,2001)
Akciger surfaktan protein-
A(Guillot L,2002)
Tenascin  C  (Midwood
K,2009)
TLR-5 Bakterial flagellin(Hayashi F, 2001) IL-6, TNF-alfa, IL-10
TLR-6 Diacil lipopeptitler | [[.-1beta
(Mycolpasma)(Buwitt-Beckmann U,
2005)
sSRNA(Smith KD,2009) | ssSRNA  (Virus)(Heil F,  2004)
Sentetik Dbilesikler (Imidazoquinoline,
TLR-7 RNA, IFN-gama
loxoribine, bropirimin)(Andreakos E,
2004)
sSRNA(Smith KD,2009) | ssSRNA  (Virus)(Heil  F,  2004)
Sentetik bilesikler
TLR-8 (Imidazoquinoline)(Andreakos E, IFN-gama
2004)
CpG DNA(Smith | CpG DNA (bakteri ve virus)(Hemmi
KD,2009) H,2000 ve Krug A,2004)
TLR-9 Sentetik bilesikler (CpG | IFN-gama
Oligonukleotidler)(Smith KD,2009)

Tablo 2-23 : TLR’nin endojen ve ekzojen ligandlar ile sentezini indiikledigi inflamatuar

mediatorler
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2.7.4. TLR-2 Geni ve Fonksiyonu

TLR-2 geni 4q32 bdlgesinde yer almaktadir. 4, 2 kb’lik bir transkript eksprese
eder. TLR2 mRNA ekspresyonu beyin, kalp, akciger ve dalak dokularinda gozlenir ve
ozellikle myelomonositik orjinli periferik kan l6kositlerinde (PBL) en yiiksektir (Rock
FL). TLR-2 geninin kodlama yapan tek ekzonu 84kDa molekiiler agirliginda 784 amino
asitlik bir iirtin olusturmaktadir (www.ensembl.org). TLR-2, insanda tanimlanan 5
TLR’den biridir ve bu molekiiller arasinda iizerine en c¢ok calisma yapilmis olan
reseptordiir. Gram pozitif bakterilerden kaynaklanan lipoproteinler, lipopeptidler,
lipotekoik asit ve peptidoglikanlar1 iceren PAMP’lar1 tanir (Arancibia SA). Aym
zamanda TLR-2 mantar kaynakli zymosan’t (Sato M,), mikobakteriden kaynaklanan
lipoarabinomannanm1 (Wieland Cw,), Staphylococcus’tan kaynaklanan fenol-¢oziicii
modulin’ni (Ozinsky A), Trypanosoma cruzi’den kaynaklanan
glikozilfosfatidilinositol’n (Campos MA) da tamimaktadwr. TLR-2 aktivitesini ve
ekspresyonunu tiimér nekrozis faktor-a (TNF-a) ve glukokortikoidler gibi
proinflamatuar ve antiinflamatuar molekiillerin bir araya gelerek diizenlendigi
belirtilmistir (Hermoso MA 78). TLR-2 birbirinden farkli bir¢ok ligandi birbirine
baglama yetenegine sahiptir. Bu yetenegi 6zellikle TLR-6 ve TLR-1 ile olusturdugu
heterodimer yapiya dayandirilmistir. TLR-2, diger TLR’ler ile fonksiyonel heterodimer
olusturarak 6zgiilliik igerigini genisletir (Wyllie DH,).

TLR-2’nin hem gram negatif hem de gram pozitif bakteriler iizerinde bulunan
lipoproteinlerinleri tantyan reseptdr oldugu kabul edilmistir (Underhill DM, Inci A,
Biskin Z). TLR-2’nin ligandlar1 tanimasi, sinyal iletimi olusturabilmesi i¢in diger TLR
ler ile dimerize olmasi gerekmektedir. Ornegin peptidoglikan TLR-2 ve TLR-6’nin
olusturdugu dimer araciligi ile sinyal iletirler, ayrica TLR-2 ve TLR-6 mikoplazma
lipoproteinlerinin taninmasi igin gereklidir (Akira S., Inci A).

LPS sinyal transdiiksiyon kaskadinda yer alan molekiiller, sepsisin dnlenmesi ve
tedavisinde potansiyel hedef molekiillerdir. TLR-2 ve TLR-4 inhibisyonu kullanarak,
sepsiste dahil olmak iizere bir ¢ok kritik hastalikta terapotik yaklasimlar saglamistir
(Mullarkey M, Rossignol DP). Giinlimiizde giderek artan bir sekilde TLR-2 ve TLR-4
iin deneysel diizeyde organ disfonksiyonuna neden oldugu yapilan calismalarla giin

yiiziine ¢ikmaktadir. Bu hastaliklar i¢inde sepsis, travma, iskemi repervizyon hasari ve
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hiperoksi yer almaktadir (Mullarkey M). TLR-2 ve TLR-4’iin etanol ve asetaminofen

iliskili karaciger hasarinda, ventilator ve aspirasyon iligkili akciger hasarmnda ayrica

astim krizinde de rol aldig1 bilinmektedir. Sepsis basta olmak iizere bir cok olayda TLR

lerin 6nemi arttikga bu reseptdrler ile ilgili arastirmalar ilgi odagi olmustur ve bu

reseptorler onemli bir tedavi hedefi haline gelmistir (Tablo 2-4).

. . Transkripsiyon
TLR AILESI Klasik ligandlar Dagilim ve hiicre lokalizasyonu Sitokin indiiksiyonu
faktorleri
Mikobakteri: tri-agil | insan ve farelerde sik yiizey ekspresyonu. TLR2 inflamatuar sitokinler
TLR-1 NF-kB
peptidler ile heterodimerizasyon (TNF-,IL-6 vs.)
Gram-pozitif bakteri:
peptidoglikan, insan ve farelerde sik yiizey ekspresyonu. TLR1 inflamatuar sitokinler
TLR-2 ) F NF-kB
lipoprotein, ne TLR6 ile heterodimerizasyon (TNF-,IL-6 vs.)
1s1 sok proteinleri
Virusler: ¢ift sarmal DNA | r i
Insan miyeloid dendritik hiicrelerde . o
(dsDNA) ) ) Inflamatuar sitokinler
TLR-3 (mDC) ve fare monosit ve mesengial | NF-kB,IRF3,7
Sentetik: polinosik (TNF-, IL-6 vs.),IFN-1
.. hiicrelerde hiicre igi ekspresyon
polisitilik asid
Gram-negaitf bakteri: | Yaygin ylizey ekspresyonu .
A . a L . Inflamatuar ~ sitokinler
TLR-4 LPS(korereseptor CD14, | Sindirim sistemi epitelinde  intraselliiler | NF-kB , IRF3,8
(TNF-, IL-6 vs.),IFN-2
LBP,MD-2) ekspresyon
Sindirim  sistemi  epiteli dahil insan ve Inflamatuar sitokinler
TLR-5 Bakteri: flagellin NF-kB
farede yaygn yiizey ekspresyonu (TNF-, IL-6 vs.),
Oncelikle insan ve farede mDC, mast .
Mikoplazma: diagil Inflamatuar sitokinler
TLR-6 hiicre ve B hiicre ylizeyinde | NF-kB
lipoproteinler . o (TNF-, IL-6 vs.),
ekspresyon TLR2 ile heterodimerizasyon
Viriisler: tek sarmal RNA | Insanlarda plasmasitoid Dendritik inflamatuar sitokinler
TLR-7 Sentetik: hiicreler (pDC) ve B hiicrelerde | NF-kB , IRF3,6 (TNF- , 1IL-6 vs.)),
imidazoquinolinler endosomal ekspresyon Farede mDCde ekspresyon IFN-1
Viriisler: tek sarmal DNA | Insan miyeloid, NK ve T hiicrelerinde Inflamatuar sitokinler
TLR-8 Sentetik: endosomal ekspresyon | NF-kB , IRF3,7 (TNF- , 1IL-6 vs.)),
imidazoquinolinler Farelerde fonksiyonel degil IFN-1
Viriisler ve bakteri: cift | Insanlarda pDC, B hiicreleri ve NK .
Inflamatuar sitokinler
sarmal DNA Sentetik: | hiicrelerinde endosomal ekspresyon
TLR-9 NF-kB, IRF3,8 (TNF- , IL-6 vs.),
CpG Farelerde daha yaygin olarak doku IFNI
olidodeoksiniikleotidler ekspresyonu
insan pDC ve B hiicre yiizeyinde
TLR-10 Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor
ekspresyon Farelerde bulunmaz
Toxoplasma gondii: | Fare tiroepitel ylizeyinde eksprese .
. . Inflamatuar ~ sitokinler
TLR-11 profilin edilir NF-kB

Uropatojen bakteri

nsanlarda bulunmaz

(TNF-, IL-6 vs.),

Tablo 2-4: TLR ailesi ve ligandlar
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2.7.5. TLR-4

TLR-4 ilk Drosophila Toll’unun insan homologu olarak tanimlanmis ve ilk
insan Toll’u (hToll) olarak adlandirilmistir. TLR-4, 9932-33 kromozomda kodlanan, 22
N terminal LLR iceren, 90 kDa molekiiler agirliginda 839 aminoasitlik bir proteindir.
TLR-1 ve TLR-6 ile yakin iliskilidir. TLR-4 mRNA’s1 tek bir transkript olarak eksprese
edilir ve en yiiksek seviyelerde dalak ve PBL’ler de bulunur. TLR-4; B hiicreler,
DC’ler, monositler, makrofajlar, graniilositler ve T hiicreler tarafindan sunulur (Ozinsky
A,). Bazi calismalarda TLR-4’lin yalnizca miyelomonositik hiicrelerde sunuldugu ve
mononiikleer hiicrelerde en yiiksek oldugu belirtilmistir (Zarember KA).

TLR-4 bir homodimer olusturur ve MD-2 ilave komponenti ile ekstraselliiler
birliktelik yapar. MD-2, LPS’nin TLR-4 aracili taninmasinda gereklidir. TLR-2
kompleksleri LPS’y1 taniyabilmesine ragmen, TLR-4 genellikle LPS reseptorii olarak
diistiniilir. MD-2 ve TLR-4 homodimer birlikteligi LPS’y1 direkt olarak baglamaz. LPS,
ilk soluble olarak LPS baglayan protein (LBP) ile baglanir. LBP’de ya soluble veya
glikozilfosfatidilinozitol (GPI)-baghh CD14 ile baglanir. Muhtemel olarak LPS tanima
kompleksi CD14, TLR-4 ve MD-2’yi igeren en az ii¢ komplekse sahiptir. TLR-4 ve
MD-2 siirekli olarak birbirleriyle birlikte iken CD14 LPS baglandiktan sonra komplekse
katilir. Kesin mekanizmasi heniiz anlasilamamasina ragmen LBP’nin LPS’y1 CD14’e
transfer ettigi ve bdylece TLR-4’{in aktive oldugu diisiintilmektedir (C.A. Janeway Jr.).
TLR-4 ile LPS taninmasinda CXCR4, GDF-5, CD55, cesitli 1s1 sok proteinleri (HSP70,
HSP90) ve kompleman reseptorlerinin (CR) gerekli oldugu diistiniilmektedir (Muzio
M). TLR-4 kompleksleri ayn1 zamanda respiratuar sinsityal viriis (RSV), hepatit C viriis
ve Mouse mammary tumor virus (MMTV) gibi viriisleri tanir.

TLR-4 kompleksi; HSP’ler, fibrinojen, fibronektin, surfaktan protein A (SP-A)
ve P-defensinler gibi endojen ligandlar1 tamiyabilir (119). TLR-4 hem aktivitesini
artiran TLR-5 ile ve hem de aktivitesini inhibe eden TLR-1 ile heterodimer olusturur.
TLR-4 geninde mutasyon olan C3H/Hel] tiirii fareler, gram negatif bakteriyel
infeksiyonlara yiiksek olarak hassastir. Insan TLR-4 geninde polimorfizmler, artmis
gram-negatif infeksiyon hassasiyeti ile iliskilidir (Poltorak A,). TLR-4’{in aktivasyonu
NF-kB sinyal yolu araciligiyla edinsel immiin cevaplarda ¢ok onemli olan ¢esitli
sitokinlerin ve kositimiilator molekiillerin ekspresyonunu saglar. Bu bulgular TLR’lerin
dogal immiin sistemin reseptOrleri olarak fonksiyon gorebildigini gdstermistir

(Metzhitov R,).
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2.7.6. Toll like Reseptor Yolag:

TLR-5, TLR-11, TLR-4 ve TLR-2-TLR-1 ya da TLR-2-TLR-6 heterodimerleri,
hiicre yiizeyinde ilgili ligandlarina baglanirken; TLR-3, TLR-7-TLR-8, TLR-9 ve TLR-
13 mikrobiyal ya da konak-kokenli niikleik asitleri tanidiklar1 endozomlarda yer alirlar.
TLR-4 hem plazma membrani hem de endozomda konumlanmustir. Ilgili ligandlarin
sebep oldugu reseptdor dimerizasyonu ile TLR sinyalini baglatir. Bunu takiben,
TLR’lerin TIR domenleri, MYD88 (myeloid differentiation primary-response protein)
ve MAL (MYDS88-adaptor-like protein) ya da TRIF (TIR domain-containing adaptor
protein inducing IFNB) ve TRAM (TRIF-related adaptor molecule) proteinleri ile
etkilesime girer. TLR4, MYDS88 sinyalini TRIF sinyaline doniistiirmek amaciyla plazma
membranimdan endozoma hareket eder.

Sinyal adaptor molekiillerinin etkilesimi, IRAK’lar (IL-1R-associated kinases)
ve adaptor molekiiller TRAF larin (TNF receptor-associated factors) etkilesimini iceren
sinyal yolaklarmi1 uyarir ve bu uyarim MAPK (mitogen-activated protein kinases), JNK
(JUN N-terminal kinase) ve p38 aktivasyonu ile transkripsiyon faktorlerinin aktive

edilmesine yol acar.

TLR sinyali ile aktive olan en 6nemli iki transkripsiyon ailesi NF-xB ve IRF
(interferon-regulatory factors) olmakla beraber CREB (cyclic AMP-responsive element-
binding protein) ve AP1 (activator protein 1) gibi transkripsiyon faktorleri de TLR
sinyaline yanit olusturmaktadir (Tablo 2-28 ). TLR sinyalinin en 6nemli sonu¢larindan

biri pro-inflamatuar sitokinlerin ve IFN (type I interferon)’nin uyarilmasidir.
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Sekil 2-23: TLR sinyal yolagi I (58). dsRNA, cift iplikli RNA; IKK, NF-kB kinaz
inhibitorii; LPS, lipopolisakkarite; MKK, MAP kinaz kinaz; RIP1, reseptor-iligkili
protein 1; rRNA, ribosomal RNA; ssRNA, tek-iplikli RNA; TAB, TAKI-baglayici
protein; TAK, TGFp-aktive kinaz; TBK1, TANK-baglayici kinaz 1.

TLR’ler, IL-1 beta iiretimini arttirarak bakteriyel ve hasarli hiicre {iriinlerine
cevap olusturan ve “Inflamazom” olarak adlandirilan NOD-like receptor (NLR) igeren
multiprotein komplekslerinin olusumuna oOnciiliik eder (Ogura Y,2006, Dinarello
CA,1998). Bu da kaspaz-1 aktivasyonunu takiben, pro IL-1 beta’nin islenerek aktif
ekstraselliiler IL-1 beta olusumu ile sonuglanir (Scott AM,2007). Kaspaz-1’in
postranslasyonel regiilasyonu, inflamazonlar tarafindan siki sekilde kontrol
edilmektedir. Inflamazom yolagi, sepsiste inflamatuar yamita katkida bulunmaktadir

(Scott AM,2007).
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IL-1 reseptor baglantili kinaz yolagi, dogustan gelen immiin cevap sirasinda NF-
kB’yi aktive eder. NF-kB, inflamasyon, hiicre sagkalimi ve proliferasyonda 6nciil rol
oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir ve Ozellikle proinflamatuar 6zellik gosteren
bircok genin transkripsiyonu ile baglantilidir (Wesche H,1997, Pahl HL,1999). NF-kB,
uyarilmamig hiicrelerde IkB tarafindan sitoplazmada baskilanmis halde bulunur.
Sitokinler, viriisler ve lipoprolisakkaritler (LPS) gibi NF-kB aktive edici bir uyari ile
beraber IkB’lerin proteozom aracili yikimi gerceklesir. 1kB’lerin ayrilmasi ile serbest
kalan NLS, NF-kB’nin niikleusa transferine ve NK-kB motifi tasiyan genlerin
transkripsiyonuna neden olur. NF-kB sinyalindeki bozukluklarm, inflamasyona neden
olan immiinsupresyona yol actig1 gdsterilmistir. Bu nedenle NF-kB aktivasyonunun

inhibe edilmesinin sepsiste azalmis inlamatuar yanita neden olabilecegi dnerilmistir.

Fosfoinositol-3 kinaz (PI3K), sinyal iletici bir enzimdir ve serin/treonin kinazin
akis asagi aktivasyonu, Akt aktivasyonu, inflamatuar cevap, kemotaksis ve apoptoz ile
iliskilendirilmistir (Cantley LC,2002). PI3K, TLR sinyalinin hem negatif hem de pozitif
regiilatorii olarak is gorebilmektedir. PI3K, TLR’nin pozitif regiilatorii olarak, p38 ve
ERK 1/2 mitojen-aktive fosfokinazlar ile birlikte proinflamatuar sitokinlerden IL-1 beta,
IL-6 ve IL-8 iiretimini saglamaktadir (Ojaniemi M,2003 ve Guillot L,2005). Daha
detayl sekilde, PI3K aktivasyonu monositlerde bu mediyatérler icin anlamli bir sekilde
promote edici islev goriirken; nétrofillerde bu sitokinlerin olusumu i¢in LPS cevabini
kisitladigr diisiiniilmektedir (Wrann CD,2007). Diger taraftan PI3K/Akt sinyal
yolaginin, monositlerde endotoksin cevabinda oldugu gibi, proinflamatuar ve apoptotik
olaylar1 baskilayan bir endojen negatif feed-back mekanizmas1 olarak da islev gormesi
PI3K/Akt yolagr aktivasyonunun sepsisin ileri evrelerinde sagkalim avantaji
saglayabilecegini diisiindiirmektedir (Guha M,2002). Rho ailesinden kiiciik GTPaz’lar,
aktin iskeletinin remodellenmesini kontrol ederek hiicre hareketliliginin en 6nemli
diizenleyicilerinden biri olarak is goriirler. RhoA, Racl ve CDc42, bu ailenin iyi bilinen
iiyeleri olarak, patojen tanima gibi dogustan gelen immiin yanitlar1 kontrol eden
molekiiler anahtarlar olarak is goriirler (Hall A,1998). Bu GTPazlar, fagosit
fonksiyonunda migrasyon, kemotaksi ve optimal bakteri 6ldiirme gibi 6zgiin ya da
birbiri ile ortiisen rollere sahiptir (Ruse M,2006). PAMP’larin TLR’ler (TLR-2, -4, -3
ve -9) araciligi ile GTPaz’lar1 kullandigr ve TLR-2 stimiilasyonunu takiben PI3K
aktivasyonu i¢in Racl aktivasyonunun gerekliligi gosterilmistir (Arbibe L,2000)
(Sekil 2-24).
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Sekil 2-24: toll like reseptorlerin uyarilmasi

2.7.7. TLR Aracih Sinyalizasyon

TLR aracili sinyalizasyonda, myeloid differensiyasyon faktér 88’e¢ (MyD88)
bagimli ve bagimsiz sinyal yolu olmak {izere 2 yol tanimlanmistir. Bu sinyal yollarinda
baslica dort adaptor molekiil rol oynar: MyD88, TIR bdlgesi IFN-beta indiikleyen
adaptor proteini (TRIF), TRIF ile iliskili adaptor molekiil (TRAM) ve TIR iligkili
protein (TIRAP). MyD88, TLR3 disindaki tiim TLR tiplerinde, TLR aracilig1 ile olusan
dogal immiin yanitin aktivasyonu icin baslica elemandir. Ligandin baglanmasi ile
uyarilan TLR’nin TIR bdlgesi MyD88 ile birlesir. Bu birlesmeyle uyarilan IL-1R iliskili
kinaz 4 (IRAK 4) ve tiimOr nekrozis faktor reseptor iliskili faktér 6 (TRAF 6)
araciligiyla NFkB, mitojenle iliskili protein kinazi (MAPK) aktive eder ve inflamatuar
cevaba neden olur(Akira S,2004). MyD88 bagimsiz sinyal yolu ise baslica TLR 3 ve 4
tarafindan kullanilmaktadir. Bu sinyal yolunda TLR 3, TRIF {izerinden TRAF ve
IRF3’1i uyararak tip 1 interferon cevabina neden olur iken, TLR 4 TRAM iizerinden
TRIF’1 uyararak bu cevaba neden olur(O’Neill LAJ,2007). Ayrica TLR 7, 8 ve 9’un
TRAF3 ve IRF7 iizerinden tip 1 interferon cevabi gelistirdigi gosterilmistir. MyD88 ve
TIRAP proinflamatuar sitokinlerin (TNF-alfa, IL-1beta, 1L-6, IL-8, 1L-10), TRIF ve
TRAM ise interferonlarin yapimindan sorumludur (Sekil )( Yamamoto M, 2003).
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2.7.8. TLR ve Kanser iliskisi

TLR’lerin kanser, diyabet, ateroskleroz, renal hastaliklar, gastrointestinal
hastaliklar, respiratuvar hastaliklar, santral sinir sistemi hastaliklar1 ve otoimmiin
hastaliklar gibi genis bir hastalik grubuyla iligkili oldugu belirlenmistir.

Kronik inflamatuar hastaliklarn TLR sinyal yoluyla kanser gelisiminde katkisi
oldugu ortaya konmustur (Li Q,2005). Yapilan labaratuvar ¢alismalarinda farkli kanser

hiicre tiplerinde TLR ekspresyonunun artmis oldugu tabloda goriilmiistiir (Tablo 2-5).

Reseptor | Kanser tipleri

TLR-2 |Kolon kanseri(Yoshioka T,2001), Mide kanseri(Chang YJ,2004)

TLR-3 Meme kanseri(Salaun B,2007), Kolon kanseri(Furrie E,2005),
Melanoma(Salaun B,2007)

Kolon kanseri(Furie E,2005), Melanoma(Molteni M,2006), Mide kanseri (
Schmausser B,2005),

Akciger kanseri(He W,2007), Hepatoselluler kanser(seki E,2008), Over

TLR-4 4
kanseri(Kelly MG,2006)

TLR-5 | Mide kanseri(Schmausser B,2005), Servikal squamoz hiicreli kanser(Kim
WY,2008)

TLR-7 |Kronik lenfositik 16semi(Koski GK,2005)

Meme kanseri(Merrell MA,2006), Mide kanseri(Schmausser B,2005),
Hepatoselluler kanser(xu N,2008),Servikal squamoz hiicreli
kanser(Merrell MA,2006), Glioma(El Andaloussi A,2006),Prostat kanseri(livesaro

TLR-9
IM,2007)

Tablo 2-5: Timorlerle iliskili TLR tipleri

Knockout farelerle yapilan inflamasyonla iligkili kanser modellerinde, TLR veya
TLR adaptér molekiilleri eksikliginde kanser hiicrelerinin sayismin, biiyiikliigiintin ve
displazinin(anormal doku biiyiimesi) azaldig1 gdzlenmistir(Fukata M,2007). Inflamatuar
hiicrelerden salman cesitli endojen TLR ligandlari, prekanserdz hiicrelerdeki TLR
sinyal yolunu aktive ederek sitokinlerin, biiyiime faktorlerinin, anjiogenik faktorlerin ve
ekstraselliiller matriksi yikan proteazlarm ag¢iga ¢ikmasini saglar(Pikarsky E,2004 ve
Greten FR,2004). Boylece kanser gelisimini ve kanserin ilerlemesini destekleyen mikro
cevresel sartlar1 olusturur. Hem onkogenleri hem de timor baskilayicilar1
posttranskripsiyonel diizeyde regiile eden mikroRNA’lar ile TLR arasindaki iliski de

kanser olusumunda onemlidir(Berrak G,2012). Cesitli kanser tiirlerinde ekspresyonu
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artan mikroRNA’larin TLR 2, 3, 4 ve 9 ile iliskili oldugu gosterilmistir(Taganov
KD,2006). TLR’nin NF-kB’1 uyarmasi sonucu antiapoptotik protein diizeylerinde
artma, proapoptotik protein diizeylerinde azalma belirlenmistir(Nakanishi C,2005 ve
Kreuz S,2004). Bu etki sonucunda olusan kanser hiicrelerinin artan yasam stireleri,

kemoterapi tedavisine direng gelismesine ve tlimoriin ilerlemesine katkida bulunur.

2.7.9. TLR Polimorfizmi

TLR’de mutasyonlar ya da TLR gen polimorfizmi, konagi ¢esitli enfeksiyonlara
yatkin hale getirir (Underhill DM). Her bir TLR’de amino asit siralarindaki
degisikliklere bagli olarak iki tane anlamli tek nukleotid polimorfizmi bulunmustur
(Rifkin IR). TLR2 i¢in ilk mutasyon, R753Q, reseptoriin intraseliiler kismindadir, bu
mutasyon S.aureus enfeksiyonlariyla iliskilidir (Rifkin IR, Schréder NWJ). ikinci
mutasyon, R677W, intraseliiler mikobakteriyel iletimle iliskilidir ve bu mutasyon
lepramatdz lepra gelisiminde rol oynar (Riftkin IR, Lorenz E). TLR4 i¢in D299G ve
T399I mutasyonlar1 tanimlanmistir. Bu mutasyonlar ekstraselliiler kisimda olup, gram (-
) ajanlarla septik sok gelisen hastalarda tespit edilmistir (Ritkin IR, Kang TJ). TLR4
polimorfizmi, LPS’lere karsi olusturulan immiin yanitin azalmasina neden olmustur

(Lorenz E).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Materyal

Calismada kullanilmak iizere Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Beyin Cerrahisi Anabilim Dali’nda Glioma teshisi
konulmus 120 hastalik bir grup ile hastalarla benzer yasta, beyin fonksiyonlar1 normal
olan saglikli 225 kisilik kontrol gurubunda gerceklestirildi. Calismaya dahil olan
bireylerden 06/2016 ile 09/2016 tarihleri arasinda periferik kan 6rnekleri EDTAL ve
kuru tiiplere toplandi. EDTAL tiip ile alman kan 6rneklerinden izole edilen DNA’lardan
gen polimorfizmlerinin genotiplemesi yapildi. Calismanin deneysel asamasi Istanbul

Universitesi Cerrahpasa T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ABD’de ger¢eklestirildi.

3.1.2. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

o Sogutmali masatistii minisantrifiij (Hettich Zentrifugen - Mikro 120)
o Vortex (Velp Scientifica)

o Gii¢ kaynagi (Thermo Electron Corporation EC 250-90)
o Hassas Terazi (CHYO)

o Santrifiij aleti (Hettich Zentrifiigen Rotina 46R)

o pH metre (Microprocessor pH meter WTW)

o Termal Dongii Cihazi (PCR)

o Etiiv (37°Memmert)

o Derin Dondurucu (-20 °C) (Bosch)

o Buzdolabi1 (+4 °C ) (Bosch)

o Otoklav (Niive)

o Distile Su Cihazi (Millipore Dirct-Q 3-system)

o Pipet seti (PIPETMAN- 0,1-1000 mikrolitre)

o Muhtelif cam esya

o Isitmal1 Karistiric: (Jake&Kunkel IKA labortechnic)

o Ceker ocak (Termal Laboratuvar Aletleri)



o Elekroforez tanki (Thermo Scientific Easycast B1 A)
o Jel Goriintiileme ve Analiz Sistemi (SYNGENE)

o Parafilm

o Pudrasiz Eldiven

o Otomatik Mikropipetler (Eppendorf)

3.1.3. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

o Roche DNA izolasyon kiti "

o Primer sentezleri

o dATP (deoksiadenozin tri-fosfat) (Fermentas)
o dCTP (deoksisitozin tri-fosfat) (Fermentas)

o dGTP (deoksiguanin tri-fosfat) (Fermentas)

o dTTP (deoksitimidin tri-fosfat) (Fermentas)

Taq DNA polimeraz (Thermo Fisher)
PZR Buffer (Magnezyumsuz) (Thermo Fisher)

o Magnezyum Kloriir (Thermo Fisher)

o PfIMI (Van91I) kesim enzimi ve tamponu (Thermo)
o Hinfl kesim enzimi ve tamponu (BioLabs)

o Msp I kesim enzimi ve tamponu (BioLabs)

o Ncol kesim enzimi ve tamponu (BioLabs)
o Agaroz (AppliChem, Almanya)

o EtBr (Sigma)

EDTA (Etilendi amintetraasetikasit), Proteinaz K (Roche)
o Borik asit (Merck)

o NaCl (Sodyum kloriir)
o 50 b.¢’lik Molekiiler agirlik belirteci (Fermentas)

3.1.4. Calismada Kullanilan Cozeltiler

3.1.4.1. Niikleotid Karisimi

Niikleotid karigimi, her birinin derisimi 100mM olan dort ayri
niikleotid trifosfat (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ana stoktan her biri i¢in son
derigsim 12,5 mM olacak sekilde hazirlandi.
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3.1.4.2. Primer Stok Cozeltisi

belirtildigi gibidir (Tablo 3-1).
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Herdef bolgeleri ¢ogaltmak icin kullanilan primer dizileri asagida

PZR iiriin RFLP
Polimorfizm Primer adi Primer dizisi boyu (bg) fragment
RFLP
TLR-4(299) Primer F 5’-CCCTATGAACTTTATCCAACC-3
PrimerR 5. CAAGCCATTTCACTGAGATC-3 226 249
NF-kBI1 -94 Primer F 5’-TGGGCACAAGTCGTTTATGC-3 240
ins/del ATTG Primer R 5’-CTGGAGCCGGTAGGGAAG-3
281
TLR-4(399) Primer F 5’-GTGAGTGTGACTATTGAAAGG-3 365
Primer F 5’-CTGGTGTGAGTATGAGAAATG-3 385
TLR-2(753)
Primer R 5°-AAGTTGTGTCTTCATAAGCG-*3 93 11

5’>-TTATAAAACAGCACCCCAGA-‘3

Tablo 3-1: primer dizileri

3.1.4.3. 5 x TBE tamponu

54 gr Tris base, 27,5 gr Borik Asit, 20 mL (0,5M; pH: 8.0) EDTA

distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. pH’1 7,6 olmak iizere ayarlandi.

3.1.4.4. 0,5 x TBE tamponu

50 mL 5 x TBE ¢o6zeltisi 450 mL distile su eklenip 500 mL’ye tamamland.

3.1.4.5. Etidyum Bromid (EtBr) (10mg/ml)

10 mikrogram etidyum bromid 990 mL dH»0 ile 1 mL’ye tamamlandi.

Konsantrasyonu 10 mg/mL olacak sekilde hazirlanir.
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3.1.4.6. % 2 Agaroz Jel Cozeltisi
0,6 gr agaroz, 30 mL 0,5 x TBE ( 5 x TBE 1/10 oraninda sulandirilmistir)

icinde kaynatilip ¢oziildiikten sonra 0,5 [x] etidyum bromiir ilave edildi.

3.1.4.7. % 3 Agaroz Jel Cozeltisi
0,9.gr agaroz, 30 mL 0,5 x TBE ( 5 x TBE 1/10 oraninda
sulandirilmistir) icinde kaynatilip ¢oziildiikten sonra 0,5 |x1 etidyum bromiir

ilave edildi.

3.2. Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu
Vakumlu steril EDTA’L tiiplere alinan kan 6rnekleri ¢alisma giinline kadar

+4°C*de saklanarak DN A’lar1 izole edildi.

Calismamizda DNA izolasyonu i¢in Roche DNA kiti kullanilmistir.

1. 1.5mL ependorf tiiplere 300 uL kan, 200 pL Binding Buffer ve 40 uL
Proteinaz K eklendi. Elde edilen karisim vorteks yardimiyla karistirildiktan sonra

su banyosunda 72 °C*‘de 10 dakika inkiibasyona birakild.

2. Inkiibasyon sonunda ependorf tiiplerdeki karisimin iizerine 100 pl

izopropanol eklendi ve tekrar vorteks yardimiyla karistirildi.

3. Filtreli toplama tiipleri hazirland1 ve filtre lizerine ependorftaki karigim
eklenerek 9000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

4. Filtreli toplama tiipleri santrifiijden dikkatlice alinarak altindaki tiipler
bos tiiplerle degistirildi.

5. Filtreli tiiplerine {izerine 500 pL Inhibitor Removal Buffer eklendi ve

9000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

6. Santrifiijden alinan toplama tiiplerinin altindaki tiipler tekrar degistirildi
ve filtrelerin lizerine 500 uL. Wash Buffer eklendi. 9000 rpm’ de 1 dakika santrifiij
edildi. Bu yikama islemi iki kez uyguland:.

7. Filtreli tiipler santrifiijjden c¢ikartilarak 1,5 mL’ lik ependorf tiiplerinin

iizerine yerlestirildi ve lizerine 200 pL Elution Buffer eklendi. 9000 rpm’ de 1
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dakika santrifiij edildi.

8. Santrifiij isleminden sonra filtre atilarak ependorfta kalan DNA - 20
°C‘ye kaldirildi.

3.2.3. DNA Safliginin ve Konsantrasyonunun Olgiilmesi

Izolasyonu gergeklestirilen  DNA’larin kalitesi  ve miktarlar1
spektrofotometre ile 6lgiimler yapilmistir. DNA konsantrasyonu 260 nm’deki optik
dansitesinden (OD), saflig1 260 nm / 280 nm’ deki OD oranindan tespit edildi.

Calismada, 260 nm / 280 nm’deki OD orani: 1,5 = 0,5 olan DNA’ lar
kullanildi.

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Bir haploid hiicre icerisinde insan genomik DNA’ sini olusturan yaklagik
3.000.000.000 baz ¢ifti vardir. Saflastirilmis DNA’dan 6zel bir kismi ¢ogaltmak
icin her biri 0,000.000.000.01 mol olan primerler PZR reaksiyonuna eklenir.
Yaklasik 30 dongii sonrasinda yaklasik 1.000.000.000 iizerinde ilgili genin ve/veya
genlerin kopyasi iiretilebilir (Stephenson 2010). Polimeraz zincir reaksiyonu PZR
(Polymerase Chain Reaction; PCR), belirli niikleik asit kisimlarinin
cogaltilmasidir. Tipik bir PZR icin niikleik asit (DNA veya RNA), termal olarak
kararlh DNA polimeraz, dort c¢esit deoksiriboniikleozid trifosfat (dNTP),
magnezyum, oligoniikleotid, primerler ve buffer gereklidir. Cogalma {i¢ evrede
gergeklesir: (1) Denatiirasyon evresi, niikleik asitin yiiksek sicakliga (92-98°C)
maruz kalarak tek zincirli hale gelmesidir. (2) Annealing (baglanma) evresi,
sicaklik 65 -72°C arasina geldigi zaman tek zincirli DNA’ nin 3’ ucuna primerlerin
baglanmasi1 gerceklesir. (3) Extansion (uzama) olarak adlandirilan son asama, DNA
polimeraz baglanan primerlerin 3’ uglarma dNTP’leri ekleyerek uzamasini saglar
(Stephenson 2010; Nussbaum ve ark. 2005 p.44). Bir dongiiyli olusturan bu
islemler tekrarlanir. Uygulamaya bagli olarak 25-40 dongii yapilarak PZR iiriinleri
elde edilir (Stephenson 2010).

Genetik hastaliklarin teshisi, mikroorganizmalar ile kontamine olmus
gidalarin belirlenmesi, belirli kromozom boéliimleri i¢in gen haritalama vs. i¢in

kullanilmaktadir (Stephenson 2010).

Insan genomundaki tek bir baz ciftindeki varyasyona “tek niikleotid
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polimorfizmleri (SNPs)” denir. Bu polimorfizmler ortalama 1000 baz ¢iftinde bir
kez ortaya ¢ikar (Campbell ve Reece 2008 p.392). Restriksiyon fragment analizi ile
bu varyasyonlar saptanabilmektedir. PZR ile elde edilen DNA, restriksiyon
enzimleriyle muamele sonucunda jel elektroforezinde DNA fragmentleri
biliyiiliikklerine gore ayrilarak SNP’ ler tespit edilmektedir (Campbell ve Reece
2008 p.386).

3.2.5. PZR Reaksiyon Karisim

3.2.5.1. NFKBI -94 ins/del ATTG Polimorfizmi icin PZR Reaksiyon Karigim
NFKBI gen pohmorfizminin tespiti i¢in 20 pl reaksiyon hacminde 0,2
ml’lik PZR tiiplerinde PZR karisimi hazirlandi. NFKBI -94 ins/del ATTG gen
polimorfizmlerinin degerlendirilmesinde ekzondaki insersion delesyon degisimi
analizi icin PZR-RFLP teknigi kullanildi.RFLP i¢in PfIMI (10 000 units/ml) kesim
enziminden 3 unit alinarak PZR iiriinii kesilmistir. Kullanilan PZR kosullar1 Tablo ’

da verilmistir.

PZR reaksiyonu, Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700 model
termal cycler’ da Tablo 3-2’ daki program uygulanarak ger¢eklestirildi.

Malzeme Miktar

10 x PZR tamponu 2 uL

MgCI2 (25mM) (Thermo Fisher)

2 uL
Primer 1 uL
dNTP(0.5mM) (Fermantas) 2 uL
Taq DNA pohmeraz enzimi
(5u/pL) (Thermo Fisher) 0,3 uL
Genomik DNA 5ulL

Total hacim, bidistile su kullanilarak 20 pL’ ye tamamlandi.

Tablo 3-2: NFKBI1 - 94 ins/del ATTG polimorfizmi i¢in PZR karigimi
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PZR reaksiyonu, Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700 model termal cycler’

da Tablo 3-3 ’ deki program uygulanarak gerceklestirildi.

Denatiirasyon Baglanma Uzama
95°C5dk 95 °C 30 sn 72 °C5dk
60 °C 30 sn
72 °C 1 dk
35 Dongii

Tablo 3-3: NFKBI - 94 ins/del ATTG polimorfizmi i¢in PZR programi

3.2.5.2. TLR-2 Arg753GIn Polimorfizmi icin PZR Reaksiyon Karisim

TLR-2 Arg753Gln gen polimorfizminin tespiti i¢cin 20 pl reaksiyon

hacminde 0,2 ml’lik PZR tiiplerinde PZR karisimi hazirlandi. TLR-2 Arg753Gln gen

polimorfizmlerinin degerlendirilmesinde ekzondaki amino asit degisimi analizi i¢in

PZR-RFLP teknigi kullanildi.RFLP i¢in Msp I (10 000 units/ml) kesim enziminden 3

unit alinarak PZR fdiriinii kesilmistir. Kullanilan PZR kosullar1 Tablo 3-4° da

verilmistir.
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Malzeme Miktar
5 x PZR tamponu(flexi buffer) 5uL
d H,0 12,475 pL
MgCI2 (25mM) (Thermo Fisher) 1,5uL
Primer 1 uL
dNTP(0.5mM) (Fermantas) 0,5 uL
Taq DNA pohmeraz enzimi
(5u/pL) (Thermo Fisher) 0,125 uL
Genomik DNA 3ul

Total hacim, bidistile su kullanilarak 25 plL.’ ye tamamlandi.

Tablo 3-4: TLR-2 Arg753GIn polimorfizmi i¢cin PZR karigimi

PZR reaksiyonu, Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700

model termal cycler’da Tablo 3-5 ’deki program uygulanarak gerceklestirildi.

Denatiirasyon Baglanma Uzama
95°C2dk 94 °C 30 sn 72 °C3dk
58 °C 45 sn 4°C o
72 °C 45 sn
35 Dongii

Tablo 3-5: TLR-2 Arg753GIn polimorfizmi i¢in PZR programi
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3.2.5.3. TLR-4 Asp299G1ly Polimorfizmi icin PZR Reaksiyon Karisimi

TLR-4 Asp299Gly gen polimorfizminin tespiti igin 20 pL reaksiyon
hacminde 0,2 ml’lik PZR tiiplerinde PZR karigimi1 hazirlandi. TLR-4 Asp299Gly gen
polimorfizmlerinin degerlendirilmesinde ekzondaki amino asit degisimi analizi i¢in
PZR-RFLP teknigi kullanildi. RFLP i¢in Nco I (10 000 units/ml) kesim enziminden 3
unit almarak PZR iiriinii kesilmistir. Kullanilan PZR kosullar1 Tablo 3-6 ’ da

verilmistir.
Malzeme Miktar
5 x PZR tamponu(flexi buffer) 5uL
d H,0 11,975 pL
MgCI2 (25mM) (Thermo Fisher) 2uL
Primer 1 uL
dNTP(0.5mM) (Fermantas) 0,5 uL
Taq DNA pohmeraz enzimi
(5u/pL) (Thermo Fisher) 0,125 uL
Genomik DNA 3ulL

Total hacim, bidistile su kullanilarak 25 plL.’ ye tamamlandi.

Tablo 3-6: TLR-4 Asp299Gly polimorfizmi i¢in PZR karisimi

PZR reaksiyonu, Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700 model
termal cycler’da Tablo 3-7°deki program uygulanarak gerceklestirildi.
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Denatiirasyon Baglanma Uzama
95°C2dk 94 °C 30 sn 72 °C3dk
53°C45sn 4°C o
72 °C 45 sn
35 Dongii

Tablo 3-7: TLR-4 Asp299Gly polimorfizmi i¢in PZR programi

3.2.5.4. TLR-4 Thr3991le Polimorfizmi icin PZR Reaksiyon Karisimi
TLR-4  Thr3991le

gen polimorfizminin tespiti i¢in 20 pL reaksiyon

hacminde 0,2 ml’lik PZR tiiplerinde PZR karisimi hazirlandi. TLR-4 Thr3991le gen

polimorfizmlerinin degerlendirilmesinde ekzondaki amino asit degisimi analizi i¢in

PZR-RFLP teknigi kullanildi.RFLP i¢in Hinf I (10 000 units/ml) kesim enziminden 3

unit almarak PZR iiriinii kesilmistir. Kullanilan PZR kosullar1 Tablo 3-8 ’ da

verilmistir.
Malzeme Miktar
5 x PZR tamponu(flexi buffer) 5uL
d H,0 11,975 pL
MgCI2 (25mM) (Thermo Fisher) 2uL
Primer 1 uL
dNTP(0.5mM) (Fermantas) 0,5 uL
Taq DNA pohmeraz enzimi
(5u/pL) (Thermo Fisher) 0,125 uL
Genomik DNA 3uL

Total hacim, bidistile su kullanilarak 25 pulL.’ ye tamamlandi.

Tablo 3-8 : TLR-4 Thr3991le polimorfizmi i¢in PZR karisimi
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PZR reaksiyonu, Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700 model
termal cycler’da Tablo 3-9 ’deki program uygulanarak gerceklestirildi.

Denatiirasyon Baglanma Uzama
96 °C 2 dk 94 °C 30 sn 72 °C3dk
56 °C 45 sn 4°C o
72 °C 45 sn
35 Dongii

Tablo 3-9: TLR-4 Thr3991le polimorfizmi i¢in PZR programi

3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA pargalarinin ayrilmasi ve tanimlanmasi i¢in standart bir metod olarak
agaroz jel elektroforezi kullanilmaktadir. Jeldeki DNA bantlari, jelin bir floresans
boya olan etidyum bromiir ile boyanmasi ve jelin UV 1sik altinda incelenmesi ile

belirlenir.

3.3.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Elde edilen PZR iirliniiniin olup olmadigim degerlendirmek i¢cin % 2’lik
agaroz jel hazirland1. 0,6 gram agaroz (A 5093, Sigma), 30 mi TBE (Tris, Borik asit
ve EDTA) tamponu ile bir beherde karistirildi. Agaroz, TBE i¢inde 1sitic1 ve
manyetik karistirict yardimiyla eritilip kaynatildi.Agaroz c¢ozeltisi 50-60 °C’ye
sogutulduktan sonra ¢eker ocak altinda 1 pL EtBr (I0mg/ml Ethidium bromiir) ilave
edildi.Jelde kuyucuklar olusturmak icin jel kabma dokiilerek uygun taraklar
yerlestirildi ve jelin donmasi i¢in bekletildi. Jel kab1 0,5 X TBE tamponu igeren
yatay elektroforez tankina kuyular negatif kutba dogru olarak yerlestirildi.
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3.3.2. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Gériintiilenmesi

NFKBI ,TLR-4 Asp299Gly, TLR-4 Thr399lle ve TLR-2 Arg753Gln 'mn
elde edilen PZR friiniinden 5 |il ylikleme boyas1 (6x Loading Dye) ile karistirilarak
kuyucuklara yiiklendi. Jel swrasiyla sirasiyla ; NFKBligcin 45 dk ve 90 voltluk ,
TLR-4 Asp299Gly i¢in 40 dk 120 voltluk, TLR-4 Thr3991le i¢in 93 dk 90 voltta ve
TLR-2 Arg753GIn 50 dk 90 voltluk elektrik akimina tabi tutuldu. Ayrica gozlenen
bantlarin beklenen bantlar olup olmadigini tespit etmek icin 50 bg’lik belirteg
(ladder) kullanildi. Jel UV illiiminator altinda degerlendirildi. Degerlendirme

sonucunda;

__ NFKBI -94 ins/del ATTG polimorfizmine ait 281/285 bg biiyiikligiinde PZR
triind,

TLR-4 Asp299Gly polimorfizmine ait 468 bg biiyiikliigiinde PZR {iriinii
TLR-4 Thr3991le polimorfizmine ait 385 bg¢ biiyiikliigiinde PZR iiriinii

TLR-2 Arg753GIn polimorfizmine ait 111 bg biiylikliigiinde PZR {iriini

gorildi.

3.3.4. Restriksiyon Enzim Kesimi

3.3.4.1. NFKB1 -94 ins/del ATTG Polimorfizmi icin Restriksiyon Enzim Kesimi
Elektro forez degerlendirmesi sonucunda geriye kalan 15 pL ’lik PZR
driiniinden 5 pL almnarak restriksiyon enzim kesimi yapildi. Restriksiyon enzim

kesimi i¢in 10 pL lik karisim hazirlandi. 10 | pL’lik karisim Tablo 3-10dadur.

.. 0,3 uL
Restriksiyon Enzimi (PfIMI - Van911I) (10 Unite/pL,
Fermentas)
Restriksiyon Enzim Buffer 2 ul
PCR Uriinii 5uL

Total hacim, bidistile su kullanilarak 10 pL’ ye tamamlandi.

Tablo 3-10: NFKBI - 94 ins/del ATTG polimorfizmi i¢in restriksiyon enzim kesimi i¢in

reaksiyon kosullar1



62

10 pL toplam hacimli kesim karisimi su banyosunda 37°C’ de 1-4 saat
bekletildi. Bekleme siiresinde %3’liikk agaroz jel hazirlandi. Elde edilen enzim
kesimi iirlini jele yiiklendi. Jel 30 dakika 90 voltluk elektrik akimina tabi tutuldu
ve gozlenen bantlarin beklenen bantlar olup olmadigini tespit etmek i¢in 50 bp’lik

ladder kullanildi. UV illiiminator altinda degerlendirildi.

ATTG insersiyonuna sahip allel, genin promotoriinde 2 adet ATTG
(ATTG2; ins) dizisi tasimaktadir. Bu durum, bir PfLMI kesim yeri (5°..
.CCANNNN jNTGG.. .3’) olusumuna yol agar. Restriksiyon sindirimi sonucunda
ATTG insersiyonuna sahip allellerde (ATTG;) 45 ve 240 bg biiylikliiglinde 2
parc¢a olusur. ATTG1 (del) allelinde kesim gerceklesmez.

3.3.4.2. TLR-2 Arg753GIn Polimorfizmi i¢in Restriksiyon Enzim Kesimi

Elektro forez degerlendirmesi sonucunda geriye kalan 15 pL ’lik PZR
driiniinden 2 pL almnarak restriksiyon enzim kesimi yapildi. Restriksiyon enzim
kesimi i¢in 10.5 pL lik karisim hazirlandi. Hazirlanan karisimin igerigi Tablo 3-

11°dadur.

. .. . . ) 0,25 uL
Restriksiyon Enzimi (Msp I) (10 Unite/pL, BioLabs)
Restriksiyon Enzim Buffer 1.25 uL
PCR Uriinii 2 uL

Total hacim, distile su kullanilarak 10.5 pL * ye tamamlanda.

Tablo 3-11: TLR-2 Arg753GIn  polimorfizmi i¢in restriksiyon enzim kesimi i¢in
reaksiyon kosullari

10.5 pL toplam hacimli kesim karisimi su banyosunda 37°C’ de 15 dakika ve
65°C’* de 20 dk  bekletildi. Bekleme siirecinde %3’liikk agaroz jel hazirlandi. Elde
edilen enzim kesimi iiriinii jele yiiklendi. Jel 40 dakika 90 voltluk elektrik akimina tabi
tutuldu ve gozlenen bantlarin beklenen bantlar olup olmadigim tespit etmek ig¢in 50

bp’lik DNA ladder kullanildi. UV illuminatér altinda degerlendirildi.
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3.3.4.3. TLR-4 Asp299Gly Polimorfizmi i¢cin Restriksiyon Enzim Kesimi

Elektro forez degerlendirmesi sonucunda geriye kalan 15 pL ’lik PZ1R

driiniinden 5 pL alinarak restriksiyon enzim kesimi yapildi. Restriksiyon enzim

kesimi i¢in 10 pL lik karisim hazirlandi. 10 pL’lik karistm Tablo 3-12°da

gosterilmistir.

. 0,5 uL
Restriksiyon Enzimi (Msp I) (10 Unite/pL, BioLabs)
Restriksiyon Enzim Buffer 2 ul
PCR Uriinii 5uL

Total hacim, bidistile su kullanilarak 10 pL * ye tamamlandi.

Tablo 3-12: TLR-4 Asp299Gly polimorfizmi i¢in restriksiyon enzim kesimi i¢in reaksiyon

kosullar1

10 pL toplam hacimli kesim karigimi su banyosunda 37°C’ de bir gece ve

bekletildi. Islem sonrasinda %3 liik agaroz jel hazirlandi. Elde edilen enzim kesimi

iriini jele yiiklendi. Jel 40 dakika 90 voltluk elektrik akimina tabi tutuldu ve

gozlenen bantlarin beklenen bantlar olup olmadigini tespit etmek i¢in 50 bp’lik

DNA ladder kullanildi. UV illiiminator altinda degerlendirildi.

TLR-4 Asp299Gly polimorfizmi genotipleri i¢cin agaroz jel goriintiiler1 Tablo’ da

gosterilmektedir.
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4. Bulgular
4.1. NFKBI -94 ins/del ATTG Polimorfizmi icin Genotip Tayini
NFKBI -94 ins/del ATTG polimorfizmi genotipleri i¢in agaroz jel

elektroforezi goriintiileri Sekil 4-1 *de gosterilmektedir.

ins/ins  del/del del'ins del/ins insfins delfins -delfins del/del del/ins

e —— e —

Sekil 4-1 : NFKBI -94 ins/del ATTG polimorfizminin genotipleri i¢in agaroz jel goriintiisii
(100bg¢ marker)

281 bg biiyiikligiinde bant goriildiigiinde del/del homozigot varyant,
240+281+45 bg biyikligiindeki bantlar birlikte goriildiigiinde del/ins heterozigot
varyant ve 240+45 bg biiyiikligiindeki bant goriildiigiinde ise ins/ins homozigot yabanil
tip genotipler olarak degerlendirildi.

4.2. TLR-2 Arg753GIn Polimorfizmi icin Genotip Tayini

TLR-2 Arg753GIn polimorfizmi genotipleri i¢in agaroz jel goriintiileri
Sekil 4-2 * de gosterilmektedir.
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Sekil 4-2: TLR-2 Arg753GIn polimorfizminin genotipleri i¢in agaroz jel goriintiisii

111 bg biiytikligiinde bant goriildiigiinde Arg/Arg (AA) homozigot yabanil tip,
111493 bg biiyiikliigiindeki bantlar birlikte goriildiiglinde Arg/Gln (AG) heterozigot
varyant ve 93 bg biyiikliglindeki bant goriildiigiinde ise GIn/GIn (GG) homozigot

varyant genotipler olarak degerlendirildi.
4.3. TLR-4 Asp299Gly Polimorfizmi icin Genotip Tayini

TLR-4 Asp299Gly polimorfizmi genotipleri i¢in agaroz jel goriintiileri Sekil 4-

3’ de gosterilmektedir.
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249 bp
=226 bp

Sekil 4-3: TLR-4 Asp299Gly polimorfizminin genotipleri i¢in agaroz jel goriintiisii

249 be biiyiikliigiinde bant goriildiigiinde Asp/Asp (AA) homozigot yabanil tip,
2494226 bg biiylkliigiindeki bantlar birlikte goriildiigiinde Asp/Gly (AG) heterozigot
varyant ve 226 bg¢ biiyiikliigiindeki bant goriildiigiinde ise Gly/Gly (GG) homozigot

varyant genotipler olarak degerlendirildi.
4.4. TLR-4 Thr3991le Polimorfizmi icin Genotip Tayini

TLR-4 Thr399Ile polimorfizmi genotipleri i¢in agaroz jel goriintiileri Sekil 4-4 °
de gosterilmektedir.

Sekil 4-4: TLR-4 Thr399lle polimorfizminin genotipleri igin agaroz jel goriintiisii
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385 bg biyiikligiinde bant goriildiiginde Thr/Thr (CC) homozigot yabanil tip,
385+365+20 b¢ biyiikligiindeki bantlar birlikte gorildiigiinde Thr/Ille (CT)
heterozigot varyant ve 365+20 (Ile/Ile) b¢ bliyiikliigiindeki bant goriildiigiinde ise
Ile/Ile (TT) homozigot varyant genotipler olarak degerlendirildi.

4.5. Bulgularin Analizi
4.5.1. istatistiksel Sonuclar
Hasta ve kontrol gruplarindaki genotip ve allel sikligi dagilimlari Tablo 4-

1’de gosterilmistir.

Hasta Kontrol

Genotip (n=120) (n=225) OR(%95CI) P
NF-kB1
ins/ins 48 54 Ref. Ref.
ins/del 63 149 2,10 (1,29-3,42) 0,003
del/del 9 22 2,17 (0,91-5,17) 0,08
ins allel
sikligi 0,66 0,57
del allel
sikligi 0,34 0,43 1,46 (0,83-2,59) 0,19
TLR-2 753
GG 32 184 Ref. Ref.
GA 18 35 0,34 (0,17-0,67) 0,001
AA 70 6 0,02 (0,01-0,04) <0,001
G allel sikligi 0,34 0,90
A allel sikligi 0,66 0,10 0,06 (0,03-0,12) <0.001
TLR-4 299
AA 120 200 Ref. Ref.
*AG 0 24 <0.001
*GG 0 1 1,00
A allel sikligi 1,00 0,94
*G allel
sikligi 0,00 0,06 1,00
TLR-4 399
CcC 112 210 Ref. Ref.
CT 8 12 0,8 (0,32-2,02) 0,64
*TT 0 3 0,21
C allel siklig1 0,96 0,96
T allel siklig1 0,04 0,04 1,00

*Fisher's Exact Test (two-sided) , Pearson Chi-square test (two-sided)

Tablo 4-1: Glioma ve kontrol gruplarindaki genotip ve allel siklig1 dagilimlari
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NFKBI -94 ins/ins genotipi glioma i¢in risk faktoriidiir.

TLR-2 Arg753GIn “GG” genotipi glioma i¢in koruyucudur ,

TLR-2 Arg753GIn “G” alleli bulunmasi glioma i¢in koruyucu rol

oynamaktadir.

TLR-4 Asp299Gly “AG” genotipi glioma i¢in koruyucu rol oynamaktadir,
o TLR-4 Thr3991le polimorfizmi acisindan herhangi bir anlamli iligki

saptamadik.

Ayrica, hasta ve kontrol karsilastirmasinda genotiplerin hastaligin riski ya da

koruyuculugu iizerine etkilerini kombine genotip analizi (Tablo 4-2 A, B, ve C) ile de

mceledik.

Genotip 1({1a2s5;1 Ii‘;‘;tsr)"l OR(%95CI) p
ins/ins+GG 16 46 Ref.
ins/ins+GA 4 11 0,96 (0,27-3,43) 1,00
ins/ins+AA 29 1 0,01 (0,002-0,1) <0,001
del/ins+GG 14 108 2,68 (1,21-5,95) 0,01
del/ins+GA 13 20 0,54 (0,22-1,32) 0,17
del/instAA 36 4 0,04 (0,01-0,13) <0,001
del/del+GG 3 19 2,2 (0,58-8,45) 0,37
del/del+GA 1 4 1,39 (0,15-13,4) 1,00
del/del+AA 6 2 0,12 (0,02-0,63) 0,01

Ins/ins + GG kombine genotip dagilimi glioma 1cin koruyucu rol oynamaktadir.

Tablo 4-2 A: NF-KB+ TLR-2 Arg753GIn kombine genotip dagilimlari

Genotip  Hasta(120) Kontrol(225) OR(%95CI) p
ins/ins+GG 49 53 Ref.
ms/ins+GA 0 3 0,25
ms/ins+AA 0 1 1,00
del/ins+GG 63 121 1,78 (1,08-2,90) 0,02
del/ins+GA 0 16 <0,001
del/instAA 0 0
del/del+GG 10 22 2,03 (0,88-4,72) 0,10
del/del+GA 0 5 0,06
del/del+AA 0 0

Tablo 4-2 B: NF-KB+ TLR-4 Asp299G1ly kombine genotip analizi



Ins/ins + GG genotipi glioma icin risk faktorudur.

del/ins + GA genotipi glioma gelisimine karsi koruyucu rol oynamaktadir.

Genotip  Hasta(120) Kontrol(225) OR(%95CI) p
ins/ins+CC 46 55 Ref.
ins/ins+CT 3 2 0,56 (0,09-3,48) 0,53
ins/ins+TT 0 0
del/ins+CC 59 126 1,79 (1,08-2,94) 0,02
del/ins+CT 4 9 1,88 (0,54-6,51) 0,31
del/ins+TT 0 2 0,50
del/del+CC 8 25 2,61 (1,08-6,35) 0,03
del/del+CT 1 1 0,84 (0,05-13,75) 1,00
del/del+TT 0 1 1,00

Tablo 4-2 C: NF-KB+ TLR-4 Thr3991le kombine genotip analizi

Ins/ins + CC genotipi glioma icin risk faktorudur.
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4. TARTISMA

Beyinden koken alan kanserler primer ve sekonder olarak iki kisma ayrilir.
Primer beyin kanserleri beyinde ve az da olsa omurilikte goriilmektedir. Sekonder beyin
kanserinde ise kanser farkli bir organda baslar ve dolasim yoluyla beyine ulasir. insanda
en fazla goriilen MSS kanseri, beyinin destek dokusunda bulunan glial hiicrelerden
koken alan kanserlerdir.

Insanlarda 13 ¢esit TLR bulunmustur. TLR ve kanser ile ilgili cesitli calismalar
yapilmistir. Farkli kanser tiirlerinde ekspresyonu artan mikroRNA’larin TLR 2, 3, 4 ve
9 ile iliskisi bulundugu goriilmiistiir (Taganov KD, 2006). TLR-2, TLR-3 ve TLR-4
gastro intestinal kanserlerde TNM (tiimor lenf nodu metastazi) ile iliskilidir. TLR-
2,TLR-4 ve TLR-9 aktif formlari gastrointestinal kanser hiicrelerinde invazyona neden
olurlar (Heikki H. ,2016). Bagwrsak epitel hiicrelerinde TLR-2 / MyD88 sinyali, hasar
gormiis mukozadaki kok hiicre havuzunun genislemesinde kritik bir rol oynamaktadir
ve fare modellerinde tiimdr biiyltimesi i¢in gereklidir. TLR2 insan ve fare modellerinde
mide tlimorlerinde en fazla diizenlenen TLR'dir ve ekspresyonu cogunlukla tiimor epitel
hiicrelerinde tespit edilir (Kanae E., 2016).

TLR4 geninde meydana gelen dizi degisiklikleri bu reseptorun hucre
membranina tasinimini bozabilir (Davooidi 2012). Polimorfik TLR4 reseptorunun diger
olasi etkileri azalmis ligand baglama kapasitesi ve reseptor konformasyonundaki
degisikliklerdir. Bu degisiklikler sinyal iletimini bozabilir (Davooidi 2012, Lorenz E
2002 ve Ferwerda B 2008). TLR4 genindeki iki yaygin SNP, Asp299Gly ve Thr399Ile,
liganda karsi dusuk cevap ile ilskilidir (Davooidi 2012 ve Apetoh L 2008). Biz
calismamizda TLR4 Asp299Gly, TLR4 Thr3991le ve TLR2 Arg573GIn polimorfizmleri
ile glioma riski arasindaki ileskiyi arastirdik. TLR-4 299 AG genotipi ile azalmis glioma
riski arasinda anlamli bir iliski saptadik (p<0,001). TLR-4 Thr399lle polimorfizmi
acisindan herhangi bir anlamlilik saptanmadi. Bu bulgulara ek olarak, TLR-2 753 GG
genotipinin glioma gelisimine karsi koruyucu rol oynadigini bulduk (p=0,001). Ayrica,
TLR-2 Arg753GlIn polimorfizmi icin A allelinin glioma gelisimine karsi koruyucu rol
oynadigini gosterdik (p<0,001).

Huang ve arkadaglari, TLR-2’nin susturulmasinin hepatokarsinoma i¢in olas1 bir

shRNA tabanli gen terapisi olabilecegini diisiiniiyorlardi ve siRNA ile inhibe edilen
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TLR-2’nin sitokin IL-6 ve IL-8 salinimini azalttigini bulmuslardir. Ayrica, bu arastirma
grubu TLR2 RNAi uygulanan farelerde tumor hacminde azalma oldugunu
gostermislerdir (Ming S. 2016 ve Huang Y 2012).

NF-kB, Rel ailesinin bes iiyesinden bir veya ikisini igeren bir homo- veya

hetero-dimerik transkripsiyon faktoriidiir. NF-kB, proliferasyonu ve hiicre sagkalimini
ilerleten c-IAP1, C-IAP2, XIAP. , Bcl-XL, Bfl-1/ Al ve p53 gibi genleri aktive eder. Bu
nedenle NF-kB'nin Hodgkin hastaligi, akut lenfoblastik 16semi, gogiis kanseri, kolon
kanseri, yumurtalik kanseri, prostat kanseri, karaciger kanseri ve melanoma gibi ¢esitli
kanserlerde yapisal olarak aktive olmasi sasirtict degildir (Qiutang L. 2005). Cesitli
arastirmacilar Pikarsky ve digerleri, Luo ve ark. Ve Greten ve ark. NF-kB'nin timor
hiicreleri ve tiimor iliskili inflamatuar hucreler uzerine etki ederek tumor gelisimine
katkida bulunduklarini gostermislerdir (Qiutang L. 2005 ve Pikarsky, E 2004 ve Luo, J
2004 ve Greten, F 2004 ).
NF-KB nin kanser ile olasi iliskisi goz onune alindiginda, calismamizda NFKB -94
Ins/del polimorfizmi ile glioma arasindaki iliskiyi inceledik. NFKB1 -94 ins/ins
genotipinin glioma i¢in risk faktorii oldugunu gordiik. Bununla beraber NF-KB
“ins/ins” ve TLR-2 Arg753GIn “GG” kombine genotipi glioma igin koruyucu rol
oynamaktadir. Ayrica, NF-KB “del/ins” ve TLR-4 Asp299Gly “GA” kombine genotipi
glioma gelisimine kars1 koruyucu rol oynamaktadir. Bu bulgulara ek olarak, NF-KB+
TLR-4 Thr3991le kombine genotip analizinde “ins/ins” genotipi “CC” genotipiyle bir
araya gelince glioma i¢in risk faktorii olusturmaktadir. NF-xB sinyal yolagi timor
mikrocevresini arttirarak kansere katkida bulundugu iyi bilinmektedir (Mengchu
7.2016). Kanser tedavisinde bir¢ok ilag NF-kB'yi hedef almaktadir. Bununla birlikte,
daha yeni kanitlar, NFkB'nin tiimor biiylimesini de engelleyebildigini gostermektedir
(Xue X. 2016). Transkripsiyon faktorii NF-kB dogustan gelen bagisiklik ve enflamatuar
yanitlarda 6nemli bir rol oynamaktadir ve inflamasyon ile tiimorigenez arasindaki en
onemli faktor olarak kabul edilmektedir. Bu faktér antiapoptotik genleri aktive eder ve
prekanser6z ve habis hiicrelerin apoptozdan kagmasini tesvik edebilir (Gustavo
Rodrigues M.2016).

Bildigimiz kadariyla, literatiirde glioma ile NF-xB ve TLR arasindaki iliskinin
arastirildigi calisilma bulunmamaktadir. Bununla beraber farkli kanser tiirleri ic¢in
calismalar yapilmistir. miR-21 ve miR-29a, immiin hiicrelerdeki TLR ailesinin

reseptorlerine ligand baglayarak tiimor biiylimesine ve metastaza yol acan bir TLR
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aracilt prometastatik enflamatuar yanit1 tetikleyebilir (Xiaoxia L. 2016). MSC'lerde
TLR-2 baskilanmasinin NFxB sinyal yolaginin aktivasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (Xiaoxia L. 2016). TLR-2’nin TLR-4 ve TLR-3'den farkli olarak, zararlh
sistemik inflamasyon, kardiyak disfonksiyon, akut bobrek hasari (kritik hastalarda ortak
bir varlik) ile iliskilidir ve ¢ogunlukla ciddi sepsis ile tetiklenir. Insanlarda, TLR-2
sinyalizasyonu MyD88 yolagin1 aktive olur ve bu da NF-xB, interferon (IFN)
diizenleyici faktor (IRF) ailesinin iiyeleri ve mitojen ile aktive olan transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonuyla sonuglanir. Bununla beraber Protein kinaz (MAPK) sinyal
yollari, sonugta enflamasyonlu sitokinler, C reaktif protein (CRP), Pentraxin 3, vb.
Uretimine yol acar (Jing Z.2015).

Sonuc olarak, bulgularimiz NFKB ve TLR polimorfizmi ile glioma arasinda anlamli bir
iliskinin olabilecegini gostermektedir. Ancak, bu sonuclarin daha buyuk vaka-kontrol

calismalari ile dogrulanmasi gerekmektedir.
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