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OZET

NAZAL POLIPLi HASTALARDA SCGB1C1 (LIGAND-BINDING PROTEIN RYD5)
GENINDEKI MOLEKULER PATOLOJILERIN ARASTIRILMASI

Sibel UNURLU OZDAS
Doktora, Biyoloji Ana Bilim Dah
Tez Damismani: Prof. Dr. Afife IZBIRAK
Ekim 2013, 117 sayfa

Nazal polipozis (NP), nazal kaviteye dogru sarkan iyi huylu mukozal ¢ikintilar olup, kronik
inflamatuvar bir hastaliktir. NP, bircok nedeni olan bir hastalik olup, olusumunda genetik
faktorler onemli bir yer tutmaktadir. Patogenezinin, pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar
sitokinler arasinda gelisen dengeyle diizenlendigi diisiiniilmektedir. RYD5 (SCGB1C1) geni
yeni tanimlanmis bir gen ailesi olan sekretoglobinlerin (SCGB) bir iiyesidir. RYDS5 (ligand-
binding protein) dimerik yapida, biyolojik olarak aktif, fizyolojik ve patofizyolojik olarak
o6nemli bir protein olup, anti-inflamatuvar ve immiino-modiilatér fonksiyona sahip oldugu
diistinilmektedir.

Bu ¢alisma, RYD5 genindeki genotipik varyasyonlarin ve gen ifadesindeki degisikliklerin, NP
olusum mekanizmasindaki etkilerini arastirmak igin yapilmistir. RYD5 geninde var olabilecek
niikleotit degisiklikleri ve bunlarin pozisyonlarini (promotor, splizing noktalar1 ve ekzon
dagilimlarini) degerlendirmek i¢in 91 NP’li hasta ve 110 saglikli bireyden olusan kontrol
grubunun kan orneklerinde gen dizi analizi yapilarak, genotipik varyasyonlar incelenmistir.
Ayrica, NP’li 13 hastanin polip dokusu ve kendi saglam nazal mukozasindan elde edilen
DNA orneklerinde RYD5 gen dizileri karsilagtirilmistir. NP’li 13 hastanin polip dokusuyla, 9
hastanin kendi saglam nazal mukozasindan ve saglikli 10 bireyin nazal mukozasindan alinan
doku orneklerinde RYD5 geninin ifade diizeyleri Kantitatif Ters Transkripsiyon PZR (KTT-
PZR) yontemiyle degerlendirilmistir. Verilerin karsilatirilmasinda, Pearson ki-kare ve
Fisher’in tam testi kullanilmistir. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Hasta ve kontrol gruplarinda yapilan dizi analizi sonucunda, on farkl tek niikleotit degisikligi
tespit edilmis olup, bunlardan (c.13C>T) ve (c.152G>T) niikleotit degisiklikleri, RYD5 gen
iiriiniinde amino asit degisikligine yol acabilecek niteliktedir [sirasiyla (R5C) (G51V)].
(c.13C>T) tolere edilebilir bir protein varyasyonu olup, sadece NP’li hastalarda tespit edilmis
olan RYDS5 (c.152G>T) niikleotit degisikligi daha Once bildirilmemis ve PROVEAN,
PolyPhen-2 programina gore tolere edilemeyen, SIFT programina gore tolere edilebilir bir
protein varyasyonuna neden olmaktadir. (c.-264A>G) ve (c.-103G>A) niikleotit degisiklikleri
ile NP patogenezi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmistir (p<0.05). NP’1i
hastalarin polip dokusu ile kendi saglam nazal mukozalar1 arasinda, RYD5 gen dizisi
acisindan fark bulunmamistir. Calismamizin gen ifade diizeyi analiz sonucuna goére, NP’li
hastanin kendi saglam mukozasina kiyasla, polip dokusunda RYDS gen ifade seviyesi diisiik
olsa da, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.367). Kontrol grubuna



kiyasla, nazal polip dokusunda RYD5 gen ifade seviyesi artmistir. Ancak bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p=0.121). RYD5 gen ifade caligmasinda, kontrol grubu ile
nazal polip dokusundaki nikleotit degisikliklerinin dagilim1 istatistiksel olarak
degerlendirilememistir.

Sonug olarak, RYD5 genindeki (c.-264A>G) ve (c.-103G>A) niikleotit degisikliklerinin, genin
ifade diizeyini etkiledigini ve inflamasyonun siddetini degistirerek NP gelisimine katkida
bulundugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Nazal Polipozis, Patogenez, RYD5, DNA Dizi Analizi, KTT-PZR,
Niikleotit Degisikligi



ABSTRACT

INVESTIGATION OF MOLECULAR PATHOLOGIES IN SCGB1C1 (LIGAND-
BINDINGPROTEINRYD5) GENE IN PATIENTS WITH NASAL POLYPOSIS

Sibel UNURLU OZDAS
Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Afife IZBIRAK

Oktober 2013, 117 pages

Nasal polyposis (NP) is a chronic inflammatory disease consisting of benign mucosal
protrusions that can extend towards the nasal cavity. NP is a multifactorial disease in which
genetic factors assume an important role in its development. Its pathogenesis is regulated by
the balance between pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines. The RYD5
(SCGB1C1) gene is a member of newly defined gene family of the secretoglobins (SGCB). It
is a dimeric, biologically active, physiologically and pathophysiologically important protein
with anti-inflammatory and immuno-modulator functions.

This study has been conducted to investigate the effects of genotypic variations and
deviations in gene expression in RYD5 gene on NP formation mechanism. Genotypic
variations have been studied by performing DNA Sequencing in blood samples of 91 patients
with NP and 110 healthy individuals to evaluate nucleotide changes and their positions that
might be in RYD5 gene (promotor, splicing points and exon distributions). Moreover the
polyp tissues of 13 patients with NP and RYD5 gene sequences in their healthy nasal mucosa
have been compared. RYD5 gene expression levels have been evaluated by Quantitative
Reverse Transcription PCR (QRT-PCR) method in tissue samples taken from polyp tissue of
13 patients with NP, healthy nasal mucosa of 9 patients and nasal mucosa of 10 healthy
individuals. In comparison of data, Pearson chisquare and Fisher’s exact test have been used.
P<0.05 was considered statistically significant.

As a result of sequence array analyze conducted in patients and control group, 10 nucleotide
changes have been identified in those (c.13C>T) and (c.152G>T) mutations are such as to
cause a residual change in RYD5 gene product [respectively (R5C) (G51V)]. (c.13C>T)
nucleotide change is a tolerable protein variation (MAF=0,27), and (c.152G>T) nucleotide
change that was found only in patients with NP can cause a protein variation that has never
been reported before and is intolerable according to PROVEAN, PolyPhen-2 program,
tolerable according to SIFT program. It has been found a statistically significant relation ship
between (c.-264A>G) and (c.-103G>A) nucleotide changes and NP pathogenesis (p<0,05).
No difference was found between the polyp tissue of patients with NP and their healthy nasal
mucosa in terms of the RYD5 gene sequence. According to the expression analyze results of
our study, RYD5 gene expression level in polyp tissue of patients with NP was low in



comparison to their healthy mucosa, and no statistically significant difference was found
(p=0, 367). In comparison to the control group, RYD5 gene expression level has been
increased in nasal polyp tissue, however this difference was not statistically significant
(p=0.121). The relation RYD5 gene expression, distributions of mutations in control group
and nasal polyp tissue could not been evaluated statistically.

In conclusion, we consider that in RYD5 gene (c.-264A>G) and (c.-103G>A) nucleotide
changes alter the severity of chronic inflammatory diseas and contribute to NP development
by affecting the level of gene expression.

Keywords: Nasal Polyposis, Pathogenesis, RYD5, DNA Gene Sequencing, QRT-PCR,
Nucleotide Changes
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1. GIRIS

Nazal polipozis (NP), orta meatus ve etmoid bolgedeki epitelden orijin alarak, nazal kaviteye
dogru sarkan ve burun boslugunu kapatabilen iyi huylu mukozal c¢ikintilardir. Nazal
mukozanin en sik karsilasilan patolojik degisikligi olup, mukozal inflamasyon ile
karakterizedir [1]. Nazal polipozise siklikla, alerjik rinit, alerji, aspirin duyarlilifi ve astim

eslik eder [2-6].

NP, icice girmis bir¢cok immiinolojik yolak i¢in klinik bir gosterge olup, sistemik
bozukluklarin lokal olarak ortaya c¢ikardigi bir sonuctur [7]. Etiyolojisinin ve patogenezinin
tam olarak acgiklanamamis olmasma karsin, patofizyolojisinin pro-inflamatuvar ve anti-
inflamatuvar sitokinler arasinda gelisen dengeyle diizenlendigine inanilmaktadir [8-10]. NP
patogenezinin aydinlatilmasinda bu dengeyi etkileyen faktdrlerin belirlenmesi 6nemli veriler

saglayacaktir.

NP, kistik fibrozis (KF), primer siliyer diskinezi, Young ve Kartegener sendromu gibi genetik
hastaliklarla birlikte sik olarak goriiliir [11, 12]. NP’li hastalarla yapilan ¢aligmalarda, %13,3-
52’sinde pozitif aile dykiisii bildirilirken, tek yumurta ikizlerinin %52,6’sinda NP gelisiminin
gosterilmesi, hastalik fenotipinin ortaya ¢ikmasinda gevre ile kalitimin karsilikli etkilesiminin
onemli oldugu sonucuna yol agcmustir [13-17]. Cesitli epigenetik ve genetik faktorler kronik
inflamatuvar hastaliklarin  siddetini  degistirerek, hastalik fenotipinin ortaya ¢ikisini
etkilemektedir. Insan genom projesinin tamamlanmasiyla, genetik faktorlerle ilgili bilgimiz
artmis ve tek niikleotit polimorfizmleri (SNP) veya mikrosatellit polimorfizmlerin (6zellikle
diizenleyici bolgelerde yer alan) hastalik fenotipleri ile yakin iliskide olduklar1 ve genlerin
ifade diizeyini degistirme yoluyla hastaliklarin siddetini degistirebildikleri gézlenmistir [18-
20]. NP gelisimi ile ilgili yapilan bazi1 ¢calismalarda: Human Lékosit Antijeni (HLA) [21, 22],
Tiimor Nekroz Faktorii (TNF) [6, 23], Interlokin-14 (IL-14) [24, 25] ve Asiloksiasil Hidrolaz
(A0A4H) [13, 25] genlerine ait SNP’ler ile NP gelisimi arasinda iligki tespit edilmistir. NP
dokusuna ait gen ifade profilleri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, kontrole kiyasla birgok genin
ifadesinde farklilik oldugu bildirilmistir [26, 27]. Gen ifadesindeki degisikliklerden siklikla

genotipik varyasyonlar sorumludur.



Sekretoglobinler (SCGB), yeni kesfedilmis bir protein grubu olup, dimerik yapida, biyolojik
olarak aktif, fizyolojik ve patofizyolojik olarak onemli proteinleri igermektedir [10, 27-30].
Anti-inflamatuvar ve immiino-modiilator fonksiyonlariyla yeni bir sitokin ailesi olmaya
adaydir [26, 29, 31, 32]. SCGB’ler, genellikle akciger, meme bezi, trakea, prostat, uterus ve
tiikiiriik bezi gibi 6zellikle bol salgi epiteli i¢eren organlarda ifade edilir [33]. Patofizyolojik
fonksiyonlar1 heniliz tam olarak anlasilamamis olup, birgok hastalik patogeneziyle
iliskilendirilmis ve bazi kanserlere ait biyobelirtegleri igeren 6nemli bir siiperailedir [29, 33].
SCGB’lerin astim, kistik fibrozis, bronko pulmonar displazi (BPD), kronik obstriiktif
pulmonar hastaliklar gibi kronik solunum yolu hastaliklart ile iliskili olabilecekleri
bildirilmistir [34]. Insan genomunda SCGB gen siiperailesine ait on bir gen ve bes psdédogen
bulunmaktadir [29, 32]. SCGBI1CI1 alt ailesine ait RYD5 (ligand-binding protein, SCGB1C1)
geni, kromozomun 11ql5.5 bandinda yerlesim gostermektedir [16]. Olfaktér mukoza
icerisinde yer alan, mukus salgilayan Bowman bezinde RYDS5 geni mRNA’simin tespit
edilmesi ve homoloji ¢caligmalar1 neticesinde, koku molekiilii baglayici protein (OBP) olarak,
belirgin bir 6zgiilliikk olmaksizin hidrofobik koku molekiillerini bagladigi saptanmistir [29, 35-
38]. NP’li ve NP’siz kronik rinosiniizitli (KRS) hastalarda, yapilan bir ¢alismada, NP’siz
hastalara kiyasla NP’li hastalarda RYD5 geninin ifade diizeyinde bir artis saptanmis ve bu

durumun polip formasyonuna katkida bulunabilecegi bildirilmistir [33].

Bu tez c¢alismasinda nazal polipozisli hastalarda DNA dizi analizi yontemi ile hastaligin
patolojisinde rolii oldugu diisiiniilen RYDS5 geninde yer alan niikleotit degisiklikleri

arastirilmis ve kantitatif ters transkripsiyon PZR ile gen ifade diizeyi degerlendirilmistir.



2. NAZAL POLIPOZIS

2.1. Tanim ve Tarihce

NP’e iligkin bilgiler, Eski Misir donemine kadar dayanmaktadir. NP, hasta ve doktor adinin
bilindigi (hasta, Kral Sahura; doktor, Ni-Ankh Sekhmet) en eski hastaliktir [38-41]. Yunanca
kokenli bir kelime olan polip (poly: ¢ok; pous: ayak) “cok ayakli” anlamina gelir [42]. Polip
kelimesi genel olarak, orta meadan orijinli, soluk renkli, 6demli, pedinkiillii, diizgiin ylizeyli,
jelatindz, mukozal kese tarzindaki kitleleri tarif eden bir terimdir [39]. Nazal polipozis, bircok
nedene bagli, nazal kaviteyi doseyen mukozanin en sik karsilasilan patolojik degisiklikleri
olup, mukozal inflamasyon ile karakterizedir [43]. Genetik yatkinlik, immiinolojik ve

metabolik bozukluk gibi birden fazla faktor nazal polip olusumunda rol oynar [44].

3000 y1l 6nce, Hindistan’da polipektomi i¢in kiiretler iiretilmis, 2500 y1l 6nce ise Hipokrat
(M.0.460-370) zamaninda ayrintili medikal tedavi ve polipektomi teknikleri tanimlanmustir.
Hipokrat, polip kelimesini etmoid siniislerdeki patolojiyi tanimlamak amaciyla kullanmistir

[45, 46].

Zuckerkandl (1882), poliplerin yapilar1 hakkinda bilgi vermistir [47]. Hajek 1896 yilinda
nazal polip gelisiminde vaskiiler konjesyonun ve mukozal eksudanin énemli rol oynadigin
savunmustur [48]. Hirsch 1925 yillinda kronik siniizitin nazal polipozis etiyopatogenezinde
rolii oldugunu bildirmistir [49]. Kern ve Schenk (1933) nazal polipozis etiyolojisinde alerjinin
onemine ilk kez deyinmistir [50]. Tedavideki 6nemli gelismeler, Eski Yunan medeniyetinde
ve Avrupa’da Ronesans doneminde gerceklesmistir [S1]. Mosher (1929), “bir insani
Oldiirmenin en kolay yolu” diyerek nazal polipozisin cerrahisini tanimlamistir [52].
Polipektomi olduk¢a agrili ve tehlikeli bir ameliyat sekli iken, zaman i¢inde rutin bir mindr
cerrahi girisim olarak uygulanmistir [53]. Ibn-i Sina, bugiin kullandigimiz aletlere cok benzer
araglarla polipleri ¢ikarmis ve kizgin demirlerle daglamistir. Ayrica hastalarin tedavisinde
kokular ve yapraklar da kullanmistir [54]. Messerklinger’in (1967) modern endoskopik
yontemleri gelistirmesi ve goriintilleme yontemlerinin ilerlemesiyle, NP cerrahisi daha
giivenilir hale gelmis ve nazal polipozisin tanimi, etiyopatogenezi, medikal ve cerrahi

tedavisinde belirgin degisiklikler olmustur [51].



2.2. Epidemiyolojisi

Nazal polipozisin toplumda goriilme siklig1 yaklasik %1-4’dir [55, 56]. Tos ve Larsen [1], NP
toplumda beklenenden daha sik goriildiigiinii, ancak ¢ogunlukla boyutlar kii¢iik oldugundan
tan1 konulamamalar1 veya belirti vermemeleri nedeniyle, ger¢ek insidansi tahmin etmenin zor
oldugunu bildirmistir. Endoskopinin kullanima girmesiyle, kiiclik poliplerin saptanmasinda
artis saglamistir [41]. NP prevalansi, Avrupa toplumlarinda ortalama olarak %1-4.3 olarak
bildirilmistir [57-59]. Erbek ve arkadaslarinin [6], Tiirk toplumunda yaptig1 bir ¢alismada NP
prevalansi %?2.7 olarak saptanmistir. NP’lerdeki farkli insidanslar genetik ve irksal faktorler

gibi etiyolojik nedenlerden kaynaklanabilir [3-6].

NP iki yasindan sonra her yasta goriilebilirse de, on yasindan 6nce goriilmeleri (%0.1) nadir
olup, en ¢ok otuz-kirk yas arasinda daha sik ve erkeklerde kadinlara kiyasla iki kat daha fazla
goriiliir [55, 60, 61]. Yirmi ile altmis yaslar1 arasinda her on yilda bir NP siklig1 artmakla
birlikte 60 yasindan sonra goriilme siklig1 tekrar azalmaktadir [61].

2.3. Etiyolojisi

Nazal polipozisin patogenezi ve etiyolojisi ¢ok uzun zamandan beri tartisma konusu olmus,
ancak ileri siiriilen goriislerden hicbiri heniiz genel bir kabul gérmemis ve kesinlik
kazanmamisti. NP etiyopatogenezinde pek ¢ok faktoriin birlikte rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Nazal polipozis etiyolojisinde kronik lokal enfeksiyon, aspirin duyarliligi,
alerji, aerodinamik faktorler, immiinolojik faktdrler, metabolik bozukluklar (endokrin),
anormal vazomotor cevap, aile oykiisii ve genetik yatkinlik, otonomik fonksiyon bozuklugu
gibi birden fazla faktér ve/veya hastalik rol oynar [1-6, 62]. Bu gibi uyaranlar veya
hastaliklar, solunum yolunu doseyen epitel hiicrelerin ¢ogalmasina, kronik inflamasyonuna,
epitelyumun altindaki stromanin 6demine, lenfosit ve eozinofilik graniilositlerin gogii ile
infiltrasyonuna ve polip olusumuna yol acar. NP olusumu, degisik etiyolojik ajanlara kars1 tek
tip bir yanit olup, sistemik bozukluklarin lokal gostergesi olarak tanimlanabilir [41]. NP

etiyolojisine dair ¢esitli agiklamalar mevcuttur, bunlardan bazilar1 asagida siralanmaktadir:



Anatomik bozukluklar Nazal polipoziste polipler ¢ogunlukla orta meatustan koken alirlar.
Agger nazi hiicresi, konka biilloza, paradoks orta konka, asir1 pndmotize bulla, egri unsinat
cikint1 gibi anatomik varyasyonlar dar olan ostiomeatal kompleks (etmoid labirent) bolgesini
oldukg¢a daraltarak, NP olusumuna zemin hazirlar [39]. Bernoulli fenomeninde, burundaki bir
darlik sonucunda, hava basinct bu boélgenin arkasinda diismekte, mukoza emilerek o bolgeye
dogru cikinti oustumaktadir. Bu kisimdaki mukoza zamanla kalinlasmakta ve polip

olusumuna neden olmaktadir [41].

Alerji NP’li hastalarda alerji prevalansinin %10-64 arasinda oldugu gézlenmektedir [44, 63].
Alerjisi olan hastalarda ise, NP insidansi %5’ten azdir. Nazal polipozisli hastalarin nazal
mukoza Orneklerinde %80-90 oraninda eozinofil hakimiyetinin olmasi, astim ile birlikte
goriilmesi, alerjik rinit semptomlarinin mevcut olmasi, NP etiyolojisinde alerjinin yeri
olabilecegi goriisinii desteklemektedir [2, 44, 50]. Nazal polipozisle, astim ve alerjik rinitlerin
ortak Ozelligi mukozal infiltrasyona bagli olarak, eozinofil, mast hiicreleri ve lokal IgE
diiyezlerinin artmasidir [64, 65]. Bazi c¢aligmalar, alerjisi olan nazal polipozislikisilerde
operasyon sonrast hastalik tekrarinin daha yiiksek oldugunu bildirmistir [66, 67]. NP’li
hastalarda en sik alerjik ajanlar, Dermatophagoides  pteronyssinus  (%27.7),
Dermatophagoides farinae (%21. 3) ve Olea europaea (%21.1)’dir [63]. Fakat aler;ji ile nazal
polip arasinda sanildig1 kadar kuvvetli bir iligkinin olmadigin1 savunan arastirmalar da vardir

[55, 68, 69].

Kronik lokal enfeksiyonlar Nazal polipozisli hastalarda, kronik burun enfeksiyonuna sik
rastlanmakta olup, vakalarin %50°den azinda aerobik ya da anaerobik bir bakteri bulundugu
rapor edilmistir [39, 56, 70]. Bu vakalarda en sik goriilen patojenler; S Hemolytic
streptococci, Staphylococcus aureus, Streptococcus pnomoniae, Haemophilus influenzae,
Helicobacter pylori ve Bacteroides fragilis’dir [23, 43, 70]. Staphylococcus aureus’a ait
Stafilokok enteretoksin B (SEB) ve toksik sok sendrom toksin-1 (TSST-1) siiperantijen gibi
davranarak, burun duvarinda kendilerine kars1 antikor olusturacak lenfositlerin ¢ogalmasina
neden olurlar (Sekil 2.1) [39, 71, 72]. Dolayisiyla serumda bu toksinlere karsi olusturulan IgE

antikorlariin diizeyi artar [7, 72].



Sekil 2.1. Nazal polip epitelinde Staphylococcus aureus enterotoksinlerinin boyanmasi [71].

Adenoviriis, Epstein-Barr viriis, Herpes simpleks ve Human papilloma viriis ile yapilan
calismalar, virlislerin polip olusumuna katkisinin olabilecegi fikrini giiglendirmektedir [39,
73, 74]. Son yillarda yapilan ¢alismalar, alerjik fungal siniizitlerle nazal polipozis arasinda bir
iligki olup, polipli hastalarda 6zellikle Aspergillus fumiatus, Aspergillus flavus, Candida

albicans ve Penicillium sp. varlig1 tespit edilmistir [5, 75-78].

Bronsiyal astim ve aspirin duyarhhigi NP’li hastalarda siklikla aspirine (asetilsalisilik asit—
ASA) kars1 hassasiyet gozlenir [2, 79, 80]. Aspirin duyarlilig1 olan hastalarda arasidonik asit
metabolizmasindaki farklilik sonucu, aspirine karsi verilen hiicresel cevap degismektedir [71].
Aspirin alim1 sonucunda, siklooksigenaz inhibe olur, arasidonik asit metabolizmasi degiserek,
prostoglandin E2’nin azalip, 16kotrien {iretiminin artmasi sonucu aspirin duyarliligi olustugu
diistiniilmektedir [39, 71, 81]. NP’li hastalardaki aspirin duyarlili1 prevalans: [82-84] %15-
36 olarak bildirilirken, Tirk toplumunda hastane temelli bir calismada %0.35 olarak
bildirilmistir [85]. Ayn1 zamanda, astim ve NP arasinda da gii¢lii bir iliski vardir. Ozellikle
astimin eslik ettigi NP olgularinda IL-5 reseptoriinii kodlayan genin baskilandig: bildirilmistir
[84]. NP hastalarinin 1/3’1 astimli [86] olup, astim hastalarinin ise yaklasik %7-13’tlinde
polip tespit edilmistir [55, 84]. Nazal polipozisin, aspirin (asetilsalisilik asit-ASA) duyarlilig1
ve astim ile birlikte seyretmesi Samter sendromu (ASA Triad1 veya ASA sensitif astim) olarak
adlandirilir [2, 87, 88]. Samter sendromunda baslangicta bu hastalar kronik siniizitli olup, bes-
on yil i¢inde aspirinin tetikledigi astim gelisir ve son olarak NP ortaya ¢ikar [32]. Aspirin
duyarlilig1 olan bronsiyal astim hastalarinda NP prevalanst %60’dan ytiksek iken [56], aspirin

duyarlilig1 olmayan bronsiyal astim hastalarinda NP prevelans1 %7°den azdir [55].



Mukozal temas Basing polip olusumunu uyaran faktorler arasindadir. Nazal kavitedeki
basing noktalarinda mukozanin birbirine temas etmesiyle polip olusumunun tetiklendigi
gbzlenmistir [89]. Ozellikle etmoid siniis gibi zaten dar olan bolgelerdeki mukozada herhangi
bir nedenle gelisen 6dem arttik¢a, buradaki mukozanin karst mukozaya temasi sonucunda
tikaniklik olusur [43]. Ayrica, olusan mukozal hasar ile siniis drenaji bozularak, siliyer
fonksiyon engellenir ve bakteriyel invazyona ve siniizite zemin olusur. Siniizit, vendz stazi ve

mukozal 6demi arttirarak, dolayli olarak polip olusumuna neden olur [43].

Bag dokusu degisiklikleri Hiicre yapigmasi ve epitel hiicrelerinin farklilagmasi {izerinde,
hiicre-dis1 matriks glikoproteinlerinin, 6zellikle fibrinonektinin, kollajen ile birlikte etkili
oldugu diisiiniilmektedir [41]. Mukus bezlerinin genislemesi ve kistik degisiklikler, epitel

yapida bozulmalar ve sonrasinda submukozanin ¢ikint1 yapmasina neden olmaktadir [41, 44].

Genetik faktorler Settipane ve Greisner’in [90] 1996 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, 50 nazal
polipozisli hastanin %14’linlin ailesinde birden ¢ok bireyde nazal polip varliginin
gosterilmesi, hastaligin genetik temelli olabilecegi kanaatini uyandirmasina ragmen, bu
konudaki ¢aligmalar sinirl kalmis ve halen kesin bir kanit tespit edilememistir. Drake-Lee’ nin
[91] 1992°de yaptig1 ¢alismada, tek yumurta ikizlerinin %52,6’sinda nazal polip oldugu
bildirilmistir. Alexiou ve arkadaglarinin [92], 100 NP’li hasta ile 102 kisiden olusan kontrol
grubunda yaptiklari ¢alismada, kontrol bireylerinin aile dykiisiinde NP bildirilmezken, NP’li
hastalarin %13.3’linde aile oykiisiinde NP varlig1 bildirilmistir. Aspirin duyarlilig1 olan, astim
ve nazal polipozisi olan 44 hastanin birinci dereceden yakinlarinin %36’sinda NP rapor
edilmistir [44]. Kistik fibrozis (KF, CF, mukovisidozis) [56, 93, 94], Kartagener sendromu
(primer siliyer diskinezi, PSD) [95-97] ve Young sendromu (hiperviskéz mukus sendromu)
ile birlikte goriilen NP’lerde genetik yatkinliktan s6z edilmektedir [98, 99]. NP birlikteliginin
genotipik iliskisi heniiz ortaya ¢ikarilamamis olmasina karsin, nazal polipozisli hastalarin KF

genotipi agisindan degerlendirilmesi gereklidir [44].



2.4. Eslik Eden Hastaliklar

Kistik fibrozis, otozomal resesif olarak kalitilan bir genetik hastaliktir. Bu gibi kronik
hiperplazik mukozal degisikliklere neden olan hastaliklar polip olusumu i¢in zemin hazirlar.
KF’li hastalarin %20-48’inde NP gozlenmektedir [56, 93, 94]. Kartagener sendromu,
otozomal resesif gecisli genetik bir hastalik olup, sillerin hareket yetenegi az veya hi¢ yoktur.
bu hastalarda, NP prevalanst %40’dan daha yiiksek olarak saptanmistir [95-97]. Young
sendromunda, siliyer yap1 normal olmasina ragmen, mukus viskozitesinin artmastyla, polip
olusumuna zemin hazirlar [98-100]. Churg Straus sendromunda (CSS), perennial rinit benzeri
bulgulart olup, bu hastalarda NP prevalanst %50-69°dir [101, 102]. Allerjik olmayan
eozinofilik rinit sendromu (NARES) kronik siniizit ile karakterize olup, bu hastalarda, NP
prevalansi %29 olarak rapor edilmistir [ 103-105].

2.5. Patogenezi

Mukoza 6demi polip olusumuna yol agan temel patolojik durumdur. Polip patogenezini
aciklamaya calisan tiim teoriler, 6demin nedenini anlamaya yoneliktir. Enfeksiyon, alerji,
astim, aspirin duyarhiligi, kistik fibrozis, inflamasyon yapici ve tetikleyici cesitli etkenler
submukozal O6deme neden olarak polip olusumunda rol oynamaktadir. Nazal polip
olusumunda anahtar bolge olarak kabul edilen ostiomeatal komplekste (OMK) cesitli
nedenlerle meydana gelen darlik, orta meada sekresyonlarin stazina neden olmaktadir (106).
Gevsek endotelyal birlesim yerlerinden sivinin damar disina ¢ikisi, ddem olusturur. Odem ve
inflamasyon arttik¢a, orta meada da staz ve tikaniklik artmaktadir. Bu bolgelerdeki mukozal
yiizeylerin birbirine temasi ile kii¢lik epitelyum nekrozlar1 ve epitel kayiplar1 olugmaktadir.
Epitel nekrozu olan sahalarda graniilasyon dokular1 gelismekte; daha sonra bu dokular, ¢evre
epiteli ile tekrar epitelyalize olmaktadir. Ancak bu epitelizasyon, 6demli dokunun etrafini

cevreleyerek olustugu i¢in, yer ¢cekiminin etkisiyle liimene dogru bombelesmektedir [107].

Etiyolojilerinde bir takim farkliliklar olmakla beraber, NP mukozanin bazi hiicrelerce istilasi
ile birlikte salinan mediyator ve sitokinlere bagli olarak kronik bir inflamatuvar yanitin
gelismesi sonucu olugmaktadirlar. Inflamatuvar hiicreler arasinda en belirgin olan1 poliplerin
%80-90’1nda bulunan eozinofildir [60, 80]. Nazal polipozisde, eozinofillere ayn1 zamanda IL-
5 ve granulosit makrofaj koloni stimiile edici faktor (GM-CSF) gibi sitokinlerin artis1 da eslik
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etmektedir. Eozinofillerin infiltre ettigi NP dokusunda, ndtralizan anti-IL-5 monoklonal
antikorlarin eozinofillerde apoptozis ve dokudaki eozinofillerde azalmaya yol agmasindan da

anlagilabilecegi gibi, IL-5 burada anahtar rolii oynamaktadir [108].

Eozinofillerin yani sira, mast hiicreleri de bu siirecte 6énemli rol oynamaktadir. Transforme
edici biliyiime faktorii-beta (TGF-B), potent bir fibrojen biiylime faktoriidiir, ekstraselliiler
matriks yapipimini uyarir ve fibroblastlar i¢cin de bir kemoatraktandir. Ancak, IL-5 sentezini
inhibe etmekte ve eozinofiller lizerinde hematopoetinlerin (IL-5, GM-CSF) yasamini uzatici
etkisini ortadan kaldirmaktadir [109]. Nazal polipozisli hastalarda, IL-4’iin uyarimu ile birlikte
TGF-B diizeyinde artis olmaktadir. Transforme edici biiylime faktorii-f ise, fibroblastlarin
proliferasyonuna ve yogun stromal olusuma Onciiliik etmektedir. Bu hastalarda tanimlanan
inflamasyonun 6zgiil olmayan belirleyicileri arasinda ise IL-6, IL-8ve IL-11 sayilabilmektedir

[110, 111].

Nazal polipozisteki epitel hiicreleri ¢esitli inflamatuvar sitokinler ve biiylime faktorleri
tiretmektedirler ki bu sitokin ve biiyiime faktorleri; IL-5, IL-8, GM-CSF, IL-6, IL-1p, timor
nekroz faktorii-alfa (TNF-a), vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF), Regulated upon
activation T cell expressed and recreated (RANTES) ve eotaksin’dir. Bu sitokinler,
inflamasyon bdlgesine periferik dolagimdan eozinofil ve lenfositleri toplayabilmekte, hiicre
aktivasyonunu saglamakta ve hiicrelerin yasam siirelerini uzatmakta, dolayisiyla lokal

inflamasyonun gelisimine katki saglamaktadir [60, 79, 112].

Nazal polipozisdeki eozinofiller, major bazik protein, eozinofil peroksidaz ve sisteinil LT ler
gibi inflamatuvar mediyatorlerin giiclii bir kaynagini olusturmaktadir [113, 114]. Bu
mediyatorler, damar gegirgenligini ve plazma ekslidasyonunu uyarici etkiyle inflamatuvar
stireci baslatmaktadir. Ayrica, eozinofil sayisinin ve TNF-B, makrofaj inflamatuvar protein-1a,
TGF-B1 ve TGF-a, TGF-B (esas olarak TGF-B1) ifadesinin normal nazal mukozaya kiyasla
NP’de arttig1 bulunmustur ve solunum yolu “remodeling”inde bu sitokinlerin rolleri oldugu
varsayilmaktadir. TGF-f, epitel hiicreleri ve fibroblastlardaki degisime ve VEGF’iin yapimina
onciiliikk ederek, NP patogenezine katki saglamaktadir. Bundan baska, 1L.-4’e cevap olarak,
TGF-f geninin transkripsiyonu artmaktadir ki bu da stromadaki proliferasyon ve NP
olusumundan Th2 aracili mekanizmanin sorumlu oldugunu diislindiirmektedir. Nazal

polipozisde eozinofillerin %30’u GM-CSF mRNA tagimaktadir ve GM-CSF’yi ifade eden
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hiicrelerin sayisi, epidermal biiyiime faktorii-2 (EGF2) ve IL-3 mRNA tasinmasiile de
uyumludur. IL-4, nazal mukoza damarlarinda damar hiicresi yapisma molekiilii (VCAM-1)

ifadesini arttirarak eozinofil akisinin artisinda 6nemli rol oynar [41, 113].

Nazal poliplerde mast hiicresinin VEGF ve temel fibroblast biiyiime faktoriiniin esas kaynagi
oldugu diisiiniilmektedir. Vaskiiler endotel biiyiime faktoriinlin bir diger 6nemli kaynagi ise
fibroblastlardir. Bu iki biiylime faktorli, damar sayilarimi arttirarak ve fibroblast
proliferasyonunu indiikleyerek nazal polip patogenezine katki saglayabilmektedirler [54, 115].
Yapilan calismalarda, interselliiler adezyon molekiilii-1 (ICAM-1), E-selektin ve P-selektin
gibi yapisma molekiillerinin NP endotelinde ifade edildigini, oysa normal endotelde VCAM-1
ifadesinin zayif oldugu ya da hi¢ olmadig1 gosterilmistir [113, 116, 117]. Baz1 caligmalar,
NP’in yiiksek diizeylerde oncelikle eozinofil kemoatraktanlar1 olarak bilinen RANTES ve
eotaksini eksprese ettigini gostermistir [117, 118]. Nazal polipozis epitel hiicrelerinde ifade

edilmekte olan VEGF gibi biiylime faktorleri TGF-B1 ile kontrol edilmektedir [119, 120].

Potent fibrojenik bir sitokin olan TGF-B1, ekstraseliiler matriks olusumunu uyarmakta ve
fibroblastlar icin kemoatraktan olarak rol oynamaktadir. Ancak TGF-TGF-B1, IL-5 sentezini

inhibe etmektedir ve hematoproteinlerin (IL-5 ve GM-CSF) eozinofillerin yasam siiresini
uzatma etkilerini ortadan kaldirmaktadir. Nazal polip dokusunun boyanmasi sonucunda, TGF-
B1’in esas olarak ekstraselliiler matrikse baglandigi ve burada latent, inaktif formda
bulundugu gosterilmistir. Bir diger biiylime faktorii olan EGF reseptorleri de, NP epitelyum
hiicrelerinde ifade edilmektedir. Nazal fibroblastlar, RANTES, major katyonik protein-1
(MCP-1) ve GM-CSF gibi mediyatorleri sentezlemekte ve eozinofillerle etkilesimi olan
kemokinler i¢in de zengin bir kaynak olusturmaktadirlar. Bu nedenle, solunum yolu
hastaliklarinin patogenezinde nazal fibroblastlar ve iiretmis olduklar1 mediyatorler de 6nem

arz etmektedirler [117-120].

TNF-0, epitel hiicrelerde kodlanan MUCS5AC geninin ifadesini artirir. Bu durum burun
epitelinde mukus sekresyonunu artirir ve goblet hiicrelerinde hiperplaziye neden olarak, NP
olusumuna katki yapar [44]. Gosepath ve arkadaslarinin [121] calismasi, NP’de aragidonik
asit metabolizmasinin ve siklooksigenaz (COX-2) geni mRNA ifade seviyesinin arttigini
bildirmistir. Nazal polipozis patogenezinde oksidatif stresin Onemli olabilecegi de

bildirilmistir [44]. Doku ve kandaki antioksidan maddeler azalirken, peroksidasyon iirlinii
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olan oksidatif maddelerin artmasiyla polip olusumuna zemin hazirlamaktadir. Ayrica NP’te

nitrik oksit (NO) sentezinin arttig1 tespit edilmistir [122].

2.6. Histopatolojisi

Normal mukoza ile nazal polip mukozasi arasinda 6dem, eozinofili, epitelyal biiylimedeki
artis ve yeni bez olusumu acisindan farliliklar vardir [123, 124]. Nazal polipozisde
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ¢ok belirgin olup, lenfositler, eozinofiller, plazma hiicreleri,
makrofajlar, mukozal ve bag dokusu mast hiicreleri bolca bulunur. Polip stromasindaki
O6demden, kan damarlarindaki endotel baglantilarinin agik olmasi ve plazma kagaginin artmasi
sorumludur [125]. Polip mukozasi, kalinlagmis bazal membran {izerinde, yalanci ¢ok kath
(psodostratifiye), siliyali, kolumnar, silindirik epitelle c¢evrili olup, epiteliyal hiicre
proliferasyonu artmis, stroma Odemli, subepitelyal bolgede eozinofilik inflamasyon,
sekretuvar hiperplazi belirgindir [123, 124]. Nazal polipozisde, goblet hiicre sayisi artmis
olup, goblet hiicrelerinin polip i¢cindeki yeri ve sayist cok degiskenlik gosterir [60, 90].

2.7. Klinik Bulgular ve Tanis1

Cogu NP hastas1 asemptomatik olsa da, burun tikaniklig1 esas sikayet olup, bununla birlikte
burun tikanikligi, burun akintisi, koku ve tat alma bozuklugu, konusma bozuklugu, bas agrist
gibi yakinmalar da mevcuttur [111]. NP’li hastalarda burun tikanikliginin sonucu olarak
ortaya ¢ikan agiz kokusu, uyku apnesi, uyku bozuklugu, yorgunluk gibi nedenlerden yasam

kalitesi belirgin sekilde diismiistiir [56, 111].

Tanida ilk asama hastalik Oykiisiiniin alinmasidir. Nazal polipozisli hastalarin Oykiisii
aliirken, yakinmalarin yani sira, buna eslik edebilecek hastaliklar olan bronsiyal astim ve
aspirin duyarliligr sorgulanmalidir [36]. Tanida 6nemli olan ikinci asama ise kulak burun
bogaz muayenesi sirasinda rinoskopi ile burun igindeki poliplerin goriilmesidir [126].
Hastalik Oykiisii, fiziki ve endoskopik muayene, laboratuvar ve radyoloji (BT, MRQ)
sonuglari, alerji (cilt testleri, spesifik IgE, nazal sitoloji v.s.) ve histopatolojik degerlendirme
tan1 konmasinda onemlidir [56]. Sadece yaygin mukozal 6demden tek bir kitleye veya tiim
paranazal siniisleri dolduran yaygin polipozise kadar uzanan genis bir klinik goriiniime

sahiptir. Bazen, polipler tim burun boslugunu doldurarak disar1 ¢ikabilmektedir. Anterior
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rinoskopide polipler, agrisiz, diizglin ylizeyli, gri, parlak, yumusak, mobil, jelatindz, sapl
veya sapsiz iiziim salkimi seklinde 6demli kitleler goriinlimiindeyken, nazal mukoza ve
konkalar soluk, konjeste olarak izlenmektedir [127]. Ayrica nazal endoskopik muayene,
nazal polipozisin tanisi, tedavisi ve postoperatif takibinde onemli bir unsurdur. Polip
boyutlarin kiigiik ve hastalarin asemptomatik olmalart nedeniyle, ¢ok sayida tani
konulamayan nazal polipozis vakalar1 vardir. Endoskopik muayenenin rutine girmesiyle, tani

konulamayan bu vakalarin sayis1 azaltilmistir [111].

Manyetik rezonans goriintiileme (MRG) pahali bir yontem olup, mukus ve polip ayirici
tanisinda oldukga etkin bir tekniktir [62]. Paranazal siniis bilgisayarli tomografisi (PNS BT)
ile yapilan inceleme NP degerlendirmesinde altin standart niteliginde bir yontemdir [128,
129]. Nazal polipozin diinyada kabul géren bir siniflandirilmasi mevcut degildir. Hastaligin
tedavi Oncesi ve sonrast seyrinin degerlendirilebilmesi ve standardizasyon saglanmasi igin,
Lund ve Mackay [130] tarafindan gelistirilen radyolojik evreleme sistemi ve Lidtholdt ve
arkadaslarinin [131] tanimladiklar1 0-3 skalast (polipleri endoskopik goriiniimii) yaygin

kullanima sahiptir.

2.8. Tedavi Yaklasimlari

Nazal polipozisin tedavisi hala tartigsmali olup, zor ve hayal kirikliina neden olabilen bir
siirectir. Bu hastaligin etiyoloisi tam olarak anlasilamadigindan, tedavi i¢in bir algoritma
gelistirilememis ve hastali§in tekrarlamasi (%29-53) 6nlenememistir [67, 132]. Genis tedavi
secenekleri kapsaminda, tibbi ve cerrahi yontemler yer almaktadir. Tedavide temel amac,
poliplerin temizlenmesi veya kiigliltiilmesi, nazal havalanmanin ve sinils ventilasyonunun
yeniden saglanmasi, poliple birlikte goriilen rinit semptomlarinin diizeltilmesi, koku almanin
saglanmasi ve niiksiin 6nlenmesidir. Medikal ve cerrahi tedavi tek basma uygulanabildigi

gibi, kombine de uygulanabilmektedir [67, 127, 132].

Medikal tedavide en sik olarak kullanilan ilaglar steroidler olup, lokal ya da sistemik olarak
uygulanmaktadirlar [96, 131]. Uzun donem sistemik steroid uygulamasit ve niikslerin
goriilmesi bu tedavinin 6nemli dezavantajlaridir. “Medikal polipektomi” de denilen bu tedavi
yaklasimi, topikal etkili steroidler kadar giivenli degildir [127]. Alerjik rinosiniizitle birlikte

olan nazal poliplerde eozinofil kemoatraktanlarinin iiretimini baskilayan feksofenadin,
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antilokotrienler, eozinofillerin ve mast hiicrelerinin aktivasyonunu onleyen desloratadin gibi
antihistaminikler, antioksidanlar, makrolid antibiyotikler, antifungal ilaglar kullanilmaktadir

[127].

Medikal tedavinin yetersiz kaldigi durumlarda, cerrahi tedavi uygulanir [132]. Ancak
hastaligin %49 oraninda tekrar etmesi, tedavide sadece polipektomi uygulamasinin yeterli
olmadigimi gostermektedir [79]. Siniislerin drenajin1 ve ventilasyonunu saglamak, konjesyon,
6dem ve mukoza defektlerini gidermek amaciyla etmoidektomi ve endoskopik siniis cerrahisi
(ESC) uygulanmaktadir [43, 51]. ESC’de iki teknik uygulanmakta olup, ESC uygulanamayan
hastalarda, lokal anestezi altinda mikrodebrider ile nazal polipektomi de uygulanabilmektedir

[43, 125].

2.9. Onceki Calismalar

Moloney ve Olivier [133], HLA-AI (Insan 16kosit antijeni A1) ve B8 doku antijeni ile siddetli
NP ve astim arasinda iliski oldugunu gostermistir. Luxenberger ve arkadaslarinin [134]
yaptiklari ¢calismada ise daha seyrek bir fenotip olan HLA-A74 ile NP arasinda bir iligki tespit
edilmistir. Schubert ve arkadaslar1 [135], HLA-DQB1*03’{in alerjik fungal siniizit i¢in bir

risk faktorii oldugunu bildirmistir.

Ni ve arkadaslar1 [136], tekrarlayan nazal polipozisli hastalardan aldiklar1 polip dokusundan
elde ettikleri mRNA’y1 RT-PZR ile c¢ogaltmislar ve elde edilen fiiriinleri fragmanlara
ayirdiklarinda, bunlardan birinin 8. kromozomun uzun kolundaki bir bdlgeye homoloji
gosterdigini saptamislardir. Nazal poliplerin %50’sinde p53°ilin (onkoprotein) ifade diizeyinin
arttig1 gosterilmistir [44]. Erbek ve arkadaglari [6], IL-1a (4845 GT ve 4845 TT), IL-1p (-511
CC) ve TNF-o (-238 AA ve -308 GA) gibi pro-inflamatuvar sitokin genlerinde var olan bazi

polimorfizmlerin NP olusumunda risk faktorii oldugunu gostermistir.

Fritz ve arkadaslar1 [27], nazal polipozislive polipsiz hastalardan alinan doku 6rneklerinde
farkl1 seviyede ifade olan 34 gen tespit etmislerdir. Mamoglobin 1, Triptaz 1 beta,
Prostaglandin D2 sentaz, IL-1f3 genlerinin nazal polipozisli hastalardaki ifade diizeylerinin
belirgin olarak arttigin1 gozlemlemis ve ayrica mamoglobin geninin haritasint (11q12.3-

13.1.3) ¢cikarmisglardir.
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Lu ve arkadaglar1 [33] kronik rinosiniizitli nazal polipozisli hastalarda kronik rinosiniizitli
polipsiz hastalara kiyasla RYDS5 (SCGBICI) geninin ifade diizeyinin arttigini, SCGB3A2
(UGRP1) geninin ifade diizeyinin ise azaldigini bildirmislerdir.

Liu ve arkadaslar1 [28], nazal polipozisli hastalardan alinan doku &rneklerini RT-PZR ve
“DNA mikrodizin” teknigi ile taramis ve 10.500 genden ifadesi artan ve azalan genleri rapor
etmislerdir. Statherin (48 kat), Prolaktin-indiikleyen protein (PIP) (24.9 kat), Malign beyin
tiimorii ldelesyonu (DMBTI) (30.3 kat), Laktoferrin (26.6 kat) genlerinin ifadesi artarken,
Klara hiicre 10-kd proteinini (CC10) kodlayan genin ifadesinin ise -20.1 kat azaldigi
bildirilmistir.
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3. RYD5 (SCGBICI) GENI

3.1. Koku Alma

Olfaktor sistem, memeli filogenesindeki en eski duyulardan birisidir. Kokular olfaktor
bolgeye solunum havasiyla tasinan ucucu kimyasal maddelerdir. Olfaktér bolge nazal
septumun iist kismini, kribriform plag: ve iist konkay1 iceren bir bolgede yer almaktadir. Bu
bolge 2-3 cm? genisliginde olup, 50 milyon primer duyu hiicresini barindirmaktadir. Olfaktor
epitelyum 60 mikron kalinliginda bir mukus ile ortiiliidiir. Duyu hiicrelerinden asagir dogru
uzanan siller bu ortii igerisinde yer almaktadir. Yag acisindan zengin bu mukus Ortiisii,
olfaktor epitelyumu icerisinde yer alan Bowman bezleri tarafindan salgilanmaktadir. Ugucu
molekiillerden yalnizca bu mukus oOrtiisii icinde eriyebilenler olfaktor epiteliyle iligkiye
girmekte ve beynimize koku seklinde taninan sinyallerin iletilmesinde mukustaki yaglar
yardimct olmaktadir. Olfaktor duyu hiicreleri bir yiizeyleri ile atmosferdeki koku
molekiilleriyle temas halindeyken, diger taraflarinda 10-100’lik gruplar halinde toplanan
noronlar, aksonal bilesimleri olusturarak, kribriform plaktan ¢ikarlar. Olfaktor bulbusa ulagan
bu aksonlar, burada post sinaptik hiicrelerde sonlanarak, glomerul yapilar1 olustururlar. Bu
glomeruller mitral hiicrelerde birlesir. Koku sinyali mitral hiicrelerden beynin kortikoamigdal
bolgesindeki list santral sinir sistemi bolgelerine olfaktor sinir araciligiyla iletilmektedir

(Sekil 3.1) [39].

Koku sogancign Talamus

Koku
sogancig:

S‘-*"’ . :\A

T o=t 2t C
Y S |
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Koku siniri

Koku sinirni
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Mitceral hiicre
Elck kemigi

Aksonlar

Mukozadaki
koku tayciklen

Sekil 3.1. Olfaktor bolge [39].
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3.2. Sekretoglobinler (SCGBs)

Sekretoglobin siiperailesi (SCGB), memeliler ve keselilerde salgilanan bir protein grubudur.
Grubun tanimlanmis ilk proteini tavsanlarda bulunmus ve blastokinin olarak adlandirilmistir
[137]. Bu isim daha sonra uteroglobin (UG, SCGB1A1) olarak degistirilmis ve en sonunda
tiim aile tiyelerinin ortak ismi olarak sekretoglobin ismi kullanilmaya baglanmistir. Bu ismin
basindaki “sekreto” oneki bunlarin salgi proteini oldugunu belirtir. Bu grubun islevleri biiyiik

Olciide belirlenemedigi icin, “globin” son eki eklenmistir [138].

Sekretoglobinler, uterus, prostat, pulmoner, gozyasi ve tiikiiriik bezi salgilarinda yiiksek
oranda bulunur. Ayni doku i¢inde, birden fazla ¢esitte SCGB geni ifade oldugu sikc¢a goriiliir
[29, 33] Sekretoglobinlerin bilinen gorevleri, akcigeri koruma ve onarma, immuno-
modiilasyon ve kemirgenlerde es secimidir. SCGB’ler, biyolojik olarak aktif, anti-
inflamatuvar ve immuno-modiilatér fonksiyona sahip bir protein siiperailesidir [10, 26, 28,
29, 33]. Sekretoglobinleri kodlayan genlerin ifadesi sitokinler tarafindan diizenlenmekte olup,

fizyolojik ve patofizyolojik 6neminin artmastyla ilgi odagi olmustur [33].

SCGB’ler sekresyondan oOnce dimerize olan, kiiciik proteinler olup, (insanda ~10 kDa)
dimerik yap1 proteaz, 1s1 ve pH’ya dayaniklidir [139, 140]. SCGB iiyeleri diger salgi
proteinlerinde oldugu gibi sinyal peptide sahiptir. Tavsan ve sican uteroglobin, sican klara
hiicre spesifik proteini i¢eren sekretoglobinlerin ii¢ boyutlu yapisi ortaya ¢ikarilmistir [141].
Bu proteinler antiparalel tarzda dort tane a-helikal yapi igerir ve bu yap1 kovalent disiilfit
baglar1 ve non-kovalent etkilesimler tarafindan bir arada tutulur [142]. Uteroglobin
stiperailenin prototipik bir tiyesi olup, proten dimerinin iki alt birimi arasinda, hidrofobik bir
kavite bulunur. Bu kavitede 6 tane (Phe6, Leul3, Tyr21, Phe28, Met41 ve Ile63) hidrofobik
amino asit yer almaktadir. Bunlardan Phe28 hari¢ digerlerine ¢esitli ligandlar baglanabilir.
Aromatik amino asitler olan, Phe6 ve Tyr21 baglanmalar icin kritik 6neme sahiptir ve alifatik
amino asitlerle degistirilemez [143]. Bu hidrofobik kavitenin ligandlar1 arasinda steroid
hormonlar, poliklorlu bifenil metabolitler, retinoidler ve degisik eikozonoid mediyatorler

bulunur [144, 145].
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3.3. Sekretoglobinlerin Simiflandirilmasi

Bu siiperailenin tiim tiyeleri 2000 yilinda sekretoglobinler olarak adlandirilmis ve alt ailelere
ayrilmistir  [29, 138]. Sekretoglobin korunmus sistein sayisina ve pozisyonuna gore
gruplandirilir. SCGB1A1 (UG)’de iki korunmus sistein bulunur ve bunlar +3 ve +69
pozisyonundadir [8]. SCGBID1 (lipofilin A), SCGB1D2 (lipofilin B), SCGB2A2 (MGB2) ve
SCGB2A1 (MGB1)’de bulunan bu iki sisteine ek olarak, +44 pozisyonunda bir sistein daha
vardir [8]. Buna karsin, SCGB1C1 (RYDS5), SCGB3A2 (UGRPI1) ve SCGB3A1 (UGRP2)
proteinlerinin merkezinde sadece bir sistein bulunur [8]. SCGB1D4 (IIS), iki sistein igeren
simdiye kadar tanimlanan tek sekretoglobin iiyesi olup, bu sistein amino asitlerinden birincisi
molekiiliin N-terminalinde +3, ikincisi C terminalin merkezinde +44 pozisyonundadir (Sekil
3.2) [8]. Insan genomunda onbir adet sekretoglobin geni ve bes adet psédogeni bulunur [29,
32]. Insan ve sican SCGB geninin filogenetik agac1 Sekil 3.3’de ve kromozom

lokalizasyonlar1 Cizelge 3.1°de gosterilmistir [8, 29, 146].

Adi  Sinyal peptid Olgun peptid

t

1S DRLSWCLUVSLALOCYGARR =~ LMOPAVAS+-EITVELELS e meseeneenes VNLQAKLAR--DEEALAMLEVKHJ 001 SPORLSLKKS WK

06 MUAVILTIVILALCCSSASA  ~~EICPSPQRe--VIETLLMDNSSwwnermeneeees FEANIELFSP~DQREAGALKLADTLOOKRES KABKIAGSSIR
Y68 MRLSVCLUNSIALCCYOMA  =~LACPAVAS-=-EITVELFLSDMswsessesenses VNLQNKLAP--PPEALARKLEVKHER QIS RARLLEKVLVE V-1
LIP-h MRLSVCLLLLTALCCYRANA eI TGELLAGHRY e ssenesees FRRQLAKTY - PLEAVAROEVRHYUMAERRVLITHTLGHAEK - £08
LIP-B MLSWCLLUVTLALOCYON  =~EACPALVS=-ELLORFFISERLonnnsnsennens FHLSLAKP k-~ PEAVANKLGVERR DNSLOKRSLIARVLVK LK~ 51
8L MLUNLMLAALSORCYAGSG = CPLLENe-~VISKTINEQUSKTEeennens YKGLLQEFTD-- DRKTTNATDSLKEEFLAQTOETLOWEVRMLIYOSSIEDLE
W82 MLUWIMARLLLACIADSG === KLLED=~-MVEKTINSDISIPEewenseeeens LLEFIO-SAAEAYGEYEFLISHRTLRLABTDS KNS
RIS MEGSRALLLVALTLECICRAMTS ~EONOBEFNO-~-FLATLLVGIPEELeweeseneness YEGTLGHYNY--NEDRKANTELKERDGLQRAKAELVKLLIVLGSOGM
UGRP MCOVTIFLAVTISC  SYSKTAPLIN---KVRLEVDKLARLR-~se-LONILERMOPLALLLITLGISVERLVEGLRNENELGPEASERVIYLLERLSHLY
UGRE? MLARLLGLOVALSCSSH ----m'.'csaxmcwmsummmxmwmmsmxwnxuscso:E ELGRAGAVKALKALLGALIVRS
consensus ot EBALAS - EITVELEASD SR neennnens FKLQLAK B~ EAVAKLEVI D0LSPEHRLVRKLLVKIADS -~

Sekil 3.2. Sekretoglobinlerin siniflandirilmasi [8].
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RARYDS
MmRYDS
MaFHG22
RNPBPC2
RNPBPC1BS
RNPBPC1
OolppBL
HslLppA
HsLymphg b
Hslpp B
BtLppaB
OclLppAS
OocLppAL
MaHGB2
MaHGB1
RNPBPC32
RAPBPC31
OolLppCL2
OclppCL
HsMGEB1
HslppC
OolLppCsS
OcLppCP
FodIC2
Mmdic2yY
Mmdic2C
MmdIC2B
MmdIC2D
MmdiC2a

Hs Luleu2/HIN-1
RoLuLeuZMIN-
MmLuleu2/HIN-1
Mmluleul/UGRP1
HslulLeuVUGRP1

Sekil 3.3. insan ve sican sekretoglobinlerin filogenetik agaci (h, insan; m, sigan) [29].
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Cizelge 3.1. SCGB genlerinin kromozomal lokalizasyonlar1 [29].

UGB, blastokinin, CC10, CC16,
SCGB1A1 11qg11-qter SCGB1A1 19
CCSP, CCPBP, UP1

SCGB1B2P SCGB4A1P

SCGB1C1 11qg15.5 RYD5 SCGB1C1

SCGB1D5P 4932.3 SCGB1D1P1

SCGB1D4 11qg12.3 IFN-y ind. SCGB

SCGB2A2 11913 MGB1, mammaoglobin A, UGB2

SCGB2B2 SCGB4A2, SCGBL

SCGB3A1 5q35-qgter PnSP-2, UGRP-2 SCGB3A1
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SCGBIAL alt ailesi, SCGB1A1 (UGB) proteinini igerir. Blastokinin ve klara hiicre spesifik
proteini olarak da bilinen uteroglobin, tavsan uterusunda kesfedilmis olup, en bol bulunan
proteinlerdendir [147]. Ayn1 zamanda uterus endometriyum ve prostatta da ifade edilir [148].
Solunum yolunda klara hiicrelerinde ifade olan bu protein, yaralanma sonrasi1 doku onarimi ve
hiicre infiltrasyonu yoluyla immuno-modiilasyonda rol alir [148]. SCGBIAI genin, timor
stipresor Ozelligi vardir [148, 149]. Sicanlarda yapilan bir ¢alismada, SCGBIAI genin
susturulmasi fetal tiimorlerin gelismesine neden olmustur [150]. Enfeksiyona yanit olarak,
SCGBIAI genin ifadesi azalmaktadir [151]. SCGB1A1’in akciger patolojilerinin tespitinde
erken biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi gosterilmistir [32, 148].

SCGBICI1 alt ailesi, SCGB1C1 (ligand-binding protein RYDS5)’yi igerir. Bu alt ailenin iiyesi
olan RYDS5 proteini olfaktor mukozasinda bulunan Bowman bezinden salgilanir [35]. Yapilan
bir c¢aligmada, kronik rinosiniizitli NP’siz hastalara kiyasla kronik rinosiniizitli NP’li

hastalarda RYDS5 geninin ifade diizeyinde anlamli bir artis oldugu bildirilmistir [33].

SCGBID alt ailesi, SCGB1D1 (lipofilin A) ve SCGB1D2 (lipofilin B)’yi igermektedir. Bu alt
aileye ait proteinler sicanlarin prostatik salgisinda, insan ve tavsanin goz yasinda
tanimlanmistir [152]. SCGB1D4 genellikle lenf diiglimlerinde, bademcikte, lenfoblastlarda ve
yumurtalikta ifade olur. Lenfoblast hiicrelerinde interferon gama SCGBI/D4’in ifadesini
uyarir. Kemotaktik migrasyon ve invazyonu iceren immunolojik fonksiyonlarin
diizenlenmesinde rol alir [8]. "Kuru go6z” hastalarinin gdzyas1 bezi salgisinin proteomik
analizi sonucunda, SCGBIDI, SCGBID2 ve SCGB2Al genlerinin ifadesinin azaldigi
saptanmistir. Bu ifade azalmasinin, post-translasyonel modifikasyonlarla agiklanabilecegi
bildirilmistir [153]. Meme kanserinde SCGB1D2’yi kodlayan genin ifadesinin yiliksek oldugu
ve geninin bu tip kanserlerde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir [154].

Hipofiz adenomunda SCGB1D?2 genin ifadesinin azaldig1 gosterilmistir [155].

SCGB2A alt ailesi, SCGB2A1 (lipofilin C, mammaglobin B) ve SCGB2A2 (mammaglobin
A)’yi igermekte olup, biiylik oranda meme epitelinde ifade edilirler [156]. Ayrica yumurtalik
ve endometrium kanserlerinde hastaligin takibinde SCGB2A1’in biyobelirteg olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir [157, 158]. Meme epitel dokusunda salgilanan SCGB2A2’in,
meme kanserinin sentinal lenf nodu ve uzak doku metastazlarinin belirlenmesinde 6nemli

olabilecegi bildirilmistir [159-161].
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SCGB3A alt ailesine ait, SCGB3A1 (UGRP-2) ve SCGB3A2 (UGRP-1) ilk olarak 2002
yilinda tanimlanmis ve SCGBIAI ile yiiksek oranda yapisal homolojiye sahip oldugu
gosterilmistir [162]. Akciger, meme bezi, trake, prostat ve tiikiirik bezinde ifade edilirler
[163]. Bronsiyal epitelde travma meydana geldiginde SCGB341 ve SCGB3A42 genlerinin
ifadesi azalir [162]. SCGB3AI1 proteinini kodlayan gen bir tiimor siipresér gen adayi olup,
endoteliyal PAS domain protein 1’1 kodlayan genin susturulmasindan sorumludur. Akciger,
prostat, pankreas ve nazofarenks kanseri gibi bazi kanser tiirlerinde SCGB3A41 genin ifadesi
azalir. SCGB3A1’in promotor bdlgesinin hipermetilasyonu ile bazi kanserler arasinda iligki
olabilecegi rapor edilmistir [164]. SCGB3A41'in ifadesi sitokinler aracilifiyla
diizenlenmektedir. IL-1f3, IL-4 ve IL-13 SCGB3A41 genin ifadesini artirirken, IFN-gama bu
genin ifadesini azaltir ve TNF-a ise bu genin ifadesi lizerinde etkisizdir. Kronik rinosiniizitli
nazal polipozisli hastalarda SCGB3A1 geninin ifadesinin azaldigi saptanmistir [33]. Retinoik
asit, SCGB3A1 genin ifadesini artirarak, bronsiyal epitel hiicrelerinin farklilagmasini uyarir
[9]. Epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve TGF-a ile iligkili olan AKT sinyal yolaginda
SCGB3A1 geninin ifadesi uyarilir [165]. SCGB3A1, AKT sinyal yolagini kullanarak, hiicre
biliylimesinde, gociinde ve invazyonunda potent inhibitdr bir protein olarak calisir [166].
SCGB3A42 geni ifadesinin, Thl sitokinleri tarafindan uyarildigi, pro-inflamatuvar ve Th2
sitokinleri tarafindan baskilandig1 gosterilmistir. Intranazal olarak uygulanan rekombinant
SCGB3A2, alerjenlerle uyarilmis akciger inflamasyonunun baskilanmasint saglar [167].
Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde SCGB3A4[ genin ifadesinin azaldigi ve bu
durumun kanserin siddetini artirdig1 saptanmistir [164, 168]. Japon toplumunda yapilan bir
calismada, SCGB3A42 genindeki bir polimorfizmin, artmis astim riski ile iligkili oldugu
bildirilmistir [9, 169]. Kronik rinosiniizitlii hastalarin sinonazal dokusundaki SCGB3A2’nin

ifade diizeyinin hastaligin siddetiyle ters orantili oldugu gézlenmistir [33].

SCGB2B alt ailesi, SCGB2B1P, SCGB2B2 ve SCGB2B3P’yi igerir [29].
SCGBI1B alt ailesi, SCGB1B1P, SCGB1B2P ve SCGB1B3’yi igermektedir [29].

SCGB’ler yiiksek oranda farkli amino asit dizilerine sahip oldugu i¢in ayrimlar1 zordur.
JackHMMER profili ile yeni kesfedilen proteinlerin SCGB ile iligkili olup olmadigi
degerlendirilmektedir. Bir yazilim programi olan “Homologene” g¢esitli tiirler arasindaki

homolog protein gruplarmin analiz edilmesini saglar. Bu programla 21 SCGB alttipi
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tanimlanmistir  [170]. SCGB proteinlerinin, amino asit dizilimleri olduk¢a farkli olmasina

ragmen, temel sarmal yap1 ve dimerize olma yetenegi hepsinde korunmustur [143, 146].

3.4. RYDS5 (SCGBI1C1) Geni ve Fonksiyonu

RYDS5 geni, 11.kromozom (11p15.5) iizerinde lokalize olmustur; {ic ekzon ve iki intron
icermekte ve bir salgi proteinini kodlamaktadir (Sekil 3.4, Sekil 3.5) [35, 171-174]. RYDS5
geni ile yapilan caligmalar oldukca sinirli olup, bugiine kadar yapilan ¢aligmalar sonunda
bulunan niikleotit degisiklikleri Cizelge 3.10°da gosterilmistir [175]. Sekretoglobinler
SCGBICI1 alt ailesine ait olup, burun mukozasinin Bowman bezi epitel hiicrelerinde ifade

edilir [35].

fntron I fntron 11
557 bp 506 bp

Ekzon IT
200 bp

Ekzon III
156 bp

5 ¥

NH, —

L Sinyal Peptid J

RYD3 proteini

Sekil 3.4. RYDS5 geninin organizasyonu [173, 174].
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o Hom/lrm  Bylage  Sm

5 upstream dizi T L T e D RO TR
1 ENSEQ0001601221 193,080 193,154 78 CAGCTCCTGAGACTGCTGGCATGAAGGGGAGCCCTCCCCTCCTCCTGCTCGCCCTCACCCT
GICTGCATCTGCC
fntroa 1.2 193055 1937 $57  gagtctgtgccactgggetiie.......tggeateatetegetegtgatgeag
3 INSEO0001702023 193712 193911 200 GGATGGCCACAGGGCAGGACAACGATGAGTTTTTICATCCACTTCCTCCAAACACTACTGG

TGGEGACCCCAGAGGAGCTCTATGAGGGGACCTTGCGCAACTACAATCTCAACGAAGATG
(CAAGGCAGCAATGACTGAACTCAAGTCCTGTATAGATGGCCTGCAGCCAATGCACAAGE

CGGAGCTGETCAAGCTECTE
fatron 2.3 193912 194417 S06  ghtgagggeggcgegcaceceatt. .. agtecacatggtetgecticeag
3 ENSEOOOOI386196 194418 19457 15 GIGCAAGTGCTGGGCAGTCAGGACCGTGCCTAAGTGCACCTCAGACATGGCTCAGCCATA

GGACCTGCCACACAAGCAGCCOTGEACACAACGCCCACTACCACCTCCCACATGGAAATC
TATCCTCAAACCGTTTAATCAATAAAGCCTCTTCCG

3' downstream dizi cageteaggetoctgtetelgeceecacagagegecacacan tggeest... ..

Sekil 3.5. RYDS5 geninin yapisi [174].

RYD5 geninin cDNA’s1 431 bg uzunlugunda olup, 21-89 arasindaki niikleotitler sinyal peptidi
ve 90-305 arasindaki niikleotitler fonksiyonel RYDS proteinini kodlamaktadir. Adenin bazi
acisindan zengin 415-420 arasindaki niikleotitler transkriptin poli A kuyrugunu olusturur
(Sekil 3.6) [35, 171].

———m_—

- R L8 - = L3 = = = -~ L R k. W - [ 5 e L= " L=} 2 < o = ks L . L 4 (=] L= e

GT TG TEAC TG T O AT Gl ACCG M TE T TE TG TGoC TCTAACCO TGO TE TOCATCE TG TGO T AL T MGG MG M5 M, TGO AT
LS L ¥ Ll L F £ L= T L = - = T > | = E Ea o = = L . (= L3 ¥ L] ' -~ w

A T T T T T A TG ARMT T O T AAA A T O T G T A O A AR AT T TA T S AA L T T O O TS CC AAS TAC AATE T AAT SAT

B Ll [ . - = T L 4 L. = £ < T o E L L= L W H = E o L. W = - L W L=
ATCSCCCARMSSCACTSC TG ASACC TCAM G TCC TCC AT TCATGAAC TGOCAGCCSGTOC ATAMASSASS AAC TEC TCARMS TGO TEE TGS AR

v oL B A = E BT o=
GTGCTAGATGT TC AMAGAGGAT AC A TAMGT MECTE CCARMUCATGGE TTGAC TC TOCSAGC AATACCEACC ACCCCTACACCTOCOCATCCR
TETRC TAMACCAS TGS TTC T TCACCAS TAAAT TCACCS TCESAAS T T TAAAT CALTAMAGTCTAMTGTAG TOC A,

g
L)

-1
183

LT3
Fae ]

e
36D
%3

Sekil 3.6. RYD5 geni cDNA’s1 [35]. Alti ¢izili niikleotitler (415-420) poli A kuyrugudur.
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RYDS5 geni mRNA’sinin translasyonu sonucu kovalent disiilfit bagi ve non-kovalent
etkilesimler tarafindan bir arada tutulan, antiparalel tarzda dort tane a-helikal yapi1 igeren 95
amino asitlik RYDS5 proteini olusur (Sekil 3.7) [176, 177]. RYDS proteinin ortalama amino
asit agirligt 109.622 g/mol, yikii -5.5, izoelektrik noktast 4.2950 olup, molekiil agirlig
10,414.08 g/mol’dur [178]. RYDS proteini birgok salgi proteininde oldugu gibi sinyal peptide
sahiptir. Bu sinyal peptid, proteinin 14 amino asitlik hidrofobik N-terminal bdlgesini
olusturur. RYDS proteinindeki 25-93 arasindaki amino asitler, sekretoglobin siiperailesinde
korunmus ortak bolge olup, bu aminoasit dizisi ailenin diger tiyelerinde de oldukga benzerdir

[179]. Proteinin sinonazal mukozadaki seliiler lokalizasyonu heniiz agiklanmamustir [33].

Sekil 3.7. RYDS proteininin ii¢ boyutlu yapis1 [177].

RYDS proteininin fonksiyonunu agiklamak i¢in yapilan bir ¢alismada, bu proteinin amino asit
dizileriyle, si¢an klara hiicre salgi proteininin (85 amino asitin %29.4 ayn1) [180], insan klara
hiicre salgi proteininin (85 amino asitin %23.5 ayn1) [181] ve si¢an prostatein Cl altiinitesinin
(82 amino asitin %28 ayni) [182] amino asit dizilerinin benzer oldugu ve bu proteinlerle
homolog oldugu saptanmistir (Sekil 3.8). Klara hiicre salgi proteinleri, poliklorinat bifenil
molekiillerini baglayabilen proteinlerdir. Sigan prostateini ise steroidleri baglayabilme
Ozelligine sahiptir [37, 180]. Bu ¢alisma sonucunda, RYDS5 proteininin poliklorinat bifenilleri
ve steroidleri baglayabilme yetenegi oldugu saptanmistir. Nazal mukozada bulunan Bowman
bezinden mukus i¢ine salgilanan RYDS proteini, koku molekiilii baglayici proteini (OBP)
olarak calisir. Gorevi belirli bir 6zgiilliik olmaksizin poliklorinat bifenilleri, steroidleri ve

lipofilik koku molekiillerini baglayarak ve zararli molekiilleri uzaklastirarak akciger epitelini
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http://modbase.compbio.ucsf.edu/modbase-cgi/sequence?seq_id=8a5ab82fc84b8a9bab01f6160cd98768MKLASLCN&beg=23&end=90&model_id=1050342065f66e7a3f430c9aa35fe0f9

korunmaktir [37, 180]. Ayrica RYDS5 proteini mukus tabakasinda asiri birikmis koku
molekiillerini uzaklastirilmasina ve koku reseptorlerinin yeni uyaranlara ac¢ik tutulmasina da

yardime1 olmaktadir [35].

a5 ukcsipfnidideis st‘mmpssw JRTETR G eoeviiBo AQEDT
s TSGR e SPLCEQDLRV 96

hese ML RS SASAEICR SRV LT
R wsveL§TouTmuAvagremsorqivaneTT SRUMKSHEE
* ]

IFLECGVK 94

Sekil 3.8. RYDS proteini ile homolog farkli proteinlerin dizilerini karsilastirilmasi [35].
RYDS5 proteini amino asit dizisi, sigan klara hiicre salgi proteini amino asit dizisi (RCSP)
[180], insan klara hiicre salgi proteini amino asit dizisi (HCSP) [181] ve sigan prostatein (RP)
Cl altiinitinin amino asit dizisi [182]. RYDS ile ortak olan amino asitler kutu i¢ine alinmustir.

Yildiz isaretli amino asitler tamamen korunmustur.
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Cizelge 3.10. RYDS5 geninde tanimlanmis niikleotit degisiklikleri [175].

c.-264 A>G rs113795008 Polimorfizm Kim ve ark., 2009 [183] Kore
. - - I
c.-103 G>A rs2280540 Polimorfizm Kim ve ark., 2009 [183] Kore
R - I N N
c.-35 G>A rs148962288 5’ UTR Polimorfizm 1000 Genom Projesi, 2012 [184]
I N N I N I
c. 14 G>A rs200059999 Ekzon 1 Yalnig anlamli 1000 Genom Projesi, 2012 [184]
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Search&db=PubMed&term=%22DAWHEELER%22%5bauth%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=200059999

Cizelge 3.10. RYDS5 geninde tanimlanmis niikleotit degisiklikleri [175].

c.57-14 C>T rs2294083 Intron 1 Polimorfizm Kim ve ark., 2009 [183] Kore
T - B
c.56-14 C>T rs2294083 Intron 1 Polimorfizm Kim ve ark., 2009 [183] Kore
-/ - f{f ] |/ ] -]
€. 207 T>C rs2294081 Ekzon 2 Y69C Yalnig anlaml Kim ve ark., 2009 [183] Kore
I I I N A A
c. 118 G>A rs74532193 Ekzon 2 G40R Yalnig anlaml Drmanac ve ark., 2010 [187]
. f /] ] ] |
c.279 C>T rs61997072 Ekzon 3 Y93D Yalnig anlaml Kim ve ark., 2009 [183] Kore
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2686896
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2686894
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs61997072

4. KANTITATIF TERS TRANSKRIiPSiYON PZR

Klasik Polimeraz Zincir Reaskiyonu (PZR) analizinden farkli olarak, kantitatif ters
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (KTT-PZR) hedef niikleik asitlerin miktari
hakkinda o6nemli veriler saglamaktadir. KTT-PZR reaksiyon siiresince olusan iirlinlerin
yaydig1 floresan boyalar veya problarin sinyalleri sayesinde iiriin miktarinin monitérden
izlenmesine olanak saglar. Floresan sinyalinin ilk 6nemli artigi, hedef DNA’nin baslangigtaki
miktari ile iligkilidir (189). Son yillarda artan cihaz sayis1 ve floresan prob sistemi ile KTT-
PZR teknolojisi de siirekli olarak yenilenmekte ve gelismektedir. KTT-PZR molekiiler

genetik alaninda yapilan ¢aligmalar basta olmak iizere:

* Biyolojik materyallerden elde edilen DNA’nin kopyalarinin ve mRNA’larin sayisal

olarak belirlenmesinde,

* Gen ifadesinin belirlenmesinde,

*Kanser arastirmalarinda ve tanisinda, kanserle baglantili 6zgilin gen diizeylerinin

saptanmasini i¢eren onkolojik caligsmalarda,

* DNA hasarinin belirlenmesinde,

* Metilasyon aragtirmalarinda,

* Tek nokta niikleotit degisikliklerinin belirlenmesinde,

* Patojen tespitinde,

» Tlac endiistrisinde,

* Genotiplemede ve adli tipta,

* Genetigi degistirilmis organizmalarin tanimlanmasinda,
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* Dogum Oncesi tani ¢aligmalarinda,

» Kromozomlardaki sayisal-yapisal bozukluklarin analizinde

* Biyoterorist saldirilarin erken saptanmasinda kullanilmaktadir [190-192].

KTT-PZR’da iki kantitasyon tipi vardir. Bunlar relatif (goreceli) ve absolut (mutlak)
kantitasyondur. Relatif kantitasyon, hedef genin referans gene gore relatif ifadesine dayanir.
En sik kullanilan referanslar sabit ifadelendigi bilinen genler (house-keeping genler) ve
evrensel ya da yapay kontrol RNA/DNA molekiilleridir. Gen ifadesindeki fizyolojik
degisiklikleri arastirmak i¢in relatif ifade orani ¢ogu durum i¢in uygundur (i¢ kontrol).
Absolut  kantitasyon, bilinen konsantrasyonda standart DNA molekiiliine (rekombinant
plazmid DNA’s1, genomik DNA vs.) dayanan kalibrasyon egrileri kullanilir (dis kontrol).

KRT-PZR’1n farkli evreleri vardir (Sekil 4.1) [193]. Bu evreler:
« Uriiniin olustugu ancak floresan arka plan seviyesinin altinda kaldig1 baslangi¢ faz1;
+ Uriiniin iissel birikimiyle floresans arkaplan seviyesinin iizerine ¢iktigive floresan
miktarinin amplifiye olan iiriin miktariyla dogru orantili olarak yiikseldigi logaritmik

faz;

* DNA veya fléresan miktarinda reaksiyon bilesenlerinin (primer, taq polimeraz vs. )

tiikkenmesinden dolayr anlamli artigin olmadigi plato fazidir [194].
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Floresan

Threshold CT Logaritmik faz
Arkaplan Kontrol drnegi
0 20 40

PZR déngu sayisi

Sekil 4.1. KTT-PZR cevap egrisi [193]. Arkaplanin iizerinde bir esik seviyesi ve esige

ulagmak i¢in gereken dongiilerin sayilar1 gosterilmistir

KTT-PZR fiiriiniindeki ilk anlamli artisin oldugu nokta esik-deger dongili (Threshold Cycle=
CT) olarak adlandirilir ve istatistiksel olarak arka plan floresaninin énemli dlgiide iistiinde
floresan olusan noktadir [193]. Kantifikasyonda 6nemli bir parametre olan CT, iissel fazda
tespit edilir. Amplifikasyon logaritmik c¢izildiginde lineer kismin ortasina denk gelir. Arka
plan floresanin biriktigi ancak cihazin tespit edebilecegi degerin altinda kaldigi PZR
dongiilerinin oldugu kisimdir. “Threshold” esik degeridir ve esik degeri lizerindeki sinyaller

bir 6rnek i¢in esik degeri dongiisii lizerinde diisiiniilen gergek sinyaller olarak ifade edilir.

Yontemin hassasiyeti, amplifikasyon reaksiyonunu olusturmak ve izlemek i¢in kullanilan
kimyasal yontemlere ve olusan sinyali gézlemlemek i¢in kullanilan cihaza baglhdir. Ticari
olarak sayis1 artan cihazlarin arasindaki temel fark “eksitasyon” ve “emisyon” dalga boylari,
hiz1 ve ayn1 anda paralel gidebilen reaksiyon kapasiteleridir [195]. Bu amag i¢in gelistirilmis
pek ¢ok kimyasal vardir: Interkalatér boyalar (etidiyum bromiir, SYBR Green I), hidroliz
problar1 (TagMan Prob), hibridizasyon problari (FRET problari, molekiiler fenerler, scorpions
vb.).
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4.1. Interkalator Boya Metodu

Etidiyum bromiire gore daha az toksik, daha spesifik, ve daha duyarli floresan bir dsDNA
interkalator ajan1 olan SYBR Green I boyasi ilk olarak etidiyum bromiir yerine, Higuchi ve
arkadaslar1 tarafindan [196, 197] KTT-PZR reaksiyonunda kullanilmistir [198]. Boya
ssDNA’ya baglanamazken dsDNA’ya baglanir ve sonugta floresan yayimi (eksitasyon 254 ve
488 nm, emisyon 560 nm) ortalama 800 ile 1000 kat artar. Amplifikasyon gerceklestik¢e artan
DNA miktarina bagh olarak floresan sinyali artmaya baglar. Ancak bu yontemin dezavantaji
SYBR Green I molekiiliiniin spesifik olmayan DNA’y1r da tamima ihtimalidir. Yani,
reaksiyonda bulunan spesifik veya spesifik olmayan PZR iriinleri ve primer-dimerleri de
dahil olmak tizere tim dsDNA iirlinlerinin miktar1 dl¢lilmektedir. Bu sorunu agsmak igin erime
egrisi (melting curve) analizi yapmak miimkiindiir. Erime egrisi analizinde, PZR’1n en son
asamasindan sonra elde edilen PZR iiriinleri, diisiik hizda eritilir. dsDNA birbirinden
ayrilmaya basladiginda fléresan boya serbest kalir ve okunan fléresan miktar1 diiser. Her bir
DNA’nin belirli bir erime sicakligi (Tm) oldugundan dolayi, spesifik olmayan iiriinlerin veya
primer dimerlerinin Tm’leri farklilik gosterir. Erime sicakligi ¢ogalan DNA parcalarinin
uzunluguna ve igerdigi GC/AT oranina baghdir. Sonucta, spesifik olmayan dsDNA’larin
toplam OGl¢iimden ¢ikarilmasi miimkiin olur ve istenilen dsSDNA’nin fléresan Ol¢limii tespit

edilebilir (Sekil 4.2) [195].
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SYBR Green boya DNA cift iplikli
oldugunda DNA'ya baglanabilir

. 0
0

DNA'nin iki zinciri birbirinden ayrildiginda
SYBR Green boya serbest hale gecer

| 1 ]

Polimerizasyon tamamlandiginda SYBR
Green boya cift iplikli DNA'ya baglanir ve
floresan i1s1ma yapar

Sekil 4.2. Syber Green I yontemi [195].

4.2. TagMan Prob Metodu

TagMan prensibinde, problarin 5’ ucunda raportér florokrom (6rn. , 6-carboxyfluorescein=6-
FAM), 3> wucunda ise baskilayict florokrom (6rn. , 6-carboxy-tet ramethyl-
rhodamine=TAMRA) bulunmaktadir. Probun 3’ ucu bloke oldugu i¢in prob primer gibi
uzamaz. Hedef DNA’nin varliginda prob, PZR reaksiyonu boyunca spesifik olarak sag ve sol
primer bolgeleri arasina baglanir. Reaksiyon basinda raportdr boyanin baskilayic1 boyaya
yakinlig1 sebebiyle, ozellikle Forster tipi enerji transferinden dolayi, haberci floresan
baskilanir [199, 200]. Yontem, Taq polimerazin 5°-3’ekzoniikleaz aktivitesini probu degrade
etmek icin kullanma prensibine dayanmaktadir. Sayet prob hedef DNA ile hibridize olmus ise
prob, primerlerin uzamasi sirasinda yikima ugrar. Primerlerin uzamasi prob’un baglandigi
noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢in Taqg DNA polimeraz enzimi 5°—3’
niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5° uctan yikmaya baslar. Boylece, raportdr serbest kalir

ve floresan 151ma yapar. Floresan amplifikasyon arttik¢a yikilan problarla birlikte artar (Sekil
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4.3) [201]. Florejenik problar igindzel gereksinim 5’ucunda G bazinin olmamasidir. Haberci

boyaya bitisik G bazi kesimden sonra bile haberci floresan1 sondiiriir.
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Folimerizasyor Q:Baskilayici
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Sekil 4.3. TagMan prob metodu [201]. Y6ntemde problarin 5’ ucunda raportor florokrom 3’

ucunda ise baskilayici florokrom bulunmaktadir

4.3. FRET Prob Metodu

Bu yontem i¢in kullanilan problarda 3’ ucunda fléresan isaretli boya (donor), 5' ucunda alici
boya (acceptor) bulunmaktadir. Hibridizasyon problar ¢ift olarak tasarlanir ve ¢iftlerden biri
verici boya (3’-Floresein), digeri ise alici boya (5’-Red-640 veya 5°-Red-705) ile isaretlenir.
Amplifikasyon sirasinda bu iki prob hedef niikleik asit dizisine baglanip birbirine
yaklastiginda bir enerji yayilimi olur (FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer).
Enerji “donor” boyadan “acceptor” boyaya transfer edilir. Problar hedef DNA’nin birbirine
yakin bolgelerine hibridize olacak sekilde tasarlanir (genellikle iki baglanma bolgesinin
arasinda 1-5 niikleotitlik bosluk olur). Eger iki prob da hibridize olur ise, iki boya da birbirine

yakinlagir ve FRET alic1 boyasi flourometre ile oOlciilebilen sinyale neden olur. Bu enerji
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transferi sonucunda olusan floresan miktar1 PZR siiresince olusan iirlin miktar1 ile dogru

olarak artmaktadir [202].

4.4. Molekiiler Boncuk (Molecular Beacon) Yontemi

Molekiiler boncuk problar1 sa¢ tokasi yapisindadir. Yapmin yuvarlak u¢ kismi ¢ogaltilacak
hedef DNA ile komplementer tek zincirli DNA dizisini i¢erirken gévde dizisi kendi i¢inde
tamamlayicidir. Probun 5° ve 3’ uglarinda raportor ve baskilayici boyalar bulunur. Sag tokast
yapist kapandiginda baskilayict boya diger boyanin floresanini engeller. Ancak prob hedef
DNA dizisine hibridize oldugunda konformasyonu degisir, diiz ve ¢ift zincirli hale gecer. Bu
yapt termodinamik olarak sa¢ tokasi yapisindan daha kararhidir. Baskilayici boya raportor

boyadan uzaklasacagi i¢in floresan sinyal vermeye baslar (Sekil 4.4) [203].
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Sekil 4.4. Molekiiler boncuk yontemi [203].
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4.5. Scorpions Prob Yontemi

Scorpions olarak adlandirilan prob ailesi sa¢ tokasi yapisi igeren spesifik probdizilerinden
olusur. Bu yontemde probun 5’ ucuna bagli floresan sinyal iireten florofor, sa¢ tokasi
konfigiirasyonunda 3’ ucuna bagli bir boya ile sondiiriiliir. Bu yap1 primerin 5’ucuna
baglanmistir. Primer uzamasini takiben spesifik prob ayni DNA ipligi iizerinde kendi
tamamlayici1 dizisine baglanir ve sag¢ tokasi yapisi ¢oziilmiis olur. Bu sekilde floresan 1s1ma

meydana gelir. Bu yontemde primerden ayr1 bir proba ihtiya¢ yoktur[204].
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5. MATERYAL ve METOT

5.1. Orneklerin Toplanmasi

Tez ¢alismasina dahil edilen 6rnekler Numune Egitim Arastirma Hastanesi 2. Kulak Burun
Bogaz Klinigi’ne bagvuran bireylerden saglandi. Calismaya NP’li 91 hasta birey dahil edildi.
Hastalar burun tikanikligi, burun akintisi, koku alma bozuklugu, bas agrisi ve yasam
kalitesinin diisiikliigii sikayetleri ile klinige basvurmuslardir. Hasta oykiisii alinarak, fizik
muayene, endoskopik muayene ve paranazal siniis bilgisayarli tomografisi esliginde hastalara
NP teshisi konuldu. Serum total IgE degerleri, nefelometrik yontem ile degerlendirildi.
Paranazal siniisleri degerlendirmek igin bigisayarli tomografi (PSBT) ¢ekilmis olup, Lund ve
Mackay [130] tarafindan Onerilen PSBT skorlama sistemine gore evrelendirildi. Astim varligi
ve aspirin duyarlilifi, hasta Oykiisiinde sorgunlandi ve prick deri testi ile alerji varlig
degerlendirildi. Ayrica hastalarda tespit edilen poliplerin boyutu, Lidtholdt ve arkadaslarinin
[131] tanimladiklar1 0-3 skalasina gore siniflandirildi. Hastalarin hi¢ tedavi almamis ya da son
uygulanan tedavinin tizerinden en az 6 ay gecmis ve son dort hafta i¢cinde akut iist solunum
yolu enfeksiyonu gecirmemis olmasina dikkat edildi. Ayrica kistik fibrozisli, inverted
papillomlu, fungal siniizitli ve antrokoanal polipli vakalar ¢alismaya dahil edilmedi. Kontrol
grubunu olusturan 110 saglikli birey ise goniilliiliikk esasina dayanarak, calismaya dahil edildi.
Calisma i¢in gerekli etik kurul izni ve ¢alismaya dahil edilen bireylerden bilgilendirilmis
goniillii onam belgesi alindi, yaklagik 5-10 ml kan 6rnegi EDTA’lI1 (disodyum etilendiamin
tetraasetik asit) tiiplerde toplandi ve tiipler +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Hastalardan fonksiyonel endoskopik siniis operasyonu (ESC) karar1 verilmis 13 bireyin polip
dokusu ve bu hastalardan 9’unun kendi saglikli nazal dokusu (histopatolog tarafindan normal
doku oldugu bildirilen) operasyon sirasinda alindi. Kontol grubundan nazal obstriiksiyon
nedeniyle septum operasyonu ve/veya turbinektomi karari verilmis 10 bireyin nazal doku
ornegi de operasyon sirasinda alindi. Alinan taze doku 6rnegi RNase-free later (Ambion
AM7020, Applied Biosystems, USA) igeren tiiplere alinarak -20 °C’de saklandi.
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5.2. RYD5 Geni Dizi Analizi

5.2.1. Periferik Kandan Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢in Yen ve arkadaslari [205] tarafindan gelistirilmis olan DNA
izolasyonu yontemi degisiklik uygulanarak kullanildi. Hasta ve kontrol grubunu olusturan
bireylerden alinan kan Orneklerine asagida belirtilen basamaklari iceren DNA izolasyon

yontemi uygulandi.

1. 1.5 mI’lik steril mikrofiij tiibiine, EDTA’l1 kan tiipiinde bulunan kan 6rneginden 400 pl
konuldu.

2. Mikrofiyj tiipii i¢indeki 400 pl kan 6rnegine Tris-EDTA (TE) tamponu ilave edilerek hacim

1.5 ml’ye tamamlandi.

TE Tamponu:
10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH=7,6

3. Tipler 13000 rpm’de 1 dakika santrifiije edildi.

4. Santrifligasyon sonunda {istteki siipernatan, alttaki pelete dokunulmadan aspire edildi.

5. Yikama islemi (2., 3. ve 4. basamaklar) {i¢c kez tekrarlanarak, gerceklestirildi.

6. Siipernatan aspire edildikten sonra pelet iizerine 180 pl lizis tamponu ilave edildi. TE

tamponu ile son hacim 500 pl’ye tamamlandi.

Lizis Tamponu:

%10 Sodyum dodesil siilfat (SDS) 80 ul
1 M Sodyum kloriir (NaCl) 90 ul

10 mg/ml Proteinaz K (pK)10 pl

37



7. Ornekler hafifce karistirildiktan sonra 37°C’lik etiivde gece boyu ya da 56 °C’lik etiivde 2

saat inkiibasyona birakildi.

8. Inkiibasyon sonras1 &rneklerin iizerine 250 pl fenol, 250 pl kloroform eklendi. Tiipler iyice
karistirtlarak 2500 rpm’de 4 dakika santrifiije edildi. Bu islem ile inkiibasyon sonucu olusan

protein atiklariin ¢oktiiriilerek, DNA’dan uzaklagtirilmasi saglandi.

9. Santrifiigasyon sonrasi olusan siipernatan dikkatli bir sekilde baska bir steril mikrofiij
tiiptine aktarildi. Bu asamada fenoliin bir sonraki agsama olan polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR)’de kullanilacak olan Taqg DNA polimerazin inhibisyonuna neden olmamasi i¢in fenol-

kloformun bulundugu alt fazdan 6rnek ¢ekmemeye 6zellikle dikkat edildi.

10. Siipernatanin tizerine 1ml %100’liik etanol ilave edildi. (%100’lik etanol ortamdaki H,O
molekiillerini kendisine baglayarak ortamda DNA’nin ¢d6ziinebilecegi serbest HO
molekiillerinin kalmamasini ve DNA’nin goriiniir hale gelmesini saglar). Tipler alt iist
edilerek, iyice karigtirildi ve DNA’nin goriinlir hale gelmesi saglandi. Tipler tiipliiklere

dizilerek 20 dakika -20°C’de bekletildi.

11. Ornekler 13000 rpm’de 10 dakika santrifiije edilerek, DNA’nin mikrofiij tiiplerinin dibine
yapismasi saglandi. Daha sonra %100’liik etanol mikrofiij tiipliniin dibinde bulunan DNA’ya

dokunulmadan mikropipet vasitasiyla ortamdan uzaklastirildi.

12. DNA’nin iizerine %70’lik oda 1si1sindaki etanol ilave edildi. Bu basamakta %70’lik etanol
cozeltisindeki %30 oranindaki distile su ile ortamda bulunabilme ihtimali olan iyonlarin
¢Oziinerek ortamdan uzaklastirilmasi saglanirken, %70 oranindaki etanol ile DNA’nin tekrar

¢Oziiniir hale gelmesi engellendi.

13. Ornekler 13000 rpm’de 5 dakika santrifiije edilerek DNA’nm mikrofiij tiiplerinin dibine
yapigmasit saglandi. Daha sonra %70’lik etanol mikrofiij tiipliniin dibinde bulunan DNA’ya

dokunulmadan mikropipet vasitasiyla ortamdan uzaklastirildi.

14. Elde edilen DNA peleti lizerine peletin miktarina bagli olarak 200-300 pl steril distile su

eklenerek, DNA’nin oda 1sisinda iyice ¢ziinmesi saglandi.
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15. Elde edilen genomik DNA -20°C’ de saklandi.

5.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, herhangi bir organizmadan izole edilmis genomik DNA’daki
dizisi bilinen 6zgiil bolgelerin uygun primerler yardimiyla ¢ogaltilmasint (amplifikasyonunu)
saglayan basit ama ¢ok basarili bir in-vitro DNA sentez yontemidir. Reaksiyon 6zgiilliigii gok
iyi tanimlanmis primer oligoniikleotitlerin secilmesiyle saglanir. Primerler ¢ogaltilacak olan
DNA bolgesine komplementer yapida, kisa, tek zincirli, sentetik DNA molekiilleridir [202-
206]. Her bir gen bolgesi i¢in dizayn edilen primer ¢iftleri Cizelge 5.1°de verilmistir. RYD5
geni lic ekzon icermesine ragmen, her ekzon ayri ¢ogaltilacag: icin ii¢ cift primer dizayn
edildi. RYD5 gen dizisi, amplifikasyonunda kullanilan primer giftleri Sekil 5.1, 5.2, 5.3
tizerinde gosterilmistir [207-209].
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Cizelge 5.1. PZR ile KTT-PZR yonteminde kullanilan prob ve primer giftleri, PZR kosullar1 ve PZR {iriin biiytiklikleri

Cogaltilacak . . Tm Derecesi PZR Dongii PZR Uriin
Gen Bilgesi Ileri (F) Primer ve Prob (5°-3°) Ters (R) Primer (5°-3°) ©C) Sayisi Biiyiikliigi
RYD5 1. Ekzon AAAGAAAGGCGTGGGACCAACC CAGGTGGAGTGTTCACTGCAGAGG 60 35 542 be
RYDS5 2. Ekzon GAGGAGAGGTGGGCATTGAAGG GTGCAATGTCTGTGGGTGGTGG 60 35 446 be
RYDS5 3. Ekzon CCACTGAGGGCCTTGCTTGC CAGAGACAGGAGCCTGAGCTGC 60 35 264 be
RYD5 GTGCAAGTG GACACAACGCCCACTACCACCT 60 45 120
RYD5 HEX+TCAGCCATAGGACCTGCCACACAAGC+BHQ 60 45
ACTB CCTTCCTTCCTGG GCATGGAG 60 45
ACTB FAM+CCATCATGAAGTGTGACGTGGACATCCG+BHQ &Y 45
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GCTGTGTCCACTCGTGCAGC

CTGCACCCCCTTCCCCTACTCGGCCACCCCATCTGAGTAGTAAGGGGCCCCTGCCTGATT
GGAGACCCCCAGATGCAGACCCAGATCACACAGCACACTGATAAGAGGAGGGATTCGCAC
CTTAAAAGAAAGGCGTGGGACCAACCCCAGATCCCACCACTCTCGGCCTCAAGGGCAGGC
ATGACTAGAGGCCCTTGGTGGCCAGGACCCACTGCCTTCTTCACCGATCAGTTGGCATGG > 5’ UTR bdlgesi
CCTCTCACCAGTGTTCCCTCCTAACACACCTGTTCTCTCTCTCACACACCCTAAAGCCGC
TTGCCAACCACCTGTCACACAGCCACTCCATGCCTGTTGCTGCTTGGCACCCACTGGGGG
CCAGGGATGTGAACAAACCTCATCTAAGCTGGCTGCCGGGTCCTAATGGGCAGGTCCGGT

CCGCCCTCTAGGAGAGGTGCTGTCCGGTGAGGCATAAAATCCCGGGATTCTGGCTGGAGG
CAGCTCCTGAGACTGCTGGCATGAAGGGGAGCCGTGCCCTCCTGCTGGTGGCCCTCACCC Ekzon I
TGTTCTGCATCTGCCGTGAGTCTGTGCCACTGGGGTTTCCAGAACATTCAGGGGTGGGGG
GGAGTGGGGGGTACCTGAGAAGGTAAAATCCTGGCATCGGGCCTCTGCAGTGAACACTCC
ACCTGCTTCTGTCACAGAAGTGGGCAAGGACCCTGCAGAACCCGCGCCCACCCTACTCCA
CCCCAACCAAGGACAAAGCCCAGCTGACCCAACACCAGCCCAGTGTCTCCTACCCCAGCC
CAGTCCAGCCTGACCTGACCCTTCAAGCCTCTGGTCATAATAGCCTCTCATCAGGGGAAA
TTTCCCCCACACCAGGAGCTTAACTTTCCTTCCCTGGTGATCCCAGGGAATGCTGAGTGG
AAATTGGAGCAGCTAAGATTAAGGGGGATGTGGAGGGGTCTTCGGGCAAGGTGGAGTTGG
AGGTGTTGTGGAGGAAGCCCTGGGGAGGAGAGGTGGGCATTGAAGGGGAAGGTCTGGAGA
CCATGGAGGTTGGAGCCCTGGGGCAGGTCCAGGGCTGTGGTTGCACCAGAGTCACCCTGT
CCTGTCCTGGCATCATCTCGCTCGTGATGCAGGGATGGCCACAGGGGAGGACAACGATGA
GTTTTTCATGGACTTCCTGCAAACACTACTGGTGGGGACCCCAGAGGAGCTCTATGAGGG Ekzon II
GACCTTGGGCAAGTACAATGTCAACGAAGATGCCAAGGCAGCAATGACTGAACTCAAGTC
CTGTATAGATGGCCTGCAGCCAATGCACAAGGCGGAGCTGGTCAAGCTGCTGGTATGAGG
GCGGCGGGCACCCCATTTTCTAAAGATCTGCAGCCTTACCAAGACCACCCAACACAGCAC
CCACACAGCCTACCCCACCCACAGACATCCACCACCCACAGACATTGCACCCGCATCAGC
CAGCTCAGGTGGACACCCCAGACCTCCTGTCCACCGAGCAGCCCCCAGACTCCATAGACC
TCCTCCCCAGTCTGTGGGATACTCCTCCATGCACACATGTGAACATACACAGAGATCCAA
ACACAGGTGCAGACATGAAATGTACACTGCGTGCACACATGTATAAACACGTTCACACCC
ACATGCTCACACTGGGATATGCACACACATACATGTGTGCACACCATCACATGTGCACAC
ACACCTCCCAGCTGCTGGGAGGAGATAGGCAGCAATATGCCAGACCCCCCCCCACTGAGG
GCCTTGCTTGCCTGATGGAGCTGTGGCTCTCCACTTATTGAGCACAGCCCTCTTAGTCCA
CATGTGTCTGCCTTCCAGGTGCAAGTGCTGGGCAGTCAGGACGGTGCCTAAGTGGACCTC
AGACATGGCTCAGCCATAGGACCTGCCACACAAGCAGCCGTGGACACAACGCCCACTACC Ekzon III
ACCTCCCACATGGAAATGTATCCTCAAACCGTTTAATCAATAAAGCCTCTTCCGCAGCTC
AGGCTCCTGTCTCTGCCCCCACAGAGGGGCACACAAATGGGGACATCAGGAACACACTCG
GGGCCACAGCCACACACACAGACCCACATACAGAGGATCCCACTCAAGGAGCACACGTGC
GAAAGTCCCCACAGAGGGACACACAAATGGGGACATCAGGAACACAGGGCCACAGCCACA
CACACAGACCCACATACAGAGGATCCTACTCAAGGAGCACACGTGCGAAAGTCCCCCACA
GAGGGACACACAAATGGGGACATCAGGAACACAGGGCCACAGCCACACACACAGACCCAC > 3’ UTR bdlgesi
ATACAGAGGATCCCACTCAAGGAACACACGTGTGAAAGTCCCCACAGAGGTACACACAAA
TGGGGACATCAGGAACACAGGGCCACAGCCACACACACAGACCCACATACAGAGGATCCC
ACTCAAGGAACACACGTGTGAAAGTCCCCACAGAGGTACACACAGGGTCCACACAGGAGC

AGGCACACCACAGG j

Sekil 5.1. RYD5 gen dizisi lizerinde primerlerin gosterilmesi [207]. (Primer ¢ifleri farkhi
renklerle belirtilmistir)
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CAGCTCCTGAGACTGCTGGCATGAAGGGGAGCCGTGCCCTCCTGCTGGTGGCCCTCACCC :F Ekzon I
TGTTCTGCATCTGCCGGATGGCCACAGGGGAGGACAACGATGAGTTTTTCATGGACTTCC
TGCAAACACTACTGGTGGGGACCCCAGAGGAGCTCTATGAGGGGACCTTGGGCAAGTACA Ekzon II
ATGTCAACGAAGATGCCAAGGCAGCAATGACTGAACTCAAGTCCTGTATAGATGGCCTGC
AGCCAATGCACAAGGCGGAGCTEETCAAGCTGCCTCCTGCAAGTGCTGGGCAGTCAGGACG
GTGCCTAAGTGGACCTCAGACATGGCTCAGCCATAGGACCTGCCACACAAGCAGCCGTGE Ekzon III
ACACAACGCCCACTACCACCTCCCACATGGAAATGTATCCTCAAACCGTTTAATCAATAA

AGCCTCTTCCG

Sekil 5.2. RYD5 geni ¢cDNA’s1 dizisi lizerinde prob ve primerlerin gosterilmesi (Primer

cifleri ve prob farkli renklerle belirtilmistir) [208].

42



GAGTGAGCGGCGCGGGGCCAATCAGCGTGCGCCGTTCCGAAAGTTGCCTTTTATGGCTCG
AGCGGCCGCGGCGGCGCCCTATAAAACCCAGCGGCGCGACGCGCCACCACCGCCGAGACC Ekzon I
GCGTCCGCCCCGCGAGCACAGAGCCTCGCCTTTGCCGATCCGCCGCCCGTCCACACCCGE
CGCCAGCTCACCATGGATGATGATATCGCCGCGCTCGTCGTCGACAACGGCTCCGGCATG
TGCAAGGCCGGCTTCGCGGGCGACGATGCCCCCCGGGCCGTCTTCCCCTCCATCGTGGGG Ekzon II
CGCCCCAGGCACCAGGGCGTGATGGTGGGCATGGGTCAGAAGGATTCCTATGTGGGCGAC
GAGGCCCAGAGCAAGAGAGGCATCCTCACCCTGAAGTACCCCATCGAGCACGGCATCGTC
ACCAACTGGGACGACATGGAGAAAATCTGGCACCACACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTG Ekzon III
GCTCCCGAGGAGCACCCCGTGCTGCTGACCGAGGCCCCCCTGAACCCCAAGGCCAACCGE
GAGAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAGCCATGTACGTTGCTATC
CAGGCTGTGCTATCCCTGTACGCCTCTGGCCGTACCACTGGCATCGTGATGGACTCCGGT
GACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTACGAGGGGTATGCCCTCCCCCATGCCATCCTG
CGTCTGGACCTGGCTGGCCGGGACCTGACTGACTACCTCATGAAGATCCTCACCGAGCGE > Ekzon IV
GGCTACAGCTTCACCACCACGGCCGAGCGGGAAATCGTGCGTGACATTAAGGAGAAGCTG
TGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAAGAGATGGCCACGGCTGCTTCCAGCTCCTCCCTG
GAGAAGAGCTACGAGCTGCCTGACGGCCAGGTCATCACCATTGGCAATGAGCGGTTCCGE <
TGCCCTGAGGCACTCTTCCAGECTTCCTTCCTCEECATGEAGT CCTGTGGCATCCACGAA
actaccrrcaacT s c .~ . GACCTGTACGCCAAC
ACAGTGCTGTCTGGCGGCACCACCATGTACCCTGGCATTGCCGACAGGATGCAGAAGGAG \ Ekzon V
ATCACTGCCCTGGCACCCAGCACAATGAAGATCAAGATCATTGEECCTCCTCAGCCCARG
FACTCEGTGTGGATCGGCGGCTCCATCCTGGCCTCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGG
ATCAGCAAGCAGGAGTATGACGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAATGCTTCTAG
GCGGACTATGACTTAGTTGCGTTACACCCTTTCTTGACAAAACCTAACTTGCGCAGAAAA <
CAAGATGAGATTGGCATGGCTTTATTTGTTTTTTTTGTTTTGTTTTGGTTTTTTTTTTTT
TTTTGGCTTGACTCAGGATTTAAAAACTGGAACGGTGAAGGTGACAGCAGTCGGTTGGAG
CGAGCATCCCCCAAAGTTCACAATGTGGCCGAGGACTTTGATTGCACATTGTTGTTTTTT
TAATAGTCATTCCAAATATGAGATGCGTTGTTACAGGAAGTCCCTTGCCATCCTAAAAGC > Ekzon VI
CACCCCACTTCTCTCTAAGGAGAATGGCCCAGTCCTCTCCCAAGTCCACACAGGGGAGGT
GATAGCATTGCTTTCGTGTAAATTATGTAATGCAAAATTTTTTTAATCTTCGCCTTAATA
CTTTTTTATTTTGTTTTATTTTGAATGATGAGCCTTCGTGCCCCCCCTTCCCCCTTTTTT
GTCCCCCAACTTGAGATGTATGAAGGCTTTTGGTCTCCCTGGGAGTGGGTGGAGGCAGCC

AGGGCTTACCTGTACACTGACTTGAGACCAGTTGAATAAAAGTGCACACCTTAAAAA......... }

Sekil 5.3. ACTB geni cDNA dizisi ilizerinde prob ve primerlerin gosterilmesi (Primer cifleri
ve prob farkli renklerle belirtilmistir) [209].
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5.2.3. PZR Uriinlerinin Temizlenmesi

PZR f{iriinliniin temizlenmesi genin dizileme basarisin1 etkilemektedir. PZR reaksiyonu
sirasinda ortamda amplifikasyon {riinlerinin yanisira tepkimeye girmemis pirimerler,
dNTP’ler ve tuzlar bulunur. PZR iiriinlerinin temizlenmesiyle bu yan {irlinler uzaklagtirilir.
DNA dizi analizi i¢in amplifikasyon {irlinlerinin temizlenmesinde NucleoFast 96 PZR
(Macherey-Nagel, USA) kiti kullanildi ve iiretici firmanin 6ngordiigii kosullar dogrultusunda
asagida verildigi sekilde yapildi.

1. PZR iiriinii ependorf tiipe aktarildi.

2. Ornekler 96 kuyucuklu silika membranli plaga ilave edildi.

3. Silika membran DNA’y1 ge¢irmeyen fakat primer, tuzlar ve dNTP’lere gecirgen porlara
sahip oldugundan, DNA membran lizerinde kalirken istenmeyen iiriinler filtreden gecerek

uzaklagtirildu.
4. Uzerine 700 pl yikama tamponu ilave edildi.
5. Ultra filtrasyon i¢in 10 dakika 0,5 bar’lik basin¢h vakum (Millipore) uygulandi.

6. Kuyucuklara deiyonize su eklenerek 5 dakika 0,5 bar’lik basingli vakum uygulanarak,
yikama gerceklestirildi.

7. Yikama islemi (6. basamak) toplamda {i¢ kez tekrarlandi.

8. Kuyucuklara 20 pl deiyonize su eklenerek, ¢6ziilmiis ve temizlenmis PZR iiriinii tiiplere

aktarildi.

5.2.4. Otomatik DNA Dizi Analizi

Otomatik DNA dizi analizi reaksiyonu, “ABI PRISM Big Dye Teminator V3.1
CycleSequencing Kit” (Applied Biosystems, USA) reaksiyon kiti ile diretici firmanin
ongordiigli kosullar dogrultusunda asagida verildigi sekilde yapildi. Bu kitin 6zelligi,
iceriginde tiim PZR kimyasallar1 ile beraber, floresan boyalt ddNTP’ler ve Taq DNA
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Polimeraz enziminin tek bir karistm halinde bulunmasidir. “Big Dye Ready Reaction
Mixolarak adlandirilan bu karisima sadece primer ve temizlenmis kalip DNA (PZR iiriinii)
eklenir ve reaksiyon baslatilir (Cizelge 5.2). Reaksiyon tiipleri pipetlenerek karistirildi ve 1s1
dongiileyiciye yerlestirilerek, agsagidaki program 50 dongili halinde uygulandi (Cizelge 5.3).
PZR i¢in “MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler PCR (Bioneer)” cihazi kullanildi.

Orneklerin hazirlamasi sirasinda amplifikasyon iiriinii etanol ¢oktiirmesi ile PZR artiklarindan
temizlendi. Bu asama oOzellikle reaksiyona girmemis floresan boyali ddNTP’lerin
uzaklastirilmas1 acisindan 6nem tagimaktadir. Islem uygun sekilde yapilamazsa kontaminant

boyalar lazer tarafindan okunmakta ve analizin hassasiyetini bozmaktadir.

Dongiiler tamamlandiktan sonra isaretleme reaksiyonundan artan malzemeler, asagida

belirtilen prosediir takip edilerek ortamdan uzaklastirildi.

1. Her bir tiipe 2 pl 3M sodyum asetat ilave edildi.

2. Tiplere 50 pl soguk % 95-100’1liik etil alkol ilave edildi.

3. Karisim 1.5 mI’lik ependorf tiiplere aktarildi. 15 dakika -20 °C’de bekletildi.

4. 20 dakika 13000 rpm’de santrifiije edildi ve siipernatan uzaklastirildi.

5.250 pl soguk %70°1ik etil alkol ilave edildi.

6. 5 dakika 13000 rpm’de santrifiije edildi.

7. Stipernatan uzaklastirildi ve pelet oda sicakliginda kurumaya birakildi.

8. Pelet iizerine 20 pl formamid eklenerek ¢oziildii ve vortekslendi.

9. Tiip 5 dakika 95°C’de bekletilerek DNA denatiire edildi ve 5 dakika -20 °C’de bekletildi.

10. Hazirlanan 6rnekler kapiller elektroforez sisteminde yiirtitiildii.
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Cizelge 5.2. DNA dizi analizi, genomik DNA eliminasyonu, ters-transkripsiyon ve KTT-PZR

reaksiyon bilesenleri

Big Dye reaksiyon karigimi

Kalip DNA (PZR iiriinii)

Toplam hacim 10 pl

Kalip RNA Degisebilir (1pg’a kadar)

Toplam hacim 14 ul

Ters-Transkripsiyon 5x RT Tamponu

Kalip RNA

(genomik DNA eliminasyon reaksiyonu)

2x TagMan Universal PZR Master Karigimi 10 pl

Geri primer 0.5uM

Kalip cDNA <200 ng/reaksiyon

Toplam hacim 27.5ul

14 pl
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Cizelge 5. 3. Dizi analizi ve KTT-PZR reaksiyon programi

Denatiirasyon 20 saniye

Dizi Analizi
50
Denatiirasyon 15 saniye 95
45 Floresan verilerinin olusmasi
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5. 3. RYDS5 Geni ifade Diizeyi Analizi
5. 3. 1. mRNA izolasyonu

RNase-free later (Ambion AM7020, Applied Biosystems, USA) icerisinde saklanan
hiicrelerden RNeasy Plus Mini Kit ile RNA piirifikasyonu yapildi. Bu amacla uygulanan
protokol soyledir:

1. RNase-free later icerisinde bulunan dokular, ucuna RNase-free icermeyen pastle

yerlestirilmis matkap yardimi ile homojenize edildi ve 5 dakika 5000 x g’de santrifiije edildi.

2. Santrifiigasyon sonrasinda siipernatan tamamen uzaklastirildi.

3. Pelet tiipe hafifce vurularak gevsetildi. Bu iglem peletin 4. basamakta RNA izolasyonundan

once lizizi i¢in kullanilacak olan RLT Plus tamponunda ¢6ziilmesini kolaylastirdi.

4. Peletin iizerine daha 6nceden igerisine B-ME ilave edilmis olan 350 ul RLT Plus tamponu

eklendi. Peletin vortekslenerek tamamen ¢oziilmesi saglandi ve hizla 5. basamaga gecildi.

5. Elde edilen lizat pipetle ¢ekilip birakilarak homojenize edilmesi saglandi.

6. Homojenize edilmis lizat, 2 ml toplama tiipiine yerlestirilmis gDNA eliminator spin
kolonuna aktarildi. 30sn>8000 x g (=10,000 rpm)’de santrifiijje edildi. Santrifiigasyon

sonrasinda kolon atild1 ve akan sivi saklandi.

7. Toplanan siviya 1 hacim %70 etanol eklendi ve pipetlenerek iyice karistirildi. (RNA
saflagtirmas1 sirasinda, etanol eklenmesinden sonra c¢okeltilerin goriilebilmesi islemi

etkilememektedir).
8. Etanol eklenmesi ile olusan 700 ul’lik s1v1 sayet ¢okelti olustuysa bu ¢okeltiyi de icerecek

sekilde 2 ml’lik toplama tiipline yerlestirildi ve RNeasy spin kolonuna aktarildi. Kapagi
nazikge kapatildi ve 15 sn 28000 x g (=10,000 rpm)’de santrifiije edildi. Toplanan siv1 atild1.
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9. Toplama tiipii 9. basamakta tekrar kullanildi. Eger 6rnek hacmi 700 pl’yi gegiyorsa, ardisikK
aliquotlar1 ayn1 RNeasy spin kolonunda santrifiije edildi. Toplanan s1v1 her santrifiigasyondan

sonra atildi.

10. RNeasy spin kolonuna membrana baglanmig RNA’nin yikanmasi i¢in kullanilan 700 pl
RWI1 tamponu eklendi. Kapagi nazik¢e kapatilarak ve 15 sn>8000 x g (=10,000 rpm)’de

santrifiije edilerek spin kolon membrani yikandi. Toplanan siv1 atildi.

11. Toplama tiipii 10. basamakta tekrar kullanildi.

12. RNeasy spin kolonuna dnceden igerisine etanol ilave edilmis olan 500 pul RPE tamponu
eklendi. Bu tampon membrana baglanmis RNA nin yikanmasi i¢in kullanildi. Kapag1 nazikge
kapatildi ve 15 sn >8000xg (>10,000 rpm)’de santrifiije edilerek spin kolon membrani

yikandi. Toplanan siv1 atildi.

13. Toplama tiipti 11. basamakta tekrar kullanildi.

14. RNeasy spin kolonuna 500 pl RPE tamponu eklendi. Kapagi nazik¢e kapatildi ve spin
kolon membranini yikamak i¢in 2 dak.>8000 x g (=10,000 rpm)’de santrifiije edildi. (Uzun
stireli santrifiigasyonlar spin kolon membranin1 kurutur, bdylece etanoliin RNA eliisyonu

sirasinda aktarilmadigindan emin olunur. Kalint1 etanol sonraki reaksiyonlarda etkilesebilir).

15. RNeasy spin kolonu yeni bir 2 ml’lik toplama tiipline yerlestirildi ve eski toplama tiipii
toplanan siv1 ile birlikte atildi. Tam hizda 1 dak. santrifiije edildi. Bu basamak olas1 herhangi
RPE tamponu naklini engellemek veya 11. basamaktan sonra RNeasy spin kolonunun

etrafindaki kalint1 toplama sivisin1 uzaklastirmak i¢in yapildi.

16. RNeasy spin kolonu yeni bir 1,5 ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi. Dogrudan spin kolon
membranina 50 pul RNase-free su eklendi. Kapagi nazikge kapatilarak 1 dak.>8000 x g
(>10,000 rpm)’de RNA’y1 eliie etmek i¢in santrifiije edildi.

17. Eger beklenen RNA eldesi >30 pg ise 13. basamak tekrar 30-50 pl RNase-free su
eklenerek veya 13. basamaktaki eliisyon kullanilarak (eger yiiksek RNA konsantrasyonu
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gerekiyorsa) tekrarlandi. Oniiglincli basamaktaki toplama tiipii tekrar kullanildi. (Eger 13.
basamaktaki eliisyon kullaniyorsa, RNA eldesi, ikinci birhacim RNase-free su kullanilarak
elde edilenden %15-30 daha az olacak, ancak son RNA konsantrasyonu daha yiiksek

olacaktir).

5.3.2. RNA Miktarimin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

RNeasy Plus Mini Kit ile izolasyon sonrasinda elde edilen RNA 6rnekleri NanoDrop (ND
1000) spektrofotometre kullanilarak 260 nm’de kuvars kiivet ile 1/40 sulandirilarak Sl¢tildii.
280/260 nm oranma gore safliklar1 degerlendirildi. Olgiim sonrasinda her RNA 6rneginin
konsantrasyonu ters transkripsiyon i¢in 1000 ng/ml olacak sekilde ayarlandi. Ornekler bu

basamaktan sonra kullanilincaya kadar -20°C’de sakland.

5.3.3. KTT-PZR i¢in Genomik DNA Eliminasyonu
cDNA eldesi i¢in ters transkripsiyon basamagini uygulamadan dnce, mRNA o&rneklerinde
genomik DNA kontaminasyonunu engellemek icin genomik DNA eliminasyon reaksiyonu

gerceklestirildi.

Genomik DNA eliminasyon reaksiyonu:

1. izolasyondan sonra -20°C’de saklanan kalip RNA 6rnekleri buz iistiinde eritildi. gDNA

Wipeout Tamponu ve RNase-free su oda 1sisinda (15-25°C) eritildi.

2. Her bir ¢ozelti tiipli yavasga karistirildi. Tiiplerin ¢eperlerinde birikmis siviyr toplamak icin

kisa siireli santrifiije edildi ve buz iistiinde saklandu.

3. Cizelge 5.2°e¢ gore genomik DNA eliminasyon reaksiyonu buz {istiinde hazirlandi.
Reaksiyon karigimi hazirlanirken her bir RNA 6rneginin konsantrasyonunu 1000 ng/ml
olacak sekilde ayarlayabilmek icin hesaplanan miktarlarda kalip RNA ve su eklendi.
Genomik DNA eliminasyon reaksiyon bilesenleri karistirildi ve buz iistiinde saklandi.

4. gDNA wipeout reaksiyonu 42°C’de 2 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 6rnek karisimlari

hemen buz tistune alindi.
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5.3.4. ¢cDNA Eldesi i¢cin Ters Transkripsiyon Reaksiyonu

Genomik DNA eliminasyon reaksiyonu sonrasinda elde edilen (14 pl) karisim Ters

Transkripsiyon Reaksiyonu i¢in kalip olarak kullanildi.

Ters Transkripsiyon Reaksiyonu:

1. RevertAidTM First Strand ¢cDNA Synthesis Kit-Fermentas, RT Tamponu, RT Primer
Karigim1 ve RNase-free su oda 1sisinda (15-25°C) eritildi.

2. Her bir ¢ozelti tiipli yavasca karistirildi. Tiiplerin ¢eperlerinde birikmis siviyr toplamak i¢in

kisa siireli santrifiije edildi ve buz iistiinde saklandi.
3. Cizelge 5.2°ye gore ters-transkripsiyon master karisimi buz {istlinde hazirlandi. (Ters-
transkripsiyon master karisimi, kalip RNA harig ilk-zincir cDNA sentezi i¢in gerekli olan tim

bilesenleri igermektedir).

4. Genomik DNA eliminasyon reaksiyonu sonucunda elde edilen (14 pl) kalip RNA, ters-

transkripsiyon master karisimi igeren tiipe eklendi.

5. Tiipler 42°C’de 60 dak. inkiibe edildi.

6. RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit-Fermentasi inaktive etmek i¢in 70°C’de 5
dak. inkiibe edildi.
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5.3.5. Cift-Isaretli Problar Kullanarak KTT-PZR Protokolii
KTT-PZR reaksiyonu i¢in elde edilen cDNA ornekleri spektrofotometrede kuvars kiivet
kullanilarak 260 nm dalgaboyunda 6lgiildii ve konsantrasyonlar1 200 pg/ml olacak sekilde

ayarlandu.

KTT-PZR reaksiyonu:

1. 2x TagMan Universal PZR Master Karisimi, kalip cDNA, primer ve prob ¢ozeltileri ve

RNase-free su eritildi.

2. Her bir ¢ozelti tiipli yavasca karistirildi. Tiiplerin ¢eperlerinde birikmis siviyr toplamak igin

kisa siireli santrifiije edildi.
3. Cizelge 5.2°e gore bir reaksiyon karisimi hazirlandi. Kullanilan polimeraz enziminin Hot
start Ozelligi nedeniyle, reaksiyon hazirligi veya “KTT” dongiileyicinin programlanmasi

sirasinda 6rneklerin buz iistiinde tutulmasina gerek kalmadi.

4. Hazirlanan reaksiyon karigimi iyice karistirilldi ve uygun hacimlerde PZR tiiplerine

dagitild.

5. cDNA ornekleri (<200 ng/reaksiyon) reaksiyon karigtmini igeren her bir PZR tiipiine

eklendi.

6. “KTT” dongiileyici Cizelge 5.3’de verilen programa gore programlandi. Veri eldesi,

baglanma basamaginda yapildi.

7. PZR tiipleri “KTT” dongtileyiciye yerlestirildi ve dongiileme programi baslatildi.
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5.3.6. KTT-PZR ile Elde Edilen Verilerin Analizi

KTT-PZR reaksiyonu sonunda elde edilen CT degerleri “karsilastirmali CT metodu” ile

degerlendirildi. Ornekler ii¢ reaksiyonda tekrarland.
5.3.7. Karsilastirmah CT Metodu

Goreli kantifikasyonda, RYDS5 geninin ifade diizeyini inceleyebilmek i¢in dokularda
ifadesinin degismedigi varsayilan housekeeping gen olan ACTB gen iiriinii ile normalizasyon
yapildi. Light Cycler cihazinin kendi yazilim programi kullanilarak, RYDS5 geninin ifade
diizeyi, referans gen olarak kullanilan ACTB geninin ifade diizeyine oranlanarak normalize

edildi (Sekil 5.4) [210].

Xest  _ 4 M0 _ Z(CT,X_CT,RJWHHDI_(CT,X CT R )test

X

control

Sekil. 5.4. Karsilastirmali CT metodunda kullanilan formiil [210].

5. 4. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel olarak analizinde SPSS (Statistical Package for Social
Sciences,versiyon 11.0, SSPS Inc, Chicago, IL, USA) paket programi kullanildi. Nazal polip
ve kontrol grubundaki genotiplerin karsilagtirilmasinda, Pearson X? ve Fisher’in tam testi
kullanildi. RYDS geni ifade diizeyi verilerinin karsilastirilmasinda Mann Whitney U testi
kullanildi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. SONUCLAR

Bu tez ¢aligmasinda Ankara Numune Egitim Arastirma Hastanesi 2. Kulak Burun Bogaz
Klinigi’nde nazal polip tanis1 konulmus toplam 91 (ortalama yas 44.69; 23-65) hasta bireye ve
kontrol grubu olarak 110 (ortalama yas 43.62; 17-66) saglikli bireye ait periferal kan
orneklerinden total DNA izolasyonu yapilmistir. RYDS genine 6zgli primerler kullanilarak,
PZR yontemi ile ¢ogaltilmis ve DNA dizi analizi yontemi ile niikleotit degisikligi tarama

calismasi yapilmistir. Hasta ve kontrol gruplariin klinik 6zellikleri Cizelge 6.1°de verilmistir.

Nazal polipozisli ESC operasyonu gecirmis 13 hasta bireyin (9 erkek ve 4 kadin; ortalama yas
45.2) polip dokusu 6rnegi, bu hastalarin 9’unun kendi saglikli nazal doku 6rnegi ve kontrol
grubu olarak 10 (8 erkek ve 2 kadin; ortalama yas 43.3) saglikli bireyin nazal doku
orneklerinden mRNA izolasyonu yapilmis ve ters transkripsiyonla komplementer DNA
(cDNA) haline getirildikten sonra, kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile

cogaltilmis ve relatif kantitasyon ile RYD5 geninin ifade diizeyi degerlendirilmistir.
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Cizelge 6.1. Hasta ve kontrol gruplainin klinik 6zellikleri

Yas, ortalama 44,69 + 11,021 43,62 + 11,515 P>0.05
[ |
IgE seviyesi, pg/L 15,2943 £ 10,01314 (2,05-49,3)
| ]
Astim, n (%) 33 (36,3)
B T
Alerji varhgi, n (%) 35 (38,4)

33 (36,3)

*Veriler hastalarin yiizdesi seklinde yada ortalama + SD olarak sunulmustur.
**Lund and Mackay [130] sistemine gére
***] idtholdt ve arkadaglarinnin [131] evreleme sistemine gore
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6.1. DNA Dizi Analiz Sonucu

RYDS5 gen bolgesinin DNA dizi analizi degisikligi taramasi sonucunda elde edilen niikleotit

degisiklikleri ve allel frekanslar1 Cizelge 6.2 ve 6.3’de verilmistir.
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Cizelge 6.2. Bu ¢alismada RYDS5 geninde bulunan niikleotit degisiklikle

Tespit Edilen
Niikleotit
Degisiklikleri

c.-264 A>G

c.-177 C>A

c.-103 G>A

c.-49 G>A

c.-35 G>A

c.13C>T

c.57-14 C>T

.66 A>G

c.152 G>T

€.279 C>T

SNP

Numarasi

rs113795008

rs144170316

rs2280540

rs144999256

rs148962288

rs7951297

rs2294083

rs2294082

rs61997072

Gendeki
Lokalizasyonu

Promotor

Promotor

Promotor

Promotor

Promotor

Ekzon 1

Intron 1

Ekzon 2

Ekzon 2

Ekzon 3

Niikleotit

Degisimi

CIA/G]T

C[CIAIA

C[GIAIG

G[GIAIC

G[G/A]A

C[CITIG

T[C/T]IG

CIA/G]G

G[GITIC

A[CITIG

Amino Asit
Degisimi Proteine Etkisi

- Polimorfizm

- Polimorfizm

- Polimorfizm

- Polimorfizm

- Polimorfizm

R5C Yanlis anlamli

- Polimorfizm

- Polimorfizm

G51V Yanlis anlaml

- Polimorfizm

57

MAF (Minér Allel

Frekansi)

0,11

0,24

0,27

0,24

0,24

0,12

Kaynaklar

Kim ve ark., 2009 [183]
Bu ¢alisma
1000 Genom Projesi, 2012 [184]
Bu ¢alisma
Kim ve ark. , 2009 [183]
Bu ¢alisma
1000 Genom Projesi , 2012 [184]
Bu ¢alisma
1000 Genom Projesi, 2012 [184]
Bu ¢alisma
Wheeler ve ark., 2008 [185]
Bu ¢alisma
Kim ve ark., 2009 [183]
Bu ¢calisma
Kim ve ark., 2009 [183]
Bu ¢alisma
Bu ¢alisma

Kim ve ark., 2009 [183]
Bu ¢alisma


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Search&db=PubMed&term=%22DAWHEELER%22%5bauth%5d

Cizelge 6.3. RYDS5 geninde bulunan niikleotit degisikliklerinin genotip ve allel frekanslari

RYD5 Geninde Bulunan Niikleotit Degisiklikleri

Genotip frekansi, n (%) AG
c.-264 A>G

Allel frekansi, %

c.-177 C>A Genotip frekansi, n (%)

Allel frekansi, %

c.-103 G>A Genotip frekansi, n (%)

Allel frekansi, %

c.-49 G>A Genotip frekansi, n (%)

Allel frekansi, %

* Pearson ki-kare testine gore
** Fisher’in tam testine gore,
P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

NP’li Hastalar

(n:91)

58 (64)

28 (31)
5 (5)
79
21

89 (98)
2(2)
0 (0)

99
1

45 (49)

31 (34)

15 (16)

66
34

89 (98)
2(2)
0 (0)

99
1

Kontrol

(n:110)

93 (84)
12 (11)
5 (5)
90
10

100 (91)
10 (9)
0(0)

95
5
66 (60)
38 (35)
6 (5)
77
23

110 (100)
0 (0)

0 (0)
100
0

0.002*

P<0.05

0.69**

P>0.05

0.033*

P<0.05

0.204**

P>0.05

P degeri, Nazal polipli hastalar ile kontrol grubunda tespit edilen genotipler ve allel frekanslarimi agisindan

karsilastiriimasi.
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Cizelge 6.3. RYDS5 geninde bulunan niikleotit degisikliklerinin genotip ve allel frekanslar

NP’li Hastalar Kontrol
RYD5 Geninde Bulunan Niikleotit Degisiklikleri (n:91) (n:110) P
GG 89 (98) 100 (91)
Genotip frekanst, n (%) GA 2(2) 10 (9) 0.069**
-35 G>A
¢ AA 0(0) 0(0)
G 99 95
P>0.05
Allel frekansi, % A 1 5
ccC 32 (36) 28 (25)
. CT 34 (37) 49 (454) 0.316*
c13 C>T Genotip frekansi, n (%)
TT 25 (27) 33(30)
C 54 48
Allel frekanst, % P>0.05
T 46 52
ccC 30(33) 31(28)
Genotip frekansi, n (%) CT 38 (42) 48 (44) 0.751*
c.57-14 C>T
TT 23(25) 31(28)
C 54 50
Allel frekanst, % P>0.05
T 46 50

* Pearson ki-kare testine gore

** Fisher’in tam testine gore,

P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

P degeri, Nazal polipli hastalar ile kontrol grubunda tespit edilen genotipler ve allel frekanslarimi agisindan
karsilastiriimasi.
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Cizelge 6.3. RYDS5 geninde bulunan niikleotit degisikliklerinin genotip ve allel frekanslar

NP’li Hastalar Kontrol
RYD5 Geninde Bulunan Niikleotit Degisiklikleri (n:91) (n:110) P
AA 49 (54) 71 (65)
Genotip frekansi, n (%) AG 29 (32) 33 (30) 0.077*
.66 A>G
GG 13 (14) 6 (5)
A 70 80
Allel frekansi, % P>0.05
G 30 20
GG 89 (98) 110 (100)
Genotip frekansi, n (%) GT 2(2) 0 (0) 0.204**
¢.152 G>T
TT 0 (0) 0 (0)
G 99 100
Allel frekansi,% P>0.05
T 1 0
cC 57 (63) 78 (71)
Genotip frekanst, n (%) CT 27 (30) 27 (25) 0.402*
€.279 C>T
TT 7(7) 5 (4)
C 77 83
Allel frekans1,% P>0.05
T 23 17

* Pearson ki-kare testine gore

** Fisher’in tam testine gore,

P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

P degeri, Nazal polipli hastalar ile kontrol grubunda tespit edilen genotipler ve allel frekanslarimi agisindan
karsilastiriimasi.
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RYDS5 geninin DNA dizi analizi sonucunda genin promotor bolgesinin -264. pozisyonundaki
adenin bazmin guanin bazi (c.-264 A>G) ile yer degistirdigi saptanmistir. Bu niikleotit
degisikliginin NP’li hasta bireylerdeki allel frekansi 0.21, kontroldeki allel frekansi ise
0.10°dur. NP’li hastalarda RYD5 (-264 AG) genotip frekansi kontrol grubuna kiyasla yiiksek
olup, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.002) (Sekil 6.1).

Mutant Dizi

Normal Dizi

Sekil 6.1. RYDS5 geninin promotor bolgesinde saptanan c¢.-264 A>G niikleotit degisikligi
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RYDS5 geninin DNA dizi analizi sonucunda genin promotor bolgesinin -177. pozisyonundaki
sitozin bazinin adenin bazi (c.-177 C>A) ile yer degistirdigi saptanmistir. Bu niikleotit
degisikliginin NP’li hasta bireylerdeki allel frekans1 0.01, kontrol grubundaki allel frekansi ise
0.05 olup, RYDS5 (-177CC, -177CA, -177AA) genotip frekansi1 agisindan NP’li hastalar ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli1 bir fark bulunmamistir (p=0.69) (Sekil 6.2).

MIutant Dizi

f
|

VIV Wy

|
| |

|

Normal Dizi

Sekil 6.2. RYDS5 geninin promotor bolgesinde saptanan c.-177 C>A niikleotit degisikligi
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RYDS5 geninin DNA dizi analizi sonucunda promotor bolgesinin -103. pozisyonundaki guanin
bazinin adenin bazi (c.-103 G>A) ile yer degistirdigi saptanmustir. Bu niikleotit degisikliginin
NP’li hasta bireylerdeki allel frekans1 0.34, kontrol grubundaki allel frekansi ise 0.23 olup,
NP’li hastalarda RYDS5 (-103AA) genotip frekansi kontrol grubuna kiyasla yiiksek olup,
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.033) (Sekil 6.3).

Mutant Dizi

VM

Normal Dizi f

Sekil 6.3. RYDS5 geninin promotor bolgesinde saptanan c.-103 G>A niikleotit degisikligi
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RYDS5 geninin DNA dizi analizi sonucunda promotor bdlgesinin -49. pozisyonundaki guanin
bazinin adenin bazi (c.-49 G>A) ile yer degistirdigi saptanmustir. Bu niikleotit degisikliginin
NP’li hasta bireylerdeki allel frekans1 0.01, kontrol grubundaki allel frekansi ise 0.00 olup,
RYDS5 (-49GG, -49GA, -49GAA) genotip frekansi agisindan NP’li hastalar ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (p=0.204) (Sekil 6.4).

Mutant Dizi

Normal Dizi

Sekil 6.4. RYDS5 geninin promotor bolgesinde saptanan c.-49 G>A niikleotit degisikligi
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RYDS5 geninin DNA dizi analizi sonucunda promotor bdlgesinin -35. pozisyonundaki guanin
bazinin adenin bazi (c.-35 G>A) ile yer degistirdigi saptanmistir. Bu niikleotit degisikliginin
NP’li hasta bireylerdeki allel frekans1 0.01, kontrol grubundaki allel frekansi ise 0.05 olup,
RYDS5 (-35GG, -35GA, -35AA) genotip frekansi acisindan NP’li hastalar ile kontrol grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.069) (Sekil 6.5).

Mutant Dizi

T t t X B & G T T t T G & t
—

|

Sekil 6.5. RYDS5 geninin promotor bolgesinde saptanan c.-35 G>A niikleotit degisikligi
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RYD5 geninin DNA dizi analizi sonucunda birinci ekzon bolgesinin 13. pozisyonunda yer
alan sitozin bazinin timin bazi (c.13 C>T) ile yer degistirdigi saptanmistir. Bu degisiklik 5.
kodonda arjinin amino asidinin sistein amino asidi ile yer degistirmesine (R5C) neden
olmaktadir (Sekil 6.6). 5. pozisyondaki amino asidin 95 amino aside sahip RYD5
proteinindeki yeri Sekil 6.9‘da gosterilmistir. Bu niikleotit degisikliginin NP’li hasta
bireylerdeki allel frekansi 0.46, kontrol grubundaki allel frekansi ise 0.52 olup, RYDS5 (13CC,
13 CT, 13TT) genotip frekans1 agisindan NP’li hastalar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.316).

Mutant Dizi

G GG G c C C 6T 6 C CCT C CTG CTZ G GTOG G C C

Normal Dizi

Sekil 6.6. RYD5 geninin birinci ekzon bdlgesinde saptanan €.13 C>T (R5C) niikleotit
degisikligi
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RYDS5 geninin DNA dizi analizi sonucunda birinci intron bolgesinin -14. pozisyonunda yer
alan sitozin bazinin timin bazi (¢.57-14 C>T) ile yer degistirdigi saptanmistir. Bu niikleotit
degisikliginin NP’li hasta bireylerdeki allel frekans1 0.46, kontrol grubundaki allel frekansi ise
0.23 olup, RYDS5 (57-14CC, 57-14CT, 57-14TT) genotip frekansi agisindan NP’li hastalar ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.751) (Sekil

6.7).

Mutant Diz

Normal Dizi

Sekil 6.7. RYD5 geninin birinci intron bdlgesinde saptanan c.57-14 C>T niikleotit degisikligi
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RYDS5 geninin DNA dizi analizi sonucunda ikinci ekzon bolgesinin 66. pozisyonunda yer alan
adenin bazmin guanin bazi (c.66 A>G) ile yer degistirdigi saptanmistir. Bu niikleotit
degisikliginin NP’li hasta bireylerdeki allel frekans1 0.30, kontrol grubundaki allel frekansi ise
0.20 olup, RYDS5 (66AA, 66AG, 66GG) genotip frekanst agisindan NP’li hastalar ile kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.077) (Sekil 6. 8).

(I T ¢ 6 € ¢ AL C & F G G G A 6 6 A C
Mutant Dizi
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I

|
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Sekil 6.8. RYDS5 geninin ikinci ekzon bolgesinde saptanan ¢.66 A>G niikleotit degisikligi
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RYD5 geninin DNA dizi analizi sonucunda ikinci ekzon bélgesinin 152. pozisyonunda yer
alan guanin bazinin timin bazi (c.152 G>T) ile yer degistirdigi saptanmistir. Bu degisiklik 51.
kodondaki glisini amino asidinin valin amino asidi ile yer degistirmesine (G51V) neden
olmaktadir (Sekil 6.10). 51. pozisyondaki amino asidin 95 amino aside sahip RYDS5
proteinindeki yeri Sekil 6.9°da gosterilmistir [211]. Bu niikleotit degisikliginin NP’li hasta
bireylerdeki allel frekansi 0.01, kontrol grubundaki allel frekanst ise 0.00 olup, RYDS5
(152GG, 152GT, 152TT) genotip frekansi agisindan NP’li hastalar ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.204).

¢.13C>T niikleotit degisikligi (R5C) ¢.152 G>T niikleotit degisikligi (G51V)

MKGSI{ALLLV ALTLFCICRM ATGEDNDEFF MDFLQTLLVG TPEELYEGTL (;KYNVNEDAK AAMTELKSCI
DGLQPMHKAE LVKLLVQVLG SQDGA

MKGS(:ALLLV ALTLFCICRM ATGEDNDEFF MDFLQTLLVG TPEELYEGTL ‘,KYNVNEDAK AAMTELKSCI
DGLQPMHKAE LVKLLVQVLG SQDGA

Sekil 6.9. RYD5 proteininin amino asit dizilimi [211].

Bu calismada saptanan ve amino asit degisimine neden olan niikleotit degisiklikler.
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Mutant Diz

Sekil 6.10. RYD5 geninin ikinci ekzon bolgesinde saptanan c.152 G>T (G51V) niikleotit
degisikligi
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RYDS5 geninin ikinci ekzon bolgesinin 152. pozisyonunda yer alan guanin bazinin timin bazi
(c.152 G>T) ile yer degistirmesi, 51.amino asit olan glisinin valin amino asidine doniisiimiine
(G51V) neden olmaktadir. Bu niikleotit degisikliginin protein {iizerindeki etkisini
degerlendirmek icin mutasyon tahmin programlar1 (mutation prediction tools) arasinda yer
alan ve literatiirde siklikla kullanilan PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) [212,
213], PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) [214] ve SIFT (Sorting Intolerant From
Tolerant) [215] programlar1 kullanilmistir.

RYDS5 geninin ikinci ekzon bdlgesinde saptanan (c.152 G>T) niikleotit degisikliginin protein
tizerindeki etkisi PolyPhen-2 (PolyPhen-2 webserver v2.1.0) programinda degerlendirilmistir.
Skor 0.983 olarak hesaplanmig ve zararli bir varyant oldugu tahmin edilmistir (Sekil 6.11)
[216].

QD8 5 GV Canonical RecName: Fuli-Secretogiooin amil 1C memder 1 AfName: Ful-Secretogobin RYDS: Fags: recursar, Length %

Resus
H PrediconiConfienc
Humiv
This mutaton s preiced o be PROBABLY DAMAGING vih & score of 0.3 senstvy. 074, secifcly. 0.)
R
[ Humr

Sekil 6.11. RYDS5 geninin ikinci ekzon bolgesinde saptanan (c.152 G>T) niikleotit
degisikliginin protein lizerindeki etkisinin PolyPhen-2 programina gore degerlendirilmesi

[216].
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RYDS5 geninin ikinci ekzon bdlgesinde saptanan (c.152 G>T) niikleotit degisikliginin protein
tizerindeki etkisi PROVEAN (PROVEAN v1.1) programinda degerlendirilmistir. Skor -3.285
olarak hesaplanmis ve zararl bir varyant oldugu tahmin edilmistir (esik skoru: -2.5) (Sekil
6.12) [217].

PROVEAN Result (Download)

PROVEAN Prediction - Job ID: 139338821457285

+ Query sequence (£«
+ Supporting sequence set used for prediction
Number of sequences: 39 (fasta, E-values)
Number of clusters: 12
+ Score thresholds for prediction
(1) Default threshold is -2.5, that is:
-Variants with a score equal to or below -2.5 are considered "deleterious,”
-Variants with a score above -2.5 are considered "neutral.”
(2) How to use a mare stringent threshold.

PROVEAN score Prediction (cutoff= -2.5)

G51V -3.285 Deleterious

Sekil 6.12. RYDS5 geninin ikinci ekzon bolgesinde saptanan (c.152 G>T) niikleotit

degisikliginin protein iizerindeki etkisinin PROVEAN programina gore degerlendirilmesi
[217].
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RYD5 geninin ikinci ekzon bolgesinde saptanan (c.152 G>T) niikleotit degisikliginin protein
tizerindeki etkisi SIFT (SIFT v4.0.3) programinda degerlendirilmistir. Skor 0.08 olarak
hesaplanmis ve zararl bir varyant olmadigi tahmin edilmistir (esik skoru: 0.05) (Sekil 6.13)
[218].
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SIFT: PREDICTIONS
__---—_—-
ENSP00000344545,g51 ENSP00000344545 G A TOLERATED 0.27

ENSP00000344545,g51 ENSP00000344545 51 G C DAMAGING 0.02 2.8 42
ENSP00000344545,g51 ENSP00000344545 51 G D TOLERATED 0.52 2.8 42
ENSP00000344545,g51 ENSP00000344545 51 G E TOLERATED 1 2.8 42
ENSP00000344545,g51 ENSP00000344545 51 G F DAMAGING 0.02 2.8 42
ENSP00000344545,951 ENSP00000344545 51 G G TOLERATED 0.28 2.8 42
ENSP00000344545,951 ENSP00000344545 51 G H TOLERATED 0.08 2.8 42
ENSP00000344545,951 ENSP00000344545 51 G I DAMAGING 0.05 2.8 42
ENSP00000344545,g51 ENSP00000344545 51 G K TOLERATED 0.37 2.8 42
ENSP00000344545,951 ENSP00000344545 51 G L TOLERATED 0.08 2.8 42
ENSP00000344545,951 ENSP00000344545 51 G M DAMAGING 0.03 2.8 42
ENSP00000344545,951 ENSP00000344545 51 G N TOLERATED 0.23 2.8 42
ENSP00000344545,g51 ENSP00000344545 51 G P TOLERATED 0.14 2.8 42
ENSP00000344545,951 ENSP00000344545 51 G Q TOLERATED 0.31 2.8 42
ENSP00000344545,951 ENSP00000344545 51 G R TOLERATED 0.19 2.8 42
ENSP00000344545,g51 ENSP00000344545 51 G S TOLERATED 0.25 2.8 42
ENSP00000344545,g51 ENSP00000344545 51 G T TOLERATED 0.16 2.8 42
ENSP00000344545,951 ENSP00000344545 51 G \ TOLERATED 0.08 2.8 42
ENSP00000344545,g51 ENSP00000344545 51 G w DAMAGING 0.01 2.8 42
ENSP00000344545,g51 ENSP00000344545 51 G Y DAMAGING 0.04 2.8 42

Sekil 6.13. RYD5 geninin ikinci ekzon bdlgesinde saptanan (c.152 G>T) niikleotit
degisikliginin protein tizerindeki etkisinin SIFT programina gore degerlendirilmesi [218].
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RYD5 gen bolgesinin DNA dizi analizi sonucunda iiciincii ekzon bdlgesinde 279.
pozisyonunda yer alan sitozin bazinin timin bazi (¢.279 C>T) ile yer degistirdigi saptanmustir.
Bu niikleotit degisikliginin NP’li hasta bireylerdeki allel frekans1 0.23, kontroldeki allel
frekansi ise 0.17 olup, RYDS5 (279CC, 297CT, 279TT) genotipi agisindan NP’li hastalar ile

kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.402) (Sekil
6.14).

Mutant Dizi

Normal Dizi

Sekil 6.14. RYDS geninin iiciincii ekzon bolgesinde saptanan ¢.279 C>T niikleotit degisikligi
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6.2. KTT-PZR Analiz Sonucu

KTT-PZR analizi sonucunda her 6rnek igin kontrol geni olan ACTB geni ve RYD5 genlerine
ait CT degerleri belirlendi. Bu degerler LightCycler 2.0 cihazinin karsilagtirmali CT metodu
kullanilip degerlendirilerek, RYD5 geninin farkli doku orneklerindeki ifade diizeyi saptandi
(Cizelge 6.4, Sekil 6.15).

Cizelge 6.4. RYD5 geni kantitatif KTT-PZR analizi

Orneklerin Alindig1 Bireyler Ornek Ortalama CT degerleri* P ** p *x*
Kontrol, n 10 16.1540 + 4.28006
. 0.121
Nazal polip dokusu, n 13 13.3373 + 3.87472
0.367
Saglam mukoza, n 9 12.4472 £+ 2.02930
Toplam 32 13.9672 + 3.81740

*Veriler + SD olarak sunulmustur.

**P Nazal polip dokusu ile saglam mukoza kiyaslanmustir.

*#*P Nazal polip dokusu ile kontrol kiyaslanmistir.

Mann whitney U’ye gore P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

16.10

13.30
12.40

o

K: Koatrol
P: NP'h Hastalar

M: Saglam Doku

K P M

Sekil 6.15. NP’li hastalar, saglam doku ve kontrol grubunda RYDS5 gen ifadesi diizeylerinin

kasilastirilmasi
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KTT-PZR analizi sonucunda kontrol grubunda belirlenen en diisiik CT degeri 6.44, en yiiksek
CT degeri 21.02 ve ortalama CT degeri 16.15 olarak belirlenmistir. NP’li hasta grubunda
belirlenen en diisik CT degeri 6.48, en yiiksek CT degeri 17.64 ve ortalama CT degeri
13.3373 olarak belirlenmistir. RYDS geni ifade diizeyi bakimindan karsilastirildiginda kontrol
grubuna kiyasla nazal polip dokusunda genel olarak artmis olup, istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmamistir (p=0.121) (Sekil 6.16).

25

e W\_/ -

Sekil 6.16. NP’li hastalar (P) ve kontrol (K) grubunda RYD5 gen ifadesi diizeylerinin

kasilastirilmasi
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KTT-PZR analizi sonucunda NP’li hastanin saglam dokusunda belirlenen en diisiik CT degeri
10.20, en yiiksek CT degeri 14.29 ve ortalama CT degeri 12.4472 olarak belirlenmistir. RYDS5
geni ifade diizeyi bakimindan karsilastirildiginda NP’li hastanin saglam dokusuna kiyasla,
polip dokusunda genel olarak diismiis olup, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir

(p=0.367) (Sekil 6.17).

35

30
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Sekil 6.17. NP’li hastanin polip (P) ve saglam dokusundaki (M) RYD5 gen ifadesi

diizeylerinin kasilastirilmasi
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NP’li hastalar ve kontrol grubunda RYDS5 geninin ifade diizeyi ile tespit edilen genotiplerin

dagilimi ve allel frekanslar1 arasindaki iliski degerlendirilememistir.

78



7. TARTISMA

Bir¢cok c¢aligmaya ragmen nazal polipozis patogenezi halen tam olarak ag¢iklanamamigtir.
Calismalarin ¢ogu inflamasyona neden olan sitokin dengesine isaret etmektedir [55, 58, 60].
Bu nedenle yeni bir sitokin ailesi olmaya aday sekretoglobinler NP patogenezinde Onem
kazanmustir [26, 29, 32]. RYDS5 geni, nazal mukozada bulunan Bowman bezinde ifade olur ve
RYDS5 proteini nazal mukus i¢ine salinir. Koku molekiilii baglayici proteini (OBP) RYDS,
belirli bir 6zgiillik olmaksizin poliklorinat bifenilleri, steroidleri ve lipofilik yapidaki koku
molekiillerini baglayarak, akciger epitelinin korunmasindan sorumludur [35, 37, 162, 180-
182]. Bu proteinin sinonazal mukozadaki seliiler yerlesimi heniiz acik olmayip, bu konuda in-
situ hibridizasyon ¢aligmalarina ihtiyag¢ vardir [33]. Yapilan bir ¢calismada, RYDS geninin ifade
diizeyindeki artis ile polip formasyonu arasinda bir iliskili olabilecegi bildirilmistir [33]. DNA
dizi farkliliklarinin yaklasik %90’nindan sorumlu olan tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs)
insanlarda genetik varyasyonlarin en sik goriilen tipidir [219]. Genetik ¢aligmalarda SNP’ler
insan evrimini [220] karakterize ettikleri farkli insan popiilasyonlarinda farkli dagilimlara
sahip olarak tiir tarihimizin [221] aydinlanmasini sagladigi ve son olarak bir ¢ok genetik
hastaliktan [215, 222] sorumlu olduklart i¢in olduk¢a 6nemlidir. RYDS5 genindeki niikleotit
degisiklikleri genin transkripsiyon yetenegini ve/veya protein yapisini degistirerek, ¢evresel
faktorlerle birlikte hastalik fenotipinin ortaya ¢ikisini hizlandirarak, yatkinlik nedeni olabilir.
Bildigimiz kadariyla simdiye kadar literatiirde, RYDS5 geninindeki niikleotit degisiklikleri ile

NP arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢alisma mevcut degildir.

Tez calismamiz kapsaminda RYDS5 genindeki hastalik nedeni olabilecek niikleotit
degisiklikleri, bunlarin RYDS proteini iizerindeki etkileri ve gen ifade diizeyindeki
degisiklikler ile NP patogenezi arasindaki iliski arastirilmis olup, 91 nazal polipozisli hasta ve

110 saglikli birey kontrol grubumuza dahil edilmistir.

Bu calismada, RYDS5 geninin DNA dizi analizi sonucunda, promotor bdlgesinin -177.
pozisyonunda yer alan sitidin niikleotidinin adenozin niikleotidiyle (c.-177 C>A), -49.
pozisyonunda guanozin niikleotidinin adenozin niikleotidiyle (c.-49 G>A), -35. pozisyonunda
guanozin niikleotidinin adenozin niikleotidiyle (c.-35 G>A) yer degistirdigi saptanmistir. Bu
tek niikleotit degisiklikleri daha once litaretiirde tanimlanmistir [184]. RYDS5 (-177CC, -
177CA -177AA), (-49GG, -49GA -49AA), (-35GG, -35GA, -35AA) genotip frekanslari
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acisindan hasta ve kontrol gruplart arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir (sirasiyla
p=0.69, p=0.204, p=0.069) (Sekil 6.2, 6.4, 6.5). Promotor bolgede yer alan tek niikleotit
degisiklikleri, genin transkripsiyon yetenegi lizerinde etkindir. RYDS5 geninde tespit edilen (c.-
177 C>A), (c.-49 G>A), (c.-35 G>A) niikleotit degisiklikleri, genin ifade diizeyini
etkilememekte ve kodlayici bolgede yer almadiklari icin RYDS proteininde amino asit

degisikligi yapmamaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, DNA dizi analizi sonucunda promotor bolgesindeki -264. pozisyonunda
yer alan adenozin niikleotidinin guanozin niikleotidiyle (c.-264 A>G), -103. pozisyonunda yer
alan guanozin niikleotidinin adenozin niikleotidiyle (c.-103 G>A) yer degistirdigi
saptanmistir. Bu tek niikleotit degisiklikleri daha once litaretlirde tanimlanmistir [183]. RYDS5
(-264AG), RYDS5 (-103AA) genotip frekanslar1 hastalarda yiiksek bulunmus olup, istatistiksel
olarak anlamlidir (sirastyla p=0.002, p=0.033) (Sekil 6.1, 6.3). Kalitimla geg¢en hastaliklarin
%1’inden azinda mutasyonlar genlerin diizenleme bdlgelerinde yani promotorda meydana
gelir. Alzheimer, obezite ve kalp hastaliklar1 gibi baz1 kompleks hastaliklarla iliskiligenlerin
promotor bdlgesindeki niikleotit degisikliklerinin hastaligin olusumuna zemin hazirladig
bilinmektedir [223, 224]. Hastalik tek bir mutasyon veya allellik varyasyonla iligkili olmay1p,
birden fazla SNP veya mutasyonun ortak etkisi ile ortaya cikabilir. Nadir alleller bir araya
geldiginde hastalik i¢in zemin hazirlayabilir. Bu nadir alleller cevresel faktorlerin de
katkisiyla hastalik patogenezinin olugsmasinda etkin rol oynayabilir [225-227]. RYD5 geninde
saptanan c.-264A>G ve c.-103G>A niikleotit degisiklikleri, transkripsiyonun bagslama
bolgesinden Onceki promotor bolgesinde yer almaktadir. RYDS5 geninin -264 ve -103
lokasyonlarindaki niikleotidleri sirasiyla A—G ve G—A seklinde doniistiiren bu nokta
mutasyonlari, gende artmis transkripsiyonel aktiviteye neden olabilir. Promotor i¢inde yer
alan baglanma bdlgesinin, belirli bir niikleer proteine olan afinitesini artirarak, daha ytiksek
seviyede ifade olmasina neden olabilir. Sonu¢ olarak, artmis RYDS protein seviyesinden
sorumlu olabilecek bu nokta mutasyonlari (c.-264 A>G ve c.-103 G>A), hastalik fenotipinin

ortaya ¢ikisini hizlandiran, yatkinlik nedeni olabilirler.

Bu tez kapsaminda, RYD35 geninin DNA dizi analizi sonucunda birinci intron bdlgesinde -14.
pozisyonunda yer alan sitidin niikleotidinin adenozin niikleotidiyle (c.57-14 C>T) yer
degistirdigi saptanmistir. Bu tek niikleotit degisikligi daha once litaretiirde tanimlanmistir

[183]. RYDS (57-14CC, 57-14CT, 57-14TT) genotip frekansi agisindan hasta ve kontrol
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gruplar1 arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir (p=0.751) (Sekil 6.7). Insan
genomunun yarisindan fazlasi kodlama yapmayan olduk¢ca korunmus bdlgelerden
olusmaktadir. Kodlayic1 bolgelerdeki niikleotit degisikliklerinin fenotipe yansimasiyla, bu
degisikliklerin etkisi goriiriiniir hale gelebilirken, kodlayict olmayan bolgelerdeki niikleotit
degisikliklerinin hastalikla iligkisini anlamak olduk¢a zordur. Bu nedenle kodalayict olmayan
bolgeler hakkindaki bilgimizi artirmak i¢in arastiricilar kodlayici bolgeler lizerinde daha ¢ok
caligmaktadir [228-231]. Birinci intronun 14. niikleotidinde meydana gelen bu niikleotit
degisikligi, genin kodlayan bolgesinde yer almadigindan amino asit degisimine neden
olmamaktadir. Intron-ekzon birlesim bélgesinde meydana gelen bu niikleotit degisikligi (c.57-
14 C>T) zayif baglanti bolgesinin olusumuna neden olarak, hastalik patogenezine katki

saglayabilir.

Bu calisma kapsaminda, RYDS5 geninin DNA dizi analizi sonucunda ikinci ekzon bdlgesinin
66. pozisyonunda yer alan adenozin niikleotidinin guanozin niikleotidiyle (c.66 A>QG), li¢lincii
ekzon bolgesinin 279. pozisyonunda yer alan sitidin niikleotidinin timidin niikleotidiyle
(c.279 C>T) yer degistirdigi saptanmis olup, bu degisiklikler daha oOnce litaretiirde
tanimlanmustir [183]. RYDS (66AA, 66AG, 66GG), (279CC, 279CT, 279TT) genotip
frekanslar1 acisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir
(p=0.077, p=0.402) (Sekil 6.8, 6.14). Ekzonlar genlerin fonksiyonel kisimlar1 olup, amino
asitleri kodlayan bolgeleri igerirler. Ayrica ekzonlar fonksiyonel varyasyonlarca zengin olup,
bunlarin ¢ogunun hastalik fenotipiyle iliskili oldugu bilinmektedir [232]. RYDS5 geninin ikinci
ve Tlglncii ekzon bolgesinde tespit edilen (c.66 A>G) ve (c.279 C>T) niikleotit
degisikliklerinin bulundugu kodonlar degismedigi i¢in kodladiklar1 amino asitler de
degismemektedir. Sonug olarak, RYDS5 proteinin yapisinda yer alan amino asitler degismedigi

i¢in proteinin ii¢ boyutlu yapisinin korundugu soylenebilir.

Bu tez calismasinda, RYD5 geninin DNA dizi analizi sonucunda birinci ekzon bolgesinin 13.
pozisyonunda yer alan sitidin niikleotidinin timidin niikleotidiyle (c.13 C>T) yer degistirdigi
saptanmis olup, bu degisiklik daha dnce litaretiirde tanimlanmistir [ 185]. Bu degisiklik, RYDS5
proteininde 5. pozisyonda yer alan polar yiikli bir amino asit olan arjininin polar yiiksiiz bir
amino asit olan sistein ile yer degistirmesine (R5C) neden olmaktadir (Sekil 6.6, 6.11). RYDS5
(13CC, 13CT, 13TT) genotip frekans1 agisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak fark bulunmamistir (p=0.316). RYDS proteini, diger salg1 proteinlerinde oldugu gibi,
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hedef organele yonlenmek icin gerekli bir sinyal peptide sahiptir. Yirmi ii¢ amino asitlik bu
sinyal peptid, RYDS5 geni cDNA’sinin 21-89 arasindaki niikleotidleri tarafindan kodlanir [173,
175].

Genel olarak salgi proteinlerinin N-terminal uclarinda yer alan sinyal peptidler
translokasyon i¢in gereklidir. Sinyal peptid, hiicre-hiicre iletisimine yardim eden hiicre
yiizeyi reseptorlerinin lokalizasyonu ve ligandlarin fonksiyonu i¢in ¢ok 6nemlidir. UniProt
(The Universal Protein Resource) veri tabaninda yer alan tiim insan proteinlerinin yaklagik
%4’iniin N terminal sinyal peptidi vardir. Yirmibir insan proteininde sinyal peptid
domainindeki SNP’lerin bazi hastaliklarla iliskili oldugu gdsterilmistir. Bu hastaliklardaki
mutasyonlar sinyal peptid fonksiyonunun veya hiicre i¢i protein tagima sisteminin
bozulmasindan sorumludur [233]. Sinyal peptid, sinyal peptid taniyict partikiil (SRP)
tarafindan tanmir ve endoplazmik retikulum (ER) membranindaki SRP-reseptdriine tutunur.
Protein ER zar1 {izerindeki porlardan limene dogru salinir. ER liimeninde sinyal peptid
enzimlerle kesilerek, katlanma, oligomerizasyon ve glikozillenme gibi cesitli degisikliklere
ugrayan olgun protein haline doniisiir [234, 235]. RYDS5 geninin birinci ekzon bdlgesinde
tespit edilen (c.13 C>T) niikleotit degisikligi sonucunda, yan zincirinde proton alicis1 bir
gruba sahip arjinin amino asidinin yerine yiiksiiz ve H-bag1 yapabilen bir gruba sahip olan
sistein amino asidinin gegmesi ve sinyal peptidin hidrofobik yapisini degistirerek, daha az
kararl1 bir yapt kazanmasina neden olabilir. Bu yanlis anlamli niikleotit degisikligi, sinyal
peptidin  ER membranindaki SRP-reseptore baglanmasini azaltarak, RYDS proteininin

porlardan liimene gegmesine engel olabilir [171, 234, 235].

Tez caligmasinda, RYDJ5 geninin DNA dizi analizi sonucunda ikinci ekzon bolgesindeki 152.
pozisyonunda yer alan guanozin niikleotidinin timidin niikleotidiyle (c.152 G>T) yer
degistirdigi saptanmis olup, bu degisiklik ilk kez bu ¢alismada tanimlanmistir. Bu degisiklik
51. pozisyondaki kodonda apolar bir amino asit olan glisin yerine apolar yiiksiliz bir amino
asit olan valin girmesine (G51V) neden olmaktadir (Sekil 6.10, 6.11). RYDS5 (152GG, 152GT,
152TT) genotip frekans: agisindan hasta ve kontrol gruplart arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamuistir (p=0,204). NP’li hastalarda saptanan niikleotit degisiklikleri arasinda yer alan
(c.152 G>T) niikleotit degisikligi RYDS proteini lizerinde amino asit degisikligi meydana
getirmektedir. Glisin apolar 6zellikte bir amino asit olup, bu degisiklik sonucunda apolar

yiiksliz bir amino asit olan valin protein (G51V) yapisina girmektedir. Bu tiir niikleotit
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degisikliklerinin, protein lizerindeki etkisininin patolojik protein katlanmalarina ya da stabil
olmayan protein liretimine neden oldugu fonksiyonel ¢alismalar yapilmadan ispatlanamaz.
Ancak giiniimiizde arastiricilar bu tiir niikleotit degisikliklerinin protein iizerindeki etkilerini
tahmin edebilmek icin farkli “in-silico” analiz yontemleri kullanmaktadir. Bilgisayar tabanl
bu programlar sayesinde farkli mutasyon veri tabanlar1 kullanilarak, bu niikleotit degisiklikleri
hakkinda degerlendirmeler yapilabilmektedir. Bu mutasyon tahmin programlar1 (mutation
prediction tools), farkli algoritmalar kullanarak arastiricilara mutasyonun etkisi hakkinda bir

tahmin yapma imkan1 sunar.

Bu niikleotit degisikliginin (c.152 G>T), RYDS proteini iizerindeki etkisini degerlendirmek
icin literatlirde siklikla kullanilan PROVEAN [212, 213], PolyPhen-2 [214] ve SIFT [215]
programlar1 kullanilmistir. SIFT programina gore, bu niikleotit degisikliginin (c.152 G>T)
protein iizerinde patolojik bir etkisi olmayip, tolere edilebilir bir protein varyasyonuna neden
olmaktadir. PROVEAN ve PolyPhen-2 programina gore, bu niikleotit degisikliginin protein
tizerinde zarali bir etkisi olup, bu degisiklik tolere edilemeyen patolojik bir protein

varyasyonuna neden olmaktadir (Sekil 6.11, 6.12, 6.13) [216-218].

Bir niikleotit degisikliginin polimorfizm mi yoksa patolojik bir mutasyon mu oldugunun
degerlendirilmesinde toplum taramalar1 son derece dnemlidir. Nadir polimorfik varyantlar
farkli etnik kokene sahip toplumlarda ¢ok farkli cesitlilige ve dagilima sahip olabilir. Bu
nedenle nadir alleller degerlendirilirken diinya toplumlariyla karsilagtirmanin yani sira
tizerinde calisilan topluma ait genetik yapinin bilinmesi de son derece 6nemlidir. Mutasyon
olarak tanimlanan bazi degisiklikler ya da allel frekansi bir toplum igin yiiksek bulunarak
polimorfizm olarak degerlendirilen niikleotit degisiklikleri, farkli bir populasyonda hig

saptanmayabilir ya da ¢cok nadir bir allel olarak bulunabilir [227, 236].

Valin gibi apolar amino asitler hidrofobik 6zellik gosteren yan gruplara sahiptir. Glisinin yan
zinciri olmadigindan, bu amino asit iki polipeptid ana zincirinin (veya ayni polipeptit
segmentinin) birbirlerine yakinlasabilecekleri boliimleri olusturabilir. Ayrica glisin, diger
amino asitlerden ¢ok daha esnek olup, bu sayede ana zincirin hareket ettigi ve hatta kirildig:
boliimleri olusturabilir. En kiiciik amino asit olmasi nedeni ile diger amino asitlerin
sigamadig1 bircok yere sigabildiginden protein katlanmasini da etkiler [242, 243]. Bu yanlis
anlamli mutasyona neden olan niikleotit degisikligin (c.152 G>T; G51V) RYDS proteininin

83



konformasyonunu ve ligand baglama yiizeyinin etkinligini degistirip, fonksiyonel bozukluga
neden olabilir.

Kalitsal hastaliklarla ilgili yapilan ¢alismalar genlerin protein kodlayan bolgelerindeki genetik
varyasyonlarin 6nemine dikkat ¢ekmistir [237]. Proteini kodlayan gen bdlgesi olan ekzonlarin
veya ekzomun daha fonksiyonel genetik varyasyonlara sahip oldugu inanci yaygin olup,
caligmalar Mendel tipi kalitima tabi hastaliklara neden olan gen mutasyonlarina odaklanmistir
[238]. Kodlama bolgesindeki mutasyonlar protein iizerinde amino asit degisimine neden
olmayabilir, fakat hastalikla iligkili mutasyonlarin siklig1 bu tip anlamsiz mutasyonlarin
olugma sikligindan daha yiiksektir (~% 60) [237]. Alzheimer, Parkinson ve Creutzfeldt-Jakob
gibi bircok hastalifin patofizyolojisinden, protein {izerinde bir amino asit degisimine neden
olan nokta mutasyonlar1 sorumludur [238-341]. Bu degerlendirmeler 1s1ginda Tiirk
toplumunda 110 kontrol bireyde yapilan DNA dizi analizi sonucunda RYDS5 geninde c.152
G>T niikleotit degisikligi (G51V) saptanmamustir. Literatiirde de boyle bir mutasyon olmadigi
bilgisinden yola ¢ikilarak, bu niikleotit degisikliginin patolojik bir mutasyon olabilecegi ileri

surebilir.

Bir diger Onemli konu mutasyonun yer aldigi polipeptit dizisinin tilirler arasindaki
korunmuslugunun degerlendirilmesidir. Korunmugs bdlgede meydan gelen degisklikler protein
tizerinde siklikla yikici etkilere sahip olabilmektedir. RYDS proteini 95 amino asite sahip
olup, bunun 25-93 arasindaki amino asitleri sekretoglobinlerde korunmus ortak dizilerdir. Bu
amino asit dizisi sekretoglobinlerde ortak olan protein fonksiyonu ve konformasyonu icin
gereklidir [173, 175]. Korunmus bolgede yer alan glisin amino asiti sahip oldugu 6zellikler

acisindan oldukga kritik bir 6neme sahiptir.

Bu niikleotit degisikligi (c.152 G>T) sadece bir hastada (1/91) tespit edilmis olup, hasta NP
tedavisine cevap vermemis ve cerrahi operasyon karari verilmistir. Ayrica hastanin polip
3.evre, alerji ve astim olmasi dikkat ¢ekicidir. Hastanin her iki ¢ocugunda alerji ve sik
gecirilen USYE (iist solunum yolu enfeksiyonu) dykiisii vardir. Hastanin babas alerji ve

astim hastas1 olup, bir kardesinde alerji, bir kardesinde ise alerji ve NP vardir.

c.152 G>T niikleotit degisikligi sekretoglobinlerin korunmus amino asit dizisinde degisiklige

neden oldugundan, hasta ile ailesinin bu niikleotit degisikligi, diger sekretoglobinler ve
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inflamatuvar hastaliklar ac¢isindan degerlendirilmesi, sekretoglobinlerin patofizyolojk

fonsiyonlarina iliskin yeni veriler saglayacaktir.

Nazal polipozisli hastalarda yapilan bir calismada, sekretoglobinlerin diger bir iiyesi olan
SGB2A2 geninin ifade diizeyinde artis oldugu bildirilmistir [33]. Yaymlanan raporlarda,
SGB2A42 geninin, kromozom 11ql12.3-13.1.3’te, SCGBIAI geninin kromozom 11ql2.2-
13.1’de ve RYDS5 geninin kromozom 11pl15.5’te lokalize oldugu tespit edilmistir [244].
Ayrica, siiper ailenin diger liyelerinden SCGBID1 geni kromozom 11q13, SCGBID2 geni
kromozom 11q13, SCGBID4 geni kromozom 11q12.3, SCGB2A1 geni kromozom 11q13’te
lokalize olmustur [29]. Farkli ¢aligmalarda, kromozom 11ql13.1 yer alan CD20 ve TCNI
arasinda bulunan yiiksek afiniteli IgE (FceR1) reseptoriiniin beta alt iinitesini kodlayan gen
bolgesinin alerji gelisimine neden olan aday genlerden olabilecegi bildirmistir [245, 46]. Bir
diger ¢aligma kromozom 11ql3.1 gen lokasyonu ile astim arasinda bir iligki oldugunu
saptamistir. Sekretoglobinleri astim ve alerji ile iliskilendiren bir¢ok ¢alisma yapilmistir [10,
26, 27, 32]. RYDS5 geninin astim, alerji ve NP ile iliskili bu genetik lokuslara olan fiziksel
yakinlhiginin evrim agisindan 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica (c.15 G>T) niikleotit
degisikligi saptanan hastanin Oykiisiinde alerji, ailesinde astim, alerji ve sik gegirilen {ist
solunum yolu enfeksiyonlar1 olmas1 nedeniyle, RYD5 geninin solunum yolu enfeksiyonlari,

astim ve alerji ile iligkisini arastiracak ileri ¢aligmalar gereklidir.

SCGBI1A1I, anti-inflamatuvar ve immiino-modiilator etkileri bakimindan sekretoglobinlerin
prototipik bir iiyesidir. Onceki ¢aligmalar, astim ve kronik siniiziti iceren iist ve alt solunum
yolu inflamatuvar hastaliklarinda SCGB1A41 genin ifadesinde azalma bildirmislerdir [26, 28,
32, 244]. SCGB3A2 proteini, 6nemli amino asit dizilimleri agisindan SCGB1A1 proteinine
bliyiik benzerlik gostermekte olup, kronik rinosiniizitli NP’li hastalarda SCGB3A42 geninin
ifadesinde azalma oldugu ve polip formasyonuna katkis1 olabilecegi bildirilmistir [9, 32, 33,
167, 244]. RYDS proteininin merkezinde, ayni alt aileden gelen SCGB3A2 ve SCGB3Al
proteininde oldugu gibi ayn1 pozisyonunda korunmus bir sistein molekiilii bulunur ve protein
yapis1 kismen digerler ile benzer konformasyondadir [8]. Japon populasyonunda yapilan bir
calismada, SCGB3A42 geninin promotor bdlgesindeki SNP (-112 G/A) ile artmis astim riski
arasinda iligkili bulunmustur [9, 169]. Cin populasyonunda yapilan bir diger calismada,
SCGBI1AIgenindeki G+38A niikleotit degisikliginin, astim siddeti ve diisiik seviyede steroid
cevabuyla iliskili oldugu saptanmistir [247].

85



RYDS5 geni ifade seviyesi, kontrol grubuna kiyasla nazal polip dokusunda genel olarak artmis
olmakla birlikte, istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. RYDS5 geni ifade seviyesi,
NP’li hastanin saglam mukozasina kiyasla, polip dokusunda genel olarak diismiis olup,
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Lu ve arkadaslarinin [33] yaptiklar bir
caligmada, kronik rinosiniizitli NP’siz hastalara kiyasla kronik rinosiniizitli NP’li hastalarda
RYDS5 gen ifade diizeyinde anlamli bir artis oldugu bildirilmistir. Bizim ¢alisma sonucumuzda
bu verilerle uygunluk gostermektedir. Ancak yiiksek sayida ornek igeren gen ifade diizeyi
calismalarinda bu fark istatistiksel olarak anlamli olabilecektir. Bignotti ve arkadaslari, RYDS5
geninin epiteliyal ovarian kanserde (EOK) ifade diizeyinin arttifini, hastaligin teshis ve
tedavisinin takibinde ailenin diger iiyelerinde olan mammaglobin A, lipofilin A, lipofilin

B’nin biyobelirteg olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir [248].

NP’li hastanin polip dokusu ile kendi saglam mukozasi RYDS5 geni ifade seviyesi agisindan
daha once kiyaslanmamais olup, ilk kez bu ¢alsmada rapor edilmistir. Molekiil agirlig1 yaklasik
10 kDa ve glikoprotein yapidaki RYDS proteini ile sican prostatein Cl altunitinin (RP) amino
asit dizilerinin benzerligi RYDS5’in steroidleri baglayabilme yetenegini gdstermektedir [35,
37]. RYDS proteini iiyesi oldugu ailedeki bir¢ok kiigiik epitelyal salgi proteinleri gibi steroid
ligandlar1 baglayarak inflamasyon siirecini modiile edebilir. Nazal polipoziste, poliplerin
biiyiimesini 6nlemede kullanilan kortikosteroidlerin etkisi, RYDS proteinin fonksiyonu ile
ilgili olabilir [35, 37, 180-182]. Dear ve arkadaslar1 [35], RYDS5 proteininin nazal mukusdaki
zararli koku molekiillerinin baglanmasinda, patojenik mikroorganizmalarin taninmasinda ve
uzaklastirilmasinda gorev alarak savunma mekanizmasina katkida bulundugunu bildirmistir.
Bu acidan nazal polipozisli hastalarin koku alamamasinin RYDS5 geni ifade diizeyi ile

iliskisinin arastirilmasi gereklidir.

Tespit ettigimiz niikleotit degisikliklerine sahip NP’li hastalarin klinik 6zelliklerinin
bilinmesi, hastaligin seyri ve hastanin tedavisinin takibi i¢in Onemli bir klinik veri
saglayabilir. RYDS35 geni ile ilgili literatiir bilgisi oldukc¢a sinirli olup, genotipik varyasyonlarin
nazal polipozisle iliskisini arastiran bir c¢alisma bulunmamaktadir. Calismamiz NP’li
hastalarda RYDS5 geni ile ilgili yapilan ilk toplum-temelli c¢alisma olmasina karsin,
sonuglarimiz 6rnek sayisinin azlhigr ve maddi yetersizlik nedeniyle kisitlanmistir. Toplum-

temelli caligmalarda Ornek sayist 6nemli bir kisit olup, daha fazla Ornek igeren ileri
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calismalarda verilerin giivenirliligi artabilir veya sonuglar degisebilir. Bu nedenle calisma

sonuglarimiz, ileri ¢aligmalar i¢in 6n veri niteligindedir.

Sonug olarak, tez calismamizda NP’li hastalarda RYDS5 geninin genotipik varyasyonlar1 ve
gen ifade diizeyi incelenmis olup, RYDS5 (-264AG ve -103AA) genotiplerinin NP e yatkinlikla
iliskili oldugu, bu niikleotit degisikliklerinin genin ifade diizeyini etkiledigini ve
inflamasyonun siddetini degistirerek, NP gelisimine katkida bulundugunu diisiinmekteyiz.
Ayrica ilk kez bu calismada rapor edilen RYDS5 c.152 G>T niikleotit degisikliginin protein
tizerindeki etkisini degerlendirecek fonksiyonel caligmalara ve bu degisikligin inflamatuvar

hastaliklarin patogenezi ile iliskisini aragtiracak ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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