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TURKCE OZET
ERGIN, S. (2022). KIiSTIK FIiBROZIS TESHIS VE TEDAVISINDE
KULLANILACAK RNA SEKANSINDA ILERI VERI ANALIZLERI. Doktora Tezi,

Biruni Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Istanbul.

KF c¢ok cesitli klinik ve genetik varyantlart olan, yasami sinirlayan, OR gecisli bir
genetik hastaliktir. Epitelyal hiicre zar1 boyunca anormal kloriir ve sodyum
tasinmasina katkida bulunan kromozom 7q’da’ki KF transmembran iletkenlik
diizenleyicisindeki gen mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. YND platformu tabanl
RNASeq tekniklerinin gelistirilmesi sonucunda son on yilda biiyiik ilerlemelerin
kaydedilmesiyle bu teknikler sayesinde bircok biyolojik alanda arastirmalar
hizlanmistir. Bu ¢alismada, RNASeq transkriptomik analizi yapilan, 2 ayr1 veri
kaynagindan elde edilen toplamda 44 KF 6rneklerinde kendi belirledigimiz pipeline
ile birlikte RNASeq datasinda mutasyon taramasi Ve ayrintili bir transkriptom yanitin
varliginin ortaya ¢ikarilmasi amag¢lanmugtir. Birinci veri kaynagimizda epitelyal
disfonksiyonu incelemek i¢in birkag in vitro KF modeli gelistirilerek stromal
degisikliklere odaklanilarak morfolojik ve transkriptomik 6zellikler aragtirilmustir.
Ikinci veri kaynagimizda 'modifiye edici genlerin' olasi etkisi nedeniyle, benzer KFTR
mutasyonlarina sahip hastalar arasinda bile hastalik siddeti degisken oldugu i¢in bu
genleri belirlemek icin, orta ve agir akciger fenotipi olan KF hastalarinda analizler
uygulanmistir. Caligmamizda kulladigimiz 2 veri kaynagindan varyant arama ig¢in
kullandigimiz GATK araci ile daha fazla varyant elde ettik. Bu da literatiir ile
uyumludur. Her iki veri kaynagimizda yaptigimiz varyant cagirma sonrasinda, KF ile
RNASeq datalarda anlamli bir sonug bulunamamustir. Transkriptom analizimizde ise
ilk veri kaynagnda toplamda 426 transkript 2D, 352 transkript de 3D durumunda, 2.
veri kaynagimzda da 140 transkriptin yeniden diizenlendigi gosterilmistir. Ilk veri
kaynagtyla uyumlu olarak WNT2 ve TBX4 genlerinin up regiile oldugu bulunmustur.
Diger veri kaynagiyla uyumlu olarak ¢alismada EGR1 ve CXCL8 genlerinin down
regiile oldugu saptanmustir. Literatlir ile uyumlu olarak ZNF683 geninin agir KF

orneklerinde asir1 ekspresyona ugradigini gosterdik.

Anahtar kelimeler: Kistik fibrozis, RNASeq, Transkriptomik
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CF is an AR genetic illness with a wide range of clinical and genetic variables. It is
caused by mutations in the CF transmembrane conductivity regulator gene on
chromosome 7q, which causes abnormal chloride and salt transport across the
epithelial cell membrane. Thanks to NGS platform-based RNASeq techniques, great
progress has been made in the last ten years, and research in many biological fields
have accelerated. In this study, it aimed to reveal the presence of a detailed
transcriptome response and mutation screening in the RNASeq data. We determined
the pipeline for 44 CF samples obtained from two different data sources. Several in
vitro CF models were development to investigate epithelial dysfunction, focusing on
stromal alterations and analyzing morphological and transcriptome aspects in the first
data source. Due to the potential impact of 'modifying genes' in the second data source,
studies were carried out in CF patients with moderate and severe lung phenotypes to
identify these genes, as disease severity varies even among patients with similar CFTR
mutations. From the two data sources we used in our study, we obtained more variants
with the GATK tool we used for variant search. This is compatible with the literature.
No meaningful results were found in CF by RNASeq datas after variant calling in both
of our data sources. In our transcriptome analysis, in the first data source 426
transcripts were rearranged in 2D, 352 transcripts in 3D and in our second data source
140 transcripts were rearranged. Consistent with the first data source, the WNT2 and
TBX4 were found up regulated and in the other source, EGR1 and CXCL8 down
regulated. Moreover, we showed that the ZNF683 gene was overexpressed in severe
CF.

Keywords: Cystic fibrosis, RNA Seq, Transcriptomics



1. Giris ve Amacg
Kistik fibrozis (KF), beyaz popiilasyonda yaygin olarak goriilen ve yillik
insidans1 yaklasik 3.500 canli dogumda 1 olan otozomal resesif (OR) bir hastaliktir.
Bu coklu sistem hastaligi, kromozom 7 iizerindeki KF transmembran regiilator
(KFTR) genindeki, transmembran kloriir reabsorpsiyonunun diizenlenmesi igin
gerekli bir proteini sifreleyen genetik mutasyonlar ile karakterize edilmektedir. Bu
aktivite esas olarak KF ve karaciger hastalig1 olanlarin tanisina, degerlendirilmesine

ve yonetimine odaklanir.

Yeni Nesil Dizileme (YND) dahil olmak iizere su anda farkli molekiiler testler
mevcuttur (Vigliar et al., 2015a). YND teknolojilerinden biri olan "sentez yoluyla
sekanslama" yaklasimiyla, farkli 6rneklerde farkli biyobelirteglerin ayni anda analizi
saglanmaktadir (Vigliar et al., 2015b). Genel kural olarak, YND platformlar: iig
sekanslama yaklasimindan sentez, hibridizasyon ve ligasyon islemlerini
benimseyebilmektedirler (Reuter ve ark., 2015). Kisaca, farkli ticari platformlar
mevcut olmasina ragmen, bir YND’ya ait is akisi sirasiyla 1) Kiitiiphane hazirligi 2)
Klonal olarak fragmanlarin amplifikasyonu 3) Masif paralel dizileme 4) Veri analizi

olmak tizere ayni1 adimlar takip edilmektedir (Vigliar et al., 2015a).

DNA temelli yaklasim, nokta mutasyonlarinin, insersiyonlarin ve delesyonlarin
tespiti i¢in kullanilmaktadir. Ancak bu yaklasim yeniden gen diizenlemelerinde yer
alan intronik bolgelerin varligindan dolay1 gen fiizyonlar1 diisiiniildiiglinde sinirh
kalabilmektedir (De Maglio et al., 2022). Bu siirlama da bir RNA sekanslama
(RNASeq) yaklasimiyla asilmaktadir. Diger taraftan da RNA'nin DNA'dan daha az
kararli olmasi nedeniyle analitik analiz oncesi sorunlarin ortaya ¢ikma ihtimali

bulunmaktadir (Bruno and Fontanini, 2020).

Tiim canlilik mekanizmast, organizmanin 6zelliklerini tanimlayip hiicrelerin ve
organizmanin biyolojik iglevlerini bir biitiin olarak siirdiirmektedir. Bu nedenle,
genomik siiregleri ve hastaliklarin kdkenini anlamak i¢in RNA analizi esastir. Toplu
olarak transkriptomlar olarak bilinen RNA'lar, kodlayan ve kodlamayan bolgelere
sahip karmasik genomik yapilar olup genler ve proteinler arasinda aracilik gorevleri
bulunmaktadir. Bu nedenle, transkriptom {izerinde ayrintili c¢alismalar yapmak

genomik islevi anlamak ve hiicrelerin molekiiler bilesimlerini tanimlamak igin



gereklidir. Ek olarak, transkriptom hakkinda daha kapsamli bilgi elde etmek
hastaliklarin gelisiminin yani sira nedeninin de anlagilmasina yardimci olmaktadir.
Tiim hiicre gruplarindan tek hiicreli RNASeq’ina kadar bu teknolojinin tanitilmasi,

transkriptomun islemesine ve haritalanmasina firsati vermistir.

Laboratuvar tabanli is akisinin ardindan verinin islenmesi ve analizi gesitli
hesaplama araglar1 kullanilarak yapilmaktadir. Verinin islenmesi, referans genomlari
olan ve olmayan organizmalar igin gerceklestirilmektedir. Referans genomu olan
organizmalarda kisa RNASeq okumalar1 referans genom  kullanilarak
haritalanmaktadir. Referans genomu olmayan organizmalar i¢cin de de novo

transkriptom montaji uygulanmaktadir (Rosenberg et al., 2018; Engstrom et al., 2013).

RNASeq, gen ekspresyonu, splicing olaylari, maternal veya paternal alel
ekspresyonunun nicel Ol¢iimii yoluyla transkriptomun ayrintili bir sekilde
anlasilmasini saglayarak diger molekiiler yontemlere kiyasla avantajlar sunmaktadir.
Bu avantajlarla birlikte hastaliklarin nedeninin daha diigiik maliyetle verimli bir
sekilde yorumlamasina da yardimei olmaktadir. Ornegin, RNASeq, DNA Sekanslama
(DNASeq) gibi, ifade edilen bolgelerdeki genomik varyasyonlari da tespit
edebilmektedir (Piskol et al., 2013). Uretilmesi ve saklanmas1 maliyetli olan DNASeq
verilerine alternatif olarak hi¢bir ekzom yakalama aracinin gelistirilmedigi wild veya
evcil ¢iftlik hayvan tiirlerinde kullanilabilmektedir (Jehl et al., 2021).

Yukarida bahsedilen avantajlara ragmen, RNASeq heniiz kodlama bolgelerinde
SNP tespiti i¢in siklikla kullanilmamaktadir. Aslinda, RNASeq tarafindan SNP tespiti
ve genotip ¢agrisinda iic ana zorluk bulunmaktadir. Oncelikle, transkriptom olgun
transkriptlerden olustugu icin ekzon-ekzon baglantilariyla ortiisen RNASeq
okumalarinin haritalanmast DNASeq okuma hizalamasina kiyasla daha zordur (Pan et
al., 2008). Bununla birlikte, ekzon-ekzon baglantilarina yakin tespit edilen SNP'ler igin
dikkatli olunmasi 6nemli olsa da RNASeq haritalama yontemleri son yillarda iyi bir
sekilde gelistirilmistir (Peng et al., 2012; Lagarrigue et al., 2013b).

Ikinci zorluk, RNA diizenlemesinin esas olarak DNA seviyesinde bulunmayan
RNA seviyesindeki varyasyonlari tespiti ile ortaya ¢ikmaktadir. Ancak yapilan
calismalar, RNA diizenlemenin ayirt edici 0zellikleri nedeniyle, Standart kosullarda

giivenilir RNASeq tabanli varyasyon saptanmasinin yalnizca biraz engelledigini



gostermistir. Ugiincii zorluk da, genlerin, genom boyunca olduk¢a homojen bir okuma
derinligi sunan DNASeq’in aksine, birka¢ okumadan milyonlarca okumaya kadar
degisen okuma derinliklerine yol agan olduk¢a degisken ifade seviyeleri sergilenmesi
olarak sayilmaktadir. Aslinda, kodlayan ve kodlamayan transkriptler, farkli hiicre
tiplerinde ve gelisimsel veya fizyolojik asamalarda, hiicre basina birka¢ kopyadan
milyonlarca kopyaya kadar ¢ok farkli seviyelerde ifade edilmektedirler (Sims et al.,
2014).

Bu tez calismasinda, nadir hastaliklar arasinda yeralan KF orneklerinde
RNASeq analizi ile hem transkriptomik yaklagimlar degerlendirildi hem de mutasyon
taramast yapildi. Kendi hiicre disi matriksine gémiilii primer fibroblastlardan olusan
yeni bir KF 3D ve 2D stromal akciger modeli gosterilip, morfolojik ve transkriptomik
ozellikleri arastirilan bir ¢alismaya ait RNASeq datas1 ve Genetik modifiye edicileri
tanimlamak igin, Orta ve Agir akciger fenotipi olan KF hastalarinda transkriptomik
analizler uygulanan bir diger c¢alismaya ait RNASeq datalar1 alinip kendi
belirledigimiz yeni pipeline ile yeniden degerlendirdik. Bu sayede yeni tani ve tedavi
yontemlerinin gelistirilmesini destekleyecek KF’de rolii olan yeni genler kesfedilmeye
calisilip bunlarla ilgili yolaklar ve mutasyonlar arastirildi. Bu analiz ile birlikte ayrintili
bir transkriptom yanitin varliginin ortaya ¢ikarilmasi ve RNASeq datasinda mutasyon

taramasinin yapilmasi amaglandi.



2. Genel Bilgiler

2.1. Mendel Kalitim

Tibbi genetik alani geleneksel olarak kromozom anomalilerine ve Mendel
hastaliklarina odaklanmaktadir (Brigatti, 2017).

Mendel grubu, gen fonksiyonu tizerinde dnemli bir etki sergileyen ve durumun
fenotipinden sorumlu olan tek gen mutasyonlarinin neden oldugu grubu
olusturmaktadir. Bu mutasyonlar, genellikle sagligi etkiledigi ve potansiyel olarak
tireme yetenegini azalttig1 i¢in genel popiilasyonda nadir olarak goériilmektedir (Rahit

and Tarailo-Graovac, 2020).

Bugiine kadar tanimlanan Mendel bozukluklarinin %80'inden fazlasinin
pediatrik baslangicli bir fenotipi bulunmaktadir. Ancak yetiskinlikte ortaya ¢ikan
Mendel bozukluklar1 da klinikte giderek daha fazla dikkat gekmeye baslamistir. Bazen
pediatrik ve erigskin baslangi¢ch bir gen varyanti, alel/mutasyonun siddeti ve bunun
zaman i¢indeki ortaya ¢ikisi ile ilgili olabilmektedir (Baltimore, OMIM; Wright et al.,
2018). Tibbi genetikte, olast bir Mendel bozuklugunun kalitim bigimini netlestirmeye
yardimci olan ana araglardan biri, ti¢ kusak bir soyagacidir. Soyagaci, ¢esitli semboller
kullanilarak, indeks hasta (veya proband), hem yasayan hem de dlen yakin ve uzak
akrabalar, infertilite, diisiik oykiisii, evlat edinme ve etnik koken hakkinda bilgileri

igermektedir.

Bir soyagacinin incelenmesi, bir ailedeki genetik bir bozuklugun kalitim
modelini belirlemede ilk adimi olusturmaktadir. Genel olarak, otozomal kosullar
erkekleri ve kadinlar1 esit olarak etkiler, ancak bazilar1 diger genetik ve genetik
olmayan faktorlerden dolayi cinsiyetle siirli olabilmektedirler. Otozomal dominant
(OD) kalitim, etkilenen bireylerin her nesilde ortaya ¢iktigi “dikey gecis” olarak
adlandirilmaktadir. OR kalitimda fenotip, tipik olarak sadece probandin kardeslerinde
goriilerek sadece “yatay gecis™’i gostermektedir. OR fenotip yalnizca hem anne hem
de baba alellerinde mutasyonlari, yani bialelik patojenik varyasyon barindiran
bireylerde ifade edilmektedir (Zhu et al., 2016). Tasiyic1 ebeveynlerin ¢ocuklarinin
etkilenme oran1 %25'tir. Bu deger genetikte kullanilan Punnet kare modeli kullanilarak

elde edilmektedir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Otozomal Resesif Kalitim

(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:2926_Autosomal_Recessive_Inheritan
ce new.jpg#/media/File:2926 Autosomal_Recessive_Inheritance-new.jpg, erisim
tarihi 01 Kasim 2021)

2.2. Nadir Hastahklar

Nadir hastaliklar (NH) i¢in simdiye kadar ¢esitli tanimlar yapilmistir. Avrupa
Birligi'nde, prevalansi <1:2.000 olan, yasamu tehdit eden veya kronik olarak gii¢ten
diisiiren bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. 6.000-8.000 farkli NH tahminen 30

milyon insani etkilemektedir. (https://ec.europa.eu/info/research-and-

innovation/research-area/health-research-and-innovation/rare-diseases en, erisim
tarihi, 11 Ekim 2021). ABD'de ise bir hastalik 200.000'den az kisiyi etkilediginde, yani

1.540 kisi basina yaklasik 1 hastaya esdeger bir hastalik nadir olarak tanimlanmaktadir
(Schieppati et al., 2008). Taninmis NH’den sadece birkagimnin prevalansi 1/2000
civarindadir. Ornegin, Duchenne Muskiiler Distrofi (DMD) gibi cogu ¢ok daha
nadirdir ve tahmini prevalanst erkekler igin 1/20.000'dir (Mah et al., 2014).
Hemofilinin tahmini prevalans: ise 6.000'de 1 ile 17.000 erkekte 1 arasinda
degismektedir (Stonebraker et al., 2004). Diger hastaliklar o kadar nadirdir ki, rapor
edilen prevalanst 8 milyon dogumda bir olan Progeria gibi ultra nadir olarak
adlandirilmaktadirlar. Diinya ¢apinda herhangi bir zamanda bu hastalikla yasayan
tahminen 1/200-1:250 kisi oldugu bilinmektedir (Pollex and Hegele, 2004; Schieppati
et al., 2008)


https://ec.europa.eu/info/research-and-innovation/research-area/health-research-and-innovation/rare-diseases_en
https://ec.europa.eu/info/research-and-innovation/research-area/health-research-and-innovation/rare-diseases_en

Belirli bir NH’a sahip hasta sayis1 nispeten az olsa da, toplu olarak, herhangi
bir NH’a sahip insan sayis1 fazladir. 5000 ile 7000 arasinda NH oldugu tahmin
edilmektedir. Avrupa Nadir Hastaliklar Toplulugu (EURORDIS), nadir bir hastalig1
olan bireylerin oraninin AB'deki niifusun %6-8'1 arasinda oldugunu tahmin etmektedir
(Rode, 2005; Angelis et al., 2015). NH’larin ¢ogu, mevcut tedavilerin eksikligi ve bu
tiir tedavileri kesfetmek ve gelistirmek i¢in goreceli arastirma eksikligi ile iligkilidir.
Ayrica, NH’lar, yliksek sosyo-ekonomik maliyetlerin yani sira 6nemli dl¢iide bireysel
psikolojik yiik ile de iliskilidir (Angelis et al., 2014). 2000 yilinda AB, Yetim ilaglara
iliskin Avrupa Yonetmeligini yayinlayarak, “Nadir durumlardan etkilenen hastalarin
diger hastalarla aynm kalitede tedavi gérme hakkina sahip olmasi gerektigini” ifade
etmistir (32000R0141). Bu yonetmeligin amaci, o zamana kadar ilag endiistrisi
tarafindan c¢ogunlukla ihmal edilen nadir, yetim hastaliklara yonelik ilaglarin
gelistirilmesini tesvik etmektir (Hall and Carlson 2014). Bu diizenleme, ABD (1983),
Japonya (1993) ve Avustralya'da (1998)’daki benzer eylemleri izlemistir. AB'de,
arastirma enstitlileri veya ila¢ sirketleri, genellikle pazarlama onayma ve Kklinik
gelistirmeye yonelik ilk adim olan yetim atama igin bagvurabilmektedirler. Yetim
atamayla gelen faydalar arasinda diizenleyici ticretlerin diisiiriilmesi, ek diizenleyici
rehberlik ve iiriinlin pazar onayindan sonra AB'de on yillik bir pazarlama siiresi yer
almaktadir (Heemstra et al., 2009). 2000 yilindan bu yana pazara giren yetim ilag sayisi
biiyiik oranda artmistir. Agustos 2017'ye kadar AB, NH’lar igin 137 yetim ilaca pazar

izni vermistir.

2.2.1. Kistik Fibrozis
KF, KFTR genindeki mutasyonlarin neden oldugu OR bir hastaliktir
(Valamparampil and Gupte, 2021)

2.2.1.1 Tarihsel Bakis

KF semptomlarina ait ilk tibbi raporlarda mekonyum ileus tanimlariyla
17.ylizyila kadar uzansa da, daha 6nce * Alnindan 6piildiigiinde tadi tuzlu olan ¢ocuk
biiyiililydii ve yakinda Olmesi gerekirdi* referansiyla ortagaga dayanmaktadir
(Farinha, 2017). 1938'de Dr. Dorothy Andersen, hastaligi ilk kez yetersiz beslenme ile

iliskili olan “pankreasin kistik fibrozu” olarak tanimlamistir (Cooney et al., 2018).

80’11 yillarda ter kanali hiicrelerinde kloriir (Cl-) gegirgenligi lizerine yapilan ilgili

caligma sonucunda KF epitel hiicrelerinin apikal membranindaki major defektin
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azalmis Cl— ve artan sodyum (Na+) tasinimu ile ilgili oldugu tanimlanmistir (Knowles
etal., 1983; Quinton and Bijman 1983; Boucher et al., 1986). Daha sonra, 1989 yilinda
farkli laboratuvarlarin ortak calismalari sonucunda KF'den sorumlu genin klonlanmasi
ve amino asit (AA) dizisinden elde edilen yapiya dayali olarak KFTR olarak
adlandirilan proteinin tanimlanmasi saglanmistir (Riordan et al., 1989; Rommens et
al., 1989; Kerem ve ark. 1989). Konumsal klonlama ile tanimlanan diger genlerde
olanlara benzer sekilde, KF'den sorumlu genin bu oldugunun kaniti, hastalardaki
mutasyonlarin tanimlanmasiyla gerceklesmistir. Bu bireyler ve etkilenmemis olanlar
arasindaki fenotipik farklilik hesaba katilmistir. Ayn1 zamanda, KF hastalarindaki
alellerin yaklasik %70'inde bir mutasyon tanimlanmustir. Bu ekzon 10'da (NBD1) Phe-
508'in delesyonuyla sonuglanan 3bg'lik bir delesyon olarak bulunmustur. Bu
mutasyona DF508 (Riordan et al., 1989) ad1 verilmistir ve daha sonra Antonarakis
(1998) tarafindan Onerilen kilavuzlara gore F508del olarak degistirilmistir. Bunun
KF'den sorumlu gen olduguna dair son kanit, KF hastalarindan elde edilen hiicrelerle
yapilan deneylerden ve KFTR cDNA ile transfeksiyon iizerine CI- transportunun

restorasyonundan elde edilmistir (Drumm et al., 1990; Rich et al., 1990).

2.2.1.2 Klinik Sunum ve Tant1

Onceleri “pankreasin kistik fibrozu” olarak bilinen bu durum, giderek daha
fazla basit¢e “kistik fibrozis” olarak adlandirilmaya baslanmis. Belirtiler sadece
pankreasin ekzokrin fonksiyonunun bozulmasiyla degil, ayn1 zamanda morbidite ve
mortalitenin ana nedeni olan ilerleyici akciger hastalifina da baglhdir. Ek
komplikasyonlar arasinda bagirsak bezleri (mekonyum ileus), Biliyer siroz ve ter
bezleri bulunmaktadir. Kisirlik hemen hemen her zaman erkeklerde goriilmesine

ragmen kadinlarda da goriilme ihtimalinin g6z 6niinde bulundurulmas: gerekmektedir

(Zielenski and Tsui, 1995).

Daha spesifik tanimlamak gerekirse, KF (CF, MIM #219700), solunum
sikintis1, kronik pankreatit ve Vaz deferenslerin bilateral konjenital yokluguna
(CBAVD, MIM #22180) bagli erkek kisirligr gibi cesitli klinik fenotiplerle iligkili
KFTR genindeki (veya ABCG2 MIM #602421) mutasyonlardan kaynaklanan, epitel
hiicrelerinde Cl- iletkenliginin otozomal genetik bir bozuklugudur (Rosenstein and
Cutting, 1998: Castellani et al., 2008). KF, ortalama 1/2500 canli dogum prevalansla,
1/25 tastyict frekansi ile monojenik bir hastaliktir (Castellani et al., 2009). KFTR geni,



kromozom 7q31.3 tizerinde yaklasik 240kb'lik bir bolgeye yayilarak 27 ekzondan
olusmaktadir (Zielenski et al., 1991). Gen, 6.5kb'lik olgun mRNA'ya transkibe
olmaktadir (5t678). Kodlanmis protein, 1480 AA igerir ve 168KD'lik hesaplanmis bir
molekiiler kiitleye sahiptir. KFTR proteini, entegre bir membran glikoproteini
olusturmaktadir ve ABC (ATP-Binding Cassette) protein ailesi tiyelerinden birisidir
(Zielenski et al., 1991; Rosenstein and Cutting, 1998; Welsh et al., 2001; Castellani
et al., 2008; Castellani et al., 2009).

Biiytik klinik degiskenlik ve semptomlarin gesitliligi, bebeklerde KF tanisini
karmasik bir konu haline getirir. Onceden etkilenmis bir ¢ocugu veya akrabasi olan
ciftlere sunulan, goniillii gebelik sonlandirmay1 takip eden Prenetal tani, toplumda
KF'yi kontrol etmek igin alternatif bir stratejidir (Ryley et al. 1992). DNA'nin
molekiiler analizi, genin 1989'da klonlanmasindan birkag yil 6nce baslamistir. Bir
fetiisiin KF'den etkilenip etkilenmeyecegini belirlemek i¢in, daha sonra KFTR geni ile
giiclii baglant1 dengesizligi i¢inde oldugu gosterilen birka¢ belirte¢ kullanilmustir.
Genin 1989'da klonlanmasindan bu yana (Kerem ve ark. 1989; Riordan et al. 1989;
Rommens et al., 1989), baglant1 analizi, PCR bazli DNA amplifikasyonunu takiben
dogrudan mutasyon tespiti ile neredeyse tamamen degistirilmistir. Mutasyon tespiti
icin ¢esitli teknikler, ozellikle karmasik klinik vakalarda, genetik danigmanlik,
prenatal tani1 ve tasiyicit taramasinda ¢ok faydalidir. KFTR geninde tanimlanan
mutasyonlarin sayisinin artmasinin nedeniyle bu analiz genellikle her laboratuvarda

bolgedeki en sik mutasyonlarla sinirli kalmaktadir.

2.2.1.3 KFTR Geni ve Proteini

Gen: KF ile ilgili yillardir fizyologlar ve biyokimyacilar c¢aligmalar
yuriitmektedirler. KF'de epitel hiicrelerinin zarindaki Cl- akisinda sorun oldugu
gosterilmistir (Quinton, 1990). Ancak bu patolojide kusurlu protein {iriintiniin
dogrudan tanimlanmasi igin bu yeterli olmamistir. KF lokusu 1986'da kesfedilerek tan1
amaciyla RFLP'lerin kullanimia yol agmustir (Ferrie et al., 1992). Tanimlanan
polimorfik belirtegclerden XV-2c ve Km-19'un KF geni ile giigli bir baglanti
dengesizligi i¢inde oldugu bulunmustur. Toronto'da Lap-Chee Tsui, Ann Arbor'da
Francis Collins ve Londra'da Robert Williamson tarafindan yonetilen ii¢ laboratuvarin
ortak ¢abalarinin sonucunda 1989'da KF geni klonlanmistir. Bu da dogru DNA

belirteglerinin bulunmasiyla baslayan, lokusun tespit edilmesi ve genin kendisinin



izolasyonu ile son bulan 5 yillik yogun bir ¢alisma ile sonuglanmistir (Kerem ve ark.
1989; Riordan et al.,1989; Rommens et al. 1989).

KF geni oldukg¢a uzundur ve yaklasik 189Kb'lik (Ellsworth et al., 2000) bir
genomik bdlgeyi kapsamaktadir (Sekil 4.3). Ilk olarak 1'den 24'e kadar
numaralandirilarak genin 24 ekzona sahip oldugu acgiklanmistir. Kisa bir siire sonra bu
ekzonlardan tiglintin (6, 14 ve 17) kii¢iik intronlar igerdigi bulunmustur. Bu nedenle
toplam ekzon sayis1 27'dir. Bir siire i¢in, ekzonlar 6a ve 6b, 14a ve 14b, 17a ve 17b
dahil olmak tizere 1'den 24'e kadar numaralandirilmisti ve en son 1-27 olarak
numaralandirmasi kabul edildi. Ekzonlarin boyutu, 723b¢'lik ekzon13 harig, 50-250bg
arasinda degismektedir. En biiyligii yaklasik 28Kb olmak iizere intronlarin boyutu da
degiskendir (Ellsworth et al., 2000). KF mRNA 6.2KDb'ye sahiptir ve 1480 AA kalintis1
ile KFTR proteinini kodlar (Riordan et al., 1989) (Sekil 2.2).

CFTR Gen - 190 kb
i H‘H‘H i‘H‘H‘H‘H.HIH i‘H '_Ii.i"_IIAH.H.H.H-’.H.H.-H
l Transkripsiyon + Splicing

FEEEEETETEETE | 5 | | [ P S

l Transkripsiyon + Glikolizasyon

oo

T @

Sekil 2.2 Genden proteine KFTR geni ve proteini

Gen 27 ekzon igerir ve kromozom 7'nin uzun kolunda yaklasik 190kb'lik bir
bolgeyi kapsar. mRNA, UTR'ler dahil 6.1kb uzunlugundadir. Protein, iki membrani
kapsayan alan (MSD1 ve MSD2), iki niikleotid baglayic1 alan (NBD1 ve NBD2) ve
bir diizenleyici alan (RD) dahil olmak {izere ABC tasiyict siiper ailesine aittir.
Hastaliga neden olan en yaygin mutasyon F508del'in (508 konumunda fenilalanin
delesyonu) yeri Sekil 2.2°de gosterilmistir (Collins, 1992).

Minimal KFTR promotorii, transkripsiyon baslangi¢ bolgesinin yaklasik 226bg
yukarisinda bulunur ve tipik bir house-keeping promoter yapisina sahip gibi
goriinmektedir (Yoshimura et al., 1991). CpG agisindan zengindir, TATA kutusu

icermez, birden ¢ok transkripsiyon baslangi¢ bolgesine sahiptir.



Genellikle bu tip promoterlarda oldugu gibi promoter zayiftir ve belirgin bir
doku 6zgilligi olmadigindan distal diizenleyici elemanlarin KFTR ekspresyonunun
kontroliinde bir rolii olabilecegini disiindiirmektedir. Aslinda, KFTR lokusunu
kapsayan genomik bolge, kodlama bolgesinin hem upstream (-20.9Kb'de)’de hem de
down-stream (+5.4, +6.8, +7.0, +7.4 ve +15.6 Kb'de)’de ve ve gesitli intronlarda birkag
DNase I asir1 duyarli bolgesi (DHS) igerir (Phylactides et al., 2002; Smith et al., 2000).
Son ¢aligmalar, hiicre tipine 6zgii transkripsiyonu aktive etmek igin, intronik enhancer
elementlerin KFTR promotoriiniin yakinina getirildigi bir KFTR transkripsiyonel
merkezinin varligini 6nermektedir (Blackledge et al., 2009; Ott et al., 2009a). Olusan
dongii, KFTR eksprese olan hiicrelerde saptanirken genin inaktif oldugu hiicrelerde
yoktur. Bu yapi, proksimal promotor, gen i¢indeki diziler, ancak promotdriin 100Kb
down-stream ve lokusa 3' uzaklikta bulunan digerleri arasinda yakin bir etkilesime izin
verir ve timii ilgili DHS'ye karsilik gelir. Boylece kromatin yapisini degistiren
proteinlerin aliminda yer alirlar (Ott et al.,, 2009a). Gen ifadesinin zamansal ve
mekansal diizenlenmesi ayn1 zamanda ¢oklu transkripsiyon baglangi¢ bdlgelerinin
(Yoshimura et al. 1991; Koh et al., 1993) kullanimina ve alternatif upstream
ekzonlarinin giiglenmesinin de dayanmaktadir (Broackes-Carter et al., 2002; Mouchel
et al., 2003; Lewandowska et al., 2010).

Protein—Domainler ve Yapi: KFTR geni, 1480 AA uzunlugunda politopik
bir membran proteini olan KFTR proteinini kodlar. Bu protein, her biri altt membrani
kapsayan bolgeyi iceren iki membran kapsayan domain (MSDI1 ve MSD2) veya
transmembran segmentleri (TM1 ila TM12), iki ATP baglayic1 alan (NBD1 ve NBD2)
ve birkag fosforilasyon bolgesine sahip benzersiz bir yiiksek polar R domainden (RD)
olusur (Sekil 2.3).
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MSD2

Sekil 2.3 KFTR proteini ve Domainleri

Sekil 2.3’de KFTR proteini ve Domainlerinleri ile ilgili olarak; a) KFTR
proteini bes alandan olusur: MSD1 ve MSD2, her biri kanal pore olusturan alti
transmembran segmentten (TM1-6 ve 7-12), iki sitozolik NBD1 ve NBD2 ve
diizenleyici RD'den olusur. KFTR, dordiincii hiicre dis1 dongilideki asparagin
kalintilarina bagli iki N-baglh glikana ve birka¢ fosforilasyon bdlgesine sahiptir
(6zellikle RD'de). b) Bes alanin montaji insan KFTR'sinin yaymlanmis kriyo-EM
yapisinin PDB koordinatlarina gdre gosterilen, dogal KFTR'nin kompakt yapisina yol
acan spesifik molekiil i¢i etkilesimleri icerir (Liu et al., 2017). Acik kaynak kodlu
PyMOL programi kullanilarak hazirlanan sekil (https://www.pymol.org/)

2.2.1.4 KFTR Disfonksiyonu ve Hastaliga Neden Olan Mutasyonlar

KFTR mutasyon veri tabaninda listelenen 2106 mutasyon bulunmaktadir
(KFTR mutasyon veri tabani 2021). Spesifik bir DNA degisikliginin gen ekspresyonu
tizerindeki etkisine gdre, mutasyonlar Yanlis Anlamli (Missense) Mutasyon,
anlamsiz/stop-kodon (Nonsense) Mutasyon, ¢erceve kaymasi (frameshift), kiiciik

delesyonlar, insersiyonlar veya duplikasyonlar olarak siniflandirilmaktadirlar.

Missense mutasyon: DNA dizisindeki ti¢lii (triplet) kodonda bir nokta

mutasyon sonrasinda kodondan sentezlenen AA degisimi,

Nonsense Mutasyon: Uclii (triplet) kodonda yani mRNA dizisinde erken bir

durdurma kodonunun girisine neden olup STOP kodon olusumu,

Frameshift: Ac¢ik okuma ¢ercevesinde degisiklige neden olan yaygin
delesyonlar veya insersiyonlar,
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MRNA prosesini etkileyen gen diizeyinde goriilen mutasyonlar da vardir. Ornegin,
Splice bolge mutasyonu Splicing mekanizmasii etkiler ve bunun sonucunda
translasyon gerceklesmez. Bu mutasyonlar ayni zamanda protein {iriinii iizerinde
yukarida agiklanan etkilerden birine de neden olmaktadir. Belirli bir DNA
mutasyonunun ilgili protein iiriinii izerindeki kesin etkisini bilmek i¢in hastadan elde
edilen materyallerde ve/veya heterolog sistemlerde ekspresyon ¢alismalar
yapilmalidir (Rubenstein and Zeitlin 1998). Mutasyon tiiriine gore istatistikler Tablo
2.1°de gosterilmektedir (Alibakhsh et al., 2021).

Tablo 2.1 Mutasyon tiiriine gore istatistikler
Mutasyon Tipi Miktar % Frekansi

Missense 816 38.75
Frameshift 342 16.24
Splicing 230 10.92
Nonsense 177 8.40

In frame in/del 43 2.04
Large in/del 59 2.80
Promoter 17 0.81
Sequence variation 269 12.77
Bilinmeyen 153 7.26

KFTR geninde tanimlanan hastaliga neden olan mutasyonlar, genin eksprese
edildigi epitelde Cl— salgisinin azalmasina neden olsa da farkli hiicresel fenotipler
meydana gelmektedir. Mutasyon etkisi ile KF hastalig1 arasinda dogrudan iliski
gosterilen mutasyonlarin sayist giderek artmaktadir (Sosnay et al., 2013). Bu yalnizca
hastalik mekanizmalarin1 anlamak icin degil ayn1 zamanda temel kusuru diizeltmeyi
amaglayan yeni protein yonelimli tedaviler 6nermek i¢in de oldukca 6nemlidir. Genin
klonlanmasindan beri ¢gogunlukla protein seviyesindeki fonksiyonel sonuglara dayali
olarak KFTR mutasyonlari igin gesitli siniflandirmalar 6nerilmistir (Welsh and Smith
1993; Wilschanski et al.,1995; Welsh et al., 2001; Rowe et al., 2005; De Boeck and
Amaral, 2016). Tiim mutasyonlar KFTR protein ekspresyonu, yapisi ve fonksiyonlari
tizerindeki etkilerine gore 7 alt gruba ayrilmustir (Sekil 4.6) (Boeck and Amaral, 2016).

Sinif I: Protein iiretiminin olmamasi; Bu simifta esas olarak G542X, R553X,
Q637X veya W1282X gibi ciddi klinik fenotiplerle iligskili nonsense mutasyonlar,
394delTT veya 3905insT olarak cerceve kaymasi mutasyonlar1 (erken durdurma

kodonlarina yol agar) ve 621+1G > T olarak splicing mutasyonlar: vardir.
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Sinif II: Plazma zarinda bulunan protein miktariin yokluguna veya azalmasina
neden olan yetersiz hiicre i¢i trafik; Ornegin Phe 508 del, Asn 1303 Lys, Ile 507 del,
Arg 560 Thr'ye translokasyondan 6nce bozunmaya ugrar. En yaygin mutasyon, 3bg
cifti delesyonuna bagli olarak Phe508 del'dir (C15211523 del CTT). Bu mutasyon 508
konumunda dislanmaya yol acar. Ozellikle bu mutasyon tiim KFTR alellerinin
%70'inden sorumludur. Phe508 del, endoplazmik retikulumla (ER) iliskili
degradasyona (ERAD) ve plazma membraninda minimum protein ekspresyonuna

maruz kalan KFTR proteininin yanlis katlanmasina katkida bulunur.

Sinif [I1: Membranda bulunan ancak cAMP stimiilasyonuna kusurlu yanit veren
protein (regiilasyon defekti); KFTR proteini hiicre zarina transloke olmus ancak aktive
olmamustir. Bu siiftaki mutasyonlar ¢ogunlukla, G551D, G5518S, G1244E, S1255P
veya G1349D gibi missense mutasyonlardir. Ayrica genellikle ciddi bir Kklinik
fenotiple iliskilidirler.

Simif IV: Membranda bulunan ve cAMP'ye yanit veren ancak iletkenligi
azaltilmis protein; Bazi KFTR islevleri korunarak hafif bir KF bi¢imine yol
acmaktadir. Bu sinifin yaygin mutasyonlart arasinda Arg 117 His, Arg 347 Pro, Arg
117 Cys, Arg 334 Trp vb. bulunmaktadir.

Simif V: Protein iiretiminde azalma; bu sinif, anormal ve normal KFTR'nin,
alternatif olarak splicing nedeniyle, eszamanli varligina yol acan mutasyonlar
igermektedir. Bu vakalarda, bu nedenle normal KFTR iiretimi bulunmaktadir. Ancak
3849-10kbCT veya 3272-26A>G insersiyon mutasyonlar1 gibi diisiik seviyelerde
olduklar1 i¢in bunlar genel olarak hafif bir fenotip ile iliskilidir.

Sinif VI: Plazma zarinda proteinin azaltilmis stabilitesi; bu sinif, KFTR'nin
katlandigi, trafige girdigi ve neredeyse diizgiin ¢alistigi ancak zarda yarilanma
Omriiniin azaldigt mutasyonlar1 icermektedir. Bu hizlandirilmis is hacmi,
endositozdaki bir artistan veya geri doniisiimdeki bir azalmadan kaynaklanabilir.
120del23, KFTR'nin N-terminalinden yoksun oldugu bir mutasyon (Ramalho et al.,
2009) ve F508del bu defekti gosterir.

Siif VII: Bu smf, biiyiik delesyonlar gibi KFTR mRNA iiretiminin bile
olmadig1 mutasyonlarin gosterilmesi i¢in tanitilmistir. Bu mutasyonlar sinif I'e dahil

edilebilmesine ragmen, yeni bir sinifin tanimi, herhangi bir farmakolojik yaklasimla
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kurtarilamaz olduklar1 gerg¢egini agiklamaktadir (De Boeck and Amaral 2016). dele2,
3 (21kb) ve 1717-1G>A gibi mutasyonlar bu sinifa dahildir.

Wild-type CFTR
Smf T Sf 1T Sinuf 1T Smf IV Smf vV Siif VI Simf VI
CFTR defekti Protein yok Trafik yok Gegit defekti Azaltilmis Az protein Daha stabilite mRNA YOK
iletkenlik
Ornek Mutasyon GLy542X, Phe508del, Gly551Asp, Argl17His, Ala455Glu, c. 120del23, dele2,3(21 kb),
Trp1282X Asn1303Lys, Ser549Arg, Arg334Trp, 3272-26A—G, rPhe508del 1717-1G—=A
Ala561Glu Gly1349Asp Ala455Glu 3849+10kg
C—T
Diizeltici tedavi Kurtarma sentezi Kurtarma trafigi | Kanal etkinligini Kanal Dogru splicing Promote Ulagilamaz
diizenleme etkinligini stabilitesi
diizenleme
Tlag (onaylr) Okuma bilegikleri | Diizelticiler (evet) | Gii¢lendiriciler | Giiglendiriciler Antisens Stabilizatorler Bypass tedavileri
(hay1r) (evet) (hay1r) Oligoniikleotidl (hay1r) (hay1r)
er, duzelticiler,
giiclendiriciler?
(hayir)

Sekil 2.4 Gen mutasyonlarinin siniflari ve ilgili terapotik stratejiler

Sekil 2.4’de de gosterildigi gibi KFTR mutasyonlari, aynt modiilatorlerin bir
smiftaki tiim kusurlara uygulanabilecegi beklentisiyle yedi fonksiyonel sinifa ayrilir.
Bununla birlikte, sinif VII mutasyonlarinin herhangi bir modiilator tarafindan
kurtarilabilir olmas1 beklenmemektedir. Smif VII mutasyonlar: i¢in bir terapotik
strateji, alternatif CIl- kanallarinin uyarilmasini igerebilir (baypas tedavileri).
Phe508del=rescued Phe508del.

Aslinda bir mutasyonu simiflandirmak goriildiigii gibi basit degildir (Welsh et
al.,, 2001), ¢linkii bazen heterolog ekspresyon sistemlerindeki c¢alismalar dogal
dokulardaki gozlemlerle geliskili olabilmektedir. En ¢arpici 6rneklerden biri en yaygin
mutasyon F508del'dir. Ter bezlerinin epitel hiicrelerinde WT- ve F508del-KFTR'nin

immiinohistokimyasal lokalizasyonu, bu mutant proteinin apikal membrana
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ulagmadigini, hiicre icinde lokalize kaldig1 gosterilmistir (Dalemans et al., 1992). Bu
anormal lokalizasyon, homozigot F508del hastalarindan alinan primer hava yolu epitel
hiicrelerinde dogrulanip sinif II'ye dahil edilmesine yol agmigtir (Kartner et al., 1992).
Ancak, kisa bir siire sonra, dogal dokularda apikal membranda F508del-KFTR
saptanmustir (Kalin et al., 1999). Daha sonra, aslinda F508del-KFTR'nin, hiicrelerin
sadece kiiciik bir boliimiiniin apikal bélgesinde oldugu gosterilmistir (Penque et al.,
2000). Belirli bir mutasyon, farkli diizeylerde islev bozukluguna yol agabildiginden
birden fazla sinifa dahil edilmektedir. Bu nedenle, yanlis yerellestirme F508del ile
iliskili ana islev bozuklugu olarak tanimlanabilse de ek kusurlar asagidakiler gibi
tamimlanarak F508del-KFTR siklikla sinif IIT ve VI ile iliskilendirilmistir (Farinha and
Matos 2016).

. Azaltilmis fonksiyon (Drumm et al., 1991),

. Artan membran instabilitesi (Lukacs et al., 1993),

. Subapikal membranlardan yetersiz alim (Bradbury et al., 1992),
. Azaltilmig transkript seviyeleri (Ramalho et al., 2002)

Her bir mutasyonu siniflandirmanin zorlugu varyantlarin tedavilerde
gruplandirildig: alternatif bir siniflandirma yaklasimina yol agmaktadir. Defektler,
KFTR miktarin (transkripsiyon, splicing, katlama, trafik ve stabiliteyi kapsamaktadir)
ve KFTR islevini etkileyenler (iletkenlik ve aktiviteyi kapsayan) olarak ikiye
ayrilmaktadirlar (Cutting, 2015). Her mutasyonun, temel kusurunun uyacagi tiim farkl
kategorileri yansitan bir say1r kombinasyonu ile siniflandirilacagina goére daha

karmasik sistemler de onerilmistir (Veit et al., 2016).

2.2.1.5 Hiicredeki KFTR

KFTR'nin Biyosentezi, islenmesi ve Degrasyon: Gen ekspresyonundaki son
adim fonksiyonel bir proteinin biyosentezidir. Bir zar proteini olan KFTR, salg1 yolunu
takip etmektedir. Bu, proteinlerin ER'dan Golgi'ye ve oradan salgi kesecikleri iginde
hiicre lizozomlarindaki, hiicre dis1 ortamdaki veya plazma zarindaki nihai hedeflerine

exportu i¢in genel bir yol olarak islev goriir.
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KFTR biyogenezi ER zarina es-translasyonel insersiyon ile baslar (Lu et al.,
1998). ER zarina es-translasyonel yoluyla eklenen proteinler bu yerlestirmeden
sorumlu yaklasik 20 AA kalintisindan olusan bir sinyal dizisine sahiptir. Bu dizi, sinyal
tamima partikiilii (SRP) tarafindan taninarak ER zarina ribozom eslesmesini
desteklemektedir. SRP, ribozomu, en 6nemli Sec61 kompleksi olan birkag alt birimden
olusan translocon ad1 verilen bir kanala baglayan ER zarindaki spesifik bir reseptore
baglanir. Sinyal dizisi kanala girer ve yeni olusan polipeptidin ER membranina birlikte
translasyonel olarak yerlestirilmesine izin veririlir (Lu et al., 1998). ER zarina
yerlestirildikten sonra, yeni sentezlenen wt veya mutant (6rnegin F508del) KFTR,
dordiincii hiicre dis1 dongiide (ECL4) bulunan asparagin kalintilar1 894 ve 900'de
glikosile edilmektedir. N-glikosilasyon, 14-osidik tortulu bir glikonjugat ilavesiyle
meydana gelmektedir. Bu oligosakarit, iki N-asetilglukosamin (GlcNAc), ti¢ glikoz
(Gluc) ve dokuz mannoz (Man) tortusunu igerir ve konsensiis dizileri Asn-X-Ser/Thr
icinde meydana geldikleri sekilde bu asparagin tortularina eklenirler. Bu yapt ER
icinde sentezlenir ve 6zellikli bir oligosakkaril transferaz tarafindan katalize edilen bir
reaksiyonda membran lipidik 6ncii dolikol fosfattan proteine aktarilir (Farinha, 2017).
F508del mutasyonunun KFTR islevini nasil tehlikeye attigina dair ilk kanit F508del-
KFTR'nin transfekte edilmis COS hiicrelerinde biyosentezi {izerine yapilan
caligmalardan elde edilmistir. Bu kanit bu mutantin biiyiik 06lgiide ER iginde
tutuldugunu diisiindiirmektedir (Cheng et al., 1990).

KF, mutant veya anormal proteinin fonksiyonel konformasyonunu
gerceklestirememesinden kaynaklandigr bilinen, genellikle protein katlanmasi veya
konformasyonel bozukluklar olarak adlandirilan ¢ok cesitli kalitsal hastaliklara aittir
(Taubes, 1996). KFTR'nin sadece izole edilmis NBDI1'ini kullanan in vitro
calismalarda, F508del-NBD1 katlamanin etkinliginin, wt-NBD1'inkine kiyasla ciddi
sekilde bozuldugu gosterilmistir (Strickland et al., 1997).

ER hiicre yilizeyine sekretuar yol boyunca trafik saglayan diger bir¢ok hiicresel
protein gibi, KFTR de protein kalite kontrol (PQK) faktorleri tarafindan siirekli olarak
izlenmektedir. KFTR ile ilgili kalite kontrol "kararlar" genellikle hiicrede iki kilit
noktada verilmektedir. Bu kararlar ya KFTR sentezlenirken ER'de ve/veya KFTR
katlanip ER'den alindiktan sonra ER sonrasi bolmelerde alinmaktadirlar (Estabrooks
and Brodsky, 2020). Farkli KFTR varyantlarinin bu konumlarin her birinde PQK ile
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nasil etkilesime girdigi Onemidir. PQK mekanizmasi, hiicresel proteinlerin
bozulmasina veya katlanmasina yol acan yollar ve yanlis katlanmis proteinler
biriktiginde tetiklenen stres tepkileri topluca protein homeostazi veya “proteostaz”
olarak adlandirilmistir. KFTR PQK, kanali taban tabana zit iki hiicresel kaderden
birine dogru yonlendiren faktorleri gerektirir. Bazi faktorler katlanma ve olgunlagmay1
desteklemek i¢in KFTR'ye baglanirken, diger faktorler katlanmamis KFTR'yi tanir ve
bunun yerine bu yanlis katlanmis, potansiyel olarak toksik kanallar1 bozunmaya
yonlendirir. Baz1 faktorler, ER'deki proteinlerin biyogenezi sirasinda hem pro-
matiiratif hem de pro-degradatif aktivitelere sahip olsa da, tipik olarak bu iki
aktiviteden birinin daha biiyilik bir net etkisi bulunmaktadir (Brodsky et al., 2007).
Genis anlamda, etkilesim ortaklar1 {i¢ gruptan birine ayrilmaktadirlar. Bunlar
saperonlar, yardimci saperonlar ve E3 ubiquitin ligazlaridir. Molekiiler saperonlar (1s1
soku proteinleri veya Hsps olarak da bilinir), hiicresel PQK mekanizmasinin KFTR ile
etkilesime giren ilk bilesenleri arasindadir ve siklikla ko-translasyonel olarak hareket
ederler. Saperonlar, KFTR etki alan1 derlemesini tesvik etmede ve glikosilasyonunun
insan yapisini nasil etkiledigini kontrol etmede temel oyunculardir. Bunlar Hsp90'1 ve
strastyla Hsc70 ve Hsp70 olarak adlandirilan Hsp70'in hem yapisal olarak ifade edilen
hem de stresle indiiklenebilir izoformlarini igerirler (Loo et al., 1998; Meacham et al.,
1999; Scott-Ward et al., 2009; Matsumura et al., 2011; Bagdany et al., 2017). Hsc70,
Hsp70 ve Hsp90, KFTR'ye baglanip ATP hidroliz dongiileri boyunca katlamay1
desteklerler. Spesifik olarak, hiicre kiiltiirii model sistemlerinde bunlarin ablasyonu,
yeni olusan kanallarin terminal olarak yanlis katlanmasina ve bozulmasina neden olur.
Bu saperonlarin her biri nominal olarak KFTR katlanmasini desteklese de, Hsp70 ve
Hsp90, ¢ogu kanal katlanmasini ve olgunlagsmasini antagonize olan ¢ok sayida bagka
PQK bilesenini ise alir. Ornegin, Hsp70/Hsp90 diizenleyici protein (HOP), KFTR'ye
bagli Hsp90'1 Hsc70 veya Hsp70 ile etkilesime sokarak ve karsiliginda kanali bozunma
icin yonlendiren bir E3 ubikuitin ligaz1 olan CHIP ile etkilesime sokarak KFTR
tizerinde genel bir pro-degradatif etkiye sahip olur (Sekil 4.7). Bu olaylar, KFTR'yi
pro-katlanma yolundan pro-degradatif bir yola sokmaktadir. Beklendigi gibi, HOP'nin
inhibisyonu KFTR olgunlasmasini desteklemektedir (Marozkina et al., 2010; Zaman
et al., 2016). Bunun tersine, Hsc70 ve Hsp70 igin bir niikleotid degisim faktorii olan
HspBP1, Hsc70 veya Hsp70'e bagli CHIP'yi dogrudan inhibe edip yeni olusan
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KFTR'nin pro-katlanma yolunda kalmasina yardimci olmaktadir (Kabani et al., 2002;
Alberti et al., 2004).

Diger Hsc70 yardimci saperonlari, baslica Hsp40 yardimci saperonlart (J-
proteinleri olarak da bilinirler), KFTR’nin erken olgunlagmasi sirasinda etkileri
bakimindan biiylik farkliliklar gosterirler. ER-timlesik Hsp40 Hdj2 (DNAJA1),
KFTR'yi bagladig1 ve tretken katlamayi destekledigi taninan Hsp40 ailesinin ilk
tyesidir (Meacham et al., 1999). Hsc70'in baslangigta bagimsiz olarak NBD1
katlanmasini in vitro olarak kolaylastirdigi gézlemlenirken (Strickland et al., 1997) bu
saperonun hem Hdj2'yi hem de ikinci bir Hsp40, Hdjl'i (DNAJB1) ER tarafindan
tutulan wt etkin bir sekilde kurtarmak i¢in kullanirken F508del KFTR'yi bozunmadan
kullanmadigi bulunmustur (Farinha et al., 2002). Ancak verimli KFTR katlanmasi i¢in
Hdj2 veya Hdjl gibi Hsp4Q'lar gerekli olsa da bu yardimci saperonlar ayrica
pargalayici PQK mekanizmasmin unsurlar1 olarak da islev gorebilirler. Ornegin,
KFTR'yi katlanmadaki roliine ragmen, Hdj2, KFTR alt alanlarinin incelenmesi tizerine
kanitlandig1 gibi, Hsc70/CHIP komplekslerinin ubikuitin ligaz aktivitesini de keskin
bir sekilde artirabilir (Younger et al., 2004). Baska bir Hsp40, sistein dizisi proteini
(Csp, DNAJCS), CHIP'yi bagimsiz olarak alma yeteneginden dolayr KFTR'nin
bozulmasini kolaylastirmaktadir (Zhang et al., 2002; Zhang et al., 2006; Schmidt et
al., 2009). Benzer sekilde, DNAJB12 hem olgunlasmamis wt formlarinin hem de
F508del KFTR'nin bozunmasini uyarir. Ancak bunu bagka bir E3 ubiquitin ligazi,
RMA1'i Hsc70'e dahil ederek yapmaktadir (Yamamoto et al., 2010; Grove et al.,
2011). Hsp40'larin bozunma sirasindaki rolii, model sistemlerde yapilan ¢alismalarda
da kanitlanmustir. Ornegin, maya ER lokalize Hsp40 homologlar: Ydj1 ve Hj1 ektopik
olarak eksprese edilen KFTR'nin bozunmasina katkida bulunmak igin fazladan islev
gortirler (Youker et al., 2004). Hsp70'in yikici etkilerinin ve onun daha genis ko-
saperoni aginin ( Yang et al., 1993) aksine, Hsp90, maya modelindeki delesyonu veya
insan hiicre kiiltiirtinde kiigiik molekiiller kullanilarak inhibisyonu yoluyla islevinin
bozulmasi, KFTR sitozolik alanlarinin dogru bir sekilde birlestirilmesini engelledigi
ve yeni olusan kanallarin bozulmasma neden oldugu i¢in 6nemli bir pro-folding
saperondur (Loo et al., 1998; Youker et al., 2004). Buna karsilik, kiigiik 1s1 soku
proteinleri (sHsps), wt ve F508del KFTR biyogenezi sirasinda daha karmasik bir rol
oynarlar. Bu saperonlar baslangigta KFTR'nin PQK'sine dahil edilmis ¢iinkii maya
sHsps, Hsp26 ve Hsp42'nin delesyonu, ubikuitinin ER tarafindan tutulan kanala

18



baglanmasin1 degistirmeden KFTR bozunmasini biiyiikk olgiide yavaslattirmistir
(Ahner et al., 2007). Beklendigi gibi insan hiicre kiiltiiriinde insan sHsp aA-kristalinin
(HSPB4) asir1 ekspresyonu, F508del KFTR'nin bozunmasini hizlandirmistir. Daha
sonraki ¢aligmalarda, ikinci bir insan sHsp'si olan Hsp27'nin (HSPB1) F508del KFTR
bozunmasini uyardigini ancak bunu tam olarak katlanmamis NBD1'e baglanarak ve
kii¢iik ubikuitin benzeri degistiricinin (SUMO) baglanmasini katalize eden bir enzim
olan Ubc9'u alarak yapildig1 gosterilmistir (Ahner et al., 2013; Gong et al., 2016).
KFTR biyogenez olaylar sekil 4.7°de 6zetlenmistir:

CFIR Hiicre Yizeyi

Golgi % >
X
o)
IV - S ‘ 2)
Sitozol ¢ ° co . @ @
D
ﬁ e ‘@II’@
g B12

E3 Ubikuitin Ligazlari §ageronla Ko-Saperonlar

ER Limen

[ pro-Maturasyon Faktorleri
. Pro-Degradasyon Faktorleri

Sekil 2.5 KFTR PQK etkilesim Yolagi

Sekil 2.5’de Genis anlamda, etkilesim ortaklari {i¢ gruptan birine ayrilmaktadir:
Saperonlar, Yardimei saperonlar ve E3 ubikuitin ligazlari. Ag i¢indeki her bir bilesen
ya KFTR'nin hiicre ylizeyine olgunlagsmasini arttirir ya da bozunma i¢in kanallari
secerek olgunlagsmay1 engeller. Ancak secili faktérler hem pro-olgunlastirict hem de
pro-degradatif 6zellikleri paylasirlar. Saperonlar ve yardimci saperonlar etkilerinde
biiyiik farkliliklar gosterirken, E3 ubikuitin ligazlari, KFTR'nin 26S proteazom veya
lizozom yoluyla pargalanmasini zorunlu olarak kolaylastirirlar. wt veya F508del
KFTR iizerinde bir etkisi rapor edilen faktorler tasvir edilmistir. Protein etkilesimleri
ve/veya enzimatik aktiviteler i¢in gerekli alanlar ek olarak gosterilmistir (Hwang and

Kirk, 2013).
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2.2.1.6 KFTR’nin Fonksiyonlar1

Kloriir Kanah Olarak KFTR: KFTR, birka¢ organin disa bakan yiizeylerini
kaplayan hiicrelerin apikal zarlarinda bulunan ATP kapili bir kloriir kanalidir (Meng
et al.,2019; Riordan, 2008). KFTR'nin yiiksek diizeyde yiikli diizenleyici bdlgesinin
(R-bolgesi) protein kinaz A veya C tarafindan fosforilasyonu, ATP'nin mevcut olmasi
kosuluyla, daha sonra acgilabilen ve klorlir iyonu akisina izin veren kanali aktive
etmektedir (Chappe et al., 2003). Cl- iyonlari, konsantrasyon gradyanlar1 boyunca
proteinden (pasif olarak) ge¢mektedir. Tipik olarak bu, KFTR kanal agikliginin
hiicreden kloriir iyonlarinin kaybi ve hiicre dist ortamda birikmesi ile iligkili oldugu
anlamina gelmektedir. Kloriirlin hareketinin neden oldugu yiik dengesizligi, ayni
yondeki sodyum iyonlarinin es zamanli akistyla diizeltilir ve ortaya ¢ikan ozmotik
dengesizlik hiicre dis1 bosluga su akisi tarafindan diizeltilir. Asirt KFTR aktivitesi ve
dolayisiyla su akisi intestinal yolda diyareye neden olabilir. Normalin altinda KFTR
aktivitesi, bagirsakta kabizliga ve ayrica saglikli akcigerlerin korunmasi i¢in hayati
onem tasityan mukosiliyer temizleme mekanizmasinin durmasma yol agabilir
(Donaldson et al., 2006). Bu son sonu¢ KFTR geninin iki mutasyona ugramis ve
kusurlu kopyasinin kalitimi nedeniyle KFTR aktivitesini 6nemli Gl¢iide azaltan KF
hastalar1 i¢in en ciddi semptomdur (Riordan et al., 1989). KFTR'de kanal agilmasi,
ATP-baglama alanlarinin dimerize oldugu disa doniik durumla iligkilidir (Vergani et
al., 2005; Cai et al., 2011; Yeh et al., 2017). KFTR kanal islevi de fosforilasyon
tarafindan aktive edilerek kontrol edilir ve burada yeni yapisal veriler fosforilasyonun
KFTR aktivitesini nasil etkileyebilecegine dair farklt modeller saglamaktadirlar
(Zhang et al., 2017; Fay et al., 2018). Avrupa kokenli hastalarda agirlikli olarak
gbzlenen mutasyon, proteinin AA dizisinde 508 konumunda bir fenilalanin kalintisinin
kaybiyla sonuglanan {i¢ bazin silinmesi olmasina ragmen, KFTR genindeki

mutasyonlar ¢esitlidir (Riordan et al., 1989; Veit et al., 2016).

Diger Fonksiyonlar: KFTR tarafindan diger kanallarin ve epitelyal iyon
tasinmasinin  diizenlenmesi, hiicre zarinda bir "baglama platformu" roliine
dayanmaktadir. KFTR'ye sabitlenmis 6zel "mikro domainler", sinyal molekiilleri,
kinazlar, tagima proteinleri, PDZ alani igeren proteinler, miyozin motorlari, Rab
GTPazlar ve SNARE'leri iceren molekiiler anahtarlar tarafindan dinamik olarak

diizenlenen bir dizi proteini birlikte gruplayabilirler (Guggino and Stanton, 2006).
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KFTR'nin ayrica hiicre i¢i pH'", yani endozomlarda diizenlemesi Onerilmistir.
Endozomlarda KFTR bulundugunda, plazma zarina tasinmasi sirasinda, organel
zarinda bir Cl- kanali olarak islev gérmektedir. Bu nedenle organelin i¢ pH'1, KFTR
ile H'ye bagli ATPaz (proton pompasi) faaliyetleri arasindaki dengeden
kaynaklanacaktir (Barasch et al., 1991; Lukacs et al., 1992). Ek olarak endozom
asitlenmesinin KF hiicrelerinde kusurlu oldugu gésterilmistir (Barasch et al., 1991).
Bu pH degisikligi, endozomun uygun asitlestirilmesi saglanmadiginda aktif olmayan
spesifik  glikosilasyonlardan sorumlu enzimlerin, yani sialiltransferazlarin
aktivitesinde bir degisiklige yol ag¢maktadir. KF hastalarinda, membran
glikoproteinleri (KFTR disinda), sialilasyon seviyelerinde bir azalma ve siilfat
gruplarinin mevcudiyetinde artis gostermektedir. Bu da muhtemelen Pseudomonas
gibi patojenik ajanlarin yapismast ile ilgili sonuglara sahiptir (Barasch et al., 1991).
Son olarak, KFTR'nin hiicresel farklilagsma, epitel rejenerasyonu ve organizasyonu gibi

siireclerde de rol oynadigi gosterilmistir.

2.2.1.7 Temel Defektin Diizeltilmesine Yonelik Tedaviler

KF nedeni bilinmeyen Oliimciil bir hastaliktan molekiiler hassasiyetle
anladigimiz bir duruma evrimlesmistir (Collins, 2019; Bergeron and Cantin, 2021).
KFTR islevini geri kazanmay1 amacglayan umut verici yeni tedaviler, KF'li ¢ogu

bireyin yagamini hizla degistirmektedir (Bardin et al., 2021).

Farkli mutasyonlardan kaynaklanan anormal KFTR proteininin islevini
diizeltmek i¢in umut verici stratejiler Sekil 4.8'te 6zetlenmistir. KFTR modiile edici
ajan smiflart arasinda giiclendiriciler, diizelticiler, amplifikatorler, okuma ajanlari,

NMD baskilayicilar ve stabilizatérler bulunmaktadir.
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Sekil 2.6 Cesitli KFTR mutasyon siniflart olan KF bireylerde
KFTR fonksiyonunu geri yiiklemek i¢in farmakolojik stratejiler

Sekil 2.6’da,

Yesil renkle gosterilenler, KFTR'nin (gii¢lendiriciler) agik

olasiligin1 artiran, yanhis katlanmis proteinin ERAD'dan kacisin1 kolaylastiran

ajanlardir (siuf I diizelticiler NBD1, sinif II iizerinde NDBII ve sinif III diizelticiler,

stmif I diizelticinin varliginda ek diizeltici etkisine sahiptir). KFTR mRNA

(amplifikatorler) miktarinin artirrmi PTC mutasyonlart ile mRNA'nin uygun

translasyonunu arttirimi (okuma ajanlari), NMD'yi (NMD baskilayic1) azaltimi ve

plazma =zarmna yerlestirilmis KFTR proteininin (stabilizorler) bozulmasininin

onlenmesidir. FDA onayli KFTR modiilatorleri ve KF bireylerde kullanim igin

endikasyonlar Tablo 2.2’te 6zetlenmistir (Bergeron and Cantin, 2021).

Tablo 2.2 FDA onayli KFTR modilatorleri ve KF bireylerde kullanim
endikasyonlar:

lvacaftor
(Kalydeko)

Ivacaftor and
lumacaftor
(Orkambi)

Ivacaftor and
tezacaftor
(Symdeko)

Giiglendirici 2 yas <
Giiglendirici ve

diizeltici 12 yas <

Giiglendirici ve ikinci i1 s

nesil diizeltici

11, 1V

11/11, veya II/RF*

G551D, G1244E,

G1349D,
G178R, G551S,
S1251N,
S1255P,
S549N, S549R,
R117H, diger
nadir mutasyolar

F508del
homozigot

F508del
homozigot veya
F508del/RF*
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KF teshisi ve en

Ivacaftor, tezacaftor .. o az bir F508del
and Gucglergl et ve 1k1nc% . veya baska bir
elexacaftor nesil dqzelilm ve yeni 12 yag < II/1L, T1/diger KFTR'ye yanit
. nesil diizeltici
(Trikafta) veren
mutasyon**

*RF; Residiiel fonksiyon KFTR mutasyonu sunlari icerimektedir E56K, P67L, R74W, D110E, D110H, R117C,
E193K, L206W, R347H, R352Q, A455E, D579G, 711 + 3A—G, E831X, S945L, S977F, F1052V, K1060T,
A1067T, R1074L,12H, D 2789 + 5G—A, 3272-26A—G, 3849 + 10kbC—T. **Mutant KFTR'yi eksprese eden
Fisher sigan tiroid hiicrelerinde KFTR kloriir tagima analizine dayali olarak yanit veren KFTR geninde bir
mutasyon.

Diger KFTR gii¢lendiriciler ve diizelticiler, son ¢alismalarda 6zetlendigi ve
Tablo 2.3'da listelendigi gibi, su anda pre-klinik veya klinik faz gelistirme
asamalarindadirlar (Bergeron and Cantin, 2021).

Tablo 2.3 Mevcut klinik kullanimda olanlar disindaki KFTR modiilatorleri

VX-561 deutivacaftor Vertex Ilag giiglendirici NCT03911713
. . i NCT02707562

ABBV-974 AbbVie giiclendirici NCT02690519
ABBV-2451 AbbVie giiclendirici NCT03540524
ABBC-3067 AbbVie giiclendirici NCT03969888
QBW251 icenticaftor Novartis giiclendirici NCT02190604
; b o NCT03912233

VX-121 Vertex Ilag diizeltici NCT03768089
VX-440 olacaftor Vertex Ilag diizeltici NCT02951182
VX-659 bamocaftor Vertex Tlag diizeltici NCT03447249
ABBV-2222 galicaftor AbbVie diizeltici NCT03969888
; NCT04135495

ELX-02 Eloxx Ilag Read-through NCT04126473

KF'li kisiler i¢in yeni tedavilerin klinik gelistirme programlari, tedavilere
verilen bireysel tepkilerde belirgin farkliliklar ortaya c¢ikarmis ve bu nedenle bazi
kisiler i¢in en iyi tedaviyi se¢meyi zorlagtirmistir. KFTR genotipi, terapotik yanitlart
tanimlamada 6nemli bir faktor olmasina ragmen, KFTR alellerinden bagimsiz genetik
ve cevresel faktorler, modiilatér tedavisine verilen yanitlar1 belirgin sekilde
etkilemektedir. Ozellikle nadir KFTR mutasyonlarinm varliginda her bir KF bireyi i¢in
modiilatorlere verilen tedavi yanitlarin1 daha iyi tahmin etmek i¢in tanisal testlere
(teranostik) acik bir ihtiyag vardir. Bireysel tepkileri izlemek i¢in, sinif III mutasyonlar
(Durmowicz et al., 2018), ter kloriir konsantrasyonu (Zemanick et al., 2018), uyarilmis
pluripotent hiicreler (Eckford et al., 2019) ve bagirsak organoidleri (Dekkers et al.,
2013; Dekkers et al., 2016; Ramalho et al., 2021) i¢in Fisher si¢an tiroid hiicrelerinde

modiilatorlere verilen nadir mutasyon tepkisinin ex vivo testi dahil olmak iizere gesitli
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Ongorl sonug Olgiitleri onerilmistir. KF i¢in onerilen birka¢ dngoriicli sonug 6l¢iitii,
Avrupa Kistik Fibrozis Dernegi stratejik planlama gorev giicii tarafindan "KF i¢in yeni
ilaglara erisimin hizlandirilmas1" konusunda gozden gegirilmistir (Amaral et al.,). Bu
caligmalar arasinda, bagirsak organoidleri, yeni tedavileri bireysel ihtiyaglara
uyarlamak i¢in 6zel bir umut vaat etmektedir. KFTR modiilator tedavisine KFTR
fonksiyonel yaniti, uzun vadeli klinik yanitlarla yakindan iligkili oldugu gosterilen
bagirsak organoid FIS'nin ex vivo olgiimleriyle yansitilmaktadir. Bu da bunu nadir
KFTR mutasyonlar1 tasiyan hastalarda modiilatorlere bireysel yanitlar1 tahmin etmek
igin ¢ekici bir test haline gelmektedir (Berkers et al., 2019; Groot et al., 2020; Silva et
al., 2020).

KFTR mutasyon sinifindan bagimsiz yeni bir terapotik strateji mRNA'y1
amplifiye etmek ve proteinin translasyonunun artmasina izin vermektir. KFTR
proteini daha sonra, KFTR protein yogunlugunu artirmak ve hiicrenin apikal
yiizeyinde islev gérmek igin diizelticiler ve gii¢lendiricilerle birlikte kurtarilabilirler
(Molinski et al., 2017). Amplifikatorler mRNA translasyonunu arttirir ve yeni olusan
polipeptitlerin translokon olarak bilinen bir protein kompleksi yoluyla membrana

entegrasyon i¢in ER’a gecisini kolaylagtirarak mRNA bozulmasini azaltirlar.

mRNA'nin insanlara verilmesini amaclayan teknolojiler, terapodtik ve asi
alanlarinda hizla ilgi kazanmstir. Iyonize edilebilir lipid, kolesterol, fosfolipid ve
etilen glikolden olusan nanopartikiiller, konak¢inin bagisiklik savunmasindan
kagmirken membran destabilizasyonu ve endozomal kagis kullanarak mRNA'y1
iletmek tizere tasarlanmistir. mRNA'nin basarili bir sekilde verilmesi ve fonksiyonel
KFTR proteininin ~ iiretimi, KFTR mRNA'y1 tasiyan nanopartikiillerin
aerosolizasyonunun, KF hava yolu hiicrelerinden bunun %55'ine kadar iyodiir akisini
geri yiiklemek igin yeterli KFTR proteininin ekspresyonunu indiikledigi bir murin KF
modelinde gosterilmistir. Bu durum saglikli farelerde transfeksiyondan 3 giin sonra

gozlenmistir (Robinson et al., 2018).

Fonksiyonel mRNA ve proteini solunum yoluna iletmek igin alternatif bir
yaklasim gen tedavisidir. Otuz y1l 6nce KFTR geninin kesfedilmesinden bu yana umut
verici bir tedavi olarak kabul edilmesine ragmen, vektorlerin yeterli tasima

kapasitesine sahip olmasi, insan hava yolu i¢in tropizmli bir kapsid ifade etmesi ve
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diisiik immiinojenisiteye sahip olmasi gerektiginden, KF gen terapisi gelistirmenin

oldukga zor oldugu kanitlanmistir (Bergeron and Cantin, 2021).

2.3. Genetik Varyasyonlar

DNA dizi varyasyonu, hem germ hem de somatik hiicrelerin sabit bir 6zelligidir
ve tek DNA niikleotid degisikliklerinden tiim kromozomlarin delesyonu veya
duplikasyonuna kadar degisen bir Olgekte meydana gelebilir. Genomik varyantlar
bliyiik 6lciide biiyiikliikleri ve olusum mekanizmalari ile tanimlanir. Tek niikleotid
varyantlar1 (SNV), DNA'da, transisyon (yani, piirin ile piirinin veya bir pirimidin ile
pirimidin degisimi) veya transversiyonlar (bir pilirinden pirimidine gegis veya tam
tersi) olarak da siniflandirilan, bir baz ¢iftinde meydana gelen Siibstitiisyon olarak
bilinirler (Nesta et al., 2020). iki kisi arasindaki farkin ~%80'ini olusturan insan
genomundaki en ¢ok sayida varyanttirlar ve her nesil i¢in baz ¢ifti basma ~1x10% —
1x10° mutasyon oraninda meydana gelmektedirler (Shendure and Akey, 2015: Sasani
etal., 2019). SNV mutasyonel hotspot , CpG agisindan zengin lokuslardaki (Coulondre
et al., 1978; Shendure and Akey, 2015;) germline varyantlarin1 ve aktivasyonla
indiiklenen sitidin deaminaz (AID) veya apolipoprotein B mRNA diizenleme enzimi,
katalitik polipeptit (APOBEC) aracili deaminasyonun neden oldugu somatik
mutasyonlart igermektedir (Muramatsu et al., 2000; Burns et al., 2013). Bir insersiyon
veya delesyon (indel), <50 baz ¢iftini kapsayan bir veya daha fazla niikleotidin

kazanimi veya kaybi olarak tanimlanmaktadir.
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Sekil 2.7 Genetik Varyasyon Tiirleri

Genetik Varyasyon Tiirlerinden SNV'ler ve indeller, tek bir olayda bir ile 50bg
etkileyen degisikliklerdir. (A) Bir C:T SNV 6rnegi ve bir iki b¢ delesyon ve bir ii¢ bg
insersiyon indel. (B) SV'leri olusturan >50 bg¢ {izerindeki olaylarin Grnekleri; bu
olaylar, bu temel varyant tiirlerinin delesyonlar, duplikasyonlar, inversiyonlar,
insersiyonlar, translokasyonlar1 igerir. Sekil 2.7°de temsil edilen kromozomlardan
tistteki kromozom referanstir. Alt bulunan kromozom ise varyasyonu vurgulamaktadir
(Nesta et al., 2020).

Indellerin yaklasik %45'i genomun ~%4'iinde yogunlasmistir ve ¢ogu
polimeraz kaymasi ile agiklanmaktadir (Sekil 2.8). Homopolimerik ¢alismalar ve
tandem tekrar bolgeleri gibi polimeraz kaymasina egilimli diziler, indellerin %70'ini
icermektedirler (Montgomery et al., 2013). Kodlama bolgesi indeksleri, SNV'lerden
daha gii¢lii negatif se¢cim altindadir. dbSNP veri tabanina dayali olarak, kodlama
bolgelerindeki SNV'lerin sayisi kisa indellerden yedi kat fazlayken, SNV'lerin ve
indellerin yogunlugu intronik boélgelerde hemen hemen aynidir (Jin et al., 2018).
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Metinlenmis stozinlerin

spontan deaminasyonu

CGCCGCGCGCGCGCGC CCGTGCGTGCGCCGTGC

>

GCGCGCECGCGCGECG GCACGCACGCGCACG
APOBEC sitidin

TCTTCATCGTCATCA deaminasyon » TKTTKATCGTKAGCA
LY .2

AGAAGTAGCAGTAGA AMAAMTAGCAMTCGA

> Poli k

CAGCAGCAGCAG olimeras Kaymas! =~ CcAGCAGCAGCAGCAG
B

GTCGTCGTCGTC GTCGTCGTCGTCGTC

Sekil 2.8 Varyant olusum mekanizmalari

Varyant olusumunun mekanizmalari, ortaya ¢ikan varyantin yani sira dizi
baglamindan da ¢ikarilabilmektedir. Ornegin, metillenmis sitozinlerin kendiliginden
deaminasyonu, GC acgisindan zengin lokuslarda C:T gecisleriyle sonuglanir. APOBEC
sitidin deaminazlar, tCw motifleri {izerinde hareket ederek onlar1 tTw veya tGw'ye
degistirir (IUPAC kodu K). Bu model kataegiste gdzlenir. Son olarak, tekrarlayan
DNA bélgeleri, polimeraz sablondan ayrildiginda ve yeniden birlesme iizerine yanlis
bolge ile eslestiginde, ekspansiyon veya kontraksiyon ile sonuglandiginda indellere

maruz kalirlar.

Yapisal varyantlar (SV), delesyonlar ve duplikasyonlar (CNV), inversiyonlar,
insersiyonlar ve translokasyonlar olmak iizere genomun biiyiik 6l¢ekli degisiklikleridir
(>50bg). Tahmini SV mutasyon orani, nesil basina ~0,29’dur (Collins et al., 2020).
SV'ler, SNV'lerden ve indellerden daha az siklikta ortaya ¢iksa da herhangi iki insan
genomunu karsilagtirirken daha fazla sayida niikleotitteki varyasyonu dikkate

almaktadirlar (Conrad et al., 2010).

Insan genetigi ve genomikte varyasyonlar gesitli semboller ile isimlendirilirler.
Insan Varyasyonu Genom Toplulugu (www.hgvs.org), dizi varyasyonlarmin ve gen
adlarinin tanimlanmasi igin tutarli isimlendirme standartlarni korumaktadir. Insan
genleri, Insan Geni Adlandirma Komitesi (HGNC) tarafindan belirlenen semboller
kullanilarak adlandirilir ve genellikle biiyiik harfle ve italik olarak yazilirlar. Ornegin,
SMN1 geni survival of motor neuron 1 kisaltmasidir. Ayn1 genin protein iirlinii i¢in ise
italik olmayan sembol kullanir. Ornegin: SMNI1 protein. Referans dizisindeki
belirlenmis varyantlara veya degisikliklere ve bunlarin farkli molekiiller tizerindeki

etkilerine atifta bulunmak icin ¢esitli semboller ve kisaltmalar kullanilmaktadir. Belirli
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molekiillere yapilan referanslar genellikle Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
tarafindan saglanan RefSeq veri tabanini kullanir. Tablo 2.4'de yaygin kisaltmalar ve

isimlendirme kurallar1 gosterilmistir.

Tablo 2.4 Genetik varyantlarin isimlendirilmesi i¢in kullanilan kisaltmalar

Bir genomik referans dizisini ifade eder.
Bunu, belirli bir niikleotit veya varyantin

o kromozomu ve konumu dahil olmak iizere NC_000009.12:
& genomik koordinatlar izler. Birden fazla g.114195977G.C
derleme varsa, referans derlemenin siirimii
dahil edilmelidir.

Kodlayic1 bir DNA referans dizisini ifade
eder. Genellikle belirli bir transkript

izoformuna atifta bulunularak verilir. Bunu, NM_032888 (COL27AL):

o 9
C.

kodlama dizisi ve niikleotid veya varyant ¢.2089G.C
icindeki konum izler.
Bir protein referans dizisini ifade eder.
Genellikle belirli bir protein izoformuna NP_116277

“p.” atifta bulunularak verilir. 3 harfli kod
kullanilarak protein dizisi i¢indeki pozisyon
Ve amino asit degisimi takip eder.

(COL27A1):p.Gly697Arg

Insan genetiginde yaygm olarak kullanilan bir kaynak, Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM) veri tabanidir (www.omim.org). OMIM, varsayilan bir
genetik temele sahip insan genleri ve fenotiplerinin siirekli giincellenen kapsamli bir
Ozetidir. Fenotip ve genotip arasindaki iligkilere ve literatiir taramasi ve kiiratorliigiine
dayali olarak Mendel bozukluklar1 olarak adlandirilan gen-hastalik iligkilerini kuran
belgelere odaklanir. Bu kitap boyunca birgok farkli genetik bozukluga isimleriyle ve
ayrica kisaltmalariyla atifta bulunularak belirlenmis alt1 haneli kimlik numaralarini
veya MIM numaralar1 verilmektedir Okuyucu daha sonra klinik 6zellikleri ve ilgili
bilgiler hakkinda daha fazla bilgi edinmek i¢in bu benzersiz tanimlayicilari kullanarak
OMIM'de bu tiir ilgi hastaliklara bakabilmektedir. Tiimiinde atifta bulunulan genetik
bozukluklarin MIM sayilarindan 6nceki # sembolii, bu bozuklukta etkilenen molekiiler
temelin veya genin bilimsel literatiirde tanimlandigim1 ve belgelendigini

gostermektedir.

Bireysel varyantlarin hastaliga neden olan (patojenik) veya hastalik
ekspresyonu ile sonuglanmayan (iyi huylu) varyantlar i¢in belirleme kriterleri igin bir
cergeve, Ongoriilen fonksiyonel etki, popiilasyon sikligi, evrimsel koruma, ilgili
bireyler arasinda alel ayrim1 veya laboratuvar ¢aligmalar1 gibi faktorlere dayali olarak

ACMG tarafindan olusturulmustur (Richards et al.,, 2007). Bu faktérlerin tiimii

28



bilinmeyebileceginden veya iddialartyla celisebileceginden, varyantlar "olasi
patojenik”, "muhtemelen iyi huylu" veya basit¢e "Onemi bilinmeyen bir degisken"
olarak da siniflandirilabilirler. Bu tanimlamalar laboratuvarlar arasinda farklilik
gosterebilir ve genellikle bir iddiay1 digerine karsi desteklemek igin yeni kanitlara
dayali olarak degisebilirler. Ac¢ik erisimli ClinVar veri tabani, hasta 6rneklerinde
bulunan varyantlardan, klinik 6nemine iligkin iddialardan, test istegi yapan hakkinda
bilgilerden ve bu atamada kullanilan destekleyici verilerden bu yorumlar: toplayarak

korumaktadir.

2.4. Genetik Tanm Testleri

Genomik testler, bir¢ok genetik hastaligin tani ve tedavisinde rutin olarak
kullanilmaktadir. Tek bir testte, yalmizca hastanin durumunun etiyolojisini
aciklamakla kalmayip ayni zamanda tedavi kontroliinii bilgilendirebilecek DNA
degisiklikleri i¢in yiiz binlerce gen de incelenmektedir. Klinik genomik testler, on
yildan daha kisa bir siiredir klinik uygulamada kullanilmaktadir ve bu kisa siire
nedeniyle genomik testlerin uygun klinik kullanimi ve yorumlanmasi hala

gelismektedir (Thodeson and Park, 2019).

2.4.1. Yeni Nesil Dizileme

DNASeq, bir DNA molekiiliindeki niikleotidlerin dizi ve sirasini belirleme
islemidir. 1953 yilinda Watson ve Crick tarafindan X-151n1 kristalografi goriintiileri ve
Raymond Gosling ve Rosalind Franklin tarafindan elde edilen veriler kullanilarak
DNA'nin ¢ift sarmal yapisinin belirlenmesinden sonra (Attar, 2013), birgok bilim
insant DNA'min sekanslanmasina izin verecek molekiiler biyoloji tekniklerinin
gelistirilmesi ile ilgili caligmalar yapmustir. Aslinda protein ve RNASeq teknikleri
DNASeq tekniklerinden dnce gelistirilmistir (Gonzaga-Jauregui and Mendoz, 2021).
Ancak, DNA'nin baz tamamlayiciliginin dogal 6zelliginin anlasilmasi DNASeq
teknolojilerinin gelistirilmesine aract olmustur. 1977'de Frederick Sanger, zincir
sonlandirici niikleotidleri kullanarak DNASeq yontemini yayinlamiglardir (Sanger et
al., 1977). Bu yontem bazi modern ve en ¢ok kullanilan siralama teknolojilerinin

temeli haline gelmistir.

Sekanslama teknolojileri, DNA zincirindeki niikleotid dizisini belirlemek i¢in,
enzimatik kimya ve kullanilan mekanizmadan yararlanilarak kategorize edilmektedir.

Genel olarak bunlar, bugiine kadarki dizileme teknolojilerinin ¢ogunu kapsayan
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sentezleme ile dizileme (SBS) (Mitra et al., 2003) ve ligasyon ile dizileme (SBL)
(Antoine et al., 2011) olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Adindan da anlasilacagi gibi SBS
teknolojileri, "reading” adi da verilen, niikleotidleri dahil ederek DNA dizisini
belirlemek i¢in bazlar1 birer birer dahil etmektedir. Bu sayede yeni bir tamamlayict
zinciri sentezlemek i¢in bir sablon DNA tek zincirini kullanmaktadir. SBS
teknolojileri, isleme enzimi olarak bir DNA polimerazi kullandigi i¢in bunlarin
cogunun termostabil olacak sekilde tasarlanmasina ve yiiksek islenebilirlik, 6zgiillitkk
ve aslina uygunluk oranlarina sahip olmalarina ragmen, kullanilan sentetazlarin dogal
hata oranina baglhdir. Tersine SBL, sablon DNA zincirindeki diziye tamamlayic1 olan
onceden belirlenmis dizilere sahip kisa oligoniikleotidleri birlestiren bir DNA ligaz
enziminin kullanimmi igermektedir. Her durumda, dizileme reaksiyonunu ve yeni
niikleotitlerin dahil edilmesini baslatmak i¢in sablon zincirin bir ucunu tamamlayici

bir kisa oligoniikleotit primeri kullanilir.

Sekanslama teknolojileri genel olarak 3 gruba ayrilir:

1) Sanger Dizileme: Sanger dizileme en yaygin kullanilan birinci nesil
dizileme teknolojisidir. Insan genomunun sekanslanmasi aslinda biitiiniiyle Sanger
Dizilimi kullanilarak tamamlanmistir (IHGSC, 2001). Sanger dizilimi, DNA zincirinin
uzamast i¢in bir sonraki niikleotidin 5° ucu ile kovalent fosfodiester bagi olusturmada
onemli olan 3-OH dogal ANTP grubundan yoksun modifiye ddNTP'ler kullanan bir
SBS teknolojisidir.

2) ikinci Nesil Dizileme Teknolojisi: YND olarak da bilinen ikinci nesil
sekanslama teknolojilerinin ilki Paralel multiple kisa okuma sekanslamadir. Bu
strateji, orijinal bir DNA 06rneginden tiiretilen ve in vitro olarak PCR kullanilarak
cogaltilan binlerce kisa DNA fragmanin (multipleks-¢coklu) sablonundan olusan bir
kitapligin hazirlanmasina ve ardindan dahil edilen bg’lerinin Kimliklerini saptamak
icin tim fragmanlarin ayn1 anda (paralel) dizilenmesine dayanmaktadir. Sanger
dizileme ile karsilastirildiginda, bu yaklagim dizileme siirecini 6nemli Olgiide
hizlandirirken, maliyeti de 6nemli 6lglide azaltmistir (Yohe and Thyagarajan, 2017).
2005 ve 2012 yillar1 arasinda, gesitli ticari sirketler tarafindan entegre sekanslama
platformlar olarak ¢esitli YND teknolojileri gelistirilmistir. Bir istisna disinda YND

teknolojilerinin ¢ogu, reaksiyonun sentez fazi sirasinda niikleotid eklenmesi igin
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okuma olarak kullanilan molekiilii saptamak i¢in kullanilan kimya ile birbirlerinden

farklilik gosteren SBS teknolojileriydi.

Tersinir _terminator (Reversible terminators): En yaygin olarak kullanilan

[Mlumina (Solexa) teknolojisi, degistirilmis floresan etiketli tersinir sonlandiricilar
ddNTP'ler ile Sanger dizileme ile ayn1 prensibi kullanmaktadir. Tersinir sonlandiricilar
kullanan SBS, bir flowcell slaytinda solid fazli koprii amplifikasyonu tarafindan
olusturulan kiimelere (cluster) dayanmaktadir. Sekans dongiisii, dort floresan etiketli
30 modifiye niikleotid sonlandirici ve bu modifiye edilmis niikleotitleri dahil edebilen
tasarlanmig bir DNA polimeraz karisiminin yikanmasiyla baslar. Niikleotid,
hazirlanmis sablondaki bir sonraki baz i¢in tamamlayici ise, polimeraz tarafindan
eklenecektir. Uzatma bloke edilecek ve floroforlarin her birinin lazer uyarimi ile elde
edilen floresan sinyali, yiiksek ¢oziiniirliiklii bir kamera tarafindan tespit edilecektir.
Goriintiillemeden sonra, modifiye edilmis niikleotitlerin sonlandirici grubu, bir sonraki
spesifik niikleotidin eklenmesi ve yeni bir dongiiniin baslatilmasi i¢in 30-OH'nin
rejenerasyonuna izin veren florofor ile birlikte boliinmektedir. Bu sonlandiricinin
varligi, ayn1 dongiide higbir ek veya spesifik olmayan niikleotidin eklenmemesini
saglayarak, her dongiide sablon basina yalnizca bir niikleotidin goriintiilenmesine izin
verdiginden, bu teknolojinin kimyasi i¢in anahtardir. Gergek niikleotid dizisini elde
etmek i¢in dort renkli goriintiilerin tiimii islenmektedir (Ju et al., 2006; Bentley et al.,
2008).

Pyrosekans: Roche'un 454 dizileme teknolojisi ticarilestirildikten sonra,
Pyrosekans, yalnizca kuyu basina bir amplifiye DNA molekiilii igeren tek bir bead
tutacak kadar biiyiik ve derin milyonlarca mikrokuyu iceren bir picotiter plakasina
(PTP) dizilmis beadlere eklenmis amplifiye DNA molekiillerini kullanir. Sekans
islemi sirasinda, siilfirilaz ve lusiferaz enzimlerinin bagl oldugu daha kiiciik beadler
yikanir ve hedef beadleri kaplamak i¢in kuyulara yayilmasina izin verilir. DNA sentezi
sirasinda, DNA polimeraz bir niikleotid i¢erdiginde, bir pirofosfat grubu salinir ve bu
reaksiyon, lusiferazi lusiferine fosforile etmek igin bu pirofosfati bir siilfiirilaz enzimi
tarafindan ATP'ye doniistiirmek i¢in pyrosekanslama teknolojisi tarafindan kullanilir.
Bu dongiide bir niikleotidin spesifik olarak dahil edilmesi nedeniyle lusiferin

tarafindan iretilen 151k, cihazdaki bir dijital kamera tarafindan kaydedilir ve akis

31



grafigi veya pirogram olarak bilinen bir ¢ikt1 iiretilir (Ronaghi et al., 1996; Ronaghi et
al., 1998; Margulies et al., 2005;Wheeler et al., 2008).

Yar1 iletken iyon sekanslama: Yari1 iletken sekanslama, DNA sentezi

reaksiyonu sirasinda salinan hidrojen iyonunun ¢ok hassas bir pH metre (bir mikrogip
sensoOrii) tarafindan tespit edilmesine dayanan bir SBS teknolojisidir. Emiilsiyon PCR
ile sablon amplifikasyonundan sonra, sablona bagli akrilamid boncuklar1 yar1 iletken
¢ipin kuyularina yiiklenir. Niikleotidlerin ¢ipten her seferinde bir ¢evrim akmasina izin
verilir. DNA polimeraz bir sonraki tamamlayici dNTP'yi igerdiginde, reaksiyon,
katilan niikleotidin trifosfatinin hidrolizinden dolay1 pirofosfat ve hidrojen iiretir.
Serbest birakilan hidrojen iyonu (H1), artan proton hassasiyeti saglayan bir tantal oksit
kapli sensor tarafindan tespit edilebilen, belirli niikleotid akis dongiisiine dahil edilen
dNTP'lerin sayisiyla orantili bir pH degisikligi tiretir. Dahil edilen niikleotit basina
0.02 pH degisimi sensor tarafindan kaydedilir ve sonunda bir dizi ¢ikisina
dijitallestirilen bir voltaj sinyaline donistiiriiliir (Rothberg et al., 2011; Merriman,
2012).

Oligoniikleotid ligasyonu ile sekanlama ve deteksiyon: Applied Biosystems

tarafindan ticarilestirildikten sonra, Oligoniikleotid Ligasyon ve Tespitiyle
Sekanslama (SOLID), SBS olmayan tek YND teknolojisidir. Adindan da anlasilacagi
gibi, SOLID, sekanslama islemi sirasinda bir DNA ligazi kullanan bir SBL
teknolojisidir (Shendure et al., 2005; McKernan et al., 2009).

Kullanilan kimyadaki temel farkliliklara ek olarak, ¢esitli YND teknolojileri,
onlar1 arastirmacilar ve klinik laboratuvarlar i¢in daha az veya daha cekici kilan birkag
baska acidan da farklidir. Ornegin, okuma uzunluklari veya dizileyebildikleri
parcalarin boyutu, diizinelerce bg’den (SOLiD) baslayip yiizlerceye (454) kadar
degismektedir. Ek olarak bahsedildigi gibi, YND teknolojilerinin ¢esitli derecelerde
sekans hatas1 oranlari, YND cesitlerinden ve ayrica sinyal algilama esiklerinden
muzdarip oldugu géz Oniine alindiginda, Sanger bugiine kadar en dogru siralama
teknolojisi olmaya devam etmektedir (Goodwin et al., 2016; Shendure et al., 2017,
McCombie et al., 2019). Bununla birlikte, bu dezavantajlar kisa siire i¢inde ayni
genomik bolgenin daha yiiksek DNA dizisi kapsami ile dizilemesi ve asiri
orneklemenin birkag¢ kat fazlaligina izin vererek, yiiksek verim ve b¢ basina diisen

maliyet ile telafi edilmektedir. Sonug olarak, yanlis pozitif oran1 azaltmak i¢in ¢ogu
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bolgede yeterli bir okuma derinligi ve kapsami elde etmek i¢in YND teknolojilerini
kullanim1 ¢ok ©Onemlidir. Hedef bolge basina yiiksek bir kapsam alani, Illumina
NovaSeq 6000, S4 flowcell gibi mevcut en yeni cihazlarda run basina 20 milyara kadar
siralt okuma ile herhangi bir spesifik bolgede sinyali artirarak hata oranimin
diistiriilmesi amaglanir. Bir zamanlar gelistirilen ve mevcut olan YND teknolojilerinin
cesitliligine ragmen, 6lgeklenebilir ¢ikt1 ve azalan bg siralama maliyetleri, [llumina'y1
arastirma ve klinik ortamlarda en popiiler ve yaygin olarak kullanilan YND teknolojisi

olarak konumlandirmistir.

3) Uciincii  Nesil Dizileme Teknolojisi: Uciincii nesil dizileme
teknolojileri, YND teknolojilerinin  amplifikasyon asamasini kaldirip DNA
molekiillerini dogrudan dizilerken uzun okumalar {iretmeye odaklanan tek molekiilli
dizileme (SMS) teknolojileri ile karakterize edilmektedirler. En popiiler uzun okunan
SMS platformlar1 arasinda Pacific Biosciences (PacBio) ve Oxford Nanopore
bulunmaktadir. SMS ya bir polimeraz (PacBio) eklenmesinden ya da DNA'nin
nanometre 6l¢ekli bir gozenek (Oxford Nanopore) yoluyla translokasyonu ile iiretilen
iyonik sinyaller yoluyla, daha uzun DNA molekiillerindeki tek tek niikleotidleri
tanimlar (Goodwin et al., 2016; Shendure et al., 2017; McCombie et al., 2019).

YND teknolojisi, insan DNA'sinin g¢esitli kisimlarin1 analiz etmek ig¢in
uygulanabilmektedir. Hareket bozukluklar1 ve diger kalitsal insan hastaliklar1 olan
hastalarda germ hatt1 varyantlari i¢in klinik tan1 amagh olarak, ii¢ yaklasim yaygin

olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.9) (Rehm et al., 2013;Adams et al., 2018).

2.4.1.1. Hedef Sekanslama: Targeted Sekanslama-TS:

"WET LAB" analizleri asamasinda yalnizca belirli bir hastalik i¢in yaklasik 20-
200 genden olusan bir panel sekanslama galismalaridir. Bu en uygun maliyetli
uygulamadir ve dar bir se¢imle genellikle miikemmel okuma derinlikleri elde
edilmektedir. Klinik diagnostik kullanimi i¢in Onemli dezavantaji, daha sonra

tanimlanabilecek olasi ilgili genlerin eklenmesine izin vermemesidir.

2.4.1.2. Tim Ekzom Sekanslama-TES

TES’un tanitilmast ile nadir goriilen hastaliklarin aragtirtlmasi ve tanisinda bir
paradigma kaymasi yaratilmigtir (Boycott et al., 2013). Baslangigta neredeyse yalnizca
yeni gen kesfi i¢in kullanilsa da (Beaulieu et al., 2014; Chong et al., 2015), TES artik
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tibbi genetik¢ilerin klinik olarak en zorlu NH’a sahip olan hastasi igin rutinde tercih
edilen yaklasim olarak kabul edilmektedir (Yang et al., 2014; Lee et al., 2014; Farwell
etal., 2015; Yavarna et al., 2015; Posey et al., 2016; Retterer et al., 2016).

Tiim insan niikkleer DNA'sinin (genom) %2'sinden daha azini protein kodlayan
ekzonlar temsil eder ve tiim ekzonlarin toplamina "ekzom" denir. Bunlar su anda
bilinen hastaliga neden olan varyantlarin yaklasik %85'ini icermektedirler (Choi et al.,
2009; Caspar et al., 2018; Eldomery et al., 2017). Molekiiler tan1 alan kisiler igin
sadece tani seriiveni sona ermekle kalmaz, ayni1 zamanda aile iiyeleri i¢in de uygun
genetik danismanlik da saglanir. Bazi durumlarda hastaligin yonetimi hastaligin dogal

seyri bilgisine dayali olarak sekillendirilir (Boycott et al., 2013; Sawyer et al., 2016).

TES, TGS'den daha az maliyetli oldugu i¢in genetik tan1 ve gen kesfi i¢in daha
yaygin olarak kullanilmaktadir Ancak, TES'in basarili ve faydali uygulamalara sahip
olmasina ragmen genomun Yyaklastk ~%2'sinde niikleotit varyasyonu

degerlendirilmesi ile sinirlt kalmaktadir (Gonzaga-Jauregui et al., 2012).

2.4.1.3. Tim Genom Sekanslama-TGS

Hem TS de hem de TES’de, yalnizca TS panelindeki genlerin veya yalnizca
ekzonlarin "yakalandigi: capture” okunan fragmanlarin dizilenmesinden dnce ek bir
zenginlestirme adimi gerekmektedir. TGS ise herhangi bir 6n se¢im (capture) adimi
olmaksizin tiim insan DNA'sinin %95-98'ini analiz etmektedir (Gorcenco et al., 2020).
Dolayisiyla bu kapsamli dizileme Friedreich ataksisi gibi iyi bilinen hareket
bozukluklarina neden olan mutasyonlarin bulundugu ve hareket bozukluklari igin artan
sayida nedenin tanimlandigi ekzon dist alanlar1 da kapsamaktadir. Yapilan son
caligsmalar ile genel olarak erigskin baslangicli ataksinin nispeten yaygin bir nedeni
olabilen ndropati ve vestibiiler arefleksi sendromu (CANVAS) ile serebellar atakside
intronik tekrar geniglemeleri RFC1'i ve resesif erken baglangicl serebellar atakside
kodlamayan RNA geni RNU12'deki bir varyant igerdigi gosterilmistir (Lindquist et
al., 2013; Elsaid et al., 2017; Tankard et al., 2018; Rafehi et al., 2019). Bu bilgiler TS
veya TES ile elde edilemez. Diger taraftan da TGS, su anda bilgimizin sinirli oldugu
ekzonlarin disindaki genetik varyasyonlar hakkinda ¢ok fazla bilgi iireten en pahali ve

yogun veri isleme secenegidir.
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Hedef Sekanslama Tiim Ekzom Sekanslama Tim Genom Sekanslama
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Hedef: Hedef: Hedef Yok:
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Sekil 2.9 Klinik tan1 amagli YND teknolojisinin uygulamalari

Sekil 2.9°da da gosterildigi gibi YND teknolojileri, genomun belirli bolgelerine
odaklanabilir. Ornegin belirli bir bozuklukla ilgili oldugu bilinen bir dizi gen (TS) veya
bilinen yaklasik 20.500 genin tiimiinde protein kodlayan tiim genomik segmentlerin
(ekzonlar) toplami (TES). insan hastaliginda rol oynadig: bilinen yaklasik 4.000 genin
ekzonlarinin se¢imi (klinik ekzom) bir ara form olarak kullanilmaktadir (Di Fonzo et
al.,, 2018). Okuma derinlikleri, analiz edilecek bir DNA segmentinin basinda ve
sonunda incelenmektedir. Buna karsilik TGS, ilgi alanlarim1 6nceden belirlemez.
Ekzonlar, intronlar ve drnegin RNA genleri ve biyolojik islevler i¢in 6nemi giderek
daha fazla taninan diger kodlamayan diziler dahil olmak iizere intergenik bolgeler
hakkinda veri liretmektedir. Kapsanan genomik alan ne kadar biiyiik olursa, cihaz ve
bilgisayar ¢alisma siiresi ve kaynaklar1 o kadar fazla tiiketilir. Ancak teknolojinin hizl

gelisimi, TGS yaklagimlarini giderek daha uygun maliyetli hale getirmektedir.

2.5. RNA Sekanslama

"Transkriptom" terimi ilk olarak 1990'larda, kisa Omiirlii ara RNA
molekiillerinin incelenmesi yoluyla genomun yapist ile biyoloji arasindaki boslugu
kapatmak amaciyla tamtilmistir (Pietu et al., 1999). Biitiiniiyle, transkriptom bir
hiicrede, dokuda veya bireyde hem kodlayan hem de kodlamayan tiim RNA
molekiillerinin eksiksiz setini icerir (Morozova et al., 2009). Ozellikle kodlayict RNA
molekiilleri, protein sentezlemek i¢in DNA diizeyinde kodlanmis talimatlart haberci
RNA (mRNA) molekiilleri bigiminde ileten ve transkriptomun alt kiimesini olusturan
bilgi tastyicilaridir. MRNA molekiiler tanisal fayda ve hastalik iligkisi i¢in daha fazla
dikkat ¢ekmistir. Diger taraftan, kodlamayan RNA'lar, esas olarak, hastalik
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nedenselligi ve tanisinda daha az vurgulanan gen transkripsiyonu ve translasyonundaki

diizenleyici rollerle iliskilidir.

[1k transkriptomik analizler, gen kesfi ve gen dizisi belirleme araci olarak kisa
cDNA dizilerini igeren eksprese edilmis sekans etiket (EST)'ler (Adams et al., 1991)
ve transkriptleri benzersiz bir sekilde tanimlamak i¢in birlestirilmis rastgele transkript
fragmanlar1 boyunca kisa dizi etiketleri kullanan Gen Ifadesinin Seri Analizi (SAGE)
gibi yontemleri kapsamaktadir (Velculescu et al., 1995). SAGE her bir etiketin tespit
edilme sayisinin, analiz edilen biyo-6rnek/materyaldeki transkriptin ifade seviyelerine
karsilik geldigi goz Oniine alindiginda, ifade seviyesi Olgiimiine de izin vermistir.
Transkriptomik analizlerin bu metodolojik onciileri, tam transkriptlerin splicing
olaylarmin ve diger yapisal anlayislarin degerlendirilmesine izin vermeyen kisa
dizilerin incelenmesiyle engellenmistir (Wang et al., 2009). Cagdas transkriptomik

tekniklerin gelistirilmesiyle bu sinirlamalarin 6niine gegilmistir.

Giliniimiizde, transkriptom c¢aligmalar1 i¢in 2 ana teknoloji olan ekspresyon
mikroarray ve RNASeq kullanilmaktadir. Her 2 metotta da diger hiicresel
bilesenlerden RNA ekstraksiyonu, ekstrakte edilen molekiillerin zenginlestirilmesi,
cDNA iiretmek i¢in ters transkripsiyon ve ardindan sirasiyla hibridizasyon veya
dizileme yoluyla analizler kullanilmaktadir (Bryant and Manning, 1998). Ekspresyon
mikroarray ilk olarak 1990'larin ortalarinda tanitilmistir. Bu teknikde ilgili gen dizisine
tamamlayici olan "prob" olarak bilinen kisa oligoniikleotit oligomerlerin dizildigi kati
cam yiizeyler bulumaktadir (Schena et al., 2005). Ilgili numunelerden ve kontrollerden
floresan olarak etiketlenmis cDNA, daha sonra dizinin yiizeyine uygulanarak problara
karsilik bir sekilde hibridizasyona izin verilir. Hibridize olan molekiilleri
gorsellestirmek, transkript bollugu ve ekspresyon seviyeleri ile iligkili floresan
yogunlugu ile test edilen kosullar boyunca transkript bollugu olusturmak igin bir lazer
taramast kullanilmaktadir. Mikroarray, problarin tasarimi igin ilgili organizmanin
genomik dizisi ve eksprese edilmis genleri hakkinda onceden bilgi sahibi olmay1
gerektirir. Teknolojik ilerlemeler, neredeyse tiim bilinen genlerin degerlendirilmesine
ve mikroarrayler kullanilarak gelistirilmis floresan algilama yoluyla diisiik bolluklu
transkriptlerin bile saptanmasina olanak saglasa da son on yilda neredeyse tamamen

YND teknikleri bu metotun yerini almistir.
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RNASeq, transkriptomun analizi i¢in gliniimiizde kullanilan etkin bir tekniktir.
Bu teknikte yiiksek verimli YND ve hesaplamali veri isleme yontemlerindeki
ilerlemelerden yararlanilmaktadir. RNAseq'in ilk asamalari, RNA ekstraksiyonu ve
kalite kontroliinii igeren mevcut farkli metodolojik varyasyonlar arasinda tipik olarak
benzerdir. Analiz edilmesi istenen RNA tiirii sinifinin zenginlestirilmesi, tipik olarak
belirli bir 6rnekten toplam izole edilmis RNA havuzunun sadece %3'linii temsil eden
MRNA molekiilleri ile gerekli bir adimdir. Kiitiiphane yapisi, mRNA tiirlerinin daha
kararli cDNAya ters transkripsiyonu ve ardindan kisa cDNA molekiilleri iiretmek i¢in
pargalanma veya daha karmasik transkriptomik sonuglar1 bulmak i¢in yakin zamanda
tanitilan uzun okuma (long-read) RNASeq platformlarinin kullanimi ile ortaya
cikmistir (Soneson et al., 2019). RNAseq ile iiretilen dizilerin araligi kullanilan
yonteme bagli olarak 30bg¢’den binlerce b¢’ne kadar degisebilir. Elde edilen okumalar
ya tek yonlii ya da cift yonlii (paired-end) bir sekilde dizilir veya referans genoma
hizalanir. Bunlar disinda tiretilen okumalarin birbiri iizerine eslenmesiyle bir de novo
transkriptom diizeneginde kullanilir (Wang et al., 2009). Standart bir RNASeq

deneyindeki temel adimlar genel olarak Sekil 2.10.’da gosterilmistir.

Cahiplacak Ornek Total RNA Ekstraksiyonu Fragman, ters transkript,
ve Hedef Zenginestirme gaz adaptorieri, amplifiye

- 3" acaptdr Sekans
Cihan

CONA kinGphanes
Data Analiz Transkiptom / Genom Eglestirme Sekanslama E
Sabasalanmapan b
D spresyon

Sekil 2.10 Standart bir RNASeq temel adimlari

Sekil 2.10’da gosterildigi gibi standart bir RNASeq c¢alismasindaki temel
adimlarda cDNA kiitliphanesi, izole edilmis RNA hedeflerinden iiretilir ve ardindan
sekanslanir. Elde edilen okumalar, bir referans genom veya transkriptom ile eslenir.
Down-stream veri analizi, ¢alismanin amacina bagli olarak degerlendirilmektedir

(Berge et al., 2019).
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Tiim transkriptomu yiiksek bir sekanslama derinliginde sorgulama firsatina ek
olarak, mikroarray i¢in gereken mikrogramlarin aksine nanogramlar gibi ¢ok daha
diisiik miktarlarda baslangic materyali bu yontem i¢in yeterlidir. Bu da teknigin tek
hiicre de bile uygulanmasina izin vermektedir (Hashimshony et al., 2012). Ayrica
sekanslama yaklasim: hem array teknolojilerinden hem de SAGE'den daha
"kantitatiftir dir.

RNASeq, belirli bir zaman noktasinda, ¢alisma yapilan hiicrelerde ve/veya
dokularda bir bireyin tiim transkriptomuna agik platformda ayrintili bir goriiniim
saglayarak hem RNA tiirlerini nicelestirme hem de nadir ve yeni RNA transkript
varyantlarini saptama firsat1 sunar (Mortazavi et al., 2008). Sonug olarak, RNASeq,
SNV'ler, indeller ve ekspresyon seviyesi dengesizlikleri (eQTL), monoalelik veya
alele spesifik ekspresyon (ASE), diferansiyel izoform ekspresyonu ve alternatif
splicing gibi anormal transkript diizenlemesine yol acan olaylar1 i¢eren lezyonlarin

saptanmasini saglamaktadir (Sekil 2.11).
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Sekil 2. 11 Tan1 amagli RNASeq analizinin sematik gosterimi

Sekil 2.11°de tan1 amaglit RNASeq analizinin sematik gdsterimine baktigimizda
geleneksel olarak Orneklenen ti¢ erisilebilir doku, fibroblastlari, kaslari ve kani
icermektedir. RNA izolasyonu sonrast NH’da tanisal sonuglar veren analizler, tipik
olarak, splicing sapmalarinin, ASE vakalariin, ekspresyon seviyesi dengesizliklerinin
ve/veya dogrudan RNASeq yoluyla veya RNA'nin DNA analizleriyle entegrasyonu

yoluyla varyant ¢agirmanin tanimlanmasini igermektedir (Kousi, 2021).
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Okaryotik transkriptom, doku ve hiicre tipine 6zgii ekspresyon, alternatif
mRNA izoformlari, Ortiisen transkriptler ve antisens transkriptlerini igeren dinamik
dogas1 nedeniyle karmasiktir (Lee et al., 2013). Okaryotik organizmalarda izoform
yapilarinin dogru tanimlanmasi, biiyiikliikkleri birka¢ 100bg¢’den 500.000b¢’e kadar
degisebilen intronlarin varligi nedeniyle zordur (Sakharkar et al., 2004).

Bir gen, genom dizisinden kolayca anlam ¢ikarilamayan birden fazla izoforma
sahip olabileceginden alternatif splicing bunu karistirabilir. Bir organizmanin
genomunun kopyalanmis kismini dizilemeye yonelik en eski yontemler, mRNA'larin
cogunda bulunan poli(A) kuyruklarindan yararlanmistir. Anahtar adimlar, bir RNA
transkriptinin 3'-poli(A) kuyruguna anneling edip cDNA dizisini sentezleyecek poli(T)
primerleri ile ters transkripsiyon igeriyordu (Sim et al., 1979; Sutcliffe et al., 1982;
Putney et al., 1983; Adams et al., 1991; Parkinson et al., 2009).

Bir RNASeq kiitiiphane hazirlama asamasi dort adimdan olusmaktadir.

1) RNA piirifikasyonu ve boyut se¢imi,
2) Rastgele fragmantasyon,

3) cDNA sentezi,

4) Sekans adaptor ligasyonu.

Bu adimlardan bazilar1 birlestirilebilinir, adimlarin siras1 degistirilerek protokol
modifiye edilebilinir ve ek RNA se¢imi ve deplesyon adimlart kullanilabilinir.
Kiitiiphane hazirligi ayrica her fragment icin iplik bilgisini korumak iizere
degistirilebilinir (Levin et al., 2010). Kiitiiphaneyi olusturmak i¢in kullanilan yontem,
calismanin deneysel hedeflerine gére uyarlanmali ve siralama verilerinin down-stream

analizi i¢in dikkate alinmalidir.

Bir RNASeq Kiitiiphanesi hazirlarken ilk adim, poli(A) se¢ilmis, poli(A)-
depleted veya toplam RNA'nin siralanacagini belirlemektir (Peng et al., 2012; van Dijk
et al., 2014). Poly(A) se¢iminde, poli(A) kuyruklu RNA'lar1 segmek i¢in bir Poly(T)
kolonu veya manyetik boncuklar kullanilmaktadir. Bu da, rRNA dahil olmak iizere
cogu nonpoli (A) RNA'y1 ortadan kaldirmaktadir. Ancak, A agisindan zengin bolgelere
sahip bazi nonpoly (A) transkriptler de segilebilmektedir. Poli(A)-depletion, poli(A)-

se¢ciminden sonra hibritlenmemis RNA'nin toplanmasindan olusurken toplam RNA
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herhangi bir zenginlestirme yontemini kullanmaz. Hem poli(A)-depleted hem de
toplam RNA numuneleri i¢in rRNA'lar son derece boldur ve tiikenmeleri
gerekmektedir. Yaygin yontemler, dupleks-spesifik niikleaz tedavisi, subraktive
hibridizasyon ve manyetik boncuk bazli rRNA deplesyon icermektdir (Mortazavi et
al., 2008; He et al., 2010: Yi et al., 2011). Bir sonraki adim, protokole bagli olarak
rastgele parcalanma veya cDNA sentezi olabilir. Cift sarmalli cDNA fragmanlari
olusturulduktan sonra, dizileme adaptorleri fragmanlara baglanir, amplifiye edilir ve
standart [llumina ¢ift uglu DNA dizileme protokolii izlenerek sekanslanir. RNA i¢in
zincir bilgileri, mevcut protokollerde yapilan degisikliklerle korunabilir ancak ek bir
karmasiklik katmani gerektirir. Bu da ek bir hata ve bias kaynagi yaratmaktadir (Levin
etal., 2010). Tiim kiitiiphane adimlarini basitlestirilmis bir protokole yerlestirmek igin
gelistirilen c¢esitli ticari "kitler" bulunmaktadir Bu kitler, tek hiicrelerden doku
orneklerine, dizi bilgilerinin korunmasina ve poli(A)-secimi veya toplam RNASeq’e

kadar farkli RNA giris seviyeleri i¢in optimize edilmistir.

En yaygin olarak kullanilan kiitiiphane hazirlama yontemi Illumina TruSeq
protokoliidiir. TruSeq protokolii, iki tur poli(A) se¢imi ve ardindan RNA'y1
parcalamak i¢in iki degerlikli katyonlarla 94°C'de inkiibasyon ve onu tek iplikli cDNA
sentezine hazirlamak igin rastgele heksamerler kullanmaktadir. {lk cDNA zincirini
olusturmak icin ters transkriptaz kullanilir. ikinci sarmal cDNA, RNA sablonunu
parcalamak i¢in RNaz H ile DNA polimeraz kullanilarak sentezlenir. Parcalar daha
sonra koreltilirek tek bir 3'-A ile kuyruklanir. Ardindan Illumina sekanslama Y
adaptorleri, fragmanlar iizerine baglanir. Pargalar daha sonra Illumina'nin lineer bir
PCR amplifikasyon adimi igeren eslestirilmis ug¢ dizileme protokolii izlenerek

dizilenir.
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Sekil 2.12 RNAseq kiitliphane hazirlig

[llumina platformuyla iligkili sekanslama sorunlarmna ek olarak, RNASeq
kiitiiphanelerinin hazirlanmasma 06zgili, down-stream analizini karistirabilen ve
biyolojik olarak ilgili sinyalleri gizleyen bir dizi sorun bulunmaktadir (van Dijk et al.,
2014). Bu sorunlar oncelikle kiitiiphane zenginlestirme, fragmentasyon ve reverse-
transkripsiyon sirasindaki bistan kaynaklanmaktadir (Hansen et al., 2010; van Gurp et
al., 2013; van Dijk et al., 2014). Bu 6nyargilardan bazilar1 hesaplamali olarak ele
aliabilirken, digerlerinin diizeltilmesi daha zordur ve herhangi bir biyolojik sonug

¢ikarmadan once diislinlilmesi gerekmektedir.

Poli(A)-se¢imi, transkriptlerin 3'-ucuna dogru bir parca yanliligina ve
transkriptlerin 5'-uclarinda daha diisiik okuma kapsamina yol acabilir (Wang et al.,
2009). End-bias, gen ekspresyonu kantiifikasyonunu, varyant aramay1 ve splice yeri
tamimlamasin1 etkileyebilir (Roberts et al., 2011). Bu, ozellikle disiik ifadeli
transkriptler i¢in problem yaratmaktadir. Biyolojik giiriiltii, derin sekanslanmis toplam
RNA ve poli(A) depleted 6rneklerde daha yaygindir ve hatali olarak ifade edilen veya
eklenmis ek transkriptler igerebilir (Ameur et al., 2011; Haas et al., 2012). Bu
kiitiphaneler ayrica, tam olarak eklenmemis pre-mRNA'lar ve transpozonlar gibi

tekrar elementleri nedeniyle daha fazla sayida intronik diziye sahiptirler. Bu ek
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sekanslar, deney ile ilgili olmayabileceginden diisiik ekspresyon seviyelerine sahip
transkriptler i¢in duyarliligi azaltabilirler. Kiitiiphane se¢iminde, kiitliphane uygun
sekilde DNAz ile muamele edilmemisse, kontamine edici genomik DNA igerebilir. Bu
da normalde ifade edilmeyen bolgelerin yanlis pozitif kapsamina girmesine neden

olabilir (Haas et al., 2012).

Daha uzun bir transkript, daha kiigiik bir transkriptten daha fazla potansiyel
fragmana sahip olacagindan, kiitiiphane fragmantasyonu daha uzun okumalara yonelik
bir okuma yanliligina yol agmaktadir (Hansen et al., 2010; Roberts et al., 2011). Bu da
benzer ekspresyon seviyelerine sahip daha kiigiik bir transkriptten daha fazla dizili
cifte sahip uzun bir transkript ile sonuglanmaktadir. Ters transkriptaz, hata diizeltme
degildir ve yiiksek kaliteli DNA polimerazlardan daha yiiksek bir hata oranina sahiptir
(Menéndez-Arias, 2002).

Yukarida bahsedilenler sekanslama reaksiyonu sirasinda spektral ortlismeden
kaynaklanmayan gergek uyumsuzluk hatalar1 olduklarindan yiiksek baz niteliklerine
sahip olabilirler. Bu da DNA kiitiiphanelerine kiyasla yanlis pozitif uyumsuzluk
cagrilarinin artmasina neden olabilmektedir. Sonu¢ olarak, ozellikle RNA
diizenlenmesinin ve varyantlarinin bi-dentifikasyonu i¢in sorun olusmaktadir. RT,
kimerik transkriptlerin {iretilmesine yol agan yapilandirilmis boélgelerin ters
transkripsiyonu sirasinda molekiiller arasi veya molekiiller arasi olarak sablonlari
degistirebilir (Cocquet, 2006; Houseley and Tollervey, 2010). Bu transkriptler, yanlis
pozitif ekleme olaylarinin ve gen fiizyonlarimin tanimlanmasina neden olabilirler.
Bunlara ek olarak rastgele heksamer birinci iplik sentezi hazirlama, dizileme
okumalarinin baslangicinda niikleotit bilesiminde yanliliklara yol agabilirler (Hansen
et al., 2010; van Gurp et al., 2013; Toung et al., 2014).

RNASeq'in, TES ve TGS i¢in tamamlayict bir arag olarak kullanildiginda,
RNA transkript ekspresyonu iizerinde VUS'larin dogrudan islevsel bir
degerlendirmesine izin verdigi i¢in, nadir goriilen genetik bozukluklarin molekiiler
tanisini kolaylastirdigi bildirilmistir (Cummings et al., 2017; Kremer et al., 2017,
Gonorazky et al., 2019). (Sekil 2.13) (Kousi, 2021).
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Sekil 2.13 Ekzom, genom tabanli entegre genomik ve transkriptomik

yaklasimlarin uygulanmasi iizerine tanisal verim

Genel olarak, genomik ve transkriptomik yaklasimlarin tamamlayici
kullaniminin, ilgili doku erisilebilirligi tarafindan ve buna bagli olarak sinirl tanisal
¢oziinlirliik oraniyla, farkli bozukluklarin bir spektrumunda %10-35 oraninda artan
molekiiler tan1 verimi ile sonuglandig: bildirilmistir (McKean et al., 2016; Cummings
etal., 2017; Kremer et al., 2017; Gonorazky et al., 2019).

RNASseq’na dayali genetik taninin altinda yatan mekanizmalara baktigimizda,
TES ve/veya TGS'ye dayali olarak tanimlanamayan gercek degisiklikleri olan hasta
kohortlarinda molekiiler tanilar saglamak i¢in RNASeq kullanan g¢aligmalar ile
Oonceden yorumlanamayan varyasyon veya anlasilmasi zor diizenleyici etkilerin ortaya
¢ikan fenotiple sonuglandigi dort ana mekanizma bildirilmistir. Bu mekanizmalar hem
bilinen hem de potansiyel olarak yeni aday hastalik genlerini etkileyerek, hastalik
genomigi ve hastalifa katkida bulunan varyant tiirleri ve alelleri hakkindaki

anlayisimizi genisletmistir.

1. Anormal Splicing: Pre-mRNA eklemesindeki alterasyonlar, uzun
zamandir Mendel Hastaliklarinin ana nedeni olarak kabul edilmistir (Tazi et al., 2009:
Singh and Cooper, 2012). Bu mekanizmanin hastalikla ilgisi, beta-globin (HBB)
genindeki mutasyonlardan kaynaklanan ve B-globin ekspresyonunun tam (f0) veya
kismi (Bl) kaybma neden olan genetik olarak heterojen bir hastalik grubu olan
hemoglobinopatilerdeki seminal ¢alisma ile vurgulanmistir (Weatherall and Clegg,
2008). Bu ¢aligmalar, heterolog sistemlerde mutant transkriptlerin ifadesine dayandigi
i¢in bu tiir analizlerin gerceklestirilebilecegi 6lgek sinirliydi. Ancak hasta ve kontrol
kohortlariin karsilastirmali analizlerine dayanan YND ve hesaplama araglarinin

ortaya ¢ikmasiyla yiiksek verimli analizler miimkiin hale gelmistir. Bu gibi
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durumlarda, anormal sekilde eklenmis transkriptlerin tanimlanmasi, hasta
numunesinin/drneklerinin Genotip-Doku Ekspresyonu (GTEX) Konsorsiyum Projesi
tarafindan aciklananlar gibi bir dizi kontrol bireyi veya veri tabani ile
karsilagtirilmasina baglidir (GTEx Consortium, 2015). Bazi tahminlere gore, SNV'lere
neden olan hastaliklarin toplam %62'si, bunlarin %25'1 goriiniiste i1yi huylu
degisiklikler olmakla birlikte normal splicing’i bozabilmektedirler (Lo pez-Bigas et
al., 2005; Pagani et al., 2005). Bununla birlikte, bu VUS'lar, splicing baglantilarinin
konsensiis baglanti yeri dondér GT ve alict AG dizilerinin 6tesinde uzandiginda,
bunlarin splicing tizerindeki etkileri su anda mevcut biyoinformatik araglarla giivenle
tahmin edilemez. Esanlamli degisiklikleri temsil eden bu varyantlarin bir¢ogu, derin
intronik dizilerde bulunurlar veya etkilerini diger karmasik cis diizenleyici unsurlar
araciligryla uygularlar. Tanisal splicing defektleri belirlemede RNASeq'in faydasi
nadir kas bozukluklari olan 50 kisiden olusan bir kohort ¢alismasinda, splicing-defekt
mutasyonlarin tan1 oranini %35 artirdig1 seklinde vurgulanmistir (Cummings et al.,
2017). LoF ve GoF alellerinin normal transkript eklemesini etkiledigi bugiine kadar
tanimlanan ana mekanizmalar, Intronik Gain, Ekzonik uzanti, Ekzon atlama,
Tekrarlama bolgelerinde splicing kesintileridir. Distrofin genindeki derin intronik
varyantlarin, DMD olan bir hastada mevcut oldugunda erken sonlandirmaya yol agan

bir psddo-ekzon olusumuyla sonuglandigi gosterilmistir.

2. Alel Spesifik ekspresyon (ASE): Alelik dengesizlik veya monoalelik
ekspresyon olarak da adlandirilan ASE, belirli bir genetik lokusta iki ayr alel veya
haplotipin ekspresyon farkinin 6l¢iilmesinden sonra kurulmaktadir (Lappalainen et al.,
2013). Alel dengesizligi, bir alelden transkripsiyon segici olarak tercih edildiginde
veya baskilandiginda veya transkriptler NMD gibi mekanizmalar yoluyla translasyon
sonras1 bozulmaya ugradiginda meydana gelir. Monoalelik ekspresyonun en belirgin
iki 6rnegi, disilerde X baglantili genlerin ¢ift dozajinin, iki X kromozomundan birinin
rastgele secilmesi ve susturulmast ile agiklandigi X kromozomu inaktivasyonu (Lyon,
1986) ve genlerin/alellerin ebeveynden tiiretilmis, yani mense ebeveyni, segici bir
sekilde ifade edildigi genomik imprintingtir (Lee and Bartolomei 2013; Peters, 2014).
Bu daha 1yi karakterize edilmis mekanizmalara ek olarak, ASE ayrica otozomal genler
icin CNV'lerin, cis diizenleyici elementlerin ve eQTL’larin (Fu et al., 2015) nadir
degisikliklerinin, long ncRNA'larin (Lee and Bartolomei 2013) ve alel spesifik
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kromatin isaretlerinin varligin1 iceren ancak bunlarla sinirli olmayan bir dizi

mekanizma yoluyla rapor edilmistir (Chotalia et al., 2009).

3. Anormal Ekspresyon: Ters nedensellik yaklasiminda, RNASeq, vaka
orneklerinde asir1 ekspresyon degisikliklerinin tanimlanmasini kolaylastirabilir. Boyle
bir senaryo altinda, ekspresyonu beklenenden 6nemli 6lgiide yiiksek veya diisiik olan
ve dolayisiyla potansiyel olarak hastalik adaylarini temsil eden genleri incelemek i¢in
hastalarin gen ekspresyon seviyeleri GTEX'te bulunanlar gibi kontrol bireylerininkiyle
karsilastirilir. Bu adaylar, ifade aykir1 degerler olarak adlandirilir ve genellikle ifade
tizerindeki etkilerinin tespit edilmesi zor olan nadir kodlamayan varyantlarla
iliskilendirilir. Bugiine kadar, bir dizi rapor, nadir goriilen kodlamayan degisiklikler
ile tek dokulardaki asir1 ekspresyon degisiklikleri arasindaki bu nedensel baglantiy1
orneklemistir (Montgomery et al., 2011; Zhao et al.,, 2016). Daha karmagsik
durumlarda, ifade aykir1 degerlere yol agan kesin varyantlar tanimlanmadan kalir ve
anormal ifade tarafindan ortaya ¢ikarilan hastalik nedenselligini dogrulamak i¢in
siklikla proteomik veya metabolomik gibi diger omik yontemleriyle kesismeyi iceren
diger yaklasimlarin uygulanmasini gerektirir. Bu TES analizinin makul aday
varyantlar1 ortaya koymadigi, kas hipotonisi, gelisme geriligi ve norolojik gerileme
olan {i¢ hastanin raporuyla gosterilmistir (Kremer et al., 2017). RNASeq, bir hastada
MGST1'in ve kalan ikisinde de TIMMDC1’in azalmis ekspresyonunu ortaya
cikarmigtir Bu da sirastyla MGST1 ekspresyonunun yalnizca %2'sini gosteren ve
saptanabilir TIMMDCI1 1izi olmayan nicel proteomikler kullamilarak daha da
dogrulanarak bu bireyler i¢in genetik taniy1 ortaya koymustur. Ayrica aday terapotik
hedefler i¢in ipuglari saglamistir (Kremer et al., 2017).

4, Genomik varyantlarin tammmlanmasi: Belirtildigi gibi, RNASeq
tipik olarak TES ve/veya TGS yoluyla genomik DNASeq i¢in tamamlayic1 bir arag
olarak kullanilir. Uygulamada RNAseq, genotipi kombinatoryal olarak desifre etmek
ve ayni zamanda ekspresyon seviyeleri ve splicing hakkinda bilgi saglamak icin
kullanilabilir. Bu yaklasimin dezavantaji, DNA dizilemesinden farkli olarak,
transkriptomik analizler tipik olarak diizensiz kapsama, degisken transkript ifadesi,
alternatif izoformlarin tespiti yoluyla kapsamli olmayan ekzonik inkliizyonlar ve

birka¢ hususu belirtmek i¢cin RNA diizenleme olaylar1 tarafindan engellenmesidir
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(Byron et al., 2016). Bir hasta kohortunda RNASeq ve TGS arasinda sistematik bir
karsilastirilmada tek basina RNASeq’in TGS araciligiyla tanimlanan varyantlarin
yalnizca %90'1n1 kurtarabildigi ortaya konulmustur. Bu sonug bize tespit edilemeyen
varyantlarin ya filtrelendigini ya da kapsami zayif olan/yok olan ya da eksprese edilen
izoformlarda ekzon bulunmayan alanlarda bulundugunu géstermektedir (Gonorazky
etal., 2019). Cornelia de Lange sendromu klinik tanisi ile bagsvuran hastalarda yapilan
bir ¢alismada TES i¢in benzer sonuglar bildirilmistir (Rentas et al., 2020). TGS ile
tanimlanan VUS miktarmin aksine, RNASeq, 6nceden mRNA’ya cevrilmemis
bolgelerin (UTR) dahil edilmesi yoluyla TES ile karsilastirildiginda, dikkate alinacak
aday varyasyonunu yalnizca biraz artirmaktadir. Yapilan bir ¢alismada RNASeq
araciligryla tespit edilen varyantlarin %2'sinin TGS'de goriilmediginin bildirilmesi
dikkat ¢ekicidir. Bu degisiklikler ya yanlis kesifleri ya da genetik bozukluklarda olas1
bir nedensel rolii olan olasi somatik mozaik varyasyonu temsil ederek daha karmasik
mekanizmalar1  incelememize izin veren yeni dizileme teknolojilerinin

gelistirilmesiyle giderek daha fazla artmaktadir (Rentas et al., 2020).

RNASeq'in tanisal faydasina ek olarak, raporlar, hastalik modifiye edicileri
bulmak i¢in ¢ikarilabilen primer lokus disfonksiyonuna yanit olarak meydana gelen
genom c¢apinda ekspresyon degisikliklerinin ortaya c¢ikarilmasinda RNASeq
kullaniminin alt1 ¢izilmistir. RNASeq'in bu o6zelligini 6rnekleyen bir c¢alisma
alisiimadik derecede hafif bir fenotip sergileyen Golden Retriever'larda kendiliginden
olusan DMD soyagacindan iki "escaper" koOpegin transkriptomik analizini
icermektedir (Kornegay et al., 1988; Vieira et al., 2015;). Ozellikle "escaper" kopekler,
tipik olarak etkilenen kopeklerde erken ilerleyici kas dejenerasyonu, fibroz, kas
atrofisi, kontraktiirler ve 2 yasina kadar erken 6liimle sonuglanan distrofinin tamamen
yokluguna ragmen fonksiyonel kas ve normal yasam siiresi sergilemislerdir (Vieira et
al., 2015). Wt, etkilenmis ve "escaper" kopekler arasinda, aday transkripsiyonel
dengesizliklere yol agan varyantlarin tanimlanmasi i¢in genomik analizle biitiinlesmis
karsilastirmali transkriptomik analiz, Jagged 1'i iki "escaper"da daha hafif fenotipin
altinda yatan bir aday degistirici gen olarak tanimlayarak yeni aday terapdtik
yaklagimlar igin bir 6ngérii saglamistir (Vieira et al., 2015). Huntington hastaligi (HD,
MIM #143100) olan 4000 hastanin transkriptomik analizini bildiren yeni bir ¢aligma,
48 dokuda, DNA onarmmu ile iliskili PMS2 geni gibi hastalik modifiye edicileri ve

bununla birlikte bir yolak i¢indeki birka¢ gen arasinda ekspresyonun kombinatoryal
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diizensizligini ortaya ¢ikarmistir. Bu ¢alismada bildirilen boyle bir ortak ifade modiilii,
biligsel gerileme ve klinik baslangi¢ ile iliskili bir kortikal gen ifade setinin
tanimlanmasini igerdiginden, hastalik modiilasyonu ve tedavisini hedefleyen

gelecekteki yaklasimlar igin aday bir hedef yol sunmaktadir (Wright et al., 2020).

2.6. Yeni Nesil Dizileme Data Analizi

Sekanslama sonrasinda, kullanilan platform tarafindan tespit edilen sinyaller,
sekans cihazi tarafindan kullanilan kimyasala bagli olarak islenir ve down-stream
analizleri i¢in bir dizi A, C, G ve T gibi uygun bir dizi temsiline doniistiiriiliir.

Sekanslama sonrasi veri analizinin ana adimlar1 agagidaki gibidir:

1. Haritalama ve hizalama (Mapping ve alignment): Farkli teknolojiler
kullanilarak tiretilen veriler, sekanslanan (dizi okumalar1 olarak isimlendirilir) ayri
ayrt DNA parcalarinin her birinin dizisini ve her bir okuma i¢in bazi kodlanmaisg kalite
bilgilerini i¢ceren dosyalara aktarilir. Bir sonraki adim genellikle, bu dizi okumalarinin
her birinin, dizi okumalarinin ait oldugu genomdaki kesin ve benzersiz konumlari
bulmak i¢in bir sablon olarak kullanilan insan genomu referans dizisine eslenmesini
ve hizalanmasini icermektedir. Bir referans olmadan kisa okuma dizilerinden bir
genomun tamamini bir araya getirememesi nedeniyle, kullanilan referans genomla
eslesmeyen tiim bireysel dizileme okumalar1 genellikle bu adimda ¢ift ve diisiik kaliteli
okumalarla birlikte atilir. Uzun okunan SMS teknolojilerinde, bu adim atlanabilir ve
de novo assemble i¢in diger biyoinformatik yontemlerle subzisyon edilebilir (Wee et
al., 2019). Sekans okumalarini referans genoma eslestirmek igin kullanilabilecek
yayinlanmig farkli hizalama araglar1 mevcuttur. Bu hizalama araglari, okuma

hizalamasiin dogrulugunu ve hizini artirmak igin ¢esitli algoritmalar kullanirlar

(Sekil 2.14).
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a. Referans Genomdan Seed Ekstraksiyonu

b. Suffix Agaci veya Hash Tablosu Kullanilarak Seed indeksleme

lokasyon listesi

seed
st BT TwTw]
1. seed [ 1] e Jw]
T3,
referans genom L]
(s[wfw]=]
e IO N

indeksleme referans genomda

seed lokasyonu

c. Okumalardan Seed Ekstraksiyonu
seeds

A \ 4 A
read 1: cc{fAc)ar {iflEh c*Aa{IRE)
read 3: ccqicipra i Ac Ao

read 2

referans genom

e. Seed Zincirleme ve Pre-Hizalama Filtreleme

read 1: cciTAc) A {ifEc ARG
Elx %z i &
co{Tao) v ARl Avc {TRED A

f. Hizalamanin Dogrulanmasi

[ AG c A

oo
\4

ref 1
v

.bam/sam dosyalan
gerekli hizalama
bilgilerini igerir

- (6rnek: tip, lokasyon,
her bir dizenlemenin sayisi)

(=]

lokasyonlari kapsayan referans segmenti
(5,7ve9)

Sekil 2.14 Okuma hizalama algoritmasina genel bakig

Okuma hizalama algoritmasina genel olarak bakildiginda. a. Referans genom
dizisinden seed ¢ikarilir. b. Her ekstrakte edilmis seed ve referans genomdaki tiim
olusum lokasyonlari, tercih edilen veri yapisi kullanilarak saklanir (suffix agaci ve
hash tablosu 6rnek olarak sunulmustur). Seeds ortak onekleri, ek agacinin dallarinda
bir kez saklanir, hash tablosunda ise her bir seed ayr1 ayr1 saklanir. ¢. Her okuma
dizisinden seeds ¢ikarilir. d. Referans genomda ekstrakte edilen her seed olusumu
indeks veri tabani sorgulanarak belirlenir. Bu 6rnekte, 1. okumadaki ii¢ seed, referans
genomda 5, 7 ve 9 konumlarinda bitisik goriiniirler. Ayn1 seedsden ikisi, baska iki
yerde de bitisik goriinmektedir (12 ve 16). Bitisik olmayan diger konumlar, ilk
okumayla 1yi bir eslesme saglayamayacagindan filtrelenir (X ile isaretlenir). e. Bitisik
seeds, bosluklar arasindaki uyumsuzluklar incelenerek daha uzun bir seed zinciri
olusturmak i¢in birbirine baglanirlar. Hesaplama agisindan pahali DP hesaplamasinin
gerekli olup olmadigina hizl bir sekilde karar vermek igin pre-alignment filtreler de

uygulanabilir. f. pre-alignment filtresi, referans genomdaki bir okuma ile bir bolge
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arasindaki hizalamay1 kabul ettiginde, daha sonra DP tabanli (veya DP tabanlh
olmayan) dogrulama algoritmalari, farkliliklarin tam sayisi, her bir farkliligin konumu
ve tirleri gibi hizalama bilgilerini igeren hizalama dosyasinit (BAM veya SAM

formatlarinda) olusturmak i¢in kullanilirlar (Alser et al., 2021).

TGS ve TES i¢in haritalama ve hizalamay1 karsilastirirken, her iki dizileme
yaklagiminin kapsami ve derinligindeki farkliliklar1 agik¢a gorebiliriz (Sekil 2.15).
TGS i¢in sekans okumalari, kodlayan ve kodlamayan diziler de dahil olmak iizere ve

bunlar arasinda daha esit kapsama saglayarak genom boyunca eslenir.

" i Mool

WGS

b s e o ot R Bl S il a0t
- ——— | et~ [Sekil 2.15 Bir gen boyunca

derinlik ve kapsam i¢in
TGS ve TES’in

karsilastirilmasi

Sekil 2.15°de gosterildigi gibi bir gen boyunca derinlik ve kapsam i¢in TGS ve
TES farklidir. Kapsam, TGS’de genom genelinde daha esit olsa da okuma derinligi
genellikle daha azdir (yaklasik 30X). TES iginse kisa sirali okumalar (alt paneldeki gri
cizgiler) yalnizca hedeflenen bolgeler, 6zellikle ekzonlar iizerinde ¢ok daha fazla
okuma derinliginde (yaklasik 100X) birikmektedir (Gonzaga-Jauregui and Mendoza,
2021).

TES'in hedef dogas1 geregi, hedeflenen capture bolgesi i¢in kullanilan reaktife
dayal1 olarak yalnizca ekzonlara ve yakalanan genomik bdlgelere okunan dizinin
haritalanmasi1 ve hizalanmasi ile sekans sonuglanacaktir. Kapsam, TGS'deki genom
boyunca daha esit oldugundan, maliyeti telafi etmek i¢in derinlik hesaba katilir. Bu
nedenle, TGS genellikle ortalama 30X okuma derinliginde yapilacaktir. Yani ortalama

olarak genomdaki her baz 30 kez okunmus olacak veya 30 farkli kisa okuma ile
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kapsanacaktir. TES ise daha kii¢iik bir genomik alana odaklandigi i¢in yaklagik 100X
veya daha yiiksek ortalama okuma derinliginde gerceklestirilmektedir.

2) Varyant ve genotip ¢agirma: Hizalama dosyasindan, genomdaki her
bir baz hakkinda bilgi ¢ikarilabilir ve bir y1gin genomik dosyasina rapor edilebilir. Bu
dosya, genomdaki her pozisyon ig¢in, o belirli pozisyondaki tiim okumalarin

hizalanmasi veya “yigilmasi: piling up” ile gozlemlenen niikleotidi belgelemektedir
(Sekil 2.16).

CARTATGGGGGAGARGTTCTCAGCCTCCTCCTCCTGACCAGTGCTTAGGTCCATGAGCAGTTCCGGGTCA
CaatatgggggagaagttCeCagcceCCeClCLCCtIaccagtycttaggtclatgaglagetcggggtca
CAATATGGGGGAGAAGTTCTCAGCCTCCICCICCTGACCAGTGCTTAGGTCCATGAGCAGTTCCGGGTCA

Caatat9gggggagaadctCtCagccte CtCCt9acCadgtacttagaticatgagcaqeeCagygrca

CAATATGGGGGAGARGTTCTCAGCCTCCPCCTCCTGACCAGTGCTTAGGTCCATGAGCAGTTCGGGGTCA
CAATATGGGGGCGAAGT TCTCAGCCTCCTCCTCCTGACCAGTGCTTAGGTCCATGAGCAGTTCCGGGTCA
CaatatggyggagaadetCeCagCCeCCeClECCtaACCaTLICEEagItLCCatIagCagetcagogtca

c

A

Tl I R R R L

Sekil 2.16 Genomik projelerde haritalama, hizalama, y1gin ve
varyant ¢agirma islemleri

Sekil 2.16’da gosterildigi gibi genomik projelerde haritalama, hizalama, y1gin
ve varyant ¢agirma islemlerinde bireysel okumalar referans insan genom dizisiyle
eslestirildikten sonra, bu okumalarin bir yigim1 olusturulur ve genomdaki her
hizalanmis pozisyonda her baz rapor edilir. Bu verilerin ve olusturulan dosyalarin

islenmesini kolaylastirmak amaciyla, semboller, forward-strand (.) bildirilen bir
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referans tabanini, reverse strand (,) bir referans tabanini temsil etmek i¢in ve sirastyla
forward veya reverse zincirde belirli varyant ¢agrilarin1 temsil etmek i¢in biiyiik ve

kiiglik harfler atanmuistir (Gonzaga-Jauregui and Mendoza, 2021).

Genomdaki niikleotitlerin ¢cogu referansla ayni olacaktir. Genomik analizler
i¢in, hastalarin veya test numunelerinin referans diziden farkli olacagi ile ilgili 6nemli
bir varsayim bulunmaktadir. Bu nedenle, down-stream analizlerinin ana odak noktast,
degisken olan pozisyonlar veya bolgelerdir. “Y1gin” elde edildikten sonra, degisken
pozisyonlar baska bir dosyaya ¢ikarilir ve buna varyant ¢agirma denir. Bu adimda
varyantin genotipi de degerlendirilir. YND verilerinden varyant ve genotip cagrisi
yapan birka¢ algoritma bulunmaktadir (Shen et al., 2010: McKenna et al., 2010;
Nielsen et al., 2011). Bu "caller" tarafindan olusturulan ve referans dizisinden farkli
konumlar1 igeren dosya Varyant Cagri Formati (VCF: Variant Calling Format) dosyasi
olarak bilinmektedir. Varyantlar "¢agrildiginda", c¢ogunlugun gergek pozitifler
oldugundan emin olmak igin, dizileme hatalarin1 ve diisiik kaliteli aramalari
filtreleyerek kalitelerini, konum genelinde okuma sayisin1 (kapsam), varyant olarak
adlandirilan okuma sayisini, zincir yanliligmi (strand bias), genotip kalitesini ve

gercek bir varyant olma olasiligini degerlendirmek énemlidir.

3) Varyant anotasyonu: KIlinik bir ortamda ekzom veya TGS
kullanilirken ortaya ¢ikan bir zorluk, bu teknolojiler tarafindan kesfedilen ¢ok sayida
varyantin olmasidir. Ornegin, ortalama her ekzomda 20.000'den fazla varyant
bulunmaktadir. Tipik olarak bu varyantlarin 10.000-12.000', bir proteinin AA
dizilimini degistirerek es anlamli olmayacaktir. 120-tanesi protein kirpma olarak
(truncating) ve varyantlarin 54'i de daha 6nce patojenik olarak rapor edilmis olacaktir.
Bu nedenle, daha yonetilebilir bir liste olusturmak i¢in bu degisken kiimesini
filtrelemek ve Onceliklendirmek ¢ok onemlidir (Consortium 1000 Genomes Project
2015; Lek et al., 2016). Varyant anotasyonu, farkli pipeline ve farkli tani
laboratuvarlar1 arasinda ¢ok daha fazla degiskenligin oldugu bir alandir. Su anda,
varyant agiklamasini ger¢eklestirmek i¢in kullanilan iki ana arag¢ olan Annovar (Wang
et al., 2013) ve VEP (McLaren et al., 2016) bulunmaktadir. Varyant anotasyonunun

ana hedeflerinden biri varyantin genomik baglamimi belirlemektir. Anotasyon i¢in
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kullanilan arag, her varyant icin bilinen bir transkript veya bir promotor veya ekleme

bolgesi gibi diger genomik 6zelliklerle ortiisiip ortlismedigini bildirir.

4) Varyant veri yorumlamasi: Genomik veri analizinin son ve
muhtemelen en 6nemli ve zaman alict adimi, varyantin yorumlamasidir. Bu adimda,
dizileme ve agiklama yoluyla toplanan genomik varyantlar ve bilgiler, genellikle ek
biyoinformatik algoritmalar ve c¢alisma tiirline 6zel analiz is akiglar1 tarafindan
desteklenen, belirli bir varyantin veya varyantlarin uygunlugunu degerlendirecek olan
uzman bir genomist tarafindan, incelenen fenotip ile iliskili olarak, analiz edilir ve
yorumlanir. Bu siireg, tipik olarak, belirli bir varyantin patojenik olduguna dair yeterli
kanit olup olmadigini belirlemek icin ACMG yonergelerinin (Richards et al., 2015)
veya diger laboratuvara ozgii stratejilerin uygulanmasimi icermektedir. Ornegin,
varyantin protein fonksiyonunu etkileme olasiliginin olup olmadigini, popiilasyonda
nadir olup olmadigini ve hastanin fenotipiyle tutarli bir gende olup olmadigini goz

oniinde bulundurularak analizler gergeklestirilir.

2.6.1. RNASeq Data Analizi

RNASeq teknolojisi ile biyolojik bir 6rnekten mRNA'y1 alinip bir referans
genomla eslenir (Wang et al., 2009). Ortaya ¢ikan veriler, dizileri her numunedeki her
bir gene eslenen bir dizi mRNA fragmanindan olusan “reads™’dir. Bu okuma sayilari,
her bir biyolojik numunedeki genom genlerinin ekspresyon seviyelerinin dl¢limlerini

temsil eder.

RNA, DNA'ya benzer sekilde sekanslanabilr. mMRNA hiicreden alinir ve
sekanslanan cDNA'y1 (tamamlayict DNA) olusturmak igin bir sablon iplik¢ik olarak
kullanilir. RNASeq biiyiik bir kismmi ayni anda birgok hiicreden aliman RNA
olusturmaktadir (bulk RNASeq). Dokular ayrilarak RNASeq genellikle dokuya 6zgii
ifadeyi incelemek i¢in kullanilir. Yapilan son gelismeler ile ayn1 zamanda RNA'nin
tek bir hiicreden de sekanslanmasi da miimkiin hale gelmistir. insanlarda genler
intronlar ve ekzonlar igerdiginden ve intronlar mRNA olusturmak i¢in eklendiginden,
sirali mRNA'y1 insan genomuna geri hizalarken mutlaka tek parca halinde
hizalanmayacaktir. RNASeq yalmzca ekzonik bdlgelere hizalanir ve ekzonlar
arasindaki birlestirme sinirin1 kapsayan okumalar, aralarinda bir intron olacak sekilde,

bir ekzonun yarisina, bir sonrakinin baslangicinin yarisina, bolinmiis bir sekilde
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stirekli olmayan bir sekilde hizalanacaktir. Bunun i¢in, STAR (Dobin et al., 2013),
TopHat2 (Kim et al., 2013) ve HISAT2 (Kim et al., 2019) dahil olmak {izere RNAseq
verileri icin Ozellestirilmis splice hizalayicilar kullanilmaktadir. Bu hizalamalarin
ekzonlara boliinmesinin "iyi" hizalamalar olmasi gerekmektedir. Bu hizalayicilar,
okuma boliinmelerinin beklendigi yerler i¢in ek bir 6n bilgi saglamak icin referans
genom tizerindeki gen anotasyon bilgilerini alabilirken ayn1 zamanda ekzonlarin anote

olmadigi yeni splits de bulabilirler (Sherman, 2021).

Okaryotik transkriptom igindeki gen yapis1 ve fonksiyon iliskilerinin
anlagilmasindaki zorluklardan biri, RNA diizenleme, alternatif splicing ve
poliadenilasyonu igeren yiiksek diizeyde transkript iglenmesidir (Thomson, 2006;
Halbeisen et al., 2007; Shi, 2012). Bir 6rnek iginde hangi RNA'larin bulundugunu ve
bunlarin transkripsiyon sonrasi degisikliklerinin kiiresel Olgekte kapsamini

belirlemeye ve dl¢gmeye ihtiyag vardir.
Genel olarak ideal RNASeq caligsmasi:

1) Bir genin genel ifadesini kantifiye eder,

2) Gen i¢inde kodlanan RNA izoformlarindan anlam ¢ikarir,

3) Her bir izoformun ifadesini Olger,

4) Eksprese edilmis varyantlari, RNA editing ve diger transkripsiyon

sonrasi degisiklikleri tanimlar.

Sekanslama teknolojisi, RNA'min tiim yonlerini belirlemek i¢in uygun bir
yontemdir. Bir hiicrenin toplam RNA igerigini nicel olarak dizileyerek gen
ekspresyonunu, izoform yapilarini ve izoform ekspresyonunu hesaplamak
miimkiindiir (Wang et al., 2008; Trapnell et al., 2010). Dizileme inovasyonunun ¢ogu,
DNASeq tizerine odaklanmistir. Ancak 1970'de RNA'y1 cDNA'ya reverse etmek i¢in
hareket eden RT kesfi ile DNA dizileme teknolojisini RNA'ya uygulamak i¢in bir arag
saglanmis olundu (Temin and Mizutani 1970: Sim et al., 1979).

Genel olarak analiz asamasinda, islenen verilerin yani sira ham dizilerin kalite
kontrolii (QC), herhangi bir calismanin biitiinliigiinii saglamak icin esastir. Ideal
olarak, sekanslama verilerinin QC'si, sekanslama merkezinin kendisi tarafindan
gerceklestirilir. Boylece orijinal RNA 6rnegi, kiitiphane hazirhigi veya sekanslama ile

ilgili herhangi bir diizensizlik hizli bir sekilde tespit edilip diizeltilebilinir. Sekans
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sonras1 hemen kontrol edilecekler standart siralama QC metriksleri, okuma uzunlugu,
okumalarin baz kalite dagilimi ve niikleotid bilesimi, PCR kopyalarinin ytizdesi,
ortalama GC igerigi, okuma sekans hatalarinin yiizdesi ve asirt temsil edilen
sekanslarin tespitidir. Bu metrikslerin ¢ogu, orijinal okumalarin temsili bir 6rnegini
alarak popiiler FastQC tool (Ewels et al., 2016) kullanilarak hesaplanabilir. Belirlenen

QC kriterlerini karsilayan ¢alistirmalar sonraki islemler i¢in kullanilmalidir.

Siralama verilerinin  QC'sinden sonraki ilk adim, kisa okumalarin
kaynaklandig1 genomik lokalizasyonu bulmaktir. Incelenen tiiriin yiiksek kaliteli bir
referans genomu varsa RNASeq okumalari bu referansa eslenebilir. Okaryot
genomlart igin poli-A ile zenginlestirilmis RNA molekiillerinin ¢ogu, zaten ekleme
gecirmis olan olgun transkriptlere karsilik gelmektedirler. Sekanslamadan sonra bazi
okumalar tamamen bir ekzon i¢ine diiserken digerleri ekzon-ekzon sinirlarini
kapsayacaktir. Oyleyse intronik dizilere sahip bir genoma kars: haritalama, bosluklu
hizalamalar1 igleyebilen bir haritalama araci gerektirir. Bu bosluklar, arastirilan tiiriin
intronlariin uzunlugunu kapsayacaktir (6rnegin, insan intronlar i¢in Sbg ile 1Mb).
Cogu RNASeq esleyicisi (Langmead et al., 2009), 6nce kisa okumalar1 bitisik olarak
referans genoma hizalamaya ¢alisan ve ardindan eslenmemis okumalar1 bir ek baglanti
veri tabanina kars1 eslemek i¢in rastgele daha kii¢iik boliimlere ayiran DNA tabanli
hizalayicilarin uzantilaridir. Ancak STAR (Dobin et al., 2013) bitisik olmayan dizileri
dogrudan referans genomuna hizalamak icin 6zel olarak tasarlanmistir. Bu tez
kapsaminda STAR tool kullanilmamistir. Hiz ve dogruluk agisindan STAR, Tophat
(Kim et al., 2013) gibi diger RNASeq esleyicilerinden daha iyi performans gosterir
ancak biiylik miktarda bellek (28 GB) gerektirir. Diger taraftan da DNA ve RNA
mapper HISAT2 (Kim et al., 2015) daha az duyarliliga sahip olma pahasina, STAR'dan
cok daha hizli ve daha hassastir. Ayrica daha diisiik bellek gereksinimlerine (yaklasik
4 GB) sahiptir. HISAT2, giiniimiizde Tophat3'iin bir sonraki siiriimil i¢in temel motor

hizalamasi tool olarak kullanilmaktadir.

Tekrar belirtmek gerekirse siklikla RNASeq ile genlerin ekspresyon seviyeleri
Olclilmektedir. Bunun i¢in haritalamadan sonra bir kantifikasyon araci kullanilmalidir.
Genlere eslenen kisa okumalarin sayisinit saymanin birden ¢ok yolu bulunmaktadir.
Bunun i¢in en basit yaklasim fiili standart bir ara¢ kullanmaktir. Ornegin HTSeq-count
bu araglardan biridir (Anders et al.,, 2015). HTSeq aslinda bir¢ok izoformun
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ekzonlarini paylastigi igin izoform miktar tayininde uygundur. Esas amag diferansiyel
ekspresyon gergeklestirmekse yeterli olan yaklasik gen kantifikasyonu i¢in yeterli bir

aractir.

Kantifikasyon aracinin Cufflinks tarafindan kullanilan rpkm/fpkm gibi diger
normallestirilmis Glgiiler yerine 'counts' vermesi 6nemlidir (Trapnell et al., 2012). En
popiiler RNASeq diferansiyel ifade programlari (Robinson et al., 2009; McCarthy et
al., 2012; Law et al., 2014; Ritchie et al., 2015; Chen et al., 2016) girdi olarak bir sayim
matrisine ihtiya¢ duyarlar. Normallestirme bu yazilimlar tarafindan dahili olarak
yapilir ve saymm matrisinin 6nceden doniistiiriilmesi bu araglarin kullanilmasini

engeller.

RNASeq, farkli biyolojik kosullar altinda gen bolluklarindaki farkliliklar
incelemek igin sik kullanilan bir teknoloji haline gelmistir. RNASeq kullanarak
diferansiyel ifadenin tespiti i¢in hesaplamali ve istatistiksel yontemlerin siirekli
gelisimine ragmen, uygulanacak en iyi yaklasimin hangisi oldugu konusunda hala
biiyiik bir tartigma var. Kritik adimlardan biri, ham veri sayilarin1 6rnekler arasinda
karsilastirilabilir gen ifadelerine ¢evirmek i¢in uygun bir normallestirme yontemine
sahip olmaktir. RNASeq normallestirme yaklasimlar1 varsayimlarinda farklilik
gostermektedir. Down-stream analizin ciddi sekilde etkilenmemesi ve bazen hatali
sonuclara yol agmamasi i¢in varsayimlarin siirdiiriildiigii dogru normallestirme

yontemini segmek onemlidir.

Gen ifadesi, bir gene diisen okuma sayisiyla orantilidir, ancak birkag¢ faktoriin
dikkate alinmas1 gerekir. Uzun genler, ayn1 ifade diizeyinde kisa genlerden daha fazla
okuma biriktirme egiliminde oldugundan, 6rnek gen karsilastirmalart icin “raw
count”’in gen uzunluguna gore normallestirilmesi gerekir. GC igerigi, GC igerigi
amplifikasyon bias’lar1 nedeniyle bir 6rnek i¢indeki ifade seviyelerini karsilagtirirken
dikkate alinmasi gereken bagka bir faktordiir. Diger taraftan, Ornekler arasi
karsilagtirmalar igin, kiitiphane boyutu ve RNA kompozisyon Onyargilarinin da
dikkate alinmasi1 gerekir. RNASeq drneklerinin sekanslama derinligindeki farkliliklar
kacinilmazdir. Bu farklilik normalizasyon adimi sirasinda diizeltilmelidir. Eger bu
dikkate alinmazsa daha fazla sekans derinligine sahip 6rnek yanlis bir sekilde up regiile
genlere sahip olacaktir. Bunlara ek olarak RNASeq, bir gene eslenen okuma sayisinin

diger genlerin ifadesine bagli olacagi 6zelligine sahiptir. Bu nedenle, okumalarin
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genler arasinda nasil dagildigina iliskin farkliliklar da biiyliik 6nem tasimaktadir.
RNASeq kiitiiphanesinde, sekanslama efforunun ¢ogunu tiiketen az sayida yiiksek
diizeyde eksprese edilmis gen varsa, daha az ifade edilen diger genler i¢in daha az
okuma olacaktir. Bu peak ifadeleri olmayan baska bir 6rnekle karsilastirildiginda,
uygun diizeltme uygulanmazsa, yetersiz 6rneklenmis genler down regiile olmus olarak

goriinecektir.

Dizileme derinliklerinde degiskenlik ve bilesimsel sapma ile farkl
senaryolarda daha iyi performans gosterdigi goriilen normallestirme yontemleri,
edgeR gelistiricileri ve DESeq yontemi tarafindan 6nerilen M degerlerinin (TMM:
trimmed mean of M) kirpilmis ortalamasidir. Ancak bu normallestirmeler, teknik
etkilerin diferansiyel olarak eksprese edilen ve non-diferansiyel sekilde eksprese
edilen genlerin aymi sekilde etkiledigi ve kosullar arasinda simetrik diferansiyel
ekspresyon oldugu ortak varsayimina sahiptirler. Bu da up regiile olan genlerin
sayisinin down regiile genlerin sayisina benzer olmasi gerektigi anlamina gelir.
Normalizasyonun ana amaci, ornekler arasinda DE olmayan genlerin ekspresyonunu
dengelemek ve daha sonra genlerin geri kalanim1i DE olmayan genlerle aym
normallestirme faktorii ile normalize etmektir. Popiiler RPKM/FPKM normalizasyon
adimlarinin yalnizca, her hiicredeki toplam mRNA miktarinin deneysel kosullar
arasinda ayni olmasi durumunda iyi sonug alinacagini belirtmek 6nemlidir. Buna ek
olarak birkag yayin da, kiitliphane kompozisyon biaslarinin ele alinamamasi nedeniyle,
ornekler arasi karsilastirmalar i¢in bu normalizasyonun kullanim1 konusunda 6zellikle

kritik oldugu vurgulanmistir (Bullard et al., 2010; Dillies et al., 2013).

Ormnekler ici karsilastirmalara miidahale eden ek faktdrler, ornekler veya
kosullar arasinda transkript uzunlugundaki degisiklikleri, transkript boyunca
kapsamadaki konumsal bias, ortalama par¢a boyutunu ve genlerin GC igerigini
icerirler. GC diizenlemeleri i¢cin EDAseq paketi kullanilmaktadir (Steijger et al.,
2013).

Ekspresyon heterojenligi biliniyorsa, DE analizinde modellenebilen ve
ayarlanabilen biyolojik (6rnegin yas, cinsiyet, genotip veya doku) ve teknik faktorler
(deneysel seriler) tarafindan yonlendirilirken bilinmiyorsa ve agiklanmazsa analizi
saptirabilir. Ornegin, Ilgilenilen faktor ile gergek baglanti maskelenebilir. Bu gizli

faktorler tamamen rastgele ve bloke edilmis deneysel tasarimlarda ve popiiler
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yontemlerle kiiresel normalizasyondan sonra bile devam edebilirler. Gen ekspresyonu
tizerinde etkisi olan baz1 Olgiilmemis degiskenlere sahip olmak genellikle
kacinilmazdir. Sonug olarak, herhangi bir analize baglamadan 6nce ifade verilerini bir
boyutluluk azaltma yéntemiyle arastirmak siddetle tavsiye edilmektedir. Ornegin,
orneklerin gruplandirilmasimi gorsel olarak incelemek i¢in ana bilesen analizi (PCA)
ile 6rnekler grafik tizerinde ¢izilebilirler. Her bir temel bilesen, baskin gen ekspresyon
modellerini temsil eder ve daha yiiksek bilesenler, varyansin yiiksek oranini agiklarlar.
Ik temel bilesenler ilgilenilen degiskeni yansitmiyorsa (Srnekler beklendigi gibi
kiimelenmez) bu sinyali maskeleyen baska istenmeyen faktorlerin oldugunun bir
gostergesidir. Ozafagus RNASeq 6rneklerinin iyi bir sekilde ayrilmasi Sekil 2.17'da
gosterilmistir. Varyansin %93"inii agiklayan birinci temel bilesen (PC1), muskularis
mukoza ve skuamoz epitel 6zofagus drneklerini birbirinden ayirir. Varyansin %3'tinii
aciklayan ikinci bilesen (PC2) ornekleri cinsiyete gore ayirir. Bu gozlemle, farkh
Ozafagus doku parcalar1 arasinda cinsiyetler arasinda oldugundan daha fazla ifade

farklilig1 beklendigi 6ne siiriilebilir.
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Sekil 2.17 ENCODE projesinden dort 6zofagus skuaméz mukoza ve
dort 6zofagus muskularis epiteli toplam RNASeq 6rnegini gdsteren
PCA
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RNASeq count verileri bir Poisson dagilimiyla daha iyi modellenir ancak
biyolojik kopyalara sahip olmak, verilerin asirt dagilmasina neden olur. Bu nedenle,
RNASeq DE igin en popiiler yazilim paketleri negatif bir binom kullanirlar (McCarthy
et al., 2012; Love et al., 2014). Kii¢iik numune boyutlar1 nedeniyle her bir gen igin
grup i¢i varyansi kesin olarak tahmin etmek zordur. Bu zorluk edgeR (Robinson et al.,
2009) ve DESeq2 (Love et al., 2014) DE yaklasimlar1 kullanilarak, gen dagiliminin
ortalama gen ekspresyonuna bagli oldugunu varsayarak ve bilgiyi genler arasinda bir
havuzda toplayarak bu sinirlama iyilestirilebilinir. Ornekler arasindaki benzerlikleri
incelemek ve potansiyel aykir1 degerleri belirlemek i¢in DE analizine baglamadan 6nce
en iistteki degisken genlerle bir PCA yapilmasi siddetle tavsiye edilmektedir. Uzaktaki
ornekler, orneklerin geri kalanindan ¢ok uzakta esleniyorsa, bunlarin analizden
cikarilmasi gerekmektedir. Bununla birlikte hem DESeqg2 hem de edgeR 6rnek/gen
aykirt degerlerine kars1 dayaniklidir. Yeterli biyolojik kopya ile aykir1 deger numunesi
olan ve olmayan DE analizinin yapilmas1 ve sonuglarin nasil etkilendiginin kontrol

edilmesi Onerilir.

Onceden anlamliliga gére filtrelenmis bir gen listesinde (genellikle FDR< 0.05)
fonksiyonel zenginlestirmeyi arayan, gen seti testleri, herhangi bir cutoff uygulamaya
gerek kalmadan sirali gen listelerinde g¢alisirlar. RNASeq ¢alismalari i¢in derece
metriksi, DESeq2 tarafindan rapor edilen Walt testi istatistigi olabilir. Bu standart

hataya boliinen kat degisikliginin (log2FC) log2'sine karsilik gelmektedir.
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RNASeq ham okumalar
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Sekil 2.18 Tipik bir RNASeq pipeline érnegi

Sekil 2.18’e baktigimiz zaman RNAseq okumalari, spliced bir hizalayicr ile
referans genoma hizalanir. Spliced hizalamalar kesikli cizgilerle gosterilmektedir.
Ardindan bir transkriptome birlestirici, hizalamalar1 izoformlara ¢ézmeye calisir.
Burada, ii¢ izoform vardir. Bir okumanin kaynaklandig: izoformun 'gercegi' renkle
belirtilir. Ancak aralarinda spliced baglantt olmadigindan bir assemble bunu
¢dzemeyebilir. Ornegin pembe okumalara sahip iki ekzon onlara hizalanir (Sa et al.,

2018).
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3. Materyal ve Metot

Bu tez ¢alismasinda 44 Ornekte belirlenen Biyoinformatik analiz hatti ile

RNASeq ile elde edilen veriler kullanilarak analiz yapildi.

Calismalar Biruni Universitesi Genom Merkezi ve Acibadem Universitesi Tip
Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Biyoistatistik ve Tip Bilisimi Anabilim Dali’nda ortak
olarak ytriitiildii.

Biyoinformatik analiz Oncesi lcretsiz bir biyomedikal veri tabani olan
PUBMED’de Kistik fibrozis, RNASeq, RNASeq analiz hatti gibi anahtar kelimeler
kullanilarak literatiir taramas1 yapildi. “Transcriptome profile of Primary Human Lung
Fibroblasts (Cystic Fibrosis vs. Non-Cystic Fibrosis)” ve “Transcriptomic Profile of
Cystic Fibrosis Patients identifies Type | Interferon response and Ribosomal stalk
proteins as potential modifiers of disease severity” baslikli gilincel ¢alismalar tez

calismamizin amacina uygun oldugu i¢in se¢ildi.

Tez calismas1 kapsaminda kullanilan 14 adet RNASeq verisi “Transcriptome
profile of Primary Human Lung Fibroblasts (Cystic Fibrosis vs. Non-Cystic Fibrosis)”
baslikli caligmaya ait olup GSE141537 numarasiyla Gene Expression Omnibus (GEO)
deposundan, Kalan 30 adet, PRINA393803 proje numarali ve “Transcriptomic Profile
of Cystic Fibrosis Patients identifies Type | Interferon response and Ribosomal stalk
proteins as potential modifiers of disease severity” baslikli caligmaya ait olan veri ise
Avrupa Biyoinformatik Enstitiisii (EBI) veri tabanindan alindi. Biyoinformatik analiz

i¢in ¢aligmanin yapilacagi uygun format ve yapida bilgisayar kullanildi.

3.1. Veriler
3.1.1 Veri Kaynag1 1

1) Transcriptome profile of Primary Human Lung Fibroblasts (Cystic Fibrosis

vs. Non-Cystic Fibrosis)
- 4 ornek: 47 yasinda, Erkek, Saglikli, akciger fibroblast 2D kiiltiir

60



- 4 o6rnek: 45 yasinda, Kadin, Kistik Fibroz, akciger fibroblast 2D kiiltiir

- 3 ornek: 47 yasinda, Erkek, Saglikli, akciger fibroblast, In vitro 3D konnektif doku

- 3 Ornek: 45 yasinda, Kadin, Kistik Fibroz, akciger fibroblast, In vitro 3D konnektif
doku

Bu ¢alismanin alt basliklar1 agagidaki gibidir:

-GSE141535 numarali *Transcriptome profile of Primary Human Lung
Fibroblasts (Cystic Fibrosis vs. Non-Cystic Fibrosis) [2D]*,

-GSE141536 numarali *Transcriptome profile of Primary Human Lung
Fibroblasts (Cystic Fibrosis vs. Non-Cystic Fibrosis) arranged in a 3D model of the

connective airways tissue*

Calismalardan biri PMID: 32492951 numarasiyla *Intrinsic Abnormalities of
Cystic Fibrosis Airway Connective Tissue Revealed by an In Vitro 3D Stromal

Model* basligiyla yayimlanmstir.

Calismada kullanilan hiicreler Normal/kistik fibrozlu insan akciger fibroblasti
olup Lonza tarafindan satin alinmistir (N-HLF CC-2512 ve CF-HLF CC-194843;
EuroClone S.p.A. Milan, Italya). Hem CF-HLF hem de N-HLF, Kafkas
popiilasyonuna ait donérlerin akcigerlerinden cikarilmistir. Ozellikle, N-HLF CC-
2512 kodu i¢in sirastyla 47 ve 52 yasindaki erkek hastalardan gelen 0000669504 ve
0000548315 lotlar ve CF-HLF CC-194843 kodu i¢in KF’den etkilenen 45 yasindaki
bir kadin hastadan gelen 9F3124 lotu kullanilmistir. Lonza sirketi, von Willebrand
Faktor Ifadesi/Faktor VIII, sitokeratin 18 ve 19 igin negatif olduklarimi garanti
etmektedir. Alfa diiz kas aktin durumunda, hiicrelerin %5'e kadar pozitif olmasina izin
verilir. Bu degerden daha fazlasini ifade eden hiicre topluluklari, kalite kontrollerden
gecemez ve bu nedenle satin alinamaz. Calismada KF dondriiniin KFTR'sinin 6zellikli
mutasyonu ile ilgili bilgi sirkette mevcut olmadigi belirtilmistir. Hiicreler,
zenginlestirilmis MEM’de kiiltiirlenmistir (Sigma Aldrich S.r.l. Milan, Italy)
supplemented with 20%FBS (Sigma Aldrich), 2% of Non-Essential Amino acids
(EuroClone), 1% of L-Glutamine (Microtech, Microgem Naples, Italy) and %1% of
penicillin/streptomycin (Sigma Aldrich), until passage 7). Calismada belirtilen
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protokollere gore elde edilen 3D 6rnekler toplanarak yikanmistir ve paslanmaz g¢elik
bir boncuk kullanilarak bir girdap tizerinde Trizol (Thermo Fisher Scientific S.p.A.
Rodano (MI), Italya, Avrupa) i¢inde muamele edilip ardindan soliisyon, siringa
ignesine gecirilmigtir. Homojenizasyondan sonra, numunelere 200ul kloroform
eklenip, vortekslenmistir ve 12,000rcf'de 10 dakika santrifiijlenmistir. Ust faza 500uL
izopropanol eklenmistir. Ornekler, oda sicakliginda 10 dakika siireyle inkiibe edilip
12,000rcf'de 10 dakika siireyle santrifiijlenmistir. Stipernatantin ¢ikarilmasindan sonra
pelletler, 1ml EtOH %75 ile yikanip, 10 dakika 7600rcf'de santrifiijlenip ardindan
100uLL RNaz igermeyen su i¢inde yeniden siispanse edilmistir. RNA’nin ¢okelmesini
gerceklestirmek i¢in  numuneye 100uL asit fenol-kloroform ilave edilmistir.
Maksimum hizda 15 dakikalik bir santrifiijlemeden sonra, {ist faza 9uL. NaAC (3M)
ve 250ul EtOH %100 ilave edilmistir. Ornekler vortekslenip -80 °C'de 1 saat inkiibe
edilmistir. Daha sonra tiipler maksimum hizda 4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatant atildiktan sonra pellet RNaz igermeyen su i¢inde yeniden siispanse
edilmistir. RNA Ornegini kolajen artiklarindan daha fazla temizlemek icin ¢ozelti,
maksimum hizda santrifiijlenip, Yiiksek Saf RNA Doku Kitinin (Roche) kolonuna
aktarilmistir. RNA 20ul RNaz igermeyen su i¢inde ayristirilmistir. Benzer sekilde,
doku homojenizasyon fazi harig, ayn1 protokol kullanilarak 2D numunelerden de RNA
izolasyonu yapilmustir. Kiitiiphane hazirligi, {ireticinin talimatlarina gére QuantSeq
3’'mRNASeq Kiitiiphane hazirlama kiti (Lexogen, Viyana, Avusturya) kullanilarak her
numuneden toplam 100ng RNA ile gerceklestirilmistir. Toplam RNA, Qubit 2.0
florimetrik Test (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak 6lglilmistiir. Kiitiiphanelerin
kalitesi D1000 ScreenTape sistem (Agilent Technologies) kullanilarak
degerlendirilmistir. Hazirlanan kiitiiphaneler, S1 100cycle flowcell (Illumina Inc.)
kullanilarak NovaSeq6000 sekans cihazinda sekanslanmistir. Boyut olarak 300bg¢'lik
amplifiye edilmis parcalanmis ¢cDNA, 100b¢'lik bir okuma uzunlugu ile tek uglu
(single-end) sekanslanmustir. Illumina NovaSeq temel ¢agri (BCL) dosyalari,
bcl2fastq araciligiyla fastq dosyalarina donistiiriilmiistiir. Ardindan QuantSeq
3’mRNA Dizileme Veri Isleme ve Analizi yapilmistir. Analiz igin, adaptér dizilerini,
A2M-A kuyruklarin1 ve diisiik kaliteli ug¢ tabanlar1 kaldirmak igin (ortalama kalitesi
6'nin altinda olan bolgeler) sekans okumalart BBduk yazilimi kullanilarak kirpilmastir.
Hizalama, cellRanger web sitesinden elde edilen hg38 referans kullanilarak STAR

2.6.0a3 (Dobin et al., 2013) ile gergeklestirilmistir. Genlerin ekspresyon seviyeleri,
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Gencode/Ensembl gen modeli (Frankish et al., 2019) kullanilarak htseq count (Anders
et al., 2015) ile belirlenmistir. DE analizi, ¢ok faktorlii deneyler igin uygun,
genellestirilmis dogrusal modellere dayanan istatistiksel bir paket olan edgeR
kullanilarak gergeklestirilmistir (Robinson et al., 2010). Istatistiksel anlamlilik i¢in
secilen esik Yanlis Kesif Oran1 (FDR) <0.05’na ayrintili olarak bakilmistir.

3.1.2. Veri Kaynagi 2
2) Transcriptomic Profile of Cystic Fibrosis Patients identifies Type | Interferon

response and Ribosomal stalk proteins as potential modifiers of disease severity

Almanya Tuebingen Universitesi Cocuk Hastanesi ve Isvigre Bern Universitesi
Pediatrik Solunum Tibb1 Boliimii'nden ¢alisma icin toplam 32 F508del homozigot KF
hastasinda bu calisma gerceklestirilmistir. RNA kalitesini saglamak ve RNA
bozulmasin1 6nemli Olgiide azaltmak igin tiim kan oOrnekleri PaxGene tiiplerinde
toplanmustir. Katilimeilar, KF'nin klinik fenotipini 6l¢mek igin bir standart olan FEV1
degerlerine gore Agir KF hastalar (n=16) ve orta KF hastalar (n=16) olarak

siiflandirilmistir. Hastalarin ayrintili klinik 6zellikleri Tablo 3.1 'de agiklanmustir.

Tablo 3.1 Orta ve Agir KF Hastalar1 ayrintili klinik 6zellikleri

Say1 16 16
Yas: mean (SD) 25 (12) 25(9)
Kadm:Erkek 10:6 8:8
KFTR Mutasyon F508del/ F508del F508del/ F508del
FEané;ﬁh(rgliD”) %), 92 (16) 36 (10) < 0.0001***
Enfeksiyonlar PSA, SA, CA, SM PSA, SA, CA, SM, AF

*** Mann-Whitney U test.; PSA, Pseudomonas aeruginosa; SA, Staphylococcus aureus; CA, Candida albicans; SM, Stenotrophomonas maltophilia; AF, Aspergillus fumigatus

Klinik parametrelerin istatistiksel analizleri i¢in veriler, Mann-Whitney U testi
kullanilarak analiz edilip, SD olarak sunulmustur. Etik onay, Almanya Tuebingen
Universitesi Cocuk Hastanesi Kurumsal inceleme kurulundan almmistir. Tiim
katilimcilardan bilgilendirilmis yazili onam; ¢ocuk olanlar i¢in, ilgili ebeveynlerden
veya vasilerden onay alinmistir. RNA Kiitiiphane hazirligi i¢in toplam RNA, standart
protokollere (www.giagen.com) sahip bir Qiacube robotu kullanilarak PAXgene
tiiplerinden izole edilmistir. Fazla globin mRNA's1t GLOBIN clear kit ile ¢ikarilmistir.

Dizileme kiitiiphanesi iireticinin (www.illumina.com) talimatlari izlenerek TruSeq™
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Total RNA Sample Prep Kit ile hazirlanmistir. Her bir dizileme kiitliphanesi, bir
dizinin hangi 6rnekten tliretildigini tanimlayan 6 niikleotid uzunlugunda bir barkodla
etiketlenmistir. Boyut se¢iminden sonra, tiim dizileme kiitiiphanesi bir Qubitl
florometresinde 6l¢iiliip, esmolar miktarlarda 16 kiitliphane birlestirilerek iki dizileme
pool olusturulmustur. Bunlar, Illumina GAIIX tek okumali flowcell’in 8 seridine ve iki
MiSeq flowcell’e yiiklenmistir. Bagli molekiiller, bir cBot cihazinda klonal olarak
amplifiye edilmistir. Daha sonra, her fragmentten ilk 50 niikleotid sekanslanip
ardindan adaptordeki barkod dizisini yorumlamak i¢in 7 niikleotid dizileme ¢aligmasi
yapilmistir (www.illumina.com). RNASeq veri analizi i¢in, ham data kalitesi FastQC
kalite kontrol araci kullanilarak degerlendirilip, yiiksek kaliteli okumalar, STAR
RNASeq hizalama aract (Dobin et al., 2013) kullanilarak Homo sapiens referans
genomuna (hgl9) gore hizalanmistir. STAR hizalayicilar, hizalamadan 6nce okuma
dizilerinden adaptor dizilerini otomatik olarak algilayip kaldirilar. Daha sonra, eslenen
okumalarin toplam sayis1 ve her 6rnek i¢in benzersiz sekilde eslenen okumalarin sayisi
hesaplanmistir. Bu calismada, ek bir kalite kontrol katmani olarak, diisiik eslenmis
okuma sayisiyla ve benzersiz sekilde eslenmis okumalarin kii¢ilik bir ylizdesine sahip
ornekler atilmistir. Bu nedenle calismadaki total 6rnek sayist 30’dur. EK kalite
kontroliinden gegen ornekler icin HTSeq (Anders et al., 2015) kullanilarak gen
ekspresyon seviyesi CPM olarak tahmin edilmistir. Orta KF ve Agir KF arasinda farkli
sekilde ifade edilen genleri (DEG'ler) tanimlamak i¢in EdgeR R paketi kullanilmistir
(Robinson et al., 2010). Her bir KF grubundaki numuneler biyolojik kopyalar olarak
muamele edilip sadece anlamlilik sinirim1 gecen genler DEG olarak muamele
edilmistir. DEG'leri belirlemek i¢in anlamlilik kesme degeri olarak ifadede -0.5'ten
kiigiik veya 0.5'ten biiyiik ve P degeri (FDR diizeltilmis P degeri) 0.05'ten kiigiik log
kat degisimi kullanilmistir. RNASeq verilerinin global diizenleyici etkilesimini
ISMARA c¢evrimi¢i araci (www.ismara.Unibas.ch) kullanarak tahmin etmek icin
Motif aktivite yanit analizi (MARA) gerceklestirilmistir. MARA, transkripsiyon
faktorii (TF) baglanma bolgelerini belirli bir algoritma ile tahmin ediP belirli bir
ornekte gen ekspresyonu agisindan spesifik TF'nin etkisini hesaplar. Calisma gruplari
arasinda motif aktivitesindeki farkliliklar1 analiz etmek i¢in Mann-Whitney U sira
toplam1 testleri uygulanmistir. Tim biliyik DEG'ler, Acik Hedef Platform

(www.targetvalidation.org) kullanilarak KF ile iliskileri agisindan kontrol edilmistir.
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gRT-PCR validasyonu, RNASeq i¢in kullanilan ayni &rnekleri kullanarak
DEG'lerin 16's1i¢in gergeklestirilmistir. Primerler (Tablo 3.2), Primer3 ¢evrimigi araci
(www.primer3.ut.ee) ile dizayn edilmistir. Reaksiyon sonrasi segilen DEG'lerin nispi
ekspresyon seviyeleri 18S rRNA'ya normalize edilmistir. Orta KF ve Agir KF
arasindaki mRNA ekspresyonundaki farkliliklar, REST 2009 yazilim ile ikili sabit
yeniden tahsis randomizasyon testleri ile analiz edilmistir (Pfaffl et al., 2002). Agir
KF hastalar1 grubu kontrol grubu olarak kullanilmistir ve istatistiksel anlamlilik
randomizasyon testleri ile belirlenmistir. Ayrica her bir genin ifadesi 2-AACt yontemi
kullanilarak her hasta i¢in belirlenip ¢alisma gruplar arasinda ayr1 gen analizleri i¢in

Mann-Whitney U testleri uygulanmistir. Anlamlilik seviyesi, <0,05'lik bir P-degerine

ayarlanmigtir.
Tablo 3.2 qRT-PCR Validasionu i¢in kullanilan primerler
HERC5 F:CCAGCTTGCTTGTCCAACAG 157 58
R:CGGCCAGTAAACCCTCTTCT
IFITL F:.TGGACCCTGAAAACCCTGAA 243 54
R:TCTGTGAGGACATGTTGGCT
IFIT2 F:GCGAAACAACTGCTCCATCT 205 55
R:CCAAGACATGCAAAGCCTCA
RSAD2 F:AAGAGGAGGAAGAGGACCCT 250 55
R: CAGAACCTCACCAACTTGCC
IFI44L F: GAGCAACTGGTGTGTCGTTT 213 56
R: CCTATTTCTGTGCTCTCTGGC
GOS2 F:GGAATGGAGAGACAGAGGGG 239 59
R: AGTGCAAAATGGTAGACGCA
CXCL10 F: TGGATGTTCTGACCCTGCTT 201 56
R: AAAGAATTTGGGCCCCTTGG
FOSB F:TCTGTCTTCGGTGGACTCCTTC 209 57
R:GCAAACCGTAGATGCTCAGGG
OAS3 F: GCTTCACAGAGCTACAACGG 167 58
R: CTCCCAGGCATACACAGTCA
IFI6 F: AGCAGCGTCGTCATAGGTAA 213 56
R: TGCACTCTAGCCTGGACAAT
MX1 F: CATCCAGCCACCATTCCAAG 168 57
R: AGAATCGCTTGAACCTGGGA
EGR1L F: AGCTGGAGGAGATGATGCTG 257 54
R: CCAGCACCTTCTCGTTGTTC
IL8 F: TCTTGGCAGCCTTCCTGATT 211 56
R:TCCAGACAGAGCTCTCTTCCATC
LOC644172  F: CCGACGTCCATTTCTCCAAG 184 58
R: TCATCCACTTCCAGCTCAGG
ZFN683  F: AGCCTTGCCTTACCCGCTGAAA 129 60
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R: AATGGACGCTCTCCACTGTGCA

EPB41L4B F: ACCCACTTCCTTGACAGAGT
R: CGCAAGTTAGCAGCACCAAT
18s rRNA F: GTAACCCGTTGAACCCCATT
R: CCATCCAATCGGTAGTAGCG

233

151

55

54

Bu tez g¢alismasi kapsaminda biitce kaynagi olmadigi i¢in gqRT-PCR ile

validasyon yapilmamustir

3.2. Analiz Hatt1

Verilerin yeniden degerlendirilmesi i¢in bizim kullandigimiz analiz hatti

asagidaki gibidir;
RNASeq
—> HT-Se
FastQ Veri .
Kalite Kontrol Normalizasyon
FastQC EDASeq
Hizalama Gen ifade Tahminleri
HISAT2 DESeq
Ornek Aykiri Degerleri
BAM e — Algilama ve Kaldirma
Temel Bilesen Analizi (PCA) Verileri
‘ . degerlendirmek igin
bilinen
. = Her bir Gendeki Ornek eQTL'lerin kullanimi
Taraak RN % Aykiri Degerleri Kaldirma
3
O
\ ¥ S 4 4
h ]
SAM Bk £ Ortak Degisken
Araglari = Degerlendirme
3]
‘ Z ‘ Tek Gen Analizi
[
©
T —— % Gen Anotasyonu igin
enotipleri =2 En lyi Yontemi Belirleme

Sekil 3.1 Verilerin yeniden degerlendirilmesi i¢in analiz hatti
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Analizde kullanilan araglar ve ilgili web kaynaklari ise agsagidaki gibidir;

Tablo 3.3 Biyoinformatik analizde kullanilan araglar ve ilgili web kaynaklari

Fastq files https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE141537
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRINA393803
FastQC http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
Conda (v4.8.3) Paketlerin ve ¢evrenin kurulumu igin
HISAT2 https://anaconda.org/bioconda/hisat2
Samtools http://www.htslib.org
GATK https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us
HTSeq https://pypi.python.org/pypi/HTSeq
EDASeq http://www.bioconductor.org
Rstudio https://www.rstudio.com/
DESeq2 http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESg2.html
VariantFiltration https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360050815032-VariantFiltration

3.3 Analiz i¢in Uygun Ortam Olusturma

Biyoinformatik Analiz i¢in Ubuntu Terminalinde uygun ¢evreler olusturuldu.
Bunun i¢in 6ncelikle Anaconda indirildi. Anaconda indirildikten sonra analiz 6ncesi
Ubuntu terminal {izerinden bioconda araciligiyla asagidaki programlar indirilip

bilgisayara kuruldu:

FastQC programi

- Trimming i¢in trim_galore

- Alignment i¢in Hisat2

- Genome Reference Consortium Human Build 38
- Samtools

- bcftools

- GATK

3.3.1. Kalite Kontrol: FastQC

Orneklerin oncelikle FastQC ile Kalite Kontrol analizi yapildi. FastQC, elde
edilen verilerde ileri sekans analizleri yapilmadan 6nce bilinmesi gereken herhangi bir
sorun olup olmadigina dair hizli bir izlenim almak i¢in kullanilan modiiler bir analiz

setidir.  FastQC  tool kullanilarak  olusturulan  raporlar  degerlendirildi.
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N.HLF_2D_Repl’a ait 6rnek rapor goriintiisii Sekil 3.2°de gibidir. (Basis Statics ve

Per Base Sequence Quality eklenmistir).
Sekans Dosyasinin Ag¢ilmast:

1. Bir veya daha fazla Sekans dosyasini etkilesimli olarak agmak i¢in programi
calistirilip ardindan Dosya> Ag segilir.

2. Daha sonra analiz etmek istenilen dosyalar segilir.

3. Yeni acilan dosyalar, ekranin iist kismindaki sekmeler grubunda hemen
goriinecektir.

4. Dosyalarin boyutuna bagli olarak onlar1 agmak birka¢ dakika siirebilir.
FastQC, bir seferde yalnizca bir dosyanin acildig1 ve yeni dosyalarin mevcut

dosyalar islenene kadar bekleyecegi bir kuyruk sistemi ¢alistirir.

RFastQC Report
Summary DBasic statistics
N I T
P Filename SRR18597209. fastq. gz
9&:&&:‘:\;’&@5&'} File type Conventional base calls
dFe' SECUENCE QUAIRY SCOES Encoding Sanger / Illumina 1.9
wa Total Sequences 1734268

Ber secyence GC conlent Sequences flagged as poor quality @
aEE“_:iﬂ‘ﬂ_coﬂell Sequence length 1
asﬂn.erce Length Disribaition s a2

Sequence Duplication Levels
Ouerrepresented Sequences

@—'v:np’.er Content

@Per base sequence quality

T

Sekil 3.2 FastQC tool kullanilarak olusturulan N.HLF 2D Repl’a ait 6rnek rapor
goruntusu

FastQC analiz degerlendirilmesi sonrasinda TRIMMING iglemi uygulanmustir.

Bunun i¢in de *trim_galore* kullanildi. Trimming sonrasi1 tekrar FASTQC analizi
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yapildi. Ornek rapor goriintiisii (Sekil 3.3) asagidaki gibidir. (Basis Statics ve Per Base

Sequence Quality eklenmistir).

@FastQC Report

Summary
[ Y— DBasic Staistics
@E&Lﬁ.&mlﬁn.cg_qugl.w_s.cm; Filename SRR10597209_trimsed. fq. gz
QPer base sequence content File type Coerventional base calls
Per sequence GC contant Encoding Sanger / Illumina 1.9
@Eeua.aseﬂ_camem Total Sequences 1792697
Sequence Length Distribution Sequences flagged as poor quality @
Sequence Duplication Levels Segquence length 20-181
OQverrepresented sequences ML 4
@F\dapter Contant

@Per base sequence quality

Sekil 3.3 TRIMMING islemi sonrasinda Ornek rapor goriintiisii

3.3.2. FastQC - Varyant Cagirma

Calismada oOncelikle alignment i¢in HISAT2 kullanildi. HISAT2, YND
okumalarini (hem DNA hem de RNA) bir insan genom popiilasyonuna hizalamak i¢in
hizli ve hassas bir programdir. Alignment icin daha Onceden bilgisayarimiza
indirdigimiz Genome Reference Consortium Human Build 38 kullanildi ve
orneklerimiz SAM uzantili dosyaya, ardindan da SAM'in Binary gosterimi olan BAM
uzantili dosyaya ¢evrildi. SAM dosyalari ve BAM dosyalar1 farkli bir formatlarda ayni
bilgileri igerirler. BAM, oOncelikle referans kimligine ve ardindan en soldaki
koordinata gore siralanmalidir. Ardindan da Indeksleme yapilmalidir. Burada amag
tim hizalamalardan ge¢gmeden belirli bir bolgeyle oOrtiisen hizalamalarin hizli bir

sekilde alinmasidir. HaplotypeCaller kullanilarak BAM dosyasindan VCF dosyasi
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olusturuldu. Boylelikle GATK VCF elde edilmis oldu. Elde edilen ¢iktiya ait 6rnek
Tablo 3.4’da gosterilmektedir.

Tablo 3.4 GATK VCF sonuglarina ait 6rnek tablo
[chr [ start | End [ Ref | At | FuncrefGene |  GenerefGene | GeneDetailrefGene | ExonickuncrefGene | AAChangerefGene | cytoBand |

chrl 631010 631010 T C intergenic LOC101928626;MIR12136 dist=2001;dist=1605 . . 1p36.33
chrl 634113 634113 A - intergenic MIR12136;0R4F3 dist=1428;dist=51603 . . 1p36.33
chrl 634244 634244 T C intergenic MIR12136;0R4F3 dist=1559;dist=51472 . . 1p36.33
chrl 680540 680540 A 9 intergenic MIR12136;0R4F3 dist=47855,dist=5176 . . 1p36.33
chrl 809967 809967 T C intergenic LOC100288069;FAM87B dist=31279;dist=7404 . . 1p36.33
chrl 809992 809992 A - intergenic LOC100288069;FAM878B dist=31304,dist=7379 . . 1p36.33
chrl 944296 944296 G A UTR3 NOC2L;SAMD11 [15658:c.*398C>T;NM_152486:c.* 1. . . 1p36.33
chrl 944307 944307 T [ UTR3 NOC2L;SAMD11 [15658:c.*387A>G;NM_152486:c.*1| . . 1p36.33
chrl 965592 965592 T G UTR3 KLHL17 NM_198317:c.*401T>G . . 1p36.33
chrl 965643 965643 T [ UTR3 KLHL17 NM_198317:c.*452T>C . . 1p36.33
chrl | 1014274 1014274 A G exonic 1SG15 . synonymous SNV |M_005101:exon2:c.A294G| 1p36.33
chrl | 1292467 1292467 9 T UTR3 ACAP3 NM_030649:c.*1097G>A . . 1p36.33
chrl | 1352965 1352965 A G UTR3 MXRA8 6T>C;NM_001282582:c.*639T>C;N| . . 1p36.33
chrl | 1353091 1353091 9 T UTR3 MXRA8 G>A;NM_001282582:c.*513G>A; . . 1p36.33
chrl | 1373729 1373729 G T downstream AURKAIP1 dist=7 . . 1p36.33
chrl | 1386672 1386672 A G UTR3 CCNL2 9T>C;NM_001320153:¢.*559T>C;N| . . 1p36.33
chrl | 1496122 1496122 G A UTR3 ATAD3B 921:¢.¥305G>A;NM_001317238:c. . . 1p36.33
chrl | 1580045 1580045 9 T intergenic SSU72;FNDC10 dist=5182;dist=17967 . . 1p36.33
chrl | 1716966 1716966 A G intronic CDK11A . . . 1p36.33
chrl | 1719368 1719368 T C exonic CDK11A . synonymous SNV 1.A315G:p.R105R,CDK11A:|  1p36.33
chrl | 1719406 1719406 G A exonic CDK11A . no SNV |c.C277T:p.R93W,CDK11A:N 1p36.33
chrl | 1727506 1727506 T c UTR3 SLC35E2A NM_182838:c.*4949A>G . . 1p36.33
chrl | 1810691 1810691 A T intronic GNB1 . . . 1p36.33

Ayrica Samtools ile de VCF (Tablo 3.5) dosyas1 olusturuldu. Samtools, SAM,
BAM ve CRAM bigimlerindeki hizalamalar1 isleyen bir dizi yardimci programdir.
Bigimler arasinda doniisim saglar, siralama, birlestirme ve indeksleme yaparak
herhangi bir bolgedeki okumalari hizli bir sekilde alabilir. Oncelikle BAM
dosyasindan BCF olusturuldu. Bunun i¢in VCF ve onun ikili karsiligt BCF'deki
varyant ¢agrilarini isleyen bir yardimci program olan BCFtools kullanildi. BCFtools,
samtools mpileup komutunun ¢iktisindan varyant ¢agrisi yapar. Indekslenmis VCF ve
BCF her durumda c¢aligacaktir. Genel olarak, birden fazla VCF ayn1 anda okundugunda
indekslenmeleri ve dolayisiyla sikistirilmalart gerekir. Indekslenme sonrast RAW
VCF olusturuldu. VCF bir metin dosyas1 formatidir. Meta bilgi satirlari, bir baslik
satir1 ve ardindan her biri genomdaki bir konum hakkinda bilgi i¢eren veri satirlart
icerir. SNP'ler veya insersiyonlar/delesyonlar gibi genetik varyasyon cagrilarini

depolamak i¢in kullanilir.
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Tablo 3.5 Samtools VCF sonuglarina ait 6rnek bir tablo

Chr Start End Ref Alt Func.refGene Gene.refGene il.refGene .refGene | AAChange.refGene

chrl 634113 | 634113 A - intergenic MIR12136;0R4F3 dist=1428;dist=51603 1p36.33
chrl 634244 | 634244 T C intergenic MIR12136;0R4F3 dist=1559;dist=51472 1p36.33
chrl 809967 | 809967 T 9 intergenic LOC100288069;FAM878 dist=31279;dist=7404 1p36.33
chrl 809991 | 809991 A - intergenic LOC100288069;FAM878 dist=31303,dist=7380 1p36.33
chri 944296 | 944296 G A UTR3 NOC2L;SAMD11 5658:¢.*398C>T;NM_152486:c.* 1p36.33
chrl 944307 | 944307 T C UTR3 NOC2L;,SAMD11 5658:¢.*387A>G;NM_152486:c.* 1p36.33
chrl 965592 | 965592 T G UTR3 KLHL17 NM_198317:c.*401T>G 1p36.33
chrl 965643 | 965643 T C UTR3 KLHL17 NM_198317:¢.*452T>C . . 1p36.33
chrl 1014274 | 1014274 A G exonic 1SG15 . synonymous SNV | 005101:exon2:c.A29¢ 1p36.33
chrl 1234950 | 1234950 T G UTR3 B3GALT6 NM_080605:¢.*1682T>G . 1p36.33
chrl 1255143 | 1255143 C T UTR3 UBE2J2 94315:c.*60G>A;NM_194457:c.* 1p36.33
chrl 1292467 | 1292467 C T UTR3 ACAP3 NM_030649:c.*1097G>A 1p36.33
chrl 1311788 | 1311788 T C UTR3 INTS11 A>G;NM_001256462:.*71A>G; 1p36.33
chrl 1352965 | 1352965 A G UTR3 MXRA8 T>C;NM_001282582:¢.*639T>C;| 1p36.33
chrl 1353014 | 1353014 G C UTR3 MXRA8 C>G;NM_001282582:c.*590C>G; 1p36.33
chrl 1353091 | 1353091 C T UTR3 MXRA8 IG>A;NM_001282582:¢.*513G>A; 1p36.33
chrl 1386672 | 1386672 A G UTR3 CCNL2 T>C;NM_001320153:¢.*559T>C;| 1p36.33
chri 1496122 | 1496122 G A UTR3 ATAD3B 21:c.¥305G>A;NM_001317238:c| 1p36.33
chrl 1580045 | 1580045 C T intergenic SSU72;,FNDC10 dist=5182;dist=17967 1p36.33
chrl 1716966 | 1716966 A G intronic CDK11A . 1p36.33
chrl 1727506 | 1727506 T C UTR3 SLC35E2A NM_182838:c.*4949A>G 1p36.33
chrl 1732912 | 1732912 T C intronic SLC35E2A . 1p36.33
chrl 1783270 | 1783270 9 T intergenic NADK;GNB1 dist=3239;dist=2015 1p36.33
chrl 1785563 | 1785563 T C UTR3 GNB1 >G;NM_001282538:c.*1500A>G; 1p36.33

GATK ve Samtools ile elde edilen raw-VCF’e, varyant filtrasyonu uygulandi.

FastQC analizinden elde edilen sonuca gore Varyant kalitesi 20'ye gore filtrelendi. Bu

kalite phred 6l¢eklidir. Phred kalite puan1 otomatik DNASeq ile iiretilen bazlarin

tanimlama kalitesinin bir 6l¢iisiidiir. Nitelendirdigi her seyin %1 hata sans1 ile %99

dogru oldugu anlamina geldiginden 20 veya {izeri bir Phred Puani kabul edilebilir.

raw-VCF’ten - Annovar-VCF olusturmak i¢in 6ncelikle, asagidaki link kullanilarak

bazi databaseler indirildi.

https://www.openbioinformatics.org/annovar/annovar download form.php

3.3.2.1 Varyantlarin Degerlendirilmesi

RNA Genotiplendirme i¢cin GATK ve Samtools ile elde edilen filtrelenmis

VCF’ler birlestirilip RNA genotiplendirme i¢in hazirlandu.

3.3.3 Transkriptom Analizi

3.3.3.1 HTSeq

Tez calismasi kapsaminda kullanilan analiz hattinin 2. kismin transkriptom

analizidir. Ubuntu terminal ile HTSeq olusturuldu. Bunun i¢in hg38.refGene.gtf.gz

indirildi. HTSeq count yapildiktan sonra tiim veriler R Studio programinda EDASeq

asamasina gecmek icin birlestirildi.
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3.3.3.2 EDASeq

EDASeq verilerin normalizasyonu igin kullanilmaktadir. EDASeq’de iki
normallestirme adimi vardir. Bunlardan ilki gene 6zgii ve numuneye 6zgi etkileri
ayarlayan numune i¢i normallestirme adimidir. Digeri ise numune arasindaki dagilim

farkliliklarini diizelten numuneler arasi normallestirme adimidir.

3.3.3.3 DESeq

DESeq2, Cooks mesafesini kullanarak aykir1 degerleri otomatik olarak algilar
ve bu genleri analizden c¢ikarir. Ayrica, normallestirilmis sayilarin ortalamasi bir
optimizasyon prosediirii tarafindan belirlenen bir esigin altinda olan genleri otomatik
olarak kaldirir. Bu arag girdi olarak bir raw-count tablosu alir. Count tablosu, deney
gruplarin1 tanimlayan bir metadata dosyasi ile iliskilendirilmelidir. DESeq2, tiim
numunelerde her gen i¢in geometrik ortalamanin hesaplandigi bir dahili
normallestirme gergeklestirir. Her numunedeki bir genin sayilar1 daha sonra bu
ortalamaya bdliiniir. Bir numunedeki bu oranlarin medyani, o humune igin boyut
faktoriidiir. Bu prosediir 6rnegin bir deney kosulunda yalnizca az sayida gen ¢ok
yuksek diizeyde eksprese edildiginde ancak digerinde ifade edilmediginde ortaya
cikabilecek kiitiiphane boyutu ve RNA bilesimi bias diizeltir. Sonug olarak, DEseq2,
Bioconductor araciligiyla saglanan popiiler bir diferansiyel ifade analiz paketidir.
Diferansiyel ifade testleri, negatif bir binom genellestirilmis dogrusal modele

dayanmaktadir.
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4. Sonug¢
4.1. Veri kaynag 1

Transcriptome profile of Primary Human Lung Fibroblasts (Cystic Fibrosis vs. Non-

Cystic Fibrosis). Bu c¢alismada 14 6rnek kullanilmustir.

Tablo 4.1 Veri Kaynagi 1 6rnek listesi ve 6zellikleri

ORNEKLER Baz Biiyiikliik Hiicre Tipi Donér Yasi Cinsiyet
N.HLF_2D_Repl 181.24M 56.30Mb akcig’:f;”;flblast 47 Erkek
N.HLF_2D_Rep2 481.13M 148.55Mb akcig’;‘:’gibla“ 47 Erkek
N.HLF_2D_Rep3 255.98M 77.94Mb akcig':rogralblast 47 Erkek
N.HLF_2D_Repé4 177.29M 53.85Mb akcig,::;irzfcl)blast 47 Erkek
CFHLF 2D Repl | 220.47M 67.81Mb akciger';';mblast 45 Kadin
CFHLF 2D Rep2 |  224.65M 68.76Mb akcige:;';mblast 45 Kadm
CF.HLF 2D Rep3 | 201.35M 61.05Mb akciger';':bmblast 45 Kadin
CF.HLF 2D Repd |  265.48M 81.10Mb akcigerKfirobmt 45 Kadm
N.HLF_3D_Repl 611.93M 199.42 Mb akcig’::;rgiblast 47 Erkek
N.HLF_3D_Rep2 572.71M 181.17 Mb akcigt'fgflblast 47 Erkek
N.HLF_3D_Rep3 701.25M 222.36 Mb akcig’:f;”;flblast 47 Erkek
CF.HLF 3D Repl | 663.28M 210.96 Mb akciger';iimblast 45 Kadm
CFHLF 3D Rep2 | 814.52M 259.21 Mb akcigerﬁmblm 45 Kadm
CF.HLF 3D_Rep3 | 934.04M 202.06 Mb KF 45 Kadn

akciger fibroblast

Bu calismaya gore, Biyomiihendislik Bottom-up yaklasimi baglayict hava yolu
doku esdegeri liretimine yol agmaktadir. Calismada ilk olarak, hem N-HLF hem de
CF-HLF 1 hafta boyunca askorbik asit ile %100 birlesik hiicre tabakasini uyararak in
vitro endojen kollajen tiretme kapasitesi degerlendirilmistir. Sekil 4.1°de (Mazio et
al., 2020). endojen kollajen liflerinin Tkinci Harmonik Nesil (SHG) sinyali sayesinde

de novo sentezlenmis matrisi gri olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.1 Gri renkte
fibroblastlar tarafindan
tiretilen endojen kolajen

ve mavi renkte hiicre

cekirdekleri

Ardindan, Sekil 4.2 (Mazio et al., 2020)'de gosterildigi gibi Onceden
olusturulmus bir doku miihendisligi bottom-up yaklasimini (Imparato et al., 2013)
hafifce degistirerek akciger bag hava yolu dokusu (CAT) elde edilmistir. Hem N-HLF
hem de CF-HLF dinamik kiiltiir kosullarinda Hiicre Dis1 Matrisin (ECM) elemanlarin
cogaltmak ve sentezlemek i¢in go6zenekli jelatin mikro yap1 iskelelerine

yapisabilmistir.

Cell seeding ﬂ Maturation
\ g YO
» - Panl,

~ [ 4 “

Micro-tissue assembly 3D CAT

Sekil 4.2 KF bag hava yolu dokusunu (CAT) gelistirmek i¢in biyo-miihendislik siireci

KF bag hava yolu dokusunu (CAT) gelistirmek i¢cin CF-HLF, gozenekli jelatin
mikro-iskeleler {izerinde, doner flask biyoreaktdriine ekilmis. Fibroblastlarin
tohumlanmasindan 18 giin sonra KF mikro dokular1 (CF-uTP: cystic fibrosis micro-
tissues) alinmis ve olgunlagsma odalarina birlestirilmis. 3 hafta sonra kendi matrislerine
gomiilii fibroblastlarin varligi ile 6ne ¢ikan nihai CAT elde edilmis. Ayni siire¢ N-
HLF’den baslayarak, normal bag hava yolu dokusunu (NA-CAT) deneysel kontrol
olarak elde etmek icin kullanilmis. Zamanla hiicre-hiicre ve hiicre-matris etkilesimleri,

Normal ve KF mikro dokularinin (NA-uTP'ler ve CF-pTP'ler) olusumu saglanmis
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oldu. Her iki mikro doku da, Sekil 4.3'de (Mazio ve ark.,2020) gosterildigi gibi,

endojen kollajen matrisine gomiilii hiicrelerin varligina sahipti.

Sekil 4.3 Hem NA-uTP'ler
hem de CF-pTP'ler
zamanla boyutlarin artiran

gorunti

Ancak CF-uTP'ler her zaman noktasinda NA-uTP'lerden daha biiytkti. p-
scaffold bagina hiicre sayisi ile KF akciger fibroblastlarinin normal olanlardan daha

hizli gogaldig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.4 Hiicre kiiltiir Sonuglarinin toplu goriintiisii
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Sekil 4.4°de sonuglara toplu olarak baktigimizda B. NA-uTP'lerin ve CF-
uTP'lerin  optik  mikroskop  goriintiileri, mikro-iskelelerde  fibroblastlarin
tohumlanmasindan 1, 9 ve 18 giin sonra, 6lgek ¢ubugu 100um. C. Zamanla NA-
uTP'lerin (mavi) ve CF-uTP'lerin ¢apinin (kirmizi) histogrami (** p degeri <0.01),
veriler Ortalama + Standart Sapma olarak gosterilir. D. NA-uTP'lerde (mavi) ve CF-

uTP'lerde (kirmizi) zaman i¢inde mikro- scaffold basina hiicre sayisini gosteren grafik.

Ayrica, KF fibroblastlarinin, SHG goriintiilerinde (Sekil 4.5A) ve kolajen
fraksiyonunun analizinde goriildigii gibi daha yiiksek miktarda kolajen iirettigi
gosterilmistir (Sekil 4.5B) (Mazio et al.,, 2020). Artan hiicre sayist ve kolajen
miktarinin, NA-uTP'lere kiyasla CF-uTP'lerin boyutundaki artisla uyumlu oldugu
gosterilmistir. Kolajen ag morfometrisi daha sonra SHG goriintiileri Gri Diizey
Birlikte Olusum matrisinin  (GLCM) korelasyon o6zelligi ile analiz edilerek
arastirilmistir (Wu et al., 2016; Chen et al., 2012; Imparato et al., 2016). CF-uTP'lerin
korelasyon egrisi (Sekil 4.5B) (Mazio et al., 2020), NA-uTP'lerden daha yavas
bozulmus, bu da hastalik modelinde daha diizensiz bir kollajn ag1 oldugunu
gostermistir (Hristu et al., 2018). Bunlara ek olarak, CF-uTP'lerin korelasyon
uzunlugu, NA-uTP'lerden 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugundan (Tablo 4.2) ( Mazio
et al.,, 2020), hastalik modelinde daha kalin kolajen liflerinin varligini ortaya
koymustur (Cicchi et al., 2010).

Tablo 4.2 Korelasion uzunlui“u analizi

NA-uTPs 62.6254 + 16.23
CF-uTPs 135.88 +43.31
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Sekil 4.5 pTPs morfolojik karakterizasyonu

Sekil 4.5°da (Mazio et al., 2020) uTPs morfolojik karakterizasyonlari
gosterilmistir A. Normal ve KF mikro dokularindaki kolajen liflerinin (parlak gri)
SHG goriintiileri (NA-uTP'ler ve CF-uTP'ler). B. NA-uTP'lerde (mavi) ve CF-
uTP'lerde (kirmizi) kolajen fraksiyonu (%) diyagrami, veriler Ortalama + Standart
Sapma olarak gosterilir. C. NA-uTP'lerin (mavi) ve CF-uTP'lerin (kirmiz1) SHG

goriintiilerini analiz ederek elde edilen normallestirilmis korelasyon grafigi

Transkriptomik analiz epitel morfogenezinde ve inflamatuvar tepkide yer alan
genlerin up regiile edilmesinde 3D Stromal ortamin temel bir rolinii ortaya
¢ikarmaktadir. Bu amacgla, GSE141537 numsrsli c¢aligmada, CF-HLF ve N-HLF
arasinda gozlemlenen morfolojik farkliliklarin altinda yatan molekiiler imzanin
etkisini daha fazla arastirmak i¢in, hem 2D hem de 3D (CAT) konfigiirasyonlarinda
diizenlenen hiicrelerin tarafsiz bir RNAseq analizi yapilmigtir. Caligma ile
Transkriptomik analizin de benzer sekilde CF-HLF ve N-HLF arasinda gézlemlenen
farkliliklar da dogrulanmigtir. Ayni zamanda 3D ortamin doku fizyo/patolojisini in
vitro olarak kopyalamadaki temel rolii de vurgulanmustir. Bunlara ek olarak, hem CF-
HLF hem de N-HLF KFTR'yi ifade etmediginden, CF-HLF ve N-HLF arasinda
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gozlenen farkliliklar in vitro KFTR disfonksiyonu ile ilgili degil muhtemelen, birincil
hiicrelerin ¢ikarildigi biyopsi aninda hastaya 6zgii in vivo akciger durumundan
tiiretilen diger faktorlerle iliskili oldugu vurgulanmistir. Hem 2D hem de 3D kosullar,
CF-HLF'nin transkriptomunun kontrol olarak kullanilan N-HLF'nin transkriptomuyla
karsilastirilmasiyla analiz edilmistir. Her iki kosulda da transkriptomda énemli bir
degisiklik gbzlemlenmistir. Ayrintili olarak, sirastyla 2D ve 3D transkriptomlarinda
2005 ve 1505 DEG bulunmustur. 2D veya 3D kosulunun gen ekspresyon profilleri
tizerindeki etkisini arastirmak ve en diizensiz yolaklar1 belirlemek igin iki veri seti
tizerinde gen ontoloji zenginlestirme analizi (GOEA) gergeklestirilmistir (Huang et al.,

2009). Bu tez ¢alismamizda bu analiz ger¢eklestirilmedi.

HAS-2'yi iceren CF-CAT'de CF-HLF tarafindan asir1 eksprese edile bir dizi
gen gozlemlenmistir. Bunlar arasinda, gen ekspresyonu ve immiinofloresan ile
gozlemlenen hyaliironik asit miktar1 arasinda pozitif bir korelasyonu gosteren
TWIST1 ve TGFB3 yer almistir. Bunlara ek olarak periostin sentezinin pozitif
diizenleyicileri ve WNT yolagindaki WNT2, SFRP2 ve RSPO2 de bulunmaktadir. Son
caligmalar akciger fibrozu sirasinda gozlenene benzer sekilde, KF'li hastalarin akciger
fibroblastlarinda WNT yolaginin anormal bir aktivasyonunu &nermektedir
(Konigshoff et al., 2008; Munguia-Reyes et al., 2018). Akciger fibrozunda oldugu
gibi CF-HLF'de aktive olan diger genler ise TBX4 (Xie et al., 2016) ve ITGA8dir.
(Hung et al., 2018). HHIP ve CHI3L1 nin, hem KF'de hem de KOAH ve astimda asir1
eksprese edildigi ¢calismalarda gosterilmistir (Hector et al., 2011; Van der Plaat et al.,
2017). (Tablo 4.2) (Mazio ve ark., 2020).

Tablo 4.3 3D veri setinde up reiﬁle olmus genler

TGFp3 1.755
HAS-2 2.062
TWIST1 2.425
WNT2 3.052
SFRP2 3.695
RSPO2 4.331
TBX4 4.593
ITGAS 4.874
CHI3L1 5.027
HHIP 5.09
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Venn semasinda gosterildigi gibi, her biri kendi kontroliinde normallestirilen

iki veri seti (2D ve 3D) karsilastirilmistir (Sekil 4.6) (Mazio et al., 2020).

/

/ 599 DEGs

2D 2D SPECIFIC | incommon | 3p SPECIFIC | -
2005 DEG | uP/UP 381 1505 DEG
1406 DEG bty 906 DEG ”
DW 826 \ DW/DW 166 | DW 537
UP 1179 DW 627 | In opposite DW 352 f UP 968
UP 779 \ correlation: UP 554

52

Sekil 4.6 2D ve 3D veri kiimeleri arasinda karsilastirma

Bu analiz, regiilasyonu iki farkli kiiltiir kosuluna bagli veya bagimsiz olan
genlerin izole edilmesine ve boylece spesifik olarak 2D (779 up regiile ve 627 down
regiile olmak tizere toplam 1406)'de ve 3D (554 up regiile ve 352 down regiile olmak
tizere toplam 906)'de diizenlenen transkriptlerin izole edilmesine izin vermistir.
Bunlara ek olarak, hem 2D hem de 3D olarak yaygin olarak diizenlenen 559 DEG izole
edilmistir. Her iki veri setinde de sirasiyla 381 gen up regiile ve 166 gen down regiile
olurken, 52'si ters sekilde diizenlenmistir. Bu sonu¢ CF-HLF'nin hem 2D hem de 3D'de
in vitro olarak aktif bir durumu korudugunu kuvvetle gostermistir. Bunun yerine 3D
modeldeki hiicreler, 6zellikle 6rnegin i¢ bolgelerinde bulunanlar, ECM'nin kendisi
tarafindan yapilan modifikasyonlarin bir sonucu olarak farkli bir ortam algilayabilirler.
CF-HLF tarafindan up regiile genler arasinda TGFB3, SFRP2, RSPO2, ITGAS8 ve
CHI3L1 yer almaktadir. Sadece 3D Kkiiltiir kosulunda spesifik olarak up regiile olan
HAS-2 asir1 ekspresyona ugramistir. Bunun tam tersi olarak da bu gen 2D olarak down

regiile olmustur.

Bu tez kapsaminda kullanilan pipeline ile ettigimiz sonuglar Varyant ¢cagirma

ve Transkriptome olarak ayrilmistir.

A-Varyant Cagirma: Toplu olarak sonuglar Tablo 4.4’de paylagilmustir.
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Tablo 4.4 2D ve 3D orneklerinde varyant ¢cagirma toplu sonuglari

Bening *Benign/LB **CIOP
GATK 24 rs56302025
N.HLF_2D_Repl 159 7
Samtools 18 0
GATK 37 2 rs35118288, rs56302025
N.HLF_2D_Rep2 284 7
Samtools 30 0 0
GATK 27 1
N.HLF_2D_Rep3 251 5 191743300, .
Samtools 39 0 rs746952638
GATK 25 0 rs779413093, rs35118288, rs56302025
N.HLF_2D_Rep4 196 6
Samtools 36 3 0
GATK 20 0
CF.HLF_2D_Repl 197 9
Samtools 23 1
GATK 35 1 rs56302025
CF.HLF_2D_Rep2 249 8
Samtools 40 1 0
GATK 27 1 rs191743300, rs56302025
CF.HLF_2D_Rep3 264 12
Samtools 52 2 0
GATK 28 11 rs35118288
CF.HLF_2D_Rep4 260 11
Samtools 55 1 rs145662304
GATK 23 6 rs56302025
N.HLF _3D_Repl 161 6
Samtools 27 1 0
GATK 28 0 1
N.HLF_3D_Rep2 219 10
Samtools 36 1 0
GATK 34 1 rs56302025
N.HLF_3D_Rep3 244 9
Samtools 46 0 rs753928772, rs200916070
GATK 38 1
CF.HLF_3D_Repl 262 10
Samtools 39 10
GATK 37 rs200075817, rs56302025
CF.HLF_3D_Rep2 250 8
Samtools 57 0
GATK 48 0 rs56302025
CF.HLF_3D_Rep3 299 12
Samtools 65 3 rs764235096

* Benign/Likely_benign

**Conflicting_interpretations_of_pathogenicity

Drug Response

Muhtemel benign

GATK 0 3
N.HLF_2D_Repl ;%752698‘;2 6
Samtools rs1695 s 0
GATK 0 9
N.HLF_2D_Rep2 ;%752698‘;2 7
Samtools rs1695 s 0
GATK 0 4
rs559542
N.HLF_2D_Rep3 Samtools 151695 rs7234 3 rs1058467
rs1751034
GATK rs1695 6
N.HLF_2D_Rep4 rs7294 8
Samtools rs1056892 1
GATK 5
CF.HLF_2D_Repl ks 8
Samtools S 1
GATK 2
CF.HLF_2D_Rep2 T§§§§§z °
Samtools S 2
GATK 0 2
CF.HLF_2D_Rep3 1s7294, rs1056892 3
Samtools rs4961 rs11376
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GATK 157294, rs1056892 6
CF.HLF_2D_Rep4 8
Samtools rs4961, rs1056892 3
GATK 157294, rs1056892 5
N.HLF_3D_Repl 4
Samtools rs7294, rs1751034, rs2214102 4
GATK 0 6
N.HLF_3D_Rep2 157294, rs1056892 5
Samtools rs1695 2
GATK 0 4
N.HLF_3D_Rep3 151695 rs7294, rs1056892, rs2231142 10
Samtools . 1
rs11615
GATK 0 9
CF.HLF_3D_Repl rs7294, rs1056892 10
Samtools rs4961 0
GATK 157294, rs1056892 8
CF.HLF_3D_Rep2 1
Samtools rs7294, rs1056892, rs4961 0
GATK 0 14
CF.HLF_3D_Rep3 3 12
Samtools 2 0
*** Pathogenic/Likely_pathogenic,_other
Muhtemel patojenik Patojenik ***P/LP_O
GATK
N.HLF_2D_Repl rs139428292
Samtools
GATK rs797046100 0
N.HLF_2D_Rep2 rs139428292
Samtools 0 rs151339003
GATK
N.HLF_2D_Rep3
Samtools
GATK - rs118204046, rs551348450, rs543007243
N.HLF_2D_Rep4 rs139428292
Samtools rs267607277 rs118204046
GATK rs751610886
CF.HLF_2D _Repl
Samtools 0
GATK .
CF.HLF_2D_Rep2
Samtools 0
GATK Intellectual_disability, KMT2A
CF.HLF_2D_Rep3
Samtools 0
GATK
CF.HLF_2D_Rep4
Samtools
Intellectual disability, rs60639710,
GATK 1, KMT2A, exonic autosomal dominant 49, Acute rs139428292
N.HLF_3D_Repl TRIP12 I?{}’fé%‘f’a
Samtools 0 0 with 0
maturation
773840580, SACS,
GATK Charlevoix- 6 rs139428292
Saguenay_spastic_ataxia
N.HLE 3D Ren2 Marfan syndrome|Familial rs28186478
' —sD_Rep thoracic aortic aneurysm 0
Samtools and aortic 52073194, rs766233063 0
dissection|Cardiovascular
phenotype
GATK PAX®6, 11p13, TRIP12,
N.HLF_3D_Rep3 rs751568153 frameshift insertion, rlelf 1846 rs139428292
Samtools 2036.3
GATK rs771203308
CF.HLF_3D_Repl
Samtools rs80358198
GATK 0 0
CF.HLF_3D_Rep2
Samtools rs786204591 0 rs62635763
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CREBBP, Rubinstein- - .
GATK Taybi_syndrome_1, ACTB rs777766787, Polycystic_liver_disease_2
FBN1, Marfan
CFHLF _3D_Rep3 Samtools syndrome|Familial thoracic 0
aortic aneurysm and aortic
dissection, ACTB
Risk Faktor *xxXY_S
GATK 7
N.HLF_2D_Repl rs2234767 4
Samtools 0
GATK 11
N.HLF_2D_Rep2 12
Samtools 1
GATK 9
N.HLF_2D_Rep3 12
Samtools 0 5
GATK 10
N.HLF_2D_Rep4 rs2234767 10
Samtools 4
GATK 4
CF.HLF_2D_Repl 6
Samtools 4
GATK 8
CF.HLF_2D_Rep2 4
Samtools 1
GATK 9
CF.HLF_2D_Rep3 4
Samtools 6
GATK 7
CF.HLF_2D_Rep4 11
Samtools 1
GATK 9
N.HLF_3D_Rep1 5
Samtools rs6991, rs62241769
GATK 10
N.HLF_3D_Rep2 5
Samtools 4
GATK 8
N.HLF_3D_Rep3 11
Samtools 3
GATK 7
CF.HLF_3D_Repl 8
Samtools 3
GATK 1
CF.HLF_3D_Rep2 4
Samtools 3
GATK 15
CF.HLF_3D_Rep3 7
- - Samtools 7

****Uncertain_significance, CF.HLF_3D_Repl: Ortak: Benign,_risk_factor, rs759330, rs669, A2M: CF.HLF_3D_Rep3
Benign,_risk_factor: Samtools: rs669

2D ve 3D orneklerinde GATK ve Sammtools arasindaki variant sayilar farki

Tablo 4.5’te gosterilmistir.

Tablo 4.5 2D ve 3D 6rneklerinde varyant sayilari ve paket karsilagtirilmasi

ORNEKLER SAMTOOLS ORTAK VARYANT SAYISI GATK
N.HLF 2D_Rep1 1729 7867 5685
N.HLF 2D_Rep2 4031 19036 13407
N.HLF 2D_Rep3 3913 18445 9745
N.HLF_2D_Rep4 2798 13833 7503
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CF.HLF_2D_Rep1 2247 10377 7595
CF.HLF_2D_Rep2 2412 11756 7348
CF.HLF_2D_Rep3 2122 10570 6053
CF.HLF_2D_Rep4 3232 16220 9657

N.HLF_3D_Repl 4274 16160 16218

N.HLF_3D_Rep2 5250 19611 19185

N.HLF_3D_Rep3 6583 25990 25822
CF.HLF_3D_Rep1 6056 23398 25723
CF.HLF_3D_Rep2 6522 26155 23617
CF.HLF_3D_Rep3 9747 44353 34970

Tablo 4.6 2D ve 3D 6rneklerinde sadece patojenlerin listesi

PATOJENIK
GATK
N.HLF_2D_Repl
Samtools
GATK 0
N.HLF_2D_Rep2
Samtools rs151339003
GATK
N.HLF_2D_Rep3
Samtools
GATK 1118204046, rs551348450, rs543007243
N.HLF_2D_Rep4
Samtools rs118204046
GATK rs751610886
CF.HLF_2D_Repl
Samtools 0
GATK .
CF.HLF_2D_Rep2
Samtools 0
GATK Intellectual_disability, KMT2A
CF.HLF_2D_Rep3
Samtools 0
GATK
CF.HLF_2D_Rep4
Samtools
GATK Intellectual disability, autosomal dominant 49, TRIP12 rs60639710, Acute
N.HLF_3D_Repl myeloid leukemia
Samtools 0 with maturation
GATK 6
N.HLF_3D_Rep2 15281864780
Samtools 152073194, rs766233063
GATK
N.HLF_3D_Rep3 PAXS6, 11p13, TRIP12, frameshift insertion, 2936.3 rs121918461
Samtools
GATK rs771203308
CF.HLF_3D_Repl
Samtools rs80358198
GATK
CF.HLF_3D_Rep2
Samtools 0
GATK 1s777766787, Polycystic_liver_disease_2
CF.HLF_3D_Rep3
Samtools 0
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B- Transkriptom Analiz sonuglari:

- GSE141535 numarali *Transcriptome profile of Primary Human Lung
Fibroblasts (Cystic Fibrosis vs. Non-Cystic Fibrosis) [2D]*

EDASeq, GC igerik sapmasi igin serit i¢i normallestirme yOntemlerinin ve
seritler arasi normallestirme yontemlerinin uygulamalariyla birlikte, siralama
derinligini ve muhtemelen dagitimdaki diger farkliliklar1 ayarlamak i¢in verilerin bazi

temel 6zelliklerinin sayisal 6zetleri ve grafiksel gosterimleri i¢in kullanilir.

Kalite kontrol i¢in dnemli olanlar, her seritte liretilen toplam okuma say1si, bir
referans genomla eslenen okumalarin sayisi ve yiizdesidir. Toplam okuma sayisinin
diisiik olmasi, girdi RNA'sinin diisiik kalitesinin bir belirtisi olabilirken, diislik esleme
yiizdesi okumalarin kalitesiz oldugunu, referans genomla ilgili sorunlar1 veya yanlis

etiketlenmis seritleri gosterebilir.

EDASeq analizi i¢in BAM dosyalar1 kullanilarak asagidaki count grafikleri
olusturuldu. *GSE141535* numarali ¢aligma‘ya ait count grafigi sekil 4.7°de
gosterilmektedir.
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Sekil 4.7 2D 6rneklerinde eslenen okuma sayisi

Gen seviyesi saymmlarmin lane arast dagilimi boxplot grafik ile
gosterilmektedir. Gen seviyesinde count ile ¢alisirken géz oniinde bulundurulmasi

gereken ana hususlardan biri laneler arasindaki count dagilimlarindaki farktir. Boxplot
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yontemi, her seritteki gen sayimlarin logaritmalarinin gosterilmesinde kolay bir

yoldur. 2D Orneklere ait normalizasyon dncesi ve sonrasi boxplot grafikleri Sekil

4.8’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.8 EDASeq ile 2D o6rneklerinde gen seviyeleri gosterimi

Sekil 4.8’da 2D orneklerinde gen seviyeleri ile ilgili olarak A) Normalizasyon

Oncesi gen seviyesi sayimlarinin lane arasi dagilimi B) Normalize gen seviyesi

sayimlariin (log) seritler arast dagilimai.

Okuma sayilar1 iizerinde gene 6zgii etkilere bakildiginda arastirmacilar, gen

uzunlugu, GC igerigi ve haritalanabilirlik gibi sekans 6zellikleriyle ilgili se¢im bias

bildirmistir. BiasPlot kullanilarak elde edilen gen seviyesi sayimlarinin GC igerigine

bagimlilig1 géstermektedir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 EDASeq ile 2D orneklerinde GC igeriginde gen seviyesi
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2D Orneklerine ait GC igeriginde gen seviyesi. A) normalizasyon dncesi, her
serit i¢in GC igerigi lizerinde gen seviyesi sayimlarinin (log) diisiik regresyonu ve B)
Her serit i¢in GC igeriginde normallestirilmis gen seviyesi sayimlarinin (log) diisiik

regresyonu.

EDASeq paketi kullanilarak elde edilen normalize olmus sayimlar, diferansiyel
olarak eksprese edilmis genleri bulmak i¢in edgeR veya DESeq gibi paketlere
uygulanir. DESeq'in kendi i¢indeki paketler kullanilarak normalizasyona dayali count
verilerinden DESeq ile diferansiyel ifade analizi yapilabilir (Risso, 2013) Bu tez
kapsaminda da EDASeq sonras1 R Studio’da DESeq uygulamas1 yapildi. DESeq ile
Ozet olarak differanssiyel ekspresyon analizini ger¢eklestirerek normal ve KF
ornekleri arasinda ekspresyon agisindan hangi genlerin 6nemli farkliliklara sahip
oldugu gosterilmeye calisildi. DESeq paketi ile normalize edilen count verileri
kullanildi.

Normalizasyonda sekanslama derinligi gibi farkliliklar ve varyans
modellemesinde birkag replika sayilar1 ve genis dinamik ekspresyon araliklart dikkate
alinir. Anlamlilig1 test etmek i¢in bu normalizasyon ve varyans modellemesini dogru
sekilde uygulayan dogru bir istatistiksel modelle ihtiya¢ duyulur. Uygun istatistiksel
modeli belirlemek de sayilarin dagilimi hakkinda bilgiye ihtiyag duyulur
(https://github.com/hbctraining/DGE_workshop_salmon/blob/master/lessons/01_DG
E_setup_and_overview.md, 10 Ocak 2022).

RNAseq ham veri sayiminin nasil dagildigi hakkinda bir fikir edinmek i¢in 2D
orneklerinden sadece birine ait grafik DESeq paketi kullanilarak Sekil 4.10’de
gosterilmektedir. Grafikte ekspresyon i¢in herhangi bir tist sinirin olmamasi nedeniyle

uzun bir sag kuyruk goriilmektedir.

i [ ' [
] 250 750 1000

N.HLF_2D_Rep1

Sekil 4.10 DESeq ile 2D 6rneginde ham count sonucu
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Diferansiyel olarak eksprese edilen genleri belirlemek i¢in, gruplar i¢indeki
varyasyon goz oniline alindiginda, gruplar arasinda 6nemli Olglide farkli ortalama
ifadeye sahip olan genlerin tanimlanmasi gerekmektedir. Grup i¢indeki (tekrarlar
arasindaki) varyasyonun, sekil 4.11°de gosterildigi gibi, ortalama ifade ile varyansin
arttig1 gerceginin hesaba katilmalidir (her siyah nokta bir gendir). DE genlerini dogru
bir sekilde tanimlamak i¢in DESeg2'nin varyans ve ortalama arasindaki iliskiyi
hesaplamaktadir. Diisiik ifade edilen genler i¢in varyans daha diisiik olacagindan tiim
DE genlerinin diistik sayimli genler olmasi istenmez
(https://github.com/hbctraining/DGE_workshop_salmon/blob/master/lessons/04 DG
E_DESeqg2 analysis.md, 10 Ocak 2022).

Sadece 2D KF oOrneklerine ait ortalama varyans grafigi sekil 4.11°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.11 2D KF o6rneklerinde seritler arasindaki 6rnek varyansi

Sekil 4.11°de her bir gen i¢in (siyah noktalar) ortalamanin bir fonksiyonu olarak
cizilen KF ornekleri verilerinde seritler arasindaki 6rnek varyansini gostermekteyiz.
Data verilerinin dagilimi ortalamamanin, varyansa esit olmadigini gostermektedir.
Ortalama ifadesi yiiksek olan genler i¢in, replikalar arasindaki varyans ortalamadan
daha biiyiik olma egilimindedir (dagilim kirmizi ¢izginin {lizerindedir). Not: Kirmizi

¢izgi x =y'yi temsil eder.
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Bir RNASeq analizinde faydali bir ilk adim, genellikle numuneler arasindaki

genel benzerligi degerlendirmektir. Bunun i¢in sorulacak dogru sorular asagidaki
gibidir:

1- Hangi 6rnekler birbirine benzer, hangileri farklidir?
2- Bu calisanin tasarimindan beklenene uymakta midir?

3- Veri setindeki baglica varyasyon kaynaklari nelerdir?

Orneklerin benzerligini kesfetmek icin PCA ve hiyerarsik kiimeleme
yontemleri kullanilarak 6rnek diizeyinde kalite kontrol gergeklestirilir. Ayn1 zamanda
biyolojik tekrarlarin birbirine benzer oldugu hakkinda bir fikir edinmek ve veri
kiimesinde bulunan aykir1 degerleri ve ana varyasyon kaynaklarini belirlemek i¢in de
bu uygulamalar bize bilgi vermektedir
(https://github.com/hbctraining/DGE_workshop_salmon/blob/master/lessons/03_DG
E_QC_analysis.md, 10 Ocak 2022).

Oncelikle Kiitiiphane boyutu igin normallestirilmis count verisi ile farkl
ornekler arasindaki sayilar1 karsilastirdik. Bu sekilde her hangi bir RNASeq
calismasinin kalitesini degerlendirmek i¢in orneklerin gen ifadesi agisindan birbirine
ne kadar benzer oldugu kesfedilmektedir. Denetimsiz kiimeleme (unsupervised
clustering) yontemlerini kullanirken, normalize olmus sayilarin log2 transformasyonu,
gorsellestirme i¢in mesafeleri/kiimelemeyi iyilestirmektedir. RNASeq verileri i¢in
DESeq2 tarafindan varyans stabilize edici dontdsim (VST) kullanilir
(https://github.com/hbctraining/DGE_workshop_salmon/blob/master/lessons/03_DG
E_QC_analysis.md, 10 Ocak 2022).

VSTin, yaygin olarak kullanilan bir log2 doniisiimii alma yaklasimiyla
karsilastirildiginda iyi performans gosterdigi gosterilmistir (Dunning et al., 2008).
Ozetle, VST ile, kiitiiphane boyutuna veya diger normallestirme faktorlerine gore
normallestirilmis log2 Olgeginde doniistliriilmiis veriler {iretilir. Calismamizda
DESeq2 nesnesi tizerinde DESeq?2 vst() islevini kullanarak normalize edilmis count
verisini doniistiirdiik. Korelasyon degerlerini olusturduktan sonra 2D 6rnekleri igin
heatmap olusturduk (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 2D KF ve Normal tekrar 6rneklerinin kiimelenmesi

Hiyerarsik kiimeleme, bir veri kiimesindeki giiclii kaliplar1 ve olas1 aykir
degerleri belirlemek i¢in tamamlayic1 yontemdir. Heatmap, veri kiimesindeki tiim ikili
ornek kombinasyonlar1 i¢in gen ifadesinin korelasyonunu gdsterir. Genlerin ¢ogu
diferansiyel olarak eksprese olmadigindan, ornekler genellikle birbirleriyle yiiksek
korelasyona sahiptir (0.80'den yiiksek degerler). 0.80'in altindaki 6rnekler, verilerde
aykirt  bir deger ve/veya Ornek kontaminasyonu oldugunu gosterebilir
(https://github.com/hbctraining/ DGE_workshop_salmon/blob/master/lessons/03_DG
E_QC_analysis.md, Erisim tarihi: 10 Ocak 2022).

Heatmap’den elde edilen sonug, normal olan replikalarin bir arada
kiimelendigini gostermektedir. Bu sonug bize olusturdugumuz kosullar arasinda farkli

sekilde ifade edilen genlerin grup olusturdugunu ispatlamaktadir.

Daha 6nce de belirtildigi gibi veri setinde bulunan varyasyonu vurgulamak i¢in
PCA kullanilmaktadir. Tez calismamizdaki verilerimizde en biiyilik varyansi temsil
eden ilk ana bilesen yani PCL1 ile 2D KF ve Normal 6rneklerin kendi aralarinda grup

olusturdugu gézlemlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 2D KF ve Normal 6rnekleri PCA grafigi

Iki 6rnek, PC1 tarafindan temsil edilen varyasyona onemli olciide katkida
bulunan genler i¢in benzer ekspresyon seviyelerine sahipse, bunlar PC1 ekseni

tizerinde birbirine yakin olarak ortaya cikar.

Varyans, gen ekspresyon seviyesi ile iliskili oldugundan, varyansi, verilerdeki
varyasyon Olcilisii olarak kullanmak yerine, bir genin varyansini ve ortalama
ekspresyon seviyesini agiklayan *dispersion®* adi verilen bir varyasyon Olciisii
kullanir. Dispersion, Var = p + a*p”2 ile hesaplanir. o Dispersionu, Var = varyans ve
p = ortalama temsil eder. Bunun sonucunda da elde edilen etki Tablo 4.7°‘de
gosterilmistir.

Tablo 4.7 Varyans dispersion etkisi
Dagilim iizerindeki etkisi

Varyans artar Dispersion artar

Ortalama ekspresyon artar | Dispersion azalir
Orta ile yiiksek sayim degerlerine sahip genler i¢in, dagilimin karekokii,
varyasyon katsayisina (Var/p) esit olacaktir. Dolayisiyla 0,01 dagilim, biyolojik
kopyalar arasinda beklenen ortalama etrafinda %10'luk bir degisim anlamina
gelmektedir. Ayni ortalamaya sahip genler icin dagilim tahminleri, yalmzca
varyanslarina gore farklilik gosterecektir. Bu nedenle, dagilim tahminleri, belirli bir
ortalama deger i¢in gen ifadesindeki varyansi yansitir. Asagidaki sekilde siyah

noktalar olarak olarak temsil edilmektedirler.
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2D orneklerine ait artan ortalama ile dagilim diismesi beklenmektedir. Bu sekil

4.14°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.14 2D 6rneklerinde Dispersion grafigi

RNAseq tarafindan iiretilen count verileri asir1 dagilim (varyans > ortalama)
sergiler ve sayilart modellemek i¢in kullanilan istatistiksel dagilimin bu asir1 dagilimi
hesaba katmasi gerekmektedir. DESeq2, asagidaki denklem ile RNASeq sayilarini

modellemek i¢in negatif bir binom dagilimini kullanir.

The mean is taken as “normalized
counts” scaled by a normalization
factor

/ one dispersion per gene

Kij ~ NB(si;@iy, i)

raw count for gene i, sample j

Modelleme, bir dizi parametre verildiginde verilerin nasil davrandigini tahmin
etmenin matematiksel olarak resmilestirilmis bir yoludur. DESeq2, bu formiilii her gen
icin modelimiz olarak kullanacak ve normallestirilmis sayim verilerini buna
uyduracaktir. Model uygun hale getirildikten sonra, asagidaki formiil kullanilarak

standart hatalariyla birlikte her bir 6rnek grubu i¢in katsayilar tahmin edilmektedir.
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normalized counts for gene i, sample j log2 fold change between conditions
\ )
log 2Zer rBir

Katsayilar, her bir numune grubu i¢in log2 kat degisikliklerinin tahminleridir.
Bununla birlikte, bu tahminler, diisik okuma sayilariyla gozlemledigimiz biiyiik
dagilimi hesaba katmaz. Bunu 6nlemek i¢in, model tarafindan hesaplanan log2 kat

degisikliklerinin ayarlanmasi gerekir.

DESeq2, daha dogru log2 kat degisim tahminleri olusturmak i¢in, bir gen igin
bilgi diisik oldugunda, LFC (log2 foldchanges) tahminlerinin sifira dogru
kiiciilmesine izin verir. Bunlar Diisiik count ve yiiksek disperensiyon degerleri
icerebilirler. LFC shrinkage, daha dogru tahminler olusturmak i¢in tiim genlerden
gelen bilgileri kullanir. Ayni zamanda LFC shrinkage etkisini gdstermek i¢cin MA plot
kullanilmaktadir (Sekil 4.15).

DESeq_2 ile Wald testi, iki grubu karsilagtirirken hipotez testi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bir Wald test istatistigi, en az gézlemlenen deger kadar ug bir test
istatistiginin rastgele se¢ilmesi olasiligi ile birlikte hesaplanmaktadir. Bu olasiliga
testin p degeri denir. Eger p degeri kiiciikse, bos hipotezi reddederiz ve sifira karsi
kanit  oldugu  belirtilir  yani gen  diferansiyel olarak ifade edilir
(https://hbctraining.github.io/DGE_workshop/lessons/05_DGE_DESeqg2_analysis2.h
tml, 10 Ocak 2022).

P-degeri dogrudan Wald testinden p<0.05 anlamlilik sinirt ile kullanilirsa
bunun anlami1 %5 yanlis pozitif olma ihtimalidir. Her p degeri, tek bir testin (tek gen)
sonucudur. Ne kadar ¢ok gen test edilirse yanlig pozitif orani o kadar fazla artacaktir.
Bu bir ¢oklu test problemidir. Ornegin, 20.000 gen DE igin test edilirse, p<0.05'te
tesadiifen 1.000 gen bulunmasi beklenir. Toplamda farkli sekilde ifade edilen 3000
gen bulunursa, genlerin yaklasik iicte biri yanlis pozitif olacaktir
(https://hbctraining.github.io/DGE_workshop/lessons/05_DGE_DESeq2_analysis2.h
tml, 10 Ocak 2022)

Ayarlanmis p-degeri < 0.05'e gore, 1070 transkript 2D durumunda 6zel olarak

diizenlenmistir. Bunlardan 622 tanesi up regiile iken 448 tanesi down regiile olmustur.
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Transkriptler i¢in lfcThreshold = 0.32 esigi ile tekrar analiz edildiginde 426
transkript 2D durumunda 6zel olarak yeniden diizenlenmis oldu. Bunlardan 292 tanesi
up regiile iken 134 tanesi down regiile olmustur. Bu verilerin gorsellestirdigi grafik
Sekil 4.15°da gosterilmektedir.

10

log fold change

1e-01 1e+00 1e+01 1e+02 1e+03 1e+04

mean of normalized counts

Sekil 4.15 2D orneklerinde test edilen tiim genler igin log2 kat degisikliklerine karsi
normalize olan count verilerinin ortalamasi

Sekil 4.15°da 6nemli 6l¢lide DE olan genler, kolayca tanimlanabilecek sekilde
mavi renkli olarak gosterilmektedir. Bu bize kat degisikliklerinin biiyiikligiinii ve
bunlarin ortalama ifadeye gore nasil dagildigini degerlendirmemizi saglar. Genel

olarak, tiim ekspresyon seviyeleri araliginda 6nemli genler gérmeyi bekleriz.

Farklar1 gormek adina sonuglar igin ek IfcThreshold=1 olarak da
degerlendirildi. Ayarlanmis p-degeri< 0.05'e gore, IfcThreshold=1 i¢in 139 transkript
2D durumunda 6zel olarak diizenlenmistir. 111 up regiile iken 28 tanesi down regiile

olmustur.

Tez ¢alismamizda  sonuglar, ayarlanmug  p-degeri<0.05'c  gore,
IfcThreshold=0.32 esigi ile degerlendirilmistir. Elde edilen sonu¢ Sekil 4.16 ve padj
degerine gore 6nemli ilk 20 gen Tablo 4.8’de gosterilmistir. Sonuglarin en 6nemli
stitunu olan padj siitunu, ¢oklu test i¢in ayarlanan p degerini temsil etmektedir. Tipik
olarak, padj < 0.05 gibi bir threshold, dnemli genleri tanimlamak i¢in iyi bir baslangic

noktasidir
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(https://github.com/hbctraining/DGE_workshop salmon online/blob/master/lessons/
05b_wald_test_results.md, 10 Ocak 2022).

DESeq paketinde bulunan summary fonksiyonu ile ornekler, log2 kat
degisiklikleri, standart hatalar, test istatistikleri, p degerleri ve ortalama p degerleri
arasinda temel ortalamlar veren DESeq analizinden bir sonug tablosu ¢ikartmaktadir

(Sekil 4.17).

Sekil 4.16 2D
orneklerinde total

out of 15360 with nonzero total read count
adjusted p-value < @.085

LFC > @ (up) : 292, 1.9%

LFC < @ (down) : 134, 0.87% -

outliers [1] . 6. 0.039% okumalara istinaden LCF
low counts [2] ; 2561, 17%

genel sonug

Tablo 4.8 2D 6rneklerinde Padj degerine gore siralanmis ilk 20 up ve down regiile

DEG
 Gener  bawMean log2FoldChange  MSE  pvale  padj
1 SNHG5 507.356595 3.297333947 0.196097598 1.35E-52 1.73E-48
2 CLU 1803.30363 2.8280244 0.176776954 2.10E-46 1.34E-42
3 CIR 348.562314 2421247183 0.154622466 2.01E-43 8.56E-40
4 TP53111 143.851133 4.459833574 0.32614953 8.64E-38 2.76E-34
5 BMP4 116.764609 5.564339142 0.442046194 8.65E-34 1.85E-30
6 SCD 140.354825 3.385583511 0.255160447 8.31E-34 1.85E-30
7 CYP1B1 105.867816 3.501693331 0.277349857 4.87E-31 8.90E-28
8 CADM1 101.372543 3.540961549 0.286489208 6.56E-30 1.05E-26
9 ADH1B 83.5007805 3.43620725 0.284581222 1.78E-28 2.53E-25
10 PSG5 90.3676649 -3.957677795 0.342239099 4.37E-27 5.59E-24
11 XIST 209.902078 10.57526921 1.104132214 3.32E-26 3.86E-23
12 ZNF395 65.757834 3.725302013 0.326972663 4.97E-26 5.30E-23
13 MASP1 59.5890423 5.275562296 0.486380145 1.37E-25 1.35E-22
14 THBS2 65.4388585 3.502691098 0.310470227 3.03E-25 2.76E-22
15 RPS4Y1 183.997505 -10.16417851 1.10914911 1.99E-24 1.70E-21
16 BGN 165.031827 3.037563113 0.273503318 6.43E-24 5.14E-21
17 = ADAMTS15  65.5448748 3.981008637 0.372774234 1.78E-23 1.34E-20
18 MTI1L 333.383377 -1.871112323 0.166776083 1.91E-22 1.36E-19
19 HMGCS1 113.646858 2.400024946 0.221626439 2.13E-22 1.40E-19
20 RPS28 1645.00497 1.747484242 0.153088571 2.20E-22 1.40E-19
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Tiim 6nemli genlerin normallestirilmis degerleri ¢ikartilarak pheatmap() ile

ekspresyonlarinin heatmap’ni olusturduk. 426 gen arasinda ilk 20 gen igin pad]

degerine gore elde edilen heatmap grafigi sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.17 2D 6rneklerinde up ve down regiile ilk 20 genin heatmap gosterimi

2D orneklerinde log2FoldChange degerine gore siralanmig en iyi 20 up regiile

DEG Tablo 4.9’de gosterilmistir. En diisiikten en yiliksege gore siralanmistir.

Tablo 4.9 2D o6rneklerinde log2FoldChange degerine gore siralanmis en iyi 20 up

reiﬁle DEG

CCDC144A
VATIL
DES
OLFML1
CLIC6
LINC00839
SYT1
COL14A1
APCDD1
MASP1
PCDHGB7
RBP1
GPR37
BACH2
GFRA1
BMP4

4.84203483
7.38403569
5.04234588
14.1645379
5.6193582
6.35615213
14.6120455
6.45338029
14.5064085
59.5890423
8.10744484
7.05518242
20.0339708
7.2338433
11.6658947
116.764609

4.708670339
4.718302131
4.734700359
4.770621706
4.879329038
5.137765539
5.193280318
5.198229223
5.255016287
5.275562296
5.316471891
5.323969746
5.334325016
5.363434112
5.439113152
5.564339142

1.26543938
1.16364007
1.28488114
0.90773931
1.26847882
1.18274525
1.00667244
1.1610188
1.00880511
0.48638015
1.2712844
1.15194406
0.88690571
1.14357728
1.06509111
0.44204619

8.08E-06
3.86E-06
8.46E-06
6.26E-08
5.30E-06
1.17E-06
5.65E-08
7.27E-07
4.19E-08
1.37E-25
1.49E-06
3.88E-07
7.37E-10
2.91E-07
5.10E-08
8.65E-34

0.00056766
0.00030285
0.00059122
7.28E-06
0.00039215
0.00010311
6.69E-06
6.74E-05
5.21E-06
1.35E-22
0.00013074
3.82E-05
1.33E-07
3.02E-05
6.16E-06
1.85E-30
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17 SCN3A 11.6556597
18 HSPB3 14.634169
19 MXRA5 33.7544978
20 XIST 209.902078

6.106358167
6.448399436

7.66353896
10.57526921

1.08091785
1.06607823
1.06461435
1.10413221

1.49E-09
1.03E-10
7.17E-15
3.32E-26

2.51E-07
2.23E-08
2.70E-12
3.86E-23

2D orneklerinde log2oldChange degerine gore siralanmis en iyi 20 down regiile
DEG Tablo 4.10’de gosterilmistir.

Tablo 4.10 2D o6rneklerinde log2FoldChange degerine gore siralanmig en iyi 20 down

regiile DEG
1 RPS4Y1
2 | EIF1AY
3 GSTT1
4 USP9Y
5  DDX3Y
6  TTTY15
7 TXLNGY
8 PRKY
9  FAM228A
10 ZFY
11 = MBOATY7
12 SMPD4
13 NLGN4Y
14 PAX6
15 PSG5
16 = ALDH1A3
17 FAM174B
18 = APBBLIP
19  KDMSD
20  CLDN4

183.997505
42.6240884
31.0847275
18.1310771
14.5465612
13.17723
9.91488336
7.60121385
7.31795621
7.24034425
8.6475083
55.4558363
5.00054031
20.1031255
90.3676649
11.653549
5.35068085
27.7097755
3.50396449
15.5233694

-10.16417851
-7.822464086
-7.329978999
-6.602191204
-6.241684283
-6.122971563
-5.658854526
-5.271404223
-5.258408651
-5.107441382
-4.819661127
-4.812280241
-4.583945528
-4.277382754
-3.957677795
-3.841972958

-3.75404292
-3.483930548
-3.390839967

-3.37695892

1.10914911
1.0755437
1.08577544
1.05922152
1.07658982
1.07785916
1.12190898
1.13998173
1.13094416
1.21640879
1.13893459
0.49705257
1.29908144
0.72253218
0.3422391
0.97215778
1.5162325
0.51543895
1.790131
0.66339941

1.99E-24
2.83E-15
2.85E-13
2.81E-11
5.59E-10
1.24E-09
4.90E-08
4.10E-07
3.82E-07
1.81E-06
2.23E-06
1.50E-20
1.30E-05
4.99E-09
4.37E-27
9.24E-06
0.00011969
1.44E-10
0.000305
3.35E-07

1.70E-21
1.13E-12
8.49E-11
6.91E-09
1.05E-07
2.14E-07
5.97E-06
3.98E-05
3.79E-05
0.000153434
0.000184275
9.16E-18
0.000845027
7.75E-07
5.59E-24
0.000639193
0.005608585
2.96E-08
0.012466126
3.38E-05

426 gen arasinda log2FoldChange degerine gore en az down regiile ilk 20 gen

icin elde edilen heatmap grafigi Sekil 4.18’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.18 2D orneklerinde en az down regiile olan 20 genin heatmap gosterimi

2D orneklerinde log2FoldChange degerine gore en az down regiile olan tiim

genler soldan saga siralanarak Tablo 4.11°de gosterilmistir.

Tablo 4.11 2D 6rneklerinde log2FoldChange degerine gore en az down regiile olan
genden itibaren tiim genler

RPS4Y1 EIF1IAY GSTT1 USPOY DDX3Y TTTY15 TXLNGY PRKY FAM228A ZFY
MBOAT7 SMPD4 NLGN4Y PAX6 PSG5 ALDH1A3 FAM174B APBBL1IP KDM5D CLDN4
VAMP8 CCK MMP3 CHST15 PLAU TCF21 RNF5 DDIT4L SNAP25 DHRS3
GRAMD1B HSD17B2 PRKG2 THOC3 HOXA3 WNK4 PITX1 AMPH ADAP2 C1QTNF2
RPSE6KAG CDCA7 POLR3G CCND2 MTIL ID3 DNMBP RPS17 ID1 PSG4
LRRN4CL WNT16 INSYN2B LCLATL PLAT GPRC5A PKMYT1 S100A4 PCOTH FAM162B
TIPIN RDH10 MACIR LIMCH1 DNASE1L1 CRLF1 TSC22D2 MELK PLPP2 CCL2
EIF5A2 PCNA EPB41L3 KNSTRN EPHB2 MFSD1 PLAUR IMPAL TYMS SNHG17
DKK1 SOAT1 HAUS6 FAM107B STK32C CPPED1 DCBLD2 BUB3 CACNA1A WASF3
CDHé6 TGM2 TNFRSF12A STC1 WNTSB ZWINT TOX2 AOX1 CDK2 AKS5
BUB1 PRDX3 FLNC SLC2A1 ANXA7 BLOC1S2 GNB2 F2RL2 STAMBPL1 BNIP3
SDC1 DNAJC9 HELLS RAI14 PAK1 FGF5 NIPA2 GTPBP4 NMT2 CDCP1
HNRNPH3 MPHOSPH6 ARHGAP22 REEP3 LSM4 GSTO1 GNG11 TRPA1 HNRNPF DRAP1
ANXAS5 NAV1 EMP1 RRM1

2D orneklerinde log2FoldChange degerine gore en az up regiile olan tiim genler

soldan saga siralanarak Tablo 4.12’de gosterilmektedir.
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Tablo 4.12 2D o6rneklerinde log2FoldChange degerine gore en az up regiile olan
genden itibaren tiim genler

COL8AL FST ARLAC MYL6B PRDM8 FDFT1 IGFBP4 COL6A3 TGFB1I1 RNASEH2C
UBE2H NTM RGS4 PDE5SA ARHGAP29 RPS4X SV2A PDGFRB MMP2 NUPR1
IRF2BPL P3H4 ZNF503 LDLR Cl4o0rf132 NFIL3 C1QTNF1 CBorfs2 PTPN13 PYCR1
CEBPD COL1A2 DPYSL3 SoD2 ADAM12 GSTM4 PYCARD MYLK EPB41L1 FCGRT
IGF1R LMOD1 SREBF2 ARSD AKAP12 TRIB2 LOCZ3010 MSMO1 IGFBP7 FADS1
AEBP1 FBX032 MEGF8 NNMT NREP SPOCK1 RGS2 SQLE KCNQ10T1 EVL
cis NEAT1 HRH1 sbc2 PDE1C OLFML3 DCN ANGPTL2 CXCL12 PARD3B
GYPC CXXC5 PRELP SEMAGA RNASET?2 HR DEPP1L RAC2 CCN3 THY1
EHD3 AQP1 SOX4 COL3A1 DHCR24 QPRT SERPING1 TCF7LL EFHC1 POSTN
COL1A1 INSIGL SCARA3 COL6A1L RPS28 H6PD HLX RUNX1T1 NEDDA4L PCOLCE
GDF5 PTN NACAD MGARP SYNJ2 CEMIP SLC25A23 | COLI2A1 COL5A1 HLA-C
SESN3 CD4 CARMIL1 POU2F2 ARHGDIB Jup ccoes MN1 CPM PIML
CA12 PTGFR GJIAL HLA-A SELENOP GREM2 ADGRL2 SHANK2 ZNF219 soBpP
IGFBP5 FYN MMPL FAM89A LICAM COL11A1 KRT19 ADM2 TBX4 SuUsD3
SLC§2A1 EFNAS EPHB3 SPECC1 HMGCS1 CIR DTNA PTX3 ELFN2 DPP4
EPB41 ZNF385D SSC5D DIO2 GSTM3 GPR1 RELN SERPINE2 ANK2 HTRAL
PTPRU WNT2 LINCO00484 SCN7A FADS2 VAMP1 PLXDC2 SYNPO2 MAOA ENOX1
NPTX1 AKR1C2 PCDH7 LUM NBEA CSRP2 GALNT16 BMF cLU HHIP-ASL
MFAP4 FBN2 SEMA3B GBP2 SEMA6A PLXNA4 S"igf& SYT7 LPIN3 TMOD1
ITGB8 ZNF608 0AS3 TSPAN2 BAALC LPAR4 BGN FRG1BP NTN4 SLITRK6
NOVAL DOK6 DGKI VCAM1 TRO FGF9 RHOJ SULF1 GSTMS CCN5
ZMATL MIAT SNHG5 PTPN3 GUCY1B1 SCD FOXO1 PODN RBPMS2 ADH1B
HTlAP;SF MEST ZNF853 CYP1B1 THBS2 SOX6 CADM1 SEMA3D | ARHGAP20 CGNL1
IL32 KIT SoX11 PROS1 SETBP1 ZNF395 MAOB IL21R RAI2 M 'R‘gsaH
TRIM55 HOXC8 LRRC32 SNCAIP ITGALL ADAMTS15 NLGN1 PDGFRL L00113%1929 FOXE1
MAP2 MGP LINC02550 MACAFZOHZ TRIM58 ZDBF2 USP32P1 ACSS3 HTRA3 PRUNE2
PSD4 FRG1CP GRIN2A SNED1 GAP43 ROR1 LYN RORB TP53111 LINCO01133
CSNK2B JAM2 CCDC144A VATIL DES OLFML1 CLIC6 LINC00839 SYTL COL14A1
APCDD1 MASP1 PCDHGB7 RBPL GPR37 BACH2 GFRA1 BMP4 SCN3A HSPB3
MXRA5 XIST

kullandik. 426 gen i¢in volcano plot Sekil 4.19°de gosterilmektedir.

Yukaridaki sekillere ek olarak daha fazla global bir goriiniim i¢in Volcano Plot
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Sekil 4.19 2D 6rneklerinde volcano plot gosterimi

Cogu zaman, ayni anda birden fazla ilgili genin ifadesini kontrol etmek
onemlidir. Diferansiyel olarak ifade edilen ilk 20 gen icin (padj degerleriyle)
normallestirilmis count verilerinin grafigi Sekil 4.20’de gosterilmektedir. Bunun igin,
once sonuglarimizi siralayarak ve ilk 20-genimizin gen isimlerini belirledik (padj

degerlerine gore).
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Sekil 4.20 2D orneklerinde Diferansiyel olarak ifade edilen ilk 20 gen

- GSE141536 numarali *Transcriptome profile of Primary Human Lung
Fibroblasts (Cystic Fibrosis vs. Non-Cystic Fibrosis) arranged in a 3D model of the
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connective airways tissue* EDASeq analizi icin BAM dosyalari kullanilarak Sekil 4.21°de

gosterilen count grafikleri olusturuldu.
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Sekil 4.21 EDASeq ile 3D orneklerinde eslenen okuma sayisi

Orneklere ait normalizasyon dncesi ve sonrasi boxplt grafikleri Sekil 4.22’te

gosterilmektedir.
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Sekil 4.22 EDASeq ile 3D orneklerinde gen seviyelerinin gosterimi

3D o6rneklerinde A) Normalizasyon dncesi gen seviyesi sayimlarinin lane arasi

dagilimi B) Normalize gen seviyesi sayimlarinin (log) seritler aras1 dagilimu.

3D orneklerine ait normalizasyon dncesi ve sonrasi biasPlot grafikleri Sekil

4.23’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.23 EDASeq ile 3D Orneklerinde GC igeriginde gen seviyesi

3D Orneklerine ait A) Normalizasyon dncesi, her serit i¢in GC igerigi iizerinde
gen seviyesi sayimlarinin (log) diisiik regresyonu ve B) Her serit i¢in GC igeriginde

normallestirilmis gen seviyesi sayimlarinin (log) diisiik regresyonu.

DESeq paketi kullanilarak bir adet 3D 6rnegine ait ham veri count dagilimi
sekil 4.24°da gosterilmektedir.

NHLF_3D_Rept

Sekil 4.24 DESeq ile 3D 6rnegine ait ham count sonucuna bir 6rnek

Sadece 3D KF orneklerine ait mean variance grafigi sekil 4.25°da
gosterilmektedir. Burada, her bir gen igin (siyah noktalar) ortalamanin bir fonksiyonu
olarak c¢izilen 3D KF oOrnekleri verilerinde seritler arasindaki ornek varyansim
gosteriyoruz. Data verilerinin dagilimi ortalamamanin, varyansa esit olmadigini
gosteriyor. Ortalama ifadesi yiiksek olan genler igin, replikalar arasindaki varyans
ortalamadan daha biiyiik olma egilimindedir (dagilim kirmiz1 ¢izginin iizerindedir).

Not: Kirmizi ¢izgi x = y'yi temsil etmektedir.
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Sekil 4.25 3D KF orneklerinde seritler arasindaki 6rnek varyansi

3D ornekler icin, korelasyon degerlerini olusturduktan sonra, elde edilen sekil

4.26°de gosterilmektedir.

LaBYTOE THN
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£HOH Q8 4THN
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conditien

N.HLF_3D_Repi
0.98

M.HLF_30_Rap2 087
0.96

N.HLF_3D_Raep3 .

CF HLF_3D_Rep3

CF.HLF_3D_Rep1

CF HLF_30_Rep2

Sekil 4.26 3D KF ve Normal tekrar 6rneklerinin kiimelenmesi

3D KF ve Normal orneklerini kendi aralarinda olusturdugu gruplagmaya ait

PCA grafigi sekil 4.27°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.27 3D KF ve Normal 6rnekleri PCA grafigi

Artan ortalama ile dagilhim diismesi beklenmektedir. 3D 6rneklerine ait ayrim

grafik sekil 4.28’da gosterilmektedir.

o ST -
o
> =
S
& | th
Q
c 2
] ]
2
2 3
2 o
T -
8 |
i ® gene-est
o fitted
s e s * final
T T T T T T T
1e-01 1e+00 1e+01 1e+02 1e+03 1e+04 1e+05
mean of normalized counts

Sekil 4.28 3D orneklerinde Dispersion grafigi

Ayarlanmis p-degeri < 0.05'e gore, 665 transkript 3D durumunda 6zel olarak

diizenlenmistir. Bunlardan 458 tanesi up regtile iken 207 tanesi down regiile olmustur.

Transkriptler igin Ayarlanmis p-degeri < 0.05 IfcThreshold=0.32 esigi ile
tekrar analiz edildiginde 352 transkript 3D durumunda 6zel olarak yeniden
diizenlenmis oldu. Bunlardan 282 tanesi up-regiile iken 70 tanesi down regiile

olmustur. Bu verilerin gorsellestirdigi grafik sekil 4.29°da gosterilmektedir.
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Sekil 4.29 3D orneklerinde test edilen tiim genler i¢in log2 kat degisikliklerine kars1
normalize olan count verilerinin ortalamasinin gosterimi

Sekil 4.29°da 6nemli 6l¢iide DE olan genler, kolayca tanimlanabilecek sekilde

mavi renkli olarak gosterilmektedir.

DESeq paketinde bulunan summary fonksiyonu ile 3D 6rneklerine ait genel

sonug sekil 4.30°de gosterilmektedir.

out of 15817 with nonzero total read count
adjusted p-value < 8.05

LFC = @ (up) 1 282, 1.8%
LFC <« @ (down) 1 70, 8.44%
outliers [1] : 13, 9.982%
low counts [2] : 3821, 24%

(mean count = 2)
[1] see 'cooksCutoff' argument of Z?results
[2] see 'independentFiltering' argument of Presults

Sekil 4.30 3D orneklerinde total okumalara istinaden LCF genel sonug

Tablo 4.13 3D &rneklerinde Padj degerine gore siralanmis ilk 20 up ve down regiile
DEG

CLU 2572.80368 4.338926544 0.25927065 2.56E-55  3.06E-51
RPS4Y1  475.490466 -8.207654394 0.52445149 6.11E-53  3.66E-49
CHI3L1  304.673482 5.278654929 0.41827148 1.53E-33  6.11E-30
IFI27L2  199.209286 5.161546835 0.41560405 1.78E-32  5.33E-29

SCARA3  395.352066 3.600932102 0.28569716  9.66E-32  2.31E-28

MGP 726.513711 4.031261754 0.33470305 9.19E-30  1.83E-26

CPE 183.335423 4.382761194 0.38553834 4.07E-27  6.96E-24

~N o o B W DN P
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8 RPS28 4584.742 2.4471787 0.21349283 3.86E-24  5.79E-21
9 SNHG5  757.373569 2.693549977 0.25450703 1.38E-21  1.83E-18
10 HILPDA  585.932083 3.906536753 0.39228633 3.71E-21  4.44E-18
11 A2M 2220.16822 2.755215662 0.2704289  2.49E-20  2.71E-17
12 FMO2 342.84724 2.484388922 0.24805435 4.38E-19  4.38E-16
13 KRT19 96.1450454 4.179999174 0.44994847 6.07E-19  5.59E-16
14 FRGICP  69.6710255 5.866016146 0.71369681 4.02E-16  3.44E-13
15 GSTT1 84.7990869 -8.98226273 117129195 9.54E-16  7.62E-13
16 GUCY1Al 79.4020803 4.080240859 0.50509702 5.83E-15  4.36E-12
17 SLC40A1 154.061288 2.721871149 0.32114575 8.98E-15  6.33E-12
18 COL11A1 68.9557071 4.071256032 0.51243871 1.47E-14  9.81E-12
19 IGFBP2  180.380009 -2.74589356 0.33562424 5.69E-14  3.59E-11
20 SEZ6L2  90.3999354 3.37645568 0.42909653 6.93E-14  4.15E-11

Tiim 6nemli genlerin normallestirilmis degerleri ¢ikartilarak pheatmap() ile
ekspresyonlarinin heatmapini ¢izdik. 352 gen arasinda ilk 20 gen i¢in padj degerine

gore elde edilen heatmap grafigi sekil 4.31°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.31 3D 6rneklerinde up ve down regiile ilk 20 genin heatmap gosterimi

3D orneklerinde log2FoldChange degerine gore siralanmis en iyi 20 up regiile
DEG Tablo 4.14’de gosterilmektedir. Genler en diisiikten en yiiksege gore

siralanmustir.

Tablo 4.14 3D orneklerinde log2FolChange degerine gore siralanmis en iyi 20 up
regiile DEG
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CHI3L1
ZNF385D
SLITRKG6

SGCA
HSPB3
CES1
EGFL6
PRUNE2
SYT1
XIST

HOXC6

FRG1CP

EGLN3

MCHR1

APLN
TRIMS5
H19
AOC3
RORB
GAP43

304.673482
10.0585624
40.5334996
19.7891562
11.069108
20.4723337
21.0316463
12.3029149
13.3626641
330.16304
13.1317178
69.6710255
74.3394658
17.4119034
34.2138343
24.6011826
29.3325493
29.1823848
31.126218
35.8041522

5.278654929
5.348428628
5.352398593
5.526436956
5.53404133
5.57028056
5.62274743
5.654350509
5.745193289
5.787348463
5.827563791
5.866016146
5.958175446
6.133773748
6.278320322
6.76546955
7.027382123
7.0427215
7.088883428
7.274542427

0.41827148
1.43105087
0.839319
1.2921745
1.37821598
1.28737265
1.28064333
1.39080687
1.39317321
1.17035479
1.32021197
0.71369681
1.30830535
1.36184042
1.27255689
1.24674874
1.23235745
1.21810647
1.2413187
1.23935617

1.53E-33
5.57E-06
1.03E-10
1.21E-06
2.52E-06
1.01E-06
7.92E-07
2.03E-06
1.62E-06
9.02E-08
6.37E-07
4.02E-16
3.60E-07
3.76E-07
6.59E-08
4.89E-09
9.93E-10
6.51E-10
9.00E-10
3.33E-10

6.11E-30
0.00045724
2.68E-08
0.00012608
0.00023598
0.00010863
9.22E-05
0.00019779
0.00016085
1.24E-05
7.48E-05
3.44E-13
4.59E-05
4.70E-05
9.30E-06
8.87E-07
2.05E-07
1.42E-07
1.89E-07
7.68E-08

3D orneklerinde log2FoldChange degerine gore siralanmis en iyi 20 down

regiile DEG tablo 4.15’de gosterilmektedir.

Tablo 4.15 3D orneklerinde log2FoldChange degerine ore siralanmis en iyi 20 down
regiile DEG

© 0N O Ul W DN P

el e L A A e =
oA W N L O

GSTT1
USP9Y
RPS4Y1
DDX3Y
TTTY15
TXLNGY
EIF1IAY
MBOAT7
ZFY
uTy
NLGN4Y
PRKY
KDMSD
TTTY14
KCNJ2
SNORDS83B

84.7990869
55.5213659
475.490466
45.7036333
25.9787782
23.3783849
64.8199844
18.886166
16.1762923
9.67148369
9.42081821
15.229138
7.03112919
6.87062405
53.0901164
4.95650601

-8.98226273
-8.400490721
-8.207654394
-8.130244399
-7.313529147
-7.169760405
-7.070889375
-6.847487048
-6.608625478
-5.772328319
-5.707548753
-5.577130036
-5.079026048
-5.024818428
-3.923222024

-3.83768236

1.17129195
1.18256203
0.52445149
1.19054994
1.23290545
1.22976546
1.05493883
1.24968124
1.26898276
1.38433771
1.41080462
1.31933158
1.63729585
1.63628028
0.51846552
2.10836024

9.54E-16
7.74E-14
6.11E-53
5.80E-13
2.31E-10
4.51E-10
3.45E-12
3.53E-09
1.54E-08
1.40E-06
2.06E-06
1.36E-06
2.16E-05
2.36E-05
2.14E-13
0.00025341

7.62E-13
4.42E-11
3.66E-49
2.58E-10
5.64E-08
1.00E-07
1.25E-09
6.82E-07
2.68E-06
0.00014221
0.00019794
0.00013907
0.00145521
0.00155379
1.07E-10
0.01193291
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17
18

19 ARHGAP23

20

PAX6
PSG5

IGFBP2

13.4121645
52.8403101
8.98892476
180.380009

-3.827226907  1.08770009
-3.472642203  0.48435332
-3.267470028  2.24095565

-2.74589356 0.33562424

2.35E-05  0.00155353
4.76E-12 1.63E-09
0.0005358  0.02206336
5.69E-14 3.59E-11

352 gen arasinda log2FoldChange’e gére en az down regiile ilk 20 gen i¢in elde

edilen heatmap grafigi Sekil 4.32’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.32 3D orneklerinde en az down regiile olan 20 genin heatmap gosterimi

3D orneklerinde log2FoldChange degerine gore en az down regiile olan tiim

genler soldan saga siralanarak Tablo 4.16’da gosterilmistir.

Tablo 4.16 3D 6rneklerinde log2FoldChange degerine gore en az down regiile olan
genden itibaren tiim genler

GSTT1 USP9Y RPS4Y DDX3Y TTTY15 TXLNGY EIFIAY MBOAT7 ZFY uTyYy
NLGN4Y PRKY KDM5D TTTY14 KCNJ2 SNORD83B PAX6 PSG5 ARHGAP23 IGFBP2
SMPD4 SYNRG CAMK2B CLDN11 RIMS1 TENTSC KCNMAL CHST15 VAMP8 RASSF2
PITX1 EDN1 CRLF1 SNAP25 SNHG17 LRRC2 CACNA1A DKK1 LMO7 CCND2

RAB3B F3 STK32C EPHB2 SEC11C SLC14A1 BDNF SMURF2 SLC7A11 SVIL
TNFRSF11B ABCC4 GCLM RDH10 RAI14 ALPK2 SCNOA TXNRD1 ATP8B1 PALLD
PVR LOC728392 SERPINE1 FGF2 NMT2 CDKN1A SLC4AT7 CYB5A UACA STAT1

107



3D orneklerinde log2FoldChange degerine gore en az up regiile olan tiim genler

soldan saga siralanarak Tablo 4.17°de gosterilmektedir.

Tablo 4.17 3D orneklerinde log2FoldChange degerine gore en az down regiile olan
genden tiim genler

RUNX1T1 BMP4 THY1 SGCD IL1IR1 BGN FGL2 FBXO017 C1R HCFC1R1
SNORD13 CFH SSPN SELENOP ADH1B CEBPD 1L32 LDHA LIMCH1 ARSD
IFI6 GSTM3 SNHG7 QPRT PCDH7 SEMA3C HAS2 TBX5 H6PD ERO1A
CXCL12 CENPF COL3A1 EDNRA LDLR EDIL3 ENTPD1 PPP1R3B GULP1 BAALC
EMILIN1 SETBP1 PLA2R1 PKIA PLTP THBS2 SOCS3 SLCgA?’R RARRES1 SLC43A3
GPNMB MOXD1 NFIL3 NET1 GALNT6 SCN1B TM4SF1 SOBP AEBP1 MOCSs1
PDK1 GUCY1B1 PTGIS CHST2 SPON1 SLIT2 SSC5D CNIH3 TOP2A PRXL2A
TENM4 MAF BTN3A2 FGF10 TMEM91 PTPRD LINC00839 HTRAL CCN4 SCG2
MYBL1 CD4 PTGFR SYNE2 GNG2 BOC DAAM2 RNASET2 ROR1 SEMA4B
SMPDL3A LUM SCRP2 MASP1 ARLAC S100A10 DTNA AK4 PCOLCE COL14A1
HMCN1 SERPINF1 STON2 PTGDS MFAP4 SYNPO2 HSPB7 ACSS3 GTF2IP1 NCAM2
CPM ALDOC L03C11506023 G0S2 IGF1 CFI MME GDF10 ENO2 PTPRU
MTSS1 LRRC17 AD"I;\/ITS AD'?:';/IDE C11orf96 SOD3 SMIM1 GSTM5 XG THRB
PLCE1 KCNE4 ABIEBP RPS28 TWIST1 HTA12'SF1P ANK2 FMO2 SCARNA22 CHL1
PLSCR4 NDRG2 LYN HAFég_ COL10A1 CADPS2 LCE2A GJA5 GPC4 FILIP1
APOE DES MATN2 SLC6A6 EFS MRPS6 SNHG5 LAMC3 FER1L4 LGALS9
SLC40A1 RNF150 MBP A2M SPRY1 COL6AS5 NEDDAL SPAG4 KIAA0040 TREM1
MCOLN2 PDE4D MXRAS5 MLC1 CRABP2 CDKN2C PRELP GPE(S:fD_ PALMD PRDM8
ZNF395 AQP1 WNT2 GLDN ARHGAP28 SLC5A3 SLIT3 YPEL4 ARHGAP28 MEDAG
LINC00484 EPB41 SNX10 CCNB1 PLN CCN5 COLEC12 PLXNA4 HOXC8 RSPO2
MAOA MMP1 FRG1BP WFDC3 LPIN3 ZDBF2 ADAM23 SEZ6L2 CA12 PCSK2
APCDDI1L TNF:':B LEF PCOLCE2 ITPR1 HOXC9 SCARA3 LO;:BZIfé)ZB SLC7A2 PDE4C
ESM1 PDE1A AKR1C2 RBP1 SMOC2 HILPDA OLFML1 C3 IGSF10 MGP
PTEGER1 PAK3 COL11A1 MAOB GUCY1A1 CCDC152 MIR4458HG CGNL1 KRT19 RPRML
LPAR4 CC[fl‘M CCDBCMA CLU GPC3 MT3 CPE SEMA4D FGF14 TBX4
RCAN2 CSNK2B HIF3A MTUS1 RSPO3 PEX5L INHBB CHRDL1 IFI27L2 FGF11
COL21A1 B2M CHI3L1 ZNF385D SLITRKG SGCA HSPB3 CES1 EGFL6 PRUNE2
SYT1 XIST HOXC6 FRG1CP EGLN3 MCHR1 APLN TRIMS55 H19 AOC3
RORB GAP43
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Daha fazla global bir goriiniim i¢in 3D 6rneklerde 352 gene ait Volcano Plot sekil
4.33’de gosterilmektedir.
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Sekil 4 33 3D 6rneklerinde volcano plot gdsterimi

3D orneklerde Diferansiyel olarak ifade edilen ilk 20 gen i¢in (padj

degerleriyle) normallestirilmis count verilerini grafigi sekil 4.34’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.34 3D orneklerinde Diferansiyel olarak ifade edilen ilk 20 gen

2D ve 3D orneklerde Padj degerine gore ilk 20 up ve down regiile genler
karsilastirildiginda 4 ortak gen oldugu goriildiigii. Bu genler Tablo 4.18’da koyu olarak

gosterilmektedir.
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Tablo 4.18 2D ve 3D o&rneklerinde Padj degerine gore siralanmis ilk 20 up ve down

reiﬁle DEG karsilastirilmasi

Genler log2FoldChange padj Genler log2FoldChange padj
1 SNHG5 3.297333947 1.73E-48 CLU 4.338926544 3.06E-51
2 CLU 2.8280244 1.34E-42 RPS4Y1 -8.207654394 3.66E-49
3 CiR 2421247183 8.56E-40 CHI3L1 5.278654929 6.11E-30
4 TP53111 4.459833574 2.76E-34 IFI27L.2 5.161546835 5.33E-29
5 BMP4 5.564339142 1.85E-30 SCARA3 3.600932102 2.31E-28
6 SCD 3.385583511 1.85E-30 MGP 4.031261754 1.83E-26
7 CYP1B1 3.501693331 8.90E-28 CPE 4.382761194 6.96E-24
8 CADM1 3.540961549 1.05E-26 RPS28 2.4471787 5.79E-21
9 ADH1B 3.43620725 2.53E-25 SNHG5 2.693549977 1.83E-18
10 PSG5 -3.957677795 5.59E-24 HILPDA 3.906536753 4.44E-18
11 XIST 10.57526921 3.86E-23 A2M 2.755215662 2.71E-17
12 ZNF395 3.725302013 5.30E-23 FMO2 2.484388922 4.38E-16
13 MASP1 5.275562296 1.35E-22 KRT19 4.179999174 5.59E-16
14 THBS2 3.502691098 2.76E-22 FRG1CP 5.866016146 3.44E-13
15 RPS4Y1 -10.16417851 1.70E-21 GSTT1 -8.98226273 7.62E-13
16 BGN 3.037563113 5.14E-21 GUCY1A1l 4.080240859 4.36E-12
17 | ADAMTS15 3.981008637 1.34E-20 SLC40A1 2.721871149 6.33E-12
18 MT1L -1.871112323 1.36E-19 COL11A1 4.071256032 9.81E-12
19 HMGCS1 2.400024946 1.40E-19 IGFBP2 -2.74589356 3.59E-11
20 RPS28 1.747484242 1.40E-19 SEZ6L2 3.37645568 4.15E-11

2D ve 3D orneklerde log2FoldChange degerine gore ilk 20 down regiile genler
karsilastirildiginda 13 tane ortak gen oldugu goriildiigii. Bu genler Tablo 4.19°de koyu

olarak gosterilmektedir.

Tablo 4.19 : 2D ve 3D 6rneklerinde log2FoldChange degerine gore siralanmis ilk 20
down regiile DEG karsilastirilmasi

Genler log2FoldChange Genler log2FoldChange
1 RPS4Y1 -10.16417851 GSTT1 -8.98226273
2 EIF1IAY -7.822464086 USP9Y -8.400490721
3 GSTT1 -7.329978999 RPS4Y1 -8.207654394
4 USP9Y -6.602191204 DDX3Y -8.130244399
5 DDX3Y -6.241684283 TTTY15 -7.313529147
6 TTTY15 -6.122971563 TXLNGY -7.169760405
7 TXLNGY -5.658854526 EIF1AY -7.070889375
8 PRKY -5.271404223 MBOAT7 -6.847487048
9 FAM228A -5.258408651 ZFY -6.608625478
10 ZFY -5.107441382 uTy -5.772328319
11 MBOAT7 -4.819661127 NLGN4Y -5.707548753
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12 SMPD4 -4.812280241 PRKY -5.577130036
13 NLGN4Y -4.583945528 KDM5D -5.079026048
14 PAX6 -4.277382754 TTTY14 -5.024818428
15 PSG5 -3.957677795 KCNJ2 -3.923222024
16 ALDHI1A3 -3.841972958 SNORD83B -3.83768236

17 FAM174B -3.75404292 PAX6 -3.827226907
18 APBBL1IP -3.483930548 PSG5 -3.472642203
19 KDMSD -3.390839967 ARHGAP23 -3.267470028
20 CLDN4 -3.37695892 IGFBP2 -2.74589356

2D ve 3D orneklere ait toplu sonuglar Venn-semasi ile sekil 4.35 ve sekil

4.36’de gosterilmektedir.

[=]
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Sekil 4.35 2D ve 3D orneklerinde down regiile genlere ait Venn-Semasi

2D ve 3D orneklerde up regiile genlere ait Venn-Semas: sekil 4.36°de

gosterilmektedir.

196

Sekil 4.36 2D ve 3D orneklerinde up regiile genlere ait Venn-Semasi
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4.2. Veri Kaynagi 2

Transcriptomic Profile of Cystic Fibrosis Patients identifies Type | Interferon
response and Ribosomal stalk proteins as potential modifiers of disease severity. Bu

calismada 30 6rnek kullanilmustir.

Tablo 4.20 Veri Kaynag1 2 ornek listesi ve 6zellikleri

ORNEKLER Baz Boyut Hastahk Evresi Yas Cinsiyet
MCF_S01 278.18M 149.06Mb Orta CF 19 Kadin
MCF_S02 204.59M 103.33Mb Orta CF 20 Erkek
MCF_S03 184.32M 93.40Mb Orta CF 19 Erkek
MCF_S04 215.75M 108.91Mb Orta CF 21 Kadin
MCF_S05 250.79M 125.83Mb Orta CF 9 Kadin
MCF_S06 272.37TM 137.03Mb Orta CF 25 Erkek
MCF_S07 264.05M 140.21Mb Orta CF 11 Kadin
MCF_S08 297.88M 160.65Mb Orta CF 28 Kadin
MCF_S09 310.23M 165.31Mb Orta CF 35 Erkek
MCF_S10 310.82M 168.42Mb Orta CF 25 Erkek
MCF_S11 270.92M 145.52Mb Orta CF 18 Erkek
MCF_S12 361.62M 193.36Mb Orta CF 40 Erkek
MCF_S13 259.79M 138.85Mb Orta CF 32 Erkek
MCF_S14 245.31M 131.34Mb Orta CF 42 Kadin
MCF_S16 284.25M 150.57Mb Orta CF 15 Erkek
MCF_S17 338.75M 182.65Mb Orta CF 23 Erkek
SCF_S01 258.44M 130.73Mb Agir CF 16 Kadin
SCF_S02 285.85M 144.73Mb Agir CF 17 Kadin
SCF_S03 193.87M 97.40Mb Agir CF 14 Kadin
SCF_S04 261.51M 131.49Mb Agir CF 20 Erkek
SCF_S05 295.95M 160.23Mb Agir CF NA NA
SCF_S06 240.98M 128.73Mb Agir CF NA NA
SCF_S07 318.61M 160.51Mb Agir CF NA NA
SCF_S08 285.28M 154.75Mb Agir CF NA NA
SCF_S09 274.40M 139.87Mb Agir CF 16 Erkek
SCF_S10 242.62M 123.70Mb Agir CF 14 Kadin
SCF_S11 304.69M 162.81Mb Agir CF NA NA
SCF_S12 305.01M 163.71Mb Agir CF NA NA
SCF_S13 264.37TM 135.63Mb Agir CF NA NA
SCF_S14 255.49M 129.68Mb Agir CF NA NA

Calismada daha once de belirtildigi gibi RNASeq kullanilarak Orta ve Agir KF

hastalarindan alinan periferik kan I6kositlerinin transkriptomik profili arastirilmistir.
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PCA analizi, incelenen iki grubun ifade profillerindeki farkliliklarin nispeten kiigiik

oldugunu ortaya ¢ikarilmstir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37 Veri kaynag1 2 PCA analizi

Sekil 4.37’ de Orta ve Agir KF hastalarinin PCA analiz grafigi gosterilmistir.
Filtrelenmis CPM'nin PCA's1, arastirilan iki grubun ifade profillerindeki farkliliklar
degerlendirmek igin verileri saymaktadir. Her nokta bir &rnegi temsil etmektedir. iki

nokta ne kadar yakinsa, ifade profilleri o kadar benzerdir (Kormann et al., 2017)

Orta KF ve Agir KF arasinda farkli olarak ifade edilen genlere bakildiginda DE
analizi ile Orta ve Agir KF hasta grubu arasinda 88 genin farkli sekilde eksprese
edildigi gosterilmistir. Bunlardan 74 (%84) gen Orta KF hastalarinda 14 (%16) gen de
Agir KF hastalarinda daha yiiksek ekspresyon seviyesi gostermistir. Orta ve Agir KF
hastalar1 arasindaki DEG'ler karsilastirildiginda segilen DEG'lerin heatmap ile
aragtirilan gruplar igin iki farkli kiime ortaya ¢ikmustir (Sekil 4.38). Her siitun ayr1 bir
hastay1, her yatay ¢izgi de ayr1 bir geni temsil etmektedir. Kiimelenmis 6rneklerin ve
genlerin dendrograminda Orta KF ve Agir KF hastalar ekspresyon benzerliklerine gore
kiimelenir. Ekspresyon profilleri milyon okuma basina sayimlarla O6l¢iilmektedir
(CPM-Model) (Kormann et al., 2017).
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Sekil 4.38 Veri kaynagi 2 Diferansiyel olarak ifade edilen genlerde heatmap

Gruplar arasindaki global gen seviyesi ekspresyon analizi, ilgili gen adi,

ekspresyon seviyesi ve RNASeq kullanilarak tespitin dogrulugu ile birlikte VVolcano-
plot ile gosterilmektedir (Sekil 4.39) (Kormann et al., 2017).
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EGR1, SFRP1, RSAD2 ve FOSB, Agir KF grubuna kiyasla Orta KF grubunda
onemli olglide asirt ifade edilen (>3.5) ana DEG'ler olarak gosterilmistir. EGR1'In
artan ekspresyonunun hafif akciger hastaligi ile onemli Olclide iliskili oldugu
bulunmustur (kat degisimi=4.5; FDR P=3.1x10°). Buna paralel olarak, diger EGR
ailesi genleri, EGR2 (fold change=2.4; FDR P=0.04) ve EGR3 (fold change=2.6; FDR
P=0.02) Orta KF grubunda daha yiiksek diizeyde ekspresyon gostermistir. Benzer
sekilde, EPB41L4B, LOC644172, CABPA ve ZNF683 Agir KF grubunda 6nemli
Olgiide asir1 eksprese edilen (>1.5) ana DEG'ler olarak rapor edilmistir. Bu genler
arasinda ZNF683 KF akciger hastaliginin siddetli formu ile daha iyi iliski sergilemistir
(fold change = 1.5; FDR P = 0.0002).

Ayni ornekleri kullanarak qPCR ile 16 DEG ig¢in RNASeq sonuglar
dogrulanarak, RNASeq ve qPCR arasinda yiiksek uyumlu sonuglar gézlemlenmistir
(%94; 16 DEG arasindan 15'i dogrulanmustir).

BN GPCR

EPB41L4B- RNA Seq
ZFN683- .
LOC644172-
1L8
EGR14
MX 1
IFI6-
OAS3+
FOSB-
CXCL10-
GOS2
IFI44L—
RSAD24
IFIT2 -
IFIT1
HERC5-
T r 1 rTrrrrtrrrrrrrrrrrorTT
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Log, Fold Change

Sekil 4.40 Veri kaynagi 2 RNASeq sonuglarinin gPCR validasyonu

Sekil 4.40°de RNASeq verilerinin ekspresyon profili ve secilen genler i¢in
gPCR verileri aynt numuneler kullanilarak karsilagtirilmigtir. Kontrol grubu olarak
Agir KF oOrnekleri kullanilmis ve ifade diizeyi 1 veya -1 olarak ayarlanmistir.
Ekspresyon, referans gen olarak 18s kullanilarak normallestirilmistir. Sonuglar
ortalama degerleri temsil etmekte ve kat degisiminin Log2 degerleri olarak eksprese

edilmektedirler. Orta KF ve Agir KF hastalar1 arasinda qPCR sonuglarinda gézlenen
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onemli fark (**P degeri<0.05; ***P degeri<0.001). Onem diizeyi, RNASeq verileri
i¢in <0.0001 P-degerine ayarlanmis (Kormann et al., 2017).

RNA sekansi ile qPCR arasindaki DEG ekspresyon seviyelerinin
karsilagtirilmas1 ile daha iyi bir korelasyon ortaya ¢ikarilmistir (Spearman’s rho,
p=0.53, P=0.04) (Sekil 4.41) (Kormann et al., 2017).
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Sekil 4.41 Veri kaynag1 2 RNASeq ve qPCR'1n korelasyon analizi

RNASeq ve gRT-PCR verileri karsilagtirilabilir oldugundan 15 genin benzer
MRNA seviyelerine sahip oldugu gosterilmis. Buna ek olarak, IFIT2 (fold change=3.2,
P<0.001), MX1 (fold change=3.2, P<0.05) ve ZFN683 (fold change=-2.1, P<0.05)
genlere sahip Orta KF grubu i¢in qPCR sonuglarinda ekspresyon seviyelerinde 6nemli
fark gozlenmis. Agir KF grubunun birgok Ornegi amplifikasyonda basarisiz
oldugundan EGRI1 igin anlamli bir fark elde edilmemis. gPCR tarafindan
dogrulanamayan tek DEG ise IL-8. IL-8 KF i¢in ¢ok 6nemli bir proinflamatuar sitokin
oldugundan, her iki platform i¢in IL-8 verilerini daha da incelenmis. RNASseq
verilerinde, IL-8'in Orta KF grubunda asir1 eksprese edildigi gosterilmis (Sekil 4.40 ve
Sekil 4.42) (Kormann et al., 2017).
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Sekil 4.42 Veri kaynagi 2 gPCR ve RNASeq ile IL-8 ekspresyonu

Sekil 4.42°de gosterilen grafikte platformlar arasinda farkli sonuglari anlamak

icin IL-8 i¢in Sekil 4.40'deki ayn1 veriler kullanilmig (Kormann et al., 2017).

Diger taraftan, IL-8 qPCR analizine gére Agir KF grubunda 6nemli 6l¢iide asir1
eksprese olmustur (P=0.01; Sekil 4.43).

Log ; Fold change
T

A

Mild CF Severe CF

Sekil 4.43 Veri kaynagi 2 IL-8 ekspresyonu

Sekil 4.43°de ki Nokta grafigi ile Agir ve Orta KF hastalarinda IL-8
ekspresyonu gosterilmistir. Ekspresyon, referans gen olarak 18s kullanilarak
normallestirilmistir. Sonuglar ortalama degerleri temsil etmekte ve kat degisiminin

Log2 degerleri olarak ifade edilmektedir (Kormann et al., 2017).
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Orta ve Agir KF grubu arasinda farkli sekilde degistirilebilecek biyolojik
stiregleri anlamak i¢in, Orta ve Agir KF'de up regiile olan DEG'ler i¢in bir GO
zenginlestirme analizi gergeklestirilmis. Orta KF grubu durumunda, tip | interferon

yanitina ait genler segici olarak zenginlestirilmis (%38, P=1.45E-09) (Sekil 4.44).

0000000000 m Type | interferon Response
0000000000 (500034340 .
0000000000 = Deiene esponse o vus
0000000000 3 Immune effector process
sessesesss - i
Bl Response to st
0000000000 GOS0
0000000009 ™ Preintargeting o ER
0000000000 _ "
0000000000 o

Sekil 4.44 Veri Kaynagi 2 RNASeq fonksiyonel zenginlestirme analizi

Temsili Gen Ontolojisi (GO), biyolojik stiregler icin farkli sekilde ifade edilen
genler arasindaki zenginlestirmeyi ifade eder. Tip | interferon tepkisine dahil olan
genler ve ER tasinmasindan ve protein sentezinden sorumlu ribozomal proteinler asir

temsil edilmistir (Kormann et al., 2017).

Bu yolak’a dahil olan toplam on gen (EGR1, MX1, IFITL, IFIT2, IFIT3, OAS3,
OASL, IFI6, ISG15 ve RSAD2), Orta KF grubunda yiiksek ekspresyona ugramis. Ek
olarak, anti-viral yanit yolaklari ve bagisiklik efektor siireci, Onemli Olgiide
zenginlesme gostermis. Zenginlestirme analizi ii¢ ribozomal sap protein genlerinden
RPL31, RPL34 ve RPS242’nin ER hedefleyen protein yolaginda zenginlestigini
belirlemis. Agir KF grubunun on dort up regiile olan geni i¢in hicbir spesifik yolak
zenginlestirilmemis. Belirli TF'lerin ve DEG'lerin diizenleyici aglariin katkisini
arastirmak icin MARA analizini RNASeq verilerine uygulanmis. Veriler, regiile
genlerin yiiksek transkript seviyeleri ile Orta KF grubunda IRF1, IRF2, IRF8 ve
STAT?2 transkripsiyon faktorii aktivitesinin 6nemli Ol¢ilide arttigini ortaya koymus.
Ortalama aktivasyon z-skoru = Orta KF i¢in 2.5: Agir KF i¢in -2.3: P < 0.05 (Sekil
4.45) (Kormann et al., 2017).
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Sekil 4.45 Veri kaynagi 2 RNASeq ISMARA analizi

ISMARA analizi, Orta ve Agir KF hastalar1 arasinda IRF1,2,8 ve STAT2
aktivitesinde 6nemli bir fark ongormiistiir (*P degeri < 0.05). ISMARA analizi agi,
IRF1,2,8 ve STAT2 hedef genlerinin olasi etkilesimini tahmin etmektedir.

Transkriptik Faktor (TF) i¢in en iyi hedef genlerin (Target score >10), tip |
interferon yanit yolagina ait oldugu gosterilmis. En yiiksek puan (Hedef puan >25)
RSAD2, IFl144L, IFIT1, ISG15, IFIT3, OAS3, HERC5 ve IFI44 genleri igin
gozlemlenmis. Boylelikle bu ¢alisma ile hem zenginlestirme hem de yolak analizinin
Orta KF fenotipinde tip I interferon yanitinin olasi katkisini belirlemede tutarligi
gosterilmis. IRF1,2,8 ve STAT?2 transkripsiyon faktorlerinin ag analizi (Sekil 4.46) ile
tip I interferon yanitinda yukarida belirtilen genlerin ve diger ilgili genlerin daha yakin

etkilesimlerini gosterilmis.
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Sekil 4.46 Veri kaynagi 2 RNASeq ag analizi

Veri kaynagi 2’de yapilan qPCR validasyon caligmasi, GO enrichement,

Network ve MARA analizleri bu tez galismamizda uygulanmamustir.

Bu tez kapsaminda kullanilan pipeline ile ettigimiz sonuglar Varyant ¢agirma

ve Transkriptome olarak ayrilmustir.
A-Varyant Cagirma: Toplu olarak sonuglar Tablo 4.21°de paylasilmistir.

Tablo 4.21 Orta ve Agir KF 6rneklerinde varyant cagirma toplu sonuglari

Association Bening *Benign,_DR **Benign/LB
GATK 1 41 1
SCF_S01 4 571 15780668 33
Samtools 0 74 3
GATK 0 24 4
SCF_S02 4 660 26
Samtools 2 63 2
GATK 1 39 2
MCF_S01 4 630
Samtools 3 80 6 22
GATK 0 33 0
MCF_S02 2 505 20
Samtools 1 58 2
GATK 0 33 2
MCF_S03 4 469 14
Samtools 1 63 3
GATK 0 23 3
MCF_S04 5 475 20
Samtools 2 62 2
GATK 0 35 0
MCF_S05 3 619 20
Samtools 2 82 3
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GATK 24 3

MCF_S06 641 18
Samtools 85 3
GATK 38 1

SCF_S03 538 17
Samtools 85 1
GATK 43 1

SCF_S04 582 15780668 21
Samtools 82 0
GATK 28 3

SCF_S05 568 28
Samtools 62 0
GATK 41 0

SCF_S06 649 24
Samtools 80 2
GATK 37 0

SCF_S07 789 24
Samtools 104 6
GATK 37 2

SCF_S08 614 16
Samtools 61 2
GATK 36 2

SCF_S09 598 25
Samtools 95 1
GATK 38 0

SCF_S10 570 1 18
Samtools 65 4
GATK 50 2

SCF_S11 764 31
Samtools 88 2
GATK 45 0

SCF_S12 741 31
Samtools 100 3
GATK 30 1

SCF_S13 550 18
Samtools 70 3
GATK 30 3

SCF_S14 552 17
Samtools 41 41
GATK 30 2

MCF_S07 436 16
Samtools 36 1
GATK 25 0

MCF_S08 326 11
Samtools 33 5
GATK 36 2

MCF_S09 706 22
Samtools 72 0
GATK 42 2

MCF_S10 604 24
Samtools 70 3
GATK 34 3

MCF_S11 661 24
Samtools 75 3
GATK 41 1

MCF_S12 554 24
Samtools 60 2
GATK 33 3

MCF_S13 642 25
Samtools 69 3
GATK 29 1

MCF_S14 624 28
Samtools 79 3
GATK 79 3

MCF_S15 737 16
Samtools 36 2
GATK 45 3

MCF_S16 712 19
Samtools 84 4

*Benign,_drug_response, **Benign/Likely_benig
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***CIOP ****CIOPO Drug_response
GATK 1 rs1695 rs180127
4,
SCF_S01 4
Samtools rs11558258 0 ’
GATK rs35947132 0
SCF_S02 rs13871, rs111529228 6
Samtools 15115049252
GATK 0 rs7294,
MCF_S01 T41291058, 1511466045, 1s6030, rs80084721 rs4961,
Samtools
17227403
GATK
MCF_S02 rs41265019, rs55970278, [E5088 rs1801131 6
Samtools
GATK 0 15180127
15150420496, rs145272777, 4,
MCF_S03 -
Samtools g
GATK 2 rs7294
MCF_S04 4 3
Samtools 0
GATK
MCF_S05 5 4
Samtools
GATK rs139366969, 1511453124 15137870461 0
MCF_S06 4
Samtools 15138139146, (55085 1541273880 1
GATK s779413093
SCF_S03 5
Samtools 0
GATK rs147134923
SCF_S04 rs111369573 rs5982
Samtools rs146393315, (55088
GATK 0
SCF_S05 R, 15139626312, rs34132016 5
Samtools 1525487
GATK rs398028512, rs34737051 1s6030, [S4524
SCF_S06 ' 152071421 3
Samtools 0 1147744729
GATK 1 0
SCF_S07 5 6
Samtools 3 1
GATK 0 0
SCF_S08 5 3
Samtools 1 1
GATK
SCF_S09 4 7
Samtools
GATK 0
SCF_S10 3 6
Samtools 1
AR rs398028512, rs148565559, 1
SCF s11 111453124 15147370143 o
- 55982
Samtools rs11558258, [§5985 2
GATK 0 rs41549716,
SCF_S12 1s56148525, 8
Samtools rs80338869 1541288979
GATK rs775762131
SCF_S13 rs140887831 4
Samtools 0
CAUN 0 1536027220,
SCF_S14 rs6151429 rs1801274, rs1695
Samtools rs35366573 rs577140751
GATK rs45517423 0
MCF_S07 rs33998267 3
Samtools 0 2
MCF_S08 GATK rs398028512 1201199629 s180127
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Samtools 0 rs139334167 0 4
GATK 2 0
MCF_S09 8 6
Samtools 0 1
CAULIS - rs6030, rs35026927,
MCF_S10 6151429 6
Samtools 0 R, 572557941
GATK rs41291058
MCF_S11 5 5
Samtools rs36033115, rs115602636
GATK 1
MCF_S12 10 5
Samtools 4
GATK 1 0
MCF_S13 4 6
Samtools 0 1
GATK 0 1
MCF_S14 3 3
Samtools 1 1
GATK
MCF_S15
Samtools
GATK 2
MCF_S16 3 8 4
Samtools 2

***Conflicting_interpretations_of_pathogenicity, **** Conflicting_interpretations_of_pathogenicity,_other

Muhn_emel Muhtemel Patojenik Patojenik
Benign
GATK 1 rs137854889, rs780235686, .: Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
SCF_S01 22
Samtools 2 rs368698783
GATK 1 15137854889, .: Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
SCF_S02 22 Fs17261572
Samtools 5
GATK 2 0
MCF_S01 25
Samtools 1 rs368698783
Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided, X-
GATK 1 linked_agammaglobulinemia|X-
linked_agammaglobulinemia_with_growth_hormone_deficiency|not_provided
MCF_S02 19
X-linked_- severe combined
Samtools 1 immunodeficiency|not_provid 368698783
ed
GATK 4
MCF_S03 16
Samtools 3
GATK 1 0
MCF_S04 18 Fs17261572
Samtools 3 5763440821
GATK 5 15786203560, rs746973259, Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided,
1s864321665
MCF_S05 21
Samtools 2 0
GATK 5 Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
MCF_S06 10
Samtools 0 0
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GATK 2 Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
SCF_S03 14
Samtools 4 0
GATK 4 rs397517245
SCF_S04 16
Samtools 2 0
GATK 2 Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
SCF_S05 14
Samtools 2 0
GATK 4 Spinocerebellar_ataxia_43
SCF_S06 3
Samtools 3 0
GATK 3 15281864999, rs312262845
SCF_S07 38
Samtools 5 0
.. CTCF, rs312262845, .:CYBB: Chronic_granulomatous_disease,_X-
GATK 2 : -
linked|not_provided
SCF_S08 18
Samtools 2 0
GATK 3 1s532964185, .: ﬁslr(t;g;ﬁagrsrg\ll?ézztous_d|sease,_><-
SCF_S09 26 - ' rs17261572
Samtools 2
.:not_provided, .: Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided,
G | . 15864321665
SCF_S10 21
Samtools 3 0
GATK 4 rs746973259, .:Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
SCF_S11 30
Samtools 5 0
GATK 4 MUCOp0|ysaccga”d05's—type— rs773570504, .: Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
SCF_S12 27 rs17261572
Samtools 3 0 152236379
GATK 4 frameshift insertion Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
SCF_S13 14
Samtools 3 0 0
GATK 10 15779726987, rs767399685, rs748536322
SCF_S14 24 Immunodeficiency_40
Samtools 1 0
GATK 1
MCF_S07 12
Samtools 0
GATK 5
MCF_S08 13
Samtools 0
GATK 1 Kaufman_oculocerebrofacial _ rs779726987, rs587783017, CAPN3:not_provided,
syndrome Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
MCF_S09 19
Samtools 4 0 0
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GATK 4
MCF_S10 21 1s397507215
Samtools 4
GATK 5 Neurodevelopmental_disorder Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
MCF_S11 19
Samtools 5 0 0
GATK 0
MCF_S12 12
Samtools 3
GATK 5 1s864321665
MCF_S13 23
Samtools 6 rs368698783
Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided, X-
GATK 2 linked_agammaglobulinemia|X-
linked_agammaglobulinemia_with_growth_hormone_deficiency|not_pro
MCF_S14 13 vided 1517261572
Samtools 1 0
GATK rs137854889, rs312262845, not_provided,
Intellectual_disability,_autosomal_dominant_49
MCF_S15
Samtools 0
GATK 5
MCF_S16 27 Fs17261572
Samtools 5

***+*Pathogenic/Likely_pathogenic ******Uncertain_significance

*****Pathogenic/LP Pathogenic,_protective Protective
GATK
SCF_S01
Samtools
GATK
SCF_S02 151805010
Samtools
0
GATK
MCF_S01
Samtools Fs1805010
GATK
MCF_S02
Samtools
GATK
MCF_S03
Samtools
GATK
MCF_S04
Samtools
GATK 0
MCF_S05 rs1805015
Samtools Fs1805010
GATK
MCF_S06
Samtools
GATK
SCF_S03
Samtools
SCF_S04 GATK 51805010
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Samtools
GATK
SCF_S05
Samtools
GATK 11805010
SCF_S06
Samtools 0
GATK
SCF_S07 rs200788251
Samtools
GATK
SCF_S08
Samtools
GATK
SCF_S09 Fs1805010 rs1805015
Samtools
GATK
SCF_S10
Samtools
GATK
SCF_S11
Samtools
GATK
SCF_S12 Fs1805010 rs8177374, rs1805015
Samtools
GATK
SCF_S13
Samtools
GATK
SCF_S14 s1063192
Samtools
Zellweger_syndrome|not,
GATK 9 _y. fnot_p
MCF S07 rovided
Samtools 0
GATK 1775699005
MCF_S08
Samtools 0
GATK
MCF_S09 rs1063192
Samtools
GATK
MCF_S10 1575184679, rs113994168 Fs1805010
Samtools
GATK
MCF_S11
Samtools
GATK
MCF_S12 1
Samtools
GATK
MCF_s13 11805010
Samtools
GATK
MCF_S14
Samtools
GATK
MCF_S15
Samtools
GATK
MCF_S16
Samtools
***x*pathogenic/Likely_pathogenic
Risk_factor falalaiaiadel O
GATK rs149973869 1s34911341,
SCF_S01 6
Samtools 0 rs4833095
SCF_S02 GATK 4 8

126



Samtools 1
GATK 0 2

MCF_S01 8
Samtools 1 5 0
GATK 7

MCF_S02 5 9
Samtools 0
GATK 4

MCF_S03 rs3737787, rs1051931 7
Samtools 0
GATK 0 3

MCF_S04 7 5
Samtools 1 2
GATK 4

MCF_S05 3 7
Samtools 1
GATK 6

MCF_S06 4 7
Samtools 1
GATK 0 6

SCF_S03 10
Samtools 1512150220 0
GATK 9

SCF_S04 4 8
Samtools 2
GATK 8

SCF_S05 2 9
Samtools 3
GATK 7

SCF_S06 rs4833095 7
Samtools 1
GATK 10

SCF_S07 7 11
Samtools 3
GATK 1 6

SCF_S08 3 8
Samtools 0 1
GATK 7

SCF_S09 5 7
Samtools 2
GATK 7

SCF_S10 5 10
Samtools 3
GATK 3

SCF_S11 4 10
Samtools 4
GATK 2 5

SCF_S12 5 11
Samtools 0 3
GATK 6

SCF_S13 3 8
Samtools 1
GATK 30

SCF_S14 2 10
Samtools 3
GATK 8

MCF_S07 1s3737787 9
Samtools 2
GATK 5

MCF_S08 15203462 3
Samtools 3
GATK 1 7

MCF_S09 5 8
Samtools 0 3
GATK 1 7

MCF_S10 3 10
Samtools 0 2
GATK 0 6

MCF_S11 9 5
Samtools 1 1
GATK 1

MCF_S12 6 11
Samtools 1
GATK rs4833095 3

MCF_S13 15203462 6
Samtools 0 1
GATK 1 8

MCF_S14 5 7
Samtools 0 1
GATK 6

MCF_S15 4 6
Samtools 2
GATK 6

MCF_S16 1s3737787 11
Samtools 0

*xkxkkUncertain_significance
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Tablo 4.22°de Samtools paketi ile elde edilen varyantlar, GATK paketi ile elde

edilen varyantlar ve her iki pakette ortak olan varyantlarin sayisi1 paylagilmistir.

Tablo 4.22 Orta ve Agir KF 6rneklerinde varyant sayilar1 ve paket karsilastirilmasi

ORNEKLER SAMTOOLS ORTAK VARYANT SAYISI GATK
SCF_S01 863 7682 1376
SCF_S02 951 8467 1246
MCF_S01 1017 8616 1394
MCF_S02 879 7638 1494
MCF_S03 802 6729 1491
MCF_S04 729 6415 1066
MCF_S05 1000 8594 1262
MCF_S06 1015 9221 1454
SCF_S03 742 6572 960
SCF_S04 911 7923 1197
SCF_S05 916 8112 1772
SCF_S06 921 7761 1186
SCF_S07 1163 11016 1795
SCF_S08 901 8084 1698
SCF_S09 987 8273 1354
SCF_S10 852 7185 1116
SCF_S11 1143 10091 1648
SCF_S12 1167 10069 1462
SCF_S13 751 6778 1228
SCF_S14 840 8370 1949
MCF_S07 709 6878 1509
MCF_S08 674 5916 1596
MCF_S09 1124 9982 1755
MCF_S10 1085 9714 2070
MCF_S11 1007 9032 1821
MCF_S12 1012 8991 1687
MCF_S13 1012 9077 1683
MCF_S14 1084 8740 1818
MCF_S15 1153 10279 1572
MCF_S16 1284 11455 2186

Varyant ¢agirma sonucunda sadece patojenlerin listesi asagidaki tabloda

gosterilmektedir.

Tablo 4.23 Orta ve Agir KF 6rneklerinde sadece patojenlerin listesi

Patojenik
S S GATK rs137854889, rs780235686, .: Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
- Samtools rs368698783
SCF_S02 GATK rs137854889, .: Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided Is17261572 |
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Samtools rs1566734
GATK 0
MCF_S01
Samtools rs368698783
o Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided, X-linked_agammaglobulinemia|X-
MCF_S02 linked_agammaglobulinemia_with_growth_hormone_deficiency|not_provided
Samtools rs368698783
GATK
MCF_S03
Samtools
GATK
MCF_s04 1517261572
Samtools
Ve G GATK rs786203560, rs746973259, Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided, rs864321665
- Samtools 0
GATK Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
MCF_S06
Samtools 0
GATK Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
SCF_S03 rs1566734
Samtools 0
GATK
SCF_S04
Samtools
GATK Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
SCF_S05
Samtools 0
GATK Spinocerebellar_ataxia_43
SCF_S06
Samtools 0
GATK rs281864999, rs312262845
SCF_S07 rs1566734
Samtools 0
S GATK .. CTCF, rs312262845, .:CYBB: Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
a Samtools 0
GATK rs532964185, .: Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided,
SCF_S09 o ise P 1517261572
Samtools
SR Gl GATK .:not_provided, .: Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided, rs864321665
- Samtools 0
GATK rs746973259, .:Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
SCF_S11
Samtools 0
GATK rs773570504, .: Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
SCF_S12 1s17261572
Samtools rs2236379
GATK Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
SCF_S13
Samtools 0
GATK rs779726987, rs767399685, rs748536322
SCF_S14
Samtools 0
GATK
MCF_S07
Samtools
GATK
MCF_S08
Samtools
AR 1779726987, rs587783017, CAPN3:not_provided, Chronic_granulomatous_disease,_X-
MCF_S09 linked|not_provided rs1566734
Samtools 0
GATK
MCF_S10 rs397507215
Samtools
GATK Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided
MCF_S11
Samtools 0
GATK
MCF_S12
Samtools
GATK rs864321665
MCF_S13
Samtools rs368698783
MCF_S14 GATK Chronic_granulomatous_disease,_X-linked|not_provided, X-linked_agammaglobulinemia|X- | 517261572 |
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linked_agammaglobulinemia_with_growth_hormone_deficiency|not_provided

MCF S15 rs137854889, rs312262845, not_provided, Intellectual_disability,_autosomal_dominant_49

°

MCF_S16

Samtools

4.3. Transkriptom Analiz sonuclari

EDASeq analizi i¢in BAM dosyalar1 kullanilarak asagidaki count grafikleri

olusturuldu. Orneklere ait count grafigi Sekil 4.47"de gosterilmektedir.

1e+07

8e+06 —

Ge+06

4e+06

2e+06 I
Oe+00 =

NN TSSO NN TN E NN T NOREDS oS NS T
OO CCOOOOOO ™ rmrme e 0000 00 ™ v v =
o o e e e ot e o et D o e et o o it e o it et e T e e it e e et
[Ty T Ty T T T Ty iy T Ty Ty iy Ty T Ty O Ty Ty iy T I T TRy Ty T T T TR T
CLOLDOLOOLLOLOLLDLLDOLOLLOLOOLDODODDOLDOOO
EEEEEEEEESEEESSEEESNOQQuunnuunnnun

Sekil 4.47 Orta ve Agir KF 6rneklerinde eslenen okuma sayisi

Orneklere ait normalizasyon &ncesi ve sonrast boxplot grafikler asagida

paylasilmustir (Sekil 4.48).
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seviyeleri

A) Normalizasyon Oncesi gen seviyesi sayimlarmin lane arasi dagilimi B)

Normalize gen seviyesi sayimlarinin (log) seritler arast dagilimi

BiasPlot kullanilarak elde edilen gen seviyesi sayimlarinin GC igerigine

bagimlilig1 Sekil 4.49°de gosterilmektedir.

gene counts

/
gene counts
3

03

Sekil 4.49 Orta ve Agir KF 6rneklerinde GC igeriginde gen seviyesi

A) Normalizasyon oncesi, her serit i¢in GC igerigi lizerinde gen seviyesi sayimlarinin

(log) diisiik regresyonu ve B) Her serit i¢cin GC igeriginde normallestirilmis gen

seviyesi sayimlarinin (log) diisiik regresyonu
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RNAseq ham veri count’un nasil dagildigi hakkinda bir fikir edinmek i¢in 6rneklere
ait ¢izimler DESeq paketi kullanilarak yapilmistir. Sadece Agir KF orneklerine ait
ortalama varyans grafigi sekil 4.50’de gosterilmektedir.

colour
red

variance_counts_30

100
mean_counts_30

Sekil 4.50 Agir KF 6rneklerinde orneklerinde seritler arasindaki 6rnek varyansi

Sekil 4.50’de her bir gen igin (siyah noktalar) ortalamanin bir fonksiyonu olarak
cizilen Agir KF oOrnekleri verilerinde seritler arasindaki 6rnek varyansini gosterdik.
Data verilerinin dagilim1 ortalamamanin varyansa esit olmadigini gosteriyor. Ortalama
ifadesi yliksek olan genler igin, replikalar arasindaki varyans ortalamadan daha biiyiik
olma egilimindedir (dagilim kirmiz1 ¢izginin lizerindedir). Not: Kirmizi ¢izgi x = y'yi

temsil eder.

Korelasyon degerlerini olusturduktan sonra 6rnekler i¢in heatmap olusturduk
(Sekil 4.51).
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Daha 6nce de belirtildigi gibi veri setinde bulunan varyasyonu vurgulamak i¢in

PCA kullandik. Tez ¢alismamizdaki verilerimizde Orta ve Agir KF yakin ekspresyona

sahip oldugu i¢in tam ayrim gozlemlenmemistir (Sekil 4.52).

PC2: 14% variance

PC1: 25% variance

group
® mid
® severe

Sekil 4.52 Orta ve Agir KF 6rneklerinde PCA grafigi
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Orneklere ait artan ortalama ile dagilim diismesi beklenmektedir. Bu dagilim

grafigi sekil 4.53’de gosterilmektedir.

dispersion
1e-06 1e-04 1e-02 1e+00

® gene-est
o fitted
* final

T T T T T T
1e-01 1e+00 1e+01 1e+02 1e+03 1e+04

mean of normalized counts

Sekil 4.53 Orta ve Agir KF 6rneklerinde Dispersion grafigi

Ayarlanmis p-degeri < 0.05'e gore, gore 140 transkript olarak diizenlenmistir.
Bunlardan 32 tanesi up regiile iken 108 tanesi down regiile olmustur. Bu verilerin

gorsellestirdigi grafik sekil 4.54°de gdsterilmektedir.

10
L

log fold change
0

-10

T T T T T T
1e-01 1e+00 1e+01 1e+02 1e+03 1e+04

mean of normalized counts

Sekil 4.54 Orta ve Agir KF 6rneklerinde test edilen tiim genler i¢in log2 kat

degisikliklerine karsi normalize olan count verilerinin ortalamasini gosterimi

Sekil 4.54°de 6nemli 6lgiide DE olan genler, kolayca tanimlanabilecek sekilde

mavi renkli olarak gosterilmektedir.
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DESeq paketinde bulunan summary fonksiyonu ile drneklere ait genel sonug

sekil 4.55°de gosterilmektedir.

## . .

## out of 20038 with nonzero total read count Sekll 455 Ol’ta ve Aglr KF

## adjusted p-value < 0.05

## LFC > 0 (up) : 32, 0.16% orneklerinde total okumalara
## LFC < 0 (down) : 108, 0.54%

#F outliers [1] Oy B8 istinaden LCF genel sonug

## low counts [2] : 9884, 49%

Tablo 4.24 Orta ve Agir KF 6rneklerinin Padj degerine gore siralanmus ilk 20 up ve
down regiile DEG

1 CXCL8 43.393985 -2.939012556 0.53383611 = 1.26E-09 8.96E-06
2 EGR1 60.7656266 -3.915875372 0.76973648 | 1.76E-09 8.96E-06
3 KY 9.7253502 -1.012897261 0.44073849 @ 5.87E-08 = 0.000198578
4 ZNF683 17.5102002 1.340775486 0.54800139 | 1.64E-07 | 0.000416079
5 LOC100507006 58.8286372 -0.68121359 0.33466689 = 3.06E-07 = 0.000527634
6 PTGS2 139.76164 -1.448157347 0.61409938 | 3.12E-07 | 0.000527634
7 NDUFAS 25.6281114 -0.52981992 0.22016994 = 1.54E-06 @ 0.002236323
8 FOS 527.380221 -1.359178958 0.81125714 | 1.96E-06 | 0.002490791
9 ARRDC3 496.17347 -0.483041378 0.17747997 = 3.81E-06 @ 0.003142531
10 CD69 20.8286886 -0.607844238 0.39369082 = 4.08E-06 | 0.003142531
11 CRTC3 123.344546 0.391881793 0.09741117 = 2.92E-06 = 0.003142531
12 IFIT1 233.692292 -1.435361325 1.04055736 = 4.64E-06 | 0.003142531
13 IFITS 146.210971 -0.917138347 0.67859571 = 4.22E-06 = 0.003142531
14 MALAT1 990.149509 -0.445924175 0.12812546 | 4.47E-06 = 0.003142531
15 PMAIP1 22.421835 -0.52496549 0.26088467 = 3.65E-06 = 0.003142531
16 TALAM1 978.946642 -0.444002025 0.13028423 | 5.56E-06 | 0.003530552
17 TMEM126B 32.5062272 -0.460906789 0.16672151 = 7.57E-06 = 0.004272087
18 TPST1 25.1560054 -0.929456183 0.76302931 | 7.36E-06 | 0.004272087
19 POU2F2 208.488765 0.409511676 0.11740839 = 1.21E-05 @ 0.006454321
20 ZNF708 23.2632592 -0.44559101 0.19513697 | 1.79E-05 | 0.009065553

Tiim 6nemli genlerin normallestirilmis degerleri ¢ikartilarak pheatmap() ile
ekspresyonlarinin heatmapin ¢izdik. 140 gen arasinda ilk 20 gen icin padj degerine

gore elde edilen heatmap grafigi sekil 4.56’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.56 Orta ve Agir KF 6rneklerinde up ve down regiile ilk 20
genin heatmap gosterimi

Orta ve Agir KF 6rneklerinde log2FoldChange degerine gore siralanmis en iyi

20 up regiile DEG Tablo 4.25°de gosterilmektedir. En diisiikten en yiiksege gore

siralanmuastir.

Tablo 4.25 Orta ve Agir KF 6rneklerinde log2FoldChange degerine gore siralanmis en

iyi 20 up reiﬁle DEG

1 VPS35L
2 FKBP4
3 CX3CR1
4 AP1IM1
5 ADAM15
6 Cllorf24
7 GALNT2
8 DDX54
9 CD99L2
10 ENO1
11 SSBP3
12 AEBP1
13 CRTC3
14 DMWD
15 POU2F2

62.9643021
72.4372694
410.189535
161.613192
87.8537576
26.2863855
112.226331
61.9161962
66.7944079
1272.07406
88.196072
17.7429437
123.344546
12.8107833
208.488765

0.325057233
0.326044714
0.330236298
0.331905265
0.337725559
0.339540816
0.341053582
0.351780983
0.361965273
0.372933808
0.377154924
0.377259562
0.391881793
0.402434634
0.409511676

0.10945634
0.11977327
0.13249367
0.10572153
0.1326896
0.13700954
0.13313094
0.12937278
0.11627087
0.12369852
0.12403693
0.21049322
0.09741117
0.14678755
0.11740839

0.00028945
0.00051111
0.00068345
0.0001606
0.00052306
0.00053504
0.00046783
0.00028025
9.65E-05
9.42E-05
8.02E-05
0.00012567
2.92E-06
5.73E-05
1.21E-05

0.03694489
0.045419272
0.049923216
0.026739287
0.045419272
0.045419272

0.04346072

0.03694489
0.020207754
0.020207754
0.018952142
0.023205501
0.003142531
0.016174696
0.006454321
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16
17
18
19
20

CDK5RAP2

HBG1
C4BPA
HBA1
ZNF683

98.619604
53.1163719
17.0129396
82.4778668
17.5102002

0.425299933
0.441600165
0.880191185
0.9402501
1.340775486

0.1565336 2.64E-05
0.6926649 0.00012262
1.13225954  2.65E-05
1.0448214 2.02E-05
0.54800139  1.64E-07

0.010629026
0.023205501
0.010629026
0.009338838
0.000416079

Orta ve Agir KF 6rneklerinde log2FoldChange degerine gore siralanmis en iyi
20 down regiile DEG Tablo 4.26’de gosterilmektedir.

Tablo 4.26 Orta ve Agir KF 6rneklerinde 6rneklerinde log2FoldChange degerine gore
siralanmig en iyi 20 down regiile DEG

18

EGR1
CXCL8
PTGS2

IFIT1

FOS
KY
TPST1
IFITS

LOC100507006

CD69
LOC643802
NDUFA5
PMAIP1
CHMP5
ARRDC3
MS4A3
TMEM126B
RPL9
MALAT1
ZNF708

60.7656266
43.393985
139.76164

233.692292

527.380221
9.7253502

25.1560054
146.210971

58.8286372

20.8286886

57.9361924

25.6281114
22.421835

96.8039895
496.17347
14.9191206
32.5062272
112.81447
990.149509
23.2632592

-3.915875372
-2.939012556
-1.448157347
-1.435361325
-1.359178958
-1.012897261
-0.929456183
-0.917138347
-0.68121359
-0.607844238
-0.554853034
-0.52981992
-0.52496549
-0.492738144
-0.483041378
-0.473186858
-0.460906789
-0.454734955
-0.445924175
-0.44559101

0.76973648
0.53383611
0.61409938
1.04055736
0.81125714
0.44073849
0.76302931
0.67859571
0.33466689
0.39369082
0.51623747
0.22016994
0.26088467
0.34294703
0.17747997
0.39238772
0.16672151
0.37851006
0.12812546
0.19513697

1.76E-09
1.26E-09
3.12E-07
4.64E-06
1.96E-06
5.87E-08
7.36E-06
4.22E-06
3.06E-07
4.08E-06
2.72E-05
1.54E-06
3.65E-06
1.90E-05
3.81E-06
3.74E-05
7.57E-06
4.61E-05
4.47E-06
1.79E-05

8.96E-06
8.96E-06
0.000527634
0.003142531
0.002490791
0.000198578
0.004272087
0.003142531
0.000527634
0.003142531
0.010629026
0.002236323
0.003142531
0.00919413
0.003142531
0.012241163
0.004272087
0.013866338
0.003142531
0.009065553
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140 gen arasinda log2FoldChange’e gore en az down regiile ilk 20 gen igin elde

edilen heatmap grafigi sekil 4.57’de gosterilmektedir.

condition condition

4 mild
severe
2

Sekil 4.57 Orta ve Agir KF 6rneklerinde en az down regiile olan 20

genin heatmap gosterimi

Daha fazla global bir gériiniim i¢in Orta ve Agir KF 6rneklerinde 140 gene ait VVolcano

Plot sekil 4.58°da gosterilmektedir.

-log10 adjusted p-value

-2
log2 fold change

Sekil 4.58 Orta ve Agir KF 6rneklerinde volcano plot gosterimi
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Orta ve Agir KF orneklerinde Diferansiyel olarak ifade edilen ilk 20 gen i¢in

sekil 4.59’da

(padj degerleriyle) normallestirilmis count verilerinin grafigi
gosterilmektedir.
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Sekil 4.59 Orta ve Agir KF 6rneklerinde Diferansiyel olarak ifade edilen ilk 20 gen
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5. Tartisma

RNASeq'deki ilerlemeler, son birka¢ yilda transkriptomun incelenmesi ve
yorumlanmasindaki en biiyiik devrimlerden biri olmustur. Biyoinformatik sayesinde,
veri analizi yazilimlar1 ve platform teknolojilerindeki siirekli yenilikler ve gelisme ile
maya gibi tek hiicrelilerden memelilere kadar tiim organizmalarin transkriptlerindeki
cesitli fizyolojik ve genetik anomaliler hakkindaki daha fazla soru cevap bulmaktadir
(Ergin ve ark., 2022).

RNASeq, temel biyolojik aragtirmalarda ve klinik uygulamalarda yaygin olarak
kullanilan giiclii bir teknolojidir. Yiiksek verimli RNASeq deneyleri, ¢esitli kimyasal
ve genetik bozulmalarin transkriptomu nasil etkiledigini anlamak igin essiz bir firsat
sunmaktadir. Bu deneylerin gergeklestirilmesindeki en biiyiik zorluk, pahali olan ve
yogun emek gerektiren cDNA kiitiiphanesinin hazirlanmasidir. Ayrica galismada
kullanilacak RNA’nin da miktar1 6nemlidir. RNA miktarlar ile ilgili Naphade et al.
(2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada disiik girigli bir RNA Kiti ile RNASeq
caligmalar1 i¢in altin standart olarak kabul edilen TruSeq mRNA Kkitleri
karsilagtirilmis. TruSeq, SMARTer ve SMARTer Ultra-Low RNASeq kitlerinin
sistematik analizi (Palomares et al., 2019) ile ribodepletion kitleriyle birlikte kullanilan
SMARTer kiti, TruSeq kitlerine kiyasla ¢oklu metriklerde 100 ve 10ng girisler igin
performans: diisiirdiigii gdsterilmistir. Ustelik ribodepletion igin RiboZero adimiyla
iliskilendirildiginde, yontemin otomasyon i¢in uyumsuz oldugu ortaya ¢ikarilmistir.
Diger taraftan, SMARTer Ultra-Low Kitinin <1 ng ultra diisiik baslangi¢c miktar1 igin
nispeten iyi performansa sahip oldugu ve otomasyonla uyumlu oldugu gésterilmistir.
Strand 6zgiilligii ve TruSeq kitiyle karsilastirildiginda daha diisiik baglangic miktari
acisindan degerlendirilen diger RNASeq kiitliphane hazirlama yontemleri arasinda,
strand 6zgiilligiini dikkate almayan Takara Bio SMART-Seq V4 Ultra Diisiik Girigli
RNA ve SMARTer Stranded Total RNASeq Kit v2-Pico Input (Pico) kitleri yer
almaktadir (Sarantopoulou et al., 2019). Pico Kiti, iplik ozgilliginii muhafaza
etmesine ve TruSeq kiti ile iyi bir uyuma sahip olmasina ragmen, Pico kiti kullanilarak

olusturulan kiitiiphanelerin %55 daha az diferansiyel olarak eksprese edilmis gen
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say1s1 gostermistir (Sarantopoulou et al., 2019). IHlumina TruSeq kitleri ile 6nceki nesil
Ovation RNASeq sisteminin karsilastirmali analizinde kitin 500 pg-10ng toplam RNA
arasinda degisen diisiik girdiler i¢in neredeyse esit gen temsiliyle iyi bir performans
gosterdigi ortaya ¢ikarilmasina ragmen, bu kiitiiphaneler platforma 6zel bir 5' veya 3'
yanlilig1 sergilemistir (Tariq et al., 2011). Naphade et al. (2022) tarafindan yapilan
baska bir ¢alismada kiitiiphaneleri gelistirmek igin, is akisinin kolayligina, otomasyon
vaadine ve elde edilen biyoinformatik analizlerin dogruluguna odaklanan ii¢ yontem
Swift RNA, Swift Rapid RNA ve Illumina TruSeq stranded mRNA Kitleri sistematik
olarak karsilastirilmig. Calismaya gore Swift RNA kiitiiphane kitinin daha genis bir
giris araligi barindirdig1 ve ¢esitli ornekler arasinda tutarli ve giivenilir sonuglar
sundugu gosterilmistir. Bu sirali adaptor ligasyonuna izin veren ve girisler arasinda
adaptor titrasyonunun Onlenmesine yardimci olan patentli Adaptase teknolojisinin
kullanilmasiyla elde edilmektedir. Bu da tiim girislerde tek tip adaptor
konsantrasyonunu korumaktadir. Bunlara ek olarak, Adaptaz, YND adaptorlerinin
ssDNA'ya eszamanli olarak yiiklenmesini ve baglanmasini gergeklestirmektedir.
Adaptaz ayrica tek bir hiicre kadar diisiik DNA girislerine izin vermekte ve yiiksek
verimli sablondan bagimsiz kimyasi, minimum baz kompozisyon onyargisi ile genis
bir kapsam saglamaktadir. Bu teknoloji, 10ng toplam RNA'ya kadar genis bir giris
araligin1 desteklemektedir. FFPE RNA gibi hasarli 6rneklerden tutarli performans da
bildirilmistir. Illumina ve Swift kitleri arasindaki is akis1 siiresindeki farkliliklar, farkl
kit kimyalart ile iliskilendirilmektedir. Illumina TruSeq Stranded mRNA kitinde, iplik
ozgilliigli, dTTP'nin dUTP ile degistirilmesi ve ardindan DNA Polimeraz I ve RNase
H kullanilarak ikinci iplik cDNA sentezi ile mecburi kilinmaktadir. Bu yontem, ikinci
iplik tizerinde yeni eklenen urasil bazini g¢ikarmak icin Urasil-DNA-Glikosilaz
kullanarak ¢aligsmaktadir. Boylece bu ipligin PCR'de bir sablon olarak kullanilmasi
engellenmektedir. Diger taraftan, Swift kitleri ig¢in daha hizli is akisi, birinci zincir
cDNA'dan kiitiiphane hazirlamay1 destekleyen ve boylece ikinci zincir sentezi
ithtiyacini ortadan kaldiran tescilli Adaptaz teknolojisi ile kolaylastirilmistir. Bunlara
ek olarak, Swift RNA is akisi, diisiik kaliteli, diisiik RIN (RNA Integrity Number)
FFPE ornekleriyle de uyumludur. Aymi c¢alismada incelenen tiim ydntemlerin,
dizileme ve hizalama metrikleriyle 6l¢iildiigiinde yiiksek kaliteli kiitliphaneler tirettigi
de kanitlanmistir. Ayrica, bu yontemlerle iiretilen kantitatif gen sayilarinin da biiyiik

Olciide uyum iginde oldugu gosterilmistir. Ancak, bu yontemler, giris RNA miktarina
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duyarhiliklarinda farklilik gostermektedirler. Uretici tarafindan tavsiye edilen RNA
girdi miktar1 referans olarak alinarak, 6rnegin in vitro kok hiicre modelleri tarafindan
makul bir sekilde iiretilen bir yield olan 50ng'de farkli sekilde eksprese edilen genlerin
dogrulugu yine ayni calismada degerlendirilmistir. Swift RNA kitinin bu tiir
analizlerde kullanilan tipik 6nem seviyelerinde, yalnizca teknik hususlar nedeniyle
farkl1 sekilde ifade edilen genler i¢in en az “yanlis pozitif” oranina sahip oldugu
bulunmus. ilging olarak da, genlerin ve yolaklarin farkli ekspresyonunun girdi
miktarina bagimliligi, ele alinan kitler arasinda farklilik géstermistir. Swift RNA Kiti,
giris miktarina gore en az sayida farkl sekilde ifade edilen KEGG yolagini tiretmis.
Ayni calismada teknik artifaktlara dayali sonuglardan kaginmak ig¢in arastirmacilarin,
yolaklarn ekspresyonunda en az %10'luk degisikliklere odaklanmasi gerektigi
savunulmaktadir. Tez calismamizda kullandigimiz 1. veri kaynagimizda baslangi¢
olarak kullanilan RNA miktar1 100ng ve kullanilan kiitiiphane hazirlik kiti ise
QuantSeq 3’'mRNA-Seq Library prep kit (Lexogen, Vienna, Austria)’tir. Diger veri
kaynagimzda TruSeq™ Total RNA Sample Prep Kit talimatlarma gore RNA

kullanilmas.

Biz tez ¢alismamizda iki farkli RNASeq 6n isleme adimini kullanarak yiiksek
giivenirlikli degisken cagrilar1 yapmaya vurgu yaparak bir RNASeq varyant ¢agri
pipeline kullandik. Bunlar "GATK en iyi uygulamalar" (GATK olarak anilir) ve
Samtools'tur. Ayrica, yukaridaki 6n isleme yontemlerinden birinin ve HaplotypeCaller
(HC) varyant ¢agirma aracinin bir kombinasyonu olarak tanimlanan bir varyant
cagirma "yontemi" ensemble kullandik. Bu pipeline ayn1 zamanda normal 6rneklere
bagli kalmadan varyant cagrilari yapmak igin gelistirilmistir. Ornegin kanserde
varyant ¢agri calismalari i¢in siklikla kullanilan bu tiir 6rnekler, KF veri seti i¢in
mevcut degildi. Yalnizca RNASeq verilerinden varyant cagrisi, higbir standardin
olmadig1 gelismekte olan bir alan olarak kaldigindan, yiliksek gilivenilir varyant
cagrilar1 yapmak, pipeline i¢in kati bir filtreleme kriteri seti kullanilarak gelistirilmesi
gerekmektedir. Bunun amaci ger¢ek pozitifler olarak adlandirilan degiskenlere en
yiiksek giliveni saglamak ve artefaktlarin sekanslanmasindan, mevcut en iyi
uygulamalarda bilinen eksikliklerden veya ara¢ yanliliklarindan kaynaklanan
hatalardan kag¢inmaktir. Tezimizde Referans tabanli bir degisken ¢agirma yontemi
kullandik. Bu yontem RNASeq’i bir referans genom ile hizalayip veriler ve referans

arasindaki varyantlar tanimlanabilmesine izin vermektedir. Bu hizalama sonucunda,
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her 6rnek igin bir SAM dosyasi elde ettik ve bu dosyadan mevcut bilgisayar kaynaklari
iizerindeki dosya verisini en aza indirmek icin BAM dosyasi olusturduk. Insan
genomunun en son siriimii olan GRCh38 referansini kullandik. "Tam analiz seti"
referansin1  kullandigimiz i¢in HISAT2 hizalama aract sectik. "Tam analiz"
referansinin popiilasyonlar arasinda var olan bilinen germline varyantlarini saglar ve
yanlis pozitifleri azaltmasi gibi faydalar1 bulunmaktadir. Referansa karar verdikten ve
BAM dosyalarimiz1 olusturulduktan sonra, iki bagimsiz yontem kullanilarak 6zel
olarak RNASeq varyant c¢agrisi i¢in Onceden islenmis olan BAM dosyalarinda
varyantlarin bulunmasini istedik. Broad Institute, Genome Analysis Toolkit (GATK)
kullanarak RNASeq verilerinden varyantlari gagirmak i¢in bir dizi "en iyi uygulama”™
gelistirmeye baslanmigtir. Bununla birlikte, halen gelistirilmekte olan metodolojiler
yanlis pozitifleri igerebilen veya gercek pozitifleri hari¢ tutabilen kati filtrelerin

kullanimina dayanmaktadir.

Geleneksel olarak, KF akciger hastaliginin in vitro g¢alismasi, KFTR
mutasyonlari tagiyan hava yolu epitel hiicrelerinin ¢alismasina odaklanmistir. Mazio
et al. (2020) tarafindan yapilan, tezimizin de ilk veri kaynagi olan, ¢alismada epiteli
etkileyen ¢esitli hastaliklarda stromal ortamin rolii ile tutarli olarak, pulmoner KF
stromasinin, in Vivo olarak akciger hastaliginin ilerlemesi {izerinde énemli bir etkisi
olabilecegi ve goz ardi edilemeyecek anormalliklere sahip oldugu gosterilmistir.
Aslinda, bu ¢alisma sonuglar1 ile birincil CF-HLF ve N-HLF arasinda var olan
morfolojik ve transkriptomik farkliliklar ile bu 6zellikleri in vitro olarak vurgulamak
i¢cin 3D ortaminin dnemi gosterilmistir. Bu ¢aligmada KF bag hava yolu dokusu (CF-
CAT) 3D biyo-miihendislik modeli gelistirilmis ve 6zellikleri normal dokusu (NA-
CAT) ile karsilastirilmistir. Ozellikle, CF-CAT, asagidan yukariya bir yaklasim
kullanilarak in vitro olarak elde edilmis ve kendi dogal ECM'lerine gomiilii
fibroblastlarin varligi 6ne ¢ikarilmistir. Bu ¢alismanin arastirmacilari daha 6nce ayni
yaklagimi kullanarak, epitelyal ve stromal kompartmanlar arasindaki etkilesimin yani
sira organa Ozgli ECM'in bilesimi ve 0Ozellikleri agisindan farkli dokularin
fizyopatolojik ortamini in vitro 6zetleme olasiligin1 daha 6nce de gostermistir (Casale
et al., 2016; Brancato et al., 2017; De Gregorio et al., 2020). KF epitel hiicrelerinde
KFTR mutasyonundan kaynaklanmaktadir. Ancak bu patolojinin ciddi
komplikasyonlari tiim pulmoner dokuyu icermekte ve akciger fonksiyonlarini 6nemli

Ol¢iide tehlikeye atmaktadir. Gergekten de mukus tikanmasi, bakteriyel enfeksiyon
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(Ratjen et al., 2015), inflamatuar yanit (Su et al., 2011; Nichols et al., 2015;) ve
dokunun yeniden sekillenmesi (Gaggar et al., 2011; Mack et al., 2018;) tiimii KF'nin
merkezi Ozellikleridir ve varsayilan terapotik hedefleri temsil etmektedirler. Bu
icerikte, bu ¢aligmaya ait model, KF sirasinda meydana gelen akciger dokusu yeniden
sekillenmesini ve fibrozu benzersiz bir sekilde 6zetlemistir. Aslinda, KF'li hastalardan
gelen akciger fibroblastlari, hiicre proliferasyonu, ECM elemanlarmin {iretimi,
kollajen lif kalinlig1 ve agin anormal organizasyonunda artis ile birlikte aktive ve
fibrotik bir fenotip sergilemistirler. Calisma ile ECM proteinleri arasinda CF-HLF'nin
daha yiiksek miktarda kolajen I, hyaluronik asit ve periostin lrettigini bulunmustur.
Ikincisi, akciger fibrozu ve inflamasyonun belirteci olarak kabul edilmistir (O’Dwyer
et al., 2017). Ayrica, periostinin farkli patolojik kosullarda kolajen sentezinde (Norris
et al., 2007), toplanmada ve organizasyonda rolii oldugu bildirilmistir (Gonzalez-
Gonzalez et al., 2018). Periostinin ayrica ECM'nin diger proteinlerini ve kemik
morfojenik proteini 1'i (BMP-1) baglayarak kollajen liflerinin ¢apraz baglanmasini
katalize ederek doku sertligini de arttirmaktadir (Kudo et al., 2018). Ayn1 zamanda
periostin, HAS-2 fonksiyonunu ve hyaluronik asit sentezini aktive etmektedir (Ghatak
etal., 2014). CF-CAT'de bulunan yiiksek miktarda hyaliironik asit ve HAS-2'nin asir1
ekspresyonu da siddetli fibrozun belirtegleri olarak sunulmustur (Li et al., 2011).
KFTR ekspresyonu olmamasina ragmen CF-HLF davranisinda 6énemli anormalliklerin
varligi, muhtemelen kronik patoloji sirasinda hiicrelerin in vivo aktivasyonunun bir
sonucu olarak yorumlanmigtir. CF-HLF'nin in vitro olarak, KFTR fonksiyon
kaybindan baslayan ve in vivo siddetli inflamasyona yol agan olaylar zincirinden
kaynaklanan epigenetik degisiklikleri korudugu goriilmiistiir. Bu hipotez, in vitro
primer hiicrelerin, in vivo hiicre durumu ile ilgili bir epigenetik hafizay1 koruyabildigi
gercegine dayanmaktadir (Ivanov et al., 2016). Ek olarak, fizyolojik bir 3D ECM
ortaminin varligi, hedeflenen epigenetik tedaviler i¢in klinik olarak ilgili bir modeli
temsil etmektedir (Ozes et al., 2013; Amatangelo et al., 2013). Aslinda, KF, epitelde
KFTR mutasyonunun neden oldugu monojenik bir hastaliktir. Bununla birlikte,
epitelyal disfonksiyonun sonuglari, enfeksiyona, tekrarlayan streslere ve reaktif
oksijen tiirlerinin asir1 tiretimine karsi artan duyarlilikla birlikte tlim akciger dokusunu
etkilemektedir. Bu olaylarin hastalik fenotipini ve siddetini modiile eden benzersiz
DNA metilasyon profillerinin olusturulmasindan sorumlu oldugu bilinmektedir. KF

hastalarindan alinan nazal epitel ve kan hiicresi 6rneklerinde degistirilmis metilasyon
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seviyeleri yapilan ¢aligmalar ile bulunmustur (Scott ve ark., 2020: Magalhaes ve ark.,
2017). KF'deki degistirilmis akciger ortaminin, stromal fibroblastlarin DNA
metilasyon profilini de etkileyebilecegi varsayilmistir. Bunun epitel biitiinliigiiniin
kaybinin ve yaslanmayla iligkili olaylarin epigenomik degisiklikleri ve patolojinin
gelismesine yol acan stokastik profibrotik metilasyon kaymasini tetikledigi akciger
fibrozu i¢in gosterildigi gibi olabildigi one stiriilmiistiir (Selman et al., 2014; Helling
et al., 2015). Hem veri kaynagimizi aldigimiz ¢alismada hem de tezimizde hiicrelerin
epigenetik profili degerlendirilmedi ancak ileri ¢alismalar i¢in 6nerilmektedir. Veri
kaynagimizda CF-HLF'nin transkriptomik profiline odaklanilmistir. Calismanin
sonuglari, ekstraseliiler bosluk bdlmesindeki elementlerin liretimi ve doku/organ
morfogenezi ve hiicre ¢ogalmasinin biyolojik siirecleri i¢in CF-HLF up regiile
genlerinin oldugunu gostermistir. Ayn1 zamanda, akciger fibrozunda rol oynadigi
gosterilen WNT yolagi, TBX4 ve ITGAS8 genleri asir1 eksprese olmustur (Konigshoff
et al., 2008; Xie et al., 2016; Munguia-Reyes et al., 2018; Hung et al., 2018). Kendi
belirledigimiz analiz hattimizla RPS28 geninin hem 3D hem de 2D 6rneklerinde asir1
eksprese oldugunu bulduk. RPS28 ayni zamanda her iki 6rnek grubunda da up regiile
genler arasinda bulunmaktadir. RPS28 geni, muhtemelen ribozom biyogenezinde yer
alan bir ribozomal proteini kodlar (Gripp et al.,,2014). Yakin zamanda yapilan bir
caligmada RPS28 geninin akciger dokularinda asir1 eksprese oldugu gosterilmistir (Na
etal., 2019). Calisma grubumuzun her ikisinde de asir1 eksprese oldugunu buldugumuz
bir diger genimiz CLU genidir. Bu gen de hem 2D hem de 3D KF 6rneklerinde up
regiile olmustur. CLU, insan prostat ve meme kanserlerinde ve skuamoz hiicreli
karsinomlarda asir1 eksprese olmaktadir. CLU'mun baskilanmasi, bu hiicreleri
kemoterapotik ilag aracili apoptoza duyarl hale getirmektedir

(https://www.omim.org/entry/185430, Erisim tarihi 04 Subat 2022).

Sadece 3D KF orneklerinde A2M geni asir1 asirt eksprese olmustur. Ayni
zamanda up regiile gendir. Poller et al. (1989), cocukluktan beri serum A2M eksikligi
ve kronik akciger hastalig1 olan bir hastada A2M geninde bir degisiklik tespit etmistir.
Calismada hastada A2M degisikligi icin heterozigot olarak bulunmus ve yazarlar
bunun akciger hastaligindan sorumlu oldugunu o6ne sitirmiistiir. Yapilan baska bir
calismada kronik akciger hastaligi olan 30 hastanin 1'inde tiyolester bolgesi iginde
cys972'yi (TGT) tyr'e (TAT) degistiren bir mutasyon bulunmus. Tetramerik A2M

molekiiliiniin alt birimlerinin her birinde cys972 ve gIln975 arasinda olusturulan dahili
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tiyolesterin aktivasyonu, aktive edici proteinazin kovalent ¢capraz baglanmasina dahil
oldugundan, bu mutasyonun A2M fonksiyonuna miidahale ettigi tahmin edilmistir
(Poller et al., 1992). Biz de ayn1 zamanda Samtools ile yaptigimiz varyant ¢agrisi ile
3D CF_HLF Rep3 ornegimizde A2M geninde ekzonik boélgede T’den C’ye (start:
9079672 end:9079672; rs669) olan degisimi Benign/ risk faktor olarak bulduk. Bu
nedenle tam olarak anlamli bir sonug olarak degerlendirmedik. Ancak bu sonug ileride

yapilacak ¢aligmalar igin bir bulgu olarak kullanilacaktir.

BGN geni sadece 3D KF orneklerinde asir1 eksprese olan bir gen olarak
bulunmus. Bu gen ayn1 zamanda hem 3D hem de 2D 6rnekleri de up regiiledir. BGN,
16sin agisindan zengin kiiciik bir proteoglikandir. Eklem kikirdaginin 6nemli bir
yapisal bilesenidir ve tip VI kollajen ve biiyilik proteoglikan agregatlari ile protein
etkilesimlerinin olusumu yoluyla kondrosit hiicre dis1t matrisinin montajina
katilmaktadir. X kromozomunda bulunan bu gen ayrica hiicre sinyallesmesinde de rol
oynamaktadir (Iacob and Cs-Szabo, 2010). BGN geninde meydana gelen mutasyonlar
Meester-Loeys sendromu ve Spondiloepifizyal displazi ile iliskilidir. Morimoto et al.,
(2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada BGN’nin akciger kanseri i¢in potansiyel bir
biyomarker oldugu oOne siiriilmiistiir. Data kaynagimiz olan birinci veri setimizde
PPS28, CLU, A2M, BGN genleri ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlanmamustir.

Ek olarak, akciger fibroblastlarinin KFTR eksprese olmadigini dogrulanmasna
ragmen, CF-HLF'nin “Iyon tagmmasinin diizenlenmesi” (GO:0043269) ve “Iyon
taginmasinin olumsuz diizenlenmesi” (GO:0043271) terimlerinin up regiile olarak
diizenledigi degerlendirilmistir. Bu tiir agir1 ekspresyonun, epitel hiicrelerinde in vivo
KFTR fonksiyonunun eksikliginin bir sonucu olabilecegi varsayilmis. Diger taraftan,
transkriptomik analiz, CF-HLF'nin EMT'yi aktive etme potansiyeline sahip
olabilecegini diisiindiiren "Mezenkimal hiicre farklilasmasi" (GO:0048762),
"Mezenkim gelisimi" (GO:0060485) ve "Mezenkimal hiicre proliferasyonu"
(GO:0010463) biyolojik siireglerinde yer alan genlerin CF-HLF'yi up regiile ettigini
gostermistir. Ozellikle, EMT'ye dahil olan genleri (FAM83D, WNT2, MSX2, SFRP2,
HAS2, TMEM100, AXIN2, BMP7 ve TWIST1 gibi) iceren GO Terimi *Mezenkimal
hiicre  farklilasmasi"nin ~ (GO:0048762) up regiilasyonu, stromal akciger
fibroblastlarinin in vivo olarak EMT'nin uyarilmasinda bir rolii olabilecegi

varsayimina yol agcmistir. Bu fenomen diger akciger hastaliklarinda iyi karakterize

146



edilmistir ve son zamanlarda KF ile iliskilendirilmistir (Rout-pitt et al., 2018). Ilging
olan ise EMT siireci her zaman akciger fibrozunun itici mekanizmasi olarak kabul
edilmistir (Rout-pitt et al., 2018; Salton et al. 2019). Ancak burada fibroz sirasinda
akciger fibroblastlarinin aktivasyonunun sirayla EMT'yi uyarabilecegi gOsterilmistir.
Ayrica yukarida bahsedilen GO terimlerinin yukari regiilasyonu, modelimizde fibrotik
durumlarin tipik bir Ornegi olarak fibroblast-miyofibroblast farklilasmasini ve
miyofibroblast biyogenezini desteklemistir. Ustelik GO teriminin "Dallanan bir
epitelin morfogenezi" (GO:0061138) 2D'de degil, yalnizca 3D Kkiiltiir kosulunda
zenginlestirildigi vurgulanmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda, akcigerin in vivo gelisimi
sirasinda epitel dallanmasi i¢in stromal bdlmenin varligimmin gerekli oldugu
gosterilmistir (Ribatti et al., 2014). Benzer sekilde, burada bag dokusunun 3D in vitro
ortamda epitel yapilarinin morfogenezinde merkezi bir rolii oldugu gézlemlenmistir.
Dahasi veriler, fibroblastlardan gelen artan bir uyaran nedeniyle KF'de dallanan epitel
yapilarinin olusumunun degisebilecegini gostermistir. Bu tiir biyolojik siirecin, KF'de
gozlenen submukozal bez morfolojisi ve fonksiyonunun diizensizligine dahil
olabilecegi varsayilmistir. Aslinda, bu yapilar in vivo bir dallanma morfogenezi
(Anderson et al., 2017) siireci ile gelisir ve hastalik durumunda hiperplazik ve mukus
tikalidir (Salinas et al., 2005: Hays et al., 2006). Ayrica, submukozal bez degisikligi,
KF fizyopatolojisine katkida bulunan 6nemli bir faktor olarak kabul edilmistir (Inglis
etal., 2005). Submukozal bezler in vivo olarak epitelden alttaki bag dokusuna dallanan
epitelyal hiicre stireciyle gelismektedirler. Spesifik olarak, siire¢ epitelde plakod
olusumunun birinci asamasini, ardindan hiicrelerin stromaya dogru uzamasi,
dallanmas1 ve son olarak farklilasma asamasini igerir (Anderson et al., 2017). Onceki
caligmalarda, submukozal grandlarin morfolojisinin ve fonksiyonunun, biiyiik
olasilikla bu bezlerdeki yiiksek oranda epitel hiicrelerinin normal durumda KFTR'yi
eksprese etmesi gerektiginden, KF'de 6nemli Olglide tehlikeye girdigi gosterilmistir.
KFTR defeksiyonu sonucunda submukozal bezler hiperplastik hale gelir ve KF'de
mukus tikanir (Salinas et al., 2005; Hays et al., 2006). Burada, CF-CAT'de “dallanan
bir epitelin morfogenezi” i¢in genlerin asir1 ekspresyonu, in vivo hastalik durumunda
epitel yapilarinin morfogenezinin diizenlenmesinde ECM'nin bir roliiniin oldugunu
diigiindiirmektedir. Diger taraftan, 3D KF modelinde GO teriminin “dallanan epitelin
morfogenezi”’nin up regiilasyonu, epitel hiicreler olmadan kiiltiirlenmis olsa bile,

fibroblastlar, bdyle bir fizyolojik ilgili in vitro ortamda, in vivo meydana gelen
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epitelyal stromal c¢apraz karismanin 'hafizasini' depolayabilmistir. Bu yiizden, CF-
CAT'in in vitro olarak submukozal bezlerin olusumu i¢in 'biyolojik toprak' olarak ve
gelecekteki calismalarda KF’deki disfonksiyonlarinin incelenmesi i¢in kullanilabilir.
Ayni1 zamanda, CF-HLF, "Inflamatuvar yanit" (GO:0006954) ile ilgili genleri in vitro
olarak da enflamatuar uyaranlar olmaksizin asir1 eksprese olmustur. Gergekten de
inflamasyon, yapisal akciger dokusu degisikligi ve solunum yollarin kalic1 bakteri
kolonizasyonu nedeniyle KF'nin bir 6zelligidir (Nichols et al., 2015; Su et al., 2011).
Bu ¢alismanin sonuglart ile akciger fibroblastlarinin, KF hastalarinda gézlemlenen
giiclendirilmis inflamatuar yanita katkida bulundugu gosterilmistir (Huaux et al.,
2013). Enflamatuar yanit genleri arasinda, CF-CAT'de ILR6'nin up regiilasyonunu
belirlenmistir. Bu gen, immiin yanitta énemli bir rol oynayan giiglii bir pleiotropik
sitokin olan interlokin 6 (IL6) reseptor kompleksinin bir alt birimini kodlamaktadir.
IL6R, transmembran veya ¢Ozlniir olabilir. IL6R'nin ¢o6ziinlir formunun, pro-
inflamatuar aktivitelere aracilik edebilen trans-sinyalleme mekanizmasi yoluyla IL6
tarafindan hedeflenen hiicrelerin tiirlinii ve sayisini arttirdig1 bilinmektedir. Bu nedenle
IL6R, ¢esitli inflamatuar hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir monoklonal antikorun
(tocilizumab) reseptoriidiir (Rose-John et al., 2006; Scheller et al., 2011). Aktive
fibroblastlar tarafindan IL6R ekspresyonu, diger inflamatuar durumlarda zaten
gosterilmistir (Ebihara et al., 2011) ve veri kaynagimizda da KF akciger stromasindaki
katilim1 rapor edilmistir. Biz tez ¢alismamizda IL6R up regiile genini gosteremedik.
Veri kaynagimizda, transkriptomik analizin, stroma ve epitelyum, iltihaplanma ve
fibroz arasinda yer alan genlerin ifadesinde 3D mikro ortamin 6nemi vurgulanmustir.
Biitiin bu siiregler, insan patolojisinin evriminde ima edilmektedir. Aslinda,
stromal/epitelyal karisimin hem doku morfogenezi hem de fonksiyon/disfonksiyon
tizerinde sonuglar1 vardir ve KF hastalarinda ciddi komplikasyonlarin ortaya
cikmasindan inflamatuar yanit ve fibrozis sorumludur. Veri kaynagimiz, bu patolojinin
incelenmesi ve terapotik stratejilerin gelistirilmesi icin KF'deki bag hava yolu
dokusundaki degisikliklere 151k tutmustur. Veri kaynagimizin bulgulari, CF-CAT'nin
akciger fibrozu ile ortak ilging 6zellikler gosterdigini kanitlamistir. Bu baglamda, 3D
in vitro stroma akciger modelinin in vivo kronik patoloji sirasinda doku fonksiyonunun
kaybindan sorumlu onemli degisiklikleri vurgulayabildigine inanilmustir. Ozellikle,
CF-CAT'nin insan patolojisinin ge¢ asamasini, enfeksiyon ve iltithaplanmalardan sonra

klinikte tedavisi zor olan fibrozisi 6zetledigine inanilmistir. Bu veri kaynagimizin
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igeriginde CF-CAT'de daha yiiksek miktarda kolajen tip-1, hyaluronik asit ve periostin
ve CF-HLF tarafindan cesitli transkriptlerin up regiilasyonu belirlenmistir. Bunlar
arasinda TGF3, HAS-2, TWIST1, WNT2, SFRP2, RSPO2, CHI3L1, TBX4, ITGAS,
HHIP yer almaktadir. Biz de tez calismamizda benzer olarak TWISTI, WNT?2,
RSPO2, CHI3L1, TBX4 genlerinin up regiile oldugunu gosterdik. Bu tiir belirteglerin,
akciger fibrozisi olan KF hastalarinda akciger fonksiyonunu kurtarmayi amaglayan
yeni terapdtik stratejilerin hedefleri olabilecegi de tartisilmistir. Cok biiyiik ihtimalle,
bag dokusu degisiklikleri epitel hasardan kaynaklanir ve sirayla epitel fonksiyonunu
bozmaktadir. Ustelik 3D CF-CAT modelinin, hastaligin hastaya 6zgii durumunu
stroma diizeyinde kopyalamak i¢in uygun olduguna da inanilmistir. Veri kaynagimiz
calismamizda, benzer yastaki hastalardan gelen CF-HLF ve N-HLF'yi karsilagtirmasi
secilmistir. Ozellikle, yetiskin dondrlerden alian hiicreler kullanilmistir: CF-HLF igin
45 ve N-HLF icin 47/52 yas. Geng hastalardan gelen hiicrelerin genellikle yaslilardan
daha aktif oldugu gosterilmistir (Kim et al., 2015).

TWIST1 geninin eriskin kalp ve iskelet kasinda daha diisiik ekspresyon, bobrek
ve pankreasta zayif ekspresyon saptanirken beyinde bir degisiklik bulunmamustir.
Endometriyal fibroblastlarda, peritoneal mezotelyal hiicrelerde ve fetal akciger
fibroblastlarinda ekspresyon saptanmis, ancak incelenen diger hiicre dizilerinde
saptanmamigstir
(https://www.omim.org/entry/601622?search=TWIST1&highlight=twistl, = Erisim
tarihi: 01 Subat 2022). Quaresma et al., (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
TWIST1'in KF dokularinda/hiicrelerinde en tutarli sekilde belirgin sekilde artan
EMTa-TF (EMT) oldugu bulunmustur. Bu da epitelyal belirteglerin 6nemli 6lglide
baskilanmasi olmadan mezenkimal belirteclerin gozlenen up regiilasyonu ile uyumlu

oldugunu gostermektedir.

WNT2, normalde plasentada ve yetiskin dokularinda esas olarak akcigerde
eksprese edilen salgilanmis bir sinyal proteinini kodlamaktadir (Aavikko et al., 2021).
Bagirsak kok hiicre regiilasyonu i¢in ¢ok dnemli olan kanonik WNT sinyal yolagini
aktive edebilmektedir. Kanonik WNT yolaginin anormal aktivasyonu, kolorektal
karsinogenezde onemli bir erken olay olarak kabul edilir ve 6zofagus, kolorektal ve
mide kanserlerinde WNT2'nin asirt ekspresyonu rapor edilmistir (Fu et al., 2011,
Kramer et al., 2017; Zhang et al., 2018). Wassink et al., (2001) WNT2'yi otizm igin
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aday bir gen olarak incelemistir. Bunun nedenlerinden biri WNT gen ailesi, merkezi
sinir sistemi de dahil olmak {izere ¢ok sayida organ ve sistemin gelisimini
etkilemektedir. Diger bir neden ise WNT2, otizmle baglantili 7q31-q33 bdolgesinde
bulunur ve otizmli bir bireyde kromozomal bir kirilma noktasina bitigik olmasidir.
Baska bir neden de WNT yolaginn islevi i¢in gerekli olan bir gen ailesinin bir tiyesi
olan DVL1 geninin bir fare nakavti, oncelikle azalmis sosyal etkilesim ile karakterize

edilen bir davranigsal fenotipi sergilemesidir.

Jackson et al., (2020) nétrofil homeostazinin ve endotel bariyer fonksiyonunun
diizenleyicisi olarak akcigerde RSPO2'nin beklenmedik ve biyolojik olarak 6nemli bir
rolii oldugunu gostermislerdir. Gelismekte olan akcigerde yiiksek RSPO2 ekspresyonu
g6z Oniine alindiginda, RSPO2 ayrica dogumda hava solumaya ge¢is sirasinda
meydana gelen mikrovaskiiler gecirgenligin dinamik diizenlenmesinde rol oynayabilir
(Miserocchi et al., 1994; Miserocchi et al., 2001). Zhang et al., (2020) tarafindan
yapilan bagka bir ¢calisma RSPO3'lin insan fibrotik akcigerleri ve karacigerlerinde
oldukga yiikseldigi ve RSPO3 diizeylerinin hastalik siddeti ile 6nemli 6l¢iide iliskili
oldugu yoniindeki bulgulari, RSPO3'iin insanda akciger ve karaciger fibrozunda rol

oynayabilecegine dair destekleyici kanitlar saglamistir.

Coriati et al., (2020), tarafindan yapilan bir ¢alismada, (CHI3L1) YKL-40
proteininin KF'de hastalik siddetinin bir biyobelirte¢ haline gelebilecegini ve
sonucunda saglik uzmanlar1 tarafindan ciddi hastalik durumu olan KF hastalarimi

tanimlamak icin klinik bir ara¢ olarak kullanilmas1 6nerilmektedir.

Karolak et al (2019), klinik ve histopatolojik olarak interstisyel neonatal
akciger bozukluklar1 tanisi almis, bunlardan 14 hastada asiner displazi, 2 hastada
konjenital alveolar displazi ve 10 hastada diger 6liimciil akciger hipoplazileri olan
toplamda 26 6len hastadan olusan bir kohortu incelemisler. Bu ¢alismada, 26 hastanin
16'sinda (%61) TBX4 veya FGF10'u (602115) igeren nadir heterozigot kopya sayisi
varyantlar1 veya delesyonlar1 tanimlanmistir. Akciger hipoplazisi olan bireyler, tahmin
edilen akcigere 6zgii giliglendirici bolgede en az bir kodlamayan SNV barindirmistir.
Szafranski et al., (2016), tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada bir hastanin daha 6nce
TBX4 geninde bir glu86-gin (E86Q; 601719.0005) mutasyonuna sahip oldugu

gosterilmistir. Bu degisken gnomAD veri tabaninda bulunamamistir. Baska bir
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infantin (P022), TBX4'te aymi kodonda farkli bir degisiklik (E86K) tasidigi

bildirilmistir ancak hi¢bir fonksiyonel ¢alisma bulunamamaistir.

Ik veri kaynagimiza ait ¢alismamin basinda 3 yasindaki bir gocuktan N-HLF
kullanilarak bazi deneyler yapilmis. Veri kaynagimizin sonuglari, geng fibroblastlarin,
neredeyse KF yasli bir hastayla karsilagtirilabilir, yiiksek miktarda kolajen
tiretebildigini gostermistir. Maalesef, Lonza'dan gen¢ donodrlerden alinan hicbir CF-
HLF sisesi bulunmadigindan bu caligmaya devam edilememistir. Normal geng
hiicrelerin, doku homeostazini ve fonksiyonunu koruyabilen ECM yeniden modelleme
mekanizmalarinin aktivasyonu yoluyla patolojik durumlara daha fizyolojik bir sekilde
yanit verebilecegi varsayilmistir (Cole et al., 2018). Ayrica hastanin yasi, farkl
patolojik durumlar1 ve stromanin farkli durumlarini yansitabilir (6rn. fibrotik veya
fibrotik degil). Bu hipotezi dogrulamak i¢in, gelecekteki ¢alismalarda, in vitro olarak
daha genis bir "yas" bag hava yolu dokular1 aralig1 elde etmek ve 6zelliklerini karsilik
gelen birincil biyopsi ile karsilastirmak amaciyla dogrudan insan biyopsilerinden
fibroblastlarin ¢ikarilmasi planlanmistir. En azindan, CF-CAT'in gelecekte, benzersiz
bir tam kalinlikta KF modeli elde etmek ve KF'deki epitelyal stromal karismanin
sonuglarin1 3D giivenilir bir platformda arastirmak amaciyla epitel hiicrelerinin

tohumlanmasi i¢in bir besleyici olarak kullanilabilecegi savunulmustur.

Ikinci veri kaynagimizda KFTR lokusunda ayni kalitsal mutasyonlara sahip KF
hastalari, hastalik siddeti ve akciger fonksiyonunda 6nemli farkliliklar gostermektedir.
KF'nin fenotipik heterojenligi biiylik olclide degistirici genlerden etkilenmektedir
(Gallati, 2014). KF'nin olas1 degistirici genlerini belirlemek i¢in birkag yaklagim
kullanilsa da, 2. veri kaynagimizdaki amag¢ igin bir transkriptomik yaklagim
kullanilmistir (Genin et al., 2008). Wright et al., (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada,
mikroarray teknolojisini kullanan bir transkriptomik yaklasimla burun solunum epitel
hiicrelerinde Orta ve Agir KF hastalar1 arasindaki degistirici genleri belirlemeye
calismislardir. Bununla birlikte, daha dnce de belirtildigi gibi, RNASeq kullanan
global gen ekspresyon analizinin mikroarray’e gore bir¢ok avantaji bulunmaktadir
(Wang et al.,, 2014). Bu nedenle, 2. veri kaynagimiza ait ¢alismada, F508del
mutasyonu i¢in homozigot olan KF hastalarinda Orta ve Agir akciger fenotipinin
degistirici gen(ler)ini belirlemek i¢in Oncelikle RNASeq teknolojisi kullanilmis

(Kormann et al., 2017). 2. veri kaynagi ¢calismamizda, dncelikle, bu hiicre tiplerinde
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olas1 farklilig1 6nlemek igin periferik kan l6kositlerinden elde edilen transkriptomik
sonuglarin solunum sisteminin dogal hiicreleriyle (burun, trakeal ve brong epitel
hiicreleri) karsilastirilabilir olup olmadigi degerlendirilmis. Veriler alti farkh
caligsmayla karsilagtirllmig ve CXCL10, GOS2, PTGS2, IFIT1, IFIT3 ve ISG15 dahil
olmak tiizere genler icin benzer ifade kaliplari gozlemlenmis (Virella-Lowell et al.,
2004; Zabner et al., 2005; Wright et al., 2006; Verhaeghe et al., 2007; Ogilvie et al.,
2011; Clarke et al., 2013). Bu nedenle, up regiile olmus gen profilleri, KF'deki kan
16kositleri ve dogal solunum hiicreleri arasinda nispeten benzerdir. Tezimizde ilging
olarak PTGS2 ve IFIT1 genlerini down regiile olarak bulduk. Ayni sekilde, hem
RNASeq hem de mikroarray platformlari, up regiile edilmis genlerle sonu¢lanmustir.
2. veri kaynagimiza ait verilerde, kan hiicresi transkriptomunun KF'de hem iist hem de
alt solunum yolu hiicreleri i¢in bir vekil olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Buna
ek olarak, RNASeq verileri ayn1 6rneklerle qPCR kullanilarak dogrulanmis ve yiiksek
bir tutarlilik skoru (%94) ile sonuglanmustir. Arastirilan iki grubun ekspresyon
profillerindeki farkliliklar 88 DEGS ile sonu¢lanmistir. Bununla birlikte, KF'nin Orta
ve Agir pulmoner fenotipi arasinda bu genler igin c¢arpict farkliliklar da
gozlemlenmistir. 74 gen, Orta KF akciger hastalig1 olan hastalarda Agir KF akciger
hastaligina kiyasla daha yiiksek ekspresyon sergilemistir. Toplam 14 gen, Orta KF
olanlarla karsilastirildiginda Agir KF'li bireylerde 6nemli bir up regiile olmustur.
Ilging bir sekilde, zenginlestirme analizi, Orta KF grubunda tip I interferon yanitinda
ve viral enfeksiyonlara karsi savunma yanitinda yer alan genlerin olduk¢a zengin
oldugunu ortaya koymustur. Onceki caligmalar tip I interferon genlerinin (IFIT1,
IFIT3 ve ISGI15) KF ile iligkisini bildirmis olsa da (Clarke et al., 2013), 2. veri
kaynagimiza ait calismada KF'yi modifiye etmede tip I IFN yolunun roliinii
dogrulanmigtir. Bir sistem biyolojisi yaklasimi kullanan yakin tarihli bir ¢alismada,
akciger fonksiyonunu degistiren ana KF degistirici gen olarak bir tip I interferon geni
IF116 tanimlanmustir (Trouve et al., 2017). Tip I IFN'ler, anti-viral yanit igin iyi bilinir
ve viral enfeksiyonlar, KF hastalarinda akciger fonksiyonundaki diisiise potansiyel
katkida bulunurlar (Frickmann et al., 2012). Bu nedenle, viral enfeksiyonlarin etkisin
gbzlemlenen ekspresyon profiliyle dikkatlice degerlendirilmistir. Bununla birlikte,
calismaya katilan tiim katilimcilar, kan 6rnegi alma sirasinda soguk alginlig1 veya tist
solunum yolu viral enfeksiyonlar1 belirtileri gostermemistir. Bu nedenle, viral

enfeksiyonlarin Orta ve Agir KF hastalar1 arasinda gozlenen DEG'lere katkisinin daha
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az olast oldugu disiiniilmiistiir. Bununla birlikte, artan kanitlar, Tip I IFN sinyal
yolunun bakteri, parazit ve mantarlar dahil olmak {izere diger patojenlere kars1 konak
savunmasinda rol oynadigim gostermektedir (McNab et al., 2015). Ornegin, tip I
interferon gen ekspresyonu ve polimorfizmleri, sistemik kandidiyaz duyarlilig: ile
belirgin bir sekilde iligkilendirilmistir (Smeekens et al., 2013). Ozellikle, daha 6nceki
caligmalar, tip I interferon sinyallesmesinin normal akciger epitel hiicrelerinde
Pseudomonas aeruginosa tarafindan aktive edildigini, ancak KF epitel hiicrelerinde
iptal edildigini dogrulamistir (Parker et al., 2012). P. aeruginosa, KF hastalarinda
pulmoner fonksiyondaki diistisle dogrudan iligkili iy1 bilinen bir patojendir (Blanchard
et al., 2017). Not olarak, her iki gruptaki ¢alisma hastalarinda, gruplar arasindaki
dagilimlarinda 6nemli farkliliklar olmaksizin mantar ve bakteriyel enfeksiyonlari
mevcuttu. Bu nedenle, gelismis Tip | IFN sinyali nedeniyle Orta KF bireylerinin
enfeksiyonlarint korudugunu ve kontrolde akciger fonksiyonunun azaldigim
varsaymak mantikli olmustur. Bu hipotez, akciger epitelindeki ve solunum
yollarindaki tip I IFN yanitinin antibakteriyel etkisi ile daha da desteklenebilir (Parker
et al.,, 2011). KF patogenezini degistirmede interferonla ilgili baska bir gen olan
IFRD1'in etkisi de iyi arastirilmistir (Hector et al., 2013). Bu da, 2. veri kaynagimiza
ait bulgular1 IFN'nin, ozellikle de KF ile iligkili akciger fonksiyonunun
degistirilmesinde tip I IFN yanitinin katkisin1 desteklemistir. Tip I IFN yanitinin up
regiile edilmis genleri arasinda EGR1, orta KF hastalarinda daha yiiksek ekspresyon
gosteren belirgin bir gendi. Biz de tezimizde ayni sekilde orta KF 6rneklerinde EGR1
genini yiiksek eksprese oldugunu gosterdik. Onceki bir transkriptomik calismada
EGRL'in P. aeruginosa ile enfekte KF brons epitel hiicrelerinde down regiile edildigi
belirlenmistir (Balloy et al., 2015). Biz de tez ¢alismamizda EGR1’in down regiile
oldugunu bulduk. Ayrica, A. fumigatus ve Toksoplasma gondii ile enfekte hiicrelerde
EGRYI'in up regiile oldugu gozlenmistir (Chen et al., 2015). Bu da enfeksiyonlar
sirasinda dnemini gdstermistir. Ilging bir sekilde, diger iki EGR ailesi iiyesinin, EGR2
ve EGR3'in de Orta KF grubunda up regiile diizenlendigini bulunmus. Biz tez
calismamizda EGR2 ve EGR3 ile ilgili her hangi bir degisiklik bulamadik.

EGR'ler, DNA baglayici ¢inko parmak proteinlerinin bir ailesidir ve
transkripsiyonel diizenleyiciler olarak islev goriir. Ek olarak, EGR proteinlerinin Mx1,
HERCS, RSAD ve digerleri dahil olmak tizere diger tip I IFN genleriyle yakindan
etkilesime girdigi bulunmustur. Bu nedenle, KF akciger hastaliginda potansiyel
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degistirici genler olarak EGR'lerin rolii, gelecekteki arastirmalari garanti etmektedir.
Tip I IFN sinyallesmesindeki diger potansiyel degistirici olan genler Mx1 ve IFIT2 nin
P. aeruginosa'ya kars1 baskin bir rol oynadiklarindan ve ekspresyonlar1 da gPCR ile
dogrulanmistir (Parker et al., 2011). MARA analizi, Orta KF hastalarinda IRF1,2,8 ve
STAT2 TF'nin daha yiiksek transkripsiyonel aktivitesi ile sonu¢lanmustir. Bunlar Tip
I IFN genlerinin daha yiiksek ekspresyonundan sorumludur. Zenginlestirme analizi,
Orta KF'li bireylerde yliksek oranda eksprese edilen {i¢ ribozomal sap proteini RPL31,
RPL34 ve RPS24' tanimlamistir. Bu proteinlerin ER ve golgi tasmimina yonelik
protein kagakgiligina karistigt gozlemlenmistir. KF'de ribozomal sap proteinlerinin
Oonemi iyi belgelenmistir. Daha once yapilan bir ¢alismada Homozigot F508del
mutasyonuna sahip Dbirincil insan brons epitel hiicrelerinde, RPL12'nin
susturulmasinin KFTR iyon kanali aktivitesi tarafindan kurtarildig: gosterilmistir (Veit
et al., 2016). Ek olarak, baska bir ribozomal sap proteini RPL27, kloriire bagimli gen
olarak rapor edilmistir. Bu ekspresyon KFTR kanalinin isleviyle ilgilidir (Valdivieso
et al.,). F508del mutasyonu, protein kacagi ve ER'de erken bozunma ile ilgili
oldugundan, bu ribozomal sap proteinleri daha ileri arastirmalar igin c¢ekici

bulunmaktadirlar.

KF akciger ortamima noétrofiller ve yiiksek proinflamatuar kemokin IL-8
seviyeleri hakimdir (Jundi et al., 2015). Furlan et al., (2016) tarafindan yapilan bir
calismada, KF hastalarimin FEV1 durumu ile IL-8 polimorfizmlerinin genetik bir
iliskisi sunulmustur. Ikinci veri kaynagimiza ait ¢alismada, orta KF'li bireylerde IL-8
transkriptlerinin ekspresyonunun arttigi gézlemlenmistir. Ancak, Agir KF grubunda
daha fazla IL-8 ekspresyonu bulundugundan bu gézlem qPCR ile dogrulanamamustir.
Biz tez calismamizda IL-8 ile ilgili CXCLS8 geninin orta KF'li bireylerde daha fazla
eksprese oldugunu bulduk. Ayrica bu gen ¢alismamizda down regiile olarak bulundu.
Yapilan bir ¢calismada, Orta ve Agir KF arasindaki nazal epitel hiicrelerinde benzer bir
sonu¢ gozlenmis ve IL-8'in tahmin edilebilir sekilde hastaligin siddeti ile iliskili
olmadig1 savunulmustur (Wright et al., 2006). Bununla birlikte, RNASeq ve gPCR
arasinda celigkili bir sonuca dikkat cekildigi i¢in, IL-8'in KF akciger fonksiyonu
degiskenliginde roliinii arastirmak i¢in bagimsiz Orneklerle daha fazla dogrulama
gerekli oldugu ortaya atilmustir. Yiiksek orneklem sayisina sahip (n=6,365) GWAS
meta-analiz ¢aligmasi, bes genomik bolgenin KF akciger hastaligi siddetiyle giicli

iligkisini ortaya koymustur (Corvol et al., 2015). 2. veri kaynagimiza ait calismada
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gozlenen DEG'den herhangi birinin belirtilen genomik konumu paylasip paylasmadigi
incelenmistir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, kromozomal haritalamanin HCG27 genini
6p21.32'de rapor edilen HLA-DRA lokusuna ¢ok yakin olan 6p21.33 pozisyonuna
atadig1 bulunmustur. HCG27'nin bir pseudo-gen oldugu bildirilse de, Orta ve Agir
KF'li bireyler arasinda ekspresyon seviyelerinde dnemli bir fark gézlemlenmistir.
HCG27'yi igeren bolge ayni zamanda sedef hastaligi icin onemli bir yatkinlik
lokusudur (Nair et al., 2006). Bununla birlikte, RNASeq tabanli bir transkriptomik
yaklasim kullanan 2. veri kayna@ina ait ¢aligmada, bildirilen duyarlilik lokuslari
bulunabilinmis ve boylece daha biiyiik GWAS ¢alismasi gogaltabilinmistir. Daha 6nce
aciklanan diger genler, calismanin tanimlananlar1 ile tam olarak eslesmese de, ayni
biyolojik ailelere ait oldugu gosterilmistir. Ornegin, KF'de hava yolu asitlenmesinden
ATPI12A'nin sorumlu oldugu bildirilmis ve calismada ayni aileden bir gen olan
ATP6V1G1'i tammmlanmistir (Shah et al., 2016). Biz tez ¢alismamizda bu geni
tamimlayamadik. Genel olarak, 2. veri kaynagna ait ¢alisma, orta ve agir KF akciger
hastalig1 arasindaki karsilagtirmali transkriptomik analizi KF pulmoner diisiisiine yeni
bakis agilar1 saglamistir. Global gen ekspresyonu analizleri, tip I interferon tepkisi
genlerinin ve ribozomal sap proteinlerinin oldugunu belirlemis ve potansiyel KF
modifiye edici genleri ortaya c¢ikarmistir. Bu bulgular, KF tedavisi igin bu gen

listesinden yeni terap6tik hedefler segme potansiyeline sahip oldugunu gdstermistir.

Ikinci veri kaynagimizla uyumlu olarak orta KF &rneklerinde EGR1, RSAD2
ve FOS genlerinin yiiksek ifade edildigini bulduk. Bu veri kaynagimizda da SFRP1
genin de orta KF 6rneklerinde asir1 ekprese oldugu bulunmus. Ancak biz tezimizde bu
genle ilgili bir degisiklik saptayamadik. Ayrica calismamizda Orta KF 6rneklerinde
IFIT2, DUSP1 ve TRIM22 genlerinde yiiksek ekspresyona ugramis olarak bulduk.
Veri kaynagimizla uyumlu olarak Agir KF 6rneklerinde C4BPA ve ZNF683 genleri
yiiksek ekspresyona sahipti. Veri kaynagimizda Agir KF grubunda EPB411L4B ve
LOC644172 genleri asir1 eksprese ugramis bulunurken biz bu genleri ¢alismamizda
saptayamadik. Veri kaynagimizdan farkli olarak hem orta hem de Agir KF
orneklerinde RESF1, TMEM123, SMCHD1, ENO1 genlerini asir1 eksprese olarak
gosterdik.

Tez kapsaminda kullandigimiz pipeline ile 2. veri kaynagimizda sirasiyla

CXCLS8, EGR1, KY, PTGS2, NDUFAS5, FOS, ARRDC3, CD69, IFIT1, IFITS,
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MALAT1, PMAIP1, TALAM1, TMEM126B, TPST1 ve ZNF708 padj’a gore ilk
20’de yer alan down regiile, ZNF683, CRTC3, POU2F2 ise up regiile olan genlerdir.

ZNF683 geni sitogenetik lokasyonu 1p36.11°dir. Braun et al. (2015) yaptiklari
calisma ile HOBIT adm verdikleri ZNF683'in BLIMPI geninin genomik
kopyalanmasindan kaynaklandigini belirtmigtir. Yapilan calismalarda ZNF683
geninin akciger NK hiicrelerinde yiiksek ekspresyona ugradigi gosterilmistir
(Marquardt et al., 2019; Brownlie et al., 2021). Veri kaynagimizda KF akciger
hastaliginin agir formu ile daha iyi iliski sergiledigini savhmustur. Bu g¢alismalar

sonucumuzun literatiir ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

Interlokin-8 (IL-8), CXCL8 geninde kodlanan bir ndtrofil kemokindir.
Normalde CXCLS8 ekspresyonu, histon deasetilasyonu, promotore oktamer-1
baglanmasi ve niikleer faktor-B baskilayici faktoriin (NRF) inhibe edici etkisi
nedeniyle baskilanmaktadir. Cok sayida nétrofile katkida bulunan ana faktér, KF
akcigerinde bulunan normal IL-8 diizeylerinden daha yiiksek olmasidir. Enfeksiyon ve
inflamasyon, KF hava yolu hiicrelerindeki igsel degisikliklerle birlikte anormal
derecede yiiksek intrapulmoner IL-8 seviyelerinden sorumludur. Anormal derecede
yiiksek CXCLS8 ekspresyonunu inhibe etme stratejileri, KF akciger hastaligi igin
terapotik potansiyele sahiptir (Jundi and Greene, 2015). Campbell et al., (2013)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada hem MAPK hem de PI3K yolaklarinin ayni anda
hedeflendigi kombine bir yaklagiminin, malign hiicrelerde sinyallemenin neden
oldugu CXCLS8 gen ekspresyonunu down regiile etmek igin en basarili yaklasim
olabilecegi savunulmustur. Yapilan bagka bir ¢alismada CXCLS&'in sulindac'a yanit
olarak down regiile oldugu gosterilmis ve kolorektal kanser hiicre hatti modellerinde
sulindac kaynakli apoptozun bir aracist olarak tanimlanirken, salisilat tedavisi
makrofaj benzeri hiicre hattt THP-1 CXCL8 ekspresyonunun down regiilasyonu ile
sonug¢lanmustir (Housby et al., 1999; Ji, 2009).

Prostaglandin endoperoksit sentaz-2 (PTGS2) veya siklooksijenaz-2 (COX2)
geni, prostaglandin biyosentezi i¢in anahtar enzimdir. Arasidonik asidi prostaglandin-
E2'ye (PGE2) doniistiirtir. Son yillarda yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar ile
PTGS2 ve metabolitlerinin pulmoner fibroz iizerinde koruyucu bir etkiye aracilik

ettigini gosterilmistir. Xu and Chen (2022) tarafindan yapilan bir g¢aligmada
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PTGS2’nin Sistemik Skleroz-Interstisyel akciger hastaliginda énemli bir rol oynadig1

gosterilmistir.

Tez ¢alismamizda da daha oncede belirtildigi gibi her replikat i¢indeki GC-
icerik yanliligim1 hesaba katmak icin okuma sayis1 normallestirmesi, tam
transkriptomla eslenen okuma sayilari tizerinde EDASeq'te gerceklestirildi. EDASeq
normallestirilmis degerleri daha sonra iki kopya aras1 normallestirme i¢cin DESeq?2 i¢in
kullanilacakti ancak tiim normallestirlmelerin DESeq?2 ile yapilmasina karar verildi.
Okuma sayilari, gen ekspresyonu degisikliklerinin yalnizca bir genin up veya down
regiilasyonu nedeniyle olup olmadigint veya nispi bolluktaki degisikliklerin
ekspresyon seviyelerini etkileyip etkilemedigini arastirmak i¢in veri setimize tam
transkriptom kullanilarak normallestirildi. DESeq2'nin, sayilarin genin geometrik
ortalamasina gore gen sayilarinin medyan oraniyla hesaplanan numuneye 6zgii boyut
faktorlerine boliindiigii kendi dahili normallestirme yontemi vardir. Bu ydntem
Ozellikle numuneler arasindaki gen saymm karsilagtirmalari, degisen dizileme
derinlikleri i¢in normallestirme ve farkli ifade analizine izin verilmesi ig¢indir.
Oranlarin medyan1 yontemi, GC veya gen uzunlugu yanliliklarin1 dikkate almaz. Batch
efektleri dengeli deneysel tasarimlarda ortak degiskenleri hesaba katmak icin
diferansiyel gen ekspresyonu analizinden once DESeqDataSet yapimi sirasinda
modellenebilir. Diferansiyel gen ekspresyon analizi daha sonra iki farkli kosul
arasinda onemli 6lgiide farkli sekilde eksprese edilen genleri saptamak i¢in kullanilir.
DESeq2, sayim verilerini modellemek i¢in negatif binom dagilimina sahip
genellestirilmis bir dogrusal model kullanir. Diferansiyel ifade analizinin sonuglarina,
results() islevi kullanilarak erisilir. Diferansiyel olarak eksprese edilen genler daha
sonra ekstrakte edilebilir. Calismamizda, islevi bilinen genler, ilk veri setimizde
transkriptler i¢in ayarlanmig p-degeri < 0.05, IfcThreshold = 0.32 esigi se¢ildi. Diger
veri setimizde ise p-degeri < 0.05 olarak dikkate alindi. Diferansiyel olarak eksprese
edilen genler daha sonra denextend kullanilarak hiyerarsik olarak kiimelendi,
MaGE'den atanan fonksiyonla agiklama yapildi ve pheatmap kullanilarak ¢izildi.
Yapilan bir ¢calismada Hem DESeq?2 ile normalize edilmis hem de GC ile normalize
edilmis veriler i¢in diferansiyel gen ekspresyonu sonuglarinin karsilastirilmis NAD'ye
bagimli format dehidrojenazin, GC ile normalize edilmis verilerde oldukc¢a farkl
sekilde ifade edildigi bulunmustur (Johnson et al., 2021). Akberdin et al. (2018)

tarafindan yapilan bir calismada metabolomik ve proteomik analizlerin bir
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kombinasyonuna dayanarak ayni sonuca varilmig ancak DESeq2'nin medyan oran

normalizasyonu ile overlook olmustur.

Daha 6nce belirtildigi gibi RNASeq, transkriptomun karmasikligini anlamada
etkilidir. Birkac yontem ile transkriptomda meydana gelen ¢esitli yonleri anlamak i¢in
yaklasimlar saglansa da genomun fonksiyonel bolgelerindeki varyantlari tanimlamaya
yonelik uygulamasinda ¢ok az sey yapilmistir. Bu amacla, Adetunji et al. (2019)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, splice duyarli RNASeq referans esleme araglari,
GATK kullanarak varyant tanimlama ve transkriptom dizilemesinden genomik
varyantlarin dogru bir sekilde tanimlanmasina izin veren sonraki filtrelemenin bir
kombinasyonunu kullanan ¢oklu hizalayici stratejisi olan VAP pipeline tasarlanmustir.
Bu ¢alismaya ait sonuglar, transkript bolgelerde meydana gelen SNP'lerle sinirli olsa
da, ¢ok yiiksek hassasiyet, duyarlilik ve 6zgiilliik gostermistir. RNASeq okumalarimin
haritalama asamasinin dikkate alinmasi, varyant ¢agirma i¢in ¢ok énemli bir adimdir.
Bu nedenle Adetunji et al., (2019) yanlis pozitiflerin yayginligin1 azaltmak igin ii¢
RNASeq splice-aware aligner kullanarak bir referans haritalama stratejisi
tasarlamistir. Splice-aware hizalayicinin kullanimi, okuma eslemesi i¢cin hem genom
hem de transkriptom bilgisini ayn1 anda kullandigindan, okumalarin dogru bir sekilde
birlestirilmesine olanak tanimaktadir. RNASeq'ten varyantlari cagirma i¢in ¢ok sayida
uygulama bulunmaktadr. Genom sekanslama 1ile tespit edilen varyantlarin
dogrulanmasini saglamaktadir. Ayrica gen regiilasyonu icin potansiyel transkripsiyon
sonras1 modifikasyonlar1 ortaya ¢ikarir. islevsel olarak énemli olabilecek ancak DNA
veya ekzom dizileme kullanilarak yakalanmasi zor olabilecek daha Once
tanimlanmamis varyantlarin daha diisiik maliyetle saptanmasina olanak tanir. Aym
calismada TGS verileri, RNASeq verilerine yol acan ayni 6rneklerden dizilenmemis
olsa bile, bu durum veri kiimelerindeki zay1f értiismeyi agiklayabilmektedir. Ornegin,
Ekzonlardaki RNASeq varyantlarinin %87.5'i, dbSNP'de iyi karakterize edilmis
olmasina ragmen TGS'de bulunamamuistir. Buna ragmen, RNA varyantlari, ilgilenilen
Ozelliklerin genetik haritalanmas1 ig¢in genetik belirteglerin tanimlanmasinda
kullanilabilir. Boylece genotip ve fenotip arasindaki iliskinin daha iyi anlasilmasi

saglanir.

RNA SNP'leri yalmizca ifade edilen transkriptlerde saptanir. Kapsamli

covarage’dan bagimsiz olarak, genomun bazi boliimlerinde varyant tespiti, potansiyel
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ekspresyon eksikligi nedeniyle RNASeq tarafindan garanti edilemez. Bu tez
calismamizda 1. veri kaynagimizda, belirledigimiz pipeline ile yaptigimiz varyant
cagirma sonrasinda, KF ile ilgili 6rnekler RNASeq ile elde edilen datalardan anlamli
bir sonu¢ bulunamamistir. Bu ilk veri kaynagina ait 6rneklerden CF.HLF_2D_Repl,
CF.HLF_2D_Rep2, CF.HLF_2D Rep3, CF.HLF_2D_Rep4, CF.HLF_3D_Repl,
CF.HLF_3D_Rep2, CF.HLF_3D_Rep3 KF Lung Fibroblasts hiicre tipleridir. Daha
oncede belirtildigi gibi hiicre hattinin satin alindig: sirkette KF dondriiniin KFTR 'sinin
0zellikli mutasyonu hakkinda bir bilgi saglanmamigtir. Normal 6rneklerde saptanan
patojenik degisiklikler tezimizin konusunu olusturmadigr i¢in degerlendirmeye
almmamistir. CF.HLF_2D_Rep3 de bulunan KMT2A  (Lysine-Specific
Methyltransferase 2A) (ENSG00000118058) 11g23.3’da bulunmaktadir. Yapilan
calismada KMT2A (MLL) genindeki mutasyonlarin Wiedemann-Steiner sendromuna
(WSS) (MIM#:605130) neden oldugu gosterilmistir. WSS klinik 6zellileri arasindan
Solunum yolu enfeksiyonlari, kisa boy, hipertelorizm, gelisim geriligi, zihinsel

yetersizlik yer almaktadir.

CF.HLF_3D_Repl 6rneginde GATK ile rs771203308 bulunmustur. 8q13.1-
q13.2 bulunmaktadir ve buradaki gen CSPP1 (Centrosome Spindle Pole-Associated
Protein 1)’de meydana gelen mutasyon Classical Joubert Syndrome’e neden
olmaktadir (PMID: 24360807). Ayn1 ornekte Samtools ile rs80358198 bulunmustur.
Ilskili gen ise FUCA1’dir. Bu gen tarafindan kodlanan protein, fukoz igeren
glikoproteinlerin ve glikolipidlerin pargalanmasinda rol oynayan bir lizozomal
enzimdir. Bu gendeki mutasyonlar, otozomal resesif gegisli bir lizozomal depo
hastalig1 olan fukozidoz (FUCAID) ile iliskilidir. Bu lokusun bir psddogeni 2.
kromozomda mevcuttur (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2517, Erisim tarihi: 03
Subat 2022).

CF.HLF_2D Rep2 ve CF.HLF_3D_Rep2 o6rneklerinde GATK ile bulunan
rs764261443 ile ilgili veri tabanlarinda ilgili bilgiler bulunamamustir.

CF.HLF_3D Rep3’de GATK ile 1rs777766787 anlamli bir sonug
bulunamamstir. Yine ayn1 ornekte Polikistik karaciger hastaligi (PLD) sonucu elde
edilmistir. PLD, izole PLD'de bagimsiz olarak veya OD polikistik bobrek hastaligi ve
komplike mekanizmalara sahip OR polikistik bobrek hastaliginin eslik eden bir

semptomu olarak bulunan nadir bir kalitsal hastaliktir. PLD su anda birlesik bir tani
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standardindan yoksundur. PLD tanist genellikle karaciger kistlerinin sayisi 20'den

fazla oldugunda konmaktadir (Zhang et al., 2020).

Ikinci veri kaynagimizdaki drnekler ise orta ve agir KF olarak ayrilmaktadir.
Kullandigimiz pipeline ile SCF_01, SCF_02 ve MCF_15 &rneklerinde GATK ile
15137854889 saptanmustir. Iliskili gen ise ZMPSTE24’dir. Kromozomal konumu
1p34.2, molekiiler olarak 40,258,078-40,294,180 baz ciftleri arasinda bulunmaktadir.
ZMPSTE24 geni prelamin A’nin post-translasyonel modifikasyonunda rol alir.
ZMPSTE24 genindeki bozukluklara sekonder laminopatiler denir. MADB
(Mandibuloacral dysplasia with type B lipodystrophy) nadir goriilen OR bir hastaliktir.
Dogum sonrasi bitylime geriligi, mandibular hipoplazi gibi kraniyofasiyal anomaliler,
terminal falanks ve klavikulalarin progresif osteolizi gibi iskelet anomalileri ve benekli
hiperpigmentasyon ve atrofi gibi cilt degisiklikleri 1ile karakterizedir
(https://www.omim.org, 01 Subat 2022).

SCF_01, MCF_01, MCF_02, MCF_13 6rneklerinde Samtools ile rs368698783
saptanmistir.  Ilgili gen HBG1’dir. Kromozomal konumu 11p15.4°dir. Genomik
koordinatlari (GRCh38): 11:5,248,268-5,249,856 (NCBI). Fetal hemoglobin

quantitative trait locus 1 fenotipi ile iliskilidir.

SCF_02, SCF_03, SCF_07 ve MCF_09’de hem GATK’de hem de Samtools’da
151566734 saptanmistir. Ilgili gen PTPRJ’dir. Kromozomal konumu 11p11.2°dir.
Genomik koordinatlari (GRCh38): 11:47,980,503-48,170,838 (NCBI). Kolon Kanseri
fenotipi ile iligkilidir.

MCF_05, SCF_11 6rneklerinde GATK ile 1746973259 saptannustir. {lgili gen

SETX’dir. Kromozomal konumu 9q34.13, Genomik koordinatlart (GRCh38):
9:132326918-132326919 (NCBI).

SCF_07, SCF_08, MCF_15 orneklerinde rs312262845 saptanmustir. Ilgili gen
OFDI1’dir. Kromozomal konumu Xp22.3-p21.3’dir. Genomik koordinatlar
(GRCh38): X: 13746827-13746835 (NCBI).

SCF_02, MCF_04, SCF_09, SCF_12, MCF_14, MCF_16 hem GATK’de hem
de samtools’da rs17261572 saptanmigtir. Ilgili gen C1GALT1C1’dir. Kromozomal
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konumu Xp22.3-p21.3°dir. Genomik koordinatlar1 (GRCh38):X:120,625,673-
120,630,053 (NCBI). llgili fenotipi Tn polyagglutination sendromudur.

MCF_05, SCF_10, MCF_13 orneklerinde GATK ile 1rs864321665
saptanmistir.  Ilgili gen BTK’dir. Kromozomal konumu Xq22.1, Genomik
koordinatlari1 (GRCh38):X: 101,349,449-101,390,795 (NCBI). llgili fenotip
Agammaglobulinemia, X-linked 1 ve Isolated growth hormone deficiency, type lil,
with agammaglobulinemia. Bu tez calismamizda 2. veri kaynagimizda, belirledigimiz
pipeline ile yaptigimiz varyant ¢agirma sonrasinda, Kistik fibrozis ile ilgili 6rneklerde
RNASeq ile elde edilen datalardan anlamli bir sonu¢ bulunamamistir. Ayrica
dogrulamak amaciyla 6rneklere IGV ile de analiz edilmis ancak ilgili bir sonug

bulunamamastir.

Bu bulgular bize, Alel-spesifik gen ekspresyonu veya doku-spesifik gen
ekspresyonu, varyanti tasiyan alelin eksprese edilmeyebilecegi veya toplanan
dokularin ilgili genleri eksprese etmeyebilecegi goz Oniine alindiginda, genomik
varyantlarin kesfini engelleyebilecegini de gostermektedir. RNASeq verilerinden
genomik varyantlar1 ¢agirmanin sinirlamalarima ragmen, daha 6nce yapilan birgok
calisma ile RNASeq verilerinden SNP calling’in yiiksek hassasiyet ve ozgiilliikk

gosterdigi ortaya koyulmustur.

Piskol et al., (2013) tarafindan yapilan baska bir ¢alisma ile splice-aware bir
RNASeq read-mapping prosediirii  kombinasyonu yoluyla transkriptom
dizilemesinden genomik varyantlarin dogru tamimlanmasi saglayan SNPiR'yi
tasarlanmistir. Her iki veri setinde de SNPiR ile yanlis pozitif ¢agrilar kaldirilarak
genomik varyantlar yiiksek hassasiyetle ile tespit edebilmis. RNASeq verilerinin
kullanilmasi ile islevsel olarak 6nemli bolgelerdeki varyantlar i¢in zenginlestirme ve
eksprese edilmis ekzonik bolgelerde varyant cagrisinda yiiksek hassasiyet elde
edilmesine izin vermistir. Bu yiiksek kesinlik ve hassasiyet, diisiik kapsamh

sekanslama verileri i¢in de korunmustur.

TES 6nceden tanimlanmus ilgi bolgeleri yani agirlikli olarak genomun protein
kodlayan kisimlarini hedeflemek icin 6zel olarak tasarlanmistir. Bu nedenle, TES bu
bolgelerdeki varyasyonlar1 yiiksek hassasiyetle tanimlayabilirken, genomun ayni

boliimlerinde kapsamli kapsama ve varyant tespiti, potansiyel ifade eksikligi nedeniyle
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RNASeq tarafindan garanti edilemez. Ek olarak, fenotiple ilgili dokularin
toplanmasinin zor olabilece§i ve kolay erisilebilir dokularin hastalikla ilgili
varyantlara sahip genleri eksprese edemeyebilecegi gbz oniine alindiginda, dokuya
0zgli gen ekspresyonu genomik varyantlarin kesfini engelleyebilmektedir. Ayrica,
nonsense varyantlar da, nonsense aracili bozunmanin bir sonucu olarak gdzden

kagabilmektedirler.

Bu calismalar bize RNASeq'ten SNP c¢agrisinin, TGS/TES yaklagimlarinin
yerini almayacagini, sadece her iki yaklasima da uygun bir alternatif sunarak
TGS/TES'den tespit edilen SNP'leri tamamlayacagini veya dogrulamak igin

kullanilabilirligini gostermektedir.

YND teknolojilerindeki gelismeler, daha 6nce miimkiin olmayan bir dlgekte ve
¢Oziiniirliikte genomik dizi varyasyonunu karakterize etme yeteneklerini gelistirmistir.
Bu da genetik varyasyonun insan hastaligina nasil katkida bulundugunu incelemek icin
yeni yollar agmustir. Oniimiize ¢1kan biiyiik zorluk, yeni teknolojiler tarafindan iiretilen
bol miktarda verinin, down-stream analizler i¢in yiiksek kaliteli veriler elde etmek
tizere nasil islenecegidir. Bu amagla ¢esitli hesaplama araglar1 gelistirilmistir. Biz tez
caligmamizda aralarindaki farki gosterebilmek adina hem GATK hem de SAMtools
araglarni kullanip elde ettigimiz sonuglar1 analiz ettik. Genel olarak baktigimizda
GATK ile daha fazla ¢agr1 yapildigin1 bulduk. Ornegin N.HLF 2D Repl 6rneginde
Samtools ile 1729 varyant elde edilirken GATK ile 5685 varyant edilmistir.
CF.HLF 3D Rep3 6rneginde 9747 varyant Samtools ile 34970 varyant ise GATK ile
elde edilmistir. 2014 yilinda Pirooznia et al. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
GATK'min ¢ok yiiksek kaliteli degisken ¢agri verileri sagladigini bulunmustur.
Yapilan diger calismalarda (Li et al., 2009; DePristo et al., 2011), varsayilan
insersiyon/delesyon (indels) etrafinda eslenen dizi okumalarinin yeniden
hizalanmasinin ve varyant ¢agrisindan once temel kalite puanlarinin yeniden kalibre
edilmesinin bu performans i¢in ¢ok onemli oldugu gozlemlenmistir. Yeniden
hizalama/yeniden kalibrasyonlu ve kalibrasyonsuz GATK ve Samtools arasindaki bu
karsilagtirmalar i¢in, SNP genotip verisine sahip olmadigimiz i¢in, Sanger sekans1 gibi
yontemlerle validasyon yapilamadi. Bu nedenle yanlis-negatif ve dogru-negatif
cagrilar hakkinda dogrulama yapilamadi. Pucker et al. (2019) tarafindan yapilan bir

calismada, varyant ¢agri setlerinin kalitesi, daha once bir kalite gostergesi olarak
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tanimlanan transisyon/transversiyon orani kullanilarak genel olarak, analiz edilen
hemen hemen tiim ¢agr1 setlerinin kalitesinin benzer oldugunu gostermistir. Liu et al.,
(2013) tarafindan yapilan bir karsilastirma ¢alismasinda da Samtools ve GATK ile tiim
pipeline icin benzer transisyon/transversiyon oranlar1 bildirilmistir. Biz tez
calismamizda transisyon/transversiyon orani kullanarak bir karsilastirma yapmadik.
Bu karsilastirma calismaslar1 YND veri kiimelerine uygulandiginda farkli varyant
cagri hatlarinin giiclii ve zayif yonlerine iliskin i¢gdriiller saglamaktadirlar.
Degerlendirilen tiim araclarin performansi, okunan veri kiimelerinin 6zelliklerine ve
genom dizisine bagli olarak numuneler arasinda farklilik gosterse de elde edilen
bulgular yardimci birer rehber niteligindedir. Sonu¢ olarak, yapilan c¢agrilarin
dogrulanmasindan elde edilen mevcut sonuglara dayanarak, hizalama ve kalibrasyon

ile hem Samtools hem GATK ile elde edilen sonuglar degerlendirilmistir.

RNASeq okumalar1 siklikla genomdaki birden ¢ok yere veya birden fazla
transkripti kodlayan genomik boélgelere hizalanir (Hita ve ark., 2022). Gen
ekspresyonunun Ol¢iilmesi veya de novo transkriptlerin birlestirilmesi RNASeq ile
yaygin uygulamalar iken SNV'ler ve kisa indellerin tespiti de miimkiindiir. RNASeq
verilerinden varyantlar1 ¢cagirmak daha zahmetli oldugundan, en popiiler varyant ¢cagri
ardigik diizenleri DNA igin tasarlanmistir. Zorluklardan biri, yanlis aramalara neden
olan baglanti yerlerinin yakinindaki yanlis hizalamalardir. Ek olarak, eklemeye duyarl
hizalayicilarin tiimii indel tespiti i¢in uygun degildir ve yanlis hizalama aracinin
kullanilmasi bunlarin gézden kagirilmasina neden olabilir. TGS ile karsilastirildiginda,
RNASeq yalnizca yeterli okuma derinligine sahip ifade edilmis varyantlari
kurtaracaktir, bu da promotorler, enhansirlar, intronlar veya diger diisiik diizeyde ifade
edilen bolgelerdeki varyantlarin tespit edilmesinin zor olacagi anlamina gelir. Bunlara
ek olarak, diploid DNA dizisinde bulunan germline heterozigot varyantlarinin aksine,
her alelden esit miktarlarda bekledigimiz yerde, RNA diizeyinde oran, alel spesifik
ekspresyon nedeniyle 0,5'ten sapabilir. Daha fazlasi, RNA-editing site, sekanslama
veya haritalama hatalariyla kolayca karistirilabilir. Bu nedenle dogru DNA-RNA
karsilagtirmalart yapilmalidir. Mutasyona ugramis genler ifade edilmezse ayni1 kisiden

kan RNASeq 6rnegine sahip olmak yardimei olmaz.

Artik giintimiizde, short-read RNASeq teknolojilerinin bazi sinirlamalari, hizla

gelisen ultra uzun okuma dizileme teknolojileri yani PacBio ve Oxford Nanopore
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Technologies tarafindan ele alinmaya baglandi. Bu en son teknolojilerle, tam
uzunluktaki transkriptomlar tiim tiirler icin gercek olabilmektedir. Ozellikle, Nanopore
tabanli RNA dizileme teknolojileri, tiim bir RNA molekiiliiniin bir protein nanopore
yoluyla translokasyonu sirasinda iiretilen mevcut degisikligi gercek zamanl olarak
Olger ve tek bazli ¢oziiniirliikte tanimlanmasina olanak tanirlar. Dogrudan RNASeq’in
bir avantaji, cDNA doniistiirme protokollerinin aksine, amplifikasyon bias ve kimerik
artefaktlar1 dnlemesidir. Bu 6zellige ek olarak daha da 6nemlisi, RNA molekiiliinde
mevcut epitranskriptomik degisiklikleri tespit etme kabiliyetine sahip olmasidir. Tam
transkriptleri kapsayan okumalarla, tekrarlayan bolgeler ve paylasilan ekzonlar iceren
transkriptleri tespit etmek ve dogru bir sekilde 6l¢gmek kolay olacaktir. Ornegin,
4700'den fazla alel igeren polimorfik HLA-B lokusu Nanopore teknolojisi ile kapsamli
bir sekilde arastirilmigtir (Liu et al., 2017). Ancak diger taraftan da, Nanopor
sekansinin hala bazi iyilestirmelere ihtiyact vardir. Siralama hata oranlari, geleneksel
[llumina yiiksek verimli siralamadan (<%0, 1) daha yiiksektir (%5-%10) ve transkript
ifadesinin dogru Kkantifikasyonu hala daha yiiksek sekans g¢iktilar1 gerektirir. Buna
ragmen Ornegin MinlON gibi cep boyutu cihazi onu laboratuvar odalari ile sinirh
olmayan taginabilir bir teknoloji yapmaktadir. Aslinda, Kuzey Kutbu (Edwards et al.,
2016), Uluslararas1 Uzay Istasyonu (Castro-Wallace et al., 2017) ve Tanzanya'nin
yagmur ormanlart (Menegon et al., 2017) gibi uzak yerlerde ger¢cek zamanli olarak

calistig1 test edilmistir.
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6. Oneriler

Genel olarak bakildiginda YND teknolojilerinden biri olan ve RNASeq olarak
adlandirilan yontem ile ilgili Biyoinformatik analizler sonrasinda transkriptom ile ilgili
bilgiler kolaylikla ulagilabilinir olmustur. RNASeq ile elde edilen verilerinden ayni
zamanda genomik varyantlarin analiz de miimkiin oldugundan bu yontem oldukca

degerlidir.

RNASeq ile varyant saptama etkinligini vurgulamak ic¢in caligmamizda
Biyoinformatik araglar1 karsilastirdik. Bu nedenle hem Samtools hem de GATK
kullandik. Sonug¢ olarak GATK ile daha fazla varyant elde edebildik. Bu da
calismamizin literatiir ile uyumlu oldugunu gdstermektedir. Ciinkii yapilan ¢ogu
calismada SNP tespiti i¢in GATK nin altin standart oldugu gosterilmistir. Biz yine de
gelecek caligmalarda RNASeq calismasinin varyant ¢agirma iizerindeki etkinliginin
tam olarak anlasilabilmesi i¢in ayni bireylerin ayni1 dokular: tizerinde hem RNASeq
hem de DNASeq verisine sahip olup bunlarin sonuglarinin da karsilagtirilmasinin

onemli oldugunu vurgulamak isteriz.

Calismamiz sonucunda elde edilen up regiile ve down regiile olan genler i¢in

ileride gen editleme yapilarak kesin mekanizma fonksiyonel deneylerle dogrulanabilir.

Bu tez calismasi, RNASeq'in KF 6rneklerindeki uygulamalar1 ve avantajlari
hakkinda siirli, mevcut gecmis calismalar1 ve basarilar1 kapsamaktadir. Calismanin
okuyucularmin toplanan bilgilerden yararlanacagi ve genetik olarak cesitlendirilmis
insan hastaliklarinin  daha iyi anlasilmasinda RNA dizilemesinin gelecekteki

uygulamalarina 151k tutacagi umut edilmektedir.

Calismamiz KF orneklerinin RNASeq ile elde edilen verilerden varyant
cagirma konusunda boliimiimiizde yapilan ilk calismadir. Ayni zamanda iilkemizde de
oncii galismalar arasinda yer almaktadir. Tez yazimi ve ¢alisma boyunca hem RNASeq
hem de Bionformatik c¢alismalarinda kullanilan yabanci terimlerin Tiirkge

karsiliklarinda ortak bir terim bulunmadigindan ifade karmasiklig1 yasanmaktadir. Bu
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nedenle bu tez ¢alismamizin gelecekte yapilacak tez, arastirma ve rutin laboratuvar

calismalarina yol gostermesi bakimidan 6nemli bir kaynak olacagini diisiinmekteyiz.
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