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OZET

Primer siliyer diskinezi (PCD) hastalarinda dis dynein kolu (ODA) defektleri ile
silyum 6n yapim proteinlerinin iligkisinin histolojik olarak arastiriimasi, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Uzmanlik Tezi, Ankara, 2022.
Primer siliyer diskinezi (PCD), nadir ve otozomal resesif gecisli, sinopulmoner
enfeksiyonlar ile karakterize ve motil silyum/flagellumun defektine bagh olusan bir
hastaliktir. Aksonem yapisinda mikrotiibiil diizenlenmesine sahip olan silyumun
icerdigi yapisal proteinlerin PCD’li bireylerin genetik heterojenitesine bagli olarak
defektleri gozlenmektedir. Zinc finger MYND domain-containing protein 10
(ZMYND10); dis dynein kolu (ODA) ve siliyer yapi elementlerinin 6n yapiminda goreuvli
olan proteindir. GRP78 molekiler bir saperon olarak ¢alismaktir. Bu arastirmaya,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Gogiis Hastaliklari Béliimii’nde klinik ve
genetik olarak PCD 6n tanisi (ODA defekti) almis yaslari 14-23 olan 8 adet hasta birey
dahil edilmistir. Hastalarin nazal siirtinti Ornekleri DNAH5-asetile beta ttbdlin,
RSPH9-ZMYND10 ve RSPH9-GRP78 antikorlari ile ¢ift isaretleme yapilmistir ve
floresan mikroskopta degerlendirmeler yapilmistir. immiinofloresan
isaretlemelerinde DNAH5 mutasyonlu hastalarin %75’inde; DNAH5 ve ZMYND10
floresan isaretlenmesi gozlenmemistir. Kontrol ve hastalarin DNAH5 ve ZMYND10
dizeltilmis toplam hiicre floresan (CTCF) 6lcimlerinin ortalama degerleri arasinda
anlamli fark bulunmustur. Hastalarin %63’Unde GRP78 floresan isaretlenmesi
gozlenmemistir ve kontrole gére anlamli fark bulunmustur. Bu bulgular sonucunda
ayni DNAHS5 geninde farkli mutasyona sahip ODA defekti olan hastalarin; silyum 6n
yapiminda goérevli ZMYND10 ve saperon proteini olan GRP78 proteinleri ile iliskisinin
oldugu kalitatif olarak gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Primer Siliyer Diskinezi (PCD), Dis dynein kolu (ODA), Silyum 6n

yapim proteinleri, Nadir hastalik, Histoloji

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

(HUBAP) (Proje numarasi: TSA-2021-19011) tarafindan desteklenmistir.



ABSTRACT

Histological investigation of the relationship between external dynein arm (ODA)
defects and cilium preforming proteins in primary ciliary dyskinesia (PCD) patients,
Hacettepe University Faculty of Medicine, Histology and Embryology Specialization
Thesis, Ankara, 2022. Primary ciliary dyskinesia (PCD) is rare and autosomal
recessive, a transmissible disease characterized by sinopulmonary infections and
caused by a defect in the motile cilium/flagellum. Defects of the structural proteins
contained in the cilium, which has a microtubule arrangement in the axoneme
structure, are observed due to the genetic heterogeneity of individuals with PCD. Zinc
finger MYND domain-containing protein 10 (ZMYND10); It is the protein that is
responsible for the pre-production of outer dynein arm (ODA) and ciliary structure
elements. GRP78 function is to work as a molecular chaperone. Eight patients aged
14-23 who had clinically and genetically prediagnosed PCD (ODA defect) in Hacettepe
University Faculty of Medicine, Department of Pediatric Chest Diseases were
included in this study. Nasal swab samples of the patients were double-labeled with
DNAHS5-acetylated beta tubulin, RSPH9-ZMYND10 and RSPH9-GRP78 antibodies and
evaluated under fluorescent microscope. In 75% of patients with DNAH5 mutations
in immunofluorescence markings; No fluorescent labeling of DNAH5 and ZMYND10
was observed. There was a significant difference between the mean values of DNAH5
and ZMYND10 corrected total cell fluorescence (CTCF) measurements of control and
patients. Fluorescent labeling of GRP78 was not observed in 63% of the patients, and
a significant difference was found compared to the control. As a result of these
findings, patients with ODA defect with different mutations in the same DNAH5 gene;
it has been shown qualitatively that it has a relationship with ZMYND10, which is

involved in cilium preconstruction, and GRP78, which is a chaperone protein.

Keywords: Primary Ciliary Dyskinesia (PCD), Outer dynein arm (ODA), Cilium

preforming proteins, Rare disease, Histology

This project is financially supported by HUBAP (Project number: TSA-2021-19011).
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1. GiRiS

Primer siliyer diskinezi (PCD) motil silyum veya flagellumun defektine bagh
olusan otozomal resesif bir hastaliktir (1, 2). ilk olarak siniizit, bronsiektazi ve situs
inversus Ucllisu ile (Kartagener) tanimlansa da (3), 1976’da patogenezin silyum
yapisinda/fonksiyonunda defekt ile iliskili oldugu saptanarak Primer Siliyer Diskinezi
(PCD) olarak yeniden adlandiriimistir (4). PCD’nin diinyada goriilme insidansi 1/15-
000- 1/40.000 oraninda (5) olup; 2019 yilinda Avrupa’da retrospektif olarak yapilan
calismada, PCD’li hastalarin mortalite orani %5 olarak saptanmistir (6). PCD, genetik
heterojenite gosteren ve degisik klinik bulgular ile seyreden nadir bir hastaliktir (7).
Akraba evliligi ve buna bagh genetik gecisli nadir hastaliklarin goriilme oraninin
yuksek oldugu tlkemizde de PCD insidansinin yiiksek oldugu tahmin edilmektedir (8).
Proteomik ve genomik veriye gore motil silyumun fonksiyonu ve yapiminda ylizlerce
protein gerekmektedir (9-12). Genetik heterojenite gosteren PCD ile iliskili olarak
ginimiize kadar tanimlanmis 50’den fazla gende mutasyon bildirilmistir (13, 14).
PCD, silyum yapisindaki fonksiyonel bozukluk ve genetik heterojenite ile seyreden bir
hastalik olarak tanimlansa da silyogenezis defekti-hiicre i¢i protein yapimi iliskisi
heniliz aydinlatilamamistir.

PCD hastaligl, anormal siliyer fonksiyon nedeniyle infantil donemden itibaren
baslayan kronik sinopulmoner enfeksiyonlarla seyretmektedir (13, 15-17). PCD
olgularinda bozulmus mukosiliyer temizlemeden dolay artmis purilan sekresyon,
kronik oksiriik, rinit, sintzit, otitis media, duyma bozuklugu, Gst ve alt solunum
sisteminin tekrarlayan enfeksiyonlari klinik olarak gézlenmektedir (13, 15-17). Ayrica
silyum yapisinin bozulmasi ile erkek infertilitesi, organlarin sag-sol asimetrisi ve
kardiyak anomalilerin bulunmasi da PCD icin karakteristiktir (16-18).

Silyumlar, vicudumuzda c¢ogu hicrede bulunan vyaygin ylzey
modifikasyonlaridir (19-21). Ozellikle solunum vyollari ve erkek iireme sisteminde
bulunan motil silyum vyapisinin periferde 9 c¢ift mikrotibll ile merkezde iki
mikrotlbilden (9+2) meydana gelen aksonemden olustugu bilinmektedir (19-21).
Her bir ¢ift mikrotlibdl, iliskili bir motor protein olan silyum dyneini iceren 2 adet kol

(ic dynein kollari (IDA) ve dis dynein kollari (ODA)) ile baglantilidir (19-21).



Dynein motor proteinin kollarinin &ncillerinin sentezi sitoplazmada
baslamakta ve IFT (intraflajellar transport) ile silyuma (aksonem yapisina)
tasinmaktadir (22-25). Aksonemal dynein yapim faktorleri olarak bilinen (DNAAF)
proteinleri, saperon kompleksiyle birlikte calisarak ODA ve IDA’larin dogru bir bicimde
yapilmasinda gorev almaktadir (26-28). Aksonemal dynein yapim faktérlerinde
(DNAAF) goriilen defektler, ic dynein kollari (IDA) ve dis dynein kollarinda (ODA)
kayipla sonuglanmaktadir (26, 27, 29-31).

Zinc finger MYND type containin 10 (ZMYND10), 3p21 kromozomunda yer
alan DNAAF ailesinden aksonemal dynein 6n yapim proteinidir ve siliyer yapi
elementlerinin 6n yapiminda gorevlidir (32). Sinirli sayida g¢alismada ZMYND10
mutasyonu ile PCD’nin iliskili oldugu gosterilmistir (29, 33-35).

PCD hastaligi, iliskili genlerin ve proteinlerin motil silyum defektine neden
olmasiyla gerceklesmektedir. Literatlirde ODA defektleri ile iliskili cesitli mutasyonlar
tanimlanmis olsa da dynein protein kollarinin yapim asamasindaki bozukluklar ile PCD
iliskisi sinirh sayida ¢alisilmistir. Motil silyumun hareketinde goérev alan dis dynein
kollari, ribozomlarda sentezlendikten sonra endoplazma retikulumunda (ER)
saperonlar ile katlanmakta ve sitoplazmada 6n yapim proteinleri ile yapimi
tamamlanmaktadir. ZMYND10; IDA, ODA ve siliyer yapi elementlerinin 6n yapiminda
gorevli olan 6n yapim proteinidir (32, 36). Literatlirde sinirli calismada ODA defekti ile
ZMYND10 proteininin iliskisi calisiimistir. Glikozla Diizenlenmis Protein 78 (GRP78)
fizyolojik olarak molekiiler bir saperon fonksiyonu yapmaktadir. Yanlis katlanmis
proteinler ve birlestiriimemis komplekslere baglanir ve katlanmamis protein cevabi
(UPR) diizenlemesinden sorumlu endoplazma retikulumu ile iliskili yikilmayi (ERAD)
baslatmaktadir (93). PCD gibi sadece semptomlara yonelik palyatif tedavi disinda;
heniz belirli bir kiiratif tedavisi bulunmayan, siliyer defekt ve rekiirren solunum yolu
enfeksiyonu nedeni ile mortaliteye sebep olabilen nadir hastaligin patogenezinin
aydinlatiimasinda silyogenezis defekti-hiicre ici protein yapimi iliskisi 6nem arz
etmektedir. PCD tanisinda 6nemli bir tani materyali olan silyumun hiicre iginde
sitoplazmik oncdllerinin yapim asamasindaki, protein katlanmasi ve organel iliskisi

heniz aydinlatiimamistir. Kiiratif tedavisi sistemik formulasyonlar/uygulamalar ile



gercgeklestirilemeyen pek ¢ok nadir hastalik gibi PCD igin de kisisellestirilmis tedavi
uygulamalari hastahgin calisildigi bilimsel topluluklarda son zamanlarda gliindeme
gelmektedir. Bu ¢alismada, ODA mutasyonu oldugu bilinen hastalarda (daha dnceden
genetik tani almig) dynein kolu defektinin; silyum 6n yapim proteini ZMYND10 ve
saperon proteini olan GRP78 proteinleri ile iliskisi incelenerek, hastaligin hiicre igi
histopatogenezinde henliz tam olarak bilinmeyen bir mekanizmanin aydinlatilmasi ve
literatlre katki saglanmasi amaclanmaktadir. Bu calismanin sonucunda, PCD’deki
siliyer defektin histolojik olarak hiicre icindeki protein sentez basamaklari ile iliskisi
gosterilebilirse  ileride  yapilabilecek  fonksiyonel c¢alismalar icin  temel

olusturulabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Primer Siliyer Diskinezi (PCD)

Primer siliyer diskinezi (PCD), nadir ve otozomal resesif gecisli (MIM 244400),
sinopulmoner enfeksiyonlar ile karakterize olup motil silyum veya flagellumun
defektine bagli olusan bir hastaliktir (1, 2). PCD’nin diinyada goérilme insidansi 1/15-
000- 1/40.000 oranindadir (5). 2019 yilinda Avrupa’da retrospektif olarak 151 eriskin
hastada yapilan bir calismada, PCD’li hastalarin mortalite orani %5 olarak
saptanmistir (6). Ulkemizde de akraba evliligi orani yiiksek olup PCD insidansinin
yuksek oldugu tahmin edilmektedir ancak kesin insidansi bilinmemektedir (8).

Hastalik ilk olarak 1933’te sinlizit, bronsiektazi ve i¢c organlarin sag-sol
asimetrisi (situs inversus) Uglisi ile Kartagener tarafindan tarif edilmistir (3). Ancak
Afzelius 1976’da patogenezin silyum yapisinda ya da fonksiyonunda defekt ile iliskisi
oldugunu bildirmis ve hastalik PCD olarak yeniden tanimlanmistir (4). Anormal siliyer
fonksiyon nedeniyle infantil dénemden itibaren baslayan kronik sinopulmoner
enfeksiyonlarla seyreden PCD’de (13, 15-17) bozulmus mukosiliyer temizlemeden
dolayi 6kstirtk, artmis balgam Gretimi, rinit, sinlizit, otitis media, duyma bozuklugu,
Ust ve alt solunum sisteminin tekrarlayan enfeksiyonlari sik gérilmektedir (13, 15-
17). Ayrica silyum yapisinin bozulmasi ile erkek infertilitesi, i¢ organlarin sag-sol
asimetrisi (situs inversus) ve kardiyak anomalilerin bulunmasi da PCD igin
karakteristiktir (16-18). Hastalikta siliyer hareketin azalmasi (siliyer immotilite) ya da
silyum vurus paterninin degismesi karakteristiktir (7, 18). Cocukluk caginda baslayip
ilerleyen donemde hastalarda geri doniisiimsiiz akciger hasarindan dolayi akciger
transplantasyonu gerekebilmektedir (37). Flagellum yapisinin da bozulmasi nedeni ile
erkek hastalarda spermin azalmis hareketi veya hi¢ hareketi olmamasi nedeniyle
infertilite gortlmektedir (38, 39). PCD’li kadinlarda oositin tuba uterinada
tasinmasinda yavaslama olmakta ve bu da ektopik gebelik ve infertiliye sebep
olmaktadir (38-40).

PCD, genetik heterojenite gosteren ve degisik klinik bulgular ile seyreden nadir

bir hastalik olup (7) gliniimize kadar PCD ile iliskili olarak tanimlanmis 50’den fazla



genetik mutasyon bulunmaktadir ve hastaligin fenotipi genetik mutasyonlarina gore
degismektedir (Tablo 2.1.1) (13, 14). Proteomik ve genomik veriye gére motil
silyumun fonksiyonu ve yapiminda yiizlerce protein gerekmektedir (9-12). Siliyer
proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar silyum fonksiyonunda degisikliklere;
daha az veya daha kisa silyum yapimina veya silyum yokluguna neden olmaktadir.
Diger nadir hastaliklarda oldugu gibi PCD’li hastalarin tedavisi sinirhdir ve kiratif bir

tedavisi bulunmamaktadir (1, 41, 42).



Tablo 2.1.1. Hareketli silyopatiler ile iliskili genler(14) NA: Uygulanabilir degil.

aksonem

Gen Tani araglari Klinik gostergeler
Nazal Nitrik HSVM TEM IF anomalisi Solunum Organ sag-sol Subfertilite Hidrosefali
oksit (NO) semptomlari asimetrisi
Merkezi cift kismi
HYDIN Azalmis Hafif anormaliler Anormali yok SPEF2 Evet Raporlanmadi Evet Raporlanmadi
SPEF2 NA Hafif anormaliler Anormali yok SPEF2 Evet Raporlanmadi Evet Raporlanmadi
STK36 Anormali yok Hafif anormaliler Anormali yok Yok Evet Raporlanmadi Raporlanmadi | Raporlanmadi
CFAP221 Anormali yok Hafif anormaliler Anormali yok NA Evet Raporlanmadi Raporlanmadi | Raporlanmadi
Radial g¢ikinti kismi
DNAJB13 Anormali yok Hafif anormaliler Anormali yok NA Evet Raporlanmadi Evet Raporlanmadi
RSPH1 Anormali yok Hafif anormaliler Anormali yok RSPH9 Evet Raporlanmadi Evet Raporlanmadi
RSPH3 Azalmis Hafif anormaliler Anormali yok NA Evet Raporlanmadi Evet Raporlanmadi
RSPH9 Azalmis Hafif anormaliler Anormali yok RSPH9 Evet Raporlanmadi Raporlanmadi | Raporlanmadi
RSPH4A Azalmis Hafif anormaliler Anormali yok RSPH9 Evet Raporlanmadi Evet Raporlanmadi
Neksin dynein diizenleyici kompleks kismi
DRC1 Azalmis Hafif anormaliler Anormali yok GAS8 Evet Raporlanmadi Raporlanmadi | Raporlanmadi
(CCDC164)
GASS8 (DRC4) Anormali yok Hafif anormaliler Anormali yok GASS8 Evet Raporlanmadi Evet Raporlanmadi
CCDC65 Azalmis Ciddi azalmis Tubdl GAS8 Evet Raporlanmadi Raporlanmadi | Raporlanmadi
(DRC2) amplittid/Rijid dizensizligi
aksonem
Kuralci proteini
CCDC39 Azalmis Ciddi azalmis Tibil GASS8 + DNAL1 | Evet Evet Evet Raporlanmadi
amplittd/Rijid duzensizligi
aksonem
CCDC40 Azalmis Ciddi azalmig Tibil GAS8 + DNAL1 | Evet Evet Evet Raporlanmadi
amplitid/Rijid dizensizligi




Mikrotiibiil i¢ proteini

MNS1 Anormali yok Hafif anormaliler Anormali yok Yok Raporlanmadi | Evet Evet Raporlanmadi

CFAP52 Anormali yok NA NA NA Hafif Evet Raporlanmadi | Raporlanmadi

(WDR16)

CFAP53 Anormali yok Hafif anormaliler Anormali yok Yok Raporlanmadi | Evet Raporlanmadi | Raporlanmadi

(CCDC11)

ENKUR Anormali yok Hafif anormaliler Anormali yok Yok Raporlanmadi | Evet Raporlanmadi | Raporlanmadi

NME7 NA NA NA NA Evet Evet Raporlanmadi | Raporlanmadi

Dis dynein kolu proteini

DNAH1 NA NA NA NA Raporlanmadi | Evet Evet Raporlanmadi

DNAH5 Azalmis Hareketsiz/ ODA DNAHS5 Evet Evet Evet Raporlanmadi
Rezidiel titreyen

DNAH11 Azalmis Hiperkinetik/ Anormali yok Yok Evet Evet Evet Raporlanmadi
Azalmis proksimal
bukilme

DNAH9 Anormali yok Hafif anormaliler Anormali yok DNAH5 Evet Evet Evet Raporlanmadi

DNAHS8 NA NA NA NA NA NA Evet Raporlanmadi

DNAH17 NA NA Anormali yok Yok Hayir Hayir Evet Raporlanmadi

Orta zincir proteini

DNAI1 Azalmis Hareketsiz/ ODA DNAH5 Evet Evet Evet Raporlanmadi
Rezidlel titreyen

DNAI2 Azalmis Hareketsiz/ ODA DNAH5 Evet Evet Evet Raporlanmadi
Rezidlel titreyen

NMES8 Azalmis Hareketsiz/ ODA DNAH5 Evet Evet Raporlanmadi | Raporlanmadi

(TXNDC3) Rezidiel titreyen

Dynein hafif zinciri

DNAL1 Azalmis Hareketsiz/ NA NA Evet Evet Raporlanmadi | Raporlanmadi
Rezidiel titreyen

Dis dynein kolu tutturucu kompleks kismi

CCDC103 Azalmis Hareketsiz/ ODA DNAH5 Evet Evet Evet Raporlanmadi

Rezidiel titreyen




CCDC114 Azalmis Hareketsiz/ ODA DNAHS5 Evet Evet Raporlanmadi | Raporlanmadi
Rezidiel titreyen
ARMC4 Azalmis Hareketsiz/ ODA DNAHS5 Evet Evet Raporlanmadi | Raporlanmadi
Rezidiel titreyen
CCDC151 Azalmis Hareketsiz/ ODA DNAH5 Evet Evet Raporlanmadi | Raporlanmadi
Rezidiel titreyen
TTC25 Azalmis Hareketsiz/ ODA DNAHS5 Evet Evet Raporlanmadi | Raporlanmadi
Rezidlel titreyen
Sitoplazmik dynein aksonemal yapim faktorii
DNAAF1 Azalmis Hareketsiz ODA DNAHS + Evet Evet Evet Raporlanmadi
(LRRC50) DNAL1
DNAAF2 Azalmis Hareketsiz ODA DNAHS + Evet Evet Evet Raporlanmadi
(KTU) DNAL1
DNAAF3 Azalmis Hareketsiz ODA DNAHS + Evet Evet Evet Raporlanmadi
(C190RF51 DNAL1
DNAAF4 Azalmis Hareketsiz ODA DNAHS + Evet Evet Evet Raporlanmadi
(DYX1C1) DNAL1
DNAAF5 Azalmis Hareketsiz ODA DNAHS + Evet Evet Evet Raporlanmadi
(HEATR2) DNAL1
CFAP298 Azalmis Hareketsiz ODA DNAHS + Evet Evet NA Raporlanmadi
(C210rf59) DNAL1
SPAG1 Azalmis Hareketsiz ODA DNAHS + Evet Evet Evet Raporlanmadi
DNAL1
LRRC6 Azalmis Hareketsiz ODA DNAHS + Evet Evet Evet Raporlanmadi
DNAL1
ZMYND10 Azalmis Hareketsiz ODA DNAHS + Evet Evet Evet Raporlanmadi
DNAL1
DNAAF6 Azalmis Hareketsiz ODA DNAHS + Evet Evet Evet Raporlanmadi
(PIH1D3) DNAL1
CFAP300 Azalmis Hareketsiz ODA DNAHS + Evet Evet Evet Raporlanmadi
(C110rf70) DNAL1
TTC12 Azalmis Anormali yok Anormali yok NA Evet Raporlanmadi Evet Raporlanmadi




Silyogenezle iliskili proteinler

CCNO Azalmis Azalmis silya Silya/ Yok Evet Raporlanmadi Evet Evet
sayisl Bazal
Cisimcik azalmig
MCIDAS Azalmis Azalmis silya Silya/ DNAH5 Evet Raporlanmadi Evet Evet
sayisl Bazal
Cisimcik azalmig
FOXJ1 Anormali yok Azalmis silya Bazal cisimcik Yok Evet Evet Evet Evet
sayisl yanlis yerlesimli
NEK10 Anormali yok Azalmis silya Silya az Yok Evet Raporlanmadi NA Raporlanmadi
sayisi
Siliyer taban yapisi
RPGR Anormali yok NA NA Yok Raporlanmadi | Raporlanmadi NA Raporlanmadi
OFD1 NA Azalmis silya Bazal cisimcik Yok Raporlanmadi | Evet NA Evet
yanlis yerlesimli
GAS2L2 Anormali yok Hiperkinetik NA Yok Evet Evet Hayir Raporlanmadi
AK7 Anormali yok Anormali yok Anormali yok Raporlanmadi | Raporlanmadi | Raporlanmadi Evet Raporlanmadi
IFT iligkili protein
LRRC56 Azalmis Anormali yok Normal Yok Evet Evet NA Raporlanmadi
INVS NA NA NA NA Evet Evet NA Raporlanmadi
(NPHP2)
CEP290 NA NA NA NA Raporlanmadi | Evet NA Raporlanmadi
(NPHP6)
DYNC2H1 Anormali yok Anormal NA Yok Raporlanmadi | Evet Raporlanmadi | Raporlanmadi
WDR alan proteini
CFAP43 NA NA NA NA NA NA Evet Evet
CFAP44 NA NA NA NA NA NA Evet Raporlanmadi
Armadilo benzeri helikal tekrarlar
CFAP69 NA NA NA NA NA NA Evet Raporlanmadi
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Fibroz kilif birlestirme proteini

FSIP2 ‘ NA NA NA NA NA Raporlanmadi Evet Raporlanmadi
Aksonemal kisim, olasi radyal ¢ikinti fonksiyonu
CFAP251 NA Koordine NA NA NA Raporlanmadi Evet Raporlanmadi

(WDR66) olmamis
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2.2. PCD Tani Algoritmasi

PCD genetik heterojenitesi ve klinik degiskenligiyle beraber, cocukluk
doneminde hayat kalitesinin dismesi ve akciger fonksiyonun kétiye dogru ilerleyis
gostermesiyle mortalite/morbidite agisindan tani konulmasi énemli bir hastaliktir
(39, 41). Uluslararasi muayene verilerine gore hastalarin %37’si sevk edilmeden 6nce
PCD semptomlariyla test icin doktora basvurmaktadir ve PCD’de tani konulma
azliginin tani merkezlerine ulasamamaktan kaynaklanmasi en sik sebeptir (41, 43).
Tani merkezlerine ulasim zorluklari, doktorlarin hastalik konusunda bilgi eksiklikleri
ve klasik fenotipi tanimadaki azlik nedeniyle taninin konmasi gecikmektedir (41, 42).
Klinikte genel muayenede kullanilan yéntemler ve anamnez ile tani koymak yeterli
olmayip uluslararasi tani algoritmasi giincellenmistir (Sekil 2.2.1)(1, 41, 44). Buna gore
klinige kronik sinopulmoner enfeksiyonlar ile basvuran hastalarda gerekli fizik

muayene gerceklestirildikten sonra izlenen algoritma agiklanmistir:

nNO digtik ve HSVM
3 defa anormal
Adim 3
PCD )
olasilikla degil nNO ve HSVM almir

Hikaye gok gighi veya test )
sonuglar anormal/gtipheli /

/

7| nNO diistik ve kiiltiir sonrast
HSVM PCD’yi énermekte

Hikéye cok giiclii degil ve
TEM normal ve

nNO normal ve Adim 2 ! -
hiicre kiiltiirii sonrasi TEM ve hiicre T - - —

HSVM normal kiiltiirti ve tekrarl Ayrie isaretli TEM

defekti

L4

HSVM P4
| .
\
Hikaye gucli ve test sonuglart ‘ A
normal/giipheli e Patojenik bi-allelik mutasyonlar
Adim 3 . Ek testler dikkate alinmakta ve
. »| veni testler uygun oldugunda test
Genetik test Testler normal veya igin hasta tekrar cagnlmakta
stpheli veya hikdye ¢ok
giicla

Sekil 2.2.1. European Respiratory Society tani algoritmasi (45)



2.2.1. Nazal Nitrik Oksit (nNO) Konsantrasyonu Ol¢iimii
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Hastalarin nazal kavitesindeki NO konsantrasyonu gaz analiz edici bir

ekipmanla olgllebilmektedir (genelde 4 yas Ustl) (41, 46). PCD’li hastalarda saglikli

hastalara gére NO konsantrasyonu 10 kat daha dusiktir (41, 46). Normal nNO

seviyeleri hastaligl dislama konusunda yardimci olmaktadir fakat tek basina tani testi

olarak yeterli degildir (41, 47, 48). Tablo 2.2.1.1’de PCD’ye neden olan farkh

mutasyonlarda farkli nNO seviyelerine rastlanabilecegi gosterilmistir (49).

Tablo 2.2.1.1. PCD genotiplerinde nazal NO (nNO) seviyeleri (49)

Rutin olarak nNO < 77 nL/min Sinirli vakada nNO> | Rutin olarak nNO>
77 nL/min 77 nL/min
ARMC4 DNAI2 DNAH9 CCcDC103
CCDC39 DNAJB13 TTC12 RSPH1
CCDcC40 DNAL1 RPGR
CCDC114 DRC1 CCNO
CCDC151 DRC2 FOXJ1
CFAP57 HYDIN NEK10
CFAP298 LRRC6 GAS2L2
CFAP300 MCIDAS GAS8
DNAAF1 NMES STK36
DNAAF2 NMES8 CFAP221
DNAAF3 OFD1 SPEF2
DNAAF4 PHID3 LRRC56
DNAAF5 RSPH3
DNAH1 RSPH4A
DNAH5 RSPH9
DNAHS8 SPAG1
DNAH11 TTC25
DNAI1 ZMYND10

2.2.2. Yuksek Hizl Video Mikroskopisi (HSVM)

Hastalarin nazal siriintisi ile elde edilen respiratuvar epitel hiicrelerinden

silyum hareket frekansini ve vurus paternini 6lcmede kulanilmaktadir. Ex vivo olarak

1stk mikroskobuna buttinlesmis yiksek hizli video kamera ile silyum gézlenmektedir

(41, 50). Silyum, vurusunu metakronal dalga seklinde etkin bir vurus yaptiktan sonra

geri donls vurusu yaparak tamamlamaktadir. Gozlemlenen ve kaydedilen degisik
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hareket/frekans ile 0Ozellikle bazi PCD olgularinin genetik varyantlarinin

saptanabilmesi mumkindir (41, 50).

2.2.3. immiinofloresan (IF) isaretleme

immiinofloresan, spesifik floresan etiketli antikorlar kullanilarak floresan veya
konfokal mikroskopi ile hedef proteinlerin indirekt gorintilenmesine izin
vermektedir. Silyumu olusturan proteinlerine karsi kullanilan antikorlar genetik
mutasyonun patojenitesini (fenotip olarak) ve siliyer proteinin yoklugunun
histopatolojik olarak gdstermede oldukca degerlidir (51). immiinofloresan tarafindan
¢oklu genlerdeki mutasyonlarin tek bir proteinin yoklugu veya yanlis yerlesimine
etkileri histopatolojik olarak tespit edilebilmektedir. Bu proteinler silyumun
tamaminda ya da bir kisminda gorilebilmektedir (Sekil 2.2.3.1) (52). 2017’de
gerceklestirilen PCD tani algoritmasi konulu panelde histolojik olarak morfolojik
hasari  saptayabilmede ve genotip-fenotip  korelasyonunu gostermede
immunofloresan isaretlenmenin kullanilmasinin sensitivite ve spesifite agisindan

onemli oldugu gosterilmistir (41, 47, 48).

Sekil 2.2.3.1. Silyumlu hiicrenin imminofloresan gorintiisi ve hiicrenin apikalinde
silyum yapisindaki proteinlerin sematik gosterimi (52)
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2.2.4. Gegirimli Elektron Mikroskopisi (TEM)

TEM siliyer ve hicresel ultrastriktir hakkinda genel bir inceleme
saglamaktadir. TEM her zaman histopatolojisi bilinmeyen PCD vakalarinda bile
ultrastrikttrin kapsamli bir tanimini verebilmektedir (53). Gegmiste, TEM ile siliyer
ultrastriktir anormalliklerinin degerlendirilmesi PCD tanisi igin “altin standart”
olarak degerlendirilmekteydi. Ancak, birkag yildir kilavuzlar PCD hastalarinin 6nemli
bir alt kiimesinin histolojik olarak normal aksonemal ultrastriktir gostermekte ve
TEM ile tanimlanamadiklarini bu nedenle TEM’in, altin standart bir test olarak kabul
edilemeyecegini gostermektedir (54).

Normal silyum, periferde 9 mikrotiibil cifti; santralde 2 mikrotibul teklisi
(9+2), ile aksonem yapisindadir (19, 41). Mikrotubullerin birbirleri ve motor proteinler
ile baglantisini gostermede; normal/defektli silyum yapisini morfolojik olarak
ultrastriiktirel olarak saptamada aksonem yapisinin TEM ile incelenmesi blylik 5nem
arz etmektedir (Tablo 2.2.4.1) (41, 45, 55).

Silyumlarin  TEM goriuntilenmesinde silyumla ilgili bazi parametrelere
bakilmaktadir. Silyumdaki mikrotibdullerin normal mi diizensiz mi yerlestigi, tek tibul
veya ekstra tlbul yapisi mevcut mu, mikrotibiil ciftlerinden biri ya da birkagi eksik
mi, diger defektler var mi, i¢ dynein kollari ve dis dynein kollarindan herhangi biri veya
ikisi de eksik mi ya da normal mi seklindeki parametrelerle degerlendirilmektedir (56).
Sayilan hicrelerden en az 100 adet silyum secilerek kaginda bu parametrelerde
defekt olup olmadigi not edilmekte ve olasi mutasyonla ilgili tablo 2.2.4.1’de ve tablo

2.2.4.2 ‘de bahsedildigi lizere taniya histolojik acidan katki saglamaktadir (56).
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Tablo 2.2.4.1. PCD genotiplerinin elektron mikroskopisinde beklenilen siliyer
ultrastriiktirt (49)

Anormal Elektron Mikrograf

Normal veya Tanimlanmamg Elektron Mikrograf

Dis Dynein Kolu (ODA) Kusuru

Oligosilyum Kusuru

ISantraI Cift Kusuru

ARMCA (<5%) CCDC103 (<5%)
CCDC114(<5%)  CCDC151 (<5%)
DNAH1 (<5%) DNAHS (<15-29%)
DNAHS (<5%) DNAI1 (<2-10%)
DNAIZ (<5%) DNALL (<5%)

CCNO (<5%)
MCIDAS (<5%)
FOXI1 (<5%)

DNAJB13 (<5%)
STK36 (<5%)
CFAP221 (<5%)

Radiyal Ckinti Kusuru

|HYDIN (<5%)

RSPH1 (<5%)

SPEF2 (<5%)

|Baza| Cisimcik Kusuru

GAS212(<5%)

IDiéer/Tanlmlanmaml;

TTC12 (<5%)

|orD1 (<5%)

NMES (<5%) TTC25 (<5%) RSPHAA (<5%)

l ODA art1 I¢ Dynein Kolu (IDA) Kusuru |NMES (<5%)

CFAP300 (<5%)  CFAP298 (<5%) RSPH3 (<5%)

DNAAFL (<5%)  DNAAF2 (<5%) RSPHA (<5%)

DNAAF3 (<5%) DNAAF4 (<5%) |Neksin Baglanti Kusuru
DNAAFS (<5%)  LRRCE (<5%) DRCL (<5%)

SPAG1 (<5%) ZMYND10 (<5%) GASE (<5%)

PIH1D3 (<5%) DRC2 (<5%)

RPGR (<5%)
NEK10 (<5%)
DNAHS (<5%)

I IDA arti Mikrotiibiiler Disorganizasyon Kusuru IODA Proksimal Kusuru

|LRRCS6 (<5%)

CCDC39 (<4-9%)  CCDC40 (<5%)

DNAH11 (<B6-9%)

CFAPS7 (<5%)

Tablo 2.2.4.2. PCD ultrastriiktiirel tanisi icin sinif 1 ve sinif 2 defekt siniflamasi (56)

Sinif 1 defektler: Ayirt edici tani defektleri

Dis dynein kolu (ODA) defekti
Dis dynein kolu ve i¢ dynein kolu (ODA ve IDA) defekti
Mikrotlibil yanlis diizenlenimi ve IDA defekti

Sinif 2 defektler: Diger destekleyici kanitlarla PCD tanisina isaret eden

Merkezi kompleks defekti

Bazal cisimciklerin az veya olmayan silyum ile yanlis yerlesimi
IDA varhgi ile mikrottbil yanhs diizenlenimi
Enine kesitlerin %25-50 ‘sinde ODA yoklugu
Enine kesitlerin %25-50 ‘sinde ODA ve IDA yoklugu

2.2.5. Genotipleme

European Respiratory Society (ERS) ve American Thoracic Society (ATS)
kilavuzlarinda, bilinen PCD genlerinde bialelik patojenik mutasyon veya hemizigot X'e
bagl mutasyon saptanmasi tani icin gerekli olup; klinik olarak PCD oldugu distnilen
olgularda %65-70 oraninda genetik tani konulabilmektedir (Tablo 2.2.5.1) (41, 45, 57).
Ancak bircok birey bilinmeyen 6nemli varyantlara veya mono alelik heterozigot
varyantlara sahip olduklarindan fonksiyonel ve yapisal testlere ihtiya¢c olmaktadir

(HSVM, immiinofloresan, TEM) (41, 45, 57).
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Tablo 2.2.5.1. PCD genleri ve fenotipik tant ile iliskisi (58)

Gen \

Tani Testi Sonuglari

Dis dynein kolunda yapisal proteinleri kodlayan genler

DNAHS5, DNAI1, DNAI2, DNAL1, NMES,
CCDC114, ARMC4, CCDC151, TTC25

TEM: Sinif 1 dis dynein kolu defekti
HSVM: Cogunlukla statik
IF: Yok veya yanlis yerlesen DNAH5

DNAH11 TEM: Normal
HSVM: Azalmig amplitiid ve hizli frekansl
IF: DNAH11 yok

DNAH9 TEM: Kismi dis dynein kolu defekti

HSVM: Hafif vurug patern defekti
IF: DNAH9 yok

Dynein yapim proteinleri

DNAAF1 (LRRC50), DNAAF2 (KTU), DNAAF3
(C190RF51), DNAAF4 (DYX1C1), DNAAF5
(HEATR2), LRRC6, ZMYND10, SPAG1,
CFAP298 (C210RF59), DNAAF6 (PIH1D3),
CFAP300(C110RF70)

TEM: Dis ve i¢ dynein kolu defekti
HSVM: Hareketsiz
IF: DNAHS5 ve DNALI1 yok

Radiyal gikinti ve merkezi kompleks kisimlari

RSPH9, RSPH4A, RSPH1

TEM: Sinif 2 merkezi kompleks defekti
HSVM: Rotasyonel
IF: RSPH9 yok

HYDIN, SPEF2

IF: SPEF2 yok

RSPH3, DNAJB13, STK221, CFAP221

Diger tani testleri k6t tanimlanmis veya
normal

Molekiiler kuralci ve dynein diizenleyici genler

CCDC39, CCDC40

TEM: Sinif 1 mikrotliblil organizasyon
bozuklugu ve i¢c dynein kolu defekti
HSVM: Azalmis bikilme

IF: GAS8 ve DNALI1 yok

CCDC65 (DRC2), DRC1 (CCDC164), GASS
(DRC4)

TEM: Sinif 1 mikrotliblil organizasyon
bozuklugu

HSVM: Atimda durma ile hafif defekt
IF: GAS8 yok

Silyogenez icin gerekli proteinler

CCNO, MCIDAS, FOXJ1, NEK10

TEM: Sinif 2 coklu hareketli silyum azligi ve
bazal cisimciklerin yanlis yerlesimi
HSVM & IF: Coklu hareketli silyum azhigi

Primer silyopati iliskili

OFD1, RPGR, NHPH

Diger tani testleri iyi tanimlanmamis veya
normal

Diger fonksiyonlar

CCDC103, GAS2L2, TTC12

Diger tani testleri iyi tanimlanmamis veya
normal
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2.3. Silyum Yapisi ve Cesitleri

Silyumlar, vicudumuzda ¢ogu hicrede bulunan vyaygin ylzey
modifikasyonlaridir (19-21). Bu yapilar plazma membrani uzantilari olup, i¢ yapisi
mikrotibdllerden olusan aksonem icermektedir. Aksonem, apikal sitoplazmadaki
bazal cisimcikten uzanir. Bazal cisimcik, hticrelerin apikal bolgesinde bulunan
sentriyol kaynakli bir mikrotibil organize edici merkezdir (19-21). Bazal cisimcikler
hlcre sitoplazmasinda sabitlenmelerine yardim eden birkag aksesuar yapi ile
iliskilidirler (19-21). Silyumlar bazal cisimcikler ve bazal cisimcik iliskili sabitleyici
yapilar ile hiicrenin siliyer aparatini olusturmaktadir (19-21). Genel olarak silyumlar;
motil  (hareketli), non-motil (hareketsiz) olarak 2 temel kategoride
siniflandiriimaktadirlar (59-64).

Motil silyumlar, epitel hiicrelerinin apikal kisminda bulunup en ¢cok c¢alisma
yapilan silyum tlridir (19-21). Motil silyumlar ve benzeri olan flagellumlar, siliyer
hareketin indiiklenmesi igin gerekli ATP’nin olusturulmasini saglayan mikrotiibiil
iliskili motor proteinlere (Dynein protein ailesi) sahiptirler (19-21). Bu silyumlar;
yaklasik 0.25 mikrometre capinda ve 5-10 mikrometre uzunlugunda olup hiicrenin
serbest ylzeyi boyunca partikilleri ve siviyr hareket ettirme yetenegine sahiptirler
(19-21). Elektron mikroskobu ile gbzlendiginde her silyumun bazal cisimcigi ayri birer
yap! olarak goérinmektedir (19-21). Solunum yollarinin yani sira (trakea, brons ve
bronsiyoller) kadin (tuba uterina) ve erkek genital sisteminde de (epididimis) ylizey
epitel hiicrelerinde motil silyumlar bulunmaktadir (19-21).

Ayrica, erken embriyonik gelisim sirasinda 9+0 mikrotibil oriintisi iceren
nodal silyumlar i¢c organlarin sol-sag asimetrisini saglamaktadir ve motil silyumdan
farkl olarak aktif hareket icermemektedir (19, 65-68). Primer silyumlar ise
kemosensor, ozmosensor ve mekanosensor olarak fonksiyon gérmekte ve vicuttaki
bircok organda isik duyarliigina, koku ve ses algilanmasina aracilik etmektedirler.
Primer silyumlar hareketsizdirler ve 9+0 mikrotibil 6riintiisiine sahiptirler (19, 60,
69-71).

Motil silyumun enine kesitinin ultrastriktirel incelenmesinde, (9+2)

oruntisinde dizenlenmis periferde 9 ¢ift mikrotibiil ile merkezde iki mikrotibilden
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meydana gelen aksonem yapisindan olustugu gozlenmektedir (Sekil 2.3.1) (19-21).
Periferdeki mikrotlibil ciftleri A ve B olarak isimlendirilen mikrotibullerden
olusmaktadir (19-21). A mikrotlbili 13 thbilin protofilamentinin yan yana
diziliminden olusurken, B mikrotliblli ise 10 tlbilin protofilamentinden
olugsmaktadir (Sekil 2.3.1) (19-21). Silyum hareketleri mikrotlbdl giftlerinin dynein
kollarinin ATPaz aktivitesi ile olusturulan kayma hareketinden (sliding filaments)
kaynaklanmaktadir. (Sekil2.3.1) (19-21). Hareket dynein kollari tarafindan
baslatilmaktadir. A mikrotlbdilinin kollarinda yer alan siliyer dynein, komsu ciftin B
mikrotlbll ile gegici ¢capraz kopriler olusturmaktadir (19-21) . Bu ATP bagimh faz
nedeniyle rijit haldeki silyum, etkin vurus (effective stroke) adi verilen hizh ileri
hareket sergilemektedir (19-21). Bu sirada neksin proteinleri ve radyal c¢ikintilar
tarafindan saglanan pasif elastik baglantilar silyumun eski pozisyonunu almasi igin
gereken enerjinin birikimini saglamaktadir. Daha sonra silyum esnek hale gelmekte
ve dizelme vurusu (recovery stroke) adi verilen ve daha yavas olan donis
hareketinde yan tarafa dogru bikilmektedir (19-21). Ardisik siralardaki silyumlar
vuruslarina her sira dénglsiinde bir sonraki siradan hafifce ileride olacak sekilde
baslamaktadir (19-21). Boylece epitel boyunca silipliren bir dalga olusturmaktadir.
Silyum hareketi olusumu sirasinda tim bazal ayaklar bazal cisimcikleri dondirerek
ayni etkin vurus yonine yonelmektedir. Bu yonelim silyumlarin metakronal ritim
meydana getirmelerine olanak saglamakta ve bu ritim mukusun epitel ylizeyinde
hareket ettirilmesinden ve de tibuler organlarda ya da kanallarda sivinin akisinin

kolaylagsmasindan sorumludur (19-21).
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' Tubilin dimeri
IFT B kompleksi
n IFT A kompleksi
‘ Kargo
@@ Amikeottbiki
- | B mikrotiibiilii
HAREKETSIZ SiLYUM HAREKETLI SiLYUM
Solunum silyumu
Primer silyum @Q)% 942
o &5
Seles) Nodal silvum
9+0
Aksonem
Kinezin 2 motor Dynein 2 motor
I Y baglayia
BAZAL CisimMCiK Gegis zonu
G mikeotabil \-/L—‘ Siliver cep
T C mikrotiibiilii
Distal uzanti

Distal alti uzanti

Bazal cisimcik

Sekil 2.3.1. Silyum yapilari, ¢esitleri ve olusturan kisimlar (19, 49).

Enine kesitte, TEM ile yiksek ¢ozlinlrlikte bakildiginda her bir ¢ift mikrotubdil,
iliskili bir motor protein olan silyum dyneini iceren 2 adet kol sergilemektedir (Sekil
2.3.1). Dynein kollari A mikrotiibiliin uzunlugu boyunca 24 nanometre araliklarla
bulunmakta ve komsu ciftin B mikrottbl ile gegici capraz képriler kurmak Gzere disa

uzanmaktadirlar. Neksin tarafindan olusturulan pasif elastik bir kisim 96 nanometre
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aralklarla A mikrotlbilind, komsu ciftin B mikrotliblli ile kalici olarak
baglamaktadir (19-21). iki merkezi mikrotiibiil birbirinden ayridir fakat silyumun
uzunlugu boyunca 14 nanometre araliklarla bir merkezi kilif uzantisi ile kismen
cevrelenmistir (19-21). 9 ciftin her birindeki ortadaki 2 merkezi mikrotibdl ile 29
nanometre araliklarla radial g¢ikintilar uzanmaktadir. Radial ¢ikintilari olusturan
proteinler ve distaki mikrotibdl ciftleri arasindaki baglantilar silyumlarin yiiksek
genlikte salinim yapmalarini mimkin kilmaktadir (19-21). Sekil 2.3.2’de silyumun

enine kesiti ve yapisindaki proteinlere karsi gelisen mutasyonlar gosterilmistir (41).

kompleks
CCDC164 CCDCES, GAS8

ODA

DNAHS, DNAH11, DNAI1, DNAI2,
DNAL1, NMES, DNAHQ

aksonemal kural
ODA tutunma CCDC39, (COC40

CCDC114 ARMC4, CCDC251,
TTC25 MNS1, CCDC103

Radiyal gikinti
RSPH1, RSPH4A, RSPHO,

Mikrotiibiil gifti RSPH3, DNAJBI3

Merkezi kompleks
HYDIN, STK36

DNAAF1, DNAAF2, DNAAF3, DNAAF4,
DNAAFS, LRRC6, ZMYND10, SPAGL,
C210f59 PIH1D3,CFAP300

Diger
CCNO, MODAS, OFD1, RPGR

PCD spektrumu
CFAPS3, ENKUR, GAS2L2, LRRC56

Sekil 2.3.2. Motil silyum proteinlerini etkileyen genlerle iliskili mutasyonlar (41)

2.3.1. Siliyer Dynein Motor Proteinleri Yapisi

Dynein motor kollarinin oncillerinin sentezi epitel hiicre sitoplazmasinda
yapilir ve intraflagellar transport (IFT) ile silyuma tasinir (22-25). Silyumlar protein
sentezi icin bir diizenege sahip olmadiklarindan silyumlarin parcalarinin bir araya

gelerek birlesmesi ve blylimesi icin gerekli protein iletiminde tek mekanizma IFT’dir.
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Silyumun bazalinin yakinina yanastigl sirada kargo molekiller inaktif sitoplazmik
neksin molekilleri de dahil olmak (izere IFT platformuna yliklenmektedir (19, 72, 73).
Bu suregte sitoplazmik dynein aktive edilmekte ve platformu geriye silyumun bazaline
getirmek icin motor protein olarak kullaniimaktadir (19, 72, 73). IFT kargo proteinleri
de dahil olmak Uzere bazi proteinler silyogenezis ve ardindan fonksiyonel silyumun
devamhligi icin 6nemlidirler. Bu proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar silyum
kaybi ya da silyum fonksiyonunda bozukluk ile sonuglanmaktadir (19, 72, 73).

Dis dynein kolu (ODA), 2-3 agir zincir, 2 veya daha fazla orta zincir ve 4-8 hafif
zincir kiimesi icermektedir (29, 74) (Sekil 2.3.1.1). Cesitli genler ODA kolunun
parcalarini kodlamakta olup defektlerinde PCD hastaligi gézlenmektedir. Ornek
olarak; dynein axonemal light chain 1 (DNAL1), dynein axonemal intermediate chain
1 (DNAI1), dynein axonemal intermediate chain 2 (DNAI2), dynein axonemal heavy
chain 5, 11 (DNAH5, DNAH11) ve DNAH11, DNAH6’daki mutasyonlarda i¢ dynein
kolunun agir zincirinde bozukluk olusmakta siliyer disfonksiyonuna ve heterotaksiye
neden olmaktadir (29, 75-79). Loges ve ark. ODA (zerindeki ¢alismalarinda dynein
intermediate chain 2 (DNAI2) geninde/proteindeki mutasyonun PCD ile iliskili
oldugunu saptamistir. Hastalarin nazal sirtntilerinde DNAI2 ekspresyonunun azligi
imminofloresan isaretleme ile gdsterilmistir (78). insan solunum epitel hiicresi
kiltirlerinde immunoblotlama yéntemi ile isaretlenen DNAI2 antikorlarinin molekiil
agirligl saptanmis ayrica TEM goriintilerinde ODA defektini destekleyen gorintiler
elde etmislerdir (78). Rim Hjeij ve ark. ODA tutunma kompleksi Uzerindeki
calismalarinda, ARMC4 geninde/proteindeki mutasyonun PCD ile iliskili oldugunu
saptamigtir. Hasta nazal sdrintllerinde ARMC4 ekspresyonunun azligi IF ile
boyanmamasiyla gosterilmistir. TEM gorintilerinde ODA’nin distalindeki DNAH9'In
bulundugu ama yerinin normal yerinde olmadigi ARMC4 defektini destekleyen

gorintiler elde etmislerdir (80).
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Outer dynein arm

ODA1 proximal

ODAZ distal

DNAL1
DNAHS

NMES DNAH11
DMNAI2
ODA light chains

DNAH9

ARMC4 -
DNAI1
TTC25 —

CCDC151 -

CCDC114

Microtubule
Sekil
2.3.1.1. Dis dynein kolu ve igerdigi proteinler (14)

2.3.2. DNAHS5 Proteininin Yapisi Ve Fonksiyonlari

DNAHS5, alternatif bir birinci ekzon ile 79 ekzon icermektedir. Normal gen
Urini DNAHS, bir 4,624-amino asit proteini olan siliyer dynein aksonemal agir zincir
5'i kodlamaktadir (13, 81). N-terminal alani, dis dynein kol kompleksinin gévde alanini
olusturmakta ve diger agir, orta ve hafif zincirlerle etkilesime girmektedir. Kiiresel
kafayi olusturan C-terminal bolgesi, alti korunmus 6 p-déngi alani ve korunmus bir
mikrotiibil baglama (MTB) bélgesi icermektedir. ilk p-déngii alaninin ATP'yi bagladigi
ve hidrolize ettigi bilinmektedir. DNAH5'teki patojenik varyantlar, kusurlu dis dynein
kollarina yol agmaktadir (13, 81).

Patojenik varyantlari; toplam 42 patojenik varyant alelin yaklasik %47'sinde
bes ekzonda (34, 50, 63, 76 ve 77’'de) kiimelenmistir. Patojenik varyantlarin ylizde on
besi yanlis anlamhdir ve geri kalani anlamsiz, ek yeri varyantlari, eklemeler ve
delesyonlardir (13, 81). Ekson 63'te bir patojenik varyant (c.10815delT) Avrupalilarda
bulunmustur ve muhtemelen haplotip analizine dayali ortak bir kékene sahiptir (13,
81). p.GIn1450Ter varyanti, Amish ve Mennonite topluluklarindan PCD'li bireylerde
gozlenmistir (82). Cri du chat sendromu ve PCD'si olan iki bireyde, kromozom 5p
delesyonu nedeniyle DNAH5 delesyonu ve kalan alelde bir DNAH5 patojenik varyanti
gosterilmistir (2). Bir kiside, patojenik ek yeri varyanti p.Arg577Thr, erken translasyon
sonlandirma sinyallerine neden oldugu tahmin edilen ekson 13'Un cerceve disl

silinmesine yol acmistir (81). Bu zamana kadar raporlanmis DNAH5 mutasyonlu
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hastalarda, azalmis nazal NO, HSVM’de hareketsiz silyumlar veya rezidiel titresim
hareketi, TEM’de dis dynein kolu defekti, imminofloresan isaretlemede DNAH5
sinyal yoklugu, solunum semptomlari, lateralite defektleri saptanmistir. Hidrosefali

ise raporlanmamistir (14).

2.4. Siliyer Dynein Motor Proteinlerinin On-Yapiminda Gérevli Proteinlerle iliskisi

Aksonemal dynein yapim faktorleri olarak bilinen (DNAAF) ¢ok sayida protein,
ODA’nin 6n yapiminda goérev almaktadir (26-28). Dynein yapim faktorlerindeki
bozukluk veya mutasyon dynein kollarinin 6n yapiminda defekt olusturmakta ve PCD
olusumuna sebep olmaktadir (23, 27, 29). Bunlar saperon kompleksiyle birlikte
calisarak agir zincirlerin katlanmasina ve orta zincirlerle birlesmesine aracilik
etmektedirler (26, 27, 29-31). DNAAF’lardaki defektler i¢c dynein kollari ve dis dynein
kollarinda kayipla sonuglanmaktadir (26, 27, 29-31). Endoplazma retikulumu (ER)
protein sentezi ve katlanmasi, yapimi, tasinmasi ile olusmaya baslayan proteinlerin
salgilanmasinda gorev almaktadir (83). Endoplazma retikulumunun en Onemli
fonksiyonlarindan bir tanesi, saperonlar ile olusmaya baslayan proteinlerin kalite
kontroliniin yapilmasidir (84, 85). Saperonlar diger proteinlerin katlanma sireclerini,
dogru katlanma yolaklarini, katlanma i¢in mikrogevre olusmasini saglamaktadir (84).
Saperonlar, sentezlenen proteinlerin  katlanmasini, yapimini  ve ER’ye
translokasyonunu saglamaktadir (85, 86). ER’de proteinler, fonksiyonel olduklari
tersiyer ve kuarterner yapilarina getirilip ER liimenine transloke olmaktadir (85).
Sonrasinda dizgiin katlanmis proteinler ER’den ¢ikmakta ve hiicre ylizeyine hiicre igi
organellere tasinmaktadir. Isi sok proteini 90 (HSP90), aksonemal dynein
proteinlerinin translasyon sonrasi en az iki farkli dizenleyici modil araciligiyla
olgunlasmasinda merkezi bir molekiil olarak ortaya ¢ikmaktadir (30). DNAAF'larin
hem "istemci" dynein zincirleri hem de kuralli saperonlar ile etkilesimlerinin
proteomik tanimlanmasina dayanilarak silyuma 6zgl yardimci saperonlar olarak
hareket ettigi dustinilmektedir (26, 30). Bilinen yapim faktorlerinden KTU/DNAAF2
ve DYX1C1/DNAAF4, HSP90 ve isi sok proteini 70 (HSP70) saperonlarinin yani sira

ODA ara zincir DNAI2 (IC2) en dogrudan biyokimyasal baglantilara sahiptir. Bunlara
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ek olarak, KTU/DNAAF2, PIH1D3/DNAAF6 ve SPAG1, sirasiyla R2TP-HSP90 saperon
kompleksi, PIH1 ve TAH1'in katalitik olmayan alt yapilarla yapisal alanlar
paylagsmaktadir (30, 87). R2TP ¢ok alt birimli enzimlerin montaji sirasinda 6zgullik
kazandiran HSP90 yardimci saperonudur. DYX1C1/DNAAF4 ve LRRC6'nin her biri CS
veya p23 benzeri bir alana sahiptir (30, 36, 87). p23, HSP90 saperon donglsinin son
adimlari boyunca iyi karakterize edilmis bir HSP90 yardimci saperonudur. LRRCS,
DNAAF1/LRRC50 ve C210RF59/Kurly/CFAP298 arasindaki etkilesimlerde yakin
zamanda rapor edilmistir (36). LRRC6 mutant farelerin fenotipik analizi ge¢ etkili bir
komplekste, birlikte bu montaj faktorlerinin islev gérebilecegini distindirmektedir.
DNAAF5/HEATR2 ve DNAAF3'Un islevleri ve saperonlarla baglantilari rapor
edilmemistir(36). Mevcut goris, bircok DNAAF'In HSP90 yardimci saperonlarina;
sonunda silyumlara tasinmadan 6nce dynein motorlarinin makromolekiler montaiji

sirasinda gegici olarak katildigi yonindedir (36).

2.4.1. ZMYND10 Silyum On Yapim Proteininin Yapisi ve Fonksiyonlari

DNAAF ailesinden olan zinc finger MYND10 (ZMYND10), myeloid, gergin ve
DEAF-1(MYND) tip zinc finger domaini iceren ve C-terminus bdlgesi protein 6n
yapiminda rol alan, silyumlu hiicrelerde silyumsuz hiicrelere kiyasla daha ¢ok bulunan
bir proteindir (29, 33). Gen yapisi; ZMYND10 12 ekzon icermektedir. ZMYND10, 440
amino asidi kodlayan sitoplazmik bir proteindir ve C-terminal MYND zinc finger
domaini icermektedir. ZMYND10 silyumlu olmayan hiicrelere kiyasla silyumlu
hicrelerde fazlasiyla zengin olarak bulunmaktadir (29). ZMYND10, LRRC6 ile
etkilesmektedir. ZMYND10, IDA, ODA ve siliyer yapi elementlerinin 6n yapiminda
gorevlidir (13, 32). ZMYND10'da bulunan patolojik varyantlar; hatali anlamli ve bir
blylk delesyon dahil olmak tzere on (¢ farkl patojenik alel rapor edilmistir (13, 88).
Bialelik yanhs anlam varyantlari c.47T>G (p.Val16Gly) olan bireylerde dynein
kollarinin kismi tutulmasi ile silyum hareketliliginin kismi tutulmasi gosterilmistir.
ZMYND10'daki patojenik varyantlar, dis + i¢c dynein kolu kusurlarina ve statik

silyumlara yol agmaktadir (13, 88).



25

Literatlirde ZMYND10 ve PCD iliskisi sinirh sayida calisiimistir. Farelerde
yapilan arastirmada, ZMYND10 mutasyonuna eslik eden ODA proteinlerinin (DNAI1
ve DNAI2) duslik ekspresyonlari saptanmis ve ZMYND10'un bu proteinlerin
stabilizasyonunu ve yapimini dizenledigi diastnulmustir (29). Ayrica DNAI1 ve
DNAI2’'deki ekspresyon azalmasinin DNAHS5 protein ekspresyonundaki azalma ile de
korelasyonu bildirilmistir (29). Hayvan modeli ile olusturulan ¢alismalarda DNAAF
ZMYND10 saperon yardimcisi FKBP8 ve saperon HSP90 ile aksonemal dynein agir
zincirlerinin olgunlagsmasindaki 6n yapim vyolaginda o6nemli bir adima aracilik
etmektedir. ZMYND10 ifadesi baskilanan farelerde ODA agir zincir (DNAH5, DNAH9)
ve orta zincir (DNAI1 ve DNAI2) proteinlerinin azalmis seviyeleri gdzlenmistir (36, 89,
90). Calismalarda ZMYND10’un HSP70 saperon ailesinden molekiler saperon olan isi
sok cognate proteini 70 (HSC70) ile etkilesime girdigi ve birlikte dynein kollarinin
yapimi ve katlanmasinda rol oynadig1 gézlenmistir (36, 91). ZMYND10-FKBP8-HSP90
kompleksi dynein 6n yapiminda FKBP8'in i¢ zarlara agir zincir katlanmasini baglayarak
fonksiyon gérmektedir. On yapimin erken asamalarinda, aksonemal dynein agir
zincirleri ayrica ZMYND10'un FKBPS8 ile olan iligkisi araciligiyla ER’nin sitozolik ylziine
lokalize olabilmektedir (36). Agir zincirler daha sonra ZMYND10'dan bagimsiz adimda
IC1 / 2 kompleksi gibi diger alt birimlerle kararli iliskilere izin vermek icin R2TP
kompleksi gibi saperon kompleksine devredilmektedir (Sekil 2.4.1.1) (36).
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Sekil 2.4.1.1. ZMYND10’un ODA ve IDA 6n yapiminda etkilesimleri (36)

Raidt ve arkadaslarinin PCD’nin genetik varyantlarini iceren calismasinda
ZMYND10 defekti olan hastalarin bir kisminda ODA/IDA komplekslerinin defekti ile
HSVM’de (High speed video microscopy) immotil silya gortilmustiir (50). Kurkowiak
ve arkadaslari 2016 yilinda yaptiklari ¢alismada, randomize olarak genetik tani
almamis ancak klinik tanisi olan hastalarda ZMYND10 defektinin ODA/IDA ile korele
oldugunu sinirh sayida hastada immiinofloresan isaretleme yéntemi ile saptamistir
(32). Cho ve arkadaslari 2018 yilinda yaptiklari ¢calismada, ZMYND10 mutasyonunun
farelerde aksonem ODA ve IDA defektlerine sebep oldugu ve siliyer hareketin kaybina
sebep oldugunu saptamistir (29). Bu zamana kadar raporlanmis ZMYND10
mutasyonlu hastalarda, azalmis nazal NO, HSVM’de hareketsiz silyumlar, TEM’de dis
dynein kolu defekti, immiinofloresan isaretlemede DNAH5 + DNAL1 sinyal yoklugu,
solunum semptomlari, lateralite defektleri saptanmistir. Hidrosefali ise

raporlanmamistir (14).
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2.4.2. GRP78 Saperon Proteinin Yapisi ve Fonksiyonlari

Glikozla Duzenlenmis Protein 78 (GRP78) veya agir imminoglobulin zincir
baglayici protein (BiP), isi sok protein 70 (HSP70) ailesinin bir Uyesidir. Tum
Okaryotlarda endoplazma retikulum (ER) hiicre zarinda bulunmaktadir (92, 93).
insanda GRP78 kodlamasindan sorumlu 4532 niikleotid uzunlugundaki gen 9
numarali kromozom Uzerindedir. 654 amino asitli protein GRP78, katlanma ve
montaji dlzeltir ve/veya yanlis katlanmis protein alt birimleri veya proteinlerin
tasinmasini onlemektedir (93, 94). GRP78 ifadesi, protein glikozilasyon sirecinin
engellenmesi veya hicreler arasi kalsiyum depolamasinin bozulmasi, hiicrenin
sekerden kisitlanmasi gibi ER stresorleri durumlarinda artmaktadir (93, 95). Suda
¢ozunir proteindir ve sadece kiiclik parcalarin hidrofobik oldugu rapor edilmistir. Bu
hidrofobik yamalar bozulmaya yoénelik katlanmamis proteinlerin taninmasi ve
yeniden katlama mekanizmalari igin gereklidir (96). GRP78 yapisi iki alana ayriimistir;
amino terminalinde ATP baglama alani (ABD) (veya niikleotid baglama alani NBD) ve
karboksil terminalinde substrat baglanma alani (SBD) (93).

GRP78 molekiler bir saperon olarak calismaktir. Yanhs katlanmis proteinlere
ve birlestirilmemis komplekslere baglanir ve katlanmamis protein cevabi (UPR)
diizenlemesinden sorumlu ER ile iliskili yikilmayi (ERAD) baslatmaktadir (97). SBD ile
katlanmamis peptitlere baglanmakta ve (NBD) igindeki ATP hidrolizi vasitasiyla
agregasyonu onlemek icin enerjiyi almaktadir (86). Hiicredeki dengenin (homeostaz)
standart kosullarinda GRP78, aktif olmayan bir bicimde UPR transmembran stres
sensorleri olan aktivasyon transkripsiyon faktéri 6'yva (ATF6), protein kinaz RNA
benzeri endoplazma retikulum kinaz (PERK) ve inositol gerektiren enzim 1’e (IRE1)
baglidir (97). Hiicre, ER'de biriken katlanmamis proteinlere maruz kaldiginda bu stres,
GRP78 UPR sensorlerinden serbest birakildiginda ortaya c¢ikabilmektedir. UPR'nin
aktif formu daha sonra proteinin translasyonu ve dogru katlanmayi arttirmaktadir
(93). GRP78 ER disinda da bulunur ve c¢cok yonliu hicresel aktivitelerde de rol
almaktadir. Ayrica, ortaya c¢ikan kanitlar gosteriyor ki ER stresinin GRP78'i ER'den
ayrilmaya tesvik ettigi ¢cekirdek ve mitokondriyon gibi hiicre ici organellere lokalize

olarak hiicre sinyalini diizenlemede ve hayatta kalmaya yardimci oldugu gosterilmistir
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(98). GRP78’in embriyo gelisiminde anti apoptotik, hiicre canliiginda ve yaslanmada

rolleri bulunmaktadir (86, 93).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Etik Kurul izin Siireci

“Primer Siliyer Diskinezi (PCD) hastalarinda dis dynein kolu (ODA) defektleriile
silyum ©6n yapim proteinlerinin iliskisinin histolojik olarak arastiriimasi” baslikli tez
calismasi 20.10.2020 tarihinde, 2020/17 numarali toplantida 16969557-1448 sayi ve
GO 20/989 kayit numarasi ile Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan gerekce, amag, yaklasim ve ydntem

basliklarindaki degerlendirilme sonucu etik agidan uygun bulunmustur.

3.2. Hasta Gruplari ve Kontrol Bireylerin Belirlenmesi ve Orneklerin Elde Edilmesi

Bu arastirmaya, Tirkiye cografyasinda genetik olarak PCD 6n tanisi (ODA
defekti) almis bireyler dahil edildi. Yaslari 6-23 olan (toplam n=18 (n=7 erkek; n=11
kiz)) klinige belirgin kronik burun akintisi, tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonu,
kronik Okslriik, bronsiektazi, orta kulak enfeksiyonu ile gelen hastalarin fizik
muayenesi Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Gégiis Hastaliklari Bélimi’nde
yapildi. Aydinlatilmis onamlari ve nazal siiriintii 6rnekleri Hacettepe Universitesi Tip
Fakiltesi Cocuk GoOglis Hastaliklari Bolimi’nde alindi. Hastalarin anamnez, fizik
muayene, HSVM ve genetik bulgulari Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
GoOgls Hastaliklari Bolimi’nden alindi. Gozlemsel tanimlayici arastirma kapsaminda
ayrica kontrol grubu olmak tizere normal silyum yapisina sahip 3 bireyden de onam
ile nazal siriintii 6rnekleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji laboratuarinda nazal stiriintl cubugu dik aci ile nazofarinkse ilerletilip 10
saniye boyunca cevrilerek alindi. Hasta ve kontrol grubu bireylerden alinan nazal
surlintl ornekleri, RPMI medium iceren 15 ml’lik santrifiij tlpU icine nazal stiriinti
fircasinin basi koparilarak alindi ve HUTF Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal’’nda

cahsildr.
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3.2.1. Arastirmaya Dahil Edilen Hastalar

Calismaya katilmasi planlanan 18 hastadan Covid-19 salgini nedeniyle
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Gégiis Hastaliklari poliklinigine basvuran

PCD 6n tanisi (ODA defekti) olan 8 hasta dahil edildi.

3.3. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Kullanimdan 6nce tiim sollisyonlar oda sicakligina (18-25°C) getirildi.

3.3.1. Diliisyon Tamponu Hazirlanmasi

8.58 gram PBS tuzu 1000 ml distile suyun icinde ¢ozdulrildi. 10 ml 10X
Diliisyon tampon soliisyonuna 90 ml distile su eklenerek 1X PBS dillisyon tampon

soliisyonu elde edildi.

3.3.2. %4’liik Paraformaldehit Hazirlanmasi

800 mL 1X PBS igine 40 g Paraformaldehit tozu eklendi. Karisim ¢eker ocakta
60°C'de kaynatmadan karistirildi. PFA tozu aninda ¢6ziinmedigi icin, berrak bir ¢ozelti
olusana kadar damla damla 5N NaOH eklenildi. Kiiglik ¢6ziinmemis pargaciklar
olabileceginden ¢ozeltiyi oda sicakligina sogutup ve partikiiller uzaklastirmak igin
stiziildii. 1X PBS ile hacim 1L'ye ¢ikartildi. 50 pl Triton X-100 (T8787, SIGMA, AMERIKA)
10 ml distile suya konularak %0,5 Triton X-100 elde edildi ve karisima eklendi.

Karisimin pH't 7 ye HCI ve NaOH eklenerek ayarlandi.

3.3.3 Triton-X Hazirlanmasi

50 pl Triton X-100 (T8787, SIGMA, AMERIKA) 10 ml PBS icine konularak
%0,5’lik Triton X-100 elde edildi. 20 pl Triton X-100 (T8787, SIGMA, AMERIKA) 10 ml|
PBS igine konularak %0,2’lik TritonX-100 elde edildi.

3.3.4 Blokaj icin %1’lik Siit Tozu Hazirlanmasi

0,5 gram siit tozu (70166, SIGMA, AMERIKA) hassas tartida tartildi 50 ml 1xPBS

icinde hazirlandi ve %1’lik siit tozu elde edildi.
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3.3.5. DAPI Hazirlanmasi

50 mg DAPI (D9542, SIGMA, AMERIKA) hassas tartida tartildi ve 10 ml distile

su icerisinde ¢6zuld .

3.4. Hasta ve kontrol grubundan alinan 6rneklerin lamlara yayilmasi

immiinohistokimya icin RPMI medium (R0883, SIGMA, AMERIKA) iceren
tlpun icindeki nazal slrlintl ¢cubugu, tipiln icine 40 kere daldirildi ve 6rnek alinan
kisinin isim soyisim kisaltmasi ve yayma tarihi yazilan 50 adet lama nazal surinti
¢ubugu ile yayma yapildi, bir giin kurumaya birakildi ve lamlar uygun kosullarda

muhafaza edildi.

3.5. Hasta ve Kontrol Grubundan Alinan Orneklerde DNAH5 ve B Tiibiilin Cift

immiinofloresan isaretleme

Toplam 11 bireyden 11 adet lam -20 °C’den sabah cikartilarak 2 saat oda
Isisinda birakildi. Oda isisina alinan lamlarin her birine kalici kalemle; kod, antikor ismi
ve tarih yazildi. Yumusak mendil distile su (Milipor) ile kdsesinden islatilarak, 6nce
lamlarin arkalari temizlendi. Sonra kenar ve koseleri lam Uzerindeki hasta nazal
surlintl 6rnekleri cok kiclltmemeye dikkat ederek iyice temizlendi. Lam Uzerindeki
hasta nazal siiriintii 6rnekleri, likit bloker (dakopen) (2377821, SIGMA, AMERIKA) ile
silinen yerler cizilerek cercevelendi. Siyah kapagi kapaninca isik gecirmeyen Humidity
chamber’in icine 6 adet iyi islatiimis havlu pecete yayildi. Her siraya horizontal olarak
5 lam konuldu. Lamlar PBS (P5368, SIGMA, AMERIKA) ile 5 dakika yikandi atik
lamlardan chamber egilerek sag kenara dogru biriktirildi ve sag kenarda biriken atik
disari atildi. Hazirlanan 4% PFA ile 15 dakika her bir lam inkiibe edildi. PFA atigi toksik
oldugundan atiga atildi. PBS ile 2x1 dakika yikandi. Lamlar 10 dk %0,2’lik Triton X-100
(T8787, SIGMA, AMERIKA) ile inkiibe edildi. PBS ile 2 defa kisa siireli yikama (5 dakika)
ve 2 defa da uzun siireli yikama (10 dakika) yapildi. Likit blokeri silinen lamlarda tekrar
cerceveleme yapildi. Lamlar blokaj i¢in hazirlanan %1’lik sit tozu (70166, SIGMA,
AMERIKA) ile +4 C*de bir gece inkiibe edildi.
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Ertesi glin blokaj sollisyonu olan lamlar yikanmadan sollisyon dokildi. Her
lam (zerindeki 6rnekte 300 pl primer antikor iceren sollisyon olmasi saglandi.
Literatiirde kullanilan 1:500 diltisyonunda DNAHS5 (HPA037470, SIGMA, AMERIKA) ve
B tibilin (T8328, SIGMA, AMERIKA) antikorlari ile 1 giin oda sicakhginda inkiibe
edildi. PBS ile 3 kisa yikama (1 dakika) ve 2 uzun yikama (10 dakika) yapildi. Sekonder
antikor isaretlenmesi icin her lama 200 pl yesil floresan veren 1:1000 diliisyonda
Alexa fluor 488 (ab150113, ABCAM, BIRLESIK KRALLIK) ve kirmizi floresan veren Alexa
fluor 594 (A32740, THERMO, AMERIKA) sekonder antikorlari konuldu. 30 dakika
karanlikta inkibasyona birakildi. PBS ile 3x5 dakika yikandi. Hazirlanan DAPI (D9542,
SIGMA, AMERIKA) cekirdek boyasi ile 10 dakika inkiibe edildi. PBS (P5368, SIGMA,
AMERIKA) ile 1 kisa (1 dakika), 2 uzun (2x 10 dakika) yikandi. Ornekleri havlu kagida
yayildi, arkalari ve kenarlari dikkatlice kurutuldu. Kalan fazla PBS emdirildi. Her lam
icin 3 damla Dako Mounting medium (Kapatma mediumu) (ab104135, ABCAM,
BIRLESIK KRALLIK) damlatildi. Lamel ile hava kalmayacak sekilde lamlar kapatildi.
Lamlar kapatildiktan sonra, isiktan koruyarak kuru bir kutuda agzi kapali horizontal
olarak kurutmaya birakildi. Orneklerin en az 2 giin kurumasi icin beklenip lamlarin

immunofloresan analizi Leica DM6B mikroskopta LasX programi ile yapildi.

3.6. Hasta ve Kontrol Grubundan Alinan Orneklerde ZMYND10 ve RSPH9

Antikorlarin Cift immiinofloresan isaretlemesi

Toplam 11 bireyden 11 adet lam -20 °C'den sabah cikartilarak 2 saat oda
isisinda birakildi. Oda isisina alinan lamlarin her birine kalici kalemle; kod, antikor ismi
ve tarih yazildi. Yumusak mendil distile su (Milipor) ile kosesinden islatilarak, dnce
lamlarin arkalari temizlendi. Sonra kenar ve koseleri lam Uzerindeki hasta nazal
strlintl 6rnekleri cok kiclltmemeye dikkat ederek iyice temizlendi. Lam Uzerindeki
hasta nazal siiriintii 8rnekleri, likit bloker (dakopen) (2377821, SIGMA, AMERIKA) ile
silinen yerler gizilerek cercevelendi. Siyah kapagi kapaninca i1sik gecirmeyen Humidity
chamber’in icine 6 adet iyi islatiimis havlu pecete yayildi. Her siraya horizontal olarak
5 lam konuldu. Lamlar PBS (P5368, SIGMA, AMERIKA) ile 5 dakika yikandi atik

lamlardan chamber egilerek sag kenara dogru biriktirildi ve sag kenarda biriken atik
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disari atildi. Hazirlanan 4% PFA ile 15 dakika her bir lam inkiibe edildi. PFA atigi toksik
oldugundan atiga atildi. PBS ile 2x1 dakika yikandi. Lamlar 10 dk %0,2’lik Triton X-100
(T8787, SIGMA, AMERIKA) ile inkiibe edildi. PBS ile 2 defa kisa siireli yikama (5 dakika)
ve 2 defa da uzun sireli yikama (10 dakika) yapildi. Likit blokeri silinen lamlarda tekrar
cerceveleme yapildi. Lamlar blokaj icin hazirlanan %1’lik siit tozu (70166, SIGMA,
AMERIKA) ile +4 C*’de bir gece inkiibe edildi.

Ertesi guin blokaj sollisyonu olan lamlar yikanmadan sollsyon dokilda. Her
lam Uzerindeki ornekte 300ul primer antikor iceren sollisyon olmasi saglandi.
Literatiirde kullanilan 1:500 diliisyonunda RSPH9 (HPA031703, SIGMA, AMERIKA) ve
1:250 diltisyonunda ZMYND10 (sc-398350, SANTACRUZ, AMERIKA) antikorlari ile 1
giin oda sicakliginda inkiibe edildi. PBS ile 3 kisa yikama (1 dakika) ve 2 uzun yikama
(10 dakika) yapildi. Sekonder antikor isaretlenmesi igin her lama 200 pl yesil floresan
veren 1:1000 diliisyonda Alexa fluor 488 (ab150113, ABCAM, BIRLESIK KRALLIK) ve
kirmizi floresan veren Alexa fluor 594 (A32740, THERMO, AMERIKA) sekonder
antikorlari konuldu. 30 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi. PBS ile 3x5 dakika
yikandi. Hazirlanan DAPI (D9542, SIGMA, AMERIKA) cekirdek boyasi ile 10 dakika
inkiibe edildi. PBS (P5368, SIGMA, AMERIKA) ile 1 kisa (1 dakika), 2 uzun (2x 10 dakika)
yikandi. Ornekleri havlu kagida yayildi, arkalari ve kenarlari dikkatlice kurutuldu.
Kalan fazla PBS emdirildi. Her lam icin 3 damla Dako Mounting medium (Kapatma
mediumu) (ab104135, ABCAM, BIRLESIK KRALLIK) damlatildi. Lamel ile hava
kalmayacak sekilde lamlar kapatildi. Lamlar kapatildiktan sonra, isiktan koruyarak
kuru bir kutuda agzi kapali horizontal olarak kurutmaya birakildi. Orneklerin en az 2
gin kurumasi igin beklenip lamlarin immunofloresan analizi Leica DM6B mikroskopta

LasX programi ile yapildi.

3.7. Hasta ve Kontrol Grubundan Alinan Orneklerde GRP78 ve RSPH9 Antikorlarin

Gift immiinofloresan isaretlemesi

Toplam 11 bireyden 11 adet lam -20 °C'den sabah cikartilarak 2 saat oda
isisinda birakildi. Oda isisina alinan lamlarin her birine kalici kalemle; kod, antikor ismi

ve tarih yazildi. Yumusak mendil distile su (Milipor) ile kosesinden islatilarak, dnce
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lamlarin arkalari temizlendi. Sonra kenar ve koseleri lam Uzerindeki hasta nazal
surlintl 6rnekleri cok kiglltmemeye dikkat ederek iyice temizlendi. Lam Uzerindeki
hasta nazal siiriintii 6rnekleri, likit bloker (dakopen) (2377821, SIGMA, AMERIKA) ile
silinen yerler gizilerek ¢cercevelendi. Siyah kapagi kapaninca isik gegcirmeyen Humidity
chamber’in icine 6 adet iyi 1slatiimis havlu pecete yayildi. Her siraya horizontal olarak
5 lam konuldu. Lamlar PBS (P5368, SIGMA, AMERIKA) ile 5 dakika yikandi atik
lamlardan chamber egilerek sag kenara dogru biriktirildi ve sag kenarda biriken atik
disari atildi. Hazirlanan 4% PFA ile 15 dakika her bir lam inklibe edildi. PFA atig toksik
oldugundan atiga atildi. PBS ile 2x1 dakika yikandi. Lamlar 10 dk %0,2’lik Triton X-100
(T8787, SIGMA, AMERIKA) ile inkiibe edildi. PBSile 2 defa kisa siireli yikama (5 dakika)
ve 2 defa da uzun siireli yikama (10 dakika) yapildi. Likit blokeri silinen lamlarda tekrar
cerceveleme yapildi. Lamlar blokaj icin hazirlanan %1’lik sit tozu (70166, SIGMA,
AMERIKA) ile +4 C*’de bir gece inkiibe edildi.

Ertesi glin blokaj sollisyonu olan lamlar yikanmadan sollisyon dokildi. Her
lam Uzerindeki 6rnekte 300ul primer antikor iceren sollsyon olmasi saglandi.
Literattirde kullanilan 1:500 diliisyonunda RSPH9 (HPA031703, SIGMA, AMERIKA) ve
1:200 diliisyonunda GRP78 (ab212054, ABCAM, BIRLESIK KRALLIK) antikorlari ile 1
giin oda sicakliginda inkiibe edildi. PBS ile 3 kisa yikama (1 dakika) ve 2 uzun yikama
(10 dakika) yapildi. Sekonder antikor isaretlenmesi igin her lama 200 pl yesil floresan
veren 1:1000 diliisyonda Alexa fluor 488 (ab150113, ABCAM, BIRLESIK KRALLIK) ve
kirmizi floresan veren Alexa fluor 594 (A32740, THERMO, AMERIKA) sekonder
antikorlari konuldu. 30 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi. PBS ile 3x5 dakika
yikandi. Hazirlanan DAPI (D9542, SIGMA, AMERIKA) cekirdek boyasi ile 10 dakika
inkiibe edildi. PBS (P5368, SIGMA, AMERIKA) ile 1 kisa (1 dakika), 2 uzun (2x 10 dakika)
yikandi. Ornekleri havlu kagida yayildi, arkalari ve kenarlar dikkatlice kurutuldu.
Kalan fazla PBS emdirildi. Her lam i¢in 3 damla Dako Mounting medium (Kapatma
mediumu) (ab104135, ABCAM, BIRLESIK KRALLIK) damlatildi. Lamel ile hava
kalmayacak sekilde lamlar kapatildi. Lamlar kapatildiktan sonra, isiktan koruyarak

kuru bir kutuda agzi kapali horizontal olarak kurutmaya birakildi. Orneklerin en az 2
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gin kurumasi igin beklenip lamlarin immunofloresan analizi Leica DM6B mikroskopta

LasX programi ile yapildi.

3.8. Diizeltilmis Toplam Floresan Yogunlugu (CTCF) Analizi

Her hasta ve kontrol bireyden en az 3 fotograftan floresan o6l¢imleri
yapilmistir. Cikan degerler toplam hiicre floresan (CTCF) formiline gore olciimler
hesaplanmistir. Sonra her fotograftan elde edilen 6l¢iimlerin ortalamasi alinarak
Graphpad Prism programinda ortalamalara gore istatistiksel olarak anlamlilik
bakilmistir.

Diizeltilmis toplam floresan yogunlugu (CTCF) = Integrated Density (Hepsi
secilerek elde edilen IntDen degeri) — (Area of selected cell (Hepsi secilerek elde
edilen Area degeri) X Mean fluorescence of background readings (Oval secilerek elde
edilen Mean degeri)

Bu formdl kullanilarak kontrol ve hasta 6rneklerine ait IF isaretlemeler analiz

edilmistir.

3.9. istatiksel Analiz

Orneklem hesabi G-Power (v. 3.1.9.7) yazilimi kullanilarak yapildi. Calisma icin
ihtiya¢c duyulan orneklem genisligi parametrik testlere gére hesaplandi. Gruplardan
elde edilen ekspresyon diizeylerinin degiskenliginin 0.5 birim oldugu ve érneklerden
elde edilen ekspresyon diizeylerinin zaman igindeki degisiminin istatistiksel agidan
anlaml olup olmadiginin parametrik yontemler ile incelenecegi 6ngoriilerek glic
analizi yapildi ve 6rneklem genisligi belirlendi. Bu 6ngoriiler altinda 1 birimlik bir etki
genigliginin %95 gug ile anlamli bir farkhlik olarak tespit edilebilmesi i¢in deney
grubuna 18 kisinin dahil edilmesine karar verildi. Fakat hastalardan 8 tanesine
ulasilabildigi icin calisma %36 gli¢ ile tamamlanmistir.

istatistiksel analizler GraphPad Prism 8 programi kullanilarak yapildi.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu analitik yéntemlerle (Shapiro-Wilk testi)
incelendi. ikili karsilastirmalar Mann-Whitney U, coklu karsilastirmalar Kruskal-Wallis

testi ve posthoc Dunn testi ile degerlendirildi. istatistiksel anlamhlik icin toplam tip-1



36

hata dlzeyi %5 olarak kullanildi. Tanimlayici istatistiksel veriler ortanca ve geyrekler

arasi aralik degerleri kullanilarak sunulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalarin ve Kontrol Bireylerin Demografik Ozellikleri

Bu arastirmaya, Turkiye cografyasinda genetik olarak PCD 6n tanisi (ODA
defekti) almis bireyler dahil edildi. Yaslari 6-23 olan (toplam n=18 (n=7 erkek; n=11
kiz)) klinige belirgin kronik burun akintisi, tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonu,
kronik Okslirlik, bronsiektazi, orta kulak enfeksiyonu ile gelen hastalarin genel
muayenesi ve fizik muayenesi Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Gogiis
Hastaliklari Bolimi’nde yapildi. Hastalardan 8 tanesi arastirmaya katilmak igin
gondlli oldu. Kontrol bireyler sigara icmemis, bilinen bir solunum yolu enfeksiyonu
ve hastaligl olmayan ve covid-19 enfeksiyonu gegirmemis 3 kisiden (n=2 erkek; n=1
kiz) secildi.

8 hastadan en kii¢ligi 14 en bliylgi 22 yasinda olmak lizere 6 kiz 2 erkek hasta
birey calismaya katildi. Kontrol bireyler olarak 26 yasinda bir kiz ve 28 ve 31 yaslarinda
erkek birey dahil edildi (Tablo 4.1.1).

Tablo 4.1.1. Hastalarin ve Kontrol Bireylerin Demografik Ozellikleri

Hastalar Cinsiyet Yas

Hasta 1 E 21

Hasta 2 K 17y 8ay
Hasta 3 K 22

Hasta 4 K 18 y5ay
Hasta 5 K 19y 11 ay
Hasta 6 K 16y 10 ay
Hasta 7 K 16y 3ay
Hasta 8 E 14y 2 ay
Kontroller Cinsiyet Yas
Kontrol 1 K 26y
Kontrol 2 E 28y
Kontrol 3 E 31y

4.2, Hastalarin Fizik Muayene ve HSVM Bulgulari

8 hastadan hepsi ayni mutasyona sahipken farkli semptomlari vardi. Hasta 8

de diger hastalardan farkl olarak bronsiektazi yoklugu ve isitme kaybi vardi. Hasta 3,
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4 ve 5’te situs inversus vardi. Akraba ¢cocuklari ise hasta 2, 3, 4, 5'tli. Yuksek hizli video
mikroskopi bulgularinda ise ¢ogu hastada hipokinetik silya mevcuttu. Fakat hasta 2
de hareketli silya ve hasta 7 ve hasta 8 de stiff modele (katlanmayan titresen silya)
sahip silya gériinmekteydi. Bu bulgular ayni mutasyona sahip olmalarina ragmen
farkli semptom ve bulgulara sahip olabileceklerini ve bunun da varyantlarin farkl olup

baska etmenlerin olabilecegini gbstermektedir (Tablo 4.2.1).

Tablo 4.2.1. Hastalarin Fizik Muayene ve HSVM Bulgulari

Hasta .
Kisa Cinsiyet | Yas Semptomlar Bronsektazi Situs Akrabalik | HSVM
Inversus
Adlan
Hasta 1 E 21 Rinit, SinGzit Pozitif Negatif Negatif Hipokineti
k silyumlar
Hasta 2 K 17y Rekirren Pozitif Negatif Pozitif Cok sayida
8 ay akciger rezidiel
enfeksiyonu, hareketli
Rinit, Rekiirren silya
sinlizit, Dlslik goraldu
nazal NO,

Hasta 3 K 22 Rekiirren Pozitif Pozitif Pozitif Hipokineti
akciger k silyumlar
enfeksiyonu,

Dusuk nazal NO,
sinuzit

Hasta 4 K 18y Rekirren Pozitif Pozitif Pozitif Hipokineti

5ay akciger k silyumlar
enfeksiyonu

Hasta 5 K 19y Rekirren Pozitif Pozitif Pozitif Hipokineti

11ay | akciger k silyumlar
enfeksiyonu,
Dusuk nazal NO,
sinlizit, isitme
defekti
Hasta 6 E 16y Rekirren Pozitif Negatif Negatif Hipokineti
10ay | akciger k silyumlar
enfeksiyonu, ve stiff
Dusuk nazal NO model
Hasta 7 K 16y Rekirren Pozitif Negatif Negatif Hipokineti
3ay akciger k silyumlar
enfeksiyonu,
Disuk nazal NO,
sinuzit
Hasta 8 E 14y Rinit, isitme Negatif Negatif Pozitif Stiff model
2 ay defekti, Dlsuk
nazal NO
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4.3. Hastalarin Genetik Ozellikleri

8 hastada ayni gende DNAH5 geninde mutasyona sahipti. Fakat farkl tipte ve
zigosite gosteren protein ve kodlandiklari yerlerin farkli olmasi fenotiplerinin farkh

olmasina sebep olabilecegini diisiindirmektedir (Tablo 4.3.1).

Tablo 4.3.1. Hastalarin genetik 6zellikleri

Mutasyon: Mutasy.on:
Kodlama Protein
Hastalar | Cinsiyet Yas Gen (HGVS (HGVS Tip Zigosite
.. K . isimlendirmesi
isimlendirmesi c.) o)
Hasta 1 E 21 DNAHS5 | ¢c.11740G>A p.Glu3914Lys Missense | Comp.
Het.
Hasta 2 K 17y 8 DNAHS5 | ¢.13486C>T p.Argd496Ter Nonsense | Hom
ay
Hasta 3 K 22 DNAHS5 | ¢.7615T>C p.Trp2539Arg Missense | Hom
Hasta 4 K 18y 5 DNAHS5 | ¢.8897C>T p.Thr2966Met Missense | Hom
ay
Hasta 5 K 19y 11 DNAHS5 | ¢.5747G>A p.W1916* Nonsense | Het
ay
Hasta 6 E 16y 10 DNAHS | ¢.2710G>T p.Glu904Ter Nonsense | Hom
ay
Hasta 7 K 16y 3 DNAHS | ¢.2368G>C p.Ala790Pro Missense | Hom
ay
Hasta 8 E 14y 2 DNAHS5 | ¢.9502C>T p.R3168* Nonsense | Hom
ay

4.4. Hasta ve kontrol Grubundan Alinan Orneklerde DNAH5 ve B Tiibiilin Gift

immiinofloresan isaretlenmesi

Kontrol ve hasta bireylere ait ornekler uygun imminofloresan teknikle
boyandi. Bu sayede hiicre sitoplazmik yapisi, cekirdegi ve silyumu bltin olarak
gozlendi. Cekirdekler DAPI ile maviye, silyum aksonem yapisinda silyum boyunca
boyanan asetile beta tlbiilin yesile ve dis dynein kolunda bulunan normalde silyum
boyunca ifadelenen DNAH5 proteini ise kirmiziyla ifadelendi. Kontrol 1 bireye ait
ornekte ¢ekirdek DAPI ile mavi ve bitiin, silyum varligi ise asetile beta tibdlin ile yesil
ifade gozlendi. DNAHS5 proteini ise silyum boyunca proksimalden distale dogru kirmizi
ifadelendi. Birlesmis mikrografta asetile beta tibdllin isaretlenmesi ve DNAH5

isaretlenmesi Ust Uste gozlendi (Sekil 4.4.1). Kontrol 2 bireye ait 6rnekte de ¢ekirdek
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DAPI ile mavi ve bitin, silyum varligi ise asetile beta tibiilin ile yesil gozlendi. DNAH5
proteini ise silyum boyunca proksimalden distale dogru kirmizi ifadelendi. Birlesmis
mikrografta asetile beta tibllin isaretlenmesi ve DNAHS5 isaretlenmesi (st Uste
gozlendi (Sekil 4.4.2). Kontrol 3 bireye ait 6rnekte de ¢ekirdek DAPI ile mavi ve bitin,
silyum varhigi ise asetile beta tlibilin ile yesil gozlendi. DNAHS5 proteini ise silyum

boyunca proksimalden distale dogru kirmizi ifadelendi. Birlesmis mikrografta asetile

beta tlbdlin isaretlenmesi ve DNAHS isaretlenmesi Ust liste gdzlendi (Sekil 4.4.3).

B tubulin

Sekil 4.4.1. Kontrol 1 bireye ait 6rnegin DNAH5 ve B tibdlin imminofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. Asetile beta tibilin silyum
boyunca yesil, DNAH5 proteini silyum boyunca kirmizi, gekirdek DAPI ile
mavi biatln ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise silyumlar boyunca
asetile beta tibdlin ve DNAHS5 isaretlenmesi Ust Uste gozlendi (x100).

B tubulin

Sekil 4.4.2. Kontrol 2 bireye ait 6rnegin DNAH5 ve B tubdlin imminofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. Asetile beta tibdlin silyum
boyunca yesil, DNAHS5 proteini silyum boyunca kirmizi, gekirdek DAPI ile
mavi bitin ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise silyumlar boyunca
asetile beta tlbilin ve DNAHS5 isaretlenmesi Ust lste gozlendi (x100).
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Acety-B tubulin Merge

Sekil 4.4.3. Kontrol 3 bireye ait 6rnegin DNAH5 ve B tibdlin imminofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. Asetile beta tiibulin silyum
boyunca yesil, DNAHS5 proteini silyum boyunca kirmizi, cekirdek DAPI ile
mavi butin ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise silyumlar boyunca
asetile beta tlbilin ve DNAHS5 isaretlenmesi Ust ste gozlendi (x100).

Kontrol bireylerde silyum boyunca asetile beta tibilin ve DNAH5 floresan

isaretlenmesi gozlendi (Tablo 4.4.1).

Tablo 4.4.1. Kontrol bireylerin DNAHS ve asetile beta tiibulin isaretlenmesi

Kontroller Cinsiyet DNAH5 Asetile beta tiibiilin
IF isaretlenmesi IF isaretlenmesi
Kontrol 1 K Silyum boyunca Silyum boyunca
Kontrol 2 E Silyum boyunca Silyum boyunca
Kontrol 3 E Silyum boyunca Silyum boyunca

Hasta 1 bireye ait 6rnekte ¢ekirdek DAPI ile mavi ve pargalanmis, silyum varhigi
ise asetile beta tubdlin ile yesil gézlendi. DNAH5 proteini ise silyumlarin distalinde ¢ok
az kirmizi ifadelendi. Birlesmis mikrografta silyumlar boyunca asetile beta tiibilin
isaretlenmesi ve DNAHS5 isaretlenmesi Ust lste gozlenmedi (Sekil 4.4.4). Hasta 2
bireye ait 6rnekte de gekirdek DAPI ile mavi ve biitlin, silyum varligi ise asetile beta
tlbdlin ile yesil gozlendi. DNAHS5 proteini ise silyum boyunca proksimalden distale
dogru hi¢ kirmizi ifadelenme gdstermedi. Birlesmis mikrografta silyumlar boyunca
asetile beta tlibilin isaretlenmesi ve DNAHS5 isaretlenmesi st lste gozlenmedi (Sekil
4.4.5). Hasta 3 bireye ait 6rnekte de ¢ekirdek DAPI ile mavi ve parcali, silyum varligi
ise asetile beta tiibilin ile yesil gozlendi. DNAH5 proteini ise silyum boyunca

proksimalden distale dogru hig¢ kirmizi ifadelenme gostermedi. Birlesmis mikrografta
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silyumlar boyunca astile beta tibulin isaretlenmesi ve DNAHS5 isaretlenmesi st Uste
gozlenmedi (Sekil 4.4.6). Hasta 4 bireye ait 6rnekte de g¢ekirdek DAPI ile mavi ve
bitln, silyum varhgi ise asetile beta tibdilin ile yesil ifadelendi. DNAH5 proteini ise
silyum boyunca proksimalden distale dogru hi¢ kirmizi ifadelenme gostermedi.
Birlesmis mikrografta astile beta tubdlin isaretlenmesi ve DNAHS5 isaretlenmesi Ust
Uste gozlenmedi (Sekil 4.4.7). Hasta 5 bireye ait 6rnekte ¢ekirdek DAPI ile mavi ve
bitln, silyum varligi ise asetile beta tiibilin ile yesil gbzlendi. DNAH5 proteini ise
silyumlarin proksimalinde ¢ok az kirmizi ifadelendi. Birlesmis mikrografta silyumlar
boyunca asetile beta tibdlin isaretlenmesi ve DNAHS5 isaretlenmesi Ust Uste
gozlenmedi (Sekil 4.4.8). Hasta 6 bireye ait 6rnekte de g¢ekirdek DAPI ile mavi ve
bitln, silyum varligl ise asetile beta tibulin ile yesil gbézlendi. DNAH5 proteini ise
silyum boyunca proksimalden distale dogru hi¢c kirmizi ifadelenme gostermedi.
Birlesmis mikrografta silyumlar boyunca astile beta tibdlin isaretlenmesi ve DNAH5
isaretlenmesi Ust Uste gozlenmedi (Sekil 4.4.9). Hasta 7 bireye ait 6rnekte cekirdek
DAPI ile mavi ve pargalanmis, silyum varligi ise asetile beta tibdilin ile yesil gézlendi.
DNAHS5 proteini ise silyumlarin distalinde kirmizi ifadelendi. Birlesmis mikrografta
silyumlarin distalinde asetile beta tubdlin isaretlenmesi ve DNAH5 isaretlenmesi (st
Uste gozlendi (Sekil 4.4.10). Hasta 8 bireye ait 6rnekte de ¢ekirdek DAPI ile mavi ve
bitln, silyum varligi ise asetile beta tiibilin ile yesil gbézlendi. DNAH5 proteini ise
silyum boyunca proksimalden distale dogru kirmizi ifadelendi. Birlesmis mikrografta
silyumlar boyunca asetile beta tlibilin isaretlenmesi ve DNAHS5 isaretlenmesi Uist Uste

gozlendi (Sekil 4.4.11).
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Sekil 4.4.4.

Hasta 2

Sekil 4.4.5.
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Hasta 1 bireye ait o6rnegin DNAH5 ve B tubulin imminofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. Asetile beta tiibilin silyum
boyunca yesil, DNAHS5 proteini silyum distalinde gok az kirmizi, gekirdek
DAPI ile mavi pargalanmis ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise
silyumlar boyunca asetile beta tibiilin ve DNAHS isaretlenmesi (st Giste
gozlenmedi (x100).

Hasta 2 bireye ait 6rnegin DNAH5 ve B tilbilin immiinofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. Asetile beta ttbulin silyum
boyunca yesil ifadelendi, DNAH5 proteini silyum boyunca kirmizi
ifadelenme gostermedi, cekirdek DAPI ile mavi bitin ifadelendi,
birlestirilmis mikrografta ise silyumlar boyunca asetile beta tibdlin ve
DNAHS isaretlenmesi Ust Uste gozlenmedi (x100).



44

Sekil 4.4.6. Hasta 3 bireye ait 6rnegin DNAH5 ve B tlbdlin immiinofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. Asetile beta ttbdlin silyum
boyunca yesil ifadelendi, DNAH5 proteini silyum boyunca kirmizi
ifadelenme gostermedi, ¢ekirdek DAPI ile mavi pargalanmis ifadelendi,
birlestirilmis mikrografta ise silyumlar boyunca asetile beta tiibilin ve
DNAHS isaretlenmesi (st Uste gézlenmedi (x100).

Hasta 4

Acety-B tubulin

Sekil 4.4.7. Hasta 4 bireye ait ornegin DNAH5 ve B tlbdlin imminofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. Asetile beta ttbulin silyum
boyunca yesil ifadelendi, DNAH5 proteini silyum boyunca kirmizi
ifadelenme gostermedi, cekirdek DAPI ile mavi bitin ifadelendi,
birlestirilmis mikrografta ise silyumlar boyunca asetile beta tibdlin ve
DNAHS isaretlenmesi Ust Uste gozlenmedi (x100).
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Hasta 5

Acety-B tubulin

Sekil 4.4.8. Hasta 5 bireye ait 6rnegin DNAHS5 ve B tibilin immiinofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. Asetile beta ttbdlin silyum
boyunca yesil, DNAH5 proteini silyum proksimalinde ¢cok az kirmizi,
cekirdek DAPI ile mavi bitlin ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise
silyumlar boyunca asetile beta tibdulin ve DNAHS5 isaretlenmesi Ust Giste
gozlenmedi (x100).

Hasta 6

Acety-3 tubulin

Sekil 4.4.9. Hasta 6 bireye ait O6rnegin DNAH5 ve B tlbiin immiinofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. Asetile beta tlbdlin silyum boyunca yesil
ifadelendi, DNAHS5 proteini silyum boyunca kirmizi ifadelenme géstermedi, ¢ekirdek
DAPI ile mavi biitlin ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise silyumlar boyunca asetile
beta tlibulin ve DNAHS5 isaretlenmesi Uist Uste gozlenmedi (x100).
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Sekil 4.4.10. Hasta 7 bireye ait 6rnegin DNAH5 ve B tubilin immiinofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. Asetile beta tibulin silyum
boyunca yesil, DNAHS5 proteini silyum distalinde kirmizi, gekirdek DAPI
ile mavi parcalanmis ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise
silyumlarin distalinde asetile beta tlbiilin ve DNAHS isaretlenmesi Gst
Uste gozlendi (x100).

Hasta 8

Sekil 4.4.11. Hasta 8 bireye ait 6rnegin DNAH5 ve B tubdilin immiinofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. Asetile beta ttbdlin silyum
boyunca yesil, DNAH5 proteini silyum boyunca kirmizi, cekirdek DAPI
ile mavi bitin ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise silyum boyunca
asetile beta tlibilin ve DNAHS isaretlenmesi Uist Uste gozlendi (x100).

Biitlin hastalarda silyum boyunca asetile beta tibiilin floresan isaretlenmesi
gozlendi. Hasta 2, 3, 4, 6°da DNAHS5 floresan isaretlenmesi gézlenmedi. Hasta 1'de
silyum distalinde cok az, hasta 5’te silyum proksimalinde ¢ok az isaretlenme; hasta
7’de ise silyum distalinde ve hasta 8’de silyum boyunca isaretlenme gozlendi (Tablo

4.4.2)



Tablo 4.4.2. Hastalarin mutasyonlari ve DNAHS5 ve asetile beta tiibilin isaretlenmesi
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Mutasyon: Mutasyon:
Kodlama Protein Asetile beta DNAHS
Hastalar Cinsiyet Yas Gen (HGVS (HGVS Tip Zigosite tibiilin IF . .
.. . . .. . . . . IF isaretlenmesi
isimlendirmesi isimlendirmesi isaretlenmesi
c.) p.)
Hasta 1 E 21 DNAH5 | c.11740G>A p.Glu3914Lys Missense Comp. Het. | Silyum boyunca | Silyum distali ¢ok az
Hasta 2 K 17y 8 ay DNAH5 ¢.13486C>T p.Argd496Ter Nonsense Hom Silyum boyunca -
Hasta 3 K 22 DNAH5 c.7615T>C p.Trp2539Arg Missense Hom Silyum boyunca -
Hasta 4 K 18y 5ay DNAH5 c.8897C>T p.Thr2966Met Missense Hom Silyum boyunca -
Hasta 5 K 19y 1lay | DNAH5 | c.5747G>A p.W1916* Nonsense Het Silyum boyunca | Silyum proksimali ¢cok az
Hasta 6 E 16 y10ay | DNAH5 €.2710G>T p.Glu904Ter Nonsense Hom Silyum boyunca -
Hasta 7 K 16y3ay DNAH5 €.2368G>C p.Ala790Pro Missense Hom Silyum boyunca | Silyum distali
Hasta 8 E 14y 2ay DNAH5 €.9502C>T p.R3168* Nonsense Hom Silyum boyunca | Silyum boyunca
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Tablo 4.4.3'te diizeltilmis toplam hiicre floresan 6lciimlerinin ortalamalari
verilmistir. Her hasta ve kontrol bireyden en az 3 fotograftan floresan o6lglimleri
yapilmistir. Cikan degerler toplam hiicre floresan (CTCF) formiline gore ol¢iimler
hesaplanmistir. Sonra her fotograftan elde edilen 6lgimlerin ortalamasi alinarak
Graphpad Prism 8 programinda ortalamalara gore istatistiksel olarak anlamhilik
bakilmistir.

Kontrol bireyler ve hasta 1, 2, 3, 4, 6’'nin DNAHS5 dizeltilmis toplam hicre
floresan (CTCF) 6lglimlerinin ortalama degerleri (Tablo 4.4.3) arasinda anlamli fark
bulunmustur (p<0,05) fakat kontrol bireyler ve hasta 5, 7, 8 arasinda anlamli fark

bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.4.12).

Tablo 4.4.3. Kontrol ve hasta bireylerin DNAHS5 duizeltilmis toplam hiicre floresan
(CTCF) 6l¢imlerinin ortalama degerleri

Bireyler DNAH5
CTCF Ortalamalari
Kontrol 309,1
Hasta 1 18,93
Hasta 2 5,562
Hasta 3 20,74
Hasta 4 2,844
Hasta 5 82,79
Hasta 6 9,953
Hasta 7 239,1
Hasta 8 194,5
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Sekil 4.4.12. Bireyler arasinda DNAH5 dizeltilmis toplam hiicre floresan (CTCF)
Olglimlerinin ortalama degerleri istatistik grafigi. Kontrol bireyler ve
hasta 1, 2, 3, 4, 6'nin DNAHS5 diizeltilmis toplam hiicre floresan (CTCF)
Olglimlerinin ortalama degerleri arasinda anlamli fark bulunmustur
(p<0,05) fakat kontrol bireyler ve hasta 5, 7, 8 arasinda anlamli fark
bulunmamistir (p>0,05).

4.5. Hasta ve Kontrol Grubundan Alinan Orneklerde ZMYND10 ve RSPH9 Gift

immiinofloresan isaretlenmesi

Kontrol ve hasta bireylere ait ornekler uygun imminofloresan teknikle
boyandi. Bu sayede hicre sitoplazmik yapisi, cekirdegi ve silyumu biitiin olarak
gozlendi. Cekirdekler DAPI ile maviye, silyum aksonem yapisinda silyum boyunca
boyanan RSPH9 kirmiziya ve normalde sitoplazmada bulunan ZMYND10 proteini ise
yesil ifadelendi. Kontrol 1 bireye ait 6rnekte ¢ekirdek DAPI ile mavi ve biitlin, silyum
varhgl ise RSPH9 ile kirmizi gozlendi. ZMYND10 proteini ise sitoplazmada yesil

ifadelendi. Birlesmis mikrografta RSPH9 isaretlenmesi ve ZMYND10 isaretlenmesi



50

hicrede normal paternde gozlendi (Sekil 4.5.1). Kontrol 2 bireye ait 6rnekte ¢cekirdek
DAPI ile mavi ve pargali, silyum varligi ise RSPH9 ile kirmizi gozlendi. ZMYND10
proteini ise sitoplazmada graniillerle yesil ifadelendi. Birlesmis mikrografta RSPH9
isaretlenmesi ve ZMYND10 isaretlenmesi hiicrede normal paternde gozlendi (Sekil
4.5.2). Kontrol 3 bireye ait 6rnekte ¢ekirdek DAPI ile mavi ve bitin, silyum varhgi ise
RSPH9 ile kirmizi gbzlendi. ZMYND10 proteini ise sitoplazmada yesil ifadelendi.
Birlesmis mikrografta RSPH9 isaretlenmesi ve ZMYND10 isaretlenmesi hiicrede

normal paternde gozlendi (Sekil 4.5.3).

- -
g

Sekil 4.5.1. Kontrol 1 bireye ait 6rnegin ZMYND10 ve RSPH9 immiinofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi ifadelendi, ZMYND10 proteini sitoplazmada yesil, cekirdek DAPI
ile mavi buatlin ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise RSPH9 ve
ZMYND10 isaretlenmesi hiicrede normal paternde goézlendi (x100).

- -
Merge

Sekil 4.5.2. Kontrol 2 bireye ait 6rnegin ZMYND10 ve RSPH9 immiinofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi, ZMYND10 proteini sitoplazmada graniillerle yesil, cekirdek DAPI
ile mavi parcali ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise RSPH9 ve
ZMYND10 isaretlenmesi hiicrede normal paternde goézlendi (x100).
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Kontrol 3

Sekil 4.5.3. Kontrol 3 bireye ait 6rnegin ZMYND10 ve RSPH9 immiinofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi, ZMYND10 proteini sitoplazmada yesil, cekirdek DAPI ile mavi
bitlin ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise RSPH9 ve ZMYND10
isaretlenmesi hiicrede normal paternde gozlendi (x100).

Bitln kontrol bireylerde silyum boyunca RSPH9 floresan isaretlenmesi
gozlendi. Butin kontrol bireylerde ZMYND10 floresan isaretlenmesi sitoplazmada

normal paternde gozlendi (Tablo 4.5.1).

Tablo 4.5.1. Kontrol bireylerin RSPH9 ve ZMYND10 isaretlenmesi

Kontrol Kisa Adlari Cinsiyet RSPH9 ZMYND10

IF isaretlenmesi IF isaretlenmesi
Kontrol 1 K Silyum boyunca Sitoplazmada
Kontrol 2 E Silyum boyunca Sitoplazmada
Kontrol 3 E Silyum boyunca Sitoplazmada

Hasta 1 bireye ait 6rnekte ¢ekirdek DAPI ile mavi ve bitlin, silyum varligi ise
RSPH9 ile kirmizi ifadelendi. ZMYND10 proteini ise sitoplazmada yesil ifadelenme
gostermedi. Birlesmis mikrografta RSPH9 isaretlenmesi normal gézlendi ve ZMYND10
isaretlenmesi ise hilcrede gozlenmedi (Sekil 4.5.4). Hasta 2 bireye ait Ornekte
cekirdek DAPI ile mavi ve butun, silyum varligi ise RSPH9 ile kirmizi ifadelend.i.
ZMYND10 proteini ise silyum proksimalinde az ifadelendi ve sitoplazmada yesil
ifadelenme gostermedi. Birlesmis mikrografta RSPH9 isaretlenmesi normal gozlendi
ve ZMYND10 isaretlenmesi ise hlicrede normal paternde sitoplazmanin blyuk bir
kisminda gozlenmedi (Sekil 4.5.5). Hasta 3 bireye ait 6rnekte ¢ekirdek DAPI ile mavi
ve butdn, silyum varhigl ise RSPH9 ile kirmizi ifadelendi. ZMYND10 proteini ise
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sitoplazmada vyesil ifadelenme gostermedi. Birlesmis mikrografta RSPH9
isaretlenmesi normal gozlendi ve ZMYND10 isaretlenmesi ise hlicrede gézlenmedi
(Sekil 4.5.6). Hasta 4 bireye ait 6rnekte ¢ekirdek DAPI ile mavi ve biitin, silyum varhigi
ise RSPH9 ile kirmizi ifadelendi. ZMYND10 proteini ise sitoplazmada yesil ifadelenme
gostermedi. Birlesmis mikrografta RSPH9 isaretlenmesi normal gézlendi ve ZMYND10
isaretlenmesi ise hilicrede gozlenmedi (Sekil 4.5.7). Hasta 5 bireye ait Ornekte
cekirdek DAPI ile mavi ve parcali, silyum varligi ise RSPH9 ile kirmizi ifadelendi.
ZMYND10 proteini ise sitoplazmada vyesil ifadelenme gostermedi. Birlesmis
mikrografta RSPH9 isaretlenmesi normal gozlendi ve ZMYND10 isaretlenmesi ise
hlcrede gozlenmedi (Sekil 4.5.8). Hasta 6 bireye ait 6rnekte ¢ekirdek DAPI ile mavi ve
bitln, silyum varhg ise RSPH9 ile kirmizi ifadelendi. ZMYND10 proteini ise
sitoplazmada az ifadelendi. Birlesmis mikrografta RSPH9 isaretlenmesi normal
gozlendi ve ZMYND10 isaretlenmesi ise hiicrede normal paternde gézlenmedi (Sekil
4.5.9). Hasta 7 bireye ait 6rnekte ¢ekirdek DAPI ile mavi ve butin, silyum varligi ise
RSPH9 ile kirmizi ifadelendi. ZMYND10 proteini ise sitoplazmada yesil ifadelenme
gostermedi. Birlesmis mikrografta RSPH9 isaretlenmesi normal gézlendi ve ZMYND10
isaretlenmesi ise hiicrede normal paternde sitoplazmanin blyik bir kisminda
gozlenmedi (Sekil 4.5.10). Hasta 8 bireye ait 6rnekte ¢ekirdek DAPI ile mavi ve pargall,
silyum varhigl ise RSPH9 ile kirmizi ifadelendi. ZMYND10 proteini ise sitoplazmada
yesil ifadelenme gostermedi. Birlesmis mikrografta RSPH9 isaretlenmesi normal

gozlendi ve ZMYND10 isaretlenmesi ise hiicrede gozlenmedi (Sekil 4.5.11).
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- -
Merge

Sekil 4.5.4. Hasta 1 bireye ait 6rnegin ZMYND10 ve RSPH9 immiinofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi ifadelendi, ZMYND10 proteini sitoplazmada yesille ifadelenme
gostermedi, ¢ekirdek DAPI ile mavi butin ifadelendi, birlestirilmis
mikrografta ise RSPH9 isaretlenmesi normal paterndegozlendi ve
ZMYND10 isaretlenmesi hiicrede gozlenmedi (x100).

Hasta 2
Merge

Sekil 4.5.5. Hasta 2 bireye ait 6rnegin ZMYND10 ve RSPH9 imminofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi ifadelendi, ZMYND10 proteini silyum proksimalinde yesille az
ifadelendi ve sitoplazmada ifadelenme gostermedi, ¢cekirdek DAPI ile
mavi bitin ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise RSPH9
isaretlenmesi normal paterndegézlendi ve ZMYND10 isaretlenmesi
hiicrede normal paternde sitoplazmanin biylik bir kisminda
gozlenmedi (x100).
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Hasta 3
WEGE

Sekil 4.5.6. Hasta 3 bireye ait 6rnegin ZMYND10 ve RSPH9 imminofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi ifadelendi, ZMYND10 proteini sitoplazmada yesille ifadelenme
gostermedi, cekirdek DAPI ile mavi bitlin ifadelendi, birlestirilmis
mikrografta ise RSPH9 isaretlenmesi normal paternde goézlendi ve
ZMYND10 isaretlenmesi hiicrede gézlenmedi (x100).

Hasta 4
Merge

Sekil 4.5.7. Hasta 4 bireye ait 6rnegin ZMYND10 ve RSPH9 immiinofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi ifadelendi, ZMYND10 proteini sitoplazmada yesille ifadelenme
gostermedi, cekirdek DAPI ile mavi bitin ifadelendi, birlestirilmis
mikrografta ise RSPH9 isaretlenmesi normal paternde goézlendi ve
ZMYND10 isaretlenmesi hiicrede gézlenmedi (x100).
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Hasta 5
Merge

Sekil 4.5.8.

Hasta 5 bireye ait 6rnegin ZMYND10 ve RSPH9 immiinofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi ifadelendi, ZMYND10 proteini sitoplazmada yesille ifadelenme
gostermedi, cekirdek DAPI ile mavi parcal ifadelendi, birlestirilmis
mikrografta ise RSPH9 isaretlenmesi normal paternde gozlendi ve
ZMYND10 isaretlenmesi hiicrede gézlenmedi (x100).

Hasta 6
WE

Sekil 4.5.9.

Hasta 6 bireye ait 6rnegin ZMYND10 ve RSPH9 imminofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi, ZMYND10 proteini sitoplazmada yesille az ifadelendi, cekirdek
DAPI ile mavi bitin ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise RSPH9
isaretlenmesi normal paternde gozlendi ve ZMYND10 isaretlenmesi
hiicrede normal paternde sitoplazmanin biylik bir kisminda
gozlenmedi (x100).
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Hasta 7
Merge

Sekil 4.5.10. Hasta 7 bireye ait 6rnegin ZMYND10 ve RSPHY9 immiinofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi ifadelendi, ZMYND10 proteini sitoplazmada yesille ifadelenme
gostermedi, cekirdek DAPI ile mavi bitin ifadelendi, birlestirilmis
mikrografta ise RSPH9 isaretlenmesi normal paternde gozlendi ve
ZMYND10 isaretlenmesi hiicrede gézlenmedi (x100).

Hasta 8
Merge

Sekil 4.5.11. Hasta 8 bireye ait 6rnegin ZMYND10 ve RSPH9 immiinofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi ifadelendi, ZMYND10 proteini sitoplazmada yesille ifadelenme
gostermedi, cekirdek DAPI ile mavi pargali ifadelendi, birlestirilmis
mikrografta ise RSPH9 isaretlenmesi normal paternde gozlendi ve
ZMYND10 isaretlenmesi hiicrede gézlenmedi (x100).

Biitlin hasta bireylerde silyum boyunca RSPH9 floresan isaretlenmesi
gozlendi. Hasta 2’de ZMYND10 floresan isaretlenmesi silyum proksimalinde az; hasta
6’da sitoplazmada az gozlendi. Diger hastalarda ise ZMYND10 floresan isaretlenmesi

gozlenmedi (Tablo 4.5.2).



Tablo 4.5.2. Hastalarin mutasyonlari ve RSPH9 ve ZMYND10 isaretlenmesi
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Mutasyon: RSPH9 ZMYND10
Mutasyon: Protein
Hasta Dogum Kodlama IF isaretlenmesi | IF isaretlenmesi
Cinsiyet Gen (HGVS Tip Zigosite
Kisa Tarihi (HGVS
isimlendirmesi p.)
Adlar isimlendirmesi c.)
Hasta 1 E 21 DNAH5 | ¢.11740G>A p.Glu3914Lys Missense Comp. Het. | Silyum boyunca -
Hasta 2 K 17y 8 ay DNAH5 | c.13486C>T p.Arg4496Ter Nonsense Hom Silyum boyunca Silyum proksimalinde az
Hasta 3 K 22 DNAH5 | ¢.7615T>C p.Trp2539Arg Missense Hom Silyum boyunca -
Hasta 4 K 18y 5ay DNAH5 | ¢.8897C>T p.Thr2966Met Missense Hom Silyum boyunca -
Hasta 5 K 19y 11 ay DNAH5 | c.5747G>A p.W1916* Nonsense Het Silyum boyunca -
Hasta 6 E 16y 10 ay DNAH5 | c.2710G>T p.GluS04Ter Nonsense Hom Silyum boyunca Sitoplazmada az
Hasta 7 K 16y 3ay DNAH5 | ¢.2368G>C p.Ala790Pro Missense Hom Silyum boyunca -
Hasta 8 E 14y2ay DNAH5 | ¢.9502C>T p.R3168* Nonsense Hom Silyum boyunca -
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Kontrol bireyler ve hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ZMYND10 diizeltilmis toplam

hiicre floresan (CTCF) 6l¢iimlerinin ortalama degerleri (Tablo 4.5.3) arasinda anlaml

fark bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.5.12).

Tablo 4.5.3. Kontrol ve hasta bireylerin ZMYND10 duizeltilmis toplam hiicre floresan

(CTCF) 6lglimlerinin ortalama degerleri

Bireyler ZMYND10
CTCF Ortalamalan
Kontrol 268,3
Hasta 1 25,14
Hasta 2 18,83
Hasta 3 16,31
Hasta 4 12,50
Hasta 5 11,69
Hasta 6 11,76
Hasta 7 23,68
Hasta 8 5,501
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Sekil 4.5.12. Bireyler arasinda ZMYND10 duizeltilmis toplam hticre floresan (CTCF)

Olclimlerinin ortalama degerleri istatistik grafigi. Kontrol bireyler ve
hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ZMYND10 diizeltilmis toplam hicre floresan
(CTCF) olgumlerinin ortalama degerleri arasinda anlamli fark
bulunmustur (p<0,05).
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4.6. Hasta ve Kontrol Grubundan Alinan Orneklerde GRP78 ve RSPH9 Gift

immiinofloresan isaretlenmesi

Kontrol ve hasta bireylere ait ornekler uygun imminofloresan teknikle
boyandi. Bu sayede hiicre sitoplazmik yapisi, c¢ekirdegi ve silyumu bitin olarak
gozlendi. Cekirdekler DAPI ile maviye, silyum aksonem yapisinda silyum boyunca
boyanan RSPH9 kirmiziya ve normalde sitoplazmada bulunan GRP78 proteini ise yesil
ifadelendi. Kontrol 1 bireye ait 6rnekte gekirdek DAPI ile mavi ve bitiin, silyum varlig
ise RSPH9 ile kirmizi gozlendi. GRP78 proteini ise sitoplazmada yesil ifadelendi.
Birlesmis mikrografta RSPH9 isaretlenmesi ve GRP78 isaretlenmesi hiicrede normal
paternde gozlendi (Sekil 4.6.1). Kontrol 2 bireye ait 6rnekte ¢ekirdek DAPI ile mavi ve
parcali, silyum varligi ise RSPH9 ile kirmizi gézlendi. GRP78 proteini ise sitoplazmada
yesil ifadelendi. Birlesmis mikrografta RSPH9 isaretlenmesi ve GRP78 isaretlenmesi
hicrede normal paternde gozlendi (Sekil 4.6.2). Kontrol 3 bireye ait 6rnekte ¢ekirdek
DAPI ile mavi ve pargali, silyum varligi ise RSPH9 ile kirmizi gbzlendi. GRP78 proteini
ise sitoplazmada yesil ifadelendi. Birlesmis mikrografta RSPH9 isaretlenmesi ve

GRP78 isaretlenmesi hiicrede normal paternde gozlendi (Sekil 4.6.3).

Kontrol 1

Sekil 4.6.1. Kontrol 1 bireye ait 6rnegin GRP78 ve RSPH9 imminofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi ifadelendi, GRP78 proteini sitoplazmada yesil, cekirdek DAPI ile
mavi butin ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise RSPH9
isaretlenmesi ve GRP78 isaretlenmesi hilicrede normal paternde
gozlendi (x100).
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ontrol 2
Merge

Sekil 4.6.2. Kontrol 2 bireye ait ornegin GRP78 ve RSPH9 immiinofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi ifadelendi, GRP78 proteini sitoplazmada yesil, cekirdek DAPI ile
mavi pargali ifadelendi, birlestiriimis mikrografta ise RSPH9
isaretlenmesi ve GRP78 isaretlenmesi hiicrede normal paternde
gozlendi (x100).

Sekil 4.6.3. Kontrol 3 bireye ait ornegin GRP78 ve RSPH9 imminofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi ifadelendi, GRP78 proteini sitoplazmada yesil, cekirdek DAPI ile
mavi pargali ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise RSPH9
isaretlenmesi ve GRP78 isaretlenmesi hiicrede normal paternde
gozlendi (x100).

Kontrol 3

Biitiin kontrol bireylerde silyum boyunca RSPH9 floresan isaretlenmesi
gozlendi. Biatln kontrol bireylerde GRP78 floresan isaretlenmesi sitoplazmada

gozlendi (Tablo 4.6.1).

Tablo 4.6.1. Kontrol bireylerin RSPH9 ve GRP78 isaretlenmesi

Kontrol Kisa Adlar Cinsiyet RS_PHQ . GR,P78 .
IF isaretlenmesi IF isaretlenmesi
Kontrol 1 K Silyum boyunca Sitoplazmada
Kontrol 2 E Silyum boyunca Sitoplazmada
Kontrol 3 E Silyum boyunca Sitoplazmada
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Hasta 1 bireye ait 6rnekte cekirdek DAPI ile mavi ve parcali, silyum varligi ise
RSPH9 ile kirmizi ifadelendi. GRP78 proteini ise sitoplazmada yesil ifadelenme
gostermedi. Birlesmis mikrografta RSPH9 isaretlenmesi normal paternde gézlendi ve
GRP78 isaretlenmesi ise hlicrede gozlenmedi (Sekil 4.6.4). Hasta 2 bireye ait 6rnekte
cekirdek DAPI ile mavi ve pargali, silyum varligi ise RSPH9 ile kirmizi ifadelendi. GRP78
proteini ise sitoplazmada yesille az ifadelendi. Birlesmis mikrografta RSPH9
isaretlenmesi normal paternde gozlendi ve GRP78 isaretlenmesi ise hiicrede normal
paternde sitoplazmanin biyiik bir kisminda goézlenmedi (Sekil 4.6.5). Hasta 3 bireye
ait ornekte cekirdek DAPI ile mavi ve bitin, silyum varligl ise RSPH9 ile kirmizi
ifadelendi. GRP78 proteini ise sitoplazmada yesil ifadelenme gostermedi. Birlesmis
mikrografta RSPH9 isaretlenmesi normal paternde gozlendi ve GRP78 isaretlenmesi
ise hiicrede gozlenmedi (Sekil 4.6.6). Hasta 4 bireye ait 6rnekte ¢ekirdek DAPI ile mavi
ve pargali, silyum varligi ise RSPH9 ile kirmizi ifadelendi. GRP78 proteini ise hiicre
apikalinde yesil ile az ifadelendi. Birlesmis mikrografta RSPH9 isaretlenmesi normal
paternde gozlendi ve GRP78 isaretlenmesi ise hlicrede normal paternde
sitoplazmanin buyiik bir kisminda goézlenmedi (Sekil 4.6.7). Hasta 5 bireye ait 6rnekte
cekirdek DAPI ile mavi ve biitiin, silyum varhgi ise RSPH9 ile kirmizi ifadelendi. GRP78
proteini ise sitoplazmada yesille az ifadelendi. Birlesmis mikrografta RSPH9
isaretlenmesi normal paternde gozlendi ve GRP78 isaretlenmesi ise hiicrede normal
paternde sitoplazmanin biyiik bir kisminda gozlenmedi (Sekil 4.6.8). Hasta 6 bireye
ait ornekte cekirdek DAPI ile mavi ve bitin, silyum varhgl ise RSPH9 ile kirmizi
ifadelendi. GRP78 proteini ise sitoplazmada yesille ifadelenme gostermedi. Birlesmis
mikrografta RSPH9 isaretlenmesi normal paternde gozlendi ve GRP78 isaretlenmesi
ise hiicrede gozlenmedi (Sekil 4.6.9). Hasta 7 bireye ait 6rnekte ¢ekirdek DAPI ile mavi
ve bitln, silyum varligi ise RSPH9 ile kirmizi ifadelendi. GRP78 proteini ise
sitoplazmada vyesil ifadelenme gostermedi. Birlesmis mikrografta RSPH9
isaretlenmesi normal paternde gozlendi ve GRP78 isaretlenmesi ise hiicrede
gozlenmedi (Sekil 4.6.10). Hasta 8 bireye ait 6rnekte cekirdek DAPI ile mavi ve parcall,

silyum varhgi ise RSPH9 ile kirmizi ifadelendi. GRP78 proteini ise sitoplazmada yesil
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ifadelenme gostermedi. Birlesmis mikrografta RSPH9 isaretlenmesi normal paternde

gozlendi ve GRP78 isaretlenmesi ise hiicrede gozlenmedi (Sekil 4.6.11).

RERER
Merge

Sekil 4.6.4. Hasta 1 bireye ait 6rnegin GRP78 ve RSPH9 imm{inofloresan isaretlenmesi
mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca kirmizi ifadelendi,
GRP78 proteini sitoplazmada yesille ifadelenme gostermedi, ¢ekirdek
DAPI ile mavi pargali ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise RSPH9
isaretlenmesi normal paternde gozlendi ve GRP78 isaretlenmesi hiicrede
gozlenmedi (x100).

Hasta 2
Merge

Sekil 4.6.5. Hasta 2 bireye ait 6rnegin GRP78 ve RSPH9 immiinofloresan isaretlenmesi
mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca kirmizi ifadelendi,
GRP78 proteini sitoplazmada yesille az ifadelendi, cekirdek DAPI ile mavi
parcall ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise RSPH9 isaretlenmesi
normal paternde gozlendi ve GRP78 isaretlenmesi hiicrede normal
paternde sitoplazmanin blyuk bir kisminda gézlenmedi (x100).
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Hasta 3
Merge

Sekil 4.6.6. Hasta 3 bireye ait 6rnegin GRP78 ve RSPH9 imm{inofloresan isaretlenmesi
mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca kirmizi ifadelendi,
GRP78 proteini sitoplazmada yesille ifadelenme gostermedi, cekirdek
DAPI ile mavi bitin ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise RSPH9

isaretlenmesi normal paternde gozlendi ve GRP78 isaretlenmesi hiicrede
gozlenmedi (x100).

Hasta 4
Merge

Sekil 4.6.7. Hasta 4 bireye ait 6rnegin GRP78 ve RSPH9 immiinofloresan isaretlenmesi
mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca kirmizi ifadelendi,
GRP78 proteini hiicre apikalinde yesille az ifadelendi, ¢ekirdek DAPI ile
mavi parcali ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise RSPH9 isaretlenmesi
normal paternde gozlendi ve GRP78 isaretlenmesi hiicrede normal
paternde sitoplazmanin biyik bir kisminda gézlenmedi (x100).
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Hasta 5
Merge

Sekil 4.6.8. Hasta 5 bireye ait 6rnegin GRP78 ve RSPH9 imm{inofloresan isaretlenmesi
mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca kirmizi ifadelendi,
GRP78 proteini sitoplazmada yesille az ifadelendi, cekirdek DAPI ile mavi
bitiin ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise RSPH9 isaretlenmesi
normal paternde goézlendi ve GRP78 isaretlenmesi hilicrede normal
paternde sitoplazmanin biyik bir kisminda gézlenmedi (x100).

Hasta 6
Merge

Sekil 4.6.9. Hasta 6 bireye ait 6rnegin GRP78 ve RSPH9 immiinofloresan isaretlenmesi
mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca kirmizi ifadelendi,
GRP78 proteini sitoplazmada yesille ifadelenme gostermedi, ¢ekirdek
DAPI ile mavi butin ifadelendi, birlestirilmis mikrografta ise RSPH9
isaretlenmesi normal paternde gozlendi ve GRP78 isaretlenmesi hiicrede
gozlenmedi (x100).
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Hasta7
Merge

Sekil 4.6.10. Hasta 7 bireye ait ornegin GRP78 ve RSPH9 imminofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi ifadelendi, GRP78 proteini sitoplazmada yesille ifadelenme
gostermedi, ¢ekirdek DAPI ile mavi pargali ifadelendi, birlestirilmis
mikrografta ise RSPH9 isaretlenmesi normal paternde goézlendi ve
GRP78 isaretlenmesi hiicrede gézlenmedi (x100).

Hasta 8
Merge

Sekil 4.6.11. Hasta 8 bireye ait ornegin GRP78 ve RSPH9 imminofloresan
isaretlenmesi mikrograflarda gosterilmistir. RSPH9 silyum boyunca
kirmizi ifadelendi, GRP78 proteini sitoplazmada yesille ifadelenme
gostermedi, cekirdek DAPI ile mavi parcall ifadelendi, birlestirilmis
mikrografta ise RSPH9 isaretlenmesi normal paternde goézlendi ve
GRP78 isaretlenmesi hiicrede gézlenmedi (x100).

Biitiin hasta bireylerde silyum boyunca RSPH9 floresan isaretlenmesi
gozlendi. Hasta 2’de GRP78 floresan isaretlenmesi sitoplazmada az; hasta 4’te hiicre
apikalinde az hasta 5’te sitoplazmada az g6zlendi. Diger hastalarda ise GRP78 floresan

isaretlenmesi gozlenmedi (Tablo 4.11).



Tablo 4.6.2. Hastalarin mutasyonlari ve RSPH9 ve GRP78 isaretlenmesi
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Mutasyon: Mutasyon: Protein
Hasta | cinsiyet Gen Kodlama (yHG\.IS Ti Zigosite RSPH9 GRP78
Kisa v Dogum (HGVS isimlendirmesi p.) P & IF isaretlenmesi IF isaretlenmesi
Adlan Tarihi isimlendirmesi c.) P
Hastal | E 21 DNAH5 c.11740G>A p.Glu3914Lys Missense | Comp. Het. Silyum boyunca -
Hasta2 | K 17y 8ay DNAH5 c.13486C>T p.Arg4496Ter Nonsense | Hom Silyum boyunca Sitoplazmada az
Hasta3 | K 22 DNAH5 c.7615T>C p.Trp2539Arg Missense Hom Silyum boyunca -
Hasta4 | K 18y 5ay DNAH5 c.8897C>T p.Thr2966Met Missense | Hom Silyum boyunca Hiicre apikalinde az
Hasta5 | K 19y 11ay | DNAHS5 c.5747G>A p.W1916* Nonsense | Het Silyum boyunca Sitoplazmada az
Hasta6 | E 16 y10ay | DNAH5 c.2710G>T p.GluS04Ter Nonsense | Hom Silyum boyunca -
Hasta7 | K 16y 3ay DNAH5 €.2368G>C p.Ala790Pro Missense Hom Silyum boyunca -
Hasta8 | E 14y 2ay DNAH5 €.9502C>T p.R3168* Nonsense | Hom Silyum boyunca -
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Kontrol bireyler ve hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 GRP78 dlizeltilmis toplam hiicre
floresan (CTCF) olglimlerinin ortalama degerleri (Tablo 4.6.3) arasinda anlamli fark

bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.6.12).

Tablo 4.6.3. Kontrol ve hasta bireylerin GRP78 diizeltilmis toplam hiicre floresan
(CTCF) 6lglimlerinin ortalama degerleri

Bireyler GRP78
CTCF Ortalamalari
Kontrol 100,1
Hasta 1 18,99
Hasta 2 20,90
Hasta 3 22,10
Hasta 4 18,05
Hasta 5 12,22
Hasta 6 6,493
Hasta 7 6,714
Hasta 8 6,587
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Sekil 4.6.12. Bireyler arasinda bireylerin GRP78 dizeltilmis toplam hiicre floresan
(CTCF) 6lciimlerinin ortalama degerleri istatistik grafigi. Kontrol bireyler
ve hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 GRP78 diizeltilmis toplam hiicre floresan
(CTCF) olgimlerinin  ortalama degerleri arasinda anlamh fark
bulunmustur (p<0,05).
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5. TARTISMA

Uzmanlik tezi calismamiz esas olarak; Ui¢ is paketi ve bunlarin alt birimlerinden
olusmaktadir. Gerekli etik kurul izni 20.10.2020 tarihinde, 2020/17 numarali
toplantida 16969557-1448 sayi ve GO 20/989 kayit numarasi ile alindiktan sonra,
hasta ve kontrol gruplarini olusturan bireyler belirlenmistir. Uygun demografik yapi
ve klinik bulgular ile seyreden; 6nceden tanimlanmis DNAH5 mutasyonu olan bireyler
hasta gruba dahil edilmistir. Yaslari 6-23 olan (toplam n=18 (n=7 erkek; n=11 kiz))
klinige belirgin kronik burun akintisi, tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonu, kronik
oksurik, bronsiektazi, orta kulak enfeksiyonu ile gelen hastalarin genel muayenesi ve
fizik muayenesi Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Gogiis Hastaliklar
Bolimiu’nde yapilmistir. Hastalardan 8 tanesi arastirmaya katilmak icin gonilli
olmustur. 8 hastadan en kiclgi 14 en bliyligi 22 yasinda olmak lzere 6 kiz 2 erkek
hasta birey ¢calismaya katilmistir. Kontrol bireyler sigara icmemis, bilinen bir solunum
yolu enfeksiyonu ve hastaligi olmayan ve covid-19 enfeksiyonu gegirmemis 3 kisiden
secilmistir. Kontrol bireyler olarak 26 yasinda bir kiz ve 28 ve 31 yaslarinda erkek birey
dahil edilmistir. Klinik muayene ve tetkikleri tamamlanan bireyler COVID testi igin PCR
orneklerinin alinmasini takiben ertesi glin ¢alisma orneklerini toplamak lizere tekrar
hastaneye cagirilmistir.

Primer siliyer diskinezi (PCD), nadir ve otozomal resesif gecisli (MIM 244400),
sinopulmoner enfeksiyonlar ile karakterize olup motil silyum veya flagellumun
defektine bagli olusan bir hastaliktir (1, 2). PCD’nin diinyada gérilme insidansi 1/15-
000- 1/40.000 oranindadir (5). 2019 yilinda Avrupa’da retrospektif olarak 151 eriskin
hastada yapilan bir calismada, PCD’li hastalarin mortalite orani %5 olarak
saptanmistir (6). Ulkemizde de akraba evliligi orani yiiksek olup PCD insidansinin
yiksek oldugu tahmin edilmektedir ancak kesin insidansi bilinmemektedir (8). PCD
nin alt tipi olarak tanimlanmis olan Kartagener Sendromu (KS) ise PCD'nin tipik klinik
belirtilerine ek olarak kronik bronsit, kronik rinosinizit, kronik otitis medya,
bronsektazi ve kisirlik ile seyretmektedir. KS hastalarinda PCD vakalarinin %50'sini

olusturan situs inversus gorilmektedir (99).
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Lina Wang ve ark. 2021 yilinda Cin, Amerika Birlesik Devletleri, Cek
Cumbhuriyeti, Japonya, Portekiz ve italya dahil olmak uizere alti {ilkeden dokuz yayin
arasinda 21 pediatrik hastanin dahil oldugu ¢alismalari derlemistir (100). Bu pediatrik
hastalar 0 ila 15 yas arasI ve ortalama yaslari 6,52'dir. Bu vakalarin on dérdiinde
DNAH5'teki bilesik heterozigot (comp. het.) mutasyonlar gosterilmistir. Calismamizda
ise Hasta 1'de bilesik heterozigot, hasta 2, 3, 4, 6, 7, 8 ‘de sadece homozigot ve hasta
5’te sadece heterozigot zigosite bulunmaktadir. Lina Wang ve ark. 2021 yilinda yaptigi
derlemede otuz bes nonsense, missense ve frameshift mutasyonlari 21 vakada tespit
edilmistir ve 24 tanesi yayinlandigi tarihte yeni mutasyon olarak bildirilmistir (100).
Calismamizda ise hasta 1, 3, 4, 7 ‘de missense; hasta 2, 5, 6, 8 ‘de ise nonsense
mutasyon bulunmaktadir. Lina Wang ve ark. 2021 yilinda yaptigi derlemede; 15
vakada TEM yapilmis, 11 vakada (%73,3) dis dynein kolu (ODA) kusurlari ve 4 vaka
(26.7) hem ODA hem de i¢ dynein kolunun (IDA) kusurlari gésterilmistir (100). Raidt
ve ark. 2014 yihinda 66 PCD hastasinda yaptigi HSVM c¢alismasinda DNAHS5
mutasyonlu hastalarda minimal rezidiel harekete sahip hipokinetik silyumlara
rastlamistir (50). Calismamiza dahil olan hastalarda HSVM bulgusu olarak hasta 1, 3,
4, 5, 6 ve 7'de hipokinetik silyum, hasta 2’de ¢ok sayida rezidiiel hareketli silyum ve
hasta 6’da hipokinetik silyuma ek stiff model ve hasta 8’de stiff model bulunmaktadir.
Boaretto ve ark. 2016 yilinda PCD'li 51 italyan vakasi bildirmistir ve bunlarin 20'sinin
(%39) situs inversusu bulunmaktadir (101). Calismamizda hastalarimizin % 37,5’inde
hasta 3, 4 ve 5’te situs inversus bulunmaktadir. Boaretto ve ark. 2016 yilinda yaptig
calismada genetik testler bu vakalarin 24'l i¢in yapilmistir ve sekiz tanesinde DNAH5
mutasyonlari oldugu saptanmistir ancak 8 kisiden sadece 1'inde Kartagener
Sendromu varhgi gosterilmistir (101). Calismamizda ise 8 hastamizdan Uginde (%
37,5) tekrarlayan akciger enfeksiyonu, sinilzit, bronsiektazi ve situs inversus
birlikteligi ile hasta 3, 4, 5’te Kartagener Sendromu varligi saptanmistir. Ferkol ve ark.
2013 yilinda PCD'li 19 Amerikan vakasi bildirmistir ve 4’Gnde (%21) situs inversus
bulunmaktadir. On iki vaka DNAH5 mutasyonlari saptanmis ve bunlardan 1'inde
Kartagener Sendromu varhgi gosterilmistir (82). K. Takeuchi ve ark. 2018 yilinda 46

vaka bildirmistir ve bunlarin 2'sinde (%4,3) situs inversus bulunmaktadir. On vakada
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PCD ile ilgili genlerde mutasyonlar bulunmaktadir ve yedi tanesi DNAH5'te ancak
sadece 2'sinde Kartagener Sendromu varhgi gosterilmistir (102). Kim ve ark. 2014
yilinda 37 PCD vakasi ve bunlarin 16'sinda (%43,2) situs inversus bildirmistir.
Vakalardan 27’sine genetik testler yapilmistir ve on dordiiniin DNAH5'te
mutasyonlari bulunmustur ve 14 olgunun 7'sinde Kartagener Sendromu varligi
gosterilmistir (103). Djakow ve ark. 2012 yilinda 21 PCD'li vaka ve 15'inde (%48,4)
situs inversus bildirmistir. Bunlardan 27'sine genetik testler yapilmistir ve yedi vakada
DNAH5'te mutasyonlar bulunmustur ve 7 vakadan 6'sinda Kartagener Sendromu
varligl gosterilmistir (104). Bu pediyatrik hastalarin ¢cogu situs inversus ile PCD'nin
tipik klinik belirtilerine sahiptir. Bununla birlikte, bu hastalarin kardesleri, situs
inversus olmaksizin sadece PCD semptomlari gosterebilmektedir. Bu da Kartagener
Sendromu’na neden olan bazi  mutasyonlarin ilgisiz  klinik  bulgularla
sonuclanabilecegini gostermektedir (103, 104).

Geleneksel olarak, silyumlardaki ultrastriktiirel kusurlar TEM tarafindan
algilanmasi PCD teshisi i¢in altin standart olarak kullanilmaktadir. Siliyer vurus
frekansi ve HSVM tarafindan gosterilen model de biiyik olclide tanida yardimcidir
(100, 105). Ancak bu yaklasimlar mukoza ve siliyer ultrastriktiirde olasi ikincil
degisiklikler ve pediatrik hastalardan doku 6rneklemesinin zayif uyumu ile sinirli
kalmaktadir. Genetik testler artik PCD icin yeni bir tani araci haline gelmektedir (100).
2017’de gercgeklestirilen PCD tani algoritmasi konulu panelde morfolojik hasari
saptayabilmede ve genotip-fenotip korelasyonunu gostermede imminofloresan
isaretlenmenin kullanilmasinin sensitivite ve spesifite agisindan 6nemli oldugu
gosterilmistir (41, 47, 48). immiinofloresan, spesifik floresan etiketli antikorlar
kullanilarak floresan veya konfokal mikroskopi ile hedef proteinlerin indirekt
gorintilenmesine izin vermektedir. Silyumu olusturan proteinlerine karsi kullanilan
antikorlar genetik mutasyonun patojenitesini (fenotip olarak) ve siliyer proteinin
yoklugunun histopatolojik olarak géstermede oldukca degerlidir (51).

Tez calismamizin birinci is paketinde 8 hastadan alinan nazal siirlinti
orneklerinde dis dynein kolunda bulunan DNAHS5 proteini ve silyumu isaretlemek icin

asetile beta tlibdlin proteinleri ¢ift immiinofloresan isaretlenmesi yapilmistir. Blitlin
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hasta bireylerde silyum boyunca asetile tlibllin beta imminofloresan isaretlenmesi
gozlenmistir. Bu da silyum yapisinda DNAH5 immiunofloresan isaretlenmelerine
bakildiginda kontrol bireylerin diizeltilmis toplam hiicre floresan (CTCF) 6lglimlerinin
ortalama degerlerinin ortalamasi ile calismadaki hastalarin % 62,5’u arasinda anlamli
fark bulunmustur, % 37,5’u arasinda ise anlamli fark bulunmamistir. Detayli bakacak
olursak kontrol bireyler ve hasta 1, 2, 3, 4, 6’'nin DNAH5 duzeltilmis toplam hiicre
floresan (CTCF) ol¢limlerinin ortalama degerleri arasinda anlaml fark bulunmustur
fakat kontrol bireyler ve hasta 5, 7, 8 arasinda anlamh fark bulunmamistir.
Mikrograflarda da hasta 1’de silyum distalinde ¢ok az, hasta 5’te silyum proksimalinde
¢ok az, hasta 7’de silyum distalinde ve hasta 8de silyum boyunca DNAH5
isaretlenmesi saptanmistir.

DNAHS5, dis dynein kolunun bir bileseni olan dynein aksonemal agir zincir 5
proteini kodlamaktadir. DNAH5 en stk PCD veya KS hastalarinda mutasyona
ugramaktadir (100). DNAH5'te homozigot veya bilesik heterozigot mutasyonlar ODA
kusurlari ve anormal silyum hareketi ile sonuglanmaktadir (75, 100). PCD'li pediatrik
hastalarin %39-48,4'U KS veya situs inversus tanisi almistir, oran bildirilen %50'den
biraz daha duslktir. DNAH5'teki mutasyonlarla pediyatrik hastalar mevcut genetik
test sonuglari olan tim vakalarin %15,2-51,9'unu olusturmustur (100, 104). Bu
yuzdedeki yiksek varyasyon muhtemelen etnik gruplarin gesitliliginden
kaynaklanmistir. DNAH5'teki mutasyonlar ile Pediatrik KS hastalarinin orani ylizde ile
daha da dusiik olan sadece %2,3-25,9 oraninda bulunmustur bu da pediatrik
hastalarda tani eksikligini distindirmektedir (100, 104). DNAH5 mutasyonlu ¢ogu
pediatrik hastalar sadece ODA kusurlari gdstermistir ve muhtemelen diger PCD ile
ilgili genlerde ek mutasyonlarin neden olmasindan kaynakh kigtk bir kismi siliyer
ultrastriiktirde karisik kusurlar gostermistir (100, 104). Calismamizda yaptigimiz
immiunofloresan isaretlemede mikrograflardan gozlenen ve dlglilen CTCF degerleri
dikkate alindiginda genetik olarak DNAH5 mutasyonu oldugu bilinen hastalardan
hasta 1, 5, 7 ve 8’de DNAHS5 proteininin gézlenmesi ve CTCF dlciimlerinde hasta 5, 7
ve 8 ile kontrol bireyler arasinda anlaml fark bulunmamasi ayni DNAH5 mutasyonlu

hastalarin farkh varyanth mutasyona sahip olmasindan ve literatiirde bahsedildigi
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Uzere (103) ek farkhh mutasyonlarin da gozlenmesinden kaynakli olacagini
disindirmektedir. Fakat hasta sayimizin 8 ile sinirli kalmasi ve kantitatif yontemlerle
DNAHS5 proteininin élgiminiin gergeklestirilememesi bu is paketinin sinirli kalmasina
neden olmustur.

Tez g¢ahsmamizin ikinci is paketinde 8 hastadan alinan nazal surintiu
orneklerinde silyum 6n yapiminda gorevli ZMYND10 ve silyumda radiyal g¢ikintiya ait
silyum varhgini gésteren RSPH9 proteinlerinin ¢ift imminofloresan isaretlenmesi
yapilmistir. Bltlin hasta bireylerde silyum boyunca RSPH9 immiinofloresan
isaretlenmesi gozlenmistir. Mikrograflarda hasta 2'de ZMYND10 floresan
isaretlenmesi silyum proksimalinde ve hasta 6’da sitoplazmada disiik diizeyde
gozlenmistir. Diger hastalarda ise ZMYND10 floresan isaretlenmesi gozlenmemistir.
Kontrol bireyler ve hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ZMYND10 diizeltilmis toplam hiicre
floresan (CTCF) ol¢limlerinin ortalama degerleri arasinda anlamh fark oldugu
saptanmistir. DNAAF ailesinden olan zinc finger MYND10 (ZMYND10), myeloid, gergin
ve DEAF-1(MYND) tip zinc finger domaini iceren ve C-terminus bdlgesi protein 6n
yapiminda rol alan, silyumlu hiicrelerde silyumsuz hiicrelere kiyasla daha ¢cok bulunan
bir proteindir (29, 33). ZMYND10, LRRC6 ile etkilesmektedir. ZMYND10, IDA, ODA ve
siliyer yapi elementlerinin 6n yapiminda gorevlidir (13, 32). ZMYND10'da bulunan
patolojik varyantlar; hatali anlamli ve bir biyiik delesyon dahil olmak Uzere on g
farkl patojenik alel rapor edilmistir (13, 88). Bialelik yanlis anlam varyantlari c.47T>G
(p.Val16Gly) olan bireylerde dynein kollarinin kismi tutulmasi ile silyum
hareketliliginin kismi tutulmasi gosterilmistir. ZMYND10'daki patojenik varyantlar, dis
+ ic dynein kolu kusurlarina ve statik silyumlara yol agmaktadir (13, 88). Literatlirde
ZMYND10 ve PCD iliskisi sinirl sayida calisiimistir. Farelerde yapilan arastirmada,
ZMYND10 mutasyonuna eslik eden ODA proteinlerinin (DNAI1 ve DNAI2) disuk
ekspresyonlari saptanmis ve ZMYND10’un bu proteinlerin stabilizasyonunu ve
yapimini dizenledigi distinGlmistir (29). Ayrica DNAI1 ve DNAI2’deki ekspresyon
azalmasinin DNAHS5 protein ekspresyonundaki azalma ile de korelasyonu bildirilmistir
(29). Raidt ve arkadaslarinin 2014 yilinda PCD’nin genetik varyantlarini iceren
calismasinda ZMYND10 defekti olan hastalarin bir kisminda ODA/IDA komplekslerinin
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defekti ile HSVM’de immotil silya gorilmustir (50). Kurkowiak ve arkadaslari 2016
yihinda yaptiklari galismada, randomize olarak genetik tani almamis ancak klinik tanisi
olan hastalarda ZMYND10 defektinin ODA/IDA ile korele oldugunu sinirl sayida
hastada silyumdaki aksonemlerde DNAH5 ve DNAL1’in immiinofloresan analizinde
yokluklari ile saptamistir (32). Cho ve arkadaslari 2018 yilinda yaptiklari ¢calismada,
ZMYND10 mutasyonunun farelerde aksonem ODA ve IDA defektlerine sebep oldugu
ve siliyer hareketin kaybina sebep oldugunu saptamistir (29). Bu zamana kadar
raporlanmis ZMYND10 mutasyonlu hastalarda, azalmis nazal NO, HSVM'’de hareketsiz
silyumlar, TEM’de dis dynein kolu defekti, imminofloresan isaretlemede DNAH5 +
DNAL1 sinyal yoklugu, solunum semptomlari, lateralite defektleri saptanmistir.
Hidrosefali ise raporlanmamistir (14). Saglikh kontrol grubuna oranla DNAH5
mutasyonu olan hastalarin hepsinde ZMYND10 floresan seviyeleri diigsik ¢ikmistir.
Fakat hasta 2 ve hasta 6’da dlsik dizeyde ZMYND10 isaretlenmesi mikrograflarda
rastlaniimistir ama ZMYND10 diizeltilmis toplam hiicre floresan (CTCF) 6lgimlerinin
ortalama degerlerinde hastalar arasinda anlamh fark bulunmamistir. Bu da ayni
DNAH5 mutasyonlu hastalarin farkli varyanth mutasyona sahip olmasindan ve
literatlirde bahsedildigi Gzere (103) ek farkli mutasyonlarin da gbzlenmesinden
kaynakli olacagini diislindirmektedir.

Tez calismamizin tez 6neri formunda olmayan (g¢lincl is paketinde 8 hastadan
alinan nazal sirlintl 6rneklerinde sitoplazmada silyum 6n yapiminda rolii olabilecegi
dislinilen GRP78 saperon proteini ve silyum varligini géstermek icin RSPH9
proteinlerinin ¢ift immuinofloresan isaretlenmesi yapilmistir. Bltlin hasta bireylerde
silyum boyunca RSPH9 floresan isaretlenmesi gézlenmistir. Mikrograflarda hasta 2’'de
GRP78 floresan isaretlenmesi sitoplazmada az; hasta 4’te hiicre apikalinde az, hasta
5’te sitoplazmada az diizeyde goézlenmistir. Diger hastalarda ise GRP78 floresan
isaretlenmesi gézlenmemistir. Kontrol bireyler ve hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 GRP78
dizeltilmis toplam hiicre floresan (CTCF) 6lciimlerinin ortalama degerleri arasinda
anlamh fark bulunmustur. GRP78 islevi molekiiler bir saperon olarak calismaktir.
Yanlis katlanmis proteinlere ve birlestiriimemis komplekslere baglanmakta ve

katlanmamis protein cevabi (UPR) diizenlemesinden sorumlu ER ile iliskili yikilmayi
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(ERAD) baslatmaktadir (94). Hiicredeki dengenin (homeostaz) standart kosullarinda
GRP78, aktif olmayan bir bicimde UPR transmembran stres sensorleri olan aktivasyon
transkripsiyon faktorii 6'ya (ATF6), protein kinaz RNA benzeri endoplazma retikulum
kinaz (PERK) ve inositol gerektiren enzim 1’e (IRE1) baglidir (94, 97). Hayvan modeli
ile olusturulan ¢calismalarda DNAAF ZMYND10 saperon yardimcisi FKBP8 ve saperon
HSP90 ile aksonemal dynein agir zincirlerinin olgunlasmasindaki 6n yapim yolaginda
onemli bir adima aracilik etmektedir. ZMYND10 ifadesi baskilanan farelerde ODA agir
zincir (DNAH5, DNAH9) ve orta zincir (DNAI1 ve DNAI2) proteinlerinin azalmis
seviyeleri gozlenmistir (36, 88). Calismalarda ZMYND10’un HSP70 saperon ailesinden
molekiler saperon olan HSC70 ile etkilesime girdigi ve birlikte dynein kollarinin
yapimi ve katlanmasinda rol oynadigl gozlenmistir (36). ZMYND10-FKBP8-HSP90
kompleksi dynein 6n yapiminda FKBP8'in i¢ zarlara agir zincir katlanmasini baglayarak
fonksiyon gérmektedir. On yapimin erken asamalarinda, aksonemal dynein agir
zincirleri ayrica ZMYND10'un FKBP8 ile olan iligkisi araciligiyla ER’nin sitozolik yiiziine
lokalize olabilmektedir (36). Agir zincirler daha sonra ZMYND10'dan bagimsiz adimda
IC1 / 2 kompleksi gibi diger alt birimlerle kararl iliskilere izin vermek igin R2TP
kompleksi gibi saperon kompleksine devredilmektedir (36). Glikozla Dizenlenmis
Protein 78 (GRP78) veya agir immiuinoglobulin zincir baglayici protein (BiP), 1s1 sok
protein 70 (HSP70) ailesinin bir Gyesidir. Tum 6karyotlarda endoplazma retikulumu
(ER) hicre zarinda bulunmaktadir (93, 94). Hicre, ER'de biriken katlanmamis
proteinlere maruz kaldiginda bu stres, GRP78 UPR sensorlerinden serbest
birakildiginda ortaya cikabilmektedir. UPR'nin aktif formu daha sonra proteinin
translasyonu ve dogru katlanmayi artirmaktadir (93, 94). GRP78’in embriyo
gelisiminde anti apoptotik, hiicre canliiginda ve yaslanmada rolleri bulunmaktadir
(93, 97).

Literatlire baktigimizda ZMYND10 ve HSP70 ailesinden saperon proteinlerin
etkilesimi dis dynein kolu 6n yapiminda gereklidir (36,89). Hastalarda ZMYND10 ve
GRP78 diizeltilmis toplam hiicre floresan (CTCF) 6lciimlerinin ortalama degerlerinde
kontrol bireylerle kiyaslandiginda anlamli olarak distk saptanmistir. Bu iki proteinin

diizeylerinin hastalarda azalmasinin dis dynein kolu 6n yapiminda bozukluk olusturup
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DNAH5  proteininin  eksikligine  veya  yokluguna sebep olabilecegini
dislindirmektedir.

Calismamizda, 8 hastadan 5’inde genotip fenotip iliskilendirilmesini
imminofloresan isaretleme ile ortaya koyabildik. Ne var ki son yillarda PCD tanisinda
onemi vurgulanan (51) imminofloresan isaretleme ile hastalarda DNAH5 proteininin
farkh diizeylerde isaretlendigini saptadik. Bu da bize DNAH5’In farkli mutasyon alt
tipine sahip bireylerde, klinik bulgu ortaya ¢iksa dahi mutasyona bagl olarak protein
yapim/yikiminin ya da yoklugunun farkli dizeylerde etkilenebilecegini diisindirdu.
Devon ve ark. 2020 yilinda klinik olarak PCD olabilecegi diistintilen hastalarin izerinde
yaptigi calismada, imminofloresan tekniginin sensitivitesinin % 68,8 spesifitesini n %
100 oldugunu ve tani araci olarak imminofloresanin glvenilir oldugunu
saptamislardir (106). Biz de calismamiza dahil etmis oldugumuz hastalarin neredeyse
tamaminda DNAHS5 isaretlemesinin genetik bulgulari ile ve klinik 6n tanilariile uyumlu
olarak negatif oldugunu gostermis olduk. Hasta grubumuza dahil olan bireylerin aile
Uyelerinde DNAH5 mutasyonu tasinsa dahi, her birinin mutasyondan farkli oranda
etkilenmis olmasi da genetik mutasyonun yol actigi bozuklugun; protein diizeyi ve
klinik diizeyde daha farkli boyutta ve cesitlilikte olabilecegini gosterdi. Bu bulgular
1Isiginda ileri diizeyde, daha genis hasta toplulugunda ve kantitatif fonksiyonel
proteomiks ve metabolomiks 6lciimler, gecirimli elektron mikroskobunda tomografik
yontem ve immiuinogold isaretleme ile yapilacak kapsamli c¢alismalar organel
fonksiyon bozukluklari ve mutasyonun neden oldugu ve fenotipe yansimayan protein
defektlerini daha iyi agiklamaya yardimci olabilecektir.

Ayrica, DNAHS5 isaretlemesine ek olarak yapmis oldugumuz ZMYND10 ve
GRP78 isaretlemeleri ile de protein yapim defektinin daha detayli incelenmesini
gerceklestirdik. Bu dogrultuda calismamizda elde ettigimiz bulgular ile kontrolden
farkli olarak 8 hastanin 2 ‘sinden birinde sitoplazmada az ve birinde silyum
proksimalinde az paternde ZMYND10 ve 8 hastanin 2’sinde sitoplazmada az ve
birinde hilicre apikalinde az paternde GRP78 isaretlemesi oOzelligi gosterdigini
saptadik. Farkli paternde ve kontrole gbre zayif floresan isaretlemeler sonucunda

ZMYND10 ve GRP78’in silyum yapim proteinlerinde yapim siirecinde etkili olabilecegi
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sonucuna ulastik. ileriki calismalarda, detayli kantitatif protein miktari ve gen
ekspresyonu is paketleri ile ODA defektleri, saperon ve silyum yapim faktorlerinin
korelasyonunun gosterilmesi literatlire hastalik histopatogenezi konusunda oldukca
katki saglayacaktir.

Su anda, PCD igin iyilestirici bir tedavi bulunmamaktadir. Dynein kollarinin
yapimi ve hareketli silyumlara tasinmasi, DNAAF'lar ve saperonlar dahil olmak tzere;
stabilizasyon katlanma ve dynein kol bilesenlerinin multiprotein komplekslerine 6n
yapimi, periferik mikrotlbdllere baglanmak icin aksoneme intraflagellar tasinma gibi
bircok dizenleyici islemi iceren karmasik bir siirectir (107). PCD’de erken tanida
hastalarin hayat kalitesi i¢in 6nemlidir. Tani araglari kesin tani koymada hala
yetersizdir ve imminofloresan isaretleme tani araci olarak morfolojik hasari
saptayabilmede ve genotip-fenotip korelasyonunu gostermede onemli bir yere
sahiptir. Bu ¢calismada DNAH5 geninde mutasyonu olan hastalarda DNAH5, ZMYND10
ve GRP78 proteinlerinin immunofloresan isaretleme yontemi ile analizleri yapiimistir.
Calismamizda silyumun 6n yapiminda gorevli ZMYND10 ve gorevli olabilecek GRP78
proteinlerinin disik dizeyde oldugu kalitatif olarak saptanmistir. Calismanin kalitatif
analiz disinda baska ve calismaya ancak 8 hastanin gonlli olarak katilmasi sayi olarak
¢alismamizin sinirhliklari olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada ODA defektli
hastalarda; genotipin fenotipi nasil etkiledigi, 6n yapim proteini olan ZMYND10
dizeyleri azalmis midir, saperon proteinlerinde defekt var midir sorularini yanitlamis
olduk. Fakat calismamizdaki bulgular daha kapsamli ve kantitatif calismalarla
desteklendigi takdirde ileride yapilacak ¢alismalarda PCD olusumunda sitoplazmada

silyum 6n yapimindaki basamaklari aydinlatmada katki saglayabilecektir.
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6. SONUC

Bu c¢alismada; literatlirde sinirh olarak galisiimis olan silyumun sitoplazmik
oncillerinin yapim asamasi, protein katlanmasi ve organel iliskisinin ODA defektleri
ile iliskisinin saptanabilmesi ve kiratif tedavisi bulunmayan; siliyer defekt ve rekirren
solunum yolu enfeksiyonu nedeni ile mortaliteye sebep olabilen PCD’nin hiicresel
patogenezinin aydinlatiimasini amacgladik. Bu dogrultuda intrasitoplazmik ve silyum
icinde farkh bolgelere lokalize olan saperon protein, endoplazma retikulumu ve
silyum ©6n vyapim proteinlerinin hicre i¢ci protein translasyonu-trafigini
aydinlatabilmek icin DNAH5, ZMYND10, GRP78 proteinlerini immiinofloresan
yontemle isaretledik. Elde etmis oldugumuz bulgulari kantitatif olarak degerlendirdik.
Sonu¢ olarak hastalarin DNAH5, ZMYND10 ve GRP78 protein isaretlenmesinin
kontrole gére anlaml olarak azalmis oldugunu saptadik. Bu bulgular ile klinik ve
genetik olarak PCD 6n tanisi almis olan hastalarda histolojik yontem ile fenotip
genotip iliskisini analiz edebildik. Calhsmamiz, ayni DNAH5 geninde farkl alt
mutasyona sahip dis dynein kolu (ODA) defekti olan hastalarin; silyum 6n yapiminda
gorevli ZMYND10 ve saperon proteini olan GRP78 proteinleri ile iligkisinin oldugu
kalitatif olarak gostermistir. Bu bakimdan literatlre katkisi olacagini diistindigiimiz
bulgularimiz ileriki fonksiyonel ¢alismalara temel olarak bilimsel dayanak

olusturmustur.
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