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Otoinflamatuar hastaliklar tekrarlayan inflamatuar ataklarla karakterize edilen klinik
durumlarin bir grubunu ifade etmektedir. Patogenetik bir bakis acisiyla spesifik
bagdisikhgin dahil olmadigi ve sadece dogal bagisikliga ait dizenleyici
mekanizmalardaki bozukluklarla tanimlanabilirler. Bagisiklik sisteminin kronik
kontrolsliz aktivasyonu sebebiyle ortaya c¢ikarlar. Yaslanma ve bagisiklik sistemi
arasinda, simdiye kadar kesin bir sekilde aydinlatiimamig bir biyolojik iligki vardir.
Bagisiklik sistemindeki bozukluklarla ortaya ¢ikan belirtilerle, yaslanma sureciyle
birlikte gdzlenen belirtiler oldukga benzerdir. Yaslanma, bagisiklik fonksiyonunun
bozulmasina katkida bulunur ve organizmayi enfeksiyonlara yatkin hale getirir.
Ozellikle Drosophila bagisiklik sistemi, yaslanmaya eslik eden dejeneratif
sureglerden buyuk Olcude etkilenmektedir. Bagisikhik sistemi regulasyonunda
meydana gelen bozukluklarin yaslanma surecini hizlandirdigi disuntlmekle birlikte,
mekanizmalar tam olarak bilinmedigi igin artan mortaliteyle iligkili genler de
bilinmemektedir. Bu mekanizmayi anlamak i¢in, PGRP-LF geninin bagka hangi

genlerle etkilestigini saptamak gerekir. Tez kapsaminda Drosophila



melanogaster'de bagisiklik sistemiyle ilgili yolaklarda goérev alan PGRP-LF geni
mutantinin genom c¢aph iligkilendirme analizleri (GWAS) icin kullaniimasiyla,
bagisiklik sisteminin genetik altyapisini ve yaslanma ile olan iligkisini aydinlatmak
hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda deneylerde Drosophila Genetik Referans
Paneli (DGRP) soylari kullaniimistir. CRISPR/CAS9 yontemiyle olusturulmus
PGRP-LF mutant soyu ve ayni genetik arka plana sahip kontrol soyu, DGRP soylari
ile caprazlanmigtir. Elde edilen F1 dolleri, tum bireyler 6lene kadar yaslandiriimigtir.
Yaslanma deneyleri sonucunda elde edilen dmur uzunluklari verileriyle ¢ok-yonla
varyans analizi (ANOVA) gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda PGRP-LF geninin
susturulmus mutant formunun, DGRP soyu boyunca istatistiksel agidan omur
uzunlugunun énemli degisim gosterdigi saptanmistir. ANOVA sonucunda anlaml
cikan GENOTIPXSOY ve GENOTIPXSOYXESEY etkilesimleri gercevesinde GWA
analizleri gergeklestiriimigtir. Elde edilen GWAS sonugclarinda her iki esey bazinda
da (disi,erkek) p degeri 10° ve daha kiglk (p<107®) olan genetik varyantlara
odaklaniimistir. Analiz sonucunda 52 SNP ile etkilesen genetik varyant elde
edilmistir. Bu genlerin gen ontoloji analizleri, biyolojik sureglerdeki gorevleri,
molekuler fonksiyonlari, insan ortologlarinin iligkilendirildigi hastaliklar ve 6zellikler
gercevesinde incelemesi yapiimigtir. Literatir taramasi sonucunda elde edilen
genlerinn bagisiklik sistemi ve yaslanma ile ilgili oldugu gorulmustir. Bagisikhk
sistemi ve yaslanma ile iligkilendirilen genlerin yani sira birgok yeni aday gen elde
edilmistir. Sonu¢ olarak tezin amaci olan bagisiklik sistemi ve yaslanma iliskisinin

genetik altyapisina dair 6nemli bulgular elde edildigi dustunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bagisiklik sistemi, Drosophila, Epistasi, Genom c¢apli

iliskilendirme analizi (GWAS), Yaslanma
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Autoinflammatory diseases are a group of clinical conditions characterized by
recurrent inflammatory attacks. From a pathogenetic point of view, specific immunity
is not involved and can only be identified by disorders in the innate immune
regulatory mechanisms. They occur due to chronic uncontrolled activation of the
immune system. There is a biological relationship between aging and the immune
system that has not yet been fully elucidated. However, as noted above, the
symptoms observed with disorders in the immune system are quite similar to those
observed with the aging process. Aging contributes to the deterioration of immune
function and makes the organism susceptible to infections. In particular, the
Drosophila immune system is greatly influenced by degenerative processes
associated with aging. Although disorders occurring in the regulation of the immune
system are thought to accelerate the aging process, the mechanisms associated
with increased mortality are not known since the mechanisms are not fully
unterstood. To understand this mechanism, it is necessary to determine which

genes the gene interacts with. The aim of this thesis is to elucidate the genetic



infrastructure of the immune system and its relationship with aging by using the
PGRP-LF gene mutant in the Drosophila melanogaster for pathways related to the
genome-wide association (GWAS). For this purpose, Drosophila Genetic Reference
Panel (DGRP) lines were used in the experiments. The control line with the PGRP-
LF mutant line and the same genetic background was crossed with DGRP lins. The
obtained F1 offspring was aged until all individuals died. Multivariate analysis of
variance (ANOVA) was performed with the data obtained from the aging
experiments. As a result of the analysis, it was determined that the silenced mutant
form of the PGRP-LF gene showed a statistically significant change throughout the
DGRP lines. GWA analyzes were performed within the framework of the Genotype
X Line and Genotype X Line X Sex interactions that were significant after ANOVA.
In the GWAS results, both sexes (female, male) were focused on genetic variants
with p values of 10-5 and less (p <10-5). As a result of the analysis, a genetic variant
was obtained which interacted with 52 SNPs. Gene ontology analysis of these
genes, their functions in biological processes, molecular functions, diseases related
to human orthologs and properties were examined. As a result of the literature
search, the genes were found to be related to the immune system and aging. In
addition to genes associated with the immune system and aging, many new
candidate genes have been obtained. As a result, it is thought that important findings
about the genetic infrastructure of the immune system and aging relationship, which

is the aim of the thesis, are obtained.

Keywords: Immune system, Drosophila, Epistasis, Genome-wide association
analysis (GWAS), Aging
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1. GIRIS

Dogustan gelen bagisiklik sistemi, bagisiklik sisteminin  tim yonlerini
dizenlemektedir. Bu durum g6z o6nune alindiginda, dogustan gelen bagisiklik
bilegenlerinin iglev bozuklugunun hastaliklara katkida bulunabilecegi dusunulebilir
[1]. Bu hastaliklarin basinda otoinflamatuar hastaliklar gelmektedir. Bagisiklik
sisteminin iglev bozukluklari genetik olabilecegi gibi organizma yaslandikga da
ortaya cikabilir. Yapilan bircok calismada yas ilerledikge bagisiklik sisteminin
bozuldugu goérilmistiir. Burada bir soruyu aydinlatmak gerekir. ilerleyen yasin
bagisiklik sistemi mekanizmalarini etkiledigi gibi bozulan bagisiklik sistemi

mekanizmalari da yaslanma surecini etkiler mi?

Tez kapsaminda, otoinflamatuar hastaliklarin genetik alt yapisini, birbirileriyle
etkilesim icinde olan genleri ve yaslanma ile olan iligkisini, yaygin bir model
organizma olan Drosophila melanogaster icin gelistirilen bir genomik iligskilendirme
analizi yoluyla aydinlatmak hedeflenmistir. Drosophila melanogaster genetik
calismalarda en yaygin ve etkin kullanilan model organizmalarin basinda
gelmektedir. Yapilan calismalar, bdcek bagisiklik sisteminin omurgali dogal
bagisiklik sisteminin bircok Ozelligini paylastigini gostermektedir. Bu yuzden
bagisiklik sisteminin dogasini ve yaslanmayla olan iligkisini anlayabilmek igin
Drosophila modelini kullanmak oldukga uygundur. Cunkd dmuar uzunlugu fenotipini
olcmek icin de kullanigh bir modeldir. Bu amag¢ dogrultusunda kullanilacak olan
genom caph iligkilendirme (GWA) modelinin uygulanmasiyla, otoinflamasyonla
iligkili oldugu dusulen ¢ok sayidaki ve gogu yeni onerilecek aday genlerin, gen gen
etkilesimi baglaminda saptanabilmesi beklenmektedir. Genlerin, kullanilan model
organizma genomlarindaki ¢oklu-genli genetik katkiyi yansitacak bir sekilde ortaya
cikariimasiyla, otoinflamasyona iliskin karmasik genetik alt yapinin ve yaslanmayla
iliskisinin aydinlatilmasina buyluk katki saglanacagr dusunulmektedir. Tez
kapsaminda c¢alisilan PGRP-LF geninin ve saptanacak diger aday genlerin insan
ortologlarinin  yuksek ihtimal dahilinde oldugu dusunuldigunde, elde edilecek
sonuglarin otoinflamatuar hastaliklarin temelini olusturan genetik bilesenlerin ve
bunlarin yaslanma sureciyle bir arada olusturduklari mekanizmalara isik tutmasi

beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yaglanmanin Tanimi ve Yaslanmayla ilgili Teoriler

2.1.1. Yaglanmanin Tanimi

Yaslanma organizma islevlerinin tedrici kaybi ve gevreye uyumun azalmasi ile
karakterize olan karmasik ve evrensel bir suregtir. Bu biyolojik sure¢ genetik ve
cevresel faktorlerin etkilesimi sonucunda gelisen dinamik bir siregtir [2]. Uzun
yillardir Gzerinde galisiimasina ragmen yaslanma ile iligkili etkenleri ve bu etkenler
arasinda gergeklesen etkilesimleri ortaya g¢ikarmak ne kadar zorsa, yaglanmayi
tanimlamak da bir o kadar zordur. Yaglanmanin tim organizmalar igin evrensel
olarak gozlenen bir fenomen olmasinin yani sira 6zellikle insan yaslanmasinin
ekonomik, toplumsal ve saglik acisindan onemli sonuglarinin olmasi, yaslanma
fenomeninin gok farkh bilim dallari ve bu bilim dallarinin alt disiplinleri tarafindan
calisiimasini tegvik etmistir. Dolayisiyla yaslanmaya iligkin ortaya ¢ikan bu farkli
yaklasimlar ayni zamanda yaslanma surecinin de farkli sekillerde tanimlanmasina

neden olmustur.

Yaslanmayla ilgili kullanilan en yaygin tanimlamalar genel hatlariyla soyle

Ozetlenebilir;

Fizyolojik tanim: Yaslanma, yasla birlikte onarimdaki azalma ve dusustir.
Aktlueryal tanim: Yaslanma, vyasla birlikte mortalite oraninin artmasidir.

Evrimsel tanim: Yaslanma, ilerleyen yasla birlikte uyum becerilerinin azalmasidir [3].

Tum bu tanimlamalara ragmen yaglanma en genel haliyle, ilerleyici fonksiyon
bozuklugu olarak tanimlanir ve bu da cevresel etkilere karsi hassasiyet, artan
hastalik ve 6lum riski ile sonuglanir. Ayrica genellikle dogurganlikta bir dusus eslik
eder [4]. Cok hacreli organizmalarda, genetik, cevresel ve stokastik (hayati
molekullerdeki rastgele hasarlar) etkiler arasindaki etkilesimlerin incelenmesi,
yaslanma surecinin kapsamli ve gergekgi bir sekilde anlasiimasini saglayan bir
yaklasimdir . Yaslanma ve o6lum arasindaki iliski ayrica incelenmesi gereken bir
konudur. Yaslanma sureci, organizmanin yasamina devam ettigi slrece var olan
ve ilerleyen bir siregtir fakat 6lum, her yasta ve her sekilde ortaya ¢ikabilecek bir

durumdur. Yani 6lim, yaslanmadan badimsiz sekilde tesadifen de meydana
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gelebilen bir olgudur. Bununla birlikte, yaglanma, strese cevap verme kapasitesinin
azalmasi, homeostatik dengesizlik ve hastalik insidansinin artirmasi ile karakterize
oldugundan, 6lim yaslanmanin nihai sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir [5]. Omur
uzunlugu turden ture degistigi gibi, birbirine ¢ok yakin turler arasinda da degisiklik
gOsterir. Bu durum laboratuvar kosullarinda ve dogal ortamda yapilan galismalarla
gOsterilmistir ve 6mur uzunlugu ortalamalari agisindan turler arasinda ve ayni ttrin
populasyonlari arasinda go6zlenen farkliliklar émur uzunlugunun genetik olarak
dizenlendigine iliskin en dnemli kanitlardandir . Yaglanma, tim organizmalarda bir
¢ok sistemin ve bu sistemler arasi iligkilerin dahil oldugu karmasik olan bir suregtir.
Yaslanma surecinin tam olarak aydinlatilabilmesi bu karmasik iligkiler agindan
dolay1 sinirhdir. Yaslanma sureci hicreden hlicreye, dokudan dokuya ve
organizmadan organizmaya farkli sekilde isledigi icin bu slreci aciklayacak
birlestirici teoriler sunmak oldukc¢a zordur [6]. Esasen yaslanmanin canlilarda temel
olarak 5 ortak Ozelligi vardir: Olgunlasma sonrasi yagla birlikte artan mortalite,
yaslanan dokularda biyokimyasal kompozisyondaki degisiklikler, fizyolojik
kapasitede ilerleyici azalma, ¢evresel uyaranlara karsi verilen tepkideki azalma,

hastaliga kargi artan duyarlilik ve savunmasizlik [7].

2.1.2. Yaglanmayla ilgili Teoriler

Buglne kadar yaslanma surecini agiklamak Uzere ¢ok sayida teori gelistirilmistir.
Bu teorilerden iki tanesi yaslanma surecine dair evrimsel agiklamalar getiren
teorileridir. Yaslanma surecini aciklamak igin ortaya surulen evrimsel teoriler
acisindan dnemli nokta dogal secilimin gucunun artan yasla birlikte azalmasidir. Bu
teorilerden birincisi mutasyon birikimi teorisidir. Mutasyon birikimi teorisi, yasla
birlikte dogal secilimin etkisinin azalmasi sebebiyle, zararli etkileri ileri yaslarda
ortaya c¢ikan mutasyonlarin populasyonda birikecedi dustncesidir. Organizma
yaslandik¢a dogal secilim azalacagindan dolayi ge¢ yaslarda zararl etkileri ortaya
¢lkan mutasyonlarin populasyonda alel frekansi artar. Populasyonda bulunan bu
gibi mutasyonlar da artan yasla birlikte fizyolojik gerilemelere ve artan mortalite
riskine yol agar [8]. Organizmada erken yagsta zararl etkileri olan bir mutasyon ayni

zamanda tum Ureme periyodunu etkileyeceginden dolayr bu mutasyon Uzerine



isleyen secilim baskisi daha guglu olacaktir ve bu gibi zararli etkileri olan

mutasyonlarin alel frekanslari populasyonda dusuk seviyede kalacaktir.

Yaslanmanin antagonistik pleiotropi teorisi ise, erken yasta faydali etkileri olan
genlerin ilerleyen yaslarda zararli etkilerinin oldugunu savunmaktadir. Evrim,
oncelikle bir bireyde Ureme gucunu en Ust dluzeye ¢ikarmak i¢in hareket ettiginden,
erken yasta (etkin Greme doéneminde) faydali olan genler pozitif secilime maruz
kalacaklardir [9]. Yaslanmanin dogal secilim gucinin azalmasindan
kaynaklanabileceg@i dusuncesi, guglu deneysel desteklere sahiptir [10]. Uzun dmurlG
Drosophila yavru dollerinin segilmesiyle, sonraki kusaklardaki bireylerin de uzun
omurli olmasi saglanabilir. Bu da omur uzunlugunun segilim baskisiyla
degisebilecegini gosterir ve yaglanmanin genetik olarak duzenlendigine dair kuvvetli
bir kanittir [11].

Mitokondriyal teori, molekuler stres ile yaglanma arasindaki onemli baglantilara
isaret eder. Yasla birlikte mitokondriyal DNA (mtDNA) mutasyonlarinin birikmesi ile
ortaya ¢iktigini savunur. mtDNA mutasyonunun yuksek seviyeye ulastigi hicrelerin,
bozulmug ATP Uretimine sahip olmasi muhtemeldir, bu da doku yaslanmasina

sebep olur [12].

Yaslanma mekanizmasiyla ilgili ortaya atilan bir diger teori de serbest radikal
teorisidir. En iyi bilinen teorilerden biridir ancak hala tartismali bir konudur.
Yaslanmanin Serbest Radikal Teorisi ilk olarak 1956’da énerilmistir [13]. Denham
Harman aerobik solunum sirasinda olusan serbest radikallerin kimulatif oksidatif
hasara neden oldugunu ve yaslanmaya sonrasinda da 6lume neden oldugunu ileri
surmustar [14]. Bu teoriye gore, metabolizma hizi arttikga serbest radikal miktari da

artar. Boylece organizmanin yaslanmasi hizlanir.

Yaslanmayla ilgili bunlarin yani sira daha birgok teori vardir. Fakat yaslanma
irasinin dogasi geregi barindirdigi karmasiklik ve ¢ok sayida sistem arasi iligkiler
dolayisiyla higbir teori tek basina yaslanmanin karmasik dogasini tam olarak

aciklayamamaktadir.



2.2. Bagisikhik Sisteminin Canhlar igin Onemi

Patojen mikroorganizmalar, tum canlilara karsi surekli bir tehdit olusturur. Bu
yuzden canlilar yagsamlari boyunca kendilerini patojenlere karsi korumak zorunda
kalmiglardir [15]. Patojen mikroorganizmalara kargi koymak icin gugli
mekanizmalarin gelistiriimesi, ¢esitli hayvan filumlarinin milyarlarca yil boyunca
evrimi igin 6n kosul olmustur. Bu mekanizmalarin basinda bagisiklik sistemi yer alir.
Bagisiklik sistemi, patojenlerin uyguladigi gugclu bir segilim baskisi altinda
evrimlesmistir. Sonug olarak, tim ¢ok hlcreli organizmalar, patojenleri taniyabilme
ve onlari kendilerine zarar vermeden etkin bir gsekilde ortadan kaldirma yetenegini
gelistirmistir [16]. Omurgalilarda patojenlere kargi yapilan savunma iki sistemle
saglanir: Dogustan gelen bagisiklik sistemi ve edinilmis bagisiklik sistemi. Edinilmis
badisiklik tepkisi maksimum etkiyi gelistirmek icin glnler veya haftalar alirken,
dogustan gelen bagisikhik tepkisi anhktir [17]. Edinilmis bagisiklik, konakginin
karsilasabilecedi herhangi bir patojeni taniyabilen bir dizi rekombinant reseptor -
immunoglobulinler ve T-hucresi reseptorleri - eksprese etmek Uzere evrimlesen
lenfositler tarafindan yonlendirilir [18]. “Dogustan”, “dogal” veya “nonspesifik’
badisiklik terimleri, enfeksiyona veya yaralanmaya karsi ilk savunma hatlar
saglayan fiziksel, hicresel veya molekuler Ozelliklerin cgegitliligine isaret eder.
Dogustan gelen bagisiklik tim yasam formlarinda mevcuttur [19]. Bu durum,
evrimsel suregte dogustan gelen bagisiklik sistemini oldukgca guglu kilmistir.
Dogustan gelen bagisiklik sisteminin, bagigiklik sisteminin tim yonlerini
dizenlemedeki temel rolu g6z onune alindiginda, dogustan gelen bagisiklik
bilesenlerinin iglev bozuklugunun hastaliklara katkida bulunabilecegi dusunulebilir
[1]. Bagisiklik sistemiyle iligkili genlerde meydana gelen baslica iki tip mutasyon,
bagisiklikla ilgili anormalliklere yol agabilir, bunlar; bagigiklik sistemi molekullerini
inaktive eden mutasyonlar ve slrekli aktif kalmalarina sebep olan mutasyonlar. ilk
mutasyon tipinin g¢esitli sekillerde bagisiklik sistemi yetmezligine neden olmasi
beklenirken, ikinci tip mutasyon, inflamatuar reaksiyonlari tetikleyecektir [20]. ikinci
tip mutasyonlarin sebep oldugu inflamatuar problemlerin baginda otoinflamatuar

hastaliklar gelmektedir.



2.3. Otoinflamatuar Hastaliklar

Otoinflamatuar hastaliklar tekrarlayan inflamatuar ataklarla karakterize edilen klinik
durumlarin bir grubunu ifade etmektedir. Patogenetik bir bakis acisiyla spesifik
bagisikhgin (oto reaktif T hicreleri ve oto antikorlar) dahil olmadigi ve sadece dogal
badisikhiga ait duzenleyici mekanizmalardaki bozukluklarla tanimlanabilirler.
Sistemik otoinflamatuar hastaliklar (OIH) dogal bagisiklik sisteminin anormal
aktivasyonu ile seyreden, genellikle periyodik veya kronik inflamasyonla giden bir
grup hastaliktir [21]. OiH otoimmiin hastaliklar gibi otoantikorlar veya antijen-
spesifik T htcreleri ile iligkili degdildir. Bu hastaliklar genellikle nedensiz ates ve
inflamasyon ataklari ile seyretseler de patogenezlerinde farkli mekanizmalar rol
oynayabilmektedir. Asagida, sik gorulen otoinflamatuar hastaliklardan bazilari

aciklanmistir.

2.3.1. inflamazomopatiler

OIiH icinde en sik gérileni ailevi Akdeniz atesidir (AAA). AAA kendini sinirlayan,
tekrarlayan ates ve serozit ataklari ile karakterize otozomal resesif gegisli
otoinflamatuar bir sendromdur [22, 23]. AAA, 16. kromozomun kisa kolunda yer
alan MEFV (MEditerranean FeVer) genindeki mutasyonlar nedeniyle olugsmaktadir
[24]. MEFV geni “pyrin” isimli molekulu kodlamaktadir. Pyrin, hicre iginde aktif
interlokin 1B (IL1B) Uretimini saglayan inflamazom kompleksinin bir parcasidir [25].
Pyrinin mutant formlari, kontrolstuz IL1§ Uretilmesine ve artmig inflamatuar cevaba
neden olur [26]. Tipki AAA gibi imflamazomu aktive ederek IL1[ Gretiimesine neden
olan baska otoimflamatuvar hastaliklar da vardir. inflamazomopatiler olarak
adlandirilan bu grupta kriyopyrin-iliskili periyodik sendrom (cryopyrin-associated
periodic syndrome [CAPS]), piyojenik artrit, piyoderma gangrenozum ve akne
(PAPA) sendromu ve NLRCA4-iligkili inflamatuar hastalik yer almaktadir [27, 28].
CAPS, kriyopyrini kodlayan NLRP3 genindeki mutasyonlarin neden oldugu bir
hastaliklar grubudur [29]. CAPS, kromozom 1qg44’te lokalize NLRP3 genindeki
dominant kayip mutasyonlar ile iligkilidir [30]. NLRP3 geni kriyopyrini kodlar.
Kriyopyrin, NLRP3 inflamazomunun anahtar molekiiltdiir [31]. Inflamazom, IL 18 ve
IL 18 aktivasyonunu saglayan bir komplekstir. Kriyopyrin kaspaz 1’i aktive eder ve
aktif kaspaz 1 de pro-IL 1'’i aktif form olan IL 1B’ya donusturiar [32]. CAPS’In Ug klinik
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varyanti mevcuttur: ailesel soduk iliskili otoinflamatuar sendrom (FCAS, familial cold
associated autoinflammatory syndrome), Muckle Wells sendromu (MWS) ve
neonatal baslangi¢li multisistem otoinflamatuar hastalik (neonatal onset
multisystem inflammatory disease [NOMID]) veya diger adiyla kronik infantil
nérokltan6z sendrom (chronic infantile neurologic cutaneous syndrome [CINCA])
[33]. PAPA sendromu ve NLRCA4-iligkili inflamatuar hastalik ise oldukga nadir

gorulen hastaliklardir.

2.3.2. Hiicre igi Stresin Neden Oldugu inflamasyonla Seyreden Hastaliklar

Bu grup hastaliklar icinde en iyi bilineni TNF (tumor necrosis factor) reseptor
iligkiliperiyodik sendromudur (TRAPS). TRAPS, uzamis ates, karin agrisi, miyalji,
artralji, serozit, periorbital 6dem ve dokuntu ile karakterize otozomal dominant bir
OiH’dir [34]. Hastaliga, kromozom 12p13’te yer alan ve tip 1 TNF reseptdrinii
kodlayan TNFRSF1A genindeki heterozigot mutasyonlar neden olur [34, 35]. TNF
reseptor aktivasyonundan sonra, normalde reseptdrin hicre disinda kalan kismi
metalloproteazlar tarafindan kesilerek hicre digi kompartmana atilir [36]. Mutant
TNFR?1’in hicre ylzeyine ulasamadigi ve TNF-iligki sinyal yolaginda rol alamadigi
gOsterilmistir. Ylzeye ulasamayan TNFR1, endoplazmik retikulumda (ER) birikir ve
ER stresine yol agarak hicre igi inflamasyon cevabini tetikler [35, 37]. Mevalonat
kinaz eksikligi ise (mevalonate kinase deficiency [MKD]), MVK genindeki
mutasyonlarin yol actigi otozomal resesif, otoinflamatuar bir hastaliktir [38]. MKD,
kromozom 12g24’te lokalize olan MVK genindeki genellikle yanhg anlamli
(missense) tipte mutasyonlarin neden oldugu otozomal resesif bir hastaliktir [39].
MVK kolesterol biyosentezinde yer alan izoprenoid yolakta gorevli bir enzimdir [40].
Azalmig nonsterol izoprenoid son Urunlerinin ER stresine yol actigi ve kaspaz aracili

aktif IL 1B dretimini artirdi§i savunulmaktadir [27].

2.3.3. Duzenleyici Mekanizmalardaki Bozukluk

Bu grupta Majeed sendromu, IL 36 reseptdr antagonisti eksikligi (deficiency of IL 36
receptor antagonist [DITRA]), IL 1 reseptdr antagonisti eksikligi (deficiency of IL 1
receptor antagonist [DIRA]) ve erken baslangigh kolit yer almaktadir [27]. Majeed
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sendromu, kronik tekrarlayan multifokal osteomyelitin (chronic recurrent multifocal
osteomyelitis [CRMO]) otozomal resesif gegisli olan formudur. Fosfatidat fosfataz
enzimini kodlayan LPIN2 geninde olan homozigot mutasyonlar sonucu olugur [41].
DITRA IL 36 sinyal yolagini inhibe eden IL 36 reseptdr antagonistini kodlayan
IL36RN genindeki mutasyon sonucu olugsmaktadir. DIRA ise, artmis IL 1 aktivitesiyle
iliskili otozomal resesif bir hastaliktir [42]. ILLRN genindeki mutasyonlar, normalden
kisa bir protein sentezlenmesine neden olurlar ve bu protein salgilanamadigindan
IL 1 reseptdr antagonistligi yapamaz. Bu durum da IL 18 cevabinin artmasina neden
olur [42]. Erken baslangigh kolitte ise antiinflamatuar bir sitokin olan IL-10’da

fonksiyon kaybi olusturan bir mutasyon olusur.

2.3.4. NFkB Sinyal Yolagindaki Bozukluklar

Bu grupta ise erken bagslangigh sarkoidoz klinidi ile giden ve NLR (nod like receptor)
protein ailesinden NODZ2yi kodlayan gende olusan mutasyonlar sonucunda olusan
Blau sendromu ile CARD14 genindeki fonksiyon kazanim mutasyonlari sonucu
olusan CARD14 aracil psoériyazis (CAMPS) vardir [27]. Bu mutasyon sonucu NF-

KB sinyal Uretiminde artis meydana gelmektedir.

2.3.5. interferonopatiler

CANDLE sendromu (Chronic Atypical Neutrophilic Dermatosis with Lipodystrophy
and Elevated Temperature), SAVi sendromu (STING-associated vasculopathy with
onset in infancy), Aicardi-Goutieres Sendromu bu grubun en iyi bilinen hastaliklari

olup bu grup hastada artmis interferon ekspresyonu mevcuttur [27].

Otoinflamatuar hastaliklarin patogenezinin anlasiimasi, gectigimiz on yilda genom
arastirma ve teknolojisindeki gelismeler nedeniyle hizla artmistir. Bulgular, bu
hastaliklarin baslangicta disunulenden daha heterojen oldugunu gostermekte ve
bu da, bugutine kadar bildirilenlerden ¢ok daha fazla hastalik baglantili genle iligkili
olduklarini digtndarur niteliktedir. Genom ¢apl iliskilendirme galismalari (GWAS),
otoinflamatuar hastaliklarin molekuiler temelini aydinlatmaya baslamigtir. Yeni nesil
dizileme, GWAS ve biyoinformatik gibi araglar, genomik c¢alismalarinda hastalik

riskiyle iliskilendirilebilecek birgok genetik varyantin belirlenmesine olanak saglar.
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Fakat burada ortaya ¢ikan en buyuk zorluk, bu ¢alismalarin klinik uygulamalaridir.
Dogru yorumlamalar yapabilmek i¢in buylk oOlgekli ve yluksek kaliteli fenotipik veri
gerekmektedir. TUm bu sebepler dogrultusunda, calismalar hayvan modelleri
uzerinde yogunlasmistir [47]. Bu asamada Drosophila melanogaster, genom ¢apli
iligkilendirme analizlerinde kullanilabilecek en uygun model organizmalardan bir

tanesidir.

2.4. Bir Model Organizma Olan Drosophila melanogaster’in Bagisiklik Sistemi

45.000'den fazla omurgah tiarid, hem dogustan hem de ediniimis bagisiklik
sistemiyle kendisini korurken yaklasik bes ila on milyon metazoan turu, patojenlerle
sadece dogustan gelen bagisiklik sistemi sayesinde bas eder [18]. Bunlardan biri
de bir model organizma olan Drosophila melanogaster’dir. Drosophila, immun
sistem Uzerine yapilan c¢ok sayida c¢alismanin odaginda yer almaktadir ve
metazoanlar arasinda en iyi sekilde karakterize edilmis olanlarindan biridir.
Drosophila’nin adaptif immun reaksiyonlardan yoksun oldugu bilinmekle birlikte,
Drosophila konak savunmasi dogal immun sistem ¢alismalari i¢cin 6nemli bir model
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu turtn verdigi antimikrobiyal cevap diger metazonlarda
oldugu gibi hem hlcresel hem de humoral cevaplari icermektedir [48]. Hlcresel
savunma gugclu fagositik aktivite gbsteren plazmatositler tarafindan
gerceklestirilirken, humoral cevap ise Drosophila yag cisimcigindeki (insan
karaciger benzeri gorev yapar) antimikrobiyal peptid genlerinin mikrobiyal etkiye
karsi uyariimalari ve bunu takiben bu peptidlerin hemolimfe (kan) salgilanmalariyla
saglanir. Drosophila’nin savunma mekanizmalarindan biri de epitelyumdur.
Epitelyum patojenleri caydirir ve ilk savunma hatti olarak hareket eder. Primer
epitelyal bariyer zarar gérdiguinde, enfekte olmus Drosophila patojenleri yakalayan
ve ayni zamanda hemolimf kaybini sinirlayan bir pihti seklinde ikinci bir bariyer

olusturur [49].



2.4.1. Drosophila Bagisikhk Sistemi Mekanizmalari

Drosophila’da konak savunmasi temel olarak iki yolak Gzerinden saglanmaktadir:
Toll yolagi ve Imd yolagi. Toll yolagi daha ¢ok gram-pozitif bakteri ve mantarlara
karsi olusturulan cevapta rol oynarken, Imd yolagi gram-negatif bakterilere verilen
cevapta rol oynar [50]. Bununla birlikte, Toll yolag! sinirli sayida immun cevap
geninin ifadesini kontrol etmektedir. Imd yolagi ise antimikrobiyal peptidlerin buyuk
kisminin ifadesini kontrolden sorumludur ve normal bagisikligin devami igin
vazgecilmez dneme sahiptir [51]. Genel olarak, NF-kB (Toll ve Imd) yolaklarinin
spesifik bilesenlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlara sahip sinekler, bakteriyel
veya fungal enfeksiyonlara kargi savunmasiz kalirlar [19]. Mikrobiyal tanima Imd
sinyal yolagl araciligiyla immun cevabi baglatmanin ilk basamagidir. Patojenlerin
taninmasi igin dogal bagisiklik sistemi, patojenlerde bulunan ve konakta
bulunmayan korunmus yapilari taniyan spesifik molekdulleri kullanir. Peptidoglikan,
bakteriler arasinda gesitlilik gostermekle birlikte cogu bakteride bulunan evrimsel
olarak korunmus yapilara ait en iyi bilinen drnektir. Peptidoglikanlar, peptidoglikan
tanima proteini (PGRP) olarak adlandirilan evrimsel olarak korunmus konak
proteinleri araciliiyla taninir ve baglanirlar. Memelilerde dért PGRP gen ailesi
bulunurken Drosophila’da 19 proteini kodlayan 13 gen bulunmaktadir [52]. Memeli
PGRP’lerinin daha az sayida olmasinin sebeplerinden biri de evrimsel sureg¢
icerisinde daha farkli értintitanima reseptorlerine (pattern recocnition receptors-
PRR) dénusmus olmalaridir; bunlarin icinde Toll-benzeri reseptdrler, NOD-benzeri
reseptorler, C-tipi lektin reseptorleri, RIG-I-benzeri reseptdrler bulunmaktadir [53].
Memeli PGRP’leri hucre disi ortama salgilanan ve bakteriyel muramil peptidlerini
taniyan proteinlerdir. Bazi memeli PGRP’lerinin muhtemelen proinflamatuar
peptidoglikani elimine etmek icin kullandiklari amidaz aktivitesi varken diger memeli
PGRP’ler evrimsel olarak bocek genlerinden oldukga uzaklasarak daha c¢ok
bakterisidal protein islevi gormektedir [54, 55]. Buradan Oyle anlasiliyor ki memeli
PGRP’leri sinyal aktivitesi goéstermemektedir. Bocek PGRP’leri ise hem
peptidoglikani degrade eden amidaz olarak hem de sinyal-iletim yolaklariyla birlikte
proteolitik kaskadlarin aktivasyonunda goérev almaktadir. Bdcek PGRP’leri
transkript buyuklUklerine gore kisa(short-S) ve uzun(long-L) olarak siniflandirilirlar;
kisa PGRP’lerde sinyal peptidi bulunur ve hicre disi proteinler olarak rol alirken

uzun PGRP’ler hiicre igi, hiicre disi ve transmembran proteini olarak rol alirlar [56,
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57]. Kisa PGRP’lerden PGRP-SA Gram-pozitif bakterilere cevap olarak yag
cisimciginde(fat body) Toll yolagini aktive etmek igin gerekli olan bir protein olarak
tanimlanmistir [58]. PGRP-SA hemolenf dolagiminda bulunur ve bir bagska kisa
PGRP olan PGRP-SD ile baglanma proteiniyle (GNBP) koopere bir sekilde Toll
yolagini aktive eder [56, 59, 60]. PGRP-SA ve PGRP-SD gram-negatif bakterilerin
taninmasinda ve imd yolaginin aktive edilmesinde rol oynamazlar. Gram-negatif
bakterileri tanimada ve imd yolagdini aktive etmede goérev alanlar diger PGRP ailesi
uyeleridir, PGRP-LC ve PGRP-LE. PGRP-LC hucredisi PGRP domaini ile
peptidoglikana baglanan bir transmembran proteindir ve gram-negatif bakteriyal
enfeksiyonlara kargi imd yolaginin uyarilmasi i¢in gerekli olan hucre igi bir domain
araciligiyla Imd yolagiyla etkilesir [61, 62]. PGRP-LE sinyal peptidinden yoksun bir
PGRP’dir ve hem hemolenfde hem de immun-iligkili hicrelerin sitoplazmasinda
tespit edilmistir. PGRP-LE diaminopimelik asit tipi peptidoglikana baglanir ve Imd
yolagini iki farkh yolla aktive eder; hiicredisi PGRP-LE PGRP-LC ile transmembran
reseptoruyle bir kompleks olusturmak suretiyle, en azindan yag cisimciginde, Imd
yolagini aktive eder ya da hucre i¢ci PGRP-LE PGRP-LC’nin N-terminal bdlgesi
araciligiyla IMD yolagiyla etkilesime girerek bu yolagdi aktive eder [63-65].

2.4.2. Drosophila’da PGRP-LF Geni

Yukarida da bahsedildigi gibi PGRP’ler ¢ok buyuk bir protein grubudur ve amidaz
aktivitesi, peptidoglikan tanima, molekul tutucu (scavenger), fagositozun
gerceklesmesi icin opsonizasyon ve bakterisidal etki gibi bagisiklik sisteminin
dizgun bir sekilde islemesi icin gerekli olan bir ¢gok goérevleri vardir [66-68]. Bu
gorevlerinin yani sira PGRP ailesi Uyeleri i¢cin yeni bir iglev daha onerilmistir:
bagisiklik sisteminin regulasyonu. Bagisiklik sisteminin normal igleyigini devam
ettirmesinde 6nemli rol alan proteinlerden bir tanesi de tez kapsaminda kullaniimak
uzere segilen PGRP-LF genidir. 3. kromozomun sol kolunda bulunur
[http://flybase.org/reports/FBgn0035977]. PGRP-LF, enfeksiyon yoklugunda hem
JNK hem de IMD yolaginin surekli aktif kalmasini engellemektedir. PGRP-LF
membrana baglidir ve iki adet PGRP domaini icermektedir: z ve w domainleri. z
domaini birka¢ peptidoglikana birden afiniteye sahiptir fakat w domaini sadece E.
coli'ye ait peptidoglikani tanir [69]. PGRP-LF IMD yolaginin negatif duzenleyicisi
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olarak rol almaktadir. PGRP-LF eksikligi, asiri antimikrobiyal peptit sentezine ve
gelisimsel bozukluklara neden olan, kontrolsiz bagisiklik cevabiyla sonuglanir [70].
PGRP-LF seviyelerinin in vivo azaltilmasinin IMD vyolaginin enfeksiyondan
badimsiz bir sekilde aktive olmasina neden oldugu gosterilmistir [66]. IMD yolaginin
asirl aktivasyonu hicre 6lumunu hizlandirmakta ve bagisiklik cevabinin kendisi
organizma igin zararh olmaktadir [66, 71]. Memelilerde kronik bagisiklik sistemi
aktivasyonu omur uzunlugunu azaltmaktadir. Bu bilgiler 1siginda PGRP-LF’in
Drosophila’da bagisikhik sistemini duzenligi agik¢a gorilmektedir. PGRP-LF’in 4
insan ortologu bulunmaktadir. Bunlar, PGLYRP-1, PGLYRP-2, PGLYRP-3 ve
PGLYRP-4tir. Drosophila’daki PGRP-LF’te oldugu gibi insanda eksprese edilen
PGLYRP-3 ve PGLYRP-4’te de peptidoglikani baglamada ylksek kapasiteye sahip
2 domain bulunmaktadir. Bu sebeple bu proteinlerin iglev kaybinin, insanda da
benzer sekilde bagisiklik sistemiyle ilgili patolojik sorunlara sebep olabilecegi
dusundimektedir [70]. Tez kapsaminda yapilan bu c¢alisma, tim bu acikhga

kavugmamis problemleri aydinlatmak i¢in bir basamak olusturmaktadir.

2.5. Bagisiklik Sistemi ve Yaslanma lligkisi

Yaslanma ve bagisiklik sistemi arasinda, simdiye kadar kesin bir sekilde
aydinlatiimamig bir biyolojik iliski vardir. Fakat yukarida belirtildigi Gzere bagisiklik
sistemindeki bozukluklarla ortaya c¢ikan belirtilerle, yaglanma sureciyle birlikte
gOzlenen belirtiler olduk¢a benzerdir. Yaslanma, bagdisiklik fonksiyonunun
bozulmasina katkida bulunur ve organizmayi enfeksiyonlara yatkin hale getirir.
Ozellikle Drosophila ba@isiklik sistemi, yaslanmaya eslik eden dejeneratif
sureclerden buyuk olcude etkilenmektedir [72]. Diger yandan, bagisiklik sisteminin
asirt  aktivasyonu, dejeneratif slregleri hizlandirabilir, inflamasyon ve
immunopatolojiye neden olabilir ve bdylece yaslanma strecini hizlandirabilir [73].
Bagisikhik sisteminin  kendisi, kollateral doku hasarina neden olarak ve
metabolizmayi olumsuz yonde etkileyerek yaslanma surecini hizlandirabilir [74].
Ozellikle ileri yasta, badisiklik sisteminin asiri indiiksiyonu, organizma agisindan
maliyeti yuksek bir onarim gerektiren ve boylece yaslanmay tesvik eden doku
hasarina ve iltihaplanmaya neden olabilir.
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Bagisiklik hiperaktivasyonu genellikle yaslanmayla birlikte ortaya c¢ikan bir
problemdir. Ornegin Drosophila’da yasla birlikte AMP (Drosocin, AttacinC ve
CecropinA1) ekspresyonu artar ve bu durum ilerleyen zamanda nérodejenerasyona
sebep olarak 6mur uzunlugunda azalmaya yol agar. Glia hicrelerinde IMD sinyalinin
bastiriimasi ise, gelismis lokomosyona, degistirilmis bir metabolik profile ve bireyin
dmir uzunlugunun artmasina yol acgar [75]. Ote yandan, son yillarda yapilan
calismalarda bagisiklik sisteminin hiperaktivasyonunun ya da duzensizliginin
yaglanma surecinin hizlanmasina buyuk oOlgude katkida bulunduguna dair artan
kanitlar sunulmustur [76]. Yapilan bir ¢alismada Drosophila’daki Toll reseptérinin
agir ekspresyonu yasam suresini azaltmaktadir [77]. En acik bulgular IMD sinyal
yolaginin kronik aktivasyonu ile ilgili yapilan calismalardan elde edilmistir:
Drosophila yag cisimcigindeki PGRP-LC ve PGRP-LE’nin transgenik agiri
ekspresyonu bireyin mrunu kisaltmaktadir. Benzer sekilde, PGRP-LE geninin asiri
ifadesi de dmur uzunlugunu kisaltmigtir [78, 79]. Bahsedilen tim bu ¢alismalarda
bozulan bagisiklik sistemi regllasyonunun dmur uzunluguna etki ettigi géralmasttr
fakat iligkili mekanizmalar ve vyolaklarda goérev alan genler tam olarak

aydinlatilamamistir.

Bagisiklik sistemi regulasyonunda meydana gelen bozukluklarin yaslanma surecini
hizlandirdigi dasunulmekle birlikte, mekanizmalar tam olarak bilinmedigi igin artan
mortaliteyle iligkili genler de bilinmemektedir. Simdiye kadar yeterince galisiilmamis
olan PGRP-LF geni, bagisiklik sisteminde olusan problemlerin yaslanma suirecini
hangi mekanizmalarla hizlandirdigini anlamak igin uygun bir secgenektir. Bu
mekanizmay! anlamak icin, genin baska hangi genlerle etkilestigini saptamak
gerekir. Gen gen etkilesimini saptamak icin en uygun ydntem genom c¢apl
iliskilendirme c¢alismalaridir (GWAS). Tez kapsaminda GWA analizi yapmak igin
kullanilan Drosophila Genetik Referans Paneli (DGRP), Gereg ve Yontem kisminda
aciklanmistir (3.1.2. Drosophila Genetik Referans Paneli (DGRP) Soylari).

2.6. Genom Capl iliskilendirme Calismalari ve Kayip Kalitsallik

Hastaliklarin genetik temellerini agiklayabilmek icin ¢esitli caligsmalar yapiimaktadir.

Fakat bu hastaliklarla iligkili genleri tanimlayabilmek birgok agidan zordur. Bu
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sebeple cesitli genetik temelli calismalar yurutulmektedir. Temel olarak baglanti
(linkage) calismalari ve genom c¢apli iliskilendirme ¢alismalari tercih edilmektedir.
Her bir calismanin kendi i¢cinde avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Baglanti
(linkage) calismalar c¢oklu genli hastaliklarin genetik altyapisini belirlemekten
ziyade, monogenik (Mendelian) hastaliklari gcalismada daha bagarilidir. Bunun
aksine GWA c¢alismalan karmasik hastaliklarin genetik altyapisini ve gen
iliskilendirmelerini daha iyi agiklayabilmektedir [80-82]. GWAS, bir hastaligin altinda
yatan genlerin, tim genomda taranmasini saglayan bir aractir. Ozellikle son yillarda,
gelisen teknolojiyle birlikte birgok karmasik hastaligin genetik altyapisini

arastirmada en c¢ok tercih edilen yontemlerden biri haline gelmistir.

Bagisiklik sistemiyle ilgili bir problem sonucu ortaya ¢ikan otoinflamatuar
hastaliklarin genetik altyapisiyla ilgili aday genler Onerilmigtir. Fakat bu genler
hastaliklarin kiguk bir boliminu agiklayabilmektedir. Bu durum otoinflamatuar
hastaliklarin poligenik kalitildigini gostermektedir. Bu sebeple tez kapsaminda

genom c¢apli iligkilendirme analizleri yapiimigtir.

GWA caligsmalarinin altinda yatan temel fikir, birbirleriyle iligkili olmayan bireyler ve
blaylk capli érneklemler kullanilarak, hastalikla ilgili fenotipik degiskenlerin tim
genomda hangi bodlgelere dagildigini saptamaktir [83]. Analizin temelinde tek
nukleotid polimorfizmleri (SNP) arasindaki iligkiler degerlendirilerek, istatistiksel
olarak en gugclu aday genler belirlenir. Guglu iligki iceren SNP’lerin belirlenmesi igin
orneklemi olugturan tum veriler arasinda 100 000 ve Uzeri sayida hipotez test edilir.
Bu hipotezler hastaliga ait genetik belirtecin alellerinde hangi miktarda fenotipik
etkiye sahip oldugunu degerlendirir. Bunun yani sira rastgele olusabilecek
istatistiksel dagilim, c¢ikan sonuglarla karsilastirilarak rastlantisal iligkilienmeler
elenmis olur. Elde edilen sonuglar ile en gugli (p<10-°) SNP iligkileri tanimlanir.
istatistiksel olarak giiclii olan bu SNP’ler aday genlere isaret eder ve kalitsal olarak

etkili olan ortak varyantlar belirlenir [82, 84].

GWA calismalari, karmasik hastaliklar ve 6zellikleri ile iligkili yUzlerce genetik
varyanti ortaya ¢ikarmistir. Fakat simdiye kadar tanimlanan ¢ogu genetik varyant,
hastaliklarin risk faktorlerinin gok kiguk bir kismina isaret etmektedir. Bu durumda
karsimiza kayip kalitsallik terimi ortaya ¢ikmaktadir [81, 85]. Kayip kalitsallik, bir

hastaligin, kendisini etkiledigi bilinen genetik varyasyonlarla tam olarak
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acgiklanamamasi problemidir. Burada kayip kalitsallikla baglantili olan bir terim daha
mevcuttur: Epistasi. Epistasi terimi, genler arasindaki etkilesimi ifade eder. Epistasi,
karmasik bir ozelligi etkileyen bir varyantin etkisinin, ozelligi etkileyen ikinci bir
varyantin genotipine bagl olmasi durumunda ortaya c¢ikar [86]. Genler, genelde
birbirleriyle etkilesirler, bu yuzden karmagik hastaliklar epistatik etkiler altinda
iglerler [87]. Kayip kalitsallik probleminin altinda yatan epistatik etkilesimler, GWA

caligsmalariyla ortaya g¢ikariimaya baglanmigtir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kullanilan Soylar

3.1.1. PGRP-LF Null Mutanti ve w1118 Kontrol Soyu

Deneyde kullaniimak icin segilen gen, null mutasyon durumunda otoinflamatuar
hastaliklara katkida bulundugu dustnilen PGRP-LF genidir. Bu sebeple
WellGenetics firmasi aracihgiyla CRISPR/Cas9 yontemi kullanilarak yapilan
calismanin temelini olugturan PGRP-LF geninin buylk delesyonlu iglevsiz (null)
mutantinin elde edilmesi gergeklestiriimigtir. Yapilan PGRP-LF mutasyonlari w1118
soyunda gergeklestiriimistir, dolayisiyla elde edilen tim soylar ayni genetik
arkaplana sahiptir. PGRP-LF null mutantinin  gergeklestirilebilmesi igin
biyoinformatik ydntemler kullanilarak en uygun doért guideRNA opsiyonu olusturuldu.
Tarafimiza génderilen bu guideRNA seceneklerinden 2. Ve 3. Ekzonu kapsayan
bdlgenin delesyonunu saglayacak sekilde 2 ve 3 numarali gRNA'lar secilmistir. Sekil

3.1.1.1’de PGRP-LF geni igin olusturulmus dort gRNA opsiyonu gdsterilmektedir.

2 kbp |
Sador Salor P PRI iz S
!
BGRP-LF-RA \
2t o
[ ' UGP-RE,
HEe——
i UGP—RA
> Ry — g — — ey s
UGP-RC
R S—— B o T — i — e— e
UGP-RD
r— B e o e e
—_—
ey T— —
\ i !
i i
A A A
1 2 3 4
A Optionl: @ 0 off target A Option 3: @ 0 off target
® 65% GC ® 45% GC
® 1Tat17~20 bases @ 0Tat 17720 bases
Option 2: @ O off target A Option4: @ 0 off target
@ 65% GC @ 55% GC
® 1Tat 1720 bases @ 1Tat17~20 bases
Sekil 3.1.1.1. PGRP-LF geni icin tasarlanmis gRNA opsiyonlari.

Secilen 2 ve 3 numarali gRNA’lara ait CRISPR hedef dizisini (PAM), kesme

bdlgesini, primerlerini ve diger bagka bilgileri iceren veriler asagdida verilmistir.
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Option 2

Off target: 0 @
GC%: 65% @

CRISPR Target Site [PAM]: CGATCGCAGCGAATGGCTGG[GGG]
CRISPR Target Strand Relative to Gene: plus
Cutting Site: the 267" nt from ATG of PGRP-LF

T number at 17th~20th base: 1 @
Primers: Sense oligo: 5'- CTTCGCGATCGCAGCGAATGGCTGG
Antisense oligo: 5’- AAACCCAGCCATTCGCTGCGATCGC

Upstream Homology Arm: 1040bp, -779 to +261 nt relative to ATG of PGRP-LF

Forward oligo 5’-AAGTTTGCCTGGGGGTTTTTG
Reverse oligo 5’-CGCTGCGATCGAGTATGTGTA

Sekil 3.1.1.2.
bolgesi, primerler

2 numarali gRNA’lara ait CRISPR hedef dizisi (PAM), kesme

Option 3

Off target: 0 @
GC%: 45% @

CRISPR Target Site [PAM]: ACGTCTCCATAGATTGCAAC[CGG]
CRISPR Target Strand Relative to Gene: plus
Cutting Site: the -604"" nt relative to the 1% nt of Stop of PGRP-LF

T number at 17th~20th base: 0 @
Primers: Sense oligo: 5’- CTTCGACGTCTCCATAGATTGCAAC
Antisense oligo: 5’- AAACGTTGCAATCTATGGAGACGTC

Downstream Homology Arm: 1058bp, -572 to +486 nt relative to the 1% nt of Stop PGRP-LF

Forward oligo 5’-TTAAGCCCCACCGAAAGTCC
Reverse oligo 5'-CAGCTGGAGCCATTCTGGAG

Sekil 3.1.1.3.
bolgesi, primerler

3 numarali gRNA’lara ait CRISPR hedef dizisi (PAM), kesme

Mutasyonun olusturulmasinda; gRNA’larin secilmesi ve sentezlerinden sonra

PGRP-LF geninin buyuk kisminin kesilip ¢ikariimasi ve yerine kirmizi floresan

ISImasi yaparak mutasyon taramasini yapmaya olanak veren 3XP3-RFP sokulmasi

asamalar gergeklestiriimistir. Bu asama 2 gRNA ve bir dondér dsDNA kullanilarak

Homoloji  Bagimli

Tamir(HDR-Homology Dependent Repair) metoduyla

gerceklestiriimistir. Kullanilan plazmid klonu Kanamisin direngli PUC57-Kan-

17001°dir. ilgili plazmid donériiniin sematik gdsterimi Sekil 3.1.1.4’de verilmistir.
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Vector: pUC57-Kan

Vector map:
Pfol 47 Ndel 185
BstAPI 186
Ehel 238
M13F(-47)
M13F
Sspl 2116
BsrF12083 M13R

pUC57-Kan
(2579 bp)

BsaX| 676
Sapl 715

Afllll, Pscl 831

PCR amplification template: w!!%¢
Abbreviations:

NNNNN: Homology Arm / Coding Region
NNNNN: Homology Arm / UTR

nnnnn: Homology Arm/ Intron

nnnnn: Homology Arm/ Intergenic Region
NNNNN: loxP

NNNNN: 3xP3 Promoter

NNNNN: RFP

NNNNN: alpha Tubulin 3’'UTR

Sekil 3.1.1.4. Plazmid dondér PUC57-Kan vektor haritasi

Donér plasmidde hem upstream hem de downstream homoloji kollari spesifik
olduklari ve komgu gende aminoasit degisikligine yol acan bir SNP olmadigini
gormek icin plasmid klonlari kismen dizilenmis ve mikroenjeksiyon igin 17001d1
klonunun kullanilmasina karar verilmigtir. Tum bu asamalar gergeklestirildikten
sonra enjeksiyonlar gergeklestirilmis ve elde edilen yagayabilir bireylerin bulundugu
6 PGRP-LF mutant soyu igin validasyon asamasina gecilmistir. PGRP-LF geninin
bayUk bir bolimindeki delesyon ve ilgili bolgeye RFP sokulmasi asagida sekil

3.1.1.5’te 6zetlenmektedir.
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Sekil 3.1.1.5. PGRP-LF null mutasyonu yaratiimasinin ve RFP sokulmasinin

Ozet gosterimi.

Elde edilen 6 soyun hepsi RFP icin dizayn edilmis primerler ile PCR’la valide edilmis
ayni zamanda 17001C soyu hem PCR hem de dizileme ile dogrulanmistir. PGRP-
LF'in CRISPR alellerini dogrulamak icin genomik PCR ve dizileme metodlari
kullanilarak knock-in casette (RFP)’ nin homoloji yonlendirilmig tamir igin dogru bir
kalip oldugu ve gRNA kesme bodlgelerine girdigi valide edilmigtir. Kullanilan primer
dizileri ve gen Uzerindeki sematik gésterimi Sekil 3.1.1.6. ve Sekil 3.1.1.7.de

verilmigtir. PCR sonuglarinin fotografi Sekil 3.1.1.8.’de yer almaktadir, RFP

sokulmayan w1118 soyu negatif kontrol olarak kullaniimigtir.

Primers:

OWG0156 3XP3-seg-R 5’-CGAGGGTTCGAAATCGATAA

OWG0167 Tubalphal_F 5’-AACGCAAGCAAATGTGTCAG

OWG5152 17001-sfPCR-up-F 5'-CGGGAATCATTTTATCCGTTT

OWG5153 17001-sfPCR-dn-R 5’-CCACTTCTCGAAGGTCAAGG
Sekil 3.1.1.6. Validasyon asamasinda kullanilan primerler.
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Genome Editing Map:
W T
93:& 93}% 9?;0&. : 93;& 933‘2‘ 93;3&
<
OWG5152 / \ : OWG5153
O EEER-@ :'
LoxP LoxP ,"
—> :'
OWG0156 ' OWG0167 !
UpPCR DownPCR
Sekil 3.1.1.7. Validasyon asamasinda RFP’yi hedef alan PCR primerlerinin

kullanim yonleri.

Genomic PCR

Gel:

Q.
Q(J
OQ

2o 2O
ooo oo
o x
oo oo

DO o - e o .

1.5 kb

1.0 kb
0.75 kb

0.5 kb

0.25 kb

Sekil 3.1.1.8. Validasyon agsamasinda gergeklestirilen PCR sonuglari.
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3.1.2. Drosophila Genetik Referans Paneli (DGRP) Soylari

Otoinflamatuar hastaliklarin altinda yatan ve birbirleriyle etkilesen genetik
varyantlari belirlemek igin segilen genomik soylar Prof. Dr. Trudy Mackay ve ¢alisma
arkadaslari tarafindan tasarlanan Drosophila Genetik Referans Panelinden (DGRP)
secilmistir. DGRP, toplamda 205 adet kendilestiriimis soydan olusmaktadir [88]. Bu
205 tane soyun tum genom dizisi ¢ikarilmistir. Yaklagik 5 000 000 SNP Uzerinden
hastaliklar agisindan dnemi bulunan 6zellikleri genom c¢apli iligkilendirme analizi ile
saptamayi saglar [88, 89]. Deneylerde kullanilan soylar, bu 205 DGRP soyu
arasindan segilmis 82 adet soydur. DGRP soylarinin tamami North Carolina Eyalet
Universitesi Genetik Bélimi'nden Prof. Dr. Trudy Mackay tarafindan temin
edilmistir. Deneylerde kullanilan bu 82 soy, tim DGRP setinin istatistiksel olarak

tam karsiligi olan 128 soy arasindan rastgele secilmigtir.

3.2. Deney Kosullari

3.2.1. Stoklarin Saklanma Kosullari

Deneyde kullanilan tim soylarin stoklari ve deney seti; 12 saat karanlik-12 saat
aydinlik periyodunda %65 bagil neme ve 25+1°C’ ye sahip kuiltur odasinda
tutulmustur. Bu odadan sadece yaslandirma icin yapilan aktarim gunlerinde kisa

sureler icin ¢cikaniimiglardir.

Kullanilan tim soylar, laboratuvarda kullanilan standart besiyerinde tutulmugtur
[90]. Soylarin genel stoklari 15 glinde bir yeni besiyerine transfer edilerek devamhlik
saglanmistir. Genel stoklarda kullanilan her bir deney tliplinde 7 ml besiyeri
kullanilirken, yaslandirma deney setleri i¢in kullanilan tuplerde 3 ml besiyeri

kullaniimistir.
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3.3. Deneyin Yapilisi

3.3.1. Deneysel Caprazlar

Deney igin kontrol grubu ve deney grubu olmak Uzere iki ayri grup elde edilmistir.
Bunun igin 82 DGRP soyu w1118 soyuyla ayri ayri ¢aprazlanarak kontrol grubu
olusturulmustur. Ayni 82 DGRP soyu PGRP-LF null mutanti ile ¢aprazlanarak ise
deney grubu olusturulmustur. Bu asamada DGRP soylarindan virgin disiler
toplamak igin 6nce 82 DGRP soyunun her biri kendi icinde caprazlanmigtir. Bu
caprazdan elde edilen virgin disiler, her tupte 10 birey olacak sekilde 3 glin boyunca
daha verimli Uremeleri amaciyla bol mayali besiyerinde bekletilmiglerdir. Mayayla
beslenen DGRP virgin disileri, 4. gunde w1118 kontrol soyunun ve PGRP-LF null
mutant soyunun erkekleriyle ¢aprazlanmigtir. Digilerin DGRP soyundan, erkeklerin
ise PGRP-LF null mutantlarindan ya da w1118 kontrol soyundan alinmasinin
sebebi, hem otozomlardan gelen hem de X kromozomundan gelen genetik katkinin
da gorulebilmesidir. Yapilan tim c¢aprazlarda sinekleri bayiltmak i¢in az miktarda
karbondioksit kullaniimistir. Her bir soyun c¢aprazi, tliplere 5% x 53 konularak
yapilmigtir. Eseysel olgunluga ulasmis bu bireylerin gapraz dizayni Sekil 3.3.1.1°de

gOsterilmigtir.
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DGRP SOYU @ X PGRP-LF &

F1

(Yaslanma deneylerinde kullanilacak yavru dol)

DGRP SOYU @ X kontrol-w1118 &

Fi1

(Yaslanma deneylerinde kullanilacak yavru dol)

Sekil 3.3.1.1. Kontrol ve PGRP-LF null mutant soylarinin DGRP soylariyla
caprazlanarak yavru dollerin elde edilmesini gosteren sema.

Bu caprazlardan ¢ikan yavru doller 3 gin boyunca virgin haldeyken toplanmistir.
Tam yaslanma deneyi boyunca disi ve erkek bireyler, cifttiesme faktorinin émar
uzunluguna etki etmemesi icin ayri tuplerde tutulmustur. Tuplerdeki birey
yogunlugunun ayni olmasi igin her tipe 1211 birey konulmustur. 1 soy icin 5 disi

tapd, 5 erkek tupu olusturulmustur.

3.3.2. Yaslandirma Deneyleri

Yaglandirma aktarimi icin tum tuplerdeki sinekler iki gunde bir taze besiyerine
alinmigtir. Deneydeki tim sinekler dlene kadar yaslandirma aktarimlari devam
etmigtir. Her aktarim glnunde dlen sinekler, Genotip-Soy-Esey kategorisine gore

kaydedilmis ve hayat tablolari ¢ikariimistir.
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3.4. Verilerin Analizi

3.4.1. Cok Yonlu Varyans Analizi ve Gen-Gen Etkilesimi

Yaslanma deneyleri sonucunda elde edilen veriler diuzenlenerek, dnce gok yonlu
varyans analizi yapilmistir (Cizelge 4.2.1.). Yapilan ¢ok yonli varyans analizi modeli
asagida belirtildigi gibidir.

GENOTIP (w1118, PGRP-LF)

ESEY (disi,erkek)

SQOY (82 DGRP Soyu)

GENOTIP X ESEY

SOY X ESEY

GENOTIP X SOY

GENOTIP X SOY X ESEY

Genom capli iliskilendirme analizleri icin GENOTIP X SOY ve GENOTIP X SOY X
ESEY bilesenleri oldukga énemlidir. GENOTIP X SOY bileseninin istatistiksel
acgidan 6nemli cikmasi epistasi varligini gosterir. Clnku tez kapsaminda kullanilan
DGRP soylari kendilestirilmis-homojen soylardir. GENOTIP X SOY X ESEY
bileseninin istatistiksel acidan onemli ¢ikmasi ise eseye 0zgu epistasi varligini
gOsterir. Yapilan ¢ok yonllu varyans analizinde beklendigi gibi istatistiksel agidan
onemli ¢ikan bu bilesenler sonucunda tez ¢alismasinin temelini olusturan genom

¢apl iligkilendirme analizleri yapilmistir.

3.4.2. Genom Capli iliskilendirme Analizi (GWAS)

Yukarda bahsedilen GENOTIP X SOY ve GENOTIP X SOY X ESEY bilesenleri cok
yonlu varyans analizi sonucunda istatistiksel olarak yuksek seviyede anlamli
(p<0.001) gikmistir. Bu sonug dogrultusunda 82 DGRP soyuna ait girdiler, “w1118
Omur uzunlugu ortalamasi — PGRP-LF émur uzunlugu ortalamasi” seklinde farklarla
olusturulmustur. Bu farklar hem erkek hem disi esey agisindan olusturulmustur. Elde
edilen bu girdi http://darp2.gnets.ncsu.edu/ web sitesindeki veritabanina girilmistir.

Bu program, genomik yapisi belirlenmis yaklasik 5 milyon SNP karsilastirmasi

saglayan 205 kendilesmis DGRP soyunun tum genom dizisine dayali olarak ylksek
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standardizasyona sahip bir iligkilendirme sunmaktadir [91]. Bu programdan baglanti
dengesizligini (LD) gosteren grafikler ve belirli bir genetik varyant ile iliskilenme
duzeyini ifade eden p degeri ile herhangi bir iliskilenme olmadiginda ortaya ¢ikmasi
gereken p degeri arasindaki ortismeyi ifade eden Q-Q plot grafikleri de elde
edilmektedir [84]. Drosophila melanogaster ve dolayisiyla da DGRP genomlarinda
yaygin olarak inversiyonlar ve bir endosimbiyont olan wolbachia bulunmaktadir.
DGRP soylarinin ¢ok azinda wolbachia genomik insersiyon vardir ve inversiyon
iceren soylar da genellikle inversiyon homozigotlaridir [91]. Yukarida bahsedilen
program, wolbachia ve inversiyonlarin etki bUyukliguni de hesaplar. Tez
kapsaminda kullanilan Epistatik GWAS dogrusal — karisik iliskilendirme modeline

dayanmaktadir:

y =Xb+ Zu + e

Modelde gosterilen y, (w1118 — PGRP-LF ) ortalamasini; X, b seklindeki sabit SNP
etkisi icin dizayn edilen matrisi; Z, u seklindeki rastgele poligenik etkinin insidans
matrisini ve e degeri ise modeldeki artigi ifade etmektedir [91]. Analiz sonrasi elde
edilen sonug¢ sayfasinda, ilgili gen ile iligkilenen tim genetik varyantlar, bu
varyantlarin isabet sayisi, esey bazli p de@erleri, elde edilen SNP’lerin kimligi, minor
alel frekansi (MAF), genetik varyantin kimligi ve tum SNP’lerin isabet noktasi
bulunmaktadir. Sonug¢ sayfasindan elde edilen tim verilere dair cgizelgeler ve
sekilller, SONUCLAR kisminda gosterilmistir.

3.4.3. GWAS’tan Elde Edilen Sonuglardan Olusturulan Grafikler ve Cizelgeler

GWA calismalarindan elde edilen Drosophila melanogaster aday genlerinin gen
kuvvetlendirme analizleri (Cizelge 4.5.1 ve Cizelge 4.5.2) ve bu genlerin gen tipine
go6re dagilim grafikleri (Sekil 4.4.3.1 ve Sekil 4.4.3.2) “ShinyGO v0.50” veritabani ile
olusturulmustur. Genlerin gbrev aldigi biyolojik suregleri ve molekuler
fonksiyonlarini gosteren cizelge (Cizelge 4.4.2.1) “PANTHER” veri tabani
kullanilarak olusturulmustur. Genlerin insan ortologlari ve ilgili hastaliklar/6zellikleri
gosteren gizelge (Cizelge 4.6.1) Harvard Medical School’a ait olan “DRCS Disease

Gene Query Tool” sistemi araciligiyla olusturulmustur.
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4. SONUGLAR

4.1. Mutant (PGRP-LF) ve Kontrol (w1118) Stoklarinin Omiir Uzunlugu
Olgiimleri

Tez kapsaminda yapilmasi hedeflenen galisma 6ncesinde, PGRP-LF ve w1118
stok soylarinin dmur uzunlugu 6lgima yapilmigtir. Bu 6ncul ¢alismada mutant ve
kontrol soylari DGRP soylariyla ¢aprazlanmamigtir. Sekil 4.1.1.’de ilgili genotiplere

ve bu genotiplerin eseylerine ait farklar gosterilmektedir.

100 -
NS.

XXX

Omur Uzunlugu (Gun)

PGRP-LF-Disi PGRP-LF-Erkek w1118-Digi w1118-Erkek
Genotip

Sekil 4.1.1. DGRP soylariyla gaprazlanmamis mutant ve kontrol soylarinin émur
uzunluklarina ait box plot.

Sekil 4.1.1°de goéruldugu Uzere, PGRP-LF soyunun erkek bireylerinin omur

uzunlugu, w1118 soyunun bireylerine gére 6nemli bir azalma gostermigtir. Fakat digi
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bireylerin dmur uzunlugunda net bir degisim olmamistir. w1118 grubu kendi iginde
incelendiginde disi ve erkek bireylerde bir farklihk gdézikmezken, PGRP-LF grubu
kendi icinde incelendiginde disi bireyler erkek bireylerden oldukga ylksek bir skora

sahiptir.

4.2. Omiir Uzunlugu igin Gergeklestirilen GWAS Oncesi Varyans Analizi
Sonuglan

Tez kapsaminda gergeklestiriien 82 DGRP soyunun mutant ve kontrol soyuyla
yapilan ¢aprazlarindan elde edilen dmur uzunlugu verileri soy (DGRP soyu), genotip
(PGRP-LF ve w1118), esey (disi-erkek) faktorleri ve bu faktorlerin kendi aralarinda
meydana gelen etkilesimlerin yarattigi etkileri agisindan degerlendiriimek Uzere ¢ok

yonlU varyans analizi ile incelenmistir (Cizelge 4.2.1.).

Cizelge 4.2.1. 82 DGRP soyunun PGRP-LF ve w1118 mutantiyla

gerceklestirilen caprazlarindan elde edilen verilerin ANOVA sonuglari.

Kareler Toplami  Ortalama Kare Df F Degeri

genotip 37591,55 37591,55 1 311,34™
line 262130,6 3236,18 81 26,80™
esey 145132,4 145132,4 1 1202,0™
genatip:line 88477,17 1092,31 81 9,047
genotip:esey 22936,35 22936,35 1 189,96™
line:esey 195275,1 2410,80 81 19,97
genotip:line:esey 91867,34 1134,17 81 9,39™

*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001
***p<2e-16

ANOVA tablosundan da ¢ok acik bir sekilde goraldigu tGzere 6mur uzunlugu soylar,
genotipler ve eseyler agisindan 6nemli derecede degiskenligin meydana geldigine
isaret etmektedir. Her ¢ faktor de istatistiksel acidan énemli derecede farkliliklara
isaret eden yuksek F degerine sahiptir (p<0.001). Bu tg faktérin ylksek anlamlilik
derecesinin yani sira tum etkilesimler de istatistiksel agidan yuksek oOnem
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derecesine igsaret etmektedir. Soy*Genotip etkilesimi dmur uzunlugunun genotipik
etki Uzerinden soylar arasinda dnemli farklara ve etkinin yonunun degistigine isaret
etmekte, dolayisiyla elde edilen verilerin GWAS analizine uygunlugunu da
gOstermektedir. Tum etkilesimlerin dnem derecesine sahip olmasi tum verinin

GWAS analizine sokulmasina olanak saglamaktadir.

4.3. Mutant PGRP-LF ve Kontrol w1118 Soylarinin DGRP Soylan ile
Caprazlarinin Sonuglari

Omir uzunlugu ortalamalar (izerinden gergeklestirilen analizler dzellikle mutant
genotipin sokuldugu soylara ait erkek bireylerin dmur uzunluklarinin kontrol
soylariyla karsilastirildiginda onemli derecede kisaldigina igsaret etmektedir. 82
DGRP soyu ile yapilan bu calismada mutant gende olusturulan delesyon, 62 soyda
erkek bireylerin 6mur uzunlugunu kontrol soyuna gore kisaltmistir. Cizelge 4.3.1.de
ayni soyun genotiplerine ait dmur uzunlugu farklari verilmigtir (negatif degerler
PGRP-LF mutant soyunun daha kisa émurlt olduguna isaret etmektedir. Degerler
yuzde farklari gostermektedir). Mutant PGRP-LF geni erkek bireyler agisindan
girdigi soylarin %76’sinda émur uzunlugunu kisaltmig, bu kisalmanin goruldigu
soylarin ise %82,2'sinde en az %5 duzeyinde Omur uzunlugu azalmistir,
%48,4'inde ise en az %10 oraninda bir kisalmaya yol agmistir. Omir
uzunlugundaki kisalma %31.92’ye kadar ¢ikabilmektedir ki émur uzunlugu
ortalamalari agisindan ¢ok 6nemli bir farktir. Bunun yani sira 20 DGRP soyunda ise
PGRP-LF genotipi w1118 soyuna gore %0,3 ile %19 arasinda degisen degerlerde
daha uzun yasamistir ki bu durum omur uzunlugu agisindan PGRP-LF geninin
erkek bireylerde omur uzunlugunu kisalttigini ancak bu durumun gen etkilegimsel
bir cercevede gerceklestigini ve farkli genetik altyapiya sahip bireylerde PGRP-LF
gen mutantinin gdstermesi beklenen fenotipik degisikligin tam olarak ortaya
cikmadigini, hatta etkisinin dusuk oranda da olsa tersine donebildigini
gostermektedir. Cizelge 4.3.1. incelendiginde de agik bir sekilde gortlecegi lzere
mutant genotipin etkisi girdigi soyun genotipine bagll olarak farkli seviyede etki

ortaya ¢ikarmaktadir. TUm bu Sekil 4.3.1.’de da acik bir sekilde gértlmektedir.
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Cizelge 4.3.1.
farki

82 soyun erkek bireylerinin 6mur uzunluguna ait tanimsal istatistik veriler ve genotipler arasindaki 6mur uzunlugu

Soy Soy

(Mutant (Kontrol

X Ortalama  St. X Ortalama  St. Fark
PGRP-LF) N Yas (Gun) Sapma St. Hata |w1118) N Yas (Gun) Sapma St. Hata (%)
105 49 82,00 7,44 1,06 105 55 77,09 12,67 1,71 6,08
129 50 76,56 11,27 1,59 129 57 82,84 8,93 1,18 -8,20
138 56 79,82 9,60 1,28 138 53 88,43 12,63 1,73 -10,79
149 52 65,11 8,99 1,25 149 47 83,23 11,37 1,66 -27,83
158 61 74,38 12,21 1,56 158 55 79,91 10,30 1,39 -7,44
161 49 78,18 9,36 1,34 161 51 87 9,68 1,36 -11,28
176 55 61,82 5,67 0,76 176 52 60,29 10,10 1,40 2,47
177 60 67,95 12,43 1,60 177 59 69,20 16,10 2,10 -1,84
181 56 82,77 12,59 1,68 181 57 80,30 10,68 1,41 2,98
189 54 68,43 13,25 1,80 189 50 81,82 17,81 2,52 -19,57
208 62 79,47 6,91 0,88 208 57 77,70 9,85 1,30 2,22
21 54 73,83 10,05 1,37 21 53 81,96 13,19 1,81 -11,01
217 51 70,99 5,61 0,79 217 52 74,75 12,37 1,72 -5,31
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228
239
256
26

280
287
304
313
315
318
32

320
340
348
354
356
357
359
360
362
365

55
60
51
54
53
51
55
56
60
51
54
49
60
50
56
54
45
59
52
57
62

71,11
66,55
76,71
71,79
84,57
78,00
84,71
85,70
76,73
68,22
53,48
90,06
68,13
72,74
74,79
60,61
57,00
71,49
70,02
79,35
75,63

12,02
9,97
12,45
11,92
7,94
6,55
14,42
8,74
9,95
6,70
8,70
9,76
9,09
11,26
8,19
8,52
6,23
11,86
18,72
10,30
11,07

1,62
1,29
1,74
1,62
1,09
0,92
1,94
1,17
1,28
0,94
1,18
1,39
1,17
1,59
1,09
1,16
0,93
1,54
2,60
1,36
1,40

228
239
256
26

280
287
304
313
315
318
32

320
340
348
354
356
357
359
360
362
365

30

53
56
56
53
53
52
54
50
54
51
59
50
60
48
56
52
51
61
50
50
53

76,83
74,80
84,05
76,51
78,74
86,81
93,5

93,86
83,65
74,92
69,22
79,64
67,57
89,42
77,86
72,56
75,19
78,28
90,96
88,32
77,21

11,87
15,10
16,44
8,94

16,49
10,10
13,49
7,96

16,07
14,35
15,67
11,31
19,47
7,79

12,99
11,67
12,08
12,79
12,76
12,44
18,99

1,63
2,017
2,19
1,23
2,26
1,40
1,84
1,13
2,19
2,01
2,04
1,60
2,51
1,12
1,74
1,62
1,69
1,64
1,80
1,76
2,61

-8,05
-12,40
-9,58
-6,56
6,89
-11,29
-10,38
-9,53
-9,01
-9,83
-29,43
11,57
0,83
-22,93
-4,11
-19,71
-31,92
-9,49
-29,91
-11,30
-2,09



370
371
375
383
386
391
399
40

406
439
441
45

461
491
509
517
530
555
59

627
639

49
49
58
61
56
59
50
55
54
51
58
58
57
53
56
56
57
60
55
52
58

68,69
72,43
80,38
74,49
67,48
71,37
77,92
72,45
81,09
61,84
78,12
12,72
80,11
67,13
72,98
67,64
70,47
72,53
64,56
73,42
70,57

10,54
9,07
13,37
11,38
8,93
10,92
13,06
6,17
14,55
4,90
13,34
10,79
9,59
12,72
10,15
7,32
9,38
10,76
10,69
11,32
12,15

1,51
1,30
1,76
1,46
1,19
1,42
1,85
0,83
1,98
0,69
1,75
1,42
1,27
1,75
1,36
0,98
1,24
1,39
1,44
1,57
1,60

370
371
375
383
386
391
399
40

406
439
441
45

461
491
509
517
530
555
59

627
639

31

50
48
53
57
53
52
51
57
50
58
59
51
54
56
53
54
53
56
50
52
57

81,78
78,85
92,23
74,84
71,47
73,02
84,29
74,86
75,62
72,12
85,76
76,27
76,44
65,73
83,55
73,52
70,66
78,91
77,32
79,60
69,84

14,55
16,58
7,64

9,40

13,17
20,31
6,40

13,53
13,71
8,32

14,61
12,02
9,15

19,28
10,18
12,15
12,66
12,94
14,61
17,97
19,62

2,06
2,39
1,05
1,25
1,81
2,82
0,90
1,79
1,94
1,09
1,90
1,68
1,25
2,58
1,39
1,65
1,74
1,72
2,07
2,49
2,59

-19,05
-8,87
-14,74
-0,47
-5,91
-2,31
-8,18
-3,32
6,75
-16,62
-9,78
-4,88
4,57
2,09
-14,48
-8,69
-0,26
-8,79
-19,76
-8,41
1,03



642
646
703
705
707
712
716
127
73

761
774
783
786
808
818
820
822
83

843
850
890

56
54
56
59
53
59
53
54
59
61
55
55
54
54
58
56
53
55
52
58
57

79,75
70,61
71,64
86,22
78,60
72,20
85,17
52,00
64,80
75,25
68,07
63,69
71,02
65,39
65,78
59,98
69,62
83,58
79,08
73,89
61,26

16,76
10,20
8,278
9,76
9,53
10,31
7,23
7,25
8,48
11,37
11,66
9,77
12,24
6,75
8,44
9,81
6,58
10,75
8,27
13,11
11,33

2,24
1,39
1,11
1,27
1,31
1,34
0,99
0,99
1,10
1,46
1,57
1,32
1,67
0,92
1,11
1,31
0,90
1,45
1,15
1,72
1,50

642
646
703
705
707
712
716
127
73

761
774
783
786
808
818
820
822
83

843
850
890

32

53
52
59
55
55
59
54
52
56
55
55
51
52
55
56
57
56
46
46
58
55

80,64
67,13
58,02
98,58
86,56
81,97
84,74
63,31
74,13
81,96
84,93
69,71
79
61,53
74,38
67,84
69,41
86,80
82,54
70,47
56,6

11,11
13,56
10,85
8,26

13,12
12,51
15,61
14,54
11,87
15,26
8,57

10,59
13,43
7,99

11,30
10,53
10,12
7,57

10,53
11,77
10,27

1,53
1,88
1,41
1,11
1,77
1,63
2,12
2,02
1,59
2,058
1,15
1,48
1,86
1,08
1,51
1,39
1,35
1,12
1,55
1,55
1,38

1,12
4,92
19,02
-14,34
-10,13
-13,52
0,50
-21,75
-14,39
-8,93
-24,76
-9,44
211,24
5,91
-13,07
-13,10
0,30
-3,86
-4,38
4,64
7,61



892
897
900
91
911
93

57
59
56
52
59
57

78,26
64,51
71,36
78,69
70,56
68,37

8,46
6,52
9,98
9,33
13,72
8,16

1,12
0,85
1,33
1,29
1,79
1,08

892
897
900
91
911
93

53
58
58
54
48
55

77,53
63,52
85,36
81,59
79,54
72,07

11,53
12,95
11,65
13,88
10,20
13,55

1,58
1,70
1,53
1,89
1,47
1,83

0,94
1,54
-19,63
-3,69
-12,73
-5,42
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PGRP-LF null mutanti erkek bireylerde dmur uzunlugunu azaltirken, disi bireyler
acgisindan fenotipik etki tam olarak ayni sekilde ortaya ¢ikmamaktadir. DGRP
soylariyla yapilan c¢aprazlardan elde edilen sonuglarda bu durum acgikca
gorulmektedir. PGRP-LF null mutanti 82 soydan 41 soyda omur uzunlugunu
kisaltmis (%50), erkek bireylerde gorilen yaygin etki ortaya ¢gikmamigtir. Bununla
birlikte kullanilan soylarin %50’sinde goérilen 6mur uzunlugundaki kisalma, soyun
sahip oldugu genetik arka plana bagl olarak etkisini disi bireylerde de
gOsterebilecegine isaret etmektedir ki bu etki bazi soylarda %25’lik bir émar
uzunlugu farkina neden olabilmektedir. Tum bu bulgular Cizelge 4.3.2.'de ve S$ekil

4.3.2.’de aclik bir sekilde gorilmektedir.
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Cizelge 4.3.2. 82 soyun disi bireylerinin Gmur uzunluguna ait tanimsal istatistik veriler ve genotipler arasindaki 6mur uzunlugu farki

Soy Soy

(Mutant (Kontrol

X Ortalama St. X Ortalama  St. Fark
PGRP-LF) N Yas (Gun) Sapma St. Hata |w1118) N Yas (Giun) Sapma St. Hata (%)
105 53 88,69 13,18 1,81 105 56 89,68 10,69 1,43 -1,11
129 57 78,79 7,68 1,02 129 52 80,73 11,11 1,54 -2,46
138 56 86,86 6,16 0,82 138 50 86,54 12,13 1,72 0,37
149 52 85,02 10,08 1,39 149 47 81,49 7,02 1,02 4,15
158 52 78,85 12,06 1,67 158 58 84 13,21 1,74 -6,54
161 53 80,47 9,33 1,28 161 48 87,73 12,88 1,86 -9,02
176 53 89,91 7,83 1,07 176 55 86,22 12,21 1,65 4,10
177 60 82,72 10,07 1,30 177 55 80,45 14,99 2,02 2,73
181 47 84,19 9,09 1,33 181 56 83,95 10,77 1,44 0,29
189 50 91,20 10,55 1,49 189 49 83,76 12,76 1,82 8,16
208 57 94,75 4,29 0,57 208 55 94,69 7,269 0,98 0,07
21 60 86,13 10,16 1,31 21 53 85,51 16,03 2,20 0,72
217 53 84,17 9,34 1,28 217 44 86,95 13,63 2,06 -3,31
228 57 85,79 8,38 1,11 228 54 81,78 12,78 1,74 4,68
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239
256
26

280
287
304
313
315
318
32

320
340
348
354
356
357
359
360
362
365
370

58
52
51
53
46
55
53
55
51
54
53
57
53
57
59
50
53
52
56
57
50

69,72
84,65
85,41
90,13
79,04
89,24
88,43
85,29
87,78
81,72
90,32
77,95
80,85
70,07
74,19
76,06
87,66
91,79
85,69
79,81
83,70

10,22
9,32
5,76
6,53
6,99
6,13
10,38
7,43
9,10
7,31
10,79
6,73
7,24
10,97
8,73
6,10
8,02
6,04
8,82
8,01
9,37

1,34
1,29
0,81
0,89
1,03
0,83
1,43
1,00
1,27
0,99
1,48
0,89
0,99
1,45
1,14
0,86
1,10
0,84
1,18
1,06
1,33
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256
26

280
287
304
313
315
318
32

320
340
348
354
356
357
359
360
362
365
370
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55
53
55
47
51
55
53
59
53
56
51
54
54
56
53
54
56
53
55
58
53

79,25
87,85
81,31
101,43
85,80
88,40
96,57
83,59
81,34
66,16
81,25
77,43
85,80
76,96
73,68
60,57
86,18
94,30
86,71
82,97
83,28

13,25
16,08
13,15
7,57
13,00
19,74
10,84
8,09
8,60
17,56
7,62
9,02
9,13
10,78
16,20
16,67
9,51
11,91
10,25
11,30
8,73

1,79
2,21
1,77
1,10
1,82
2,67
1,49
1,05
1,18
2,35
1,07
1,23
1,24
1,44
2,23
2,27
1,27
1,64
1,38
1,48
1,19

-13,67
-3,77
4,80
-12,53
-8,55
0,94
-9,19
1,99
7,34
19,04
10,04
0,66
-6,12
-9,84
0,68
20,36
1,69
-2,74
-1,18
-3,96
0,49



371
375
383
386
391
399
40

406
439
441
45

461
491
509
517
530
555
59

627
639
642

47
51
54
54
47
52
57
49
59
57
55
52
58
59
57
53
59
53
52
56
56

73,47
87,55
78,72
79,33
72,38
77,06
75,46
90,41
69,03
86,86
95,22
90,56
86,97
65,81
77,18
62,69
78,08
74,36
86,62
85,64
81,21

11,44
8,70
8,23
7,41
8,25
12,51
7,08
7,70
8,33
7,34
4,53
5,10
10,66
9,23
12,44
8,29
10,45
17,39
8,86
9,96
9,71

1,67
1,21
1,12
1,01
1,20
1,73
0,94
1,10
1,08
0,97
0,61
0,71
1,39
1,20
1,65
1,14
1,36
2,39
1,23
1,33
1,29

371
375
383
386
391
399
40

406
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441
45

461
491
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530
555
59

627
639
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37

46
54
55
55
50
52
59
41
58
56
53
56
55
58
55
54
54
48
48
56
51

79,83
83,98
78,76
82,35
69,72
80,29
82,56
87,85
75,95
72,23
82,15
82,30
85,56
72,93
83,45
70,98
82,98
87,54
86,31
84,61
78,35

10,38
10,16
8,25
8,74
13,32
10,39
11,81
8,50
7,69
12,57
21,20
11,60
12,97
9,15
12,29
10,08
13,42
6,60
9,42
9,29
10,88

1,53
1,38
1,11
1,18
1,88
1,44
1,54
1,33
1,01
1,68
2,91
1,55
1,75
1,20
1,66
1,37
1,83
0,95
1,36
1,24
1,52

-8,65
4,07
-0,05
-3,79
3,68
-4,19
-9,41
2,83
-10,02
16,84
13,72
911
1,61
-10,81
-8,14
-13,21
-6,27
-17,73
0,35
1,21
3,52



646
703
705
707
712
716
127
73

761
774
783
786
808
818
820
822
83

843
850
890
892

54
59
61
57
59
59
55
58
55
56
60
54
59
58
58
56
54
53
58
58
55

89,07
54,95
85,59
85,89
81,97
84,63
65,29
62,41
88,05
79,25
69,13
88,65
72,68
68,48
68,26
72,13
85,07
74,77
86,31
70,62
84,22

10,48
17,75
9,86
8,46
8,83
8,62
9,82
9,61
10,27
8,77
10,74
10,83
8,61
11,07
10,20
8,57
7,34
12,60
11,36
8,66
11,89

1,43
2,31
1,26
1,12
1,15
1,12
1,32
1,26
1,38
1,17
1,39
1,47
1,12
1,45
1,34
1,15
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1,73
1,49
1,14
1,60
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38

51
58
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56
56
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66,38
92,27
88,98
79,59
88,06
63,73
68,48
84,91
83,63
69,39
83,19
72,66
76,94
68,85
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84,36
80,37
75,87
74,73
83,81

11,89
15,2785
6,48
11,57
11,54
10,29
7,58
9,82
12,93
10,62
14,56
7,97
7,79
8,44
8,714
8,04
8,02
11,13
12,67
9,83
10,72

1,67
2,01
0,89
1,56
1,54
1,45
1,01
1,31
1,73
1,47
1,89
1,08
1,02
1,16
1,19
1,07
1,19
1,51
1,76
1,27
1,56

8,05
-20,80
-7,80
-3,59
2,89
-4,06
2,39
-9,72
3,57
-5,53
-0,37
6,16
0,03
-12,35
-0,87
-0,64
0,84
-7,48
12,10
5,82
0,49
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900
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911
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54
54
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52

81,11
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70,45
64,43
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10,47
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0,98
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77,5

88,37
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2,89
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-3,64
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1,06
-1,09
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Sekil 4.3.1.  Mutant ve kontrol soylarinin DGRP’ye sokulmasiyla elde edilen erkek bireylerin mur uzunlugu sonuglarinin error
bar grafigi.
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Sekil 4.3.2. Mutant ve kontrol soylarinin DGRP’ye sokulmasiyla elde edilen disi bireylerin 6mur uzunlugu sonuglarinin error bar
grafigi.
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Sekil 4.3.3. Erkeklerde DGRP’ye sokulan mutant ve kontrol soylarina ait mur uzunlugu farklarini gésteren grafik (Mutant
ortalamalarindan kontrol ortalamalari gikariimistir).
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Sekil 4.3.4. Disilerde DGRP’ye sokulan mutant ve kontrol soylarina ait dmur uzunlugu farklarini gosteren grafik (Mutant

ortalamalarindan kontrol ortalamalari ¢ikariimistir).
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4.4. Genom Gapli iligkilendirme Analizlerinin (GWAS) Sonuglari

Yaslandirma deneyleri sonucunda elde edilen veriler, dgrp2 veritabanina
(http://dgrp2.gnets.ncsu.edu/) uygun formatta girilerek genom capli iliskilendirme

analizi yapilmistir. Analizlerle ilgili bilgiler asagida verilmigtir.

4.41. Kromozomlara Gore SNP Baglanti Dengesizligi, Q-Q Grafikleri ve
Manhattan Grafikleri

Genom c¢apli iligkilendirme analizlerinin  prensibi SNP iliskilenmelerine
dayanmaktadir. Sekil 4.4.1.1."de SNP’lerin baglanti dengesizligi gosterilmektedir. r?
baglanti dengesizligi oranini temsil eder ve 0 ile 1 arasinda degisir. r? 1 iken kirmizi,
0 iken mavi gbzukmektedir. Goruldigu Uzere yapilan analiz sonucunda olusan
baglanti dengesizligi olduk¢a dusuktir. Bu durum elde edilen aday genlerin PGRP-
LF’le etkilesim iginde oldugunu dogrulamaktadir. Ayni sekilde “dgrp2”
veritabanindan elde edilen ve SNP iligkilenmelerinin anlamlihdini gosteren Q-Q
grafikleri de Sekil 4.4.1.2., Sekil 4.4.1.3. ve Sekil 4.4.1.4.’te verilmistir. Grafiklerde,
SNP’ler arasinda herhangi bir iliskiienme olmamasi durumu kirmizi ¢izgiyle
gOsterilmistir. Gozlenen ve beklenen p degerleri ise eksenlerde belirtiimigstir.
Sekillerde goruldugu uzere SNP’ler arasinda istatistiksel olarak anlamli etkilesimler

vardir. Ozellikle disi ve erkek arasindaki fenotipik fark kendini belli etmektedir.

GWAS sonugclarindan elde edilen iliskilenen SNP’ lerin genomik lokasyonlarini ve
iliskilenme duzeylerini gostermek amaciyla Manhattan grafikleri ¢izilmistir. Her iki
esey icin SNP isabet seviyelerini p=10- esigine gore tim genoma dagilmis olarak
gOsteren Manhattan grafikleri, SNP isabetlerinin tamami kullanilarak cizilmistir
(Sekil 4.4.1.5 ve Sekil 4.4.1.6). Istatistiksel anlam diizeyleri p degerlerinin negatif
logaritmasi, -log(p) olarak verilmektedir. Esik degeri olan p= 10° degeri her iki
grafigin Uzerinde de vyatay cizgiyle gosteriimektedir. Bu cizgiyi asan SNP

iliskilenmeleri GWAS sonucunda saptanan aday genleri géstermektedir.
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Sekil 4.4.1.1. Kromozomlara gére SNP baglanti dengesizligini gdsteren
grafik. (Mavi kisimlar: dusuk baglanti dengesizligi, kirmizi kisimlar: yuksek baglanti
dengesizligi.)

[ d
(T_‘.v
g
L T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 5]
Expected —logio(p)
Sekil 4.4.1.2. Disi bireyler agisindan SNP iligkilenmelerinin anlamliligini

gOsteren g-q plot grafigi.
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Observed —logyalp)

Expected —logyolp)

Sekil 4.4.1.3. Erkek bireyler agisindan SNP iliskilenmelerinin anlamliligini
gOsteren g-q plot grafigi.
o d‘l
c
0 . J ;
Expected —logio(p)
Sekil 4.4.1.4. Farklar agisindan SNP iligkilenmelerinin anlamhligini gdsteren

g-q plot grafigi.
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Sekil 4.4.1.5.
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Sekil 4.4.1.6.
kromozomlara dagilimi.
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4.4.2. GWAS Sonucunda Elde Edilen Aday Genler

82 soy uzerinden gercgeklestiriien GWAS sonucunda elde edilen 52 genetik
varyantin isimleri, Flybase kimlikleri, SNP isabet noktalari ve esey bazinda p

degerleri Cizelge 4.4.2.1.’de verilmistir. Goértldigu Uzere elde edilen tim genetik

varyantlarin anlamllik dereceleri esey bazinda degismektedir.

Cizelge 4.4.2.1 Yapillan GWA analizi sonucunda elde edilen genetik
varyantlarin isimleri, FlyBase kimlikleri, SNP isabet noktalari ve esey bazinda p
degerleri

Gen FlyBase SNP isabet Disi p Erkek p
isimleri Kimligi Noktalari Degeri Degeri

Klar FBgn0001316 | 3L_496234_ SNP 5,97E-07 0,7163

Ths FBgn0033652 | 2R_7659462_SNP | 0,3802 6,11E-07
CG30463 FBgn0050463 | 2R_12600289 INS | 1,26E-06 0,1107

Fs FBgn0259878 | 2R_11112152 SNP | 0,004895 4,44E-05
Atet FBgn0020762 | 2L_4340958 SNP | 2,03E-06 0,439
CG43729 FBgn0263980 | 2R_11326703_SNP | 4,85E-06 0,039
CR43420 FBgn0263339 | 2L 17894691 INS | 2,14E-06 0,002547
Alpha-Est10 | FBgn0015569 | 3R_3319094 SNP | 4,39E-06 0,04705
CG12325 FBgn0033557 | 2R_6711721 SNP | 3,22E-06 0,1703
CG43401 FBgn0263320 |2L_1429276_SNP | 2,08E-06 0,1431

Hth FBgn0001235 | 3R_6343492_SNP | 8,10E-05 0,0163
CR16735 FBgn0037666 | 3R_5079222 SNP | 7,27E-06 0,2444

Sgg FBgn0003371 | X_2552741 SNP | 3,11E-06 | 0,2156

Blw FBgn0011211 | 2R_18688996_SNP | 4,55E-06 0,9933

Raw FBgn0003209 | 2L 8736174 _SNP | 2,69E-06 0,01046
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CG32103 FBgn0052103 | 3L_12395943 SNP | 0,6467 2,78E-06
CG12325 FBgn0033557 | 2R_6712566_SNP | 3,03E-05 0,02939
DopR FBgn0011582 | 3R_10018724_SNP | 3,57E-05 0,02761
CG15651 FBgn0034567 | 2R_16871562_SNP | 5,15E-06 0,1177
CG15803 FBgn0038606 | 3R_14162234_SNP | 8,02E-06 0,998
Ush FBgn0003963 | 2L_506774_SNP 1,10E-05 0,03459
CG13579 FBgn0035010 | 2R_20363658_SNP | 8,86E-06 0,00387
CG34382 FBgn0085411 | 3L_9877602_SNP | 0,9904 1,02E-05
Pvi3 FBgn0085407 | 2L_7112723_SNP | 7,12E-06 0,8889
CG30089 FBgn0050089 | 2R_11629620_SNP | 8,68E-06 0,3017
Anxb11 FBgn0030749 | X_16315216_SNP | 0,581 5,81E-06
Dp FBgn0053196 | 2L_4577154_SNP | 0,1481 3,02E-05
CG12325 FBgn0033557 | 2R_6712170_SNP | 0,0001214 | 8,71E-06
Mbc FBgn0015513 | 3R_19622042_SNP | 8,29E-06 0,5876
CG8420 FBgn0037664 | 3R_5077037_DEL | 9,23E-06 0,2316
Ed FBgn0000547 | 2L_4052529 SNP | 1,83E-06 0,9934
CG33057 FBgn0053057 | 3L_8398291_SNP | 9,54E-06 0,12
CG15145 FBgn0032649 | 2L_17532096_SNP | 1,11E-05 0,2488
1(2)35Di FBgn0001989 | 2L_15750556_SNP | 9,14E-06 0,3863
CG43760 FBgn0264260 | 2L_15777799_SNP | 0,0002038 | 1,49E-06
Taf2 FBgn0011836 | 3L_9880972_SNP | 0,6233 3,52E-06
CG3328 FBgn0034985 | 2R_20060937_SNP | 6,39E-06 0,0002618
CG13579 FBgn0035010 | 2R_20364422_SNP | 1,53E-05 0,005504
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CG14330 FBgn0038512 | 3R_13281664_SNP | 1,32E-05 0,6271
Pyd FBgn0262614 | 3R_4698532_SNP | 1,19E-05 0,9503
Ahcy89E FBgn0015011 | 3R_12808445_SNP | 9,08E-06 0,7342
S5-HT7 FBgn0004573 | 3R_26804910_SNP | 3,82E-06 0,01344
Aly FBgn0004372 | 3L_3025834_SNP | 1,05E-05 0,5625
Bun FBgn0259176 | 2L_12478281_SNP | 0,08298 5,87E-05
CG42732 FBgn0261698 | 2R_6214523 _SNP | 0,05233 3,59E-05
CG12325 FBgn0033557 | 2R_6712107_SNP | 1,21E-05 0,1839
Frac FBgn0035798 | 3L_7558303_INS 1,41E-05 0,205
CG34347 FBgn0085376 | 3R_27186313_DEL | 7,64E-06 0,4752
CG1942 FBgn0033215 | 2R_3601641_DEL | 0,008606 9,51E-06
CG14982 FBgn0035477 | 3L_3944904_SNP | 9,69E-06 0,9524
GfA FBgn0086778 | X_19238119_SNP | 0,5217 4,75E-06
CG34139 FBgn0083975 | 3R_16048539_SNP | 0,433 5,25E-06

4.4.3. Elde Edilen Genetik Varyantlarin Kromozomlardaki Dagilimi

GWAS sonucunda, yiiksek anlamlilik derecesine sahip (p<10-®) 52 genetik varyant
elde edilmigtir. D. melanogaster aday genlerinin kromozomlar Gzerinde dagilimlari
incelendiginde 2. kromozomun sag ve sol koluna, 3. kromozomun sag koluna
beklenenden daha yuksek, X kromozomuna ise beklenenden daha az sayida gen
isabet ettigi gortlmektedir. Gen tipi agisindan ise beklenene uygun sekilde genlerin
blylk ¢ogunlugunun protein kodlayici gen oldugu gériimektedir (Sekil 4.4.3.1.).
Kodlayici genlerde bulunan ekzon sayisi agisindan ise bulunan aday genlerin ¢ok
saylda ekzon bulunduran genler agisindan beklenenden oldukga yuksek oldugu
gorulmektedir. GWAS sonucunda elde edilen genetik varyantlarin ayni sekilde insan
ortologlari Sekil 4.4.3.2.’de verilmistir. Sekil 4.4.3.2.’de, o6zellikle 5. 9. ve 10.
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Kromozomlara beklenenden daha ¢ok gen isabet ettigi gorulmektedir. Gen tipi

olarak beklenenden ¢ok daha yuksek sayida protein kodlayan gen bulunmaktadir.
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Genlerin kromozomlara dagilimi
Ki-kare testi P= 0.52
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Sekil 4.4.3.1. Drosophila’da bulunan genetik varyantlarin kromozom, gen
tipi, ekzon sayisi dagilimi.
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Genlerin kromozomlara dagilimi
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Sekil 4.4.3.2. Insanda bulunan genetik varyantlarin kromozom, gen tipi,

ekzon sayisi dagilimi.
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44.4. Aday Genlerin Gorev Aldigi Biyolojik Siregler ve Molekiler
Fonksiyonlari

Tez kapsaminda GWAS sonucunda elde edilen aday genler, molekuler
fonksiyonlari ve katildiklari biyolojik stireglere gore de ayrilmislardir. Cizelge 4.4.4.1
incelendiginde genlerin buyuk bir cogunlugunun hucresel ve metabolik sureglere
katildigi gorulmektedir. Ozellikle baglanma ve aktivasyon siireclerinde rol alan
genler ayni zamanda gelisimde de etkilidir. raw, Pvf3, Taf2, pyd, sgg, ush genleri ise
bagisiklik sistemiyle ilgili sireglerde rol alirlar. Ayni zamanda sinir sistemiyle iligkili

yolaklarda da gorev alirlar.

Cizelge 4.4.4 1. GWAS sonucunda elde edilen aday genlerin gorev aldigi
biyolojik strecleri ve molekiler fonksiyonlarini gosteren cizelge.

Genler Tir Genlerin Gorev Aldigi Biyolojik Siiregler ve
Molekiiler Fonksiyonlari

5-HT7 D.melanogaster | serotonin reseptor sinyal yolu, kimyasal
sinaptik iletim, kur davranisi, kanat damari
oryantasyonu, beslenme, dopamin
norotransmiter reseptor aktivitesi

Atet D.melanogaster | nérogenez, transmembran tasima, ATP
baglama, ATPaz aktivitesi,

Ahcy89E D.melanogaster | tek karbonlu metabolik stireg, S-
adenosilhomosistein katabolik sureci, hidrolaz
aktivitesi, NAD baglanmasi,

AnxB11 D.melanogaster | Hicre adezyonu, hiicre seklinin diizenlenmesi,
aktin baglanma, kalsiyum iyonu baglanma,
kalsiyum bagimh fosfolipid baglanmasi,

CG12325 D.melanogaster | acliga hicresel tepki, nérogenez , snoRNA
baglayici,
raw D.melanogaster | epitel morfogenezi, dorsal kapatma, merkezi

sinir sistemi gelisimi, periferik sinir sistemi
gelisimi, tukurik bezi morfogenezi, protein
lokalizasyonu, hicre seklinin dizenlenmesi,
JNK kaskad regulasyonu, otofaji
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CG13579

D.melanogaster

G-protein bagh reseptor sinyalizasyon yolu,
noropeptid sinyal yolu

CG14330 D.melanogaster | -

CG14982 D.melanogaster | -

CG15145 D.melanogaster | -

CG15651 D.melanogaster | -

CG15803 D.melanogaster | protein C-terminali baglanmasi

CG1942 D.melanogaster | mezoderm gelisimi, transferaz aktivitesi,

CG30089 D.melanogaster | -

CG30463 D.melanogaster | polipeptit N-asetilgalaktosaminiltransferaz
aktivitesi, karbonhidrat baglanma, metal iyon
baglanmasi,

CG32103 D.melanogaster | Translasyon, transmembran tasima, ribozom
yapisal bileseni, kalsiyum iyonu baglanmasi,

CG33057 D.melanogaster | tRNA'nin endontkleolitik bélinme ve ligasyon
yoluyla birlestiriimesi, transferaz aktivitesi,
fosfor iceren gruplarin aktarilmasi,

CG3328 D.melanogaster | transkripsiyonun diizenlenmesi, DNA
baglanmasi, transkripsiyon faktora aktivitesi,
sekansa spesifik DNA baglanmasi,

CG34347 D.melanogaster | Agri algisi, aktomisin yapi organizasyonu,
hicre iskeleti yapisal bilesen, hicre iskelet
proteini baglanmasi,

CG34382 D.melanogaster | -

CG42732 D.melanogaster | potasyum iyon tagima, nérogenez, kalsiyum ile
aktive edilmis potasyum kanali aktivitesi,

CG43401 D.melanogaster | -

CG43729 D.melanogaster | hiicre igi sinyal iletimi, hiicre boyutunun pozitif
regulasyonu, metal iyonu baglanmasi,

CG43760 D.melanogaster | -

CG8420 D.melanogaster | Hicre gcogalmasi

DoplR1 D.melanogaster | sinaptik iletim, dopamin reseptor sinyal yolu,

ogrenme, hafiza, olfactory 6grenme, gorsel
ogrenme, aclik, dopamin norotransmiter
reseptor aktivitesi, dopamin baglanmasi,
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Fs

D.melanogaster

aktivin reseptor sinyalizasyon yolaginin
regulasyonu,

Nlg4

D.melanogaster

uyku, sinaptik iletim, karboksilik ester hidrolaz
aktivitesi,

Pvf3

D.melanogaster

tukaruk bezi morfogenezi, hemosit gogu,
blyume faktorl aktivasyonu,

Taf2

D.melanogaster

DNA transkripsiyonu baslatma, RNA polimeraz
[l promotorunden transkripsiyon, JAK-STAT
kaskadinin pozitif regulasyonu, transkripsiyon
faktora aktivitesi, kromatin baglanmasi, ¢inko
iyonu baglanma,

alpha-Est10

D.melanogaster

Noron/hicre adezyonu, sinaps duzenlenmesi,
kanat morfojenezi, sinaptik iletim, reseptor
aktivitesi, hidrolaz aktivitesi , neurexin ailesi
protein baglanma, karboksilik ester hidrolaz
aktivitesi,

aly

D.melanogaster

kromatin organizasyonu, transkripsiyon, hucre
dongusu, spermatogenez, gen
ekspresyonunun regulasyonu, protein
baglama,

blw

D.melanogaster

fagositoz, spermatid gelisimi, protein
transportu, agri algisi, lipit depolama, elektron
transport zinciri, blyame, ATP baglama,

bun

D.melanogaster

bilesik goz fotoreseptor hicre farkhlasmasi,
transkripsiyon, koryon igeren yumurta kabugu
olusumu, periferik sinir sistemi gelisimi, hticre
¢ogalmasi pozitif regllasyonu, yetigkin yasam
suresinin belirlenmesi, uyku, tukuruk bezi
otofajisi, segmentasyon, doku rejenerasyonu,
apoptotik surecin negatif dizenlemesi,

dpy

D.melanogaster

epitelyal hucre geligimi, transkripsiyon, kitin
dizenlenmesi transkripsiyon faktoru aktivitesi,
diziye 6zgu DNA baglanma, kalsiyum iyonu
baglanma, ¢inko iyonu baglanmasi,

ed

D.melanogaster

epitel morfogenezi, erkek-agresif davranis,
epidermal blylume faktorl reseptoér sinyal yolu,
dorsal kapanma, duyu organ gelisimi, imajinal
disk gelisimi, htcre seklinin dizenlenmesi,
yara iyilesmesi, yanal inhibisyon, organ
blaylmesinin negatif dizenlenmesi,
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norojenezin negatif regulasyonu, protein
baglanmasi,

frac

D.melanogaster

Akson hedef tanima, kalsiyum iyon baglanmasi

hth

D.melanogaster

g0z gelisimi, RNA polimeraz Il promotérinden
transkripsiyonun duzenlenmesi, kafa geligimi,
beyin geligimi, periferik sinir sistemi gelisimi,
imajinal disk morfogenezi, kas geligimi,
segmentasyon, noron farklilagsmasinin
dlzenlenmesi, bilesik goz gelisimi, DNA
baglanma, transkripsiyon faktéru aktivitesi
protein baglanma,

klar

D.melanogaster

bilesik g6z morfojenezi, lipid tagima, nikleus
organizasyonu, larval visseral kas geligimi,
intraseluler transport dizenleme, hareket,
ucma, protein baglanma, kinezin baglanmasi,

I(2)37Cd

D.melanogaster

Fagositoz, mitokondriyal elektron tagima,
NADH dehidrogenaz aktivitesi

mbc

D.melanogaster

hicre morfogenezi, iskelet organizasyonu,
dorsal kapanma, merkezi sinir sistemi gelisimi,
myoblast flizyonu, larval viseral kas gelisimi,
aktin hicre iskelet organizasyonu, GTPaz
aktivasyonu, protein baglanmasi,

nAChRalph
ar’

D.melanogaster

katyon tagima, kimyasal sinaptik iletim, gorsel
davranig, asetilkolin ile aktive edilmig katyon
secici kanal aktivitesi, asetilkolin baglanmasi,

pyd

D.melanogaster

bilesik gbz morfojenezi, hiicre polaritesinin
kurulmasi, Notch sinyal yolagi, JNK kaskadi,
dorsal kapanma, acik trakeal sistem gelistirme,
embriyonik hucre seklinin dizenlenmesi, trake
morfogenezi, ubiquitin protein ligaz baglanma,

S99

D.melanogaster

epitel hiicre morfojenezi, protein
fosforilasyonu, Notch sinyal yolagi, duyu
organi geligimi, kalp gelisimi, sirkadiyen ritim,
koku ogrenme, Wnt sinyal yolu, hemosit
farklilagsmasinin dizenlenmesi, oogenez,
anestezik yanit, protein kinaz aktivitesi , protein
baglanma, ATP baglanma,
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Ths D.melanogaster | mezoderm gelisimi, larval visseral kas gelisimi,
fibroblast baylume faktori reseptor sinyal
yolagi, glial hucre farklilagmasi, myoblast gogu,
blylume faktorl aktivitesi,

ush D.melanogaster | RNA polimeraz Il promotorinden
transkripsiyonun negatif regtlasyonu, AMP
biyosentez regulasyonu,kalp gelisimi, hucre
kaderi negatif dizenlemesi, lenf bezi gelisimi,
bilesik g6z gelisimi, nukleik asit baglanmasi,
DNA baglanmasi, protein baglanmasi,
transkripsiyon faktorl baglanmasi, metal iyonu
baglanmasi,

Aday genlerin gorev aldid1 biyolojik slrecler ve molekuler fonksiyonlari Sekil 4.4.4.1.
ve 4.4.4.2’°deki grafiklerde gosterilmistir. Genlerin blylk bir kismi baglanma
fonksiyonuna sahiptir. Baglanmayi katalitik aktivite takip etmektedir (Sekil 4.4.4.1.).
Katildiklar biyolojik sureglerde ise genlerin, en fazla hucresel ve metabolik

sureclerde gorev aldigi gorulmektedir (Sekil 4.4.4.2.).

B Baglanma
Katalitik Aktivite

Reseptor Aktivitesi
Sinyal Aktivitesi

Yapisal Molekiil Aktivitesi
Transport Aktivitesi

Sekil4.4.4.1. GWAS sonucunda elde edilen genetik varyantlarin molekuler
fonksiyonlarini gosteren grafik.
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[l Biyolojik Diizenleme

Hiicresel Bilesen Organizasyonu
B Hiicresel Siireg

Geligim Siireci
B Metabolik Siireg

Fizyolojik Siireg

Uyarana cevap

Sekil 4.4.4.2. GWAS sonucunda elde edilen genetik varyantlarin gérev
aldigi biyolojik suregler.

4.5. GWAS Sonucunda Elde Edilen Aday Genlerine Ait Gen Ontoloji Analizleri

82 DGRP soyu aday gen listesi Uzerinden gergeklestirilen Drosophila melanogaster
gen ontoloji zenginlegtirme testi sonuglari, aday gen listesinde bulunan genlerin
buyuk bir cogunlugunun gelisim sureci, hucresel seviyede duzenleyici suregler,
organizmal seviyede duzenleyici suregler ve sinyal suregleri altinda toplandigi
gorulmektedir (Cizelge 4.5.1.). Bununla birlikte bagisiklk sistemiyle dogrudan ya da
dolayli iligkili cok sayida surecin yer aldigi da gortlmektedir. Bagisiklik sistemiyle
bir tanesi dogrudan 19 tanesi dolayh iligkili 20 gen ontoloji grubunda 28 farkl D.
melanogaster geni (52 aday gen arasindan) yer almaktadir. Yani émur uzunlugu
ortalamalari acisindan elde edilen aday genlerin yaklagsik %54’G bagisiklik
sistemiyle iligkilidir ve DGRP soyu genomlarina sokulan bagisiklik dizenleyici gen
PGRP-LF ile etkilesim igerisinde omur uzunlugunu etkilemektedir. Bagisiklik
sistemiyle iligkili oldugu gdsterilen bu genler ayni zamanda yukarida bahsedilen
gelisim sureci, hucresel seviyede duzenleyici slregler, organizmal seviyede
duzenleyici suregler ve sinyal surecleri igerisinde farkli dizeylerde yer almaktadir.
Etkilesimsel GWAS modeli, D. melanogaster agisindan dmur uzunluguna etki eden

¢ok sayida gene isaret etmektedir.
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Cizelge 4.5.1. GWAS sonucunda elde edilen D. melanogaster aday genlerinin gen
kuvvetlendirme analizi sonucunda ortaya c¢ikan gen ontoloji yuksek seviye
gruplandiriimalarina iliskin gizelge (Koyu pembe: bagisiklik sistemiyle dogrudan
iliskili gen ontoloji terimleri, acik pembe: bagisiklik sistemiyle dolayli iligkili gen
ontoloji terimleri, agik mavi: hem yaglanma hem de bagigiklik sistemiyle dolayl
iligkili gen ontoloji terimleri, sari: yaslanma ile dolayl iligkili gen ontoloji terimleri).

N

Gen Ontoloji Kategorisi

Genler

23

Biyolojik diizenleme

5-HT7, CG13579, CG34139, hth, sgg,
ush, blw, DopR, Taf2, Fs, mbc, ths,
CG3328, dp, Pvf3, gfA, bun, CG43729,
ed, raw, pyd, klar, aly

22

Coklu organizmal siire¢

CG34139, hth, sgg, bun, aly, CG8420,
CG30463, Pvf3, ed, ush, mbc, ths, klar,
raw, 5-HT7, blw, DopR, frac, dp, gfA,
CG42732, pyd

22

Biyolojik slrecin

diizenlenmesi

5-HT7, CG13579, CG34139, hth, sgg,
ush, DopR, Taf2, Fs, mbc, ths, CG3328,
dp, Pvf3, gfA, bun, CG43729, ed, raw,
pyd, klar, aly

22

Hiicresel sirecin

diizenlenmesi

5-HT7, CG13579, CG34139, hth, sgg,
ush, DopR, Taf2, Fs, mbc, ths, CG3328,
dp, Pvf3, gfA, bun, CG43729, ed, raw,
Klar, aly, pyd

19

Sinyalizasyon

5-HT7, CG13579, CG34139, sgg, DopR,
Fs, mbc, ths, Pvf3, gfA, CG43729, ed,
raw, ush, bun, hth, Taf2, dp, pyd

19

Gelisim sureci

CG34139, hth, sgg, bun, Pvf3, ed, ush,
mbc, ths, klar, raw, aly, blw, frac, dp,
CG42732, pyd, CG43729, CG1942

19

Uyarana tepki

5-HT7, CG13579, sgg, DopR, Fs, mbc,
ths, CG32103, Pvf3, gfA, CG43729,
CG12325, ed, raw, ush, bun, hth, Taf2,

pyd

18

Anatomik yapi geligimi

CG34139, hth, sgg, bun, Pvi3, ed, ush,
mbc, ths, klar, raw, blw, frac, dp,
CG42732, pyd, CG1942, aly
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18

Uyaranlara hiicresel cevap

5-HT7, CG13579, sgg, DopR, Fs, mbc,
ths, Pvi3, gfA, CG43729, CG12325, ed,
raw, ush, bun, hth, Taf2, pyd

16 Lokalizasyon CG32103, CG34139, Atet, (dfA,
CG42732, pyd, blw, Pvf3, klar, hth, raw,
mbc, ths, 1(2)37Cd, bun, sgg

15 Hiicresel bilesen | CG12325, CG34139, CG34347, Taf2,

organizasyonu Klar, sgg, CG43729, ed, raw, aly, mbc,
frac, bun, CG42732, pyd

13 | Anatomik yapi morfogenezi | ed, sgg, hth, klar, raw, ush, mbc, frac, dp,
Pvf3, bun, CG42732, pyd

12 | Uyaranlara yanitin | sgg, Fs, ths, Pvf3, ed, raw, hth, ush,

diizenlenmesi DopR, Taf2, bun, pyd

12 Biyolojik ozelligin | gfA, CG43729, ed, klar, raw, sgg, ush,

dizenlenmesi blw, DopR, dp, bun, pyd

11 | Ureme sgg, bun, aly, CG8420, CG30463, ed,
klar, raw, 5-HT7, blw, mbc

11 | Sinyalizasyonunu CG34139, sgg, Fs, ths, Pvf3, ed, raw,

dizenlenmesi hth, Taf2, bun, pyd

10 | Biyosentetik siireg hth, ush, Taf2, aly, blw, CG3328,
CG30463, dp, bun, CG15651

10 | Metabolik siirecin | hth, sgg, ush, Taf2, CG3328, dp, bun,

dizenlenmesi raw, aly, pyd

10 | Cok hucreli organizma | bun, aly, CG8420, CG30463, ed, Klar,

uremesi sgg, 5-HT7, blw, mbc

10 | Lokalizasyonun kurulmasi CG32103, CG34139, Atet, (gfA,
CG42732, blw, hth, klar, 1(2)37Cd, sgg

9 Ureme siireci sgg, bun, aly, ed, klar, raw, 5-HT7, blw,
mbc

9 Cok hucreli organizma | ed, hth, klar, sgg, DopR, bun, pyd, raw,

surecinin duzenlenmesi ush

8 Ureme ile ilgili gelisim siireci | bun, ed, klar, raw, sgg, aly, biw, mbc

8 Eseyli ireme bun, aly, ed, klar, sgg, 5-HT7, blw, mbc
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8 Hicresel bilesen biyogenezi | CG12325, CG34139, Taf2, ed, klar, sgg,
bun, pyd

8 Geligim siirecinin | ed, hth, klar, raw, sgg, bun, pyd, ush
duzenlenmesi

7 Strese yanit CG12325, raw, ed, sgg, DopR, bun, pyd

7 Makromolekiil lokalizasyonu | pyd, Atet, hth, klar, raw, blw, sgg

7 Biyolojik siirecin negatif | sgg, ush, Fs, ed, raw, klar, bun
dizenlenmesi

6 Blyume ed, sgg, blw, mbc, bun, raw

6 Lokomosyon Pvf3, klar, DopR, mbc, ths, bun

6 Biyolojik  siirecin  pozitif | hth, sgg, Taf2, Fs, aly, bun
duzenlenmesi

6 Molekiiler fonksiyonun | ush, blw, mbc, ths, Pvf3, sgg
diuzenlenmesi

5 Davranis ed, sgg, 5-HT7, DopR, gfA

5 Morfogenezde anatomik yapi | ed, klar, mbc, bun, hth
olusumu

5 Hucresel lokalizasyon CG34139, pyd, klar, hth, sgg

4 Dis uyaranlara cevap CG12325, sgg, ush, DopR

4 Blyumenin diizenlenmesi ed, sgg, mbc, bun

4 Kimyasallara cevap DopR, CG32103, sgg, ths

4 Gelisimsel biuyiime ed, sgg, bun, raw

4 Hucre hareketliligi Pvf3, mbc, ths, bun

4 Hiicrenin lokalizasyonu Pvi3, mbc, ths, bun

3 Bagisiklik sistemi siireci Pvf3, sgg, ush

3 Hiicre adezyonu CG34139, ed, pyd

3 Biyolojik adezyon CG34139, ed, pyd

3 Hucresel bilegsen | Taf2, klar, sgg
biyogenezinin diizenlenmesi

2 Bagisiklik sistemi geligimi Pvf3, ush

62




2 Bagisiklik sistemi siirecinin | sgg, ush
duzenlenmesi

2 Lokomotor davranig ofA, sgg

2 Hiicre ¢cogalmasi hth, bun

2 Abiyotik uyarana cevap DopR, gfA
2 Huicre buyiimesi bun, raw
2 Hiicre dongusi siireci sgg, aly

2 Lokalizasyon diizenlenmesi | klar, sgg

2 Hemosit farklilagmasi sgg, ush

82 DGRP soyu D.melanogaster aday gen listesi Uzerinden elde edilen Homo

sapiens ortologlari ile de gen ontolojisi zenginlestirme testleri gerceklestiriimis ve

ayni sonuglar elde edilmigtir. Elde edilen gen ontoloji gruplarinin 19’u dolayli olarak

ve 2 tanesi dogrudan olmak Uzere 21 tanesi bagisiklik sistemiyle iligkilidir (Cizelge
4.5.2).

Cizelge 4.5.2. GWAS sonucunda elde edilen H. sapiens aday genlerinin gen
kuvvetlendirme analizi sonucunda ortaya ¢ikan gen ontoloji yuksek seviye
gruplandiriimalarina iliskin cizelge (Koyu pembe: bagisiklik sistemiyle dogrudan
iligkili gen ontoloji terimleri, agik pembe: bagisiklik sistemiyle dolayh iligkili gen
ontoloji terimleri, agik mavi: hem yaslanma hem de bagisiklik sistemiyle dolayli
iligkili gen ontoloji terimleri, sari: yaslanma ile dolayl iligkili gen ontoloji terimleri).

N

Gen Ontoloji Kategorileri

Genler

92

Kimyasallara cevap

CHRNE CHRNB4 CHRNA2 CHRND ABCGS5
CHRNA1 FBN2 FBN3 CHRNB3 CHRNAG6 FBN1
CHRNG DRD1 FSTL3 CHRNA4 ANXA1l DLL4
F12 ANXA1 HTR1B NOTCH1 ABCG1 CHRNB2
STXBP4 AHCYL1 DRD5 CHRNA7 SLC25A42
ZACN GPR52 TDGF1 DGAT2 TAF2 LTBP4 JAG1
E2F1 AHCY TJP1 GSK3A SPARC BCHE ABCG2
ADRA1A SPINK4 SLC25A23 MATNZ2 MEIS2
DOCK2 RNASEL ANXA7 ANXA3 FBLN5 CRB2
SLC25A25 ANXA5 HTR3A NPNT ADRB2
CHRNAS NLGN1 MALT1 IL16 ABCG4 CYSLTR1
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TGIF1 THBD HTR1D SLC25A41 UTS2R ANXAZ2
OR52L1 GPR21 ADRB3 APOM ABCG8 ADRA2A
CHRNA3 SLC25A24 DOCK4 VWA2 GALR1
CHRNB1 GSK3B GRIP1 LTBP1 GALNT3 LTBP2
CES3 CES2 KIRREL1 LTB4R2 CES1

92

Biyolojik ozelliklerin
diizenlenmesi

ADRB1 ADRA1A TSC22D3 TSC22D4 ADRB2
ADRA1B ADRA1D ADRB3 F12 DRD1 APOM
DLG1 FBLN1 E2F1 VWF ANXAl1 NLGN4X
ABCG1 STXBP4 CHRFAM7A NLGN1 ZFPM1
DGAT2 LTBP4 CHRNA4 TJP1 GSK3A CHRNE
BCHE CHRNB4 CHRNAZ2 SLC25A23 CHRNA10
DLG4 HTR1B RNASEL CHRND ANXA7
CHRNA1 FBN2 AWAT2 CHRNB3 CHRNAG
HTR7 HABP2 ADRA2A DLG5 PKNOX1 CHRNB2
ANXA5 HTR4 FBN1 GALR1 HTR3A DRD5
CHRNAS NLGN2 CHRNB1 CHRNA9 CHRNAY
IRX5 HTR1A THBD HTR1D UTS2R GALR2
ANXA2 KIRREL1 GPR21 NLGN3 CHRNG
ANXAG6 E2F4 GRID2IP ANXA8 USH1C TJP2
DOCK4 ABCGS5 ABCG8 DOCK5 CHRNA3
GSK3B SCUBEL LTBP1 TFDP2 ABCG2 DOCK1
MUC17 ZFPM2 CYSLTR1 TFDP1

73

Uyarana cevap

MALT1 FBN2 FBN3 FBN1 GSK3B DRD1 ADRB1
MYLK FSTL3 FBLN1 ADRA1A F12 NOTCH2 FST
ANXA1 NLGN4X NOTCH1 ADRA2A HTRG6
STXBP4 CHRFAM7A ADRB2 ADRA1B DLK2
CHRNA7 DLK1 ADRB3 TDGF1 DLG1 CHRNA4
JAG1 MEIS3 GSK3A DLL4 HTR1B RNASEL
FBLNS SCUBE3 CHRNA6 CRB2 DLG5
CYSLTR2 OBSCN SCUBE1 CHRNB2 SPINK1
NPNT NLGN1 NLGN2 IL16 THBD ANXA2 JAG2
GPR21 NLGN3 VWA2 GALR1 EGFL7 FAM110C
CHRNAS DLG4 GALNT11 LTBP1 TAF2 NOTCHS3
LTBP4 E2F1 TFDP2 MUC5B DOCK1 MUC17
MUC16 TFDP1

69

Sinyalizasyonunu
diuzenlenmesi

MALT1 NLGN4Y NLGNZ2 NLGN3 GSK3B DRD1
ADRB1 FSTL3 FBLN1 ADRA1A NOTCH2 FST
NLGN4X NOTCH1 ADRA2A HTR6 STXBP4
CHRFAM7A ADRB2 ADRA1B DLK2 CHRNAY
ANXAZ2 DLK1 ADRB3 TDGF1 DLG1 JAG1 MEIS3
GSK3A BCHE CHRNB4 DLL4 DLG4 HTR1B
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FBN2 SCUBE3 CRB2 DLGS CYSLTR2 OBSCN
SCUBE1 CHRNB2 SPINK1 FBN1 NPNT DRD5
NLGN1 IL16 HTR1A JAG2 GPR21 GRID2IP
ANXA1 VWA2 GALR1 EGFL7 FAM110C
CHRNA3 GALNT11 LTBP1 TAF2 NOTCHS
LTBP4 E2F1 TFDP2 RNASEL AHCYL1 TFDP1

65

Sistem siireci

ADRB1 MYLK ADRA1A ADRB2 DRDS5 ADRA1B
ADRA1D CYSLTR1 DRD1 ADRB3 ABCG5
ABCG8 USH1C DLG1 CHRNA4 TJP1 GSK3A
BCHE CHRNB4 MYRF DLL4 CHRNA10 DLG4
MEIS2 HTR1B CHRND CHRNA1l STAC HTRY
ADRA2A DLG2 CHRNB2 MOGATZ2 NPNT
NLGN1 NLGN2 CHRNB1 CHRNA9 CHRNA7
IRX5 HTR1A HTR1D UTS2R OR52L1 KIRREL1
JAG2 EYS OTOG NLGN3 ANXA6 E2F4 CHRNA3
TIP2 DOCK4 NLGN4X DOCKS5 NLGN4Y GALR1
STAC3 CHRNE GALR3 AHCYL1 GALR2
CHRNG LTB4R

64

Anatomik
morfogenezi

yapl

FBN3 FBLN1 SPARC DLL4 ANXAl1 ANXA3
NOTCH1 NOTCH3 DLG1 DLG3 DLL3 JAG1
TIP1 GSK3A IRX4 TGIF2 RECK CHRNAI1O
DLG4 MATN2 E2F5 CRB1 CFC1 ANXA7 FBN2
CELA1 MEIS1 CRB2 KIRREL3 DLG5 CFC1B
CYSLTR2 PKNOX1 CHRNB2 NPNT NLGN1
ZFPM2 IRX1 IRX2 EGFL7 CHRNA9 CD248
CHRNA7 IRX5 IRX3 ZFPM1 UTS2R ANXAZ2
JAG2 NLGN3 NOTCH4 E2F4 NOTCH2 FBN1
E2F2 MYLK DOCKS5 DOCK1l TDGF1 USH1C
CHRNAS GRIP1 OBSCN KIRREL1

58

Lokalizasyonunu
diizenlenmesi

ADRA2A DRD1 MYLK DLG1 FBLN1 GSK3B
JAG1 SPARC DLL4 ANXA1l ANXA3 NOTCH1
STXBP4 CHRFAM7A NLGNZ2 IL16 ANXAZ2
TDGF1 CHRNA4 GSK3A SLC25A23 GALNTS8
DOCK2 HTR1B RNASEL STAC CHRNAG6
ABCG1 CHRNB2 SPINK1 HTR3A AHCYL1
ADRB2 NLGN1 CHRNA7 HTR1A UTS2R STAC3
NLGN3 ATP5F1A RECK DOCK4 ABCG5 ABCGS8
DOCK5 DOCK1 DLG5 GALR1 FRMDS GALR2
FAM110C ANXA4 CHRNA3 DLG4 CHRNB4
E2F1 TFDP2 TFDP1
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58

Molekiler fonksiyon
diuzenlenmesi

SPINK7 SPINK1 SPINK13 ADRB1 DLG3 GSK3B
E2F1 ANXA3 ADRA2A DLG2 CHRFAMT7A
ADRB2 DRD5 CHRNA7 ANXA2 DRD1 ADRB3
ANXA4 TDGF1 ANXA8 DLG1 FBLN1 DOCK3
JAG1 GSK3A ADRA1A RECK SPINK4 GALR3
DOCK4 DOCK2 ANXA1 STAC DOCK5 NOTCH1
TRPT1 DOCK1 OBSCN ANXAS5 FBN1 GALR1
HTR3A AHCYL1 NPNT NLGN1 NLGN2 MALT1
IL16 SPINK6 ZFPM1 GALR2 JAGZ2 STAC3
NLGN3 CRB2 CHRNAS DLG4 LTB4R2

56

Strese cevap

F12 MYLK FBLN1 GSK3B CHRNA4 VWF ANXA1
RNASEL ANXA3 CHRNB2 STXBP4 CHRNA7Y
TFDP3 TDGF1 ADRB1 E2F1 AHCY SPARC
MATN2 ANXA7 CELA1 FBLNS STAC NOTCH1
HABP2 ADRA2A TSC22D3 ANXA5 ADRB2
DRD5 MALT1 CYSLTR1 HTR1A THBD VWAl
ANXA2 DRD1 ADRB3 TSC22D2 NOTCH4
LTB4R ANXA8 DLG1 SLC25A24 EYS SCUBE1
GSKS3A TFDP2 MUC5B DOCK1 MUC17 ZFPM2
ZFPM1 MUC16 TFDP1 E2F4

54

Gelisim surecinin
dizenlenmesi

FSTL3 FBLN1 SPARC DLL4 FST ANXA1 ANXA3
NOTCH1 FBN1 NLGN1 ZFPM1 ADRB1 NOTCH3
DLG1 DLL3 JAG1 E2F1 GSK3A TGIF2 MYRF
MEIS2 NOTCH2 ANXA7 FBN2 CELAl1 MEIS1
CRB2 DLG5 CYSLTR2 TSC22D3 CHRNB2
NPNT ADRB2 ZFPM2 DLK2 IRX3 UTS2R GPR21
ADRB3 NLGN3 NOTCH4 E2F2 DOCK5 DOCK1
LTBP3 CHRNA7 ANXA2 CHRNA3 DLG4 GRIP1
NLGN2 GSK3B LTBP4 ABCG1

47

Bagisiklik sistemi siireci

TSC22D3 TSC22D4 ZFPM1 FSTL3 FST ANXA1
RNASEL ANXA3 GALNT2 FBN1 MALT1 ANXA2
JAG2 TDGF1 DLG1 CHRNA4 JAG1 AHCY DLL4
MEIS2 DOCK2 MEIS1 NOTCH1l KIRREL3
DOCK1 PKNOX1 CHRNB2 STXBP4 IL16
CYSLTR1 CD248 ADGRE1 CHRNA7 NOTCH?2
DLG5 CD93 CYSLTR2 CHRNB4 MUCS5B F12
GPR84 MUC17 THBD MUC16 KIRREL1
NOTCH4 LTB4R

43

Hiicre adezyonu

NLGN2 NLGN3 FSTL3 DLG1 FBLN1 JAG1 VWF

CD93 ANXA1l ANXA9 NOTCH1l FBN1 MPDZzZ
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KIRRELZ2 PDZD2 FBLNS FBLN7 NLGN4X
KIRREL3 SNED1 FBLN2 SVEP1 NLGN4Y VWA2
NPNT NLGN1 MALT1 COL6AS EGFL7 ANXA2
KIRREL1 JAG2 COL14A1 EGFL6 MUC4 GSK3B
DOCK5 DOCK1 DLG5 FRMDS MUC16 HABP2
ADGRE1

43

Biyolojik adezyon

NLGN2 NLGN3 FSTL3 DLG1 FBLN1 JAG1 VWF
CD93 ANXA1l ANXA9 NOTCH1l FBN1 MPDZ
KIRRELZ PDZD2 FBLNS FBLN7 NLGN4X
KIRREL3 SNED1 FBLN2 SVEP1 NLGN4Y VWA2
NPNT NLGN1 MALT1 COL6AS EGFL7 ANXA2
KIRREL1 JAG2 COL14A1 EGFL6 MUC4 GSK3B
DOCK5 DOCK1 DLG5 FRMDS5 MUC16 HABP2
ADGRE1

43

Makromolekiil
lokalizasyonu

DLG1 DLG3 ABCG2 DLG2 CRB1 ABCG5
ABCGS8 GSK3B POLDIP3 DLG4 ABCG1 STXBP4
NLGN2 ANXA2 APOM DGAT2 ANXAl FBN2
FBLN5S STAC NOTCH1 DLGS GRIP1 GRASP
FBN1 AHCYL1 NPNT NLGN1 DRD1 STAC3
USH1C GSK3A ADRA2A GALR1 ANXA4 OBSCN
LTBP1 E2F1 TFDP2 LTBP2 ABCG4 TFDP1
CES1

43

Hucresel bilesen
biyogenezi

NLGN4X NLGN4Y NLGN1 NLGN2 NLGN3 PWP2
USH1C DLG1 GSK3B VWF DLG4 SCUBES
VWA2 MALT1 ANXA2 TAF2 LNX1 CHRNB4
CHRNA2 GALNT8 RNASEL LNX2 FBLNS
NOTCH1 KIRREL3 DLG5 CHRNB2 FRMPD2
KIRREL1 E2F4 MYLK NDUFB6 FAM110C
ANXA6 SCUBE1 CHRNA3 GALNT11 DRD1
APOM TJP1 PATJ OBSCN ADRB2

41

Hiicre ¢cogalmasi

DLG1 FBLN1 SPARC DLL4 MEIS2 ANXA1l
NOTCH1 JAG2 TDGF1 NOTCH3 JAG1 E2F1
E2F3 BCHE ECD DOCK2 ANXA7 CELA1 MEIS1
CHRNB2 ZFPM2 MALT1 CD248 HTR1A UTS2R
ANXA2 E2F4 HTR1B DLGS ATPSF1A STXBP4
LTBP3 EGFL7 CHRNA7 TFDP1 DLG3 ADRA1A
CHRNA10 ADRA2A ADRA1B ADRA1D

37

Endojen uyaranlara cevap

FSTL3 DLL4 ANXA1 HTR1B NOTCH1 AHCYL1
DRD5 CHRNA7 DRD1 TDGF1 LTBP4 CHRNA4
E2F1 GSK3A SPARC BCHE ADRA1A RNASEL
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ANXA3 FBN2 CRB2 CHRNB2 FBN1 STXBP4
NPNT ADRB2 ANXA2 GPR21 ADRA2A VWA2
CHRNAS GSK3B GRIP1 ABCG1 LTBP1 GALNT3
LTBP2

36

Hicresel lokalizasyon

DLG1 DLG3 DLG4 NLGN4X DLG2 NLGN4Y
NLGN1 NLGN2 NLGN3 CRB1 ATP5F1A DRD1
GSK3B POLDIP3 STXBP4 MALT1 ANXAZ2
ADRA1A DOCK2 FBLN5 STAC ABCG1 AHCYL1
STAC3 GSK3A ADRA2A ANXA8 CHRNAS
OBSCN CHRNB4 E2F1 TFDP2 LTBP2 ADRB2
TFDP1 CES1

35

Dis uyaranlar cevap

F12 ANXA1l RNASEL ANXA3 NOTCH1 ADRB1
AHCY TJP1 SPARC BCHE ADRA1A CHRNA10
MATN2 MEIS2 DOCK2 ABCGS5 SLC25A25 HTR4
NPNT ADRB2 MALT1 IL16 CYSLTR1 CHRNA9
CHRNA7 THBD ANXA2 ADRB3 ABCG8 VWCE
DOCK4 EYS DRD1 KIRREL1 LTB4R2

33

Lokomosyon

MYLK FBLN1 JAG1 SPARC DLL4 ANXAl
ANXA3 NOTCH1 TDGF1 GSK3A MATN2 DOCK2
CRB2 KIRREL3 DOCK1 HTR6 IL16 CYSLTR1
CD248 CHRNA7 HTR1D DRD1 LTB4R2
ATP5F1A RECK DOCK4 DOCKS ADRA2A DLG5
FRMDS5 FAM110C THBD KIRREL1

32

Davranis

DRD5 DRD1 CHRNA4 AHCY BCHE CHRNB4
DLG4 MEIS2 HTR1B MEIS1 KIRREL3 CHRNB2
NLGN1 NLGN2 RXFP4 CHRNA7 HTR1A VWA1
HTR1D UTS2R OTOG ADRB3 NLGN3 ANXA7
CHRNAS3 NLGN4X NLGN4Y CHRNAS CHRNB1
GPR52 GALR3 GALR2

32

Coklu organizma siireci

SPINK7 SPINK1 SPINK13 RNASEL ANXAS3
FSTL3 DLG1 FBLN1 E2F1 TJP1 GALNTLS
MPDZ SPARC RECK CD93 DLG4 NOTCH1
KIRREL3 CHRNB2 DRD5 MALT1 IL16 THBD
DRD1 NLGN3 ANXA7 VWCE JAG2 NLGN4X
NLGN4Y ANXA2 DOCK2

29

Hiicre hareketi

MYLK FBLN1 JAG1 SPARC DLL4 ANXAl
ANXA3 NOTCH1 TDGF1 GSK3A MATN2 CRB2
KIRREL3 DOCK1 HTR6 IL16 CD248 CHRNA7
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DRD1 LTB4R2 ATP5F1A RECK DOCK4 DOCK5
ADRAZ2A DLG5 FRMD5 FAM110C THBD

29

Hiicre lokalizasyonu

MYLK FBLN1 JAG1 SPARC DLL4 ANXAl

ANXA3 NOTCH1 TDGF1 GSK3A MATN2 CRB2
KIRREL3 DOCK1 HTR6 IL16 CD248 CHRNA7
DRD1 LTB4R2 ATP5F1A RECK DOCK4 DOCK5
ADRAZ2A DLG5 FRMD5 FAM110C THBD

27

Abiyotik uyaranlara cevap

MYLK CHRNA4 CHRNB2 CHRNA7 ADRB1 E2F1
AHCY TJP1 SPARC CHRNA10 MEIS2 ANXA1l
HTR1B ABCG5 ANXA7 STAC NOTCH1
TSC22D3 ADRB2 CHRNAY9 THBD DRD1 ADRB3
NLGN3 TSC22D2 EYS GSK3B

27

Morfogenezde anatomik
yapi olusumu

SPARC DLL4 ANXA1 ANXA3 NOTCH1 NOTCH3
DLL3 TJP1 FBN2 CELA1 MEIS1 CRB2 CYSLTR2
PKNOX1 IRX1 IRX2 EGFL7 IRX3 ZFPM1 UTS2R
ANXA2 E2F2 CHRNA7 TDGF1 NOTCH4 JAG1
OBSCN

21

Bagisiklik sistemi
surecinin diizenlenmesi

TSC22D3 TSC22D4 FSTL3 ANXAL1 FBN1 MALT1
ZFPM1 DLG1 JAG1 MEIS2 MEIS1 NOTCH1
CHRNB2 NOTCH2 DLG5 MUC5B RNASEL
DOCK1 MUC17 MUC16 KIRREL1

NOTCH2 NOTCH1 ADRB1 GSK3A ADRAIA
ANXA1 CELA1 FBLNS MEIS1 SLC25A25 ADRB2

21|Buyume ZFPM2 UTS2R GPR21 ADRB3 CHRND
CHRNAI EYS NLGN4X NLGN3 LTBP4
MYLK FBLNL JAGL SPARC DLL4 ANXAL
1 |Lokomosyon ANXA3 NOTCH1 TDGF1 IL16 HTR1D DRD1

diizenlenmesi

ATP5F1A RECK DOCK4 DOCKS ADRA2A
DOCK1 DLG5 FRMD5 FAM110C

20

Bagisiklik sistemi geligimi

ZFPM1 FSTL3 FST ANXA1 FBN1 ANXA2 JAG2
JAG1 DLL4 MEIS2 DOCK2 MEIS1 NOTCH1

69



KIRREL3 DOCK1 PKNOX1 MALT1 CD248
NOTCH2 NOTCH4

19

Lokosit aktivasyonu

ZFPM1 ANXAl1 ANXA3 JAG2 DLG1 CHRNAA4
DLL4 DOCK2 PKNOX1 CHRNB2 MALT1
CHRNA7 DLG5 NOTCH2 CD93 CHRNB4 GPR84
ANXAZ2 KIRREL1

SPINK7 SPINK1 SPINK13 FSTL3 DLG1 FBLN1

18 |Ureme E2F1 GALNTLS RECK ANXA1 NOTCH1 DRD5
ZFPM2 CHRNA7 THBD DRD1 JAG2 IRX5
SPINK7 SPINK1 SPINK13 FSTL3 DLG1 FBLN1

18 |Ureme siireci E2F1 GALNTLS RECK ANXA1 NOTCH1 DRD5

ZFPM2 CHRNA7 THBD DRD1 JAG2 IRX5

17

Hiicre
diizenlenmesi

adezyonu

FSTL3 FBLN1 JAG1 ANXAl1l NOTCH1l DLG1
FBLN2 NPNT MALT1 JAG2 EGFL6 GSK3B
DOCKS5 DOCK1 DLG5 FRMDS KIRREL1

17

Gelisimsel buyiime

ADRB1 GSK3A ADRA1A ANXA1 CELAl1l MEIS1
SLC25A25 NOTCH1 ADRB2 ZFPM2 GPR21
ADRB3 CHRND CHRNA1 EYS NLGN4X NLGN3

16

Katabolik siire¢

GSK3B GSK3A E2F1 ADRAZ2A ADRB2 ANXAZ2
LNX1 AHCY ADRA1A RNASEL CELAl1 CEL
ANXA7 ECD COL6A5 CES2

16

Hucre dongusu siireci

NOTCH2 NOTCH1 TFDP3 ECD ANXAl E2F6
E2F4 USH1C TAF2 DLG1 E2F1 ANXA1ll
STXBP4 RXFP3 TFDP2 TFDP1

14

immiin efektor siireg

ZFPM1 ANXA1l RNASEL ANXA3 DLG1 DOCK?2
JAG1 MALT1 NOTCH2 CHRNB4 CD93 GPR84
DOCK1 ANXA2

Coklu organizma ureme

SPINK7 SPINK1 SPINK13 FSTL3 FBLN1 E2F1

13|°. . GALNTL5 RECK NOTCH1 DRD5 THBD DRD1
sureci
JAG2
NOTCH2 NOTCH1 ADRB1 GSK3A FBLN5
12 |Buayumenin diizenlenmesi MEIS1 ADRB2 ZFPM2 UTS2R GPR21 ADRB3

LTBP4

11

Hiicresel bilesen
biyogenez diuizenlenmesi

GSK3B NLGN1 DLG1 NOTCH1 DLG5 CHRNB2
KIRREL1 NLGN3 FAM110C NLGN2 TJP1
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10

Lokomotor davranig

CHRNA4 CHRNB4 DLG4 MEIS1 CHRNB2
NLGN2 DRD1 OTOG CHRNA3 GPR52

10

Eseyli Ureme

SPINK7 SPINK1 SPINK13 FSTL3
GALNTL5 NOTCH1 DRD5 DRD1 JAG2

E2F1

GSK3B RNASEL ANXA3 TJP1 SPARC NOTCH1

9 |Biyotik uyaranlara cevap MALTL THBD VWCE
9 |Refleks ANXAL1 NOTCH1 MATN2 DOCK2 IL16 CYSLTR1
DOCK4 KIRREL1 LTB4R2

8 Uremenin gelisimsel FSTL3 DLG1 GALNTLS5 ANXAl1 NOTCH1
siureci SPINK1 ZFPM2 IRX5

s |Ritmik siire GSK3B AHCY ANXAl1l HTR7 CHRNB2 NLGN1

¢ CHRNA7 UTS2R
8 |Davranisin diizenlenmesi DLG4 HTR1B CHRNB2 NLGN1 RXFP4 HTR1A
$ HTR1D UTS2R
3 |Diger oraanizmalara vanit RNASEL ANXA3 TJP1 SPARC NOTCH1 MALT1
ger org Yantryep vwcE
7 |Beslenme davranisi HTR1B CHRNB2 RXFP4 DRD1 ADRB3 GALRS3
$ GALR2

7 Coklu organizma DLG4 KIRREL3 CHRNB2 NLGN3 ANXA7
davranisi NLGN4X NLGN4Y

6 |Sirkadyan ritim AHCY HTR7 CHRNB2 NLGN1 UTS2R GSK3B

6 Organizmalar arasindaki| DLG4 CHRNB2 NLGN3 ANXA7 NLGN4X
etkilesim NLGN4Y

5 ([Bagigiklik yamtininj, | 11 MUCSB DOCK1 MUC17 MUC16
aktivasyonu

5 |Hucre buylimesi GSK3A FBLN5 UTS2R NLGN3 LTBP4

5 |Uyaranin tespiti CHRNA10 CHRNA9 OR52L1 EYS ABCG1

5 |Jreme | Surecininion N K7 SPINKL SPINK13 NOTCH1 ZFPM2
duzenlenmesi

4 |Otofaji ADRB2 ADRA1A GSK3A ANXA7

4 |Ritmik davranis AHCY CHRNB2 NLGN1 UTS2R
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Hucre sayisi

JAG1 NOTCH1 NOTCHZ2 TDGF1

Lokosit homeostazi

TSC22D3 TSC22D4 ANXA1

Miyeloid hucre| o1 ANXAL PKNOX1
homeostazi

Bagisikhik yanitinin

molekiiler mediyator| GALNT2 DLG1 MALT1
uretimi

Norotransmitter tretimi

NLGN1 CHRNA3 CHRNB4

Akrozom reaksiyonu

SPINK7 SPINK1 SPINK13

Sirkadyan ritim

diizenlenmesi

CHRNB2 NLGN1 UTS2R

T cell selection

ZFPM1 JAG2 DOCK?2

Lokosit gogu

ANXA1 IL16 THBD

Davranis
dizenlenmesi

potansiyeli

DLG1 ADRA1A CHRNB2

Hemostazin
diizenlenmesi

F12 THBD ANXAZ2

Davranigsal savunma

cevabi

HTR1A DRD1

Gelisim metabolik sureci

AWAT2 AWAT1

Ureme davranisi

DRD5 DRD1

Metilasyon

GSK3A AHCY

Hormon metabolizmasi

siireci

DGAT2 AWAT2

Oviilasyon dongiisii

ANXA1 CHRNA7

Kas adaptasyonu

GSK3A ADRA1A

Hiicresel detoksifikasyon

FBLNS APOM
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4.6. Aday Genlerin Homo sapiens Ortologlariyla ilgili Hastaliklar ve Ozellikler

Drosophila’da PGRP-LF ile etkilesen genlerin insan ortologlarinin, iligskilendirildigi
hastaliklar ve 6zellikler, Harvard Medical School’a ait olan DRCS Disease Gene
Query Tool (http://www.flyrnai.org/diopt-dist) sistemi araciligiyla degerlendirilmistir.
Bu hastaliklar ve 6zellikler Cizelge 4.6.1°de belirtilmistir. Bagisiklik sistemi agisindan
incelendiginde Ozellikle gicek hastaligina kargi bagisiklik yaniti birgok genle iligkili
gozukmektedir. Ayni sekilde inflamatuar bagirsak hastaliklari, bagisiklik yetmezIigi,
hastaliklara karsi gosterilen inflamasyon yanitlariyla da iligkili olan genlerin sikligi
dikkat cekmektedir. Bagisiklik sistemi disinda iliskilenen ozelliklerden en dikkat
cekenler arasinda obezite, obezite baglantili 6zellikler, sizofreni/bipolar bozukluk,

demans/Alzheimer ve kardiyovaskuler problemler vardir.

Cizelge 4.6.1. Aday genlerin insan ortologlari ve ilgili hastaliklar/6zellikleri
gOsteren ¢izelge.

Genler insan Hastaliklar/Ozellikler

(D.mel)) Ortologlan

Klar - -

ths - -

CG30463 GALNT1, 2, 3,4, | Kemik mineral yogunlugu/pediatrik
56,7,8,9, 10, Tumoral kalsinoz/ailesel
11, 12, 13, 14, Yaglanma ozellikleri
15, 16, 17, 18 Blood trace element

Vucut kitle indeksi

Karaciger enzim seviyeleri

Obezite baglantili 6zellikler

Post bronchodilator FEV1

Bobrek fonksiyonu gerileme 6zellikleri
Norotik plak

Uyku fenotipleri

Menopoz

Sizofreni

Yasa bagl isitme bozuklugu

Major depresyon bozuklugu

HIV-1 viral baslangici

Tip2 diyabet

Karotid kalinhigi

Demans ve Alzheimer hastaligindaki néro-
Patolojik degisiklikler

73


http://www.flyrnai.org/diopt-dist

HDL kolesterol
Hematoloji ozellikleri
Metabolik sendrom
Metabolit seviyeleri

Fs

FST, FST3,
SPINK4, RECK,
SPINKG6, SPARC,
SPINK13,
SPINK7, SPINK1,
SPARCL1

Akne

Nikel seviyeleri

Influenza A (H1N1) enfeksiyonu
Bipolar bozukluk (inflamasyon ve
enfeksiyon yanitr)

IgG glikolizasyonu

Osteogenesis imperfecta
Obezite baglantili 6zellikler
Kalitsal pankreatit

Atet

ABCG1, ABCG2,
ABCG4, ABCGS5,
ABCGS8

Amyotrofik lateral skleroz (sporadik)
Demans ve Alzheimer hastaligindaki noro-
patolojik degisiklikler

Bipolar bozuklukta yeme bozuklugu

Gut

Norotik plak

Kolesterol

LDL kolesterol

Lipit metabolizma fenotipleri

Metabolit seviyeleri

Sitosterolemi

Safratasi

Kardiyovaskuler hastaliklarin risk faktorleri
Kahve tuketimi

Dis ¢urugu

Urik asit konsantrasyonu

CG43729

STAC, STAC?2,
STACS

Kizilderili miyopatisi
Sizofreni

Ulseratif kolit
Colyak hastaligi

CR43420

CES1, CES2,
CES3, CES4A,
CESS5A, CEL,
NLGN1, NLGNZ2,
NLGNS,
NLGN4X,
NLGN4Y, BCHE

Bakir seviyeleri

Karboksilsteraz 1 eksikligi

Olgun baslangich geng tipi diyabet

Major depresyon bozuklugu

Periodontitis

Asperger sendromu — X kromozom baglantili
Prostat kanseri

Otizm duyarhligi — X kromozom baglantili
Mental retardasyon — X kromozom baglantili
Sizofreni

Alzheimer biyobelirtecleri

Apne

Kalp yetmezIigi

Hth

MEIS1, MEISZ2,
MEIS3, PKNOX1,

Kolorektal kanser
Huzursuz bacak sendromu
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PKNOX2, TGIF1,
TGIF2, TGIFZ2,
TGIF2LY, IRX1,
2,3,4,5,6

Uzun zincirli doymus yag asidi

Goz ici basinci

Post bronchodilator FEV1
Antipsikotik tedaviye cevap

Alkol ve nikotin bagimhligi

Alzheimer hastaligi

Meme kanseri

Obezite baglantili 6zellikler

Sizofreni

Uyku suresi

Madde bagimliligi

Holoprosensefali

Periodontitis

Biligsel performans

Visceral yag

Kardiyovaskuler hastalik risk faktorleri
Prostat kanseri

Cicek hastaligina kargi bagisiklik yaniti
Diyaliz bagimh mortalite

Sosyal iletisim bozukluklari

CR16735

CELA1

Obezite baglantili 6zellikler

Sgg9

GSK3B, GSK3A,
MYLK

HDL kolesterol

Ailesel aortik anevrizma

blw

ATP5F1A

Mitokondriyal kompleks eksikligi
Oksitadif fosforilasyon eksikligi

raw

RNASEL

Multiple skleroz
Prostat kanseri

CG32103

SLC25A16, 23,
24, 25,41, 42,
CALN1

Eozinofilik 6zofaijit
Nefes tikanikligi
Amyotrofik lateral skleroz

DopR

DRD1, DRDS5,
ADRB1, ADRB2,
ADRB3, HTR4,
HTR6, ADRA1A

Primer servikal distoni
Manganez seviyeleri
Dikkat eksikligi ve hiperaktiviteye yatkinlik
Kadmiyum seviyeleri

Uyku fenotipleri

Obezite baglantili 6zellikler
Sepsis tedavisine yanit
Obezite duyarhligi

Dogum agirhgi

Kan basinci

Gaucher hastaligi siddeti
Kalp atis hizi

Astim duyarhhgi
Periodontal mikrobiyota
Pulmoner fonksiyon
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Kan metabolit seviyeleri
Amfetaminlere cevap

CG15651

FKRP

Muskuler distrofi - Konjenital beyin ve géz
anomalileri

CG15803

PATJ, MPDZ,
IL16, PDZD2,
LNX1, LNX2,
FRMPD2, DGLS,
GRASP, USH1C,
GRID2IP,
PARD3B, GRIP1,
FRMPD2B,
STXBP4

Kornea yapisi

Hidrosefal

Kolorektal kanser
Miyokardiyal enfarktus
Obezite baglantili 6zellikler
Renal hiucre karsinomu

Major depresif bozuklukta serotonin geri alim
inhibitorlerine yanit

Sakal kalinhgi

Servikal arter diseksiyonu
DNA metilasyonu

Uyku fenotipleri

Karaciger enzim duzeyleri
Yasa bagiml isitme bozuklugu
Sagirhk

Usher sendromu

Irritable bagirsak sendromu
AIDS ilerlemesi

Aliminyum seviyeleri

Otizm

Astim

Hipokampal hacim

Diz osteoartriti

Post bronchodilator FEV1/FVC ratio
B hicreli lenfoma

Fraser sendromu

Menopoz

Cinko seviyeleri

ush

ZFPM1, ZFPM2,
ZNF445, RXFP3,
CYSLTR1,
CTSLTRZ,
LTB4R, HTR1D,
OR52L1,
KISS1R, MCHRZ2,
UTS2R, LTB4R2,
RXFP4, GALR1,
GALR2, GALRS3,
GPR21, GPR52,
GPR84

Astimda kemik mineral birikimi

Sag rengi

Testiklle germ hicre tumora

Vaskuler endotelyal buylime faktort duzeyleri
Kombine otizm, dikkat eksikligi, bipolar
bozukluk, major depresyon

Koroner arter kalsifikasyonu

Glokom

Ani kalp durmasi

Tuberkuloz

Post bronchodilator FEV1/FVC ratio
Boy

Menopoz

Obezite baglantili 6zellikler
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CG34382

Pvi3 - -
CG30089 - -
Anxb11 ANXA1, 2, 3, 4, Bakir seviyeleri
5,6,7,8,9, 10, Kronik obstruktif akciger hastaligi ile iligkili
11,13 biyobelirtegler
Diyabetik bobrek hastaligi
Sarkoidoz
Konugma bellegi
Romatoid artrid
inflamatuar cilt hastaligi
Sedef hastaligi
Tekrarlayan gebelik kaybi
LDL kolesterol
Melanom
Uyku fenotipleri
Tip 2 diyabet
Parkinson hastaligi
Kombine sizofreni, bipolar bozukluk ve
depresyon
Obez bireylerde Urat seviyesi
dpy TFDP1, 2, 3, Kronik bobrek hastaligi
E2F1, 2, 3, 4, 5, Glomertiler filtrasyon orani
6, LTBP1, 2, 3, 4, | influenza (H1N1) enfeksiyonu
FBN1, 2, 3, Obezite baglantili 6zellikler
SSPO, MUC17, Astim
DLL4, MUCA4, Ani kalp durmasi
MUC2, MUC19, | Boy
MUC6, MUC16, Cicek hastaligina kargi bagisiklik yaniti
DLK2, CFC1B, Sakal kalinhgi
SCUBE2, Emzirme siresi
SCUBES3, JAG2, Obezite - asiri
COL14A1, $|ddetll akne
COL22A1, CFC1, | Dis anomalileri
EYS, JAGL, Urat seviygleri
MATN3, SNEDL, Aort anevrizmasi
TDGEL DLK1 Meme kanseri
VWCE ’CRBZ' Marfan sendromu
' ’ MASS endromu
VWAL, F12, :
Adams-Oliver sendromu
HABP2, Gastrit
ADGREL, Melanom
NOTCH2NL, Sagiriik
DLL3, VWF,

MUCSB, EGFLY7,

Konjenital kalp problemleri
Alagill sendromu
Kan basinci
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OTOG, FBLNY7,
HGFAC, SVEP1

Kemik mineral yogunlugu
Kardiyak hipertrofisi

Kistik fibrozis siddeti

Crohn hastaligi

Inflamatuar bagirsak hastalig:
Epifiz displazi

On beyin defektleri
Menopoz

Tip 1 diyabet

Vucut kitle indeksi
Interstisyel akciger hastalig
Kan metabolit oranlari
Omiir uzunlugu

Tip 2 diyabet

CG12325

PWP2, APOM,
DOCK1, 2, 3, 4,5

Akciger adenokarsinomu
Romatoid artrit

Vucut kitle indeksi

Sosyal iletisim problemleri
Akne

Bagisiklik yetmezligi

Post bronchodilator FEV1
Boy

Melanom

Amyotrofik lateral skleroz (sporadik)
Fenofibrat yaniti

CG8420

Ed

ECD, OBSCN,
KIRREL1, 2, 3,
MALT1

Hiperaktivitede dikkat eksikligi
Meme buyukIigu

Hipokampal skleroz

Menopoz

Mental retardasyon
Antipsikotik tedaviye cevap
Obezite baglantili 6zellikler
Bagisiklik yetmezligi

Multiple skleroz

CG33057

TRPT1, ERI3

Hiperaktivitede dikkat eksikligi
inflamatuar bagirsak hastalgi

CG15145

MAATS1

(2)35D;i

NDUFB6

Cicek hastaligina karsi bagisiklik yaniti

CG43760

Taf2

TAF2

Mental retardasyon

CG3328

MYRF, MYRFL

Kolorektal kanser
Gliserofosfolipid seviyeleri
inflamatuar bagirsak hastaligi
Fosfolipit seviyeleri

78




Kirmizi kan hdcresi yag asidi seviyeleri
Hiperaktivitede dikkat eksikligi

CG13579 RFXP3, RFXP4, Post bronchodilator FEV1
CYSLTR1, Boy
CYSLTR2, Menopoz
KISS1R, HTR1D, | Obezite baglantili 6zellikler
OR52L1, GPR21,
GPR52, GPR84,
MCHR2, UTS2R,
LTB4R2, RXFP4,
GALR1, 2,3
CG14330 - -
pyd TJP1, 2, 3, Kolestaz
DLGL, 2,3,4 Sagirhk
Uyku fenotipleri
Kornea yapisi
Antipsikotik tedaviye cevap
Kolesterol
Karaciger enzim seviyeleri
Hiperaktivitede dikkat eksikligi
Kronik obstriktif akciger hastaligi
Kronik periodontitis
influenza A (H1N1) enfeksiyonu
Obezite baglanth 6zellikler
Parkinson hastaligi
Fosfolipit seviyeleri
Post bronchodilator FEV1
Mental retardasyon — X kromozom baglantili
Alerjik rinit
Ahcy89E AHCYL1, Inflamatuar biyobelirtegler
AHCYL2, AHCY
5-HT7 HTR7, HTR1A, Fenofibrat yaniti
HTR1B, HTR1D, Alzheimer hastahgi
HTR1F, HTR1E, | Boy
ADRA1B, Alkol ve nikotin bagimhligi
ADRA1D, Vucut kitle indeksi
ADRA2A Psoriatik artrit
Bilissel bozukulk
Koku duyusu
Kan metabolit seviyeleri
Amfetaminlere cevap
aly LIN9, ALYREF, Sistemik lupus eritematozusda interferon alfa
POLDIP3, diuzeyleri
CSTF2T Mamografik yogunluk
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bun

TSC22D1, 2, 3,4

Vucut kitle indeksi
Adiponektin seviyeleri
Bilissel bozukluk

CG42732

KCNT1, 2

Epilepsi

Yasa bagl makula dejenerasyonu
Post bronchodilator FEV1

Toplam ventrikll hacmi

frac

FBN1, 2, 3,
LTBP1, 2, 3, 4,
CD93, MATN2,
CRB1, NOTCH1,
FBLNS, FBLN2,
VWCE, CRB2,
NOTCH4,
COLGAS5, CD248,
SCUBEZ2, FBLN1,
EYSI NPNT,
SCUBEL],
NOTCHS, VWA2,
EGFL6, THBD

Emzirme suresi

Boy

Erken baslangigh makula dejenerasyonu
Uyku fenotipleri

Obezite

Fenofibrat yaniti

Aort anevrizmasi

Meme kanseri

Marfan sendromu

MASS sendromu
Weill-Marchesani sendromu
Williams-Beuren sendromu
Glokom

Boy

Karaciger enzim seviyeleri
Obezite baglantili 6zellikler
Vendz tromboembolizm
Cicek hastaligina kargi bagisiklik yaniti
Akne

Dis anomalileri

Astim

Lupus

Pediatrik otoimmun hastaliklar
Adams-Oliver sendromu
Aort kapak hastahgi

Regl dongusu uzunlugu
Makula dejenerasyonu
Kalitsal néropati / yasa bagli
Bipolar bozukluk

Kronik hepatit-B enfeksiyonu
Prostat kanseri

Sizofreni

Ulseratif kolit

Tip 1-2 diyabet

Melanom

Bakir seviyesi

Post bronchodilator FEV1

CG34347

EPB41L4A,
FRMD3,
FRMDA4A,

Uyku fenotipleri
Major depresyonda intihar egilimi
Crohn hastahgi
Mutiple skleroz
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FRMDA4B,

Ulseratif kolit

FRMDS5, Adiponektin seviyeleri
Alzheimer
Serum albumin seviyesi
Colyak hastaligi
CG1942 MOGAT], HDL kolesterol
MOGAT?2, Sizofreni — inflamasyon yaniti
MOGATS3, Williams-Beuren sendromu
DGAT?2,
DGAT2LS,
AWAT1, AWAT?2,
DGAT2L7P
CG14982 FAM110A, Obezite baglantili 6zellikler
FAM110B, Bipolar bozukluk ve sizofreni
FAM110C, Kan basinci
FAM110D
GfA CHRFA Sizofreni — nérofizyolojik defektler
CHRNA7 Vucut kitle indeksi
CHRNA9 Graves hastaligi
CHRNA10 Multiple pterygium sendromu - letal
ZACN Epilepsi
CHRND Nikotin bagimliligi
CHRNB2 Tuakuruk bezi karsinomu
CHRNAG Kronik bobrek hastaligi
CHRNA2 Prostat kanseri
CHRNB1 Major depresyon
HTR3B Major depressive disorder
HTR3D Akciger kanseri duyarlihgi
HTR3E Post bronchodilator FEV1
CHRNA4 Serum albumin seviyesi
CHRNAS
CHRNB3
HTR3A
CHRNE
CHRNG
HTR3C
CHRNAS
CHRNB4
CG34139 CES1, CES2, Asperger sendromu duyarliligi — X kromozom
CESS3, CES4A, bagimh
CESS5A, CEL, Prostat kanseri
NLGN1, NLGN2, | Otizm yatkinhgi — X kromozom bagimii
NLGNS3, Mental retardasyon — X kromozom bagimli
NLGN4X, Sizofreni

NLGN4Y, BCHE

Major depresyon
Periodontitis
Olgun baslangicli geng tipi diyabet

81




Bakir seviyeleri
Karboksilesteraz 1 eksikligi

Alzheimer
Apne
Aspirin hidrolizi

Butirilkolinesteraz duzeyleri
Kardiyovaskuler hastalik risk faktorleri
Kalp yetmezligi

1(2)37Cd

GTF3C5
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5. TARTISMA

Yaglanma, organizma iglevlerinin tedrici kaybi ve cevreye uyumun azalmasi ile
karakterize olan karmasik ve evrensel bir suregtir. Yaslanma sureci hucreden
hicreye, dokudan dokuya ve organizmadan organizmaya farkl sekilde isledigi igin
acgiklamasi zor, karmasik bir suregtir [6]. Yaslanmayla birlikte ortaya ¢ikan sorunlar
arasinda bagisiklik sistemi mekanizmalarinin bozulmasi da yer almaktadir ve
organizmanin yas! ilerledikge savunma sisteminin geriledigi, bunun yani sira
bagisiklik sisteminde yer alan duzenleyici mekanizmalarda ortaya ¢ikan
bozukluklarin arttigi bugine kadar yapilan ¢ok sayida ¢alismada gosterilmigtir. [72,
75, 92-95]. Burada madalyonun diger yuzine de bakmak gerekir: bagisiklik sistemi
mekanizmalarinda, 6zellikle bagisiklik sistemini duzenleyici iglevleri yerine getiren
mekanizmalarda meydana gelen bir problem organizmanin 6mur uzunlugunu etkiler
mi ve bu slrecte hangi genler yer almaktadir ? Yapilan tez calismasinda Drosophila
melanogaster modeli kullanilarak bu soruya odaklaniimistir. GENEL BILGILER
bolumunde anlatildigi Uzere, bagisiklik sistemi regulasyonunda meydana gelen
bozukluklarin yaslanma surecini hizlandirdigi dustnulmekle birlikte, mekanizmalar
tam olarak bilinmedigi icin artan mortaliteyle iligkili genler de tam olarak
bilinmemektedir [73, 74]. Bu iligkiyi aydinlatmak i¢in, bu tez ¢alismasinda yapilan
deneylerde fenotipik skor olarak dmur uzunlugu olguma yapiimistir. Drosophila’da
IMD yolaginin negatif duzenleyicisi olan PGRP-LF geni, CRISPR/Cas9 yontemiyle
delesyona ugratildiginda, organizmanin bagisiklik sisteminin kontrolstz bir sekilde
¢alismasi beklenir. Kontrolstz galisan bagisiklik sistemi yaglanma slreci Uzerinde
negatif etkili oldugunda, yaslanma ve bagisikhk sistemi iligkisi Uzerine
gerceklestiriimis olan calismalarinda Petersen, DeVeale ve Libert tarafindan da
gOsterildigi gibi organizmanin ortalama émur uzunlugunda agirliklh olarak kisalma

yonunde bir degisim olmasi beklenmektedir [76-79].

PGRP-LF geni CRISPR/Cas9 yontemiyle delesyona ugratilan bir soy ve ayni
genetik arka plana sahip kontrol soyu, her biri homojen-kendilestiriimis olan 82
Drosophila Genetik Referans Paneli (DGRP) soyu ile eslestiriimistir. Eslesmeler
sonucunda elde edilen F1 ddllerinin 6muir uzunluklar élgilmus, bu veriler fenotipik
skor olarak kullaniimigtir. Elde edilen skorlar, kontrol soyunun ve mutant soyun farki

seklinde hesaplanarak genom c¢apli iliskilendirme analizi (GWAS) igin kullaniimigtir.
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Tez caligmasinda PGRP-LF mutantinin kullaniima sebebi bu genin az ¢alistigi ya
da iglevsiz oldugu durumlarda Drosophila’da kontrolsiz bir bagisiklik yanitina sebep
olmasidir [70, 96]. PGRP-LF, enfeksiyon yoklugunda hem JNK hem de IMD
yolaginin surekli aktif kalmasini engellemektedir. Yani IMD vyolaginin negatif
duzenleyicisi olarak rol almaktadir. PGRP-LF eksikligi, asiri antimikrobiyal peptit
(AMP) sentezine ve gelisimsel bozukluklara neden olan, kontrolsiz bagigiklik
cevabiyla sonuglanir [70]. PGRP-LF seviyelerinin in vivo azaltilmasinin IMD
yolaginin enfeksiyondan bagimsiz bir sekilde aktive olmasina neden oldugu
gOsterilmigtir [66]. Kontrolsiz bagisikhk yanitlariyla ortaya cikan problemlerin
basinda otoinflamatuar hastaliklar gelir. Bu sebeple yapilan ¢alismada hem
otoinflamatuar hastaliklarin genetik altyapisini hem de bagisiklik sisteminin
yaglanmaya olan iligkisini genom c¢apl iliskilendirme c¢alismalariyla aydinlatmak

hedeflenmistir.

Bu tez calismasinin amaci olan yaslanma ve bagisiklik sistemi iligkisini aydinlatma
agisindan ilging sonuglar elde edilmistir. Deneylerde ilk olarak, mutant (PGRP-
LF/PGRP-LF; w1118/w1118) ve kontrol (PGRP-LF*/PGRP-LF*; w1118/ w1118)
soyunun DGRP genomuna sokulmadan oOnceki omur uzunluklari olgumleri
yapiimistir. Elde edilen sonug¢larda PGRP-LF null mutasyonuna sahip soyun, ayni
genetik arka plana sahip kontrol soyundan ¢ok daha az yasadigi gorulmustar.
Bunun yani sira, dmur uzunlugu agisindan ortaya ¢ikan bu kisalma ayni zamanda
eseye 0Ozgu bir etkiyi de gostermektedir. Erkeklerde gorulen ortalama omar
uzunlugundaki kisalma digilere gore oldukg¢a belirgindir. Mutant ve kontrol soyu
DGRP genomlarina sokulduktan sonra ise soylar ve eseyler arasinda istatistiksel
olarak yuksek anlamlilik seviyesinde farklar oldugu gosterilmigstir. Yine eseye 6zgu
bir érantinin goézlendigi bu durum, PGRP-LF geninin émur uzunlugu fenotipi
uzerine olan etkisinin gen etkilesimleri gergcevesinde genomdan genoma degistigini
gostermektedir. Yaptigimiz deneyler sonucunda goruldugu gibi PGRP-LF null
mutasyonuna sahip genotipin sokuldugu soylara ait erkek bireylerin omur
uzunluklarinin kontrol soylariyla karsilastirildiginda énemli derecede kisaldigina
isaret etmektedir (Cizelge 4.3.1). 82 DGRP soyu ile yapilan bu ¢alismada mutant
gende olusturulan delesyon, 62 soyda erkek bireylerin d6mur uzunlugunu kontrol
soyuna gore kisaltmigtir. Mutant PGRP-LF geni erkek bireyler agisindan girdigi

soylarin %76’sinda émur uzunlugunu kisaltmig, bu kisalmanin géruldigu soylarin
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ise %82,2’sinde en az %5 duzeyinde dmur uzunlugu azalmigtir, %48,4’tUnde ise en
az %10 oraninda bir kisalmaya yol agmistir. Omir uzunlugundaki kisalma
%31,92'ye kadar cikabilmektedir ki émuar uzunlugu ortalamalari agisindan ¢ok
onemli bir farktir. Disilerde ise erkeklerde oldugu kadar carpici bir sonug
olusmamistir. PGRP-LF null mutanti 82 soydan 41 soyda Omur uzunlugunu
kisaltmistir (%50). Bununla birlikte kullanilan soylarin %50’sinde gorulen émur
uzunlugundaki kisalma, soyun sahip oldugu genetik arka plana bagl olarak etkisini
disi bireylerde de g0Osterebilecedine isaret etmektedir ki bu etki bazi soylarda %25’lik
bir dmir uzunlugu farkina neden olabilmektedir. Omiir uzunluklariyla ilgili tim bu
bulgular, bagisiklik sisteminde meydana gelen bozulmalarin Drosophila’da
yaslanmayi dnemli derecede etkiledigine isaret etmektedir. Sonuglarimiz, PGRP-LE

ile calisan Libert ve arkadaslarinin sonuglarini destekler niteliktedir [79].

Yapilan ¢ok yonll varyans analizi sonucunda, genom ¢apli iligkilendirme analizleri
icin dnem arz eden GENOTIP X SOY ve GENOTIP X SOY X ESEY bilesenleri
istatistiksel olarak anlaml (p<0,001) ¢ikmistir. GENOTIP X SOY ve GENOTIP X
SOY X ESEY bilesenlerinin anlaml ¢ikmasi, elde edilen dmur uzunlugu verilerinin
GWA calismasi yapilmasina uygun oldugu anlamina gelmektedir. Bu sonug, PGRP-
LF geninin DGRP genomlarinda bulunan ve soydan soya farklilik gosteren genetik
varyantlarla etkilesim icerisinde oldugunu da isaret etmektedir . Tum bu veriler
Isiginda tez galismasinin ilk hedefi olan, ve bagisiklik sisteminde duzenleyici bir
gorevi olan PGRP-LF geninin dmur uzunlugu fenotipi Gzerinde 6nemli etkilerinin
oldugu ve bu etkinin epistatik gen etkilesimleri c¢ergcevesinde gergeklestigi
gosterilmigtir. Daha sonra tezin asil hedefi olan PGRP-LF genini etkileyen diger

genleri bulmak amaciyla, GWA analizlerine odaklaniimistir.

GWA analiz sonuglarini almak igin, 82 DGRP soyuna ait girdiler, esey bazinda
‘w1118 dmur uzunlugu ortalamasi — PGRP-LF dmur uzunlugu ortalamasi” seklinde
farklarla olusturulmustur. Elde edilen bu girdi dgrp2 veritabanina girilmistir. Analiz
sonrasl elde edilen sonug sayfasinda, ilgili gen ile iliskilenen tum genetik varyantlar,
bu varyantlarin isabet sayisi, esey bazl p degerleri, elde edilen SNP’lerin kimligi,
mindr alel frekansi (MAF), genetik varyantin kimligi ve tim SNP’lerin isabet noktasi
bulunmaktadir. Burada akla bir soru gelmektedir. Elde edilen GWAS sonuglari

gercekten givenilir midir? Her iki esey bazinda da (disi,erkek) p degeri 10-° ve daha
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kiiglik (p<10®) olan genetik varyantlara odaklaniimistir. Bu durum elde edilen

sonuglari istatistiksel olarak guvenilir kilmaktadir.

GWAS sonucunda elde edilen aday genlerin buylk cogunlugunun 2. ve 3.
kromozomlara dagildigi goértilmektedir (Sekil 4.4.3.1). PGRP-LF geninin de 3.
kromozomda bulundugu g0z onunde bulunduruldugunda
(http://flybase.org/reports/FBgn0035977), GWAS kapsaminda elde edilen genlerin
fiziksel olarak PGRP-LF ile trans etkilesimleriyle bagisiklik sistemiyle iligkilendikleri
dusundlebilir [97]. Elde edilen sonuglara bakildiginda, PGRP-LF null mutasyonuna
sahip erkek Drosophila’larin kontrol soyuna goére ¢ok daha az yasadidi
gorulmektedir. GWAS analizli sonucunda elde edilen aday genlerden Drosophila
melanogaster’de Fs, hth, Anxb11, CG12325, ed, CG33057, CG3328, Ahcy89E ve
frac genlerinin bagisiklik sistemiyle iligskisine isaret edecek c¢alismalar mevcut
olmasa da bu genlerin insan ortologlarinin bagisiklik sisteminde gorev yaptiklar
bilinmektedir (https://geneticassociationdb.nih.gov/). Hem Drosophila’da hem insan
ortologlarinda bagisiklik sistemi ile iligkilendirilen genler ise dpy ve pyd genleridir.

GWAS sonucunda sgg, Anxbll ve GfA X kromozomunda bulundugu gérulen
genlerdir. Bu genlerden sgg, yapilan gen ontoloji analizlerinde bagisiklik sistemiyle
dogrudan iligkili ¢ikmistir. Anxbl1l’in ise literatirde Drosophila’da bagisiklik
sistemiyle herhangi bir iligkisi bulunmamasina ragmen bu genin insan ortologu olan
ANXAL11, otoimmun hastaliklar gercevesinde bagisiklik sistemiyle iligkilendirilmigtir
[98]. Bu durum, GWAS sonucunda elde ettigimiz aday genlerden Drosophila
modelinde ilgilendigimiz bagisiklik sistemi ve yaslanma iligkisi ile henuz
iligkilendirilmeyenlerin, ileri calismalarla bu biyolojik sureclerle iligkilendirilebilecegini

dusundurmektedir.

Aday genlerden raw, Pvf3, Taf2, dpy, pyd, sgg ve ush daha 6nceden bagisiklik
sistemiyle iligkilendirilmis genlerdir. Bu genlerden Pvf3 hari¢ hepsinin insan ortologu
mevcuttur. Ozellikle Pvf3, sgg ve ush genlerinin, gergeklestiriien gen ontoloji
analizlerinde bagdisiklik sistemiyle dogrudan iliskili yolaklarda goérev aldig
SONUCLAR kisminda Cizelge 4.5.1’de gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada bu
genlerden sgg geni tarafindan kodlanan Shaggy (sgg) 46 proteininin kaspaz
aktivasyonunda gorev aldigi gosterilmistir [99]. Kaspazlar spesifik hedef proteinleri

parcalayarak, hucrelerin yok edilmesi ve sitokin olgunlagsmasi gibi rolleriyle iyi
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bilinmektedirler [99]. Kaspazlarin aktivasyonu, apoptozisin yurutilmesinde merkezi
bir rol oynar [100]. En genel tanimiyla apoptoz, organizmalarda yaygin olarak
gOrilen programlanan bir hiicre 6lum seklidir [101]. Bu durumda elde edilen aday
genlerden sgg geninin bagisiklik sisteminin yani sira hucre 6lumu, dolayisiyla
yaslanma ile iligkili oldugu da diasunulebilir. Pvi3 ise Pvi2 ile birlikte IMD yolaginin
aktivasyonunda rol alir [102]. GENEL BILGILER kisminda da belirtildigi Gizere IMD
yolagl Drosophila savunmasi igin hayati 6nem tasir ve tez kapsaminda g¢aligilan
PGRP-LF geni bu yolakta kilit molekullerden biridir. Canlilarda Notch sinyal
yolaginin birgok gorevi vardir. Bunlardan bizim tez kapsaminda ilgilendiklerimiz
arasinda yaslanma ve bagisiklik sistemi bulunmaktadir [103]. Taf2 ve pyd genleri
Notch sinyal yolaginin pozitif regtilasyonunda goérev alir [104, 105]. Bu genlerin,
simdiye kadar yapilan ¢alismalarla hem bagisiklik sistemi hem yaglanma ile iligkisi
gorulmese de, her ikisinin de Notch sinyal yolaginda gorev almasi sebebiyle
yapilacak baska deneyler sonucunda bu biyolojik dzelliklerle iliskilendirilebilecegi
dusundlebilir. Dpy geninin insan ortologu olan SVEP1, LTBP1, MUC19 ve HGFAC
genlerinin etkili oldugu o6zelikler arasinda 6muir uzunlugunu ve inflamatuar

hastaliklar vardir (http://www.flyrnai.org/diopt-dist). ligilendigimiz fenotip agisindan,

dpy geninin insan ortologlarinin hem édmur uzunlugu hem bagisiklik sistemiyle iligkili

oldugu gérulmektedir (Cizelge 4.6.1).

GWAS sonucunda saptanan genlerin molekuler fonksiyonlari ve gorev aldiklari
biyolojik surecler incelendiginde, bagisiklik sistemiyle iliskilendirilmis genler oldugu
gibi, simdiye kadar bagisiklik sistemiyle iligkilendiriimemis genler de mevcuttur. Yine
de, saptanan genlerin ortak 6zellikleri vardir. Bagisiklik yaniti, protein baglama, iyon
baglama, metabolik aktivite, sinir sistemi gelisimi gibi ortak islevleri olan bu genler,

gen gen etkilesimi varhgini gostermektedir.

Tez kapsaminda yapilan GWA analizlerinden elde edilen sonuglara bakildiginda
aday genler arasinda metabolik genler oldugu da gorulmektedir: 5-HT7, Ahcy89E,
CG12325, DoplR1, blw, klar, 1(2)37Cd (Cizelge 4.4.4.1). Bu genlerin insan ortologlari
da birtakim metabolik hastaliklar ve 6zelliklerle ayni sekilde iligkili cikmistir (Cizelge
4.6.1). Yapilan analizler metabolizma, yaslanma ve bagisiklik sistemi ¢ergevesinde
degerlendirildiginde ilging sonuglar ¢ikmaktadir. Bagisiklik sistemi organizmanin
yasami icin hayati bir dnem tasir, bu yuzden olasi bir bagisiklik sistemi cevabi

metabolik olarak maliyetlidir [106]. Bu maliyetli sure¢, yaslanmaya katkida bulunan
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bagisiklik sisteminde hasar meydana getirme potansiyeline sahiptir [107, 108].
Drosophila’da bulunan yag cisimcigi (fat body) bagisiklik cevabini da igeren birgok
fizyolojik dengeye aracilik etmede merkezi bir rol oynar, ¢inkl blyime, tUreme ve
hayatta kalma icin hayati olan bagisikhik (AMP'lerin ifadesi), metabolik ve endokrin
fonksiyonlarin (besin algilama, depolama, kullanim ve endokrin sinyalizasyonu) ana
bdlgesini temsil eder [109]. Bagisiklik sistemi ve metabolizma arasindaki baglantiyi
gbsteren bagka bulgular da vardir. Ornedin Rera ve arkadagslarinin yaptigi
calismada, Drosomisin adli AMP’yi asiri ekprese eden sineklerin, bozulmus glikojen
ve trigliserit depolanmasi gibi, oldukga degistirilmis bir metabolik profil sergiledigini
buldu [110]. Bu bulgularin yani sira, yasa bagli olarak ortaya ¢ikan metabolizma
bozukluklari, bagirsak fonksiyon bozuklugu ve bagisiklik sisteminin kronik hale
gelen kontrolsiz isleyisinin siki bir sekilde baglantili olduguna dair glgli kanitlar
vardir [94, 111]. Yapilan baska bir calismada PGRP-SC2'nin asiri ifadesinin,
Drosophila’da bagirsaktaki mikrobiyal dengeye ve epitelyal homeostazina katkida
bulunarak édmur uzunlugunu artirdig1 goralmustir [112]. Biz de tez kapsaminda
PGRP-SC ile ayni gen ailesinden olan PGRP-LF geninin mutasyonla islevsiz hale
getirildiginde Drosophila’da bagisiklik sisteminin kontrolsiiz calismasina sebep
olarak organizmanin Omrunu azalttigini gosterdik. Tum bu bilgiler ve bizim
buldugumuz genetik varyantlar 1siIginda metabolizma, bagisiklik sistemi ve

yaslanma sureglerinin birbirleriyle baglantili oldugunu dugtindurtmektedir.

Elde ettigimiz bulgularda sinir sistemi gelisimine katkida bulunan genler de
mevcuttur: 5-HT7, Atet, CG12325, raw, CG13579, CG42732, Dop1R1, Nig4, alpha-
Estl0, bun, ed, hth, mbc (Cizelge 4.4.4.1). Genlerin insan ortologlarinin
iligkilendirildigi hastaliklar ve ozellikler incelendiginde de norolojik hastaliklar ve
Ozellikler dikkat cekecek kadar fazladir (Cizelge 4.6.1). Yapilan ¢alismalarda kronik
NF-kB sinyalizasyonunun etkileri, Drosophila’da beyindeki ve sinir sistemindeki
yasa bagli nérodejenerasyon ile de iligkilendirilmistir [77, 113]. Bagka bir caligsmada,
AMP'lerin (Drosomicin, AttacinC ve CecropinAl) ekspresyonunun sinek beynindeki
yagla birlikte arttigini, bununla birlikte bu durumun ndrodejenerasyona sebep
oldugunu ve dmir uzunlugunu azalttigi goésterilmistir [114]. Ote yandan, glia
hicrelerinde IMD sinyalizasyonunun baskilanmasi, artan lokomosyona, degistirilmis

bir metabolik profilin ortaya ¢ikmasina ve artan dmur uzunluguna yol agmistir [75].
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Literatlrdeki bu bilgiler ve tez kapsaminda ilgilenilen fenotip agisindan, bagisiklik

sistemi, yaslanma ve sinir sistemi gelisiminin iliskisi oldukga ilgi ¢cekicidir.

Drosophila bagigiklik sistemi yaglanmaya eslik eden dejeneratif sureglerden guglu
bir sekilde etkilenir. Yaygin olarak gozlenen kronik inflamasyon durumu, hicresel
bagdisiklik kaybi ve koruyucu epitelyal bariyerlerin kademeli olarak bozulmasi,
organizmanin yaglanmasina ve artan patojen duyarliliina sebep olur [115, 116]. Ek
olarak, bagisiklik sisteminin kendisi, kollateral doku hasarini etkileyerek yaslanmayi
hizlandirabilir [117] ve metabolizmay: etkiler [74]. NF-kB sinyalizasyonunun yasa
bagli dizensizligini azaltan mudahaleler, bagisiklik sisteminin organizmal yaslanma
ve yasam suresi Uzerinde gugll bir etkisi olabilecegini ortaya koymustur [79, 118,
119]. Tum bu etkileyici ilerlemeye ragmen, bagisiklik ile yaslanma ve uzun
Omurlulik arasindaki baglantilar tam olarak anlagiimamistir, bu tez ¢alismasinin
dogrulamalari ve yapilacak bagka calismalar, bu alana yapacadi katkilar agisindan
oldukca heyecan vericidir. Tez ¢alismasi kapsaminda saptanan ve daha onceki
calismalarda bagisiklik sistemiyle iligskisi kurulmayan aday genlerin, bagigiklik
sistemiyle iligkisinin daha gergekgi ve guvenilir kurulmasi igin her bir aday gen igin
ilgili  fenotipler agisindan dogrulama deneyleri yapiimali ve analizleri
gerceklestiriimelidir. Yine de, tez kapsaminda kullanilan epistatik GWAS modeli
yuksek etkilesimli ve guvenilir sonuglar verdigi icin ileri ¢alismalarda yapilacak
validasyon analizlerinde de benzer sonuglar beklenmektedir. Drosophila
melanogaster modelinin insanla olan genetik benzerlikleri (insan hastaliklarina
neden olan genlerin yaklasik % 75'inin Drosophila’da homologu bulunmaktadir
[120]) g6z 6nitnde bulunduruldugunda, tez calismasindan elde edilen sonuglarin,
otoinflamatuar hastaliklarin temelini olusturan genetik bilesenlerin ve bunlarin
yaslanma sulreciyle bir arada olusturduklari mekanizmalara 1sik tutacagi
soylenebilir. Elde edilen sonuglardaki genlerin buyuk ¢cogunlugu, daha onceden
yaglanma ve bagisiklik sistemiyle iligkilendiriimemis genlerdir. Bu durumda yapilan
tez galismasi, daha sonra yapilacak dogrulama galismalariyla birlikte yaslanma ve

bagisiklik sistemi iligkisinin genetik temeline katkida bulunma potansiyeline sahiptir.
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