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OZET

Ekinci, I.B., Kistik Fibrozis Hastahginda Fenotipik Ciddiyeti Etkileyen Genlerin ve
Mliskili Yolaklarin Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi
Biyoloji Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2020. Otozomal resesif kalitilan hastaliklar arasinda
en sik gorilen kistik fibrozis, Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
(CFTR) genindeki mutasyonlar sonucu olugmaktadir. Hastalik ciddiyetinin belirlenmesinde
CFTR mutasyonlarmin yani sira ciddiyeti modifiye eden genler ve cevresel faktorler rol
oynamaktadir. Ilging bir bulgu olarak, ayn1 CFTR mutasyonuna sahip olmalarma ragmen
farkl klinik ciddiyete sahip hastalar da bulunmaktadir. Ciddiyetin hastalarda heterojenlik
gbstermesi ve genotip-fenotip korelasyonunun kurulamamasi tedavi yaklagimlarini oldukga
zorlastirmaktadir. Tez ¢aligmasi kapsamina; Siif IT grubunda yer alan, F508del/F508del ve
F508del/G85E mutasyonlarini igeren iki hasta kardesten olusan iki aile, Simf IV grubunda
yer alan 11234V/11234V mutasyonunu igeren ii¢ hasta kardesten olusan bir aile ve kronik
hastalik 6ykiisii olmayan ti¢ saglikli kontrol dahil edilmistir. Klinik seyirleri farkli olan (agir/
hafif) hasta kardesler arasinda ifade farklilig1 gosteren genler ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu prensibine dayali kistik fibrozis PCR array yontemiyle saptanmis ve bu genlerle
iligkili yolaklar tanimlanmigtir. Sinif II grubunda yer alan agir seyirli hastalarda, inflamasyon
ve immiin cevapta gorevli IL-17(CXCL1, CXCL2), NF kappa B (TNFRSF11A), TNF,
sitokin-sitokin etkilesimi, arasidonik asit, nekroptozis, SNARE etkilesim (STX1A) ve
sodyum iyonunun geri emilim (SLC9A3R2) yolaklar1 saptanmigtir. Simif IV’e 6zgii olarak
AGE-RAGE, TLR sinyal yolaklart bulunmustur. Tim hastalarin birlikte degerlendirilerek
kontrol grubu ile karsilastirildiginda ifade farkliligi anlamli genler ICAM1, EZR,
TNFRSF1A ve HSP70 olarak belirlenmistir. Ek olarak, hastalarda ifade farklihigi gosteren
genler ile karaciger tutulum bulgular arasinda korelasyon saptanarak bu genlerin AGE-
RAGE, sitokin-sitokin etkilesim ve insiilin direnci sinyal yolaklarinda yer aldiklari
gosterilmistir. Bu ¢alisma ile, ayn1 sinif mutasyona sahip agir ve hafif seyir gdosteren hasta
kardesler arasinda fenotipik ciddiyeti etkileyebilecek genler ve iligkili yolaklar
aydmlatilmigtir. Tez c¢aligmasi, ileri donemde tedavi igin yeni hedef molekiillerin

gelistirilmesine olanak saglayabilecektir.
Anahtar Kelimeler: Kistik fibrozis, CFTR, modifiye edici genler,
genotip-fenotip iliskisi

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Tarafindan
desteklenmistir (Proje No: TYL-2019-17977).
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ABSTRACT

Ekinci, I.B., Investigation of Genes and Associated Pathways Affecting
Phenotypic Severity in Patients with Cystic Fibrosis, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences, Master Thesis of Medical Biology
Programme, Ankara, 2020. Cystic fibrosis, the most common autosomal recessive
disease, is caused by mutations in the Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR)
gene. In addition to CFTR mutations, modifier genes and environmental factors play a role in
disease severity. Interestingly there are patients with different clinical severity despite having
the same CFTR mutation. The heterogeneity of disease severity among patients and the
inability to establish genotype phenotype correlations make treatment approaches difficult. In
this study two families with two siblings with Class-1l mutations (F508del/F508del and
F508del/G85E), one family with three siblings with Class-1V mutation (11234V/11234V) and
three healthy individuals with no disease symptoms were included. Differential expressed
genes and pathways were determined between affected siblings who have different disease
severity (severe/mild) by using real-time PCR based cystic fibrosis PCR array. In severe
siblings with Class-1I mutation IL-17 (CXCL1, CXCL2), NF-kappa B (TNFRSF11A), TNF,
cytokine cytokine receptor interaction, arachidonic acid metabolism, necroptosis, SNARE
interaction (STX1A) and sodium reabsorption (SLC9A3R2) pathways were identified. AGE-
RAGE, TLR pathways were determined only in Class IV severe siblings. As a result of
analysis of all patients and comparison of them to control group; ICAM1, EZR, TNFRSF1A
and HSP70 genes were found to be differentially expressed. In addition, a correlation was
determined between differentially expressed genes in AGE-RAGE, cytokine cytokine
receptor interaction, and insulin resistance pathways in patients and liver disease symptoms.
As a result of this study, genes and pathways responsible from phenotypic severity among
affected siblings carrying the same mutation were identified. The results will provide

opportunity for development of novel target molecules for treatment of disease.

Key words: Cystic Fibrosis, CFTR gene, modifier genes, genotype-phenotype
correlation

This thesis, was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination
Unit (Project No: TYL-2019-17977).
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1. GIRIS

Otozomal resesif kalittm modeline sahip hastaliklardan birisi olan Kistik
Fibrozis, Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) genindeki
mutasyonlar sonucu olusur. Bu genden sentezlenen CFTR proteini epitel hiicrelerde,
klor iyonu tasinmasindan sorumlu bir kanal proteinidir. CFTR geninde 2074
mutasyon tanimlanmigtir ve mutasyonlar; CFTR proteininin sentezi, katlanmasi,
taginmasi, hiicre zarina yerlesmesi, iyon gegirgenligi ve protein stabilitesi tizerindeki

etkilerine bagl olarak 7 sinifta toplanmaistir.

Kistik fibrozis akciger patofizyolojisi ile karakterize olup pankreas, iist
solunum yollar1, erkek iireme sistemi, ter bezleri, bagirsak ve karacigeri de etkileyen
multisistemik bir hastaliktir. Mutasyonlar sonucunda, hiicre i¢i ve disindaki iyon
dengesi bozulmakta ve bunun sonucunda akciger patojenlere agik hale gelerek
hastalarda enfeksiyon olugsmaktadir. Hastalarin yasam siireleri yaklasik 30-40 yil
arasinda olup hastalarin ¢ogu tekrarlayan akciger enfeksiyonu yiiziinden hayatlarimi

kaybetmektedir.

Kistik fibrozis yaklasik 1/2500 goriilme sikligi ile en yaygin olarak, Kuzey
Amerika ve Avrupa’da goriilmektedir. Ulkemizde kistik fibrozis hastaliginin
goriilme sikligr 1/3000 olarak bulunmustur. Arastirmalar sonucunda, en sik goriilen
CFTR mutasyonunun F508del oldugu saptanmistir. F508del mutasyonunun goriilme
sikligt Avrupa ve Kuzey Amerika’da %70-80 iken Tiirkiye’de bu oran %18-28,5
arasindadir. Ulkemizde goriillen mutasyonlarm farklihlk gdsterme sebebi

poplilasyonumuzdaki genetik heterojeniteden kaynaklanmaktadir.

Mutasyonlarin CFTR proteini iizerindeki etkilerine bagli olarak hastalarin
klinik ciddiyetleri farklilik gostermektedir. Ancak yapilan caligmalarda, ayni
mutasyona sahip hastalarda klinik ciddiyette farkliliklar gézlemlenmistir. Epigenetik,
cevre gibi faktorler elimine edilerek ikiz ve kardesler {izerinde yapilan ¢aligmalarda
da klinik ciddiyette farklilik saptanmistir. Bu durum kistik fibrozis hastaliginda,
Klinik ciddiyeti etkileyebilecek CFTR disindaki baska genlerin varligini
diistindiirmektedir. Klinik ciddiyeti farkli olan agir ve hafif seyir gosteren hastalarla
yapilan transkriptomik calismalarda ifade diizeyi degisen genler saptanmistir. Bu
genler genel olarak; CFTR modifiye edici, CFTR proteini ile etkilesime giren,



inflamasyon ve immiin yanitta rol alan ve oksidatif streste gorev alan genler olarak
simiflandirilmistir. Giiniimiize kadar gerceklestirilen transkriptomik calismalar ayni
mutasyonu tasiyan ve klinik ciddiyeti farkli olan hastalar arasinda yapilmis olup
genetik kokenin benzer tutuldugu hasta kardesleri i¢eren bir transkriptomik aragtirma

yapilmamustir.

Gerceklestirilen tez calismasinin amaci; ayni mutasyonu tasiyan Ve hastalik
ciddiyeti farkli olan kardesler arasinda ifade farklili§i gosteren genlerin ve iliskili

yolaklarin arastirilmasidir.

Bu amag dogrultusunda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali ve Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Go6glis Hastaliklar
Unitesi is birligi ile gergeklestirilen &n ¢alismalar sonucunda mutasyonlar1 ayni fakat
klinik ciddiyetleri farklilik gosteren kardesler belirlenmistir. Kardeslerden 6nceden
izole edilen DNA’lar kullanilarak DNA Dizi Analizi yontemi ile CFTR mutasyonlari
saptanmistir. Devaminda, kardeslerin nazal epitel hiicrelerinden RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Hedeflenmis transkriptomik Kistik Fibrozis PCR Array yontemi
kullanilarak hasta kardeslerde ifade farkliligi gosteren genler bulunmustur ve

biyoinformatik araglar kullanilarak yolak analizi gergeklestirilmistir.

Bu tez ¢alismasi sonucunda, hasta kardeslerde klinik farkliligin altinda yatan
temel molekiiler mekanizmalar tanimlanabilmistir. Bu ¢alisma, daha ileri donemlerde

tedavi i¢in yeni hedef molekiillerinin gelistirilmesine olanak saglayabilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kistik Fibrozis Patofizyolojisi

Kistik  fibrozis (OMIM 219700), Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR) genindeki mutasyonlar sonucu olusan otozomal
resesif kalittm modeline sahip hastaliklardan birisidir (1). Hastaligin, goriilme siklig1
farkli popiilasyonlarda degisken olmakla birlikte, en sik Kuzey Amerika (1/3500) ve
Avrupa’da goriilmektedir (1/2000-4500) (2). Tiirkiye’de yapilan bir g¢alismada
goriilme sikligmin 1/3000 oldugu belirtilmistir (3). Ozellikle akcigerdeki fonksiyon
bozuklugu ile karakterize olan kistik fibrozis; pankreas, list solum yollari, erkek

lireme sistemi, ter bezleri, bagirsak ve karacigeri de etkileyen multisistemik bir

hastaliktir (4).

Saglikli  bireylerin epitel hiicrelerinde klor ve bikarbonat iyonu
sekresyonundan sorumlu olan CFTR proteini, hiicre i¢i ve hiicre disindaki iyon
dengesinin korunmasinda olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir. Akcigerdeki silli epitel
hiicreler sil hareketleri ile klor, sodyum, bikarbonat gibi iyonlarin hiicre i¢i ve hiicre
disindaki konsantrasyonuna bagli olarak hiicre dis1 matriste yer alan mukozal siviy1
uzaklastirmaktadir. Bu sayede, patojenlerin mukozal sivi yardimiyla viicuttan
atilmasi saglanmaktadir (5). Kistik fibrozis hastalarinda ise silli epitel hiicreleri klor
sekresyonunundan yoksun olduklar1 i¢in, hiicre i¢i ve disindaki iyon dengesi
bozulmakta ve bu durum silli epitel hiicreleri enfeksiyonlara karsi agik hale
getirmektedir. Uretilen mukozal sivinin iyon bakimindan yetersiz olmasi, 6zellikle
akcigerde sil hareketinin kisitlanmasina ve enfeksiyonla sonuglanan bir

patofizyolojiye neden olmaktadir (6).

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Stenotrophomonas
maltophilia ve Burkholderia cepacia hastalarda kronik akciger enfeksiyonuna sebep
olan baslica bakterilerdir. Ayn1 zamanda virlis ve mantar enfeksiyonlarinin da
hastalarda akciger enfeksiyonu olusturdugu bilinmektedir. Bir mantar tiirii olan
Aspergillus fumigatus’un kistik fibrozis hastalarinda alerjik reaksiyon olusturdugu
gosterilmistir (7). Bununla birlikte bakteriler tarafindan {ist solunum yollar1 etkilenen

hastalarda siniizit ve nazal polip olusumu gézlemlenmektedir (8).



Pankreas CFTR protein ifadesinin en yiiksek oldugu doku olup; mutant CFTR
proteini varliginda hastalarda, pankreatik salginin su igerigi ve pH dengesi
bozulmakta, pankreas viskozitesi artarak inflamasyon, kist ve fibrozis siiregleri ile
devam eden bir patofizyoloji goériilmektedir (1, 9). Besinlerin emilimi i¢in gerekli
olan pankreatik salgi enzimlerinin bagirsaga ulagamamasi, hastalarin yaklasik %60-
80’ninde goriilen ekzokrin pankreas yetmezligine sebep olur (10). Pankreastaki
fonksiyon bozuklugu B hiicrelerinin 6liimiine sebep olmakta, bu hiicrelerden salinan
insiilin hormonu sekresyonunun degismesi, hastalarda kistik fibrozis ile iliskili

diyabet olusmasinda en biiyiik faktordiir (11, 12).

CFTR proteini, bagirsak mukus asiditesinin korunmasinda ve mukus
hidrasyonununda rol oynamaktadir. Bagirsak fonksiyon bozuklugu hastalarin
%20’sinde goriilen mekonyum ileus ile karakterize olup; bu durumun mikrobiyata

profilini de etkiledigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (13, 14).

CFTR proteini safra kanalindan salgilanan asitli bilesiklerin diizenlenmesinde
de gorevlidir. Hastalarin yaklasik %5-10’nunda, safranin islevini yerine
getirememesi sonucunda siroz ile sonuglanan bir klinik tablo gdzlemlenmektedir

(15).

Dogustan vaz deferens eksikligi (CBAVD) (OMIM 277180), erkek tlireme
sistemini etkileyen otozomal resesif kalittim modeline sahip bir hastaliktir (16).
CBAVD hastaligi, CFTR proteininin islevselligini daha az etkileyen mutasyonlara
sahip kistik fibrozis hastalar1 ile iligkilendirilmistir (16, 17).

2.2. CFTR Geni ve Proteini

Kistik fibrozis hastaligindan sorumlu CFTR geni, kromozomun 7q31.2
bolgesinde lokalizedir. Toplam 27 ekzondan olusan CFTR geni, 250 kilobaz
uzunlugunda olup; 1480 aminoasitlik ATP-binding cassette (ABC) siiperailesinde yer
alan CFTR proteinini kodlamaktadir. ABC siiperailesi, ¢ok sayida substratin,
adenozintrifosfat (ATP) hidrolizi ile hiicre i¢i ve disina tasinmasinda gorevli olan
hiicre zar1 proteinlerini kodlamaktadir. Bu ailenin C altiinitesinin 7’inci {iyesi olan
CFTR geni, ABC transporter C family member 7 (ABCC7) olarak da
adlandirilmaktadir (18). CFTR proteini, Protein Kinaz A (PKA) bagimli olup kanal



aktivitesi icin ATP enerjisini kullanmaktadir. 6 adet alfa heliksten olusan
Transmembrane Domain 1 (TMD1) ve Transmembrane Domain 2 (TMD2), sitozolik
Nucleotide Binding Domain 1 (NBD1) ve Nucleotide Binding Domain 2 (NBD2) ve
Regulatory domain (R) olmak iizere CFTR proteini 4 islevsel domainden
olugmaktadir. CFTR kanalinin ag¢ilmasi i¢in R domaininin PKA tarafindan
fosforillenmesi devaminda NBD1-2 ile etkilesime giren kanalin agilmasi ve iyon
sekresyonu tamamlandiktan sonra CFTR kanalinin kapanmasi gerekmektedir (Sekil

2.1)(19).

Sitozol

Sekil 2.1. CFTR proteininin {i¢ boyutlu yapis1 (19).

CFTR proteini, hiicredeki vezikiiler yolaklar ile hiicre zarma taginir. Genel
olarak endositoz mekanizmasi hiicre igerisine substrat ve diger molekiillerin alinmasi
ile iligkilendirilse de endositik yolaklar G protein iligkili reseptorlerin, reseptor
tirozin Kinazlarin, tasimada gorevli proteinlerin ve kanal proteinlerinin de oldugu ¢ok
saylda integral zar proteininin hiicre i¢i trafiginde gorevlidir (20). Sentezi
endoplazmik retikulumda tamamlanan CFTR polipeptidi, amino ucundan

glikozillenerek islevsel glikoprotein yapisint kazanmaktadir (Sekil 2.2)(21).
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Sekil 2.2. CFTR proteini vezikiiler trafik yolagi (22).

2.3. CFTR Mutasyonlari

CFTR geninin 1989 yilinda tanimlanmasindan giiniimiize kadar toplam 2074
adet mutasyon tanimlanmistir (23, 24). Mutasyonlarin yaklasik %40°n1 yanlis
anlamli mutasyonlar (missense) olusturmakta olup CFTR geninin kodlanan 27
ekzonu disinda promotor, 5’ translasyon olmayan bolge (5’UTR) ve 3’ translasyon

olmayan bolgesinde de (3’UTR) mutasyonlar tanimlanmustir (Tablo 2.1)(25).



Tablo 2.1. CFTR geninde tanimlanan mutasyon tipleri (25).

Mutasyon Tipi Sayisi Frekansi (%)
Yanlis anlamli 806 38,86
Cergeve kaymasi 334 16,10
Varyasyon 269 12,97
Splicing 229 11,04
Anlamsiz 174 8,39
Bilinmeyen 144 6,94
Biiyiik in/del 58 2,80
Cerceve ici in/del 43 2,07
Promotor ve 5S'UTR 31 0,82
3'UTR 4 0,10

CFTR proteininin 508. pozisyonunda yer alan fenilalanin aminoasidinin
delesyonu sonucu olusan F508del mutasyonu, Kuzey Amerika ve Avrupa’da %70-80
goriilme sikligina sahip en sik goriilen mutasyondur (2). Bu mutasyon sonucu CFTR
proteini endoplazmik retikulumda degredasyona ugrar ve CFTR protein sentezi

gerceklesmez (26).

Ulkemizde F508del mutasyonunun goériilme sikligi %18-28,5tur (27-29).
Tiirkiye’de F508del mutasyonundan sonra sirasiyla en sik goriilen mutasyonlar
arasinda 1677delTA (%4,4), N1303K (%3,3), G85E (%3), 2789+5G-A (%2,7),
2183AA-G (%2,7), G542X (%2,5), CFTRdele2 (%1,4), W1282X (%1,2),
3849+10kbC-T (%]1,2), R334W (%]1,1) yer almaktadir (27).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda CFTR mutasyonlari; CFTR proteininin yap1
ve islevselligini etkileyen ve kisiye 0zgii tedavide kullanilabilecek mutasyonlar

olmak {izere toplam 7 farkli grupta siniflandirilmistir (Sekil 2.3)(30).

e Smif IA Mutasyonlar: Biiylik delesyon ve insersiyonlar1 iceren bu gruptaki
mutasyonlar sonucu CFTR mRNA sentezi gerceklesmez. CFTR mRNA
sentezinini gerceklesmemesinden kaynakli olarak giiniimiizde, kisiye 6zgii
tedavi amaciyla hedeflenen mutasyon sinifi olmamakla birlikte gelecekte gen
terapi tedavisi i¢in Qiiclii adaylar olabilecegi diistiniilmektedir. Bu gruptaki
mutasyonlara CFTRdele2-9, CFTRdelel4b-17b ve Tiirk popiilasyonunda da
%0,5 goriilme sikligina sahip olan CFTRdele2,3 6rnek verilebilir.



Sinif IB Mutasyonlar: Erken dur kodonu olusmasina sebep olan anlamsiz
mutasyonlarin yer aldigi bu grupta, dogru uzunlukta sentezlenemeyen CFTR
mRNA’s1 degredasyona ugrar. Bu gruptaki mutasyonlarin hedef alinarak
diizeltici (corrector) ilaglar ile tedavi edilmesi amaclanmaktadir. G542X,
W1282X, R1158X Sinif IB’de yer alan mutasyonlardan birkagidir.

Smif II Mutasyonlar: CFTR proteininin yanlis katlanmasina sebep olan bu
gruptaki mutasyonlar sonucu E.R. aracili degredasyon ger¢eklesmektedir.
CFTR proteini hiicre ici trafigini diizeltmeye yonelik olarak tasarlanan
diizeltici ilaglar bu gruptaki mutasyonlar i¢in kullanilmistir. En sik goriilen
F508del haricinde N1303K, G85E, R1066C mutasyonlar1 da bu gruba
dahildir.

Sinif III Mutasyonlar: CFTR proteininin R domaininde yer alan bu gruptaki
mutasyonlar, dogru uzunlukta CFTR proteini sentezini engellememektedir.
Fakat, cCAMP’nin etkilesim gosterdigi R domaindeki bu mutasyonlar sonucu
CFTR kanali aktivite gosteremez. Kisiye 6zgii tedavide ilk kullanilan ve
gliclendirici (potentiator) olarak adlandirilan ilaglar, bu grupta yer alan
G551D mutasyonunu tedavi etmeye yoneliktir. Bunun yani sira GS551S,
D1152H mutasyonlar1 da bu grupta bulunmaktadir.

Smif IV Mutasyonlar: Bu grupta yer alan mutasyonlar, CFTR kanalinin iyon
gecirgenligi  azaltmaktadir. CFTR kanalin1 stabilize edici ilaglarin
kullanilarak bu gruptaki mutasyonlarin tedavi edilmesi hedeflenmektedir.
R347P, R334W ve D110H bu grupta yer alan mutasyonlardan bazilaridir.
Sinif V Mutasyonlar: Dogru uzunlukta fakat olmasi gerekenden daha az
oranda CFTR proteini sentezine neden olan Sinif V’te yer alan mutasyonlar
icin giliclendirici ve diizeltici ilaglarin kullaniminin hastalar i¢in yararl
olabilecegini gosteren c¢alismalar mevcuttur. 2789+5G-A, 3849+10kbC>T ve
5T bu grupta yer alan mutasyonlardan birkagidir.

Sinif VI Mutasyonlar: CFTR proteininin yar1 dmriiniin azalmasina sebep olan
Sinif VI mutasyonlariin, CFTR protein stabilitesini artiran ilaglar ile tedavi
edilebilecegi  diisiiniilmektedir. 4326delTC, 4279insA  ve Q1412X

mutasyonlar1 bu grupta yer alan mutasyonlardan bazilaridir.
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Sekil 2.3. CFTR mutasyon siniflari (31).

2.4. Kistik Fibrozis Hastahginda Fenotipik Ciddiyeti Etkileyen Genler

Kistik fibrozis hastalarinda hastalik ciddiyeti mutasyonlarin CFTR proteini
tizerindeki etkisiyle iliskilendirilse de ayni mutasyonu tasiyan hastalarda klinik

(32, 33). CFTR

mutasyonlar1 ayni olan ikiz ve kardeslerle yapilan calismalarda da klinik

heterojenitenin  gozlemlendigi c¢alismalar bulunmaktadir
heterojenitenin gozlemlenmesi, hastalikta fenotipik ciddiyeti etkileyen baska genlerin
rol aldigini diisiindirmektedir (33, 34). Bunun yan1 sira epigenetik faktorler, farkli
cevresel etmenler, sosyo-ekonomik statii de dolayli olarak hastalik ciddiyetini
etkilemektedir (34). Kistik fibrozis ve epigenetik iizerine yapilan c¢alismalarda
kodlanmayan RNA’lar 6n plana ¢ikmakla birlikte bu grup igerisinde yer alan

mikroRNA’lar (miRNA) iizerine yapilan ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Kistik
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fibroziste ifadesi degisen miRNA’larin belirlenmesi, miRNA’larin yeni tedavi

adaylar1 olabilecegini diisiindiirmektedir (35).

Fenotipik ciddiyeti modifiye eden genler CFTR proteininin hiicre igi
kompartmanlarla etkilesim siire¢lerinde rol alabildikleri gibi; diyabet, karaciger
hastaligi, bagirsak fonksiyon bozuklugunda rol alan fenotipi modifiye edebilen
genler tamimlanmistir (36). Yapilan arastirmalarla, CFTR proteininin aktivitesi ve
hiicre i¢i trafiginde, immiin yanitin olusmasinda, epitel hiicre farklilasmasinda,
inflamasyonda, CFTR proteini katlanma siirecinde ve oksitatif stres gibi pek cok

molekiiler mekanizmayla iliskilendirilen genler tanimlanmistir (34, 36).

2.4.1. Mannose Binding Lectin 2 (MBL2) Geni

Dogal bagisiklik yanitinin olugsmasinda gorev alan Mannose Binding Lectin 2
(MBL-2) patojen kaynakli mannoz ve N-asetilglikozamin’i taniyan, karacigerde
sentezlenen bir serum proteinidir. Bu genin azalmis ifadesi Ozellikle akciger
enfeksiyonlarma sebep olan bakteriyel ve viral enfeksiyonlara karst olusturulan
yanitla iliskilendirilmistir. MBL-2 ifadesi azalan hastalarda daha ciddi akciger
enfeksiyonlart goriilmekte olup; MBL-2 Kistik fibrozis fenotipini modifiye eden aday
genlerden birisi olarak belirlenmistir (37).

2.4.2. Transforming Growth Factor Beta-1 (TGFB1) Geni

Biiytime faktorii olarak gorev yapan Transforming Growth Factor Beta-1
(TGFp-1), hiicre biiyiimesinin diizenlenmesinde, hiicre boliinmesinde, farklilasma ve
hiicre 6liimii gibi biyolojik siireclerde rol alan bir salgt proteinidir. Artmis TGF3-1
ifadesinin daha ciddi akciger enfeksiyonuyla iligkilendirildigi ¢alismalar mevcuttur.
P.aeruginosa enfeksiyonu olan hastalarda plazmadaki TGFB-1 seviyesi arttigi
bulunmustur. Bronkoalveoler lavaj (BAL) sivisinda da artmis TGF-B-1 ifadesinin
gosterildigi bir ¢alisma mevcuttur. Kistik fibroziste TGFB-1 ifadesinin daha ciddi
akciger enfeksiyonu olan hastalarin hem plazma hem de bronsiyal sivi 6rneklerinde
artmasi, bu proteinin hastalik ciddiyeti ile iliskili oldugunu gostermekle birlikte
hastaligin ciddiyetinin Onceden tahmin edilmesinde bir biyobelirte¢ olarak

kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir (38).
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2.4.3. Nitric Oxide Synthase-3 (NOS3) Geni

Nitric Oxide Synthase-3 (NOS-3), geni 6zellikle vaskiiler endotelyumda ifade
olur ve nitrik oksit gazinin sentezinden sorumludur. Nitrik oksit gazinin anti-
mikrobiyal siirecte rol aldig1 bilinmektedir. Yapilan c¢aligmalarda, NOS-3
ifadesindeki azaligin tiretilen nitrik oksit miktarinin azalmasina sebep oldugu ve bu
durumun P.aeruginosa enfeksiyonunu ve bakteri kolonizasyonunu tetikledigi
gosterilmistir (39, 40).

2.4.4. Adiponectin Receptor-2 (ADIPOR2) Geni

Adiponectin  Receptor-2 (ADIPOR-2) geni hiicre zarinda bulunan
Adiponektin reseptoriinii kodlamaktadir ve bu reseptor adiposit hiicreler tarafindan
salgilanan adiponektin hormonunun diizenlenmesinde gorevlidir. Adiponektin
hormonu, yag asitlerinin oksidasyonunda ve glikoz seviyesinin diizenlenmesinde rol
alir. Yapilan c¢alismalarda, adiponektinin anti-inflamatuvar aktiviteye sahip
olabilecegi gosterilmistir (41). Arastirmalar sonucunda, ADIPOR2’nin azalan ifadesi
sonucu yag asitlerinin oksidasyonu gerceklesemedigi gdosterilmistir. Bu durumun
kistik  fibrozis hastalarinda mekonyum ileus olusturma riskini arttirdig:
diistiniilmektedir. Anti-inflamatuvar bir etkiye sahip olan adiponektin ve akciger

enfeksiyonu arasindaki iligki tam olarak aydinlatilamamustir (42).

2.4.5. Endothelin receptor type A (EDNRA) Geni

Kistik fibroziste fenotipik ciddiyeti modifiye eden genlerden birisi de
Endothelin receptor type A (EDNRA) genidir. EDNRA, G-proteinine bagli bir
reseptOr olarak endotel hiicre zarinda lokalizedir. Hiicre bdliinmesi ve kasilma gibi
stiregclerde rol alan EDNRA’nin ayn1 zamanda, kistik fibrozis hastalarinda hastalik
ciddiyeti ile iligskili oldugu gosterilmistir. Akciger kasilmasinda ifadesi artmis
EDNRA geninin agir seyirli hastalarda goriilmesi, bu hastalarin akciger fonksiyon

bozukluklarinin daha kétii olmast ile iligkilendirilmistir (43).

2.4.6. Transcription Factor 7 Like 2 (TCF7L2) Geni

Transcription Factor 7 Like 2 (TCF7L2) transkripsiyon faktorii olarak gorev

yapmakta olup; dolasimdaki glikoz dengesinin korunmasinda goérevli sinyal
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yolaklarinin uyarilmasini saglamaktadir. Calismalarda, kistik fibrozis hastalarinda bu
genin ifadesinin azalmasinin hastalarda tip II diyabet olusma riskini artirdigi

bulunmustur (44).

2.4.7. Interferon Related Developmental Regulator 1 (IFRD1) Geni

Interferon Related Developmental Regulator 1 (IFRD1) nétrofil
farklilasmasinda rol oynayan bu gendir. IFRD1 ifadesinin susturuldugu farelerde
notrofil farklilagsmasinin gergeklesemedigi ve bunun sonucunda akciger enfeksiyonu
olan bolgeye notrofil goclinlin miimkiin olamadig1 saptanmistir. Bu ¢alisma
sonucunda IFRD1’in ifadesinin artmasi ile akciger enfeksiyonuna karsi nétrofil

cevabinin daha iyi oldugu gosterilmistir (45).

2.4.8. Serpin Family A Member 1 (SERPINAL) Geni

Enfeksiyonda rol alan nétrofil elastaz nétrofillerden salinan serin proteaz
ailesine ait bir enzimdir. Patojenlerin yok edilmesinde rol alan bu enzimin salinimi
Serpin Family A Member 1 (SERPINAI) tarafindan kontrol edilmektedir. Nétrofil
elastaz aktivitesini inhibe eden SERPINAL ifadesinin azalmasi, ndtrofil cevabinin
engellenmesine sebep olmaktadir. Daha agir seyirli hastalarda ifadesi azaldigi
saptanan SERPINA1’in hastalig1 modifiye edici genlerden birisi oldugu bulunmustur
(46).

2.4.9. The epithelial sodium channels (ENaC) Geni

The epithelial sodium channels (ENaC) gen iiriinii olan ENaC proteini, epitel
hiicre zarinda bulunan ve sodyum absorpsiyonunu gergeklestiren bir kanal
proteinidir. Saglikli bir epitel hiicrede CFTR, ENaC kanalinin negatif
diizenleyicisidir ve bu sayede sodyumun hiicre igerisine hiperabsorpsiyonu
engellenmektedir. Kistik fibroziste yapilan in-vivo ve in-vitro ¢alismalarda, ENaC’in
hiperaktivite gosterdigi bulunmustur. Bu durum 6zellikle akciger mukus tabakasinin
asir1 su kaybina sebep olmakla birlikte, akcigerleri patojenlere kars1 daha savunmasiz
hale getirmektedir. ENaC ifadesinin artmasi hastalik ciddiyeti ile iliskilendirilmistir
(47, 48).
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2.4.10. Proinflamatuvar Genler

Bakteri enfeksiyonu sonucunda inflamasyon cevabinda gorev alan
Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8), TGFB-1 ve Tumor Necrosis Factor (TNF)
gibi sitokinlerin aktivasyonu immiin cevabinin tetiklenmesinde kritik bir dneme
sahiptir. Proinflamatuvar sitokinlerin aktivasyonu, enfeksiyonlu bolgeye nétrofil ve

monosit gibi hiicrelerin gogii ile sonuglanmaktadir (49, 50).

Bakteri tarafindan {retilen lipopolisakkarit, bakteri yapisinda yer alan
flagella, bazi1 virlislerin tek ve cift zincirli genetik materyalleri ve metile olmamis
CpG adaciklar1 Toll-like receptor (TLR) genlerinin kodladig: reseptorler tarafindan
taninmaktadir (51). TLR reseptorleri aracili uyarilan sinyal kaskadi saglikli bireylere
kiyasla Kkistik fibrozis hastalarinda daha sik uyarilmaktadir. Bu  durum
proinflamatuvar sitokinlerin hedefledigi hiicrelerin enfeksiyonlu boélgeye siirekli
gbcll ve devaminda inflamasyonla sonuglanan bir molekiiler patoloji olugturmaktadir
(50). Yapilan bir¢ok ¢alismada, IL-8 noétrofil hareketinde en Onemli salgi

sitokinlerinden birisi olup hastalarda ifadesinin arttig1 gosterilmistir (52-56).

2.5. Kistik Fibrozis Hastaliginda Yapilan Transkriptomik Arastirmalar

Sinyal iletim yolaklar1 hiicrede biiyiime, farklilasma ve ¢cogalma gibi pek ¢ok
biyolojik siirecte gorev alan hiicre i¢i sinyallerin diizenlenmesinde goérevlidir (57).
Kistik fibrozis hastaliginda etkilenen yolaklardan birisi immiin sistem yolagidir. NF
kappa B sinyal yolagi proinflamatuvar sitokin ve kemokinlerin salinimini tetikleyen
en onemli yolaklarin baginda gelmektedir. NF kappa B sinyal yolaginda gorevli olan
sitokinlerin ifadelerindeki artis, hastalarda immiin cevabin daha ¢ok uyarilmasina
sebep olmaktadir. Bu yolaklarda yer alan ve ifade farkliligi gosteren genlerin tedavi

hedefi olarak kullanilabileceklerini gésteren ¢alismalar mevcuttur (33, 34, 54).

Kistik fibroziste, bronsiyal epitel hiicreler, nazal epitel hiicreler, alveolar
makrofaj ve kan gibi biyolojik materyaller kullanilarak yapilan transkriptomik
calismalar mevcuttur. Bu g¢aligmalarda, inflamasyon yanitinda ve immiin cevabin
olusmasinda, hastalarda ifade farklilig1 gosteren genler bulunmustur (52, 54, 55, 56,
57).
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Kistik fibrozis hastalar1 ve saglikli kontrollerin nazal epitel hiicrelerinde
mikroaaray yontemi kullanilarak gergeklestirilen bir transkriptomik calismada;
hastalarda hiicre ¢ogalmasinda gorevli genlerin ifadesinin arttig1 ve sil olusumunda
gorevli genlerin ifadesinin azaldigi bulunmustur (58). Homozigot F508del
mutasyonunu tastyan agir ve hafif seyir gosteren hastalar ve saglikli kontrollerden
alman kan Orneklerinde gergeklestirilen RNA dizileme ¢alismasinda ise, tip 1
interferon yanitinda goérevli olan genlerin ve ribozomal RNA (rRNA) ile etkilesim
icerisinde olan ribosomal stalk proteinlerin fenotipik ciddiyeti etkileyebilecegi
bulunmustur (55). Bir diger transkriptomik ¢alismada, homozigot F508del
mutasyonunu tagiyan hafif ve agir seyir gosteren hastalar ve saglikli kontrollerin
nazal epitel hiicreleri kullanilarak mikroarray gerceklestirilmistir. Calismanin
sonucunda, agir seyirli hastalarda lipid metabolizmasinda, protein {iibikitinasyon
mekanizmasinda yer alan genlerin ifadesinin arttii, protein metabolizmasi ve
solunum yollarinda immiin cevapta gorevli olan genlerin ifadesinin azaldig1
bulunmustur (59). 2011 yilinda Ogilvie ve ark. (60) tarafindan kistik fibrozis
hastalarinin nazal ve bronsiyal Ornekleri kullanilarak gerceklestirilen bir diger
transkriptomik arastirmada, nazal epitel hiicrelerde etkilenen temel yolagin aminoasit
metabolizmas1 ve brongiyal epitel hiicrelerde etkilenen temel yolagin ise inflamasyon

yanit1 oldugu gosterilmistir.

2.6. Kistik Fibrozis ve Mutasyona Ozgii Tedavi

Gilinlimiizde, kistik fibrozis hastaligmin kesin bir tedavisi yoktur. Bununla
birlikte akciger solunum kapasitesini artirmaya ve akcigerlerde biriken mukusu
uzaklagtirmaya yonelik fizik tedavi ve egzersiz, bakteri enfeksiyonunu ve
inflamasyonu azaltmaya yonelik anti-inflamatuvar ve antibakteriyel ilaglar, pankreas
yetmezligi goriilen hastalarda besin emilimini artirmak amaciyla enzim replasman
tedavisi (PERT) uygulanmaktadir. Uygulanan bu tedaviler ile hastalarin yasam

standartlarinda iyilesme saglanmaktadir (61).

Son yillarda CFTR mutasyonlar1 ve protein {izerindeki etkilerine bagl olarak
tasarlanan kiigiik molekiiller (diizelticiler ve gii¢lendiriciler) ile iliskili arastirmalar
hiz kazanmustir (62). Ivacaftor (VX-770; Kalydeco), kisiye dzgii tedavide kullanilan
ilk CFTR gii¢lendiricisi olup; sinif III grubunda yer alan G551D mutasyonu tagtyan
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hastalar icin gelistirilmistir (63). Orkambi ise [ivacaftor-Lumacaftor (VX-809)]
F508del mutasyonu i¢in tasarlanan bir ila¢ olup hem giiglendirici hem de diizeltici
olarak gorev yapmaktadir. Bu ilag ile CFTR proteinin dogru bir sekilde katlanmasi
ve hiicre zarina yerlesip aktivite gostermesi miimkiin olmaktadir. Symdeko
[Tezacaftor(VX-661)-Ivacaftor] gelistirilen baska bir ila¢ kombinasyonu olup;
mutant CFTR proteninin dogru katlanip kanal aktivitesi gdstermesine yardimci
olmaktadir (64). Uglii ilag¢ kombinasyonundan olusan Trikafta [Elaxacaftor (VX-
445)-Tezacaftor-lvacaftor] ise homozigot ve heterozigot F508del mutasyonu tasiyan
hastalar i¢in tasarlanmistir. Bu ilag islevsel ve sayica daha fazla CFTR proteininin
hiicre zarina yerlesimini saglamaktadir (65). Bir diger i¢li ilag kombinasyonu olan
VX-659-Tezacaftor-Ivacaftor de Trikafta gibi homozigot ve heterozigot F508del

mutasyonu tasiyan hastalar i¢in tasarlanmistir (66).

Kiigiik molekiillerin kullanilmasi ile tedavide olduk¢a umut vaadedici
sonuclar alimmakla birlikte, tedavi sadece belirli bir grup CFTR mutasyonunu
kapsamaktadir. CFTR protein sentezinin gerceklesmemesi ile sonuglanan sinif I
grubunda yer alan mutasyonlar i¢in kullanilabilecek kiiciik molekiiller
bulunmamaktadir. Faz Il ¢alismalar1 devam eden Ataluren (PTC-124), erken stop
kodonlarin1 segici olarak gegersiz kilan bir ajandir ve Ataluren ile CFTR protein

sentezinin ger¢eklesmesi hedeflenmektedir (62).

Anoctamin-1 (ANO-1; TMEM16A) gibi CFTR disindaki diger klor
kanallarinin aktivitesinin artirilmasi da tedavi hedeflerinden birisi olup; hastalik
patofizyolojisini hafifletilebilecegi diistiniilmektedir (67). Kistik fibrozis ile iliskili
fenotipi modifiye eden genlerin hedef alinmasi da yeni bir tedavi stratejisi olup buna
yonelik olarak sodyum kanallarindan birisi olan ENaC inhibitorlerinin kullanimi
aragtirtlmaktadir. Bu sayede sodyum hiperabsorpsiyonunun azaltilarak hastalik
patofizyolojisinde gerileme elde edilebilecegi diisliniilmektedir (48, 68). En giincel
tedavi yaklagimlarindan birisi ise miRNA’larin kullanilmasidir. CFTR mRNA’sin1
dogrudan etkileyen veya CFTR mRNA ifadesini dolayli olarak etkileyen genleri
hedefleyen miRNA’larin ifadesinin arttirnllmast veya azaltilmasina yonelik

tasarlanacak aday molekiiller tedavi i¢in yeni bir pencere olusturmaktadir (35).
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3. BIREYLER VE YONTEM
3.1. Bireyler

Calismaya, agir ve hafif seyir gosteren hasta kardeslerden olusan Aile 1 (Al-
H1, Al-H2), Aile 2 (A2-H1, A2-H2) ve Aile 3 (A3-H1, A3-H2, A3-H3) dahil
edilmistir. Kistik fibrozis hastaliginda, hastalarin tekrarlayan akciger enfeksiyonu
gecirme durumu, karaciger tutulum bulgulari, solunum bulgular1 (% FEV1 degeri) ve
kistik fibrozis iligkili diyabet klinik ciddiyeti belirleyen parametrelerdir. Bu
parametreler gz oniine alindiginda; 1. ailede yer alan kardeslerin (A1-H1 ve A1-H2)
solunum ve tekrarlayan akciger enfeksiyon bulgulari benzer olmakla birlikte, Al-
H2’nin karaciger tutulumu daha siddetli olup bu hastaya siroz tanis1 konulmustur. 1
ailedeki hasta kardesler karaciger tutulumu ve kistik fibrozis iliskili diyabet
parametreleri agisindan degerlendirilmistir ve 12 yasindaki Al-H1 hafif seyirli, 16
yasindaki A1-H2 agir seyirli olarak belirlenmistir. Al-H1 ve Al1-H2 kardeslerinin

ebeveynlerinde herhangi bir akrabalik bulunmamaktadir.

2. ailede yer alan hasta kardeslerde, (solunum fonksiyon testi 6 yas ve iizeri
hastalara uygulanabildigi i¢in) solunum bulgular1 arasinda karsilagtirma
yapilamamistir. A2-H2’nin karaciger tutulumu daha siddetli olmakla birlikte, bu
hasta daha sik tekrarlayan akciger enfeksiyonu gec¢irmektedir. A2’de yer alan
hastalar karaciger tutulumu ve tekrarlayan akciger enfeksiyon gecirme durumu
acisindan degerlendirilerek A2-H1 (6 yas) hafif seyirli, A2-H2 (3 yas) agir seyirli
oldugu bulunmustur. 2. ailede yer alan hasta kardeslerin ebeveynleri birinci

dereceden akrabadir.

3. ailede yer alan hasta kardesler igerisinde A3-H3’iin solunum bulgular1 A3-
H1 ve A3-H2’ye gore daha agir olup; bu hasta daha sik tekrarlayan akciger
enfeksiyonu gecirmektedir. A3-H1 ve A3-H2’nin solunum bulgular1 ve tekrarlayan
akciger enfeksiyonu gegirme durumlart benzerdir. A3’te yer alan hastalar tekrarlayan
akciger enfeksiyonu gecirme durumu bakimindan degerlendirilmistir ve 7 ve 19
yasindaki A3-H1 ile A3-H2 hafif seyirli, 9 yasindaki A3-H3 agir seyirli olarak
belirlenmistir (Tablo 3.1). 3 hasta kardesten olusan 3. ailenin ebeveynleri birinci
dereceden akrabadir. Tez ¢alismasina, aktif solunum yakinmasi ve kronik hastalik

Oykiisii olmayan, fizik muayenesi normal ve ila¢ kullanmayan {i¢ saglikli kontrol
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dahil edilmistir. Kontroller, hastalarin yas araliginda olacak sekilde secilmistir. Tez
calismasi  kapsaminda, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu onay1 (Tarih: 15.01.2019 Karar No: 2019/02-14) alinmis
olup (Bkz. Ek-1) tez ¢alismasina katilan hasta ve kontrol bireylere “Bilgilendirilmis

Onam Formu” imzalatilmistir.

Tablo 3.1. Hastalarin klinik 6zellikleri. (YD: Yenidogan)

Klinik Aile 1 Aile 2 Aile 3
Ozellikler
Hastal | Hasta2 | Hastal Hasta 2 Hasta 1 Hasta 2 Hasta 3
Mutasyon F508del | F508del/ | F508del/ | F508del/ | 11234V/ | 11234V/ | 11234V/
/G85E G85E F508del | F508del 11234V 11234V 11234V
Cinsiyet Erkek Kiz Erkek Kiz Erkek Erkek Kiz
Yas 12 16 6 3 7 19 9
Teshis Yasi 3 aylik 4 aylik 5 aylik YD 5,5 yas 16 yas 6 yas
Terde Klor 96 110 101 96 88 80 150
Konsantrasyonu

(mmol/L)

FEV1(%) 88 105 - - 99 89 53
Tuz Kayb1 Var Yok Var Var Yok Yok Var
Mekonyum Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok

Ileus
Malabsorpsiyon Var Var Var Var Var Var Var
Tekrarlayan Yok Yok Var Var Yok Var Var
Akciger
Enfeksiyonu

Karaciger Hafif Ciddi Hafif Ciddi Yok Yok Yok

Tutulumu (Siroz)
Diyabet Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok
Pankreatik Yok Yok Yok Yok Yok Var Yok
Atak
Tedavi Multivitamin takviyesi
Tuz takviyesi
Mukolitik tedavi
Pankreatik Enzim Replasman Tedavisi (PERT)
Antibiyotik
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3.2. Calismalarda Kullanilan Kimyasal Malzeme, Soliisyon ve Cihazlar

3.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Hasta DNA’larinin
Amplifikasyonu

15 mM MgCl; igeren Tampon, 10X (NH4)SO4 (Ampligon)

Deoksiriboniikleotit trifosfat (ANTP) :12,5mM
Forward primer :100 nM
Reverse primer :100 nM
Taq DNA Polimeraz (Ampliqon) ;5 U/l
DNA :100ng/ul
Distile su

3.2.2. PZR Sonucunun Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii
Agaroz (molekiiler biyoloji kullanim safliginda) (Prona)

Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu (pH:8,0):

- Trizma-baz (Merck) 2M
- Glasiyal Asetik Asit (Merck) :57,1ml
- Na2EDTA (Merck) :05M

Yiikleme Tamponu:

- Gliserol :5,5ml

- 1X TAE tamponu 24,5 ml

- Orange G boyasi :0,01¢g

- Etidyum Bromiir (EtBr) (Sigma) :10 mg/ml
- Distile su

- Molekiiler agirlik belirleyicisi (50 bg) (Thermoscientific)
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3.2.3. DNA Dizi Analizi

BigDye® Terminator vi.1 (Applied Biosystems)

Sekans tamponu, 5X

DNA :100 ng/ul
Primer :3nM
Distile su

3.2.4. Nazal Epitel Hiicrelerden RNA izolasyonu

Dietil pirokarbonat (DEPC) (Sigma)
2-Mercaptoethanol (Sigma)

Proteinase K (Thermo Scientific)

Dnaz-1 ve Dnaz-1 Soliisyonu (Bio-Rad)
Etanol (%96-100) (Emsure)

Sogutmali santrifiij (Boeco)

Hibridizasyon firin1 (Amersham Life Sciences)
miRCURY™ RNA lsolation Kit (Exigon):

-Guanidin tiyosiyanat igeren ve 2-merkaptoetanol eklenerek kullanilan

lizis tamponu
-Etanol eklenerek kullanilan yikama tamponu
-Rnaz icermeyen distile su

3.2.5. cDNA Sentezi

RT? First Strand Kit (Qiagen):

-Genomik DNA Eliminasyon tamponu

-BC3 tamponu, 5X
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-Kontrol P2
-RE3 Reverse Transcriptase karigimi

-Rnaz igermeyen distile su

3.2.6. Kistik Fibrozis PCR Array (Qiagen)
RT? SYBR Green Flour gPCR Master Mix (Qiagen)
-RT? SYBR Green karisimi, 2X

The Human Cystic Fibrosis RT2 Profiler PCR Array (Qiagen)

3.3. Yontemler
3.3.1. Hasta DNA’larinin Amplifiye Edilmesi

Onceden izole edilen hasta kardeslere ait DNA’lar Gene Amplification PCR
System 9700 (Applied Biosystem) cihazinda amplifiye edilmistir. Reaksiyonda 10X
tampon, 100 nM forward primer, 100 nM reverse primer, 12,5 mM dNTP, 0,2 ul Taq

DNA polimeraz son hacim 50 pl olacak sekilde kullanilmistir.

Reaksiyon Kosullart:
94°C de 3dk
94°C’de 30sn
57°C’de 45 sn 35 dongii
72°C’de 30sn

72°C’de 3dk

PZR iirlinii, %3’liik agaroz jel elektroforezi sonrasinda ultraviyole 151k (UV)

altinda kontrol edilmistir.

3.3.2. DNA Dizi Analizi

CFTR geninin kodlanan 27 ekzonu, ekzon-intron baglanti bolgeleri, promotor
ve 3’UTR boélgesi amplifiye edildikten sonra DNA Dizi Analizi gergeklestirilmistir.

Dizileme yonteminde, tek zincirli DNA molekiiliiniin sentezlenmesi yeterli
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oldugundan CFTR genine Ozgii tasarlanan primer ¢iftlerinden yalnizca biri
kullanilmistir. Reaksiyonda, 4 pl 5X sekans tamponu, 2 pl BigDye® Terminator

v1.1, 3 nM primer son hacim 20 ul olacak sekilde kullanilmustir.
Reaksiyon Kosullari:
94°C°de 4 dk
94°C°de 15 sn
50°C’de 15 sn 25 dongii
60°C°de 4 dk

1. PZR sonrasi, tiip 2 ul 3M NaOAc eklendi ve tiip igerisindeki 6rnekler 60 ul %100

etanol igeren 1,5 ml’lik tiipe aktarildu.
2. Tiip, -20°C’de 1 gece bekletildi.

3. Oda sicakliginda 14.000 rpm’de 30 dk boyunca santrifiij yapilarak siipernatan
uzaklastirildi.

4. 160 pl %70 etanol eklendi.

5. Oda sicakliginda 14.000 rpm’de 30 dk boyunca santriflij yapilarak siipernatan
uzaklastirildi.

6. Tiipler 37°C’de 1 saat bekletildi ve etanoliin tamamen uzaklastirilmasi sagland.

7. Tip igerisine, 20 ul formamit eklendi ve tiipiin tamami 96 kuyucuk igeren

mikroplakanin bir kuyucuguna aktarildi.

8. Mikroplaka, 95°C’de 10 dk denatiire edildi ve buz iizerine alinarak DNA Dizi
Analizi cihazina (ABI 3030) yiiklendi.

DNA Dizi Analizi sonuglari Chromas programi ile analiz edilmistir.

3.3.3. Nazal Epitel Hiicrelerden RNA izolasyonu

Agir ve hafif seyir gosteren hastalar ve saglikli kontrollerden 0.8 mm’lik firca
(TePe) yardimiyla alinan nazal siirlintii 6rneginden miRCURY™ RNA Isolation Kit

(Exigon) ile RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen RNA’larin derisimleri
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ve safliklar1 spektrofotometrede (NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific) tespit

edilmistir.

1. Hasta ve saglikli kontrollerden alinan nazal siiriintii 6rnekleri, igerisinde 6 pl 2-

merkaptoetanol ve 600 pl lizis tamponu bulunan Rnaz igermeyen tiipe aktarildi.
2. Tiip, 1 dk stireyle vortesklenerek homojenizasyon saglandi.
3. Oda sicakliginda 5 dk bekletildi.

4. Lizat, bagka bir Rnaz i¢cermeyen tiipe aktarildi ve 40 pl Proteinase K (Thermo

Scientific) eklendi.
5. Hibridizasyon firninda 55°C’de 15 dk bekletildi.
6. Lizat ile esit hacimde %70 etanol eklenerek vorteks yapildi.

7. Lizat kolona aktarilarak 14.000 rpm’de oda sicakliginda 1,5 dk santrifiijlendi ve

toplama tiipliniin altinda kalan siv1 uzaklastirildi.

8. Kolon membranina direkt olarak 5 pl Dnaz-1 ve 75 ul Dnaz-1 soliisyonu

eklenerek oda sicakliginda 15 dk inkiibasyon gergeklestirildi.

9. Kolona, 400 pl yikama tamponu eklendikten sonra 14.000 rpm’de oda sicakliginda
1,5 dk santrifiij yapilarak toplama tlipiiniin altinda kalan sivi uzaklastirildi. Bu

basamak 2 kere daha tekrar edilerek toplama tiipii uzaklastirildi.
10. Kolon 1,5 mI’lik yeni bir toplama tiipiine alindi.

11. Hibridizasyon firminda 55°C’de 1sitilan Rnaz icermeyen 30 ul distile su direkt

membrana eklendi ve oda sicakliginda 5 dk bekletildi.
12. Oda sicakliginda 14.000 rpm’de 2 dk boyunca santrifiijlenerek ¢cokmesi saglandu.

13. Elde edilen RNA’lar -80°C’de bekletildi.

3.3.4. RNA Derisimlerinin Ol¢iimii

Nazal epitel hiicrelerden elde edilen RNA o6rneklerinin derisim ve safliklari,

spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) ile belirlenmistir.
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3.3.5. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lardan RT? First Strand Kit (Qiagen) ile cDNA sentezi
gerceklestirilmistir.

1. Tip igerisine, 2 ul Genomik DNA Eliminasyon tamponu ve RNA (1000 ng/ul) son
hacim 10 ul olacak sekilde Rnaz icermeyen su eklendi ve genomik DNA

eliminasyon kargimi hazirlandi.
2. Tiip, 42°C’de 5 dk boyunca bekletildi ve buz iizerine alind1.

3. Bagka bir tiipte, 4 pul 5X BC3 tamponu, 3 pl Rnaz i¢cermeyen distile su, 2 pl RE3
Reverse Transcriptase karisimi ve 1 pl Kontrol P2 eklenerek reverse transkripsiyon

karigimi1 hazirlandi.

4. Reverse transkripsiyon karigimi genomik DNA eliminasyon tamponuna eklendi ve

pipetaj yapildu.

5. Tiip, 42°C’de 15 dk boyunca inkiibe edildi ve devaminda 95°C’de 5 dk inkiibasyon

yapilarak, reverse transkriptaz inaktive edildi.

6. Tip igerisine 91 pl Rnaz igermeyen distile su eklenerek cDNA sentezi

tamamlandi.

3.3.6. Kistik Fibrozis PCR Array

Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), reaksiyon dongiisii
boyunca artan iiriine paralel olarak artan floresan 1g1ma miktarinin, es zamanl olarak
bilgisayar ekranindan goriintiilenmesini miimkiin kilan bir sistemdir. Reaksiyon
bilesenlerinden birisi olan SYBR Green ¢ift zincirli DNA’ya baglanarak floresan
1Is1ma yayan bir boyadir. Boyanin verdigi floresan 1sima gergek zamanli PZR
tarafindan saptanir ve kantitatif analiz yapilir. Gergek zamanli PZR’da amplifikasyon
miktar1 logaritmik olarak belirlenmektedir ve floresan 1s1manin saglandigi ilk dongi

threshold cycle (Ct) olarak adlandirilmaktadir.

Kistik Fibrozis PCR Array (Qiagen) ger¢ek zamanli PZR teknigi temeline
dayanan bir yontem olup; hastalik ile iligkili genler ve CFTR ile iligkili yolaklarda

(notrofil kemotaksisi, immun ve inflamatuvar cevap, protein katlanmasi ve iyon
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taginimi, oksidatif stres) yer alan 84 adet genin ifadesi analiz edilebilmektedir. Array
96 kuyucuklu mikroplaka formatinda olup 84 adet genin normalizatorii olarak
kullanilacak olan 5 adet housekeeping gen (ACTB, GAPDH, B2M, HPRT1 ve
RPLPO) igerir. Ek olarak, cDNA sentezinin verimliligini 6lgen 3 adet Reverse
Transcription Control (RTC) kuyucugu, gercek zamanli PZR verimliligini ve
reaksiyon dogrulugunu belirleyen 3 adet Positive PCR Control (PPC) (18<Ct
degeri>22) kuyucugu ve Genomik DNA kirliligini belirlemeye yonelik olarak 1 adet
Human Genomic DNA Contamination (HGDC) (Ct degeri>30) kuyucugu
bulunmaktadir. Reverse Transcription Control (RTC) kuyucuklarinda cDNA sentezi
sirasinda reaksiyon icerigine katilan Kontrol P2’yi amplifiye eden bir primer seti,
PPC kuyucuklarinda plazmit DNA ve onu amplifiye eden bir primer seti, HGDC
kuyucugunda ise transkribe olmayan ve tekrarlayan DNA boélgelerini iceren ve bu

bolgeleri amplifiye eden bir primer seti bulunmaktadir (Sekil 3.1).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ACE | ADIPOR2| ADK ADRB2 AHSA1 |ALOX12B| CALR CANX CCL2 CFTR CLU | CXCL1
CXCL2| CXCR2 | DEFB1 | DNAJAL | DNAJC5 | DUSP1 EDN1 | EDNRA | EPSTI1 EZR FAS GCLC

GOPC | GSTM1 [HSP90AAL| HSPA1A | HSPA4 HSPA8 | HSPH1 | ICAM1 IFRD1 IGFBP5 1L10 IL1B
IL6 IL7TR CXCL8 ITGA2 ITGB2 KCNE1 KIT LCN2 MAPK1 MBL2 MET | MSRA
NFKB1 [ NFKBIA | NME1L NOS3 NR4A2 | PDZK1 | PLA2G5 | PPP2R4 | PRKAAL | PRKAA2 | PRKCE | PRTN3
PTGS2 | S100A8 | SCNN1B | SCNN1G | SERPINAL | SFTPB | SLC26A3 |SLCIA3R1| SLCIA3R2 SLPI SNAP23 | STX1A
STX8 | TCF7L2 | TGFB1 TIP1 TLR2 TLR4 TLR5 TNF  |TNFRSF11A| TNFRSF1A | TNFSF10 | VCP
ACTB B2M GAPDH | HPRT1 RPLPO HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC

I|OMMmMO|0O|(m|>

Sekil 3.1. Kistik Fibrozis PCR Array diizeni.

RT? First Strand Kit kullanilarak sentezlenen cDNA’dan 102 pl ve 1350 pl
RT? SYBR Green Flour gPCR Master Mix son hacim 2700 ul olacak sekilde tiipte
hazirlanmistir. Hazirlanan reaksiyon igeriginden 25 pl alinarak mikroplakanin her bir
kuyucuguna dagitilmistir. Gen ifadesi analizi Bio-Rad 1Q5 Real-time PCR cihazinda

gerceklestirilmistir. Gen ifadesinin normalizasyonu igin housekeeping gen olarak
ACTB ve HPRT1 kullanilmistir.

Reaksiyon Kosullari:

95°C’de 10 dk
95°C’de 15 sn
:lL 40 dongii
60°C’de 1 dk
95°C’de 1 dk
550C°de 1 dk
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3.3.7. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Kistik Fibrozis PCR Array ile 84 genin ifade degisiklikleri Qiagen’e ait
Excel® temelli analiz programi kullanilarak belirlenmistir. ~ Normalizasyonda
kullanilacak olan uygun housekeeping genin segilmesine yonelik, NormFinder
(https://moma.dk/normfinder-software)  programi  kullamilmistir.  NormFinder
programi ile hasta ve kontrol gruplarinda en stabil iki housekeeping gen
kombinasyonu olarak ACTB ve HPRT1 bulunmustur. Normalizator olarak ACTB ve

HPRT]1 kullanilarak gen ifadesi, 2"22¢T ygntemi ile hesaplanmustir.

Istatistiksel analiz icin, Qiagen’e ait Excel® temelli analiz progranminda yer
alan unpaired Student-t test kullanilmistir. Gen ifadesi 2 kat artan ve 2 kat azalan kat

degisimleri ve istatistiksel olarak p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir.

3.3.8. Yolak Analizi

Calismaya dahil edilen hastalarda ve kontrol gruplarinda ifade farklihig
gosteren genler, Webgestalt (http://www.webgestalt.org/) programi alt sekmesinde
yer alan Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) ve Wikipathways

programina yiiklenerek yolak analizleri gerceklestirilmistir.

Array’de yer alan 84 genin normalize edilmis degerleri kullanilarak BRB
Array Tool (https://brb.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools/) yazilimi ile hiyerarsik

kiimeleme analizi yapilmigtir.

Calismada yer alan, hasta ve kontrol gruplarinda ifade farkliligi gdsteren
genlerin heatmap analizi i¢in, Heatmapper (http://www2.heatmapper.ca/) programi

kullanilmastir.

Hasta grubunda ifade farklilig1 gosteren genlerle, hastalarin klinik 6zellikleri
acisindan bir iliski kurulmasi i¢in IBM SPSS Version 22 programi igerisinde yer alan

spearman’s bivariate correlation istatistik yontemi kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. DNA Dizi Analizi

Hastalardan onceden izole edilen DNA’lar kullanilarak CFTR geninin
kodlanan bolgesi (27 ekzon), ekzon-intron baglanti bolgeleri promotér ve 3’UTR
bolgesi PZR ile amplifiye edilmis ve devaminda DNA Dizi analizi
gerceklestirilmistir. 1. ailedeki hasta kardeslerin (A1-H1, Al-H2) mutasyonlari
F508del/G85E (Smif II/Smuf II), 2. ailedeki hasta kardeslerin (A2-H1, A2-H2)
mutasyonlart F508del/F508del (Sinif II/Smif II), 3. ailedeki hasta kardeslerin (A3-
H1, A3-H2 ve A3-H3) mutasyonlar1 11234V/11234V olarak saptanmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Caligsmaya dahil edilen hastalarin elektroferogram sonuglar1 (A: 1.
Aile (Al1-H1, Al1-H2); B: 2. Aile (A2-H1, A2-H2); C: 3. Aile (A3
H1, A3-H2, A3-H3)).
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4.2. Elde Edilen RNA’larin Derisim ve Safliklar:

Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin nazal siiriintii 6rneklerinden
elde edilen RNA’larin derisim ve safliklari spektrofotometrede (NanoDrop ND-

1000, Thermo Scientific) dlglilmiistiir. Sonuglar, Tablo 4.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1. RNA orneklerinin derisim ve saflik degerleri.

Hasta Grubu ve RNA Derisimi (ng/ul) 260/280 Orani
Kontrol Grubu
Al-HI 686,3 ng/pl 2,01
Al-H2 908,2 ng/ul 1,98
A2-Hl1 257,1 ng/ul 1,83
A2-H2 211,3 ng/ul 1,89
A3-H1 213,4 ng/pl 2,00
A3-H2 260,8 ng/pl 2,02
A3-H3 145,9 ng/l 1,97
Kontrol 1 88,84 ng/ul 1,88
Kontrol 2 142,03 ng/ul 1,94
Kontrol 3 219,59 ng/ul 2,00

4.3. Elde Edilen RNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

1. (A1-H1, Al1-H2) ve 2. ailedeki (A2-H1, A2-H2) hasta kardeslerin nazal
stiriintii orneklerinden elde edilen RNA’larin kalitesinin belirlenmesi amaciyla
%3’liik agaroz jel elektroforezi gergeklestirilmis ve sonrasinda ultraviyole 1sik

altinda gortintii alinmustir (Sekil 4.2).

Al-H1 Al-H2 A2-H1 A2-H2

—» 28s rRNA

—»18s rRNA

Sekil 4.2. 1. ve 2. ailedeki hastalara ait elde edilen RNA’larin jel fotografi. (A3-H1,
A3-H2, A3-H3) ailesinin RNA miktarinin daha az olmas1 sebebi ile bu
hastalarin RNA orneklerinin agaroz jel elektroforezi ile kontrolii

gerceklestirilememistir.)
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4.4. Kistik Fibrozis PCR Array

Kistik Fibrozis PCR Array, kistik fibrozis hastaliginda ifade farkliligi
gosteren genleri ve CFTR ile etkilesim igerisinde olan toplam 84 adet geni
icermektedir. Bu genler 8 smifta (CFTR modifiye edici genler, CFTR ile
interaksiyonda olan genler, Notrofil kemotaksisinde gorevli genler, inflamatuvar
yanitta rol alan genler, Immiin yanitta rol alan genler, Katlanmamis CFTR protein
mekanizmasinda rol alan genler, Iyon tasiniminda gorevli genler ve Oksidatif streste
gorev alan genler) toplanmistir. Array’in ¢alisma prensibi ger¢ek zamanli PZR
yontemine dayali olup ayni anda birden fazla genin ifadesi kantitatif olarak analiz
edilebilmektedir. Array igerisinde yer alan PPC, RTC ve HGDC kontrolleri ile
cDNA sentezinin kalitesi, gercek zamanli PZR’nin verimliligi ve genomik DNA
kontaminasyon varlig1 analiz edilmektedir. Caligmaya dahil edilen hastalarda ve
kontrollerde ¢cDNA sentez basamaginin ve reaksiyonun dogru oldugu ve genomik
DNA kontaminasyonu olmadigi tespit edilmistir. Kistik Fibrozis PCR Array
icerisinde yer alan 84 adet genin ifade degisimleri Qiagen’e ait Excel® temelli analiz
programi kullanilarak saptanmustir. Array icerisinde yer alan GAPDH, B2M ve
RPLPO housekeeping genlerinin ifadesi NormFinder programi tarafindan gruplar
arast ve grup ic¢i degerlendirilmis ve her iki durumda ifadelerinde degisiklik
saptamistir. Grup i¢i ve gruplar arasinda ifadesi sabit olan en iyi iki housekeeping
gen kombinasyonu olarak ACTB ve HPRTI1 olarak bulunmus ve bu 2 gen

normalizator olarak kullanilmustir (Sekil 4.3).
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Gene name Stability value

ACTB 0.964

B2M 2.883

GAPDH 1.625

HPRT1 0.711

RPLPO 1.333

Intragroup variation

Group identifier 1 2 3
ACTB 0.326 0.008 1.666
B2M 7.244 14.756 0.744
GAPDH 0.276 11.583 0.077
HPRT1 0.241 0.008 0.154
RPLPO 0.079 4.659 3.661
Intergroup variation

Group identifier 1 2 3
ACTB -0.808 0.084 0.724
B2M 3.443 -1.741 -1.702
GAPDH -1.391 1.088 0.304
HPRT1 -0.713 0.357 0.356
RPLPO -0.531 0.213 0.318

Best gene
Stability value

Best combination of two genes
Stability value for best combination of two genes

HPRT1
0.711

ACTB and HPRT1
0.886

Sekil 4.3. NormFinder sonucu.

Gergek zamanli PZR sonucunda, Kistik Fibrozis PCR Array sonucunda
Angiotensin | Converting Enzyme (ACE), C-X-C Motif Chemokine Ligand 8
(CXCLS8), Integrin Subunit Beta 2 (ITGB2) ve Secretory leukocyte peptidase

inhibitor (SLPI) genleri segilerek olusturulan 6rnek erime egrisi grafikleri Sekil

4.4.te gosterilmistir.
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Temparatice, Conta

Sekil 4.4. Gergek zamanli PZR sonrasi olusan erime egrisi grafiginde (I: ACE,

[1: CXCLS, I1I: ITGB2, IV: SLPI.) genleri 6rnek olarak verilmistir.
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4.4.1. Hastalarda Hiyerarsik Kiimeleme Analizi

Gergeklestirilen Kistik Fibrozis PCR Array sonucunda 84 adet genin
normalize edilmis degerleri ile hastalarin (1. aile, 2. aile, 3. aile) klinik
ciddiyetlerinin belirtilmedigi korleme analiz yontemi gergeklestirilerek hiyerarsik
kiimeleme analizi yapilmistir. Bu amagla kullanillan BRB Array Tool
(https://brb.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools/) yazilimi sonucunda, F508del/F508del ve
F508del/G85E mutasyonlarini tagtyan Sinif II grubunda yer alan hafif seyirli A1-H1
ve A2-H1 ile Smf IV grubunda yer alan hafif seyirli A3-H1’in gen profilleri benzer
olarak bulunmustur. Sinif II grubundaki agir seyirli Al1-H2 ve A2-H2’nin gen
profillerinin benzer oldugu bulunmustur. 11234V/11234V mutasyonunu tastyan Sinif
IV grubunda yer alan agir seyirli A3-H3 ile hafif seyirli A3-H2’nin gen profillerinin
benzer oldugu dikkat gekmektedir (Sekil 4.5).

1.5

1.2

Korelasyon
0.9

0.6

m —
o | 1 1
“ [an] [an] (o] [sa] — — —
T e - T T T T
(o] — o [sa1 o (o] —
< < < < < < <<
Hastalar

Sekil 4.5. Agir ve hafif seyir gosteren hastalarin hiyerarsik kiimeleme analizi
(Smuf 11 grubu hafif seyirli hastalar; A1-H1, A2-HI1. Sinif II grubu
agir seyirli hastalar; A1-H2, A2-H2. Smif IV grubu hafif seyirli
hastalar;A3-H1, A3-H2. Smmif IV grubu agir seyirli hasta; A3-H3.).
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4.4.2. Smf II Grubunda Yer Alan Agir ve Hafif Seyirli Hastalarda ifade
Farklihig1 Gosteren Genler ile Yolak Analizleri

CFTR mutasyonlar1 siniflandirtlmasinda, ayni sinif (Sif II) igerisinde yer
alan F508del/F508del ve F508del/G85E mutasyonlarina sahip A1 ve A2 ailelerindeki
hastalarin nazal siiriintiilerinden elde edilen RNA’lar kullanilarak Kistik Fibrozis
PCR Array (Qiagen) gerceklestirilmistir. Agir ve hafif seyir gosteren hastalar
arasinda agir seyirli hastalarda ifade farklilig1 gosteren 29 gen bulunmustur (EK-2).
Bu genler igerisinde agir seyir gosteren hastalarda (A1-H2 ve A2-H2) 13 genin
ifadesi artarken, 16 genin ifadesi azalmistir. 29 gen igerisinde agir seyirli hastalarda
anlamli olarak ifade farkliligi gosteren genler (p<0.05); Tumor Necrosis Factor
Receptor Superfamily, Member 11A (TNFRSF11A; RANK), Potassium Voltage-
Gated Channel (KCNE1), Syntaxin 1A (STX1A), Solute Carrier Family 9 Member 3
Regulator 2 (SLC9A3R2; NHERF-2), Chemokine (C-X-C motif) Ligand 1 (CXCL1),
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductane Regulator (CFTR), Chemokine (C-X-C
motif) Ligand 2 (CXCL2) olarak bulunmustur (Sekil 4.6). KEGG programi
kullanilarak 29 genin dahil oldugu yolaklar belirlenmistir (Tablo 4.2).



Gen Ad Kat Degisimi Gen Adi Kat Degisimi
TNFRSF11A 4.03 CXCL1 -5.03
KCNEI 3,90 CFTR -2.92
STX1A 3.03 CXCL2 -2.65
SLCY9AIR2 2,02
A) 5+ _*_ °
i 7]
o =
£ & 34
a -
g
[IE

Unpaired t test Unpaired t test
P value 0.0185 F value 0.0229
P value summary " P value summary -
Are means signif. drfFerenI? (P<0.05) | Yes _ Are means signif. different? (P < 0.09) | Yes
One- or two-tailed P value? Two-lailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
t. df 1=7.245 df=2 T drf t=6.500 di=2
44 e 254
T W 204
= 3 -:. %
-3 :g 15_
& o
< 24 [
= 2 101
1, s 2
SRS 3 054
0- ¥ = 0.0-
&
9@'
&
o
?'Qu
Unpaired t test Unpaired t test
P value 0.0086 P value 0.0380
P value summary B P value summary *
Are means signif. different? (P <0.03) | Yes Are means signif. different? (P < 0.08) | Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=10.71 df=2 1, df 1=5.123 di=2
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Unpairad t test
P value 0.0297
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) | Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=5.668 df=2

P value 0.0489
P value summary *
Are means signif. different? (P <0.05) | Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=4.353 df=2

2-

CXCL2 ifadesi

4

¢ 4

o &

& o
Unpaired t test
P value 0.0363
P value summary *
Are means signif. different? (P <0.05) | Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df 1=5.102 df=2

Sekil 4.6. Agir seyirli hastalarda (A1l-H2, A2-H2) ifadesi artan ve azalan genler.
(A: 2 kat ve tizerinde kat degisimi gosteren genler; TNFRSF11A, STX1A,

KCNE1, SLCY9A3R2. B: 2 kat ve altinda kat degisimi gosteren genler;

CXCL1, CFTR ve

CXCL2)
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Tablo 4.2. Agir seyirli hastalarda (A1-H2, A2-H2) ifade farklilig1 gosteren genlerin

yer aldig1 yolak sonuglart (p<0.05 olan genler * ile isaretlenmistir.).)

Yolak Ad1 Mliskili genler P degeri
IL -17 sinyal yolagi CXCL1*, LCN2, CXCL2*, IL1B, CXCLS8, | 6.83E-10
HSP90AAL, PTGS2, S100A8
NF-kappa B sinyal CXCL2*, CXCLS, IL1B, PTGS2, 7.91E-07
yolagi TNFRSF11A*, TNFRSF1A
Sitokin-sitokin reseptor CXCL1*, CXCL2*, CXCLS, IL1B, 5.37E-06
etkilesimi TNFSF10, CXCR2, TNFRSF11A*,
TNFRSF1A
TNF sinyal yolagi CXCL1*, CXCL2*, IL1B, PTGS2, 3.69E-05
TNFRSF1A
Kan akis gerilimi ve DUSP1, HSP90AAL, IL1B, TNFRSF1A, | 0.000109
aterosklerozis GSTM1
NOD-benzeri reseptor | CXCL1*, CXCL2*, CXCL8, HSP90AA1, | 0.000275
yolag1 IL1B
Aragsidonik asit PLA2G5, PTGS2, ALOX12B 0.001398
metabolizmasi
Nekroptozis HSP90AAL, IL1B, TNFRSF1A, TNFSF10 | 0.002421
Kemokin sinyal yolagi CXCL1*, CXCL2*, CXCL8 0.00422
Vezikiiler tasinimda SNAP23, STX1A* 0.00643
SNARE etkilesimleri
Aldosteron tarafindan SCNNI1G, SLC9A3R2* 0.00758
diizenlenen sodyum
iyonunun geri emilimi
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4.4.3. Smif IV Grubunda Yer Alan Agir ve Hafif Seyirli Hastalarda ifade
Farklihig1 Gosteren Genler ile Yolak Analizi

CFTR geni mutasyon siniflandirilmasinda, Sinif IV grubu icerisinde yer alan
11234V/11234V mutasyonuna sahip A3 ailesindeki hastalarin nazal siiriintiilerinden
elde edilen RNA’lar kullanilarak Kistik Fibrozis PCR Array (Qiagen)
gerceklestirilmistir. Agir ve hafif seyir gosteren hastalar arasinda agir seyirli hastada
(A3-H3) ifade farklilig1 gosteren 24 gen bulunmustur. Bu genler igerisinde agir seyir
gosteren hastada 3 genin ifadesi artarken, 21 genin ifadesi azalmistir. KEGG

programi kullanilarak 29 genin dahil oldugu yolaklar belirlenmistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Agir seyirli hastada (A3-H3) ifadesi artan ve azalan genler ve yolak
sonuglart. (A: 2 kat ve iizerinde kat degisimi gosteren genler. B: 2 kat ve altinda kat
degisimi gosteren genler. C: Agir seyirli hastada ifade farklilig1 gosteren 29 genin yer

aldig1 yolak sonuglari.)

A) B)
Gen Ad Kat Degisimi Gen Ad1 Kat Degisimi Gen Ad1 Delt“fiz;:mi
DEFBI 2,33 TNF 2,07 SFTPB 4,18
(661 9) 2,29 HSP90AALI 2,1 CXCR2 4,38
CLU 2,11 CXCLI 2,13 PLA2GS 4,42
PTGS2 2,22 SERPINAL | -4,63
CXCL8 23 MBL2 4,88
ILIB 291 NOS3 -5,09
TLR4 3,18 KCNEI -5,44
DUSPI 32 IGFBPS 7,27
CFTR 3,29 IL7R -9,43
ITGB2 3,55
HSPHI -3,75
ACE 38
C)
Yolak Adi Tliskili genler P degeri
IL-17 sinyal yolag1 | CCL2, CXCL1, CXCLS8, TNF 4.48E-09
HSP90AAL, IL1B, PTGS2
NOD-benzeri CCL2, CXCL1, CXCLS8, TNF 2.75E-07
reseptOr yolagi HSP90AAL, IL1B, TLR4
Kan akig gerilimi ve CCL2, DUSP1, HSP90AA1 1.8E-06
aterosklerozis IL1B, NOS3, TNF
NF-kappa B sinyal | CXCLS, IL1B, PTGS2, TLR4 5.91E-06
yolagi TNF
Diyabetik CCL2, CXCLS, IL1B, NOS3, 7.24E-06
komplikasyonlarda TNF
AGE-RAGE sinyal
yolagi
Sitokin-sitokin CCL2, CXCL1, CXCLS, IL1B 1.17E-05
reseptor etkilesimi CXCR2, IL7R, TNF
TNF sinyal yolagi | CCL2, CXCL1, IL1B, PTGS2 1.21E-05
TNF
Koagiilasyon yolag: CLU, ITGB2, MBL2, 6.71E-05
SERPINA1
TLR sinyal yolagi CXCLS, IL1B, TLR4, TNF 0.000196
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. 4.4.4. Siif IT ve Simif IV Grubu Agir ve Hafif Seyir Gosteren Hastalarda
Ifade Farklihg1 Gosteren Genlerin Kesisim Kiimesi ve Ortak Genlerin Yolak
Analizi

Smif II grubunda agir seyirli hastalarda (Al-H2, A2-H2) ifade farklilig
gosteren 29 gen ve Smuf IV grubunda agir seyirli hastada (A3-H3) ifade farkliligi
gosteren 24 gen icin ortak kesisim kiimesi yapilarak, mutasyon bagimsiz sekilde
ortak olarak ifade farklilig1 gosteren genler belirlenmistir. Sinif II grubunda agir
seyirli hastalarda ifade farklilig1 gésteren 29 genden 16’s1 Smif II grubuna ve Sinif
IV grubunda agir seyirli hastada ifade farklilig1 gosteren 24 genden 11°inin Sinif IV
grubuna ait oldugu bulunmustur. 13 genin her iki grupta da ortak oldugu
bulunmustur. 13 gen i¢in The Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery (DAVID) programinda yer alan gen ontoloji analizleri (biyolojik islev,
molekiiler fonksiyon, hiicresel kompartman ve doku) gergeklestirilmistir. Olusturulan
kesigim kiimesi ve gen ontoloji sonuglar1 Sekil 4.7°da gosterilmistir. KEGG programi

kullanilarak 13 genin dahil oldugu yolaklar belirlenmistir (Tablo 4.4).
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A)

Smuf 1T Sif IV
GSTMI, STXIA, DEFB1, CCL2, CLU, TNE,
SCNNIG, KIT, TLR4, ITGB2, HSPHI,
ALOXI12B, AHSA1, SLPI, SERPINAL
SLC9A3R2, ITGA2. NOS3, IGEBPS, IL7R

CXCL2, TNFSF10,
SNAP23, SI00AS8, LCN2,
TNFRSF11A. TNFRSFIA

KCNE1, ACE, CFTR, SFTPB, CXCR2, PLA2G5, IL1B,
HSP90AAIL, DUSP1, PTGS2, MBL2, CXCL1, CXCL8

B)

DAVID Bioinformatics Resources 6.8

Laboratory of Human Retrovirology and Immunoinformatics (LHRI)

Home | Start Analysis | Shortcut to DAVID Tools  Technical Center | Downloads & APTs | Term of Service - Why DAVID? - About Us

i) swint |ty - o GEETEEICTTE
GOTERM_BP_DIRECT positive requlation of neutrophil chemotaxis RT § 3 02 1,164 33E2
GOTERM_BP_DIRECT inflammatory response RT H 3 03 1,184 17E2
GOTERM_BP_DIRECT positive requlation of nitric exide process RT | 3 02 4264 4282
GOTERM_BP_DIRECT neutrophil chemotaxis RT & 3 02 9B8E4 73E2
GOTERM_BP_DIRECT chemakine-mediated signaling pathway RT | 3 02 1,1E3  6BE2
GOTERM_BP_DIRECT negative regulation of cell proliferation RT & 4 02 2463 1281
GOTERM_BP_DIRECT response to oxidative stress RT i 3 02 2,73 1,1E-1
GOTERM_BP_DIRECT positive regulation of angiogenesis RT & 3 02 293 1,1E1
GOTERM_BP_DIRECT chemotaxis RT i 3 02 333 1IE1
GOTERM_BP_DIRECT positive requlation of fever generation RT i 2 01 3683  11E1
S S SN T
||) GOTERM_CC_DIRECT extracellu\arregm RT 05 2265 1363
GOTERM_CC_DIRECT cell surface RT i 5 03 32E4 9,0E-3
GOTERM_CC_DIRECT Iysosome RT i 4 02 3,84 7,283
GOTERM_CC_DIRECT extracellular space RT i 6 04  L,1E3 1,62
GOTERM_CC_DIRECT apical plasma membrane RT i 3 02 1,582 1,66-1
GOTERM_CC_DIRECT protein complex RT | 3 02 2962 2,481
GOTERM_CC_DIRECT membrane RT i 5 03 4762 3,361
(oo | ot 4w im| o | i ni P i s
I I I) GOTERM_MF_DIRECT chemokine activity RT i 2 01 3482 9,6E-1
GOTERM_MF_DIRECT enzyme activator activity, RT i 2 01 3,6E-2 8,0E-1
I ™ N S T S T
UP_TISSUE Lung RT 0,3 65,92 9,5E-1
iV) UP_TISSUE Leukocyte RL i 2 01 8,762 8,56-1

Sekil 4.7. Siif II ve Smif IV grubunda ifade farklili§i gdsteren genlerin kesisim
kiimesi DAVID program1 gen ontoloji sonuglari. [(A: Sif IT ve Sinif IV grubunda
ifade farklilig1 gdsteren genlerin kesisim kiimesi. B: ifade farklilig1 ortak olan 13 gen
ile gercgeklestirilen gen ontoloji (i: biyolojik islev, ii: molekiiler fonksiyon, iii:
hiicresel kompartman ve iv: doku) sonuglari)].
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Tablo 4.4. Smf II ve Sinif IV grubu agir seyirli hastalarda ifade farklilig1 gosteren
ortak genlerin yolak analizi.

Yolak Adi Iliskili genler P degeri
IL-17 sinyal yolag1 | CXCL1, HSP90AAL, IL1B, 1.69E-06
PTGS2
TNF sinyal yolagi CXCL1, IL1B, PTGS2 0.000179
Kan akis gerilimi ve | DUSP1, IL1B, HSP90OAAl 0.000349
aterosklerozis
NOD-benzeri CXCL1, IL1B, HSP90OAA1l 0.000623
reseptOr yolagi
Arasidonik asit PLA2G5, PTGS2 0.002001
metabolizmasi
NF-kappa B sinyal DUSP1, IL1B, HSP90AA1 0.004494
yolagi
Pankreatik salgi CFTR, PLA2G5 0.004587
Th17 hiicre IL1B, HSP90AAl 0.00567
farklilagmasi
Nekroptozis IL1B, HSP90AA1 0.012648
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4.4.5. Hasta Grubu ve Kontrol Grubu Arasinda ifade Farklihg Gosteren
Genler ile Yolak Analizi

Hafif ve agir seyir gosteren 7 hasta (1. aile, 2. aile ve 3. aile) ve 3 kontrol
(K1, K2 ve K3) arasinda, Qiagen’e ait Excel® temelli analiz programi kullanilarak,
hastalarda ifade farkliligi gosteren 39 gen bulunmus ve hastalarda 30 genin ifadesi
artarken, 9 genin ifadesi azalmistir (EK-3). 39 gen igerisinde hastalarda anlamli
olarak ifade farkliligi gosteren genler (p<0.05); Intercellular Adhesion Molecule 1
(ICAM1), Ezrin (EZR), Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily, Member 1A
(TNFRSF1A), Heat Shock 70kDa Protein 1A (HSPA1A) olarak bulunmustur (Sekil
4.8). KEGG programi kullanilarak 39 genin dahil oldugu yolaklar belirlenmistir
(Tablo 4.5).



Gen Ad Kat Degisimi Gen Ad1 Kat degisimi
ICAM1 3,50 EZR -5,51
TNFSRF1A -2,34
HSP70 -2,26
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Sekil 4.8. Hasta (1 aile, 2. aile ve 3. aile) ve kontrol (K1, K2 ve K3) grubunda,
hastalarda ifadesi artis ve azalis gosteren genler. (A: 2 kat ve {izerindeki kat degisimi
gosteren gen; ICAMI1. B: 2 kat ve altindaki kat degisimi gosteren genler;
TNFRSF1A, HSP70, EZR.)
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Tablo 4.5. Hastalarda (1 aile, 2. aile ve 3. aile) ifade farklilig1 gdsteren genlerin yer

aldig1 yolak sonuglar1 (p<0.05 olan genler * ile isaretlenmistir).).

Yolak Adi Iliskili genler P degeri
TNF sinyal yolagi CCL2, CXCL1, CXCLZ2, EDN1 8.38E-13
FAS, ICAM1*, IL6, NFKBIA, PTGS2,
TNF
IL-17 sinyal yolagi CCL2, CXCL1, CXCL2, CXCLS8 1.85E-10
IL6, LCN2, NFKBIA, PTGS2, TNF
NF-kappa B sinyal CXCL2, CXCLS, ICAM1*, NFKBIA 6.69E-09
yolag1 PTGS2, TLR4, TNF, TNFRSF1A
Diyabetik CCL2, CXCLS8, EDN1, ICAM1* 9.31E-09
komplikasyonlarda IL6, NOS3, PRKCE, TNF
AGE-RAGE sinyal
yolagi

NOD-benzeri CCL2, CXCL1, CXCL2, CXCLS8 5.84E-07

reseptor yolagi IL6, NFKBIA, TLR4, TNF

Sitokin-sitokin CCL2, CXCL1, CXCL2, CXCLS8 4.19E-06
reseptor etkilesimi FAS, IL10, IL6, TNF, TNFRSF1A*
TLR sinyal yolagi CXCLS, IL6, NFKBIA, TLR2, TLR4 6E-06

TNF
Insiilin direnci IL6, NFKBIA, NOS3, PRKCE, TNF 7.08E-06
TNFRSF1A*
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. 4.5. Smif II ve Sinif IV Grubu Agir ve Hafif Seyir Gosteren Hastalarda
Ifade Farklihg1 Anlamh Genlerin Heatmap Gosterimi

Siif II grubunda yer alan agir (Al-H2, A2-H2) ve hafif (A1-H1, A2-H1)
seyirli, Smf IV grubunda yer alan agir (A3-H3) ve hafif seyirli (A3-H1, A3-H2)
hastalar arasinda, agir seyirli hastalarda ifade farkliligi anlamli olan 7 gen ile
(TNFRSF11A, KCNE1, STX1A, SLC9A3R2, CXCL1, CFTR ve CXCLZ2) ortalama
baglanti yontemi kullanilarak (average linkage) heatmap olusturulmustur.
Heatmap’te, ifadesi artis gosteren genler yesil, ifadesi azalis gosteren genler kirmizi
ve ifadesi degismeyen genler siyah renk ile belirtilmistir. Heatmap gdsteriminde,
Sinif II grubundaki agir seyirli hastalarin (A1-H2, A2-H2) yakn iliski icerisinde
olduklar1 bulunmustur. ilging bir bulgu olarak, Sinif IV grubu agir seyirli (A3-H3),
hafif seyirli (A3-H1) ve Sinif II grubu hafif seyirli (A1-H1) hastalarin da yakin iligki
icerisinde olduklar1 dikkat ¢ekmektedir (Sekil 4.9).

—— TNFRSF11A

—— KCNE1

— CFTR

— CXCL2

— CXC11

A1.H2
A2.H2

- o ™ - -
I I T I I
o Y] ] - Y]
< < < < <

Sekil 4.9. Sinmif 11 grubu agir seyirli hastalar (A1-H2, A2-H2) ve hafif seyirli hastalar
(Al-H1, A2-H1) ile Smif IV grubu agir seyirli hasta (A3-H3) ve hafif seyirli hastalar
(A3-H1, A3-H2) arasinda ifade farkliligi anlamli olan 7 gen ile olusturulmus
heatmap sonucu. (Kirmizi renk ifadesi azalan genleri, yesil renk ifadesi artan genleri

ve siyah renk ifadesi degismeyen genleri gostermektedir.)
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4.6. Hasta ve Kontrol Grubunda ifade Farkhiigi Gosteren Genlerin
Heatmap Gosterimi

Sinif II grubu, Smif IV grubu ve 3 kontroliin dahil oldugu toplam 10 bireyde
ifade farkliligi gosteren tim genlerle olusturulan heatmap sonucunda, kontrol
grubunda yer alan bireylerin (K1, K2 ve K3) Sinif IV grubunda yer alan hastalarla
daha yakin iliskide olduklar1 tespit edilmistir. Ilging bir bulgu olarak, Simf IV
grubunda yer alan agir seyirli hastanin (A3-H3) hafif seyirli hasta ile (A3-H2) daha
yakin iligkide olduklari saptanmigtir. A3-H2 ve A3-H3 hastalarinda ifadesi ortak
olarak artan/azalan genler karaciger tutulum bulgulari ile iliskilendirilmistir. Bununla
birlikte, A3-H2 ve A3-H3 hasta kardesler arasinda farkli ifade olan 17 genin
kemotaksis, inflamasyon ve immiin yanitta gorevli olduklar1 bulunmustur. Simf II
grubunda ise ayni ailede yer alan agir (A1-H2) ve hafif (A1-H1) seyirli hastalarin
gen ifade profillerinin daha benzer oldugu gozlemlenmistir. A1-H1 ve A1-H2 hasta
kardeslerde, ifadesi ortak olarak artan/azalan genlerin protein baglanma siireci,
sitokin ve kemokin aktivitesinde rol aldiklar1 belirlenmistir. A1-H1 ve Al-H2
arasinda farkli ifade olan 32 genin agir seyirli A1-H2 hastasinda karaciger tutulum
bulgular ile pozitif korelasyon gosterdigi saptanmistir. Hasta ve kontrol grubundan

olusan heatmap sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Kontrol grubu (K1, K2 ve K3), Smif I Grubu (A1-H1, A2-H1, Al1-H2,

A2-H2), Smif IV Grubu (A3-H1, A3-H2, A3-H3) icerisinde ifade farklilig1 gosteren
genlerle olusturulan heatmap gosterimi. (Kirmiz1 renk ifadesi azalan genleri, yesil

renk ifadesi artan genleri ve siyah renk ifadesi degismeyen genleri gdstermektedir.)
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4.7. Hastalarda Klinik Ozellikler ile ifade Farkhhg: Gésteren Genler
Arasindaki Korelasyon

Agir ve hafif seyir gosteren hasta kardeslerden olusan hasta grubunda klinik
ciddiyeti belirleyen ozellikler (tekrarlayan akciger enfeksiyonu gecirme durumu,
karaciger tutulum bulgular1, solunum bulgular1 ve kistik fibrozis iliskili diyabet) ile,
Kistik Fibrozis PCR Array’de yer alan 84 gen arasinda bir iliski olup olmadigini
belirlemek amaciyla SPSS programi (IBM SPSS Statistics, Version 22)
kullanilmistir. Klinik ciddiyeti belirleyen 6zelliklerden birisi olan karaciger tutulum
bulgular1 (karaciger tutulumu olmayan (A3-H1, A3-H2 ve A3-H3), hafif karaciger
tutulumu olan (A1-H1 ve A2-H1) ve ciddi karaciger tutulumu olan hastalar (A1-H2
ve A2-H2)) ve genler arasinda yapilan korelasyon analizi sonucunda, istatistiksel
olarak anlamli 36 gen karaciger tutulum bulgulan ile iliskilendirilmistir. 36 gen
icerisinden, 29 genin ifadesinin karaciger tutulum siddeti ile pozitif korelasyon
gosterdigi, 7 genin ifadesinin karaciger tutulum siddeti ile negatif korelasyon
gosterdigi bulunmustur. KEGG programi kullanilarak 36 genin dahil oldugu yolaklar
belirlenmistir (Tablo 4.6). Karaciger tutulum siddeti ile anlamli olarak iligkilendirilen

yolaklar kullanilarak olusturulan grafikler Sekil 4.11’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.6. Karaciger tutulum siddeti ile iligskilendirilen genler ve bu genlerle

olusturulan yolak analizi sonuglari. (A: Pozitif korelasyon, B: Negatif korelasyon, C:

Yolak analizi sonuglari.)

A) B)
Karaciger tutulum siddeti arttikga ifadesi artan genler p deferi Karaciger tutulum siddeti arttikca ifadesi azalan genler | p degeri
ACE 2.001 EZR 0.01
"(';;’,?h'fl" :::::: HSPOOAAI 0.01
PPP2R4 0.001 SLPI 0.01
PRTN3 0.001 SLC9A3RI1 0.03
SCNNIG 0.001 CLU 0.04
\1:'«:/::1<: :::::: o o0
STXIA 0.001 LCN2 0.04
C)
Yolak Adi Tliskili genler P degeri
Diyabetik CCL2, EDN1, NOS3, PRKCE, 1.62E-06
komplikasyonlarda AGE- TGFB1, TNF
RAGE sinyal yolagi
Kan akig gerilimi ve CCL2, EDN1, GSTM1, 1.12E-05
aterosklerozis HSP90AA1, NOS3, TNF
IL-17 sinyal yolagi CCL2, HSP90AA1L, LCN2, TNF 0.000406
Hiicreler arasi siki EZR, PRKCE, SLC9A3R1, TJP1 0.00381
baglanti
Antijen isleme ve sunumu HSP90AAL, HSPAS8, TNF 0.003092
Sitokin-sitokin reseptor CCL2, IL7R, TGFB1, TNF, 0.004772
etkilesimi TNFRSF11A
Insiilin direnci NOS3, PRKCE, TNF 0.007769
TNF sinyal yolagi CCL2, EDN1, TNF 0.008383
Aldosteron tarafindan SCNNI1G, SLC9A3R2 0.008764
diizenlenen sodyum
iyonunun geri emilimi
Relaxin sinyal yolag1 EDN1, NOS3, TGFB1 0.013202
Tip Il diyabet PRKCE, TNF 0.013332
Th-17 hiicre farklilagmasi HSP90AA1, TGFB1 0.040929
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Sekil 4.11. Karaciger tutulumu ile anlamli olarak iliskilendirilen yolaklar ve
yolaklarda yer alan genler. (A: Diyabetik komplikasyonlarda AGE-RAGE sinyal
yolagi B: Sitokin-sitokin reseptor etkilesimi, C: Insiilin direnci, D: TNF sinyal
yolagi, E: Aldosteron tarafindan diizenlenen sodyum iyonunun geri emilimi, F: Tip 1l

diyabet.).
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5. TARTISMA

Kistik fibrozis hastaligi, CFTR genindeki mutasyonlar sonucu olusan,
otozomal resesif kalittm modeline sahip hastaliklar arasinda en sik goriilenlerden
birisidir. Hastalik genel olarak, enfeksiyon kaynakli akcigerdeki fonksiyon
bozuklugu ile iliskilidir (1). Epitel hiicrelerde ifade olan CFTR proteini, cAMP ile
aktive olan bir klor kanalidir. Kistik fibroziste, CFTR protein yoklugu veya islevsel
olmayan CFTR proteini, hiicre disina klor salinimini engellemektedir. Hiicre i¢i ve
disindaki iyon dengesinin bozulmasi1 akcigerdeki mukus tabakasmnin su
kaybetmesine, devaminda mukus tabakasinin viicuttan uzaklastirilamamasi ile
birlikte, tekrarlayan akciger enfeksiyonuyla sonuglanan bir klinik tabloyu

olusturmaktadir (69).

Hastaliktan sorumlu CFTR geninde 2074 mutasyon tanimlanmistir (25).
Mutasyonlar toplam 7 smifta gruplandirilmis olup klinik tablonun en ciddi oldugu
mutasyon grubu Sinif I (IA, IB) Smuf II ve Siuf [II’tiir. Siaf IV, V ve VI grubunda
yer alan mutasyonlar hafif klinik seyir ile karakterizedir (70). Yapilan ¢aligmalarda
tilkemizde en sik goriilen CFTR mutasyonu %20-28,5 goriilme siklig1 ile F508del
olarak bulunmustur (27-29). Hastaligin en sik goriildiigi Avrupa ve Kuzey

Amerika’da bu oran %70-80 arasindadir (2).

Kistik fibroziste klinik ciddiyeti belirleyen en biyik faktor CFTR
mutasyonlaridir. Ayn1 mutasyonu tagimalarina ragmen klinik ciddiyetleri farkli olan
hastalarla yapilan ¢alismalar mevcuttur. Bu durum hastalik ciddiyetini etkileyen
bagka faktorlerin de olabilecegini diisiindiirmektedir. Klinik ciddiyeti etkileyen
faktorlerden bir digeri ise hastalikla iliskilendirilen genlerdir ki bu genler hastalik
ciddiyetini modifiye eden genler olarak ana bashkta toplanmistir. Ciddiyet ile
iligkilendirilen genlerin tanimlanmasinda kullanilan genom capinda iligkilendirme
caligmalar1 (GWAYS) ile hastalik ciddiyetini etkileyebilecegi diisiiniilen genlerde tek
niikleotid degisimleri (SNP) saptanmistir. Bu ¢alismalar dogrultusunda c¢ok sayida
gen modifier gen olarak tanimlanmistir (32, 34, 53). Transkriptomik arastirmalar
dogrultusunda da hastalik ciddiyetini etkileyebilecek ifade farklilig1 gosteren gen

veya gen setleri tanimlanmustir (52-60). GWAS ve transkriptomik arastirmalari
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iceren calismalar hasta/kontrol grubu arasinda veya ayni mutasyonu tagiyan agir ve
hafif gosteren hastalar arasinda yapilmistir. Epigenetik ve ¢evresel faktorler de klinik
ciddiyet iizerinde etkili olup, genetik kokenin benzer tutuldugu hasta kardes ve ikiz
caligmalar1 ¢alismalar1 olduk¢a 6nem tagimaktadir. Gergeklestirilen transkriptomik
aragtirmalar, kisith hasta sayisiyla yapilmis olup genetik kdkenin benzer tutuldugu

aile i¢i ¢alismalar1 icermemektedir.

Gergeklestirilen tez ¢alismasi kapsaminda, ayni mutasyonu tasimalarina
ragmen hastalik seyri farklilik gdsteren (agir/ hafif seyirli) hasta kardesler arasinda,
ifade farkliligi gosteren genlerin Kistik fibrozis PCR array yontemi kullanilarak

saptanmasi ve bu genlerle iligkili yolaklarin tanimlanmasi amaclanmistir.

Bu amag¢ kapsaminda, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Gogiis
Hastaliklar1 Unitesi tarafindan Tibbi Biyoloji Anabilim Dalina kistik fibrozis tanisi
ile gonderilen (ter testi sonucu 60 mmol/L ve iizeri olan), agir ve hafif seyir gosteren
kardesler igeren 3 aile (7 hasta) secilmistir. 1. ailede yer alan A1-H1 ve A1-H2 hasta
kardeslerde klinik ciddiyeti etkileyen ozellikler géz oniine alindiginda, kardesler
karaciger tutulumu ve kistik fibrozis iligkili diyabet agisindan degerlendirilmistir. Bu
sonuglara gore, 12 yasindaki hastanin (A1-H1), 16 yasindaki hastanin (A1-H2)
karaciger tutulumu gegirdigi yasta semptom gostermemesi ve bu hastada kistik
fibrozis iliskili diyabet olmamasi sebebi ile 12 yasindaki hasta hafif seyirli, 16
yasindaki hasta ise agir seyirli olarak belirlenmistir. Kistik fibrozis hastaliginin
tilkemizde Ocak 2015 tarihinden itibaren yenidogan programina katilmasi sebebi ile
2. ailede yer alan A2-H2 (3 yas) yenidogan tarama sonucunda hastalik tanis1 almstir.
Bu ailede yer alan hasta kardesler tekrarlayan akciger enfeksiyonu ve karaciger
tutulumu agisindan degerlendirildiginde, A2-H1 (6 yas) hafif seyirli ve A2-H2 (3
yas) agir seyirli olarak belirlenmistir. 3. ailede yer alan hasta kardesler ise
tekrarlayan akciger enfeksiyonu acgisindan degerlendirilmis ve 7 yasindaki A3-H1 en
hafif seyirli, 19 yasindaki A3-H2 hafif seyirli ve 9 yasindaki A3-H3 agir seyirli

olarak belirlenmistir.

Hastalarin CFTR mutasyonlarinin belirlenmesi amaci ile hasta kanlarindan
daha once izole edilmis ve saklanmakta olan DNA o6rnekleri kullanilarak DNA dizi

analizi gergeklestirilmistir. DNA Dizi Analizi sonuglarina gore, 1. ailenin
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mutasyonlart F508del/G85E, 2. ailenin mutasyonlar1 F508del/F508del ve 3. ailenin
mutasyonlart 11234V/11234V olarak saptanmistir. F508del ve G85E mutasyonlari
Smif IT CFTR mutasyonlar1 grubunda yer almaktadir. Bu mutasyonlar sonucunda
CFTR proteini E.R. aracili degredasyona ugrar. F508del ve G85E mutasyonlari ciddi
klinik bulgularla iliskilendirilmistir (71, 72). Decaestecker ve ark. (72) tarafindan
2004 yilinda gergeklestirilen bir aragtirmada, G85E/F508del ve F508del/F508del
mutasyonlarma sahip hastalarin  benzer ciddi klinik bulgulara sahip oldugu

gosterilmistir.

11234V mutasyonu Smif IV grubunda yer almaktadir. Bu mutasyon CFTR
kanalinin iyon gegirgenliginin azalmasina sebep olmaktadir. Simif IV grubunda yer
alan mutasyonlar, hafif klinik bulgular ile iliskilendirilmis olup literatiirde, 11234V

mutasyonu ile iligkili bir ¢aligma bulunmamaktadir.

CFTR mutasyonlar1 saptanan hastalarin nazal siiriintii 6rneklerinden elde
edilen RNA’lar kullanilarak diger deney basamaklari gerceklestirilmistir. Nazal
mukoza heterojen bir hiicre toplulugundan olugsmaktadir. Bu hiicre tipleri arasinda;
epitel (silli, salgi (squamous), farklilasmamis, bazal), endotel ve pyrimidal
hiicrelerden olusan solunum yolu hiicreleri bulunmaktadir (73). Nazal epitel hiicreler,
iist solunum yolunda bulunan epitel hiicre tipidir. Yapilan ¢ok sayida ¢aligmada nazal
epitel hiicrelerin alt solunum yoluna fizyolojik olarak benzer oOzellikte oldugu
bulunmustur (74). Nazal epitel hiicrelerinin gen profilinin alt solunum yolunda yer
alan akciger epitel hiicre gen profili ile uyumlu oldugunu gosteren transkriptomik
caligmalar mevcuttur (54, 56, 58, 59, 60). Kolay erisilebilen bir hiicre grubu olmasi,
Kistik fibrozis ¢alismalarinda siklikla kullanilmasi ve invazif olmayan bir yontem
kullanilarak 6rnek alinmasi sebebiyle tez ¢alismasi kapsaminda biyolojik materyal

olarak nazal siirlintiiden elde edilen nazal epitel hiicreler kullanilmistir.

Kistik Fibrozis PCR Array, kistik fibrozis hastaliginda ifade farklilig
gosteren ve CFTR proteini etkilesen toplam 84 genden olusmaktadir. Bu genler
toplamda 8 farkli gruba ayrilmis olup 96 kuyucuk formatindaki mikroplakanin her
bir kuyucuguna bir gene ait tasarlanmis primerler tutturulmustur. Ek olarak
normalizasyon i¢in 5 adet housekeeping gen, genomik DNA kontaminasyonunun

belirlenmesi i¢in 1 adet HGDC, cDNA sentezinin verimliligini belirlemek i¢in 3 adet
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RTC ve gercek zamanli PZR’nin verimliligini analiz etmek icin 3 adet PPC
bulunmaktadir. RT? First Strand Kit (Qiagen) igerisinde yer alan random hexamer
primerler kullanilarak c¢cDNA sentezi gerceklestirilmistir ve devaminda gergek
zamanli PZR’de kullanilan ve gen ifade analizinin tespit edilmesini saglayan SYBR
Green boyast ile Kistik Fibrozis PCR Array gerceklestirilmistir. Erime egrisi
grafiginde her genin tek bir pik verdigi ve drneklerde primer dimerlerinin olmadigi

belirlenmistir.

Ifade farklilig:i gosteren genlerin belirlenmesine yonelik olarak oncelikle
uygun housekeeping genlerin secilmesi amaglanmistir. NormFinder programi
kullanilarak hasta ve kontrol gruplarinda ifade diizeyi degisiklik gostermeyen iki gen
ACTB ve HPRTI1 olarak bulunmustur. Kistik fibrozis hastalarinin ve saglikl
kontrollerin nazal epitel hiicreleri kullanilarak gerceklestirilen bir ¢alismada,
NormFinder sonuglar ile ortiisecek sekilde Beta-2 microglobulin (B2M) geninin

nazal epitel hiicreler i¢in uygun referans gen olmadigi belirtilmistir (75).

Tez ¢aligmasinda, ayn1 mutasyonu tastyan ve klinik seyirleri farkli olan hasta
kardesler kullanilmasi amaglanmistir. Fakat calismaya dahil edilen aileler ayni
mutasyona sahip olmadig i¢in, analizler aynm1 sinifta yer alan agir ve hafif seyirli
hasta kardesler arasinda gerceklestirilmistir. Boylelikle calisma grubu Siif II ve

Smif IV grubu olmak iizere iki farkli grupta toplanmistir.

Sinif 1T grubundaki agir ve hafif seyir gosteren hastalar arasinda agir seyirli
hastalarda ifade farklilig1 gosteren 29 gen bulunmustur. 29 gen icerisinde agir seyirli
hastalarda ifade farkliligi anlamli olan 7 genden 4’4 kat artist gosterirken
(TNFRSF11A, KCNE1, STX1A ve SLC9A3R2) 3’ii kat azalis1 (CXCL1, CFTR ve
CXCL2) gostermistir. Agir seyirli hastalarda 4 kat artis gosteren TNFRSF11A, TNF
reseptOr grubunun bir {iyesi olup NF kappa B sinyal yolag: aracili proinflamatuvar
sitokin ve kemokinlerin transkripsiyonel aktivasyonunu tetiklemektedir (76). NF
kappa B aktivatorii olarak da bilinen TNFRSF11A’ nin ifadesinin artmasi, agir seyirli
hastalarda enfeksiyon sonucu olusan inflamasyon cevabimin artirilmasina yonelik
olabilecegi dusiiniilmiistiir. Agir seyirli hastalarda TNFRS11A reseptorii aracili
uyarilan sinyal yolagi devaminda CXCL1-2-8 gibi kemokin ve IL1B gibi sitokinlerin

salinimi tetiklenmistir.
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Kistik fibroziste yapilan bir¢ok ¢alismada kontrollere kiyasla bu kemokin ve
sitokinlerin ifadesinin hasta gruplarinda arttigi bulunmustur (56, 58, 60). Bu
caligmalardan birisinde, hastalarin nazal ve bronsiyel epitel hiicreleri kullanilarak
hastalarda saglikli kontrollere gore CXCL8 ve IL1B ifadesinin arttigi gosterilmistir
(60). Bu ¢alismaya benzer sekilde, 2017 yilinda yapilan arastirmada proinflamatuvar
sitokinlerin ifadesinin hastalarda arttig1 bulunmustur (55). Ilging bir bulgu olarak,
Ideozu ve ark. (52) tarafindan 2019 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada, kistik
fibrozis hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla NF kappa B yolaginin etkilenerek
CXCL1 ve IL1B sitokinlerinin ifadesinin azaldigi gosterilmistir. Bu calismaya
benzer sekilde, Kormann ve ark. (55) ve Wright ve ark. (59) agir ve hafif seyir
gosteren hastalarda, CXCL8 (IL-8) ifadesinin agir seyir gosteren hastalarda, tez
calismasinin  bulgular1 ile uyumluluk gdsteren bir sonu¢ olarak azaldigim
belirtmislerdir ve bu iki transkriptomik arastirmada da CXCLS8 ifadesinin seyirli
hastalarda klinik ciddiyetin belirlenmesinde giiglii bir rolii olmadig1 belirtilmistir.
Gergeklestirilen tez ¢calismasi kapsaminda, agir seyirli hastalarda CXCL1 ve CXCLS8
ifadesinin azalmasina yonelik olarak yapilan literatlir arastirmasi sonucunda, 2016
yilinda yapilan bir calismada, hastalarda E.R. stresinin CXCL1 ve CXCL8 saliniminm
azalttig1 gosterilmistir (77). E.R. stresinin kemokin salinimini azaltabilecegi ve
bununla birlikte, agir seyirli hastalarda CFTR ifadesinin azalmasi, NF kappa B sinyal
yolaginin etkilenmesi, epigenetik faktorler ve bu hastalarin daha sik tekrarlayan
akciger enfeksiyonu gegirme durumunun varligi, agir seyirli hastalarda inflamasyon

cevabinin baskilandig1 sonucunu diistindiirmiistiir.

Agir seyirli hastalarda 29 genin dahil oldugu biyolojik yolaklar KEGG
programi kullanilarak bulunmustur. Anlamlilig1 en yiiksek yolaklarin inflamasyon ve
immiin yanitta gorevli genleri igerdigi tespit edilmistir. Proinflamatuvar genlerin ve
kemokinlerin salinimimin tetiklendigi IL-17 sinyal yolagi, NF-kappa B sinyal yolag;,
Sitokin-sitokin reseptdr etkilesimi, TNF sinyal yolagi, NOD-benzeri reseptor yolagi
ve kemokin sinyal yolagi agir seyirli hastalarda tanimlanan yolaklardandir. Bu
yolaklarda yer alan genlerin ifadesindeki azalis agir seyirli hastalarda inflamasyon

yanitinin baskilandig1 hipotezini giiclendirmektedir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. Kistik fibroziste inflamasyon ve immiin yanitin olugsmasinda rol
alan molekiiler yolaklarin mekanizmasi (78). (MAPK: Mitogen
Activated Protein Kinase)

Sinif 1T grubu agir seyirli hastalarda tanimlanan bir diger yolak NOD benzeri
reseptor yolagidir. Bu yolak icerisinde yer alan ifade farkliligi anlamli genlerden olan
CXCLI1 5 kat, CXCL2 3,6 kat azalis gostermistir. Ifade farklilig1 anlamli olmasa da
bu yolaga giren IL1B’nin da agir seyirli hastalarda ifadesinin azaldigi bulunmustur.
Kalip Tanima Reseptorleri [Pattern Recognition Receptors (PRR)] miyeloid hiicreler
tarafindan tiretilen reseptor grubudur. Kalip tanima reseptorleri; patojenler tarafindan
iretilen lipopolisakkarit (LPS), mannoz gibi molekiillerin, bakteriyel veya viral
DNA/RNA’nin, hiicre ¢ekirdeginden sitozole salinan DNA molekiillerinin taninarak
immiin yanitin baglama siirecinde gorev alirlar (79). Hiicre yiizeyi ve sitozol olmak
tizere PRR’ler bulunduklar1 yere gore 2 gruba ayrilmistir. TLR ve C — type lectin
reseptorleri hiicre zarinda lokalize iken, Nucleotide-binding and oligomerization
domain (NOD)-benzeri reseptorler ve Retinoik asit reseptorleri sitozolde lokalizedir.
PRR’lerin tanidig1 molekiiller iki gruba ayrilmistir (80). Cekirdekten sitozole salinan
hiicre DNA’s1, mitokondriyel DNA ve immiin hiicreler tarafindan salinan sitokinler

ve ATP gibi molekiiller Hasarla Iliskili Molekiiler Yapilar [Damage Associated



56

Molecular Patterns (DAMP)] grubunda yer almaktadir. LPS, bakteriyel ve viral
DNA/RNA molekiilleri, bakteri toksinleri, patojen molekiilleri ise Patojenle iliskili
Molekiiler Yapilar [Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMP)] olarak
adlandirilmaktadir (79).

Sitozolde bulunan PRR’lerden birisi olan NOD benzeri reseptorler,
uyarildiklar1 zaman bir adaptér protein ile etkilesime gecerek aktif bir form
olustururlar ve devaminda yapiya kaspaz enzimi eklenerek inflamasyon siirecinin
baglamasi i¢in gerekli olan proinflamatuvar Interleukin 1 beta (IL1B) ve Interleukin
18 (IL18)’in olgun forma doniistiiriilmesi saglanmaktadir. Reseptor-adaptor protein-
kaspaz proteinlerinin bir araya gelerek olusturdugu bu yapi inflamazom olarak
adlandirilmaktadir (79). Proinflamatuvar sitokinlerin salinimi ile inflamasyon
mekanizmasimin uyarilmas: saglanmaktadir. NOD-, LRR- and pyrin domain-
containing protein 3 (NLRP3) inflamazomu en iyi bilenen inflamazom tiplerinden
birisidir (80, 81). Son yillarda yapilan ¢alismalarda, inflamazom mekanizmasinin
sadece miyeloid hiicre tiplerinde degil ayni zamanda miyeloid olmayan hiicre
tiplerinde de bulundugu gosterilmistir (81). Bu hiicre tiplerinde birisi olan epitel
hiicre ve kistik fibrozis iizerine yapilan c¢alismalar hiz kazanmistir. Kistik fibrozis
hastalarindan elde edilen primer bronsiyal epitel hiicre kiiltiirii ve monositlerde
gerceklestirilen bir calismada NLRP3 inflamazomunun aktiflestigi gosterilmistir.
Yapilan bu ¢alismada, CFTR protein ifadesinin azalmasi sonucunda, ENaC
ifadesinin artmasi ve bu durumun hiicrede sodyum iyonunun ve devaminda
potasyum iyonu artisina sebep olarak NLRP3 inflamazomunun uyarildigi ve
Interleukin 18 (IL18) saliniminin tetiklendigi bulunmustur (82). McElvaney ve ark.
(83) tarafindan 2019 yilinda gergeklestirilen bir calismada ise, kistik fibrozis
hastalarinin kan ve akciger sivilarindan elde edilen noétrofillerdeki NLRP3
inflamazomu aragtiritlmistir. Ayn1 zamanda CFTR mutasyonu olusturulan transgenik
farelerle de calisma in vivo olarak desteklenmistir (Sekil 5.2). Simif II grubunda bu
yolagin tanimlanmasi miyeloid olmayan nazal epitel hiicrelerde de inflamazom
mekanizmasinin olustugunu destekler nitelikte olup, agir seyirli hastalarda bu
yolaktaki genlerin ifadesinin azalmasi hiicredeki mutasyon veya bakteri kaynakl

E.R. stresinin varlig1 ile agiklanabilir.
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Sekil 5.2. Kistik fibrozis hastaliginda miyeolid olmayan hiicrede NLRP3 inflamazom

aktivasyon mekanizmasi (83).

Simif II grubunda saptanan bir diger yolak ise arasidonik asit
metabolizmasidir. Arasidonik asit metabolizmasinin, nétrofil kemotaksisinde, damar
biiziilme ve damar genislemesi gibi hiicrede pek ¢ok yolagin diizenlenmesinde rolii
oldugu bilinmektedir (84). Arasidonik asit, hiicre zarindaki fosfolipidlerin,
fosfolipazlarca yikimi sonrasinda olusan bir metabolittir. Bu metabolit 2 farkh
mekanizma ile yilkima ugramaktadir. Bunlardan birincisinde, arasidonik asit
lipoksigenazlar tarafindan yikima ugrayarak, kemoatraktan olarak gorev yapan
molekiillerin {iretimi gerceklesmektedir. Ikinci mekanizmada ise arasidonik asit
damar biiziilme/genisleme gibi siireglerde rol alan molekiillerin sentezinde gorev alan
siklooksigenazlar tarafindan yikima ugramaktadir (85). Sinif I grubu agir seyirli
hastalarda arasidonik asit metabolizmasinda Phospholipase A2, group V
[PLA2G5(fosfolipaz)],  Prostaglandin-endoperoxide  synthase 2  [PTGS2
(siklooksigenaz)], Arachidonate 12-lipoxygenase [ALOX12B (lipoksigenaz)] genleri
yer almigtir. Agir seyirli hastalarda PTGS2 ve PLA2GS genlerinin ifadesi azalmistir.
Sinif II grubu agir seyirli hastalarda tanimlanan bir diger yolak olan NOD-benzeri
reseptor yolagi sonucunda aktiflesen NLRP3 inflamazomunda yer alan aktif kaspaz
I’in arasidonik asit yikim metabolizmasini tetiklemesi ve ifadesi artan ALOX12B

geni arasidonik asit metabolizmasinin lipoksigenaz yolagi ile yikima ugrayarak
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notrofil  kemotaksisinde gorevli molekiillerin  sentezinin  gergeklesebilecegi
distiniilmiis ve arasidonik asit metabolizmasi NLRP3 inflamazomu ve devaminda

inflamasyon siireci ile iligkilendirilmistir.

Siif II grubunda tanimlanan Aldosteron tarafindan diizenlenen sodyum
iyonunun geri emiliminde yer alan genlerin ifadesi agir seyirli hastalarda kat artisi
gostermistir. Bu yolakta ifade farkliligi anlamli olan gen Solute carrier family 9
member 3 regulator 2 (SLC9A3R2) 2 kat artis gostermistir. SLC9A3R2, sodyum
iyonunun taginmasinda rolii olan bir diizenleyicidir (86). CFTR ile etkilesim
icerisinde olan SLC9A3R2’nin aktivitesinin CFTR tarafindan negatif olarak
diizenlendigi bilinmektedir (87). Tez caligmasinda, SLC9A3R2 ifadesinin artmasi,
CFTR ifadesinin azalmasi ile iliskilendirilmis ve bunun sonucunda, epitel
hiicrelerdeki sodyum iyonunun agir seyirli hastalarda emiliminin daha ¢ok olmasi ve
bu hastalardaki mukus tabakasinin daha ¢ok su kaybetmesine sebep olabilecegi
diisiiniilmiistiir. CFTR tarafindan negatif olarak diizenlenen baska bir sodyum
kanalin1 kodlayan gen Epithelial sodium channel (ENaC)’dir. ENaC proteinin alt
tinitesinden birisi olan Sodium channel, nonvoltage-gated 1, gamma (SCNN1G)’nin
hastalarda ifadesinin artmasinin hastalik ciddiyeti ile iliskilendirildigi ¢alismalar
mevcuttur (47, 48). Hastalarda SCNN1G ifadesinin artmasi sonucunda olusan mukus
tabakasinin iyon dengesi degigsmektedir. Fazla miktarda sodyum iyonu i¢eren viskdz
ve dehidrate mukusun hastalik ciddiyetini etkileyecegi diisiiniilmiis ve bu yolak

mukus viskozitesi agisindan yorumlanmistir.

Sif II grubu agir seyirli hastalarda bulunan yolaklardan bir digeri ise,
Vezikiiler tasinimda SNARE etkilesimleridir. Bu yolakta yer alan ve agir seyirli
hastalarda ifade farklilig1 anlamli olan STX1A geni 3 kat artis gostermistir. SNARE
protein ailesinde biri olan STX1A, CFTR ile fiziksel etkilesimde oldugu gosterilen
ilk proteindir (88). Yapilan ¢aligmalarda, Syntaxin 1A (STX1A)'min CFTR
proteininin amino ucu ile dogrudan etkilesime girdigi ve bunun sonucunda CFTR
ifadesinin azaldigi bulunmustur (89). Kistik fibrozis epitel hiicre hatlarinda
gerceklestirilen bir calismada STX1A’nin ayni zamanda CFTR proteinin kanal
aktivitesi gostermesinde de rolii oldugu bulunmustur (90). Bu sonuglar
dogrultusunda, STX1A’nin CFTR proteinin hem hiicre yiizeyine ulasmasinda hem de

CFTR kanali aracili klor sekresyonunda gorevli olabilecegi bulunmustur. ifadesi
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artan STXIA CFTR kanalinin ylizeye ulagsmasini ve kanal aktivitesi gostermesini
engellemektedir. Bu yolakta tanimlanan bir diger gen olan Synaptosomal-associated
protein, 23kDa (SNAP23), STX1A’nin protein partneri olup STX1A ile dogrudan
etkilesime girmektedir (88, 89). CFTR proteinin tasinmasi ve aktivite gosterme
stirecleri hem STX1A hem de SNAP23 tarafindan diizenlenmekte olup bu iki genin
agir seyirli hastalarda ifadesinin artmasi, azalmig CFTR ifadesi ve kanal aktivitesi ile

iliskilendirilmistir (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3. CFTR proteininin, STX1A ve SNAP23 proteinleri ile etkilesim

mekanizmasi (91).

Siif II grubu agir seyirli hastalarda saptanan nekroptozis, nekroz
mekanizmasinin programlanmig tipi olup, hiicredeki oksidatif stres ve patojen
kaynakl1 enfeksiyon sonucu olusan inflamasyonu takiben gerceklesen bir hiicre 6liim
tipidir. Tumor necrosis factor (TNF) ve onun reseptorii aracili sinyal iletimi
nekroptozis yolaginin aktive olmasinda gorevli sinyal yolaklarindan birisidir. Sinif 1T
grubu agir seyir gosteren hastalarda bu yolakta yer alan genlerden olan TNF ve onun
reseptoric olan Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A
(TNFRSFI1A)’nin uyarildigt ve bu uyarim sonucunda NF kappa aracili
proniflamatuvar sitokinlerin salimimi gerceklesmektedir (92). Proinflamatuvar

sitokinlerin salinimi, nekroptozis yolaginin aktiflesmesinde goérevli nekroptozom
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komplekslerinin olugmasini tetikleyerek hiicrede nekroptozis yolagini harekete

gecirdigi diistiniilmektedir (Sekil 5.4).

TNFRSF1A

NEKROPTOZIS

Sekil 5.4. Siif II grubu agir seyirli hastalarda tanimlanan nekroptozis yolag:

ve yolakta yer alan genler (93).

Siif IV grubundaki agir ve hafif seyir gosteren hastalar arasinda agir seyirli
hastada ifade farkliligi gosteren 24 gen (3 gen kat artisi, 21 gen kat azaligi)
bulunmustur. Tez calismast kapsaminda Smif IV grubu bir aileden (3 kardes)
olustugu igin, ifade farkliligi gosteren genlerin istatistiksel agidan anlamlilig
degerlendirilememistir ve Siif IV grubu i¢in saptanan yolaklar biyolojik anlamlilik
agisindan yorumlanmustir. Yolak analizlerinde, IL-17 sinyal yolagi, NOD-benzeri
reseptor yolagi, NF-kappa B sinyal yolagi, Sitokin-sitokin reseptor etkilesimi, TNF
sinyal yolagi ve TLR sinyal yolaklari bulunmustur. Bunlar igerisinde Simif II
grubundan farkli olarak Siif IV’e 6zgii olanlar Diyabetik komplikasyonlarda AGE-
RAGE sinyal yolagi ve TLR sinyal yolagi olarak bulunmustur.

Diyabetik komplikasyonlarda AGE-RAGE sinyal yolagi Advanced Glycation
End Products (AGE) ligandlarinin Receptor of Advanced Glycation End Products
(RAGE) reseptorlerine baglanarak hiire igerisindeki inflamasyon ile iliskili sinyal
yolaklarinin aktive olmasini saglar (94). AGE molekiilleri glikoz, reaktif oksijen
tirleri (ROS), DNA, High Mobility Group Box 1 (HMGB1) ve S100 protein
ailesinden olusmaktadir. Bu molekiilleri tanimada goérevli olan RAGE reseptorleri,

immiinoglobiilin siiper ailesinde yer almakta olup hepatik satelit hiicrelerde ve
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hepatositlerde ifade olur. AGE tarafindan uyarilan RAGE reseptorii hiicredeki sinyal
yolaklarini uyararak hedef genlerin transkripsiyonel aktivasyonunun ger¢eklesmesini
saglar (95). Agir seyirli hastada bu yolakta yer alan genlerin ifadesinde azalis
bulunmustur. Kistik fibroziste, akciger enfeksiyonu ve devaminda enfeksiyonlu
bolgeye notrofil gogii ile sonuglanan bir mekanizma bulunmaktadir. Notrofillerden
enfeksiyonla miicadele etmek i¢in dolagima notrofil elestaz (NE), S100 proteinleri ve
ROS salinimi olmaktadir (50, 51). Agir seyirli hastada tekrarlayan akciger
enfeksiyonu daha siddetli olup nétrofillerden salinan AGE miktarlarindaki artis
RAGE yolagmin aktivasyonu ile sonuglanmaktadir. RAGE yolagmin aktive olmasi
ile salinan sitokin ve kemokindeki artig karacigerde inflamasyon, diyabet ve damar
tikanikligr ile iligkilendirilmistir. Agir seyirli hastada karaciger tutulum bulgulari
olmay1p, hastada bu yolagin Sinif II grubuna kiyasla daha ciddi enfeksiyon ile iligkili
olabilecegi diisliniilmiistiir (Sekil 5.5).

AGE
+ Oksidatif stres
+ Yiksek glikoz N
« Inflamasyon e \R“\GE\ \— —+NF kappa B — CCL2, CXCL8 — | inflamasyon
- ROS IL1B, TNF
R ]
NOS3

Sekil 5.5. Simf IV grubu agir seyirli hastada tanimlanan AGE-RAGE sinyal yolag:

ve yolakta yer alan genler (96).

Simif IV grubunda tanimlanan bir diger yolak tanimlanan TLR sinyal
yolagidir. TLR sinyal yolaginda yer alan genlerden birisi olan TLR4 bakteri
tarafindan tretilen LPS’nin taninmasinda gorevli bir reseptordiir (51). Agir seyirli
hastada bu reseptdriin ifadesinin azalmasi1 ve dolayisiyla bu reseptoriin hiicre
igerisinde uyardig1 NF kappa B sinyal yolagi uyariminin azalmasi sonucu genlerin

ifadesinin de azaldig1 diistiniilmiistiir.

CFTR mutasyonlarindan bagimsiz olarak agir ve hafif seyir gosteren

hastalardaki durumu aragtirmak amaciyla Sinif Il grubunda agir seyirli hastalarda
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ifade farkliligi gosteren 29 gen ve Smif IV grubunda agir seyirli hastada ifade
farklilig1 gosteren 24 gen icin ortak kesisim kiimesi olusturulmustur. CFTR
mutasyonlarindan bagimsiz sekilde agir seyirli hastalarin tamaminda ifade farkliligi
gostererek ortak olarak 13 genin ifadesinin azaldigi bulunmustur. Bu genlerin
biyolojik siire¢, hiicresel kompartman ve molekiiler fonksiyonu iizerinde analizler
gerceklestirilmigtir. Ortak 13 genin nétrofil kemotaksisi ve diizenlenmesi, notrofil
kemotaksisinde, inflamasyon yanitinin olusmasinda, kemokin bagimmli sinyal
yolaginda ve oksidatif stres yanit1i gibi inflamasyon ve immiin yanit ile iliskili

biyolojik siireglerde yer aldig1 bulunmustur.

13 gen ile gergeklestirilen yolak analizleri sonucunda, farkli olarak bu grupta
pankreatik salgi yolagi saptanmistir. Bu yolak igerisinde yer alan ve ifadesi azalan
genlerden birisi olan CFTR, kistik fibrozis hastalarinda pankreatik ekzokrin
yetmezligi ile iligkilendirilmistir. Hastalarda CFTR ifadesinin olmamasi veya islevsel
olmayan CFTR proteini pankreas iyon dengesini degistirerek pankreatik salgilarin
bagirsaga ulasmasimi engellemektedir (9, 10). Ekzokrin pankreas yetmezligi
devaminda hastalarin yaklasik %10’ nunda goriilen kistik fibrozis iliskili diyabet ile
sonu¢lanmaktadir. Dolayis1 ile azalmig CFTR ifadesi insiilin direncinin artmasina
sebep olmaktadir (11, 12). Ayn1 zamanda bu yolak igerisinde yer alan PLA2G5 geni
fosfolipaz olup hiicre zarindaki fosfolipidlerin yikiminda gdrevli olan bir fosfolipaz
proteini kodlamaktadir. Yapilan bir calismada insiilin hormonunun salgilandig
hiicrelerinin diizenlenmesinde PLA2GS5 geninin rolii oldugu bulunmustur. PLA2GS
geni susturulmus farelerde, B hiicre ¢ogalmasinin arttigi gosterilmistir ve PLA2GS
geninin insiilin saliniminda negatif bir diizenleyici oldugu sonucuna varilmigtir (97).
Mutasyondan bagimsiz olarak agir seyirli hastalarda ifadesi azalan PLA2GS insiilin
salmimminin artmasina sebep olabilir. Bu grupta tanimlanan bir diger yolak olan
aragidonik asit metabolizmas1 ise Sinif II grubundaki sonuglara benzer olarak

inflamasyon siireci ile iligskilendirilmistir.

Benzer karsilastirmalar hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yapildigi zaman
hasta ve kontrol grubu arasinda hastalarda ifade farkliligi gosteren 39 gen
bulunmustur. 39 gen (30 gen kat artisi, 9 gen kat azalis1) igerisinde, istatistiksel
olarak anlamli bulunan genler Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1),
TNFRSF1A, Heat shock 70kDa protein 1A (HSP70) ve Ezrin (EZR)’dir. Hastalarda
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ifade farklilig1 gosteren 39 gen ile gergeklestirilen yolak analizleri sonucunda
inflamasyon ve immiin yanitta gorevli yolaklar bulunmustur. Bu yolaklarda yer alan
ICAM1 hastalarda 3,50 kat artis goOstermistir. Glikoprotein yapisinda bir hiicre
yiizeyi adezyon molekiilidiir (98). Yapilan ¢alismalarda, artmug ICAMI1 ifadesi
inflamasyon ile iligkilendirilmistir. Kistik fibrozis hastaligit ve ICAMI1 ifadesinin
arastirildig bir ¢alismada ifadesi artan ICAM1’in kistik fibrozis hastalik ciddiyeti ile
pozitif bir iliskisi oldugu bulunmustur (99, 100). Tez c¢alismasi kapsaminda,
hastalarda ICAM1’in ifadesinin artmasit inflamasyon yanitinin artmasi ile
iligkilendirilmistir.

HSP70 ve TNFRSF1A hiicre hayatta kalimi1 ve apoptoz mekanizmalarinin
diizenlenmesinde gorev alan proteinlerdendir (101). TNF reseptori TNFRSF1A
geninin hastalarda 2,34 kat azalis gostermesi NF kappa B aracili hiicre hayatta kalim
mekanizmasinin etkilendigini gostermektedir. Ayni sekilde, hastalarda 2,26 kat azalig
gosteren HSP70 apoptoz mekanizmasinda gorevli olup hiicre 6liimii ve hayatta

kalimi1 mekanizmalarinin hastalarda etkilendigi diistiniilmektedir.

Smuf II ve Siif IV grubu hastalarinda ifade farkliligi anlamli olan 7 gen ile
olusturulan heatmap gosteriminde, Sif II grubu agir seyirli (Al-H2, A2-H2)
hastalarin gen ifade profillerinin benzer olmasi beklenen bir sonugtur. Sinif IV grubu
agir seyirli hastanin (A3-H3), Siif IV grubu hafif seyirli hasta (A3-H1) ve Sinif II
grubu hafif seyirli hastanin (A1-H1) birlikte olusturdugu grup dikkat ¢eken bir bulgu
olmustur. Smif IV grubunda yer alan hastalardaki 11234V/11234V mutasyonunun,
CFTR proteini iizerindeki ciddiyetinin F508del/G85E mutasyonuna gore daha az
olmasi, A3-H3 agir seyirli hastanin Smif Il grubu hafif seyirli hastaya daha yakin

olabilecegi sonucunu diisiindiirmektedir.

7 hasta (1 aile, 2. aile ve 3. aile) ve 3 (K1, K2 ve K3) kontroliin dahil oldugu
10 bireyle olusturulan heatmap sonucunda, kontrollerin Sinif IV grubu ile daha
benzer gen ifade profillerinin olmasi, Siif IV grubu hastalarindaki 11234V/1234V
mutasyonunun CFTR proteini iizerinde daha hafif bir etkiye sahip olmasi ile
aciklanmistir. Smif IV grubu en hafif seyirli hasta olan A3-H1’in kontrol grubunda
yer alan K3 ile yakin iliskide oldugu goze carpmaktadir.
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Iliging olarak, Simf IV grubunda yer alan hafif seyirli A3-H2 ve agir seyirli
A3-H3 hastalar1 arasindaki benzerlik dikkat cekmektedir. A3-H2 ve A3-H3
hastalarinda karaciger tutulum bulgularinin olmadigi bilinmektedir. Agir seyirli A3-
H3 ve hafif seyirli A3-H2 hastalarinda ifade farkliligi ortak olan genler karaciger
tutulum bulgulan ile iliskilendirilmistir. Her iki hastada ifadesi azalan genlerin
karaciger tutulum bulgulari ile pozitif korelasyon gosterdigi saptanmistir (Tablo 4.6).
Bununla birlikte, A3-H2 ve A3-H3 hasta kardesler arasinda heatmap sonucunda
farkli ifade olan 17 gen (KIT, DEFB1, SNAP23, HSPA4, CLU, AHSAL, LCN2,
HSP90AAL, EZR, HSPH1, CCL2, TCF7L2, FAS, KCNE1, PPP2R4, SERPINA1 ve
CXCL2) 6nem tasimaktadir. Bu genlerin hiicre kemotaksisinde, inflamasyon ve
immiin yanitta gorevli olduklar1 ve dahil olduklar1 hiicresel sinyal yolaklarinin TNF,
kemokin ve IL-17 sinyal yolaklari oldugu bulunmustur. Ayrica A3-H2 ve A3-H3
arasinda, 17 genin saperon bagimli protein stabilizasyonu ve katlanmamis protein
stireclerinde gorevli olduklari da saptanmistir. Olusturulan heatmap dogrultusunda,
Smif IV grubu A3-H2 ve A3-H3 arasinda, karaciger tutulum siddetlerinin hafif ve
benzer oldugu sonucu c¢ikarilmistir. Ek olarak, inflamasyon yanitinda gorevli ve
protein islenme siirecinde tanimlanan yolaklarin bu iki hasta arasindaki klinik

ciddiyet farkinin agiklanmasinda rolii olabilecegi diistiniilmiistiir.

Heatmap’te dikkat ¢eken bagka bir bulgu, 1. ailedeki agir seyirli A1-H2 ve
hafif seyirli A1-H1 hastas1 arasinda kurulan yakin iliski olmustur. A1-H1 ve Al-H2
arasinda, ifade farklilig1 ortak olan genlerin LPS yaniti, sitokin ve kemokin aktivitesi
ve protein baglanma siireglerinde rol aldiklart belirlenmistir. Bununla birlikte, iki
hasta arasinda ifade farklilig1 degisken olan 32 gen bulunmustur. A1-H1 ve Al-H2
arasindaki klinik ciddiyet farkliligini1 aciklayan 6zellik karaciger tutulum bulgusu
siddeti olup agir seyirli hastanin karaciger tutulum bulgusu daha ciddidir. Tablo
4.6’ta yer alan ve agir seyirli A1-H2 hastasinda ifadesi artan 32 genin karaciger
tutulum bulgulan ile pozitif korelasyon gosterdigi saptanmustir. 1. ailedeki agir ve
hafif seyirli hastalarin inflamasyon yanitinda gorevli yolaklar ve protein baglanma
sirecleri agisindan benzer oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu durumun aksine, A1-H1
ve Al-H2 hasta kardeslerinin karaciger tutulum bulgular1 acisindan klinik

ciddiyetlerinin farkli oldugu gosterilmistir.
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Son olarak hastalarda Kklinik ozellikler ile ifade farkliligi gosteren genler
arasindaki korelasyonu arastirmak amaciyla hastalarin klinik 6zellikleri ile gen ifade
diizeyleri arasinda bir iligski olup olmadigi analiz edilmistir. Bu dogrultuda, karaciger
tutulum siddeti ile istatistiksel olarak anlamli 36 gende bir iliski diizeyi saptanmustir.
Toplam 36 gen ile gerceklestirilen yolak analizleri sonucunda, karaciger tutulum
siddeti ile iliskili olabilecek; Diyabetik komplikasyonlarda AGE-RAGE sinyal
yolagi, Sitokin-sitokin reseptdr etkilesimi, Insiilin direnci, TNF sinyal yolagi,
Aldosteron tarafindan diizenlenen sodyum iyonunun geri emilimi ve Tip Il diyabet

yolaklar1 tanimlanmustir.

Bu yolaklar arasinda istatistiksel olarak en anlamli yolaklardan olan diyabetik
komplikasyonlarda AGE-RAGE sinyal yolaginda 6 gen yer almigtir. Bu genlerin
karaciger tutulum siddeti arttik¢a ifadesinin arttigi bulunmustur. Dolayisiyla bu
genler Kkaraciger inflamasyonu ile iliskilendirilmis olup, genlerin ifadesinin

artmasinin karaciger tutulum siddetini artirabilecegi diistiniilmiistiir.

Karaciger tutulum siddeti ile iliskilendirilen insiilin direnci ve tip II diyabet
yolaklar1 birlikte tartisilmistir. Her 1ki yolakta da tanimlanan genlerin ifadesi arttikca
karaciger tutulum siddeti artmaktadir. Hastalarda, CFTR mutasyonlar1 sonucu olusan
pankreas fonksiyon bozuklugu, insiilin saliim mekanizmasini etkilemektedir.
Insiilin sekresyonunun bozulmasi, dolasimdaki glikoz miktarini artirmakta ve bu
durum karacigerde fonksiyon bozukluguna sebep olmaktadir (102, 103). Artmis
glikoz miktar1 TNF sitokinin dolasimdaki ifadesinin artmasina sebep olmakta ve bu
durum karaciger hiicrelerinin lipogenezine ve inflamasyona sebep olmaktadir.
Hastalarda glikoz metabolizmasinin bozulmast tip II diyabet yolagi ile de
iligkilendirilmis olup bu yolak insiilin direncinin olugmasina ve bu durumun

karaciger fonksiyon bozukluguna sebep oldugu diistiniilmiistiir.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasi dogrultusunda, agir ve hafif seyir gosteren
hasta kardesler arasindaki klinik ciddiyet farkina sebep olabilecek temel
mekanizmalar saptanmis ve iliskili yolaklar aydinlatilmistir. Literatiirde simif Il ve
simif IV grubunun klinik ciddiyet agisindan karsilastirildig1 bir ¢alisma bulunmayip

tez caligmasi bu ¢iktilar dogrultusunda 6zgiin bir ¢alismadir.
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Tez c¢alismast ileri donemde, tedavi icin yeni hedef molekiillerin
gelistirilmesine ve elde edilen adaylarin hem prognostik hemde terapotik biyobelirteg
olarak kullanilmalarma olanak saglayabilecektir. Boylece hastaliga ait karaciger
tutulum bulgulariin ilerlemesinin engellenmesi, hastalarin yasam siiresi ve yasam
kalitesinin arttiritlmasi agisindan 6nemli olacaktir. Ayn1 zamanda hasta ve saglikli
kontroller arasinda ifade farkliligi gosteren gen ve iliskili yolaklarin saptanmast,
kistik fibrozis hastaligina benzeyen diger solunum yolu hastaliklarin da patogenezine

151k tutacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonuglar

Gergeklestirilen tez ¢alismasi kapsaminda, asagidaki sonuglar elde edilmistir.

Nazal siirlintii 6rneklerinden izole edilen RNA miktarlarinin 88-908 ng/ul
arasinda oldugu bulundu. Agaroz jel elektroforezi sonucunda, elde edilen
RNA’larda 18S rRNA ve 28S rRNA bantlar1 goriildii ve RNA’larin degrede
olmadig1 sonucuna varildi. Elde edilen RNA miktarinin deney planinin diger

basamagini gerceklestirmek i¢in yeterli bir miktarda oldugu belirlendi.

NormFinder programi ile ACTB ve HPRTI1 genlerinin, hasta grubu ve
kontrol grubunda ifade diizeyinin degismedigi bulunarak bu genler

normalizator olarak kullanildi.

Smif II grubu agir ve hafif seyir gosteren hastalar arasinda, agir seyirli
hastalarda ifade farkliligi gosteren 29 gen saptandi. Bu genler igerisinde
anlamli olarak TNFRSF11A geninde 4,03 kat artis1 (p=0.01), SLC9A3R2
geninde 2,02 kat artis1 (p=0.03), STX1A geninde 3,03 kat artis1 (p=0.008) ve
KCNEL1 geninde 3,90 kat artist saptandi. CFTR geninde 2,92 kat azalisi
(p=0.04), CXCL1 geninde 5,03 kat azalis1 (p=0.03) ve CXCL2 geninde 2,65
kat azalig1 (p=0.02) saptandi.

Smuf II grubu agir ve hafif seyir gosteren hastalar arasinda, klinik ciddiyet ile
iligkilendirilebilecek IL -17 sinyal yolagi, NF-kappa B sinyal yolag, Sitokin-
sitokin reseptor etkilesimi, TNF sinyal yolagi, NOD-benzeri reseptor yolagi,
Aragidonik asit metabolizmasi, Nekroptozis, Kemokin sinyal yolagi,
Vezikiiler tasinimda SNARE etkilesimleri ve Aldosteron tarafindan

diizenlenen sodyum iyonunun geri emilimi yolaklar1 tanimlandi.

Siif IV grubunda agir ve hafif seyir gosteren hastalar arasinda, agir seyirli

hastalarda ifade farklilig1 gosteren 24 gen saptandi.

Smif IV grubu agir ve hafif seyir gosteren hastalar arasinda, klinik ciddiyet
ile iliskilendirilebilecek IL-17 sinyal yolagi, NOD-benzeri reseptér yolagi,
NF-kappa B sinyal yolagi, Diyabetik komplikasyonlarda AGE-RAGE sinyal
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yolagi, Sitokin-sitokin reseptor etkilesimi, TNF sinyal yolagi ve TLR sinyal

yolag1 tanimlandi.

Siif II ve Smuf IV grubu arasinda ifade farkliligi gosteren genlerle ortak
kesisim kiimesi olusturuldu. Her iki grupta da agir seyirli hastalarda ifade
farklilig1 ortak olan 13 gen saptandi. Bu genler i¢in gen ontoloji analizleri
yapildi ve genlerin notrofil kemotaksisinin diizenlenme, inflamasyon

yanitinin olusmasinda ve kemokin aktivitesinde yer alabilecekleri bulundu.

Sinif II ve Sinif IV grubu arasinda ifade farklilig1 ortak olan genlerle yapilan
yolak analizi sonuglarinda, agir seyirli hastalarin tamaminda ortak olarak IL-
17 sinyal yolagi, TNF sinyal yolagi, NOD-benzeri reseptér yolagi,
Arasidonik asit metabolizmasi, NF-kappa B sinyal yolagi, Pankreatik salgi

ve Nekroptozis yolaklari tanimlandi.

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda, hastalarda ifade farkliligi gosteren 39 gen
saptandi. Bu genler igerisinde anlamli olarak ICAM1 geninde 3,50 kat artis1
(p=0.03) saptandi. EZR geninde 5,51 kat azalis1 (p=0.02), TNFSRF1A
geninde 2,34 kat azalisi (p=0.01) ve HSP70 geninde 2,26 kat azalist
(p=0.006) saptandi.

Hasta ve kontrol grubu arasinda hastalarda, ifade farklilig1 gosteren genlerle
yapilan yolak analizi sonu¢larinda TNF sinyal yolagi, 1L-17 sinyal yolag,
NF-kappa B sinyal yolagi, diyabetik komplikasyonlarda AGE-RAGE sinyal
yolagi, NOD-benzeri reseptor yolagi, Sitokin-sitokin reseptor etkilesimi,

TLR sinyal yolag: ve Insiilin direnci yolaklari tanimlandu.

Gergeklestirilen hiyerarsik kiimeleme analizi sonuglarinda, Siif II grubunda
yer alan agir seyirli hastalarin gen profillerinin birbirine benzer ve yine bu
grupta yer alan hafif seyirli hastalarin gen ifade profillerinin birbirine benzer

oldugu bulundu.

Genler ve Kklinik 6zellikler arasinda iliski kurulmasi amaciyla gergeklestirilen
korelasyon analizi sonuglarinda, karaciger tutulum siddeti ile 36 gen arasinda
istatistiksel olarak anlaml iliski oldugu saptandi. Bu genlerle gergeklestirilen
yolak analizleri sonucunda, karaciger tutulum siddeti ile Diyabetik
komplikasyonlarda AGE-RAGE sinyal yolagi, Sitokin-sitokin reseptor
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etkilesimi, Insiilin direnci, TNF sinyal yolagi, Aldosteron tarafindan
diizenlenen sodyum iyonunun geri emilimi ve Tip Il diyabet yolaklar

iliskilendirildi.

6.2. Oneriler

=  Sif II ve Smif IV grubunda, agir seyirli hastalarda hastalik ciddiyeti ile
iligkili olabilecegi diisliniilen gen veya gen setleri segilerek, Kistik Fibrozis

PCR Array sonuglarinin validasyonu yapilacaktir.

» (Calismaya dahil edilen Smif IV grubu tek bir aileden olustugu i¢in, Sinif IV
grubundaki verilerin dogrulanmasi amaci ile hasta sayisi artirilip analizlerin

tekrarlanmasi planlanmaktadir.

»  Siuf Il ve Siif IV grubunda yer alan agir seyirli hastalarda, hastalik ciddiyeti
ile iliskilendirilen genlerin, protein diizeyindeki degisikliklerini belirlemek
amact ile fonksiyonel analizler yapilmasi planlanmaktadir. Bu amag
dogrultusunda hasta nazal siiriintii 6rnekleri kullanilarak olusturulacak olan

primer hiicre kiiltiirlerinde fonksiyonel ¢alismalar gergeklestirilecektir.

= Inflamasyon siirecinde yer alan sitokinlerin, agir seyirli hastalarda azalmasi
sonucu dogrultusunda, hastalardan elde edilen serum Orneklerinde salgi

sitokinlerinin protein diizeyindeki ifadesinin arastirilmasi diisiiniilmektedir.

* QGrubumuz tarafindan kistik fibrozis hastalarinda fenotipik farkliligi
aciklamaya yonelik mikro RNA (miRNA)’larin arastirildig1 projede, agir ve
hafif seyir gosteren hasta kardeslerden olusan hasta grubunda miRNA’larin
tanimlanmast ve genlerin miRNA hedefleri olma durumunun arastirilmasi

planlanmaktadir.
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