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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

AYDIN iLi POPULASYONUNDA NUKLEER FAKTOR-KAPPABI (NF-kB1)
VE NF-kBIA GENLERININ POLIMORFIZMININ PCR-RFLP YONTEMIi
iLE BELIRLENMESI

Serap SENOL

Adnan Menderes Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danismanlar: Prof. Dr. Fevzi BARDAKCI
Dog. Dr. Pinar OKYAY

Bu calismanin amaci Aydin ili populasyonunda bir¢ok enflamatuvar hastalik ve
kanser patogenezi ile iliskili oldugu bilinen Niikleer faktor-kappaBl (NF-kBl) ve
NF-kBIA genlerinin polimorfizminin Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon
Fragmani Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi ile sikliklarini saptamaktir.

Aydin ilinden 565 saglikli bireyin kan 6rneginden izole edilen ilgili genom bdlgeleri
PCR ile spesifik olarak amplifiye edilmis ve RFLP yontemi ile polimorfizmler
saptanmigtir. Calisma grubunda, NF-xBI -94ins/delATTG polimorfizmindeki
genotip sikliklar1 del/del: 55 (%10.3), del/ins: 252 (%49.1), ins/ins: 217 (%40.6);
NF-kBIA 3'UTR A—G polimorfizmindeki genotip sikliklart A/A: 106 (%19.2), A/G:
233 (%42.3), G/G: 212 (%38.5) olarak bulunmustur. NF-xB1 polimorfizmi genotip
dagilmi  Hardy-Weinberg dengesinde iken (3’=3.402, p>0.05), NF-kBIA
polimorfizmi genotip dagilimi Hardy-Weinberg dengesinden sapan bir dagilim
sergilemistir (x*=8.293, p<0.05).

2008, 65 sayfa
Anahtar Sozciikler:

NF-kB1, NF-kBIA, PCR-RFLP, genetik polimorfizm
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

IDENTIFICATION OF NUCLEAR FACTOR-KAPPABI (NF-kB1) AND NF-
kBIA POLYMORPHISMS BY PCR-RFLP TECHNIQUE IN A AYDIN
POPULATION

Serap SENOL

Adnan Menderes University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisors: Prof. Dr. Fevzi BARDAKCI
Assoc. Prof. Dr. Pmnar OKYAY

The aim of the present study was to determine the frequencies of polymorphisms of
nuclear factor-kappa (NF-kB1) and NF-kBIA genes, which have shown to be related
with several inflammatory diseases and cancer pathogenesis, using Polymerase
Chain Reaction-Restriction Fragment Lentght polymorphism (PCR-RFLP) assay in
the population of Aydin province.

For this aim, total genomic DNAs were isolated from periferal blood samples taken
from a total of 565 healty volunteers living in Aydin Province. Genomic regions in
questions were amplified by PCR technique and the polymorphisms in these regions
were detected by RFLP assay. Results of the analyses showed that the frequency of
the NF-kBI -94ins/delATTG del/del, del/ins and ins/ins genotypes were 10.3%,
49.1% and 40.6%, respectively. On the other hand, the genotype frequencies of the
NF-kBIA 3'UTR A—G genotypes were as follows: genotype A/A: 19.2%, genotype
A/G: 42.3% and genotype G/G: 38.5%. Distribution of genotype frequencies were
tested by Hardy Weinberg test and results showed that while NF-kBl gene was in
Hardy-Weinberg equilibrium (3°=3.402, p>0.05), NF-xBIA gene was not (x’=8.293,
p<0.05).

2008, 65 pages
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NF-kB1, NF-kBIA, PCR-RFLP, genetic polymorphism
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1. GIRIS

Ik kez 1986 yilinda Sen ve Baltimore tarafindan kesfedilen Niikleer faktdr-kappaB
(NF-xB) bir transkripsiyon faktoriidiir (Baldwin, 2001). NF-xB baslangicta, farelerde
B lenfositlere 6zgli immunoglobin K hafif zincir (light chain) geninin ekspresyonunu
diizenleyen bir protein olarak tanimlanmustir (Sen and Baltimore, 1986). ileriki
calismalarda ise NF-«B’nin B ve T lenfositler, fibroblastlar, keratinositler ve
monositik makrofaj soylar1 gibi ¢esitli hiicre tiplerinde eksprese edilen ve bir¢ok
genin uyarilabilir ekspresyonu icin Onemli bir diizenleyici protein oldugu

saptanmistir (Baeuerle, 1991; Baeuerle and Henkel, 1994; Blank ef al., 1992).

NF-«B transkripsiyon faktoriinlin enflamasyon, lenfosit aktivasyonu, hiicre biiytimesi
ve farklilagsmasi, hiicre yiizey reseptorleri ve de cesitli sitokinlerin dahil oldugu
150°den fazla gende anlatim diizenlemesi yaparak, hiicrede apoptosis ve hayatta
kalma basarisina katkida bulundugu bilinmektedir (Richmond, 2002). NF-xB
transkripsiyon faktorii, bircok farkli gen iizerindeki alisilmamis diizenleme
mekanizmasi, evrimsel siirecte géze carpan korunmus yapi, protein iyeleri
arasindaki korunmus fonksiyon ve de bircok insan hastaligi ile iliskili olmasi
nedeniyle, genis Olcilide ilgiyi {izerine toplamistir (Baldwin, 2001). NF-xB sinyal
yolunun anlasilabilmesi i¢in glinlimiize kadar birgok derleme makale yazilmistir
(Ghosh and Karin, 2002; Kucharczak et al., 2003; Ruland and Mak, 2003; Ben-
Neriah and Schmitz, 2004; Bonizzi and Karin, 2004; Chen and Greene, 2004; Karin
et al.,2004).

NF-xB ve onun inhibitdr protein NF-kBIA (IxkBa, niikleer faktdr-kappa B inhibitor
alfa) geninde birgok polimorfik bolge tanimlanmistir (Campbell and Perkins, 2006;
Glavac et al., 1994). Bu polimorfizmlerin NF-xB’nin islevini potansiyel olarak
etkiledigi saptanmistir (Curran et al., 2002). NF-xB’nin uygunsuz aktivasyonu,
astim, enflamatuvar artrit, septik sok, akciger fibrozisi, diabet, kanser, AIDS,
arterosklerozis ve felg gibi enflamasyon ile iliskili cesitli insan hastaliklar1 ve
patolojik durumlarla iligkili oldugu saptanmistir (Baldwin, 2001; Chen ef al., 1999).

Bunun yani sira NF-xB’nin tamamen ve siirekli inaktivasyonu, apoptosis, immiin



hiicrelerinin gelisimi ve gecikmeli hiicre biiylimesine yol agmaktadir (Chen et al.,
1999; Baldwin, 1996). Bir¢ok enflamatuvar ve anti-kanser ilaglariin bir bolimii,
sadece NF-xkB aktivasyonunu inhibe edecek sekilde tasarlanmislardir (Baldwin,
2001; Chen et al,1999). Ornegin aspirin ve glukokortikoidler NF-xB’yi inhibe
ederler (Barnes and Karin, 1997; De Bosscher et al., 2000). NF-xB’nin immiin ve
enflamatuvar cevap olusturan genleri diizenlemesi durumuna uygun olarak, NF-
kB’nin cesitli altlinitelerinin yok edildigi fare deneylerinde, B ve T hiicrelerin
fonksiyonlarinda hata olustugu ve bakteriyal enfeksiyonlarin temizlenmesi

konusunda eksik kalindig1 saptanmistir (Gerondakis et al., 1999).

Normalde c¢ogu hiicrede agirlikli olarak sitoplazmada inaktif olarak konumlanmig
olan NF-xB faktoriintin, B-hiicreleri, T-hiicreleri, sertoli hiicreleri ve bazi1 noronlarda
genelde cekirdek icinde lokalize oldugu, buna ek olarak da bir¢ok kanser hiicresinde
de cekirdek icinde ve aktif oldugu saptanmistir (Richmond, 2002). NF-xB’nin
aktivasyonu ve asir1 ekspresyonu kolorektal kanser gibi cesitli kanser tiplerinde
gozlenmistir (Aggarwal, 2004; Lind et al., 2001). Gogiis kanseri (Biswas et al.,
2000), melanoma (Shattuck-Brandt and Richmond, 1997; Yang and Richmond,
2001), multiple myeloma (Feinman et al., 2004), timor olusumu, biiylimesi ve
metastaz olusumuyla (Amiri and Richmond, 2005; Dolcet et a/.,2005 ; Huang et al.,
2000a, 2000b) iliskili oldugu bilinmektedir.

NF-kB1, kromozom {iizerinde 4q24 bdlgesine lokalize olmus yirmi dort ekzonlu bir
gendir (Heron et al., 1995). Insan NF-xBl geni iki protein kodlamaktadir: DNA
baglanma bolgesi icermeyen sitoplazmik molekiil olan p105 ve onun N-terminaline
ilisik olan ve DNA’ya baglanma bdlgesi tasiyan p50 (Heron et al., 1995). NF-kB1
geni promotdr bolgesinde fonksiyonel polimorfizme yol acan dort niikleotit
insersiyon/delesyon  (-94ins/delATTG  polimorfizmi) tanimlanmigs ve bu
polimorfizmin potansiyel fonksiyonel rol alarak bir¢ok hastalik ve kanserle iliskili
oldugu saptanmistir (Karban et al., 2004). Karban et al. (2004) tarafindan yapilan
calismada 5' -94ins/delATTG polimorfizminin iilseratif kolit hastaligina yatkinligi
arttirdigin1 saptamisladir. 4 bg (baz ¢ifti) delesyon sonucunda niikleer proteinlere
baglanma kaybi ve gegici transfeksiyon deneylerinde NF-kBl promoter-luciferaz

reporter olusumundaki promoter aktivitesinin diistiigii saptanmistir (Karban et al.,



2004). NF-kBI nakavt fare deneyleri, B hiicrelerinde anormallik olusumuyla
bagisiklik sisteminde kusur olusumu, ndral dejenerasyon ve uyku diizensizligi
fenotipleri olustugu saptanmistir (Jhaveri et al.,2008; Cha et al., 1995; Campbell et
al., 2000; Lu et al., 2006 ). Ayrica Ishikawa et al., (1998) yaptig1 ¢alismada p105™
genotipine sahip farelerde splenomegali, biiylimiis lenf diiglimleri, barsak ve

akcigerlerde infiltrasyon ve patojenlere hassasiyet saptamistir.

NF-xBIA (IxkBa) ise NF-kB transkripsyon faktoriiniin inhibitériidiir. Bu genin
diizenlenmesi de yine NF-kB tarafindan gergeklestirilmektedir (Chiao et al., 1994).
Bu protein NF-xB transkripsiyon faktoriine baglanarak onun ¢ekirdege tasinmasini
ve DNA’ya baglanmasini bloke etmektedir (Ito et al., 1995). Insan NF-kBIA geni
kromozom {izerinde 14q13 bolgesinde lokalize olmustur. Alt1 ekzondan olusan bu
oldukca polimorfik gen, yaklasik olarak 3,5 kb’lik (kilo baz) bir bolgeyi isgal eder
(Kim et al., 2003). Hiicrelere gelen hemen hemen tiim sinyaller, serin-spesifik kB
kinaz (IKK) enziminin NF-kBIA’nin N-terminal ucundaki iki spesifik serin bolgesini
fosforile etmesine yol agar. Boylece NF-xBIA yikilimi1 gergekleserek NF-xB aktive
edilir (Baeuerle, 1998; Jacobs et al., 1998; Malek et al., 1998). NF-xB aktif halde
cekirdege hareket eder ve hedef genlerin ekspresyonunu baglatir (Whiteside et al.,
1997). Heniliz sentezlenmis olan NF-xBIA proteini, ¢ekirdek icerisinde NF-xB
kompleksine baglanarak onu inaktive eder ve sitoplazmaya tasir (Chiao et al., 1994).
NF-kBIA genindeki polimorfizimlerin ¢esitli kanser tipleriyle iligkili oldugu
saptanmistir (Kim et al., 2003; Curran et al., 2002). Glavac et al., (1994) tarafindan
tanimlanan 3’UTR A—G polimorfizmi; multiple myeloma (Parker et al., 2002) ve
kolorektal kanser (Klein et al., 2004) riskini arttirdigi saptanmistir. Olusan
varyasyonun biliylik ihtimalle NF-kBIA’nin ekspresyonunu etkiledigi ve bu
durumunda proteinin yapt ve fonksiyonunu degistirerek NF-xB kompleksine zayif
baglanmasina neden oldugu ve bunun sonucunda NF-xB aktivasyonuna yol agtigi
diisiiniilmektedir (Parker et al., 2002). Yapilan nakavt caligmalarda ise erken
neonatal lethal enflamatuvar dermatitis and graniilositozis fenotipi olugsmustur (Beg

et al., 1995; Klement ef al., 1996).

NF-kB1 ve NF-kBIA lokuslarinda tanimlanan polimorfizmlerin Tiirkiye’deki sikligi

bilinmemektedir. Saglikli bireylerden saptanan genotip ve allel sikliklar1; daha sonra



bu genin c¢esitli hastaliklarla iliskisi arastirildiginda, referans grubu olarak
kullanilabilecektir. Saglikli Tiirk populasyonunda bu lokustaki genotip dagilimlar1 ve
allel sikliklarinin bilinmesi, yukarida adi gecen hastaliklar i¢in bireylerin risk
durumlarinin degerlendirilmesinde ve gerekli koruma 6nlemlerinin alinmasi i¢in son
derece onemli olacaktir. Ayrica bu genin sikliginin bilinmesi sonucunda, belirtilmis

olan hastaliklar i¢in belirte¢ olarak kullanimi saglanabilir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. NF-«kB- IxB KOMPLEKSI

Memeli hiicrelerinde, Rel ailesine ait olan NF-xB transkripsiyon faktoriiniin RelA
(p65), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-xB1) ve p52/p100 (NF-xB2) olmak iizere 5 iiyesi
bulunmaktadir (Nomenculature; Nabel and Verma, 1993) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Memelilere 6zgii NF-xB, kB ve IKK protein ailelerinin iiyeleri. a- Memeli
hiicrelerinde 5 adet niikleer faktor (NF)-xB {iyesi bulunmaktadir. RelA (p65), RelB, c-Rel,
p50/p105 (NF-kB1) ve p52/p100 (NF-kB2). p50 ve p52 proteinleri (sekilde tam simirlartyla
gosterilmemistir), daha uzun precursor proteinler olan sirasiyla p105 ve p100 proteinlerinin



proteolitik yikilimi neticesinde tiiremektedirler. Tiim NF-«xB ailesi iiyeleri N-Terminal Rel-
Homolog Domain (RHD) tasimaktadirlar. Rel subailesi iiyeleri olan RelA, RelB ve c-Rel C-
terminal transkripsiyonal aktivasyon domaini (TAD) tasimaktadirlar. TA1 ve TA2 Rel
transaktivasyon domaininin subdomainleridir. b- NF-xB inhibitor ailesi (IkB) IxBa (NF-
kBIA), 1xkBpB, 1xkBy, IxBeg, Bcl-3 proteinlerinden olusur. p100 ve p105 gibi C-terminal
anykrin tekrar motifleri (ANK) tasimaktadirlar. ¢- IkB Kinaz kompleksinin (IKK), 3 ana
subiinitesi gosterilmistir: katalitik subfiniteler olan IKKa ve IKKf, ve regulator subiinite olan
IKKy (NEMO= NF-xB essential modifier). Her bir proteinin baslica yapisal 6zellikleri,
amino asit sayilari insan proteinlerine uyumlu sekilde verilmistir. Fakat, domainlerin
baslangi¢ ve bitis bolgelerinin tanimi yayimlanan yere gore degisebilir. CC, coiled-coil; DD,
6li domain homologu; HLH, helix-loop-helix; LZ, RelB transaktivasyon domainindeki
16sin-zipper motif; NBD, NEMO baglanma domaini; PEST, prolin (P), glutamat (E), serin
(S), treonin (T) amino asitlerce zengin domain; ZF, zinc-finger domain (Perkins, 2007)

Bu proteinlerin hepsi yaklasik 300 amino asitlik Rel homolog (RH) ad1 verilen N-
terminal domaine sahiptirler. RH domaini DNA’ya baglanma, inhibitére baglanma,
dimerizasyon saglayan ve niikleer lokalizasyon sinyal (NLS) gibi korunmus
dizilerine sahiptir (Baldwin, 1996; Kopp and Ghosh, 1995). NF-«xB/Rel proteinleri C
terminal dizisine gore 2 smifa ayrilabilir. Birincisi; p105 ve pl00 precursor
proteinleri C-terminali IxB (NF-xB inhibitor proteinleri) proteinlerine 6zgii olan ¢ok
kopyali ankirin tekrarlar tasirlar. Bu tekrarlar proteinleri inhibe eder. Bu simif
proteinler proteolizis ya da translasyon sirasinda aktive edilirler (Gilmore, 1991;
Blank et al., 1992; Baeuerle and Henkel, 1994). ikincisi; RelA, RelB ve c-Rel
(homologu retroviral v-Rel)’dir. Rel proteinleri C-terminalinde aktivasyon domain

tasirlar. Bu domainin dizileri korunmamustir.

NF-xB ilk baglarda p50/p65 heterodimeri olarak tanimlanmistir, fakat daha sonra
anlagilmistir ki, farklt NF-xkB kompleksleri homodimer ya da heterodimer formda

olabilmektedir (Blank et al., 1992; Rayet and Gelinas, 1999) (Sekil 2.2).

NF-xB, genom iizerinde promotdr ve enhancer bolgelerinin kapsadigi kB (Genom
lizerine baglanma bolgesi) adi verilen bazi 6zel DNA dizileri araciligiyla dimerik
formda baglanarak, bazi genlerin ekspresyonunu diizenlemektedir (Hayden and
Ghosh, 2004). NF-xB protein ailesinin diizenledigi hedef genler ve NF-xB aktive

edici sinyaller kisaca sekil 2.3’de sematize edilmistir.



NF-gB Dimerlen

Sekil 2.2 NF-xB dimerizasyonu. Bes adet NF-xB polipeptidi homo- ve hetoro-dimerizasyon
yoluyla 15 adet transkripsiyon faktorii olusturabilir. Ustteki dort sira, transkripsiyonal
aktivatdor olarak gorev alabilen dokuz adet dimer gostermektedir. Besinci sirada
transktipsiyonal aktivasyon domaini bulunmayan dimerleri gostermektedir. Son sirada ise
DNA’ya baglanma kabiliyeti olmayan dimerleri gostermektedir. Bir hiicrede bu dimerlerden
birkac1 bulunabilir. Fakat bu hiicre tipine, hiicrenin i¢inde bulundugu gelisim basamagina ve
de cevresel sartlara baglidir (Hoffmann and Baltimore, 2006).
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Sekil 2.3 NF-xkB aktive edici sinyaler ve NF-xB tarafindan diizenlenen genler. A. NF-xB
aktive edici sinyaler; enflamatuvar ajanlar, karsinojenler, tiimor olusturucular, viral
proteinler, stres, kemoteropotikajanlar ve y radyasyon. B. NF-xkB aktivasyonu yoluyla
hiicrede hayatta kalma basarisi, proliferasyon, angiogenez, enflamasyon, invasyon ve
metastaz olusumlariyla iliski genleri diizenler. EGF, Epidermal Biiyliime Faktorii; HIV,
Human Immunodeficiency Virus; KSHV, Kaposi's sarcoma iligkili herpesvirus; EBV-LMP1,
Epstein-Barr Virus Latent Membrane Protein 1 Gen; HTLVI, Human T-cell lymphotropic
virus [; LBS, Lipopolisakkaritler; DMBA, 7,12-dimetilbenz(a)antrasen, PMA, Phorbol-
myristate acetate; ROI, Reaktif Oksijen Ara Uriinleri; Bcl-x1, Basal Hiicre Lenfoma-Extra
Biiyiik; IAP, Apoptizis Kaspaz and Inhibitorii; cFLIP, FLICE Inhibitér Protein; cMyc,
Myelocytomatosis Protoonkogen; VEGF, Vaskiiler Endoteliyal Biliylime Faktorii; ICAM,



Intraselliiler Serum Adezyon Molekiilii; VCAM, Vaskiiler adezyon‘ molekiilii; ELAM,
Endoteliyal Lokosit Adhesyon Molekiilii; COX, Siklooksijenaz; iNOS, Indiiklenebilir Nitrik
Oksit Sentaz; MMP, Matriks Metallopeptidaz; uPA, Uriner Plazminojen Aktivatdr

NF-xB dimerleri hiicrelerde uyarim olmadig1 durumlarda, sitoplazmada IxB inhibitor
proteinlerine nonkovalent etkilesim yoluyla baglanmig halde inaktif formda
bulunmaktadir. Simdiye kadar yedi adet IxB molekiilii tanimlanmistir: IkBo (NF-
kBIA), kB, 1By, IxBe, Bcl-3, p100, p105. Bilinen tim IxB proteinleri ankirin
tekrar bolgeleri igerirler. NF-kBIA 3 kisimdan olusmaktadir; N terminal domain, 30-
33 aminoasitlik ¢oklu kopyalardan (6 kopya) olusan ankirin tekrar domaini ve prolin-
glutamat-serin-treonin amino asitlerince zengin C-terminal (PEST) bolgelerinden
olusur (Sekil 2.1). Ankirin tekrarlar ve de RH domaini arasindaki spesifik etkilesim
NF-xB ve IxB arasindaki baglantinin 6zelligini belirlemektedir. Hiicresel uyarimin
olmadigi durumlarda, IxB proteininin NF-«xB molekiiliindeki NLS dizisini
maskelemesi sonucunda, NF-«B proteininin niikleer translokasyonunu onleyerek
sitoplazmada kalmasii saglamaktadir (Baldwin, 1996; Kopp and Ghosh, 1995;
Thanos and Maniatis, 1995; Verma et al., 1995). Bunun yani sira NF-«BIA baz1 NF-
kB komplekslerinin ¢ekirdekten sitoplazmaya hizli transferini saglayan Niikleer
Export Dizisi (NES) de tasimaktadir. Sitoplazma ve g¢ekirdek arasindaki dinamik
mekik dengesi NF-xBIA‘nin yikilisina baghdir, ¢iinkii NF-xBIA’daki NES dizisini
uzaklastirir ve maskelenmis NLS’yi agiga ¢ikararak, NF-xB’nin ¢ekirdege gitmesini
saglamaktadir (Hayden and Ghosh, 2004). Daha once de belirtildigi gibi NF-xB
latent olarak, IxB ile kompleks olusturmus sekilde sitoplazmada inaktif olarak
bulunur. Ne zaman ki hiicrelere disaridan bir uyarim geldiginde NF-xB aktive olarak
cekirdege girer ve NF-xkBIA dahil olmak {izere programli hiicre 6limii (apoptosis),
hiicre adhezyonu, hiicre proliferasyonu, dogustan ve sonradan kazanilan immiin
yanitlary, enflamasyon ve hiicresel stres {izerinde etkili olan birgok genin
ekspresyonunu baglatir. (Hayden and Ghosh, 2004; Pahl, 1999). Boylece NF-xB
aktivitesinin kontrolii i¢in baslangi¢ anahtar1 NF-xB/IxB kompleksi etkilesiminin
diizenlenmesidir. Hemen hemen tiim sinyaller biiyiik molekiil agirlikli serin-spesifik
IxB kinaz (IKK) ile NF-«B/IxB kompleksinin yakinlasmasina ve akabinde NF-xB
aktivasyonuna yol agmaktadir. IKK nadir bir kinaz tipidir. IKK bir¢ok hiicrede 3

altiinite icermektedir. Bunlar; katalitik subiiniteler olan IKKa ve IKKf, ve regulator
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subiinite olan IKKy (NEMO= NF-xB essential modifier)’dur (Rothwarf and Karin,
1999; Ghosh and Karin, 2002) (Sekil 2.1).

2.2. NF-kB AKTIVASYON YOLAGI

NF-xB; normal hiicrelerde, I-kappa-B proteinleri (IkBa, B ve y) ad1 verilen inhibitor
proteinlere bagli sekilde, sitoplazmada inaktif halde bulunmaktadir (Tak and
Firestein, 2001). Ekstraselliiler sinyaller sonucu IxB kinaz (IKK) enzimlerinin
diizenleyici altiiniteleri uyarilir ve sinyalleri algilayarak katalitik altiinitelerine iletir.
Bu durum inhibitor proteinlerin fosforilasyonu ve yikilimina yol agmaktadir. kB
proteininin yikilimi ile aktif hale gelen NF-xB c¢ekirdege tasinmaktadir (Gilmore,
2003; Pahl, 1999; Karin, 1999). NF-«BIA (IxkBa) fosforilasyonu ve NF-xB’nin
cekirdekte gozlenmesini takiben yaklagik 1 saat sonra yeniden sentezlenmis olan NF-
kBIA proteini ortaya ¢ikar. NF-«BIA proteininin yeniden olusumu, mRNA’sinin
hizla indiiklenebilen ekspresyonu sayesinde protein sentezi ile gergeklesir. NF-xBIA
promotdriinde NF-xB baglanma bolgesi bulundugundan, active edici sinyaller gelir
gelmez aktive olan NF-xB, NF-kBIA ekspresyonunu baslatir (Chiao et al., 1994;
LeBail et al,1993). Genis Olglide hiicreleri uyaran ve NF-xB transkripsiyon
faktoriinii aktive eden sinyaller; bakteriyal ve viral iirlinler, kanserojenler, sitokinler

ve antioksidant radikaller olabilmektedir (Baldwin, 2001).

NF-«B sinyal yolu, klasik ve alternatif olarak iki sekilde olabilmektedir (Bonizzi and
Karin 2004) (Sekil 2.4).

Klasik yolda; 6rnegin proenflamatuvar sitokin tiimor nekroz faktoér a (TNFa) IKK
kompleksinin B altiinitesini uyararak aktive eder. IKK kompleksi, NF-xBIA (IxBa)
molekiiliiniin N-terminal yakinindaki 2 spesifik serin (Ser32 ve Ser34) bolgesini
forsforile eder. Boylece hedef [kB molekiilii 26S proteosom araciyla yikilir (Sekil 2.4
A). 268 proteosom, dkaryotik organizmalarin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda bulunan,
esas gorevi proteinleri yitkmak olan, biiyiik (1500-2000 kDa) multikatalitik bir enzim
kompleksidir (Ciechanover, 1994; Brooks et al., 2000). Bu enzim c¢esitli hiicre
diizenleyicilerin ve p53, Bcl-2, p21, p27 gibi apoptozisi indiikleyici faktorleri ve A,
B, D, E siklinlerinin yikilmasini saglar (Maki et al., 1996; Chademech ef al., 1999;
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Cayrol and Ducommun, 1998; Clurman et al., 1996; Diehl et al., 1997; Pagano et al.,
1995; Sudakin et al., 1995).

Alternatif yolda; IKK kompleksinin o altiinitesi aktive edilir ve pl100 veya pl105
proteininin C-terminal ucundan fosforile eder. Fosforile edilmis olan p100 ubiquitin
ligaz mekanizmasi tarafindan taninir. Ubiquitin ligazlarca polibigqiiitinasyona
ugrayan p100 proteinleri bunun sonucunda C-terminalinden proteozomlarca yikilim
meydana gelir (Palombella ef al., 1994; Karin and Ben-Neriah, 2000). Bunun
sonucunda p105’in amino-terminal yarisindan olusan p50 meydana gelir (Sekil 2.4

B).

Her iki aktivasyon sinyal yolunda da maskelenmis NLS aciga ¢ikar. Azad edilmis
NF-«xB dimeri, hedef gende promotdr yada enhancer bolgesindeki spesifik dizilere
baglanmak ve ekspresyonu baslatmak icin ¢ekirdege tasinir. Genom iizerine
baglanma bolgesi (kB) dizisi Zabel et al., (1991) tarafindan 5> GGGRNNYYCC 3’ ;
R=Piirin, Y=Pirimidin olarak tanimlanmistir. Bu kombinasyonel farklilik wve
bireylere 0zgii farkli DNA baglanma bdlgeleri (xB), varyasyona yol a¢gmaktadir.
Cekirdege gee¢mis olan aktif NF-xB hedef genlerinden biri olan NF-xBIA’nin da
ekspresyonunu baslatir. Heniiz sentezlenmis olan NF-xBIA proteinin g¢ekirdekte
tekrar NF-xkB ile kompleks olusturarak onu inaktive eder ve sitoplazmaya tasir

(Chiao et al., 1994).

NF-xB aktivasyonu protein sentezinden bagimsizdir (Sen and Baltimore, 1986).
Sitoplazmanin deterjanlarla muamelesi sonucunda NF-xB’nin hiicreden bagimsiz
aktive oldugu gosterilmistir (Baeuerle and Baltimore, 1988). Bu bulgular, NF-xB
aktivasyonunun sitoplasmik formundan farkli olacak sekilde post-translasyonel

mobilizasyon gecirdigini gostermektedir (Grimm and Baeuerle, 1993).
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2.3. NF-kB ve APOPTOZIS

2.3.1. Antiapoptotik Rol

NF-xB ailesine ait transkripsiyon faktorleri farkli hiicre soylarinda apoptotik program
diizenlenmesinde rol almaktadirlar (Barkett and Gilmore, 1999). NF-xB’nin
sitoprotektif roliiniin ilk kaniti, 15 giinliik fare embriyosunda karaciger apoptozisinde
analizlenmis olan p65°tir (Beg et al., 1995; Beg and Baltimore, 1996). NF-«B’nin
transkripsiyonal aktivitesi apoptotik basamaklarda dogrudan bloke edici {iriin
olusturan bir¢ok antiapoptotik genin ekspresyonuna neden olur. Bu iiriinlere; IAPs,
c-FLIP (caspase-8/FADD-like-IL-1B-converting enzyme inhibitory system) ya da
Bcl-2 ailesi proteinleri 6rnek verilebilir (Deveraux and Reed, 1999; Wang et al.,
1998; Irmler et al., 1997; Golstev et al., 1997; Delhalle et al., 2004). NF-xB
aktivasyonu ayni zamanda bircok proapoptitik genin baskilanmasinda da rol alir
(Delhalle et al., 2004). Ornegin, Forkhead ve biiyiime engelleyici proteinler ve de
DNA hasar uyaric1 gen 153/C/EBP-homolog proteini (Tran et al., 2003; Nozaki et
al., 2001), proapoptotik gen bax (Bentires et al., 2001; Webster and Perkins, 1999)

NF-xB aktivasyonu ile baskilanirlar.

2.3.2. Proapoptotik Rol

NF-xB bazi hiicre tiplerinde belirli kosullar altinda proapoptitik aktiviteye sahip
olabilmektedir. TNF reseptor siiper ailesinin iiyeleri olan DR4, DRS, DR6, Fas ve
Fask ligantlar1 gibi apoptozisi indiikleyen iiriinler olusturan genlerin ekspresyonunu
diizenlemektedirler (Matsui et al., 1998; Ravi et al., 2001; Zheng et al., 2001; Kasof
et al., 2001). NF-xkB aktivitesi apoptizis ile bagdastirilmaktadir. NF-xB serum
eksikligi ile indiiklenmis insan embriyonik hiicrelerinde aktif durumdadir ve onun
inhibisyonu, hiicreleri kismen bu o6liimden korumaktadir (Grimm et al.,1996).
Glutamat-indiiklenen noral toksisite, NF-xB inhibitorii olan sodyum salisilat ile

muamele edilerek dnlenebilmistir (Grilli ef al.,1996; Lipton, 1997).
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2.4. NF-xB VE ILAC DIRENCI

NF-xB aktivitesi kanserli hiicrelerin kemoteropotik ilaglara karsi olan direnglerinin
artmasma yol agmaktadir. Ornegin irinotecan (camptothecin-11), topoizomeraz I
poison ile muamele edilmis kolorektal LOVO kanser soylarinda, mutant NF-xBIA
(IkBa) sentezinde fazla ekspresyon olusturdugu ve HTI1080 fibrokarsinoma
hiicrelerinin irinotesan, daunorubisin ya da iyonize radyasyon ile muamelesi
sonucunda NF-xB inhibisyonu yoluyla apoptizisin indiiklendigi saptanmistir (Wang
et al., 1996; Wang et al., 1999). NF-kB aym1 zamanda P-glikoprotein membran
transporter kodlayan multidrug resistance-1 (Zhou and Kuo, 1997; Bentires et al.,
2003) ve glutatyonin S-transferaz (Morceau et al., 2004) gibi hiicresel ilag alimi

veya tasfiyesini diizenleyen genlerin regiilasyonunu yapmaktadir.

2.5. NF-kB VE KARSINOGENEZ

Birgok ¢alisma NF-xB ailesi iiyelerinin kanser geligimi ile yakindan iligkili oldugunu
ileri siirmektedir (Sylla and Temin, 1986; Moore and Bose, 1988; Gilmore et al.,
1996). Bircok kanser p65, c-rel, NF-kB1, NF-kB2, bcl-3 ve NF-kBIA gibi genlerdeki
amplifikasyon ya da kromozom translokasyonlar ile iliskilendirilmistir (Neri et al.,
1991; Lu et al., 1991; Kitajima et al., 1992; Ohno et al., 1990). NF-kB’nin temel
aktivitesi aym1 zamanda ¢esitli timor ve hematolojik malignansilerde de
gozlenmistir. Ornegin Hodgkin’s lymphomareed-Sternberg hiicrelerinde, NF-xB
yiiksek diizeyde aktif halde bulunmustur ve NF-xB fonksiyonal inhibisyonunun
apoptozisi kolaylastirdig1 belirtilmistir (Bargou et al., 1997; Hinz et al., 2001; Izban
et al., 2001). Reed-Sternberg hiicrelerindeki bu aktivasyon, NF-kBIA (IxkBa) ve IkBe
inhibitorlerinin kodlayan genlerdeki mutasyonlarla ilgili oldugu diisiiniilmektedir
(Cabannes et al., 1999; Krappmann et al., 1999; Wood et al., 1998). Arttirilmig NF-
kB aktivitesi hormon bagimli ve bagimsiz gdgiis kanserinde ve kemirgenlerde
kimyasal olarak indiiklenmis gogiis kanserini kapsayan c¢esitli tiimorlerde
saptanmistir (Dejardin et al., 1995; Cogswell et al., 2000; Nakshatri et al., 1997;
Rayet and Gelinas 1999; Sovak et al., 1997). Cesitli viral onkoproteinler (insan T-

hiicresi leukomia viriis tip 1; hepatitis viriis protein HBx ve Epstein-Barr viriisten
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gelen latent membran protein 1) hiicre transformasyon siireci boyunca NF-xB’yi
aktive eder (Yamaoka et al., 1996; Xiao et al., 2000; Knecht ef al., 2001; Kowalik et
al., 1993).

A Classical NF-xB Pathway B Alternative NF-xB Pathway

Sekil 2.4 NF-xB Klasik ve Alternatif Aktivasyon Yolagi. Sekilde iki farkli sinyal yolu
betimlenmistir. (A) Klasik yol IxBa yikilmasi ile sonuglanan IKKp aktivasyonunu
kapsamaktadir. Bu yolda TNFR1/2, TCR ve BCR, TLR/IL-1R gibi daha birgok sinyal yer
almaktadir. (B) Alternatif yol, IKKa’ nin aktivasyonunu igerir. Bunun sonucunda da p100°i
p52’ye doniistiiren fosforilasyon ile devam eder. Alternatif yolda var olan sinyaller ise
LTBR, BAFFR, and CD40R’dir. Alternatif yol uyarimi aym1 zamanda klasik yolu da
uyarabilir. (Hayden and Ghosh, 2004). NIK, NF-xB indiikleyen kinaz; LTBR, Lenfotoksin
Beta Reseptor; BAFFR, B Hiicre Lenfosit Aktive Edici Faktdr Reseptorii; CD40R, TNF
ailesi tiyesi CD40 antijen Reseptorii; TNFR1/2, Timor Nekroz Faktor Reseptor 1/2; TCR, T
Hiicre Reseptorii; BCR, B Hiicre Reseptdrii; TLR/IL-1R, Toll-like Reseptdr/interlokin-1
Reseptorii
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2.6. NF-kB VE ENFLAMASYON

Daha once de deginildigi gibi Interlokin (IL)-1 ve Tumor nekroz faktor (TNF) a gibi
pek c¢ok enflamatuvar ara¢ NF-xkB’nin aktivasyonun akabinde nikleer
translokasyonuna yol agar. Bu durum enflamatuvar yanit, gelisim (angiogenez) ve
hiicre adezyonunu iceren gen iirlinlerinin transkripsiyonunu saglar. NF-xB hiicre
adhezyon molekiillerinin (intercellular adhesyon molecule [VCAM]-1, E selectin,
tenascin C), vaskiiler endotelyal biiylime faktor ve matrix metalloproteaz-2 ve -9
(extracellular matrix’in yikimindan sorumlu)’un ekspresyonunu tesvik eder (Pahl,
1999). NF-xB ayrica indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, siklooksijenaz, (COX)-2, 5-
ve 12-lipoiksigenaz, kemokinler ve sitokinler (IL-1 ve TNFa) gibi enzimleri
kodlayan genlerin transkripsiyonunu da kapsamaktadir. COX-2’nin agresif
kolorektal kanserlerde upregiile edildigi ve angiogenesisi destekledigi saptanmustir.
Nitrik oksit, prostaglandinler, IL-1 ve TNFa gibi aracilar kan basinci, trombosit

agregasyonu ve viicut 1s1s1 regiilasyonunda gorev alirlar (Delhalle et al., 2004).

NF-xB aktivitesinin enflamatuvar barsak hastaligi, Crohn’s hastalig, iilseratif kolit
(kalin barsak iltihab1), romatoit artrit ve astim gibi kronik enflamatuvar hastaliklarda
rol aldig1 saptanmistir (Delhalle er al., 2004). Kronik enflamasyonda NF-xB’nin
devamli aktivasyonu tiimor baslangicina katkist olabilir. Transkripsiyon faktoriince
aktive edilen antiapoptotik genler nedeniyle, hiicreler apoptozise gidecekken, tam
tersi hiicrelerin hayatta kalmalar1 ve o sebeple de prekanserdz lezyonlarin olusumuna
izin verilmis olunur. Ornegin, Helicobacter pylori enfeksiyonu ya da IL-1 geninin
devamli aktivasyonu (ki; her ikisi de NF-xB aktivasyonu ile tetiklenir) gastrik
kanserin gelisimi i¢in risk olusturan faktorlerdir (El-Omar et al., 2000; Peek and
Blaser, 2002). Devamli NF-xB aktivasyonu, enflamatuvar barsak hastaligi, iilseratif
kolit ya da Crohn’s hastaligindan muzdarip olan hastalarda, kolit iligkili kanser
gelisiminden de sorumlu olabilir (Neurath ef al., 1996; Rogler ef al., 1998; Ekbom et
al., 1990)
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2.7. MOLEKULER YONTEMLER

2.7.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi molekiiler biyolojinin en temel bilesenleri arasinda yer almaktadir.
1970 yilinda DNA molekiillerinde kullanilabileceginin belirlenmesi ile bir¢ok

kolaylig1 ve kullanim alanini da beraberinde getirmistir.

Elektroforez teknigi, bir elektriksel alan iginde molekiillerin sahip olduklar1 net
elektrik yiiklerine gore farkli hareket etmeleri prensibine dayanir. Niikleik asit
fragmentlerinin tanimlamasi, saflastirilmast ve ayristirilmasi i¢in kullanilan en
yaygin yontemdir. DNA molekiilleri genellikle agaroz ya da poliakrilamid jel i¢inde
elektroforez edilir. Agaroz kirmizi bir alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilen
dogrusal bir polisakkarittir. Agaroz sicak suda ¢Oziiniir ve sogutuldugu zaman
polimerde karsilikli hidrojen baglarinin olusumu ile jel yapist olusur. Bu olusum geri
doniistimliidiir. Elektroforez asamasinda hazirlanan jellerin konsantrasyonlart ayirma
giiclinii etkilemektedir. Jellerin igerisinde, DNA molekiillerinin girip hareket ettigi
mikroskobik porlar vardir. Jelin konsantrasyonu arttikca porlarin ¢api kiigiiliirken,
tam tersine konsantrasyon azaldik¢a porlarin ¢apr artmaktadir. Ayirabildikleri DNA
parcalarinin uzunluklar1 200 baz ¢ifti (bp) ile 50 kilo baz (kb) gibi olduk¢a genis
aralikta olabilmektedir. Agaroz konsantrasyonu %0,5-3,0 arasinda degistirilerek jelin
por c¢ap1 ayarlanabilir. Boylece kiiciik DNA fragmentleri i¢in yiiksek biiyiik DNA
fragmentleri icin ise diisiik agaroz konsantrasyonu kullanilarak DNA’nin jelde en

uygun sekilde yiiriimesi saglanir.

DNA molekiilleri, proteinler ve diger pek ¢ok biyomolekiiller belirli bir elektriksel
yuk tagir. DNA molekiilii fosfat grubu tasimasi nedeniyle negatif yikliidiir ve bu
nedenle bir elektrik alaninda negatif kutuptan pozitif kutba hareket eder. Bir
molekiiliin hareket hiz1 sekline, biiyiikliigiine, molekiil agirligina ve net elektriksel
yikiine baglidir. DNA molekiilleri sekilsel olarak benzer ve negatif yiikli
oldugundan, bu kriterlere gore elektroforezle ayrilmazlar. Fakat DNA molekiilleri
biiytikliiklerine, yani molekiil agirliklarina bagl olarak bir jel icinde ayrilabilirler.

Agaroz jeldeki ornekler genellikle yatay pozisyonda, sabit gii¢ ve yondeki elektriksel
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alanda yiiriitiilmektedir. Ornekler, jel i¢ine yerlestirilen tarak vasitasiyla olusturulan
kuyucuklar igerisine uygulanir. Jel daha sonra i¢ine elektrodlar yerlestirilmis ayirict
tampon tankina daldirilir. Elektrodlar arasinda bir akim olusturan bir voltaj uygulanir

(Sekil 2.5).

2.7.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction,

PCR)
PCR’1in kesfi ile (Mullis and Faloona, 1987; Saiki et al., 1985, 1988) sadece
molekiiler biyoloji alaninda degil, organizma ve populasyon biyolojisi alanlarinda da

(Arnheim et al., 1990) genetik marker olusturmak adina bir ¢igir agmustir.

Gii¢ Kaynag
| ——

k\x Llektroforez Yonti 7~

Sekil 2.5 Agaroz jel elektroforezi

PCR kisaca in vitro kosullarda DNA’nin ¢ogaltilmasi islemidir. Bu teknikte DNA

cogaltiminin baglamasina olanak saglayacak olan 3'OH grubunu saglamak i¢in iki
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oligontikleotit (primer) kullanilir. Primerler ¢ogaltmak istedigimiz gen bdlgesinin
baslangic ve sondaki dizilerine komplementerdir. Reaksiyon kalip DNA, DNA
polimeraz I, primerler, dNTP (deoksi-niikleotit trifosfatlar; dATP, dGTP, dCTP,
dTTP) ve enzimin optimum kosullarin1 saglamak i¢in eklenen kimyasallarin
olusturdugu bir ortamda gergeklestirilir. PCR ii¢ temel adimdan olusur. Ilki, ¢ift
zincirli DNA’nin 1sitilarak (94°C) denatiire edilmesi (denatiirasyon); ikinci asama,
sicakligin  digiiriilmesi ile (40-60°C) primerlerin tek zincir DNA {izerinde
kendilerine komplementer olan bolgelere baglanmasi (annealing); son olarak,
hibritlesmeden sonra 1s1 dayanikli bir DNA polimeraz (tag polimeraz ile (72°C’de)
ile yeni zincirin sentezlenmesi (extension) asamalaridir. Bu islemler 20 ya da daha
cok kez tekrarlanarak istenilen DNA bolgesi ¢ogaltilmis olur(~2* kopya) (Sekil 2.6).
Bu aritilmis DNA bolgesi; daha sonra cesitli amaglara yonelik baska metotlar
uygulanarak (RFLP, RAPD vb.) adli tipta suglular1 saptama, hastaliklara neden olan
gen mutasyonlarinin saptanmasi, patojen saptama, gen ekspresyonu calismalari,

populasyon genetigi ve filogenetik analizlerde kullanilmaktadirlar.
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Cift iplikli kalip DNA
DENATURASYON 94°C
Primer
PRIMERLERIN 40-60°C
1. Dongii BAGLANMASI Primer
Yeni sentezlenen
iplik
UZAMA 72°C

20 dongii sonra

Kalip DNA’nin
2.092.152 kopyast

Sekil 2.6 Polimeraz zincir reaksiyonu

2.7.3. Resriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon uzunluk polimorfizmi metodu, restriksiyon endontiklezlar kullanilarak
DNA’nin sindirimine (kesimine) dayanir. Restriksiyon endoniikleazlar 1968 yilinda
kesfedilmis bakteri enzimleridir (Linn and Arber, 1968; Meselson and Yuan, 1968).
Restriksiyon endoniikleazlar DNA {izerindeki bazi 6zel dizileri tanir ve DNA’y1 bu
dizilerden keserler. Farkli bakteri suslarindan farkli sayida bazdan olusan ve farkl
tanima dizisine sahip, farkli enzimler elde edilebilir. DNA iizerindeki restriksiyon

tanima dizilerinde olusan herhangi bir niikleotid degisimi (SNP; tek nucleotit
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polimorfizm, insersiyon/delesyon, translokasyon vb mutasyon ¢esitleri) restriksiyon
enziminin o bdlgeyi tantyamamasi akabinde, kesimin gerceklesmemesine yol agar.
Bu bilgiye dayanarak; ayni restriksiyon enzim kullanilarak farkli kaynakli (farkl: tiir
ya da birey vs.) DNA molekiilleri sindirildiginde, farkli uzunlukta DNA parcalari
olusabilir. RFLP sindirim iirlinlerinin analizi genellikle agaroz ya da poliakrilamid jel
elektroforezi yapilir. Sindirim {irtinlerinin jel elektroforezinde yiiriittiiglimiizde ise,
bir sindirim profili (goriintiisii) olusur. Jel profilinde olusan farkliliklar bize, tanima
bolgelerindeki niikleotid polimorfizmlerinin varligini belirtir. Bu yontem bize dolayl

olarak niikleotid degisimi varligin1 gosterir (Sekil 2.7).

Jeldeki sindirim iriinlerini goriintiilemek i¢in birkag teknik kullanilabilir. Eger bir
kuyucuga diisen DNA miktar1 50ng’dan biiyiikse, etidyum bromiir ile boyama her bir
bandin agik¢a goriintiilenmesini saglar. Giimiis boyama da benzer sekildedir, fakat
daha kiiglik miktarda DNA’nin (<100pg; Guillemette and Lewis, 1983)
goriintiilenmesi i¢in ¢ok daha hassas ve kullanighdir. Radyoaktif isaretleme ise, ¢ok
daha hassas bir yontemdir. Elektroforetik ayirmadan 6nce RFLP {iriinleri radyoaktif
32p ya da *S ile isaretlenir. Elektroforez sonrasi jel iizerine X-ray filmi konularak
bantlarin filme ge¢mesi saglanir. Otoradyografi ile X-ray filminin tizerinde her bir

bant leke halinde goriintiilenir.

RFLP metodu kullanilarak, PCR ile g¢ogaltilmis belirli bir gen bdlgesi, tanimlanmis
0zel mutasyonlara karsi uyumlu essiz restriksiyon enzimi ile taranabilir. Analiz
edilen gen bolgesi, jel profilindeki bantlarin sayilarina, biytkliiklerine bakilarak

genotiplenebilir ve lokusa ait genotip/allel sikliklar1 saptanabilir.
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Yabanil tin NF-xBIA

Mutant tip NF-xBIA

CCAG

424bc

CCGG

<+ 3l6bc— /]\4—108bc - —

Haelll kesim yeri
4 4 4

| | | | |

4 2 4b C — —
Homozigpt Homozigot Heterozigot
yabam'l tip mutant tip tip genotipe
genotipe genotipe sahip birey

sahip birey sahip birey

Sekil 2.7 Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi yontemini ile NF-kBI4A 3'UTR A—G
polimorfizminin saptanmast A niikleotidinden G niikleotidine degisim sonucunda bir Haelll
kesim yeri olugmaktadir. Jel elektroforezi uygulamasi ile bu mutasyon agik¢a goriinmektedir
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUBU

Calisma, kesitsel analitik bir ¢alismadir. Ornek biiyiikliigii, %95 Giiven araliginda,
prevalans = 0.50 ve d = 0.05 i¢in 384 kisi olarak belirlenmistir. Calisma grubunun
seciminde ¢ok asamali ornekleme kullanilmistir. Aydin ili, merkez, bati, dogu,
kuzey, gliney olmak {iizere bes bolgeye ayrilmis; bu bolgelerdeki niifuslarin
agirliklar1 6rnek se¢iminde esas alinmistir. Son 6rnek biiyiikliigli dizayn etkisi 1,5

aliarak 576 kisi olarak belirlenmistir.

Saglikli populasyondan kan Ornekleri toplayabilmek igin g¢alisma, Tiirk Kizilay:
Aydin Kan Istasyonu donér ¢alismalari araciligiyla gerceklestirilmistir. Aydin Kan
Istasyonu donér caligmalar sirasinda, kan vermek icin goniillii olan kisilerin saghk
bakimlar1 istasyonun gorevli hekimi tarafindan gerceklestirildikten sonra, saglikli
kabul edilen goniillillerle yiizylize gorisiilmiistiir. Disarda birakilma kriterleri,
muayeneden sagliklt olmama, her aileden bir kisinin rasgele secilmesi olarak karar
verilmigtir. Ancak bu kriterlerde bagvuru yapan goniillii olmamistir. Kabul edenler,
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Etik Kurulu Baskanligi
tarafindan XIII nolu karar ile onaylanmis olan, Bilgilendirilmis Olur Metni ve
Bilgilendirilmis Olur Formu ile bilgilendirilmis ve kendi rizalariyla calismaya

katilmistir.

Bu grup, ayn1 zamanda bir bagka ¢aligmanin da 6rnek grubunu olusturmustur. Her iki
calismanin, ayni kan orneklerinden calisilabilmesi i¢in hem Tiirk Kizilayi, hem de
ADU Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onay1 ayr1 ayr1 alinmistir. Bu ¢alismanin Etik Kurul
onay1 XIII nolu karar ile kabul edilmistir. Bu ¢aligmaya dahil olan bireylerin cografik

dagilim1 Sekil 3.1 {izerinde gosterilmistir.
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3.2. KAN ORNEKLERI

Caligmanin amaci1 hakkinda bilgilendirilmig 565 Saglikli bireyden alinan yaklasik 2
mL kan 6rnekleri 0.06 mL EDTA (K3) (Etilen diamin tetra asetat) igeren, 2.5 mL’lik
tiiplere aktarilmistir. Kan ornekleri DNA izolasyonu asamasina kadar 4°C’de

saklanmustir.

S7TE

2
Bozdodan

Nazilli
48 E
6K

K

Sekil 3.1 Aydin ili ilgelerinde ¢caligsma grubuna katilmis olan erkek (E) ve kadin (K) sayilar1

3.3. DNA iZOLASYONU

DNA izolasyonu, PUREGENE DNA Izolasyon Kiti kullanilarak yapilmstir. Uretici
firma tarafindan belirlenen protokol (Rapid DNA Purification Protocol For 300 puL
Whole Blood) degistirilmeden uygulanmustir.

Icerisinde 900 pL RBC (Red Blood Cell) lizis solusyonu eklenmis olan 1.5 mL’lik
tiiplere, steril pipet uclariyla 300 uL kan eklendi. Tiipler oda sicakliginda 1 dakika

bekletildi, bu siire boyunca nazikge altiist edilerek homojen olmas1 saglandi. Tiipler
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daha sonra 13000-16000 g’de 20 saniye santrifiij edilerek akyuvarlarin ¢okmesi
saglandi. Lizis olmus alyuvarlarin bulundugu siipernatan miimkiin oldugunca
(yaklasik 10-20 pL kalincaya kadar) ¢okelmis olan hiicre yiginindan uzaklastirildi.
Akyuvar hiicre pelleti 10 saniye kadar vorteks edilerek dagitildi. Uzerlerine 300 uL
Hiicre Lizis Solusyonu (Cell Lysis Solution) eklenerek pipetaj ya da 10 saniye
vorteks edilerek solusyon i¢inde homojenize olmalar1 saglandi. Bu asamadan sonra
ornekler lizis olmalar1 i¢in 37°C’de 15-60 dakika inkiibasyona birakildi. Hiicre lizati
oda 1sisinda sogutulduktan sonra, 100 pL Protein Coktiirme Solusyonu (Protein
Precipitation Solution) eklendi ve tiipler 20 saniye vorteks edildi. Proteinler 13000—
16000 g‘de santrifiijleme yapilarak ¢oktiiriildii. Tipiin dibine ¢Okmiis olan koyu
kahverengi protein pelletine dokunmamaya dikkat ederek, DNA igeren siipernatan,
daha 6nceden i¢lerine 300 pL %100 izopropanol eklenmis yeni steril tiipe aktarildi.
Ornekleri igeren tiipler nazikce yaklasik 50 defa altiist edildikten sonra 13000—16000
g’de santrifiij edildi. Bu asama sonunda DNA toplu igne biiyiikliigiinde beyaz pellet
olarak gozlendi. Siipernatan, pellet kaybolmamas: icin dikkatle izlenerek tiipten
uzaklastirild1 ve tiipler kurutma kagidi iizerinde kurutuldu. Uzerlerine 300 pL %70
etanol eklenen tiipler birka¢ kez altiist edildi. Etanol ile temizlenen DNA son kez
13000-16000 g’de santrifiij edildi. Etanol DNA pelletini gézden kagirmadan ¢ok
dikkatli olarak pipet yardimiyla tliplerden miimkiin oldugunca uzaklastirildi. Temiz
bir kurutma kagidi lizerinde yaklasik 10 dakika beklenerek alkoliin tamamen
uzaklagmasi saglandi. Alkolden arinmig DNA ornekleri tizerine 100 pl. TE (Tris-
EDTA; 10mM Tris-Cl, ImM EDTA, pH 7,5) tamponu eklendi. DNA’nin ¢6zlinmesi
icin 37°C’de yaklasik 20 dakika inkiibe edildi. DNA &rnekleri genotipleme yapilana
kadar 4°C’de saklandi.

3.4. DNA’NIN KALITE VE KANTITESININ BELIRLENMESI

Kandan izole edilen genomik DNA, izolasyon sirasinda hasar olusumu ve
kontaminasyonu kontrol etmek i¢in 1 pl kadar alinarak %0.8’lik agaroz jel

elektroforezinden sonra etidyum bromdir ile boyanarak UV altinda goriintiilendi.
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DNA’nin miktarin1 saptamak i¢in 40 kat seyreltme yapilarak, distile suya karsi 260
nm’de ve protein kontaminasyonuna bakmak i¢in de 280 nm‘de spektrofotometrik
absorbans 6l¢limii yapilmistir. Bu 6l¢iim degerleri ile asagidaki denklem kullanilarak

yaklasik DNA miktarlar1 saptanmistir:

DNA (uL/mL) =260 nm’deki Optik Dansite (Absorbans) x Seyreltme Katsayisi x 50
1 mL’de 50 pL ¢ift iplikli DNA, 1 Absorbans’a karsiliktir.

Konsantrasyonlari saptanan DNA 06rnekleri, stok kontaminasyonunu Onlemek ve
daha sonra yapilacak olan genotipleme i¢in uygun degerlerde standardizasyonu

saglayabilmek icin 50 ng/uL olacak sekilde seyreltilmistir.

3.5. NF-kBI VE NF-kBIA LOKUSLARININ PCR-RFLP
YONTEMI iLE GENOTIiPLENMESI

3.5.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Her birey i¢in hazirlanan total genomik DNA’da polimorfizmlerin bulundugu 285
b¢’lik NF-kBl ve 424 bg’lik NF-kBIA bolgeleri, Bu et al. (2007) tarafindan
tanimlanan 2 set spesifik PCR primerleri ile eppendorf marka PCR aleti kullanilarak
cogaltilmistir. Bu primer c¢ifti baz dizileri ve Tm degerleri Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1 PCR primerleri ve erime sicakliklari

Primer cifti Gen Erime Sicakligi  (Tm)
F: 5>-TGGGCACAAGTCGTTTATGA-3’ NF-xkB1 64.0°C
R: 5’- CTGGAGCCGGTAGGGAAG-3’ NF-kB1 64.7°C
F: 5’-GGCTGAAAGAACATGGACTTG-3’ NF-kBIA 63.5°C
R: 5’-GTACACCATTTACAGGAGGG-3 NF-xBIA 58.3°C

PCR optimizasyonu i¢in bircok parametre degistirilerek denemistir. En iyi sonuglari

veren PCR parametreleri her iki gen i¢in ayri1 ayri ¢izelge 3.2 ve 3.3’de gosterilmistir.




Cizelge 3.2 NF-kB1 Reaksiyon protokolii
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NF-kB1 25pL Reaksiyon Karigimi

Bir reaksiyon i¢in miktar (uL)

Steril Distile Su

9.8

10X Taq Tampon +KC1 (Fermentas,) 2.5
MgCl, (25mM) (Fermantas) 2.0
dNTPs (0.5mM) (Fermantas) 5.0
Forward Primer (12.5pM) (Sigma) 0.3
Reverse Primer (12.5uM) (Sigma) 0.3
Tag DNA Polimeraz (5u/pL) (Fermantas, #EP0O402 ) 0.1
Kalip DNA (50ng) 5.0
Toplam Hacim 25 uL

NF-kB1 Reaksiyon kosullar::
Basglangi¢ Denatilirasyonu — 95°C 1dk

Denatiirasyon — 95°C 30sn
Primer Baglanmasi — 60°C 30sn
Uzama — 72°C 1dk
Son Uzama — 72°C 5dk
35 Dongii

Cizelge 3.3 NF-kBIA Reaksiyon protokolii

NF-kBIA 25uL Reaksiyon Karigimi

Bir reaksiyon i¢in miktar (uL)

Steril Distile Su

10.8

10X Taq Tampon +KCI (Fermentas,) 2.5
MgCl, (25mM) (Fermantas) 3.0
dNTPs (0.5mM) (Fermantas) 5.0
Forward Primer (12.5uM) (Sigma) 0.3
Reverse Primer (12.5uM) (Sigma) 0.3
Tag DNA Polimeraz (5u/pL) (Fermantas, #EP0O402 ) 0.1
Kalip DNA (50ng) 3.0

Toplam Hacim

25 uL
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NF-kBIA Reaksiyon kosullari:
Baslangi¢ Denatiirasyonu — 95°C 1dk

Denatiirasyon — 95°C 30sn
Primer Baglanmast — 61°C 30sn
Uzama — 72°C 1dk
Son Uzama — 72°C 5dk

35 Dongii
3.5.2. RFLP Reaksiyonu

3.5.2.1. NF-kB1 Lokusunun Genotiplenmesi

NF-kBl geni 281/285 bg¢ biyiikligindeki PCR friinleri -94ins/delATTG
polimorfizminin tanimlanmasi i¢in, bu bolgelerde tanima dizisine sahip olan, PfIM 1
(10 Unite/uL, Fermentas) restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Toplam 25 pL

reaksiyon sistemi protokolii ¢izelge 3.4’de gosterilmistir.

Cizelge 3.4 NF-kB1 fragmaninin restriksiyon kesim reaksiyonu

Steril su 17.2 uL
10X Tampon R (Fermentas) 2.5 uL
PfIMI (Van911I) (10Unite/pL) (Fermentas, #ER0711 ) 0.3 uL
PCR Uriinii 5uL

ATTG insersiyonuna sahip allel, genin promotdriinde 2 adet ATTG (ATTG,=ins)
dizisi tasimaktadir. Bu durum, bir PfIM I kesim yeri (5'...CCANNNN NTGG...3")
olusumuna yol acar. Restriksiyon sindirimi sonucunda ATTG insersiyonuna sahip
allellerde (ATTG;) 45 ve 240 bg biiyiikliigiinde 2 par¢a olugsmaktadir. ATTG; (del)
allelinde kesim gergeklesmez. Restriksiyon sindirim kosullar1 ¢izelge 2.4’de
belirtildigi gibi uygulanmis ve enzimin optimum aktivite gosterdigi 37°C’de 8 saat
inkiibasyona tabi tutulmustur. Restriksiyon kesim islemi tamamlandiginda kesim
tirtinlerine %2’lik agaroz jel elektroforezi uygulanarak ayristiritlmis ve her bir bireye

ait genotipler kaydedilmistir.
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3.5.2.2. NF-kBIA Lokusunun Genotiplenmesi

NF-kBIA gen pargasinin 424 bg biiylikliiglindeki PCR f{iriinleri ise, 3’UTR A—G
polimorfizminin saptanmasi igin Haelll (10 Unite/ul, Sigma) restriksiyon enzimi ile
kesilmigtir. Toplam 25 pL reaksiyon sistemi parametreleri ¢izelge 3.5°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.5 NF-kBIA fragmaninin restriksiyon kesim reaksiyonu

Steril su 12.38 uL
10X Tampon (Sigma) 2.5uL
Haelll (10Unite/pL) (Sigma, R 5628) 0.12 uL
PCR Uriinii 10 uL

G alleli bir Haelll kesim yerine (5'...GG|CC...3") sahiptir ve kesim sonucunda 108
ve 316 bg biiyiikliiglinde 2 parca olugsmaktadir. A allelinde ise kesim gerceklesmez.
Restriksiyon kesim kosullar1 Cizelge 3.5’de belirtildigi gibi uygulanmis ve enzimin
optimum aktivite gosterdigi 37°C’ de 8 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. PCR-
RFLP iriinleri % 2°lik agaroz jel elektroforezi ile ayristirilmis ve elde edilen jel

profilinde bantlarin sayisina bakilarak bireylerin genotipleri saptanmustir.

3.6. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

PCR-RFLP firiinlerinin lizerine 4 pL 6X Yiikleme tamponu (%50 gliserol, 0.1 M
EDTA, % 1 SDS, % 0.1 bromfenol mavisi, ksilen siyanol) eklenerek % 2’ lik agaroz

jelde ayristirilmistir.

2 g agaroz (Sigma) [5X TBE(Tris-Borik asit-EDTA), 1 L: 54 g Tris-base, 27.5 g Borik asit,
3.72 g EDTA(sulu), pH: 8.0] 100 mL 1XTBE icerisinde homojen halde eritilerek
60°C’ye kadar sogutuldu. Daha sonra 4 uLL EtBr (5 mg/mL; 50 mg EtBr, 10 mL Distile
su) eklenerek iyice karistirildi ve jel kabina dokiildii. Hazirlanmig olan jele, her bir
kesim iirlintinden 20 pL kadar yiiklenmistir. Son olarak ilk kuyucuga 4uL. DNA
biiyiikliikk belirteci (Gene Ruler Low Range Ladder, Fermentas) yliklenmis ve
elektrik giic kaynagi ile 80 mA’de 2 saat yiriitildiikten sonra UV goriintiilleme
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sisteminde fotograflanmistir. Her bireye indeks numarasi verilerek genotipleri

kaydedilmistir.

3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

NF-kBl ve NF-kBIA genlerinin istatistiksel analizinde popgene32 (Yeh et al.,, 1999)
kullanilarak allel ve genotip sikliklari, ki-kare (%) , beklenen ve gézlenen siklik degerleri

hesaplanmigtir. Tip 1 hata (alfa hata) degeri 0.05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Aydin ili populasyonunda NF-kBIA ve NF-kBl polimorfizmlerini saptamak ig¢in
PCR-RFLP yontemi kullanilarak toplam 565 bireyde analiz yapilmistir. Hesaplanan
son Orneklem biiyiikliigli olan 576 bireye erisilememistir. Genotiplerinin kesinligi
kuskulu olan bireylere analizler yeniden uygulannustir. Iyi sonug vermeyen bireyler
calismaya dahil edilmemistir. Sonugta, NF-xB1 lokusu analizlerinde 534, NF-«kBIA
lokusu analizlerinde 551 birey ¢alismaya dahil edilmistir. Ayrica bayanlarin sayisinin
az olmasi, dondrlerin ¢ogunlukla erkek olmasindan kaynaklanmistir. Caligmanin
kisitliligi, dogu bolgesi hari¢ (Kuyucak, Karacasu; %70) tiim bolgelerde kadin
sayisinin gegerli temsiliyet i¢in hedeflenen sayiya ulagmamasidir. Hedeflenen
sayinin, Merkezde %28, batida % 12, kuzeyde % 26, giineyde % 4.5 oranlarinda bir

kismi elde edilebilmistir.

NF-kB1 geni i¢in ¢alisma grubunu 65 bayan, 469 erkek olarak toplam 534 saglikli
birey analiz edilmistir. Hedeflenen erkek ve bayan sayilar1 288 iken, bayanlarda
ancak hedef saymin %?23’li oraninda bir sayiya ulasilmistir. PCR friinleri -
94ins/delATTG polimorfizminin tanimlanmasi igin, bu bolgelerde tanima dizisine
sahip olan, PfIM 1 restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Agaroz jel elektroforezi
sonucunda homozigot ATTG; (ATTG2/ATTGs,, ins/ins) insersiyonuna sahip bireyler
240 bg biiyiikliigiinde tek bant, heterozigot (ATTG;/ATTG,, del/ins) genotipe sahip
bireyler iki bant ve ATTG; delesyonuna sahip homozigot (ATTG|/ATTG;, del/del)
bireyler 285 bg biiylikliigiinde tek bant profili olusturmaktadir (Sekil 4.1).

NF-kBIA i¢in caligma grubu olarak 484 erkek, 67 bayan olarak toplam 551 birey
kullanilmistir. Hedeflenen erkek ve bayan sayilari 288 iken, bayanlarda ancak hedef
saymin % 23’li oraninda bir saytya ulasilmistir. NF-kBIA gen pargasi, 3' UTR A—G
polimorfizminin saptanmasi i¢in Haelll restriksiyon sindirimi {iriinlerine agaroz jel
elektroforezi uygulanmistir. Jel profilinde yabanil tip homozigot (A/A) bireyler 484
be¢ biiytikliiglinde tek bant, heterozigot (A/G) bireyler 3 bant ve mutant homozigot
bireyler (G/G) 2 bant profili olusturmaktadir (Sekil 4.2).
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ins/ins del/del del/ins del/ins ins/ins del/ins del/ins del/del del/ins

e WS e R e
4

Sekil 4.1 NF-kBI geni fragmaninin PfIM 1 restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu elde
edilen bant profillerinin agaroz jel elektroforezi (% 2) sonrasi goriiniimii. 1. kuyucuk, Gene
Ruler Low Range Ladder; 2. ve 6. kuyucuklar, ins/ins (ATTG,/ATTG,) genotipi; 3. ve 9.
kuyucuklar del/del (ATTG,/ATTG;) genotipi; 4. 5. 7. 8. ve 10. kuyucuklar, heterozigot
del/ins (ATTG/ATTG,) genotipi

Cizelge 4.1°de jel profili verileri kullanilarak saptanan genotiplerin bdlgesel dagilimi

verilmigtir.

Cizelge 4.1 NF-kBIl -94ins/delATTG polimorfizmi genotipleri ve bdlgelere gore birey
dagilimi

Bolge ins/del ins/ins del/del Toplam

Birey sayist Birey sayis1 Birey sayis1 Birey sayisi
(Siklik) (Siklik) (Siklik)

Merkez 69 62 17 148
(%46,62) (%41,89) (%11,49)

Incirliova 18 17 3 38
(%47,37) (%44,74) (%7,89)

Karacasu 24 25 4 53
(%45,28) (%47,17) (%7,55)

Soke 24 20 7 51
(%47,06) (%39,22) (%13,72)

Didim 3 3 2 8
(%37,50) (%37,50) (%25,00)

Kuyucak 8 2 2 12
(% 66,66) (%16,67) (%16,67)

Kusadasi 51 50 16 117
(%43,59) (%42,74) (%13,67)

Nazilli 33 16 3 52
(%63,46) (%30,77) (%5,77)

Bozdogan 32 22 1 55
(%58,18) (%40,00) (%1,82)

Aydin ili 262 217 55 534
(%49,06) (%40,64) (%10,30)
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Sekil 4.2 NF-kBIA geni fragmaninin Haelll restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu elde
edilen bant profillerinin agaroz jel elektroforezi (%2) sonrast goriiniimii 1. kuyucuk, Gene
Ruler Low Range Ladder; 2. 4. 7. ve 8. kuyucuklar, NF-xBI4A mutant homozigot G/G
genotipi; 3. ve 9. kuyucuklar, yabanil tip homozigot A/A genotipi; 5. 6. ve 10. kuyucuklar,
heterozigot A/G genotipi.

Cizelge 4.2°de jel profili verileri kullanilarak saptanan genotiplerin bdlgesel dagilimi

verilmigtir.

Cizelge 4.2 NF-kBIA 3" UTR A—G polimorfizmi genotipleri ve

bolgelere gore birey

dagilimi

Bolge A/G G/G A/A Toplam

Birey sayis1 Birey sayis1 Birey sayis1 Birey sayisi
(siklik) (siklik) (siklik)

Merkez 60 67 32 159
(%37,74) (%42,14) (%20,12)

Incirliova 16 16 6 38
(%42,11) (%42,11) (%15,78)

Karacasu 23 21 12 56
(%41,07) (%37,50) (%21,43)

Soke 25 18 8 5
(%49,02) (%35,29) (%15,69)

Didim 4 2 1 7
(%57,14) (%28,57) (%14,29)

Kuyucak 5 4 3 12
(%41,67) (%33,33) (%25,00)

Kusadasi 57 38 23 118
(%48,31) (%32,20) (%19,49)

Nazilli 23 15 13 5
(%45,10) (%29,41) (%25,49)

Bozdogan 20 31 8 59
(%33,90) (%52,54) (%13,56)

Aydin ili 233 212 106 551
(%42,29) (%37,48) (%20,23)




33

Elde edilen veriler kullanilarak Aydin ili populasyonunun herbir lokus i¢in allel ve
genotip sikliklar1 saptanmis ve Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadigi test
edilmistir. NF-xB1 ve NF-kBIA lokuslarina ait allel sikliklar ¢izelge 4.3’de ve genotip

frekanslari ¢izelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.3 NF-kB1 ve NF-kBIA lokuslarina ait allellerin sikliklari

Lokus Allel Sikhik
NF-kB1 Del 0.3483
(534 birey) Ins 0.6517
NF-kBIA A 0.4038
(551 birey) G 0.5962

Cizelge 4.4 NF-kBl ve NF-kBIA lokuslarina ait genotip sikliklar1 ve HW dengesi testi
sonuglari

Lokus Genotip Orneklem biiyiikliigii Sikhik v P
del/del 55 (%10.2) 0.12
NF-kbl del/ins 262 (%49) 0.42 3.402 | 0.065
ins/ins 217 (%40.6) 0.45
A/A 106 (%19.2) 0.16
NF-kBIA A/G 233 (%42.3) 0.48 8.293 | 0.004
G/G 212 (%38.5) 0.35

Serbestlik derecesi 1 iken P=0.05 seviyesi icin verilen kritik x* degeri 3.84
olmalidir. y” testi analiz sonuglarina gore NF-kBI y* degeri (3.402< 3.84) istatistiksel
acidan anlamli olup, populasyonun bu lokus i¢in Hardy-Weinberg dengesinde
oldugunu gostermektedir. Levene (1949)’e gbre hesaplanan gdézlenen homozigotluk
0.5094, beklenen ise 0.5456 bulunmusken, gézlenen heterozigotluk 0.4906, beklenen
heterozigotluk 0.4544 olarak bulunmustur (Cizelge 4.5). Ote yandan NF-kBIA ¥
degeri (8.293>3.84) kritik degeri asmistir. Gozlenen homozigotluk 0.5771, beklenen
ise 0.5181; gozlenen heterozigotluk 0.4229, beklenen heterozigotluk ise 0.4819
olarak saptanmistir (Cizelge 4.6). Bu durum bize populasyonda bu lokus i¢in Hardy-

Weinberg dengesini bozan bir veya birkag etken oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.5 Aydin populasyonu NF-kBI ve NF-kBIA heterozigotluk sonuglar

Lokus n GOz.Hom. | Goz.Het. | Bek.Hom.* | Bek.Het.* | Ort.Het.
NF-kBl | 534 0,5094 0,4906 0,5456 0,4544 0,4540
NF-kBIA | 551 0,5771 0,4229 0,5181 0,4819 0,4815

n: Orneklem biiyiikliigii

G6z.Hom.: Gozlenen homozigot degeri

GoOz.Het.: Gozlenen heterozigotluk degeri

Bek.Hom.: Beklenen homozigotluk degeri

Bek.Het.: Beklenen heterozigotluk degeri

Ort.Het.: Ortalama heterozigot degeri

*Beklenen homozigot ve heterozigot verileri Levene (1949) kullanilarak elde edilmistir.
**Nei’nin (1973) beklenen heterozigotluk degeri

Ayrica veriler her bir lokus i¢in ayr1 ayr1 bayan-erkek ve de Aydin ili merkez-bati-
dogu-kuzey-giiney gruplandirmalar1 yapilarak, Hardy-Weinberg dengesin de olup
olmadiklar1 test edilmis ve analiz sonuglar1 bir fark olup olmadigina dair
incelenmigtir. Fakat orneklem biiytikliikleri diizenli dagilim gdstermediginden ve

yapilan ek analizlerin giivenilirliginin stipheli olmasindan, burada yer verilmemistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

NF-«B transkripsiyon faktoriiniin; immiin fonksiyonu ve biiylime fonksiyonu
lokuslarin1 (Glavac et al.,1994), hiicre boliinmesi, apoptozis ve metaztaz (Nakshatri
et al., 1997) olusumlarin1 saglayan genleri diizenledigi bilinmektedir. Bu nedenle
herhangi bir aksaklik ya da eksiklik durumunda bir¢ok saglikli ve hasta bireylerin
fizyolojilerini etkilemektedir (Hayden and Ghosh, 2004).

NF-kB1 ve NF-kBIA genlerinde bir¢cok polimorfik bolge tanimlanmistir (Cambell
and Perkins, 2006; Glavac et al., 1994) . Bu olusumlarin gen {iriinleri iizerinde ne
gibi bir etkisinin oldugu hala yapilan ¢aligmalarla aragtirilmaktadir. Fakat yapilan
calismalarda bu genlerdeki varyasyonlarin NF-xB fonksiyonunu etkiledigi, buna
bagl olarak doku homeostazinda dengesizlik sonucunda ¢esitli enflamatuvar hastalik
ya da kanser patogenezi olustugu bilinmektedir (Freemerman et al., 1999; Gao et al.,
2007). Literatiirde hangi varyasyonun NF-xB’nin fonksiyonunu {izerinde hangi
degisimi yaptig1 ile ilgili bilgi ¢ok smirlidir. Fonksiyonal olarak olusan
varyasyonlarin énemini ortaya ¢ikarmak ve hangi allelin hastalik riskini arttirdigini
belirleyebilmek icin daha ¢ok ¢alismanin yapilmasina ihtiya¢ vardir. Arastirmacilar
hastaliklarla iligskilendirme calismalar1 yaparak bu konuyu agikliga kavusturmaya

calismaktadirlar.

Simdiye kadar NF-kB1 ve NF-kBIA genlerindeki polimorfizmler bir¢ok hastalik ile
iligkilendirilmeye ¢alisilmistir. Farkli etnik gruplara uygulanan ¢alismalarda ve bizim
calismamizda saptanan, polimorfizm sikliklart NF-xB1 i¢in Cizelge 5.1°de, NF-xkBIA
icin ¢izelge 5.2’de verilmistir. Cizelgelerde goriildiigii gibi saglikli bireylerden
olusan farkl etnik gruplar arasindaki genotip frekanslarinda farkliliklar olugsmaktadir.
Cizelge 5.1°de gosterilen NF-kB1 -94ins/delATTG polimorfizminde 6zellikle Cin ve
Tiirkiye genotip sikliklar1 goze carpmaktadir. del/del genotipi diger gruplarda
yakinlik gosterip genelde ~%14 civarinda iken, Cin populasyonunda artarak %28,
Tiirk populasyonunda ise azalarak %10 oraninda bulunmaktadir. del/ins genotip
sikliginda ise Ispanya (%42) ve Isve¢ (%58) disindaki populasyonlarda %47-50

oranlarinda benzerdir. Ins/ins genotip sikliklari, %21 en diisiik oranla Cin ve %26
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Isveg populasyonu, en yiiksek oranlarla Tiirkiye %40 ve bu sikliga yakin olarak %43

olarak sonuglanmis Ispanya populasyonu goze ¢arpmaktadir. Diger gruplarda benzer

oranda bulunmaktadir. Ayrica Tiitk populasyonu allel sikliklari, ABD (Amerika

Birlesik Devletleri) ve Ispanya populasyonlarmin allel sikliklari ile benzerlik

gostermektedir.

Cizelge 5.1 Farkli etnik gruplarda NF-xB1 -94ins/delATTG genotip ve allel sikliklar1

NF-kB1 -94ins/delATTG Genotip Sikliklar:

(Birey sayis1)

Allel Sikliklar (Birey sayisi)

Etnik Grup

del/del

del/ins

ins/ins

Del

Ins

Ispanya-
Yahudi (Orozco
et al., 2005)

%14 (37)

%42,8 (113)

%43,2 (114)

%35 (187)

%65 (341)

Polonya-
Varsova
(Kurylowicz et
al., 2007)

%14,4 (99)

%48,8 (336)

%36,8 (253)

%38,8 (534)

%61,2 (842)

Polonya-
Gliwice
(Kurylowicz et
al., 2007)

%13,9 (27)

%50 (97)

%36,1 (70)

%38,9 (151)

%G61,1 (237)

Polonya-Pooled
(Kurylowicz et
al., 2007)

%14,3 (126)

%49,1 (443)

%36,6 (323)

%39 (695)

%61 (1089)

Japonya-
Kurume
(Kurylowicz et
al., 2007)

%14,0 (31)

%51,4 (114)

%34,6 (77)

%39,6 (176)

%60,4 (268)

ingiltere
(Mirza et al.,
2005)

%14,6 (96)

%350,2 (330)

%35,2 (231)

%39,7 (522)

%60,3 (792)

Cin (Lin et al.,
2007)

%28,9 (58)

%49,7 (100)

%21,4 (43)

%53,7 (216)

%46,3 (186)

Isve¢ (Bu et al,
2007)

%15,3 (67)

%58,2 (255)

%26,5 (116)

%44,4 (389)

%55,6 (487)

Almanya (Glas
et al.,, 2006)

%16,2 (158)

%47 (458)

%36,8 (358)

%39,7 (774)

%60,3 (1174)

ABD —Yahudi
(Karban et
al.,2004)

%11.3 (16)

%45.7 (65)

%43 (61)

%34.2 (49)

%62,4 (93)

ABD (Karban et
al.,2004)

%14,1 (21)

%47 (70)

%38,9 (58)

%37,6 (56)

%62,4(93)

Tiirkiye-Aydin

%10,3 (55)

%49,1 (262)

%40,6 (217)

%34,8 (372)

%65,2 (696)
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Cizelge 5.2 Farkli etnik gruplarda NF-xkBI4 3’UTR A—G polimorfizmi genotip ve allel

sikliklar
NF-kBIA 3’UTR A—G Polimorfizmi | Allel Sikhiklar (Birey sayisi)
Genotip Sikliklar: (Birey sayis1)
Etnik Grup A/A A/G G/G A G
Almanya
Miinih , , . , ,
(Kloin et %13 (57) | %49 (216) | %38 (168) | %37(330) | %63 (552)
al,,2004)
Is;fqz(()]g;‘)et %16,9 (74) | %50,5 (221) | %32,6 (143) | %42,1 (369) | %57.9 (507)
C;;‘(zc(})%‘;)” %14 (81) | %45(259) | %41(237) | %36 (421) | %64 (773)
Avustralya-
3 0 o
(Q?g;“;‘a L %6 %45 (49) | w49 (53) | 02263 | %TL(S3)
2002)
Cek
((j}‘{‘(‘)‘;‘z‘:)r‘geett‘ %17 (27) %56 (89) %27 (43) | %45 (143) | %55 (175)
al,, 2006)
T:;‘;‘l{le' %19,2 (106) | %42,3(233) | %38,5 (212) | %40,4 (445) | %59,6 (657)

Cizelge 5.2°ye bakilirsa NF-kBIA 3’UTR A—G polimorfizminde, Avusturalya
populasyonunun genotip siklik degerleri diger populasyonlardan oldukga farklilik
gosterdigi  goriilmektedir. Bunun yani sira, diger tiim etnik gruplarda birebir
karsilagtirma  yapildiginda, genotip  dagilimlariminin  farklihk  gosterdigi
gozlenmektedir. Tiirk populasyonu allel sikhigmin Isve¢ populasyonu sonuglariyla

benzerlik gorterdigi goriilmektedir.

Tim bu sonuglara bakilarak calistifimiz polimorfizmlerin genotipik dagilimlarinin
cografi bolge yada etnik gruplar arasinda desisebilecegi soylenebilir. Ileride daha
acik ve kesin etnik populasyonlarla yapilacak ¢aligmalar ve yeni etnik gruplarin
calisilmasiyla bu lokuslarin diinya iizerinde daha kesin bir genotip dagilimini ve
siklik degisimlerinin nedenini, hatta bu genlerin evrimini tanimlamak miimkiin

olacaktir.

Sonug olarak bu ¢calismada NF-«xB1 lokusunda seg¢tigimiz polimorfizme ait sikliklarin
Hardy-Weinberg dengesinde oldugu saptanmistir. Fakat NF-xBIA genotiplerinin

dengede olmadig1 goriilmektedir. Genotip dagiliminin bu uyumsuzlugu, akraba
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evliligi ve goc oranlar1 gibi genlerin sikliklarini etkileyen faktorlerden kaynaklanmis
olabilir. Aydin’in da i¢inde bulundugu bati Anadolu bdlgesi dogu ve giineydogu
Anadolu bolgesinden yogun olarak go¢ almaktadir. Farkli cografik bolgelerden gelen
bireylerin olusturdugu gen akisi nedeniyle genotip sikliklarinda degisim olusmus
olabilir. Ayrica bati Anadolu bolgesinde yapilan ¢alismalara gore akraba evliliginin
orant %10.18 olarak saptanmistir (Ulusoy ve Tuncbilek, 1987). Bu oranin belirli
bolgelerde birikim yapmasina bagli olarak, Aydin populasyonunda NF-xBIA

lokusunun Hardy-Weinberg yasasindan sapma gostermesi miimkiin olabilir.

Yapilan ¢aligmalarin sonuglart NF-xB1 -94ins/delATTG polimorfizminin ¢ekirdek
proteinlerinin NF-kBI promotoriine baglanma kabiliyetini etkiledigi yoniindedir.
Elektroforetik mobilite shift asay (EMSA) uygulamalari sonucunda; ins allelini
tastyan oligoniikleotitlerin ¢ekirdek proteinlerine sikica baglandigi fakat del allelini
tasiyan oligoniikleotitlerin ise ¢ekirdek proteinlerine baglanmadigi saptanmistir. Bu
durum soyle agiklanmistir; ya 6zel bakteriyel hiicre duvari bilesenlerince dogustan
immiin sisteminin uyarimi ile NF-xB1 geni promotor aktivitesi etkilenmektedir, ya
da spesifik alleller olugmustur ve bunlar 6zel ve heniiz tanimlanmamis bazi
proteinlerle iliski kurmaktadirlar (Karban et al, 2004). Oyle veya degil, baz1
cekirdek proteinlerince diizenlenen NF-xB1 promotor aktivitesi in vitro kosullarda
aktivite acisindan farklilik gostermistir ve bu birbirinden bagimsiz olusan
fonksiyonel farklilik daha ileri ¢aligmalarla aydinliga kavusturulabilir. Yine ayni
calismada Hela ya da HT-29 hiicre soylarina transfekte edilen -94delATTG alleli
tastyan promotor/ekzon 1 lusiferaz reporter plasmidinde, -94insATTG tasiyana
nazaran daha diisiik promotor aktivitesi gosterdigi saptanmistir. Sonugta fonksiyonel
insersiyon/delesyon polimorfizminde Del allelinin kuzey Amerika yahudi olmayan
populasyonunda iilseratif kolit ile siki iligkili oldugunu saptamiglardir (Karban et al.,
2004). Del allelinin gen ekspresyonunu azatligini ve bu nedenle p50/p105 NF-xB
protein {iriinii azaldig: ileri siirlilmektedir. Arastirmacilar hipotezine gore azalmis
p50 homodimeri Rel homo- heterodimerlerin asir1 ekspresyonuna neden oluyor
olabilir. Yada diisiik seviyedeki p50 zayif immiin yanit olusumuna yol agmaktadir
(Karban et al, 2004). ins/ins (ATTG/ATTG;) genotipinin genellikle yiiksek
diizeyde NF-xB1 transkriptine neden oldugu ve bdylece ileriki agsamalarda NF-xB
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protein iirliniini arttirdig1 diisiintilmektedir (Bu et al., 2007). Bu et al., (2007) yaptig1
calismasinda NF-xB1 del/del genotipinin ve NF-xBIA G/G genotipinin melanoma ile
iligkili oldugunu saptamistir. del/del genotipinin melanoma i¢in marker olabilecegi
belirtilmistir. NF-kB1 polimorfizmi Graves’ hastali§ina yatkinlikla iligkili olabilecegi
de diistiniilmektedir (Kurylowicz et al., 2007). Ayrica NF-kB1 arttirilmis fenotipinin
tiimor gelisimiyle iliskili oldugu bir¢cok calismada desteklenmistir (Loercher et al.,
2004; Fang et al, 2003; Doi et al., 1999; Sunamura et al, 2003; Bharti and
Aggarwal, 2002; Yanagawa et al., 2004).

NF-kBIA 3'UTR tek niikleotit polimorfizminin gen ekspresyonu iizerinde arttirici bir
etki gosterdigi saptanmistir (Goto et al., 2001). 3'UTR bir¢ok genin ekspresyonunda
onemli olan bir bolgedir ve c¢ekirdege tasinim, poliadenilasyon, hiicresel alt
hedefleme ve mRNA’nin translasyon ve yikilimi oranlarinin kontroliinde rolii vardir
(Conne et al., 2000). Bu nedenle NF-xBIA genindeki 3'UTR varyasyonunun IxB
proteininin fonksiyonunda veya yapisinda bir eksiklik olusturdugu diisiiniilmektedir
(Romzova et al., 2006). Anormal NF-kBIA beklide NF-kB’ye etkili bir sekilde
baglanamamakta ve NF-kB’nin devamli aktivite gostermesine yada aktivitesinde
azalmaya yol agmaktadir (Romzova et al, 2006). NF-«kBIA 3'UTR A—G
polimorfizminin melanoma riskini arttirdig1 saptanmustir (Bu et al., 2007). NF-xBIA
AA genotipi tip 2 diyabet gelisiminde risk olusturdugu saptanmistir (Romzova et al.,
2006). Bu calisma sonucunda NF-xkBl ve NF-kBIA polimorfizmlerinin timor
olusumu olan farkli yas ve cinsiyetteki bireylerde farkli fonksiyon gordiigi
distiniilmektedir (Bu et al, 2007). Bu et al., (2007) yaptig1 calismasinda Cin
populasyonunda Crohn’s hastaligi riskinin bu polimorfizmle iligkili oldugunu
saptamis fakat Isve¢ populasyonunda bdyle bir iliski kuramamistir. Bu
polimorfizmin farkli populasyonlarda ve farkli tip kanserlerde farkli hassaslik
yarattig1 soylenebilir. Ayrica aymi calismada Cin populasyonunun A/A genotipi
sikliginin yas ilerledikge arttifi A/G genotipi sikliginin azaldigi saptanmustir. NF-
kBIA 3’UTR A—G polimorfizmi biiylik ihtimalle NF-xBIA ekspresyonunu

etkilemekte ve bunun sonucunda NF-xB transkripsiyon aktivitesi degismektedir.

Ulkemizde heniiz NF-kB lokusuna ait polimorfizmlerle ilgili yapilmis calisma

bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alisilan bu genlerin genotip dagilimlar1 ve alel
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sikliklarinin bilinmesi, yukarida agiklandigi tizere iliskili olduklar1 pek ¢ok hastaliga
toplumun duyarliligini belirlemek agisindan o6nemlidir. Bu ve benzer pek c¢ok
lokuslarda yapilacak olan calismalar birlikte degerlendirildiginde, toplumlarin
genetik duyarliliklarminin bilinmesi basta koruyucu hekimlik olmak iizere pek ¢ok
alanda stratejik 6oneme sahiptir. Her ne kadar insan genom projesi tamamlandiysa da,
etnik gruplar arasinda 6nemli bir genetik varyasyon s6z konusudur. Bu nedenle ¢ok
sayida gendeki polimorfizmlerin g¢esitli etnik gruplarda tanimlanmasi ve
dagilimlarmin saptanmasi ¢alismalart hiz kazanmstir. Ozellikle gesitli hastaliklarla
iligkili olan genler daha da 6nem kazanmaktadir. Saglikli Aydin toplumunda yapilan
bu caligmanin verileri, olast pek c¢ok hastalikla ilisiklendirme c¢aligmalarinda
kullanilabilir. Bu veriler ayn1 zamanda hastaliklarin cografik dagilim veri setleriyle
de karsilastirilarak aralarinda bir korelasyon kurulabilir. Bu alanda ulasilmasi gerek
nihai hedef, toplumlarin ve etnik gruplarin tiim genlerinin polimorfizm haritalarinin

belirlenerek, bireysel genetik duyarliliklarinin belirlenmesi sayilabilir.
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