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OZET

Atalay M., Kistik Fibrozis Patogenezinde Aday miRNA ve Hedef Genlerinin Biyoinformatik
Araclarla Tamimlanmasi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Yiiksek
Lisans Tezi, Ankara, 2021. Kistik fibrozis transmembran regiilator (CFTR) genindeki mutasyonlarin
sebep oldugu kistik fibrozis (KF) otozomal resesif kalitilan olduk¢a yaygin goriillen genetik bir
hastaliktir. Hastalik ciddiyeti mutasyonlarin CFTR proteini iizerindeki etkisiyle iligkilendirilse de ayni
mutasyonu tasiyan hastalarda hastalik ciddiyetini epigenetik faktdrlerin de etkiledigi bilinmektedir.
Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali ve Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar:
Anabilim Dali Gogiis Hastaliklar1 Unitesi is birligi ile gerceklestirdigimiz 6n ¢alismalar sonucunda ayni
mutasyonu tasimasina ragmen hastalik ciddiyeti farkli seyreden kardesler saptanmustir.
Gergeklestirdigimiz 6n caligmalarda hasta kardeslerden elde ettigimiz nazal siiriintiiler kullanilarak;
hedeflenmis transkriptomik Kistik Fibrozis PCR Array yontemi ile ifade farkliligi gosteren genler ve
yolaklar saptanmistir. Bu tez ¢alismasinda amacimiz, ayn1 CFTR mutasyonuna sahip olmalarina ragmen
farkli klinik ciddiyete sahip hasta kardeslerde ifade degisikligi gosteren, fenotipik farkliligi agiklamaya
yonelik ortak miRNA’larin ve hedef genlerinin tanimlanmasidir. Bu amag ile Hacettepe Universitesi
Kapsamli Arastirma Projesinde (TSA 201816629) gergeklestirilmis olan miRNA array ham verisi farkli
biyoinformatik araglarla tanimlanmis, kardesler arasinda klinik heterojeniteye sebep olabilecek aday
miRNA’lar ve hedefleriyle iliskili yolaklar saptanmistir. BRB-ArrayTool, TAC 4.0 ve MeV programlari
kullanilarak Affymetrix miRNA 4.0 Array mikrodizin sonuglarinin ham verileri analiz edilmis ve aday
miRNA’lar secilmistir. Analizler sonucunda agir seyirli hastalarda hafif seyirli hastalara gore ve Sinif
IV hasta grubunda agir seyirli hastada hafif seyirli hastalara gore ifadesi artan miR-145-5p saptanmustir.
mMiR-145-5p’nin hedef genlerine ait yolak analizleri sonucunda miRWalk ve miRNET programlarinda
ortak ErbB sinyal yolag: elde edilmistir. On ¢alismamizin ¢iktilarinda yer alan aday genlerin miRNA
hedefleri olma durumu da aragtirilmistir. KF patolojisi ile uyumlu ve p degeri en yiiksek 1L-17 sinyal
yolagi miR-145-5p igin tanimlanmustir. Ayrica hastalarda kontrol bireylere gore ifadesi artan miR-92a-
3p tanmimlanmigtir. miR-92a-3p’nin hedef genlerine ait yolak analizleri sonucunda miRWalk ve
miRNET programlarinda en ¢ok hedef geni igeren endositoz yolagi elde edilmistir. Bu ¢alisma ile KF
hastalarinin klinik seyrini ve KF’ye eslik eden diger hastaliklarin erken donemde saptanmasini
kolaylastiracak, prognostik bir miRNA imzas1 tanimlanabilecek ve hastalik patogenezi ile iliskili yeni

yolaklar aydinlatilabilecektir.
Anahtar Kelimeler: Kistik fibrozis, CFTR, biyoinformatik, miRNA, genotip-fenotip iligkisi

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Tarafindan

desteklenmistir (Proje No: TYL-2019-17977).
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ABSTRACT

Atalay M., Identification of Candidate miRNA and Associated Genes by Bioinformatic Tools in
Pathogenesis of Cystic Fibrosis, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Institute Medical Biology Master Thesis, Ankara, 2021. Cystic fibrosis (CF) is a very common
autosomal recessive genetic disease caused by mutations in the cystic fibrosis transmembrane regulator
(CFTR) gene. Although disease severity is associated with the effect of mutations on the CFTR protein,
it is known that epigenetic factors also affect disease severity in patients carrying the same mutation.
As a result of the preliminary studies, siblings with different disease severity were identified despite
carrying the same mutation that was carried out in cooperation with Hacettepe University Faculty of
Medicine, Department of Medical Biology and Department of Pediatrics, Chest Diseases. In the
preliminary study, differentially expressed genes and pathways were determined between nasal brushing
of affected siblings who have different disease severity (severe/mild) by using real-time PCR based
cystic fibrosis PCR array. This thesis aims to identify common miRNAs and the target genes to explain
the phenotypic changes, which show expression differences in siblings with different clinical severity
despite having the same CFTR mutation. For this purpose, miRNA array raw data carried out in
Hacettepe University Comprehensive Research Project (TSA 201816629) were defined with different
bioinformatic tools, candidate miRNAs that may cause clinical heterogeneity among siblings and
pathways related to their targets were determined. Raw data of Affymetrix miRNA 4.0 Array microarray
results were analysed using BRB-ArrayTool, TAC 4.0 and MeV programs and candidate miRNAs were
selected. As a result of the analyses, miR-145-5p was more expressed in patients with severe siblings
and Class IV mutation patients with severe siblings than mild ones. After the pathway analysis of the
target genes of miR-145-5p, a common ErbB signalling pathway was obtained in miRWalk and
miRNET programs. The status of candidate genes included in the outputs of our preliminary study as
miRNA targets was also investigated. The IL-17 signalling pathway which was compatible with CF
pathology and had the highest p value was defined for miR-145-5p. In addition, miR-92a-3p expression
was increased in patients compared to control individuals. As a result of the pathway analysis of the
target genes of miR-92a-3p, the endocytosis pathway containing the most target genes was obtained in
miRWalk and miRNET programs. This study will facilitate the clinical course of CF patients and the
early detection of other diseases accompanying CF, identify a prognostic miRNA signature, and

illuminate new pathways associated with the pathogenesis of the disease.

Keywords: Cystic fibrosis, CFTR, bioinformatics, miRNA, genotype-phenotype association

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

Kistik Fibrozis, Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
(CFTR) genindeki mutasyonlar sonucu otozomal resesif olarak kalitilan genetik bir
hastaliktir. Kromozomun 7q31.2 bolgesinde yer alan CFTR geninden sentezlenen
CFTR proteini CFTR proteini cAMP ve protein kinaz A bagimli ¢alisan bir klor
kanalidir. Epitel ylizeyindeki sivi homeostazisi ile birlikte diger klor kanallarinin,
epitel sodyum kanallarinin diizenlenmesini saglamakta ve glutatyon gibi kiiciik
molekiillerin tasinmasinda da rol oynamaktadir. Bu gende meydana gelen yaklagik
2100 mutasyon https://www.CFTR2.0rg ve http://genet.sickkids.on.ca/app sitelerinde
tamimlanmis olup; CFTR proteinin fonksiyonuna bagli olarak 7 grupta
siiflandirilmistir. Mutasyonlar sebebiyle CFTR proteinin sentezi, katlanmasi,
taginmast, hiicre ylizeyine yerlesmesi, iyon gecirgenligi ve hiicre zarindaki proteinin

stabilitesi bozulmaktadir.

Kistik fibrozis basta akcigerler olmak iizere, list solum yollari, pankreas, ter
bezleri, erkek lireme sistemi, bagirsaklar ve karacigerin de etkilendigi multisistemik
bir hastaliktir. CFTR genindeki mutasyonlar sonucu, epitel yilizeylerdeki iyon dengesi
bozulmaktadir. Akciger epitel yiizeyindeki iyon dengesisin bozulmasi, su emilimini
arttirirken, solunum yolundaki sivinin azalmasiyla mukusun daha kati bir hal almasina
neden olmaktadir. Kati mukus tabakasi mukosiliyer klirens olarak tanimlanan
mukusun havayolundaki yabanci mikroorganizmalardan ve bakterilerden temizleme
sistemini de bozmaktadir. Sonug olarak hastalarda patojen yerlesimi goriilmekte ve
enfeksiyon olusturmaktadir. Hastalarin ¢ogu tekrarlayan akciger enfeksiyonu

yiiziinden hayatlarin1 kaybetmektedir.

Kistik fibrozis hastaligin goriilme siklig1 iilkemizde 1/3000, Kuzey Amerika
ve Avrupa’da 1/2500 olarak bulunmustur. Arastirmalara gore, en sik goriilen CFTR
mutasyonunun F508del’dir. Avrupa ve Kuzey Amerika’da bu mutasyonun goriilme
siklig1 %70-80 iken genetik heterojenitenin goriildiigii iilkemizde bu mutasyonun allel
frekans1 %28,06 olarak saptanmistir. CFTR proteininde gergeklesen mutasyonlar

sonucunda kistik fibrozis hastaliginin klinik ciddiyeti farklilik gostermektedir.


http://www.cftr2.org/
http://genet.sickkids.on.ca/app

Tanimlanan mutasyonlar hastaligin teshis edilmesini saglamakta fakat hastalik
ciddiyeti, fenotipi ve ilerleyisi hakkinda yeterli bilgi vermemektedir. Bu durum
hastalik ciddiyetinin belirlenmesinde, klinik ciddiyeti etkileyebilecek epigenetik
mekanizmalarin  6nemli rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Epigenetik
mekanizmalar igerisinde histon modifikasyonlari, DNA metilasyonu ve kodlanmayan
RNA’lar yer almaktadir. Kodlanmayan RNA’lardan biri olan mikroRNA’lar ise son
yillarda bircok hastaligin patogeneziyle iliskili olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
miRNA’lar yaklasik 20-25 niikleotid uzunlugundadir. Giiniimiize kadar yapilan
calismalarla 2500’den fazla miRNA molekiilii tanimlanmig olup; protein kodlayan
genlerin diizenlenmesinde rol oynadiklari bildirilmistir. miRNA’lar hedefledigi genin
3’ ucundaki proteine ¢evrilmeyen (3’UTR) bolgeye baglanarak mRNA yikimini ya da
protein sentezinin engellenmesini gergeklestirmektedir. Yapilan ¢aligmalarda, hastalik
patogenezini etkileyen modifiye edici genlerin ve miRNA ifadelerinde gozlenen
farkliliklarin immiin yanit olusumunu, epitel hiicre farklilasmasini, CFTR proteininin

hiicre i¢i trafigini ve kanal aktivitesini diizenledigine dair bulgular artmistir.

Gergeklestirilen tez c¢alismasinin  amaci; genotip fenotip korelasyonu
kurulamayan, mutasyonu ayni olan ancak farkli kistik fibrozis klinik bulgular ile
seyreden (karaciger tutulumu, tekrarlayan akciger enfeksiyonu gecirme durumu ve
solunum bulgular1) agir ve hafif seyirli kardesler arasinda ifade farklilig1 gosteren
ortak miRNA’larin tanimlanmasi, hedef genlerinin belirlenmesi, iligkili yolaklarin
saptanmasi, hastalarda aday miRNA’larin gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

ile valide edilmesidir.

Bu amag dogrultusunda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali ve Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Go6glis Hastaliklar
Unitesi is birligi ile gerceklestirilen 6n calismalar sonucunda ayn: mutasyonu
tasimasina ragmen hastalik ciddiyeti farkli seyreden kardesler saptanmistir.
Gergeklestirilen On calismalar sonucunda hasta kardeslerden elde edilen nazal
stiriintiiler kullanilarak; hedeflenmis transkriptomik Kistik Fibrozis PCR Array
yontemi ile ifade farklilig1 gdsteren genler ve yolaklar saptanmistir. Ayn1 zamanda,
kardeslerin nazal epitel hiicrelerinden RNA izolasyonu gergeklestirilmis ve mikrodizin

(Affymetrix miRNA 4.0 Array) yontemi ile ham veri elde edilmistir.
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Tez kapsaminda Hacettepe Universitesi Kapsamli Arastirma Projesinde (TSA
201816629) gergeklestirilmis olan miRNA array ham verisi farkli biyoinformatik
araglarla tamimlanacak, kardesler arasinda klinik heterojeniteye sebep olabilecek aday
miRNA’lar ve hedefleriyle iliskili yolaklar saptanacaktir. Ayrica 6n ¢aligmamizin

ciktilarinda yer alan aday genlerin miRNA hedefleri olma durumu da arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kistik Fibrozis Patofizyolojisi

Mukovisidoz olarak da bilinen kistik fibrozis (OMIM 219700), ¢ogunlukla
beyaz wrkta goriilen ve cystic fibrosis transmembrane regulator (CFTR) genindeki
mutasyonlar sonucu otozomal resesif olarak kalitilan genetik bir hastaliktir [1]. 1938
yilinda ¢ocuklarin pankreaslarindaki kist ve fibrozis bulgular1 sebebiyle hastaliga
kistik fibrozis adi verilmis, 1989 yilinda CFTR geni tanimlanmigstir. Kistik fibrozis
(KF) hastaligina neden olan mutasyonlar fizyolojik salgi siireclerinde temel rol
oynayan akciger, tiikiiriik bezleri, yemek borusu, mide, safra yollari, ter kanal,
bagirsak, bobrek, kalp, vas deferens, pankreas dahil olmak {izere farkli organ ve
dokulan etkileyen multisistemik bir patofizyolojiye neden olmaktadir [2]. Ozellikle
akcigerlerdeki fonksiyon bozuklugu ile karakterize olup hastalik ilerledik¢e kronik

akciger enfeksiyonlarina veya pnémoniye yol agmaktadir [3].

Hastaligin ¢ogunlukla Kuzey Amerika (1/3500), Avrupa’da (1/2000-4500)
gozlemlenmis oldugu belirtilse de Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalar sonucunda hastaligin
goriilme sikliginin her 3000 dogumda 1 oldugu saptanmistir. Genetik olarak heterojen
olan Tirk toplumunda hastaligin goriilme siklig1 ile birlikte saptanan mutasyonlar da

degismektedir [4].

Epitel hiicrelerde hiicre i¢i ve dis1 iyon dengesinin korunmasina yardimci olan
CFTR proteini, klor ve bikarbonat iyonlarin salgilanmasindan sorumludur. CFTR
proteininin yapisinda ya da fonksiyonunda bozukluk meydana geldiginde, kloriir
iyonlarinin hiicre i¢inde kalmasi, suyun hiicre disina ¢ikmasini engellemektedir [5].
Hiicre disinda daha az su olmasi durumunda, hava yollarindaki mukus dehidrate
olmakta ve kalinlagmaktadir. Mukusun kalinlasmas: silyalarin siiplirme islemini
diizglin gerceklestirememesine neden olmaktadir [6]. Silyalar diizgiin hareket
edemediginden, mukus solunum yollarinda tikanip birikerek nefes almay1
zorlagtirmaktadir. Ek olarak, mukusun tagmmasi yoluyla havayolunun yabanci
mikroorganizmalardan ve bakterilerden temizlenme mekanizmasi olarak adlandirilan
mukosiliyer klirens bozulmakta ve bu solunum yollarinin enfeksiyonuna neden

olmaktadir [7].



Gastrointestinal sistem de KF'den dolay1 viicudun en erken etkilenen boliimleri
arasindadir ve ¢ogunlukla yenidogan bireylerde gézlemlenmektedir. CFTR pankreas
duktal hiicrelerinde yiliksek oranda eksprese edilmekte ve ekzokrin hiicre
sekresyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Hastalarda bikarbonattan zengin pankreas
stvilarinin kaybi intestinal ortami degistirmekte ve sindirim igin gerekli enzimatik
ortam saglanamamaktadir. Ciddi CFTR mutasyonlar1 olan hastalarin yaklasik
%60’ 1nda ekzokrin pankreas yetmezligi saptanmakta ve ilerleyen yaslarda bu oran
%85-90 olarak artmaktadir [8]. Pankreas hasar1 siddetli inflamasyona, viskoz salgiya,

kanallarin tikanmasina, kalsifikasyona ve pankreas kisti olusumuna neden olmaktadir
9]

KF ile iliskili karaciger hastaligi ise KF'li hastalarin %5-15'inde goriilmektedir
[10, 11]. KF ile iligkili diyabet (CFRD), temel olarak yetersiz insiilin sekresyonu ve 3-
hiicre disfonksiyonundan kaynaklanmaktadir [12]. Klinik karaciger hastalig1 olmayan
KF hastalarinda safra asitlerinin kaybi sebebiyle [13], zayif misel olusumu goriilmekte,
bu da yag ve vitamin malabsorpsiyonuna neden olmaktadir [14]. Ayrica safranin
islevini yerine getirememesi sonucunda hastalarin yaklagik %5-10’nunda, siroz
goriilmektedir [15]. Siroz, akciger hastalig1 ve transplantasyon komplikasyonlarindan
sonra liglincli 6liim nedeni olarak kabul edilen Kistik fibrozis ile iliskili karaciger

hastaligi (CFLD) sonucunu gelistirmektedir [16].

KF'nin muhtemelen en sik goriilen kistik fibrozis iliskili hastalik (CFTR-
related disorder, CFTR-RD) formu, erkek kisirligi olan vakalarin %1-2'sinden sorumlu
olan congenital bilateral absence of the vas deferens (CBAVD)' dir. Sebep olarak ise
dar vas deferens veya wolffian kanallarinda degisen CFTR fonksiyonunun obstriiktif

azospermi ile sonuglandigi diisiiniilmektedir [17].

Hastanin yagina, tutulan sistemlere ve CFTR mutasyon ciddiyetine goreklinik
bulgular degismektedir. Hastaligin tanimlanmasinda akciger fenotip ozellikleri,
solunum fonksiyon testi (FEV1/FEVC), ter ile atilan kloriiriin 6l¢iimii, bakteriyolojik
belirtegler, akcigerde yapisal degisikliklerin saptanmasi gibi dlgiitler kullanilmaktadir.
Ayrica basta CFTR genindeki mutasyonlar olmak iizere, ¢cevresel faktorler ve fenotipi

modifiye edici genler hastaligin belirtilerini ve ilerlemesini etkilemektedir.



2.2. CFTR Geni ve Proteini

Kistik fibrozis hastaligindan sorumlu CFTR geni, kromozomun 7q31.2
bolgesinde haritalanmistir. CFTR geni 27 ekzondan olusmaktadir ve 250 kilobaz
uzunluga sahiptir. CFTR geninden 168 kDa’luk ve 1480 aminoasitlik CFTR proteinini
sentezlemektedir. ABC transporter C family member 7 (ABCC7) olarak da bilinen
CFTR proteini bir iyon kanali olmasi nedeniyle ATP baglayici kaset ailesinin farkli
bir iiyesidir. Kanal kapanmas ile iliskili olan niikleotidin hidrolizinin ve kanal

acilmasimnin ATP baglanmasi ile baslatildig1 diistiniilmektedir [18].

Iki homolog motifin bir araya gelmesiyle olusan CFTR proteini 5 domaine
sahiptir. Alfa helix yapidaki 6 transmembran segmentinin bir araya gelmesiyle
Membrane-spanning domain 1 (MSD1) ve Membrane-spanning domain 2 (MSD2)
olarak adlandirilan yapilar hiicre zarinda yer almaktadir. Sitoplazmik kisimda ise ATP
ile etkilesen Nucleotide Binding Domain 1 (NBD1) ve Nucleotide Binding Domain 2
(NBD2) yine sitoplazmik tarafta yer alan ve ¢ok fazla fosforilasyon bdlgesi igeren
Regulatory Domain (R) ile bir araya gelmektedir. Protein kinase A (PKA) tarafindan
fosforlanan R domain NBD1/NBD2 ile etkilesime girmekte ardindan kanal agilmasi
ve iyon gecisi saglanmaktadir (Sekil 2.1) [19].

R
domain
+Pi : + Pi

}

PKA & ATP C

Sekil 2.1. CFTR proteininin {i¢ boyutlu yapis1 ve domainleri [19].



Hiicre dis1 sinyaller, CFTR gen ifadesini uyarmaktadir. Ribozomdan ¢ikan
CFTR polipeptit zinciri, ER membraninda Sec61 kompleksini tanirken ayn1 zamanda
kotranslasyona ugramaktadir. ER liimenine yerlesen CFTR proteini, Asn894 ve
Asn900 aminoasitlerinin (MSD2’de yer alan) N-glikozillenmesi ile katlanmaktadir. N-
glikozilasyona ek olarak Hsc70/Hsp70 ve Hsp90 iceren saperon kompleksleri de
CFTR katlanmasinda rol almaktadir. CFTR saperon komplekslerine baglanip
kopamadigi takdirde, ubikuitin-proteazom yolu (UPP) yoluyla par¢alanmaktadir. Bu
mekanizma ER kalite kontrol (ERQC) olarak adlandirilmaktadir. Bu asamada F508del
mutasyonuna sahip CFTR proteini, saperonlardan agiga ¢ikan hidrofobik kalintilarini
tanimakta ve saperonlara giiclii bir sekilde baglanmaktadir. Katlanmasi basaril
olmayan bu CFTR proteinin kor-glikozillenmis formu CFTR’nin B bandi
(olgunlasmamis) olarak adlandirilmaktadir [20, 21].

Ikinci ER Kkalite kontrol noktast CFTR'min glikozilasyonu ve kalneksin
dongiistidiir. F508del-CFTR'nin aksine yabanil tip CFTR, kalneksin dongiisii boyunca
katlanma i¢in ilerlemekte, burada art arda deglikozilasyona ugramaktadir. CFTR ER
cikis bolgelerinde COPII kapli vezikiiller yoluyla Golgi'ye tasinirken iiglincii bir
ERQC kontrol noktasi olusmaktadir. CFTR proteininin Sec24 aracili COPII paketleme
islemi i¢in ER tutma motifleri ve NBD1'de bulunan Aspartat-Alanin-Aspartat (DAD,
di-asidik ¢ikis kodu) motifi kargo sinyali olarak gorev almaktadir. CFTR, Golgi
glikoziltransferazlar1 tarafindan islenerek Golgi kompleksi boyunca taginmakta ve

tamamen olgun formu olan CFTR’1n C bandi olusturulmaktadir [20, 21]

Olgunlasmis CFTR, cis-Golgi'ye ulagmakta ve COPI (kat protein I)
vezikiillerinde ER'ye geri doniistiirilmektedir. Geri doniistiiriilmiis proteinler,
katlanma islemine yeniden girebilmekte, bir kez daha cis-Golgi'ye gonderilebilmekte,
UPP yoluyla yikilmaktadir [21].
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Sekil 2.2: CFTR biyogenezi. CFTR ER’den sentezlendikten sonra, kor-glikozile
edilmis CFTR'nin ana kismi agresomlar olusturabilir veya ERQC sistemi
tarafindan taninip pargalanacak proteazoma yonlendirilebilir. ERQC'den
kagan CFTR B bandi, once Golgi'de farkli glikozilasyon adimlarindan

gegerse, hiicre zarina ulasir. [21].

2.3. CFTR geninde tanimlanan mutasyonlar

Giiniimiizde CFTR genine ait 2104 mutasyon https://www.CFTR2.0rg,
http://genet.sickkids.on.ca/app  ve  https://cftr.iurc.montp.inserm.fr/cftr ~ gibi
veritabanlarinda tanimlanmaktadir. Mutasyon tipine gore siniflandirildiginda CFTR
geninde en ¢ok yanlis anlamli mutasyonlar (missense) gozlemlenmektedir. Daha sonra
cerceve kaymasi (frameshift), splicing hatalar1 ve anlamsiz (nonsense) mutasyonlar
gbzlemlenmektedir. CFTR geninin kodlanmayan bdliimlerinden olan promotor, 5’
translasyona ugramayan bolge (5’UTR) ve 3’ translasyona ugramayan bolgelerinde de

(3°’UTR) mutasyonlar gdzlemlenmektedir [22].

Genetik heterojenitenin goriildiigli lilkemizde F508del mutasyonunun allel
frekans1 %28,06 olarak saptanmistir. Grubumuz tarafindan yapilan bir ¢alismanin
sonucunda F508del mutasyonundan sonra goriilme siklig1 en ¢ok olan mutasyonlar
G542X (%7,44), 1677delTA (%6,13), 2183AA-G (%4,87), N1303K (%4,8), G85E
(%4,47), 2789+5G-A (%4,22), W1282X (%3,67), R334W (%3,59), CFTRdele2
(%2,07) ve, 3849+10kbC-T (%1,49) olarak tanimlanmustir [4].


http://www.cftr2.org/
http://www.cftr2.org/
http://genet.sickkids.on.ca/app

CFTR’nin proteinin sentezi, katlanmasi, taginmasi, yerlesmesi ve dogru fonksiyon

gostermesi basamaklarindaki hatalara gore mutasyon tipleri siniflandirilmaktadir:

* Siif 1A (Sinif 1) mutasyon grubunda CFTR mRNA’s1 sentezlenememektedir.

Bu grup mutasyonlar1 biiyiik delesyon ya da insersiyonlar1 igermektedir. Mutasyon
ornekleri arasinda Dele2,3(21 kb) ve 1717-1G—A bulunmaktadir. Smif IA
mutasyonlar, Smif IB mutasyonlar ile ayn1 sonuca sahip olsalar da diizeltici tedaviler
(corrective therapy) ile de kurtarilamamaktadirlar. Diizeltici tedavilerin yerine CFTR
proteinine ihtiyag duymadan iyon seviyelerini dengelemek icin hiicre yiizeyindeki
sodyum kanallarii inhibe etmek veya diger kloriir protein kanallarin1 uyarmak igin

tedaviler hakkinda bazi arastirmalar bulunmaktadir [23].

 Smif IB (Sinif VII) grubunda ise hatali uzunlukta ya da fonksiyonel olmayan

protein sentezlenmektedir, ¢iinkii erken dur kodonu sebebiyle anlamsiz mutasyonlar
goriilmektedir. G542X ve Y1282X mutasyonlart bu grup mutasyonlara ornek
gosterilmektedir. Tedavisi i¢in read-through compounds adi verilen ve ribozomun
erken durdurma dizisini atlamasina, mRNA iizerindeki bilgilerin geri kalanini
okumasina ve CFTR proteinleri iiretmesine yardimci olabilen bilesikler

kullanilmaktadir [23].

 Smif II mutasyonu yanlis protein katlanmasi nedeniyle ER-aracili
degredasyon, hiicre i¢i iyon trafi§inin bozulmast ve CFTR proteininin apikal
membrandaki stabilitesinin azalmasi gibi hatalar goriilmektedir. Bu mutasyon
grubunda en sik goriilen F508del mutasyonu ve ek olarak N1303K, 1677delTA
ornekleri verilmektedir. Yanlis katlanmis proteinleri diizeltmek ve hiicre zarina
ulagsmalarina yardimci olmak i¢in CFTR diizelticileri (CFTR correctors;

lumacaftor/tezacaftor) adi verilen tedaviler kullanilmaktadir [23].

 Sinif 111 grubunda CFTR protein sentezlenmekte, hiicre yiizeyine yerlesmekte
fakat protein kanal fonksiyonu gdsterememektedir (gecit hatasi). Bu mutasyon
grubuna 6rnek olarak G551D, S549R ve G1349D mutasyonlar1 verilmektedir. CFTR
giiclendirici (CFTR potentiators; ivacaftor) adi verilen tedaviler, kanallar1 agmak

ve/veya daha uzun siire acik tutmak i¢in kullanilmaktadir [23].
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« Smif IV mutasyon grubunda, CFTR proteini sentezi etkilenmemekte ancak
proteinin dogru katlanamamaktadir. Sentezlenen protein membrana yerlestikten sonra
az miktarda kloriir iyonunun gegisine izin vermekte ve kloriir iyonu hareketindeki bu
azalma, azaltilmig iletkenlik olarak adlandirilmaktadir. R347P, R334W ve D110H
mutasyonlart bu sinifta yer almaktadir. Tedavi i¢in ise CFTR giiglendiriciler
kullanilarak daha fazla kloriir iyonunun gegisine izin verilmektedir ve kanallarin daha

uzun siire acik tutulmasi saglanmaktadir [23]

» Sinif V grubunda ise dogru uzunlukta CFTR proteini sentezi ger¢eklesmekte
fakat az sayida protein apikal membrana yerlesmektedir. Bu durum genellikle, yanlis
uzunlukta ve yapida sentezlenen protein miktarinin, dogru uzunlukta ve yapida
sentezlenen proteinden fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. Klor gecisi i¢in yeterli
CFTR proteini saglanamadigindan, gerekenden daha az sayida klor sitoplazmaya
taginmaktadir. 2789+5G-A, 3849 + 10kbC>T ve 5T bu grupta yer alan
mutasyonlardandir. Bu tip mutasyonlar i¢in olast tedaviler arasinda, katlanmasi
diizgiin gergeklesmemis CFTR proteinlerini diizeltmek i¢in CFTR diizelticileri (CFTR
correctors), calisan CFTR proteinlerini daha uzun siire agik tutmaya ¢alismak i¢in
CFTR giiglendiricileri (CFTR potentiators), mRNA miktarini ve dolayisiyla daha fazla
CFTR proteini iiretilmesini artirmak i¢in CFTR yiikselticileri (CFTR amplifiers) veya

antisens oligoniikleotitleri bulunmaktadir [23]

» Sinif VI son tip mutasyon grubu olup dogru calisan bir CFTR proteini ile
sonuglanmaktadir, ancak protein konfigilirasyonu stabil degildir. Bu yiizden hiicre
yiizeyinde ¢ok hizl1 bir sekilde bozulmaktadir. Uretilen proteinler daha az stabil ve yar1
omrii daha kisa olacak sekilde aktivite gosterirler. c.120del23, 4326delTC, 4279insA
ve Q1412X mutasyonlar1 bu grupta yer almaktadir. Stabilizatorler, bu tip mutasyon
icin bir tedavi yontemidir ve CFTR'yi parcalayan enzimleri inhibe etmek i¢in ¢alisirlar

(Sekil 2.2) [23]
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Sekil 2.3. CFTR mutasyonlariin smiflandirilmasi. Geleneksel siniflandirmaya gore 6
tip mutasyona sahip CFTR proteini, Siif [ mutasyonlarinin 2’ye ayrilmasi

sebebiyle giiniimiizde 7 tip mutasyon sinifi bulunmaktadir [24].

Mutasyon smiflarinin CFTR proteini lizerindeki etkisi gruplandiginda; Smif
VIL, I, II, V ve VI CFTR proteininin sayisindaki yetersizlikten kaynakli CFTR
aktivitesini etkilerken, Smif III (kanal acikligi) ve Smf IV (iyon gegirgenligi)
mutasyonlart CFTR fonksiyonunu etkilemekte, sonu¢ olarak total CFTR aktivitesi
etkilenmektedir. CFTR mutasyonlar1 hastaligin teshis edilmesini saglamakta ama
hastalik ciddiyeti, fenotipi ve ilerleyisi hakkinda yeterli bilgi vermemektedir. Bunun
yani sira hastalik ciddiyetinin belirlenmesinde ¢evresel etkenler ve fenotipi etkileyen
modifiye edici genler de rol oynamaktadir. Son yillarda 6zellikle solunum yolu
hastaliklarinda modifiye edici genlerin yani sira miRNA ifadelerinde goézlenen

farkliliklarin da hastalik patogenezini diizenledigine dair bulgular artmigtir.

2.4. miRNA Biyogenezi

MikroRNA'lar (miRNA'lar), mesajct RNA (mRNA) degredasyonu veya
translasyon inhibisyonu ile transkripsiyon sonrasi seviyede gen ekspresyonunu
diizenleyen kodlanmayan RNA smifin1 temsil etmektedirler. miRNA'min insan
genomunun %1-5'ini olusturdugu ve protein kodlayan genlerin %30-60’1n1
diizenledigi tahmin edilmektedir [25]. Ilk olarak 1990’larin basinda miRNA’larin
Caenorhabditis elegans’ta gen ifadesinin post-transkripsiyonel diizenleyicisi olduklari
tanimlanmistir. 21-23 niikleotid uzunlugundaki miRNA dizileri, ¢ekirdekte birincil
miRNA olarak (pri-miRNAs) RNA Polimeraz Il enzimiyle sentezlenmektedir. Daha

sonra Drosha ve onun kofaktorii olan DiGeorge kritik sendrom bolgesi 8
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(DGCRS)’den olusan bir kompleks tarafindan kesilip; sa¢ tokasi seklindeki onciil
mMIiRNA (pre-miRNA) olusmaktadir. Exportin 5 araciligiyla ¢ekirdekten sitoplazmaya
tasinan pre-miRNA, Dicer enzimi ile kesildikten sonra RNA-indiiklenmis susturucu
kompleks (RISK) ve Argonat proteinleri sayesinde tek zincirli hale getirilir. Tek
zincirli bu yap1 hedef mMRNA molekiiliiniin 3’UTR bolgesine baglanmaktadir. Boylece
mRNA yikimi veya protein sentezinin baskilanmasi gergeklesmektedir. Yapilan
arastirmalar sonucunda, miRNA molekiillerinin temel gorevinin gen ifade seviyesini
degistirmek ve hiicredeki sinyal yolaklarimin homeostazisini saglamak oldugu
gosterilmistir (8). Ayrica miRNA'larin sadece 3 UTR’ye degil, 5" UTR, kodlama dizisi
ve gen promotdrleri dahil olmak tizere diger bolgelerle etkilesimde oldugu ve belirli

kosullar altinda gen ekspresyonunu aktive ettigi gosterilmistir [26].

miRNA’larin pri-, pre- ve olgun formu oldugu igin, birbirlerinden ayrilmasi ve
dogru anlasilmasi i¢in isimlendirmesinde baz1 kurallar mevcuttur. Veritabanlarindaki
isimlendirmeler hsa-mir-121 bigimindedir. ilk ii¢ harf organizmayi, mir-121, miRNA
genini ve pre- formunu, miR-121 ise olgun miRNA’y1 ifade etmektedir. Ozdes olgun
dizileri ifade eden farkli 6ncii diziler ve genomik lokuslar, hsa-mir-121-1 ve hsa-mir-
121-2 formunda adlandirilmaktadir. Harfli son ekler ise yakindan iliskili olgun dizileri
belirtir, 6rnegin hsa-miR-121a ve hsa-miR-121b. Son olarak olgun dizilerde hangi
dizinin baskin oldugunu belirlemek igin veriler yeterli olmadiginda, miR-142-5p (5'

u¢) ve miR-142-3p (3' ug) olarak tanimlanmaktadir [27].

Bugiine kadar insana ait 2500°den fazla miRNA geni tanimlanmistir. Bu
miRNA’lar protein kodlayan genlerin yaklasik %60’ diizenlemektedirler.
Proliferasyon, apoptoz, farklilasma, hiicre go¢ii ve inflamasyon gibi birgok siirecte rol
oynamaktadirlar. miRNA diizeyindeki bu degisiklikler kanser, otoimmiin hastaliklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar, norodegeneratif hastaliklar ve solunum sistemi
hastaliklari ile iligskilendirilmektedir [28]. Kistik fibrozis hastaliginda hasta ve kontrol
bireyleri arasinda fenotipi modifiye edebilecegi diisiiniilen miRNA c¢aligsmalari
yapilmis olup genotipleri ayni olmasina ragmen farkli klinik bulgulara sahip hasta

kardesler ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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2.5. Kistik Fibrozis Hastaliginda miRNA arastirmalar

Son yillarda &zellikle solunum yolu hastaliklarinda modifiye edici genlerin
yani sira miRNA ifadelerinde gozlenen farkliliklarin da hastalik patogenezini regiile
ettigine dair bulgular artmistir [29]. Yapilan ¢alismalarda, CFTR hiicre i¢i trafigi ve
aktivitesi iizerinde etkili modifiye edici genler ve miRNA ifadelerinde gozlenen
farkliliklarin  hastalik patogenezinde immiin yanit olusumunu, epitel hiicre
farklilasmasini, CFTR proteininin hiicre i¢i trafigini veya kanal aktivitesi diizenledigi

saptanmustir [30](Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Kistik fibrozis patogenezinde rol oynayan miRNA’lar. Sol kissm CFTR
biyogenezinin ve miRNA'ya bagli diizenlemesini, sag kisim miRNA'lar
tarafindan interlokin (IL)-8 firetiminin diizenlenmesini gdstermektedir.
Multisilyogenez, hava yolu yeniden modellemesi ve siki baglantinin
diizensizligi iizerinde fenotipik degisikliklere neden olabilen miRNA'lar da
temsil edilmektedir. Kirmizi oklar, miRNA ve etkilenen yolaklardaki
degisiklikleri gostermektedir. (Yukar1 oklar ifade artigini, asag1 oklar ifade
azalisin1 gostermektedir. CSE: sigara dumanina maruz kalma, CTSS:

katepsin) [31].

Gillen ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada CFTR ifadesinin degisimine sebep
olabilecek 106 miRNA siralanmistir. Seed bolgesine baglanma puanina goére miRNA
adaylar1 segilmis ve secilen miRNA’larin (miR-145, miR-331-3p, miR-376a/b, miR-
377, miR-384, miR-494, miR-600, miR-607, miR-939, miR-1246, miR-1290 ve miR-
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1827) CFTR mRNA ve/veya CFTR protein ekspresyonunu etkileyip etkilemedigini
arastirmigtir. Caco-2, 16HBE140- ve PANC-1 hiicre hatlarina anti- ve pre- miR’ler
uygulanarak farkli dokulardaki ifade degisimleri gosterdigi saptanmistir [30].
Megiorni ve ark.’larin yaptig1 bir diger ¢calismada ise insan embriyonik bobrek hiicre
hattinda miR-101 ve miR-494 ile CFTR ifadesinin dogrudan baskilandigi
gosterilmistir [32]. Ayrica, KF bronslardan alinan stiriintii O6rneklerinde saglikli
kontrollere kiyasla yapilan miRNA ekspresyon profili analizi ¢alismalarinda 6zellikle
miR101 ifadesinin arttig1 gosterilmistir. Ilging bir sekilde, miR101/miR494 ve miR-
509-3p/miR-494 ciftlerinin farkli genleri hedeflemelerine ragmen primer bronsiyel
hiicre kiiltiirliinde CFTR ifadesini diizenlemek i¢in birlikte fonksiyon gosterdikleri

tespit edilmistir [33].

miRNA'larin dogustan gelen ve uyarlanabilir bagisiklik tepkilerinin 6nemli
diizenleyicileri olduklari bilinmekte olup; ifadesindeki artig/azalislar cok sayida
inflamatuar hastalikla iligskilendirilmistir [34]. KF hastaliginda ise CFTR mutasyonlari
ile proinflamatuar yanitlarin altinda yatan mekanizmalar arasindaki baglanti tam
olarak anlasilmamistir. Hipoksi, pH, iyon konsantrasyonu ve ozmolaritedeki
degisiklikler gibi uyaranlar birgok miRNA ifadesini etkilemekte ve IL-8'deki ifade
artisiyla birlikte proinflamatuar yolaklarda diizensizliklere neden olmaktadir [35, 36].
Oglesby ve ark.’nin hasta bronsiyel siirlintii 6rneklerini kullanarak gergeklestirdikleri
calismada, miR-126"in azaldigin1 ve NF-kB sinyal yolunun negatif bir diizenleyicisi
olan TOM!'in ifadesinin arttig1 bulunmustur. Bu gozlemler miR-126'nin tek basina
TOMI yolaginda bir rol oynamadigin1 ve baska faktorlerin de dahil olabilecegini
gostermektedir [37]. Rao ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir calismada ise,
Pseudomonas aeruginosa ile enfekte KF hastalarinin balgamindan alinan 6rneklerde
TLR ailesinin bir reseptoriine baglanan miR-146 ifadesinde artig saptanmistir [38].
Ayni zamanda IL-8 ile iliskili bir diger miRNA olan miR-155’in akciger epitel
hiicrelerinde ve KF'li hastalarin nétrofillerinde yiiksek seviyede ifade oldugu
gosterilmistir [38]. Bu gbzlemler miR-155'in 1L-8 ifadesini diizenledigini ve NF-«xB
yolaginda rol oynadigin1 gdstermektedir [39, 40]. KF'li hastalarin akcigerlerindeki
bagisiklik tepkisinin bir diger 6nemli sonucu, brongektaziye yol acan proteaz-
antiproteaz dengesinin diizensizligidir [41]. Ozellikle KF'li hastalarda akciger iltihab

sirasinda Kitlesel olarak toplanan nétrofiller tarafindan salgilanan elastazlar ve epitel
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hiicreleri tarafindan salgilanan diger proteazlar hava yolu fonksiyonunu
etkilemektedir. Bu proteaz ailelerinden biri olan katepsinler (CTS’ler) 15 farkli
izoforma sahip olup; KF'li hastalarin akcigerlerinde katepsin B ve S'nin ifadesinde artis
gozlenmistir [42]. Weldon ve ark., KF’li insan embryonik bobrek hiicre hattinda miR-
31’in bir transkripsiyon faktorii olan interferon diizenleyici faktor 11 (IRF1)

baskilamasiyla, CTSS geninin ifadesini diizenledigini gostermislerdir [43].

Tiim bu 6rnekler gz 6niine alindiginda, miRNA’lar KF hastalik patogenezi ile
iligkilendirilmis olup; akciger gelisimini ve inflamasyon sinyal yolaklarim
etkilediklerine dair veriler tiretilmistir. Ancak KF hastaliginin ciddiyeti ve hastalik ile
iligkili komplikasyon gelisiminde prognozu agiklamaya yonelik miRNA’larin rolii ile
iligkili ¢alisma bulunmamaktadir. Ayrica ¢aligmalarda kullanilan 6rnekler genellikle
hiicre hatlar1, primer bronsiyel hiicre kiiltiirii ve balgam 6rnekleridir. Tez kapsaminda
kullanilan nazal siiriintii ornekleri alt solunum yollarindaki hiicrelerin igerigi ve
transkriptomik profilleri benzer olmasi sebebiyle secilmis olup su ana kadar nazal

miRNA transkriptomik ¢alismasi gériillmemistir.

2.6. miRNA arastirmalarinda kullanilan biyoinformatik araclar

Biyoinformatigin temel islevleri, kapsamli veri madenciligi, islenmesi ve in-
siliko istatistiksel ve matematiksel yontemlere dayali sonuglar saglamak i¢in ham
verilerin analizidir [44]. Biyoinformatik araglarla miRNA biyobelirteclerinin in-siliko
olarak arastirilmasi deneysel arastirmalar i¢in bir 6n kosuldur [44]. Son yillarda
biyolojik ve biyoinformatik yaklasimlar bitkilerde, hayvanlarda, tek hiicreli
Okaryotlarda ve virlislerde binlerce miRNA'nin kesfedilmesini saglamistir.
Gilinlimiizde miRNA dizileri ve aciklamalar1 miRBase'de toplanmaktadir. Mevcut
miRBase (http://www.mirbase.org) siiriimii, 2578 olgun miRNA {ireten 1872 insan
miRNA Onciisii dahil olmak iizere 206 tiirden (30424 olgun miRNA iiriinii) 24521
miRNA lokusu igermektedir [45]
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2.6.1. BRB-ArrayTools Programi

BRB-ArrayTools; mikrodizin, gen ekspresyonu, kopya sayisi,
metilasyon ve RNA-Seq verilerinin gorsellestirilmesi ve istatistiksel analizi
icin Excel'e entegre bir pakettir (Sekil 2.5). Analitik ve gorsellestirme araglari,
giicli R istatistik sisteminde, C ve Fortran programlarinda ve Java
uygulamalarinda gelistirilmistir. BRB-Arraytools, "lumi® R paketini
kullanarak Illumina Metilasyon verilerini i¢ce aktarmaktadir. Metillenmis
problarin oranini yansitan ve 0 ile 1 arasinda degisen beta degerleri daha sonra
normallestirilecek ve log2(beta/(1-beta)) degerlerine benzer M degerlerine
dontstiirilmektedir. Doniistiiriilmiis ve normallestirilmis M degerleri
kullanilarak  simif  karsilagtirma, tahmin, hiyerarsik kiimeleme ve

zenginlestirme analizi gibi farkli analizler gergeklestirebilmektedir [46].
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Sekil 2.5. BRB-ArrayTools programi ile hasta ve kontrol bireylerinin kiyaslanmasi
ornek goriintiisii. Orneklerin tanimlanmasinin ardindan gruplar arasinda

karsilastirma analizi gerceklestirilmistir.
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2.6.2. Transcriptome Analysis Console (TAC) Programi

Transkriptome Analiz Konsolu (TAC), Expression Console'un CEL
dosya analizini ve kalite kontrol (QC) o6zelliklerini ve TAC'nin istatistiksel
analizini tek bir yazilim uygulamasinda birlestirmektedir (Sekil 2.6). Bu yeni
birlestirilmis uygulama, ifade Dizisi &zellik yogunlugu (CEL) dosyalarinim QC
0zet degerlerini (CHP dosyalar1) ve ardindan kapsamli grafikler ve tablolar
dahil olmak {izere asag1 akis istatistiksel analizini olusturmak igin kolay bir yol
saglamaktadir. TA, Limma, EventPointer, Dbscan, Rtsne ve Apcluster gibi bir
dizi R ve Bioconductor modiilii igeren i¢in kolay bir grafik arabirim gorevi
gormektedir. Tek bir ¢alismada 1000'e kadar 6rnek dosyay1 analiz edebilen
TAC 4.0; &rnekleri “Ornek Niteligine” gore karsilastirmak icin sinyal
yogunluguna dayali “Temel Bilesen Analizini” kullanmaktadir. Coklu
analizlere dayali ortak genler elde etmek i¢in Gen Listelerine dayali Venn
Diyagramlar1 elde edilebilmektedir. Ayrica programin i¢inde dagilim ve

volkan grafigi, hiyerarsik kiimeleme ve Ornek sinyallerinin gosterimleri

gorsellerle gergeklestirilebilmektedir [47].
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Sekil 2.6. TAC 4.0 programi ile hasta ve kontrol bireylerinin kiyaslanmasi 6rnek
goriintiisii.  Orneklerin ~ tanimlanmasimin  ardindan  gruplar  arasinda

karsilastirma analizi ve hiyerarsik siniflandirma gergeklestirilmistir.
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2.6.3 Multiple Experiment Viewer (MeV) Program

Multiple Experiment Viewer (MeV) verilerin analizi, gorsellestirilmesi
ve veri madenciligi i¢in bir masaiistii uygulamasidir. Kiimeleme,
gorsellestirme, siiflandirma, istatistiksel analiz ve biyolojik tema kesfi icin
gelismis algoritmalar iceren, Java tabanli bir mikrodizin aracidir (Sekil 2.7).
Program MultiExperiment Goriintiileyici (.mev), TIGR ArrayViewer (.tav),
GKYY (sekme smirli, Coklu Numune), Affymetrix ve GenPix® dosya
bicimleri dahil olmak iizere birgok tiirde dosyalari yorumlayabilmektedir.
Cesitli normallestirme algoritmalari ve K-ortalama kiimeleme, hiyerarsik
kiimeleme, t-Testleri, Mikrodizilerin Onem Analizi, Gen Kiimesi
Zenginlestirme Analizi kiimeleme analizlerin, olusturmada kullaniciya
esneklik saglamaktadir. MeV, tek veya ¢oklu deneylerden bilgilendirici ve

birbiriyle iligkili ifade ve agiklama verileri goriintiilemektedir [48].
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Sekil 2.7. MeV programi ile hasta ve kontrol bireylerinin kiyaslanmasi ornek
goriintiisii. Orneklerin tanimlanmasmnin  ardindan  gruplar arasinda

karsilastirma analizi gergeklestirilmistir.



19

2.6.4 miRNA Hedef genlerinin belirlenmesi

Seed bolgeleri (miRNA'larin 5" bolgesindeki 2-7 niikleotidleri)
miRNA'larin mRNA 3"UTR bolgelerini hedefledikleri bolgelerdir. miRNA'lar
seed bolgelerden mRNA'larin  3'UTR  bolgelerini  hedefleyerek gen
ekspresyonunda degisiklige neden olmaktadirlar. Ayrica tek bir miRNA’nin
birden fazla geni hedefleyebildigi veya birkag miRNA tek bir geni
hedefleyebildigi bilinmektedir [49]. Olas1 bir miRNA hedefinin laboratuvarda
dogrulanmasi, her bir miRNA'nin c¢ok sayida potansiyel hedef bolgesi
oldugundan pahali ve zaman aldigindan, Hesaplamali yaklagimlar, deneysel
dogrulama i¢in sayilarinin azaltilmasina yardimci olmakta ve hedeflenen bolge

ile Watson-Crick eslestirmesini kullanmaktadirlar [50].

miRNA hedef tahmin araglari bagimsiz olarak kullanilabilse de, son
yillarda coklu algoritmalar1 birlestirmek i¢in bazi web tabanli entegre
platformlar olusturulmustur. Entegre platformlardan biri olan miRWalk
icerisinde PICTAR2, MicroT4, miRMap, miRDB, PITA, miRNAMap,
miRWalk, miRBridge, RNA22, miRanda, RNAhybrid ve Targetscan
veritabanlarin1  bulundurmaktadir. miRWalk, miRNA'lar i¢in spesifik
'miRWalk' algoritmasini kullanilarak 6ngoriilen hedef genleri ve literatiirde
validasyonu tamamlanmis bilgileri kullanarak dogrulanmis baglanma
bolgelerini iceren kapsamli bir veritabamidir [51, 52]. Sekil 2.8’de bir
miRNA’ya ait miRWalk ile yapilan analiz sonucu verilmistir. 1 sayis1 hedef
genin programda bulundugunu, 0 sayisi ise bulunmadigini gdstermektedir.
Toplamda 12 program tarafindan belirlenen tiim hedef genler listeye dahil
edilmistir. Verilen skorlar sonucunda elde edilen hedef genlerin yaninda bu

genlere ait yolaklar1 da analiz edebilmektedir.
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the first 50 interactions are displayed in the below table, however, all the interactions can be downioaded by clicking on the below links

Sekil 2.8. miRWalk veri tabanindaki aday genler listesi. Sekilde miR-92a-3p i¢in bu

yaklasimla belirlenen hedef genler 6rnek olarak gosterilmistir.

Entegre platformlardan bir digeri olan miRNET ise literatiirdeki
mevcut bilgilerle miRNA’ya ait validasyonu gergeklestirilmis hedef gen ve
yolaklar1 analiz edebilen kullanimi kolay, web tabanli bir platformdur.
Temeldeki R paketi, R programcilari igin daha esnek veri analizine izin vermek
icin slirim 2.0 ile birlikte yaymlanmistir. miRNet 2.0, miRBase ID'lerinin
farkli versiyonlarmi otomatik olarak taniyabilmekte ve miRBaseConverter R
paketine dayali olarak pre-miRNA'lar1 olgun formlarina baglayabilmektedir
[53].

miRNA analizleri i¢in en ¢ok kullanilan veri tabanlariyla bir

gruplandirma gerceklestirildiginde:
* miRNA aramak i¢in: MiRBase, MiRscan, MiReader,

+ Ongoriilen miRNA hedeflerinin degerlendirilmesine gére: MiRDB,
DIANAmicroT-CDS, MiRMap, Targetscan, miranda, PITA. microT4,
miRNAMap,RNA22, RNA-hybrid, miRBridge

* Dogrulanmis miRNA hedeflerinin degerlendirilmesine goére: PICTAR2,
MiRTarBase, DIANA-TarBase,
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+ Ongoriilen ve Dogrulanmis MiRNA hedeflerinin degerlendirilmesi:
miRwalk, miRNET ve MiRecords kullanilabilmektedir.

2.6.5 miRNA Hedef genlerinin yolaklar ile iligkilendirilmesi

Yiiksek verimli teknolojiler, genler ve gen iiriinleri hakkinda biiytik
Olcekli veri kiimelerinin hizli bir sekilde {iretilmesine yol agmaktadir.
Zenginlestirme analizi, miRNA hedef genlerinin ifade degisikliklerini
biyolojik olarak anlamli islevsel yolaklar halinde diizenlemeyi saglamaktadir.
Biyolojik 6nemlerini belirlemek ve deneysel sonuglar iizerinde c¢ikarimlar
yapmak i¢in gen listelerinin yolak analizleri gergeklestirilmektedir.
Algoritmalarin farklili§ina bagl olarak, mevcut zenginlestirme araclart genel
olarak ii¢ smifa ayrilabilir. Bunlar tekil zenginlestirme analizi (SEA);
WebGestalt, gen seti zenginlestirme analizi (GSEA); GSEA ve modiiler
zenginlestirme analizi (MEA); DAVID tir .

* WebGestalt (WEB-based Gene SeT AnaLysis Toolkit) biiyiik 6l¢ekli
-omik ¢alismalarindan elde edilen gen listelerinin yorumlanmasi igin popiiler
bir aractir. 2019 giincellemesinde WebGestalt, 12 organizmayi, 342 gen
tanimlayicisint ve 155 175 fonksiyonel kategoriyi ve ayrica kullanici
tarafindan yiiklenen fonksiyonel veritabanlarin1 desteklemektedir. WebGelstat
igerisindeki KEGG (Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi) programi tez
kapsaminda kullanilan araglardan biridir. KEGG ii¢ veri tabanindan olusur:
Etkilesen molekiiller ag1 agisindan PATHWAY, gen kataloglarinin toplanmasi
icin GENES ve hiicredeki bilesikler, enzim molekiilleri ve enzimatik
reaksiyonlar i¢in LIGAND. KEGG, genom haritalarina goz atmak, iki genom
haritasim karsilastirmak ve ifade haritalarin1 manipiile etmek icin Java grafik
araglar1 ve ayrica dizi karsilagtirma, grafik karsilastirma ve yolak hesaplama

icin hesaplama araglar1 saglanmaktadir [54, 55].

Tez kapsaminda, kistik fibrozis hastaliginda 6nceki projelerimiz araciligiyla
aymi hasta popiilasyonunda belirlenen mRNA’lar ve hedef genleri, miRNA’lar
acisindan degerlendirilmistir. Bu ama¢ dogrultusunda daha o©nce Hacettepe
Universitesi BAP: 013D05101005 numarali proje igin, GO16/478 Etik Kurul Onay1
(Tarih: 01.09.2020) ile kistik fibrozis hastalarindan ve saglikli kontrollerden toplanmis
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olan RNA orneklerinden yapilan miRNA mikrodizin analizinin gergeklestirilmesi ve
sonrasinda iglevsel ¢alismalarla birlikte miRNA'larin hastalik patogenezindeki rolii

aydinlatilmaya calisilmistir.

Bu kapsamda, tez bulgularina gore elde edilen iki aday miRNA’nin (miR-92a-
3p ve miR-145-5p) validasyonu ve hedef gen ortakliklari ile olusturulan yolaklarin
etkileyebilecegi inflamasyon ile alakali TGF-beta sinyal yolagi, MAPK sinyal yolagi,
Toll-like reseptor sinyal yolagi, IL-17 sinyal yolagi, NF-kappa B sinyal yolagi ve TNF
sinyal yolagi, kan akis gerilimi ve aterosklerozis, NOD-like reseptor sinyal yolagi
inflamasyon diizenleyen sinyal yolaklarinin yaninda; ER’daki protein islenmesi ve

ErbB sinyal yolaklar1 saptanmistir.
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3. BIREYLER VE YONTEMLER
3.1. Bireyler

Gergeklestirdigimiz 6n ¢alismalar sonucunda mutasyonu ayni olan ancak farkl
KF klinik bulgular1 ile seyreden agir/hafif seyirli kardesler iceren 4 aileye (9 hasta) ve
kontrol grubu olarak herhangi bir solunum yolu hastalik 6ykiisii bulunmayan 3 saglikli
bireye ait nazal siirtintii 6rneklerinden RNA izolasyonu gergeklestirilmis ve Affymetrix
mMiRNA 4.0 Array yontemi ile analiz edilmistir.

Klinik ciddiyeti belirleyen parametreler géz oniline alindiginda 1. ailedeki
kardesler F508del/G85E (Sinif II) mutasyonuna sahip olup, Al- H2’nin karaciger
tutulumu daha siddetlidir. Bu ylizden, 1. ailedeki hasta kardesler karaciger tutulumu
ve kistik fibrozis iligkili diyabet parametreleri agisindan degerlendirilmis ve 12
yasindaki A1-H1 hafif seyirli, 16 yasindaki A1-H2 agir seyirli olarak belirlenmistir.
2. ailedeki kardesler G178R/G178R (Simif III) mutasyonuna sahip olup (A2-H1, A2-
H2) karaciger tutulumu agisindan degerlendirilerek A2-H1 (19 yas) hafif seyirli, A2-
H2 (14 yas) agir seyirli oldugu bulunmustur. 3. ailede yer alan hasta kardesler F508del/
F508del (Siuf II) mutasyonuna sahip olup, A2-H2’nin karaciger tutulumu daha
siddetlidir ve bu hasta daha sik tekrarlayan akciger enfeksiyonu gecirmektedir.

3. ailede yer alan hastalar karaciger tutulumu ve tekrarlayan akciger enfeksiyon
gecirme durumu agisindan degerlendirildiginde A3-H1 (6 yas) hafif seyirli, A3-H2 (3
yas) agir seyirli oldugu bulunmustur. 4. ailedeki hasta kardesler 11234V/11234V (Sinif
IV) mutasyonuna sahiptir ve A4-H3’{in solunum bulgularinda FEV% degerinin diisiik
olmas1 A4-H1 ve A4-H2’ye gbre daha agir akciger enfeksiyonu gegirdigini
gostermektedir. A4’te yer alan hastalar tekrarlayan akciger enfeksiyonu gecirme
durumu bakimindan degerlendirildiginde, 7 ve 19 yasindaki A4-H1 ile A4-H2 hafif
seyirli, 9 yasindaki A4-H3 agir seyirli olarak belirlenmistir. Tablo 3.1 e klinik
bulgularin yok, hafif, var ve agir olma durumlari tek tek gosterilmis ve 9 hastanin kistik
fibrozis hastaligi gegirme seyri son satirda belirtilmistir. Son olarak aktif solunum
yakinmasi ve kronik hastalik Oykiisii olmayan, fizik muayenesi normal ve ilag
kullanmayan {i¢ saglikli kontrol dahil edilmistir. Kontroller, hastalarin yas aralifinda

olacak sekilde secilmistir.
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On calisma kapsaminda, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu onay1 alinmis olup tez ¢alismasina katilan hasta ve kontrol
bireylere “Bilgilendirilmis Onam Formu” imzalatilmistir (Tarih: 15.01.2019 Karar
No: 2019/02-14). Bu tez calismasinda ayni bireylere ait 6rneklerin kullanimi igin
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onay1

(Tarih: 01/09/2020 Karar No: 2020/14-08) giincellenmistir.



Tablo 3.1. Calismaya katilan KF hastalarinin klinik bilgileri.

Antibiyotik

Klinik Ozellikler Aile 1 Aile 2 Aile 3 Aile 4
Hasta 1 Hasta 2 Hasta 1 Hasta 2 Hasta 1 Hasta 2 Hasta 1 Hasta 2 Hasta 3
F508del/ F508del/ 11234V/ 11234V/ 11234V/
Mutasyon G85E G85E G178R/G178R | G178R/G178R | F508del/F508del | F508del/F508del 11234V 11234V 11234\
Cinsiyet Erkek Kiz Kiz Erkek Erkek Kiz Erkek Erkek Kiz
Yas 12 16 19 14 6 3 7 19 9
Teshis Yasi 3 aylik 4 aylik 3,5 aylik 2 aylik 5 aylik Yenidogan 5,5 yas 16 yas 6 yas
Terde Klor
Konsantrasyonu 96 110 116 116 101 96 88 80 150
(mmol/L)
FEV1(%) 88 105 98 91 - - 99 89 53
Tuz Kaybi Var Yok Var Var Var Var Yok Yok Var
Mekonyum fleus Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Malabsorpsiyon Var Var Var Var Var Var Var Var Var
Tekrarlayan
Akciger Yok Yok Var rc\)/igsi f Var Var Yok Var rc\>/arre:5 if
Enfeksiyonu prog prog
Karaciger Hafif Ciddi Hafif Ciddi Hafif Ciddi Hafif Hafif Hafif
Tutulumu
Diyabet Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Pankreatit Atag: Yok Yok Yok Var Yok Yok Yok Var Yok
Hastalik Seyri Hafif Agir Hafif Agir Hafif Agir Hafif Hafif Agir
Multivitamin takviyesi Tuz takviyesi Mukolitik tedavi
Tedavi Pankreatik Enzim Replasman Tedavisi (PERT)

25
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3.2. Calismalarda Kullanilan Veri, Kimyasal Malzeme, Soliisyon ve Cihazlar
3.2.1. Ham Veri Analizi

GeneChip miRNA 2.0 Array (Affymetrix) ile elde edilen ham veri

dosyalari:
BRB-ArrayTools - Biometric Research Program (BRP)
Transcriptome Analysis Console (TAC) 4.0 Software
MeV 4.9.0 — Multiple Experiment Viewer kullanilarak analiz edilmistir.
Kistik Fibrozis PCR Array ham verisi (6n ¢alismaya ait veri)
3.2.2. cDNA Sentezi
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (ABI)

TagMan® Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit

3.2.3. Kantitatif Ger¢cek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-
PCR)

TagMan® MicroRNA Assays (ABI) primerleri (miR-92a, miR-145,
RNUG)

TagMan® Universal PCR Master Mix, no AmpErase® UNG (ABI) Kit

TagMan® Advanced miRNA Assays (MiR-92a ve miR-145)
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3.3. Yontemler
3.3.1. Ham Veri Analizi

On calisma kapsaminda 9 hasta ve 3 kontrol bireyin nazal siiriintii
orneklerinden elde edilen RNA’larin miRNeasy Micro izolasyon kiti (Qiagen)
yardimiyla RNA izolasyonu yapildi. Izole edilen RNA’larin kalitesi agaroz jel
elektroforezi ve spektrofotometrik dlgiimlerle kontrol edilmis olup miRNA’larin ham

verisi Affymetrix miRNA 4.0 Array yontemi kullanilarak elde edildi.

Agwr ve Hafif Seyirli Hastalar Arasinda Ifade Farkhiigi Gésteren Aday
miRNA’lar

4 agir ve 5 hafif bireye ait Affymetrix miRNA 4.0 Array yontemi sonrasi elde
edilen ham veriler tez kapsaminda Transcriptome Analysis Console (TAC), BRB-
ArrayTools- Biometric Research Program (BRP) — NIH ve MeV 4.9.0 — Multiple
Experiment Viewer programlari kullanilarak analizler gerceklestirilmis ve ifadesi 2 kat
ve lizeri artan ya da 2 kat {izeri azalan ortak miRNA’lar tanimland1 (p degeri <0,05).
Agir/hafif hasta grubu siniflar arasinda da agir ve hafif seyirli hastalar olarak analiz
edildi;

-Sinif II grubunda yer alan agir (n:2) ve hafif (n:2) seyirli hastalar,

-Smuf IIT grubunda yer alan agir (n:1) ve hafif seyirli (n:1) hastalar,

-Smif IV grubunda yer alan agir (n:1) ve hafif seyirli (n:2) hastalar,

arasinda ifadesi 2 kat ve {lizeri artan ya da 2 kat ve iizeri azalan miRNA’lar saptandi.

Hasta ve Kontrol Bireyler arasinda Ifade Farklihgi Gosteren Aday
miRNA’lar

9 basta ve 3 bireye ait Affymetrix miRNA 4.0 Array yontemi sonrasi elde edilen
ham veriler tez kapsaminda Transcriptome Analysis Console (TAC), BRB-ArrayTools-
Biometric Research Program (BRP) — NIH ve MeV 4.9.0 — Multiple Experiment
Viewer programlar1 kullanilarak analizler gergeklestirilmis ve ifadesi 2 kat ve tizeri

artan ya da 2 kat iizeri azalan ortak miRNA’lar tanimlandi (p degeri <0,05).
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mIiRNA hedef genlerinin belirlenmesi ve yolak analizi

En az 2 programda ya da 2 grupta ortak elde edilen miRNA’larin hedef
genlerinin belirlenmesi i¢in iginde farkli veri bankalarin1 igceren ve miRWalk
kullanildi. Agir ve hafif seyirli hastalar arasinda ifade farkliligi saptanan
miRNA’larina ait hedef genlerin belirlenmesi ve yolak analizi ger¢eklestirildi. Ayn1
sekilde hasta ve kontrol bireyleri arasinda ifade farklilig1 saptanan miRNA’larina ait
hedef genlerin belirlenmesi ve yolak analizi gerceklestirildi. Se¢ilen miRNA’larin
hedef genleri ve hedef genlere ait yolaklar ayr1 ayr1 tanimlandiktan sonra miRNA’larin

ortak hedef genleri ve yolaklari da analiz edildi.

KF PCR Array sonuglarinda yer alan genler ile miRNA hedef genlerinin

karsilastiriimasi

Grubumuzun yaptigi 6n ¢alismada elde edilen KF patolojisi ile iligkili 84 genin
Kistik Fibrozis PCR Array analizi sonrasinda ifadesi 2 kat ve {izeri artan ya da 2 kat
tizeri azalan genler ve yolaklar ile karsilastirmalar yapilip transkriptomik datasi ile

ortak olan miRNA hedef genleri belirlendi.
Yolak Analizi

Caligmaya dahil edilen hasta/kontrol ve agir/hafif seyirli hasta gruplarinda
ifade farklilign gosteren miRNA’lara ait hedef gen listeleri ile KeGG: Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes kullanilarak yolak analizleri gergeklestirildi.
miRNA array hedef gen ve yolaklarinin, Kistik Fibrozis PCR Array sonuglarinda yer
alip almadigi arastirilmis ve iki array sonucunda elde edilen veriler karsilastirildi. Elde

edilen ortakliklar ile Webgestalt kullanilarak yolak analizleri yapildu.

3.3.2. cDNA Sentezi

Yolak analizi sonucunda aday miRNA olarak belirlenen 2 miRNA’nin
mikrodizin sonuglari qRT-PCR ile valide edildi. Oncelikle 5ng/ ul olacak sekilde
dilute edilen RNA’larin, TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (ABI)
kullanilarak CDNA sentezi gergeklestirildi. CDNA ¢evirimi i¢in seg¢ilen miRNA’lar ve

referans olan U6 primeri ile primer havuzu hazirlandi. Daha sonra, 10x RT tamponu,

RNAZ inhibitorti , 100 mM ddNTP, Reverse Transcriptase (50 U/ul), RT-primer
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havuzu, su ve RNA (5 ng) kullanilarak reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon

kosullarina uygun bir sekilde 6rnekler PZR cihazina yerlestirildi.

Primer Havuzu 5X-20X (ul) RT reaksiyonu 1 rxn (ul)
u6 10 ul 10xRT tamponu 1,5 ul
miR-92a 10 pl RNAZ inhibitorii 0,19 ul
miR-145 10 pl 100 mM ddNTP 0,30 pl
TE tamponu (RNAz 950 ul Reverse Transcriptase (50 U/ul) | 2 ul
free suile) K -

RT-primer havuzu 6 ul
Toplam hacim 1000 pl

Su (RNAZ free) 3,01 pl

Toplam master mix 13 ul

RNA (5 ng) 2 ul

Toplam hacim: 15 ul

Reaksiyon Kosullari
e 16°C 30dk
e 42°C 30dk
e 85°C 5dk
o 4°C

3.3.3. Kantitatif Ger¢ek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

cDNA c¢evirimin ardindan miR-92a-3p, miR-145-5p ve U6’ya uygun
TagMan® MicroRNA Assays (ABI) primerleri ile TagMan® Universal PCR Master
Mix, no AmpErase® UNG (ABI) kiti kullanilarak amplifikasyon gerceklestirildi.
Yapilan RT-PCR deneylerinde FAM floresan boyasi kullanildi. Reaksiyon, se¢ilen
uygun miRNA primerleri ile BioRad 1Q5 cihazinda gerceklestirildi.



PCR reaksiyonu 1rxn
Tagman microRNA Assay (20X ) 1ul
TagMan 2x Universal PCR Master Mix | 10 ul
Su 7,5 ul
Total master mix: 18,5 ul
cDNA: 1,5 ul
Toplam Hacim: 20 ul

Reaksiyon Kosullar::

e 50°C 2 dk

e 95°C 10 dk
40 dongti

e 05°C 15 sn

e 60°C 1dk

e 20°C 5dk

3.3.4. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Ifade degisimleri 224" yontemi ile hesaplandi ve kat degisimleri igin
GraphPad Prism 5.0 kullanilarak istatistiksel analiz yapildi. Kat degisimlerinin
anlamliliginin belirlenebilmesi i¢in Unpaired t-test analizi gergeklestirilmis olup p

degeri 0,05 ten kiigiik olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Small Nucleolar
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RNA, C/D Box 6 (RNU6) referans gen ifadesi biitiin miRNA’lar i¢in normalizator

olarak kullanildi.
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4. BULGULAR

Tez c¢alismasi Oncesinde gerceklestirdigimiz On ¢alismalar sonucunda
mutasyonu ayni olan ancak farkli KF klinik bulgularina sahip agir/hafif seyirli
kardesler igeren 4 aileye (n: 9) ve kontrol grubuna (n: 3) ait nazal siirlintii
orneklerinden RNA izole edilmis olup; Affymetrix 4.0 ile mikrodizin g¢alismasi

tamamlanmaistir.

Elde edilen ham veriler tez galismasi kapsaminda ti¢ farkli biyoinformatik arag

kullanilarak analiz edilmistir.

4.1. Agir ve Hafif Seyirli Hastalar Arasinda ifade Farklihg Gosteren Aday
miRNA’lar

Agir ve hafif hastalik seyri gosteren bireyler arasinda, ifade farklilig1 gosteren
aday miRNA’lar TAC 4.0 programi ile analiz edildiginde ifadesi artan miR-145-5p
(3,32 kat, p=0,032) tanimlanmis, ifadesi azalan miRNA saptanmamistir. BRB-
ArrayTool ile yapilan sinif karsilagtirmasi analizi sonucunda ifadesi 2 kat artan ve 2
kat azalan insan miRNA (hsa-miR) tanimlanmamistir. MeV programi ile yapilan SAM
(Significance Analysis of Microarrays) analizi sonucunda da anlamli miRNA

saptanmamistir.

4.1.1. Simuf II Grubunda Yer Alan Agir ve Hafif Seyirli Hastalarda ifade
Farkhihg1 Gosteren Aday miRNA’lar

Sinif IT grubunda yer alan agir ve hafif hastalik seyri gosteren bireyler
arasinda ifade farkliligi gosteren miRNA’lar TAC 4.0 programi ile analiz
edildiginde herhangi bir miRNA saptanmamistir. Ardindan BRB-ArrayTool ve
MeV programlari ile yapilan analizler sonucunda da ifadesi 2 kat artan veya 2

kat azalan miRNA saptanmamustir.

4.1.2. Simf I1I Grubunda Yer Alan Agir ve Hafif Seyirli Hastalarda ifade
Farklihigi Gosteren Aday miRNA’lar

Sinif III grubunda agir/hafif seyirli hasta sayisinin bir olmasisebebiyle
ifade farklilig1 gosteren miRNA’lar TAC 4.0 ve MeV programlari ile analiz
edilememistir. BRB-ArrayTool ile yapilan analiz sonucunda ise ifadesi 2 kat

artan ve 2 kat azalan miRNA hedefi saptanmamustir.
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4.1.3. Simf IV Grubunda Yer Alan Agir ve Hafif Seyirli Hastalarda ifade
Farkhihig1 Gosteren Aday miRNA’lar

Sinif IV grubunda agir ve hafif hastalik seyri gosteren bireyler arasinda
ifade farklilig1 gosteren miRNA’lar TAC 4.0 programu ile analiz edilmis olup;
ifadesi artan miR-146a-5p (16,01 kat, p=0,048), miR145-5p (15,33 Kat,
p=0,038), miR-193a-5p (13,51 kat, p=0,01), miR-25-3p (5,36 kat, p=0,035),
miR-223-3p (2,75 kat p=0,01) ve ifadesi azalan miR-4454 (-2,06 kat, p=0,005)
saptanmistir. Smif IV grubundaki agir seyirli hasta sayisinin bir olmasi
sebebiyle BRB-ArrayTool ve MeV  programlari ile analizler

gerceklestirilememistir.

Ham veri setinin 3 farkli programda ve farkli gruplarda yapilan
analizleri sonucunda, en az iki programda ve en az iki grupta ortak olan
miRNA’lar secilmistir. Agir ve hafif seyirli hasta kardeslerde gergeklestirilen
biyoinformatik analizler sonucunda; agw/hafif ve Smuf IV aguw/hafif

gruplarinda ortak tanimlanan miR-145-5p ileriki analizler i¢in se¢ilmistir.

4.2. Hasta ve Kontrol Bireyler arasinda Ifade Farklihgi Gosteren Aday
miRNA’lar

Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireyler arasinda ifade farklilig1 gésteren
miRNA’lar TAC 4.0 programi ile analiz edildiginde ifadesi 2 kat lizeri azalan 20
miRNA ve ifadesi 2 kat tizeri artan 18 aday miRNA tanimlanmistir (Tablo 4.1). BRB-
ArrayTool ile yapilan siif karsilastirmasi analizi sonucunda ifadesi artan miR-92a-3p
(20,04 kat, p=0,001), miR-17-5p (9,49 kat, p=9,62E-05) ve miR-106a-5p (7,8 artan,
p=8,79E-05) saptanmistir. Ifadesi azalan miRNA saptanmamustir. Son olarak MeV
programt ile yapilan SAM analizi sonucunda ifadesi artan 34 miRNA arasindan miR-
19b-1 (8,9 kat, %0g=0) insan mIRNA (hsa-miR) olarak tanimlanmis ve ifadesi azalan

MIRNA saptanmamistir.
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Tablo 4.1. TAC 4.0 analiz programina gore hasta ve kontrol bireyler arasinda ifade
farklilig1 saptanan miRNA’lar.

Transkript ID Kat artisi P-degeri Transkript ID Kat artisi P-degeri
miR-92a-3p 115,99 0,0005 miR-22-3p -32,33 0,0101
miR-16-5p 69,8 0,0027 miR-7110-5p -24,62 0,0145
miR-125a-5p 38,14 0,0298 miR-1246 -16,09 0,004
miR-17-5p 30,23 0,0019 miR-378¢c -11,59 0,0016
miR-106a-5p 20,88 0,0017 miR-7107-5p -9,39 0,0096
miR-181a-5p 11,02 0,0082 miR-6743-5p -9,08 0,0125
miR-6789-5p 8,31 0,0113 miR-19b-3p -8,54 0,0003
miR-20a-5p 7,1 0,0238 miR-4454 -7,92 0,0111
miR-181b-5p 5,15 0,0378 miR-378a-3p -6,73 0,0063
miR-4734 4,56 0,0122 miR-151a-3p -4,92 0,0452
miR-423-3p 4,47 0,0109 miR-2115-5p -4,5 0,0011
miR-23a-3p 4,3 0,0437 miR-1275 -4,08 0,0157
miR-744-5p 32 0,0107 miR-1273g-3p -3,7 0,0007
miR-6850-5p 2,89 0,03 miR-4449 -3,09 0,0274
miR-26a-5p 2,51 0,0463 miR-297 -3,05 0,034
miR-5001-5p 2,22 0,0175 miR-320d -2,77 0,0248
miR-6821-5p 2,13 0,0443 miR-140-3p -2,53 0,0413
miR-5189-3p 2,09 0,0459 miR-185-5p -2,5 0,0199
miR-4492 -2,5 0,0447
miR-6808-3p -2,03 0,0048

BRB-ArrayTool ile saptanan iic miRNA, TAC 4.0 programinda da elde
edilmistir. MeV programi araciligiyla elde edilen miR-19b-1 ise diger programlarda
saptanmamustir. Kat artis1 en yiiksek olan ve hasta/kontrol grubunda calisilmak tizere

miR-92a-3p secilmistir.

Tablo 4.2°de ti¢ farkli biyoinformatik programi araciligiyla gergeklestirilen

ifade artis1 ve azalig1 goriilen aday miRNA’lar 6zetlenmistir.
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Tablo 4.2. Ug farkli biyoinformatik programi araciligiyla tez kapsaminda yer alan bireylerin 5 grupta analiz edilmesi sonucu olusan ve
ifade artis1 ve azalis1 goriilen aday miRNA’larin listesi. Bu analizlere gore en az 2 programda ve 2 grupta ortak olarak tanimlanan miR-
92a-3p ve miR-145-5p alt1 ¢izili ve gri olarak gosterilmis ve ileriki analizler igin se¢ilmistir.

GRUPLAR TAC 4,0 p<0,05 BRB-ArrayTool p<0,05 MeV FDR=0
ifadesi artan | Kat artisa ifadesi azalan
Agir b . Insana ait miRNA saptanmadi Anlamlt miRNA saptanmadi
Hafif miR-145-5p 3,32 yok
Smuf 11
Agir ve miRNA saptanmadi Anlamli miRNA saptanmadi Anlamli miRNA saptanmadi
Hafif
Smaf 111
Agir ve Agir n=1 Hafif n=1, Say1 yeterli olmadig1 i¢in miRNA saptanmadi
Hafif
ifadesi artan | Kat artis1 ifadesi azalan Kat artis1
miR-146a-5p 16,01 miR-4454 -2,06
Smif IV -
Agir ve m 15,33 Agir n=1 oldugu i¢in analiz edilemedi Agir n=1 oldugu i¢in analiz edilemedi
Hafif miR-193a-5p 13,51
miR-25-3p 5,36
miR-223-3p 2,75
ifadesi artan | Kat artisi ifadesi azalan Kat artis1 | ifadesi artan | Kat artis1 Ifadesi azalan ifadesi artan Kat artis1 Ifadesi azalan
miR-92a-3p 115,99 miR-22-3p -32,33 miR-92a-3p 20,04 yok miR-19b-1 8,9 yok
miR-16-5p 69,8 miR-7110-5p -24,62 miR-17-5p 9,49 miR-320d-1 44
"}'(a;;i‘r‘éf miR-125a5p | 38,14 miR-1246 1609 | miR-106a-5p 7.8
miR-17-5p 30,23 miR-378c -11,59
miR-106a-5p 20,88 miR-7107-5p -9,39
ve 28 miRNA daha
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4.3. miRNA hedef genlerinin belirlenmesi ve yolak analizi

miRNA hedef genlerinin belirlenmesi i¢cin miRWalk ve miRNET programlari
kullanilmigtir. miRWalk programinda 12 veritabaninin tamami: ve MIRNET
programinda ise miRTarBase v8.0, TarBase v8.0 ve miRecords alt veritabanlari

secilmistir.

4.3.1. Agir ve hafif seyirli hastalar arasinda ifade farklihg saptanan
MiR-145-5p°nin hedef genlerinin belirlenmesi ve yolak analizi

Agir ve hafif seyirli hastalar arasinda ifade farklilig1 gosteren miR-145-
5p’nin miRWalk programi ile yapilan analizi sonucunda p degeri 0,05’ten
kiigiik 15324 hedef geni oldugu saptanmistir. Bu genlerin yer aldig1 yolaklar
miRWalk igerisindeki KEGG yolak zenginlestirmesi ile saptanmistir. Analiz
sonuglaria gore anlamli 14 yolak elde edilmis olup; (EK-2) KF patolojisi ile
uyumlu endositoz, aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesi, ErbB sinyal yolagi,
Fc gama R aracili fagositoz, ubikuitin aracili proteoliz ve insiilin sinyal
yolaklar1 tanimlanmustir.

mMiR-145-5p i¢in miRNET analizi gergeklestirildiginde p degeri
0,05’ten kiiciik 238 hedef geni oldugu ve gen sayisinin miRWalk’ a gore
azaldig1 gozlemlenmektedir. Bunun nedeni miRWalk programinin kullandigi
algoritma ile hem Ongordiigii hem de validasyonu gerceklestirilmis ve
literatlirde yayinlanmig miRNA hedef genlerini igermesidir-

Elde edilen hedef genler ile yolak zenginlestirmesi yapildiginda p
degeri 0,05’ten kiiciik ve en az 5 geni iceren 41 yolak elde edilmistir (EK-2).
Analiz sonuglarina gére KF patolojisi ile uyumlu TGF-beta sinyal yolagi, ErbB
sinyal yolagi, mTOR sinyal yolagi, MAPK sinyal yolagi, Toll- benzeri reseptor
sinyal yolag1 ve aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesi yolaklar1 saptanmigtir
(Tablo 4.3). Agir ve hafif hasta grubu kiyaslamasinda elde edilen miR-145-
5p’nin hedef genleri ile gergeklestirilen yolak analizi sonucunda iki programda
da ortak ErbB sinyal yolagma (EGFR yolag: ile yapisal olarak iliskili ve 4

reseptor tirozin kinaz igeren protein ailesi) saptanmustir.

Tablo 4.3’te miRNA hedef genlerinin yer aldig1 yolaklar 6zetlenmistir.
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4.3.2. Hasta ve kontrol bireyleri arasinda ifade farklihig: saptanan miR-
92a-3p’nin hedef genlerinin belirlenmesi ve yolak analizi

Hasta ve kontrol bireyler arasinda ifade farkliligi gosteren miR-92a-
3p’nin miRWalk programi ile yapilan analizi sonucunda p degeri 0,05’ten
kiiclik 14376 hedef geni oldugu saptanmigtir. Bu genlerin yer aldig1 yolaklar
miRWalk igerisindeki KEGG yolak zenginlestirmesi ile saptanmistir. Analiz
sonuglarma gore p degeri 0,05 ten kiigiik ve anlaml1 9 yolak elde edilmis olup
(EK-3) KF patolojisi ile uyumlu apoptoz, T hiicre reseptor sinyal yolagi ve
endositoz yolaklar1 saptanmaistir.

miR-92a-3p’nin miRNET analizi ile yapilan analizinde ise 1407 hedef
geni oldugu ve gen sayisinin miRWalk’ a gore azaldigir gozlemlenmektedir.
Elde edilen hedef genler ile yolak zenginlestirmesi yapildiginda p degeri
0,05’ten kiiciik ve en az 5 geni igeren 26 yolak saptanmistir (EK-3). Analiz
sonuglarina gore KF patolojisi ile uyumlu RNA tasinmasi, RNA degradasyonu,
TGF-beta sinyal yolagi, ErbB sinyal yolagi, epitel hiicrelere bakteri invazyonu
yolaklar1 saptanmustir. Hasta ve kontrol grubu kiyaslamasinda elde edilen miR-
92a-3p’nin hedef genleri ile gergeklestirilen yolak analizi sonucunda iki

programda da ortak herhangi bir yolak saptanmamustir.
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Tablo 4.3. Kistik fibrozis patolojisi ile uyumlu yolaklar segilerek olusturulan bu tabloda, * ile isaretli ErbB sinyal yolag1 iki programda

da ortak olup; miR-145-5p’nin hedef genlerini igermektedir.

yolagi

miRWalk miRNET
Hedef | Yolaklarda Hedef Yolaklarda
gen yer alan Yolak ad1 p degeri gen yer alan gen Yolak adi p degeri
sayisi gen sayisi sayisi sayisi
173 Endositoz 1,82E+08 11 TGF-beta sinyal yolagi 1,12E-06
194 Aktin hiicre iskeletinin 3,57E+08 10 ErbB sinyal yolag: * 1,18E-05
diizenlenmesi
miR-145-5p | 15324 85 ErbB sinyal yolagi* 2,80E+09 283 6 mTOR sinyal yolagi 0,000322
92 Fc gama R aracili fagositoz 3,21E+09 14 MAPK sinyal yolag1 0,00121
124 Ubikuitin aracili proteoliz 5,26E+09 6 Toll-like reseptor sinyal yolagi 0,0162
127 Insiilin sinyal yolag 0,00021314 8 Aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesi 0,0377
80 Apoptoz 4,33E-05 25 RNA taginmast 4,50E-05
99 T hiicre reseptor sinyal yolagi 5,65E-05 13 RNA degradasyonu 0,00133
miR-92a-3p | 14376 102 Endositoz 5,82E-05 1407 15 TGF-beta sinyal yolagi 0,00444
13 ErbB sinyal yolagi 0,0321
9 Epitel hiicrelere bakteri invazyonu 0,0459
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Secilen miRNA’larin hedef genleri ve hedef genlere ait yolaklar ayri ayri
tanmimlandiktan sonra miR145-5p ve miR-92a-3p’nin ortak hedef genleri ve yolaklari
da analiz edilmistir (Sekil 4.1).

. hsa-mir-145-5p

MYOSA
SPTLC1
ZNF772  pDX17
NUP43 CPEB4
ITGBS NUFIP2 sl PN TGFBR2

KLF4 M2l P8 CYP2C19 i

e (X E2F3 @ DD 1 HDAC2

e MYOS RElm .
PTP4A2 CsFB
DDI2
LMNB2 TPM3 AAEDH
ey DDX6
HIST1H2AH
EID2B NRAS MCEMERS S
F11R

I nsa-mir-92a-3p

Sekil 4.1. mir-92a-3p ve miR-145-5p’nin ortak hedefleri olan 40 genin MIRNET
programi gosterimi.

Ortak hedeflere ait yolaklar detayli analiz edildiginde p degeri anlamlilik
siralamasina gore endositoz (162 gen), TGF-beta sinyal yolagi (SMAD4, MYC ve
TGFBR2), ErbB sinyal yolagi (MYC, NRAS ve MAP2K4), aktin hiicre iskeletinin
diizenlenmesi (ACTB, ITGB8, NRAS ve PXN), epitel hiicrelere bakteri invazyonu
yolagi (ACTB ve PXN) ve MAPK sinyal yolaklart (MYC, NRAS, MAP2K4 ve
TGFBR2) saptanmuistir.
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4.4. KF PCR Array sonu¢larinda yer alan genler ile miRNA hedef genlerinin
karsilastirilmasi

Kistik fibrozis PCR Array Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) temeline dayal1 bir yontem olmakla birlikte hastalik ile iligkili genler ve CFTR
ile iligkili yolaklarin yer aldig1 84 adet genin ifadesi analiz edilebilmektedir. Y &ntemin
temelinde artan iirlin miktarina paralel olarak artan floresan i1s1ma miktarinin, es
zamanli olarak bilgisayar ekranindan goriintilenmesi yer almaktadir. On
calismamizda KF PCR array kullanilarak agir/hafif seyirli kardesler iceren aileler ve
kontrol grubunda transkriptomik analizler gerceklestirilmistir. Tez kapsaminda ise
saptadigimiz miRNA’larin hedef genlerinin KF PCR array sonuclarinda yer alip

almadig arastirilmis ve iki array sonucunda elde edilen veriler karsilastirilmistir.

mMiR-145-5p’nin hedefinde bulunan genlerden KF PCR Array’ de tanimli 76
gen saptanmistir. Bu genlerden 37 tanesi ifade degisikligi gostermis olup Tablo 4.4’te
listelenmistir. 19 genin ifadesi azalirken, 18 genin ifadesi artmaktadir. miR-145-5p de
miR-92a-3p gibi ifadesi artan bir miRNA oldugu i¢in etkileyecegi genlerin ifadesinin
baskilanmasi beklenmektedir. Bu yiizden ifadesi azalan genler ile bir yolak analizi
gerceklestirildiginde FDR<0,05 olan inflamasyonda gorevli TNF-alfa sinyal yolag,
IL-17 sinyal yolagi, antijen islenmesi ve sunumu, TNF sinyal yolagi ve NOD-like
reseptOr sinyal yolagi inflamasyon diizenleyen sinyal yolaklarinin yaninda; ER’daki

protein islenmesine etki eden yolaklar da tanimlanmigtir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.4. miR-145-5p hedef genleri arasindan KF PCR Array’de tanimli ve ifade

degisikligi gésteren genlerin listesi

ifadesi azalan genler Kat artis1 ifadesi artan genler Kat artis1
S100A8 -5,25 GSTM1 9,01
CXCL1 -3,53 TNFRSF11A 3,05
LCN2 -3,18 ACE 3,5
DUSP1 -2,61 STX1A 2,42
IL1B -2,61 SFTPB 2,18
HSPH1 -2,56 PDZK1 2,18
SERPINA1 -2,54 SCNN1G 2,11
HSP90AA1 -2,38 SLC9A3R2 2,09
PTGS2 -2,33 IL6 1,84
SNAP23 -2,08 EDN1 1,82
CFTR -1,80 KIT 1,76
EZR -1,74 PRKCE 1,71
TNFSF10 -1,73 DEFB1 1,65
CANX -1,63 ADIPOR?2 1,59
IFRD1 -1,62 TNFRSF1A 1,57
ITGA2 -1,61 NOS3 1,52
DNAJAL -1,58 ADRB2 1,52
MAPK1 -1,57 EPSTI1 1,51
HSPA8 -1,51

Tablo 4.5. miR-145-5p’nin ifadesi azalan hedef genlerinin WebGestalt programinda

ilk 10 yolak analizi sonucu. P degeri anlamlilik siralamasina gore siralanmis ve FDR
0,05’ten kiiclik olan yolaklar gri ile gdosterilmistir. KF patolojisi ile uyumlu olan

yolaklar * ile isaretlenmistir.

Yolak ad1 P Degeri FDR
IL-17 sinyal yolagi* 1,26E-09 4,12E-07
ER’da protein islenmesi* 0,0000382 | 0,0062266
TNF sinyal yolagi * 0,00012887 | 0,014004
Lejyonellozis 0,00030841 | 0,025136
NOD-like reseptor sinyal yolagt * 0,00065318 | 0,033868
Influenza A 0,00069828 | 0,033868
Leishmaniazis 0,00073995 | 0,033868
Antijen islenmesi ve sunumu * 0,00083111 | 0,033868
Salmonella enfeksiyonu 0,0011467 0,041534
C tipi lektin reseptdrii sinyal yolu 0,0019842 0,063798
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miR-92a-3p’nin hedefinde bulunan genlerden KF PCR Array’ de tanimli 66
gen saptanmistir. Bu genlerden 42 tanesi ifade degisikligi gostermis olup ve Tablo
4.6’te listelenmistir. 11 genin ifadesi azalirken, 31 genin ifadesi artmaktadir. miR-92a-
3p ifadesi artan bir miRNA oldugu i¢in etkileyecegi genlerin ifadesinin baskilanmasi
beklenmektedir. ifadesi azalan genler ile bir yolak analizi gergeklestirildiginde
FDR<0,05 olan inflamasyonda gorevli antijen islenmesi ve sunumu, IL-17 sinyal
yolagi, NF-kappa B sinyal yolagi ve TNF sinyal yolagi, kan akis gerilimi ve
aterosklerozis gibi inflamasyonda gorev alan sinyal yolaklarmmin yaninda; ER’da

protein islenmesine etki eden yolak tanimlanmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.6. miR-92a-3p hedef genleri arasindan KF PCR Array’ de tanimli ve ifade
degisikligi gosteren genlerin listesi

ifadesi azalan Kat artist ifadesi artan Kat artiss ifadesi artan Kat artiss

genler genler genler
EZR -1,27 GCLC 11,52 TCF7L2 2,87
NFKBIA -2,84 IL6 9,6 CXCL1 2,8
PTGS2 -258 | SFTPB 6,38 SCNN1G 2,75
TNFRSF1A -2,43 ‘ CFTR 6,3 PLA2G5 2,62
HSPA1A -2,39 TNF 55 HSPA4 2,56
SLPI -2,26 IL10 4,67 STX1A 2,29
DNAJC5 -2 | ICAM1 4,29 EDN1 2,16
DUSP1 -1,96 ‘ CXCL2 3,97 TLR2 2,05
CANX -1,77 MBL2 3,96 PRKCE 2,02
ACTB -1,71 MSRA 3,9 TLR5 1,99
HSP90AAL -1,63 FAS 3,68 SERPINAL 1,97
NOS3 3,21 EPSTI1 1,72
PDzK1 3,28 SLC9A3R1 1,58
EDNRA 3,16 PRKAA2 1,53
SNAP23 3,07 ADK 1,51

TLR4 2,88
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Tablo 4.7. miR-92a-3p’nin ifadesi azalan hedef genlerinin WebGestalt programinda
ilk 10 yolak analizi sonucu. P degeri anlamlilik siralamasina gore siralanmis ve FDR
0,05’ten kii¢iik olan yolaklar gri ile gosterilmistir. KF patolojisi ile uyumlu olan

yolaklar * ile isaretlenmistir.

Yolak adn P Degeri FDR
Kan akis gerilimi ve aterosklerozis * 0,000023878 0,0060349
ER’da protein iglenmesi * 0,000048273 0,0060349
Influenza A 0,000055536 0,0060349
Antijen islenmesi ve sunumu * 0,00012992 0,010588
IL-17 sinyal yolag: * 0,00022781 0,013183
NF-kappa B sinyal yolag: * 0,00024264 0,013183
TNF sinyal yolag: * 0,00037422 0,016081
Toksoplazmozis 0,00039463 0,016081
Apoptoz* 0,00069767 0,025271
Kaposi sarkomu ile iliskili herpes viriisii enfeksiyonu 0,0017311 0,056435

4.5. Aday miRNA’larin qRT-PCR ile validasyonu

Agir ve hafif seyirli hasta kardesler (Sekil 4.2.A) ve Sinif IV agir/hafif hasta
kardesler (Sekil 4.2.B) arasinda gergeklestirilen qRT-PCR sonrasinda miR-145-5p’nin
agir hastalik seyri gdsteren bireylerde, hafiflere gore arttigi saptanmis ancak

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

A B
159 Sinif IV
4,13
4,44 25
€ 104 - 9,43
‘Z" 20
ple)]
g = ]
= £ 14,43
S B ]
5 (7]
E 10
@
X
A : .-
0
Agir  Hafif 0-
Agir  Hafif

Unpaired t test

P value

0.9532

P value summary

ns

Significantly different (P < 0.05)?

No

Unpaired t test

P value

0.8016

One- or two-tailed P value? Two-tailed P value summary ns
t, df t=0.06085, df=7 Significantly different (P < 0.05)? 1840.3222, df=1
One- or two-tailed P value? Two-talled

Sekil 4.2. A) Agir ve hafif seyirli hasta kardesler arasinda kat degisimi gosteren miR-
145-5p’nin  qRT-PCR sonuglari. B) Smif IV agir/hafif hasta kardesler ile
gerceklestirilen analiz sonucu (Unpaired t test sonuglart *P <0,10; **P <0,01; ***P
<0,001.).
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Hasta ve kontrol bireyler arasinda gergeklestirilen qRT-PCR sonrasinda miR-
92a-3p’nin hasta bireylerde kontrole gore arttig1 saptanmis ancak istatistiksel olarak

anlaml bir fark goriilmemistir (Sekil 4.3).

4=
1,99

— 3

£

ow

= 1,02

X 1 T
O_

T
Hasta Kontrol

Unpaired t test
P value 0.2750
P value summary ns
Significantly different (P < 0.05)? No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=1.155, df=10

Sekil 4.3. Hasta ve kontrol bireyleri arasinda ifadesi artan miR-92a-3p’nin qRT-PCR
sonucu. (Unpaired t test sonucu *P <0,10; **P <0,01; ***P <0,001.).)
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5. TARTISMA

Kistik fibrozis ciddiyetinin belirlenmesinde CFTR mutasyonlarinin yani sira
cevresel etkenler, hastalik fenotipini modifiye eden genler ve gen ifade kontroliinde
onemli rollere sahip oldugu bilinen miRNA’lar da rol oynamaktadir. Grubumuzun
gergeklestirdigi bir arastirmada; tez kapsaminda da kullanmis oldugumuz ayni hasta
grubunda, ifadesi degisen genler ve klinik Ozellikler arasinda gerceklestirilen
korelasyon analizi sonucunda karaciger tutulum siddeti arttikca 6 genin (PRKCE,
CCL2, TNF, NOS3, EDN1 ve TGFB1) ifadesinin de anlamli olarak arttig1
saptanmistir. Bu genlerin diyabetik komplikasyonlarda AGE-RAGE sinyal yolagi ile
iligkili oldugu gosterilmis ve karaciger ciddiyeti agisindan fenotipi modifiye edici
olabilecekleri diigliniilmiis olup; hasta sayisi arttirilarak ¢alismalara devam

edilmektedir.

Son yillarda miRNA’larin hastalik ciddiyetindeki farkliliklari agiklayabilecek
post transkripsiyonel regiilatorlerden olabilecegi fikri ortaya ¢ikmistir. Giintimiize
kadar gerceklestirilen arastirmalar sonucunda miRNA’lar hastalik patogenezi ile
iligkilendirilmis olup; immiin yanit olusumunu, epitel hiicre farklilasmasini, CFTR
proteininin hiicre i¢i trafigini, kanal aktivitesini etkilediklerine dair veriler tiretilmistir.
Ancak KF hastaliginin ilerleyisi, hastalik ciddiyeti ve hastalik ile iligkili komplikasyon

gelisiminde miRNA’larin rolii ile ilgili bir arastirma yapilmamustir.

Tez galismasi; ayn1 genotipe sahip olmasina ragmen klinik ciddiyeti farkli olan
hasta kardesler arasinda ifade farkliligi gosteren ve fenotipik farklilifa sebep
olabilecegi diislinlilen miRNA’larin, hedef genlerin ve iligskili yolaklarin

tanimlanmasini kapsamaktadir.

Kolay erisilebilen hiicreler olan nazal epitel hiicreleri, alt solunum yolunu
yansitan bir model olup; akciger epitel hiicreleri ile uyumlu bir transkriptomik profile
sahiptir. Nazal hiicreler invazif olmayan bir yontem kullanilarak 6rnek alinmasi
nedeniyle kistik fibrozis arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Nazal
stiriintiilerden elde edilen nazal epitel hiicreleri; %89,1 epitel (bazal, suprabazal, salgi,
silli, ser6z ve farklilasmamis) hiicrelerin yaninda %6,2 immiin ve %4,7 yerlesik hiicre

(diiz kas, perisit, fibroblast ve endotelyal) popiilasyonunu igermektedir [56].
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Tez kapsaminda nazal hiicrelerden elde edilen RNA’lar ile ilk defa miRNA
Array yontemi gerceklestirilmis ve farkli algoritmalar iceren BRB-ArrayTool, TAC
4.0 ve MeV biyoinformatik programlar birbirleri ile karsilastirilarak miRNA’lar
saptanmistir. BRB-ArrayTool’ da elde edilen biitiin miRNA’lar TAC 4.0 programinda
da saptanmis, fakat MeV programinda ortak miRNA bulunmamustir. Nadir hastalik
caligmalarinda 6rneklem biiyiikliigi, 6zellikle ayn1t mutasyona sahip ancak farkli klinik
siddete sahip kardeslerde en biiyiikk zorluklardan biridir. Biyoinformatik analiz
sonuglarinda segilen miRNA’larin qRT-PCR ile validasyonu gergeklestirilmis, iki
sonug i¢in de miRNA ifadelerindeki kat artiglarinin sayisal degerleri ayni olmasa da
ifade artis1 bakimindan uyumluluk elde edilmistir. Ciinkii kullanilan biyoinformatik ve
ham veri analiz yontemleri bilgisayar tabanli yontemler olup farkli algoritmalar
icermektedir. qRT-PCR ile validasyonu yonteminde ise hasta RNA’lar1 kullanilarak
ifade artislar1 deneysel olarak gosterilmistir. Fakat iki miRNA i¢in de istatistiksel
anlamlilik elde edilememistir. Anlamlilik elde edilememesinin en biiylik nedeninin
hasta sayisinin kisitli olmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Caligma kisitli hasta
sayist ile gergeklestirilmis olmasina ragmen ifade farkliligi gosteren genler ve islevleri
arasindaki korelasyon ile transkriptomik verilerin dogrulugu gosterilebilmistir. Alt
solunum yolunu temsil eden uygulanabilir bir model olan nazal epitel hiicreleri ile elde
edilen 6n veriler kullanilarak, devam eden ¢alismalarimiz i¢in nazal hiicre kiiltiirlerinin
olusturulmas: ile fonksiyonel caligmalar i¢in yeterli miktarda RNA ve protein

tiretilmesi planlanmaktadir.

Agir ve hafif bireylerin karsilastirilmas1 sonucunda miR-145-5p’ nin agir
hastalarda (3,32 kat) hafif bireylere gore artig1 saptanmug fakat istatistiksel anlamlilik
elde edilememistir. Mutasyon siniflarina goreayirdigimizda ise miR-145-5p’nin Sinif
IV agir seyirli hastada hafif seyirli hastalara gore ifadesinin arttigi (15,33 kat)
saptanmis, fakat yine istatistiksel anlamlilik elde edilememistir. Literatiirde agir ve
hafif seyirli KF hasta bireylere ait miRNA profillerinin karsilagtirildig: bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Gillien ve ark.’lar1 2011 yilinda CFTR 3> UTR bdélgesine
baglanacak olas1 tiim miRNA’lar1 TargetScan programi ile analiz etmis ve aday
miRNA’lar arasinda miR-145-5p’nin yiiksek skor gdsterdigini saptamistir [30]. Bizim
calismamizda ise BRB-ArrayTool ve TAC 4.0 ile ham veri analizinde kullanilan

programlarin sayisi arttirilarak analizler gergeklestirilmis, hedef gen analizinde ise 2
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ayrt (miRWalk ve miRNET) program daha kullanilmistir. Gillien ve ark.’larinin
sonuglarindan yola ¢ikarak Megiorni ve ark.’lar1 ise 2013 yilinda yayimladiklart miR-
145-5p’nin 18 KF hasta (en az 1 mutasyonu F508del olan) nazal 6rneklerinde kontrole
gore arttigin1 gostermis olup; hedefledigi SMAD3 geninin ifadesindeki azalmay1
valide etmistir [57]. Bizim ¢alismamizda ise hasta bireyler; agir/hafif ve siniflar arasi
agir hafif olarak gruplandirilmis olup; daha detayli analizler gerceklestirmis ve miR-

145-5p Smif IV grubunda tanimlanmuistir.

Kabir ve ark.’lar1 miR-145'in KF ve KF olmayan primer epitel hava yolu
hiicrelerinde (10 kat) ve bronkoalveolar lavaj sivisinda bulunan eksozomlarda (2 kat)
kontrole gore arttigin1 gostermislerdir [S8]. Sultan ve ark.’lar1, Kabir ve ark.’larinin
yaptig1 calisgmadan yola ¢ikarak CFTR mRNA'sina baglanan miR-145-5p'nin
baglanma bdlgesi icin bir peptid niikleik asit tasarlamis ve miRNA fonksiyonlarinin
inhibisyonunu Calu-3 hiicre hatlarinda gergeklestirmistir. miR-145-5p’nin inhibisyonu
ile CFTR mRNA ve protein miktarinda artis saptanmistir [59]. Aynm ekip tarafindan
yaymmlanan bir bildiride CFTR tedavisi i¢in farkli mutasyon siniflar1 goz Oniine
alindiginda, miR-145'in baskilanmasinin 6zellikle Smif 1V (daha az islev), Smif V
(daha az protein) ve Sinif VI (daha az kararli protein) CFTR mutasyonlar1 igeren
hastalar i¢in miR-145-5p’nin terapotik hedef olarak kullanilabilecegi yorumlanmigtir
[60]. Literatiirde hiicre hatlar1 ile elde edilen veriler ile tez ¢alismasi kapsaminda
kullanilan hasta nazal Orneklerine ait sonuclarin birbiri ile uyumlu oldugu dikkat

¢ekmektedir.

Elde ettigimiz bilgiler dogrultusunda, miR-145-5p ifadesinin Sinif IV grubu
mutasyon iceren hasta sayisi arttirilarak arastirilmasi planlanmaktadir. miR-145-
S5p’nin potansiyel hedef genler ilizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaciyla ise;
sentetik Onciill miRNA’larin (oligomiRNA) veya miRNA inhibitorlerinin (anti-
miRNA) nazal primer hiicre hattina transfeksiyonu sonrasinda CFTR ve olast diger
hedef genlerin ifadesi /yerlesiminin arastirilmasi, CFTR ve olas1 hedef genlerin gorev
aldiklar biyolojik yolaklara (klor kanal aktivitesi, inflamasyon, hiicre 6liimii vb.) ait
islevsel analizlerin gergeklestirilmesi planlanmaktadir. Ayni zamanda miR-145-
5p’nin hedef genleri ile olusturulan yolak analizleri sonucunda farkli biyoinformatik
programlarda ortak olarak belirlenmis olan ErbB sinyal yolagin1 aydinlatmak iizere

yeni aragtirma projeleri hazirlanmaktadir. ErbB (epidermal biiyiime faktorii reseptorii,
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EGFR) ailesi, yapisal olarak iliskili dort reseptor tirozin kinazdan olusan bir ailedir.
Literatiirde ErbB sinyali, multipl skleroz ve Alzheimer Hastalig1 gibi nérodejeneratif
hastaliklarin gelisimi ile iliskilendirilmistir. ErbB-1 ve ErbB-2 sinyalinde artis, gesitli
timor tiirlerinin gelisimi ve malignitesinde saptanmistir. Farelerde, ErbB ailesindeki
sinyal degisikligi akcigerler, deri, kalp ve beyin dahil olmak iizere bir¢cok etkide
bulunmaktadir. Duan ve ark.’larinin T84 hiicre hatlarinda EGF tarafindan inhibe edilen
K+ kanallarim1 ve apikal CFTR'nin aktivitesini ErbB tirozin kinaz inhibitorleri ile

gerceklestirmislerdir [61].

Kistik fibrozis disindaki solunum yolu hastaliklarinda da (astim, alerjik rinit,
kronik obstriiktif akciger hastaligl) miR-145-5p’nin hastalara ait serum, plazma ve
balgam oOrneklerinde saglikli kontrollere kiyasla artiy gosterdigi saptanmistir [62,
63]Ayn1 zamanda miR-145-5p ifadesinin c¢esitli kanser tiirlerinde artis/azalis
gosterdigi bulunmustur [64-66].

Biyoinformatik analiz sonuglarinin gosterildigi Tablo 4.2°de, Simif IV
agir/hafif seyirli hasta bireylerin analizi sonucunda sectigimiz ve qRT-PCR ile valide
ettigimiz miR-145-5p disinda da ifadesi artan 4 miRNA (miR-146a-5p 16.01 kat, miR-
193a-5p 13.51 kat, miR-25-3p 5.36 kat ve miR-223-3p 2.75 kat) dikkat ¢cekmektedir.
miR-145-5p hem biitiin agir/hafif hasta hem de Sinif IV agir/hafif hasta grubunda elde
edildigi i¢in se¢ilmis olup, diger miRNA’lar tez sonrasi ¢alismalar i¢cin aday miRNA
olarak ¢alisilacaktir. Literatiirde KF ve miR-193-5p ile miR-25-3p iliskisi ile ilgili bir
calismaya rastlanilmamis olup; ilk defa tez kapsaminda tanimlanmistir. Diger 3
miRNA’nin  (miR-144-5-5p, miR-146a-5p ve miR-223-3p) ortak hedef genleri
arastirildiginda STAT1 genine ulasilmigtir. STAT1 geninin yer aldigi yolaklardan olan
JAK/STAT, MAPK ve NFKB sinyal yolaklarinin yaninda, STAT1’in EGFR/ErbB
yolaginda yer alan STATI/STAT3 heterodimer yapisi ile iliskilendirilebilecegi
diistiniilmektedir [67].

Hasta ve kontrol bireylerin karsilastirilmast sonucunda biyoinformatik
analizlerle miR-92a-3p’nin, BRB-ArrayTool (115,99 kat) ve TAC 4.0 (20,04 kat)
programlar1 ile kontrole gore arttigi saptanmis fakat qRT-PCR yontemi sonrasi
istatistiksel anlamlilik elde edilememistir. qRT-PCR sonuglar1 degerlendirilirken hasta

bireyler mutasyon siniflara gore ayrilmis ve ek analizler sonucunda miR-92a-3p
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ifadesindeki artisin Sinif I homozigot mutasyona (F508del/F508del) sahip Aile 3’¢ ait
hasta bireylerde (4,14 kat) goriildiigii saptanmistir (p=0,004, ek analiz sonucu Bulgular
boliimiinde bahsedilmemistir). F508del homozigot mutasyonuna sahip KF hasta ve
kontrol bireylerinin kan ve serum 6rneklerinde gerceklestirilen bir ¢caligma sonucunda
saptanan 10 miRNA arasindan miR-92a-3p’nin gRT-PCR yontemi ile artig1 valide
edilmis fakat kontrol bireylerle yapilan kiyaslamada istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir [68].

Kistik fibrozis disindaki solunum yolu hastaliklarinda da (akut ve stabil kronik
obstriiktif akciger hastaligi) hasta serum Orneklerinde saglikli bireylere gore daha
yiiksek miR-92a-3p ifadesi saptanmistir [69]. Ek olarak miR-92a-3p’nin pankreas,
mide, prostat, karaciger ve kolon kanserleri i¢in de olas1 bir biyobelirte¢ olabilecegi

yaymlanmistir [70-72]

Literatiirde KF hasta ve kontrol bireylerin karsilastirilmasi: sonucunda ifade
degisikligi saptanan ¢ok sayida miRNA calismasi bulunmaktadir. Genelde Caco-2,
16HBE140-, HEK?293, Calu-3 hiicre hatlari, primer bronsiyal farklilastirilmis hiicre
kiltiirti, KF ve saglikli primer trakeal ve primer bronsiyal hiicre kiiltiirleri kullanilarak
miRNA’larin etkileri aragtirllmistir. Tez kapsaminda yapilan ham veri analizlerinde
miR-1246 ve miR-17-5p’nin bu miRNA’lar arasinda yer aldigi bulunmus olup, miR-
17 hakkinda insan dokularinda bir ¢alisma bulunmamaktadir. Beta-ENaC transgenik
fare ve saglikli fare primer bronsiyal hiicre kiiltiirii kullanilarak yapilanbir ¢alismada,
MiR-17"nin ifadesindeki azalma ile IL-8 ifadesinin arttigi ve inflamasyonun
tetiklendigi gosterilmistir [73]. miR-1246’n1in ise direkt CFTR’yi hedefleyerek insan
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde proliferasyonu, invazyonu ve farklilagsmay1 diizenledigi
saptanmistir [74]. Hasta ve saglikli bireylerden olusturulan primer bronsiyal hiicre
kiiltiirleri ile gerceklestirilen bir calismada, Activating Transcription Factor 6 (ATF6)
genini dogrudan hedef alan miR-221’in ifade seviyesinin arttig1 saptanmistir. ATF6
dogru katlanmamis proteinleri yikim yolagma yonlendirmektedir. Yikima
ugrayamayan CFTR proteini birikerek, ER stresini yaratmaktadir [75]. Benzer sekilde,
MiR-224-5p’nin de ifadesinin arttigit ve SMAD4’ii hedefleyerek TGF-beta sinyal
yolag1 aracili IL-8 salinimim arttirdigi saptanmistir [57]. Oglesby ve ark.’lar1 KF’li
hastalardan olusturulan primer bronsiyal hiicre kiiltlirlerinde miR-126’nin ifadesinin

azaldigin1 bulmustur. TLR2 ve TLR4 sinyal yolaklarinin negatif diizenleyicisi olan
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TOM1, miR-126’nin hedeflerinden birisi olup; immiin yanitin baslamasinda rol
almaktadir [76]. Farkli hiicre modellerindeki ¢alismalar sonucunda miR-155’in IL-8
aracilt inflamasyon yanitinda rol alan genleri ve akciger fibrozunu hedefledigi
bulunmustur [77]. IL-8’in etkilendigi miRNA ¢aligmalarindan bir digeri olan bronsiyal
ve trakeal drnekleri kullanarak yaptiklar calismada, hasta ve kontrol bireyleri arasinda
artan miR-145’in SMAD3’1i hedefleyerek IL-8 salinimini ve inflamasyonu tetikledigi
gosterilmistir [57]. Literatiirde yayinlanan, hasta ve kontrol bireyleri arasinda
gerceklestirilen tiim arastirmalar sonucunda ortak olarak inflamasyon yolaklarinda
gorevli miRNA’larin tanimlandig1 dikkat ¢ekmektedir. Tez ¢aligmasi sonucunda ise
miR-92a-3p’nin hedef genleri ve yolak analizi sonucunda KF patolojisi ile uyumlu p
degerine gore anlamliligi en yiiksek yolagin apoptoz, icerdigi hedef gen sayisi

acisindan en fazla hedef gene sahip yolagin ise endositoz yolagi oldugu saptanmustir.

Agir/hafif, Siif IV agiur/hafif ve hasta/kontrol gruplarinda artis saptadigimiz
miR-145-5p ve miR-92a-3p'nin hedef genlerinin KF PCR array sonuglarinda yer alip
almadig1 arastirtlmis ve oncelikli olarak ifadesi azalan hedef genler gruplandirilmigstir
(Tablo 4.5 ve Tablo 4.7). miR-145-5p’nin hedefledigi 76 genin ve miR-92a-3p’nin
hedefledigi 66 genin KF PCR Array’de yer aldig1 tanimlanmis ve ifadelerinde azalis
saptanan genler ile yolak analizi gergeklestirilmistir. miR-145-5p’nin ifadesi azalan 19
geni ile yapilan yolak analizi sonucunda p degeri en yiiksek IL-17 sinyal yolagi, miR-
92a-3p’nin ifadesi azalan 11 gen ile yapilan yolak analizi sonucunda ise p degeri en
yiiksek kan akis1 ve ateroskleroz yolagi tanimlanmistir. IL-17 sinyal yolaginin ise hem
akut hem de kronik inflamatuar yanitlarda ve epitel hiicreleri hiicre dis1 patojenlere
kars1 korumada énemli role sahip oldugu bilinmektedir. Tleriki calismalarda miR-145-
Sp’nin diger hedef genlerinin ifadesi arastirilarak kistik fibrozis hastaliginda 1L-17
sinyal yolagina bagl olarak artan nétrofil gogiiniin ve infiltrasyonunun aydinlatilmasi

amaglanmaktadir [78].

Son yillarda yapilan ¢aligmalarla miRNA ifadelerindeki artisin, hedefledikleri
genlerin ifadelerinde de artisa sebep olabilecegi gosterilmistir [79]. DNA metilasyonu
(DNA metiltransferazlar) ve histon modifikasyonu (histon deasetilazlar) gibi
epigenetik kontrol basamaklarinda yer alan genlerin miRNA aracili ifade degisimi

PR

sonucunda, metilasyon ve kromatin modifikasyonlarinin degistigi ve bu durumun
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RNA polimerazlarin hedef gene baglanabilmesini kolaylastirdig1 yayinlanmistir [80].
Boylece azalan metilasyon ve kromatin modifikasyonlar1 sebebiyle hedef gen

ifadelerinde artis gozlenebilmektedir [81].

Xiao ve ark.'lar1 tarafindan gergeklestirilen bir diger calismada ise miRNA'larin
cekirdekte enhancer bolgelere baglanarak hedef genlerin ifadelerini arttirdig:
gosterilmistir [82]. Tez kapsaminda miR-145-5p’nin artan hedef genleri ile yolak
analizi gergeklestirildiginde diyabetik komplikasyonlarda AGE-RANGE yolag,
insiilin direnci ve kan akis gerilimi ve aterosklerozis saptanmistir (FDR<=0,05, ek
analiz sonucu Bulgular boliimiinde bahsedilmemistir). Bu yolaklar fenotipi modifiye
edici genler ile gerceklestirdigimiz ¢alismamizda elde ettigimiz ve karaciger siddeti
arttikca ifadesi degisen yolaklar ile ortiismektedir [4]. miR-92a-3p’nin artan hedef
genleri ile yolak analizi gergeklestirildiginde ise TNF ve diyabetik komplikasyonlarda
AGE-RANGE yolagimin KF patolojisi ile uyumlu olduklar1 saptanmistir (ek analiz

sonucu Bulgular boliimiinde bahsedilmemistir).

Gergeklestirilen bu tez ¢alismas1 dogrultusunda, agir ve hafif seyir gdsteren
hasta kardesler arasindaki klinik ciddiyet farkina sebep olabilecek miRNA’lar
saptanmis ve hedef genleri ile iligkili yolaklar aydinlatilmigtir. Literatiirde Siuf IV
grubunun klinik ciddiyet agisindan karsilastirildigi bir ¢alisma bulunmayip tez
calismasi bu ¢iktilar dogrultusunda 6zgiin bir ¢alismadir. Tez ¢iktilari ileriki donemde,
tedavi i¢in yeni hedef miRNA’larin gelistirilmesine ve elde edilen adaylarin hem
prognostik hem de terapdtik biyobelirteg olarak kullanilmalarima olanak

saglayabilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Gergeklestirilen tez ¢alismasi kapsaminda, asagidaki sonuglar elde edilmistir.

o

miRNA ham veri analizi sonucuna gére BRB-ArrayTool ve TAC 4.0
programlarinin benzer miRNA adaylarini gosterdigi saptandi.

miR-145-5p agir hastalarda (4,44 kat) ve Sinif IV agir hastada (14,43 kat) hafif
seyirli hasta grubuna gore artis gosteren miRNA olarak saptandi, qRT-PCR
sonrast istatistiksel olarak anlamlilik elde edilemedi.

Sinif IT ve Smif III agir seyirli hasta grubunda kat degisimi gosteren miRNA
tanimlanmada.

Sinif IV grubunda miR-145-5p’in yani sira ifadesi artan 4 miRNA (miR-146a-
5p, miR-193a-5p, miR-25-3p, miR-223-3p) daha tanimlandi.

miR-145-5p’nin hedef genlerine ait yolak analizi sonucunda klinik ciddiyet ile
iligkilendirilebilen ve ortak olarak elde edilen ErbB sinyal yolagi tanimlandi.
Kistik fibrozis hasta grubunda miR-92a-3p (1,99 kat), kontrol grubuna gore
artis gosteren miRNA olarak olarak saptandi, QqRT-PCR sonrasi istatistiksel
olarak anlamlilik elde edilemedi..

miR-92a-3p’nin hedef genlerine ait yolak analizi sonucunda klinik ciddiyetile
iliskilendirilebilecek, p degeri anlamliligina gére apoptoz ve en ¢ok geni iceren
yolak olarak ise endositoz saptandi.

miR-145-5p ve miR-92a-3p’ye ait hedef genlerin ortak kesisim kiimesi
olusturuldu. Hedef genlere ait yolak analizi sonucunda endositoz, TGF-beta
sinyal yolagi, ErbB sinyal yolagi, aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesi, epitel
hiicrelere bakteri invazyonu yolagi ve MAPK sinyal yolaklari saptandi.

Elde edilen miRNAlarin hedef genlerinin KF PCR Array’de olma durumu
aragtirtldi ve miR145-5p i¢in hedef 76 gen, miR-92a-3p i¢in hedef 66 gen
tanimlandi. miRNA hedef genleri ve KF Array’deki hedef genler ile yapilan
yolak analizleri sonucunda iki miRNA’nin ortak hedefi olarak anlamli

Influenza A, miR92a-3p’nin ise Apoptoz yolagi saptandi.



52

6.2. Oneriler

O

Tez kapsaminda belirlenen miR-145-5p’in potansiyel hedef genler {izerindeki
etkilerinin arastirilmasi amaciyla Simif IV mutasyonu igeren hasta sayisi
arttirtlacaktir. Ayni zamanda Sinif IV grubu mutasyona sahip hastalarda nazal
stirlintii 6rnekleri alinarak nazal primer hiicre kiiltiirii olusturulacaktir. Artis
saptadigimiz miR-145-5p’nin ifadesi, nazal hiicre kiiltiirlerinde anti-miR
yardimu ile baskilanacak ve miR-145-5p’nin hedef genlerinin (ErbB ve IL-17
yolaklarinda yer alan genler arasindan hedefler secilecektir) ifadesinin artip
artmadig1 arastirilacaktir. Secilen yolaklar ile iliskili olarak detayli islevsel
analizler gergeklestirilecektir.

Smif IV agiw/hafif grubunda miR-145-5p yanmi sira ifadesi artan diger
miRNA’larin (miR-146a-5p, miR-193a-5p, miR25-3p ve miR-223-3p) ortaklik
analizi sonucunda; miR-145-5p, miR-146a-5p ve miR-223-3p’nin STATI1
genini hedefledigi bulunmustur. miR-146a-5p, miR-223-3p ve hedef gen olan
STATTI ifadelerinin Sif IV grubunda aragtirilmasi planlanmaktadir.

Tez kapsaminda kullanilan hasta ve kontrol bireylere ait serumlar izole edilmis
olup; Hacettepe Universitesi Nadir hastaliklar Biyobankasinda saklanmaktadir.
Secilen miRNA’larin eksozomlar araciligiyla tasmip tasinmadiginin
arastirilmasi planlanmaktadir. Dolasimdaki varligi gosterilebilen miRNA’lar
ileride hastaligin seyri ve tedavisi acisindan biyobelirteg olma 6zelligine sahip
olabilecektir.

miR-92a-3p ve miR-145-5p’nin genomik dizilerindeki varyasyonlar miRNA
gen dizilemesi ile arastirilacak ve hastalik durumunda bu miRNA
ifadelerindeki degisimlerin genomik varyasyonlardan kaynakli olup olmadigi
belirlenecektir.

miR-92a-3p ve miR-145-5p ifadesi diger solunum yolu hastaliklarinda da (IPF
ve PCD) arastirilacaktir. Literatiirde PCD hastalig1 i¢in bu iki miRNA hakkinda
calisilma bulunmamaktadir. miR-92a-3p’nin ise akciger fibrozunda etkili
olabilecegini diisiinen bir c¢aligma, tez kapsaminda hasta Ornekleriyle
desteklenmis olup ileriki ¢aligmalar i¢in yeni bir aragtirma konusu olabilecek

durumdadir.
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EK-2: miR-145-5p’nin hedef genlerinin ve hedef genlere ait yolaklarin miRWalk ve
miRNET ile analiz sonuglari.

miR-145-5p
Hedef
gen Yolak ad1 p degeri
sayis1
308 Kanser iliskili yolaklar 7,90E+01
127 Axon guidance 1,73E+04
143 Whnt sinyal yolu 8,82E+06
173 Endositoz 1,82E+08
194 Aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesi 3,57E+08
85 ErbB sinyal yolu 2,80E+09
. 92 Fc gama R aracili fagositoz 3,21E+09
miRWalk 124 Ubikuitin aracili proteoliz 5,26E+09
55 Hedgehog sinyal yolu 5,73E+09
72 Kronik miyeloid 16semi 6,87E+09
54 Bazal hiicreli karsinoma 7,04E+09
71 Aritmojenik sag ventrikiiler kardiyomiyopati ARVC 8,27E+09
84 Prostat kanseri 0,000126222595733025
127 Insiilin sinyal yolu 0,000213142376286157
13 Kronik miyeloid 16semi 2,31E-09
25 Kanser iligkili yolaklar 2,67E-09
12 Pankreas kanseri 1,33E-08
17 HTLV-I enfeksiyonu 6,22E-07
11 TGF-beta sinyal yolu 1,10E-06
10 Melanoma 1,20E-06
13 Hiicre dongiisii 1,50E-06
7 Mesane kanseri 1,60E-06
9 Glioma 7,10E-06
10 ErbB sinyal yolu 1,20E-05
9 Adheren baglantilar 1,30E-05
7 Bobrek hiicreli karsinom 0,00024
13 Fokal adezyon 0,00026
6 mTOR sinyal yolu 0,00032
8 Prostat kanseri 0,00045
6 Kolorektal kanser 0,00052
miRNET 7 p53 sinyal yolu 0,00052
6 Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri 0,00071
5 I—_Ielicqbacter pylori enfeksiyonunda epitel hiicre 0,00098
sinyali
14 MAPK sinyal yolu 0,00121
5 Endometriyal kanser 0,00216
4 Tiroid kanseri 0,00261
8 Axon guidance 0,00325
7 GnRH sinyal yolu 0,00349
8 Whnt sinyal yolu 0,0107
7 Osteoklast farklilagmasi 0,0124
3 Hipertrofik kardiyomiyopati (HCM) 0,0151
6 Toll benzeri reseptor sinyal yolu 0,0162
4 Notch sinyal yolu 0,0168
3 Viral miyokardit 0,0168
2 Otoimmiin tiroid hastalig1 0,0178
6 Hepatit C 0,0185




5 VEGEF sinyal yolu 0,0216
3 IgA tiretimi i¢in bagirsak bagisiklik ag1 0,0225
2 Dorso-ventral eksen olusumu 0,0255
4 Akut miyeloid 16semi 0,0317
8 Aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesi 0,0377
5 Chagas hastalig1 (Amerikan tripanosomiasisi) 0,0393
5 Epstein-Barr viriisii enfeksiyonu 0,0426
6 Norotrofin sinyal yolu 0,045

2 Fenilalanin metabolizmasi 0,049




EK-3: miR-92a-3p’nin hedef genlerinin ve hedef genlere ait yolaklarin miRWalk ve
miRNET ile analiz sonuglart.

miR-92a-3p
Hedef
gen Yolak adi P degeri
saylisl

120 Axon guidance 8,44E-08

284 Kanser iliskili yolaklar 4,22E-07

71 Kronik miyeloid 16semi 6,89E-06

62 Glioma 1,30E-05
miRWalk | 80 Apoptoz 4,33E-05

99 T hiicre reseptorii sinyal yolu 5,65E-05

162 Endositoz 5,82E-05

51 Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri 0,000184193

78 Kolorektal kanser 0,000186945

30 Hiicre dongiisii 8,72E-08

25 RNA tagima 4,50E-05

44 Kanser iligkili yolaklar 0,00042

15 Salmonella enfeksiyonu 0,0009

13 RNA bozulmasi 0,00133

14 p53 sinyal yolu 0,00149

8 Tiroid kanseri 0,00179

16 Prostat kanseri 0,00245

10 Valin, 16sin ve izolosin yikimi 0,00326

15 TGF-beta sinyal yolu 0,00444

10 Notch sinyal yolu 0,0054

8 Patojenik Escherichia coli enfeksiyonu 0,00796

. 15 Epstein-Barr viriisii enfeksiyonu 0,00947

mIRNET 9 Lizin bozulmasi 0,0163

26 HTLV-I enfeksiyonu 0,0179

12 Kronik miyeloid 16semi 0,0197

11 Glioma 0,0204

9 Kolorektal kanser 0,0211

7 Sistein ve metionin metabolizmasi 0,0224

9 Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri 0,0301

11 Pankreas kanseri 0,0306

13 ErbB sinyal yolu 0,0321

5 Propanoat metabolizmasi 0,0347

15 influenza A 0,0372

8 Sigelloz 0,0434

9 Epitel hiicrelere bakteri invazyonu 0,0459
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