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OZET

FARELERDE IN VITRO EMBRiYO KULTURU VE EMBRiYO TRANSFERININ
YETIiSKiN AKCiGER DOKUSUNDA TOLL-BENZERi RESEPTOR (TLR)-5
EKSPRESYONU UZERINE ETKIiSi

Balgir DT. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji-
Embriyoloji Yiiksek Lisans Program (Veteriner) Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Uremeye yardimci tedavi yontemleri (UYTE), infertilite tedavisinde tiim diinyada yaygin
olarak kullanilmaktadir. UYTE yéntemleri arasinda in vitro fertilizasyon ve embriyo transferi
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak elimizdeki veriler cesitli UYTE yontemleri sonucu
diinyaya gelen ¢ocuklarin spontan gebeliklerle kiyaslandiginda cesitli saglik sorunlarma ve
astim gibi solunum yollar1 hastaliklarina kars1 daha fazla duyarl olduklarini gostermektedir.
Dogal bagisiklik sistemi, patojenlere ve yabanci antijenlere karsi konak¢i viicudunda ilk
savunma hattin1 olusturmaktadir. Toll-benzeri reseptorler (TLR), dogal bagisiklik sisteminin
en Onemli unsurlarindan birisidir. TLR’ler arasinda 6nemli bir yere sahip olan TLR 5,
bakteriyel flagellini taniyarak immun yanitin olusmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Sunulan tez galismasinda, in vitro embriyo kiiltiiri ve embriyo transferi islemlerinin yetiskin
akciger dokusunda TLR 5 ekspresyonu fiizerine herhangi bir etkisinin olup olmadiginin
incelenmesi amaglanmistir. Yapilan ¢alismada, bir adet Kontrol grubu ve bir adet Deneme
grubu olmak iizere iki gruba yer verilmistir. Deneme grubu, PMSG+hCG uygulamas: yapilan,
F1 hibrit disilerin aynm yastaki F1 hibrit erkeklerle g¢iftlestirilmesi sonucu elde edilen
dollenmis  yumurta hiicrelerinin  (zigot) atmosferik oksijen konsantrasyonunda
gelistirilmesiyle elde edilen blastosist asamasindaki embriyolarin yalanci gebe disilere
transfer edilmeleri neticesinde biiyiitiilen yavrulardan olusturulmustur. Kontrol grubu ise,
PMSG+hCG uygulamas1 yapilmadan, 8-12 haftalik F1 hibrit disilerin ayn1 yastaki F1 hibrit
erkeklerle c¢iftlestirilmeleri sonucu dogan yavrulardan elde edilen yetiskin farelerden
olusturulmustur. Kontrol ve Deneme gruplarina ait elde edilen yetiskin akciger dokularinda,
dokunun genel histolojik yapisini incelemek amaciyla Crossman’in ii¢lii boyama yontemi
uygulanmistir. Dokularda, hangi hiicreler tarafindan TLR 5’in eksprese edildigini gostermek
amaciyla immunohistokimya ve immunofloresan analizleri gergeklestirilmistir. TLR 5
ekspresyonunun mRNA ve protein diizeylerinde ekspresyon diizeyini belirlemek amaciyla,
real-time PCR ve western blot tekniklerinden yararlanilmistir. Elde edilen sonuglar, Kontrol

ve Deneme gruplarinda TLR 5 ekspresyon profilinin benzer oldugunu ve TLR 5’in hava



yollarinda, alveol duvarinda, damar c¢evresinde, damar liimeninde eksprese edildigini
gostermistir. Ardisik kesitlerin TLR 5 ve hiicre-spesifik belirtecler ile boyanmasi sonucunda,
makrofaj, Clara ve Tip 2 hiicreleri tarafindan eksprese edildigi saptanmistir. Real-time PCR
ve western blot analizlerinden elde edilen sonuglar, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
Deneme grubunda TLR 5 mRNA diizeyinin 1,03 kat arttigin1 (p>0,05), TLR 5 proteinine ait
ekspresyon diizeyinin ise 1,30 kat azaldigin1 gostermistir (p>0,05). Elde edilen sonuglar TLR
5’in yetiskin farelerde akciger dokusunda Tip II pndmosit, makrofaj ve Clara hiicreleri de
dahil olmak ftizere belirli hiicreler tarafindan eksprese edildigini gostermekte ve in vitro
embriyo kiiltiirii ve embriyo transferi islemlerinin yetiskin akciger dokusunda TLR 5

ekspresyonunu degistirerek akciger immun yanitini etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Akciger dokusu, toll benzeri reseptor 5, fare, in vitro embriyo kiiltiirii ve

embriyo transferi, UYTE.
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ABSTRACT

EFFECT OF IN VITRO EMBRYO CULTURE AND EMBRYO TRANSFER ON THE
EXPRESSION OF TOLL-LIKE RECEPTOR (TLR)-5 IN ADULT MOUSE LUNG
TISSUE

Balgir DT. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Histology-
Embryology Master of Science Program (Veterinary) Master Thesis, Aydin, 2018.

Assisted reproductive technologies (ART) are widely used all over the world in the treatment
of infertility. In vitro fertilization and embryo transfer are commonly used among ART
methods. However, there is evidence suggesting that, compared with spontaneous
pregnancies, children born through various ART methods are more susceptible to various
health problems including respiratory diseases such as asthma. The innate immune system has
created the first line of defense in the host body against pathogens and foreign antigens. Toll-
like receptors (TLR) constitute one of the most important components of the innate immune
system. Among TLRs, TLR 5 plays an important role in the development of the immune
response by recognizing bacterial flagellin. The aim of the present thesis was to investigate
whether or not there is any effect of in vitro embryo culture and embryo transfer on the
expression of TLR 5 in the adult lung tissue. The present study consists of one Control and
one Experimental group. The Experimental group consisted of adults generated by transfer of
in vitro-developed blastocysts obtained through in vitro culture of zygotes. The control group
was obtained from mating natural cycling females with F1 hybrid males of the same age. To
examine the general histological structure of the adult lung tissues isolated from Control and
Experimental groups, Crossman's trichrome method was used. Immunohistochemistry and
immunofluorescence methods were performed to show expression of TLR 5 in the cells of
lung tissue. Real-time PCR and western blott techniques were used to to quantify the
espression of TLR 5 at the mRNA and protein levels, respectively. Immunohistochemical
analyses demonstrated that TLR 5 is expressed by cells located in the airways, alveol’s wall,
blood with a similar pattern of expression between the two groups. It was further
demonstrated that macrophages, Type 2 pneumocytes and Clara cells are among the cells
expressing TLR 5. gRT-PCR results indicated that the level of TLR 5 mRNA is increased
1.03-fold (p> 0.05) in the Experimental group compared with the Control group. Results

obtained from western blot analysis showed that expression level of TLR 5 protein was

xii



decreased in Experimental group by 1.30-fold (p> 0,05) compared with the Control group.
Taken together, results obtained from the present study indicate that TLR 5 is expresed by
certain cells in the adult mouse lung tissue including Type Il pneumocytes, macrophages and
Clara cells and in vitro embryo culture and embryo transfer procedures may alter the immune

response in adult lung tissue by changing the expression of TLR 5.

Keywords: Lung tissue, toll like receptor 5, mouse, in vitro embryo culture and embryo
transfer, ART.
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1. GIRIS

Ureme ¢agma gelmis ciftlerin on iki ay boyunca korunmaksizin iliskiye girmelerine
ragmen gebe kalamama durumu olarak adlandirilan infertilite, diinya genelinde iireme ¢agina
gelmis ¢iftlerin ortalama %10-15ini etkileyen bir halk sagligi sorunudur. (Cloonan ve ark,
2007; Nayak ve ark, 2003). Ilk tiip bebek olarak tip tarihine gecen Luise Brown’in dogumu ile
iremeye yardimci1 tedavi yontemleri (UYTE) infertilite tedavisinde devrim niteligi
tasimaktadir (Edwards ve Stepto, 1978). Louise Brown’un dogumunu takiben gegen siire
icerisinde tiip bebek tedavilerinde g¢esitli yardimci {lireme yontemleri gelistirilmistir
(Olivennes ve Frydman, 1998). UYTE uygulamalarinda annenin gebelik oranmi arttirmak
amactyla bazi olusan durumlarda birden fazla embriyo transferi yapilmakta ve bu durum
sonucunda c¢ogul gebelik riski artmaktadir. Bu duruma bagli olarak dogan c¢ocuklarda
prematiire dogum ve diisiik dogum agirhig1 goriilmektedir (Schieve ve ark, 2002).UYTE
uygulamalart sonucunda diinyaya gelen g¢ocuklar, spontan gebelik sonucu diinyaya gelen
cocuklara kiyasla gelisimsel olarak daha geri kalmakta ve hastahane hizmetlerini daha fazla
kullanmaktadirlar (Klemetti ve ark, 2006). Yapilan ¢alismalar UYTE uygulamas: sonucunda
diinyaya gelen ¢ocuklarin astim, rematroid artirt ve enfeksiyoz hastaliklarina daha fazla maruz
kaldiklar1 gosterilmistir (Ericson ve ark, 2002; Carson ve ark, 2012; Koivurova ve ark, 2007).
Gelismis organizmalar, siirekli olarak mikroorganizmalarin tehdidi altindadirlar. Buna bagl
olarak, patojenler tarafindan tetiklenen enfeksiyonlar1 ve viriilans faktorleri nétralize
edebilmek i¢in organizmay1 koruyacak c¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir.
Bagisiklik sistemi dogal ve edinsel bagisiklik sistemi olarak iki ana kategoriye ayrilmistir
(Medzhitov ve Janeway, 1997). Patojen ve konakgi arasindaki karmasik etkilesimleri ilk
olarak dogal bagisiklik sistemi baslatir. Dogal bagisiklik sistemi hiicreleri {izerinde bulunan
evrimsel olarak korunmus patojen tanima reseptorleri (PRR), patojen tizerinde bulunan
patojenle iligkili molekiiler kaliplar1 (PAMP) tanirlar (Kumar ve ark, 2011). PRR
reseptorlerinin en genis ailesi olarak kabul edilen Toll-benzeri reseptorler (TLR), patojen
tizerinde bulunan PAMP’lar1 taniyarak, yangisal ve immun yanit olustururlar.(Rakoff-
Nahoum ve Medzhitov, 2009). TLR’lerin aktif hale gelip hiicre i¢i sinyalizasyonu
baslatabilmesi i¢in bazi ligandlar ile etkilesime girmeleri gerekmektedir (Medvedev ve ark,
2006). TLR 5 bu ligandlar arasinda flagellini taniyarak, bagisiklik tepkisini aktive eder
(Cuadros ve ark, 2004). Hawn ve ark (2003) yilinda yaptiklar1 calismada, insanlarda



Legionella pneumophila bakterisi ile uyarilan akciger epitel hiicrelerinde TLR 5’in I1L-8
tiretimini kontrol ettigini ve enfeksiyona karsi tepki gosterdigini belirtmislerdir. Bunun yani
sira, Murthy ve ark (2013) yaptiklar1 ¢alismada bakteriyal flagellinin, 6karyotik TLR 5 ile
etkilesime girdigini ve bu etkilesim sonucunda da niikleer faktor-xB (NF- kB) transkripsiyonu
ile mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)’1 aktive ettigini bildirmislerdir.

Akciger dokusu viicudun ve solunum siteminin hayati organlarindan birisi olup gaz
degisimi gibi 6nemli islevleri yerine getirmektedir. Stirekli olarak dis ortamla baglanti halinde
olan akciger dokusu, patojenlerden ve yabanci antijenlerden kendisini koruyabilmek igin
bagisiklik sistemi ile etkilesim halindedir. (Whitsett ve ark, 2010; Beisswenger ve ark, 2006).
Sunulan tez ¢alismasinin amaci, in Vvitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferinin yetiskin

farelerin akciger dokusunda TLR 5 ekspresyonunu etkileyip etkilemedigini incelemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Uremeye Yardime1 Tedavi Yontemleri (UYTE)

Infertilite, ciftlerin en az bir yil siireyle herhangi bir dogum kontrol ydntemi
kullanmaksizin diizenli olarak iligskiye girmelerine ragmen, annenin gebe kalamamasi durumu
olarak tanimlanmaktadir. Tiim diinyada yaygin bir halk saglig1 sorunu olarak gosterilmektedir
(WHO, 1991). Buna karsin, yaklasik son otuz yil igerisinde gelistirilmis olan ¢esitli UYTE,
tiim diinya genelinde iireme biyolojisine olan ilgiyi arttirmis ve buna bagh olarak UYTE
yontemlerinin yaygin olarak kullanilmasini olanakli kilmistir (Elder ve Dale, 2000).

Tip tarihine gecen ilk tiip bebek Louise Brown’un, 1978 yilinda Ingiltere’de dogumu ile
yardimc1 iireme teknikleri tiim diinya genelinde uygulanmaya baslanmistir (Feuer ve Rinaudo,
2017). Louise Brown’un dogumu ile sonuglanan klasik tiip bebek yonteminin uygulanmasini
takiben, tiip bebek tedavilerinde basar1 oranini arttirmak, cesitli patolojik durumlarin
iistesinden gelmek ve infertilite engellerini ortadan kaldirmak amaciyla, cesitli yardimci
tireme yontemleri gelistirilmistir (Olivennes ve Frydman, 1998). Bu yontemler arasinda,
yaygin olarak kullanilan yontem, in vitro fertilizasyon (IVF, tiip bebek) ve embriyo transfer
yontemleridir. In vitro fertilizasyon yontemi, uygun kosullar altinda ovaryumdan toplanan
oositlerin in vitro ortamda sperm ile bir araya getirilerek, fertilizasyon isleminin in vitro
ortamda olusmasini saglamayr amaglamaktadir. Islem, belirli bir gelisim asamasina ulasan
embriyolarin anne adayinin uterusuna transfer edilmesi ile tamamlanmaktadir (Saxena, 2013).

Ulkemizde, in vitro fertilizasyon ve embriyo transferi yontemleri uygulanarak dogan ilk
tip bebek olan Ece, 16.08.1989 tarihinde diinyaya gelmistir (WEB 1). Tedavi, Ege
Universitesi Kadin Dogum ve Hastaliklar1 Anabilim Dalinda Prof. Dr. Refik Capanoglu
baskanliginda gerceklestirilmistir. Tiirkiye’de son verilere gore, Saglik Bakanliginca
ruhsatlandirilmis toplam yiiz kirk alt1 adet tiip bebek merkezi faaliyet gostermektedir. Bu
merkezlere tedavi olmak amaciyla, yilda 20-40 bin ¢ift bagvurmaktadir (Giingdr ve Beji,

2015).



2.2 UYTE Uygulamalarindan Kaynaklanan Saghk Problemleri

Infertilite tedavi sirasinda, ovulasyon indiiksiyonu icin ila¢ kullanimi, spermin ve
ovumun in vitro ortamda hazirlanarak bir araya getirilmeleri ve laboratuvar ortaminda kiiltiirii
gibi bir¢ok islem gametlere ve embriyolara zarar verebilecek niteliktedir (Lu ve ark, 2013).
Ayrica, UYTE uygulamalar ile dogan c¢ocuklarin sayismin giderek artiyor olmasi, yapilan
islemlerin uzun vadeli saglik sorunlarina neden olup olmadigimin izlenmesi son derece
onemlidir (Min ve ark, 2004). UYTE uygulamasi sonucu diinyaya gelen ¢ocuklarla, spontan
olarak diinyaya gelen ¢ocuklar kiyaslandiginda, ¢esitli saglik sorunlarinin goriilme riskinin
daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Schieve ve ark, 2004; Alukal ve Lipshultz, 2008).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, UYTE uygulamalariyla dogan bireylerde, Beckwith-
Wiedeman, Prader Willi ve Angelman Sendromu gibi ¢esitli epigenetik hastaliklarin daha
yiikksek oranda goriildiigii bildirilmistir (Lidegaard ve ark, 2005). Avrupa’nin bes farkli
tilkesinden prospektif olarak elde edilen sonuglarin degerlendirilmesiyle elde edilen veriler,
UYTE ile diinyaya gelen gocuklarda, iirogenital sistem hastaliklari, gocukluk ¢agi hastaliklart
ve bunun yani sira tibb1 tedavi gereksinimine ihtiya¢ duyma oranlarinin spontan olarak
diinyaya gelen ¢ocuklara nazaran daha fazla oldugu saptanmistir (Bonduelle ve ark, 2005).
Ceelen ve ark (2008) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, IVF yontemi ile diinyaya gelmis
cocuklarin kan basincinda ve aglik glikoz diizeylerinde spontan gebelik sonucu diinyaya gelen
cocuklara gore anlamli bir artisin oldugu saptanmistir. Cocuklarda kanser hastaliginin
olusmasinda fetiis gelisimi ve gebe kalma noktasina kadar olan olaylarin rol alabilecegi
diisiiniilmekte ve bundan dolayr yardimci lireme yontemlerinin ¢ocukluk cagi kanser
insidansinda 6nemli olabilecegi belirtilmektedir (Lightfoot ve ark, 2005).

UYTE uygulanan ciftlerde birden fazla embriyo transferi yapilmasi sonucunda gogul
gebelikler goriilmekte ve diisiik dogum agirligina sahip bebekler diinyaya gelmektedir
(Schieve ve ark, 2002). Disiik dogum agirhig ile diinyaya gelen bireylerin, yetiskin
donemlerinde Tip 2 diyabet, kalp krizi ve dislipidemi gibi hastaliklarla karsilasma riskleri
artmaktadir (Calkins ve Devaskar, 2011). UYTE yontemleri kullanilarak elde edilen
embriyolarin laboratuvar ortaminda biiyiitiilmeleri ve anne adaylarina transfer edilmeleri
sonucunda olusan tekil gebeliklerde de fetlis ve plasenta gelisimi normal seyrini takip
edememekte ve bu durum bireylerde bahsedilen hastaliklara yakalanma riskini
arttirabilmektedir (Fleming ve ark, 2004). UYTE uygulamalari ile diinyaya gelen bebeklerde
Immun sistem iizerine bu uygulamalarin etkisi olup olmadigi ile ilgili her hangi bir literatiir

caligmast bulunmamaktadir. Ancak Carson ve ark (2012) yaptiklar1 kohort ¢alismasinda
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UYTE uygulamalari ile diinyaya gelen ¢ocuklarin astim hastaligina daha fazla yakalandiklari
gosterilmistir. Aym1 zamanda UYTE uygulamas1 sonucu diinyaya gelmis cocuklar, normal
gebelik sonucu diinyaya gelmis c¢ocuklar ile kiyaslandiginda rematoid artrit ve enfeksiyon
hastaliklar1 gibi immunolojik kokene sahip hastaliklarin daha fazla goriildiigi bildirilmistir
(Ericson ve ark, 2002; Koivurova ve ark, 2007).

Konuyla ilgili olarak Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dal1 biinyesinde Prof. Dr. Levent Karageng tarafindan gerceklestirilen
“Farelerde in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferinin f6tal akciger dokusunda Toll
benzeri reseptorlerin ekspresyonu iizerine etkisi” adli TUBITAK (Proje no: 1120259)
projesinden elde edilen verilere gore in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferinin fotal
akciger dokusunda Toll benzeri reseptorlerden TLR-2,-3,-4,-5,-6,-7,-8,-9 ve -13 genlerine ait
mRNA diizeylerinin anlamli olarak azaldig1 gosterilmistir. Biitiin bu veriler 1s13inda, UYTE
uygulamalar1 sonucu diinyaya gelen bebeklerde bagisiklik sistemi gelismelerinin tam olarak
tamamlanmamis olabilecegi ve UYTE uygulamalari ile diinyaya gelen bireylerin &zellikle

neonatal donemde cesitli hastaliklara kars1 daha duyarl olabilecekleri diisiiniilmektedir.

2.3 Akciger Dokusu ve Gelisimi

Fotal donemde, 6n bagirsagin anterior kisminin iki tiipe ayrilmasi ile baglayan solunum
sistemi gelisimi, insanda yaklasik olarak 28. gilinde, farelerde ise 9,5 giinde goriilmektedir
(Morrisey ve Hogan,2010). Farelerde akciger gelisimi, pseudoglandular evre, kanilikular evre,
sakkular evre ve alveolar evre olmak iizere dort ana baslik altinda incelenir. Insanlarda
akciger gelisimi, tim bu evrelerin ic¢ine ilk gelisim basamagi embriyonik evrenin de

girmesiyle 5 ana baglik altinda toplanir (Cardoso ve Lu, 2006; Rawlis ve ark, 2009).

2.3.1 Pseudoglandular Evre

Farelerde 9,5. giinde laringotrakeyal tiip olarak adlandirilan oluk sekillenir ve hiicre
poliferasyonu, hiicre gocii ve hiicre farklilasmasmi tetikleyen mezenkimal epitel hiicre
etkilesimleri baglar. Bu asamada akciger dokusu simetrik iki tomurcuk halindedir ve
pleuroperitonal kanallarin igerisine dogru ¢ikintilar meydana getirir. Bu dallanma sonucunda

farelerde, bir adet sol akciger lobu ve dort adet sag akciger lobu olusur (Warburton ve
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ark,2010). Bu evrede endotel kaynakli splanchnik mezoderm, epitel hiicrelerini Orterek

etrafin1 sarar (Warburton ve ark, 2010; Costa ve ark, 2001).

2.3.2 Kanalikular Evre

Bu evrede gaz degisim bolimleri sekillenerek damarlanmalar bagslar (Warburton ve
ark,2010). Akciger bronslari, kendilerinden daha kii¢iik dallara ayrilarak, iletici hava yolu
olan bronsiyolleri olustururlar. Bronsiyoller ise terminal bronsiyolleri meydana getirmek
amaciyla ek dallanmalar olustururlar (Kawanami, 1994; Kumar ve ark, 2012; Krstic, 2013).
Hava yolu epitel hiicreleri ise priferal skuamoz hiicrelere ve proksimal kiibik hiicrelere

farklilasirlar (Waburton ve ark, 2010).

2.3.3 Sakkular Evre

Bu evrede, bronsiyollerin son boliimlerini alveoller olusturur. Olusan alveoller birkag
kola ayrilarak duktus alveolarisleri olustururlar. Olusan duktus alveolarisler, alveollerin bir
araya gelerek olusturdugu sakkulus alveolarislere (alveol keseleri) baglanir (McGeady ve ark,
2006). Olusan alveolar keseler, daha sonra alveollerde pnomosit I ve pndmosit II hiicrelerine

farklisacak olan kiibik epitel hiicre ile ortiiliidiir (Waburton ve ark, 2010)

2.3.4 Alveolar Evre

Bu evrede ise alveoller, akcigerin distalinde genislemeye baslarken, komsu kilcallar
alveollere iyice yaklasarak alveolar epitelyal hiicreleri siki bir bigimde sararlar. Olusan bu
iliski hava kan bariyerinin fonksiyonel aktivitesi i¢in 6nemli bir agamadir (McGeady ve ark,
2006).

Akcigerler viicudun en biiylik ylizey alanlarma sahiptir. Bu yiizden akcigerler her
solunum yapildiginda, patojen mikroorganizmalar, allergenler ve partikiiller kirleticeleri de
iceren potansiyel olarak zararli olan pek ¢ok ajana maruz kalmaktadir. Dolayisi ile hayati bir

oneme sahip akcigerler hem kendi islevlerini yerine getirebilmek, hem de ¢esitli zararl



ajanlara kars1 viicudu koruyabilmek i¢in bagisiklik sistemi ile siirekli bir iligki icerisindedirler

(Suzuki ve ark, 2008).

2.4 Bagsiklik Sistemi Ve Toll Benzeri (TOLL-LIKE) Reseptorler

Gelismis organizmalar, siirekli olarak bakteriler, parazitler, mantarlar gibi patojen
Ozellige sahip daha kiiclik canlilarin tehdidi altinda bulunurlar. Bu nedenle, gelismis
organizmalar kendilerine enfekte olan bu patojenlerin ortadan kaldirilmasi amaciyla bir
savunma mekanizmasi gelistirmislerdir. Bagisiklik (immun) sistemi olarak da isimlendirilen
bu savunma mekanizmalari, dogal ve edinsel bagisiklik sistemi olmak {izere iki grupta
incelenmektedir. Her iki savunma sisteminin de amaci ayni olup konagi patojenlerden
korumaktir. Ancak, her iki savunma sisteminin ¢aligma mekanizmalar1 ve bu sistemlerde rol
alan hiicre ve molekiiller birbirinden farklidir (Akira ve ark, 2006).

Edinsel bagisiklik sistemi, enfeksiyonun ileri evresindeki patojenleri taniyarak onlari
immunolojik hafiza igerisine alir. T ve B lenfositleri kullanarak, antijen-antikor eslesmesi
yapip patojenleri tanir ve immun yanit olusturur. Bu yiizden de daha 6zgiildiir (Akira ve ark,
2001). Dogal bagisiklik sistemi ise, konagr mikrobik patojenlere karsi koruyan savunma
mekanizmasinin  ilk basamagini olusturmaktadir. Konak¢iya ait hiicreler, lipidler,
lipoproteinler, proteinler ve niikleik asitlerden olusan patojenlerle iligkili molekiiler kaliplar
(PAMPs) algilayan kalip tanima reseptorleri "Pathogen Recognition Receptor (PRR)"aracilig
ile algilarlar (Kawai veAKira, 2007). PRR’ler, patojen hiicre yiizeyine baglanarak makrofajlar
ve notrofiller tarafindan fagositoz olmalart i¢in patojeni duyrali hale getirirler. PRR’ler,
endositik, sekrete edilen ve sinyal edilen olmak iizere ii¢ grupta siniflandirilirken sinyal ileten
grubu TLR ailesi olusturmaktadir (lwasaki ve Medzhitov, 2010). Endojen ve eksojen
inflamatuar mediatdrlere yanit olusturabilen TLR ailesi PRR siniflar1 igerisinde en kapsaml
incelenen gruptur (Chaudhuri ve Sabroe, 2008).

Max Planck Ensititlisiinde bulunan Christiane niisslein-Volhard, 1985 yilinda bir meyve
sinegi olan Drosophilla melanogaster larvalarinda ventral bdlgenin az gelismesi ile
karakterize bir mutasyon saptamis ve mutasyona ugrayan bu gene "Muhtesem" anlamina
gelen "Toll" adin1 vermistir (Hansson ve Edfeldt, 2005). Toll terimi, baslangigta Drosophilla
melanogaster larvalarinda dorsal/ventral yonelimi yoneten ve hiicre yiizeyinde bulunan bir
reseptor olarak degerlendirilmistir (Valanne ve ark, 2011). Daha sonra yapilan ¢alismalar ile,

embriyonik donemde dorsal/ventral modelin olusmasinda merkezi bir rol oynayan
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Drosophilla Toll geni, klonlanmis ve DNA dizisi belirlenmistir. (Hashimoto ve ark, 1988).
Izleyen c¢aligmalarda mutant Toll geninden yoksun Drosophilla sineklerinin, mantar
enfeksiyonuna maruz birakilmalar1 durumunda yasamadiklar1 saptanmis ve Toll geninin
bagisiklik sisteminde de 6nemli bir yeri oldugu gosterilmistir (Hansson ve Edfeldt, 2005).
Ruslan Medzhitov ve arkadaslari, 1997 yilinda, Drosophilla’da bulunan Toll geninin
proteinlerinde ekstraseliiler bdlgede bulunan 16sin agisindan zengin tekrarlar (LRR) ve
intrastoplazmik bolgede bulunan interlokin-1 (IL-1) proteini ile ilgili memelilerde de homolog
bir yap1 oldugunu gostererek bu yapiya Toll benzeri reseptor adini verdiler (Medzhitov ve

Janeway, 1997).

2.5. Toll Benzeri Reseptorlerin Yapisi ve Ozellikleri

TLR’ler tip-1 integral membran proteinleridir ve trimodiiler bir yapiya sahiptirler
(Barton ve Kagan, 2009). TLR’ler, degisen sayida 16sin amino asitince zengin tekrar motifleri
ve interlokin-1 reseptdriine homolog olan, stoplazmik sinyalleme alani igeren TOLL/IL-1
(TIR) domaininden olusurlar (Bowie ve O’Neill, 2000).

Bagisiklik sisteminin evrimsel olarak korunmus yapitaglarindan birisi olarak kabul
edilen TIR domaini, 200 adet amino asit icerir ve hiicre i¢i sinyalizasyonunda gorev alir. TLR
yapisinda bulunan TIR domaini ii¢ gruptan olusmaktadir. Ilk grup, hiicre dis1 kistmlarinda
immunglobiilin (Ig) alant bulunduran interlokin reseptorii olarak adlandirilan reseptorlerden
olusur. Ikinci grup, klasik bir TLR modeli olarak kabul edilir ve mikrobiyal kokenli
molekiilleri baglar. Adaptor proteinlerinden meydana gelen son grup ise, birinci ve ikinci
gruptan gelen sinyallere aracilik eder (Frosali ve ark, 2015).

Memelilerde, ligand oOzellikleri, ligand1 ifade etme modelleri ve etkilesim halinde
olduklar1 hedef genler dikkate alindiginda birbirinden farkli on {i¢ adet TLR iiyesi
bulunmaktadir (Janawey ve Medzhitov, 2002; Kawai ve Akira, 2006; Schauvliege ve ark,
2007). Bunlardan TLR 1, 2, 4, 5, 6 ve 10 hiicre yiizeyinde bulunurken, TLR 3, 7, 8 ve 9
stoplazmada endozomlarda bulunur (Takeda ve ark, 2003). Ayrica, farelerde TLR 10 geninin
ifade edilmedigi, bu genin sadece insanlarda eksprese edildigi bildirilmistir (Kumar ve ark,
2011; Hasan ve ark, 2005; Lee ve ark, 2014).

TLR’ler tanidiklar1 PAMP’lara gore de alt ailelere ayrilmaktadirlar. TLR 1, 2 ve 6 alt
aileleri lipidleri tanirken, TLR 7, 8 ve 9 niikleik asitleri tanimaktadir. TLR 2, peptidoglikan
(PGN) ve lipoteikoik asit (LTA) gibi lipoproteinleri taniyarak cevap olustururken, sinyal
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iletimi olusturabilmesi i¢in TLR 1 ve TLR 6 ile dimer olusturmasi gerkmektedir. Viral ¢ift
sarmalli RNA, TLR 3 tarafindan algilanirken, tek sarmalli RNA’1 TLR 7 ve TLR 8 algilar
(Werling ve ark, 2009). TLR 9’un ise bakteriyal DNA’da ki metillestirilmemis CpG
diniikleotidlerine kars1 tepki verdigi gosterilmistir (Latz ve ark, 2007).

Bununla birlikte bazt TLR’ler yapisal olarak ilgisiz birka¢ ligand:i taniyabilmektedir.
Omegin, TLR 4, lipopolissakarit (LPS), bitkilerde bulunan diterpen paklitaksel, solunum
sinsitiyal viriis (RVS), flizyon proteini, fibronektin ve 1s1 sok (heat shock) proteinleri gibi ¢ok

farkli yapilara sahip ligandlar1 tanima 6zelligi vardir (Akira ve ark, 2006).

Tablo 1. TLR’ler, hiicrede bulunduklar1 yerler ve ligandlar1 (Gleiberman ve ark, 2016; Inci ve
Biskin, 2007)

RESEPTORLER HUCREDEKI YERLERI LIGANDLAR
TLR1 Hiicre yiizeyi Triagil lipoprotein
TLR2 Hiicre yiizeyi Peptidoglikan
Lipoprotein
Lipoteikoik Asit
Zymosan
TLR3 Sitoplazma Viral dsRNA
TLR4 Sitoplazma Heat Shock Protein (1s1 sok
protein)
Lipopolisakarit
Solunum Sinsitiyal Virls
(RSV)
Paklitaksel
Mouse Mammary Tumor
Viriis
TLR5 Hiicre yiizeyi Flagellin
TLR6 Hiicre yiizeyi Lipoteikoik Asit
Triagil Lipoprotein
Zymosan
TLR 7/8 Sitoplazma Lipoteikoik Asit
Triagil Lipoprotein
Zymosan
TLR9 Sitoplazma Bakteriyal ve viral DNA
TLR 10 Hiicre yiizeyi Bilinmiyor
TLR 11 Hiicre yiizeyi Bilinmiyor
TLR 12 ve 13 Bilinmiyor Bilinmiyor




2.6 TLR 5 ve Bagimh Oldugu Sinyal Yolag:

Toll benzeri reseptorler (TLR), mikroorganizmalarda bulunan patojenlere karsi ilk
savunma hattin1 olusturarak dogustan gelen bagisiklikta 6nemli rol oynarlar (Yoon ve ark,
2012). TLR ailesi, PAMP’larin hiicre i¢i ve hiicre disinda algilanmasinda &nemli rol
oynamaktadirlar (Akira ve Takeda, 2004). Her TLR farkli bir ligand baglama mekanizmasi ile
farkl1 bir antijen grubunu veya alt kiimesini tanir (Liu ve Zhao, 2007). Flagella da bu farkh
antijen gruplarindan birisi olup, ¢esitli bakteri tiirleri arasinda iyi korunmus kompleks bir
bakteriyel organeldir. Ayni zamanda, bir¢ok bakteri tiirii i¢in viriilans etkisi olusturur (Way ve
ark, 2004). Bakteriyel flagella, monomerik flagellin alt birimlerinden olusarak gii¢lii yangi
tetikleyici (proinflamatuar) aktiviteye sahiptir (McDermott ve ark, 2000). Bakteriyel flagellin,
organizmalar1 enfekte ettiginde konaga ait inflamatuar yanit TLR 5 tarafindan olusturulur
(Gerwitz ve ark, 2001). Baliklardan memelilere kadar tiim omurgalilarda evrimsel olarak
korunan TLR 5, tek tip protein baglayan bir TLR molekiiliidiir (Stockhammer ve ark, 2009).
TLR 5, lokomasyondan sorumlu kamgi benzeri flagellar ipligi bulunduran f- ve y-
proteobakterilerde bulunan monomerik flagellin formuna cevap olusturmaktadir (Yoon ve
ark, 2012).

TLR 5, flagellin monomerinin konveks yiiziinde bulunan kisimdan flagellay: tanir.
Ancak flagellin iizerinde iyi tanimlanmis olan bu etkilesim bolgesi, TLR 5 molekiilii iizerinde
heniiz tanimlanmamistir (Andersen-Nissen ve ark, 2007). Flagellin, TLR 5’ e baglandiginda
MyD88-iliskili (MyD88-dependent) sinyalizasyonuna neden olur. Bu sinyalizasyon
sonucunda baglanmanin gerceklestigi epitel hiicrelerinde, monositlerde ve dentritik hiicrelerde
immun yanitta gorev alan cesitli genlerin transkripsiyonunu diizenleyen niikleer faktor-xB
(NF- xB) ve mitojen aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK) yolaklar: aktif hale gelir (Yoon ve
ark, 2012; Ramos ve ark, 2004).
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Sekil 1. TLR 5’in sinyal yolagi (Gupta ve ark, 2014)

TLR sinyal yolagi, intrasitoplazmik TIR alanina PAMP’larin ve sitokinlerin
baglanmasi ile baslatilir (Lin ve ark, 2010; Takeda ve ark, 2003). TLR aracili hiicre i¢i
sinyaller, TIR domainini igeren sitozolik alan ve bu domaine bagimli olarak meydana gelen
heterofilik etkilesimler ile gerceklestirilir. TIR domaini, Myeloid farklilasma primer yanit
protein-88 (MyD88), TIR etki alani igeren bagdastiric1 protein (TIRAP)/MAL, TIR domain
iceren TRIF (IFNf) ve TRIF’a bagh adaptor protein (TRAM) olmak iizere 4 farkli adaptor

protein igerir (Kawai ve Akira, 2006).
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MyD88’in C-terminal kismi, TIR domaini olarak adlandirilirken, N terminal kism1 6lim
domain (Death Domain) olarak adlandirilmaktadir (Takeda ve Akira, 2004). TLR ve patojen
ligandi arasinda baglanma gergeklestiginde, TLR ve MyD88’in C terminalinde bulunan TIR
domaini etkilesime gecer (Ulrichts ve ark,2007). MyD88’in N terminal kismi ise interlokin-1
iliskili kinaz (IRAK) ailesinin tiyeleri olan IRAK-1 ve IRAK-4 ile birlesir (Fu-shin ve Hazlett,
2006). Serin/threonin protein kinaz aktivitesine sahip olan IRAK-1 ve IRAK-4 uyaricilara
tepki olarak siras1 ile MyD88’den fosforilasyona ugrayarak ayrilirlar (Kawasaki ve Kawai,
2014). Fosforilize olan IRAK, TRAF-6 ile etkilesime girer. TRAF-6 ise, ubikitine bagli MAP
kinaz kinaz kinaz (MAP3K) ailesinin bir tiyesi olan transforme edici biiyiime faktorii-f3-aktive
protein kinaze-1 (TAK-1)’i aktive eder (Fu-shin ve Hazlett, 2006). TAK-1 aktivasyonu ile iki
ayrt sinyal yolagi olan IKK(IxB kinaz) kompleksi-NF-kB yolagi ve MAPK yolag:1 olarak
aktif hale gecer (Kawasaki ve Kawai, 2014). Sitoplazmada aktif halde bulunan TAK-1,
IKK’y1 uyararak IxE’nin fosforile olmasini saglar ve boylelikle NF-xB sitoplazmadan ayrilir
(Akira, 2003). NF-xB’nin hiicre ¢ekirdegine geg¢mesi ile birlikte ilgili genlerin
transkripsiyonu baglatilir (Means ve ark, 2000). Benzer sekilde, TAK-1, MAPK ailesinin
tiyeleri olan Fos, ATF ve Maf proteinlerinin dimeri olan AP-1’1 fosforilizasyonunu saglayarak
aktive eder (Kawai ve Akira, 2006). TAK-1 geni bulunmayan (TAK-1 null) farelerden elde
edilen hiicrelerin, TLR ligandlarina verdikleri yanitlarda bozulma oldugu gézlemlenmis ve bu
calisma ile TAK-1’in NF-kB ve MAPK yolaklarinin aktivasyonunda 6nemli bir islevi oldugu
gosterilmistir (Sato ve ark, 2005). MyD88’den NF-kB ve AP-1’in aktive edilmesine kadar
olan sinyal yolagi, neredeyse tiim TLR’ler tarafindan kullanilmaktadir. MyD88-bagimli bu

sinyalizasyon, yangisal yanitlarin kontrol edilmesinde son derece dnemlidir.(Yamamoto ve
ark, 2014).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahisma Materyali

Sunulan tez c¢alismasi, 2016-2018 yillar1 arasinda Adnan Menderes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali’nda yiiriitilmistiir. Sunulan tez
calismasinin gerceklestirilmesi amaciyla, Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'ndan, 30.11.2016 tarihli 64583101/2016/177 sayil karar ile onay alinmistir.

Sunulan tez calismasinda c¢aligma materyali olarak, yiiriitiiciiliigii Prof. Dr. Levent
KARAGENC tarafindan yapilmakta olan " Farelerde In vitro Embriyo Kiiltiirii ve Embriyo
Transferinin Solunum Sisteminde Epitel Hiicre Sayilar1 Uzerine Etkisi " isimli ve VTF-15057
numarali Bilimsel Arastirma Projesi’nden elde edilmis olan yetiskin akciger doku 6rnekleri
kullanilmustir.

Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri kapsaminda yiiriitiilen VTF-
15057 numarali projede kullanilan F1 hibrid fareler, C57BL/6 erkek farelerin BALBc disi
fareler ile giftlestirilmesi sonucu elde edilmislerdir. Yiiriitiilen proje kapsaminda elde edilen
F1 hibrit fareler, 14 saat aydinlik: 10 saat karanlik 11k siklusunda barindirilmig, yem ve su ad
libitum olarak verilmistir. Deneysel ¢alisma siirecinde, farelerin beslenmesi ve barinmasi
Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde gerceklestirilmistir. Sunulan tez
caligmasinin materyalleri, Kontrol grubu ve Deneme grubu olmak {iizere iki gruptan
olusmaktadir. Deneme grubu, PMSG+hCG uygulamasi yapilan, F1 hibrit disilerin ayni
yastaki F1 hibrit erkeklerle ciftlestirilmesi sonucu elde edilen déllenmis yumurta hiicrelerinin
(zigot) atmosferik oksijen konsantrasyonunda gelistirilmesiyle elde edilen blastosist
asamasindaki embriyolarin yalanci gebe disilere transfer edilmeleri neticesinde biiyiitiilen
yavrulardan olusturulmustur. Kontrol grubu ise, PMSG+hCG uygulamasi yapilmadan, §-12
haftalik F1 hibrit disilerin aym1 yastaki F1 hibrit erkeklerle ciftlestirilmeleri sonucu dogan
yavrulardan elde edilen yetigkin farelerden olusturulmustur.

VTF-15057 numarali Bilimsel Arastirma Projesi kapsaminda izole edilen yetiskin
akciger dokulari, caligmalar gergeklestirilene kadar uygun kosullarda muhafaza edilmislerdir.
Sunulan tez ¢aligmasini gerceklestirmek amaciyla, histokimya, immunohistokimya, western
blot ve real-time PCR (gRT-PCR) yontemlerinden yararlanilmistir. Histokimya ve

immunohistokimya ydntemlerinin uygulanmasi amaci ile rutin histolojik takip islemlerinin

13



ardindan paraplast igerisinde gomiilmiis olan ve +4 °C’de muhafaza edilen yetiskin akciger
doku bloklar1 kullanilmistir. TLR 5 ekspresyon diizeyinin semi-kantitatif ve kantitatif olarak
belirlenmesi amaciyla, sirasi ile western blot ve qRT-PCR tekniklerinden yararlanilmistir. Bu
amaca yonelik olarak, —80 °C’de muhafaza edilmis olan yetigskin akciger doku ornekleri
kullantlmistir.

Yetiskin akciger doku 6rneklerinden bir mikrotom (Leica) yardimiyla 5 um kalinliginda
100 um araliklarla alman seri kesitler iizerinde, {i¢li boyama, histokimyasal ve
immunohistokimyasal boyama metotlar1 uygulanmistir. Her bir hayvan igin toplam 6 adet
kesit kullanilmistir.

Tiim gruplarda -80 °C’de muhafaza edilmis olan yetiskin akciger doku drneklerinden
TLR 5’in translasyonel diizeyde eksprese edilip edilmediginin semi-kantitaf olarak
degerlendirilmesi amaciyla western blot tekniginden yararlanilmistir. Ayrica, TLR 5
reseptoriiniin mRNA diizeyini 6lgmek amaciyla kantitatif real-time PCR yonteminden
yararlanilmigtir. Sunulan tez c¢alismasinda, western blot ve gRT-PCR analizlerinde
kullanilmak iizere, Kontrol grubunu olusturmak amaciyla Kontrol grubuna ait 15 adet yetiskin
akciger dokusu ve Deneme grubunu olusturmak amaciyla da Deneme grubuna ait 15 adet
yetiskin akciger dokusu kullanmilmistir. Her bir grup i¢in ayr1 ayri ortak doku havuzlar
(pool)lar olusturulmustur. Kontrol grubuna ait yetiskin akciger doku ornekleri rastgele
secilerek her bir doku havuzunda bes adet 6rnek olacak sekilde Kontrol-R1, Kontrol-R2 ve
Kontrol-R3 gruplart olusturulmustur. Aynmi sekilde, Deneme grubu iginde, Deneme grubuna
ait yetiskin akciger doku ornekleri rastgele secilerek her bir doku havuzunda bes adet 6rnek
olacak sekilde Deneme-R1, Deneme-R2 ve Deneme-R3 biyolojik replikasyonlar1 elde

edilmistir.

3.2 Crossman Uclii Boyama Yontemi

Sunulan tez ¢alismasinda paraplast icerisinde gomiilii dokularin genel histolojik
yapisini incelemek amaciyla Crossman’in ii¢lii boyama yontemi kullanilmistir. Bu boyama
yontemine yonelik olarak 5 pm kalinliginda alinan doku kesitlerine deparafinizasyon islemi
uygulanmis, Crossman’in ti¢lii boyama yontemi standart yontemlere (Crossman, 1937 ) gore
gerceklestirilmistir. Boyanan kesitler, alkol ve ksilen serilerinden gegirilerek Entellan ile

kapatilmistir.
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3.3. Immunohistokimyasal ve Immunofloresan Boyama Yéntemleri

Yetiskin akciger doku kesitlerinde, TLR 5 ekspresyonunu gosteren immunpozitif
hiicrelerin ~ karakterizasyonuna  yonelik  olarak ~ immunohistokimya  yonteminden
yararlanilmistir. Bu amaca yonelik olarak, makrofaj, Clara ve Tip II pnomosit hiicrelerine
6zel monoklonal antikorlardan yararlanilmistir. Bu amaca yonelik olarak, APES ile
kaplanmig lamlara 5 um kalinliginda ardisik kesitler alinmis, ardisik kesitlerden birincisi TLR
5 primer antikoru, ikincisi ise makrofaj belirteci olan F4/80 primer antikoru (M-17-R, sc-
26643-R, SantaCruz, 1/100), Clara hiicre belirteci olan Mouse Anti-Cloudin-10 primer
antikoru (415100, invitrogen, 1/100), ve Tip II pnémosit hiicre belirteci olan SP-C primer
antikorlar1 (FL-197, sc:13970, SantaCruz, 1/100) ile es zamanli olarak boyanmiglardir.

Almman kesitler kirigikliklarinin giderilmesi amaciyla 35-40 °C su banyosunda
yiizdiiriilmiis ve APES (Sigma) ile kaplanmis lamlara alinmistir. Parafinin uzaklastiriimasi
amaciyla deparafinizasyon islemi uygulanmis, kesitler alkol serilerinden gegirilerek distile
suya aktarilmiglardir. Tespit islemine bagli olarak bloke edilen antijen epitoplarini ortaya
cikarmak amaciyla antijen retrival igslemi uygulanmistir. Antijen retrival islemi kesitlerin
%0,005 oraninda Tween-20 igeren sodyum sitrat buffer (Ph :6) soliisyonu igerisinde 15
dakika kaynatilmasi ile gergeklestirilmistir. Bu islemi takiben, 1 saat siireyle oda sicakligina
sogutulan kesitler, 3 kez 5’er dakika siireyle Tris buffer soliisyonu (TBS, ph:7,6) icerisinde
yikanmistir. Endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek amaciyla %5 H,O; iceren TBS ile 5
dakika muamele edilmis ve bu islemi takiben kesitler, 3’er kez 5’er dakika siire ile TBS
igerisinde yikanmustir. Kesitler, 20 dakika oda sicakliginda blocking serum (Histostain Plus
Broad Spectrum, Invitrogen) soliisyonu ile inkiibe edilmistir. Ug kez 5’er dakika TBS ile
yikanan kesitler fare TLR 5 proteinine 6zgii bir antikor (H-127, sc-10742) ile bir gece +4
°C'de inkiibasyona birakilmiglardir. Bu iglemleri takiben kesitler, biyotin-isaretli sekonder
antikor (Histostain Plus Broad Spectrum, Invitrogen) soliisyonu ile 37 °C’de 1 saat siire ile
inkiibasyona birakilmistir. Sekonder antikoru uzaklastirmak amaciyla TBS ile yikama islemi
(3 x 5 dakika) gergeklestirilmis ve kesitler HRP (Histostain Plus Broad Spectrum, Invitrogen)
soliisyonu igerisinde 37 °C’de 1 saat siire ile inkiibasyona birakilmiglardir. TBS igerisinde (3
kez S'er dakika) yikama islemi yapildiktan sonra TLR 5 ekspresyonu gosteren hiicreleri
gostermek amaciyla kesitler %3 oraninda H,O, ve 3,3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB, 3 mg/ml) igeren Tris-HCl (pH 7.6) soliisyonu igerisinde 1-3 dakika muamele
edilmislerdir. Hiicre ¢ekirdeklerinin ortaya ¢ikarilmasi amaci ile kesitler, Harris hematoksilen

icerisinde yaklasik 1 dakika siire ile boyanmiglardir. Tiim bu islemler uygulandiktan sonra
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kesitler etanol ve ksilol serilerinden gecirilerek entellan ile kapatilmislardir. Immunpozitif
hiicrelerin  goriintiilenebilmesi i¢cin BX51 (Olympus) arastirma mikroskopu ve DP70
kamera/goriintii analiz sisteminden faydalanilmistir.

Sunulan tez ¢alismasinda, immunohistokimyasal boyamaya ek olarak immunofloresan
boyama yonteminden de yararlanilmistir. Kesitlere ilk olarak deparafinizasyon islemi
uygulanmistir. Bu islem i¢in kesitler sirasi ile xylol ve alkol serilerinden gegirilerek, distile su
igcerisinde yikama islemi gergeklestirilmistir. Bu islemi takiben, yukarida belirtildigi sekilde
antijen retrival islemi uygulanmistir. Oda sicakligina sogutulan kesitler yikama islemi icin 3
kez 5'er dakika Tris buffer soliisyonu (TBS, pH 7.6) ile muamele edilmistir. Spesifik olmayan
baglanmalar1 ortadan kaldirmak amaciyla, kesitler 20 dakika siireyle oda sicakliginda
blocking serum (Histostain Plus Broad Spectrum, invitrogen) icerisinde inkiibe edilmislerdir.
Bu islemi takiben kesitler 5 dakika siireyle {i¢c kez TBS soliisyonu (TBS, pH 7.6) icerisinde
yikama iglemine tabi tutulan kesitler, fare TLR 5 proteinine 6zel bir antikor (H-127, sc-10742)
ile bir gece +4 °C'de inkiibasyona birakilmistir. Negatif kontrol amaciyla ayni isleme tabi
tutularak sadece primer antikor ilave etmeden (primer antikor yerine TBS kullanildi) boyanan
doku kesitleri kullanilmistir. Kesitler iizerinden primer antikoru uzaklastirmak amaciyla
dokular, 3 kez 5'er dakika TBS ile yikama islemine tabi tutulmustur. Yikama isleminden
sonra, kesitler anti-mouse Alexa-Flour 488 (A11034, Invitrogen, 1/100) ile isaretli sekonder
bir antikor ile 1 saat siireyle 37 °C'de inkiibasyona birakilmiglardir. Bu islemden sonra,
kesitlerin yikanmas1 amaciyla 3 kez 5’er dakika TBS ile tekrar muamele edilmislerdir.
Yikanan kesitlerin hiicre ¢ekirdeklerini boyamak amaciyla, dokular DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) ile 2 dakika muamele edilmistir. TBS soliisyonu icerisinde yikama islemi (3 x
5 dakika) tekrar edilmis ve kesitler, kapatma soliisyonu (Mounting medium, Invitrogen) ile
kapatilmigtir. Immunpozitif hiicreleri goriintiilemek amaciyla fléresan atagmanli BX51
(Olympus) arastirma mikroskopu ve DP70 kamera/goriintii analiz  sisteminden

yararlanilmastir.
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3.4. Western Blot Methodu

Western blot analizlerinde kullanilmak iizere —80 °C’de muhafaza edilen yetiskin
akciger doku 6rnekleri (Kontrol-R1, Kontrol-R2, Kontrol-R3, Deneme-R1, Deneme-R2 ve
Deneme-R3) kullanilmistir. Yetigkin akciger doku ornekleri, TissueLyserL'T homojenizasyon
cihazinda (Qiagen) homojenize (3x2 dakika, 50 MHz) edilmislerdir. Dokularin
homojenizasyon islemi PMSF (fenil metil siilfonil fulorid), orthovanadate ve proteaz
inhibitorleri igeren RIPA Lysis tamponu (SantaCruz) icerisinde gergeklestirilmistir.
Homojenizasyon islemi sonrasinda elde edilen homojenatlar 13,000xg’de 15 dakika siire ile
+4 °C’ de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda ortaya ¢ikan siipernatantlar ayrilmig ve
kiiglik miktarlara boliinerek -20 °C muhafaza edilmislerdir. Elde edilen siipernatantlarda total
protein miktarmi belirlemek amaciyla Smart TM BCA Protein Assay kiti (Intron
Biyoteknoloji) kullanilmistir. Kit ile birlikte gelen BSA (bovine serum albumin) soliisyonu
(2mg/ml) kullanilmig olup her bir doku Ornegine ait total protein miktart BSA-protein

standart egrisi kullanilarak hesaplanmustir.
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Sekil 2. BSA-Protein standart egrisi

Tiim oOrneklerde protein miktar tayini iglemi gergeklestirildikten sonra, SDS-PAGE
(sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi) jelleri hazirlanmigtir. Yiikleme
tankindaki cam tabakalar arasina %10'luk ayirma jeli (separating jel) dokiilmistiir. Jelin
polimerlesmesini takiben, %5'lik paketleyici jel (stacking jel) hazirlanarak 10 ml’lik cam
pipet yardimi ile hizli bir sekilde ayirma jeli iizerine dokiilmiis ve jelin polimerlesmesi

beklenmistir. Hazirlanan jel diizeneginin iist kisminin diiz olmasi i¢in mikropipet yardimi ile
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izopropil alkol konulmus ve bir kurutma kagid1 araciligiyla izopropil alkol uzaklastirilmistir.
Bu sekilde hazirlanan jelin {izerine 10 adet kuyucuk iceren tarak yerlestirilmistir. Paketleyici

jelin polimerlesmesini takiben tarak ¢ikarilarak, kuyucuklar elde edilmistir.

Sekil 3. Western blot jel diizenegi
Bu sekilde hazirlanan jel, dikey elektroforez tankina yerlestirilmis olup, tankin igerisine
jel kasetinin yarisin1 gecmeyecek sekilde 1x yiiriitme tamponu (running buffer) ilave

edilmistir.

Tablo 2. Her bir gruba ait 60 pg protein igeren total hacim.

Gruplar Ornek Voliim | 2x Loading | Lizis buffer Total hacim
Dye
Kontrol-R1 10 pl 10 pl 10 pl 30 pl
Kontrol-R2 10 pl 10 pl 10 pl 30 pl
Kontrol-R3 10 pl 10 pl 10 pl 30 ul
Deneme-R1 12,5 ul 12,5 ul S5ul 30 ul
Deneme-R2 13 ul 13 pul 4 ul 30 ul
Deneme-R3 14 pl 14 pl 2 ul 30 pl

Jelde yiiriitiilecek olan her bir 6rnek Tablo 2’de gosterilen voliimler g6z oniine alinacak
sekilde ependorf tiiplere sirasi ile eklenerek hizlica santrifiij edilmistir. Ornekler, 10 dakika
stire ile 65 °C’de 1sitma tablasinda (heating blok) bekletilmistir. Bu islemin ardindan tiipler
tekrar hizlica santrifiij edilmistir. Her bir grup icin 60 pg protein igeren siipernatant
kuyucuklara yiiklenmistir. Protein bantlarin biiylikliiklerini belirlemek amaciyla, her bir

kuyucuga 3 pl pre-stained protein lader V protein belirteci (GeneAid) yliklenmistir.
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Sekil 4. Orneklerin kuyucuklara yiiklenmesi

Yapilan yiikleme islemi sonrasinda, 6rnekler 200 volt, 50 mA’de 60 dakika siireyle
yiiriitiilerek proteinler ayristirilmiglardir. Bu islem tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel
blotlanmak tizere yiikleme tankindan ¢ikarilmistir. Sonraki asamada ise blotlama kasetleri
arasina Wattman kagitlar1 (Nol), bunlarin iizerine poliakrilamid jel ve jelin iizerine tekrar
nitroseliiloz membran (Immobilon-P, Millipore) yerlestirilmistir ve son olarak membranin
tizerine Wattman Nol kagitlar1 yerlestirilmistir. Biitiin bu islemler sirasinda, katmanlar
arasinda hava kabarcigi olusmamasina 6zen gosterilmistir. Proteinleri nitroseliilloz membrana
(immobilon-P, Millipore) transfer etmek igin kasetler uygun bir bi¢imde kapatilmis ve
blotlama tankina transferi saglanmigtir. Blotlama tank1 transfer tamponu (blotting buffer) ile
doldurulmus ve igerisine buz kaseti konulmustur. Transfer islemi 100 V ve 350 mA akim
uygulanarak 1 saat siire ile gergeklestirilmistir. Transfer isleminden sonra nitroseliiloz
membran, bloklama soliisyonu (%5'lik yagsiz siit tozu) igeren TBS pH (7,6) igerisinde bir
calkalayici iizerinde oda sicakliginda bir saat siire ile muamele edilmistir. Bloklama
isleminden sonra membran, 3 kez S'er dakika siireyle %0,1 oraninda Tween-20 igeren TBS
sollisyonu (TBST) ile yikanmistir. Daha sonra membran, %5 oraninda siit tozu iceren TBST

soliisyonu igerisinde 1:1000 oraninda sulandirilan anti-TLR 5 primer antikoru ((H-127, sc-
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10742) igerisinde bir gece boyunca ve bir ¢alkalayici iizerinde +4°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Ertesi giin membran 3 kez S'er dakika siireyle bir ¢alkalayici lizerinde TBST
soliisyonu ile yikama islemine tabi tutulmustur. Yikama islemi sonrasinda membran, %5
oraninda siit tozu iceren TBST soliisyonu igerisinde 1:5000 oraninda sulandirilan HRP ile
isaretli bir sekonder antikor (Goat anti-Mouse 1gG-HRP, sc-2005) ile bir saat oda sicakliginda
bir ¢alkalayici lizerinde inkiibe edilmistir. Tekrar 3 kez S'er dakika siireyle TBST soliisyonu
ile bir ¢alkalayici tizerinde yikama islemi gergeklestirilmistir. Bu islemden sonra, membran
tizerindeki yikama soliisyonunu uzaklastirmak amaciyla, kurutma kagidi kullanilmistir. Her
bir belirteg, WesternSure Pen (Li-Cor) kalemiyle ¢izilmistir. Elde edilen bantlarin floresan
goriintiilenmesi amaciyla, EC3 Gorlintiileme Sistemi’nden (EC3 Imaging System, Marka)
yararlanilmistir. Bu islemi takiben membran steril bir kaba alinmistir. Karanlik bir ortamda
membranlar, 1-2 dakika siireyle Enhanced Chemiluminescence soliisyonu (Novex® ECL,
Invitrogen ya da Luminata Crescendo, Millipore) ile muamele edilmistir. Antikora baglanma
gosteren bantlar goriintileme cihazinda (EC3 Imaging System, UVP) goriintiilenmis ve
fotograflar1 ¢ekilmistir. Bu islemin ardindan, membran 3 kez 5’er dakika siireyle TBST
sollisyonu ile yikama islemine tabi tutulmustur. Yapilan yiikleme islemi sonrasinda, 6rnekler
200 volt, 50 mA’de 60 dakika siireyle yiiriitiilerek proteinler ayristirilmistir. Bu islem
tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak iizere yiikleme tankindan cikarilmistir.
Sonraki asamada ise blotlama kasetleri arasina Wattman kagitlar1 (Nol), bunlarin iizerine
poliakrilamid jel ve jelin tizerine tekrarlama isleminin ardindan ayni membran endojen
kontrolii tespit etmek amaciyla ayni islemlere tabi tutulmustur. Ancak primer antikor olarak
anti-p-aktin (SantaCruz, sc-47778) antikoru kullanilmistir. Elde edilen ve beklenen bandlarda
maksimum bant yogunlugu (Imax), VisionWorks®LS analiz programinda (UVP) hem TLR 5,
hem de endojen kontrol olarak kullanilan B-aktin proteinleri ig¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir.
Hesaplanan TLR 5 Imax degeri, ayni membranda hesaplanan f-aktin, Imax degerine
boliinerek normalizasyon islemi gerceklestirilmistir. Western blot analizlerinden elde edilen
sonuclarin giivenirligini artirmak amaciyla analizler tiim gruplarda her bir biyolojik
replikasyon (Kontrol-R1, R2 ve R3 ve Deneme-R1, R2 ve R3) i¢in ii¢ defa tekrar edilmistir.
Bu sekilde, tiim gruplarda TLR 5 geni i¢in toplam dokuz analiz (3 biyolojik replikasyon x 3
teknik replikasyon) gergeklestirilmistir. Sonuclari analiz etmek amaciyla her bir grup i¢in elde

edilen verilerin ortalamalar1 alinmistir.
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3.5 Total RNA izolasyonu

Tim gruplara (Kontrol-R1, Kontrol-R2, Kontrol-R3, Deneme-R1, Deneme-R2 ve
Deneme-R3) ait yetiskin akciger doku 6rneklerinden total RNA izolasyonu, Trizol soliisyonu
ve PureLink RNA izolasyon kiti (Ambion) kullanilarak, {iretici firmanin dnermis oldugu RNA
izolasyon protekoliine gore gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA &rneklerinde olasi DNA
kontaminasyonunu engellemek amaciyla tiim 6rnekler DNase soliisyonu (PureLink DNase,
Invitrogen) ile muamele edilmistir. Elde edilen RNA Orneklerinde, total RNA
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla 6rnekler 10mM Tris-HCL (pH:7,5) igerisinde 1/10
oraninda sulandirilarak, total RNA konsantrasyonu MultiskanGo (Thermo) spektrofotometri
cihaz1 kullanilarak belirlenmistir. Total RNA konsantrasyonu (pug/ml), [Azs X sulandirma
katsayist x 40 pg/ml] denkleminden yararlanilarak hesaplanmistir. Bu sekilde konsantrasyon
ve saflif1 belirlenen total RNA o6rnekleri daha sonra kullanilmak iizere -80 °C muhafaz

edilmistir.

3.6 Real-Time PCR (gRT-PCR) Methodu

TagMan Metodu kullanilarak gerceklestirilen gRT-PCR analizleri i¢in her bir gruba
(Kontrol-R1, Kontrol-R2, Kontrol-R3, Deneme-R1, Deneme-R2 ve Deneme-R3) ait total
RNA o6rneklerinden cDNA (complementary DNA) sentezlenmistir. Bu islem, SuperScript™
IIT Reverse Transcriptase (Invitrogen) kiti kullanilarak, tretici firma tarafindan belirtilen
protokole bagl kalinarak gerceklestirilmistir. Bu amaca yonelik olarak, her bir 6rnek i¢in 500

ng total RNA kullanilmigtir.
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Tablo 3. Her bir grup i¢in 500 ng total RNA igeren miktarlar

Gruplar 500 ng RNA (ul) Nuclease- free H,O | Total Hacim
Kontrol-R1 1,60 pl 18,40 ul 20 ul
Kontrol-R2 1,30 pl 18,70 ul 20 ul
Kontrol-R3 1,11 pul 18,89 ul 20 ul
Deneme-R1 2,45 ul 17,55 pul 20 pul
Deneme-R2 1,69 pul 18,31 ul 20 ul
Deneme-R3 1,54 pul 18,46 pl 20 ul

SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen) kitine ait bilesenler bir araya
getirilerek toplam hacim 20 pl olacak sekilde 2X reverse transkripsiyon master karisimi elde
edilmistir. Yapilan bu islem sonrasinda, her bir gruba ait RNA miktar1 master karigimina
eklenmistir. Hazirlanan bu karisim ile 1X reverse transkripsiyon master karigimi elde
edilmistir. Boylelikle total hacmin 40 pl olmasi saglanmistir. Karisim kisa siireli olarak
santrifiij islemine tabi tutulmustur. PCR cihazi (Veriti, Applied Biosystems) yardimi ile
cDNA sentezi gerceklestirilmistir. cDNA sentezi, 25 °C’de 10 dakika, 37 °C’de 120 dakika,
85 °C’de 5 dakika ve 4 °C’de oo programi kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Elde edilen cDNA

ornekleri, real-time PCR analizlerinde kullanilmak iizere -20°C’de muhafaza edilmislerdir.

3.6.1 Tagman Metodu Kullamilarak Gergeklestirilen Kantitatif Real-Time PCR (Qrt-
PCR) Analizi

gRT-PCR analizleri, StepOne (Applied Biosystems) real-time PCR cihaz1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Her gruba ait cDNA 06rnekleri real-time PCR tekniginde kullanilmak
tizere TagMan problartyla Tablo 4’de goriilen miktarlarda total hacmi 20 pl olan reaksiyon
karisimi hazirlanmigtir. Hedef gen (TLR 5) ve referans genler (B-aktin ve GAPDH) igin
TagMan problar1 kullanilmistir.
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Tablo 4. Her bir 6rnege ait real-time PCR karisimi.

Bilesenler Voliim/Reaksiyon
Assay (TLR-9) 1 ul

Master mix (2X) 10 ul

RNase free su 7 ul

c¢DNA ornegi 2ul

Total Hacim 20 pl

Real-time PCR analizinde, cDNA i¢ermeyen ve reverse transkritase igermeyen (sadece
su) ornekler negatif kontrol olarak kullanmilmistir. TLR 5 geni ve referans gen olarak
kullanilan B-aktin ve GAPDH genlerine ait ortalama Threshold cycle (Ct) degerleri
hesaplanarak elde edilen Ct degerleri, B-aktin ve GAPDH genleri ile normalizasyon iglemine
tabi tutulmuslardir. Gruplar arasi farkliliklarin hesaplanmasinda Livak ve Schmittgen (2001)
tarafindan gelistirilmis olan AACt (comparative Ct) metodu kullanilmistir. qRT-PCR
analizlerinden elde edilen sonuglarin giivenirligini artirmak amaciyla analizler tiim gruplarda
her bir biyolojik replikasyon (Kontrol-R1, R2 ve R3 ve Deneme-R1, R2 ve R3) i¢in iki kez
tekrar edilmistir. Bu sekilde tiim gruplarda TLR 5 geni i¢in toplam alt1 analiz (3 biyolojik
replikasyon x 2 teknik replikasyon) gergeklestirilmistir.

3.7 istatiksel Analizler
[statistik analizler i¢in, SPSS paket programi (IBM SPSS Statistics 21.0) kullanilmis

olup sonuglar, ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. Iki grup karsilastirilmasi igin

bagimsiz t-testi uygulanmis ve p< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir
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4. BULGULAR

4.1 Crossman Uclii Boyama Yontemi ile Boyanan Yetiskin Akciger Dokusunun Genel
Histolojik Goriintiisii

Sekil 5. Crossman’in {i¢lii boyama yontemi ile boyanmis akciger dokusunun genel histolojik

yapist. Kontrol grubuna ait akciger dokusunda bulunan alveoller, bronslar, bronsioller ve

havayolu epitellerinin genel goriintiisii goriilmektedir (A, B, C ve D).

4.2 Yetiskin Akciger Doku Orneklerinde TLR 5 Ekspresyonunun immunohistokimya ve

Immunfloresan Yontemi ile Gosterilmesi

TLR 5 ekspresyonunun belirlenmesi amaciyla Kontrol ve Deneme gruplarina ait olan
yetigkin akciger doku Orneklerinde immunohistokimya yontemi kullanilmigtir. Tiim
immunohistokimyasal analizlerde, es zamanli olarak primer antikor ilave edilmeksizin

boyanan doku kesitleri negatif kontrol olarak kullanilmistir. Negatif kontrol kesitlerinde
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spesifik herhangi bir boyamanm olusmadig1 saptanmstir (Sekil 6D). immunohistokimya
analizlerinden elde edilen sonuglar, Kontrol ve Deneme gruplarina ait akciger doku
orneklerinde benzer bir ekspresyon profili gostermistir. TLR 5’in alveol duvarinda (Sekil 6A),
damar igerisinde bazi hiicrelerde (Sekil 6C), ve havayolu epitel hiicrelerinde (Sekil 6B)

eksprese edildikleri gosterilmistir.

Sekil 6. Yetiskin akciger dokusunda TLR 5 ekspresyonunu. Kontrol grubuna ait yetiskin
akciger doku kesitlerinde TLR 5 ekspresyonunu géstermek amaciyla immunohistokimya
boyama yontemi kullanilmistir. Immun pozitif hiicrelerin  saptanmasinda 3,3
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) kullanilmistir. Hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi
Harris hematoksilen ile gerceklestirilmistir (A), (B), (C), (D). Yapilan incelemeler TLR 5’in
alveol duvarinda (A), bronsiol epitelinde (B) ve damar igerisinde baz1 hiicrelerde (C) eksprese
edildigi ok baslar ile gosterilmektedir. TLR 5 primer antikoru ilave edilmeksizin kullanilan
negatif kontrol kesitlerinde boyamanin olmadigi goriilmektedir (D).
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TLR 5 ekspresyonu saptanan immun pozitif hiicrelerin karakterizasyonunu saptamak
amaciyla, ardisik kesitler es zamanli olarak makrofaj, Clara ve Tip II pnomosit hiicrelerine
yonelik spesifik monoklonal antikor ile boyanmislardir. TLR 5 ekspresyonu saptanan ardisik
kesitlerin es zamanli olarak bir Clara hiicre belirteci olan Claudin-10 primer antikoru ile
boyanmasi, TLR 5 ekspresyonu gosteren immunpozitif hiicrelerin Clara hiicreleri oldugunu
gostermektedir (Sekil 7). Benzer sekilde, TLR 5 ekspresyonu saptanan ardigik kesitlerin es
zamanl olarak bir Tip II pnomosit hiicre belirteci olan SP-C primer antikoru ile boyanmasi,
TLR 5’in Tip II pnémosit hiicrelerinde de eksprese edildigini gostermektedir (Sekil 8). TLR
5’in Clara ve Tip II pnémosit hiicrelerin yani sira makrofajlar tarafindan da eksprese edilip
edilmedigini saptamak amaciyla, TLR 5 ekspresyonu gosteren ardisik kesitler bir makrofaj
belirteci olan F4/80 primer antikoru ile boyanmistir. Elde edilen sonuglar, hava yollarinda

g6zlenen bazi makrofaj hiicrelerinin de TLR 5 eksprese ettigini gostermistir (Sekil 9).
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Sekil 7. Kontrol grubuna ait yetiskin akciger dokusunda TLR 5 ekspresyonu gosteren Clara
hiicrelerinin varligi. A ve B Kesitlerinde primer antikor olarak Clara hiicre belirteci olan anti-
Cloudin-10 primer antikoru, 5 pm ara ile alinan ardisik C ve D kesitlerinde ise anti-Mouse
TLR 5 primer antikoru kullamlmistir. Immun pozitif hiicrelerin saptanmasmda 3,3
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) kullanilmistir. Hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi
Harris hematoksilen ile gerceklestirilmistir. TLR 5 ekspresyonunu gosteren bazi hiicrelerin (C
ve D ok baglari) ayn1 zamanda cloudin-10 belirtecini de eksprese ettikleri (A ve B ok baslari)
goriilmektedir.
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Sekil 8. Kontrol grubuna ait yetiskin akciger dokusunda TLR 5 ekspresyonu gosteren Tip 11
hiicrelerinin varligi. A ve B kesitlerinde primer antikor olarak Tip II pnémosit hiicre belirteci
olan anti-SPC primer antikoru, 5 um ara ile alinan ardisik C ve D kesitlerinde ise anti-Mouse
TLR 5 primer antikoru kullanilmistir. Immun pozitif hiicrelerin saptanmasinda 3,3
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) kullanilmistir. Hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi
Harris hematoksilen ile gerceklestirilmistir. TLR 5 ekspresyonunu gosteren bazi hiicrelerin (C
ve D ok baglari) ayn1 zamanda SP-C belirtecini de eksprese ettikleri (A ve B ok baslari)
goriilmektedir.
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Sekil 9. Kontrol grubuna ait yetiskin akciger dokusunda TLR 5 ekspresyonu gosteren
makrofajlarin varligi. A ve B Kkesitlerinde bir makrofaj belirteci olan anti-F4/80 primer
antikoru, 5 um ara ile alinan ardistk C ve D kesitlerinde ise anti-Mouse TLR 5 primer
antikoru kullanilmistir. Immun pozitif hiicrelerin saptanmasinda 3,3“ diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) kullanmilmistir. Hiicre ¢ekirdeklerinin  boyanmasi  Harris
hematoksilen ile gergeklestirilmistir. TLR 5 ekspresyonunu gésteren bazi hiicrelerin (C ve D
ok baglar1) ayn1 zamanda SP-C belirtecini de eksprese ettikleri (A ve B ok baglari)
goriilmektedir.
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Kontrol ve Deneme gruplarina ait yetiskin akciger doku 6rneklerinde TLR 5 ekspresyonu
saptanan immun pozitif hiicrelerin karaterizasyonuna yonelik double-immunfléresan
caligmalar1 yapilmistir. Aynmi kesitler iizerinde anti-TLR 5 antikorunun yani sira clara,
makrofa; ve Tip II pnomosit hiizrelerinin belirteci olan primer antikorlar kullanilmistir.

Ancak, immunfléresan boyamalarda non-spesifik boyanmanin oldugu saptanmuistir.

4.3 Yetiskin Akciger Doku Orneklerinde TLR 5 Ekspresyonunun Western Blot

Teknigiyle Belirlenmesi

Kontrol (Kontrol-R1, Kontrol-R2 ve Kontrol-R3) ve Deneme gruplarinda (Deneme-R1,
Deneme-R2 ve Deneme-R3) TLR 5 proteininin semi kantitatif analizlerini yapmak amaciyla
western blot yontemi kullanilmistir. Yapilan analizler, tim gruplarda TLR 5 proteinine ait
oldugu diisiiniilen ve 110-120 kDa araliginda olan spesifik bir bandin varligini gostermistir.
TLR 5 proteinin translasyonel diizeyde ekspresyon miktarini hesaplamak amaciyla, endojen
kontrol olarak B-aktin proteini kullanilmis, normalizasyon islemini takiben her bir grupta
TLR 5 proteinine ait bant yogunluklar1 hesaplanmistir. Kontrol (Kontrol-R1, Kontrol-R2 ve
Kontrol-R3) ve Deneme (Deneme-R1, Deneme-R2 ve Deneme-R3) gruplarina ait normalize
edilmis degerlerin (arbitrary Unit, au) ortalamas1 ve Standart sapmalari sirasiyla 0,28 + 0,09
ve 0,21 + 0,112 olarak belirlenmistir. Gergeklestirilen normalizasyon iglemleri sonucunda,
Deneme grubunda TLR 5 ekspresyonunun Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, 1,30 kat
azaldig belirlenmistir. Yapilan istatistik analizler sonucunda bu azalmanin istatiksel olarak

anlamli olmadig1 (p>0,05) belirlenmistir.
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Sekil 10. Western blot yontemiyle yetiskin akciger doku oOrneklerinde TLR 5 protein
ekspresyonunun belirlenmesi. Western blot islemi sonrasi tiim gruplarda 110-120 kDa
araliginda olan ve TLR-5 proteinine karsilik gelen spesifik bir bandin varlig1 goriilmektedir
(A). Endojen kontrol amaciyla kullanilan B-aktinin hem kontrol hem de deneme grubunda
eksprese edildigi goriilmektedir (A). Normalizasyon isleminden sonra yapilan hesaplamalar
sonucunda, Deneme grubunun Kontrol grubuna gore 1.30 kat azaldigi goriilmektedir (B). Kat
degisim sonuglart Kontrol ve Deneme gruplari i¢in Arbitrary Unit (a.u.) cinsinden verilmis
olup, tiim biyolojik replikasyonlar i¢in gergeklestirilen normalizasyon iglemleri sonrasinda
elde edilen ortalama kat degisimi degerlerini ifade etmektedir

4.4 Yetiskin Akciger Doku Orneklerinden Elde Edilen Total RNA izolasyonu

Yetiskin akciger dokularindan izole edilen total RNA 6rneklerinin miktar ve kalitelerini
belirlemek amaciyla spektrofotometrik dlgiimler yapilmistir. Her bir grupta elde edilen RNA
konsantrasyonu, Azeo, Azgo, A250/A280 ve [(Azeo-Aggo)/(Azgo-Aggo)] degerleri Tablo’ da

gosterilmistir.

Tablo 5. Tum gruplara ait RNA orneklerinin konsantrasyon Aoso, Aogo, A260/A230 ve [(Azeo-
Agzo)/ (Azgo-Agzo)] degerleri.

(")rnek No Ao Aogo Az Azso/Azgo (Azeo-Agzo) Konsantrasyon
/(A280-Asz0) | (ng/ml)
Kontrol-R1 0,3910 | 0,1911 | 0.0136 | 2,05 2,15 312
Kontrol-R2 0,4829 | 0,2235 | 0,0035 | 2,16 2,18 386
Kontrol-R3 0,5658 | 0,2703 | 0,0180 | 2,09 2,17 452
Deneme-R1 0,2561 | 0,1280 | 0,0163 | 2,00 2,15 204
Deneme-R?2 0,3690 | 0,1728 | 0,0035 | 2,14 2,16 296
Deneme-R3 0,4038 | 0,1895 | 0,0070 | 2,13 2,17 324
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Spektrofotometrik olgiimlerin yani sira, total RNA orneklerinin biitiinliigiini koruyup
korumadiklarini belirlemek amaciyla, total RNA o6rnekleri %1°lik denature agaroz jelde
kosturulmustur. Agoroz jelde goriintiilenen tiim RNA oOrneklerine ait 28S ve 18S rRNA
bantlar1 saptanmis, her iki bantda da herhangi bir yitkimlanmanin olmadigi ve 28S/18S rRNA
oraninin yaklagsik olarak 2:1 oraninda oldugu tespit edilmistir (Resim 1). Elde edilen sonuglar,
analiz edilen tim RNA o6rneklerinde RNA molekiillerinin saflifin1 ve biitlinliigiinii korudugu

belirlenmistir.

Kontrol Deneme

RI WR2Z RS RI'CR2 " R3

-~ 23S 'RNA

~gifmmm 13S TRNA

Resim 1. Kontrol (R1, R2, R3) ve Deneme (R1, R2, R3) gruplarinda yetiskin akciger
dokularindan izole edilen total RNA orneklerinde 28S ve 18S rRNA bandlari. Her 6rnekten
elde edilerek, saflik ve konsantrasyonu belirlenen total RNA o6rneklerinin biitiinliigiiniin
koruyup korumadigini belirlemek amaciyla her o6rnekten 1 pg total RNA %]1°lik denature
agaroz jelde kosturulmustur. 285/18S rRNA oraninin yaklasik olarak 2:1 oraninda bulunmasi
total RNA o6rneklerinin biitiinliigiinii korudugunu gostermektedir.

45 Yetiskin Akciger Doku Orneklerinde TLR 5 Ekspresyonunun Real-Time PCR

Teknigiyle Belirlenmesi

Yetiskin akciger doku orneklerinde transkripsiyonel diizeyde TLR 5 ekspresyonunun
gRT-PCR yontemiyle belirlenmesine yonelik olarak kalitesi ve miktarlar1 belirlenmis olan
total RNA o6rneklerinden cDNA sentezi yapilmistir. Real-time PCR metodu ile analiz edilen
tim orneklerde TLR 5 ve endojen kontrollerden B-aktin ve GAPHD genlerine ait Threshold
Cycle (Ct) degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar, endojen kontrol genleri olarak
kullanilan B-aktin ve GAPDH genlerine ait Ct degerlerinin tiim 6rneklerde birbirlerine yakin
oldugunu ve buna bagli olarak p-aktin ve GAPDH genlerinin gruplar arasinda esit
miktarlarda ifade edildiklerini gostermistir (Sekil 11, Sekil 12 ve Sekil 13).
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Sekil 11. Kontrol ve Deneme gruplarinda B-aktin genine ait ortalama Ct degerleri
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Sekil 12. Kontrol ve Deneme gruplarinda GAPDH genine ait ortalama Ct degerleri.
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Sekil 13. Deneme ve Kontrol gruplarinda TLR 5 genine ait ortalama Ct degerleri

Elde edilen sonuglar referans olarak B-aktin geninin kullanilmasi durumunda, Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda Deneme grubunda TLR 5’e ait mRNA diizeyinin 1,07 kat artig1
saptanmigtir (Sekil 14). Yapilan istatistik analizler sonucunda bu artisin istatiksel olarak

anlamli olmadigi (p>0,005) belirlenmistir.
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Sekil 14. Referans olarak p-aktin geninin kullanilmas1 durumunda Kontrol grubuna ait TLR 5
geninin Deneme grubuna gore kat degisim degerleri grafikte gosterilmistir. Endojen referans
olarak kullanilan B-aktin geni ile Kontrol ve Deneme grubuna ait Ct degerleri normalize
edilmistir. Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan gelistirilen AACt metodu ile normalizasyon
islemi sonrasi gruplar arasi kat degisim degerleri hesaplanmistir. Kat degisim degeri Kontrol
grubu “’1”’ olarak kabul edildiginde Deneme grubundaki kat degisimini ifade etmektedir.
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GABDH geni dikkate alinarak yapilan normalizasyon islemine gore, elde edilen veriler,
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda Deneme grubunda TLR 5’¢ ait mRNA diizeyinin 1,01 kat
arzaldig1 gorilmistir (Sekil 15). Yapilan istatistik analizler sonucunda bu artisin istatiksel

olarak anlamli olmadig1 (p>0,05) belirlenmistir.
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Sekil 15. Referans olarak GAPDH geninin kullanilmasi1 durmunda Kontrol grubuna ait TLR 5
geninin Deneme grubuna gore kat degisim degeri. Endojen referans olarak kullanilan GAPDH
geni ile Kontrol ve Deneme grubuna ait Ct degerleri normalize edilmistir. Livak ve
Schmittgen (2001) tarafindan gelistirilen AACt metodu ile normalizasyon islemi sonrasi
gruplar arasi kat degisim degerleri hesaplanmigtir. Kat degisim degeri Kontrol grubu 1’
olarak kabul edildiginde Deneme grubundaki kat degisimini ifade etmektedir.

Real-time PCR analizlerinde, p-aktin ve GABDH genlerine ait Ct degerlerinin geometrik
ortalamasi alinarak yapilan normalizasyon islemine gore, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
Deneme grubunda TLR 5’e ait mRNA diizeyinin 1,03 kat arttigi goriilmistiir (Sekil 16).
Yapilan istatistik analizler sonucunda bu artisin istatiksel olarak anlamli olmadigi (p>0,05)

belirlenmistir.
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Sekil 16. p-aktin ve GAPDH genlerine ait Ct degerlerinin geometrik ortalamasinin
kullanilmasi durumunda Kontrol grubuna ait TLR 5 geninin Deneme grubuna gore kat
degisim degeri. TLR 5 geni igin Kontrol ve Deneme gruplarina ait Ct degerleri, f-aktin ve
GAPDH genlerine ait Ct degerlerinin geometrik ortalamasi kullanilarak normalize edilmistir.
Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan gelistirilen AACt metodu ile normalizasyon islemi
sonras1 gruplar aras1 kat degisim degerleri hesaplanmistir. Kat degisim degeri Kontrol grubu
©’1”’ olarak kabul edildiginde Deneme grubundaki kat degisimini ifade etmektedir.
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5. TARTISMA

Diinya genelinde, ¢iftlerin %8-12’sini etkileyen 6nemli bir halk sagligi sorunu olan
infertilite, ciftlerin en az bir yil siire ile korunmasiz iliskiye girmelerine ragmen gebe
kalimamamasit durumudur. Yirminci yiizyilin ikinci yarisindan itibaren Oncelikle hayvan
modellerinde yapilan c¢alismalar sonucunda fertilizasyon isleminin in vitro olarak
gerceklestirilmesi miimkiin olabilmistir (Edwards, 2001). Tiip bebek ya da in vitro
fertilizasyon (IVF) olarak adlandirilan bu yontem, infertilite tedavisinde bir devrim niteligi
tasimaktadir. Nitekim, Ingiltere’de ilk tiip bebek olarak tarihe gecen Luis Brown’in
dogumuyla sonuglanan oncii ¢alismalar1 (Edwards ve Steptoe, 1978) nedeniyle Robert
Edwards (1925-2013) 2010 yilinda Fizyoloji/Tip alaninda Nobel 6diilii ile onurlandirilmistir
(WEB_2). Baslangi¢ asamasinda tiip bebek yontemi ve embriyo transferi ile sinirli kalan
Uremeye Yardimci tedavi yontemleri zaman igerisinde tubal embryo transferi (TET),
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI), gamete intrafallopian transfer (GIFT), zigot
intrafallopian transfer (ZIFT), in vitro fertilizasyon (IVF), embriyo dondurma ve pre-
implantasyon genetik tan1 (PGT) yontemlerini de icerisine alacak sekilde gelismistir (Arora,
2014). UYTE uygulamalari kullanilarak diinyaya gelen ¢ocuklarin gelismis iilkelerde niifusun
%1- 4’{inii olusturdugu, tiim diinya genelinde UYTE uygulamalar ile dogan bebek sayisinin
yaklasik olarak 6.5 milyona ulastig1 diisiiniilmektedir (Andersen ve ark, 2006; Feuer ve
Rinaudo, 2017).

Bu veriler, UYTE uygulamalarmn infertilite tedavisinde giderek artan bir oranda
kullanildigin1 ve toplumun 6nemli bir kesimini etkiledigini gostermesi agisindan son derece
onemlidir. Buna karsin, ovaryumda follikiil gelisimini tetiklemek amaciyla zorunlu olarak
uygulanan hormon tedavilerinin, elde edilen gametlerin ve embriyolarin in vitro ortamda
cesitli maniplasyonlara maruz birakilmasimin UYTE uygulamalar1 ile diinyaya gelen
cocuklarin saglik durumlar1 iizerinde her hangi bir olumsuz etkisinin olup olmadigini
infertilite tedavisi goren ciftler ve konuyla ilgili bilim insanlar tarafindan sorgulanmaktadir
(Sutcliffe ve Ludwig, 2007; Margaliot ve ark, 2006). Ne yazik ki elde edilen veriler, bu
kaygmin ¢ok da yersiz olmadigim gostermektedir. Ornegin, Kuzey Finlandiya’da 1990-1995
yillart arasinda gerceklestirilen bir ¢aligma, IVF ile dogan ¢ocuklarin spontan olarak diinyaya
gelen ¢ocuklara gore daha diisiik dogum agirligina sahip olduklarini ve yasamlarmin ilk ti¢

yilindaki gelisimlerinin daha geride oldugunu gostermektedir (Kouivurova ve ark, 2007).
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Bunlarin yan1 sira IVF ile diinyaya gelen ¢ocuklarda Serebral palsi ve epilepsi gibi norolojik
hastaliklarm anlamli olarak yiikseldigi gézlemlenmistir (Ericson ve ark, 2002). UYTE
uygulamalarina bagli olarak, embriyonik gelisim silirecinde ve davranigsal gelisimde son
derece Onemli islevlere sahip olan ve imprinting Ozelligi gosteren genlerin etkilendigi
diisiiniilmektedir. /mprinting dzelligi gdsteren genler, metilasyon durumuna bagh olarak anne
ya da babaya ait allellerden sadece bir tanesinin, monoallelik olarak, eksprese edildigi
genlerdir. Silver-Russell, Albright, Preder-Willi, Angelman, Beckwith-Wiedemann ve Wilms
tiimorii gibi pek ¢ok hastalifin/sendromun, preimplantasyon gelisim siirecinde imprinting
ozelligi gosteren genlerin ekspresyonunda ortaya ¢ikan aksakliklara bagli olarak olustugu
bilinmektedir (Ryke ve ark, 2002). imprinting 6zelligi gosteren genlerin, otizim, bipolar
affektif bozukluk ve sizofreni gibi diger ndro-davranigsal bozukluklarda da rol oynadigi
diistiniilmektedir (Ryke ve ark, 2002). Preder-willi, Angelman sendromu, Beckwith-Wiedman
sendromu ve otizim gibi hastalik/sendromlarm UYTE ile diinyaya gelen ¢ocuklarda daha sik
goriildiigii gozlemlenmistir (Debaun ve ark, 2003; Weksberg ve ark, 2003; Ludwig ve ark,
2005; Halliday ve ark, 2004; Fountain ve ark, 2015). Pek ¢ok tiip bebek merkezinde anne
adayma birden fazla embriyo transferi yapilmasi sonucunda ikiz, ii¢liz gibi cogul gebeliklerin
ortaya ¢ikma olasiligi artmakta ve bu duruma bagli olarak prematiire dogum (37.haftadan
once gergeklesen dogumlar) ve diisiik dogum agirlig1 (bebegin dogumda 2500 gramdan az
olmasi durumu) riskinin arttigi goriilmektedir (Kondapalli ve ark, 2013). Spontan olarak
diinyaya gelen ikiz bebekler ile UYTE uygulamalari ile diinyaya gelen ikiz bebekler
karsilastirildig1 bir kohort ¢alismasindan (Zuppa ve ark, 2001) elde dilen veriler, UYTE
yardimi ile diinyaya gelen ikizlerde solunum yollar1 hastaliklar1 insidansinin spontan
gebeliklere gore daha fazla oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde, yardimci {ireme
teknikleri ile diinyaya gelen ¢ocuklarda astim insidansinin da artti1 bildirilmistir (Carson ve
ark, 2012).

Bu ve benzeri bulgular, UYTE ile diinyaya gelen bireylerin solunum sistemi
enfeksiyonlara ve astima kars1 duyarliliginin artmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Konuyla
ilgili olarak, Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Histoloji-Embriyoloji
Anabilim Dali biinyesinde Prof. Dr. Levent KARAGENC yiriitiiciiligiinde gergeklestirilmis
olan “Farelerde in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferinin f6tal akciger dokusunda toll-
benzeri reseptodrlerin (TLR) ekspresyonu iizerine etkisi” isimli TUBITAK projesinden (Proje
no: 1120259) elde edilen veriler, in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferi sonucu elde
edilen farelerde fotus agirliginin 6nemli diizeyde azaldigini ve akciger gelisiminin geri

kaldigin1 gostermistir. Bu durumun ayni zamanda, dogal bagisiklik sisteminin en Onemli
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unsurlarindan birisini olusturan Toll-benzeri reseptér (TLR) ekspresyonunda da da anlamli
degisikliklere neden oldugu saptanmustir. Incelenen TLR’ler arasinda, TLR 5 ekspresyon
diizeyinin in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferiyle elde edilen fotuslarda anlamli
olarak azaldig1 belirlenmistir.

Memeli hayvanlarda akciger dokusu, solunum icin hayati 6neme sahip olan ve
milyonlarca havayolunu iceren karmasik bir dallanma yapisina sahiptir (Metzger ve ark,
2008). Gaz aligverisini gergeklestiren ve buna bagh olarak siirekli olarak dis ortama maruz
kalan akciger dokusu viicudun en genis ylizey epitel alanina sahip olan bir organdir (Mason
ve Nelson, 1992). Solunum yolu epitel yiizeyi ¢evresel kirleticiler, havadaki alergenler ve
mikroorganizmalar gibi solunum yoluyla viicuda alinan maddelerin ilk temas noktasidir (Bals
ve Hiemstra, 2004). Son yillarda yapilan ¢alismalar, hava yolu epitel hiicrelerinin sadece basit
bir bariyer fonksiyonu saglamakla kalmayip ayni zamanda dogal bagisiklik sistemine aktif
olarak katki sagladigini gostermektedir (Diamond ve ark, 2000; Holgate ve ark, 2000).

Dogal bagisiklik sistemi, mikroorganizmalara kars1 ilk korumay1 saglayarak, konagin
kendisine ait olan veya olmayan antijenik yapiy1r tanima Ozelligine sahip olan savunma
sistemidir (Turul ve Ersoy, 2004; Medzhitov ve Janeway, 1997). Dogal bagisiklik sistemine
ait kalip tanima reseptorleri (PRR), bir¢cok patojen arasinda korunmus yapilar olan PAMP’lar
tanirlar (Creagh ve O’Neill, 2006). Dogal bagisiklik sisteminin temel bilesenlerinden olan
TLR’ler, memelilerde, bitkilerde ve boceklerde istilaci patojenlere karsi birincil bir savunma
hattin1 olugturmaktadirlar (Doyle ve O’Neill, 2006). TLR sinyal yolaginda onemli bir rol
oynadigi bildirilen TIR domaininin MyD88, TIRAP/MAL, TRIF ve TRAM adaptor
proteinlerinden olustugu bildirilmektedir. Bu Adaptor proteinlerinin  kendi aralarinda
sagladiklar1 farkli kombinasyonlar sonucunda, TLR’lerin birbirinden farkli ajanlar1 taniyarak,
farkli tepkiler olusturduklart gosterilmistir (Uematsu ve Akira, 2006).

TLR ailesinden biri olan TLR 5, bakteri flagellasinin ana bileseni olan flagellin
proteinini taniyarak, sinekler, bitkiler ve memeliler gibi ¢esitli organizmalarda, bakteriyel
flagelline kars1 tepki olustururlar (Hayashi ve ark, 2001). Memeli konakgilari, TLR 5
vasitastyla flagellin ailesinde evrimsel olarak korunan bir alana baglanarak , immun yaniti
olustururlar (Ramos ve ark, 2004). Farelerde yapilan bir ¢alismada, Legionella pneumophilla
bakterisinin alveolar makrofajlar tarafindan taninmasmin TLR 5’e bagli olarak gergeklestigi
ortaya konulmustur (Hawn ve ark, 2003). Blohmke ve ark (2008)’nin yaptig1 bir ¢aligmada ise
TLR5- flagellin etkilesiminin inhibisyonu sonucunda, kistik fibrozis hastalarinda solunum
yolu epitel hiicrelerince olusturulan pro-inflamatuar yanitin belirgin sekilde diistiigi

gosterilmistir. Bunun yani sira, TLR 5 eksik farelerde yapilan ¢alismada, metabolik sendrom
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icerisinde gosterilen tip-2 diyabet, obezite ve kardiyovaskiiler hastaliklarda etkili oldugu
gosterilmistir (Vijay-Kumar, 2010). Cai ve ark (2011) yaptiklar1 ¢alismada meme kanseri
hiicrelerini flagellinle uyarmis ve TLR 5 sinyal yolagini aktive etmislerdir. Calismada elde
ettikleri verilerde, Flagelli’in TLR 5 aktivasyonu sonucunda tiimdriin biiyiimesini onleyici
aktiviteye sahip oldugunu ve insan gogiis kanseri tedavisi i¢in yeni bir terapotik hedef olarak
gorev yapabilecegini, potansiyel antitiimor aktivitelerini ortaya ¢ikarmak icin dogustan gelen
bagisiklik tepkilerine aracilik ettigini gostermislerdir.

Sunulan tez ¢alismasinin amaci, in Vvitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferi ile elde
edilen yetigkin farelerin akciger dokusunda TLRS ekspresyonu iizerine etkisinin olup
olmadiginin  incelenmesi  amacglanmistir. Bu amaca yonelik olarak, RT-PCR,
immunohistokimya/immunofloresan ve western blot yontemlerinden yararlanilmistir.

Yetiskin akciger dokusunda TLR 5 proteinin ekspresyon profilini belirlemek amaciyla,
immunohistokimya boyama tekniginden yararlanilmistir. Elde edine veriler, TLR 5
proteininin yaygin olarak hava yolu epitel hiicrelerinde, damar liimeninde, damar endotelinde,
alveol duvarinda ve bronsiyollerde eksprese edildigini gostermistir. Ayrica TLRS’in, bagirsak
epitel hiicrelerinde, epitel hiicrelerinde, monositlerde (Akira ve ark, 2006), makrofajlarda
(Cho ve ark, 2011), 16kositlerde ve dentrik hiicrelerde (Suzuki ve ark, 2008) eksprese edildigi
bildirilmistir.

TLR 5 ekspresyonu saptanan immun pozitif hiicrelerin karakterizasyonuna yonelik
olarak oncelikle ayni kesitler lizerinde anti-TLR 5 antikorunun yani sira Clara, makrofaj ve
Tip II pnomosit hiicrelerinin belirteci olan spesifik primer antikorlar ile double-
immunfloresan ¢aligmalar1 yapilmistir. Ancak, immunfldresan boyamalarda spesifik bir
boyanmanin olmadigi saptanmistir. Bu sorunun giderilmesine yonelik olarak, 5 um
kalinliginda ardigik kesitler alinmis, ardisik kesitlerden birincisi TLR 5 primer antikoru,
ikincisi ise makrofaj belirteci olan F4/80 primer antikoru, Clara hiicre belirteci olan Cloudin-
10 primer antikoru) ve Tip II pnomosit hiicre belirteci olan SP-C primer antikorlar1 ile es
zamanli olarak boyanmuglardir. Elde edilen veriler, yetiskin akciger dokusunda TLR 5
proteininin Clara, Tip II pndmosit ve makrofaj hiicreleri tarafindan eksprese edildigini
gostermistir. Yapmis oldugumuz literatiir calismalarinda, TLR 5’in Clara, Tip II pnémosit ve
makrofaj hiicreleri tarafindan eksprese edildigini gosteren bir bulguya rastlanmamistir. Bu
yoniiyle elde edilen sonuglarin, konuyla ilgili literatiire anlamli ve 6zgiin bir katki sunma
potansiyeli bulunmaktadir. Buna karsin, sonuglarin her bir hiicre tipi ic¢in double
immunfloresan ve/veya FACS (Fluorescent Activated Cell Sorting)  yontemleriyle

dogrulanmasi gerekmektedir.
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Sunulan tez calismasinda, Deneme ve Kontrol gruplarina ait yetiskin akciger doku
orneklerinde TLR 5 ekspresyon diizeyini kantitatif olarak karsilagtirmak amaciyla qRT-PCR
yontemi kullanilmistir. Uygulanan yontemde, endojen referans gen olarak $3-aktin ve GAPDH
genleri kullanilmistir. qRT-PCR yontemi ile elde edilen sonuglar, gore endojen referans
olarak B-aktin geninin kullanilmasi durumunda Kontrol grubu ile kiyaslandiginda Deneme
grubunda TLR 5 mRNA diizeyinin 1,07 kat arttig1 goriilmiistiir. Endojen referans olarak
GAPDH geninin kullanilmasi1 durumunda ise, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda Deneme
grubunda TLR 5’¢ ait mRNA diizeyinin 1,01 kat azaldig1 goriilmiistiir. Elde edilen sonuglarin
giivenilirligini artirmaya yonelik olarak, B-aktin ve GAPDH genlerine ait Ct degerlerinin
geometrik ortalamalarinin kullanilmasi durumunda ise, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
Deneme grubuna ait akciger dokularinda TLR 5’e¢ ait mRNA diizeyinin 1,03 kat arttigi
saptanmigtir. Biitlin durumlarda, gruplar arasindaki saptanan kat farkinin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 (p>0,05) gbz oOniine alindiginda, Iin vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo
transferi ile elde edilen yetiskin farelerin akciger dokularinda TLR 5 ekspresyonun
degismedigi degerlendirilmektedir. Konuyla ilgili olarak gergeklestirilmis olan “Farelerde in
vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferinin fotal akciger dokusunda toll-benzeri
reseptdrlerin (TLR) ekspresyonu iizerine etkisi” isimli TUBITAK projesinden (Proje no:
1120259) elde edilen veriler, in vitro embriyo kiiltiiri ve embriyo transferi sonucu elde edilen
fotuslara ait akciger doku orneklerinde TLR 5 ekspresyonunun kontrol grubunu olusturan
fotuslar ile kiyaslandiginda 2,30  kat azaldigim1 gostermistir. Sunulan tez projesinden elde
edilen veriler dikkate alindiginda, fotal donemde diisiik olmasina  karsin TLR 5
ekspresyonunun erigkin dénemde fizyolojik siirlar icerisine ulastigin1 gostermektedir.

Yapilan ¢aligmalar, TLR genleri de dahil olmak {izere dogal bagisiklik sisteminde rol
oynayan pek ¢ok gene ait ekspresyon diizeyinin post-transkripsiyonel olarak diizenlendigini
ortaya koymaktadir (Carpenter ve ark, 2004). Bu durum dikkate alinarak, sunulan tez
calismasinda TLR 5’in transkripsiyonel diizeyde ekspresyonunu belirlemeye yonelik olarak
gerceklestirilen qRT-PCR ¢alismalarina ek olarak, TLR 5 proteinine ait ekspresyon
diizeyinin semi-kantitatif olarak da degerlendirilmesi amaciyla western blot analizleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler, TLR 5 proteinine ait ekspresyon diizeyinin, Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda Deneme grubunda 1,30 kat azaldigim gdstermistir. Istatistiki olarak
anlamli olmamakla (p>0,05) birlikte s6z konusu azalmanin fonksiyonel sonuglarinin olup
olmadiginin incelenmesi gerekmektedir.

Sunulan tez ¢alismasinda kullanilan farelerin, TLR 5 reseptoriinii aktive edebilme

potansiyeline sahip bakteriyal/viral ajanlar ile enfekte olup olmadigi tespit edilmemistir.
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Dolayistyla, ileride yapilabilecek olan fonksiyonel ¢aligmalarin TLR 5 reseptoriinii aktive
edebilme potansiyeline sahip bakteriyal/viral ajanlardan ari spesifik patojen free (SPF)
hayvanlar ile yapilmasi konuyla ilgili daha aydinlatici verilerin elde edilmesinin yolunu
acabilecektir.

TLR 5 reseptoriine ilgili ligandin baglanmasi, NF-kB ve benzeri niikleer faktorler ile
MyD88 adaptdr molekiiliinii de icerisine alan son derece karmasik bir sinyal yolaginin
aktivasyonu ile sonuclanmaktadir. Bir bagka ifadeyle, ortaya ¢ikan immun yanitin
belirlenmesinde TLR 5’in tek basina belirleyici bir 6zellige sahip olamayabileceginin gz ardi
edilmemesi gerekmektedir. Ornegin, insan bronsiyal epitelyal hiicrelerinde Brucholderia
cenocepacia ile tetiklenmis olan sinyal yolaklarinda TLR 2, TLR 4 ve TLR 5’in islevini
anlamaya yonelik olarak yapilan bir ¢alismada (Ventura ve ark, 2008), Brucholderia
cenocepacia ile enfekte epitel hiicrelerinde TLR 2 ve TLR 4 ekspresyonunun arttigi
(upregiilasyon), TLR 5 ekspresyonunun ise degismedigi gosterilmistir. Brucholderia
cenocepacia tarafindan indiiklenen ve akciger epitel hiicrelerince olusturulan yangisal yanitin
olusturulmasinda, TLR 2 ve TLR 4’{in degil, TLR 5’in sorumlu oldugu géz 6niine alindiginda
elde edilen sonuglar son derece ilgingtir. Bu bulgulara benzer sekilde, sunulan tez
calismasinda TLR 5 ekspresyonunun degismedigi goriilmektedir. Buna karsin, TLR 5’in her
hangi bir ajan tarafindan uyarilmasina bagl olarak ortaya ¢ikacak olan yangisal yanit
acisindan Kontrol ve Deneme gruplarinda arasinda her hangi bir farkliligin olup olmadiginin
incelenmesi gerekmektedir.

Sonug olarak, sunulan tez calismasinda yetiskin akciger doku 6rneklerinde TLR 5’in
ekspresyonunun belirlenmesine yonelik olarak yapilan imunohistokimya c¢alismalarindan elde
edilen veriler, TLR 5’in hava yolu epitel hiicrelerinde, damar liimeninde, damar endotelinde,
alveol duvarinda ve brongiyollerde yaygin olarak eksprese edildigini ve Clara, makrofaj ve
Tip II pnomosit hiicrelerinin TLR 5 ekspresyonu gosteren immunpozitif hiicreler arasinda yer
aldigmmi gostermistir. Ayrica, in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferiyle elde edilen
yetiskin farelerin akciger doku orneklerinde TLR 5 ekspresyonunun belirlenmesine yonelik
olarak yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgular, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda TLR 5
ekspresyonunun transkripsiyonel diizeyde degismedigini, buna karsin TLR 5 protein
diizeyinde yaklasik olarak 1,30 katlik bir azalmanin var oldugunu gostermektedir. Protein
diizeyinde saptanan azalmanin TLR 5 aktivasyonu ile ortaya ¢ikan immun yanitin
sekillenmesinde herhangi bir azalmaya neden olup olmayacaginin SPF hayvan modelleriyle

yapilabilecek olan fonksiyonel ¢aligmalar ile test edilmesi gerekmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Sunulan tez projesi, in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferi islemlerinin yetiskin
donemde akcigerde TLR 5 ekspresyonu iizerine herhangi bir etkisinin olup olmadigini
arastirmaya yonelik olarak gergeklestirilmistir. Yapilan analizler, Kontrol ve Deneme
gruplarina ait yetigkin akciger dokularinda TLR 5’in eksprese edildigini gostermistir. TLR 5
ekspresyon profilinin Kontrol ve Deneme gruplarinda yapilan immunohistokimya analiz
sonuglarina gore benzer oldugu sunulan ¢alismada gosterilmistir. Sunulan tez projesinde, elde
edilen veriler 151¢inda, Kontrol grubu ile Deneme grubu kiyaslandiginda, in vitro embriyo
kiiltiri ve embriyo transferinin yetiskin akciger doku hiicrelerinde TLR 5 ekspresyonu
tizerine etkili olabilecegini diistiniilmektedir. Mevcut literatiirde, in vitro embriyo kiiltiirli ve
embriyo transferinin yetiskin akciger dokusunda TLR 5 geninin ekspresyonu iizerine herhangi
bir etkisinin olup olmadigma dair herhangi bir bilgiye rastlanmamistir. Bu sebepten dolayt,
yapilan tez ¢alismasinda elde edilen verilerin konu ile ilgili literatiire 6zgiin bir katki sagladigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transfer islemleri ile
elde edilen yetiskin akciger dokusunda TLR 5 ekspresyonunda ortaya ¢ikan degisimin immun
sistemde herhangi bir fonksiyon degisikligine neden olup olmadiginin daha spesifik

calismalarla incelenmesi gerekmektedir.
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EKLER

Ek 1. Arastirmada kullanilan soliisyon ve kimyasallar

Tris-buffered saline (TBS) stok soliisyonu
e (0,2 M Trizma base (Sigma Aldrich), 24,23 g Tris, 1L distile suda ¢ozdiiriiliir.
e 0,1 M HCI (Merck), 8,5 ml konsantre HCI, 1L distile suda ¢ozdiiriiliir.
o 9% 0,9’luk fizyolojik tuzlu su, 9 g NaCl, 1L distile suda ¢ozdiirtiliir.
1L TBS (pH 7,6) hazirlamak i¢in, stok soliisyonlardan siras1 ile, 250 ml 0,2 M Tris ¢ozeltisi,
375ml 0,1 M HCI ¢ozeltisi ve 375 ml % 0,9’luk fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisinden ilave edilir.
Fizyolojik tuzlu su ilavesi yapilirken hacim 800 ml’ye ayarlanir. pH 7,6’ya ayarlandiktan sonra

fizyolojik tuzlu su ile kalan hacim 1L’ye tamamlanir.

Phosphate-buffered saline (PBS, pH 7,4) soliisyonu
e 8 g NaCl (Sigma Aldrich)
e 0,2 gKCI (Sigma Aldrich)
e 1,44 gNaHPO, (Merck)
e 0,24 g KH,HPO, (Merck)
800 ml distile suda ¢ozdiiriilerek, pH degeri 7,4’e ayarlanir. Elde edilen soliisyonun voliimii

distile su ile 1L tamamlanir.

% 0,1’lik PBS-Tween-20 (PBT) soliisyonu
e 1ml Tween-20 (Merck)
e 1000 ml PBS
500 pul Tween-20, 1000 ml PBS igerisine eklenerek iyice karisana kadar karigtirilir. Oda

sicakliginda muhafaza edilebilir.

Sodyum Sitrat Buffer
10 mM tri-sodyum sitrat buffer hazirlamak i¢in,
o 2,94 g tri-sodyum sitrat (Merc)
e 1000 ml distile su
e 0,5ml Tween-20
2,94 g tri-sodyum sitrat, 800 ml distile suda ¢ozdiiriilerek pH 6’ya ayarlanir. Daha sonra bu
¢oOzelti 1L’ ye tamamlanir. 0,5 ml tween-20 ¢ozeltiye eklenerek iyice karistirilir. Oda sicakliginda 3 ay

ya da +4 C°de daha uzun siire saklanabilir.
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% 3’liikk H,O; soliisyonu
e 1 ml %30’luk stok H,O, (Merc)
e 9ml PBS
1ml %30’luk stok H,O, alinarak lizeri PBS ile 10 ml tamamland.
3,3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) Soliisyonu
e 10 mg’lik DAB tableti (Sigma Aldrich)
e 16,6 ml TBS soliisyonu
e 10 ul % 3’lik H,O,
DAB tableti karanlik ortamda TBS soliisyonu igerisinde c¢ozdiiriilerek filtre kagidindan
gegirilerek siizdiiriiliir. Olusturulan ¢dzeltiden 990 pl alinarak ependorf tiiplere aktarilir ve -20 C*de
muhafaza edilir. Gerekli oldugu zamanlarda ¢ozdiiriiliir ve kullanmadan &nce iizerine 10 pl %3’liik

H,0, ilave edilir.
Ek 2. Uclii (Triple) Boyama Soliisyonlari

Hematoksilen
Soliisyon A
e 1 g hematoksilen kristal
e 100 ml %96 alkol
Soliisyon B
e 99 ml/95 ml distile su
e 1g/4ml(sivi1ise) FeCL3 (Merck)
e 1mlHCI
Soliisyon A ve sollisyon B hazirlandiktan sonra kullanilacak miktarin %50’sine soliisyon A,
%50’si soliisyon B olacak sekilde her iki soliisyon birbirine karistirilarak hazirlandi.
Metil Karbonat
e 125 ml distile su
e 125 ml metanol
e Kullanilacak olan distile sudan biraz alinarak, ¢cok az miktarda sodyum karbonat
(Na,COs, Merck) eritilir.
Asit Fuksin
e 700 mg asit fuksin (Merck)
e 300 mg Orange G (Merck)
e 200 ml distile su
e 130 mg timol (Merck)

o 2 ml asetik asit (merck)
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Fosfofungustik Asit
e 3 g fosfungustik asit (Fluka)
e 100 ml distile su
Aniline Blue
e 2 ganiline blue (Carlo Erba)
e 100 ml distile su
o 2 ml asetik asit (Merck)
Asetik Asit
o 2 ml glasiyal asetik asit (Merck)
e 100 ml distile su

Ek 3. Western Blot yonteminde kullanilan soliisyonlar
Gerekli malzemeler

e Lower Buffer (Sperating Jel Buffer), pH 8.8

18.15 gr Tris tartilarak, 40 ml deiyonize su igerisinde ¢ozdiiriildi. pH 8.8 olacak
sekilde 1 Normal HCI (veya saf HCI) ile ayarlanarak tlizerine %10’luk SDS’den 4ml eklendi
(0,4 g SDS) ve ¢ozelti hacmi deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan buffer +4
°C’de 30 giin boyunca saklanabilir.

e Upper Buffer (Stacking Jel Buffer), pH 6.8

6.05 gr Tris tartilarak 40 ml deiyonize su i¢inde ¢ozdiriildii. 1M HCI (yada saf
HCI) ile pH=6.8"¢ ayarlanarak tizerine %10’luk SDS’den 4ml eklendi (0,4 g SDS) ve ¢ozelti
hacmi deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlandi.
Hazirlanan buffer +4 °C’de 30 giin boyunca saklanabilir.

e %10’luk APS (amonyum-persiilfat)

0.1 gr toz APS tartilarak {izerine 1 ml deiyonize su eklendi. Hazirlanan ¢ozelti +4
°C’de bir hafta saklanabilir.

e TEMED

Hazir bir soliisyondur, direk olarak kullanilir.

Bufferlar hazirlandiktan sonra jel tanki ayarlandi. Jel tankina jel taragi konularak
sperating jelin konulacagi kisim cam kalemi ile isaretlendi. Daha sonra %10’luk sperating jel

hazirlandi.
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e Sperating Jel hazirlamak i¢in;

Tablo 6. Speratin jel hazirlamak i¢in kullanilacak malzeme ve miktarlari

Herbir hacim icin hazirlanacak miktarlar
Cozelti igerigi 5ml 10ml | 15ml | 20ml | 25ml | 30ml | 40ml | 50 ml
%61k Jel
Deiyonize Su 26 | 53 | 79 | 106 | 132 | 159 | 212 | 265
Akril-bisakril 10 | 20 | 30 | 40 5.0 6.0 80 | 100
é’g)w“s (GPH | 93 | 25 3.8 5.0 6.3 75 | 100 | 125
%10 SDS 005 | 01 | 015 | 02 | 025 | 03 04 05
) )
#l0Ammonium | g5 | 09 | 015 | 02 | 025 | 03 0.4 05
persulfate
TEMED 0.004 | 0008 | 0012 | 0016 | 002 | 0024 | 0032 | 004
%8°lik Jel
Deiyonize Su 23 | 46 | 69 93 | 115 | 139 | 185 | 232
Akril-bisakril 13 | 27 | 40 5.3 6.7 80 | 107 | 133
é’g)MT“S ®H 1 93 | 25 | 38 | 50 | 63 | 75 | 100 | 125
%10 SDS 005 | 01 | 015 | 02 | 025 | 03 04 05
” :
#l0OAmmonium | g5 | 09 | 015 | 02 | 025 | 03 0.4 05
persulfate
TEMED 0.003 | 0006 | 0009 | 0012 | 0015 | 0,018 | 0,024 | 003
%10Tuk Jel
Deiyonize Su 19 4,0 5,9 79 9,9 11,9 15,9 19,8
Akril-bisakril 17 | 33 | 50 6.7 83 | 100 | 133 | 167
é’g)MT“S (GPH | 93 | 25 3.8 5.0 6.3 75 | 100 | 125
%10 SDS 005 | 01 | 015 | 02 | 025 | 03 04 05
” .
wl0Ammonium | g5 | 09 | 015 | 02 | 025 | 03 0.4 05
persulfate
TEMED 0.002 | 0004 | 0006 | 0008 | 001 | 0012 | 0016 | 002
%12°lik Jel
Deiyonize Su 1,6 3,3 4,9 6,6 8,2 9,9 13,2 16,5
Akril-bisakril 20 | 40 | 60 80 | 100 | 120 | 160 | 200
é’g)w"s ®H 1 43 | 25 | 38 | 50 | 63 | 75 | 100 | 125
%10 SDS 005 | 01 | 015 | 02 | 025 | 03 | 04 05
” .
wl0OAmmonium | e | o9 | 015 | 02 | 025 | 03 0.4 05
persulfate
TEMED 0.002 | 0004 | 0006 | 0008 | 001 | 0012 | 0016 | 002
%15°1ik Jel
Deiyonize Su 11 | 23 | 34 | 46 5.7 6.0 02 | 115
Akril-bisakril 25 | 50 | 75 | 100 | 125 | 150 | 200 | 250
é’g)m“s (pH 13 25 38 50 63 75 100 | 125
%10 SDS 005 | 01 | 015 | 02 | 025 | 03 04 05
” _
Y010Ammonium 0,05 0.1 0.15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
persulfate
TEMED 0.002 | 0004 | 0006 | 0008 | 001 | 0012 | 0016 | 002




Hazirlanan sperating jel tanka dokiilerek jelin donmasi beklendi. Bu arada jelin iizerine

izopropanol eklenerek hava kabarciklarinin olugsmasi engellendi. Daha sonra %5°lik Stacking

jel hazirlandi.

Tablo 7. Stackin jel hazirlamak igin kullanilacak malzeme ve miktarlar

%5’lik Stacking Jel hazirlamak icin;

Herbir hacim icin hazirlanacak miktarlar

S iml [2ml |[3ml |4ml |s5ml |[6ml |8ml |10ml
lg:erlgl

Deiyonize Su_| 0,68 | 1,4 21 27 34 41 55 68
Akril-bisakril | 0,17 | 0,33 05 0.67 083 1,0 13 17
1.0 M Tris

(0H 6.8) 013 |025 038 05 063 075 1,0 1,25
%10 SDS 001 |002 003 004 005 006 008 01
’ :

A10Amonium | 5, | gy 0,03 0,04 0,05 0,06 0,08 01
persulfate

TEMED 0001 | 0002 |0003 |0004 |0005 |0006 |0008 |O001

Sperating jel donduktan sonra tizerindeki izopropanol alkol Watman No:1 filtre kagidi
ile ¢ekildi. Hemen ardindan jelin st kismi (stacking jel) dokiildii ve tarak yerlestirilerek

donmasi beklendi.

Orneklerin Hazirlanmasi
e Ornek miktarlar1 énceden hesaplanarak Laemli metoduna gére yiikleme igin
hazir hale getirildi.
e Her 6rnekten gerekli miktarda alinarak tizeri esit hacimde 2x Loading dye ile
tamamlandi.

Daha sonra 6rnekler 10 dakika sure ile 65 °C’de denatiire edildiler.

Yiiriitme Tamponunun (Running Buffer, 5 L, 1X) hazirlanmasi

e 151259 Tris
e 72gglisin
e 50ml %10’luk SDS
2000 ml distile su icerisinde kati bilesenler ¢ozdiiriildii ve tizerine 50 ml %10’luk
SDS eklendi. Hazirlanan bu ¢ozelti 5 L tamamlanarak kullanima hazir hale getirildi. Oda

sicakliginda uzun siire saklanabilir.
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Stacking jeli donduktan sonra aparattan ¢ikarilarak elektroforezin yapilacagi tanka
yerlestirildi. 1X elektroforez running buffer i¢ ve dis havuzcuklara dokiildii. Bundan sonra
tarak ¢ikarildi ve ornekler kuyucuklara yiiklendiler.

Blotting Buffer (5 L, 1X) hazirlamsi

e 151259 Tris
e 72gglisin
e 1000 ml metanol
e 12,5ml%10’luk SDS
2000 ml distile su igerisinde kati bilesenler ¢ozdiiriildii ve tlizerine 12,5 ml %10’luk
SDS ve 1000 ml metanol eklendi. Hazirlanan bu ¢ozelti 5 L tamamlanarak kullanima hazir

hale getirildi. Hazirlanan buffer +4 °C’de muhafaza edilir.

Orneklerin Yiiklenmesi

e Denatiire olan 6rnekler spin-santrifiij edilerek hava kabarciklarinin
uzaklastirilmasi saglandi.

e Ik kuyucuga Marker, diger kuyucuklara ise érnekler yiiklendi.

e Daha sonra 6rnekler 200 V, 50 mA’de 60 dakika yiiriitiildii.

Proteinlerin membrana aktarilmasi

e Membran, jel ile ayn1 boyutta kesilerek aktive olmasi i¢in metanol igerisinde 5
dakika siire ile bekletildi.

e Metanol uzaklastirilarak membran distile suda yikandi.

e Blotlama aparat1 (sandvigler) igerisinde blotting buffer bulunan bir kap
igerisine konuldu.

e Hazirlanan sandviglerin iizerine 6nce iki adet Watmann kagidi bunun {izerine
jel, jelin {izerine ise membran koyuldu ve son olarak membran iizerinede iki adet daha
Watmann kagidi koyuldu. Rulo yardimi ile hava kabarcig1 kalmayacak sekilde diizeltildi.

e Sandvigler Kitlenerek transfer cihazina yerlestirildi.

e Tankin igerisine 1sinmay1 engellemek amaci ile bir buz kalib1 yerlestirildi ve
blotlama bufferi gerekli hizaya kadar konuldu. Tankin kapagi kapatilarak blotlama islemi
baslatildi; Blotlama 100 V 350 mA’de 60 dakikada gergeklestirilmistir.

e Bu stire zarfinda TBS-T hazirland.

58



e TBS-T hazirlanirken, 100 ml stok (10X) TBS’ten alinarak, 900ml deiyonize su
eklendi 1000 pul Tween-20 eklenerek kullanima hazir hale getirildi.

e Bloklama islemi %5’lik taze hazirlanmis skim milk i¢inde yapildi.

%5’lik skim milk hazirlanmasi;

e 5 gr skim milk tartilarak, 100 ml TBS-T igerisinde ¢ozdiiriildii.

e Siire bittikten sonra cihaz agilarak, membran TBS-islatilan plastik {izerine
alindi. Protein bantlarin1 hizli bir bigimde tespit edilmesi i¢in Ponceau S boyasi ile boyandi
(Eger kromojenik marker ile ¢alisilmis ise proteinlerin membrana ge¢ip gegmedigi zaten
anlasilir bu nedenle Ponceau S boyamasi yapmaya gerek yoktur).

e Protein 6rnekleri daha sonra TBST ile boya uzaklastirilana kadar yikama
yapildi. Bloklama agamasindan itibaren iglemlere devam edildi.

e Membranlar plastik kap icerisine alinarak tizerlerine skim milk ilave edildi.
Daha sonra 1 saat siire ile oda sicakliginda shakerda inkiibasyona birakildilar.

¢ Bu arada primer antikor hazirlandi. Bunun i¢in %5’°lik BSA tartilarak TBST
icerisinde ¢Ozdiriildii. Primer antikor (B -aktin ) 1/5000 oraninda BSA soliisyonunda
hazirlandi.

e Siire dolduktan sonra membran 5 dakika siire ile 2-3 kez TBST ile yikandiktan
sonra plastik kapta bulunan primer antikor igerisine alindi. 1 gece +4°C’de inkiibasyona
birakildi.

e Primer antikor muamelesinden sonra 3 X 5 dakika siireyle TBST’de yikama
yapildi.

e Yikama asamasindan sonra, sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat siire
ile shakerda inkiibasyon yapildi.

e Siire dolunca 3 X 5 dakika siireyle TBST’de yikama yapildi.

¢ Yikama isleminden sonra goriintiileme cihazinda HRP konjige ECL
kullanilarak goriintii alinir. Membranin bu madde ile etkilesim siiresi kullanilan primer
antikora gore degisir, Membran1 ECL ile en az bir dakika muamele etmek gerekir.

e Daha sonra bantlarin yogunluklar1 hem incelenen faktor agisindan hem de
endojen kontrol i¢in dansiometri programu ile 6lgiiliir. Sonuglar endojen kontrol ile normalize

edilerek hesaplanir.
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Ek 3. c-DNA Sentezi ve materyalleri

Dikkat edilecek noktalar; ¢calisma steril kabinde yapilmali, +4°C’de ¢alisilmali (yada
buz iizerinde), steril ve filtreli pipet uclar1 kullanilarak, mutlaka eldiven kullanilmalidir. Iyi bir
cDNA sentezi igin yiiksek saflikta RNA ile calisiimalidir. RNA spektrofotometrik olarak
Olgiilerek saflik miktar1 kontrol edilir. Ayrica RNA ¢alismaya uygun uzunlukta olmali ve
EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) yada SDS (Sodyumdodesilsiilfat) gibi revers

transkriptaz enzimini inhibe eden inhibitorleri igermemelidir.
Gerekli materyaller

Tek zincirli ¢cDNA sentezlemek amaciyla ~ High Capacity ¢cDNA Reverse

Transcription Kiti kullanilmistir. Reaksiyon 40 pl total voliimde gergeklestirilmistir.

Tablo 8. Kullanilan kite ait komponentler

Materyaller Voliim/Reaksiyon (2X)
10XRT Buffer 4l
25XdNTP Mix (100mM) 1.6 ul
10X RT Random Primers 4 ul
MultiScribe™ Reverse Transkriptase 2 ul
Nuclease- free H,O 8.4 ul
Total/Reaksiyon 20 1

1) 1k olarak yukaridaki tabloda verildigi gibi 2X reverse Transkripsiyon Master Mix (20 ul)

hazirlanmstir.

2) Daha sonra 1X’lik karisim elde etmek amaciyla total RNA (20 pl=500 ng), hazirlanan
2X’lik bu karisima eklenerek total voliim 40 pl olarak ¢alisilmistir.

3) Karisim hizli bir santrifiij edildikten sonra, bir Thermal Cycler’da reverse transkripsiyon

gerceklestirilmistir.
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Tablo 9. Thermal Cycler kosullart gosterilmistir.

1.Basamak 2. Basamak 3. Basamak 4.Basamak
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Zaman 10 120 5 0
(dakika)

5) Reaksiyon voliimii 40 pl olarak ayarlanmistir ve reaksiyon baslatilmistir.

6) reaksiyon siiresi dolduktan sonra cDNA 6rnekleri Q-RT Real Time PCR’da kullanilmak

tizere, 1/1 oraninda nuclease- free H,O ile dilie edildikten sonra

edilmislerdir.

-20 °C’de muhafaza

Ek 4. RT- PCR soliisyonlar:1 ve materyalleri

Gerekli Materyaller

Assay (TLR 5 geni)
Master mix (2x)
RNase/DNase free su
c-DNA 6rnegi (sample)
48’lik plate ve plate sealer
Buz ve buzlu kaliplar
Filtreli pipet uglar1

RNA pipetleri

Oncelikle ¢aligma steril kabinde yapilmali, +4°C’de ¢alisiimali (ya da buz iizerinde),

steril ve filtreli pipet uglar1 kullanilmali, mutlaka eldiven kullanilmasi gereKir.

TLR 5 assayi ve endojen kontroller ile birlikte toplam 3 assay igin ¢alisma

yapilacaktir. Bu amagcla her bir assay i¢in ayr1 ayr1 mixler hazirlanmalidir. Her bir kuyucukta

20’ser p’lik total voliimler ile galigilacaktir;
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Tablo 10. Bir adet 6rnek igin gerekli voliimler

Materyaller 1 6rneklik voliim

Assay (TLR1-13) 1 ul
Master mix (2X) 10 pl
dh,O (DNas/RNase free su) 7 ul
Sample (c-DNA o6rnegi) 2 ul
Total 20 pl

e Ilk olarak 500 pl’lik tiipler hazirlands.
1) Assayler eritiltildikten sonra hizl bir santrifiij edilerek tekrar buzun iizerine konulmustur.

2) Bu arada yazilan tiiplere (mix hazirlama tiipleri), mixleri hazirlamak i¢in her birine ilk 6nce

DNase/RNase free su konulmustur.

3) Ikinci olarak her bir tiipe master mix (UNG’li, 50 °C’de 2 dakikalik enzim aktivasyonu)

eklenmistir.

4) Her bir assayden ayr1 ayri gerekli miktarlarda alinarak tiiplere ilave edilmistir. Her bir

assay eklenince mixler pipete edilerek karigsmasi saglanmastir.

5) Mixler hazirlandiktan sonra yavas bir vorteks ve hizli bir santrifiij yapilarak (1500 rpmde

30 sn kadar) tekrar buzun tizerine alinmiglardir.

6) Mixleri plate kuyucuklarina dagitmak amaciyla, plate bir buz kalibi iizerine konulan

supportter lizerine konuldu ve mixler her bir kuyucuga 18’er pul olarak dagitilmiglardir.

7) Son olarak da daha onceden hazirladigimiz c-DNA o6rneklerinden 2’ser pl her bir 6rnek

icin ayr1 ayri plate konulmuslardir.

8) Daha sonra plate’in {izerini sealer ile diizgiin bir bicimde kapatarak, sealerin hatlarin1 bir
metal alet ile iyice belirlenmistir. Kapandigindan emin olduktan sonra, plate santrifiij ile plate

hizl1 bir santrifiij edilmistir.
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9) Q-RT-PCR cihazin1 ¢alistirmak amaciyla once bilgisayar1 agilmistir, ardindan sirast ile

cihaz ve programi agilmustir.

10) Step One programini agtigimizda karsimiza c¢esitli meniiler ¢ikmaktadir, buradan

advanced set up meniisii tiklanmastir.

11) Ardindan Experiment properties’den deney adi segilerek Orneklerin 6zelliklerini

yazilmistir.

12) Step-One Instrument (48 well) segilerek, Quantitation-Comperative CT isaretlenmistir ve
Tagman Reagents’1 secilmistir (Sybergren ile calisiliyorsa ayrica include melt curve’i de

se¢mek gerekir, fakat burada gerekli degil). Altta yer alan Standart sekmesini tiklanmstir.

13) Daha sonra plate igin plate setup’a tiklanarak; Define Targets’dan genlerin isimlerini

yazilmistir. Hemen sonra Add New Sample kismindan 6rnek isimlerini eklenmistir.

14) View plate layout’dan plate’i tanimlanmistir. Yani girilen gen isimleri ve ornek isimlerini

plate kuyucuklarinda tanimlanmistur.

15) Run’a tiklayarak run metoduna bakilmistir; orada son kisimda okuma almak istenildigi

icin okuma sekmesini tiklanmistir, yani aktif hale getirilmistir.

16) Run setup da ayarladiktan sonra cihaza gecilerek plate yerlestirilmistir ve cihazin kapagi

kapatilarak ¢it sesi duyulmustur.

17) Run strart tiklanarak, sistem deneyimizi kaydetmistir (Burada cihazin kalibresi bittigi i¢in
deneyi baslatmadan uyar1 veriyor, kalibre degil devam etmek istiyor musunuz diye, evete

tiklanmistir) cihaz otomatik olarak kapagini yukari ¢cekmistir ve deney baslatilmistir.
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