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OZET

Gékirmak, Z. 1., Kistik Fibrozis Hastalarinda Mitokondriyal DNA Mutasyonlar1
ile Aminoglikozit Ototoksisitesi Arasindaki Iliskinin Arastirilmasi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Yiiksek Lisans Tezi,
Ankara, 2023. Kistik fibrozis beyaz irkta goriilen, CFTR genindeki mutasyonlarin
sebep oldugu otozomal resesif kalitilan genetik bir hastaliktir. Kistik fibrozis
tedavisinde kullanilan aminoglikozitler, hastalarda yan etki olarak isitme kaybina
neden olmaktadir. Mitokondriyal DNA’da MTRNRI1 genindeki m.1555A>G,
m.1494C>T ve m.1095T>C mutasyonlarinin aminoglikozit iligkili isitme kaybina
neden oldugu bilinmektedir. Bu sebeple hastalara aminoglikozit tedavisi
uygulanmadan oOnce hastalarin mutasyonlar agisindan taranmasi kistik fibrozis
hastalarinda biiylik 6nem tagimaktadir. Bu tez ¢alismasindaki amacimiz, kistik fibrozis
hastalarinda MTRNR1 geninde aminoglikozit ototoksisitesi ile iligkili mutasyonlarin
sikligin1 aragtirmaktir. Calismamiza aminoglikozit kullanim Oykiisii olan/olmayan
retrospektif olarak secilen 119 hasta dahil edildi. Hastalar otorinolaringolojik bulgular,
odyolojik bulgular ve aminoglikozit kullanimi gibi klinik 06zelliklere gore
siiflandirildi. Mutasyonlar PCR-RFLP yontemi kullanilarak analiz edildi. 119
hastanin 97°si aminoglikozit kullanmis olup; 22 hasta i¢in aminoglikozit kullanim
Oykiisii bulunmamaktadir. Aminoglikozit kullanan 13 hastada yiiksek frekansh
sensorindral isitme kaybi tespit edilmistir. 119 hasta mutasyonlar agisindan taranmis
ve mutasyon saptanmamistir. Aminoglikozit ototoksisitesine ragmen MTRNR1 gen
mutasyon taramalar1 iilkemizde rutin olarak yapilmamaktadir, aminoglikozit
tedavisinden Once kistik fibrozis hastalarinda mutasyon taramalarinin hasta tani ve
izleme rehberlerinde yer almasi planlanmaktadir. Klinik parametrelerin birlikte
degerlendirilmesi ile kistik fibrozis hastalarinda kisiye Ozgii tedavi yaklagimi

gelistirilmis olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kistik Fibrozis, CFTR geni, Aminoglikozitler, Ototoksisite,
MTRNR1
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ABSTRACT

Gokirmak, Z.1., Investigation of the Relationship Between Mitochondrial DNA
Mutations and Aminoglycoside Ototoxicity in Cystic Fibrosis Patients, Hacettepe
University Graduate School of Health Sciences Medical Biology Programme
Master of Science Thesis, Ankara, 2023. Cystic fibrosis is an autosomal recessive
genetic disease seen in Caucasians and caused by mutations in the CFTR gene.
Aminoglycosides used in the treatment of cystic fibrosis cause hearing loss as a side
effect in patients. It is known that mutations m.1555A>G, m.1494C>T and
m.1095T>C in the MTRNRL1 gene in mitochondrial DNA cause aminoglycoside-
associated hearing loss. For this reason, screening patients for mutations before
administering aminoglycoside treatment is of great importance in cystic fibrosis
patients. Our aim in this thesis study is to investigate the frequency of mutations
associated with aminoglycoside ototoxicity in the MTRNRL1 gene in cystic fibrosis
patients. 119 retrospectively selected patients with or without a history of
aminoglycoside use were included in our study. Patients were classified according to
clinical features such as otorhinolaryngological findings, audiological findings and
aminoglycoside use. Mutations were analyzed using the PCR-RFLP method.
Aminoglycoside use was found in 97 of 119 patients; it is not present in 22 patients.
High-frequency sensorineural hearing loss was detected in 13 patients using
aminoglycosides. 119 patients were screened for mutations and no mutations were
detected. Despite aminoglycoside ototoxicity, MTRNR1 gene mutation screenings are
not routinely performed in our country. Mutation screenings in cystic fibrosis patients
before aminoglycoside treatment are planned to be included in patient diagnosis and
monitoring guidelines. By evaluating clinical parameters together, a personalized

treatment approach will be developed for cystic fibrosis patients.

Keywords: Cystic Fibrosis, CFTR gene, Aminoglycosides, Ototoxicity, MTRNR1
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1. GIRIS

Kistik fibrozis transmembran regiilator (CFTR) gen mutasyonlart sonucu
ortaya cikan kistik fibrozis (KF), otozomal resesif kalitilir ve oldukga sik
goriilmektedir. Epitel hiicre membraninda yer alan ve klor kanal1 gorevi géoren CFTR
proteini, protein kinaz A ve cAMP bagimlidir.

Glinlimiizde CFTR geninde 2100°den fazla mutasyon tanimlanmistir.
Mutasyon tiiriine gére CFTR proteininin iiretiminden hiicre ylizeyine yerlesme
asamalarindan birinde bir hata oldugunda solunum yolu, pankreas kanali, safra kanali
ve bagirsak gibi yapilarin epitel dokularda iyon gegisi bozulmaktadir. Iyon gegisindeki
bu bozulma ile su emilimi artar, solunum yolundaki sivinin azalmasiyla ise mukus
daha kat1 bir hal almaktadir.

Mukusun daha kati bir hal almasiyla mukosiliyer klirens olarak tanimlanan
mukusun solunum yolundaki mikroorganizma ve bakterilerden temizleme
mekanizmasi da bozulmaktadir. Solunum yolunda mukus birikimi ve mukosiliyer
klirens mekanizmasinin bozulmasi bakterilerin hava yollarina yerlesmesine uygun
ortam saglar ve inflamasyon gelismesine sebep olur.

Aminoglikozit antibiyotikler, Pseudomonas aeruginosa gibi gram negatif
bakterilerin solunum yolunda kolonize olmasiyla meydana gelen enfeksiyonlarin
tedavisi i¢in kistik fibrozis hastalarinda yaygin olarak tedavi amagh kullanilmaktadir.

Kistik fibrozis hastalarinda tedavi amagli kullanilan aminoglikozitler,
hastalarda yan etki olarak isitme kaybina neden olmaktadir. Mitokondriyal DNA’da
MTRNRI1 (128 ribozomal RNA) genindeki m.1555A>G, m.1494C>T ve m.1095T>C
mutasyonlarinin aminoglikozit iligkili isitme kaybina neden oldugu bilinmektedir. Bu
sebeple hastalara aminoglikozit tedavisi uygulanmadan once hastalarin mutasyonlar
acisindan taranmasi kistik fibrozis hastalarinda biiylik 6nem tagimaktadir.

Ulkemizde bu mutasyonlarm sikliklar1 bilinmemekte olup; aminoglikozit
kullanmadan o6nce kistik fibrozis hastalarinda mutasyon taramalarinin hasta tani ve
izleme rehberlerinde yer almasi planlanmaktadir. Bu nedenle tez ¢alismasinda
retrospektif olarak secilen 119 kistik fibrozis hastasin1 c¢aligmaya dahil ederek
MTRNR1 geninde en sik gorilen m.1555A>G, m.1494C>T ve m.1095T>C

mutasyonlarinin sikligini aragtirmay1 amagladik.



Mutasyon sikliklari ile isitme kayb1 parametrelerinin birlikte degerlendirilmesi

ile kistik fibrozis hastalarinda kisiye 6zgii tedavi yaklasimi gelistirilmis olacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kistik Fibrozis Patofizyolojisi

Kistik fibrozis (OMIM 219700); yaygin olarak beyaz irkta goriilen, kistik
fibrozis transmembran regiilator (CFTR) genindeki mutasyonlarin sebep oldugu
otozomal resesif kalitilan genetik bir hastaliktir (1).

Bu hastaligin ortaya ¢ikisi ilk olarak 1938 yilinda Dr. Dorothy Andersen’in
pediatri hastalarinin pankreaslarinda gérdiigii kist ve fibrozis semptomlarindan yola
cikarak hastaliga kistik fibrozis adin1 vermesiyle gerceklesmistir. Dr. Andersen, CFTR
genini de yine ayni1 yil olan 1938’de tanimlamistir (2).

Kistik fibrozis hastaliginin goriilme siklig1 farkli popiilasyonlarda degiskenlik
gostermekle beraber, 3.500 kiside 1 olmak iizere en sik Kuzey Amerika’da ve 2.000-
4.500 kiside 1 olmak iizere Avrupa’da goriilmektedir. Genetik acidan oldukca
heterojen olan tilkemizde ise kistik fibrozis hastaliginin goriilme sikligi her 3.000
dogumda 1°dir (3).

Ozellikle akcigerlerde meydana gelen fonksiyonel bozukluklarla
iligkilendirilen fakat aslinda multisistemik bir hastalik olan kistik fibroziste akcigerler
disinda; pankreas, kalp, bobrek, bagirsak, lireme sistemi, ter bezleri, karaciger gibi
farkli doku ve organlar da etkilenmektedir (3).

CFTR proteini, saglikli bireylerde epitel hiicrelerin klor ve bikarbonat iyon
sekresyonunda gorevlidir ve epitellerde, hiicre i¢i ve hiicre disinda bulunan iyonlarin
dengesinin korunmasinda 6nemli rol oynar. Akcigerlerde yer alan ve sil hareketi
sayesinde kloriir iyonlarimin hiicre i¢ine alinip suyun hiicrelerden atilmasini saglayan
silli epitel hiicreler, bu sayede hiicre dis1 matriste bulunan mukozanin da patojenler ile
viicuttan atimimi saglar (4). Fakat kistik fibrozis hastalarinda CFTR proteininin
yapisinda meydana gelen mutasyonlar sebebiyle, silli epitel hiicreler gorevini yerine
getiremez ve kloriir iyonlarmin hiicre i¢inde kalmasi, suyun hiicre disina atilmasini
engelleyerek hiicre ici ve dis1 iyon dengesinin bozulmasina yol agar. Iyon gegisindeki
bu bozulma ile su emilimi artar, solunum yolundaki sivinin azalmasiyla ise mukus
daha kat1 bir hal almaktadir. Mukusun daha kati bir hal almasiyla silyalar temizleme

islemini gergeklestiremez ve mukosiliyer klirens olarak tanimlanan mukusun solunum



yolundaki mikroorganizma ve bakterilerden temizlenme mekanizmasi da bozulur
(3,4).

Solunum yolunda mukus birikimi kistik fibrozis hastalarinda nefes almayi
gliclestirmektedir. Hastalik ilerledik¢e hava yolu tikanmakta ve nefes aligverisi daha
da zorlagmaktadir. Mukosiliyer klirens mekanizmasinin bozulmasi epitel hiicreleri
enfeksiyona agik hale getirir ve bakterilerin hava yollaria yerlesmesine uygun ortam
saglanmasiyla hastalarda inflamasyon gelisimine sebep olur (4).

Kistik fibrozis hastalarinda inflamasyon gelisimine ve kronik akciger
enfeksiyonuna yol acan baslica bakteriler: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus bakterileridir, bununla birlikte Aspergillus fumigatus hastalarda alerjik
reaksiyonlara, siniizit ve nazal polip olusumuna sebebiyet verebilmektedir. Hastalarda
goriilen diger bakteriler olan Stenotrophomonas maltophilia ve Burkholderia cepacia,
akciger enfeksiyonlarinda rol oynamaktadir (5).

Kistik fibrozis hastalig1 hastanin yasi, hastaliktan etkilenen sistemler, ¢evresel
faktorler, modifiye eden genler ve mutasyonun ciddiyet durumu gibi faktérlerle klinik
bulgular farklilik gostermektedir. Hastanin kistik fibrozis hastast olarak
tanimlanmasinda ter testi, akciger fenotipi, mutasyon analizi ve ¢esitli bakteriyolojik

tetkikler uygulanmaktadir (4).
2.2. CFTR Geni ve CFTR Proteini

Kistik Fibrozis Transmembran Regiilator (CFTR) geni kromozomun 7q31.2
bolgesinde lokalizedir; 250 kilo baz uzunlugundadir ve 27 ekzondan olusur. CFTR
geni 1480 amino asitlik ve 168 kDa olan CFTR proteinini kodlamaktadir (4). CFTR
proteini, ATP-binding cassette (ABC) ailesinin C alt linitesinin 7. iyesidir bu nedenle
ayn1 zamanda ABCC7 olarak da adlandirilir ve iyon kanali olarak gorev yapmaktadir.
Protein kinase A (pkA) bagimli olan CFTR proteini, kanal islevini yerine getirirken
ATP enerjisine ihtiya¢ duyar. Transmembrane Domain 1 (TMD1) ve Transmembrane
Domain 2 (TMD?2), sitozolik Nucleotide Binding Domain 1 (NBD1) ve Nucleotide
Binding Domain 2 (NBD2) ve bir¢ok fosforilasyon bolgesi iceren Regulatory domain
(R) olmak tizere 5 islevsel domainden olusmaktadir (6). (Sekil 2.1)



Sekil 2.1. CFTR proteinin ii¢ boyutlu yapisi ve domainleri (7).

Sitoplazmik bolgede yer alan R domain, protein kinase A tarafindan fosforile
edilmesinin ardindan NBD1 ve NBD2 ile etkilesir, kanalin agilmasi saglanir. Kanalin
acilmastyla iyon sekresyonu gerceklesir ve ardindan CFTR kanali yeniden kapanir. (3)
(Sekil 2.2)



CFTR Kanali Kapaliyken CFTR Kanal1 Agikken

Hiicre Membrani

Sekil 2.2. CFTR kanalinin ag¢ilmasi. R domaininin, protein kinase A tarafindan
fosforile edilmesinin ardindan NBD1 ve NBD2 ile etkilesir, kanalin
acilmasi saglanir. Kanalin agilmasiyla iyon sekresyonu gergeklesir ve
ardindan CFTR kanal1 yeniden kapanir. (7).

CFTR gen ifadesinin hiicre dist sinyaller tarafindan uyarilmasmin ardindan,
CFTR polipeptit zinciri ribozomdan ¢ikarak endoplazmik retikulum (ER)
membraninda Sec61 kompleksi tarafindan tanmir. Taninmasiyla birlikte CFTR
proteini, ER liimenine yerlesir ve N-glikozilasyon ile katlanir, katlanma CFTR
proteinin TMD2 bolgesinde yer alan Asn894 ve Asn900 aminoasitleri ile gergeklesir.
CFTR proteini, Asn894 ve Asn900 aminoasitleri yardimiyla N-glikozillenme ile
katlanmasina Hsp70 ve Hsp90 saperon kompleksleri de yardime1 olmaktadir. Saperon
komplekslerine sikica baglanan CFTR proteininin, yeniden saperon komplekslerinden
ayrismast durumu gergeklesemediginde ubikuitin-proteazom yoluyla parcalanma
mekanizmasi, endoplazmik retikulum kalite kontrolii olarak tanimlanmaktadir. Kisaca
ERQC olarak adlandirilan bu basamak, en sik rastlanan CFTR protein mutasyonu olan
F508del bulunan CFTR proteini, saperonlara sikica baglanmaktadir (8).

Bir diger ER kalite kontrol basamagi olan CFTR glikozillenmesi ve kalneksin

dongiisiinde, mutasyon bulunmayan, yabanil tip CFTR kalneksin dongiisii siiresince



katlanmak i¢in ilerlerken arka arkaya deglikozilasyona ugrarken, F508del mutasyonlu
CFTR’da bu asama gergeklesmez. Ugiincii kontrol noktas1 ise CFTR, ER’dan COPII
vezikiilleri ile golgiye tasinmasi sirasinda gergeklesir. COPII vezikiillerin olusumu
sirasinda ise NBD1’de yer alan aspartat-alanin-aspartat ve ER motifleri tasinma
sinyalleri olarak rol oynamaktadir (6,8).

Son basamakta ise olusturulan olgun CFTR cis-Golgi’ye iletilerek kat protein
I (COPI) vezikiillerinde endoplazmik retikuluma yeniden gonderilir ve bu sayede
tekrardan katlanma asamasina girebilmesi saglanir. Sonrasinda ise ubikuitin-

proteazom basamagi ile yikilmak tizere yeniden cis-Golgi’ye iletilir (8).

Erken Endozom
Geri doniisiim
Lizozom Endozomu
Trans Golgi Ag1
Yabanil Tip
CFTR
Proteazom ___ Endoplazmik
Retikulum

Niikleus

Sekil 2.3. CFTR biyogenezi (7).

2.3. CFTR Geninde Tanimh Mutasyonlar

Giiniimiizde CFTR geninde ¢esitli veritabanlarinda (https://www.CFTR2.org ,
http://genet.sickkids.on.ca/app) 2114 adet mutasyon tanimlanmistir. CFTR protein
varyantlar1 https://www.CFTR2.org veritabanina gore listenmis ve kistik fibrozise
neden olan 719, degisken klinik sonuglara gore degisen 49, kistik fibrozise neden

olmayan 25 ve bilinmeyen 11 varyant tanimlanmistir (9).


https://www.cftr2.org/
http://genet.sickkids.on.ca/app
https://www.cftr2.org/

CFTR gen mutasyonlari, mutasyon siniflarina gore gruplandiginda, Cystic
Fibrosis Mutation veritabanina (http://genet.sickkids.on.ca/app) gore en ¢ok rastlanan
ve 816 adet olan yanlis anlamli mutasyon (missense) tipidir. Ikinci sirada 342 adet
olarak cerceve kaymasi (frameshift) mutasyonlar1 goriiliirken, iigiincii sirada ise 231
adet olmak iizere ug¢ birlestirme mekanizmast (splicing) mutasyon tipi yer alir.
Devaminda yer alan mutasyon tipleri ise anlamsiz (nomsense), insersiyonlar,
delesyonlar ve CFTR’1n kodlanmayan bolgesi olan promotér mutasyonlaridir (Tablo
2.1)(10).

Kuzey Avrupa ve Amerika’da %70-80, tilkemizde ise %28,06 oraniyla en sik
goriilen mutasyon, ii¢ niikleotitlik bir delesyon olan F508del mutasyonudur (11).

F508del mutasyonundan sonra goriilme sikligi en ¢ok olan mutasyonlar:
cerceve kaymasi mutasyonu 1677delTA (%6,13), cergeve kaymasi mutasyonu
2183AA-G (%4,87), yanlis anlamli mutasyon N1303K (%4,8), yanlis anlamhi
mutasyon G85E (%4,47), splicing mutasyon 2789+5G-A (%4,22), yanlis anlaml
mutasyon G542X (%7,44), delesyon olan CFTRdele2 (%2,07), yanlis anlamlh
mutasyon W1282X (%3,67), splicing mutasyon olan 3849+10kbC-T (%1,49) ve yanls
anlamli mutasyon olan R334W (%3,59) mutasyonlaridir (11).

Tablo 2.1. CFTR geninde tanimli mutasyon tipleri

Mutasyon Tipi Sayisi Frekans (%)
Yanlis anlaml 816 38.60
Cerceve ici insersiyon/delesyon 43 2.03
Splicing 231 10.93
Anlamsiz 177 8.37
Cerceve kaymast 342 16.18
Promotor 17 0.80
Biiytik insersiyon/delesyon 59 2.79
Dizi varyasyonlari 269 12.72
Bilinmeyen 160 1.57



http://genet.sickkids.on.ca/app

2.4. CFTR Proteini Mutasyon Siniflari

CFTR protein mutasyonlari; CFTR sentezinden, proteinin katlanmasi, epitel
hiicre membranina taginmasi, membrana yerlesmesi ve dogru fonksiyon gostermesi

gibi cesitli basamaklarda meydana gelebilecek hatalara gore 7 siif altinda

toplanmaktir (8).
CFTR Kanali
|‘m“\\' '
Golgi kompleksi —— Proteazom
Endoplazmik
Retikulum

Niikleus

Sekil 2.4. CFTR mutasyon siniflar1 (7).

» Smuf I mutasyonu kendi iginde Smif IA ve Sinif IB grubu olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Sinif IA grubunda biiyiik delesyonlar ve biiyiik insersiyonlar yer
almaktadir. Biiylik delesyon ve insersiyonlar sonucu CFTR geninden mRNA
sentezlenmemekte ve protein hi¢ olusmamaktadir. Bu nedenle diizeltici
tedaviler (corrective therapy) ile tedavi saglanamamakta, bunlarin yerine epitel
hiicrelerin apikal yilizeyinde CFTR proteini olmaksizin iyonlar1 dengelemek
amacli sodyum kanallarini inhibe eden ya da kloriir kanallarin1 uyaran

tedaviler gelistirilmeye c¢alisilmaktadir. Bu grup mutasyonlara Ornek
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iilkemizde goriilme sikligt %0,5 olan 21 kb’lik delesyon Dele2,3 ve
CFTRdele14b-17b mutasyonlar1 verilmektedir(12).

Smif IB grubu, Smif VII olarak da adlandirilmakla beraber, bu grup
mutasyonlarda translasyon sirasinda anlamsiz mutasyonlarin neden oldugu
erken dur kodonu olusumu sebebiyle hatali uzunlukta veya fonksiyonel
olmayan CFTR proteini sentezlenir. Bu nedenle Sinif IB grup mutasyonlarinin
tedavisinde translasyon sirasinda ribozomun dur kodonu dizisini atlamasini ve
kalan dizinin okunmasini saglayan read-through bilesikleri kullanilmaktadir.
Omnek olarak yanlis anlaml1 mutasyon olan G542X ve R1158X mutasyonlari
gosterilebilir. Sinif IB mutasyonlar gliniimiizde, kisisellestirilmis tip alaninda,
kisiye 6zgii tedavilerin gelistirilmesinde ve gen terapilerinde siklikla ¢alisilan
mutasyon tipini olusturmaktadir (12).

Smif II mutasyonunda sentezlenen CFTR proteini yanlis katlanmaktadir.
Yanlis katlanan CFTR proteini, ER aracili degredasyona yonlendirilir ve
boylece hiicre i¢i iyon stabilitesi bozularak epitel hiicrelerin apikal
membraninda daha az stabil protein olusumuna neden olur. Bu mutasyon
siifina en sik goriilen ii¢ niikleotitlik bir delesyon olan F508del ve yanlig
anlamli G85E mutasyonlar1 ornek gosterilebilir. Simif II mutasyonlarinin
tedavisinde ise CFTR proteini katlanma hatalarinin diizeltilerek hiicre
membranina transportunu saglayan Lumacaftor ve Tezacaftor diizelticileri
(correctors) ve CFTR protein {iretimini artirmak icin yiikselticiler (amplifiers)
kullanilmaktadir (12).

Smif III mutasyonunda protein sentezi gerceklesir, protein membrana ulagir
fakat mutasyon nedeniyle CFTR kanalinin ag¢ilmasinda hata vardir. Bu
mutasyon grubuna G551D ve D1152H yanlis anlamli mutasyonlar 6rnek
verilmektedir. Stif III mutasyonlarinin tedavisinde ise CFTR kanalinin daha
uzun siire ac¢ik tutulmasin1 amaglayan Ivacaftor gliclendiricileri (potantiators)
kullanilir (12).

Sinif IV mutasyonunda CFTR proteini iiretilip membrana yerlesir fakat klor ve
bikarbonat iyon transportunda azalma goriilmektedir. Bu azalma ise azaltilmig
iletkenlik olarak da tanimlanmaktadir. Sinif IV grubuna 6rnek mutasyonlar ise

R347P, D110H’dir. Bu mutasyon grubu tedavisinde CFTR kanalinin daha uzun
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stire acik tutulmasimi ve daha fazla iyon gecisini saglayan giiclendiriciler
(potantiators) ve membrandaki stabilitesini artirmayir amaglayan
stabilizatorler (stabilizers) kullanilir (12).

Smif V mutasyon grubunda CFTR protein sentezi gerceklesir fakat hatali
katlanan CFTR proteinleri olmasi sebebiyle az sayida CFTR proteini hiicrenin
apikal membranina yerlesir, membranda yetersiz sayida CFTR proteini olmasi
nedeniyle klor iyonu geg¢isi diizgiin saglanamaz ve sitoplazmaya daha az klor
iyonu taginimi olur. 2789+5G-A ve 3849+10kbC>T mutasyonlar1 bu sinifta yer
alir. Stif V mutasyon grubunun tedavisinde ise hatali katlanan CFTR
proteinlerinin diizgiin katlanmasini saglayan diizelticiler (correctors), CFTR
protein iiretiminin artirilmasini saglayan ytikselticiler (amplifiers) ve kanalin
daha uzun siire acik tutulmasmi saglayan gii¢lendiriciler (potantiators)
kullanilmaktadir (12).

Sinif VI son mutasyon grubunda ise CFTR protein sentezi gerceklesir fakat
sentezlenen CFTR proteinin stabilitesi az ve yar1 omrii kisadir, bu nedenle
hiicrenin apikal membraninda olduk¢a hizli degrade olmaktadir. 4326delTC,
Q1412X mutasyonlar1 bu gruptadir. Sinif VI mutasyon grubunun tedavisinde
membrandaki CFTR  proteininin  stabilitesini  artirmay1r  amaglayan
stabilizatorler (stabilizers) ve CFTR protein iiretiminin artirilmasini saglayan

yiikselticiler (amplifiers) kullanilmaktadir (12).
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Sekil 2.5. CFTR mutasyonlarina gére modiilator tedaviler (7).

2.5. Kistik Fibrozis Hastalarinda Tedavi

12

Kistik fibrozis hastalarinda, CFTR sentezinden, proteinin katlanmasi, epitel

hiicre membranina taginmasi, membrana yerlesmesi ve dogru fonksiyon gostermesi

gibi ¢esitli basamaklarda meydana gelebilen CFTR protein hatalarina gére kullanilan
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diizeltici tedaviler (corrective therapy), read-through bilesikleri, Lumacaftor ve
Tezacaftor  diizelticileri  (correctors), yikselticiler (amplifiers), Ivacaftor
gliclendiricileri (potantiators) gibi modiilator ilaglarin disinda hastalarin tedavisinin
temel parcalarindan biri de antibiyotiklerdir.

Kistik fibrozis hastalarinda CFTR proteininin yapisinda meydana gelen
mutasyonlar sebebiyle, silli epitel hiicreler gorevini yerine getiremez ve kloriir
iyonlarmin hiicre i¢inde kalmasi, suyun hiicre disina atilmasini engelleyerek hiicre i¢i
ve dis1 iyon dengesinin bozulmasina yol agar (4). Iyon gecisindeki bu bozulma ile su
emilimi artar, solunum yolundaki sivinin azalmasiyla ise mukus daha kati bir hal
almaktadir. Mukusun daha katt bir hal almasiyla silyalar temizleme islemini
gerceklestiremez ve mukosiliyer klirens olarak tanimlanan mukusun solunum
yolundaki mikroorganizma ve bakterilerden temizlenme mekanizmasit da bozulur
(3,4). Solunum yolunda mukus birikimi kistik fibrozis hastalarinda nefes almay1
giiclestirmektedir. Hastalik ilerledik¢e hava yolu tikanmakta ve nefes aligverisi daha
da zorlagsmaktadir. Mukosiliyer klirens mekanizmasinin bozulmasi epitel hiicreleri
enfeksiyona agik hale getirir ve bakterilerin hava yollarina yerlesmesine uygun ortam
saglanmasiyla hastalarda inflamasyon gelisimine sebep olur (4).

Kistik fibrozis hastalarinda inflamasyon gelisimine ve kronik akciger
enfeksiyonuna yol acan baslica bakteriler: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Aspergillus fumigatus, Stenotrophomonas maltophilia ve Burkholderia
cepacia’dir (13).

Kistik fibrozis’te tedavinin temel pargasindan biri olan antibiyotikler,
Pseudomonas aeruginosa gibi gram negatif bakterilerin solunum yolunda kolonize
olmastyla meydana gelen enfeksiyonlarda ve hastalarda meydana gelen akut pulmoner
alevlenme tedavisinde genellikle kullanilir (13).

Baslica hedefi solunum yolunu enfeksiyonlardan arindirmak olan antibiyotik
tedavisi kistik fibrozis hastalarina dort genel endikasyonla verilmektedir. Bunlardan
ilki: hastadaki akciger akut alevlenmenin tedavi edilmesi, ikincisi: belli bir
mikroorganizmadan  dolay1  gelisen  enfeksiyonun  Onlenmesi, iiglinciisii:
mikroorganizmalarin enfeksiyonun erken asamalarinda yok edilmesi ve sonuncusu
solunum yolunda kronik bulunan mikroorganizmalarin iremesinin inhibe edilmesidir

(13,14).
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Kistik fibrozis tedavisinde amikasin, tobramisin, kanamisin gibi aminoglikozit
antibiyotikler hastalarda yaygin olarak tedavi amacgli kullanilmaktadir. Hastaya
baslanacak tedavide antibiyotik se¢imi yapilirken, hastada akut pulmoner alevlenme
ve kronik kolonizasyon varsa hastadan balgam Ornegi alinarak kiiltiirde iireyen
mikroorganizmanin antibiyotik duyarlilig1 analiz edilir (14).

Kistik fibrozis hastalarinda, Pseudomonas aeruginosa enfeksiyon tedavisinde
yaygin kullanilan yontemlerden biri bakteriyi yok etmek i¢in sinerjist etki yaratmak

amaciyla ikili antibiyotik kullanimidir (14).
2.6. Aminoglikozit Antibiyotikler

Kistik fibrozis hastalarinda yaygin olarak kullanilan aminoglikozit grubu
antibiyotikler, genis spektrumlu olmasi, anti-pseudomonal etki saglamasi1 ve diisiik
capraz dirence sahip olmas1 nedeniyle siklikla tercih edilir ve genellikle antibiyotikte
sinerjistik etkinin olusturulmasi amagl beta-laktam grubu ve karbapenem grubu ile
kombine sekilde tedavilerde kullanilir, bu sayede direng gelisimi 6nlenmis olur (15).

1944 yilinda Selman Waksman ve arkadaslarinin Streptomyces griseus gram
pozitif bakteri kiiltlirlinden elde ettigi ilk antibiyotik olan streptomisin ile antibiyotik
devri baslamis ve o yillarda tiiberkiiloz ve ilerlemis bakteri enfeksiyonlarinda tedavi
amacl kullanilmak i¢in gelistirilmistir. Streptomisinin kesfinin ardindan ise sirasiyla
neomisin, kanamisin, gentamisin, tobramisin, amikasin gibi aminoglikozit
antibiyotikler tedavi amagli kullanilmaya baslanmistir (16).

Giliniimiiz ~ tedavilerinde = Micromonospora  spp.’den  elde  edilen
aminoglikozitler: gentamisin, sisomisin, netilmisindir. Steptomyces tiirlerinden elde
edilen dogal aminoglikozitler ise streptomisin, neomisin, kanamisin, amikasin,
tobramisin, paramomisindir. Siklikla bu aminoglikozit antibiyotiklerin tiirevleri de
klinik uygulamalarda kullanilmaktadir. Ayni zamanda amikasin, kanamisin A

antibiyotiginin, netilmisin ise sisomisin antibiyotiginin semi-sentetik tiirevidir. (17).



Tablo 2.2. Aminoglikozitler, elde edildigi bakteri tiirleri ve bulundugu yillar (18)

15

Aminoglikozit Cesidi Elde edildigi bakteri tiirii Bulunus Yih
Streptomisin S. griseus 1944
Neomisin S. fradiae 1949
Kanamisin S. kanamyceticus 1957
Paramomisin S. fradiae 1959
Spektinomisin S. spectabilis 1962
Gentamisin M. purpurea 1963
Tobramisin S. tenebrarius 1968
Sisomisin M. inyoensis 1970
Dibekasin S. kanamyceticus 1971
Amikasin S. kanamyceticus 1972
Netilmisin M. inyoensis 1975

Streptomyces ve toprak bakterileri olan Actinomycetes’ten elde edilen
aminoglikozitler, merkezde aminosiklitol olarak adlandirilan 6 {iyeli bir halka ve bu
yapiya glikozidik bag ile tutunan iki veya daha fazla amino-seker yapisindan meydana
geliri bu nedenle yaygin isimleri aminoglikozit olsa da yapisinda bulundurdugu
halkadan dolay1 ayni zamanda aminosiklitolik aminoglikozit olarak da tanimlanir
(17,19).

Aminoglikozitlerin molekiil agirliklar1 500-800 arasindadir, suda 1yi
¢ozlinlirler, 1stya olduk¢a dayaniklidir ve kimyasal yapilari stabildir fakat pH
degisimlerine olduk¢a duyarhidir ve optimum aktivite gosterdigi pH aralig1 7,5-8,5’tir.
Polar yapida olan aminoglikozitler ¢cok az lipofilik 6zellik gdsterir bu nedenle yag
molekiilii iceren zarlardan gecisleri sinirlidir. (17)

Aminoglikozit antibiyotikler bulundurduklar1 kimyasal yapilarina gore bes

aileye ayrilmaktadir: Streptomisin, kanamisin, gentamisin, neomisin ve spektinomisin
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(17). Streptomisin ailesi: streptomisin aminoglikozitini, kanamisin ailesi: kanamisin
A,B, amikasin, tobramisin ve dibekasini, gentamisin ailesi: gentamisin C1, Cla, C2,
sisomisin, netilmisin, isepamisini, neomisin ailesi: neomisin ve paromamisini ve
spektinomisin ailesi ise spektinomisin aminoglikozitini igerir (17).

Streptomyces tiirlerinden elde edilen aminoglikozitler adlandirilirken -mycin
eki getirilir. Ornegin: streptomycin, neomycin, kanamycin ve tobramycin.
Micromonospora tiirlerinden elde edilen aminoglikozitler adlandirilirken ise -micin
eki getirilir. Ornegin: gentamicin ve sisomicin. Aminoglikozitlerinin sonundaki ekler
ile bu farklilik gosterilmektedir (17).

En sik kullanilan aminoglikozit antibiyotik olan tobramisin, anti-pseudomonal
etkisi en yiiksek olmasi sebebiyle tedavide ilk sirada yer almaktadir fakat ototoksisite,
nefrotoksisite ve miyelotoksisiteye sebep oldugu icin biiylik dezavantajlar1 vardir.
Aminoglikozit antibiyotiklerin kullanan kisilerde isitme kaybina neden olma orani
%33’ken, vestibiilotoksisite oran1 %15 olarak bildirilmistir (20,21).

En toksik aminoglikozit olan neomisini sirasiyla gentamisin, kanamisin ve
tobramisin antibiyotikleri takip eder, vestibulotoksik 6zellik gosteren streptomisin ve
gentamisin disinda kalan aminoglikozitler ise ilk sirada ototoksik 0Ozellik
gostermektedir fakat netilmisinin diger aminoglikozitlere oranla daha az ototoksik

ozellikte oldugu bulunmustur (20,21).
2.7. Aminoglikozit Antibiyotiklerin Bakteriye Etki Mekanizmasi

Antibiyotiklerin  bakterilere etki ~mekanizmasi1 bakteri  gelisiminin
durdurulmasin1 hedefleyen bakteriyostatik ve bakterinin oldiiriilmesini hedefleyen
bakterisidal etki olmak tizere iki sekildedir. Bakteri hiicresinin igerisine girerek inaktif
forma doniismeden ve metabolize edilmeden bakteri hiicresinin inhibisyonunu
hedefleyen antibiyotikler; bakterinin hiicre membranini, hiicre duvarini veya protein
sentezi ve replikasyon gibi cesitli fonksiyonlarini engelleyerek bakteriye etki etmeyi
hedefler. (22, 23).

70S prokaryotik ribozomlar 30S ve 50S alt birimlerinden olusurken, 80S
okaryotik ribozomlar 40S ve 60S alt birimlerden olusmaktadir (24).

Aminoglikozit antibiyotikler bakterinin 30S ribozomal alt biriminin 16S

ribozomal RNA’sina baglanip bakteriyel kod okuma hatalarina neden olarak bakteriyel
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protein sentezinin engellenmesi yoluyla bakteriye etki etmekte ve bakteriyel 6liime
neden olmaktadir (24).

Mitokondrinin bakterilerden tiiredigi ‘’endosimbiyotik teori” Okaryotlar
tarafindan bakterilerin hiicre i¢ine alinmasiyla, konakg¢i ile simbiyotik bir iligki
kuruldugu ve bu siire¢ boyunca evrimleserek mitokondriyi olusturdugu teoridir, bu
nedenle Okaryotik mitokondriyal ribozomlarin prokaryot 70S ribozomlarina daha
benzer oldugu tespit edilmistir (23, 24).

MTRNRI1 gen mutasyonlari, 12S rRNA’nin ikincil yapisini1 degistirip bakteriye
benzer hale getirerek aminoglikozitlere daha duyarli hale getirir ve aminoglikozitler
16S rRNA bakteri ribozomal RNA’sin1 hedefledikleri gibi, insan 12S rRNA’sim
hedefleyip kolayca baglanir ve insan mitokondriyal protein sentezinde hatalara neden

olur (22, 24).
2.8. Aminoglikozitler ve Ototoksisite

Isitme, kulagin en biiyiik dis kismin1 olusturan kulak kepgesiyle yakalanan ses
dalgalarinin orta ve i¢ kulak yapilar1 boyunca iletilmesi ve koklear sinirler yoluyla
beyin merkezlerine ulagsmasiyla ses olarak anlam kazanmasi siirecidir. Normal isitme
ISO-1969’a gore 25 dB’den daha diisiik isitme esiginin bulunmasi olarak kabul edilir
(25). Isitme kaybx tipleri: iletim tipi isitme kayb1, sensdrindral tip isitme kaybi, mikst
tip, santral tip ve fonksiyonel (organik olmayan) tip isitme kayb1 olmak {izere 5 sinifta
incelenir (26).

Ototoksisite ise kullanilan bir ila¢ veya kimyasalin i¢ kulakta fonksiyon
bozuklugu ve hasara neden olmasi seklinde tanimlanmakta ve sendromik olmayan,
sensOrindral tip isitme kaybi olarak siniflandirilmaktadir (27). Sensorindral isitme
kayb1 ise yok (0— 15 dBHL), minimal (16-25 dBHL), hafif (26-40 dBHL), orta (41-60
dBHL), siddetli (61-90 dBHL) ve derin (91 dBHL'den vyiiksek) olarak
siniflandirilmaktadir (28).

Pseudomonas enfeksiyonu bulunan kistik fibrozis hastalarinin tedavisinde
inhaler veya intravendz olarak kiirler halinde uygulanan aminoglikozitler, genis
spektrumlu olmasi, kisilerde nadiren alerjik reaksiyonlara sebep olmasi, direng
gosteren enfeksiyonlarda olduk¢a etkili olmast gibi nedenlerle siklikla

kullanilmaktadir (14).



18

Aminoglikozit tedavisinin kistik fibrozis hastalar1 lizerinde hayat kalitesini
artirdigl, atak sikligimi azalttigi ve akciger fonksiyonlarinda iyilesmeler sagladigi
belirlense de anti-pseudomonal etkili bu antibiyotiklerin en biliyiikk dezavantaji
kisilerde ototoksisiteye neden olmasidir. Streptomisin ve gentamisin digindaki
aminoglikozitlerin neden oldugu ototoksisite oram1 %33 olarak bilinmekte ve
genellikle isitme kaybi ile beraber bas donmesi de bu bulgulara eslik etmektedir (29).

Lokal veya parenteral sekilde tedavide kullanilabilen aminoglikozitlerin
gastrointestinal emilimleri iyi olmadigindan, isitme i¢in her iki kullanim sekli de
ototoksisiteye neden olabilmektedir. Aminoglikozitlerin lokal kullanimi ile kulakta
bulunan yuvarlak pencere araciligiyla pasif veya aktif transportu gergeklesen
aminoglikozitler sistemik dolasima karigsmaktadir (30).

Aminoglikozit antibiyotik kullanimi sonucu karsilagilan ototoksisite sikligi
yetiskinlerde %2-45 ve yeni doganlarda %0-2 olarak bilinmekte ve hastalarda
ototoksisitenin kabul edilmesi i¢in aminoglikozit kullanim sonrasinda kisilerde 10
desibellik (dB) isitme kayb1 beklenmektedir (30).

Biiyiik yapili molekiiller olan aminoglikozitler, sistemik veya apikal yol ile i¢
kulaga girerek burada birikir. Sistemik yolu izleyen aminoglikozitler, tiiy hiicrelerinin
iyon-s1vi dengesini ayarlayan kan-labirent bariyerini (KLB) gegerek stria vaskiilaris
yoluyla i¢ kulaga ulasir (15). Diger yandan topikal uygulamada, aminoglikozit
antibiyotik, kan-labirent bariyerini atlayarak yuvarlak pencere ile i¢ kulaga ulasir (31).

I¢ kulaga ulasan aminoglikozit antibiyotikler apikal yiizeyden endositoz
yoluyla veya transdiiksiyon kanallar araciliiyla emilir ve i¢ kulak koklear hiicrelerin
mitokondrilerine girerek birikir (31). 12S rRNA mutasyonlarinin da varligi ile
mitokondriyal ribozomlarin translasyonu inhibe edilir, oksijen tliketim hizinin
azalmasiyla oksidatif fosforilasyonla O: suya doniistiiriilemez, {iiretilen ATP’nin
azalmasiyla hiicre ici reaktif oksijen tiirleri (ROS) artar ve mitokondri membraninin
da tahribatiyla koklear apoptoz gergeklesir boylece aminoglikozit kaynakli isitme
kayb1 ortaya ¢ikar (31).
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Porlar acilir

Sekil 2.6. Aminoglikozitlerin i¢ kulak koklear hiicre tahribatina yol agmasi.
Aminoglikozitler i¢ kulak koklear hiicrelerin mitokondrilerine girerek
birikir. 12S rRNA mutasyonlarinin da varlig1 ile mitokondriyal
ribozomlarin translasyonu inhibe edilir, {iretilen ATP’nin azalmasiyla
hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS) artar ve mitokondri membraninin da
tahribatiyla koklear apoptoz gergeklesir (32).

Normal sartlar altinda ROS organizmalarin metabolizmalarinda bulunan,
proliferasyon, apoptoz ve gen ekspresyonu gibi hiicresel siireclerde yer alan normal
bir Uriindiir ve i¢ kulakta homeostaz1 saglamak i¢in glutatyon gibi antioksidanlar
yardimiyla kolaylikla temizlenmektedir ancak aminoglikozit ilaglar, yaslanma ve
cevresel faktorler bu dengeyi bozmaktadir (33). Aminoglikozitler, demir ve bakir gibi
metallerle birleserek reaktif oksijen tiirlerini olusturabilmektedir. Aminoglikozit
antibiyotiklerin i¢ kulakta bulunan duyu hiicreleri ve noronlara zarar veren, bu
hiicrelerin esas olarak apoptozu indiikleyen i¢ yoldan, kaspaz aktivasyonu ile hiicre
nekrozu ve apoptozuna neden oldugu bilinmektedir. Sonug olarak isitme kaybina yol
acan reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminde ve ototoksisitede aminoglikozitlerin 6nemli

bir rolii oldugu bildirilmistir (33).
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Mitokondriyal DNA’da MTRNR1 (12S ribozomal RNA) geninde bulunan
m.1555A>G, m.1494C>T ve m.1095T>C mutasyonlarimin aminoglikozit iligkili
ototoksisite riskini artirdig1 bilinmektedir.

Heteroplazmi goriilme orani oldukca az olmakla beraber (%3.4), mutant
kopyalarin %20'sinden azini tagiyan heteroplazmik hastalarda mutasyonun isitme
kaybina neden olmadig1 ve bu hastalarin asemptomatik veya hafif isitme kaybina sahip
oldugu bilinmektedir. %52'den fazla mutant kopya sayisina sahip heteroplazmik
hastalarda ise bu durum, orta ile siddetli isitme kaybi ile ortaya ¢ikmaktadir (34).

Mutasyon varliginda insan MTRNRI1 gen yapisinda bir aminoglikozit
baglanma bolgesi olusmasiyla, mitokondriyal protein sentezi azalir, serbest radikal
olusumu ve ardindan hiicrenin Oliimii gerceklesir (35). Bunun sonucunda
aminoglikozitler tarafindan indiiklenen isitme kayb1 gdzlenmektedir. Aminoglikozit
maruziyetiyle iligkili igitme kaybi, tek bir dozdan sonra bile ortaya ¢ikabildigi gibi,
bilateral, geri doniisiimsiiz veya koklear implantasyon gerektirebilecek kadar siddetli

olarak ortaya ¢ikabilmektedir (36).
2.9. Mitokondriyal DNA ve MTRNR1 Gen Mutasyonlar:

Mitokondri; 1850 yilinda Kolliker tarafindan kesfedilen, tiim 6karyotlarda var
olan, oksidatif fosforilasyon (OXPHOS), hiicresel sinyalizasyon, mitokondride
metabolik dengenin saglanmasi, hiicre yaslanmasi ve hiicresel apoptoz mekanizmasi
gibi ¢esitli hiicresel siireglerde gereken enerjinin elde edilmesinden sorumlu, ¢ap1 0,75-
3 uwm arasinda degisebilen en dnemli organellerden biridir (37). Kolliker tarafindan
kesfedilse de ilk olarak 1948 yilinda Eugene Kennedy ve Albert Lehninger’in
caligmalar1 sonucu hiicrede oksidatif fosforilasyon siireglerinden sorumlu oldugu
bulunmustur (37).

Mitokondriyal kaliimdan 1970’li yillarin sonlarma dogru s6z edilmeye
baslanmig, 1981 yilinda ise insan ve farkli tiirlerdeki mitokondriyal DNA’nin dizi
analizi Anderson ve arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilmis ve bu tarihten itibaren ise
mitokondriyal DNA ve mitokondriyal DNA hastaliklar ile iligkili ¢alismalar hiz
kazanmistir (37).

Mitokondride oksidatif fosforilasyon, mitokondri i¢ zarina yerlesmis halde

bulunan ve solunum zincirini olusturan, birkaci niikkleer DNA (nDNA) ve birkac¢1 da
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mitokondriyal DNA (mtDNA) tarafindan kodlanan bes enzim kompleksi tarafindan
gercgeklestirilir. 16.569 baz ¢ifti uzunlugunda, piirinler bakiminda zengin bir agir ve
pirimidinler bakimindan zengin bir hafif olmak {izere ¢ift zincir iceren ve halkasal
yapida bulunan insan mitokondriyal DNA’s1, 16S ve 12S olmak iizere iki ribozomal
RNA (rRNA), 13 adet solunum zinciri alt {initesinin proteinlerini kodlayan mesajci
RNA (mRNA), 22 tastyict RNA (tRNA) olmak tizere 37 gen kodlamaktadir (37). Cift
zincir igeren ve halkasal yapida bulunan mitokondriyal DNA’da birbirinden farkli iki
adet replikasyon orijini bulunur ve displacement loop (D-loop) isimli lizerinde gen ve
intron bulundurmayan kontrol bolgesinde, 16S ve 12S rRNA’y1 sentezleyen agir
zincirin  replikasyon orijini yer almaktadir (37). Mitokondriyal DNA’nin
transkripsiyonu sirasinda polisistronik transkripsiyon gergeklesir ve agir ile hafif
zincirler birbirine zit sekilde ilerler, bu nedenle niikleer DNA ile mitokondriyal DNA
transkripsiyon agisindan farkliliklar i¢ermektedir. Mitokondriyal DNA, niikleer
DNA’dan bagimsiz bir replikasyon ve transkripsiyon mekanizmasina sahiptir fakat
niikleer DNA tarafindan kodlanan enzimler yardimu ile replikasyon ve transkripsiyon
olaylarimi gergeklestirir (37).

Mitokondrinin bakterilerden tiiredigi teori olan ‘’endosimbiyotik teori”
Okaryotlar tarafindan bakterilerin hiicre i¢ine alinmasiyla, konakg1 ile simbiyotik bir
iliski kuruldugu ve bu silire¢ boyunca evrimleserek mitokondriyi olusturdugu
diistiniilmektedir. 55S memeli mitokondriyal ribozomu, 12S rRNA’y1 kodlayan 28S ve
16S rRNA’y1 kodlayan 39S olmak iizere iki alt birimden olusmaktadir. Okaryotlarda
sitoplazma disinda mitokondride bulunan ribozomlarin prokaryot 70S ribozomlarina
daha benzer oldugu tespit edilmistir (38).

Mitokondriyal DNA ile niikleer DNA’nin translasyon sirasinda neredeyse
tamamen genetik kodlart ayni olup, mitokondride AUA “’metiyonin” kodlarken
evrensel kodonda “’izolosin” kodlamakta, mitokondride *’triptofan” kodlayan UGA
evrensel kodonda “’stop” kodonu olmasi gibi farkliliklar bulunmaktadir (39).
Genellikle sitoplazmik bir kalirim gosteren mitokondriyal DNA’da bu genler anasal
(maternal) olarak adlandirilan anne yolu ile yavrulara aktarim seklinde gergeklesir
(39). Mitokondriyal DNA’da meydana gelebilecek bir mutasyon sonucu hiicrede

mutant ve normal mitokondriyal DNA’lar bir arada bulunur ve sonraki nesilde
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yavrulara rastgele dagitilabilir, bu nedenle mitokondriyal DNA heteroplazmik bir
dagilim gosterebilmekte ve mitokondriyal DNA ¢alismalarinda karsilasilabilmektedir.

MTRNRI1 geni, insan mitokondriyal 12S rRNA’sin1 kodlamaktadir. Ozellikle,
12S rRNA geninin farkli popiilasyonlarda aminoglikozit kaynakli sendromik olmayan
sensorindral isitme kaybinda hot spot bir gen oldugu bulunmustur (40,41,42).
MTRNRI gen mutasyonlar1 anneden aktarilarak maternal kalitim ile isitme kaybina
neden olabilecegi gibi, isitme kaybi Oykiisli bulunmayan bir ailelerde de karsimiza
¢ikabilmektedir.

MTRNRI genindeki m.1555A>G, m.1494C>T ve m.1095T>C mutasyonlari,
aminoglikozit kaynakli ototoksisite ile iligkili en yaygin ii¢c mutasyondur. MTRNR1
geninde en sik rastlanan ve isitme kaybina yol agan mutasyon m.1555A>G
mutasyonudur ve klinik tedavilerde, hastalarda aminoglikozit antibiyotik kullanimina
bagl olarak ortaya ¢ikabilmesi nedeniyle olduk¢a 6nem arz etmektedir. m.1555A>G
mutasyonundan sonra, daha nadir rastlanan m.1491C>T mutasyonu ise yine
aminoglikozit kaynakli isitme kaybuiyla iligkili bulunmustur. Bu iki mutasyon disinda
ise m.1095T>C mutasyonu digerlerine kiyasla en nadir rastlanan aminoglikozit
ototoksisitesiyle iliskili mutasyondur ve esas olarak mitokondriyal ribozomlarin kiigiik

alt birimlerinde meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanir.
2.9.1. m.1555A>G ve m.1494C>T Mutasyonu

m.1555A>G mutasyonu, aminoglikozit kaynakli isitme kaybinda en yaygin
goriilen (9%0.8) mitokondriyal 12S rRNA mutasyonudur ve homoplazmik m.1555A>G
mutasyonunun diinya ¢apinda sendromik olmayan bir¢ok isitme kaybina neden oldugu
bildirilmistir (43). m.1555A>G mutasyonundan sonra en sik goriilen ikinci mutasyon
(%0.64-7) mitokondriyal 12S rRNA geni m.1494C>T mutasyonudur (44).
Mitokondriyal 12S rRNA’da helix 44’te yer alan ve 1494. pozisyonda bulunan
niikleotit yiiksek oranda korunmustur ve 1555. pozisyona karsilik gelmektedir. Insan
mitokondrisinde yabanil tipte 1555 pozisyonundaki niikleotit yiiksek oranda korunmusg
A’dir. (E. coli 16S rRNA’da 1491. pozisyona karsilik gelir) (43,45). Bunun 1494.
pozisyonda bulunan C ile eslesmesi beklenir fakat mutasyon sonucu G’ye doniisiir ve
12S rRNA’nin ikincil yapisint E.coli 16S rRNA’ya karsilik gelen bolgesine daha

benzer hale getirir ve bakterilerde oldugu gibi bir aminoglikozit baglanma bdolgeleri
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olusur (43,46). Boylece m.1555A>G ve m.1494C>T mutasyonu, 12S rRNA’nin ikincil
yapisini degistirip bakteriye benzer hale getirerek aminoglikozitlere daha duyarli hale
getirir ve aminoglikozitler 16S rRNA bakteri ribozomal RNA’sin1 hedefledikleri gibi,
insan 12S rRNA’sim1 hedefleyip kolayca baglanir ve insan mitokondriyal protein

sentezinde hatalara neden olur (45,46) (Sekil 2).
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s ¥ G--C G-C G--C
G-C G--C G-C G--C
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Yabaml Tip m.1555A>G m.1494C=>U
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Sekil 2.7. E. coli 16S rRNA ve insan mitokondriyal 12S rRNA’s1. E. coli 16S rRNA
bolgesindeki aminoglikozit baglanma bolgesi (A) ile gosterilmistir. E. coli
16S rRNA bolgesindeki aminoglikozit baglanma bdlgesinin insan
mitokondriyal 12S rRNA'sina karsilik gelen yabanil tip bolge (B),
m.1555A>G mutasyonu (C), ve m.1494C>T mutasyonu (D) oklarla
gosterilmistir. Mutasyonlar sonucu insan mitokondriyal 12S rRNA’s1, E.

coli 16S rRNA aminoglikozit baglanma bolgesine benzer hale gelmektedir
(43).

2.9.2. m.1095T>C Mutasyonu

MTRNRI1 (128 rRNA) genindeki m.1095T>C mutasyonu, m.1555A>G ve
m.1494C>T mutasyonlarindan sonra en sik goriilen tigiincii (%0.6) mutasyondur. 12S
rRNA’nin evrensel olarak korunan mitokondriyal ribozomun peptidil bolgesinde, 25.
loop (helix)‘ta meydana gelmektedir. Bu nedenle m.1095T>C mutasyonuyla birlikte
korunmus /oop yapisinin konfiglirasyonunda meydana gelen degisimler sonucunda
translasyon sirasinda aminoasitlerin aminoagil baglanma bdolgesinden peptidil
baglanma bdlgesine transloke olamadigi bilinmektedir. Mitokondriyal protein

sentezinin bozuldugu ve sitokrom ¢ oksidaz aktivitesinde 6nemli bir azalmanin oldugu
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literatlirde belirtilmistir (47). m.1095T>C mutasyonu olan bireylerde, kontrol grubuna
oranla apoptotik hiicre sayisinda on kat artis oldugu bdylece bu mutasyonun patojenik
bir mutasyon oldugu bulunmustur.

Yapilan aragtirmalar ile m.1555A>G mutasyon varliginin isitme kaybina neden
olan bir faktdr oldugu bilinse de m.1555A>G ile m.1095T>C mutasyonunun co-
segregasyonunun goriildiigii bireylerde isitme kaybinin daha da siddetlendigi
belirtilmektedir (48).
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3. BIREYLER VE YONTEMLER
3.1. Bireyler
3.1.1. Hastalarin Klinik Ozellikleri

Calismamizda yer alan ve mutasyon taramasi yapilan bireyler, 2013 y1l1 ocak
ay1 - 2023 yili ocak ay1 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Cocuk Gogiis
Hastaliklar1 Anabilim Dal1 tarafindan takip edilen, ter testi ve mutasyon analizi gibi
yontemlerle kistik fibrozis tanis1 konulan ve Hacettepe Universitesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal1 tarafindan kistik fibrozis oldugu molekiiler analizlerle dogrulanan, 3-
14 yaglar1 arasinda bulunan 68 kiz (%57.1) ve 51 (%42.9) erkekten olusan 119
hastadan meydana gelmektedir. Caligma grubunun yas ortalamast ise 11°dir.

Hastalarin odyolojik sonuclari, aminoglikozit kullanip kullanmama durumu,
cinsiyet, yas, CFTR mutasyonlari, FEV1 deger diistikliigli, enfeksiyon/kolonizasyon
durumu, nazal polip bulundurup bulundurmama gibi klinik veriler kaydedilmistir.

Calismamizda yer alan kistik fibrozis tanilt 119 hastanin CFTR mutasyonlari:
F508del/F508del mutasyonlu ve F508del/heterozigot mutasyonlu 40 kisi (%33.7) ve
diger mutasyonlara sahip 79 kisi (%66.3) olarak tespit edilmistir. SPSS yazilim analizi
sirasinda ise F508del/F508del mutasyonlu ve F508del/heterozigot mutasyonlu hastalar
ve diger mutasyonlara sahip hastalar olmak tizere iki grup seklinde degerlendirilmistir.

Tez calismasinda bulunan hastalar, geri Odemeleri onaylanmadigi icin
modiilator tedaviye erisim saglayamayan pediatrik kistik fibrozis hastalarindan
olusmaktadir.

FEV1 deger diisiikliigii kullanilarak hastalar z-skoru >—1.645 ise normal, z-
skoru —1.65 ve —2.5 arasinda ise hafif, z-skoru —2.51 ve —4 arasinda ise orta ve z-skoru
<—4.1 ise agir seklinde degerlendirilmistir. Calismada bulunan 119 hastanin FEV1
deger diisiikliigii: hastalarin 77°si normal (%64.7), 19’u hafif (%15.9), 16’s1 orta
(%13.4) ve 7’si agir (%5.8) olarak bulunmustur. SPSS yaziliminda ise normal FEV1
deger diisiikliigiine sahip hastalar ve diger hastalar (hafif, orta ve agir) olmak tizere iki
grup seklinde degerlendirilmistir.

Calismamizda yer alan kistik fibrozis tanili 119 hasta, bronsektazi bulundurup

bulundurmama bakimindan degerlendirilmistir. 119 hastanin 54’tinde (%45.37)
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bronsektazi goriiliirken ve kalan 65’inin (%54.62) bronsektazi bulundurmadigi analiz
edilmistir.

Calismada yer alan kistik fibrozis tanili 119 hasta, pankreatik yetmezlik
bulundurup bulundurmama bakimindan degerlendirilmistir. 119 hastanin 113’{inde
(%94.9) pankreatik yetmezlik bulunurken, kalan 6’sinin (%5.1) pankreatik yetmezlik
bulundurmadig1 analiz edilmistir.

Tez ¢alismasinda kontrol grubunu inhaler veya intravendz (IV) aminoglikozit

kullanim 6ykiisii bulunmayan 22 kisiden (%18.4) olusan hasta grubu olusturmaktadir.
3.1.2. Otolaringolojik ve Odyolojik Analizler

2013 y1l1 ocak ay1 - 2023 y1l1 ocak ayi tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi
Cocuk Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dali tarafindan takip edilen, kistik fibrozis oldugu
bilinen hastalarin, mitokondriyal 12S rRNA bdélgesinin mutasyon taramasi yapilmadan
once, bu hastalarm her biri Hacettepe Universitesi Kulak Burun Bogaz polikliniginde
degerlendirilerek KBB muayeneleri gergeklestirilmis ve nazal polip bulunma gibi
KBB ile iliskili semptomlar1 kaydedilmistir.

KBB muayeneleri gerceklestirilen tez ¢calisma grubunda bulunan 119 hastanin
28’inde (%?23.5) nazal polip goriiliirken, geri kalan 91 hastada (%76.4) bu bulguya
rastlanmamuistir.

KBB muayeneleri gerceklestirilen ¢ocuklara sirasiyla yapilan isitme testleri:
isitme seviyesi (dB-ISO-1964), frekanslar (Hz), saf ses ortalamasit (dB-SSO),
konusmay1 anlama esigi (dB-KAE), konugmay1 fark etme esigi (dB-KFE), konusmay1
ayirt etme (%), tedirgin edici ses yliksekligi (dB) ve timpanometridir.

Sensorindral isitme kaybi: yok (0— 15 dBHL), minimal (16-25 dBHL), hafif
(26-40 dBHL), orta (41-60 dBHL), siddetli (61-90 dBHL) ve derin (91 dBHL'den
yiiksek) olarak siniflandirildi.
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Tablo 3.1. Isitme kayb1 dereceleri

Isitme Kayb1 Derecesi Saf Ses Ortalamasi (Db HL)
Normal isitme 0-15

Minimal derecede igitme kaybi 16 - 25

Hafif derecede isitme kayb1 26 - 40

Orta derece isitme kaybi 41 - 60

Siddetli derecede isitme kaybi1 61- 90

Derin derecede isitme kayb1 91>

Tez caligmasinda hastalarin odyolojik tetkikleri sonucu degerlendirilirken
isitme testi normal olan ve isitme kaybi bulunan hastalar olmak tizere iki grup
belirlendi.

Calismaya katilan 119 hastanin 13’linde (%10.9) isitme kaybu tespit edildi, geri
kalan 106 (%89.1) hastanin ise isitme testi sonucu normaldi.

Isitme kaybi tespit edilen 13 hastanin ise yiiksek frekansli (91>) sensorindral

isitme kaybina sahip oldugu analiz edildi.
3.1.3. Aminoglikozit Kullanim Oykiisii

Tez galigmasinda hastalarin aminoglikozit kullanma Oykiilerine gore iki grup
belirlendi: inhaler veya intravendéz (IV) aminoglikozit tedavisi alan ve hig
aminoglikozit tedavisi almayan.

119 hastanin 97°sinde (%81.5) intravendz (IV) veya inhaler aminoglikozit alma
Oykiisii vardi. 97 hastanin 32°si (%26.8) intravenodz, 20’si (%16.8) inhaler ve 45’1
(%37.8) intravendz ve inhaler aminoglikozit kullanma 6ykiisti oldugu bilinmektedir.
Kalan 22 hasta (%18.4) ise aminoglikozit kullanim &ykiisii bulunmayan 5-14 yas
arasindaki kistik fibrozis hastalarinin bulundugu kontrol grubunu olusturmaktadir.

Intravendz (IV) veya inhaler aminoglikozit alan 97 hastanin 13’iinde (%13.4)
sensoOrindral igitme kaybi vardi ve bu hastalarin 5’inde ise yiiksek frekanshi (> 8kHz)

isitme kayb1 mevcuttu.
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Hasta sayis1 n: 119
Yas (ortalama) 3.8-14.2 (11)
Teshis yas1 (ortalama) 1-5(3)

Kiz, erkek hasta sayisi

68 (%57.1), 51(%42.9)

CFTR mutasyonu, n (%) n:119
e F508del 40 (%33.6)
e Diger 79 (%66.3)
Isitme testi sonuglart n:119
e Normal igitme 106 (%89.0)
e Isitme kayb1 olan 13 (%10.9)
Nazal polip bulunma durumu n:119

e Nazal polip olan
¢ Olmayan

28 (%23.5)
91 (%76.4)

Pankreatik yetmezlik n:119
e Pankreatik yetmezlik var 113 (%94.9)
e Pankreatik yetmezlik yok 6 (%5.1)
Bronsektazi n:119

e Bronsektazi var
e Brongektazi yok

54 (%45.37)
65 (%54.62)

Pseudomonas aeruginosa kolonizasyonu n:119
e Kolonizasyon olan 103 (%86.5)

e Olmayan 16 (%13.4)
FEV1 deger diistikliigi n:119
e Normal 77 (%64.7)

e Diger (hafif/orta/agir) 42 (%32.3)
Aminoglikozit kullanma 6ykiisti n:119
e Aminoglikozit kullanan 97 (%81.5)
-Intravendz 32 (%26.8)
-Inhaler 20 (%16.8)
-Intravendz + inhaler 45 (%37.8)

e Aminoglikozit kullanmayan 22 (%18.4)
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3.1.4. Calismalarda Kullamilan Kimyasal Malzeme, Soliisyon ve Cihazlar

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Hasta DNA’larimin
Amplifikasyonu

Distile su

Taq DNA Polimeraz: 5 U/pl

(NH4)SO4 igeren 10X Buffer
Deoksiriboniikleotit trifosfat (ANTP) : 2.5 mM
MgCI2: 25 mM

Forward primer : 10 uM

Reverse primer : 10 uM

DNA :100ng/ul

PCR Sonucunun Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

Agaroz (electrophoresis grade) Nzytech
Tris-Asetat-EDTA Tamponu (pH:8,0)
Yiikleme Tamponu:

- 1x TAE tamponu : 4,5 ml

- Orange G boyas1 : 0,01 g

- Etidyum Bromiir (Sigma) :10 mg/ml

- Distile su

- Molekiiler agirlik belirleyicisi (50 bg) (Nzytech)

Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ile Hasta
DNA’larimin Mutasyon Analizi

Distile su

BsmAI rCutSmart™ Buffer 10X (New England Biolabs)
BsmAI Enzim 1,000 tinite/ml (New England Biolabs)
Hphl rCutSmart™ Buffer 10X (New England Biolabs)
Hphl Enzim 5,000 iinite/ml (New England Biolabs)
PCR firtini 10 pl
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3.2. Yontemler
3.2.1. m.1555A>G Mutasyon Taramasi
Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in Primerlerin Hazirlanmasi

m.1555A>G mutasyonunu iceren MTRNRI gen bolgesi (GenBank:
NC 001807) m.1555A>G mutasyonunun tespiti ic¢in literatiir referans alinarak
liyofilize haldeki mtDNA’daki 1354-1377 pozisyonuna karsilik gelen forward (F) ve
mtDNA’daki 1580-1601 pozisyonuna karsilik gelen reverse (R) primerler satin alind1
(41). Primerler DNaz RNaz igermeyen steril saf su ile ¢ozdiriilerek 100 pmol
(pikomol)/ul, 10 pmol/ul’lik ara stoklar olarak hazirlanarak -20°C kosullarinda

sakland1. Calismada kullanilan primer dizileri Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 3.3. m.1555A>G Mutasyon Taramast PCR i¢in kullanilan Primer Dizileri (41)

F sentetik oligoniikleotid primer dizisi | 5>AGAAATGGGCTACATTTTCTACCC’3

R sentetik oligoniikleotid primer dizisi | 5’GTTCGTCCAAGTGCACCTTCCA’3

Polimeraz Zincir Reaksiyonu icin Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi

m.1555A>G mutasyonunun tespiti i¢in, tiip basina reaksiyon hacmi toplam 30

ul olacak sekilde, asagida verilen deney kosullarinda PCR karigimi hazirlandi.

PCR reaksiyonu 1 rxn (pl)
Buffer 10X 3ul
MgCl, 2 ul
dNTP (10 mM) 2 ul
Forward Primer (10 uM) 1 ul
Reverse Primer (10 uM) 1 ul
Taq DNA Polimeraz (5 U/uL) 0.5 ul
dH20 19 ul
Toplam master mix 28 ul
DNA (100 ng/ul) 2 ul

Toplam hacim: 30 pl
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Reaksiyon Kosullari

94° C -3 dk
94° C 230 sn
60° C 245 sn 35 déngl
72°C =>30sn
72° C >3 dk

V V V V VY

Agaroz Jelin Hazirlanmasi

PCR firiinlerinin kontrol edilmesi i¢in %?2’lik konsantrasyonda agaroz jeli
hazirlarken agarozdan 2 gram tartildt ve 100 ml 1xTBE tamponu igerisinde
¢ozdiiriilerek mikrodalga firin igerisinde maksimum sicaklikta kaynatildi. Daha sonra
soguk suda 50-60°C olana kadar sogutularak icerisine 7 pl etidyum bromdiir (EtBr)
eklendi ve elektroforez kasetine tarak yerlestirilerek igerisine agaroz jel dokiildii.
Yaklasik 25 dakika jelin soguyup polimerlesmesi beklendi ve kaset igerisindeki tarak

cikarilarak elektroforez tankina yerlestirildi.
PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

Amplifikasyonu gerceklestirilen PCR iiriinlerinden 5 pl 6rnek alinip, 5 pl
yukleme boyasi (orange G) ile karistirilarak %2’lik agaroz jeldeki kuyucuklara
¢okmesi saglandi, ardindan 50 bg’lik DNA belirte¢ (ladder) 2 pl olacak sekilde ilk
kuyucuga yiiklendi. Elektroforez tankinin elektrotlar gii¢ kaynagina takilarak 120V,
130 miliamperde yaklasik 40 dakika elektroforez edildi. Siire sonunda 6rnek yiiklii jel
UV transluminator yardimi ile kontrol edildi ve m.1555A>G mutasyonu i¢in 248

be¢’lik PCR iiriinii tespit edildi (Sekil 4.1).
m.1555A>G Mutasyonu icin Restriksiyon Enzim Kesimi

Amplifikasyonu gerceklestirilen 248 bg¢’lik PCR {irlinlindeki mutasyon analizi
bu boélgeye spesifik restriksiyon endoniikleaz enzimi olan BsmAIl (New England Bio
Labs ®) kesim enzimi kullanilarak gerceklestirildi. BsmAI restriksiyon endoniikleaz

enzimi ile amplikonun kesilmesi i¢in tanima dizisi GTCTC (1/5) bolgesidir. Asagida
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verilen miktarlar ile toplam hacim 20 pl olacak sekilde reaksiyon hazirlandi. Analiz

icin her bir reaksiyon tiipii bagina 10 tinite BsmAIl kesim enzimi kullanildu.

PCR reaksiyonu 1 rxn (ul)
BsmAl Enzim Buffer 10X 2 ul
BsmAl Enzimi 1ul
dH20 7 ul
Toplam master mix 10 ul
PCR iirilinii 10 ul
Toplam hacim: 20 ul

Restriksiyon endoniikleaz enzimi BsmAI ile PCR f{irlinlerinin inkiibasyon
stireleri, optimum sicaklik degeri olan 55 °C’de 16 saat olmak iizere Eppendorf

ThermoMixer C cihaz ile ger¢eklestirildi.

m.1555A>G Mutasyonu i¢in RFLP Uriiniiniin Agaroz Jel

Elektroforezinde Analizi

m.1555A>G mutasyonu, 248 bg’lik PCR {iriiniliniin BsmAI enzimi ile inkiibe
edilmesinin ardindan %3’liik agaroz jel hazirlanarak analiz edildi. %3’liik
konsantrasyonda agaroz jeli hazirlarken agarozdan 3 gram tartild1 ve 100 ml 1xXTBE
tamponu igerisinde ¢Ozdiiriildii. Mutasyon, BsmAl enzimi ile kesilen bantlarin
boylaria gore tespit edildi (Sekil 4.2).

10 pl RFLP {iriint alinip, 7 pl ylkleme boyasi (orange G) ile karistirilarak
%?3’liik agaroz jelde 120V, 130 miliamperde yaklasik 40 dakika elektroforez edildi.
Siire sonunda jel UV transluminator yardimi ile kontrol edildi.

Mutasyon yoklugunda beklenen bant boyutu, kesim sonrast 197 bg ve 51
b¢’dir. Mutasyon ile adenin niikleotidinin 1555. pozisyonda guanin niikleotidine
dontismesi durumunda GTCTC (1/5) enzim kesim bolgesi ortadan kalkar ve 248 bg’lik
PCR iiriinii kesilmeyerek baslangi¢c boyutunda kalir.

o m.I555A > 197 bg, 51 bg

o m.1555A>G > 248 bg
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3.2.2. m.1494C>T Mutasyon Taramasi
Polimeraz Zincir Reaksiyonu icin Primerlerin Hazirlanmasi

m.1494C>T mutasyonunu igeren MTRNRI gen bolgesi (GenBank:
NC 001807), m.1494C>T mutasyonunun tespiti ig¢in literatiir referans alinarak
liyofilize haldeki mtDNA’daki mtDNA’daki 1414-1434 pozisyonuna karsilik gelen
forward (F) ve mtDNA’daki 1854-1873 pozisyonuna karsilik gelen reverse (R)
primerler satin alindi (46). Primerler DNaz RNaz icermeyen steril saf su ile
¢Ozdiiriilerek 100 pmol (pikomol)/ul, 10 pmol/ul’lik ara stoklar olarak hazirlanarak -
20°C kosullarinda saklandi. Calismada kullanilan primer dizileri Tablo 2’de

verilmigtir.

Tablo 3.4. m.1494C>T Mutasyon Taramasi PCR igin kullanilan Primer Dizileri (46)

F sentetik oligoniikleotid primer dizisi | 5° GTCGAAGGTGGATTTAGCAGT’3
R sentetik oligoniikleotid primer dizisi | 5° GCAGAAGGTATAGGGGTTAG’3

Polimeraz Zincir Reaksiyonu icin Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi

m.1494C>T mutasyonunun tespiti i¢in, tiip basina reaksiyon hacmi toplam 30

ul olacak sekilde, asagida verilen deney kosullarinda PCR karisim1 hazirlandi.

PCR reaksiyonu 1 rxn (pl)
Buffer 10X 3ul
MgCl, 2 ul
dNTP (10 mM) 2 ul
Forward Primer 1 ul
Reverse Primer 1 ul
Tag DNA Polimeraz 0.5 ul
dH20 19 ul
Toplam master mix 28 ul
DNA (100 ng/ pl) 2 ul

Toplam hacim: 30 ul
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Reaksiyon Kosullari

94° C -3 dk
94° C 230 sn
57° C >45sn 35 dongl
72°C =>30sn
72°C 23 dk

V V V V VY

Agaroz Jelin Hazirlanmasi

PCR firiinlerinin kontrol edilmesi i¢in %2’lik konsantrasyonda agaroz jeli
hazirlarken agarozdan 2 gram tartildt ve 100 ml 1xTBE tamponu igerisinde
¢ozdiiriilerek mikrodalga firin igerisinde maksimum sicaklikta kaynatildi. Daha sonra
soguk suda 50-60°C olana kadar sogutularak icerisine 7 pul etidyum bromiir (EtBr)
eklendi ve elektroforez kasetine tarak yerlestirilerek icerisine agaroz jel dokiildii.
Yaklasik 25 dakika jelin soguyup polimerlesmesi beklendi ve kaset igerisindeki tarak

cikarilarak elektroforez tankina yerlestirildi.
PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

Amplifikasyonu gerceklestirilen PCR iriinlerinden 5 pl 6rnek alinip, 5 pl
ylukleme boyasi (orange G) ile karistirilarak %2’lik agaroz jeldeki kuyucuklara
¢okmesi saglandi, ardindan 50 bg’lik DNA belirte¢ (ladder) 2 pl olacak sekilde ilk
kuyucuga yiiklendi. Elektroforez tankinin elektrotlar1 giic kaynagina takilarak 120V,
130 miliamperde yaklasik 40 dakika elektroforez edildi. Siire sonunda 6rnek yiiklii jel
UV transluminatdr yardimi ile kontrol edildi ve m.1494C>T mutasyonu i¢in 441 b¢’lik
PCR iiriinii tespit edildi (Sekil 4.3).

m.1494C>T Mutasyonu icin Restriksiyon Enzim Kesimi

Amplifikasyonu gerceklestirilen 441 bg¢’lik PCR {iriiniindeki mutasyon analizi
bu bolgeye spesifik restriksiyon endoniikleaz enzimi olan Hphl (New England Bio
Labs ®) kesim enzimi kullanilarak gerceklestirildi. Hphl restriksiyon enzimi ile

amplikonun kesilmesi i¢in tanima dizisi GGTGA(8/7) bolgesidir. Asagida verilen
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miktarlar ile toplam hacim 20 pl olacak sekilde reaksiyon hazirlandi. Analiz i¢in her

bir reaksiyon tiipii bagina 10 {inite Hphl kesim enzimi kullanildi.

PCR reaksiyonu 1 rxn (ul)
Hphl Enzim Buffer 10X 2ul
Hphl Enzimi 1wl
dH20 7 ul
Toplam master mix 10 ul
PCR iirilinii 10 pl
Toplam hacim: 20 pl

Restriksiyon endoniikleaz enzimi Hphl ile PCR firiinlerinin inkiibasyon
stireleri, enzimin ¢alistig1 optimum sicaklik degeri olan 37 °C’de 18 saat olmak iizere

etlivde gergeklestirildi.

m.1494C>T Mutasyonu i¢in RFLP Uriiniiniin Agaroz Jel

Elektroforezinde Analizi

m.1494C>T mutasyonu, 441 b¢’lik PCR {iriinliniin Hphl enzimi ile inkiibe
edilmesinin ardindan %3’liik agaroz jel hazirlanarak analiz edildi. %3’liik
konsantrasyonda agaroz jeli hazirlarken agarozdan 3 gram tartildi ve 100 ml 1xXTBE
tamponu igerisinde ¢ozdiirtildii. Mutasyon, Hphl enzimi ile kesilen bantlarin boylarina
gore tespit edildi (Sekil 4.4).

10 pl RFLP {iriint alinip, 7 pl ylkleme boyasi (orange G) ile karistirilarak
%?3’liik agaroz jelde 120V, 130 miliamperde yaklasik 40 dakika elektroforez edildi.
Siire sonunda jel UV transluminator yardimi ile kontrol edildi.

Mutasyon yoklugunda beklenen bant boyutu Hphl enzimi ile kesim sonrasi 370
b¢ ve 71 bg’dir. Mutasyon ile sitozin niikleotidinin 1494. pozisyonda timin
niikleotidine déniismesi durumunda Hphl enzim kesim bolgesi GGTGA(8/7) ortadan
kalkar ve 441 bg¢’lik PCR {iriinii kesilmeyerek baslangic boyutunda kalir.

o m.1494C > 370bg, 71 bg
o m.1494C>T - 441 bg
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3.2.3. m.1095T>C Mutasyon Taramasi
Polimeraz Zincir Reaksiyonu icin Primerlerin Hazirlanmasi

m.1095T>C mutasyonunu igeren MTRNRI gen bolgesi (GenBank:
NC 001807), m.1095T>C mutasyonunun tespiti i¢in literatiir referans alinarak
liyofilize haldeki mtDNA’daki mtDNA’daki 917-936 pozisyonuna karsilik gelen
forward (F) ve mtDNA’daki 1098-1118 pozisyonuna karsilik gelen reverse (R)
primerler satin alindi (52). Primerler DNaz RNaz icermeyen steril saf su ile
¢Ozdiiriilerek 100 pmol (pikomol)/ul, 10 pmol/ul’lik ara stoklar olarak hazirlanarak -

20°C kosullarinda saklandi. Calismada kullanilan primer dizileri Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3.5. m.1095T>C Mutasyon Taramasi PCR i¢in kullanilan Primer Dizileri (52)

F sentetik oligoniikleotid primer dizisi 5S’CTCAAGTCAATAGAAGCCGG’3

R sentetik oligoniikleotid primer dizisi | S>GGCTGTTGAGGTTTAGGGGT’3

Polimeraz Zincir Reaksiyonu icin Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi

m.1095T>C mutasyonunun tespiti i¢in, tiip basina reaksiyon hacmi toplam 30

ul olacak sekilde, asagida verilen deney kosullarinda PCR karigimi hazirlandi.

PCR reaksiyonu 1 rxn (pl)
Buffer 10X 3ul
MgCl: 2 ul
dNTP (10 mM) 2 ul
Forward Primer 1 ul
Reverse Primer 1wl
Tag DNA Polimeraz 0.5l
dH-0 19 ul
Toplam master mix 28 ul
DNA (100 ng/ pl) 2wl

Toplam hacim: 30 ul
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Reaksiyon Kosullari

94° C -3 dk
94° C 230 sn
58° C 245 sn 35 déng
72°C =>30sn
72°C 23 dk

V V V V VY

Agaroz Jelin Hazirlanmasi

PCR firiinlerinin kontrol edilmesi i¢in %2’lik konsantrasyonda agaroz jeli
hazirlarken agarozdan 2 gram tartildt ve 100 ml 1xTBE tamponu igerisinde
¢ozdiiriilerek mikrodalga firin igerisinde maksimum sicaklikta kaynatildi. Daha sonra
soguk suda 50-60°C olana kadar sogutularak icerisine 7 pul etidyum bromiir (EtBr)
eklendi ve elektroforez kasetine tarak yerlestirilerek igerisine agaroz jel dokiildii.
Yaklasik 25 dakika jelin soguyup polimerlesmesi beklendi ve kaset igerisindeki tarak

cikarilarak elektroforez tankina yerlestirildi.
PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

Amplifikasyonu gerceklestirilen PCR iriinlerinden 5 pl 6rnek alinip, 5 pl
ylukleme boyasi (orange G) ile karistirilarak %2’lik agaroz jeldeki kuyucuklara
¢okmesi saglandi, ardindan 50 bg’lik DNA belirte¢ (ladder) 2 pl olacak sekilde ilk
kuyucuga yiiklendi. Elektroforez tankinin elektrotlar1 giic kaynagina takilarak 120V,
130 miliamperde yaklasik 40 dakika elektroforez edildi. Siire sonunda 6rnek yiiklii jel
UV transluminatdr yardimi ile kontrol edildi ve m.1095T>C mutasyonu i¢in 201 b¢’lik
PCR iiriinii tespit edildi (Sekil 4.5).

m.1095T>C Mutasyonu icin Restriksiyon Enzim Kesimi

Amplifikasyonu gerceklestirilen 201 bg¢’lik PCR {iriiniindeki mutasyon analizi
bu bolgeye spesifik restriksiyon endoniikleaz enzimi olan Hphl (New England Bio
Labs ®) kesim enzimi kullamilarak gergeklestirildi. Hphl restriksiyon enzimi ile

amplikonun kesilmesi i¢in tanima dizisi GGTGA(8/7) bolgesidir. Asagida verilen
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miktarlar ile toplam hacim 20 pl olacak sekilde reaksiyon hazirlandi. Analiz i¢in her

bir reaksiyon tiipii bagina 10 {inite BsmAI kesim enzimi kullanildu.

PCR reaksiyonu 1 rxn (ul)
Hphl Enzim Buffer 10X 2ul
Hphl Enzimi 1wl
dH20 7 ul
Toplam master mix 10 ul
PCR iirilinii 10 ul
Toplam hacim: 20 ul

Restriksiyon endoniikleaz enzimi Hphl ile PCR firiinlerinin inkiibasyon
stireleri, enzimin ¢alistig1 optimum sicaklik degeri olan 37 °C’de 18 saat olmak iizere

etlivde gergeklestirildi.

m.1095T>C Mutasyonu i¢cin RFLP Uriiniiniin Agaroz Jel

Elektroforezinde Analizi

m.1095T>C mutasyonu, 201 b¢’lik PCR {iriinliniin Hphl enzimi ile inkiibe
edilmesinin ardindan %3’liik agaroz jel hazirlanarak analiz edildi. %3’liikk
konsantrasyonda agaroz jeli hazirlarken agarozdan 3 gram tartildi ve 100 ml 1xXTBE
tamponu igerisinde ¢ozdiiriildii. Mutasyon, Hphl enzimi ile kesilen bantlarin boylarina
gore tespit edildi (Sekil 4.6).

10 pl RFLP {iriint alinip, 7 pl ylkleme boyasi (orange G) ile karistirilarak
%3’liik agaroz jelde 120V, 130 miliamperde yaklasik 40 dakika ve %12’lik
poliakrilamid jelde 6 saat olmak lizere elektroforez edildi. Siire sonunda jel UV
transluminator yardimai ile kontrol edildi.

Mutasyon yoklugunda Hphl enzimi 201 bg’lik amplikonu sirasiyla 143, 31 ve
27 bg boyutlarinda ii¢ parcaya boler. m.1095T>C mutasyonunun varligi ile, timin
niikleotidinin 1095. pozisyonda sitozin niikleotidine doniismesi durumunda, Hphl
enziminin amplikonu kesebilecegi fazladan bir boliinme bolgesi ortaya ¢ikar ve 114,

31, 29 ve 27 b¢ boyutlarinda fragmanlar tretilir.
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o m.1095T -> 143,31 ve 27 bg
o m.1095T>C - 114, 31, 29 ve 27 bg

3.2.4. Etik Kurul izni

Bu tez caligmasinda mutasyon taramasi yapilan bireyler, Hacettepe
Universitesi Biyobanka Onamlar1 almarak Hacettepe Universitesi Nadir Hastalik
Biyobankasi’nda saklanan Ornekler arasindan retrospektif olarak secilmis,
ebeveynlerden ve c¢ocuklardan bilgilendirilmis onam formu imzalatilarak onay
alinmustir.

Tez arastirmasi Hacettepe Universitesi Etik Kurullart ve Komisyonlari

tarafindan onaylanarak kabul edilmistir.
3.2.5. Istatistiksel Analiz

Tiim veriler SPSS yazilimi (IBM SPSS Statistics 27.0) kullanilarak analiz
edilmistir. Elde edilen verilerin analizinde, ¢aligmada yer alan hastalarin odyoloji
sonuglari, aminoglikozit kullanip kullanmama durumu, cinsiyet, yas, CFTR
mutasyonlar1, FEV1 deger diisiikliigii, kolonizasyon durumu, nazal polip bulundurup
bulundurmama gibi degiskenler degerlendirildi. Kategorik verilerde iki veya daha
fazla grup arasinda anlamli bir fark olup olmadiginin karsilastirilmasinda ki-kare

testleri yapild1 ve istatistiksel anlamlilik degeri p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda yer alan ve mutasyon taramasi yapilan bireyler, 2013 yil1 ocak
ay1 - 2023 yili ocak ay1 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Cocuk Gogiis
Hastaliklar1 Anabilim Dali tarafindan takip edilen, ter testi ve mutasyon analizi gibi
yontemlerle kistik fibrozis tanis1 konulan ve Hacettepe Universitesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal1 tarafindan kistik fibrozis oldugu molekiiler analizlerle dogrulanan, 3-
17 yaslar1 arasinda bulunan 68 kiz (%57.1) ve 51 (%42.9) erkekten olusan 119
hastadan meydana gelmektedir. Calisma grubunun yas ortalamasi ise 11°dir.

Hastalarin odyolojik sonuglari, aminoglikozit kullanip kullanmama durumu,
cinsiyet, yas, CFTR mutasyonlari, FEV1 deger diisiikliigii, enfeksiyon/kolonizasyon
durumu, nazal polip bulundurup bulundurmama gibi klinik veriler kaydedilmistir.

Calismamizda yer alan kistik fibrozis tanili 119 hastanin CFTR mutasyonlart:
F508del/F508del mutasyonlu ve F508del/heterozigot mutasyonlu 40 kisi (%33.7) ve
diger mutasyonlara sahip 79 kisi (%66.3) olarak tespit edilmistir. SPSS yazilim analizi
stirasinda ise F508del/F508del mutasyonlu ve F508del/heterozigot mutasyonlu hastalar
ve diger mutasyonlara sahip hastalar olmak tizere iki grup seklinde degerlendirilmistir.
Tez ¢alismasinda bulunan hastalar, geri 6demeleri onaylanmadig1 i¢in modiilator
tedaviye erisim saglayamayan pediatrik kistik fibrozis hastalarindan olugsmaktadir.

FEV1 deger diisiikliigii kullanilarak hastalar z-skoru >—1.645 ise normal, z-
skoru —1.65 ve —2.5 arasinda ise hafif, z-skoru —2.51 ve —4 arasinda ise orta ve z-skoru
<—4.1 ise agir seklinde degerlendirilmistir. Calismada bulunan 119 hastanin FEV1
deger disiikligl: hastalarin 77’°si normal (%64.7), 19’u hafif (%15.9), 16’s1 orta
(%13.4) ve 7’si agir (%5.8) olarak bulunmustur. SPSS yazilim analizi sirasinda ise
normal FEV1 deger diisiikliigiine sahip hastalar ve diger hastalar (hafif, orta ve agir)
olmak tizere iki grup seklinde degerlendirilmistir.

Calismamizda yer alan kistik fibrozis tanil1 119 hasta, brongektazi bulundurup
bulundurmama bakimindan degerlendirilmistir. 119 hastanin 54’tinde (%45.37)
bronsektazi goriiliirken ve kalan 65’inin (%54.62) bronsektazi bulundurmadigi analiz
edilmistir.

Calismada yer alan kistik fibrozis tanili 119 hasta, pankreatik yetmezlik

bulundurup bulundurmama bakimindan degerlendirilmistir. 119 hastanin 113’{inde
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(%94.9) pankreatik yetmezlik bulunurken, kalan 6’sinin (%5.1) pankreatik yetmezlik
bulundurmadig1 analiz edilmistir.

Tez ¢alismasinda kontrol grubunu inhaler veya intravendz (IV) aminoglikozit
(AG) kullanim Oykiisii bulunmayan 22 kisiden (%18.4) olusan hasta grubu
olusturmaktadir.

119 hastanin 28’inde (%23.5) nazal polip gozlemlenirken 91’inde (%76.4)
rastlanmamuistir.

KBB muayeneleri gerceklestirilen ¢ocuklara sirasiyla yapilan isitme testleri:
isitme seviyesi (dB-ISO-1964), frekanslar (Hz), saf ses ortalamasi (dB-SSO),
konusmay1 anlama esigi (dB-KAE), konusmay1 fark etme esigi (dB-KFE), konusmay1
ayirt etme (%), tedirgin edici ses yliksekligi (dB) ve timpanometridir.

Sensdrindral isitme kaybi su sekilde siniflandirildi: yok (0-15 dBHL), minimal
(16-25 dBHL), hafif (26-40 dBHL), orta (41-60 dBHL), siddetli (61-90 dBHL) ve
derin (91 dBHL'den yiiksek)

Calismaya katilan 119 hastanin 13'linde (%10.9) sensdrindral isitme kaybi
tespit edildi. 106 hastanin (%89.0) isitme testi sonucu normaldi.

Calismada, hastalarin aminoglikozit kullanim &ykiisiine gore iki grup belirledi:
inhaler veya intravendz (IV) AG tedavisi alanlar ve hi¢ AG tedavisi almayanlar.

119 hastanin 97'sinde (%81.5) AG alma Oykiisii vardi. 97 hastanin 32’si
(%26.8) intravendz, 20’si (%16.8) inhaler ve 45’1 (%37.8) intravendz ve inhaler
aminoglikozit kullanma 6ykiisii oldugu bilinmektedir. 22 hasta (%18.4) AG kullanim
Oykiisii olmayan hastalardi. AG alan 97 hastanin 13’iinde (%]13.4) sensdrinoral isitme
kaybi ve bu hastalarin 5'inde yiiksek frekansli isitme kaybi (> 91 dB) vard.

1. Tez calismasinda 119 kistik fibrozis hastasinin MTRNR1 geni m.1555A>G
mutasyon bolgesi PCR-RFLP yontemi ile mutasyon agisindan taranmis ve

hi¢bir hastada mutasyon saptanmamastir.
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Sekil 4.1. MTRNRI1 geni m.1555A>G mutasyon bolgesini iceren 248 b¢ PCR
tirtinlerinin %2’lik agaroz jel elektroforez goriintiisii. M: 50 b¢ marker, 2-

9: 248 b¢ PCR iirlinii, 10: Negatif kontrol (NTC).

M 1.2 :3 4 5657 859210 11

—

Sekil 4.2. MTRNR1 geni m.1555A>G mutasyonu BsmAl restriksiyon endoniikleaz
ile PCR-RFLP sonucunun agaroz jel elektroforezi goriintiisii. M: 50 bg
marker, 1: BsmAl enzimi ile inkiibe edilmemis undigest PCR tiriind, 2:
m.1555A>G mutasyonu tasiyan 248 bg¢’de gézlemlenen kontrol DNA’si,
2-11: mutasyon tagimayan 197 bg ve 51 bg’de gbzlemlenen hasta
DNA’larinin PCR-RFLP sonuglari.
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2. Tez ¢aligmasinda 119 kistik fibrozis hastasinin MTRNRI1 geni m.1494C>T
mutasyon bolgesi PCR-RFLP yontemi ile mutasyon agisindan taranmis ve

hicbir hastada mutasyon saptanmamustir.

2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13}1 16 17 18 19 20 21

e e e N N—

Sekil 4.3. MTRNR1 geni m.1494C>T mutasyon bdlgesini iceren 441 b¢ PCR
tiriinlerinin %2’lik agaroz jel elektroforez goriintiisii. M: 50 b¢ marker, 1-
20: 441 bg PCR iiriinti, 21: Negatif kontrol (NTC).

a9 1010512

T

Sekil 4.4. MTRNR1 geni m.1494C>T mutasyonu Hphl restriksiyon endoniikleaz ile
PCR-RFLP sonucunun agaroz jel elektroforezi goriintiisii. M: 50 bg
marker, 1: Hphl enzimi ile inkiibe edilmemis 441 bg¢ undigest PCR f{iriinii,
2: m.1494C>T mutasyonu tasiyan 441 bg’de gdzlemlenen kontrol DNA’s1
PCR-RFLP sonucu, 3-12: mutasyon tasimayan 370 bg ve 71 b¢’de
gozlemlenen hasta DNA’larinin PCR-RFLP sonuglari.

3. Tez ¢alismasinda 119 kistik fibrozis hastasinin MTRNR1 geni m.1095T>C
mutasyon bolgesi PCR-RFLP yontemi ile mutasyon agisindan taranmis ve
hicbir hastada mutasyon saptanmamustir.
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4 15 16 17 18 19 20

Sekil 4.5 MTRNRI1 geni m.1095T>C mutasyon bolgesini iceren 201 b¢ PCR
iirlinlerinin %2’lik agaroz jel elektroforez goriintiisii. M: 50 b¢ marker, 1-
19: 201 bg PCR iiriinleri, 20: Negatif kontrol (NTC).

Sekil 4.6. MTRNR1 geni m.1095T>C mutasyonu Hphl restriksiyon endoniikleaz ile
PCR-RFLP sonucunun agaroz jel elektroforezi goriintiisii. M: 50 bg
marker, 1: Hphl enzimi ile inkiibe edilmemis 201 bg¢ undigest PCR f{iriini,
1-21: mutasyon tagimayan 143 bg, 31 ve 27 b¢’de gozlemlenen hasta
DNA’larinin PCR-RFLP sonuglari. (31 bg ve 27 bg jelde
goriinmemektedir.)

Aminoglikozit alan isitme kaybi olan 13 hasta da dahil olmak iizere 119
pediatrik kistik fibrozis hastasi m.1555A>G, m.1494C>T ve m.1095T>C mutasyonlar1
acisindan tarandi ve hi¢bir hastada mutasyon saptanmadi.

4, Calismamizdaki 119 hasta, FEV1 deger diisiikliigi ve aminoglikozit
antibiyotik kullanma durumlarina gore degerlendirilmis ve aminoglikozit
antibiyotik kullanan hastalarin  %81’inin hafif-orta-agir FEV1 deger
diisiikliigline sahip oldugu istatistiksel olarak p=0,001 degeri ile anlamh
bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. 119 hastanin FEV1 deger diisiikliigii ve aminoglikozit antibiyotik kullanip

kullanmama durumlarinin istatistiksel analiz grafikleri.

5. Caliymamizdaki 119 hasta, pankreatik yetmezlik ve aminoglikozit antibiyotik
kullanma durumlarima gore degerlendirilmis ve aminoglikozit antibiyotik
kullanan hastalarin %61,9’unda pankreatik yetmezlik oldugu istatistiksel olarak
p=0,004 degeri ile anlaml1 bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.8).

120.00%
100.00%
80.00%
60.00%

40.00%

20.00%

0.00%
AG var AG yok

B Pankreatik yetmezlik var B Pankreatik yetmezlik yok
Sekil 4.8. 119 hastanin pankreatik yetmezlik ve aminoglikozit antibiyotik kullanip
kullanmama durumlarinin istatistiksel analiz grafikleri.

6. Calismamizdaki 119 hasta, bronsektazi bulundurup bulundurmama ve

aminoglikozit  antibiyotik  kullanip  kullanmama  durumlarina  goére
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degerlendirilmis ve aminoglikozit antibiyotik kullanan hastalarin %81,5’inde
brongektazi gorildiigl istatistiksel olarak p=0,001 degeri ile anlamh

bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. 119 hastanin brongektazi bulundurup bulundurmama ve aminoglikozit
antibiyotik kullanip kullanmama durumlarinin istatistiksel analiz grafikleri.
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5. TARTISMA

Kistik fibrozis (OMIM 219700); genellikle beyaz irkta goriilen, kistik fibrozis
transmembran regiilatér (CFTR) genindeki mutasyonlarin sebep oldugu otozomal
resesif kalitilan genetik bir hastaliktir (1).

Kistik fibrozis hastaliginin goriilme siklig1 farkli popiilasyonlarda degiskenlik
gostermekle beraber, 3.500 kiside 1 olmak iizere en sik Kuzey Amerika’da ve 2.000-
4.500 kiside 1 olmak iizere Avrupa’da goriilmektedir. Genetik agidan oldukca
heterojen olan iilkemizde ise kistik fibrozis hastaliginin goriilme sikligi her 3.000
dogumda 1°dir (3). Ozellikle akcigerlerde meydana gelen fonksiyonel bozukluklarla
iligkilendirilen fakat aslinda multisistemik bir hastalik olan kistik fibroziste akcigerler
disinda; pankreas, kalp, bobrek, bagirsak, iireme sistemi, ter bezleri, karaciger gibi
farkli doku ve organlar da etkilenmektedir (3).

CFTR proteini, saglikli bireylerde epitel hiicrelerin klor ve bikarbonat iyon
sekresyonunda gorevlidir ve epitellerde, hiicre i¢i ve hiicre disinda bulunan iyonlarin
dengesinin korunmasinda énemli rol oynar.

Akcigerlerde yer alan ve sil hareketi sayesinde kloriir iyonlarinin hiicre i¢ine
alinip suyun hiicrelerden atilmasini saglayan silli epitel hiicreler, bu sayede hiicre dis1
matriste bulunan mukozanin da patojenler ile viicuttan atimini saglar (4). Fakat kistik
fibrozis hastalarinda CFTR proteininin yapisinda meydana gelen mutasyonlar
sebebiyle, silli epitel hiicreler gérevini yerine getiremez ve kloriir iyonlarinin hiicre
icinde kalmasi, suyun hiicre disina atilmasini engelleyerek hiicre i¢i ve disi iyon
dengesinin bozulmasma yol agar. Iyon gecisindeki bu bozulma ile su emilimi artar,
solunum yolundaki sivinin azalmasiyla ise mukus daha kati bir hal almaktadir.
Mukusun daha kat1 bir hal almasiyla silyalar temizleme islemini gergeklestiremez ve
mukosiliyer klirens olarak tanimlanan mukusun solunum yolundaki mikroorganizma
ve bakterilerden temizlenme mekanizmasi da bozulur (3,4).

Solunum yolunda mukus birikimi kistik fibrozis hastalarinda nefes almay1
giiclestirmektedir. Hastalik ilerledik¢e hava yolu tikanmakta ve nefes aligverisi daha
da zorlagmaktadir. Mukosiliyer klirens mekanizmasimin bozulmasi epitel hiicreleri
enfeksiyona acgik hale getirir ve bakterilerin hava yollarina yerlesmesine uygun ortam

saglanmasiyla hastalarda inflamasyon gelisimine sebep olur (4).
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Kistik fibrozis hastalarinda inflamasyon gelisimine ve kronik akciger
enfeksiyonuna yol acan baslica bakteriler: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus bakterileridir, bununla birlikte Aspergillus fumigatus hastalarda alerjik
reaksiyonlara, siniizit ve nazal polip olusumuna sebebiyet verebilmektedir.

Giiniimiizde CFTR geninde ¢esitli veritabanlarinda (https://www.CFTR2.org ,
http://genet.sickkids.on.ca/app) 2114 mutasyon tanimlanmisti. CFTR protein
varyantlar1 https://www.CFTR2.org veritabanina gore listenmis ve kistik fibrozise
neden olan 719, degisken klinik sonuglara gore degisen 49, kistik fibrozise neden
olmayan 25 ve bilinmeyen 11 varyant tanimlanmuistir (9).

CFTR gen mutasyonlari, mutasyon siniflarina gore gruplandiginda, Cystic
Fibrosis Mutation veritabanina (http://genet.sickkids.on.ca/app) gore en ¢ok rastlanan
ve 816 adet olan yanlis anlamli mutasyon (missense) tipidir. Ikinci sirada 342 adet
olarak ¢erceve kaymasi (frameshift) mutasyonlar1 goriiliirken, li¢iincii sirada ise 231
adet olmak iizere ug¢ birlestirme mekanizmasi (splicing) mutasyon tipi yer alir.
Devaminda yer alan mutasyon tipleri ise anlamsiz (nomsense), insersiyonlar,
delesyonlar ve CFTR’1n kodlanmayan bolgesi olan promotdr mutasyonlaridir (10).

Kuzey Avrupa ve Amerika’da %70-80, tilkemizde ise %28,06 oraniyla en sik
goriilen mutasyon, ii¢ niikleotitlik bir delesyon olan F508del mutasyonudur (11).

CFTR protein mutasyonlari; CFTR sentezinden, proteinin katlanmasi, epitel
hiicre membranina taginmasi, membrana yerlesmesi ve dogru fonksiyon gostermesi
gibi c¢esitli basamaklarda meydana gelebilecek hatalara gore 7 smif altinda
toplanmaktir (8).

Kistik fibrozis hastalarinda, CFTR sentezinden, proteinin katlanmasi, epitel
hiicre membranina taginmasi, membrana yerlesmesi ve dogru fonksiyon gostermesi
gibi ¢esitli basamaklarda meydana gelebilen CFTR protein hatalarina gére kullanilan
diizeltici tedaviler (corrective therapy), read-through bilesikleri, Lumacaftor ve
Tezacaftor  diizelticileri  (correctors), yukselticiler (amplifiers), Ivacaftor
giiclendiricileri (potantiators) gibi modiilator ilaglarin disinda hastalarin tedavisinin
temel parcalarindan biri de antibiyotiklerdir.

Kistik fibrozis hastalarinda CFTR proteininin yapisinda meydana gelen
mutasyonlar sebebiyle, silli epitel hiicreler gorevini yerine getiremez ve kloriir

iyonlariin hiicre i¢inde kalmasi, suyun hiicre digina atilmasini engelleyerek hiicre i¢i


https://www.cftr2.org/
http://genet.sickkids.on.ca/app
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ve dis1 iyon dengesinin bozulmasina yol agar (4). Iyon gecisindeki bu bozulma ile su
emilimi artar, solunum yolundaki sivinin azalmasiyla ise mukus daha kati bir hal
almaktadir. Mukusun daha kati bir hal almasiyla silyalar temizleme islemini
gergeklestiremez ve mukosiliyer klirens olarak tanimlanan mukusun solunum
yolundaki mikroorganizma ve bakterilerden temizlenme mekanizmast da bozulur
(3,4).

Solunum yolunda mukus birikimi kistik fibrozis hastalarinda nefes almay1
gliclestirmektedir. Hastalik ilerledik¢e hava yolu tikanmakta ve nefes aligverisi daha
da zorlagmaktadir. Mukosiliyer klirens mekanizmasiin bozulmasi epitel hiicreleri
enfeksiyona agik hale getirir ve bakterilerin hava yollarina yerlesmesine uygun ortam
saglanmastyla hastalarda inflamasyon gelisimine sebep olur (4).

Kistik fibrozis’te tedavinin temel parcasindan biri olan antibiyotikler,
Pseudomonas aeruginosa gibi gram negatif bakterilerin solunum yolunda kolonize
olmasiyla meydana gelen enfeksiyonlarda ve hastalarda meydana gelen akut pulmoner
alevlenme tedavisinde genellikle kullanilir (13).

Baslica hedefi solunum yolunu enfeksiyonlardan arindirmak olan antibiyotik
tedavisi kistik fibrozis hastalarina dort genel endikasyonla verilmektedir. Bunlardan
ilki: hastadaki akciger akut alevlenmenin tedavi edilmesi, ikincisi: belli bir
mikroorganizmadan  dolayr gelisen enfeksiyonun  Onlenmesi, iglinciisii:
mikroorganizmalarin enfeksiyonun erken agsamalarinda yok edilmesi ve sonuncusu
solunum yolunda kronik bulunan mikroorganizmalarin tiremesinin inhibe edilmesidir
(13,14).

Kistik fibrozis tedavisinde amikasin, tobramisin, kanamisin gibi aminoglikozit
antibiyotikler hastalarda yaygin olarak tedavi amagli kullanilmaktadir. Hastaya
baslanacak tedavide antibiyotik se¢imi yapilirken, hastada akut pulmoner alevlenme
ve kronik kolonizasyon varsa hastadan balgam Ornegi alinarak kiiltiirde iireyen
mikroorganizmanin antibiyotik duyarliligi analiz edilir (14).

Kistik fibrozis hastalarinda, Pseudomonas aeruginosa kolonizasyonu ile
gelisen enfeksiyon tedavisinde yaygin kullanilan yontemlerden biri bakteriyi yok
etmek i¢in sinerjist etki yaratmak amaciyla ikili antibiyotik kullanimidir (14).

Antibiyotiklerin  bakterilere etki ~mekanizmas1  bakteri  gelisiminin

durdurulmasimi hedefleyen bakteriyostatik ve bakterinin 6ldiiriilmesini hedefleyen
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bakterisidal etki olmak {izere iki sekildedir. Bakteri hiicresinin igerisine girerek inaktif
forma doniismeden ve metabolize edilmeden bakteri hiicresinin inhibisyonunu
hedefleyen antibiyotikler; bakterinin hiicre membranini, hiicre duvarini veya protein
sentezi ve replikasyon gibi ¢esitli fonksiyonlarini engelleyerek bakteriye etki etmeyi
hedefler. (22, 23). Aminoglikozit antibiyotikler bakterinin 30S ribozomal alt biriminin
16S ribozomal RNA’sina baglanip bakteriyel kod okuma hatalarina neden olarak
bakteriyel protein sentezinin engellenmesi yoluyla bakteriye etki etmekte ve bakteriyel
Oliime neden olmaktadir (24).

Ototoksisite ise kullanilan bir ila¢ veya kimyasalin i¢ kulakta fonksiyon
bozuklugu ve hasara neden olmasi seklinde tanimlanmakta ve sendromik olmayan,
sensoOrindral tip isitme kaybi olarak siniflandirilmaktadir (27). Sensorindral isitme
kaybi ise yok (0— 15 dBHL), minimal (16-25 dBHL), hafif (26-40 dBHL), orta (41-60
dBHL), siddetli (61-90 dBHL) ve derin (91 dBHL'den yiiksek) olarak
siiflandirilmaktadir (28).

Pseudomonas enfeksiyonu bulunan kistik fibrozis hastalarinin tedavisinde
inhaler veya intravendz olarak kiirler halinde uygulanan aminoglikozitler, genis
spektrumlu olmasi, kisilerde nadiren alerjik reaksiyonlara sebep olmasi, direng
gosteren  enfeksiyonlarda olduk¢a etkili olmast gibi nedenlerle siklikla
kullanilmaktadir (14).

Aminoglikozit tedavisinin kistik fibrozis hastalari iizerinde hayat kalitesini
artirdigl, atak sikligimi azalttigi ve akciger fonksiyonlarinda iyilesmeler sagladig:
belirlense de anti-pseudomonal etkili bu antibiyotiklerin en biiylik dezavantaji
kisilerde ototoksisiteye neden olmasidir. Streptomisin ve gentamisin disindaki
aminoglikozitlerin neden oldugu ototoksisite oram1i %33 olarak bilinmekte ve
genellikle isitme kaybi ile beraber bas donmesi de bu bulgulara eslik etmektedir (29).

Aminoglikozit antibiyotik kullanimi sonucu karsilagilan ototoksisite sikligi
yetiskinlerde %2-45 ve yeni doganlarda %0-2 olarak bilinmekte ve hastalarda
ototoksisitenin kabul edilmesi i¢in aminoglikozit kullanim sonrasinda kisilerde 10
desibellik (dB) isitme kayb1 beklenmektedir (30).

Mitokondrinin bakterilerden tiiredigi ‘’endosimbiyotik teori” Okaryotlar
tarafindan bakterilerin hiicre i¢ine alinmasiyla, konakg¢i ile simbiyotik bir iligki

kuruldugu ve bu siire¢ boyunca evrimleserek mitokondriyi olusturdugu teoridir, bu
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nedenle Okaryotik mitokondriyal ribozomlarin prokaryot 70S ribozomlarina daha
benzer oldugu tespit edilmistir (23, 24).

MTRNRI1 gen mutasyonlari, 12S rRNA’nin ikincil yapisini degistirip bakteriye
benzer hale getirerek aminoglikozitlere daha duyarl hale getirir ve aminoglikozitler
16S rRNA bakteri ribozomal RNA’sin1 hedefledikleri gibi, insan 12S rRNA’sim
hedefleyip kolayca baglanir ve insan mitokondriyal protein sentezinde hatalara neden
olur (22, 24).

Mitokondriyal DNA’da MTRNR1 (12S ribozomal RNA) geninde bulunan
m.1555A>G, m.1494C>T ve m.1095T>C mutasyonlarinin aminoglikozit iligkili
ototoksisite riskini artirdig1 bilinmektedir.

Aminoglikozit antibiyotiklerin i¢ kulakta reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna
neden oldugu bu mekanizmay1 anlamak, hastalarda isitme kaybinin 6nlenmesi ve yeni
terapotik tedavilerin gelistirilmesi icin yarar saglayacaktir.

Mutant kopyalarin  %20'sinden azin1 tasiyan heteroplazmik hastalarda
mutasyonun isitme kaybina neden olmadig1 ve bu hastalarin asemptomatik veya hafif
isitme kaybina sahip oldugu bilinmektedir. %52'den fazla mutant kopya sayisina sahip
heteroplazmik hastalarda ise bu durum, orta ile siddetli isitme kaybi ile ortaya
cikmaktadir (34).

Mutasyon varliginda insan MTRNRI gen yapisinda bir aminoglikozit
baglanma bolgesi olusmasiyla, mitokondriyal protein sentezi azalir, serbest radikal
olusumu ve ardindan hiicrenin Oliimii gerceklesir (35). Bunun sonucunda
aminoglikozitler tarafindan indiiklenen isitme kayb1 gozlenmektedir. Aminoglikozit
maruziyetiyle iliskili isitme kaybi, tek bir dozdan sonra bile ortaya cikabildigi gibi;
bilateral, geri doniisiimsiiz veya koklear implantasyon gerektirebilecek kadar siddetli
olarak ortaya ¢ikabilmektedir (36).

MTRNRI1 geni, insan mitokondriyal 12S rRNA’sin1 kodlamaktadir. Ozellikle,
12S rRNA geninin farkl popiilasyonlarda aminoglikozit kaynakli sendromik olmayan
sensorindral isitme kaybinda hot spot bir gen oldugu bulunmustur (40,41,42).
MTRNRI gen mutasyonlar1 anneden aktarilarak maternal kalitim ile isitme kaybina
neden olabilecegi gibi, isitme kaybi Oykiisii bulunmayan bir ailelerde de karsimiza

cikabilmektedir.
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MTRNRI genindeki m.1555A>G, m.1494C>T ve m.1095T>C mutasyonlari,
aminoglikozit kaynakli ototoksisite ile iligkili en yaygin iic mutasyondur. MTRNR1
geninde en sik rastlanan ve isitme kaybima yol acan mutasyon m.1555A>G
mutasyonudur ve klinik tedavilerde, hastalarda aminoglikozit antibiyotik kullanimina
bagl olarak ortaya ¢ikabilmesi nedeniyle oldukca 6nem arz etmektedir. m.1555A>G
mutasyonundan sonra, daha nadir rastlanan m.1491C>T mutasyonu ise yine
aminoglikozit kaynakli isitme kaybiyla iliskili bulunmustur. Bu iki mutasyon disinda
ise m.1095T>C mutasyonu digerlerine kiyasla en nadir rastlanan aminoglikozit
ototoksisitesiyle iliskili mutasyondur ve esas olarak mitokondriyal ribozomlarin kiigiik
alt birimlerinde meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanir.

m.1555A>G mutasyonu, aminoglikozit kaynakli isitme kaybinda en yaygin
goriilen (9%0.8) mitokondriyal 12S rRNA mutasyonudur ve homoplazmik m.1555A>G
mutasyonunun diinya ¢apinda sendromik olmayan birgok igitme kaybina neden oldugu
bildirilmistir (43).

m.1555A>G mutasyonundan sonra en sik goriilen ikinci mutasyon (%0.64-7)
mitokondriyal 12S rRNA geni m.1494C>T mutasyonudur (44). Mitokondriyal 12S
rRNA’da helix 44’te yer alan ve 1494. pozisyonda bulunan niikleotit yiiksek oranda
korunmustur ve 1555. pozisyona karsilik gelmektedir. insan mitokondrisinde yabanil
tipte 1555 pozisyonundaki niikleotit yiiksek oranda korunmus A’dir. (E. coli 16S
rRNA’da 1491. pozisyona karsilik gelir) (43,45). Bunun 1494. pozisyonda bulunan C
ile eslesmesi beklenir fakat mutasyon sonucu G’ye doniisiir ve 12S rRNA’nin ikincil
yapisint E.coli 16S rRNA’ya karsilik gelen bolgesine daha benzer hale getirir ve
bakterilerde oldugu gibi bir aminoglikozit baglanma bdlgeleri olusur (43,46). Boylece
m.1555A>G ve m.1494C>T mutasyonu, 12S rRNA’nimn ikincil yapisin1 degistirip
bakteriye benzer hale getirerek aminoglikozitlere daha duyarli hale getirir ve
aminoglikozitler 16S rRNA bakteri ribozomal RNA’sin1 hedefledikleri gibi, insan 12S
rRNA’sin1 hedefleyip kolayca baglanir ve insan mitokondriyal protein sentezinde
hatalara neden olur (45,46) (Sekil 2).

MTRNR1 (12S rRNA) genindeki m.1095T>C mutasyonu, m.1555A>G ve
m.1494C>T mutasyonlarindan sonra en sik goriilen iigiincii (%0.6) mutasyondur. 12S
rRNA’nin evrensel olarak korunan mitokondriyal ribozomun peptidil bolgesinde, 25.

loop (helix)‘ta meydana gelmektedir. Bu nedenle m.1095T>C mutasyonuyla birlikte
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korunmus /oop yapisinin konfiglirasyonunda meydana gelen degisimler sonucunda
translasyon sirasinda aminoasitlerin aminoacil baglanma bdlgesinden peptidil
baglanma bolgesine transloke olamadigi bilinmektedir. Mitokondriyal protein
sentezinin bozuldugu ve sitokrom c oksidaz aktivitesinde 6nemli bir azalmanin oldugu
literatlirde belirtilmistir (47). m.1095T>C mutasyonu olan bireylerde, kontrol grubuna
oranla apoptotik hiicre sayisinda on kat artis oldugu bdylece bu mutasyonun patojenik
bir mutasyon oldugu bulunmustur.

Yapilan aragtirmalar ile m.1555A>G mutasyon varliginin isitme kaybina neden
olan bir faktor oldugu bilinse de m.1555A>G ile m.1095T>C mutasyonunun co-
segregasyonunun gorildiigii bireylerde isitme kaybinin daha da siddetlendigi
belirtilmektedir (48).

Conrad ve arkadaslar1 tarafindan MTRNR1 geni m.1555A>G mutasyon siklig1,
157 kisiden olusan erigkin kistik fibrozis hasta grubunda %1.3 (2/157) olarak
bildirilmigtir (41). Amerika Birlesik Devletleri’nde bulunan Mayo Clinic’te yapilan
baska bir caligmada ise bu mutasyon, 154 pediatrik kistik fibrozis hasta grubunda 2
kiside tespit edilerek mutasyon siklig1 %1.3 olarak belirlenmistir (49). ingiltere’de
UCL Cocuk Sagligi Enstitiisi'nde 66 kisiden olusan pediatrik kistik fibrozis
hastalarinda ise bu mutasyon %3 (2/66) bulunmustur (50).

Daha nadir m.1494C>T mutasyonu ise sendromik olmayan isitme kaybina
sahip 157 kisiden olusan Amerika’daki kistik fibrozis hasta grubunda 1 kiside bu
mutasyona rastlanmasiyla siklik %0.6 olarak belirlenmistir.(41) Sendromik olmayan
isitme kaybina sahip 3133 kisiden olusan Cin popiilasyonunda 13 kiside bu mutasyona
rastlanmasiyla siklik %0.41 olarak belirlenmistir (51).

m.1095T>C mutasyonu ise Cin’de yapilan ¢alismada 449 kontrolde 1 kiside
goriilmesiyle siklik %0.2, isitme kaybi olan 1642 hastada 10 goriilmesiyle siklig1 %0.6
olarak belirtilmistir (52). italya’da ise sendromik olmayan isitme kaybina sahip 80
hasta ile yapilan bir ¢alismada, m.1095T>C mutasyon siklig1 1/80 olarak analiz
edilmistir (53).

Aminoglikozit antibiyotik kullanimina bagli ototoksisitenin ortaya ¢ikmasina
ragmen MTRNRI1 gen mutasyon taramalari {ilkemizde rutin olarak yapilmamaktadir.

Aminoglikozit kullanmadan 6nce kistik fibrozis hastalarinda mutasyon taramalarinin
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T.C. Saglik Bakanligi Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu ile birlikte olusturulan Kistik
Fibrozis Yenidogan Tarama Testi ile Tam Alan Hastalar1 Izleme Rehberi’nde
(https://hsgm.saglik.gov.tr) yer almasi planlanmaktadir.

Tez ¢alismasinda, aminoglikozit antibiyotik kullanan ve isitme kayb1 olan 13
hasta dahil olmak iizere 119 pediatrik kistik fibrozis hastast m.1555A>G, m.1494C>T
ve m.1095T>C mutasyonlari agisindan tarandi ve hi¢bir hastada mutasyon saptanmadi.

Calismamizdaki 119 hasta, FEV1 deger diisiikliigi ve aminoglikozit
antibiyotik kullanma durumlarina goére degerlendirilmis ve aminoglikozit antibiyotik
kullanan hastalarin %81’inin hafif-orta-agir FEV1 deger diistikliigiine sahip oldugu
istatistiksel olarak p=0,001 degeri ile anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.7).

Calismamizdaki 119 hasta, pankreatik yetmezlik ve aminoglikozit antibiyotik
kullanma durumlarina goére degerlendirilmis ve aminoglikozit antibiyotik kullanan
hastalarin %61,9’unda pankreatik yetmezlik oldugu istatistiksel olarak p=0,004 degeri
ile anlaml1 bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.8).

Calismamizdaki 119 hasta, bronsektazi bulundurup bulundurmama ve
aminoglikozit antibiyotik kullanip kullanmama durumlarina gore degerlendirilmis ve
aminoglikozit antibiyotik kullanan hastalarin %81,5’inde bronsektazi goriildiigii
istatistiksel olarak p=0,001 degeri ile anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.9).

Mutasyon sikliklarinin az goriilmesine ragmen The American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG), (https://www.acmg.net/) rehberine gore,
aminoglikozitlere maruz kalan risk altindaki bireyler i¢in rutin MTRNR1 m.1555A>G,
m.1494C>T ve m.1095T>C mutasyonlarinin genetik taramasi onerilmektedir (47).
Ayrica yakin zamanda gilincellenen The Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium (CPIC®), MTRNR1 genotip bazli aminoglikozit kullanimma iliskin
terapotik Oneriler sunmaktadir (54). Bu nedenle hastalara aminoglikozit verilmeden
once hastalarin mutasyonlar agisindan taranmasi onem tagimaktadir (55). Aym
zamanda hastalarin tedavilerinde ototoksisitesi diisiik netilmisin gibi aminoglikozitler
kullanilabilir veya ototoksisiteyi azaltmak amaciyla yeni alternatif ilaglar
gelistirilebilir.

Bu tez ¢caligmasinda, kistik fibrozis hastalarinda aminoglikozit ototoksisitesi ile

iligkili mutasyonlarin yer aldigt MTRNRI1 geninde en sik goriilen ve patoloji ile iligkili
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olduklar1 fonksiyonel deneylerle kanitlanmis m.1555A>G, m.1494C>T ve
m.1095T>C mutasyonlarinin sikligin1 aragtirmay1 amacladik.

Mutasyon sikliklar1 ile aminoglikozit kullanim doz/sikliklari, isitme kaybi
parametrelerinin birlikte degerlendirilmesi ile kistik fibrozis hastalarinda kisiye 6zgii
tedavi yaklagimi gelistirilmis olacaktir.

Aminoglikozit antibiyotiklerin kistik fibrozis hastalarinda yan etki olarak
neden oldugu isitme kaybi, géz ard1 edilmemeli ve ototoksisitenin 6nlenmesi i¢in yeni

terapotik ve alternatif tedaviler gelistirilmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER
Sonuclar

Aminoglikozit alan sensorinoral isitme kaybi olan 13 hasta da dahil olmak
iizere 119 pediatrik kistik fibrozis hastast m.1555A>G, m.1494C>T ve
m.1095T>C mutasyonlar1 agisindan tarandi ve hicbir hastada mutasyon
saptanmadi.

Calismamizda yer alan 119 kistik fibrozis hastas1t FEV1 deger diisiikligli ve
aminoglikozit antibiyotik kullanma durumlarina goére degerlendirilmis ve
istatistiksel olarak p=0,001 degeri ile anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05).
Aminoglikozit antibiyotik kullanan hastalarin %81°1 hafif-orta-agir FEV1
deger diisiikliigiine sahip oldugu analiz edilmistir.

Calismamizda yer alan 119 kistik fibrozis hastasi pankreatik yetmezlik ve
aminoglikozit antibiyotik kullanma durumlarina gore degerlendirilmis ve
istatistiksel olarak p=0,004 degeri ile anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05).
Aminoglikozit antibiyotik kullanan hastalarin  %61,9’unda  pankreatik
yetmezlik oldugu analiz edilmistir.

Calismamizda yer alan 119 kistik fibrozis hastasi bronsektazi ve aminoglikozit
antibiyotik kullanma durumlarina gore degerlendirilmis ve istatistiksel olarak
p=0,001 degeri ile anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Aminoglikozit
antibiyotik kullanan hastalarin %81,5’inde bronsektazi goriildiigi analiz

edilmistir.
Oneriler

Kistik fibrozis hastalarina aminoglikozit antibiyotik verilmeden once
hastalarin mutasyonlar agisindan taranmasi olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Kistik fibrozis hastalarinin tedavilerinde ototoksisitesi diisiik netilmisin gibi
aminoglikozitler kullanilabilir veya ototoksisiteyi azaltmak amaciyla yeni
alternatif ilaclar gelistirilebilir.

Aminoglikozit antibiyotik kullanimina bagli ototoksisitenin ortaya ¢ikmasina
ragmen MTRNRI1 gen mutasyon taramalari iilkemizde rutin olarak

yapilmamaktadir, bu nedenle aminoglikozit kullanmadan once kistik fibrozis
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hastalarinda mutasyon taramalarimin T.C. Saglik Bakanligi Tirkiye Halk
Saglig1 Kurumu ile birlikte olusturulan Kistik Fibrozis Yenidogan Tarama Testi
ile Tam1 Alan Hastalar1 Izleme Rehberi’nde (https://hsgm.saglik.gov.tr) yer
almasi planlanmaktadir.

Tim kistik fibrozis hastalar1 6zellikle isitme kaybr ile ilgili semptomlarin
varliginda, kulak burun bogaz ve odyoloji uzmani tarafindan oldukg¢a kapsaml
bir sekilde muayene edilmeli ve kistik fibrozis hastalarinin ototoksisitesinin
erken tespitinde esas olan odyolojik tetkiklerini diizenli araliklarla
gerceklestirmeli ve hastalar yakindan izlenmelidir.

Aminoglikozit tedavisi almas1 gereken bir hastanin ailesinde dogustan veya
sonradan ortaya cikmis isitme kaybi Oykiisii olup olmadigi 6grenilmeli,
Oykiisiinde bulunmasa bile bireylerde ototoksisite i¢in yatkinliga neden
olabilecek m.1555A>G, m.1494C>T ve m.1095T>C mutasyonlarinin analizi
saglanmalidir.

119 kisilik hasta grubunda tespit edilemeyen m.1555A>G, m.1494C>T ve
m.1095T>C mutasyonlari, ¢aligma grubuna daha fazla hastanin dahil

edilmesiyle yeniden degerlendirilebilir.
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EK-3: Tez Calismasinda Yer Alan 119 Kistik Fibrozis Hastasina Ait Klinik Parametreler
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Hastalarin DNA Numarasi Odyoloji Sonucu AG Kullanim CFTR Mutasyonu Kolonizasyon Pankreatik Yetmezlik Bronsektazi FEV1 Nazal polip
1 normal var F508del/F508del yok var yok normal yok
2 normal yok F508del / 3130delA var var yok normal yok
3 normal yok 2789+5G-A / 2789+5G-A yok var yok normal yok
4 normal yok RI117C/1677delTA var yok yok normal yok
5 normal yok F508del/N1303K var var yok normal yok
6 normal yok Y109D/D110H yok var yok normal yok
7 normal yok F508del/F508del var var yok normal yok
8 normal var F508del/F508del var var var normal yok
9 normal yok 2789+5G-A/4375-2A-C yok var yok normal yok
10 normal var 2789+5G-A/3130delA yok var yok normal yok
11 normal yok F508del/621+1G-T var var yok normal yok
12 normal yok F508del / N1303K yok var yok normal yok
13 normal yok 2183AA-G /2183AA-G yok var yok normal yok
14 normal yok 2789+5G-A / 4375-2A-C yok yok yok normal yok
15 normal yok G314R / G314R var var var agir yok
16 normal var W1282X/W1282X var var var agir yok
17 normal var G542X/2184insA var var var agir yok
18 normal var 3750delA / 3750delA var var var agir yok
19 normal var G542X/G542X var var var agir yok
20 isitme kayb1 var F508del/F508del var var var agir yok
21 normal var CFTR dele2/F508del var var var agir yok
22 normal var delTA/1148T/3199del6 var var var orta yok
23 normal var CFTR dele2,3/CFTR dele2,3 var var var orta yok
24 normal var G551R/G551R var var var orta yok
25 normal var F508del / 3090del4 var var var orta yok
26 normal var 3130delA/3130del A var var var orta yok
27 normal var F508del/F508del yok var var orta yok
28 normal var N1303K/N1303K var var var orta yok
29 normal var 3120+1G-A/- var var var orta var
30 normal yok CFTRdele2 / CFTRdele2 var var yok orta yok
31 normal var G178R /2183AA-G var var var orta yok
32 normal var F508del / G85E var var yok orta yok
33 normal var G542X/Q1411X var var yok orta yok
34 normal var 3120+1G-A/ G85E var var var orta yok
35 normal var F508del/F508del var var var orta yok
36 normal var F508del/F508del var var var orta yok
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37 normal var 1248+1G-A/R764X var var var orta yok
38 normal var F508del/F508del var var var hafif diisiik yok
39 normal var delTA / delTA var var yok hafif diisiik yok
40 normal var G542X/Q1411X var var yok hafif diisiik yok
41 isitme kayb1 var 4096-3C>G/- var var yok hafif diisiik yok
42 isitme kayb1 yok F508del / R1066C var var var hafif diisik var
43 normal yok 1175V / 1175V var var var hafif diisiik var
44 normal var C.2658-1G> C/C.2658-1G> C yok var yok hafif diisiik yok
45 normal var 2183AA-G/2183AA-G var var var hafif diisiik yok
46 isitme kayb1 var F508del/F508del var var var hafif diisiik yok
47 normal var 1677delTA / 1677delTA var var yok hafif diisiik yok
48 isitme kayb1 yok CFTR dele2,3 / L5718 var var var hafif diisiik var
49 normal var 2183AA-G /2183AA-G var var yok hafif diisiik yok
50 normal yok L732X /L732X var var var hafif diisiik yok
51 normal yok G542X / G542X var var var hafif diisiik var
52 normal var 1175V/1175V var var var hafif diigik var
53 normal yok F508del/F508del var var yok hafif diisiik var
54 normal var G542X / R347P yok var var hafif diisiik yok
55 normal var F508del/F508del var var var hafif diisik | yok
56 normal var 2183AA-G/2183AA-G var var var hafif diisiik yok
57 normal var 1525-1G-A/S1159F var var yok normal yok
58 normal var F508del/F508del var var var normal var
59 normal yok F508del/F508del var var yok normal yok
60 isitme kayb1 yok R1066C / R1066C var var var normal var
61 normal yok 1677delta/1677delta var var yok normal yok
62 normal var F508del/F508del var var var normal yok
63 normal var F508del/F508del var var var normal var
64 normal var MI1101R/M1101R var var var normal yok
65 normal var CFTR dele2/CFTR dele2 var var yok normal var
66 normal var F508del/F508del var var yok normal yok
67 normal var 71149A-G / R1162X var var yok normal yok
68 normal yok N1303K /N1303K var yok yok normal var
69 normal yok G85E / G85E yok var yok normal yok
70 normal yok 711+9A-G / R1162X var var yok normal yok
71 normal yok F508del / 2185insC var var yok normal yok
72 normal yok Q220X / Q220X var var yok normal var
73 normal var F508del / - var var var normal var
74 normal yok F508del/S945L var var yok normal yok
75 normal var E92K / W1282X var var yok normal yok
76 normal var 182delT/F508del var var var normal yok
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77 normal yok W1282X/W1282X var var yok normal yok
78 normal var R347P / 2789+5G-A var var yok normal yok
79 normal var F508del/F508del var var yok normal yok
80 normal var F508del / R1070Q-S466X var var yok normal var
81 normal yok 2183AA-G/- var var yok normal var
82 normal yok W1282X/W1282X var var yok normal yok
83 normal var F508del/F508del yok var var normal var
84 isitme kayb1 yok F508del/F508del var var var normal var
85 normal yok F508del/F508del var var yok normal var
86 normal var F508del/G85E var var var normal yok
87 normal yok G178R /G178R var var yok normal yok
88 normal yok A46D / 1677delTA var var yok normal yok
89 normal var F508del/F508del var var var normal yok
90 normal var F508del/F508del var var var normal var
91 normal yok F508del/F508del var var yok normal yok
92 isitme kayb1 var F508del/delTA var var yok normal yok
93 normal yok R347P / G58E var var yok normal yok
94 normal var F508del/F508del var var var normal yok
95 normal var R347H / F508del var var yok normal yok
96 normal var F508del / 2789+5G-A var var yok normal yok
97 normal var G85E/G85E var var yok normal var
98 normal var CFTR dele2/CFTR dele2 var var var normal yok
99 isitme kayb1 yok F508del / 2789+5G-A yok var yok normal var
100 normal var G178R/2183AA-G var var var normal yok
101 normal var N1303K/S945L yok var var normal yok
102 normal var S1196X/W1282X var var yok normal var
103 normal yok F508del/F508del var var yok normal yok
104 normal yok F508del/F508del var var yok normal yok
105 igitme kayb1 var F508del/F508del var var var normal yok
106 normal var R1066C/R1066C var var yok normal yok
107 normal yok DI110H/W1282X var yok yok normal yok
108 normal yok G85E/G85E var yok var normal yok
109 normal yok W1282X/W1282X var var yok normal yok
110 normal var F508del/W1282X var var yok normal var
111 normal yok 1677delTA/F1052V var var yok normal yok
112 normal yok F508del/F508del var var var normal var
113 normal var F508del/F508del var var var normal yok
114 isitme kayb1 yok 1248+1G-A / 1248+1G-A var var yok normal var
115 normal var 1677delTA / 546insCTA var var yok normal yok
116 isitme kayb1 yok R1066C/R1066C var yok yok normal yok
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117 normal var F508del / L570X var var var normal var
118 isitme kayb1 yok 2183AA-G/2183AA-G yok var yok normal yok
119 normal yok F508/1677delta var var yok normal var




9. OZGECMIS

Ziilal Ilayda GOKIRMAK
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