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Yasin Tiikiiriik Transforme Edici Biiyiime Faktor Beta
(TGF-B) Diizeyleri Uzerindeki Etkisi

Rabia SEMSI', Aylin SEPiCI DINCEL?
Oz

Amac: Transforme edici biiyiime faktdr-beta (TGF-), bir¢ok hiicrede proliferasyon, hiicresel
farklilasma, motilite ve adezyon gibi fonksiyonlari kontrol eden bir sitokin tiiriidiir. Ayrica,
organizmada tiim dokularin gelisiminde, homeostazisinde ve onariminda ¢ok énemli rol oynarlar.
Bu ¢alismanin amact, belirlenen yas gruplarinda (55 yas alt1 ve 55 yas iistii) TGF- diizeylerinin
tikiliriik 6rneklerinde degisiminin degerlendirilmesidir.

Gerec ve Yontem: Calismaya 26-75 yas araliginda 32 eriskin (15 kadin/17 erkek) birey dahil
edildi. Stimiile edilmis tiikiirik 6rnekleri, sabah 08.00-09.00 saatleri arasinda SARSTEDT
marka tiikiiriik toplama tiipleri ile dnerilen sekilde tiip kartuslarinin 2 dakika agizda ¢ignetilmesi
ile toplandi. Sonrasinda 30 dakika bekleme ve 3200 x g’de 15 dakika santrifiij yapildi. Tikiiriik
TGF-p diizeyleri ELISA kiti (pg/mL) ile ¢alisildu.

Bulgular: Tikiiriik TGF-B diizeyleri belirlenen yas gruplari arasinda anlamli olarak yiiksek
bulundu (p=0.0001). Sonug: Sonug olarak, 55 yas iistii bireylerde tiikiiriik TGF- diizeylerinde
gozlenen artisin ayni yas grubu serum diizeyleri ile yapilan caligmalarla benzer rakamsal
sonuglarin 6l¢tilmesi tlikiiriik 6rneklerinin kullanilabilirligine dikkat cekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tikiirtik, Sitokin, Transforme edici biiylime faktor-beta, Yas

Effect of Age on Salivary Transforming Growth Factor Beta
(TGF-p) Levels
Abstract

Objective: Transforming growth factor-beta (TGF-p) is a type of cytokine that controls functions
such as proliferation, cellular differentiation, motility, and adhesion in many cells. They also play
a very important role in the development, homeostasis and repair of all tissues in the organism.
The aim of this study is to evaluate the changes in TGF-f levels in the determined age groups
(under 55 years age and over 55 years age).

Material and Methods: 32 adult (15 female/17 male) individuals aged between 26-75 years
were included in the study. Stimulated saliva samples were collected between 08.00-09.00 in the
morning by chewing the tube cartridges in the mouth for 2 minutes with SARSTEDT brand saliva
collection tubes as recommended. Afterwards, it was waited for 30 minutes and centrifuged at
3200 x g for 15 minutes. Saliva TGF-f levels (pg/mL) were studied with the ELISA kit.
Results: Salivary TGF- levels were found to be significantly higher among the specified age
groups (p=0.0001).

Conclusion: In conclusion, the increase observed in salivary TGF-B levels in individuals over
55 years of age showed similar numerical results with studies conducted with serum levels in the
same age group, which draws attention to the usability of saliva samples.
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Giris

Transforme edici biiylime faktorii beta (TGF-f)
sinyal yolu, insan sagligi ve hastaliklarinda
cok onemli rolii ile bilinmektedir. Ligandlarm
ve reseptorlerin ekspresyonu (ifadelenmesi)
dokuya, hiicreye ve duruma &zel olmasina
ragmen, TGF-f siiper ailesi fizyolojik sartlarda
her alanda bulunur.

(1). TGF-B siiper ailesi, hiicre proliferasyonu,
farklilagsmasi, apoptoz ve yaglanmaya kadar
uzanan genis bir biyolojik siire¢ yelpazesinde
yer alan sinyal molekiillerinin ¢ok yonlii
ailelerinden birini olusturur (2). Insanlarda
ti¢ farklh TGF-f tamimlanmistir: TGF-f1,
TGF-p2 ve TGF-B3. TGF-B1, 25.000 (25 kDa)
molekiiler agirhiga sahip disiilfid baglantili bir
homodimerik proteindir. Her TGF- alt birimi
baslangicta Onciiliin C-terminalinden bir 112
amino asit fragmani olugturmak i¢in proteolitik
olarak islenen aktif olmayan bir 6nciil molekiil
(390 amino asit) olarak sentezlenir. Bununla
birlikte, bircok hiicrede, Onciil molekiiliin
N-terminal segmenti, latent veya aktif olmayan
bir kompleks olusturarak TGF-f proteini ile
iliskili kalir. Trombositlerde, latent TGF-f
baglayici protein olarak adlandirilan tgiincii
bir protein, latent TGF-f kompleksini baglar
ve kararli hale getirir. TGF-B’lar, hiicreler
tizerinde benzer fakat ayni olmayan biyolojik
etkilere sahiptir. Doku onarimi baglamindaki
en Onemli etkilerinden ikisi, enflamatuvar
hiicrelerin kemotaksisini ve hiicre dis1 matrisin
sentezini uyarma fonksiyonlaridir (3).

Yaslanma, genel olarak, bir &miir boyunca
doku ve organlarin fizyolojik islevinde,
adaptasyonunda ve dayanikliliginda kademeli
diisiisiin zamana bagl siireci olarak tanimlanir.
Yaslanan hiicrelerin birikimi, yaslanmanin
bir 6zelligi olarak kabul edilir ve yaslanma
patolojilerine katkida bulundugu disiiniiliir
(4). Yaslanma siireci bireysel olarak degisir ve
genetik altyap1 ve kalori tiiketiminden etkilenir.
Hiicresel diizeyde, hiicre homeostazinin kaybi,
yaslanma siireciyle iliskilidir (5). Yaklasik
60 yil once yaslanmanin hiicrelerde serbest
radikaller, OH- ve/veya H,O, birikiminden
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kaynaklandigi ~ 6ne  siiriilmekteydi. Bu
tip hiicresel hasar, artan oksidatif strese
ve/veya bozulmus DNA hasar1 onarim
mekanizmalarina dayandirilabilir, bu da hem
yaslanmanin hem de karsinogenezin ayirt edici
0zelligi olan DNA hasarinin birikimini daha da
arttirir. Bununla birlikte, yaslanma, proteinler
ve lipitler dahil olmak tizere diger hiicre ici
makromolekiillerin degismesiyle tetiklenebilir
(6,7). Cesitli ¢evresel ve metabolik kosullarda
bir¢ok sayida proteinin islevselligini korumak
icin, tim protein tiirlerinin sentez sirasinda
verimli bir sekilde katlanmasi ve toplanmasi
gerekir.

Yapilan literatlir taramasi, tiikiiriikk sitokin
konsantrasyonlar1 ve yasa bagh farkliliklari ile
ilgili bilgi eksikligi oldugunu gostermektedir.
Bazi ¢alismalar, yasla birlikte tiikiirik
bezlerinin parankiminin yavas yavas yag,
bag dokusu ve onkositlerle degistirildigini
gostermistir. Bununla birlikte, saglikli bireyler
arasinda yapilan fonksiyonel ¢aligmalar, yasin
ilerlemesinin tek basina bu bezlerin tlkiiriik
kapasitesinde bir azalmaya yol a¢cmadigini
gostermektedir. Yasa bagh fonksiyonu, DNA
hasar1 ve apoptoz ile sonuglanan oksidatif
stres birikimine bagli olabilir. Oksidatif stres,
tikiiriik bezi asiner hiicrelerine Ca* girigini
engelleyen ve tikiirik salgisint etkileyen
endoplazmik retikulum stresini uyandirabilir
(8.,9). Serbest radikallerin etkisine bagli olarak
TGF-f sinyalinin, yaslanma siirecinde etkisi
oldugu distiniilmektedir. Hiicresel diizeyde,
TGF-B sinyalinin hiicresel yaslanma ve kok
hiicre yaslanmasinda 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir (10,11).

TGF-B/Smad aktivasyonu, karaciger, bobrek ve
kalp dokusu dahil olmak iizere doku fibrozunda
cok onemli bir rol oynar. TGF-B sinyali ayni
zamanda kronik otoimmiin hastalik Sjogren
sendromunda da fonksiyon gdosterir. TGF-f/
Smad yolundaki inhibitér bir molekiil olan
Smad7, Smad2/3 fosforilasyonunu inhibe eder
ve TGF-B sinyalinin ¢ekirdege iletilmesini
engeller. Smad7, diger organlarda TGF-B’nin
neden oldugu fibrozis lizerinde engelleyici bir



etkiye sahiptir (12,13,14). Ayrica, TGF-f sinyal
yolaklarindaki farkliliklar, Alzheimer hastaligi,
osteoartrit ve obezite dahil olmak iizere yasa
bagli gesitli hastaliklarda siklikla gbzlenmistir.

Sitokinler ¢esitli fizyolojik tepkilere aracilik
ettiginden, yaslanma gibi dogal olaylarda ve
Sjogren sendromu gibi otoimmdiin hastaliklarda
gozlendigi gibi tlkiiriik parankim {iretiminin
baskilanmasina da katkida bulunabilirler
(15). Sjogren sendromu teshisi konan bireyler
arasinda, tiikiirik bezi  parankimindeki
histolojik degisikliklere gore tiikiiriik sitokin
konsantrasyonlarinin  degisebilecegine dair
kanitlar vardir (16).

Fox ve ark., hem tiikiirik sivisinda hem de
tikiiriik bezi dokularinda sitokin diizeylerinin
yiikseldigini bulmusglardir (17). Ek olarak,
Streckfus ve ark. saglikli bireylerin, birincil
ve ikincil Sjogren sendromundan muzdarip
bireylere kiyasla daha diisiik tiikiirik 1L-2 ve
IL-6 diizeyleri gosterdigini One siirmiistiir.
Sonugclar ayrica, IFN-y’nin oral mukozal yoldan
uygulanmasinin, Sjogren sendromlu hastalarda
tiikiiriik bezi dokularinin inflamatuvar yikimi
ile iliskili baz1 sitokinleri degistirebilecegini
de ileri siirmektedir (18). Bu bulgular,
tikiiriik 6rneklerinde tespit edilebilen sitokin
diizeylerinin, hiicresel diizeyde meydana
gelen metabolik degisikleri yansitabilecegini
distindiirmektedir.

Yapilan bu calismalardan yola ¢ikarak,
ozelikle saglikli ¢ocuklar ve yasli bireylerden
doku almanin zorluklar1 dikkate alindiginda
tikiiriik 6rnegi temininin kolayligi, metabolik
degisimleri saglikli ve hasta bireylerde
incelemek icin pratik ve glivenilir bir biyolojik
materyal olarak degerlendirilebilir.

Bu calismada, belirlenen gruplar arasinda yasin
tilkiirik TGF-B diizeyleri {izerinde etkisinin
olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem

Calismaya 15’1 kadin, 17°si erkek olmak iizere
32 kisi dahil edildi. Calismaya dahil edilen
grup 1 bireyler 55 ile 75 yas arasinda (n=16)
ve daha geng bireylerden olusan grup 2 ise 26-
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50 yas araligindaki goniilliilerden olusturuldu
(n=16). Calismaya dahil edilen bireylerin
bilinen herhangi bir akut veya kronik hastalig1,
ila¢g kullanim1 ve sigara igme Oykiisii mevcut
degildi. Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu 12.11.2018 tarih 831 sayili
karar numarasi ile onaylandi. Tiim bireylere
bilgilendirilmis onam formu imzalatildi.

Calismamizda ornekleri toplama ve saklama
asamasindapolipropilen(PP)/diisiikyogunluklu
polietilen (LD-PE) materyalden yapilmis
SARSTEDT marka Salivette tiipler kullanildi.
Gen¢ ve yashh olmak iizere 32 bireyden
tiikiiriik 6rnekleri toplandi. Ornekleme zamani
08:00-09:00 saatleri arasi olarak belirlendi.
Tiikiirtk numunelerini toplama &ncesinde
geng ve yagli bireyler, 1 saat i¢erisinde diglerini
firgalamamak, sigara igmemek, su diginda
herhangi bir s1vi gida yiyip igmemek konusunda
bilgilendirildi. Bireylerden, pamuklar1 2 dakika
boyunca agizlarinda bekleterek tamamen
tilkiirik ile 1slatmalar1 istendi. Sonrasinda
30 dakika bekleme ve 15 dakika 3200 x
g’de santrifiij yapildi. Santrifiijden sonra
numuneler analize kadar -80°C’de saklandi.

Bireylerin, tiikiirik TGF-f diizeyleri ticari
olarak temin edilen kit ile Onerilen sekilde
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
yontemiyle Ol¢iildi. Standartlar ve oOrnekler
cift calisildi. 450 nm’de ELISA okuyucuda

orneklerin  ve  standartlarin  absorbans
degerlerine ait konsantrasyonlar standart
egriden hesaplandi. TGF-B1 diizeylerinin

birimi pg/mL’dir.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler, SPSS 18 istatistik yazilim
paketi kullanilarak yapildi. Bu ¢aligmada
parametrik olmayan testler kullanilmistir.
p<0.05 degerleri anlamli kabul edildi. Yas,
BMI, TGF-B diizeylerindeki temel farkliliklar
Mann-Whitney U testi ile analiz edildi.
Tanimlayici veriler ortalama + standart sapma
olarak sunuldu.

Bulgular
55 yas altt ve 55 istii gruplar arasinda
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hesaplanan yas ve BMI ortalamalar1 Tablo 1°de
gosterilmektedir.

Tiikiirtik, TGF- diizeyleri acisindan <55 yas
alt1 ve >55 yas tistii olarak degerlendirildi. Tim
bireylerde <55 yas altt TGF-f diizeylerinin
ortalamasi  231.21+135.30 (pg/mL), >55
yas isti TGF-B diizeylerinin ortalamasi
502.10£201.31 (pg/mL) bulundu. Sonuglar
arasinda istatistiksel anlamli bir artma saptandi
(»=0.0001) (Sekil 1).

1200,00-

800,00
00
400,00

L

TGF-beta (pgimL)

T T
&5 25
Groups

Sekil 1. Gruplara ait TGF- (pg/mL) diizeyleri

Tartisma

TGF-B, bircok farkli metabolik fonksiyona
sahip sitokinlerden olusan genis bir ailenin
tyesidir ve bu ailede sadece TGF-f 1-3
izoformlar1 degil, aym1 zamanda aktivinler
ve inhibinler de yer almaktadir. Yara
iyilesmesi, fibrozis ve kanser gibi son derece
o6nemli siireclerde rol oynar. Ayrica TGF-f,
lenfositlerin, dogal oldiiriicii  hiicrelerin,
dendritik  hiicrelerin, makrofajlarin, mast
hiicrelerinin ve graniilositlerin kemotaksisinin
diizenlenmesi, aktivasyonu ve hayatta kalmasi
yoluyla inflamatuvar yanitlarin baglatiimasini
ve ¢oziilmesini kontrol eder (16,19).

Tablo 1. Demografik Ozellikler

Bu calisma sitokin diizeyi ile ilgili olarak,
55 yas istli bireylerin tiikiiriikk 6rneklerinde
TGF-B diizeylerinin daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Bu sitokin apoptotik olaylarda
ve bagisiklik baskilanmasinda rol oynar.
Bu nedenle, ilerleyen yas ile birlikte TGF-
B’nin tikirik diizeylerinde go6zlenen artis,

immiin sistemde gozlenen diizensizlikler
ile iliskilendirilebilir (20,21). Bagisiklik
sisteminin  yasa bagli  diizensizliginin,

reseptorlerin ifadelenmesinin ve fonksiyonun
azalmasindan veya sinyal salinimlarindan
ve/veya sinyal yollarindaki kusurlardan,
nihayetindebagisiklik hiicrelerinin ve bagigiklik
hiicrelerinin fonksiyonunun degigmesine yol
acan kusurlardan kaynaklanabilecegi One
strilmistiir.

TGF-B, apoptotik olaylarda ve immiin hiicre

homeostazinin ~ baskilanmasinda  &nemli
bir rol oynar. Diizenleyici T hiicreleri,
forkhead P3  (FOXP3) transkripsiyon
faktoriinin  SMAD’ye bagh indiiksiyonu

yoluyla uyarilir, bu da efektdr T hiicrelerinin
islevinin baskilanmasiyla sonuglanir (19).
TGF-B, T yardimct 1 hiicrelerini ve CD8" T
hiicrelerini, T yardime1 hiicre farklilagmasini
bloke ederek ve T hiicresi reseptor aracili T
hiicresi aktivasyonunu bloke ederek dogrudan
etkiler. T hiicre sayilari, sitostatik ve apoptotik
yolaklarin uyarilmasi yoluyla azaltilir (19,22).
Ek olarak, SMAD sinyali, T hiicresi aracili
oldiriicii  efektér genlerini  baskilar. NK
hiicrelerinde, TGF-B, NK hiicresi aktive edici
reseptorlerin  asagi regiilasyonu ve ayrica
interferon (IFN)-y dahil efektor sitokinleri
bloke ederek tamimayi baskilayabilir. Genel
olarak, TGF-B, hem dogustan gelen hem de

Grup 1 (yas<55 yil)

Grup 2 (yas>55 yil)

n=16 n=16
Erkek 38.00+8.34 63.1448.59
Kadin 39.67+£12.42 60.00+£9.19
BMI (kg/m2) 26.15+£5.97 26.9443.46
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adaptif bagisiklik tepkileri lizerinde etkili olan
bagisiklik sisteminin giiglii bir baskilayicisidir
(23,24).

Yapilan literatiir ¢alismasinda yagh bireylerde
TGF-B ile ilgili ¢ok az makale yayimlandig:
goriilmiistiir.  Yash bireylerin nétrofillerinin
apoptoza daha duyarli oldugu bildirilmistir.
Yash bireylerde dendritik hiicrelerin T ve B
hiicrelerini uyarmada daha az etkili oldugu
goriilmiistiir (25,26). Ayrica, yasli deney
hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda TGF-f’da
yasa bagl olarak bir artis gdzlenmistir. Buna
ek olarak da deney hayvanlarinda bu sitokin
artisinin makrofaj ve dendritik hiicre kokenli
oldugu da gosterilmistir (27,28).

Yapilan caligmalarda TGF-f’nin  serum
diizeylerinin  ilerleyen  yaslarda  arttigi
saptanmistir. Lin et al. TGF-f diizeyindeki
azalmanin yasa bagli oldugunu ve bu
azalmanin yasla ters orantili oldugunu
bulmustur (29). Calisma gruplarimiz 26-75 yas
araliginda oldugu i¢in 50 yas alt1 bireylerde
TGF-B diizeylerinin azaldigi ve 55 yas isti
bireylerde arttigi bulunmustur. Bu durumda,
non-invaziv olarak tiikiiriigiin bireylerde kana
iyi bir alternatif 6rnek olarak kullanilabilecegi
anlamina gelir. Ayrica, bagisiklik tepkisini
dengelemek i¢in 6nemli olan gii¢lii diizenleyici
ve inflamatuvar aktiviteye sahip pleiotropik
sitokin olan transforme edici biiylime
faktoriiniin - agir COVID-19  hastalarinda
onemli Ol¢lide artmistir (30). SARS-CoV-2
viriisii  enfeksiyonu, bagisiklik hiicrelerinin
akcigerlere sizmasini artirir ve bu da hastalarin
kanina TGF-f salabilir (31).

Sonuc¢

Sitokinlerin, bagisiklik ve immiinopatolojide
onemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir, bu
nedenle yasla birlikte bireylerde serum TGF-f
diizeylerinde bir artis goriilmektedir. Bizim
caligmamizin heterojen bir grup iizerinde
yapilmig olmasi, birey sayisinin az olmasina
ragmen TGF-B degerlerinin belirlenen yas
gruplart i¢in faydali olabilecegini gostermistir.

Sonuglar, yas ile birlikte tikiirik TGF-j
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diizeylerinde bir artig oldugunu gostermektedir.
flerleyen yas ile birlikte tiikiirik TGF- P
diizeylerinin artmasi yapilan calismalar ile
uyumludur. Ayrica, bir DNA sentezi inhibitorii
olan ve her ikisi de epitelyal proliferasyon
icin hayati 6nem tasiyan Na”/K* ATPaz’in
ifadelenmesini ve aktivitesini inhibe edebilen
TGF- B’nin artmasiyla desteklenir. Tiikiirtikte
TGF-p diizeylerinin belirlenen yas gruplarinda
kesinligini belirlemek i¢in daha genis 6rneklem
biiylikliiglinde daha fazla arastirma yapmak
gereklidir.
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