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OZET

IDIYOPATIK PULMONER FiBROZiSLi HASTALARDA MiKRORNA, CCN2 VE
TGF-p EKSPRESYON DUZEYLERININ DEGERLENDIRILMESI
DR. KUBRA METLIi, UZMANLIK TEZi, KONYA, 2021

Amac: MiRNA lar biyolojik siireglerde ve IPF gibi fibrotik hastaliklarda rol alan kiigiik
RNA molekiilleridir. Son yillarda yapilan c¢aligmalar; viicut sivilarinda tespit
edilebilecegini, hastaliklarin tan1 ve takiplerinde belirte¢ olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. Bu projede amag; IPF hastalarinda fibrotik siirecten sorumlu olabilecek
CCN2 ve TGF-B genlerinin ve 21 miRNA’nin ekspresyon diizeylerinin periferik kanda
gPCR yontemiyle degerlendirilmesidir.

Yontem: Gogiis hastaliklar1 ana bilim dali multidisipliner interstisyel akciger hastaliklar
konseyinde degerlendirilmis ve IPF tanisi almis 20 kisilik hasta grubu ile 20 saglikli
goniilliiden alinan periferik kan o6rneklerinde qPCR ile CCN2, TGF-f ve miRNA

ekspresyon analizleri yapildi.

Bulgular: CCN2, TGF-B genlerinin ve miR’lerin ekspresyon diizeyleri belirlenerek hasta
ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel yontemler ile incelendi. TGF-B, miR-
29a/29b/29c¢-3p, miR-19a, miR-130a-3p, miR-140-5p, miR-320a, miR-155-5p, miR-21-5p,
miR-205-5p ekspresyonlar1 hasta grubunda downregiile bulundu, miR-143-3p ekspresyonu
ise upregiile bulundu. CCN2, miR-145, miR-30a/30b/30d/30e-5p, miR-26a-5p, miR-32-5p,
miR-19b-1, miR-133 ve let-7d gruplar arasinda ekspresyon farki gostermedi. Hastalarda
miR-29a-3p ve miR-140-5p’nin sigara kullanimi ile; miR-155-5p, miR-140-5p ve miR-
320a’nin cinsiyete gore ekspresyon farki sergiledigi saptandi. miR-29a ve miR-143 ile
lojistik regresyon modeli olusturuldu, ROC analizi ile miR-29a ve miR-143’iin hasta ve

kontrol grubunu ayirt etme giicii istatistiksel olarak yiiksek bulundu.

Sonu¢: Calismamizda, gen ve miRNA disregiilasyonunun IPF hasta serumlarinda RT-
gPCR gibi kolay ve rutin bir yontemle tespit edilebilecegi gosterilmis; tani, takip ve ilag
yanit1 degerlendirmede kullaniminin miimkiin olabilecegi tartisilmistir. Literatiire katki
saglayacak yeni bulgular tespit edilmis olup, bu bulgular 1518inda yapilacak yeni

calismalara yon verecektir.
Anahtar Kelimeler: IPF, mikroRNA, CCN2, TGF-B, RT-qPCR, serum

N.E.U. BAP Proje No: 191518011



ABSTRACT

EVALUATION OF MICRORNA, CCN2 AND TGF-p EXPRESSION LEVELS IN
PATIENTS WITH IDIOPATHIC PULMONARY FIBROSIS

KUBRA METLI, MD, DISSERTATION, KONYA, 2021

Background/Aim: MiRNA’s are small RNA molecules that participate many biological
processes and fibrotic diseases like IPF. Studies carried out in recent years; shows that it
can be detected in body fluids and can be used as a marker in the diagnosis and follow-up
of diseases. Aim in this project is evaluation of expression levels of CCN2 and TGF-$
genes and 21 miRNA’s that can be responsible for the fibrotic process of IPF, using RT-
gPCR in peripheral blood samples.

Methods: CCN2, TGF-f and miRNA expression levels were analyzed using gPCR in
peripheral blood samples of 20 patients and 20 healthy volunteers. All of the patients were
diagnosed of IPF in the multidiciplinary interstitial pulmonary diseases counsil of the chest

diseases department.

Result: Any alteration of the expression levels of CCN2, TGF-p genes and miRNA’s were
statistically analyzed. It is revealed that; TGF-B, miR-29a/b/c-3p, miR-19a, miR-130a-3p,
miR-140-5p, miR-320a, miR-155-5p, miR-21-5p, miR-205-5p expression levels were
downregulated in the patients; in contrast to miR-143-3p expression, which was
upregulated. CCN2, miR-145, miR-30a/b/d/e-5p, miR-26a-5p, miR-32-5p, miR-19b-1,
miR-133 and let-7d showed no statistically significant difference between patient and
control groups. It was demonstrated; miR-29a and miR-140 expressions were altered due
to whether the patient was a smoker, while miR-155, miR-140 and miR-320a expressions
showed gender differences. Logistical regression model with miR-29a and miR-143
expression profiles were created. It was demonstrated that; strength of differentiating case

and control groups were statistically higher in miR-29a and miR-143, with ROC analysis.

Conclusion: In this study; we demonstrated that, gene and miRNA dysregulations in blood
samples of IPF patients could easily be detected by routinely used RT-gPCR method. The
potentiality of them being used in diagnosis, follow-up and drug responsiveness was
discussed. Our project will contribute to the literature with new findings and guide the

other invetigators in this field.

Keywords: IPF; microRNA; CCN2; TGF-B; RT-qPCR; serum
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FEV1
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1. GIRIS VE AMAC

Idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF), progresif fibrozisle seyreden, kronik interstisyel akciger
hastaligidir. Prognozu bir¢ok kanser tiirlinden daha kétiidiir. Ortalama sagkalim tanidan sonra
yaklasik 4 yildir. Dispne ve Oksiiriik yasam kalitesini olumsuz etkilemektedir. Kiir sansi
bulunan tek tedavi segenegi, oldukca siirli uygulanabilen akciger transplantasyonudur. Erken
tan1 ve tedavi sagkalim i¢in Onemlidir. Teshiste, prognoz tahminlerinde, progresyonu
belirlemede kullanilabilecek ve en Onemlisi fibrozisi geri ¢evirebilecek, hedeflenebilir
noninvazif biomarkirlarin kesfi; hastalara erken tan1 ve tedavi sansi1 verecek; hedefe yonelik

tedaviler ile sagkalim ve yasam kalitesi artacak ve hatta kiir saglanabilecektir.

MikroRNA’lar (miRNA, miR) protein kodlamayan, gen ekspresyonunu diizenleyen
kiigiik RNA molekiilleridir. Hiicre dongiisii, proliferasyon, apoptoz, metabolizma gibi 6nemli
siireclerde regiilator gorevi {istlenirler. miRNA’larin  biyolojik fonksiyonlardaki rolii
aydinlatildikga, hastalik patogenezinde de rol alabilecegi diislinlilmiis ve basta kanser olmak
tizere pek ¢ok hastalik patogenezi ile miRNA disregiilasyonu arasinda baglanti kurulmustur.
Artan sayida literatiir verisi miRNA-hastalik, miRNA-gen, miRNA-¢evre ve miRNA-miRNA
etkilesimlerini ortaya koymustur. Hedefe yonelik, kisisellestirilmis tibbin 6nem kazandig:
giinimiizde; miRNA’lar da hedeflenebilir tedavi secenegi olarak dikkat c¢ekmistir,
yiiriitilmekte olan miRNA hedefli klinik ¢alismalar mevcuttur. miRNA’larin viicut sivilarinda
ve periferik kanda tespit edilebilirligi noninvazif biomarkir olarak kullantimimi miimkiin

kilmaktadir.

Gelisen, yayginlasan ve ucuzlayan genetik teknikler ile ¢ok sayida genetik markirt ayn
anda, kiiciikk Orneklerde, kisa siirede, yliksek duyarlilik ve Ozgiillikte analiz etmek
mimkiindiir. Gen-miRNA, miRNA-hastalik, gen-hastalik aragtirmalarina dayanarak
olusturulacak kanit degeri bulunan genetik panellerin; tani, prognoz tayini ve ilag yanitini

belirlemede kullanimi miimkin olacaktir.

IPF°’de miRNA ekspresyon analizinin noninvazif biomarkir olarak klinik kullanima
girmesi fayda saglayacaktir; ancak yapilan arastirmalarin ¢ogu doku ekspresyon ¢aligmalari,
hayvan modelleri ve hiicre kiiltiirii galismalaridir. Ustelik kullanilan tekniklerin cogu pahali

ve rutinde yapilmasi zor yontemlerdir. Calismamizda; periferik kan ornekleri kullanarak,



ucuz ve rutin laboratuvarlarda uygulanabilecek bir yontem olan kantitatif gergek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (Quantitative real time- polymerase chain reaction, RT-gPCR)
ile IPF patogenezinde etkili olabilecegi literatiir taramalar1 ile belirlenmis 21 miRNA’dan
olusan miRNA paneli, transforme edici biiylime faktérii (Transforming growth faktor B,
TGF-B) ve bag dokusu biiylime faktorii (Connective tissue growth factor-CCN2) geni
ekspresyon diizeyleri incelenecektir. IPF’li hastalar ile benzer demografik &zelliklere sahip
saglikli vericilerin miRNA ekspresyon analizleri karsilastirilacaktir. Ayrica miRNA-TGF-p3,
MIRNA-CCN2 ve miRNA-miRNA ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir iliski olup
olmadig1 tespit edilecektir. Lojistik regresyon analizi ile IPF tamisini yordayan uygun

modeller arastirilacak, bu veriler ile ROC egrileri belirlenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Idiyopatik Pulmoner Fibrozis

IPF sinsi baslangigl, ilerleyici seyirli, akcigerlerde heterojen fibrozis odaklari ile karakterize
kronik interstisyel bir akciger hastaligidir. Etiyolojisi tam olarak bilinmese de kronik sigara
iciciligi, ileri yas, ¢evresel ve mesleki faktorler, bazi enfeksiyonlar ve genetik yatkinlik risk
faktorleri arasindadir (Richeldi, Colard ve Jones, 2017). Kronik epitel hasari siireci baslatir,
hasara yanit olarak a¢iga ¢ikan sitokin, biiyiime faktorleri ve kemokinler; fibroblastlarin
myofibroblastlara farklilasmasina, epitelyal-mezenkimal donilisiime (EMT), kollajen agirlikli
ekstraseliiler matriks (ECM) artisina, dokunun yeniden sekillenmesine sonug¢ olarak da organ
veya dokuda fonksiyon kaybma neden olur. Genel insidanst 100,000°de 0,48-11,7 iken,
iilkemizdeki indisans1 100,000°de 5’tir (Okumus ve Bingél, 2018). IPF’nin prognozu ¢ogu
kanser tiiriinden daha kétiidiir (Vancheri, 2015). Ortalama sagkalim 3-5 yildir. Ilerleyen dispne
ve kronik oOksiirik hastalarin yasam kalitesini bozmaktadir. Tan1 koymanin gii¢liigii, tam
iyilesmeyi saglayacak tedavinin olmamasi ve akciger kanseri, pulmoner hipertansiyon gibi
ciddi komorbid hastaliklarin siklikla eslik etmesi mortalite oranlarini artirmaktadir (Caminati
vd., 2019).

Interstisyumu tutan akciger hastaliklar1 (IAH) solunum yolu hastaliklarinin %15’ini
olusturmaktadir. [AH’lar1; idiyopatik interstisyel pnémoniler (IIP), graniilomatdz hastaliklara
bagl IAH, bag dokusu hastaliklar1 veya ilaglar gibi bilinen nedenlere baglh IAH ve digerleri
olarak 4 gruba ayrilabilir (Sekil 2.1.) (Bartczak vd., 2020; Okumus ve Bingdl, 2018). IPF,
[iP’lerin en sik goriilen ve en ciddi formudur (Nalysnyk vd., 2012).



interstisyel Akciger Hastaliklar

Bilinen nedenlere idiyopatik interstisyel Grantlomatéz Digerleri
bagl hastaliklar pnomoniler (IIP) hastaliklar
« |IPF + [divopatik lenfositik interstisyel Smiflandinlamamis
* |diyopatik nonspesifik interstisyel pnémoni 11P'ler
pndmoni * idiyopatik pléroparankimal

*  Respiratuar bronsiolit interstisyel
akciger hastahigi

*  Deskuamatif interstisyel pnémaoni

*  Kriptojenik organize pnémoni

*  Akut interstisyel pnémoni

fibroelastoz

Sekil 2. 1: Interstisyel akciger hastaliklarinin smiflandirilmasi (Okumus ve Bingél, 2018).

2.2. Epidemiyoloji

IPF sinsi baslangigli, kronik akciger hastaliklarina benzer semptomlar1 olan, diger intestisyel
pnomoni nedenlerinin diglanmasiyla tespit edilen bir hastaliktir. Tani Kriterlerinin ancak son
yillarda net olarak tanimlanmasi, kayitlarda farkli tan1 kodlarinin kullanilmasi, tan1 koyma
asamasindaki giicliikler hastalarmn farkli tan1 almasina, IPF teshisi konulmasinda gecikmelere
neden olabilecegi icin insidans ve prevalans verileri tam bilinmemektedir (Nalysnyk vd.,
2012). Son donem arastirmalarda; IPF insidans ve prevalansinin diinya genelinde artmakta
oldugunu bu artisin vaka sayilarindan kaynaklanan bir artisin yani sira, yliksek ¢oziintirliikli
goriintiileme tekniklerinin gelistirilmesi ve tani kriterlerindeki yeni gelismelerin neden

olabilecegi bildirilmektedir (Trethewey ve Walters, 2018).

IPF, kronik fibrotik interstisyel pndmoninin en sik goriilen tiiriidiir. IPF

epidemiyolojisini belirlemek amaciyla yapilan sistematik bir arastirmada, IPF genel
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insidansinin yilda 2,8-9,3/100,000 bulundugu, Avrupa ve Kuzey Amerika’da insidans oranlari
yiiksek iken Asya ve Giiney Amerika’da daha diisiik oldugu belirtilmistir. (Hutchinson vd.,
2015). Turk Toraks Dernegi (TTD) Klinik Sorunlar Calisma Grubu’nun, diffiiz parankimal
akciger hastaliklar1 tanis1 almis 2245 hasta ile yaptig1 bir ¢alismada sarkoidozdan sonra IPF 2.
siklikta goriilmektedir (Musellim vd., 2014).

IPF ileri yas hastaligidir, vakalarin biiyiik ¢ogunlugu 50 yas iizerindedir. Ortalama tani
yas1 66’dir, 75 yasindan sonra prevalans hizla artar (Raghu vd., 2006; Nho, 2015). Familyal
idiyopatik pulmoner fibrozis olgularinda baslangic yasi daha erken olabilmektedir (Krauss vd.,
2019). Erkek cinsiyet IPF icin risk faktoriidiir. Yapilan epidemiyolojik calismalarda vakalarin
erkek/kadin orani yiiksek bulunmustur (Nalysnyk vd., 2012). TTD’nin g¢alismasinda da
tilkemizde erkek hasta orani1 %83,7 ile yiiksek olup, erkek/kadin oran1 5,14 olarak saptanmistir
(Musellim vd., 2014).

2.3. Etiyoloji

IPF etyopatogenezi net olarak bilinmemekle birlikte kronik epitel hasarina neden olabilecek;
kronik sigara kullanimi, ileri yas, c¢evresel ve mesleki maruziyetler, baz1 viral-bakteriyel

enfeksiyonlar ile erkek cinsiyet ve genetik yatkinlik risk faktorleri arasindadir.

2.3.1. Sigara

Sigara kullanimi IPF riskini artiran en énemli faktdrlerden biridir. IPF tanisi alan hastalarin
cogunda halen sigara kullanim1 veya ge¢miste sigara kullanma 6ykiisii bulunmaktadir (Oh vd.,
2012). Sigara; IPF gelisimi i¢in risk olusturmakla birlikte hastalik prognozunu da etkilemekte,
hic sigara kullanmayanlarla kiyaslandiginda sigara kullananlarda prognoz daha koti
seyredebilmektedir (Antoniou vd., 2008). Uzun siireli sigara kullanim1 alveol epitel hasarina,
inflamatuar reaksiyonlarin tetiklenmesine ve fibroblast aktivasyonuna yol agmaktadir (Jensen
vd., 2012). Sigara dumaninda bulunan partikiiller, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri gibi
kimyasal maddeler akcigerdeki oksidan-antioksidan dengesini ve proteaz-antiproteaz
dengesini bozar, apoptoz ve nekrozu aktive ederek apoptotik cisimcikleri artirir ve
inflamasyonu siddetlendirir (Oh vd., 2012). Nikotinin a7-nAChR reseptoriine baglanmasi
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proliferasyon, anjiyogenez, biiylime faktorlerinin salinmasina ve mikrogevreyi degistirecek
sinyal yolaklarmin aktivasyonuna yol agmaktadir (Jensen vd., 2012). Sigara dumanina
maruziyet, epigenetik degisiklikler ile de IPF gelistirebilmektedir. WNT7A gibi IPF
patogenezinden sorumlu genlerin metilasyon durumunun degistirilmesi, i¢eriginde bulunan
akrolein ile histon modifikasyonlarina sebep olmasi ve profibrotik-antifibrotik miRNA
dengesini degistirmesi, sigaranin IPF gelisiminde etkili epigenetik degisikleri olarak
degerlendirilebilir (Yang ve Schwartz, 2015).

2.3.2. Genetik

[PF’nin baz ailelerde kiimelenme gdstermesi iizerine risk olusturan genlerin tespitine ydnelik
arastirmalar yapilmistir (Talbert ve Schwartz, 2005). Familyal IPF daha erken yaslarda
gozlenebilmektedir. Kaur ve arkadaslari, IPF'ye yatkinlik riski olusturan genleri patogenezdeki
rollerine goére dort gruba ayirmistir: Siirfaktan proteinleri gibi alveolar epitel stabilitesini
diizenleyen genler, Surfactant pulmonary-associated protein C (SFTPC), Surfactant
pulmonary-associated protein A (SFTPAL), SFTPA2; telomeraz aktivitesi ile hiicre
yaslanmasini regiile eden genler, Telomerase reverse transcriptase (TERT), Telomerase RNA
component (TERC), Dyskerin (DKC1), Polyadenylate-specific ribonuclease (PARN),
Regulator of telomere elongation helicase 1 (RTEL1); konakg¢1 savunmasinda gorevli solunum
yolu miisin iretimini regiile eden Mucin 5 subtype B tracheobronchial (MUC5B) ve
inflamatuar yanitlar1 diizenleyen Toll-interacting protein (TOLLIP); epitel bariyerinin
stabilitesini saglayan desmozomal protein geni Desmoplakin (DSP) (Kaur vd., 2017). Ayrica
baz1 hastalarda TGF-B reseptor geninde patojenik varyantlar tespit edilmistir (Ozlii vd., 2010).
Sporadik IPF hastalarinda bu genlerdeki mutasyonlara daha az siklikta rastlanmaktadur.

Rutinde her IPF hastasina genetik tarama 6nerilmemektedir.

Familyal IiP’li hastalarda yapilan genom ¢apinda baglant1 analizleri sonucunda 11p15
kromozom bolgesinde bulunan 3,4 Mb’lik bolge ile hastalik arasinda iligki oldugu
saptanmistir. Bu bolgede yer alan miisin sentezinde gorevli MUCS5B geni promoter
bolgesindeki tek niikleotit polimorfizminin (SNP)(rs35705950) iPF ve familyal interstisyel
pnoénoni grubunda anlamli oranda sik goriildiigi bildirilmistir (Seibold vd., 2011). Fonksiyon

kazandiric1 etkisi olan bu varyant, MUCSB ekspresyonunu artirarak mukosilier klirensi
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bozmakta, toksik ¢evresel etkenlerin etkisini artirmakta, endoplazmik retikulum (ER) stresine

ve rejenerasyon mekanizmalarinin bozulmasina neden olmaktadir (Schwartz, 2018).

Kromozomlarin u¢ bolgelerinde yer alan, ardisik tekrarlayan DNA dizilerinden olusan
telomerler, kromozomlarin stabilitesini saglar, onlar1 yeniden diizenlenmeye kars1 korurlar.
DNA replikasyonu sirasinda bu bolgeler, katalitik fonksiyon goren ve RNA kalib1 olan TERC
bilesenlerinden olusan telomeraz enzimi ile replike edilir. TERT, TERC, DKC1, PARN,
RTEL1 genlerinde olusan patojenik varyantlarin neden oldugu Diskeratozis konjenita
sendromu hastalarinda pulmoner fibrozis gézlenmesi IPF ve telomer uzunlugu arasinda giilii

bir baglanti oldugunu gostermektedir (Stuart vd., 2015).

Alveolar epitelyal hiicre (AEC) tip 2 tarafindan sentezlenen siirfaktan, inspiryumda
ylizey gerilimini azaltan ve ekspiryumda kollapsi 6nleyen fosfolipid agirlikli bir lipoprotein
komplekstir (Agudelo vd., 2020). Siirfaktan metabolizmasinda gorevli SFTPC, SFTPA2 ve
ABCAZ3 genlerinin mutasyonlart ER stresini Uyarir, bunun sonucunda da apoptozis ve EMT
indiiklenir. Familyal IPF olgularinda daha fazla siklikla olmak iizere sporadik IPF olgularinda
da SFTPC, SFTPA2 ve ABCA3 genlerinde patojenik varyantlar tespit edilmistir (Kaur vd.,
2017).

2.3.3. Epigenetik

Bir insanin biitiin hiicrelerinde DNA kodu ayni olmasma ragmen hiicreler veya dokular
arasinda gen ekspresyon farkliligi epigenetik diizenlemeler ile saglanir. DNA dizisinde
degisiklik olmadan dizinin ifade edilme diizeyi degistirilir. Epigenetik mekanizmalar
dinamiktir; yaslanma, beslenme, ¢evresel maruziyetler ve hastaliklar ile epigenetik
degisiklikler olusabilir (Yang ve schwartz, 2015). Epigenetik diizenlemeler fizyolojik
sartlarda, hiicresel veya gevresel sartlara hiicrenin adaptasyonunu saglar. Gelisim, farklilagsma
gibi fizyolojik siireclerden ve kanser, IPF gibi patolojik siireclerden sorumludur (Bartczak vd.,
2020). DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kodlamayan RNA’lar ile gen
ekspresyonunun regiilasyonu epigenetik diizenlemede temel mekanizmalardir (Coward vd.,

2010; O'Brien vd., 2018).



IPF, kanser patogenezine; hiicreler arasi etkilesim kaybi, apoptoz dengesinin
bozulmasi, sinyal yolaklarinin anormal aktivasyonu, genetik veya epigenetik degisiklikler ile
normal dokudan farkli eksprese olan genler, miRNA ekspresyonlarin disregiilasyonu gibi
patogenetik siireclerde benzerlik gdsterir (Vancheri, 2015). IPF’li hastalardan alinan akciger
biyopsileri, hayvan modelleri ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda yapilan DNA metilasyon
analizlerinde kontrol grubundan farkli metilasyon paternleri saptanmig; Chemokine CXC
motif receptor 4 (CXCR4), trombin, Wnt/B-katenin, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF), Matrix metalloproteinase 7 (MMP7), COL3A1, diiz kas aktini o (Alpha smooth
muscle actin-a-SMA) gibi fibrotik genlerin ekspresyonlariin arttigi gosterilmistir (Bartczak
vd., 2020). IPF hastalarindan ve saglikli donédrlerden alinan akciger biyopsilerinde yapilan
histon modifikasyonu ¢alismalarinda antifibrotik etkili olan Chemokine CXC motif ligand 10
(CXCL10) ve siklooksijenaz-2 gen ekspresyonlarinin baskilandigi saptanmistir (Coward vd.,
2010).

MiRNA’lar gen ekspresyonunu postranskripsiyonel asamada, mRNA’y1 pargalayarak
veya translasyonu inhibe ederek diizenler (O'Brien vd., 2018). IPF’de fibrotik molekiiller
tarafindan aktive edilen transkripsiyon faktorleri ve epigenetik degisikler, antifibrotik
miRNA’lar1 downregiile ederken; profibrotik miRNA’larin upregiilasyonunu saglar (Gregory
vd., 2011; Kim, Sheppard ve Chapman, 2018; Yang ve schwartz, 2015). Antifibrotik
miRNA’lar TGF-B’y1, CCN2’yi, ECM proteinlerini ve enzimlerini, EMT’yi, myofibroblast
apoptozisini regiile eden genleri hedeflerken; profibrotik miRNA’lar bu yolaklari inhibe eden
gen veya miRNA’lar1 hedefleyebilir (Vettori, Gay ve Distler, 2012).

2.3.4. Yaslanma

Epidemiyolojik calismalar, ileri yasla birlikte IPF insidansinin ve prevalansmin arttigmi
gdstermistir. IPF patogenezinde hem organizma hem de hiicresel seviyelerde yaslanma
onemlidir. Telomer boylarinin kisalmasi, mikrotravmalarin kiimiilasyonu, genetik-epigenetik
degisimlerimlerin birikimi ve doku rejenerasyon kabiliyetinde azalma fibrozis gelisim riskini

artirmaktadir (Zaman ve Lee, 2018) .



2.3.5. Cinsiyet

Erkek cinsiyet IPF icin risk faktoriidiir, yapilan calismalarda tan1 alan erkek sayisinin
kadinlara oranla daha yiliksek oldugu bildirilmistir. Bu duruma, sigara kullanim orani ve
mesleki maruziyet riskinin erkeklerde daha yiiksek olmasi neden olabilmektedir (Ekstrom vd.,
2014). Cinsiyet hormonlarinin etkisini arastiran bleomisinle indiiklenmis akciger fibrozu
olusturulan fare modeli caligmasinda, erkek farelerde daha siddetli fibroz gelismesinde

cinsiyet hormonlarinin etkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Voltz vd., 2008).

2.3.6. Cevresel ve Mesleki Maruziyet

IPF’nin ¢evresel ve mesleki maruziyetler ile iliskisi iyi tanimlanmistir. IPF tamisi alan
vakalarim %16’lik kismimin anamnezinde ¢evresel ve mesleki maruziyet bulunmaktadir. Bu
maruziyetler ile direkt iliski kurulmus interstisyel akciger hastaliklarinin tanida digslanmasi
gereklidir. Tarim ve hayvancilikla ugrasi, metal, ahsap, silika gibi organik tozlara, solventlere
maruziyet IPF gelisiminde risk olusturmaktadir ve bu risk maruziyet siiresi ve miktar1 ile
artmaktadir (Walters, 2020). Lee ve ark.’lar1 mesleki maruziyet sonucu gelisen IPF’nin daha
erken baslangi¢ ve daha kotii prognozla iligkili olabilecegini bildirmistir (Lee vd., 2015).
Cevre kirliligi ve solunan havada ¢apt 10 nm’den kiiciik partikiillerin bulunmas: IPF gelisimi

icin risk olusturmakta, mortaliteyi de artirmaktadir (Sese vd., 2018).

2.3.7. Gastroozefageal Reflii Hastalig

Gastrodzefageal reflii hastaligina (GORH) bagli mide asit iceriginin kronik aspirasyonu
IPF’ye neden olabilmektedir. IPF hasta grubu ve kontrol grubu arasinda yapilan arastirmada
IPF hastalarinda daha yiiksek oranda GORH saptanmistir. IPF hastalarinin GORH tedavisinde
kullanilan proton pompa inhibitorleri ve ozellikle laparoskopik reflii cerrahisinden fayda
gordiikleri, akut alevlenme oraninin azaldigt ve hastalik progresyonunun yavasladigi

bildirilmistir (Allaix vd., 2017).



2.3.8. Viral Etkenler

Epstein-Barr viriisii (EBV), sitomegaloviriis (CMV), insan herpesviriis-7 (HHV-7) ve insan
herpesviriis-8 (HHV-8) gibi kronik viral enfeksiyonlarin, tekrarlayan epitel hasar1 ve kronik
antijenik uyar1 ile profibrotik molekiilleri artirarak IPF gelisimine neden olabilecekleri
diisiiniilmektedir. IPF hastalar1 ve kontrol grubu arasinda akciger dokusundan yapilan

calismalarda, IPF hastalarinda viral etkenler daha sik tespit edilmistir (Tang vd., 2003).

2.4. Patogenez

IPF, olagan interstisyel pnomoni (Usual interstitial pneumonia, UIP) histolojisi sergileyen,
progresif fibrozis ile seyreden bir interstisyel akciger hastaligidir. ECM proteinlerinin, aktif
fibroblastlar ve myofibroblastlar tarafindan asir1 birikimi ile karakterizedir. Bu birikimle
yeniden sekillenmis sert, fibrotik akciger parankimi ortaya c¢ikar ve sonucgta akciger
kompliyansinda azalma, gaz degisimi ve pulmoner fonksiyonlarda bozulma meydana gelir
(Chanda vd., 2019). IPF patogenezi halen anlasilamamuis, siireci tetikleyen etkenlerin ne
oldugu ve fibrotik siirecte kontrol mekanizmalarinin nasil devreden ¢iktig1 tam
bilinmemektedir. Inflamasyon ve kronik epitel hasar1 6ne siiriilen hipotezlerdir (Ozlii vd.,

2010).

Inflamatuar varsayimda; inflamasyonu tetikleyen kronik uyaranlar sonucunda, dokuda
artan inflamatuar hiicrelerden kontrolsiiz salinan profibrotik molekiiller fibrozise neden
olmaktadir. Antiinflamatuar tedavilerden beklenen yanitin alinamamasi bu varsayimdan
uzaklastirmaktadir. Inflamatuar cevabin fibrozis etkeni olmaktan ziyade fibrozise yanit

sonucunda olustugu diisiiniilmektedir (Ozlii vd., 2010).

Kronik epitel hasar1 ile tekrarlayan hasar-onarim siirecinin kontrolden ¢ikmasi,
apoptotik dengenin bozulmasi, artmig profibrotik sitokinler, fibroblast proliferasyonu,
myofibroblast diferansiasyonu, EMT, artmis kollajen ve hiicre dis1 maktriks bilesenleri ile
akciger dokusunun yeniden sekillenmesi giinlimiizde daha ¢ok kabul goérmiis varsayimdir
(Funke ve Geiser, 2015)(Sekil 2.2). Fibrotik siire¢ belli bir seviyeye ulastiginda yeniden

sekillenmis ekstraseliiler matriks, pozitif geri besleme ile yine fibrotik siireci tesvik edecek

10



profibrotik molekiiller salgilamakta, progresif ve geri doniisiimsiiz pulmoner fibrozis meydana

gelmektedir (Spognolo vd., 2020).

Fibroblastlarda apoptozisin azalmasi, proliferasyonun artmasi ve a. -SMA, kollajen gibi
daha fazla ECM bilesenleri iiretebilen myofibroblastlara doniismesi fibrotik siirecte kritik
noktalardan biridir. Fibrozisin en etkili hiicrelerden biri myofibroblastlardir, bunlar a-SMA
iceren ve diiz kas hiicrelerine benzer kasilma fonksiyonu bulunan farklilasmis fibroblastlardir

(Todd vd., 2012).

a) Normal Alveolus b) Alveolar Injury c¢) Abnormal alveolar d) Fibrosis

Alveolar
Epithelium

Capillary

\@wa
i

Sekil 2. 2: Fibrozis patogenezinde alveolar epitel hasarinin rolii (Funke ve Geiser, 2015).

AEC tip 2 hiicreleri, yetiskin akcigerinde epitelyal kok hiicre olarak iglev goriir, hasarli
alveol epitelinin rejenerasyonu ve onarimi igin anahtar bir role sahiptir. Normal akciger epitel
hasar onarim siirecinde; AEC tip 2’lerin proliferasyonu ve farklilagmasina olanak saglamak
amaciyla, stromal fibroblast ve myofibroblastlar fibriler kollajen ve fibronektinden olusan
ECM biriktirirler (Thannickal vd., 2004). Kronik hasar ve yaslanma gibi sartlar ise epitel
yenilenme olanaklarini tiikketerek mezenkimal birikimi artirir (Chanda vd., 2019). Telomerlerin
kisalmasi, mitokondriyal disfonksiyon ve artan ER stresi, iPF'de AEC tip 2 hiicrelerinin
disfonksiyonuna neden olabilmektedir. IPF alveoliinde tip 1 epitelin yerini tip-2 AEC ve

bronsiolar kiiboidal hiicreler alir (Spagnolo vd., 2020).

Fizyolojik sartlarda diisiik oranda bulunan, fibrosit olarak adlandirilan, kemik iligi
kaynaklt CD45 ve CD34 pozitif hiicrelerin doku hasari durumununda iretimleri artar.

Yaralanma bolgesine yerlesirler ve myofibroblastlara doniisiip ECM iiretimine katkida

11



bulunurlar. CXCL12, CCL2, CCL3 ve IL-10 gibi sitokinler hasarli dokudan salinarak
fibrositlerin bolgeye gogii ve farklilasmasini aktive eder (Todd vd., 2012).

EMT, alveolar epitel hiicrelerin apikal-bazal polaritesini ve hiicreler aras1 baglantilarini
kaybederek, mezenkimal molekiiler ve fonksiyonel 6zellikler edinmesidir. TGF-B, SMAD
yolagi araciligi ile EMT yi aktive eder (Zhu vd., 2017).

Makrofaj fonksiyonunun da iPF’de énemli oldugu bilinmektedir. Klasik yolla aktive
edilmis M1 makrofajlar TNF-a, IL-6, IL-12 gibi sitokinler iiretir, enfektif ajanlar ve kanser
hiicrelerine karsi savunmada gorev alir. Alternatif yolla aktive edilmis M2 makrofajlar ise
doku onarimi1 ve debrislerin ortadan kaldirilmasinda gorevlidir, IL-10 ve TGF-f iiretirler. M2

makrofajlarin pulmoner fibrozis patogenezinde rolii oldugu diisiilmektedir (Zhu vd., 2017).

Wnt sinyali yara iyilesmesi sirasinda progenitér hiicre islevlerini diizenleyerek
homeostaz1 siirdiiriir. Fonksiyonel c¢alismalar, epitelyal hiicre proliferasyonunda, EMT'de,
myofibroblast farklilasmasinda ve kollajen sentezinde Wnt sinyal yolaginin rol aldigini
gostermektedir. Wnt sinyalindeki kanonik olmayan artisin hiicresel yaslanmayi indiikledigi
gosterilmistir. IPF'de Wnt sinyal yolagmin anormal aktivasyonu gesitli calismalarda
gosterilmistir (Chanda vd., 2019). Normal akcigerlerde B-katenin ekspresyonu endotelyal ve
epitelyal hiicreler ile smirhidir; fakat IPF akcigerlerinde, proliferatif lezyonlarda ve fibroblastik
odaklarda niikleer katenin birikimi saptanmistir (Chilosi vd., 2003). IPF’de Wnt/B-katenin
sinyali, akciger fibroblastlarinda antiapoptotik ve profibrotik fonksiyonlari aktive eder,
fibroblast proliferasyonunu ve myofibroblast farklilagsmasini indiikler. Wnt, TGF-B’nin
profibrotik etkilerine de aracilik eder. TGF-f'nin epitelyal-mezenkimal gecisi indiiklemek i¢in
Whnt/B-katenin sinyal yolu ile sinerji olusturdugu gosterilmistir (Chanda vd., 2019).

Fibrotik akciger hastaliklarinda T lenfositler ana inflamatuar hiicrelerden biridir.
Regiilatuar T lenfositler (Treg) profibrotik etkilidir ve bu etkilerini TGF-B ve trombosit
kaynakl1 biiyiime faktorii (PDGF) araciligiyla gosterirler (Todd vd., 2012). IPF’li hastalarmn
akciger dokusu ve bronkoalveoler lavaj (BAL) 6rneklerinde T lenfosit artisi tespit edilmis ve
bu artisin fibrozis nedeniyle oldugu diisiilmiistiir. Akciger dokusu veya BAL Orneklerinde
CD4+/CD8+ lenfosit oraninin prognoz gdstergesi olabilecegi, yiiksek CD8+ lenfosit oraninin

kotii prognozla iliskili oldugu bildirilmistir (Daniil vd., 2005).
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IPF patogenezinde profibrotik veya antifibrotik etkili sitokinler, biiyiime faktorleri ve
kemokinler akcigerdeki epitelyal, mezenkimal veya inflamatuar hiicrelerden salgilanirlar,
fibrotik siirecin aktivasyonuna ve progresyonuna neden olurlar. Kompleks diizenleyici
mekanizmalar aracigili ile birbirlerinin {iretimlerini, fonksiyonlarin1 aktive veya inhibe
edebilirler. IL-4, fibroblast proliferasyonunu ve ECM iiretimini, makrofajlarin alternatif
aktivasyonunu indiikler (Todd wvd., 2012). IL-1B, yara iyilesmesinde etkili, hayvan
deneylerinde profibrotik etkisi gosterilmis bir sitokindir. PDGF ve TGF-B gibi biiylime
faktorlerini artirir, fibroblastlarin myofibroblastlara farklilasmasi ve ECM birikimine aracilik
eder (Kolb vd., 2001). IFN-y, in vitro deneylerde, fibroblast proliferasyonunu ve ECM
tiretimini inhibe eden ve fibroblast apoptozunu artiran proinflamatuar ve antifibrotik etkili
sitokindir. Fibrotik akciger doku analizlerinde IFN-y seviyelerinin diisiik oldugu saptanmistir

(Tsoutsou vd., 2006).

TGF-B; hiicre proliferasyonu, apoptoz, farklilasma, immiin yanit ve yara iyilesmesi
fonksiyonlarma sahip, fibrotik hastaliklarin patogenezinde yer alan en Onemli biiylime
faktoriidiir. Fibroblast goglinii uyarir, fibroblastlarin myofibroblastlara farklilasmasina aracilik
eder, myofibroblastlar tarafindan ECM iiretimini indiikkler ve matriks metaloproteinazlar
tarafindan ECM degredasyonunu inhibe ederek fibrozisin aktivasyonu ve progresyonunda rol
alir. Profibrotik etkili sitokinleri, biiyime faktorleri ve kemokinleri artirarak fibrozisi
siddetlendirir (Meng vd., 2016).

CCN2; kollajen iiretimi, ECM birikimi, myofibroblast farklilagsmasi ve proliferasyon
gibi fibrotik siire¢lerde gorev yapan profibrotik etkili biiyiime faktoriidiir. IPF’li hastalarin
orneklerinde CCN2 ekspresyonunun yiiksek oldugu gosterilmistir. TGF-f ile benzer
fonksiyonlara sahiptir, TGF-f’nin etkilerine aracilik ederek fibrotik yaniti siddetlendirebilir
(Chen vd., 2020).

Insiilin benzeri biiyiime faktdrii-1 (IGF-1) hiicre gocii ve farklilasmasinda islev goren,
antiapoptotik etkiyle reepitelizasyona katki yapan biiylime faktoriidiir. Kollajen ve fibronektin
liretimini artirarak ECM birikimine katki sagladigi in vitro ¢alismalarda gosterilmis, IPF
hastalarnin akciger dokularinda arttigi bildirilmistir. IPF’de akciger dokusunda arttig1
gosterilen IGF baglayici proteinler IGFBP-3 ve IGFBP-5’in, IGF-1’i ve IGF-1’in fibrotik
etkilerini arttirdig1 diisiiniilmektedir (Kottmann vd., 2009).

13



PDGF, fibroblast proliferasyonu, hiicre gogii ve diferansiyasyonu ile
myofibroblastlarin sayisin1 artirir.  Akcigerlerde, alveolar makrofajlar ve epitel hiicreleri
tarafindan iiretilir. IPF'li hastalarin akcigerlerindeki alveolar makrofajlar daha fazla PDGF

firettigi bildirilmistir (Wollin vd., 2015).

VEGF ailesinden VEGF-A, endotel hiicrelerinin proliferasyonunu ve anjiogenezisi
uyaran biiyiime faktoriidir. VEGF-A'nin PDGFR aktivasyonu yolu ile mezenkimal hiicre
gbciinii ve proliferasyonunu diizenleyerek fibrozise katki sagladig1 diisiiniilmektedir. IPF’de
yiiksek VEGF plazma seviyelerinin prognozla iligkili olabilecegi, 5 yillik sagkalimin
baslangigta bakilan VEGF plazma seviyesi diisiik olanlarda daha iyi oldugu gdosterilmistir
(Simler vd., 2004; Ando vd., 2010).

Fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ailesinin FGF-1 ve FGF-2 en 6nemlileri olmak tizere
22 iiyesi ve tirozin kinaz 6zelligi olan 4 tip FGF reseptorii (FGFR) bulunmaktadir. FGF ailesi
hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, gé¢ ve hayatta kalma gibi dnemli hiicresel fonksiyonlar
diizenler. FGF-2 giiclii profibrotik etkilidir; fibroblastlar, solunum yolu diiz kas hiicreleri ve
tip 1l alveolar epitel hiicrelerine mitojenik etkili; fibroblastlarda ve myofibroblastlarda kollajen
sentezini aktive edici oOzelliktedir (Wollin vd., 2015). FGF-1 ve FGF-10; fibroblast
proliferasyonunu baskilama, apoptoz aktivasyonu ve myofibroblast farklilasmasinin
inhibisyonu gibi anti-fibrotik etkilere sahiptir. Hayvan deneylerinde FGF-10'un  asiri
ekspresyonunun bleomisin ile indiikklenen pulmoner fibrozu zayiflattigi gosterilmistir (Gupte
vd., 2009).

Prostoglandin E2, fibroblast proliferasyonunu baskilayan ve apoptozisi regiile eden

antifibrotik etkilidir (Bartczak vd., 2020).

CXCL12, Monocyte chemoattracttant protein-1 (MCP-1, CCL2) ve CCL3 (MIP-1a),
fibrositlerin akciger dokusuna gociinii ve yerleserek myofibroblastlara doniisiimiinii aktive

eden profibrotik etkili kemokinlerdir (Todd vd., 2012).

2.5. iPF Klinik Ozellikleri

IPF, progresif interstisyel fibrozisin akciger kompliyansinda azalmaya ve gaz degisiminde

bozulmaya neden oldugu kronik bir hastaliktir. Semptomlar hastalik baslangicinda net
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degildir; kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), astim, kalp hastaliklarina benzeyen
nonspesifik semptomlarinin olmasi hastalarin yanlis tan1 almasina ve taninin gecikmesine
neden olur. IPF tanisi; gdgiis hastaliklari, radyoloji, patoloji, romatoloji ve gogiis cerrahisi

uzmanlarindan olusan multidisipliner bir ekip tarafindan konur (Tomassetti vd., 2015).

Hastalarda efor dispnesi 6nemli bir semptomdur. Dispne zaman iginde kotiilesir,
modifiye Tibbi Arastirma Konseyi (Medical Research Council, mMRC) gibi dispne
6lgeklerinin kullanimi dispne derecesindeki degisikliklerin izlenmesi i¢in 6nemlidir. Pulmoner
hipertansiyon, kalp yetmezligi gibi komorbiditeler de dispneye neden olabilirler (Kishaba,
2019). Inatc1, kuru dksiiriik en sik rastlanan IPF semptomlarindan biridir (Pleasants ve Tighe,

2019). Halsizlik, yorgunluk, istahsizlik gibi nonspesifik semptomlar da goézlenebilir.

Elli yas iizerinde dispne, kronik oksiiriik sikayetiyle bagvuran hastalarin IPF risk
faktorleri acgisindan degerlendirilmesi onemlidir. Anamnezde aile Oykiisii, sigara kullanimi,
kronik hastaliklar, ila¢ kullanimi, mesleki ve ¢evresel maruziyetler dikkatle sorgulanmalidir,

edinilen bilgiler tan1 veya ayirici tanida yarali bilgiler sunabilir (Raghu vd., 2018).

Fizik muayenede ¢omak parmak saptanabilir. TTD UIP Kayit Calismasi’nda ¢omak
parmak IPF’de %36,4 oraninda, IPF dis1 UIP hastalarinda ise %15,4 oraninda saptanmistir
(Okumus ve Bingol, 2018). Akciger oskiiltasyonunda bilateral bazallerde inspiryum sonunda
velkro raller duyulur (Kishaba, 2019). Hastaligin erken donemlerinde de ral duyulabilir ancak
IPF’ye spesifik bir bulgu degildir. TTD UIP Calismasi’nda velkro raller IPF hastalarminimn
%92,2’sinde saptanmustir, kesin veya olast UIP paternine sahip fakat IPF’den farkli tam
konmus hastalarda da bulunan oran %92,3’tiir (Okumus ve Bingol, 2018).

Hastaligin ileri donemlerinde, artmis dispneye bagli solunum kaslarinda hipertrofi
goriilebilir. Solunum zorlugu, istahsizlik nedeniyle hastalarda kilo kaybi olabilir, viicut kitle

indeksi (VKI) takibi yapilmasi gerekir.

2.6. Tam

IPF tanis1 i¢in giincel uluslararasi kilavuz Amerikan Toraks Dernegi (ATS), Avrupa Solunum
Dernegi (ERS), Japonya Solunum Dernegi (JRS) ve Latin Amerika Toraks Dernegi (ALAT)
isbirligi ile olusturulmustur (Raghu vd., 2018). IPF tanisi, nedeni bilinen diger interstisyel
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akciger hastaliklarinin ekarte edilmesi ile birlikte spesifik radyografik ve/veya histopatolojik
bulgularla konulur (Sharif, 2017). Anamnezde risk faktorlerine maruziyet durumu, ilag
kullanim &ykiisii sorgulanmalidir. IPF tanis1 i¢in spesifik laboratuvar testi bulunmamaktadir;
ancak hemogram, bobrek ve karaciger fonksiyon testleri (KCFT), sedimentasyon, C-Reaktif
Protein (CRP), romatoid faktor (RF), antiniikleer antikor (ANA) ve Anti Sitriiline Protein
Antikoru (anti-CCP) ayirici tanida kullanilabilecek rutin yapilmasi gereken testlerdir
(Wakwaya ve Brown, 2019). Sjégren sendromu, sistemik lupus eritematozis, skleroderma,
idiyopatik inflamatuar miyopati veya vaskiilit siiphesi olmas1 durumunda ileri serolojik testler
yapilmalidir (Raghu vd., 2018).

2.6.1. Solunum Fonksiyon Testleri

Akcigerde interstisyel alandaki fibrotik, sert dokunun etkisiyle akciger kompliyansinda azalma
ve restriktif tipte solunum fonksiyon bozuklugu meydana gelir. Tani ve pulmoner
fonksiyonlarin takibinde solunum fonksiyon testleri (SFT)’den yararlanilir. Restriktif akciger
hastaliklarinda beklendigi gibi total akciger kapasitesi, rezidiiel voliim, fonksiyonel rezidiiel
kapasite azalir. Amfizemin eslik ettigi IPF olgularinda obstriiktif paternde SFT bulgulari
gozlenebilir (Sharif, 2017). Ekspirasyonun birinci saniyesinde atilan hacim (FEV1) ve zorlu
vital kapasite (FVC) azalir. FEVI/FVC degismez veya artar. FEV1/FVC oranindaki artigin
hastalik progresyonu ile dogru orantili arttigin1 gésteren ¢aligmalar mevcuttur (Cortes-Telles
vd., 2014). Alveolokapiller iliskinin bozulmasi difiizyon kapasitesinde azalmaya neden olur.
Karbonmonoksit difiizyon kapasitesi (DLCO) gaz degisimindeki bozulmanin gostergesi olarak
IPF’li hastalarda azalmistir (Coskun, 2017).

2.6.2. Radyoloji

Posterior-anterior akciger grafisinde bazallerde ve periferde retikiiler dansiteler, bal petegi
gdriiniimii ve akciger hacminde azalma tespit edilebilir (Demirkazik, 2017). Ileri dénemlerde
gelisebilecek pulmoner hipertansiyon, kalp yetmezligi gibi komorbidite durumlarinda
kardiyotorasik oranda degisiklik, belirgin bilateral hiler gdlgeler, plevral efiizyon gbzlenebilir

(Kishaba, 2019).
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IPF tanisinda yiiksek rezoliisyonlu bilgisayarli tomografi (HRCT)nin yeri cok
onemlidir. UIP, IPF’nin HRCT bulgusudur. Klinik bulgular1 iPF ile uyumlu olgularda
HRCT’de UIP paterni  goriilmesi akciger biyopsisine ihtiyag duyulmadan IPF tanisi
koydurabilir (Sharif, 2017).

UIP paterni; subplevral ve bazallerde baskin, genellikle heterojen dagilim gdsteren,
traksiyon brongektazisi ile birlikte olabilen bal petegi goriiniimiidiir (Sekil 2.3)(Raghu vd.,
2018). Bal petegi goriiniimii, benzer boyutlarda kiimelenmis, kalin duvarl, genellikle 3-5 mm
arasinda kistik bosluklar olarak tanimlanir, bazen boyutu 25 mm'ye kadar ¢ikabilir (Lynch vd.,
2018). Tutulumun orta ve {ist zonlarda baskin olmasi, peribronkovaskiiler tutulum, buzlu cam
goriintlisiinlin yaygin gozlenmesi, yaygin mikronodiiller, multiple ve bilateral kistik lezyonlar,
konsolidasyon, bronkopnomoni ve yaygin hava hapsi gozlenmesi ise UIP ile uyumsuz
bulgulardir ve ‘alternatif tan1’ olarak smiflandirilir (Kishaba, 2019). UIP, IPF’ye spesifik
degildir kollajen doku hastaliklarinda, asbestozisde, kronik hipersensitivite pnomonisi ve
fibrozisle seyreden kronik interstisyel akciger hastaliklarinda UIP paterni goriilebilir

(Demirkazik, 2017).

Bal petegi goriintiisii haricinde UIP paterni 6zelliklerinin gozlendigi durumlar ‘olasi
UIP’ olarak tanimlanir, olasi UIP varliginda histopatolojik inceleme ve multidisipliner
degerlendirme ile IPF tamis1 konur. Yapilan ¢alismalarda, HRCT'de UIP saptanan hastalar
histopatolojik olarak da incelendiginde, HRCT de saptanan UIP’in IPF icin pozitif prediktif
degerinin %90 ila %100 arasinda oldugu; fakat histopatolojik UIP saptanan hastalarin bir
kisminda HRCT’de UIP paterni gzlenmedigi tespit edilmistir (Raghu vd., 2018).

Subplevral ve bazallerde hafif buzlu cam manzaras1 veya distorsiyonlarin
gozlenebildigi ince retikiiler paternler ile birlikte baska taniy1 diisiindiirmeyen HRCT bulgulari
‘belirsiz UIP’ olarak siniflandirilmaktadir (Raghu vd., 2018).
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Sekil 2. 3: Tipik UIP paterni gdsteren HRCT Kkesiti; her iki akciger parankiminde periferik
subplevral alanlarda interstisyel fibrozis ile uyumlu retikiilasyonlar, traksiyon bronsektazileri
ve alt loblarda yaygin bal petegi kist formasyonlari izleniyor. (N.E.U. Meram Tip Fakiiltesi,
Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dali arsivi).

2.6.3. Histopatoloji

IPF igin tipik klinik kriterlerin saglandigi, HRCT de olas1 UIP, belirsiz UIP veya alternatif tani
olarak siniflandirilan olgularin tanisi i¢in histopatolojik incelemeye ihtiya¢ duyulmaktadir.
Acik cerrahi biyopsi ile 2-3 lobdan, farkl bolgelerden ve farkli asama lezyonlardan alinan
doku 6rneklerinin incelenmesi tanisal onem tasir, fakat komplikasyon gelisme orani yiiksektir.
Video yardimli torakoskopik cerrahi, agik akciger biyopsisini tolere edemeyen hastalarda ve
acik cerrahinin komplikasyonlar nedeniyle yapilamadigi durumlarda tercih edilebilir (Okumus
ve Bingol, 2018).
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UIP olarak smiflandirilmasi i¢in gereken 3 temel histopatolojik inceleme bulgusu

sunlardir:
e Akciger mimarisinin yeniden sekillenmesi,
e Mikroskobik bal petegi goriintiisii,

e Fibrotik doku ve saglam dokunun birlikte gézlenmesi, yama tarzi fibrozis, mekansal

(spatial) heterojenite gozlenmesi (Sekil 2.4)

Sekil 2. 4: Tipik UIP 6rnegi gosteren bir akciger biyopsisi. Akcigerde heterojen fibroz.
A) Yama tarzinda fibrotik alanlar (y1ldiz) ile birlikte normal akciger dokusu (ok) goriilmekte

(spatial heterojenite); B) Eski fibroz alanlari ile birlikte (ok) fibroblastik odaklar (yildiz)
(temporal heterojenite) goriilmektedir (Tiirk Toraks Dernegi Idiyopatik Pulmoner Fibrozis

Tan1 ve Tedavi Uzlas1 Raporu, 2018).

Bu kriterlerin yaninda, baskin tutulum subplevral ve paraseptal parankimde olmalidir
(Pleasants ve Tighe, 2019). Lenfositlerin ve plazma hiicrelerinin interstisyel infiltrasyonundan
olusan hafif enflamasyon gozlenebilir. Fibrotik bolgeler, prolifere fibroblast ve
myofibroblastlardan olusan ‘fibroblastik odak’ ve yogun kollajenden olusur. Bronsiyolar epitel
ile kapli ve mukus igerebilen kistik fibrotik hava bosluklar1 mikroskobik bal petegi olarak
tanimlanir. Fibrozis ve bal pete§i paterni gozlenen interstisyumda diiz kas metaplazisi
goriilebilir. Bu kosullar1 saglayan histopatolojik degerlendirme bal petegi paterninin olmadigi
durumlarda da UIP tanisi koydurur (Raghu vd., 2018). Yaygin alveolar hasar, organize
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pnomoni, hiyalin membranlar, asir1 duyarlilik pndmonisi, hava yolu merkezli degisiklikler ve
graniilomatdz  inflamasyon gibi  farkli tanilar1t  diisiindiirecek  spesifik  bulgular
gozlenmemelidir. Ancak IPF akut alevlenmesinde UIP paternine ek olarak yaygin alveolar
hasar ve organize pndmoninin eslik ettigi hiyalen membranlar izlenebilir (Lynch vd., 2018).
Hipersensitivite pndmonisi, langerhans hiicreli histiositozis, sarkoidozis gibi diger interstisyel
hastaliklar1 diisiindiiren histopatolojik bulgularin varligi ‘alternatif tani’ olarak tanimlanir
(Demirag, 2019). UIP kriterlerinin bir kismina sahip fakat tam olarak UIP tanisini
karsilamayan ve alternatif tanilar1 diislindiirecek bulgularin olmadig1i veya bal petegi
goriintiisiniin olmas1 durumunda histopatolojik olarak ‘olast UIP’ tanimlamasi kullanilir.
Akciger mimarisinde hasara neden olan veya olmayan fibrozis varliginda ‘belirsiz UIP’ tanim
kullanilmaktadir. Hem UIP bulgularindan bir kismi, hem de alternatif tani bulgular
gdzlenebilir. HRCT ve histopatolojik bulgular birlikte degerlendirilerek IPF tanist konur
(Tablo 2.1) (Raghu vd., 2018).

Tablo 2. 1: IPF tanisinda histopatolojik ve HRCT bulgularinin birlikte degerlendirilmesi

Histopatolojik bulgular
UIP Olas1 UIP Belirsiz UIP | Alternatif tan1
IPF siiphesi
uIP IPF IPF IPF IPF degil
HRCT | Olas1 UIP IPF IPF Olasi IPF IPF degil
bulgular1 | Belirsiz UIP iPF Olas1 iPF Belirsiz iPF | IPF degil
Alternatif tam | IPF degil /| IPF degil IPF degil IPF degil
olasi IPF

“Not: Raghu vd., 2018 yaymindan modifiye edilerek hazirlanmustir.
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2.6.4. Bronkoalveoler Lavaj

BAL bulgularinin iPF icin tan1 degeri yoktur. ATS/ERS/JRS/ALAT kilavuzu, HRCT de UIP
tespit edilmis hastalara yapilmamasini; olast UIP, belirsiz UIP veya alternatif tam

durumlarinda ayiric1 tanilar1 ekarte etmek i¢in yapilmasini 6nermektedir (Raghu vd., 2018).

2.6.5. Egzersiz Testleri

Egzersiz testleri gaz degisimindeki problemleri, pulmoner, kardiyovaskiiler sistem ve kas
iskelet sisteminin egzersiz kapasitesini degerlendirmek igin kullanilabilir. IPF’de azalmis
akciger voliimleri, artmig Oli bosluklar, kompliyansin bozulmasi, alveolar ve kapiller

destriiksiyon egzersiz intoleransina neden olur (Coskun, 2012).

2.6.5.1. Kardiyopulmer Egzersiz Testi

Kardiyopulmoner egzersiz testinde, bisiklet ergometresi ve kosu bandi cihazlar1 kullanilabilir
(Sen, 2017). IPF’de oksijen difiizyonundaki bozukluktan dolay: arteriyel oksijen basimnci ve
oksijen satiirasyonu (Sa0O,) diiser, alveol arteriyel oksijen gradiyenti artar. Maksimum oksijen
tilketiminde azalma, 6lii boslukta, solunum frekans: ve dakika ventilasyonda artma gdzlenir

(Ozlii vd., 2010).

2.6.5.2. 6 Dakika Yiiriime Mesafesi

Hastalarin 6 dakikada yiirliyebilecekleri mesafe (6DYM) degerlendirilir. Egzersiz kapasitesini
degerlendiren ucuz, kolay uygulanabilir, tekrarlanabilir bir testtir (Coskun, 2017). IPF’de
pulmoner fonksiyonlarin takibinde ve oksijen tedavisine karar vermede kullanilabilir (Ozlii

vd., 2010).

2.7. Ayiric1 Tam

IPF tanisinda, UIP paterninin varligi tam koydurucu olmasia karsin, UIP’e neden olabilecek

diger IAH’larm ekarte edilmesi gereklidir. UIP’le seyreden IAH’larmin prognozu ve tedavisi
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farklidir (Bartczak vd., 2020). IPF’yi diger interstisyel akciger hastaliklarindan ayirmak icin;
anamnezde ilag, mesleki ve cevresel maruziyet, aile Oykiisii, bag dokusu hastaliklar1 gibi
kronik hastaliklarin varligi, semptomlarin siiresi ve siddeti dikkatli sorgulanmali; bag doku
hastaliklarin1 diisiindiiren cilt, eklem ve sistemik muayene bulgular1 aranmali; laboratuvar
testleri, radyolojik ve histopatolojik bulgular degerlendirilmelidir (Wakwaya ve Brown, 2019).
Multidisipliner ekiple gerekli tim tetkikler yapildiginda bile herhangi bir taniya uymayan

durumlar ‘siniflandirilamayan IiP’ olarak tanimlanir (Oliveira vd., 2018).

2.7.1. idiyopatik Nonspesifik Interstisyel Pnémoni

IPF ayiric1 tamisinda ilk akla gelmesi gereken hastaliktir. Nonspesifik interstisyel pnomoni
(NSIP) idiyopatik olabilir, ancak en sik basta skleroderma olmak iizere bag dokusu
hastaliklari, hipersensitivite pnomonisi, ilag reaksiyonlari veya yaygin alveolar hasar ile
birlikte saptanabilir (Okumus ve Bingél, 2018). Klinik bulgular1 IPF’ye benzer fakat daha
hafiftir, 40-50 yaslarinda baslar. Kadinlarda biraz daha siktir. Altta yatan hastaligin tedavisi ve
kortikostreroidler ile tedavi miimkiindiir (Oliveira vd., 2018). HRCT’ de diffiiz buzlu cam
goriintiisti, retikiiler opasite ve traksiyon bronsiektazileri gdzlenir. Bal petegi paterni eslik

edebilir. Tani igin genellikle histopatolojik inceleme gerekir (King vd., 2021).

2.7.2. Deskuamatif Interstisyel Pnomoni

Deskuamatif interstisyel pnémoni (DIP), pigmente makrojlarm alveol epitelini infiltre ederek
alveol epitel deskumasyonuna neden oldugu nadir bir iIP’dir (Hellemons vd., 2020). Tiitiin
dumani, cevresel ajanlar, otoimmiinite ile iliskili bulunmustur. Erkeklerde ve 30-50 yas
araliginda sik goriliir. Alveolar septanin homojen kalinlagmasi ve pigmente makrofajlarin
intraalveolar birikimi gibi histopatolojik bulgular ile IPF’den ayrilabilir. Sigara birakma ve
kortikosteroid tedavisine yanit verir (Chakraborty R.K. vd., 2020).
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2.7.3. Respiratuvar Bronsiyolit Iligkili Interstisyel Akciger Hastalig

Respiratuvar bronsiyolit ve interstisyel akciger hastaliginin birlikte izlendigi iIP’tir. Sigara
iliskisi, 30-50 yaslarinda goriilmesi, erkeklerde daha sik rastlanmasi ve tedavisi DIP’e benzer
(Oliveira vd., 2018). HRCT’de buzlu cam goriintiisii ile birlikte sentriasiner nodiillerin varligi

tipiktir (Okumus ve Bing6l, 2018).

2.7.4. Tlac iliskili Pulmoner fibrozis

llac ve radyasyona baglhi UIP; siklofosfamid, bleomisin, nitroziireler, metotreksat,
nitrofurantoin gibi ilaglarin kullanimi1 ve radyasyon maruziyeti ile iliskilidir. Etken ilacin

kesilmesi ile diizelir (King vd., 2019).

2.7.5. Kriptojenik Organize Pnomoni

Kriptojenik organize pndmoni etiyolojisi bilinmeyen IIP’dir. Histolojisinde; distal bronsiolleri
ve alveolar bosluklar: tutan graniilasyon dokusu ile karakterizedir. Radyolojik goriintiilemede;
coklu alveolar, soliter veya infiltratif opasiteler gibi farkli paternler gézlenebilir (Shen L. vd.,
2019). Her iki cinsiyeti esit etkiler. Kortikosteroid tedavisine iyi yanit verir (Oliveira vd.,
2018).

2.7.6. Akut Interstisyel Pnomoni

Akut interstisyel pnomoni hizli ilerleyen, siddetli bir interstisyel akciger hastaligidir. Klinik,
radyolojik ve histolojik bulgular akut solunum sikintisi sendromuna benzer (Oliveira vd.,
2018). Idiyopatiktir, ortalama goriilme yast 55°tir, cinsiyet farkliigi gézlenmez. Toplum
kokenli pndmoniye benzer ancak tedaviye cevap alinamaz. Alman kiiltiirlerde iireme
beklenmez (Bulut, 2013). Histopatolojik degerlendirmesi difliz alveolar hasar paterni ile
karakterizedir. Erken evrede eksudatif faz gozlenir, interstisyum ve alveolar 6dem ile

karakterizedir. Ge¢ evre organizasyon fazidir, fibroblastik proliferasyon ve tip 2 hiicre
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hiperplazisi gézlenir. HRCT’de diffiiz veya yamali1 buzlu cam opasiteleri ve konsolidasyon

alanlar1, ge¢ fazda traksiyon bronsiektazisi saptanir (Mrad ve Huda, 2020).

2.7.7. Kronik Hipersensitivite Pnomonisi

Kronik hipersensitivite pnomonisi, duyarli allerjenin tekrarlanan inhalasyonuna akciger
parankiminin verdigi immiin reaksiyon sonucu gelisen IAH dir. Ciftcilik, kus bakimi, mantar
iscgileri gibi mesleki ve ¢evresel tekrarlayan organik ajan temasi etiyolojiden sorumludur
(Chandra ve Cherian, 2020). HRCT’de st ve orta lobda baskin bal petegi paterni, hava hapsi
alanlar1 ve nodiiler opasiteler; ileri donemlerde retikiilasyon artisi, traksiyon brongektazisi ve
parankimde distorsiyon saptanir (Chandra ve Cherian, 2020). Lenfosit oraninin BAL’da
%20’den fazla olmasi, biyopside lenfositik bronsiyolit, genellikle st loblarda bulunan
peribronsioler veya kopriilesme fibrozisi ve non-kazeifiye graniilomlar kronik hipersensitivite

pnomonisini diistindiiriir (Demirag, 2019; Okumus ve Bingol, 2018).

2.8. Komorbiditeler

[PFnin ileri yas hastaligi olmasi, risk faktdrlerinin baska hastaliklara da neden olmast,
akcigerde olusan kronik ve ilerleyici vasifta yapisal bozulma sonucunda komorbiditeler IPF’de
siktir (Sgalla vd., 2018). Pulmoner hipertansiyon, kombine pulmoner fibrozis ve amfizem,
akciger kanseri ve obstriiktif uyku apnesi gibi solunum sistemi iligkili komorbiditeler
goriilebilecegi gibi, iskemik kalp hastaligi, kalp yetmezligi, gastrodzefageal reflii, depresyon
ve anksiyete gibi solunum sitemi diginda diger sistemleri etkileyen komorbiditeler de eslik
edebilir (Ryerson ve Ley, 2021; Okumus ve Bingdl, 2018). Komorbiditeler IPF’nin
prognozunu kot etkileyebilir, akut alevlenmeleri tetikleyebilir ve akciger fonksiyon kaybini
hizlandirarak mortaliteyi artirabilir (Sharif, 2017). Komorbiditelerin erken tani ve tedavisinin
yasam kalitesi ve sagkalimi iyilestirebilecegini gosteren g¢alismalar mevcuttur (Raghu vd.,

2015).
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2.8.1. Pulmoner Hipertansiyon

Pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH) pulmoner arter basincinin 25 mmHg veya iizerinde
olmasi olarak tanimlanir (Sgalla vd., 2018). IPF’de hipoksi, parankimal fibrozis, restriksiyon,
pulmoner mikrovaskiiler okliizyon ve artmis tromboemboli riski gibi kompleks faktorler PAH
nedenlerinden sayilabilir (Erbay ve Ozsu, 2017). IPF’de PAH prevalansi yeni tam
donemlerinde %8-15 iken, ileri hastalikta %30-50 ve son d6nem hastalikta %60’tan fazla
oranda saptanmustir. IPF’1i hastalarda ekokardiyografi ile PAH tarama zamam ile ilgili fikir
birligi yoktur. Parankimal akciger hastaliginin ciddiyeti ile aciklanamayan egzersiz dispnesi
veya hipoksi; SFT veya radyoloji ile orantisiz diisiik DLCO; eforla oksijen basincinda hizli
diistisler; egzersizle atipik gogiis agrisi, senkop olusmasi; Elektrokardiyografi (EKG)’de sag
aks sapmasi; Ekokardiyografi (EKO)’da sag atriyum genislemesi ve sag ventrikiil hipertrofisi;
HRCT’de pulmoner arter ¢apinin 29 mm’den fazla olmasi durumunda PAH diisiintilmelidir
(Ryerson ve Ley, 2021). IPF nedenli PAH’a spesifik ilag tedavisi etkili bulunmamistir. FVC’si
%70’in iizerinde ve sag kalp kateterizasyonu ile pulmoner arter basinci 35 mmHg nin {izerinde

olan olgular PAH merkezine yonlendirilmelidir (Okumus ve Bing6l, 2018).

2.8.2. Kombine Pulmoner Fibroz ve Amfizem

Kombine pulmoner fibroz ve amfizem, iist zonlarda amfizem alt zonlarda fibrozun eszamanli
birlikte bulunmasidir (Nathan vd., 2019). Pulmoner fonksiyon testlerinde, amfizemin
hiperinflasyonu ve fibrozun neden oldugu azalmis kompliyansin kiimiilatif etkisi ile normal
akciger hacimleri saptanir. Her iki durumunun da etkisiyle DLCO belirgin azalir (Sgalla vd.,
2018). PAH ve akciger kanseri insidasi yiiksektir, PAH veya akciger kanseri gelismesi

durumunda sagkalim nemli 6l¢iide azalmaktadir (Ryerson ve Ley, 2021).

2.8.3. Akciger Kanseri

[PF’li hastalarda akciger kanseri gelisme riski yaklasik 5 kat artmaktadir (Ryerson ve Ley,
2021). Mevcut semptomlara hemoptizi ve hizli kilo kaybi1 eklenmesi durumunda akciger

kanseri diisiiniilmelidir (Okumus ve Bingol, 2018). Ileri yas, sigara kullanimi1 gibi IPF risk
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faktorleri kanser gelisme riskini artirdigi gibi; alveolar epitelin kronik hasari, anormal doku
onarimi, epigenetik ve genetik degisiklikler, miRNA'larin anormal ifadesi ve spesifik sinyal
yolaklarinin aktivasyonu IPF’de ve kanser gelisiminde paylasilan ortak patojenik siireclerdir
(Vancheri, 2013). Prognozu kétii etkiler, sagkalimi yaklasik 2 yil kisaltmaktadir (Sgalla vd.,
2018). IPF hastalari smirli akciger fonksiyonlar: ve akut alevlenme riskini artirmalari
nedeniyle cerrahi tedavi, radyoterapi ve kemoterapiyi tolere edememektedir (Ryerson ve Ley,
2021).

2.8.4. Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Kardiyovaskiiler hastalik (KVH) riski ileri yas, sigara kullanim1 gibi faktorlerle artmaktadir.
IPF, KVH’lar i¢in bagimsiz bir risk faktorii olup, diger interstisyel akciger hastaliklaridan
daha yiiksek KVH prevelansina sahiptir (Torrisi vd., 2018). Sistemik hipertansiyon, aritmiler,
kalp yetmezligi, iskemik kalp hastalifi, serebral iskemik olaylar IPF’ye eslik edebilecek
kardiyovaskiiler komorbiditelerdir (Caminati vd., 2019). IPF ve KVH arasindaki iliski net
bilinmemektedir. IPF patogenezinden sorumlu tekrarlayan hasar-onarim siireglerinin
koagiilasyon dengesini tromboz lehine bozmasi, egzersiz intoleransi nedeniyle artmis
immobilizasyon ve hipoksinin etkili olabilecegi diistiniilmiistiir (Okumus ve Bingdl, 2018;
Torrisi vd., 2018). Klinik ¢alismalardan elde edilen farkli sonuglar nedeniyle antikoagiilan
tedavinin IPF hastalarinda etkinligi tartismalidir (Kubo vd., 2005; Noth vd., 2012). IPF siddeti
ile agiklanamayan dispne varhiginda EKG, miyokard perflizyon sintigrafisi veya stres EKO ile

KVH taramasi onerilir (Ryerson ve Ley, 2021).

2.8.5. Gastroozefageal Reflii Hastalhig

IPF’li hastalarda semptomatik veya asemptomatik GORH sik goriilmekte ve IPF ve akut
alevlenme patogenezinde mikroaspirasyonlarin rol alabilegi diisiiniilmektedir (Jo vd., 2019).
IPF ve GORH’iin birlikte goriilme oram1 %60 iken, dzefageal pH &l¢iimii ile bu oran %80’in
lizerine ¢ikmaktadir (Caminati vd., 2019). IPF’de standart tedavide GORH tedavisinin etkili
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olmadigi, semptomatik GORH hastalarna proton pompa inhibitorii ile tedavi ve diyet

diizenlemesi Onerilmektedir (Okumus ve Bingdl, 2018).

2.8.6. Uyku Apnesi

[PF°de obstriiktif uyku apnesi (OUA) %50-90 prevalans ile genel popiilasyondan yiiksek
bulunmustur. Hastalarin ¢ogunda apne-hipopne indeksi saatte 15’in {izerinde olacak sekilde,
orta veya ciddi seviyede OUA mevcuttur (Schiza vd., 2020). Azalmis akciger hacimlerinin {ist
solunum yollar1 instabilitesine yol agabilmesi, gece hipoksemi ataklari, gece Oksiiriigi
OUA’ya neden olabilir (Caminati vd., 2019). OUA uyku kalitesini bozarak yorgunluk,
halsizlik, glindiiz uyku hali ile yasam kalitesini bozmakta ve tekrarlayan desatiirasyonlar
mortaliteyi kotii etkilemektedir (Torrisi vd., 2018). Klinik OUA siiphesi varliginda gece boyu
siirekli pulsoksimetre Olgilimleri veya polisomnografi yapilabilir. Tedavide siirekli pozitif

havayolu basinci (CPAP) 6nerilmektedir (Sgalla vd., 2018).

2.9. Prognoz

IPF ilerleyici akciger fonksiyon kaybi ve komorbiditeler nedeniyle tanidan itibaren yaklagik 4
yillik sagkalim ile kotli prognozlu bir hastaliktir. Sagkalim hastalar arasinda progresyon farki,
komorbiditeler ve akut alevlenmeler gibi faktorlerden etkilenir. (Ryerson ve Ley, 2021). En
sik 6liim nedeni solunum yetmezligidir; iskemik kalp hastaliklari, kalp yetmezligi, pulmoner
enfeksiyonlar ve akciger kanseri diger nedenlerdir (Ozlii vd., 2010). Tanida ve uzun siireli
izlemlerde mortaliteyi belirleyen bazi faktorler belirlenmistir (Tablo 2.9.)(Raghu vd., 2011).
lleri yas, erkek cinsiyet, diisik FVC yiizdesi ve DLCO, oksijen tedavisi ihtiyaci, siddetli
dispne, kisa 6DYM kapasitesi, HRCT’de yaygin fibrozis ve bal petegi goriiniimii tanida
mortaliteyi belirleyen faktorlerdir (Raghu vd., 2011; Sharif, 2017).
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Tablo 2. 2: IPF’de mortalite riskini artiran dzellikler

Tamda etkili faktorler Izlemde etkili faktorler

Dispne seviyesi Dispne siddetinde artis

DLCO < %40 FVC degerlerinde > %10 azalma
6DYM sirasinda Sa0O, <%88 DLCO degerinde > %15 azalma
HRCT’de bal petegi yayginligi HRCT’de fibrozisin koétiilesmesi
Pulmoner hipertansiyon

“Not: Raghu vd., 2011 yayimindan modifiye edilerek hazirlanmistir

Mortaliteyi riskini belirlemeye yonelik bazi modeller dnerilmistir. GAP; cinsiyet, yas,
FVC ve DLCO odlgiimlerini igeren pulmoner fizyoloji parametreleri kullanilarak c¢evrimici

hesaplanabilen evreleme modelidir (www.acponline.org/journals/annals/extras/gap). Elde edilen

parametrelerin puanlanmasi ile 1., Il. ve Ill. evre belirlenmekte ve 3 yillik sagkalim oranlari

hesaplanmaktadir (Kolb ve Collard, 2014).

FVC’de wyillik %10°dan fazla azalma, artmis 5 yillik mortalite riski ile iligkili
bulunmustur (Balestro vd., 2019). Dispne ve Oksliriik sikayetlerinin artmasi, pulmoner
hipertansiyon, akut alevlenme veya solunum problemleri nedenleriyle hastaneye yatis

mortaliteyi artirmaktadir (Okumus ve Bingo6l, 2018).

IPF’de baz1 molekiiler biyomarkirlar prognozu belirlemeye katki saglayabilmektedir.
MUCSB promotor polimorfizminin mortaliteyi azalttigina dair giiclii prognostik markir degeri
vardir (Peljto vd., 2013). MMP7 yiiksekligi kotii prognoz gostergesi olarak kabul edilmistir
(Hambly, Shimbori ve Kolb, 2015). Periferik kanda artmis fibrositler, azalmis telomer
uzunlugu, periferik kan mononiikleer hiicrelerin gen ekspresyon profilleri, TOLLIP varyanti,
artmis kollajen yikim {irlinleri ve yiiksek siirfaktan protein seviyelerinin kotii prognostik

biyomarkir olarak kullanimi énerilmistir (Hambly vd., 2015). IPF patogenezinde énemli rolii
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olan miRNA’larin da prognostik belirte¢ olarak kullanimi 6nerilmistir (Miao vd., 2018; Sgalla
vd., 2018). Hizli progresyon gosteren IPF hastalar1 ile yavas progrese olan IPF hastalarindan
alinan akciger biyopsilerinde miRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirilmig; miR-302c, miR-
376¢, miR-210, miR-423 ve miR-185 ekspresyonlarinin hizli progresyon gosteren grupta
yiiksek oldugu saptanmistir (Yang ve Schwartz, 2015). IPF’de noninvazif biomarkirlar, klinik
kullanimda 6nemli fayda saglayacaktir fakat etkinliklerini kanitlamak i¢in daha fazla aragtirma

gerekmektedir.

2.10. izlem

IPF fatal bir kronik akciger hastalifidir, tam1 almis veya IPF siiphesi olan hastalar IPF
konusunda deneyimli uzman hekimlerden olusan merkezlere yonlendirilmeli, takip ve
tedavileri diizenli olarak bu merkezler tarafindan yapilmalidir. IPF’nin izlem siklig1, hangi
testlerin ne zaman yapilacagina dair fikir birligi olmamakla birlikte, klinik deneyim ve uzman
goriislerine dayali 6neriler mevcuttur (Ryerson ve Ley, 2021). Klinik siire¢ kisiler arasinda
farklilik gosterdigi igin hasta bazinda izlem programlari yapilmalidir. izlemde amag hastalik
progresyonunu ve komorbidite gelisimini degerlendirmek, antifibrotik tedaviye baslamak,
tedavinin yan etkilerini belirlemek ve gerektiginde degistirmek, akciger transplantasyonu veya

palyatif tedaviye karar vermektir (Raghu vd., 2011).

Mevcut semptomlarda kotiilesme durumu veya yeni eklenen semptomlar her ziyarette
sorgulanmali, hastalik progresyonu ve komorbid hastaliklarin varlig1 aragtirilmalidir. Hastanin
fonksiyonel durumu, egzersiz kapasitesi, SFT ile akciger kapasitesi ve karaciger fonksiyon

testleri ile ilag yan etkileri degerlendirilmelidir (Okumus ve Bing6l, 2018).

2.11. idiyopatik Pulmoner Fibroziste Akut Alevlenme

IPF klinik seyri hastalar arasinda degiskenlik gostermekte, bazi hastalarda progresyon yavas
seyrederken bazi hastalar solunum fonksiyonlarinin kisa siirede bozulmasiyla giden akut
alevleme (AA) ile goriilebilmektedir. AA, semptomlarda akut gelisen kotiilesme ve akciger

fonksiyonlarinda hizli bozulma klinigidir. Her yil IPF’li hastalarin %5-10’u AA atag1
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gecirmektedir. Hastaneye yatis ve/veya mekanik ventilasyon gerektirmekte, ortalama 3-4 aylik

sagkalim ile mortaliteyi 6nemli oranda artirmaktadir (Quinn, Wisse ve Manns, 2019).

AA etiyolojisi hakkinda bilgiler sinirlidir. Ekstrinsik veya intrinsik uyarilara akcigerler
kontrolsiiz yanit vermektedir. FVC dusiikliigii AA i¢in kabul edilmis en Onemli risk
faktortdiir. Kisa 6DYM, diisiik DLCO degeri, pulmoner hipertansiyon, diisiik bazal oksijen
degerleri ve artmig dispne riski artiran diger faktorlerdir. AA hastalarinda solunum yolu viral
ajanlariin tespiti, kis ve bahar aylarinda AA sikliginda artig, immiinsiiprese hastalarda AA
sikligiin  anlamli  oranda yiiksek olmasi nedeniyle enfeksiyonlarin riski artirdig
diisiiniilmektedir (Collard vd., 2016). GOR ile asit mide igeriginin mikroaspirasyonlart AA’y1
tetikleyebilmektedir. Cerrahi akciger biyopsisi, akciger rezeksiyonu, bronkoskopi gibi
girisimsel igslemler ve yiiksek konsantrasyon oksijen ile mekanik ventilasyon gibi travmatik

islemler AA gelisimi ile iligskilendirilmistir (Kaya ve Erdogan, 2017).

AA, akut respiratuar distres sendromuna benzer klinik ozelliklere sahiptir. Artmis
oksijen ihtiyaci, HRCT’ de buzlu cam goriintiisii ve konsolidasyon alanlar1, histopatolojisinde

yaygin alveolar hasar ile karakterizedir (Whelan ve Schnapp, 2021).

AA tanis1 koyabilmek igin bazi kriterlerin saglanmasi gerekir, bunlar: IPF tanisi bilinen
bir hastada pulmoner emboli, kalp yetmezligi, pndmotoraks gibi solunum fonksiyonlarinda
bozulmaya neden olabilecek IPF disi etkenlerin ekarte edilmesi; dispne semptomlarinda
kotillesmenin 1 aydan kisa siirede ortaya ¢ikmasi; HRCT’de UIP zemininde yeni eklenmis

buzlu cam goriintiisii veya konsolidasyon alanlar1 saptanmasidir (Kaya ve Erdogan, 2017).

IPF-AA i¢in kamtlanmis tedavi secenedi yoktur. Destek tedavi ve kortikosteroid
tedavisi Onerilmektedir. Kortikosteroid tedavisine ek olarak takrolimus, siklosporin A,
azatioprin, siklofosfamid veya sivelestat igeren immiinsiipresif tedaviler denenmis, bazi
caligmalarda faydali sonuglar elde edilmis, ancak kanit diizeyinde veri elde edilememistir
(Kaya ve Erdogan, 2017). Antikoagiilanlarin AA tedavisinde etkili olabilecegi diislincesiyle
yapilan varfarin ¢alismasinda, mortalitenin artmasi nedeniyle ¢alisma durdurulmustur.
Rekombinant insan trombomodiilin, siklosporin A ve kortikosteroid kombinasyonunun
mortalite oranlarini diisiirdigii saptanmistir (Okumus ve Bingdl, 2018). Antifibrotik etkili
pirfenidon ve nintedanibin akut alevlenmeleri Onleyebilecegi, AA tedavisi icin de

kullanilabilecegini gosteren c¢alismalar mevcuttur (Collard vd., 2016). Rituksimab, terapotik
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plazmaferez ve intravendz immunglobulin kombinasyonu ile tedavi edilen 11 IPF-AA
hastasmin sonuglari, daha dnce standart glukokortikoid tedavisi almis 20 IPF-AA hastasinin
sonuclari ile karsilagtirilmis ve 1 yillik sagkalim tedavi grubunda %46 iken kontrol grubunda
%0 saptanmistir (Donahoe vd., 2015).

AA’nin prognozu kotli, mortalitesi yliksek ve tedavisi zordur. Tetikleyebilecek
faktorlerden mimkiin oldugunca kagmilmali, pndmokok ve influenza asilari yapilmali,
komorbiditeler yakin takip edilmeli, girisimsel islemler veya mekanik ventilator gerektiginde

risk azaltic1 6nlemler alinmalidir.

2.12. Tedavi

Giiniimiizde mevcut gelismelere ragmen IPF’de kiir saglayacak medikal tedavi segenegi
bulunmamaktadir. Sagkalim iizerine belirgin faydasi oldugu kanitlanan pirfenidon ve
nintedanib, fibrozu yavaglatmakta fakat tam iyilesmeyi saglayamamakta iistelik ileri evre
hastalarda istenen fayda elde edilememektedir (Balestro vd., 2019). Akciger transplantasyonu
tam iyilesmeyi saglayacak se¢enek olmasina karsin, hastalarin ileri yasta olmasi1 ve komorbid

hastaliklarin eslik etmesi nedeniyle sinirl sayida uygulanabilmektedir.

Hastalarin erken evrelerde tan1 almasi medikal tedavilerden azami fayda gormesini
saglayabilmekte; komplikasyonlarin ve komorbiditelerin erken tan1 ve tedavisi, yasam

kalitesini ve sagkalimi artirabilmektedir (Raghu ve Richeldi, 2017).

2.12.1. Pirfenidon

Pirfenidon IPF’de, oksidatif stres belirteglerini azaltir; TGF-B, FGF, PDGF gibi biiyiime
faktorlerinin liretimini baskilar; fibroblast proliferasyonu ve myofibroblast farklilagsmasin
inhibe eder; a-SMA ve tip I kollajen iiretimini azaltir; TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-10 gibi
sitokinlerin tretimini baskilar (Homma vd., 2018). Antioksidan, antifibrotik, antiinflamatuar
etkili bir ilagtir (Kolb, Bonella ve Wollin, 2017). IPF’de pirfenidon kullaniminin etkinligi ve
giivenilirligini arastiran CAPACITY ve ASCEND faz III ¢alismalarinda, pirfenidon grubunda,
plasebo grubuna kiyasla FVC’deki diisiisiin, progresyonun ve IPF’ye bagli mortalitenin daha
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az oldugu saptanmistir (Martin, Chung ve Kanne, 2016). FVC degeri %50 ve {izeri, DLCO
degeri %30 ve iizeri olan hafif veya orta siddetli IPF hastalarinin tedavisinde pirfenidon
kullanilabilmektedir (Okumus ve Bingol, 2018). En sik goriilen yan etkiler fotosensitivite,
bulant, istahsizlik, ishal gibi gastrointestinal sikayetler ve halsizliktir. Karaciger toksiksisitesi
gozlenebilir, karaciger enzimleri tedavinin ilk 6 ayr boyunca her ay, daha sonra 3 aylik
periodlarla KCFT ile degerlendirilmelidir (Mogulkog, 2017).

2.12.2. Nintedanib

Nintedanib, IPF patogenezinde etkili profibrotik molekiiller olan FGF, PDGF ve VEGF
reseptorlerini hedefleyen ¢oklu tirozin kinaz reseptor inhibitoriidiir. Kanser tedavisinde anti-
anjiojenik fonksiyonu i¢in kullanilmaktadir (Wollin vd., 2015). Nintedanib’in insan akciger
fibroblastlarinda; fibroblast proliferasyonunu, fibroblast motilitesini, TGF-f ile uyarilan
myofibroblast farklilasmasini ve kollajen birikimini azalttigt gosterilmistir. Hayvan
modellerinde de akcigerde kollajen icerigini, morfometrik fibroz skorlarmi, TGF-B ve
prokollajen ekspresyonunu azaltti§i; BAL’da lenfosit, notrofil ve inflamatuar sitokinleri

azalttig1 gosterilmis, IPF tedavisinde antiinflamatuar ve antifibrotik etkileri oldugu saptanmstir

(Kolb vd, 2017).

Nintedanib ve plaseboyu karsilasgtiran TOMORROW ve INPULSIS I-1I faz Il
caligsmalarindan elde edilen verilerde, nintedanib kullananlarda plaseboya kiyasla FVC’deki

yillik diisiiste ve mortalitede azalma oldugu, ilk alevlenme ataginin geciktigi saptanmigtir

(Raghu ve Richeldi, 2017).

Nintedanib kullaniminda en sik goriilen yan etki diyaredir. Diyare varliginda hidrasyon
ve antidiyareikler ile tedavi, dozun azaltilmasi, gerektiginde ilacin kesilmesi Onerilmistir
(Mogulkog, 2017). Bulanti, kusma, karin agris1 ve karaciger toksisitesi diger yan etkileridir.
Tedavi oncesinde; tedavinin ilk alt1 ay1 boyunca 2. ve 4. haftalarda, sonrasinda aylik; tedavi
boyunca da 3-6 aylik periyotlarda KCFT yapilmalidir (Okumus ve Bingol, 2018). Nintedanib
tromboemboli riskini bir miktar artirabildiginden, koroner arter hastalif1 gibi kardiyovaskiiler

hastalig1 olan kisilerde dikkatli kullanilmalidir.
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2.12.3. Destek Tedavileri

[PF’de hastaligin progresyonunu antifibrotik tedaviler ile yavaslatmak miimkiin iken; tam
iyilesme saglanamamakta, mevcut semptomlar devam etmektedir. Oksiiriik, dispne, halsizlik
gibi semptomlarin tedavisi yasam kalitesini yiikseltir, fakat IPF’de bu semptomlarin tedavisi
icin kanitlanmis tedavi segenegi yoktur (Pleasants ve Tighe, 2019). Komorbiditelerin erken
tan1 ve tedavisi sagkalimi iyilestirebilmektedir. Pndmoni ve influenza asilar1 solunum yolu

enfeksiyonlarindan koruyarak hastaneye yatisi 6nleyebilir.

Istirahatte hipoksemisi olan IPF hastalarina uzun siireli oksijen tedavisi dnerilmektedir.
Oksijen tedavisi, glinliikk aktivitelerin siirdiiriilebilmesi ve pulmoner hipertansiyon gelisiminin

onlenmesini saglayabilir (Mogulkog, 2017).

Pulmoner rehabilitasyon hastalik ve siirec ile ilgili egitim, ¢esitli egzersiz teknikleri,
psikososyal destek ve beslenme Onerilerinden olusur. Egzersiz kapasitesini, dispne ve yasam
kalitesini iyilestirmeye katki saglayabilecegi icin IPF hastalarinda énerilmektedir (Quinn vd.,

2019).

2.12.4. Akciger Transplantasyonu

Akciger transplantasyonu gelistirilen farmakolojik tedavilere ragmen, se¢ilmis hastalarda
sagkalim artirdi1 kanitlanan tek tedavi secenegidir. IPF progresif ve kiir sansi olmayan bir
hastalik oldugundan orta ve agir hastalara akciger transplantasyonu Onerilmelidir.
Transplantasyon adaylarmmin yakin izlenmesi ve en uygun zamanda sevk edilmeleri
onerilmektedir. Nakil sonrasi beklenen Omiir nakil yapilmadigi durumda beklenen Omiir

sliresini gectiginde transplantasyon yapilmalidir (Balestro vd., 2019).

Transplantasyon endikasyonlari: 6 aydan uzun siiren FVC’de %10 ve lizerinde diisiis
ya da DLCO %15 ve iizerinde azalma olmasi; Sa02’nin %88’in altina diismesi; 250 m’den
kisa 6DYM; 6 aydan daha uzun bir siirede yiirlime mesafesinin 50 m’den fazla kisalmasi;
pulmoner hipertansiyon gelismesi; hastaneye yatis gerektiren akut alevlenme, pndmotoraks

veya fonksiyonel kapasitede kotiilesmedir (Okumus ve Bingol, 2018).
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2.13. MikroRNA

2.13.1. Kodlamayan RNA’lar

Insan genom projesinin tamamlanmasiyla DNA’da bulunan 3 milyar baz ciftinin yaklasik
%1’inin protein kodladig1 saptandi. Genomda yer alan dizilerin fonksiyonlarimi arastirmak
amaciyla tasarlanmis bir proje olan ENCODE (encyclopedia of DNA elements) genomun
yaklagik %75’inin RNA’ya transkribe oldugu ve bu transkriptlerin; yaklasik 20,000 protein
kodlayan gen, yaklasik 9,000 miRNA’nin iginde bulundugu kisa kodlamayan RNA, yaklagik
10,000 uzun kodlamayan RNA (IncRNA)’lardan olustugunu gosterildi (ENCODE Project
Consortium, 2012).

2.13.2. MikroRNA Tanimi

mikroRNA’lar protein kodlamayan fakat gen ifadesinin diizenlenmesinde rol alan, 18-22
niikleotit (nt) uzunlugunda kiigik RNA molekilleridir (Zamani, 2013). Caenorhabditis
elegans’da 1993 yilinda lin-4’tin protein kodlamayip, LIN-14 geninin ekspresyonunu
diizenlemesinin kesfedilmesiyle mikroRNA’larin sentezi, biyolojik siireclerdeki rolii ve
hastaliklarin patogenezindeki yeri arastirilmistir (Lee, Feinbaum ve Ambros, 1993).
Guniimiizde, insanlarda tanimlanmis 2000°nin tizerinde miRNA bulunmaktadir. Protein
kodlayan genlerin %60°tan fazlast miRNA'lar tarafindan regiile edilebilmektedir, 45.000’den
fazla miRNA-hedef bolgesi tanimlanmistir (Souma vd., 2018). Bir miRNA birden fazla genin
ekspresyonunu diizenleyebilir, ayn1 zamanda bir genin ekspresyonu birden fazla miRNA
tarafindan diizenlenebilir (Miao vd, 2018). Bu nedenle miRNA’lar; biyolojik siireglerde, ¢oklu
yolaklar iizerinden etki gosterebilen kompleks fonksiyona sahip molekiillerdir. mikroRNA'lar
gelisim, hiicre dongiisii, farklilasma, proliferasyon, hiicre gocli ve apoptozis gibi islevleri
regiile etmektedir (Huleihel vd., 2014). Kanser, norolojik hastaliklar, fibrotik hastaliklar ve
inflamatuar hastaliklar gibi birgok hastalik patogenezinde veya progresyonunda fonksiyon
gostermektedir (Souma vd., 2018). Klinik uygulamada tarama, tani, prognoz gostergesi ve

tedavi hedefi olarak kullanimi miimkiin olabilir (Hammond, 2015).
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2.13.3. MikroRNA Terminolojisi

MIiRNA oldugu tespit edilen molekiilin basina ‘mir’ takist getirilmektedir ve
numaralandirilmast miRNA’nin tespit edilip yayinlanma sirasina gére yapilmaktadir. Yeni
tanimlanmis bir miRNA kendinden Onceki saymnin devami olarak numaralandirilir,
tanimlanan organizmay1 belirtmek i¢in de mir’den once organizmayi ifade eden 3 harfli
kisaltma kullanilir. Orn: homo sapiens, hsa-mir-121. miR, olgun miRNA’y1 tanimlar iken;
mir, primer miRNA transkriptini tanimlar. Bir miRNA farkli DNA dizilerinden
sentezlenebiliyor ise hsa-mir-121-1 ve hsa-mir-121-2 seklinde isimlendirilir. Olgun dizisi
birbirine ¢ok benzeyen miRNA’lar sonlarma sirayla harf eklenerek belirtilir. Orn: hsa-miR-
21a, hsa-miR-21b. Prekiirsor miRNA’dan sentezlenme yoniinii belirtmek igin -5p veya -3p
eki eklenir. Bu isimlendirme kurallarina uymayan let-7 ve lin-4 gibi istisnalar mevcuttur
(MiRBase).

2.13.4. MikroRNA Sentezi

miRNA genleri genomda yaygin olarak bulunur. Birgok miRNA, sadece miRNA’ya
transkribe olabilen kodlamayan intergenik dizilerden sentezlenir (Hammond, 2015). Protein
kodlayan genlerin intronik dizileri veya UTR bélgelerinden de sentezlenebilmektedir. Tlk
olarak RNA polimeraz Il tarafindan primer miRNA (pri-miRNA) sentezlenir. pri-miRNA,
kodlayan RNA’larin 6zelliklerine benzer sekilde sapka yapisi eklenmesi, poliadenilasyon ve
splicing modifikasyonlarina sahiptir (Hammond, 2015). Daha sonra islenerek prekiirsor
mMIRNA (pre-miRNA)’ya ve matiir miRNA’ya donistiriiliir (Ha ve Kim, 2014). Let-7 ailesi
gibi baz1t miRNA’lar ayn1 ¢ekirdek dizisine sahip uzun transkriptler seklinde sentezlenir ve

aile olarak isimlendirilir (Tanzer ve Stadler, 2004).

MikroRNA sentezinde 3 farkli yolak tanimlanmistir (Sekil 2.5) (O'Brien vd., 2018).
Kanonik yolak, miRNA sentezinde baskin olan yolaktir. RNA Pol II araciligiyla pri-miRNA
sentezlenir. Pri-miRNA, RNA baglayan protein olan DiGeorge kritik bolgesi 8 (DGCRS8) ve
riboniikleaz III enzimi Drosha’nin olusturdugu microprocessor complex ile islenerek pre-
miRNA’ya doniistirilir (Denli vd., 2004). DGCRS8, pri-miRNA igerisindeki N6-
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metiladenile GGAC motiflerini tanir, Drosha ise pri-miRNA dubleksini karakteristik sac
tokas1 yapisina ayrrarak 3’ ucunda 2 nt ¢ikinti bulunan pre-miRNA’ya donistiiriir.
Sentezlenen pre-miRNA Exportin 5 (XPOS5)/RanGTP kompleksi ile sitoplazmaya tasinir, bir
RNAaz III endoniikleaz olan Dicer araciligiyla terminal ilmek ¢ikarilir ve ¢ift zincirli matiir
MIRNA’ya dondstiriliir (Alarcon vd., 2015). MiRNA dizisinin yonii matiir miRNA’nin
adm belirler. Pre-miRNA’nin 5’ ucundaki sa¢ tokasindan sentezlenen miRNA 5p zincirini,
3> ucundan sentezlenen de 3p zincirini olusturur. Bu iplik¢ikler ATP'ye bagli halde
Argonaute (AGO) protein ailesine yiiklenir. Bu iki zincirden hangisinin AGO proteinine
yiiklenecegi miRNA zincirinin 5> ucunun termodinamik stabilitesine veya 5’ ugta U
pozisyonuna baglidir. Daha diigiik 5’ stabilitesi veya 5’U olan zincir AGQO’ya yiiklenir ve
kilavuz zincir olarak tanimlanir, diger zincir ise yolcu zincir olarak adlandirilir ve AGO2
tarafindan ayrilarak cesitli hiicresel mekanizmalar ile yikilir. Kanonik olmayan diger
yolaklar; Drosha / DGCRS8'den bagimsiz iiretilen miRNA’lardir. Splicing sirasinda mRNA
intronlarindan tiretilen mirtronlar Drosha / DGCRS8'den bagimsiz yolakta sentezlenmektedir

(Ruby, Jan ve Bartel, 2007).
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7-metilguanozin (m’G) sapkasiyla sentezlenen pre-miRNA’lar, sentezden hemen
sonra drosha ile boliinmeye ihtiya¢ duymadan exportin-1 ile sitoplazmaya taginirlar (Xie vd.,

2013).

Dicer'dan bagimsiz olarak sentezlenen miRNA’lar, endojen kisa sa¢ tokasi (short
hairpin) RNA (shRNA) transkriptlerinden Drosha tarafindan islenerek sentezlenir. Bu
yolakta olugsan pre-miRNA’lar sitoplazmada maturasyonlarini tamamlamalarint saglayan

AGO?2 proteinlerine ihtiya¢ duymaktadir (Yang vd., 2010).

2.13.5. MikroRNA Aracili Gen Diizenleme

MiRNA’lar hedef mRNA’nin ¢ogunlukla 3’UTR bolgelerine, daha az oranda da 5’UTR,
promotdr bolgelerde ve kodlayan bolgelerde bulunan spesifik dizilere baglanarak
translasyonun  baskilanmasi, mRNA’nin  deadenilasyonu ve sapka  yapisinin
uzaklastirilmasini saglamaktadir (Huntzinger ve Izaurralde, 2011). miRNA’nin 5’UTR ve
kodlayan boélgelere baglanmasi gen ekspresyonu iizerinde susturucu etki gosterirken;

promotor bolgelere baglanmasinin transkripsiyonu artirdigi bildirilmistir (Dharap vd., 2013).

Kilavuz zincir, AGO-2 proteini ile birleserek miRNA ile indiiklenmis susturma
kompleksini (miRNA-induced silencing complex, miRISC) olusturur (Kawamata vd, 2010).
miRNA’nin 2-7 nt dizisi ¢ekirdek dizisi olarak adlandirilir ve hedef mRNA’y1 tanimada
onemlidir. miRISC’1n spesifitesini, hedef mRNA’daki miRNA yanit elemanlarinin (MRE,
mMIRNA response elements) ve miRNA’daki ¢ekirdek dizinin eslesmesi belirler (Yan vd.,
2018). MRE eslesmesinin derecesine bagli olarak AGO-2 bagimli mRNA parcalanmasi veya
miRISC aracili translasyon inhibisyonu ve hedef mRNA yikimi gerceklesir (Sekil 2.13.1) (Jo
vd., 2015).

Susturucu miRISC kompleksinin olusumu, GW182 protein ailesinin miRISC ile
birlesmesi ile baglar. GW182; miRNA-hedef mRNA etkilesimi sonrasinda poli(A)-
deadenilaz kompleksi PAN2-PAN3 ve CCR4-NOT proteinlerinin baglanmasi igin gerekli
iskeleti olusturur (O'Brien vd., 2018). Hedef mRNA’nin poli (A)-deadenilasyonu PAN2/3
tarafindan baglatilir ve CCR4-NOT kompleksi tarafindan tamamlanir. GW182'in triptofan
(W)-tekrarlar1 ile poli(A)-baglayici protein C (PABPC) arasindaki etkilesim, verimli
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deadenilasyonu saglar (Jonas vd., 2015). Sonrasinda decapping protein 2 (DCP2) ve diger
iligkili proteinler ile sapka yapist uzaklastirilir, ardindan exoribonuclease 1 (XRN1)

araciligiyla 5°-3” yonde degradasyon saglanir (Braun vd., 2012).

2.13.6. MiRNA’larin Tam ve Tedavideki Yeri

MiRNA’lar dokuya Ozgii tespit edilebildigi gibi idrar, tiikiiriik, plevral sivi gibi viicut
sivilarindan ve periferik kandan izole edilebilmektedir. Hiicreler arasi iletisim amaciyla hiice
disina salgilanabilmektedir. miRNA'lar mRNA'lardan daha kararhidir. Plazmada proteinlere,
HDL’ye bagh halde veya ekzozomlar i¢inde tasmmarak RNAaz’larin degredasyonundan
korunmaktadir. Formalinle fikse edilmis parafin dokulardan (FFPE) ve RNA kalitesinin diisiik
olabilecegi Orneklerden izole edilebilir (Hammond, 2015). Gelistirilen miRNA imzalari;
hastaliklarin tanisinda, primeri bilinmeyen kanserleri tanimlamada, progresyonu belirlemede,
tedaviye yanit veya ila¢ direncini 6ngdrmede kullanilabilir (Hanna, Hossain ve Kocerha,
2019). Hasta kisilerde yapilacak aragtirmalar, hayvan modelleri ve hiicre kiiltiiri
calismalarindan elde edilen veriler ile hastaliga 6zgii yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikte miRNA

panellerinin gelistirilmesi miimkiin gériinmektedir.

MiRNA’larin hedeflenebilir tedavi olarak kullanimi miimkiindiir. Upregiilasyonu
hastalikla iligkili miRNA’lar i¢in antisens oligoniikleotid inhibitor kullanmak,
downregiilasyonu hastalik patogenezinden sorumlu miRNA’lar i¢in ise miRNA mimikleri ile
yerine koyma tedavisi uygulanabilir. Farkli tiir kanserlerin tedavisi i¢in, faz I asamasinda olan
mMiR-34 mimigi MRX34; kutanéz T hiicreli lenfoma tedavisi i¢in faz I asamasinda, miR-155
inhibitorii Cobomarsen (MRG-106); idiyopatik pulmoner fibrozis icin faz I asamasinda miR-
29 mimigi Remlarsen (MRG-2019); hepatit C enfeksiyonu igin faz Il asamasinda miR-122
inhibitérii Miravirsen (SPC3649), vyiiriitilen miRNA hedefli tedavi c¢alismalaridir
(Chakraborty C. vd., 2020).
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2.14. Calismamizda yer alan miRNA’lar

2.14.1. miR-143-3p

Kromozom 5q32 bolgesinde bulunan miR-143’lin promoter bolgesinde p53 baglanma
bolgeleri bulunur, bu nedenle p53'e bagli ekspresyon gozlenir. Tiimor siipresor etkilidir ve
cogu kanserde downregiilasyonu gosterilmistir (Sanada vd., 2019). IPF’de downregiilasyonu
tespit edilmis, hipertrofik skarda CCN2’yi baskiladigi, ECM sentezini azalttifi gosterilmis,
fibrotik patogenezde rol alan antifibrotik etkili miRNA oldugu saptanmistir (Mizuno vd.,
2017; Mu vd., 2016). Buna ragmen, insan akciger fibroblastlarinin TGF-f ile uyarilmasi
sonucunda fibroblast farklilasmasini aktive ettigi, profibrotik rol oynadigini gosteren

calismalar da mevcuttur (Wei vd., 2019).

2.14.2. miR-140-5p

miR-140-5p, 21 nt uzunlugunda ve 16q22.1°de lokalizedir (Lagos-Quintana vd., 2002; Mizuno
vd., 2017). Timor siipresor etkilidir, downregiilasyonu kanser gelisiminde oldugu kadar
progresyonunda da rol alir. Over kanserinde PDGFR-A inhibisyonu ile tiimor biiyiimesini,
meme kanserinde ve kii¢lik hiicre dis1 akciger kanserinde VEGF-A inhibisyonu ile invazyon,
migrasyon ve anjiogenezi inhibe etmektedir (Yang vd., 2018). Ekpresyon kaybinin
radyasyonun indiikledigi pulmoner fibrozis i¢in risk olusturdugu, TGF-B/SMAD3 yolagini
inhibe ederek pulmoner fibrozisi azalttigi, antifibrotik etkili oldugu saptanmigtir (Wang vd.,
2019).

2.14.3. miR-32-5p

miR-32, 21 nt uzunlugundadir (Lagos-Quintana vd., 2001). iPF’de downregiilasyonu
saptanmistir (Mizuno vd., 2017). Kardiyak fibroblastlar ile yapilan bir kiiltiir caligmasinda
yiikksek glikoz diizeyi ile ekspresyonunun arttigi ve kardiyak fibrozise; TGF-B, a-SMA,
kollajen I ve III ekspresyonunu inhibe eden DUSP1’i baskilayarak yol acgabilecegi
gozlenmistir (Shen vd., 2019). Transplante bobreklerde allogreft disfonksiyonuna yol agan

40



interstisyel fibroziste yiiksek oranda eksprese edildigi tespit edilmistir (Wang, H. J vd., 2020).
Dokular arasinda farkli fibrotik 6zellik sergileyebilmektedir. Farkli kanserlerde timor supresor

veya onkogenik aktivite gosterebilmektedir (Liang vd., 2019; Liu vd., 2019; Wang vd., 2018).

2.14.4. miR-320a

miR-320a, 8p21.3 kromozom bolgesinde lokalize, 22 nt’lik miRNA’dir (Sepramaniam vd.,
2010). Farkli kanser tiirlerinde disregiilasyonu gdsterilmistir. Invazyon ve metastazi dnleyen
tiimor siipresor etkisi bulunur (Wang, Y. vd., 2020). insan akciger fibroblast kiiltiiriinde TGF-
B yolaginda TGFBR2’yi diizenleyerek kollajen tip 1 ekspresyonunu regile ettigi
gosterilmistir. Sistemik skleroza bagli IAH bulunan hastalarin periferik kaninda saglikl

kontrollere kiyasla azalmis ekspresyonu saptanmistir (Li vd., 2021).

2.14.5. Let-7d

Let-7 ailesi genomda farkli lokasyonlardan transkribe edilebilen, ilk tanimlanmis miRNA
ailesidir (Lagos-Quintana vd., 2001). Let-7 ekspresyonu gelisim asamalarinda kademeli olarak
artar ve ¢esitli hiicresel yolaklarda rol alir (Lee vd., 2016). Tiimdr siipresor etkili oldugu cesitli
kanserlerde saptanmistir. Kanser ve fibrotik hastaliklarda EMT’yi baskiladigi gosterilmistir
(Huleihel vd., 2014).

IPF’li hastalarin akcigerlerinde let-7d’nin downregiilasyonu saptanmustir. TGF-B ve
SMADZ3, let-7d ekspresyonunu baskilamaktadir (Pandit vd., 2010). Let-7d inhibisyonunun;
epitelyal gen ekspresyonlarint downregiile ettigi, mezenkimal gen ekspresyonlarini upregiile
ettigi ve EMT aktivasyonu ile IPF patogenezine katki saglayabilecegi gosterilmistir (Huleihel
vd., 2014).

2.14.6. miR-19a ve miR-19b-1

miR-19a ve miR-19b-1, miR-17/92 ailesinin iyeleridir. 13q31.3 kromozom bdlgesinde yer
alan MIR17HG (miR-17/92 cluster host gene) (diger ismi C13o0rf25) geninden transkribe

edilir. miR-17/92 ailesi, hiicre dongiisii, proliferasyon, apoptoz ve diger 6nemli siireclerin
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regiilasyonunu saglar. Normal gelisim, immiin sistem hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar, kanser ve yaslanmada fonksiyonu gosterilmistir. Hematolojik ve
solid doku kanserlerinde sik¢a disregiilasyonu tespit edilmis miR ailesidir, bu nedenle
oncomiR-1 olarak da isimlendirilmektedir (Mogilyansky ve Rigoutsos, 2013). Akcigerlerin
gelisim siirecinde ve alveolar epitel dengesinin korunmasinda 6nemlidir. Fibrotik siirecten
sorumlu baz1 genleri ve DNMT-1 gibi epigenetik diizenleyicileri regiile etmektedir; ayrica

DNMT-1 tarafindan ekspresyonu baskilanabilir (Dakhlallah vd., 2013).

IPF hastalarinin akciger biyopsi orneklerinin ekspresyon calismalarinda miR-19a ve
mMiR-19b’nin downregiilasyonu saptanmistir. Pulmoner fibroz hayvan modellerlerinden elde
edilen fibroblastlarda yapilan miRNA ekspresyon g¢alismalarinda, miR-19a ve miR-19b’nin
TGF-B ekspresyonunu diizenledigi, overekspresyonunun fibroblast aktivasyonunu baskiladigi
gosterilmistir.  Akciger fibroblast hiicre ¢alismalarinda miR-19a ve miR-19b’nin
overekspresyonlarinin CCN2 ve TSP1 ekspresyonunu baskiladigi bildirilmis, antifibrotik etki
gosterdigi saptanmistir (Mogilyansky ve Rigoutsos, 2013; Souma vd., 2018).

2.14.7. miR-130a-3p

Kanser, inflamasyon, fibrotik ve kardiyovaskiiler hastaliklarda disregililasyonu saptanmistir
(Tian vd., 2019). Hepatik fibrozda ve pulmoner fibrozda downregiilasyonu saptanmistir,
makrofajlarin  fibrotik gen ekspresyonlarii diizenlemektedir (Su vd., 2015). IPF’de
downregiilasyonu sonucunda fibroblast ve EMT aktivasyonu tespit edilmistir (Miao vd.,

2018).

2.14.8. miR-30a-5p, miR-30b-5p, miR-30d-5p ve miR-30e-5p

miR-30 ailesi; miR-30a, -30b, -30c-1, -30c-2, -30d, -30e olmak iizere 6 liyeden olusur. 3°UTR
bolgesinde birkag¢ niikleotit farki gosterirler fakat cekirdek dizisi benzerdir. Farkli 3’UTR
dizisi miR-30 iiyelerinin farkli yolaklarda farkli gen ekspresyonlarini diizenlemesine olanak
tanir (Yang vd., 2017). Doku ve organ gelisimde ve kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,

fibrozis gibi bazi hastaliklarin patogenezinde rol alirlar. miR-30 ailesi X-box-binding protein

42



(XBP1), TGF-B1, CCN2 ekspresyonlarini regiile ederek otofaji, apoptoz, oksidatif stres ve
inflamasyonu diizenler (Zhang X. vd., 2019).

IPF gelisimi sirasinda AEC’lerde miR-30a ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir.
miR-30a’nin downregiilasyonu, AEC apoptozunu artirmakta, ekspresyonunu diizenledigi
TET1 geni tlizerindeki supresyon ortadan kalkmakta ve epigenetik degisikliklere neden
olmaktadir (Miao vd., 2018). IPF patogenezinde etkili olan WNT1 ile indiiklenen sinyal
yolagi proteini 1 (WISP1)’in ekspresyonunu diizenleyen miRNA’lar1 arastiran bir ¢alismada,
mMiR-30 ailesinin WISP1 ekspresyonunu baskiladigi, IPF’de miR-30 ekspresyonu diisiik iken
WISP1 ekspresyonunun yiiksek oldugu saptanmistir (Berschneider vd., 2014).

2.14.9. miR-133

miR-133; 22 nt uzunlugunda, 18q11.2 de lokalize olan MIB1 geninin 12. intronundan miR-1-2
ile birlikte transkribe edilen bir miRNA’dir (Rao vd., 2006). Kas dokusunda yiiksek oranda
eksprese olmaktadir. Fibroziste rol alan biiylime faktorii CCN2’nin ekspresyonunu diizenler

(Mizuno vd., 2017).

2.14.10. miR-21-5p

miR-21-5p; 22 nt’lik, 17q23.1’de TMEM49 geninin intronik bolgesinde lokalize miRNA’dir
(Lagos-Quintana vd., 2001). Kendi promotorii tarafindan TMEM49 geninden bagimsiz olarak
transkribe edilir. Gelisim, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, inflamasyon, kardiyak ve
pulmoner fibrozis gibi fizyolojik ve patolojik siireglerde rol alir (Kumarswamy, Volkmann ve
Thum, 2011). Akciger, tiroid, pankreas ve kanda yiiksek olmak iizere pek ¢ok dokuda
eksprese olmaktadir. Onkogenik etkili oldugu kanitlanmis bu nedenle oncomiR olarak

siiflandirilms, disregiilasyonu ¢esitli kanser tiplerinde gosterilmistir (Hill ve Tran, 2021).

Bleomisinle IPF modeli olusturulmus farelerde yapilan ¢alismada TGF-B’nin miR-21
ekspresyonunu aktive ettigi, miR-21’in de TGF-f’nin profibrotik etkilerini gii¢lendirdigi
gosterilmistir (Yang ve Schwartz, 2015). Periferik kandan yapilan iPF ve saglikli gruplarin
miR-21 ekspresyonu karsilastirmasinda, IPF’li hastalarn miR-21 ekspresyonu yiiksek
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bulunmus, IPF’de  miR-21 ekspresyon &lciimlerinin noninvaziv biobelirte¢ olarak

kullaniminin miimkiin olabilecegini gostermistir (Miao vd., 2018).

2.14.11. miR-205-5p

miR-205; 22 nt uzunlugunda, 1g32.2 kromozom bdlgesinde lokalize; gelisim, farklilasma ve
hiicresel stres cevabini diizenleyen miRNA’dir. Cesitli kanserlerde disregiilasyonu gdsterilmis,
onkogenik etki ile apoptozis, EMT, proliferasyon ve metastazda rol aldig bildirilmistir (Yu
vd., 2008). Kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri ve IPF’de de upregiilasyonu hastalik patogenezi
ile iligkili bulunmustur (Mizuno vd., 2017). Yapilan diger kanser ¢alismalarinda VEGF’yi
hedefleyerek hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu azalttigl, timor progresyonunu inhibe

ettigi, timor silipresor etki gosterdigi bildirilmistir (Oltra vd., 2020).

2.14.12. miR-155-5p

miR-155, 21g21.3 kromozom bdlgesinde yer alan BIC (B-cell Integration Cluster)
ekzonundan islenen 22 nt’lik bir miRNA’dir. Lenfoid organlarda yiiksek oranda eksprese
edilir. Hematopoietik farklilagma, immiinite, inflamasyon, kanser ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclerde rol alan ¢ok fonksiyonlu miRNA’dir.
Tip 1 anjiotensin II reseptor (Type 1 angiotensin 11 receptor, AT1R), hipoksi ile indiiklenebilir
faktor 1 (Hypoxia inducible factor 1, HIF-1), SMADS5, Scr-like-adaptor (SLA) ve Ras
homolog gene family member A (RHOA) miR-155"in ekspresyonunu regiile ettigi genlerden
bazilaridir (Faraoni vd., 2009). miR-155 -/- farelerle yapilan bleomisinle indiiklenen akciger
fibrozisi ¢alismasinda, miR-155 -/- farelerde asir1 fibrozis, TGF-PB sekresyonunda ve kollajen
birikiminde artis saptanmistir. miR-155’in bu etkileri, akciger fibroblast ve makrofajlarinda
Liver X reseptor a (LXR-o) gen ekspresyonunun deregiilasyonu ile yaptigi gosterilmistir
(Kurowska-Stolarska vd., 2017). IPF’li hastalarin akciger dokusu ile kontrol grubu akciger
dokusunda miRNA ekspresyon diizeylerini karsilastiran bir c¢alismada miR-155
ekspresyonunun IPF’de upregiile oldugu tespit edilmistir (Yang ve Schwartz, 2015). miR-

155’in fibrozisteki roliinii aydinlatmak i¢in daha fazla ¢aligsmaya ihtiyag¢ vardir.
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2.14.13. miR-26a-5p

miR-26a; 22 nt uzunlugunda, 3p22.2 kromozom bdlgesine lokalizedir (Lagos-Quintana vd.,
2001). Antifibrotik etkilidir, pulmoner fibrozis modelli hayvan ve hiicre kiiltiirii calismalarinda
miR-26a ekspresyonunun azaldigi gosterilmigtir. miR-26a ekspresyonundaki azalmanin;
CCN2 diizeylerini, kollajen iiretimini ve EMT’yi artirdigr saptanmistir. Bleomisin ile
indiiklenmis fare pulmoner fibrozis modellerinde, intratrakeal miR-26a mimik tedavisinin
kollajen birikimini, CCN2 ekspresyonunu ve fibrozisi azalttigi gosterilmistir (Liang vd.,
2014).

2.14.14. miR-145

miR-145, 5932 kromozom bdlgesinde lokalizedir. ilk olarak fare kalp dokusundan ardindan
kolorektal kanser ve diger dokulardan izole edilmistir (Ye vd., 2019). Profibrotik etkilidir,
saglikli akciger dokusu ile karsilastirildiginda pulmoner fibrozisli hastalarin akciger
dokusunda ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. miR-145’in fibrozisteki roliinii incelemek
amactyla yapilan TGF-B ile indiiklenen yabanil tip ve miR-145-/- fare akciger fibroblast
calismalarinda, TGF-B ile uyarilan fibrozisin; miR-145-/- farelerde yabanil tip farelere gore
daha hafif oldugu, a-SMA ekspresyonunun diisiik diizeyde kaldigi, miR-145’in TGF-B aracili
myofibroblast farklilagmasinda 6nemli rolii oldugu saptanmistir. miR-145’in kontraktilite
izerine etkisini degerlendiren insan akciger fibroblast hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, miR-145
mimikleri ile muamele edilen fibroblastlarda kontrole gore kontraktilitede artis gozlenmistir

(Yang S. vd., 2013).

2.14.15. miR-29a-3p, miR-29b-3p ve miR-29¢-3p

miR-29; miR-29a, miR-29b ve miR-29¢ tiyelerinden olusur, 3’UTR’de birkag nt fark olmasi
disinda yiiksek oranda homoloji gosterirler. miR-29 ailesi, ECM proteinlerinin gii¢lii bir
diizenleyicisidir. Fibrotik hastaliklarin patogenezinde antifibrotik etkili oldugu kanitlanmis, bu
nedenle fibromiRNA olarak da adlandirilmistir. Kalp, renal, hepatik, akciger fibrozisi ve

skleroderma gibi ¢esitli fibrotik hastaliklarda ekspresyonunun azaldigi, miR-29 mimiklerinin
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bu hastaliklarin tedavisinde etkili oldugu deneysel modellerle gosterilmistir (Montgomery vd.,
2014).

TGF-B, miR-29 iiyelerinin ekspresyonunu baskilayarak hiicre disi matriks sentezini ve
fibroblastlarin proliferasyonunu artirmaktadir. Insan akciger fibroblast hiicre hattinin TGF-
ile uyarilmasi sonucu miR-29a/b/c ekspresyonlarinin azaldigi, TGF-f’nin hiicre proliferasyonu
ve COL1Al ekspresyonunu upregiile ettigi saptanmistir. miR-29a/b/c ile transfeksiyon
sonrasi, TGF-B’nin neden oldugu fibrotik degisikliklerin PI3SK-AKT yolagi araciligiyla
diizeldigi gosterilmistir (Yang T. vd, 2013).

Insan fetal akciger fibroblastlarinda miR-29’un hedef genleri arastirilmis, fibrotik
stirecten sorumlu TGF-fB, laminin ve integrin genlerinin ekspresyonlarini regiile ettigi

saptanmustir (Yang ve Schwartz, 2015).

Mir-29¢’nin alveolar epitelyal hiicre yenilenmesi ve apoptozisi {izerinde etkili oldugu,
IPF’li hastalarin akciger dokularinda mir-29¢ diizeylerinin saghkli kisilerden daha diisiik
diizeyde eksprese edildigi bildirilmisir. TGF-B, SMAD3 yolagi {lzerinden miR-29c
ekspresyonunu baskilamaktadir. Bleomisin ile akciger fibrozisi olusturulan hayvan
modellerinde mir-29¢ diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla daha diisiikk diizeyde eksprese
edildigi ve deneysel olarak olusturulan yiiksek mir-29c ekspresyonlu fare modellerine
bleomisin verildiginde olusan akciger fibrozunun kontrol grubundan daha hafif oldugu, mir-

29¢’nin fibrozise kars1 koruyucu oldugu saptanmistir (Xie vd., 2017).

2.15. TGF-B

TGF-B (TGF-Beta; TGFB; TGFBL1); hiicre proliferasyonu, apoptoz, farklilasma, otofaji,
immiin yanit ve yara iyilesmesi gibi biyolojik yanitlar1 diizenlemesinin yani sira fibrotik
hastaliklarin patogenezinde yer alan en Onemli sitokindir (Meng vd., 2016). Embriyonik
donemde organogenez ve gelisim i¢in oldugu kadar postnatal donemde hiicre proliferasyonu,

diferansiyasyonu, motilite ve adezyonu i¢in esansiyeldir (Saito vd., 2018).
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2.15.1. TGF-p sentezi

TGF-B’nin yaklasik %80 aminoasit benzerligi gosteren 3 izoformu bulunur: TGF-f1, TGF-$2
ve TGF-B3. Makrofajlar, lenfositler, epitel hiicreleri, fibroblastlar, perisitler, endotel hiicreleri
ve trombositler gibi birgok farkli hiicre tipi, hasar veya inflamasyon durumunda TGF-3
izoformlar tretebilmektedir (Frangogiannis, 2020). Yaralanma tipine ve etkilenen organa
bagl olarak sentez kaynagi degisebilmektedir. Pulmoner fibrozdaki baslica hiicresel TGF-
kaynaklarinin alveolar makrofajlar ve metaplastik tip II alveolar epitel hiicreleri oldugu
gosterilmistir (Coker vd., 2001). TGF-B yaralanma nedeninden bagimsiz olarak artar ve bu
artis de novo sentez ve salgilanmanin yaninda ECM’de proteoglikan, kollajen veya
fibronektine bagli halde bulunan latent TGF-B’nin aktive edilmesinden kaynaklanir
(Frangogiannis, 2020). Oksidatif stres, Toll benzeri reseptor sinyalleri ve proinflamatuar
sitokinler (IL-1B, TNF-a, IL-6 vb.) TGF-B ekspreyonunu uyarabilir (Frangogiannis, 2020).

TGF-B geni 19q13.2 kromozom bdlgesinde yer alir, 7 ekzonludur. 25 kda’luk matiir
TGF-B sentez asamalarinda oncelikle; sinyal peptidi (SP), gecikme ile iligkili peptid (latency
associated peptide, LAP) ve matiir peptit (mTGF-B) pargalart bulunan pre-pro-TGF-$
sentezlenir (Gauthy vd., 2013). SP’in ayrilmasiyla pro-TGF-f’ya doniisiir (Castro-Sanchez ve
Martin-Villa, 2013). LAP ile nonkovalent bagli TGF-p ve LTBP (latent TGF-B baglayan
protein) biiyiikk latent kompleksini olusturur (LLC). Inaktif halde ekstraseliiler alanda
depolanan latent TGF-f’y1 TSP-1 (trombospondin-1), integrin avf6, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve diisiik pH aktive edebilir (Annes vd., 2003). Aktivasyon sonrasi LAP’dan ayrilarak
homodimer halinde serin/treonin kinaz reptorii olan TGFR1 ve 2 reseptorlerine baglanir,
SMAD2 ve SMAD?3 fosforile edilir, ardindan fosforile olarak niikleusa gegen SMAD4 ¢esitli
transkripsiyon faktorlerini etkileyerek gen ekspresyonunu diizenler (Sekil 2.6) (Saito vd.,
2018; Frangogiannis, 2020). TGF-B ayrica hiicreye 6zgii ERK (extracellular signal-regulated
kinase), MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase) ve JNK (c-Jun-N-terminal kinase)
sinyal kaskadlarinin aktivasyonunu saglayabilir. MAPK aracili yolakta Smad’dan bagimsiz
TGF- yanitlar1 diizenlenebilir. TGF-f ile indiiklenen ERK aktivasyonu, Smad sinyallemesini
giiclendirebilir. TGF-B'nin PI3/Akt, Rho GTPaz yolaklarini aktive ettigi ve Wnt, Notch sinyal
yolaklarini etkiledigi gosterilmistir (Pardali vd., 2017).

47



Cellular sources of TGF-§
©) & . @ oo

Lysosome Macrophage Epithelial cell Fibroblast Endothelial cell Pit
LAP LAP
Active TGF-B
[Proases] - =1
ED A Fn TSP-1 SLC
ECM

T8RN N||TBRI

ITG ®L ;)

!

Sekil 2. 6: TGF- sentez siireci ve reseptor iliskisi (Frangogiannis, 2020).

Target cell

2.15.2. TGF-p’nin fibrotik siireclerde rolii

TGF-f’nin pulmoner, hepatik, renal ve kardiyak fibrozis patogenezinde etkinligi doku
ekspresyon calismalari, hayvan deneyleri ve hiicre kiiltiirii ¢alismalart ile tespit edilmistir
(Bowen vd., 2013). TGF-B, doku hasar1 bolgesine fibroblast gogiinii uyarir, fibroblastlarin
myofibroblastlara farklilasmasina aracilik eder, myofibroblastlar tarafindan ECM iiretimini
indiikler ve matriks metaloproteinazlar tarafindan ECM degradasyonunu inhibe eder ve
PDGF, iirokinaz tipi plazminojen aktivatorii (uPA) ile MCP-1 bu fonksiyonlarini regiile eder
(Chanda vd., 2019). TGF-B ayrica alveol epitel hiicreleri iizerinde proapoptotik etkilidir (Ozlii
vd., 2010).
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TGF-B fibrotik etkilerinden en Onemlisini fibroblastlarin myofibroblastlara
doniligiimiinii uyararak saglar. Myofibroblastlar fibroblastlara kiyasla daha fazla a-SMA,
kollajen, sitokin ve biiylime faktorleri sentezleyebilir (Klingberg vd., 2013). Endotelyal
mezenkimal transizyon (EndMT) ile endotelyal hiicrelerin, kemik iligi kokenli CD34+ ve
CD45+ progenitor hiicrelerin, perisit ve makrofajlarin fibrotik dokuya go¢ ederek
myofibroblastlara farklilagtiklari bildirilmistir (Pardali vd., 2017).

Yara iyilesmesi, gelisim gibi fizyolojik siire¢ler ve fibrozis, kanser gibi patolojik
stireclerde gozlenen EMT ve EndMT i¢in TGF-B temel sitokinlerden biridir. Bu siirecte
gerekli SNAIL1, SNAIL2, ZEB1, ZEB2, FOXC2, FOXAl, FOXA2 ve HMGA2 vb.
transkripsiyon faktorlerini regiile eder (Lamouille vd., 2014).

TGF-B, doku hasar1 sonrasi yara iyilesmesi doneminde ECM bilesenleri ve EMT
aktivasyonu i¢in gerekli transkripsiyon faktorlerinin gen ekspresyonunu diizenlemektedir. Bu
fonksiyonlarii, profibrotik veya antifibrotik miRNA’lar1 regiile ederek yerine getirebilir.
miRNA’lar da TGF-B, reseptorleri veya asagi yolak molekiillerinin ekspresyonlarini
diizenleyerek fibrotik siireci etkiler (Sekil 2.7) (Suzuki, 2018). miR-21, miR-181, miR-155 ve
miR-10b gibi profibrotik miRNA’lar TGF-p ekspresyonunu diizenleyen miR’lerden bazilaridir
(Suzuki, 2018). TGF-B tarafindan indiikklenen ZEB1 ve ZEB2 transkripsiyon faktorleri,
mMIRNA-200 ailesini ve miR-205'i baskilar, bu miRNA’lar da ZEB1 ve ZEB2’yi
ekspresyonunu baskilar. TGF-f ekspresyonunun artist miR-200 ailesi ve miR-205’i

downregiile ederek EMT’yi tesvik eder (Gregory vd., 2011).
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Sekil 2. 7: TGF-B fonksiyonlarini g¢esitli asamalarda diizenleyen miRNA’lar ve TGF-f’nin
miRNA ekspresyonu iizerine etkisi (Suzuki, 2018).

TGF-B, direkt kollajen gen ekspresyonunu upregiile ederek veya indirekt etki ile
kollajen sentezi lizerine baskilayici etkileri olan miRNA ekspresyonunu downregiile ederek
kollajen birikimini diizenler. ECM'de kollajen birikimi i¢in gerekli olan 1s1 sok proteini-47
(HSP47) ve lizil oksidaz benzeri-2 (LOXL2) genlerinin ekspresyonunu baskilayan miR-29’un
ekspresyonunu baskilayarak kollajen {iretimini artirabilir. Benzer sekilde kollajen iiretimini

baskilayan miR-96 ve miR-130b TGF-p tarafindan downregiile edilirler (Kim vd., 2018).

2.16. CCN2

CTGF (Connective Tissue Growth Factor) olarak da bilinen CCN2 geni 6g23.2 kromozom
bandinda yer alir, 5 ekzondan olusur ve 349 aa’dan olusan sisteinden zengin bir protein kodlar
(Bradham vd., 1991). CCN ailesinin bir iiyesidir ve adlandirmalar: ilk kesfedilen {i¢ tiyenin
bas harflerinden olusur: Cyr61 (cysteine-rich protein 61), CTGF (Connective tissue growth
factor) ve NOV (Nephroblastoma overexpressed gene) (Holbourn, Acharya ve Perbal, 2008).
Lenf digiimleri, akciger, karaciger, gastrointestinal sistem, endometriyum ve ciltte daha

yiiksek seviyelerde olmak {izere bircok dokuda CCN2 ekspresyonu bulunmaktadir (Krupska
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vd., 2015). CCN2 gen ekspresyonu transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel asamada bazi
molekiillerle diizenlenir. Biiylime faktorleri, sitokinler, hormonlar, TGF-p, BMP-2 (Bone
morphogenetic protein-2), anjiyotensin Il, glukokortikoidler, MCP-1, Ets1 (ETS protoonkogen
1), IFN-y ve HIFla transkripsiyonel evrede CCN2 gen ckspresyonunu artirir. GAPDH
(gliseraldehid-3-dehidrogenaz), NPM (nucleophosmin) ve miRNA’lar posttranskripsiyonel
asamada CCN2 gen ekspresyonunu diizenler (Kubota ve Takigawa, 2015).

CCN2 geni, embriyonik ve postnatal gelisim slireglerinde hiicre adezyonu,
proliferasyon, sagkalim, migrasyon ve ECM {iretimi gibi biyolojik fonksiyonlarda gorev alir.
Ayrica yara iyilesmesi, inflamatuar durumlar, karsinogenez siireci ve en dnemlisi fibrozis ile

seyreden hastaliklarin patogenezinde rol aldigi bilinmektedir (Hall-Glenn ve Lyons, 2011).

2.16.1. CCN2’nin Molekiiler Yapisi ve Fibrozis Gelisiminde Rolii

Pulmoner fibrozis etiyolojisi net olarak anlasilmasa da, profibrotik ve antifibrotik molekiiller
arasindaki dengesizligin fibrozis lehine olmasi temel faktorlerden biridir. Kronik inflamasyon
veya doku hasar1 sonrasi iiretimi artan CCN2’nin ¢esitli fibrotik organ tutulumlarinda etkinligi
kanitlanmigtir. Artmis kollajen {iretimi, ECM birikimi, myofibroblast farklilasmasi ve
proliferasyon gibi fibrotik patogenezden sorumludur. IPF’li hastalarin fibroblast kiiltiirlerinde,
BAL hiicrelerinde, plazma ve akciger dokusunda CCN2 ekspresyonunun yiiksek oldugu

gosterilmistir (Ramazani vd., 2018).

CCN2 geni promotor bolgesinde tespit edilen bir polimorfik varyantin (rs6918698),
bir¢ok organda fibrozisle seyreden bir hastalik olan sistemik skleroz hastalarinda daha yaygin
bulunmasi, bu genin fibrotik hastaliklarin patogenezinde 6nemli rolii oldugunu gostermistir

(Fonseca vd., 2007)

CCN2 proteini 4 domainden olusmaktadir; IGFBP (insiilin benzeri biiyiime faktorii
baglayici protein), VWC (von Willebrand faktor tip C tekrar1), TSPl veya TSR
(trombospondin tip-1 tekrari) ve CT (Sistein diigiimii i¢eren alan). CCN2 ile etkilesime giren
pek c¢ok molekiil bildirilmistir. Bu molekiillerden en 6nemlileri: Sitokinler, IGF1, BMP4,
BMP7, TGF-B ve VEGF gibi biiylime faktorleri; TrkA, LRP1, LRP6 ve bazi integrinler;
fibronektin, heparan siilfat proteoglikanlar (HSPG) gibi matriks proteinleridir ve CCN2’nin
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farkli domainlerine baglanarak etki olustururlar (Sekil 2.8) (Jun ve Lau, 2011; Lipson vd.,
2012).

IGFBP domainine insiilin benzeri bliylime faktorleri baglanarak matriks birikimine ve

kollajen tliretimine katki saglar (Lam vd., 2003)

TGF-pB profibrotik etkinligi kanitlanmis bir sitokindir. CCN2 tek basina fibrotik etki
gosterebilse de TGF-B ile birlikte daha giiclii fibrotik yanit olusturabilir. TGF-f, CCN2 nin
VWC domaini ile baglanarak profibrotik fonksiyonlarini, 6zellikle fibroblastlarin
proliferasyonunu ve fibroblastlarlarin ECM proteinleri salgilamasini gii¢clendirebilir. TGF-p,
pozitif geribildirim ile CCN2’nin ekspresyonunu indiikkler (Chen vd., 2020). CCN2
knockdown fare fibroblast modellerinde TGF-B’nin indiikledigi matriks adezyonu, tip I
kollajen ve a-SMA ekspresyonu igin CCN2’nin gerekli oldugu saptanmustir (Shi-wen vd.,
2006)

TSP1 domaininin integrin a6p1 ile etkilesimi sonucunda kollajen birikimi artar (Heng,
2006).

CCN2, CT domaini ile fibronektine baglanarak hiicre adezyonunu ve gociinii destekler.
Integrin a5B1, CT domaininin fibronektin ile etkileserek ECM biriktirmesine katkida bulunur
(Chen vd., 2020). LRP6 da CT domainine baglanarak, myofibroblast farklilasmasini ve
matriks birikimini artirir (Ren vd., 2013).
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Sekil 2. 8: CCN domainleri ve iligkili olduklar1 molekiiler yolaklar (Jun ve Lau, 2011).

SARS-CoV-2’nin neden oldugu COVID-19 pandemisi; 2019 yilinda baslayan, 85
milyondan fazla kisinin enfekte oldugu, 2 milyona yakin kisinin hayatini1 kaybettigi kiiresel bir
salgindir. Akut akciger hasar1 ve pulmoner fibrozis gelisme oraninin yiiksek olmasi tizerine,
viriistin ACE2 reseptoriine baglandiktan sonra etkilenen gen ekspresyonlarini degerlendiren
hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 yapilmistir. (SARS)-CoV-2 enfeksiyonunun fibrozisin temel
faktorlerinden TGF-B, CCN2 ve fibronektin ekspresyonlarini artirdigi saptanmistir. Hastalik
sonras1 ortaya ¢ikan fibrotik akciger hastaliklarinin altinda yatan molekiiler mekanizma bu
profibrotik etkili molekiiller olabilir (Xu vd., 2020). Ilerleyen dénemlerde toplanan veriler bu
baglantiy1 daha net agiklayacaktir.
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MiRNA’lar CCN2 ekspresyonunu posttranskripsiyonel asamada diizenlemektedir.
miR-133 ve miR-30, CCN2 geni 3’UTR’si ile direkt baglanarak gen ekspresyonunu ve buna
bagl kollajen birikimini azaltir (Duisters, 2009). miR-133a ayrica TGF-f araciligiyla da
CCN2 ekspresyonunu azaltabilmektedir (Wei vd., 2019).

MiIRNA-19a, miRNA-19b ve miRNA-26b; CCN2 geni 3’'UTR’ye direk baglanarak
veya ET-1 (Endotelin-1) ve trombinin aracilik ettigi CCN2 ekspresyonunu azaltarak
antifibrotik etki gosterirler (Chen vd., 2016)

miRNA-15a/b, miRNA-18a, miRNA-18b, miRNA-26a, miRNA-29, miRNA-145, miRNA-
205, miRNA-214, miRNA-375 CCN2 ckspresyonunu etkiledigi bilinen diger
mikroRNAlardir (Ramazani vd., 2018).

CCN2’nin fibrozis olusumunda temel faktorlerden biri olmasi nedeniyle tedavi hedefi
olarak belirlenmis ve gelistirilmekte olan bazi ila¢ ¢calismalari bulunmaktadir. CCN2’ye kars1
gelistirilmis bir monoklonal antikor olan Pamrevlumab (FG 3019) faz II calismalarinda IPF’li
hastalarda, plasebo grubuna kiyasla FVC’deki diisiisiin daha az oldugu, progresyon gosteren
hasta oraninin anlaml 6l¢lide daha diisiik oldugu, HRCT ile tespit edilen retikiiler fibrozun
belli oranda diizeldigi saptanmis ve faz III caligmalarina gegilmistir (Sgalla vd, 2020). Ayrica
miRNA’larin islevlerine benzer sekilde posttranskripsiyonel gen ekspresyonu diizenleme
fonksiyonlart olan siRNA (Susturucu RNA, Small interfering RNA) ile CCN2’nin
ekspresyonunu azaltmayi hedefleyen preklinik asamadaki OLX201 c¢alismasi mevcuttur
(Nikam ve Gore, 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Aragtirmanin tipi prospektif vaka-kontrol klinik ¢alismadir.

3.2. Arastirma Bolgesi ve Zamam

Hasta grubu 2019-2020 yillarinda Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
(NEUMTF) Gogiis Hastaliklart klinigine basvuran, IPF tanisi konmus hastalardan; kontrol
grubu ise aymi donemde GoOgiis Hastaliklart klinigine bagvuran saglikli  kisilerden

olusmaktadir.

3.3. Arastirma Evreni ve Yeri

Bu arastirmada NEUMTF Gogiis Hastaliklart klinigine basvuran; Radyoloji, Romatoloji,
Patoloji ve Gogiis Cerrahisi Ana Bilim Dallarinin katilimiyla, Gogiis Hastaliklar1 Ana Bilim
Dali multidisipliner interstisyel akciger hastaliklar1 konseyinde degerlendirilmis ve IPF tanist
almig hastalar arastirma evrenini olusturmaktadir. Arastirmada yer alan uygulamalar
NEUMTF Genetik Hastaliklar Degerlendirme Merkezi Molekiiler laboratuvarinda
gergeklestirilmistir.

3.4. Orneklem Secme Kriterleri

Hasta grubunda;

e Klinik bulgular, radyolojik goriintiilemeler ve/veya patolojik inceleme sonrasi IPF
tanis1 almis olmak,
e Kanser gibi bulgular etkileyebilecek ek hastalik tanis1 almamis olmak,

e Arastirmaya katilmaya goniillii olmak.
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Kontrol grubunda;
e Kanser, otoimmiin hastalik, fibrotik hastalik ve herhangi bir akciger hastalifi tanisi
almamis olmak,
e Sigara kullanmamak,
e Hasta grubuna benzer yas ve cinsiyette olmak.

e Arastirmaya katilmaya goniillii olmak.

3.5. Calisma Gruplarinin Randomizasyonu

Orneklem se¢me kriterlerine uygun belirlenen 20 IPF hastasindan (Tablo 3.1) ve 20 saglhkli
goniilliiden (Tablo 3.2) elde edilen periferik kan 6rnekleri arastirma kapsamina alinmuistir.
Hastalar Radyoloji, Romatoloji, Patoloji ve Gogiis Cerrahisi Ana Bilim Dallarinin katilimyla,
Gogilis Hastaliklart Ana Bilim Dali multidisipliner interstisyel akciger hastaliklari konseyinde
klinik bulgular, radyolojik gériintiileme ve/veya patolojik inceleme ile degerlendirilmis ve iPF
dis1 interstisyel akciger hastaligi tanisi alan olgular ¢alismaya dahil edilmemistir. Proje
asamasinda 40 IPF hastasinin calismaya dahil edilmesi planlanmis, fakat hasta érneklerinin
toplanmaya baslandigi donemde COVID19 pandemisi basladigi i¢in poliklinikler COVID19
icin yapilandirilmigtir. Tani amagh uygulanan testler yapilamamis, IPF tam konseyi
toplanamamis dolayisiyla planlanan hasta sayisina ulagilamamistir. Pandeminin ne kadar
stirecegi ongdriilemedigi i¢in mevcut hasta grubu ile ¢alismaya devam edilmistir. Arastirmaya
ilk katilan kisiler ile uygulama asamalar1 baslatilmis ve dahil olan kisiler ile devam

ettirilmistir.
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Tablo 3. 1: Hasta grubu ozellikleri

Hasta Grubu Yas Cinsiyet | Antifibrotik tedavi Tedavi baslama
H-1 58 E Pirfenidone 17.04.2019
H-2 65 E Pirfenidone 12.06.2018
H-3 72 E Nintedanib 12.06.2018
H-4 66 K Nintedanib 06.01.2020
H-5 69 K Pirfenidone 05.06.2018
H-6 77 E Pirfenidone 01.12.2017
H-7 85 K Nintedanib 23.11.2017
H-8 72 E Nintedanib 22.03.2017
H-9 69 E Pirfenidone 29.06.2018

H-10 83 E Nintedanib 03.10.2018
H-11 66 E Pirfenidone 04.01.2019
H-12 62 E Pirfenidone 07.12.2018
H-13 66 K Pirfenidone 11.02.2019
H-14 59 E Pirfenidone 16.12.2019
H-15 74 E Pirfenidone 25.10.2017
H-16 60 E Pirfenidone 30.10.2019
H-17 77 E Pirfenidone 09.07.2019
H-18 70 E Pirfenidone 23.12.2019
H-19 75 E Pirfenidone 09.07.2018
H-20 78 E Pirfenidone 12.08.2018
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Tablo 3. 2: Kontrol grubu 6zellikleri

Kontrol Grubu Dogum Yih Cinsiyet
K-1 65 E
K-2 63 K
K-3 67 E
K-4 74 E
K-5 70 E
K-6 67 E
K-7 68 K
K-8 62 E
K-9 63 E

K-10 67 E
K-11 70 E
K-12 60 E
K-13 62 E
K-14 83 E
K-15 64 K
K-16 72 E
K-17 90 E
K-18 70 E
K-19 83 K
K-20 60 E
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3.6. Arastirma Oncesi Bilgilendirme

Hasta ve kontrol gruplarina arastirma ile ilgili genel bilgiler verilmis, arastirmaya dahil edilme
kosullar1 belirtilmistir. Arastirma sartlarina uygun kisilere 3-4 ml periferik kan Ornegi
almacagi, bu orneklerde miRNA ve gen ekspresyon arastirmalarinin tez g¢aligmasi igin
yapilacagi anlatilmistir. Caligmaya katilimin goniilliiliik esasiyla saglandigi ve istedikleri
asamada calismadan ayrilabilecekleri bildirilmistir. Bilgilendirme sonrasi uygun kriteleri
saglayan ve calismaya katilmaya istekli olan kisilere bilgilendirilmis goniillii onam formu

okutulup, onayladiklarina dair imzalar1 alinmistir.

3.7. Arastirmanin izni ve Etik Durum

Aragtirma 6ncesinde NEUMTF etik kurul komisyonuna arastirma bilgilerini igeren ayrmntili
protokol belgeleri sunulmus, 20.09.2019 tarihli 2019/2071 karar sayili etik kurul onayi

alinmistir.

3.8. Ekspresyon Analizlerinde Kullanilan Yontemler

3.8.1. Gercek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPCR, RT-qPCR)

PCR, replikasyon temellerini taklit ederek DNA bolgelerinin primerler araciligiyla
sentezlenmesi teknigidir. PCR teknigi c¢ift zincirli DNA’nin denatiirasyonu, bolgeye spesifik
primerlerin baglanmasi ‘annealing’ ve zincir uzamasi asamalarinda olusur. Tekrarlanan bu
asamalar boyunca DNA dizileri logaritmik olarak cogaltilir. RNA dizilerinin cDNA’ya
cevrilerek es zamanli miktarin1 6lgmeye yarayan kantitatif ger¢ek zamanli PCR yontemleri,
RNA molekiillerinin ekspresyonunu belirlemeye imkan saglamaktadir. Primer tasarimina bagl
olarak farkli ¢aligma sekilleri bulunmaktadir (Chen vd., 2011). Hizli, duyarli ve kolay
uygulanabilir olmasi sebebiyle ekspresyon analizlerinde en yaygin kullanilan yontemlerden
biridir. Floresans sinyal ile amplifiye olan PCR iiriinlerinin esik degeri (Threshold cycle, Ct)

belirlenir. Normalize edilmis bir degere gore rolatif kantitasyon hesaplanir.
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3.8.2. Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme (Next-generation sequencing, NGS) tekniklerinin gelistirilmesi ile ayni
anda birden fazla RNA molekiilii kisa siirede, yiiksek hassasiyetle, spesifik olarak analiz
edilebilmektedir. Kisa RNA molekiillerinin izolasyonu, 3’ ve 5’ uclara RT primer gorevi
goren adaptor dizi eklenmesi, cDNA sentezi ile kiitliphane olusturulmasi, NGS cihazinda
amplifikasyon ve okuma asamalarindan olusmaktadir. Dizi bilgisi gerektirmeden her tiir kiiclik
RNA okunmakta, referans genomla karsilastirilmaktadir. Teknigin bu 6zelligi yeni RNA’larin
kesfine olanak tanimaktadir. NGS ile derin sekanslama yapilabilmekte, RNA dizilerindeki
SNP‘ler belirlenebilmektedir. Sekans bilgilerinin yani sira miktar Sl¢limii yapabilmekte,

ekspresyon analizlerinde kullanilmaktadir (Zhang N. vd., 2019).

3.8.3. Mikroarray Analizleri

Mikroarray teknigi hibridizasyon temeline dayanmaktadir. Kullanilan probun tiirline baglh
olarak DNA, RNA veya proteinlerin ekspresyon diizeyleri, mutasyon analizi ve kromozom
analizlerinin yapilabilmektedir. Proplarin bagli oldugu mikrogip ylizey, goriintiileme tenigi ve
uygun analiz programlar1 gerekmektedir. RNA ekspresyon analizleri icin ¢cDNA sentezi
yapilmakta, floresans isaretleme sonrasi normal oldugu bilinen Ornek ile hibridizasyonu
saglanmaktadir. Mikroarray analizi sonra bulgular qPCR ile valide edilmelidir (Thomson vd.,
2007).

Biz calismamizda; hizli ve spesifik sonuglar saglamasi, ayni anda birden fazla gen veya
miRNA’nin analizine imkan vermesi, pratik ve kolay uygulanabilen g¢alisma basamaklar
gerektirmesi, maliyet etkin ve en dnemlisi rutin klinik laboratuvarlarda yaygin kullanilan bir

yontem olmasi nedeniyle RT-gPCR analizi ile ekspresyon analizini tercih ettik.

3.9. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar
Kullanilan Cihazlar:

e PCR cihazi (Roche, LightCycler*96)
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e Termal déngii cihaz1 (Bio-Rad®)

e Santrifiij cihaz1 (Hettich)

e Mikrosantrifiij (Biosan)

e 4°C buzdolab1 (Beko)

e -20°C sogutucu (Regal®)

e -80°C sogutucu (New Brunswick U570)

e Spektrofotometre (Thermo Scientific Nano-Drop 2000)
e Otomatik mikropipetler

e Vorteks karistirici

e Kuru 1s1 blogu

Kullanilan Kimyasallar ve Gerecler:

¢ RNA izolasyon kiti (Tablo 3.3)

o CcDNA sentez kiti (miRNA OneScript™, abm®)(Tablo 3.4)
e miRNA primerleri (abm®)

e UG referans primeri (abm®)

e 96-100% Etanol

e Steril, filtreli pipet uglari

e Spin Kolonlar

e Toplama Tiipleri

e Eppendorf tiipleri

o 96 kuyucuklu PCR plate (Roche, LightCycler®96)
e miRNA gPCR mastermix (abm®)

e Polly (A) kiti (abm®)

e ddH,O0, niikleaz icermeyen saf, steril su

e 15 ml’lik falkon tiipleri

e RBC lizis tamponu

e mRNA primerleri

e GAPDH referans gen primeri

e mMRNA gPCR mastermix
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e miRNAEXxtractor (Bio Basic")
e Kloroform

e RPE Soliisyonu (Bio Basic®)
e CcDNA izolasyon Kiti

¢ mMRNA gPCR master miks

Tablo 3. 3: mikroRNA ¢alismasi i¢in RNA izolasyon Kkiti i¢erigi

Kit Icerigi Kullamilan Miktar
Yikama tamponu 500 pl
Proteinaz K 20 pl
DNase | 10 pl
Baglama tamponu 350 ul
DNase I ¢alisma tamponu 20 ul
Lizis tamponu 350 ul
Eliisyon tamponu 40 wl
Tablo 3. 4: cDNA sentez kiti igerigi
Kit icerigi Miktar
Reverse transkriptaz enzimi OneScript, 200 U/ul 25 ul
Rnase off ribonuclease inhibitor 40 U/ pl 15 ul
dNTPs 10mM 40 pl
5X RT tamponu 150 pul
miRNA Oligo (dT) adaptor 10 uM 60 ul
RNA enzimleri igermeyen su 1 ml
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3.10. MikroRNA ve Gen Ekspresyon Calismalari

MiRNA ve gen ekspresyon calismalari i¢in farkli 2 EDTA’I tiipe toplamda 4 ml periferik

kan ornekleri alindi. Ornekler bekletilmeden aymi giin iginde calisildi. Kontaminasyonu

engellemek i¢in kabin ve steril geregler kullanildi. Miimkiin oldugunca numune dondurma-

¢ozdiirme tekrarlarindan kaginildi. Calisma basamaklarinda kullanilan kitler tiretici firmanin

protokolii dogrultusunda hazirlandu.

3.10.1. MikroRNA Ekspresyon Analizi Calisma Basamaklari

MiRNA izolasyonu dncesi serum eldesi:

EDTA’L tiiplere yaklagik 2 ml periferik kan 6rnekleri alindi.

Ayni1 giin i¢ersinde bekletilmeden caligildi.

Ornekler 30 dk boyunca sarsiimadan, dik bir sekilde oda sicakliginda bekletildi.

Tiipler 500 g’de 10 dk boyunca oda sicakliginda santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 dipteki ¢okeltiye yaklagsmadan, yaklasik 1 ml’lik siipernatant kisim
steril eppendorf tiiplere aktarildi.

Eppendorfa ayrilan serum 2000 g’de 5dk oda sicakliginda santrifiij edildi.

Dipteki ¢okeltiye yaklasmadan serum kismai steril eppendorfa aktarildi.

Hazirlanan serum -80 °C’de saklandi.

MiRNA izolasyonu:

-80 °C’de saklanan &rneklerden yaklasik 200 ul’lik steril eppendorf tiiplere aktarildi.
350 ul lizis tamponu ve 20 pl proteinaz K ¢ozeltisi, 200 ul 6rnek tizerine eklendi,
hafifce pipetaj yapildi, 30 dakika boyunca 60 °C'de inkiibasyona birakild:.

DNA kontaminasyonunu onlemek i¢in 20 pl DNase I calisma (Working) tamponu ve
10 pl DNase I ilave edildi ve pipetaj yapildi, 15 dk oda sicaklifinda inkiibe edildi.
Uzerine baglama tamponundan 350 ul eklendi, pipetaj yapildi.

Lizat, 2 ml'lik toplama tiipiine yerlestirilmis miRNA Spin kolona aktarildi, 1 dakika
boyunca 11,000 g'de santrifiij edildi.

Toplama tiipii degistirildi, spin kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.
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Spin kolon filtre tizerine 500 pl yikama tamponu konuldu, 11000 g’de 1 dk santrifiij
edildi.

Toplama tiipii degistirme islemi tekrarlanarak spin kolon yeni bir toplama tiipiine
yerlestirildi.

Etanolii uzaklastirmak amaciyla 11,000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

Toplama tiipii atildi, miRNA Spin Kolonu 1,5 ml’lik santrifiij tiipiine yerlestirildi.

65 °C'de 1s1tilmis, 40 pl eliisyon tamponu eklenerek oda sicakliginda 2 dakika inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonrasinda 8,000 g'de 1 dakika santrifiij edildi.

miRNA iceren s1v1 santrifiij tiipiinde toplandi, -20 °C’de saklandu.

MiRNA’dan cDNA eldesi:

izole edilen miRNA’lara poli (A) kuyrugu eklemek amaciyla tablo 3.5°de icerigi
belirtilen poli (A) kiti, iiretici firmanin 6nerdigi protokole uygun oranlarda
hazirlanarak miRNA’larin lizerine eklendi, kisa siireli sanrtrifiij edildi.

Daha sonra termal dongii cihazinda 37 °C 20 dk, 65 °C 20 dk 1s1 protokolii uygulandi.
cDNA miksi 1 tablo 3.6°da belirtilen oranlarda hazirlandi.

Oligo adaptorlerin, poli (A) kuyrugu eklenmis RNA kalibina baglanmasi i¢in 65°C 5
dk inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 hizla sogutulan karigim kisa siireli santrifiij edildi.

Tablo 3.7¢de icerigi belirtilen cDNA miks 2 eklenerek vortekslendi ve kisa siireli
santrifiij edildi.

Termal dongii cihazinda 42 °C’de 15 dk, ardindan 70 °C’de 10 dk 1s1 protokolii
uygulandi.

Reaksiyon biter bitmez buzda sogutuldu.

RT-PCR’da ekspresyon analizi i¢in uygun cDNA sentezi gerceklestirildi.
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Tablo 3. 5: Poli(A) kit igerigi

Kit icerigi 15,25 pl RNA i¢in Kullamlan Miktar
ATP 10 mM 1,25 w
Poly(A) polymeraz, yeast (1 U/uL) 1ul
5x Poly(A) polymeraz, yeast reaction buffer 5ul
25 mM MnCI2 2,5u
Tablo 3. 6: cDNA miks 1 igerigi
Icerik Miktar
Poli A kuyrugu eklenmis RNA kalib1 10 pl
miRNA oligo (dT) adaptor (10 uM) 2l
Tablo 3. 7: cDNA miks 2 igerigi
Icerik Miktar
dNTPs 10mM lul
5X RT tamponu 4l
Rnase off ribonucleaz inhibit6r 40 U/ pl 0,5 ul
Rtase 200 U/ul (OneScript) lul
RNA enzimleri icermeyen su 15u

RT-PCR analizi:

e PCR 06ncesi cDNA konsantrasyonu nanodrop ile 6l¢iildii.

e Ornek cDNA konsantrasyonu 250 ng/pl olacak sekilde PCR grade water ile seyreltildi.
e cDNA’lar icin ve cDNA’larin amplifikasyonunu karsilastirmak amaciyla kullanilacak

U6 referans geni i¢in PCR primer master miks’leri hazirlandi (Tablo 3.8).
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Tablo 3. 8: PCR miks igerigi

Miks icerigi Miktar
Forward primer 300 nM 1yl
Reverse primer 300 nM 1yl

cDNA 250 ng 2 ul

H,O 6 ul
BrightGreen Master mix 10 pl

e Hazirlanan miksler LightCycler®96 kuyucuklara yerlestirildi.

e LightCycler®96 real time PCR protokolii tablo 3.9°da belirtildigi sekilde uygulandi.

Tablo 3. 9: PCR protokolii

Islem Sicaklik °C Siire Déngii sayisi Analiz modu
Polimeraz

Denatiirasyon 95 10 dk 1 aktivasyonu
95 10 sn Denatiirasyon

Amplifikasyon 60 15 sn 40 Baglanma
2 30 sn Uzama
95 30 sn

Erime Egrisi 50 1dk 1 Ozgiilliik kontrolii
90 Siirekli okuma

Sogutma 40 1 dk 1

3.10.2. Gen Ekspresyon Analizi Calisma Basamaklari

e 2 ml periferik kan 6rnegi falkon tiipiine aktarildi.

e Uzerine yaklasik 10 ml RBC lizis tamponu eklendi.

e Karisim homojen hale gelinceye kadar karistirildi, 5-10 dk oda sicakliginda

edildi.

inkiibe
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Daha sonra 600 g’de 10 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi siipernatant kismi uzaklastirildi.

Dipteki ¢okeltiye 1 ml RBC lizis tamponu eklendi pipetaj yaparak karistirildi ve bir
mikrosantrifiij tlipline aktarildi.

Oda sicakliginda 3 dk inkiibe edildi.

Mikrosantrifiij tlipltindeki karisim 3000 g’de 2 dk santrifiij edildi.

Stipernatant kisim uzaklastirildi.

Total RNA izolasyonu i¢in miRNAExtractor kiti eklenerek oda sicakliginda 5-10 dk
inkiibe edildi.

0.2 ml kloroform eklendi, 30 saniye boyunca vorteks ile karistirildi.

4 ° C'de 12,000 g'de 10 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi en iistte kalan seffaf tabaka RNA igermektedir, bu tabakadan yaklagik
500 ul’lik kisim 1,5 ml’lik santrifiyj tiiptine aktarildi (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1: RNA igeren seffaf tabaka
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Sekil 3. 2: Filtreden gegen RNA igermeyen soliisyon

e Uzerine yaklasik 800 pl (numunenin 1,5 kat1) %100 etanol konuldu, pipetaj ile
homojenize edildi.

e Karisim spin kolona aktarildi, 12,000 g’de 2 dk santrifiij edildi.

e Filtreden gegen s1v1 atild1 (Sekil 3.2).

e Spin kolona etanol ile seyreltilmis 0,5 ml RPE tamponu eklendi.

e 12,000 g'de 30 saniye santrifiij edildi, alttaki siv1 atildi.

e Tekrar etanol ile seyreltilmis 0,5 ml RPE tamponu eklenerek 12,000 g’de 30 sn
santrifiij edildi, alttaki siv1 atild1.

e Etanolii uzaklastirmak i¢in 12,000 g’de 30 sn santrifiij edildi.

e Spin kolon steril 1,5 ml santrifijj tlipiine aktarildi, 40 ul RNase enzimleri igermeyen su
eklenerek 2 dk beklendi, 12,000 g’de 30 sn santrifiij edildi.

e RNA izolasyonu saglandi, -80 °C'de muhafaza edildi.

mRNA’lardan cDNA sentezi

e Izole edilen mRNA’lar ve tablo 3.10°da belirtilen oranlarda cDNA sentez kiti
(Roche®) ile cDNA miksi hazirland.
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Tablo 3. 10: cDNA miksi

icerik Miktar

RNA 100 ng/pl 10 pl

ddH,0, niikleaz icermeyen saf, steril su 20 pl’ye tamamland

cDNA master tamponu 4 pl
Revers transkriptaz enzimi 1 ul
Toplam hacim 20 pl

e Karisim PCR plakalarina aktarildi.
e Termal dongii cihazinda 1s1 protolii tablo 3.11°de belirtildigi sekilde uygulandi.

Tablo 3. 11: ¢cDNA sentezi i¢in termal dongii protokolii

Sicakhk Siire
37 °C 5dk
46 °C 20 dk
95 °C 1 dk
4°C 0

e Protokol sonrasi sentezlenen cDNA’lar -20 °C’de muhafaza edildi.
RT-PCR analizi
e Ekspresyon analizi yapilacak genlerin ve endojen kontrol amaciyla GAPDH geninin

amplifikasyonlarini saglamak amaciyla PCR master miksi hazirlandi (Tablo 3.12).
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Tablo 3. 12: PCR master miks

Icerik Miktar
Sybrgreen Master miks 10 pl
Forward primer 500 nM 1ul
Reverse primer 500 nM 1ul

cDNA 5l

ddH,0 3l

e Hazirlanan karisimlar 96 kuyucuklu plakalara aktarildi.

e Tablo 3.13’deki PCR protokolii uygulanarak kantitatif RT-PCR analizi yapildi.

Tablo 3. 13: PCR protokolii

Dongii
Islem Sreakhk Stire sayisi Analiz modu
Polimeraz
Denatiirasyon 95 10 dk 1 aktivasyonu
95 20 sn Denatiirasyon
Amplifikasyon 60 20 sn 40 Baglanma
12 20 sn Uzama
% 30'sn Ozgiilliik
Erime Egrisi 50 1 dk 1 tontroli
90 Siirekli okuma
Sogutma 40 1 dk 1
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MikroRNA’lar ve gen ekspresyon analizi i¢in esik degeri gegen floresan sinyaller ile Ct
degerleri belirlendi. Tespit edilen hedeflerin Ct degerleri ve referans gen Ct degerleri ile ACT,

AACT ve 22T degerleri hesaplandi. Istatiksel analiz i¢in 27AACT degerleri kullanildi.

3.11. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 25.0 paket
programi kullanildi. Demografik bulgular betimsel analiz yontemleri ile incelendi, frekans (n)
ve yiizde (%) degerleri verildi. Sayisal verilerin normal dagilimi; Shapiro-Wilk testi, carpiklik
ve basiklik katsayilar1 ve histogram ile incelendi. Veriler normal dagilim gostermedigi igin
hasta ve kontrol gruplar arasinda ekspresyon diizeyleri farki Mann Whitney U testi ile analiz
edildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark olan genler ile miRNA’lar arasindaki
iliski ve miRNA’larin kendi arasindaki iliski Spearman’s rho korelasyon analizi kullanilarak
test edildi. Spearman korelasyon katsayisi (r) degerleri; 0-0,10 ¢ok zayif, 0,10-0,39 zayif,
0,40-0,69 orta, 0,70-0,89 yiiksek ve 0,90-1 ¢ok yiiksek korelasyon gostergesi olarak
yorumland: (Schober, Boer ve Schwarte, 2018). Ilgili miRNA’larin hastalik tanisinda etkisini
yordamak igin lojistik regresyon modeli olusturuldu. Anlamli parametrelerin tan1 duyarlilig:
ve Ozgiilliigii Receiver Operating Characteristic Curve (ROC) egrisi ile belirlendi. Istatistiksel
anlamhilik (p) degeri icin 0,05°den kiigiik veriler istatistiksel anlamlilik, 0,01’den kiictlik
veriler yiiksek diizeyde istatistiksel anlamlilik, 0,001’den kiigiik veriler ¢cok yiiksek diizeyde

istatistiksel anlamlilik olarak yorumlandi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Klinik ve Demografik Ozellikleri

Calisma, hasta grubu ve kontrol grubu olarak siniflandirildi. Hasta grubu 20, kontrol grubu 20
kisiden olusan katilimcilarin yagslart 58 ile 90 arasinda olup, yas ortalamasi 69,58+7,8 idi
(Sekil 4.1). Calisma grubunun cinsiyet dagilimi %80 (n=32) erkek, %20 (n=8) kadindan
olusmaktaydi (Sekil 4.2) (Tablo 4.1).

Tablo 4. 1: Calisma grubu demografik 6zellikleri

Yas (Yil) ort = SS (min-maks) 69,58 + 7,80 (58 - 90)
Cinsiyet n (%) Erkek 32 %80
Kadin 8 %20
n=40
80

Gruplarda Yas Dagilimi

20 | 69,5

60 -
Hasta Grubu Kontrol Grubu Calisma Grubu

Sekil 4. 1: Hasta ve goniillii gruplarinda yas dagilim grafigi
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Gruplar Arasinda Cinsiyet dagilim

M Erkek Hasta m Kadin Hasta ™ Erkek Kontrol ~ m Kadin Kontrol

Sekil 4. 2: Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubunun cinsiyet dagilimi

Hasta Grubunda yas dagilimi 58-85 arasinda olup, ortalama 70,15 (+ 7,63) olarak tespit

edildi. Hastalar 65-69 yas araliginda %30 oran ile daha yiiksek frekansta bulundu, hasta

grubunun % 80’inin 65 yas iizerinde oldugu saptandi (Tablo 4.2). Erkek hasta sayist 16 (%
80), kadin hasta sayis1 4 (% 20 ) kisiden olusmaktaydi (Sekil 4.2).

Tablo 4. 2: Hasta Grubunun

yasa gore dagilim frekansi

Hasta Grubu Yas Aralig1 Hasta Sayis1 Oran %
55-59 2 %10
60-64 2 %10
65-69 6 %30
70-74 4 %20
75-79 4 %20
80 ve lizeri 2 %10
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Tamda alinan boy ve kilo &lgiimleriyle hesaplanan VKi’ye gore hasta grubunda
ortalama VKI 29,9 idi, hastalarmn %651 (n=13) obez, %25’i (n=5) fazla kilolu ve %10’u
normal kiloda saptandi. Sigara kullanma Oykiisii sorgulandiginda, hastalarin %70’i (n=14)
daha 6nce sigara kullanmis, %30°u (n=6) sigara kullanmamist1. Sigara kullananlarda ortalama
siire 31,5 paket-yil olarak hesaplandi. IPF icin risk olusturabilecek mesleki ve gevresel
maruziyet arastirildiginda, hastalarin %50’sinde (n=10) mesleki maruziyet, % 70’inde (n=17)
ise ¢evresel maruziyet Oykiisti vardir. Hastalarin %65°1 asbest maruziyeti tanimlamistir. Tek
basina asbest maruziyeti %30 (n=6) oraninda iken, %35°’1 (n=7) asbeste ek olarak diger
cevresel maruziyetler tanimlamistir. Bir hastada (%5) ¢evresel risk faktorii olarak uzun siireli
insektisit maruziyeti dykiisii alinmistir. Sigara ve/veya ¢evresel risk faktorii ve/veya mesleki

maruziyetler hasta grubunun tamaminda (%100) bulundu.

Tan1 agamasinda degerlendirilen kriterler incelendiginde hastalarin %90’inda (n=18)
klinik bulgular ile birlikte HRCT bulgular tan1 i¢in yeterli olurken, %10’ unda (n=2) klinik ve
HRCT bulgularima ek olarak akciger biyopsisi ihtiyacit olmustur. Hasta grubunun timi
antifibrotik tedavi almakta olup, %75’1 (n=15) pirfenidon kullanmakta iken, %25’1 (n=5)
nintedanib kullanmaktadir. Hasta grubunun klinik ve demografik bulgular1 6zeti tablo 4.3°de

verildi.
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Tablo 4. 3: IPF hastalarinin klinik 6zellikleri

Yas, ortt SS (Min-maks) 70,15 + 7,63 (58-85)
Cinsiyet n (%)
Erkek 16 (%80)
Kadm 4 (%20)
VKIi kg/m?n (%)
Ort+ SS 29,96 + 3,42
Normal 2 (%10)
Fazla kilolu 5 (%25)
Obez 13 (%65)
Sigara kullanma 6ykdisii n (%)
Eski kullanici 14 (%70)
Hig¢ kullanmamusg 6 (%30)
Mesleki maruziyet dykiisii n (%)
Var 10 (%50)
Yok 10 (%50)
Cevresel maruziyet 6ykiisii n (%)
Var 17 (%70)
Yok 6 (%30)
Tanida kullanilan parametreler (n,%)
Klinik ve HRCT bulgular1 18 (%90)
Klinik HRCT ve biyopsi bulgulari 2 (%10)
Klinik bulgular n (%)
Oksiiriik 16 (%80)
Nefes darligi 16 (%80)
Comak parmak varlig 14 (%70)
Velcro ral varligi 18 (%90)
Antifibrotik tedavi n (%)
Pirfenidon 15 (%75)
Nintedanib 5 (%25)

4.2 MikroRNA ve Gen Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Hasta ve kontrol grubundan elde edilen 6rneklerde miR-30a-5p, miR-30b-5p, miR-30d-5p,
miR-30e-5p, miR-29a-3p, miR-29b-3p, MiR-29¢-3p, miR-143-3p, miR-26a-5p, miR-140-5p,
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miR-32-5p, miR-320a, let-7d, miR-19a, miR-130a-3p, miR-19b-1, miR-133, miR-155-5p,
miR-21-5p, miR-145, miR-205-5p, TGF-B ve CCN2 ekspresyon diizeyleri incelendi.

1. miR-30a-5p 24! degeri hasta grubunda 1,11 + 1,02, kontrol grubunda 1,66 + 1,87 idi;
p degeri 0,414 saptanmis olup hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (Tablo

4.4; Sekil 4.3).

2. miR-30b-5p -AACt degeri hasta grubunda 1,74 + 1,27, kontrol grubunda 1,12 + 0,61 idi;
p degeri 0,265 saptanmis olup hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmad: (Tablo

4.4; Sekil 4.3).

3. miR-30d-5p 27*“" degeri hasta grubunda 1,27 + 1,85; kontrol grubunda 2 + 2,23 idi, p
degeri 0,157 saptanmis olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (Tablo

4.4; Sekil 4.3).

4, miR-30e-5p e degeri hasta grubunda 1,06 + 1,03; kontrol grubunda 1,37 + 1,03 idi;
p degeri 0,183 saptanmis olup hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (Tablo

4.4:; Sekil 4.3).

5. miR-140-5p 2-AAct degeri hasta grubunda 0,72 + 1,35, kontrol grubunda 4,54 + 8,87 idi;
p degeri 0,030 saptanmis olup, hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde diisiik bulundu (Tablo 4.4; Sekil 4.3).

6. miR-130a-3p Q-aact degeri hasta grubunda 0,98 + 1,39, kontrol grubunda 1,21 £ 0,57
idi; p degeri 0,020 saptanmis olup, hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulundu (Tablo 4.4; Sekil 4.3).

7. miR-143-3p 2" degeri hasta grubunda 3,84 + 3,19 kontrol grubunda 1,39 + 1,05 idi,
p degeri 0,003 saptanmis olup, hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Tablo 4.4; Sekil 4.3).
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353 *p<0,05

2-AACt

2 mHasta grubu

EKontrol grubu

Sekil 4. 3: Hasta ve kontrol grubu miRNA ekspresyon diizeyleri grafigi I

8. miR-29a-3p 224! degeri hasta grubunda 0,32 + 0,42 kontrol grubunda 1,79 + 1,73 idi;
p degeri <0,001 saptanmis olup, hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulundu (Tablo 4.4; Sekil 4.4).

Q. miR-29b-3p 2-AAct degeri hasta grubunda 0,71 + 0,43, kontrol grubunda 1,31 £ 0,94 idi;
p degeri 0,046 saptanmis olup, hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde diisiik bulundu (Tablo 4.4; Sekil 4.3).

10.  miR-29¢-3p 22! degeri hasta grubunda 0,90 + 1,46, kontrol grubunda 1,32 + 1,13 idi;
p degeri 0,012 saptanmis olup, hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde diisiik bulundu (Tablo 4.4; Sekil 4.3).

11.  miR-19a 24 degeri hasta grubunda 0,37 + 0,46, kontrol grubunda 4,02 + 7,93 idi; p
degeri 0,002 saptanmis olup, hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulundu (Tablo 4.4; Sekil 4.4).

12. mMiR-19b-1 2744t degeri hasta grubunda 4,44 + 5,13 kontrol grubunda 3,15 + 3,47 idi; p
degeri 0,529 saptanmis olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (Tablo

4.4; Sekil 4.4).
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13.  miR-133 2*“! degeri hasta grubunda 4,26 + 8,42 kontrol grubunda 5,09 + 8,58 idi; p
degeri 0,547 saptanmis olup hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (Tablo
4.4; Sekil 4.4).

14. miR-7d 244 degeri hasta grubunda 6,48 + 8,42, kontrol grubunda 1,98 + 2,64 idi; p
degeri 0,081 saptanmis olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (Tablo

4.4; Sekil 4.4).

*p<0,05

2-AACE

B Hasta grubu

B Kontrol gtubu

Sekil 4. 4: Hasta ve kontrol grubu miRNA ekspresyon diizeyleri grafigi II

15.  miR-320a 24“" degeri hasta grubunda 0,83 + 0,82, kontrol grubunda 1,50 + 1,24 idi; p
degeri 0,030 saptanmis olup, hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
diizeyde diistik bulundu (Tablo 4.4; Sekil 4.5).

16.  miR-32-5p 22! degeri hasta grubunda 2,80 + 3,16, kontrol grubunda 1,43 + 1,04 idi;
p degeri 0,242 saptanmis olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (Tablo
4.4; Sekil 4.5).

17. miR-155-5p 2"**®! degeri hasta grubunda 0,65 + 1,15, kontrol grubunda 1,83 + 1,66 idi;
p degeri 0,001 saptanmis olup, hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulundu (Tablo 4.4; Sekil 4.5).
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18.  miR-21-5p 2*! degeri hasta grubunda 1,03 + 1,73, kontrol grubunda 1,83 + 1,96 idi;
p degeri 0,035 saptanmis olup, hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulundu (Tablo 4.4; Sekil 4.5).

19.  miR-145 2% degeri hasta grubunda 2,36 + 5,92, kontrol grubunda 1,56 + 1,62 idi; p
degeri 0,157 saptanmis olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (Tablo
4.4; Sekil 4.5).

20. miR-205-5p -AAct degeri hasta grubunda 0,53 + 0,49, kontrol grubunda 1,48 + 1,24 idi;
p degeri 0,003 saptanmis olup, hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde diisiik bulundu (Tablo 4.4; Sekil 4.5).

21. miR-26a-5p 2he degeri hasta grubunda 1,01 = 0,81, kontrol grubunda 1,36 + 1,01 idi;
p degeri 0,265 saptanmis olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (Tablo

4.4; Sekil 4.5).

*p<0,05

2-AACE

W Hasta grubu

m Kontrol grubu

Sekil 4. 5: Hasta ve kontrol grubu miRNA ekspresyon diizeyleri grafigi 11
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Tablo 4. 4: Hasta ve kontrol grubu miRNA ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi

ort+ss (Median)

2-AACt
MikroRNA’lar P degeri
Hasta Grubu Kontol Grubu
miR-30d 1,27 £ 1,85 (0,47) 242,23 (1,17) 0,157
miR-30b 1,74 £ 1,27 (1,42) 1,12+ 0,61 (0,95) 0,265
miR-30e 1,06 £ 1,03 (0,73) 1,37 £ 1,03 (1,18) 0,183
miR-30a 1,11+ 1,02 (0,86) 1,66 + 1,87 (0,96) 0,414
miR-29¢c 0,90 + 1,46 (0,25) 1,32 £1,13 (0,91) 0,012
miR-29b 0,71 £ 0,43 (0,57) 1,31 £ 0,94 (1,02) 0,046"
miR-29a 0,32 + 0,42 (0,08) 1,79 + 1,73 (1,28) <0,001™"
miR-19a 0,37 + 0,46 (0,13) 4,02 £ 7,93 (0,84) 0,002
miR-19b 4,44 + 5,13 (2,70) 3,15+ 3,47 (2,19) 0,529
miR-133 4,26 + 8,42 (0,71) 5,09 + 8,58 (1,23) 0,547
miR-320a 0,83 + 0,82 (0,65) 1,50 + 1,24 (0,95) 0,030*
miR-32 17,42 + 36,95 (2,08) 1,50 + 1,24 (2,03) 0,242
let-7d 6,48 + 8,42 (2,95) 1,98 + 2,64 (0,82) 0,081
miR-140 0,72 + 1,35 (0,17) 4,54 + 8,87 (1,21) 0,028"
miR-26a 1,01 £ 0,81 (0,85) 1,36 = 1,01 (1,13) 0,265
miR-143 3,84 + 3,19 (2,94) 1,39 £ 1,05 (1,29) <0,001™"
miR-130a 0,98 + 1,39 (0,67) 1,21 £ 0,57 (1,27) 0,020
miR-155 0,65 + 1,15 (0,20) 1,83 + 1,66 (1,42) 0,001™
miR-145 2,36 + 5,92 (0,64) 1,56 + 1,62 (1,35) 0,157
miR-205 0,53 + 0,49 (0,31) 1,48 + 1,24 (0,84) 0,003**
miR-21 1,03 £ 1,73 (0,37) 1,83 + 1,96 (1,19) 0,035*

Mann Whitney U analizi, ***p<0,001,**p<0,01, *p<0,05

80



TGF-B 2% degeri hasta grubunda 0,72 + 0,64, kontrol grubunda 1,58 + 1,53 idi, p
degeri 0,046 saptanmis olup, hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulundu (Tablo 4.5; Sekil 4.6).

CCN2 2724¢t degeri hasta grubunda 1,81 + 2,39, kontrol grubunda 1,68 + 1,68 idi; p
degeri 0,968 saptanmis olup hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (Tablo

4.5; Sekil 4.6).

Tablo 4. 5: Hasta ve kontrol grubu gen ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi

Ort+SS (Median)

Z—AACt

Genler P degeri

Hasta Grubu

Kontol Grubu

TGF-p

0,72 = 0,64 (0,53)

1,58 £ 1,53 (0,84)

0,046"

CCN2

1,81 2,39 (0,73)

1,68 = 1,68 (0,94)

0,968

Mann Whitney U analizi, ***p<0,001,**p<0,01, *p<0,05

1,8

*n<
16 p<0,05

1,2
W Hasta grubu

2-AACE

0,8 - m Kontrol grubu
0,6
0,4 -

0,2

TGF-B CCN2

Sekil 4. 6: Hasta ve kontrol grubu gen ekspresyon diizeyleri grafigi

81



Hasta grubunda cinsiyetler arasinda ekspresyon diizeyleri farki Mann Whitney U

analizi ile test edildi.

miR-29a-3p, miR-29b-3p, miR-29¢-3p, miR-143-3p, miR-19a, miR-130a-3p, miR-21-
5p, miR-205-5p ve TGF- ile cinsiyet gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde

fark bulunmadai.

A. miR-155-5p p-AAct degeri erkek hasta grubunda 0,80 + 1,24, kadin hasta grubunda 0,06
+01,07 idi; p degeri 0,016 saptanmis olup, kadin hasta grubunda erkek hasta grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Tablo 4.6; Sekil 4.7).

B. miR-140-5p 2 degeri erkek hasta grubunda 0,87 + 1,48, kadin hasta grubunda 0,09
+ 0,03 idi; p degeri 0,016 saptanmis olup, kadin hasta grubunda erkek hasta grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml diizeyde diisiik bulundu (Tablo4.6; Sekil 4.7).

C. miR-320a 2724 degeri erkek hasta grubunda 0,97 + 0,87, kadin hasta grubunda 0,26 +
0,10 idi; p degeri 0,029 saptanmis olup, kadin hasta grubunda erkek hasta grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml diizeyde diisiik bulundu (Tablo 4.6; Sekil 4.7).

Tablo 4. 6: Hasta grubunda cinsiyete gore ekspresyonu anlamli fark gosteren miRNA’larin

karsilastirilmasi

Ort+ss (Median)

2—AACt
miRNA’lar P degeri
Erkek Hasta Grubu Kadin Hasta Grubu
miR-155-5p 0,80 + 1,24 (0,25) 0,06 +01,07 (0,02) 0,016"
miR-140-5p 0,87 + 1,48 (0,19) 0,09 + 0,03 (0,09) 0,016"
miR-320a 0,97 + 0,87 (0,75) 0,26 + 0,10 (0,25) 0,029"

Mann Whitney U analizi, ***p<0,001,**p<0,01, *p<0,05
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1,2

1 p<0,05
0,8 -
S
3 06 - M Erkek Hasta Grubu
A M Kadin Hasta Grubu
0,4 -
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Sekil 4. 7: Hasta grubunda cinsiyete gore ekspresyonu anlamli fark gosteren miRNA’lar

Sigara kullanma 6ykiisii olan ve hi¢ sigara kullanmamais hastalar arasinda ekspresyon

diizeyleri farki Mann Whitney U analizi ile test edildi.

l. miR-29a-3p 24! degeri sigara kullanma 6ykiisii olan hasta grubunda 0,44 + 0,44; hic
sigara kullanmamig hasta grubunda 0,02 + 0,02 bulundu, p degeri 0,012 saptanmig olup sigara
kullanma 6ykiisii olanlarda hi¢ sigara kullanmamis hastalara gore istatistiksel olarak anlaml

diizeyde yiiksek bulundu (Tablo 4.7; Sekil 4.8).

1. miR-140-5p 244" degeri sigara kullanma dykiisii olan hasta grubunda 0,98 + 1,56 hic
sigara kullanmamig hasta grubunda 0,11 £ 0,04 bulundu; p degeri 0,020 saptanmis olup sigara
kullanma 6ykiisii olanlarda hi¢ sigara kullanmamis hastalara gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek bulundu (Tablo 4.7; Sekil 4.8).
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Tablo 4. 7: Hasta grubunda sigara kullanma durumuna gére anlamli fark olan miRNA’larin

karsilastirilmast, Ort+ss (Median).

2-AACI
miRNA’lar Sigara kullanmus hasta Sigara kullanmamig hasta P degeri
grubu grubu
miR-29a-3p 0,44 + 0,44 (0,32) 0,02 £ 0,02 (0,02) 0,012"
miR-140-5p 0,98 + 1,56 (0,21) 0,11 £ 0,04 (0,12) 0,020"

Mann Whitney U analizi, ***p<0,001,**p<0,01, *p<0,05

1,2
<0,05
1 p
0,8
E:\ W Sigara kullanmis hasta
<] grubu
1. 0,6
(3] M Sigara kullanmamis hasta
0,4 grubu
0,2
0] T
miR-29a-3p miR-140-5p

Sekil 4. 8: Hasta grubunda sigara kullanma durumunda fark gézlenen miRNA’lar

4.3. MikroRNA ve Gen Ekspresyon Diizeylerinin Korelasyon analizi

miR-29a-3p, miR-29¢-3p, miR-143-3p, miR-140-5p, miR-320a, miR-19a, miR-130a-3p, miR-
155-5p, miR-21-5p, miR-205-5p ve TGF-PB ekspresyonlari ile hastalarin yasi arasindaki iliski

korelasyon analiziyle test edildi ve istatiksel olarak anlamli iliski bulunmadi (p> 0,05).

mMiR-29b-3p ile yas arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon saptandi
(r=0,64, p=0,002) (Sekil 4.9).
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Sekil 4. 9: miR-29b-3p ile hasta grubunun yasi arasindaki korelasyon grafigi

TGF-B ile miRNA’lar ve miRNA’larin diger miRNA’lar ile iligskisi Spearman

korelasyon analizi ile incelendi.

1. TGF- ile miR-143-3p, miR-29a-3p, miR-29b-3p ve miR-29¢-3p ekspresyon diizeyleri
arasinda istatistiksel diizeyde anlamli korelasyon saptanmadi (p>0,05)(Tablo 4.8).

2. TGF-B ile miR-140-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi1 (r=0,43, p=0,006) (Tablo 4.8).

3. TGF-B ile miR-130a-3p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,44, p=0,005) (Tablo 4.8).

4. TGF-B ile miR-155-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,47, 0,002) (Tablo 4.8).

5. TGF-B ile miR-21-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon saptandi
(r=0,58, p<0,001) (Tablo 4.8).
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6. TGF-B ile miR-205-5p arasinda pozitif yonde yiiksek diizeyde anlamli korelasyon
saptand1 (r=0,75, p<0,001) (Tablo 4.8, Sekil 4.10).

8 —
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miR-205-5p

Sekil 4. 10: TGF-p ile miR-205-5p arasindaki korelesyon grafigi

7. TGF-B ile miR-320a arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon saptandi
(r=0,48, p=0,002) (Tablo 4.8).

8. TGF-B ile miR-19a arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon saptandi
(r=0,45, p=0,004) (Tablo 4.8).

9. miR-29b-3p ile miR-29a-3p, miR-19a, miR-320, miR-140, miR-143 ve miR-21
arasinda istatistiksel diizeyde anlamli korelasyon saptanmadi (p<0,05) (Tablo 4.8).

10.  miR-29b-3p ve miR-29¢c-3p arasinda pozitif yonde zayif diizeyde anlamli korelasyon
saptandi1 (r=0,35, p=0,025) (Tablo 4.8).

11.  miR-29b-3p ve miR-130a-3p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptand1 (r=0,50, p=0,001) (Tablo 4.8).
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12.  miR-29b-3p ve miR-155-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,45, p=0,004) (Tablo 4.8).

13.  miR-29b-3p ile MiR-205-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptand1 (r=0,42, p=0,007) (Tablo 4.8).

14. miR-29c-3p ile miR-29a-3p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi1 (r=0,43, p=0,005) (Tablo 4.8).

15. miR-29c¢-3p ile miR-140, miR-143, miR-21, miR-19a, miR-155 ve miR-205 arasinda
istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmadi ( p>0,05) (Tablo 4.8).

16.  miR-29c-3p ile miR-320a arasinda pozitif yonde zayif diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,36, p=0,024) (Tablo 4.8).

17. miR-29c¢c-3p ile miR-130a-3p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,44, p=0,004) (Tablo 4.8).

18.  miR-29a-3p ile miR-143 ve miR-21 arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon
saptanmadi (p>0,05) (Tablo 4.8).

19.  miR-29a-3p ile miR-19a arasinda pozitif yonde zayif diizeyde anlamli korelasyon
saptand1 (r=0,31, p=0,049) (Tablo 4.8).

20.  miR-29a-3p ile miR-320a arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi1 (r=0,52, p=0,001) (Tablo 4.8).

21.  miR-29a-3p ile miR-130a-3p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptand1 (r=0,46, p=0,003) (Tablo 4.8).
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22. miR-29a-3p ile miR-155-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,56, p<0,001) (Tablo 4.8).

23. miR-29a-3p ile MiR-205-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,46, p=0,003) (Tablo 4.8).

24.  miR-19a ile miR-320a arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon saptandi
(r=0,56, p<0,001) (Tablo 4.8).

25. miR-19a ile miR-140-5p arasinda pozitif yonde yiiksek diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,81, p<0,001) (Tablo 4.8; Sekil 4.11).

35

30

25 r=0,81

20

p<0,001

15

10
5—*/

0 10 20 30 40 50
miR-140-5p

miR-19a

& miR-19a

Sekil 4. 11: miR-19a ile miR-140-5p arasindaki korelasyon grafigi

26. miR-19a ile miR-130a-3p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,55, p<0,001) (Tablo 4.8).
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27.  miR-19a ile miR-143 arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmadi
(p>0,05) (Tablo 4.8).

28.  miR-19a ile miR-155-5p arasinda pozitif yonde yiiksek diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,70, p<0,001) (Tablo 4.8).

29. miR-19a ile miR-205-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi1 (r=0,63, p<0,001) (Tablo 4.8).

30. miR-19a ile miR-21-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi1 (r=0,58, p<0,001) (Tablo 4.8).

31.  miR-320a ile miR-140-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,63, p<0,001) (Tablo 4.8).

32. miR-320a ile miR-130a-3p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi1 (r=0,57, p<0,001) (Tablo 4.8).

33. miR-320a ile miR-143 arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmadi
(p>0,05) (Tablo 4.8).

34.  miR-320a ile miR-155-5p arasinda pozitif yonde yiiksek diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,84, p<0,001) (Tablo 4.8, Sekil 4.12).
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Sekil 4. 12: miR-155-5p ile miR-320a arasindaki korelasyon grafigi

35. miR-320a ile miR-205-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,64, p<0,001) (Tablo 4.8).

36. miR-320a ile miR-21-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi1 (r=0,67, p<0,001) (Tablo 4.8).

37.  miR-140-5p ile miR-130a-3p arasinda pozitif yonde zayif diizeyde anlamli korelasyon
saptandi1 (r=0,33, p=0,039) (Tablo 4.8).

38.  miR-140-5p ile miR-155-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,68, p<0,001) (Tablo 4.8).

39.  miR-140-5p ile miR-205-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,49, p=0,001) (Tablo 4.8).

40.  miR-140-5p ile miR-143 arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmadi
(p>0,05) (Tablo 4.8).
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41.  miR-140-5p ile miR-21-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptand1 (r=0,67, p<0,001) (Tablo 4.8).

42. miR-143 ile miR-130a-3p, miR-205-5p, mMiR-21-5p ve mIiR-155-5p arasinda
istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmadi (p>0,05) (Tablo 4.8).

43. miR-130a-3p ile miR-155-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,55, p<0,001) (Tablo 4.8).

44,  miR-130a-3p ile miR-205-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptand1 (r=0,61, p<0,001) (Tablo 4.8).

45.  miR-130a-3p ile miR-21-5p arasinda pozitif yonde zayif diizeyde anlamli korelasyon
saptandi1 (r=0,38, p=0,014) (Tablo 4.8).

46.  miR-155-5p ile miR-205-5p arasinda pozitif yonde yiiksek diizeyde anlamli korelasyon
saptandi1 (r=0,77, p<0,001) (Tablo 4.8).

47.  miR-155-5p ile miR-21-5p arasinda pozitif yonde yiiksek diizeyde anlamli korelasyon
saptand1 (r=0,70, p<0,001) (Tablo 4.8).

48.  miR-205-5p ile miR-21-5p arasinda pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon
saptandi (r=0,61, p<0,001) (Tablo 4.8).
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Tablo 4. 8: TGF-p ile miR ve miR-miR arasinda korelasyon katsayilari (r)

TGF-p | miR-29a | miR-29b | miR-29c | miR-19a | miR-20a | miR-140 | miR-143 | miR-30a | miR-155 | miR-205 | miR-21
miR-29a 0,28
miR-29b 0,21 0,27
miR-29¢ -0,05 0,43 0,35
miR-19a | 0,45" 0,31" 0,29 0,12
miR- 0,48 0,52 0,31 0,36 0,56
320a
miR-140 | 0,43" 0,27 0,14 -0,05 0,817 0,63™"
miR-143 0,12 -0,14 -0,08 -0,04 -0,24 0,05 0,21
miR- 0,44 0,46 0,50 0,44™ 0,557 0,57 0,33" 0,11
130a
miR-155 | 0,47 0,56 0,45~ 0,30 0,707 0,84™" 0,68 -0,16 0,557
miR-205 | 0,75 0,46" 0,427 0,13 0,637 0,64 0,49™ -0,11 0,617 0,777
miR-21 0,58 0,28 0,11 0,10 0,58 0,677 0,677 -0,24 0,38" 0,70 0,617

Spearman (rho) korelasyon analizi, ***p<0,001,**p<0,01, *p<0,05
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4.4. Lojistik Regresyon Analizi

Ekspresyonu anlamli ¢ikan miRNA’larin hasta ve kontrol grubunu yordama giicii lojistik
regresyon analizi ile test edildi. miR-29-3p ve miR-143-3p ile olusturulan modelin verileri
gruplara en dogru atayan model oldugu bulundu. miR-29-3p ve miR-143-3p ikili lojistik
regresyon analizi ile standart (enter) model kullanilarak denekleri hasta grubunda %95
(H/K, 19/1) ve konrol grubunda %100 (H/K, 20/0), toplamda %97,5 dogruluk yiizdesi ile
atadig1 tespit edildi. miR-29-3p’un ve miR-143-3p’nin modele katkisinin anlamli idi (p=
0,011, p=0,016). Hosmer-Lemeshow uyum iyiligi, Cox&Snell square degerleri Nagelkerke
R square degerleri ile modelde bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskeni iyi agikladig:
gosterildi. Odds oran1 (ExpB) miR-143-3p i¢in 15,402; miR-29a-3p i¢in 0,012; %95 giiven
araligit miR-29a-3p i¢in 0,000-0,369; miR-143-3p i¢in 1,663-142,636 bulundu. Regresyon
analizi modeli, miR-143-3p’de 1 birimlik artis IPF olma ihtimalini 15,402 kat artirmakta,
miR-29a-3p’deki 1 birimlik artis hasta olma olasiligin1 83 kat azaltmaktadir seklinde
yorumlandi (Tablo 4.9).

Tablo 4. 9: IPF tanisinda miR-29a-3p ve mir-143-3p’nin lojistik regresyon modeli

IPF Tanisi Exp(B) %95 Giiven aralig1
Bagimsiz ..
B (SH) Wald p degeri sd Exp(B) Alt sinir Ust sinir
Degiskenler
Sabit (Constant) -2,457 (1,484) 2,742 0,098 1 0,086
miR-29a-3p -4,396 (1,734) 6,427 0,011 1 0,012 0,000 0,369
miR-143 2,734 (1,136) 5,798 0,016 1 15,402 1,663 142,636

Hosmer-Lemeshow testi: p= 0,369, Hosmer-Lemeshow Chi-square 38,741 p=0,000, Nagelkerke R square:
0,827 Cox&Snell square: 0,620
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4.5. ROC Egrisi Analizi

miR-29a-3p ve miR-143-3p ROC egrisi ile analiz edilerek hasta ve kontrol grubunu ayirt

etme giicii incelendi.

miR-29a-3p’nin hasta ve kontrol grubunu ayirt etme giiciiniin istatistiksel olarak
yiiksek oldugu belirlendi (p<001). Egri altinda kalan alan (EAKA, AUC) %84 bulundu.
Kesim noktas1 0,335 degeri belirlendi ve bu degerde duyarlilik %70, 6zgiillik %90 idi
(Tablo 4.10, Sekil 4.13).

mMiR-143-3p’nin hasta ve kontrol grubunu ayirt etme giiciiniin istatistiksel olarak
yiksek oldugu belirlendi (p<001). AUC %85 bulundu. Kesim noktast 1,865 degeri
belirlendi ve bu degerde duyarlilik %80, dzgiilliik %80 oldugu goriildii (Tablo 4.10, Sekil
4.14).

miR-29a-3p ve MiR-143-3p markirlar1 birlikte degerlendirildiginde AUC %97 saptandi
(Tablo 4.10, Sekil 4.15).

Tablo 4. 10: miR-29a ve miR-143"iin kombine veya tek markir olarak kullanimda tanisal
duyarlilig

miRNA AUC %95 ClI p degeri %90 spesifitede duyarhlhik
miR-29a 0,841 0,72-0,96 <0,001™" % 70

miR-143 0,854 0,73-0,97 <0,001"" % 60

miR-29a+ miR-143 0,970

AUC: egri altinda kalan alan, CI: Giiven araligi, ***p<0,001,**p<0,01, *p<0,05
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5. TARTISMA

IPF progresif seyir gosteren, kotii prognozlu kronik interstisyel bir akciger hastaligidir.
Kronik fibrotik interstisyel pndmoninin en sik goriilen tiiriidiir. Genel insidans1 100,000’de
0,48-11,7; iilkemizdeki insidansini 5/100,000’dir (Okumus ve Bingol, 2018). Mortalitesi ¢ok
yiiksek, ortalama sagkalim 3-5 yildir. Kiir saglayan tedavinin olmamasi ve komorbiditelerin
eslik etmesi mortalite oranlarini artirmaktadir (Caminati vd., 2019). IPF etyopatogenezi net
olarak bilinmemekle birlikte sigara kullanimi, ileri yas, ¢evresel ve mesleki maruziyetler,
baz1 viral-bakteriyel enfeksiyonlar ile erkek cinsiyet risk faktorleri arasindadir (Richeldi vd.,
2017).

IPF ileri yas hastahigidir, vakalarmn bilyiik ¢ogunlugu 50 yas iizerindedir. Ortalama
tan1 yas1 66’dir, 75 yasindan sonra prevalans hizla artar (Raghu vd., 2006; Nho, 2015).
Calismamizda hasta grubunun % 80’1 65 yas iizerinde, yas ortalamasi 70,15 + 7,63 idi.
TTD’nin lilke genelinde yaptig1 bir calismada yas ortalamasi 65,6+ 8,3 olarak bildirilmistir
(Musellim vd., 2021). Uluslararas1 bir ¢calismada da IPF hastalarinin tan1 anindaki ortalama
yast 67,6 bulunmustur (Tran vd., 2020). Calismamizda hasta grubu yas ortalamasi literatiir

ile uyumluydu. Kontrol grubu yas ortalamasi ise hasta grubuna benzer idi.

Erkek cinsiyet IPF icin risk faktoriidiir. Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda
vakalarin erkek/kadin orani yiiksek bulunmustur (Nalysnyk vd., 2012). Literatiirde 1620
hastayla yapilan bir ¢alismada erkek hasta orami %71’°dir (Tran vd., 2020). TTD’nin
calismasinda IPF hastalarmin %88’inin erkek hastalardan olustugu bildirilmistir (Musellim
vd., 2021). Calismamizda erkek hasta sayisi 16, kadin hasta sayis1 4 kisiden olugsmaktadir ve
% 80 erkek hasta orani literatiir ile uyumludur. Hasta grubunun cinsiyet dagilimi1 géz 6niine

alinarak kontrol grubu olusturuldu.

Literatirde bulunan IPF c¢alismalarinda hastalarin ortalama VKIi’nin 27,5 ve
28,4 oldugu bildirilmistir (Tran vd., 2020; Musellim vd., 2021). Calismamizda IPF

hastalarinin ortalama VKI 29,9 olarak bulundu.

Sigara kullantmi IPF riskini artiran en énemli faktdrlerden biridir. IPF tanisi alan
hastalarin ¢ogunda halen sigara kullanimi veya ge¢cmiste sigara kullanma &ykiisi

bulunmaktadir (Oh vd., 2012). TTD’nin galismasinda sigara oykiisti %84, 7; ortalama miktar

97



36.0+24.2 paket-y1l’dir (Musellim vd., 2021). Bin alt1 yiiz yirmi hastayla yapilan bir baska
calismada sigara Oykiisii olan hasta oran1 %62,9’dur (Tran vd., 2020). Hasta grubumuzda
sigara kullanma Oykiisii sorgulandiginda, %70’inin (n=14) daha once sigara kullanmis
oldugu, %30’unun (n=6) hi¢ sigara kullanmadigi ve halen aktif kullanict olmadig1 tespit
edildi. Sigara kullananlarda ortalama siire 31,5 paket-yil olarak saptandi. Hasta grubunda

sigara kullanma orani ve miktar literatiir verileriyle uyum gostermekteydi.

[PF’nin cevresel ve mesleki maruziyetler ile iliskisi tamimlanmistir. TTD’nin
calismasinda IPF hastalarinda cevresel ve mesleki maruziyet oran1 %30 olarak bildirilmistir
(Musellim vd., 2021). Bir diger ¢alismada IPF icin risk olusturacak mesleki maruziyet orani
%68 olarak bildirilmistir (Ekstrom vd., 2014). Hastalarimizin %50’sinde (n=10) mesleki
maruziyet, %70’inde (n=17) ise ¢evresel maruziyet oykiisii vardi. Hastalarin %65°1 asbest
maruziyeti tanimladi. Tek basina asbest maruziyeti %30 (n=6) oraninda iken, %35’1 (n=7)
asbeste ek olarak diger gevresel maruziyetler de tanimlandi. Cevresel risk faktorii ve/veya
mesleki maruziyetler hasta grubunun %90’ninda bulundu. Bu oran literatiir verilerinden

yiiksek idi.

Hastalarda efor dispnesi ve kronik Oksiiriik sik goriilen semptomlardir. TTD’nin
calismasinda IPF’li hastalarm  %85,3’iinde dispne, %80’inde Oksiiriik semptomlari
bulunmaktadir (Musellim vd., 2021). Bizim hasta grubumuzda da %80 okstirtik, %80 dispne
semptomlar1 bulunmaktaydi. Hasta grubu semptomlar agisindan incelendiginde iilke ¢apinda
ve semptom orant %79,4 saptanan uluslarast epidemiyolojik c¢aligmalara benzerlik

gostermekteydi (Tran vd., 2020).

[PF’nin en ©6nemli fizik muayene bulgulari c¢omak parmak ve akciger
oskiiltasyonunda velkro rallerin varligidir. Caligmaya dahil edilen hastalarimizin %90’inda
velkro ral, %70’inde comak parmak saptanmistir. TTD nin ¢alismasinda IPF’li hastalarin
%92’sinde velkro ral bildirilmis olup bizim verilerimiz ile uyumludur ancak, comak parmak
varligi %38,7’sinde bildirilmistir (Musellim vd., 2021) ve bizim hasta grubumuzda gomak
parmak varlig1 daha yiiksek oranda bulunmaktaydi.

Klinik bulgulari IPF ile uyumlu olgularda HRCT de UIP paterni goriilmesi IPF tanisi
koymak i¢in yeterlidir. HRCT nin tani1 i¢in yeterli olmadigi durumlarda akciger biyopsisi ve
histopatolojik inceleme gereklidir. Literatiir verileri IPF tanisi i¢in akciger biyopsisine %20-
30 oraninda ihtiya¢ duyuldugunu bildirmektedir (Guenther vd., 2018). Hasta grubumuzun
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%090’1nda tan1 i¢in klinik bulgular ve HRCT yeterli bulunmus, fakat % 10’u histopatolojik

inceleme sonrasi tani almistir.

IPF tedavisinde etkinlikleri gdsterilmis olan pirfenidon ve nintedanib, antifibrotik
etkili ilaclardir. Hasta grubumuzun %75’1 (n=15) pirfenidon, %25’t (n=5) nintedanib
tedavisi almakta idi. Her iki ila¢ da birden fazla molekiiler yolag:1 hedeflemektedir, fakat etki
mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir (Margaritopoulos vd., 2016). Bu ilaglarin
miRNA ekspresyonlarini, TGF-B sentezini ve fibrotik belirtegleri degistirdigine dair kiiltiir
calismalart bulunmaktadir (Rennow vd., 2020). Nintedanib ile tedavi edilen IPF
fibroblastlarinda bazi gen ve miRNA ekspresyonlarinin degistigi saptanmistir (Sheu vd.,
2019). Escutia-Gutiérrez ve ark.’larmin nonalkolik hepatosteatoz hayvan modeline
pirfenidon uygulamasinin; miR-21a-5p, miR-34a-5p ve miR-103-3p ekspresyon diizeylerini
downregiile ettigi gdzlenmistir (Escutia-Gutiérrez vd., 2020). IPF’de bu ilaglarin miRNA

ekspresyonu lizerine etkisini arastiran klinik ¢alisma bulunmamaktadir.

Pirfenidon inflamatuar hiicreleri, fibrojenik biiylime faktorlerini, sitokinleri
baskilayarak fibroblast proliferasyonunu, myofibroblast doniisiimiinii, kollajen ve ECM
sentezini azaltan antiinflamatuar ve antifibrotik etkili bir ilagtir (Ruwanpura, Thomas ve
Bardin, 2020). Pirfenidonun TGF-B ekspresyon diizeylerini baskiladigini gosteren gesitli
hiicre kiiltiirii galismalar1 bulunmaktadir (Pourgholamhossein vd., 2018; Guo vd., 2019; Tao
vd., 2020).

Nintedanib, IPF patogenezinde etkili profibrotik molekiiller olan FGF, PDGF ve
VEGF reseptorlerini hedefleyen ¢oklu tirozin kinaz reseptor inhibitoriidiir (Wollin vd.,
2015). Nintedanib’in insan akciger fibroblastlarinda; fibroblast proliferasyonunu, fibroblast
motilitesini, TGF-f ile uyarilan myofibroblast farklilasmasini ve kollajen birikimini
azalttig1 gosterilmistir. Hayvan modellerinde de akcigerde kollajen igerigini, morfometrik
fibroz skorlarini, TGF-B ve prokollajen ekspresyonunu azalttigi gdsterilmis, IPF tedavisinde

antiinflamatuar ve antifibrotik etkileri oldugu saptanmistir (Kolb vd, 2017).

TGF-B hiicre proliferasyonu, apoptoz, farklilasma, otofaji, immiin yanit ve yara
lyilesmesi gibi biyolojik yanitlar1 diizenleyen, fibrotik hastaliklarin patogenezinde yer alan
en O6nemli sitokindir (Meng vd., 2016). TGF-B’nin pulmoner, hepatik, renal ve kardiyak
fibrozis patogenezinde etkinligi doku ekspresyon caligmalari, hayvan deneyleri ve hiicre
kiiltiiri calismalari ile tespit edilmistir (Bowen vd., 2013). TGF-B, doku hasar1 sonrasi yara

iyilesmesi doneminde ECM bilesenleri ve EMT aktivasyonu igin gerekli transkripsiyon
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faktorlerinin gen ekspresyonunu diizenlemektedir. Bu fonksiyonlarini, profibrotik veya
antifibrotik miRNA’lar1 regiile ederek yerine getirebilmekte; miRNA’lar da TGF-p,
reseptorleri veya asagi yolak molekiillerinin ekspresyonlarii diizenleyerek fibrotik siireci
etkilemektedir (Suzuki, 2018). IPF hastalar1 ve kontrol grubu plazma &rneklerinin
karsilastirildigi bir calismada hasta grubunda TGF-B protein diizeyleri daha yiiksek
bulunmustur, fakat hastalarin tedavileri pirfenidon ve nintedanib gibi giincel antifibrotik
ilaglar1 igermemektedir (Molina-Molina vd., 2006). Calismamizda TGF-B ekspresyon
diizeyleri hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel diizeyde anlamli downregiile
bulundu (p=0,046). Hastalarimizin tiimii antifibrotik tedavi almakta olup, hasta grubumuzda
saptanan downregiilasyon beklenen bir durumdu. Ekspresyon diizeyi grup ortalamasindan
yaklagik 8 kat yiliksek ¢ikan iki numarali hasta kontrol SFT, HRCT ile klinik yonden
degerlendirildiginde progresyon gozlendi. Bu durum tek hasta verisi olmasina ragmen, TGF-
’nin progresyon takibi veya antifibrotik ila¢ yanitinin izlenmesi i¢in kullanilabilecek bir

serum biyomarkirt olabilecegini; bu konuda ileri ¢aligmalarin yapilabilecegini géstermistir.

CCN2; hiicre adezyonu, proliferasyon, sagkalim, migrasyon ve ECM iiretimi gibi
biyolojik fonksiyonlarda gorev alir. Ayrica yara iyilesmesi, inflamatuar durumlar,
karsinogenez siireci ve en Onemlisi fibrozis ile seyreden hastaliklarin patogenezinde rol
aldig1 bilinmektedir (Hall-Glenn ve Lyons, 2011). Kronik inflamasyon veya doku hasari
sonrast ekspresyonu artmakta; artmis kollajen iiretimi, ECM birikimi, myofibroblast
farklilasmas1 ve proliferasyon gibi fibrotik patogenezde rol almaktadir. IPF’li hastalarin
fibroblast kiiltiirlerinde, BAL hiicrelerinde, plazma ve akciger dokusunda CCN2
ekspresyonunun yiiksek oldugu gosterilmistir (Ramazani vd., 2018). Basta TGF-p olmak
tizere baz1 sitokinler, bliylime faktorleri ve hormonlar CCN2 ekspresyonunu
diizenlemektedir. Calismamizda hasta ve kontrol grubu arasindaki CCN2 ekspresyon
diizeylerini inceledigimizde iki grup arasinda anlaml fark gozlenmedi. CCN2 ekspresyon
caligmalar1 daha biiyiik orneklemlerde, antifibrotik tedavi Oncesi ve sonrasi ekspresyon

analizlerinin yapildig1 bir ¢calisma daha anlamli sonuglar verebilir.

miRNA’lar protein kodlamayan fakat gen ifadesinin diizenlenmesinde rol alan, 18-22
nt uzunlugunda kiigik RNA molekiilleridir (Zamani, 2013). Protein kodlayan genlerin
%60’tan fazlast MiIRNA'lar tarafindan regiile edilmektedir (Souma vd., 2018). Bir miRNA
birden fazla genin ekspresyonunu diizenleyebilir, bir genin ekspresyonu birden fazla miRNA
tarafindan diizenlenebilir (Miao vd, 2018). Bu nedenle miRNA’lar; biyolojik siireclerde,

coklu yolaklar tizerinden etki gosterebilen kompleks fonksiyona sahip molekiillerdir.
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mikroRNA'lar gelisim, hiicre dongiisii, farklilasma, proliferasyon, hiicre gogii ve apoptozis
gibi iglevleri regiile etmektedir (Huleihel vd., 2014). Kanser, norolojik hastaliklar, fibrotik
hastaliklar ve inflamatuar hastaliklar gibi birgok hastalik patogenezinde veya

progresyonunda fonksiyon gostermektedir (Souma vd., 2018).

miRNA’lar dokuya 6zgii tespit edilebildigi gibi idrar, tiikiiriik, plevral sivi, balgam
gibi viicut sivilarina ve dolasim sistemine salinabilmekte; viicut sivilarindan ve periferik
kandan izole edilebilmektedir. Hasta kisilerde yapilan arastirmalar, hayvan modelleri ve
hiicre kiiltiiri calismalari ile hastalifa 6zgii miRNA ekspresyon degisiklikleri, miRNA’larin
hedefledigi genler, miRNA’larin ekspresyonunu etkileyebilecek genetik ve c¢evresel
faktorler tespit edilebilmektedir. miRNA ekspresyon degisiklikleri hastaliklarin tanisini,
progresyonunu, tedaviye yanit veya ilag direncini belirlemede kullanilabilir (Hanna, Hossain
ve Kocerha, 2019).

miR-29 ailesi, ECM proteinlerinin gii¢lii bir diizenleyicisidir (Tsitoura vd., 2016).
Fibrotik hastaliklarin patogenezinde antifibrotik etkili oldugu kanitlanmis, bu nedenle
fibromiRNA olarak da adlandirilmistir. Kalp, renal, hepatik, akciger fibrozisi ve
skleroderma gibi gesitli fibrotik hastaliklarda ekspresyonunun azaldigi, miR-29 mimiklerinin
bu hastaliklarin tedavisinde etkili oldugu deneysel modellerle gosterilmistir (Montgomery
vd., 2014). Calismamizda hasta ve kontrol grubunda miR-29a, miR-29b ve miR-29c
ekspresyon diizeyleri incelendi ve hasta grubunda kontrol grubuna gére anlamli diizeyde
downregiile oldugu saptand: (sirasiyla; p< 0,001, p= 0,046, p= 0,012). Oak ve ark. IPF
hastalarinin akciger biyopsilerinde yaptiklart miRNA ekspresyon analizinde miR-29a, miR-
29b ve miR-29c¢ ekspresyonlarinin downregiile oldugunu gostermislerdir. Ayrica progresyon
acisindan da degerlendirdiklerinde hizli progrese ve yavas progrese hastalarda fark
olmadigimi bildirmislerdir (Oak vd., 2011) (Tablo 5.1). Yang T. ve ark. insan akciger
fibroblast hiicre hattinda yaptiklar1 ¢alismada TGF-f uyariminin  miR-29a/b/c
ekspresyonlarini azalttigini, TGF-f’nin miR-29 aile iiyelerinin ekspresyonunu baskilayarak
hiicre dis1 matriks sentezini ve fibroblastlarin proliferasyonunu artirdigini bildirmislerdir
(Yang T. vd., 2013). TGF-B ve miR-29a/29b/29¢c-3p ekspresyon diizeyleri arasindaki iliski
korelasyon analizi ile incelendi, fakat anlamli bir iligski saptanmadi. Bu durum hastalarin
antifibrotik tedavi almasi nedeniyle TGF-3 ekspresyon diizeylerinin downregiile olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. miR-29 ailesinin ekspresyonunu TGF-B disinda etkileyen diger
faktorlerin miR-29 ekspresyonunu baskilamaya devam ettigini diisiindiirmektedir. Ayrica

hiicre kiiltiirii ve hayvan modeli ¢alismalar1 kisa siireli ¢alismalardir, IPF hastalarimiz ise
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uzun siireli fibrotik siirece maruz kalmis, yerlesmis fibrotik odaklari olan hastalardir.
Antifibrotik tedavi kullanmamis daha biiylik 6rnek gruplarinda miR-29 ve TGF-f iliskisini

degerlendirmek daha anlamli sonuglar verebilir.

miR-30 ailesi doku ve organ gelisimde ve kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
fibrozis gibi bazi hastaliklarin patogenezinde rol alir. miR-30 ailesi XBP1, TGF-f1, CCN2
ekspresyonlarini regiile ederek otofaji, apoptoz, oksidatif stres ve inflamasyonu diizenler
(Zhang X. vd., 2019). IPF’de miR-30 ailesinin downregiile oldugunu gosteren biyopsi
calismalar1 mevcuttur (Berschneider vd., 2014; Liang vd., 2014; Oak vd., 2011; Pandit vd.,
2010). Calismamizda miR-30a-5p, miR-30b-5p, miR-30d-5p, miR-30e-5p ekspresyon
diizeyleri, hasta ve kontrol grubu periferik kan 6rneklerinde karsilastirildi, iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi (sirasiyla; p=0,414, p=0,265, p=0,157,
p=0,183). Literatiir taramalarinda serum/plazmada miR-30 ailesinin disregiilasyonunu
gosteren calisma bulunmamaktadir. Es zamanli doku ve plazma Orneklerinde miR-30
ekspresyonu  degerlendirilerek, IPF  hastalarinda  serum  biyomarkir1  olarak
kullanilabileceginin aragtirilmasi gerekir. miR-30’un, CCN2 geni 3’UTR bdlgesi ile direkt
baglanarak genin ekspresyonunu ve buna bagl kollajen birikimini azalttigi bildirilmistir
(Duisters vd., 2009), ¢alismamizda miR-30 iiyeleri ve CCN2 ekspresyonu gruplar arasinda

anlamli fark gostermedigi i¢in korelasyon analizi yapilmadi.

miR-145, a-SMA ekspresyonunun negatif regiilatérii olan Kriippel-like Factor 4
(KLF4) transkripsiyon faktoriinii baskilayan profibrotik etkili bir miRNA’dir. Normal
fibroblastlar ve IPF fibroblastlarinda gergeklestirilen hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda; normale
kiyasla IPF fibroblastlarinda ekspresyonunun artt11 goriilmiistiir (Yang S. vd., 2013). IPF’li
hastalarin balgamlarinda yapilan bir ekzozom g¢aligmasinda miR-145 ekspresyonunun hasta
grubunda kontrol grubuna gore upregiile oldugu bildirilmistir (Njock vd., 2019). Biz
calismamizda hasta ve saglikli goniillillerden aldigimiz periferik kan 6rneklerinde mir-145
ekspresyon diizeylerini karsilastirdik. miR-145 icin, hasta ve kontrol grubu arasinda
istatiksel acidan anlamli fark bulunmadi. Upregiilasyon bildiren literatiir caligmalar1 hiicre
kiiltiiri ve az sayida hasta ile yapilan c¢alismalardi, biiyilk hasta gruplarn ile serumda
bakilmis miR-145 ekspresyon calismast bulunmamaktaydi. Calismamizin 6rneklem
boyutunun kiigiik olmasi, hastalarin antifibrotik tedavi etkisinde olmasi veya serum miR-145
seviyelerinin akciger dokusundaki ekspresyon profilini iyl yansitamamasi1 gibi olasiliklar
sonuglarimizi etkilemis olabilir. miR-145 ayrica ¢esitli kanserlerde tiimor supresor etkili

miRNA’dir (Liu vd., 2018; Yanaihara vd., 2006). P53 geni miR-145’in promotdr bdlgesine
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direkt baglanarak ekspresyonunu artirabilmekte; miR-145 de c-MYC, EGFR, Ras gibi
onkogenik etkili genlerin ekspresyonlarini baskilamaktadir. Akciger adenokarsinomlarinda
biyopsi ile elde edilen kanser dokulari ile non-kanserdz dokular arasinda ekspresyonu
incelendiginde, kanser dokusunda downregiile oldugu ve downregiilasyonunun kotii prognoz
ile iliskili oldugu bildirilmis; downregiilasyonu ayrica kemorezistans ve beyin metastazi ile
iligskili bulunmustur (Mizuno vd., 2017; Yanaihara vd., 2006). Hasta ve kontrol grubu
arasinda miR-145 ekspresyonlar i¢in anlamli fark olmamasima ragmen 12 nolu hastanin
miR-145 diizeyleri yaklasik 10 kat daha yiiksekti. Hastanin rutin kontrolleri sirasinda
cekilen HRCT’sinde pulmoner nodiile rastlandi. Hastanin genel durumu bozuk oldugu igin
transtorasik igne biyopsisi ile patolojik degerlendirme yapilamadi, fakat IPF hastalarda
akciger kanseri insidansi yiiksek olmasi nedeniyle (Kato vd., 2018), klinik degerlendirme ve
goriintliileme bulgular ile lezyonun agirlikli olarak malign natiirde olabilecegi diisiiniildii.
Hastanin takip silirecinde prognozu ve sagkalimi gozlenecek, miR-145’in akciger kanseri
tan1 ve progresyonunu belirlemede kullanilabilecegine dair fikir sunacaktir. Ozellikle IPF
gibi kanser predispozisyonu olusturan, komplikasyonlari nedeniyle biyopsi yapilamayan
durumlarda bu tiir serum markirlar1 tan1 ve takipte kullanilabilir. Bu konuda akciger
kanserlerinde yapilacak genis 6l¢ekli ¢aligmalar daha anlamli sonuglar verebilir. Yine ilgi
¢ekici bir sekilde, 15 nolu hastada, miR-145 ekspresyonu hasta grubunun ortalamasindan
yaklasik 30 kat yiiksek bulundu ve hasta bir ay igerisinde hayatim kaybetti. Oliim nedeni
bilinmemekle birlikte miR-145’in upregiilasyonunun prognostik markir ve mortalite
gostergesi olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Daha biiyiik hasta gruplarinda, hasta
takip stlirecinde ardisik bakilan ekspresyon degerlendirmeleri miR-145’in prognostik

degerini belirlememizi saglayabilir.

miR-155 hematopoietik farklilagma, immiinite, inflamasyon, kanser, fibrozis ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi c¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclerde rol alan ¢ok
fonksiyonlu miRNA’dir. ATIR, HIF-1, SMAD5, SLA ve RHOA; miR-155-5p’in
ekspresyonunu regiile ettigi genlerden bazilaridir (Faraoni vd., 2009). miR-155 -/- farelerle
yapilan bleomisinle indiiklenen akciger fibrozisi galismasinda, miR-155 -/- farelerde asir
fibrozis, TGF-B sekresyonunda ve kollajen birikiminde artis saptanmistir. miR-155’in bu
etkileri, akciger fibroblast ve makrofajlarinda LXR-a gen ekspresyonunun deregiilasyonu ile
yaptig1 gosterilmis, downregiilasyonunun fibrozisle iliskili olabilecegi bildirilmistir
(Kurowska-Stolarska vd., 2017). Mullenbrock ve ark. IPF fibroblast kiiltiiriinde yaptig1

ekspresyon ¢alismasinda miR-155 diizeylerinin kontrol grubuna gére downregiile oldugunu
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saptamistir (Mullenbrock vd., 2018) (Tablo 5.1). Fakat, IPF’li hastalarin akciger biyopsi
dokusu ile kontrol grubunun karsilastirildigi ¢esitli miRNA ekspresyon ¢alismalarinda, miR-
155 ekspresyonu IPF’li hastalarda upregiile tespit edilmistir (Oak vd., 2011; Pandit vd.,
2010; Yang ve Schwartz, 2015)(Tablo 5.1). Li ve ark.’lar1 IPF’1i hastalar ve kontrol grubu
serum Ornekleri ile yaptigi ekspresyon calismalarinda miR-155’in upregiilasyonunu
saptamigtir (Li vd., 2013). Calismamizda elde ettigimiz sonucglara gére hasta ve kontrol
grubu arasinda miR-155-5p ekspresyon farki istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli
bulundu (p=0,001). Li ve ark.’larinin verilerinin aksine hasta grubumuzun serumunda miR-
155 diizeyi downregiile idi. Escutia-Gutiérrez ve ark.’larinin nonalkolik hepatosteatoz
hayvan modelinde pirfenidon tedavisinin, incelenen miRNA ekspresyon diizeylerini
downregiile ettigi gozlenmistir (Escutia-Gutiérrez vd., 2020). Her ne kadar farkli bir hastalik
modeli kullanilmig ve ekspresyonu arastirilan miRNA’lar arasinda miR-155 bulunmasa da,
bu caligma pirfenidonun miRNA’larin ekspresyonunu degistirebilceginin gosterdi; hasta
grubumuzda saptadigimiz downregiilasyonun sebebi antifibrotik tedavinin sonucu olabilir.
IPF’li hastalarda antifibrotik tedavinin miR-155 iizerine etkisini arastiran literatiir verisi
bulunmamaktadir. Antifibrotik tedavi oncesinde ve tedavi sonrasinda yapilacak klinik
caligmalar hem miR-155’in fibrozisteki roliinii agiklayacak hem de antifibrotik ajanlar ile

tedavinin miR-155 ekspresyonu iizerindeki etkisini anlamamiza yardimci olacaktir.

Let-7, cesitli hiicresel yolaklar1 regiile eden, ilk tanimlanmis miRNA ailesidir
(Lagos-Quintana vd., 2001). Timor siipresor etkili oldugu gesitli kanserlerde saptanmustir.
Kanser ve fibrotik hastaliklarda EMT’yi baskiladig1 gosterilmistir (Huleihel vd., 2014).
TGF-B ve SMAD3, let-7d ekspresyonunu baskilamaktadir (Pandit vd., 2010). IPF’li
hastalarin akciger biyopsilerinde ve balgam ekzozom c¢aligmasinda let-7d’nin kontrollere
kiyasla downregiile oldugu bulunmustur (Berschneider vd., 2014; Njock vd., 2019; Oak vd.,
2011; Pandit vd., 2010)(Tablo 5.1). Let-7d inhibisyonunun; epitelyal gen ekspresyonlarini
downregiile ettii, mezenkimal hiicrelerde gen ekspresyonlarini upregiile ettigi ve EMT
aktivasyonu ile IPF patogenezine katki saglayabilecegi gosterilmistir (Huleihel vd., 2014).
Calismamizda hasta ve kontrol grubu arasinda let-7d ekspresyon farkini inceledik. Tki grup
arasinda anlamli istatistiksel fark olmasa da istatistiksel farka yakin degerde (p= 0,08), hasta
grubunda let-7d ekspresyon ortalamasi daha yiiksek saptandi. Bu durum hastalarda
antifibrotik  tedavinin sonucunda azalmis TGF-B seviyesinin, let-7d iizerindeki

inhibisyonunun azalmasina bagli olabilir. Fakat miRNA regiilasyonunu tek yolak iizerinden

104



degerlendirmenin dogru olmadigi bilinmektedir. Daha biiylik 6rneklerde yapilacak iyi

planlanmis arastirmalar daha anlamli sonuglar verecektir.

miR-26a, IPF patogenezinde etkili COL3A1, COL1A2, OGN, COL15A1, ASPN ve
MXRAS5 genlerini diizenleyen, downregiilasyonu CCN2 ve EMT artisina neden olan
antifibrotik etkili miRNA’lardan biridir (Yu vd., 2020). Bleomisin ile indiiklenmis fare
pulmoner fibrozis modellerinde, intratrakeal miR-26a mimik tedavisinin kollajen birikimini,
CCN2 ekspresyonunu ve fibrozisi azalttigi gosterilmistir (Liang vd., 2014). Pandit ve
ark.’lar1 IPF’li hastalarin akciger dokusunda yaptigi ekspresyon analizinde miR-26a’y1
downregiile bulunmustur (Pandit vd., 2010)(Tablo 5.1). Calismamizda miR-26a-5p
ekspresyonu hasta ve kontrol grubunda karsilastirildi, istatistiksel olarak anlamli ekspresyon
farki saptanmadi. Calisma grubumuz uzun siiredir antifibrotik tedavi alan hastalardan
olustugu i¢in bu durumun miR-26a-5p ekspresyonunu etkilemis olabilecegi diisiiniildii.
Njock ve ark.’lar1 balgamda ekzozom elde ederek miR-26a downregiilasyonunu tespit
etmislerdir fakat literatiir taramalarinda IPF’1i hastalarin serumunda miR-26a ekspresyonunu
tespit etmis veya spesifik olarak serumda miR-26a’y1 arastirmis calisma bulunmamaktadir.
Daha biiylik 6rnek gruplarinda, tedavi dncesi ve sonrasi yapilacak ekspresyon ¢alismalari ile

anlaml veriler elde edilebilir.

miR-143, IPF’de downregiilasyonu tespit edilmis, hipertrofik skarda CCN2’yi
baskiladigi, ECM sentezini azalttigi gosterilmis antifibrotik etkili oldugu diisiiniilen
miRNA’dir (Mizuno vd., 2017; Mu vd., 2016). Oak ve ark.’larinin IPF hastalar1 akciger
biyopsilerinde yapti§i ekspresyon calismasinda downregiilasyonu gosterilmis, hizli
progresyon ve yavas progresyon gosteren hastalar arasinda fark olmadigini bildirilmistir.
(Oak vd., 2011) (Tablo 5.1). Buna ragmen, insan akciger fibroblastlarinin TGF-§ ile
uyarilmas: sonucunda fibroblast farklilagmasmi aktive ettigi, profibrotik rol oynadigini
gosteren calismalar da mevcuttur (Wei vd., 2019; Yang, S. vd., 2013) (Tablo 5.1). Milosevic
ve ark.’larmin akciger biyopsisinde yaptig1 ekspresyon analizlerinde, IPF’li hasta grubunda
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde upregiilasyon saptanmistir (Milosevic vd., 2012)
(Tablo 5.1). Hasta ve kontrol grubu serum oOrneklerinde miR-143-3p ekspresyon
diizeylerinin karsilagtirildigi calismamizda, iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak ¢ok
yiiksek diizeyde anlamli bulunmus (p<0,001), hasta grubunda miR-143-3p upregiilasyonu
tespit edilmistir. Literatlir arastirmalarimiza gore serumda miR-143-3p disregiilasyonu
bildiren IPF calismasi bulunmamaktadir. Bulgularimiz, miR-143’iin upregiilasyonunu

gdsteren galismalar ile uyumlu bir sekilde miR-143 upregiilasyonunun IPF patogenezinde
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etkili oldugunu, serum Orneklerinde de tespit edilebilecegini gostermektedir; ancak
hastalarimiz antifibrotik tedavi almakta olup antifibrotik ilaclar, IPF patogenezinde
downregiilasyonu ile etki gosteren miR-143’iin ekspresyonunu artirarak etki gosteriyor da
olabilir. Yang, S. ve ark.’lar1 hiicre kiiltiirii ¢alismasinda TGF-f uyariminin miR-143
upregiilasyonuna yol agtigini bildirmislerdir (Yang S. vd., 2013). Bu sonuglara gére TGF-3
ile miR-143 arasinda pozitif korelasyon beklenmektedir. TGF-f ile miR-143 arasindaki
iliskiyi inceledigimizde istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmamustir (p= 0,471; r=
-0,12). Hiicre kiltiirii ¢alismalar1 hastalik modelini tam olarak yansitamamaktadir. miR-
143’{in IPF’de disregiilasyonunun y&niinii tanimlamak ve TGF-B ile iliskisini arastirmak i¢in
daha genis Olcekli, antifibrotik tedavi Oncesi ve sonrasi ekspresyon analizlerini igeren

calismalara ihtiya¢ vardir.

miR-21 gelisim, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, inflamasyon, kardiyak ve
pulmoner fibrozis gibi fizyolojik ve patolojik siireglerde rol alir (Kumarswamy, Volkmann
ve Thum, 2011). Onkogenik etkili oldugu kanitlanmis bu nedenle oncomiR olarak
siiflandirilmis, disregiilasyonu cesitli kanser tiplerinde gosterilmistir (Hill ve Tran, 2021).
IPF°de profibrotik etkili oldugu ve IPF’li hastalarin doku ve serum Orneklerinde upregiile
oldugunu gosteren cesitli literatiir verileri bulunmaktadir (Oak vd., 2011; Li vd., 2013). IPF
patogenezinde en etkin rolii iistlenen TGF-f ile aralarinda pozitif korelasyon bildirilmistir.
Bleomisinle IPF modeli olusturulmus farelerde yapilan ¢alismada TGF-B’nin miR-21
ekspresyonunu aktive ettigi, miR-21’in de TGF-fB’nin profibrotik etkilerini gii¢clendirdigi
gosterilmistir (Yang ve Schwartz, 2015). Hasta ve kontrol grubu arasinda miR-21-5p
ekspresyon farkini arastirdigimiz g¢aligmamizda, miR-21-5p diizeyleri hasta grubunda
kontrol grubuna gore istatistiksel diizeyde anlamli diigiik bulundu. Escutia-Gutiérrez ve
ark.’larinin nonalkolik hepatosteatoz hayvan modelinde pirfenidon tedavisinin miR-21
ekspresyon diizeylerini downregiile ettigi gézlenmistir (Escutia-Gutiérrez vd., 2020). Her ne
kadar farkli bir hastalik modeli kullanilmis olsa da, bu ¢alisma pirfenidonun miR-21
ekspresyonunu  degistirebilceginin  gdstergesidir; hasta grubumuzda saptadigimiz
downregiilasyonun sebebi antifibrotik tedavinin sonucu olabilir. TGF-B ile miR-21-5p
arasinda iliskiyi inceledigimizde, pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon saptandi
(r=0,58, p<0,001). Bu korelasyon literatiir calismalar1 ile uyumlu idi. miR-21-5p
downregiilasyonu, direkt antifibrotik tedavinin etkisi ile olabilecegi gibi antifibrotik
tedavinin TGF-B {izerindeki inhibisyonunun dolayli etkisi de olabilir. IPF’li hastalarda

antifibrotik tedavinin miR-21 tiizerine etkisini arastiran literatiir verisi bulunmamaktadir.
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Antifibrotik tedavi oncesinde ve tedavi sonrasinda yapilacak klinik ¢alismalar antifibrotik
ajanlar ile tedavinin miR-21 ekspresyonu iizerindeki etkisini anlamamiza yardimci olacaktir.
Profibrotik etkinligi kanitlanmis miR-21 ekspresyon diizeylerini kullanarak antifibrotik ilag

etkinligi test edilebilecektir.

miR-133, CCN2 3°UTR’si ile direkt baglanarak bu genin  ekspresyonunu
posttranskripsiyonel asamada diizenlemekte, buna bagli kollajen birikimini azaltmaktadir
(Duisters, 2009). Ozellikle kardiyak fibrozis patogenezinde etkinligi gosterilmistir. miR-
133 ekspresyonunun downregiilasyonu miyokardiyum diiz kas genlerinin ektopik
ekspresyonuna, anormal kardiyomiyosit proliferasyonuna neden olmakta; upregiilasyonu
serin/treonin kinaz Akt'1 inhibe ederek kardiyak fibrozisi 6nemli dl¢lide azaltmaktadir (Li,
Zhou ve Tang, 2018). Hasta ve kontrol gruplari arasinda miR-133 ekspresyon diizeylerini
karsilastirdigimizda istatistiksel diizeyde anlamli fark bulunmadi (p=0,547). miR-133’{in
literatiirde hepatik ve kardiyak fibrozis ile iliskisi bildirilmis olmasina ragmen IPF hastalari
veya IPF modeli olusturulan hayvan ve doku calismalarinda miR-133 disregiilasyonu
bildirilmemistir. Bu durum, miR-133 disregiilasyonunun fibrozisin kaynaklandigi organa

spesifik olabilecegini diistindiirmiistiir.

miR-130’un kanser, inflamasyon, fibrotik ve kardiyovaskiiler hastaliklarda
disregiilasyonu saptanmistir. Kanser ve fibrotik hastaliklarda benzer mekanizmalar
gostermekte, SMAD4’1i baskilayarak ayni zamanda TGF-B’nin migrasyon, invazyon ve
EMT aktivitesini de baskilamaktadir (Tian vd., 2019). Hepatik fibrozda ve pulmoner
fibrozda downregiilasyonu saptanmistir, makrofajlarin fibrotik gen ekspresyonlarini
diizenlemektedir (Su vd., 2015). IPF’de downregiilasyonu sonucunda fibroblast ve EMT
aktivasyonu artmaktadir (Miao vd., 2018). IPF’li hastalarin akciger dokularinda yapilan
ekspresyon calismalarinda downregiilasyonu tespit edilmistir (Oak vd., 2011; Liang vd.,
2014) (Tablo 5.1). Calismamizda miR-130-3p ekspresyon diizeyi, hasta grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel diizeyde anlamli disiik saptand: (p=0,020). Hasta grubunda
gbzlenen downregiilasyon, literatiirde bildirilen yayinlar ile uyumlu idi. Literatlirde serum
veya plazma gibi noninvaziv girisimler ile elde edilmis Orneklerde miR-130
downregiilasyonu gdsteran ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamiz, miR-130-3p’nin IPF’de
noninvaziv biyomarkir olarak kullaniminin miimkiin olabilecegini gosteren tek calisma

olabilir.

miR-205 gelisim, farklilasma ve hiicresel stres cevabini diizenleyen miRNA’dir.
Cesitli kanserlerde disregiilasyonu gosterilmis, onkogenik etki ile apoptozis, EMT,
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proliferasyon ve metastazda rol aldig: bildirilmistir (Yu vd., 2008). Epigenetik degisimler,
hipoksi ve inflamatuar sitokinler miR-205 ekspresyonunu degistiren faktorlerdir (Ferrari ve
Gandellini, 2020). Kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri ve IPF’de de upregiilasyonu hastalik
patogenezi ile iliskili bulunmustur (Mizuno vd., 2017). IPF ile kontrol grubu akciger
biyopsilerinde karsilastirilan miR-205 ekspresyonu, IPF’li hastalarda upregiile bulunmustur
(Pandit vd., 2010; Liang vd., 2014) (Tablo 5.1). Fakat gesitli kanserlerde downregiile
bulunmus, TGF-B ile aralarinda negatif iliski oldugu bildirilmistir (Gregory vd., 2011;
Suzuki, 2018). miR-205-5p ekspresyonunu IPF hastalar1 ve kontrol grubu arasinda
karsilagtirdigimizda, miR-205-5p’nin hasta grubunda istatistiksel diizeyde anlaml
downregiile oldugu saptandi (p=0,003). TGF-B ile miR-205-5p arasindaki iligki
incelendiginde pozitif yonde yiiksek diizeyde anlamli korelasyon saptandi (r=0,75, p<0,001).
IPF hastalarinda upregiile bekledigimiz miR-205-5p’nin downregiile saptanmasinin sebebi
antifibrotik ilaglar veya antifibrotik ilaglar ile ekspresyonu azalmig TGF-B’nin etkisi olabilir.
miRNA’lar hastalik ve doku bazinda farkli fonksiyonlar gostermektedir, literatiirde bulunan

pulmoner fibrozis verileriyle bulgularimiz uyumludur.

miR-32, dokular arasinda farkli fibrotik 6zellik sergileyebilmekte; farkli kanserlerde
timor supresor veya onkogenik aktivite gosterebilmektedir (Liang vd., 2019; Liu vd., 2019;
Wang vd., 2018). Kardiyak fibroblastlar ile yapilan bir kiiltiir calismasinda TGF-f, a-SMA,
kollajen I ve III ekspresyonunu inhibe eden DUSP1°i baskilayarak fibrozise yol agabilecegi
gozlenmistir (Shen vd., 2019). Transplante bobreklerde allogreft disfonksiyonuna yol agan
interstisyel fibroziste ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir (Wang, H. J. vd., 2020). Oak
ve ark.’larinin IPF ve kontrol grubunun akciger biyopsilerini karsilastirdigi calismada miR-
32 ekspresyonu diisiik bulunmustur (Oak vd., 2011). Calismamizda iki grup arasinda miR-
32-5p ekspresyonu i¢in anlamli fark yoktu. Fakat {i¢ hastanin miR-32-5p diizeyleri
ortalamadan oldukca ytiksekti. Sigara oykiisii, erkek cinsiyet ve diisiik FEV1 diizeyleri bu 3
hastada bulunan ortak 6zellikler olmakla birlikte hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli
fark saptanmadig1 icin bu 6zellikler ile korelasyon analizi yapilamadi. Orneklem sayisini
artirarak yapilacak IPF ile kontrol grubu miR-32-5p ekspresyon diizeyi karsilastirma
calismalar;; IPF’li hastalarin tam1 asamasinda ve takiplerinde bakilacak miR-32-5p
ekspresyon diizeyleri ile sigara, cinsiyet ve FEV1 arasindaki iliskiyi inceleyen g¢alismalar;

MiR-32-5p nin IPF’deki fonksiyonunu aydinlatmamiza olanak saglayabilir.

miR-140-5p, antifibrotik ve tiimor siipresor etkilidir, downregiilasyonu kanser

gelisiminde oldugu kadar progresyonunda da rol alir. IPF patogenezinden de sorumlu olan
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sitokinler {izerine etkisi ¢esitli kanserlerde gosterilmistir. Over kanserinde PDGFR-A
inhibisyonu ile tiimor biiyiimesini, meme kanserinde ve kii¢ilik hiicre dis1 akciger kanserinde
VEGF-A inhibisyonu ile invazyon, migrasyon ve anjiogenezi inhibe etmektedir (Yang vd.,
2018). Ekpresyon kaybinin radyasyonun indiikledigi pulmoner fibrozis i¢in risk olusturdugu,
TGF-B/SMAD3 yolagini inhibe ederek pulmoner fibrozisi azalttigi saptanmistir (Wang vd.,
2019). Renal fibrozis modeli olusturulan bir fare ¢aligmasinda miR-140-5p inhibitorleri ile
tedavi sonrasinda TGF-p ve SMAD yolag: tizerinden kollajen ve a-SMA ekspresyonunun
artt1g1; TGF-B uygulamasi sonrasinda miR-140-5p diizeylerinin azaldig1 gosterilmistir (Liao
vd., 2020). IPF akciger biyopsilerinde de kontrol grubunun akcigerlerine gére downregiile
oldugu gozlenmistir (Oak vd., 2011) (Tablo 5.1). Calismamizda literatiir ile uyumlu olarak
hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde downregiilasyon
saptandi (p=0,028). TGF-p ile miR-140-5p arasindaki iliski incelendiginde pozitif yonde
orta diizeyde anlamli korelasyon vardi (r=0,43, p=0,006). Bu durum literatiir ile uyumlu
degildi. Antifibrotik ilaglarin TGF-B diizeyini azaltmasi1 sonucunda miR-140-5p tizerindeki
inhibisyonun azalmasi ve aralarindaki negatif korelasyon nedeniyle miR-140
ekspresyonunun upregiilasyonu beklenmekte idi. TGF-B inhibisyonu azalsa da bunun
disinda miR-140-5p ekspresyonunu etkileyen diger faktorlerin inhibisyonu devam
etmektedir. Ayrica literatiirde mevcut olan TGF-f ile miR-140-5p iligkisini gosteren hiicre
kiiltiiri ve hayvan modeli c¢alismalar1 kisa siireli ¢alismalardir; uzun siireli, yerlesmis
fibrotik odaklart olan IPF hastalariin patogenetik mekanizmalarmi tam olarak
yansitamamaktadir. Antifibrotik tedavi kullanmamis daha biiylik 6rnek gruplarinda miR-

140-5p ve TGF-B iligkisini degerlendirmek daha anlamli sonuglar verebilir.

miR-19a ve miR-19b-1, miR-17/92 ailesinin iiyeleridir. miR-17/92 ailesi hiicre
dongiisii, proliferasyon, apoptoz gibi onemli siireglerin regiilasyonunu saglar. Normal
gelisim, immiin sistem hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar, ndrodejeneratif hastaliklar,
kanser ve yaslanmada fonksiyonu gosterilmistir. Hematolojik ve solid doku kanserlerinde
stkea disregiilasyonu tespit edilmis miR ailesidir, bu nedenle oncomiR-1 olarak da
isimlendirilmektedir (Mogilyansky ve Rigoutsos, 2013). Akcigerlerin gelisim siirecinde ve
alveolar epitel dengesinin korunmasinda 6nemlidir. Fibrotik siiregten sorumlu CCN2 gibi
onemli genleri ve DNMT-1 gibi epigenetik diizenleyicileri regiile etmektedir; ayrica
DNMT-1 tarafindan ekspresyonu baskilanabilir (Oak vd., 2011; Dakhlallah vd., 2013). IPF
hastalarinin akciger biyopsi Orneklerinin ekspresyon caligmalarinda miR-19a ve miR-

19b’nin  downregiilasyonu saptanmigtir (Oak vd., 2011; Liang vd., 2014)(Tablo 5.1).
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Pulmoner fibroz hayvan modellerlerinden elde edilen fibroblastlarda yapilan miRNA
ekspresyon caligmalarinda, miR-19a ve miR-19b’nin TGF-f ekspresyonunu diizenledigi,
overekspresyonunun fibroblast aktivasyonunu baskiladig1 gosterilmistir. Akciger fibroblast
hiicre c¢alismalarinda miR-19a ve miR-19b’nin overekspresyonlarinin CCN2 ve TSPl
ekspresyonunu baskiladigi bildirilmis, antifibrotik etki gosterdigi saptanmistir (Mogilyansky
ve Rigoutsos, 2013; Souma vd., 2018). IPF hastalar1 ve kontrol grubu arasinda miR-19a
ekspresyon diizeylerini karsilastirdigimizda, hasta grubunda istatistiksel diizeyde anlamli
downregiilasyon saptandi (p=0,002). miR-19b-1 ekspresyonu i¢in iki grup arasinda anlaml
fark bulunmadi (p=0,529). TGF-B ile miR-19a arasindaki iliskiyi inceledigimizde pozitif
yonde orta diizeyde anlamli korelasyon bulundu (r=0,45, p=0,004). Pozitif korelasyonun
nedeni antifibrotik tedavi ile TGF-B inhibisyonu olarak yorumlandi. CCN2 ekspresyonu iki

grup arasinda farkli bulunmadigi i¢in miR-19a ve miR-19b-1 korelasyonu incelenemedi.

miR-320a, insan akciger fibroblast kiiltiiriinde TGF-p yolaginda TGFBR2’yi
diizenleyerek kollajen tip 1 ekspresyonunu regiile etmektedir. Sistemik skleroza bagh IAH
bulunan hastalarin periferik kaninda saglikli kontrollere kiyasla azalmis ekspresyonu
saptanmustir (Li vd., 2021). Pandit ve ark.’lar1 IPF’li hastalarin akciger biyopsilerinde
upregiile tespit etmis, bunun aksine Liang ve ark.’lar1 IPF akciger biyopsilerinde downregiile
tespit etmistir (Pandit vd., 2010; Liang vd., 2014) (Tablo 5.1). Calismamizda IPF
hastalarinin serum Orneklerinde istatistiksel diizeyde anlamli downregiile bulundu
(p=0,030). mMiR-320a’min IPF’de disregiilasyon yoniinii belirlemek igin daha fazla

arastirtirma gerekmektedir.
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Tablo 5. 1: Bulgularimizin literatiir verileri ile karsilagtiritlmasi

. Mullen- | Bersch- Njock . Yang S.
q Oak Pir;(.m brock vd. | neider \J/d. Hiang Vj Milo:evic
miRcler la(:rlrllfz V(-j; s IPF . vo-ll : Alzlci.' r
Akciger | Akciger | Balgam | Akciger | fibroblast ge
biyopsi | biyopsisi fibroblast | Akeiger biyopsisi | biyopsisi
kiiltiirii | biyopsisi | €kzozom kiiltiiri
miR-30d - ! l ! l
miR-30b - ! ! ! l l
miR-30e - 1 1
miR-30a - ! l ! ! ! !
miR-29c ! l l !
miR-29b | 1 l l
miR-29a ! ! l !
miR-19a ! l !
miR-19b - ! !
miR-133 -
miR320a ! 1 !
miR-32 - !
let-7d - ! ! ! ! !
miR-140 ! !
miR-26a - ! 1 ! 1
miR-143 1 ! 1 1
miR130a ! ! !
miR-155 ! 1 1 !
miR-145 - 1 1
miR-205 ! 1 1
miR-21 ! 1

T:upregiile |:downregiile
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IPF insidansinin ve prevalansinin yas ile arttigi bilinmektedir. Telomer boylarmin
kisalmasi, mikrotravmalarin kiimiilasyonu, genetik-epigenetik degisimlerimlerin birikimi ve
doku rejenerasyon kabiliyetinde azalma ileri yaslarda artan fibrozis gelisimi igin risk
olusturan faktorlerdir (Zaman ve Lee, 2018). IGF-1 yolagini regiile eden miR-1, miR-206,
miR-21, miR-122, miR-375 ve Sirtuinl genini regiile eden miR-34a, miR-449, miR-181a/b,
miR-9, miR-195, miR-22, miR-200a yaslanma ile iliskili genleri regiile eden, yasa bagh
ekspresyon farklilig1 gozlenebilecek miRNA’lardir (Nho, 2015). Bu dogrultuda yas ile miR
ekspresyonlar1 arasindaki iliski incelendi. IPF patogenezinde downregiile beklenen
miR’lerde yasla birlikte negatif korelasyon, upregiile beklenen miR’lerde pozitif korelasyon
varligi beklenmekte idi. Sadece miR-29b-3p ile yas arasinda pozitif yonde orta diizeyde
anlamli korelasyon saptandi (r=0,64, p=0,002). Fizyolojik kosullarda miR-29 ailesi
upregiilasyonunun yas ile birlikte artan oksidatif stres, DNA hasar1 gibi fibrotik sebeplere
kars1 gelistirilen koruyucu bir mekanizma olabilecegi bildirilmistir (Heid vd., 2017).
Profibrotik faktorlerin miR-29b iizerindeki inhibisyonuna ragmen bu savunma mekanizmasi
yetersiz de olsa fonksiyon goriiyor olabilir. Yas ile miR-29b-3p iliskisini daha iyi
tanimlamak i¢in hem saglikli gruplarda hem de IPF hastalarinda longitudinal ¢aligmalar

gerekmektedir.

Sigara kullanimi IPF riskini artiran en 6nemli faktorlerden biridir. IPF tanisi alan
hastalarin ¢ogunda halen sigara kullanimi veya ge¢miste sigara kullanma Oykiisii
bulunmaktadir (Oh vd., 2012). Uzun siireli sigara kullanim1 alveol epitel hasarina,
inflamatuar reaksiyonlarin tetiklenmesine ve fibroblast aktivasyonuna yol ag¢maktadir
(Jensen vd., 2012). Sigara dumanina maruziyet epigenetik degisiklikler ile de IPF’ye neden
olabilmektedir. WNT7A gibi IPF patogenezinden sorumlu genlerin metilasyon durumunu
degistirmesi, igeriginde bulunan akrolein ile histon modifikasyonlarina neden olmasi ve
profibrotik-antifibrotik miRNA dengesini degistirmesi, sigaranin IPF gelisimine neden
olabilen epigenetik degisiklerdir (Yang ve Schwartz, 2015). Bu nedenle ¢aligmamizda hasta
grubunda sigara kullanma Oykiisiine gore miR ekspresyonlari incelendi. miR-29a-3p ve
miR-140-5p sigara kullanma Oykiisii olanlarda hi¢ sigara kullanmamis hastalara gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p=0,012; p=0,020). Sigara igen ve
icmeyen saglikli goniillillerle yapilan plazma miRNA ekspresyon calismasinda miR-29a
diizeyleri sigara i¢en grupta yiiksek saptanmustir (Takahashi vd., 2013). Bulgularimiz miR-
29a-3p icin bu literatiir verileriyle uyumlu olsa da IPF’de sigara ile iliskili miRNA

disregiilasyonunu tanimlamaya yonelik yeterli ¢aligma bulunmamaktadir.
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Cinsiyet bazi hastaliklarda risk ve prognozu belirleyen etkenlerden biridir. Erkek
cinsiyet IPF igin risk faktoriidiir, yapilan calismalarda tami alan erkek sayisinin kadilara
oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu duruma, sigara kullanim orani ve mesleki
maruziyet riskinin erkeklerde daha yiiksek olmasi neden olabilmektedir (Ekstrom vd., 2014).
Hormonal etkilerin yani sira X kromozomu {izerinde bulunan, miRNA ekspresyonlarini
reglile eden genlerin cinsiyetler arasinda farkli miRNA ekspresyon paternine neden
olabilecegi bildirilmistir (Sharma ve Eghbali, 2014). Cesitli hastaliklarda cinsiyetler arasinda
miR ekspresyon farkliligi gosterilmis olsa da IPF’de cinsiyete bagli miR ¢alismasi
bulunmamaktadir. Caligmamizda hasta grubunda cinsiyetler arasinda miR ekspresyon
farliligr incelendi. miR-155-5p, miR-140-5p ve miR-320a ekspresyon diizeyleri kadin hasta
grubunda erkek hasta grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu
(p=0,016; p=0,016; p=0,029). miR-140-5p’deki downregiilasyonun nedeni sigara dykiisiiniin
kadin hasta grubunda bulunmamasi olarak yorumlandi. Kadin hasta sayisinin grup i¢inde
diisiik olmasi nedeniyle daha biiyiik hasta gruplarinda bu sonuglarin arastirilmasi ve
cinsiyete bagli miR ekspresyon farkliliginin IPF {izerine etkisinin incelenmesi

gerekmektedir.

MiRNA'lar arasindaki ¢apraz iliskinin miRNA ekspresyonunu etkiledigi bilinmekte,
bir  miRNA’nin regiile ettigi hedef gen farkli mIRNA’larin  ekspresyonunu
diizenleyebilmektedir (Miao vd., 2018). miRNA ve miRNA'nin karsilikli etkilesimini
incelemek amaciyla, iki grup arasinda anlamli fark bulunan miRNA’lar arasi korelasyonu
inceledik (Tablo 4.8). miR-29 ailesi kendi iginde orta diizeyde pozitif korelasyon
gostermekle birlikte; miR-320a, miR-130a, miR-155, miR-205, miR-21 ve miR19a ¢alisilan
miR’lerin ¢ogunlugu ile pozitif korelasyon gosterdi. miR-143-3p ile mevcut miR’lerden
higbiri arasinda istatistiksel diizeyde anlamli korelasyon saptanmadi. Literatiirde miR-miR
iliskini inceleyen c¢alismalar oldukca azdir. Ekspresyon datalar1 kullanilarak yapilmis
korelasyon ¢alismasinda benzer biyolojik fonksiyon gosteren miR’lerin korelasyonu
saptanmistir. Ayrica diger miR’ler ile korelasyon gostermeyen miR’lerin belirli hastaliklarda
biyomarkir olarak kullaniminin daha anlamli oldugu belirtilmistir (Chaulk vd., 2016). miR-
miR iligkilerini aydinlatmak, hastalik bazinda yapilacak miR panellerini olusturmaya ve
sonuglar1 yorumlamaya katki saglayacaktir. Calismamiz IPF’de miRNA c¢apraz

etkilesimlerini inceleyen tek klinik ¢aligsma olabilir.

Ekspresyonu anlamli ¢ikan miRNA’larin IPF tamisim yordama giicii lojistik

regresyon analizi ile test edildi. miR-29-3p ve miR-143-3p ile olusturulan modelin verileri
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gruplara en dogru atayan model oldugu bulundu. Bu modelin IPF tanisinda hasta grubunu
% 95, konrol grubunu % 100, toplamda % 97,5 dogruluk yiizdesi ile atadigi tespit edildi.
Odds oran1t miR-143-3p i¢in 15,402; miR-29a-3p i¢in 0,012 idi. % 95 giiven araligi miR-
29a-3p i¢in 0,000-0,369; miR-143-3p i¢in 1,663-142,636 bulundu, giiven arahigr 1’
icermedigi i¢in anlamli bulundu. miR-29-3p ve miR-143-3p ile olusturulan model; miR-143-
3p’°de 1 birimlik artis iPF olma ihtimalini 15,402 kat artirmakta, miR-29a-3p’deki 1 birimlik

artis hasta olma olasiligini1 83 kat azaltmaktadir seklinde yorumlandi.

miR-29a-3p ve miR-143-3p ROC egrisi ile analiz edilerek hasta ve kontrol grubunu
ayirt etme giicli incelendi. miR-29a-3p’nin hasta ve kontrol grubunu ayirt etme giicliniin
istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlendi (p<001). AUC % 84 bulundu, kesim noktasi
0,335 degeri belirlendi ve bu degerde duyarlilik %70, 6zgiillik % 90 bulundu. miR-143-
3p’nin hasta ve kontrol grubunu ayirt etme giiciiniin istatistiksel olarak yiiksek oldugu
belirlendi (p<001). AUC % 85 bulundu, Kesim noktas1 1,865 degeri belirlendi ve bu
degerde duyarlilik %80, 6zgiilliik % 80 bulundu. miR-29a-3p ve miR-143-3p’nin kombine
tan1 duyarlilig: i¢in ikili lojistik regresyon analizi verileri kullanildi, AUC % 97 bulundu.
Literatiir taramalarinda IPF tanmisinda miR-29a-3p ve miR-143-3p’yi benzer sekilde

inceleyen ¢aligmaya rastlanmadi.

Orneklem boyutunun kii¢iik olmas1 ¢alismamizdaki kisitlamalardan biridir. Her ne
kadar IPF en sik goriilen IIP olsa da; insidansinin diisiik olmasi, yasam siiresinin kisali1 ve
tan1 agsamasindaki giigliikler nedeniyle yiiksek sayida hasta grubu olusturmak zordur. Ayrica
COVID19 pandemisi nedeniyle poliklinik hizmetleri pandemi i¢in diizenlenmis, GOgiis
hastaliklar1 ana bilim dali multidisipliner interstisyel akciger hastaliklart konseyi
toplanamamis, yeni tan1 alan IPF hastalar1 calismaya dahil edilememistir. Bu durum hasta
sayimizi etkilemis, antifibrotik tedavi 6ncesinde miRNA ve gen ekspresyonlarinin analizine

ve tedaviyle iligkisini arastirmamiza imkan saglamamastir.

Calismamizda inceledigimiz miRNA’lar literatiir verileri kullanilarak belirlenmistir.
Insanlarda tanimlanmis 2000’nin iizerinde miRNA bulunmaktadir ve bu miRNA’lar
biyolojik siireglerde, ¢oklu yolaklar iizerinden etki gosterebilen kompleks fonksiyona sahip
molekiillerdir (Souma vd., 2018). IPF hastalari ile saglikli dondrlerin akciger biyopsilerinin
miRNA profilleri karsilastirilmis, miRNA’larin yaklasik % 10’unun disregiile oldugu
saptanmistir (Yang ve Schwartz, 2015). Bu nedenle analiz ettigimiz 21 miRNA IPF’de

mevcut miRNA disregiilasyonunu tam olarak yansitamamaktadir. miRNA ekspresyon profili
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yapilarak secilen miRNA’larin qPCR ile incelenmesi daha anlamli sonuclar verebilir fakat

siurli biitce nedeniyle bu yontem kullanilamamustir.

Hasta grubuzun, TGF-B ckspresyonlarin1 baskilayan antifibrotik tedavi altinda
olmast nedeniyle TGF-f ile miRNA korelasyon incelemelerimizi literatiir ile birlikte
yorumlamlamak gii¢ olmustur. Ayrica literatiirde IPF icin yapilmis pirfenidon veya

nintedanib ile miRNA aragtirmasi bulunmadigi i¢in karsilagtirma yapilamamistir.

Genetik-epigenetik degisiklikler, cevresel etkenler gibi birgok faktor miRNA
ekspresyonunu etkileyebilir (Yanaihara vd., 2006). Cinsiyet, yas, sigara kullaniminin
miRNA ekspresyonu lizerine etkilerini incelemis olsak da tiim genom analizleri, gen
ekspresyon profilleri, ayrintili tanimlanmis ¢evresel faktorler ile miRNA iligkisini bilmek

sonuclarin yorumlanmasinda giivenilirligi artiracaktir.

Cesitli ¢alismalar, hastaliklar i¢in hiicre dist miRNA imzalar1 bildirmistir fakat bu
imzalarin klinik tanida kabul edilebilir dogruluk ve duyarliliga ulagsmasi i¢in daha ¢ok

aragtirmaya ve standardize edilmis protokollere ihtiya¢ vardir.

Upregiilasyonu hastalikla iliskili miRNA’lar i¢in antisens oligoniikleotid inhibitorler,
downregiilasyonu hastalik patogenezinden sorumlu miRNA’lar i¢in ise miRNA mimikleri
ile yerine koyma tedavisi giincel aragtirma konularinda biridir. MiRNA’larin hedeflenebilir
tedavi olarak kullanimi miimkiindiir. Artan hasta verisi ve miRNA caligmalar1 ile hangi
miR’larin  hangi hastalikta major rol oynadigi ve hedeflenebilir tedavi gelistirme

asamalarinda hangi miR’lere dncelik verilmesi gerektigi belirlenebilir.

Calismamizda mevcut kisitlamalara ragmen hasta ve kontrol grubu arasinda miRNA
ekspresyon diizeyleri farklilig1 gosterilmis, daha once arastirilmamis olan miRNA ve TGF-3
ile antifibrotik ilag¢ iligskisi yorumlanmistir. Ayrica literatiirde ¢aligmamizdaki miRNA’lar1
serum/plazmada birlikte arastirmis yaym bulunmamaktadir. Akciger biyopsilerinde, kiiltiir
calismalarinda ve hayvan modeli caligmalar1 ile pulmoner fibroziste disregiilasyonu
saptanmis miRNA’larin, noninvaziv bir yontemle elde edilmis Orneklerde gosterilmis
olmasi, c¢alismamizi kolay numune eldesi ve basit calisma ydntemiyle daha iistiin
kilmaktadir. Bulgularimiz bu 6zellikleri ile literatiire katki saglayacak, yeni arastirmalara

fikir verecek niteliktedir.

Optimize edilmis protokoller kullanilarak elde edilmis miRNA ekspresyon profilleri,
fibrozis patogenezinde etkili gen ekspresyon analizleri, kilo, yas, ¢cevresel ve mesleki risk

etkenleri, sigara kullanimi, cinsiyet, beslenme, eslik eden hastalik bilgileri gibi verilere skor
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vererek olusturulacak algoritma programlari; iPF igin risk hesaplamasi yapabilir, tarama
programlari ile riskli bireyler belirlenebilir ve ileri arastirmaya yonlendirebilir, erken tan1 ve
erken tedavi ile tedaviden maksimum yarar saglanmasina ve yagam beklentisinin uzamasina

katki saglayabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. SONUCLAR

e miR-29a-3p, MiR-29b-3p, MiR-29¢c-3p, miR-19a, miR-130a-3p, miR-140-5p,
miR-320a, miR-155-5p, miR-21-5p, MiR-205-5p ekspresyonlar1 hasta grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel diizeyde anlamli diisiik bulundu.

e mMIiR-143-3p ekspresyonu hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
diizeyde anlamli upregiile bulundu.

e miR-145, miR-30a-5p, miR-30b-5p, MmiR-30d-5p, miR-30e-5p, miR-26a-5p, miR-
32-5p, miR-19b-1, miR-133 ve let-7d ekspresyon diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel
diizeyde anlaml1 fark bulunmadi.

e TGF-B ekspresyonu hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel diizeyde
anlamli disiik bulundu.

e CCNZ2 ekspresyonu gruplar arasinda istatistiksel diizeyde farkli bulunmadi.

e Yas ve miRNA ekspresyon iliskisi arastirildi, miR-29b-3p ile yas arasinda pozitif
yonde orta diizeyde anlamli1 korelasyon saptandi.

e Hasta grubunda sigara igme durumuna gore ekspresyon farkliligi gosteren miR’ler
incelendi, miR-29a-3p ve miR-140-5p ekspresyonlari anlamli diizeyde farkli bulundu.

e Hasta grubunda cinsiyetler arasinda ekspresyon diizeyleri incelendi, miR-155-5p,
miR-140-5p ve miR-320a ekspresyonlari farki anlamli bulundu.

e TGF-B ile miR-19a, miR-320a, miR-140, miR-130a, miR-155 ve miR-21 arasinda
pozitif yonde orta diizeyde korelasyon saptandi.

e TGF-p ile miR-205 arasinda pozitif yonde yiiksek diizeyde korelasyon saptandi.

e TGF-B ile miR-143-3p, miR-29a-3p, mMiR-29b-3p ve miR-29¢c-3p ekspresyon
diizeyleri arasinda istatistiksel diizeyde anlamli korelasyon saptanmadi.

e mIiR-29 ailesi kendi i¢inde orta diizeyde pozitif korelasyon gosterdi.

e Incelenen miRNA’larin geneli ile miR-320a, miR-130a, miR-155, miR-205, miR-
21 ve miR-19a arasinda pozitif korelasyon bulundu.

e miR-143-3p ile mevcut miR’lerden higbiri arasinda istatistiksel diizeyde anlamli
korelasyon saptanmadi.

e Lojistik regresyon analizi ile incelenen miR-29-3p ve miR-143-3p modelinin IPF

tanisin1 yordama giicii yiiksek bulundu.
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e mMiR-29a-3p ve mMiR-143-3p ROC egrisi ile analiz edilerek hasta ve kontrol
grubunu ayirt etme giicii incelendi, AUC miR-29a-3p i¢cin % 84, miR-143-3p icin % &5,
miR-29a-3p ve miR-143-3p kombinasyonunda % 97 bulundu.

6.2. ONERILER

e (Calismamizda gruplar arasinda anlamli ekspresyon farki saptanan miRNA’lar
daha biiyiik IPF &rneklemlerinde calisilarak miRNA disregiilasyonunun tekrarlanabilirlik
aragtirmalari yapilabilir.

e [PF akciger biyopsilerinde total miRNA-mRNA ekspresyon profili ¢alisilarak IPF
patogenezinde etkili miRNA disregiilasyonu ve gen ekspresyon iliskisi kurulabilir. Es
zamanli yapilacak periferik kan, balgam, plevral sivi gibi viicut sivilarinda bakilan
ekspresyon caligmalari ile IPF akcigerindeki disregiilasyonun viicut sivilarindaki yansimasi
tespit edilebilir.

e |PF tedavisinde kullanilan antifibrotik etkili pirfenidon ve nintedanibin miRNA
ekspresyonu tizerindeki etkisi bilinmemektedir. Tedavi 6ncesi ve sonrast belli periotlarda
bakilacak miRNA ekspresyonlari, bu ajanlarin miRNA ekspresyonu iizerine etkisini
aciklayabilir.

e Insan fibroblast kiiltiirlerinde miRNA mimikleri veya antagonistleri kullanilarak
disregiilasyon yonii belirlenemeyen miRNA’lar incelenebilir, tedavide hangi miRNA’larin
hedeflenmesi gerektigi belirlenebilir.

e IPF hastalarinin rutin takipleri ile es zamanl bakilacak miRNA serum ekspresyon
diizeyleri ile SFT, HRCT, semptomatik bulgular gibi klinik belirtecler korele edilerek
progresyon, alevlenme gibi durumlarda ekspresyon farkliligi gosteren miRNA’lar
saptanabilir, komorbiditeler ile iliskili miRNA’lar tanimlanabilir ve takip belirteci olarak
kullanilabilir.

e miR-29a-3p ve miR-143-3p ekspresyon analizleri daha biiyiik Orneklemlerde
analiz edilmeli, optimize kosullar saglanarak tani1 duyarliligindaki giivenilirlikleri test

edilmeli, diyagnostik biyomarkir niteligi incelenmelidir.
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