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OZET

Astim, ¢ocukluk caginin en sik goriilen inflamatuar hastaligidir. Astimin gelisiminde
genetik, cevresel risk faktorleri ve epigenetik mekanizmalar birlikte rol oynamaktadir.
Bu calismada GWAS (Genom Capi lliskilendirme Calismalari) ile dogrulanan 7
genetik lokusun (IL18R1 rs3771166, 1L33 rs1342326, SMAD3 rs744910, GSDMA
rs3894194, IL2RB rs2284033, ORMDL3/GSDMB rs2305480 ve RAD50 rs6871536)
cocukluk c¢ag1 astimi ile iliskisi arastirilmistir. Calisma kapsaminda ISAAC
(Cocuklarda Astim ve Alerjiler Uluslararas1 Calismasi) Faz II anketi ile
degerlendirilen bireylere ait DNA 6rnekleri (n=920) KASP (Kompetatif Allel-Spesifik
PCR) yontemi kullanilarak genotiplenmistir. Sonuglar, Tlrk pediatrik gruba ait 114
farkli klinik ve kisisel karakteristikler kullanilarak degerlendirilmistir. Tek varyant-
iligki analizi 1s6871536, 1s2284033, rs2305480 varyantlarinin astimla iligkili
fenotipler igin risk faktorii oldugunu gostermistir. Verilerin PheWAS analizi ile
genetik 6zelliklerden 6’sinin (IL33 rs1342326 harig) 44 farkli astim fenotipi ile iligkili
oldugu belirlenmistir. Genotip-Doku Ifadesi (Genotype-Tissue Expression) analizi ile
alellerin astim ve akciger fonksiyonlari ile iligkili dokular dahil 48 farkli dokuda gen
ifadesi lizerine etkisi aragtiritlmis, bakilan genetik 6zelliklerin genom ¢ap1 6neme sahip
237 eQTL ile iligkili oldugu ve birgok genin transkripsiyonel regiilasyonunu etkiledigi
belirlenmistir. Genetik 0zelliklerin poligenik etkisini belirlemek amaciyla PRS
(Poligenik Risk Skoru) hesaplanmis, RAD50 rs6871536 ve IL2RB rs2284033 arasinda
kombine etki go6zlenmistir. Bu arastirmanin sonuglari asttm ve onlarin
komorbiditelerine iliskin yeni veriler ortaya koymakta, astim ile iliskili lokuslarin
genetik karakterizasyonuna dair bilgiler saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Astim fenotipleri, Astim genetigi, PheWAS, GTEX, Genotip-
fenotip korelasyonu.

Temmuz, 2020; 118 sayfa



Ph.D. THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CHILDHOOD ASTHMA
RELATED GENETIC TRAITS ON DISEASE PHENOTYPE

Nazente ATCEKEN

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet KARACA

ABSTRACT

Asthma is the most common inflammatory disease of childhood. Genetic- epigenetic
mechanisms and environmental risk factors have the main role in disease development.
In this study GWAS (Genome-Wide Association Studies) confirmed 7 genetic loci
(IL18R1 rs3771166, 1L33 rs1342326, SMAD3 rs744910, GSDMA rs3894194, IL2RB
rs2284033, ORMDL3/GSDMB rs2305480 and RAD50 rs6871536) were investigated
for their relationship with childhood asthma. Distribution of the risk alleles was
genotyped by KASP (Competitive Allele-Specific PCR) technology, in individuals
(n=920), selected with ISAAC (International Study on Asthma and Allergies in
Children) Phase Il questionnaire. Results were evaluated using 114 different clinical
and personal characteristics of the Turkish pediatric group. According to the results of
single variant-association analysis; rs6871536, rs2284033, rs2305480 variants were
found to be risk factors for asthma-related phenotypes. PheWAS (Phenome Wide
Association Study) analysis revealed 44 different phenotypic associations for 6 of
investigated variants (except IL33 rs1342326). GTEx (Genotype-Tissue Expression)
data were used to determine the effect of investigated alleles on gene expression in 48
different tissues, relevant for asthma and lung function. It was observed that the
investigated loci associated with 237 eQTL and affect the transcriptional regulation of
many genes. A PRS (Polygenic Risk Score) was calculated to determine the combined
effect of genetic variants and, the interaction was observed between RAD50 rs6871536
and IL2RB rs2284033. This study generated novel data regarding the genetics of
asthma and its comorbidities, providing a genetic characterization of loci associated
with asthma.

Key Words: Asthma phenotypes, Asthma genetics, PheWAS, GTEXx, Genotype-
phenotype correlation.

July, 2020; 118 pages
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1. GIRIS

Astim, uyarana kars1 gelisen ataklarla seyreden, gogiiste sikisma, hirilti, nefes darligi,
Oksirik gibi semptomlarla kendini gdsteren kompleks bir hastaliktir. Solunum
yollarinda daralma, asir1 hassasiyet, inflamasyon ve hava akimi kisitlilig1 da astimin
6nemli 0zelliklerindendir. Hastalik, multifaktdriyel nedenlerle ortaya ¢ikmakta, klinik
ve genetik agidan yiiksek heterojenite sergilemektedir. Kisiden kisiye degiskenlik
gosteren farkli klinik tablolar ve bircok alt fenotipin tanimlanmis olmasi nedeniyle

astim giiniimiizde bir sendrom olarak kabul gérmektedir.

Kimyasal ve mikrobiyal alerjenler, ev tozu akari, evcil hayvanlar, ¢iftlik hayvanlari,
bakteriyal-virltik enfeksiyonlar, beslenme, nem, sigara dumani, rutubet, sosyo-
ekonomik diizey, batililasma gibi c¢evresel faktorler ve irk, cinsiyet, etnik koken,
genetik yapi, epigenetik mekanizmalar gibi kisisel faktorlerin etkilesimi fenotipik
heterojenitenin baslica sebebidir. Gen-cevre, gen-gen etkilesimi astim patogenezinin

gelismesinde 6nemli bir role sahiptir.

Gunumizde tek varyant ve Genom Capx Iliskilendirme ¢alismalart (GWAS; Genome
Wide Association Studies) ile belirlenen 100’lerce farkli genin astim fenotipleri ile
iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle, son yillarda molekiiler arastirmalarda
omic teknolojilerin gelistirilmesi ile birlikte kronik hastaliklarin arastirilmasinda yeni
bir persfektif olugturulmustur. Yiiksek sayida vaka-kontrol gruplariin ve milyonlarca
farkli genetik 6zelligin dahil edildigi GWAS ¢aligsmalari, transkriptomik ve proteomik
yaklasimlar, metilasyon, histon ve splays QTL (Quantitative Trait Locus) analizleri
hastalikla iligkili genetik ozelliklerin aydinlatilmasina, karsilastirilmasina ve daha
glivenilir sonuglarin elde edilmesine olanak saglamaktadir. Diger yandan &rneklem
gruplari olusturulurken uluslararasi gecerlilikte, standardize yontemlerin kullanilmasi,
farkli popllasyonlara iliskin bilgilerin karsilastirilabilmesini, populasyonlarin genetik
yapisinin ve buna bagli ortaya c¢ikan genetik yatkinliklarlarim aydinlatilmasini

mumkin kilmaktadir.

Bugun astimla ilgili yapilmis olan ¢alismalara baktigimizda tek varyant-hastalik
iligkisine yonelik calismalarin biiyiik 6lciide yerini genomik analizlere biraktigini
gorebilmekteyiz. Ozellikle farkli popllasyonlara ait cok sayida drneklem grubu ile

yapilan GWAS c¢alismalar1 genetik iligskilendirmelerde yaygin olarak kullanilmaktadir.



Astimla ilgili yapilan GWAS ¢alismalar1 birgok populasyona ait drnekler icermesine
ragmen toplumumuza ait bir bilginin bu ¢aligmalarda yer almadig1 kanisindayiz. Bu
tez caligmasinda pediatrik vakalarin dahil edildigi GWAS calismalarinda astim
patogenezi ile iliskilendirilen 7 genetik ozelligin (IL18R1 rs3771166, RADS50
rs6871536, IL33 rs1342326, SMAD3 rs744910, GSDMA rs3894194, IL2RB
rs2284033, ORMDL3/GSDMB rs2305480) Turk populasyonunda dagilimi
arastirnnlmistir.  Genotipleme reaksiyonlarinda floresan isaretleme teknolojisi
prensibine dayali KASP yoéntemi kullanilmistir. Elde edilen sonuclar PheWAS
(Phenomen Wide Association Study), PRS (Polygenic Risck Scores), GTEx (Gene
Tissue Expressions) ve tek varyant analizleri ile degerlendirilmistir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1 Astima Genel Bakis

Yunanca kokenli bir kelime olan astim “soluksuzluk” veya “agzi agik solumak”
anlamma gelmektedir (Gemicioglu, 2001). Solunum yollarmnin asirt duyarlilig: ile
gelisen, dogrudan ya da dolayli uyaranlara kars1 ortaya ¢ikabilen kronik solunum yolu
inflamasyonudur (GINA, 2015). Uyarana kars1 gelisen cevap artisi, nefes darligi,
hirilti, sabah erken saatlerde/gece siddetlenen Oksiiriik, gogiiste sikisma ve geri
dontisimlii hava akimi kisitliligi gibi solunum semptomlari ile karakterizedir (GINA,
2015) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Astimli hastalarda havayolu degisimi (Wang vd., 2019).

Astim klinik tablosu ve semptomlar: kisiye gore degisebilen, klinik agidan oldukga
heterojen, birgok fenotip ve endotipi barindiran kompleks bir hastaliktir. (Wenzel,
2012). Fenotip ve endotipler, hastaligin ¢ikis yasina, gelisimine, siddetine, patolojik
Ozelliklerine, ortaya c¢ikan semptomlara ve tedaviye verilen yanita gore farklilik
sergilemektedir (Wenzel, 2012). Astim i¢in Global Girisim (GINA- Global Initiative
for Asthma) komitesi tarafindan siddetine gore; hafif, orta, siddetli ve ¢ok siddetli
olmak tizere astimin dort farkli endotipi tanimlanmistir (GINA, 2015). Cocukluk ¢agi
ve erigkin yasta ortaya ¢ikabilen alerjik, non-alerjik, geg¢ baslangigli, fiks hava akimi
kisithligr ile karakterize, steroit direnci olusturan vs formlar1 astimin yaygin
fenotiplerindendir. Gliniimiizde astim gelisiminin tanimlanabilen bir nedeni olmadig:
diisiiniilmekte, hastaligin gen-gen ve gen-cevre etkilesimi ile ortaya ¢iktig1 ve farkl
endotipleri barindiran bir sendrom oldugu kabul edilmektedir (Ober ve Yao, 2011).
Farkli astim fenotiplerinin degisik risk faktorleri ile iligkili olabilecegi

diistiniilmektedir.



2.1.1 Astim epidemiyolojisi

Diinya genelinde yaklasik 300 milyon kisiyi etkiledigi diisliniilen astim (Sekil 2.2),
tim yas gruplarinda ortaya ¢ikan ciddi bir kiiresel saglik sorunudur (GINA, 2015).
2025 yilina kadar astiml1 bireylerin 400 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir (Leong
vd., 2012). Dinyada her 250 6liimden biri astim nedeniyle ortaya ¢ikmakta ve yilda
yaklasik 346.000 kisinin astim sebebiyle hayatini kaybettigi bildirilmektedir (Massoli
vd, 2004; GINA, 2018).

ASTIM EPIDEMIYOLOJiSI

Tum dinyada 300 milyon astim hastasi

X2 . 25-5.0
% -
M 7.6 -10.0 0-25
51-7.5 ! Standardize sonug yok

Sekil 2.2. Astimin diinyadaki dagilimi.

Ulkelere gore degismekle birlikte, astim prevalansinin yetiskinlerde %1-21 oraninda
bulundugu belirlenmistir (To vd., 2012). Baz iilkelerde astim ile ilgili hastaneye yatis
ve O0liim oranlarinda azalma oldugu rapor edilse de (Lozano vd., 2010), son 20 yilda
astim prevalansi ve hastaligin olusturdugu Kiresel yukte artis gézlenmistir (Vos vd.,
2010). Diinya genelinde astimin neden oldugu hastalik yiikii erkeklerde %1,3,
kadinlarda da %1,2 olarak hesaplanmis ve tiim kronik hastaliklarla kiyaslandiginda
astimin, erkeklerde on yedinci, kadinlarda on dokuzuncu sirada yer aldigi
belirlenmistir (TTD, 2010). 2000 yilinda {iilkemizde Ulusal Hastalik Yiikii
Calismast’’ ile astimin hastalik yiikii siralamasinda kirsal alanlarda %1,1 ile
dokuzuncu, kentsel alanlarda %1,3 ile on doérdiincii sirada oldugu tespit edilmistir
(TCSB RSHMB, 2006).



Diinya Saglik Orgiitii tarafindan standardize edilen ve diinyadaki tiim hastaliklara
bagli orgiin 6gretim ve is giicii kaybini belirleyen DALY (Disability Adjusted Life
Years) degerlerine gore astim toplam is giicii kayiplariin %1’ini olusturmakta ve

yillik bu deger 15 milyona ulasmaktadir (Massoli vd., 2004).

Astim g¢ocukluk caginin en sik goriilen inflamatuar hastaligidir. Cocukluk ¢aginda
goriilen astim, yetigskinlerde goriilen astima gore daha agir seyretmektedir. Brons
¢apmin dar olmasi ve bunun sonucu olarak da periferik hava yolu basincinda izlenen
artig, ventilasyon yapan kollateral kanallarin eksikligi, periferik solunum yollarinda
yer alan diiz kaslarin az sayida ve spiral yapida olmasi, elastik basincin azalmasi,
diyaframin mekanik iglevinin yetersiz olmasi ve mukus yapiminin asir1 olmasi gibi
anatomik ve fizyolojik risk faktorlerinin ¢ocukluk ¢agi astimina neden oldugu
belirtilmektedir (Mutlu ve Balci, 2010).

Ulkemizdeki cocukluk ¢ag astimi ile iliskili gerceklestirilmis prevalans ¢alismalarina
istinaden Tiirk Toraks Derneginin 2016 yilinda derledigi verilere gore ¢ocuklarda
astim prevalansinin ulusal diizeyde %6-15, bolgesel dizeyde %2-16 arasinda oldugu
gosterilmistir (TTD, 2016).

Tiirkiye’de ¢ocukluk ¢agi astim prevalansindaki bu farkliliklarin nedeni yasam tarzi,
sosyo-ekonomik diizey, iklim ve diger bir¢ok cevresel ve genetik etmenler gibi astima
neden olan risk faktorlerinin kirsal-kentsel bolgelere gore degiskenlik gdstermesidir.
Ulke genelinde en kapsamli prevelans calismasi 2017 yilinda gergeklestirilmistir
(Ozcebe, 2017). Bu calismada 2008-2013 yillar1 arasindaki Sosyal Giivenlik Kurumu
(SGK) Medula Hastane kayitlar1 kullanilmis ve astim tanist alan 0-18 yas araligindaki
cocuklara ait veriler incelenmistir (Cizelge 2.1). Astim goriilme sikliginin %1-3
arasinda degistigi, hastaligin en cok Akdeniz, I¢ Anadolu ve Ege Bolgelerindeki illerde
goriildiigii rapor edilmistir (Sekil 2.3).



Sekil 2.3. 0-18 yas araligin da 2013 yilinda astim tanist alan kisi sayilarinmn illere
gore dagilimi (Ozcebe, 2017).

Bu yas araligindaki ¢ocuklardan 0-4 ve 5-9 yas gruplarindaki erkeklerde astimin

goriilme oranlarinin daha yiiksek oldugu gézlenmistir (Ozcebe, 2017).

Cizelge 2.1. 0-18 yas araligin da astim tanist alan gocuk sayisin yillara ve yas
gruplarma gore dagilimi (Ozcebe, 2017).

Kisi sayisi 2008 2009 2010 2011 2012 2013
0-4 Sayi (n) 111.713 | 154.057 | 241.016 | 241.016 | 316.241 | 410.039
% yas icinde | %7.700 | %10.600 | %15.200 | %16.600 | %21.700 | %28.200
% yil icinde | %38.600 | %38.600 | %39,700 | %39.800 | %42.700 | %43.200
5-9 Sayi (n) 102.919 | 136.112 | 184.075 | 198.794 | 233.303 | 312.651
% yas icinde | %8.800 | %11.700 | %15.800 | %17.000 | %20.000 | %26.800
% yil icinde | %35.600 | %34.100 | %33.000 | %32.900 | %31.500 | %32.900
10-14 | Say1 (n) 47.757 | 70.897 | 100.590 | 105.014 | 111.725 | 131.945
% yas icinde | %8.400 | %12.500 | %17.700 | %18.500 | %19.700 | %23.200
% yil icinde | %16.500 | %17.800 | %18.000 | %17.400 | %15.100 | %13.900
15-18 | Say1 (n) 26.747 | 38.125 | 52.132 | 60.251 | 79.407 | 94.933
% yas icinde | %7.600 | %10.800 | %14.800 | %17.100 | %22.600 | %27.000
% yil icinde | %9.300 | %9.600 | %9.300 | %10.000 | %10.700 | %10.000

2.1.2 Astim patofizyolojisi

Astim hava yollarinda meydana gelen inflamasyon, daralma ve asirt duyarlilikla
karakterize kronik bir hastaliktir (TTD, 2014). Mast hcreleri, eozinofiller, T
lenfositler, dendritik hiicreler, makrofaj ve nétrofiller gibi inflamatuar hiicreler, epitel,
diz kas, endotel hcreleri, fibroblastlar ve miyofibroblastlar gibi hava yolu yapisal
hicreleri hava yollarmin inflamasyonunda rol oynar ve astim gelisiminden
sorumludurlar (TTD, 2014). Inflamasyon yaralanmaya cevap olarak gelisen dogal bir
stirectir, ancak astimli hastalarda patojenik uyaranlara karsi kronik inflamasyon
seklinde anormal immiin yanit gortilmektedir (Holgate, 2008). Astim gelisiminde

immiin yanit olusurken 16kosit sunumuna kemokinlerin aracilik etmesi, (Kearley vd.,
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2008), hava yolunda CD4™T hiicrelerinin birikmesi, bu hiicrelerin Th2 sitokin profili
olarak bilinen bagisiklik tepkisi olusturmasi ve interlokinlerin (IL) IL-4, IL-5 ve IL-
13 salinimi ile eozinofillerin inflamasyona katilmasi hava yollarinin asir1 duyarliligia

neden olur (Foster vd., 2002).

Astimin tetiklenmesinde kabul goren en genel mekanizma; gesitli gevresel, mikrobiyal
uyaranlara veya hiicresel hasara yanit olarak havayolu epitel hiicrelerinden IL-25 ve
IL-33 salinmas1 ve dendritik hiicrelerin aktivasyonudur (Bartemes ve Kita, 2012).
Alerjen, antijen sunan hiicre ile karsilastiginda fogosite edilir ve bu hiicrelerde
lizozomal enzimlerle kiiguk peptitler halinde parcalanir. Antijen sunan hiicreler bu
peptidleri hiicre yiizeylerine tagiyarak MHC II molekiilleri ile lenf bezlerindeki T
hicrelerine sunarlar. T hiicre reseptorleri ile antijen taninir ve T hiicreler 1L2
salgilayarak T-helper hicre tiplerinin Th-2 yOniinde farklilasmasina neden olur. Bu
stire¢c Th-2 hiicreleri icin temel sitokinler olan IL-4, IL-5, IL-13, IL-6, IL-10, GM-CSF
salgisinin uyarilmasina yol acar ve mast hiicre, eozinofil, makrofaj, B lenfosit, epitel
hlcresini aktive edecek inflamatuar sureci baslatirlar. (Beier vd., 2007). Bu
sitokinlerden IL-4 ve IL-13 B hicrelerinde IgE sentezini uyarirlar. IgE, yiksek
afiniteli IgE reseptori (FceRI) tasiyan akciger dokusundaki mast hcreleri ile
etkilesirler. Ayrica, dolasimdaki bazofillere ve diisiik afiniteli IgE reseptdrl tasiyan
(FceRIl CD23) lenfosit, eozinofil, trombosit ve makrofajlara baglanirlar. Tekrar
alerjenle karsilasildiginda, allerjen solunum yollarinda mast hiicrelerinin yiizeyindeki
IgE molekdli ile baglanarak mast hiicresinin aktiflesmesine neden olur. IL-5 ise
eozinofillerin farklilasma ve aktivasyonunda rol oynar (Poon vd., 2012), 1L-13 diz
kaslarin kontraksiyonunu, mukus sekresyonunu ve havayolu asir1 cevabini diizenler
(Risse vd, 2011), ayrica eozinofiller igin kemoatraktan sentezini ve salinimini indiikler
(Zimmermann vd., 2003). Bu mediyator sitokinlerin salinimiyla bronkospazm,
vazodilatasyon, submukozada 6dem ve mukus sekresyonunda artig ortaya cikar.
Astimda kronik inflamatuar hiicrelerden (eozinofil ve lenfositler gibi) salinan
sitokinler ve biliyiime faktorleri ise bronglarda subepiteliyal fibrozis, diiz kas
hipertrofisi, neovaskularizasyon ve goblet hiicre hipertrofisine yol acar. Bu da hava
yolu yeniden yapilanmasi ‘“’remodelling’’ olarak adlandirilan karakteristik kalici
yapisal degisikliklere neden olur. Astim gelisiminde inflamasyona cevap ve hava yolu

yeniden yapilanmasi Sekil 2.4’de gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Astimda inflamasyona cevap ve hava yolu yeniden yapilanmasi (GINA,
2015).

Alerjik astimda ise uyarana 6zgu IgE salimmmi ve inflamasyonda gorev alan

hicrelerden histaminler, sistein I6kotrienler ve IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-

10, IL-13, IL-16, TGF-a, TNF-B gibi sitokinler ve TCA-3, RANTES, MCP-1, MIP-1

gibi kemokinlerin salinimi uyarilmaktadir (Barrett ve Austen, 2009). Alerjik astim

patogenezi Sekil 2.5’ de gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Alerjik astim patogenezi ve gorev alan mediyatorler (Barnes, 2008).
2.1.3 Astim gelisimine neden olan risk faktorleri

Astim gelisimine neden olan risk faktorlerinin ¢esitliligi hastaligin heterojen
etiyolojisini agiklamaktadir Genel olarak astimla iligkili risk faktorleri genetik,
cevresel ve kisisel faktorler olarak siniflandirilsa da; irk, cinsiyet, aktif veya pasif
sigara i¢imi, mikrobiyal ¢evre, enfeksiyonlar, ¢iftlik hayvanlar1 ve iirlinleri, evcil
hayvanlar, kimyasal veya ¢evresel alerjenler, ¢ocukluk ¢caginda bakim, yagam ortamu,
anne siitii, antibiyotik kullanimi, asi, beslenme aligkanliklari, obezite, egzersiz,
prematiire dogum, hava kirliligi, psikolojik ve sosyo-ekonomik durum, genetik ve
epigenetik Ozellikler dnemli risk faktorleri arasindadir. Astim gelisiminde ev tozu
akarlari, kedi, kopek gibi evcil hayvanlar, hamam bdcegi gibi i¢ ortam ve polenler,
mantarlar, ¢iftlik hayvanlar1 gibi dis ortam alerjenlerinin 6nem tasidigr da
bilinmektedir (GINA, 2011).



Aktif sigara kullanimi ve pasif igicilik astim gelisiminde etkin roli olan ve neden-
sonug iligkisi iyi kurulmus ¢evresel risk faktoriidiir (Toskala ve Kennedy, 2015). Astim
hastalarinin sigara dumanina maruz kalmasi, akciger fonksiyonlarindaki fizyolojik
bozulmanin siddetlenmesine ve astim semptomlarinin artmasina neden olmaktadir.
Sigara dumani, hastanin tedavi strecini etkilemekte, inhaler ve sistemik steroidlerin
etkilerini azaltarak astim kontroliiniin zorlasmasina neden olmaktadir (GINA, 2015).
Prenatal ve postnatal donemde sigara dumanina maruz kalinmasi ¢ocuklarda da astim
riskini artirmaktadir (Toskala ve Kennedy, 2015). Anneleri sigara icen infantlarda,
icmeyenlere gore yasamin ilk yillarinda hiriltili solunum goriilme olasiliginin 4 kat
daha yiiksek oldugu da gosterilmistir (GINA, 2015).

Astim i¢in 6nemli risk faktorlerinden bir digeri diyettir. Arastirmalarda inek sutli veya
soya proteininden elde edilen hazir mamalarin gocuklarda hiriltili solunum riskini
artirdigi bildirilmektedir (Demir vd., 2004; Devereux ve Seaton, 2005). Hazir gidalarin
yuksek oranda tiketimi, diisiik antioksidan, yetersiz omega-3 ve yuksek omega-6
poliansatiire yag asidi alumi astim ve atopi riskini artirmaktadir (Demir vd., 2004).
Calismalarda vitamin C, E, D alim1, Akdeniz tipi beslenme, meyve tiketimi ve diyetle
alman antioksidanlarin astim gelisimi iizerine koruyucu etkiye sahip oldugu

bildirilmistir (Garcia-Larsen vd., 2015).

Obezitenin astim i¢in risk faktorii oldugu konusunda yapilan arastirmalar, astim
gelisme riskinin obezlerde obez olmayanlara gore 2.7 kat daha yiiksek oldugunu ve
beden kitle indeksi yuksek olan bireylerde astimin daha fazla goriildigiini
gostermektedir (TCSB RSHGM, 2009; Ghabashi ve Igbal, 2006)

Solunum yolundaki viral enfeksiyonlar astim hastalarinda alerjik semptomlar1 artiran
ve astim alevlenmelerine neden olan tetikleyicilerdir. Astimli hastalarda hava
yollarinda olusan viral infeksiyonlar hava yolu epitel hasarini ve mediyatdr salinimini
artirarak, viriise spesifik IgE antikor iiretimini uyararak hastalik gelisimine neden
olurlar. En sik goriilen Rhinoviriisiin (RV) A ve C alt tiplerinin 6zellikle mevsimsel
olarak astim alevlenmesindeki artisla iliskili oldugu saptanmistir (Johnston vd., 2006).
Insan Rhinoviriisler (HRV) viral enfeksiyonlara bagl gelisen astim alevlenmelerinin
buyuk boluminden sorumludur. Ozellikle, HRV’nin, ¢ocukluk ¢ag1 astim

alevlenmelerinin %50’sinden sorumlu oldugu rapor edilmektedir (Johnston vd.,1995).
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Hava yolu epitel hiicreleri HRV ve diger RNA viriisleri i¢in baslica konakgilardir.
Enfekte epitel hucrelerde VEGF (vaskiiler endotlyal biiyiime faktorii) sentezi uyarilir.
Bu, brongiyel epitelde hiicre proliferasyonunu ve farklilasmasin1 baglatarak
anjiyogenik cevap olusumunu ve kronik havayolu yeniden yapilanmasini tetikler
(Psarras vd., 2006). Epitel hiicre yuzeyinin en énemli viral reseptorleri; %90 ICAM-1
(interselltler adhezyon molekil 1) ve 10% LDLR (diisiik dansiteli lipoprotein
reseptor) ailesi proteinleridir (Blass vd., 1994). HRV enfeksiyonlar1 epitel hiicrelerde
ICAM-1 ifadesini artirir. Ayrica, RNA viriislerinin TLR (Toll-like resept6r) ifadesini
artirdigi, Nf-kB aktivitesini yiikselttigi ve IL sentezini uyararak proinflamatuvar
cevabr tetikledigi farkli c¢alismalarda rapor edilmektedir (Hewson vd., 2005;
Groskreutz vd., 2006). Nazal sekresyonu uyaran IL-8 ve bronsiyel hiperreaktiviteyi
tetikleyen IL11 dlzeyinin yiikselmesi, eozinofil ve T hiicrelerle etkilesen bir kemokin
olan RANTES sentezinin artmasi, monosit ve makrofajlardan epitel hicre
duyarliliginda 6nemli olan TNF alfa salgisinin uyarilmasi, viral enfeksiyonda erken

hiicresel cevabi baslatan 6nemli mekanizmalardir (Gern, 2000).

Solunum yolundaki bakteriyel enfeksiyonlar da astimi tetikleyebilmekte veya siddetini
artirabilmektedir (Gem ve Lemanske, 2003). Bakteriyel enfeksiyonlar, mukosiliyer
Klirensi diistirerek mukus iretimini artirmakta, akciger ve kronik alt solunum yolu

iltihabina neden olarak astim alevlenmelerine yol agmaktadir.

Cinsiyet farkliligi, 6zellikle g¢ocukluk c¢agi astiminda risk faktoridiir. Erkeklerde
anatomik olarak hava yollarinin daha dar ve IgE degerlerinin daha yiiksek olmasi, kiz
cocuklarma oranla astim riskini ytkseltmektedir. Cinsiyete baglh ortaya ¢ikan bu risk

14 yasindan itibaren giderek azalmaktadir (Yilmaz, 2010).

Iklim astim igin potansiyel bir risk faktortdur. Kuru ve soguk hava solunum yollarinda
kuruluk ve daralmaya neden olarak astim ataklarini tetiklemektedir. Yagmur, ani
sicaklik ve nem derecesinde meydana gelen degisimler de astim ataklarina neden
olabilmektedir (Mutlu ve Balci, 2010). Yapilan calismalar hava kirliliginin astim
alevlenmelerini artirdigin1 ortaya koymus, ancak astim gelisimi ile hava kirliligi

arasinda dogrudan iliski heniiz kesinlik kazanmamistir (Y1lmaz, 2010).
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2.2 Astimda Genetigin Rolii

2.2.1 Astim genetigi

Bireyin genetik 6zelliginin astim i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu ¢ok sayida
calismada bildirilmistir. Astim genetik olarak heterojen 0Ozellik sergilemektedir.
Hastalik, cok sayida genetik 6zelligin birbirleriyle ve astim gelisiminde énemli olan
cevresel risk faktorleriyle etkilesiminin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bugln
astim patogenezi, astim fenotipleri, astimin ¢evresel risk faktorleri ve tedaviye cevap
ile iliskili 600’iin tizerinde farkli gen ve yuzlerce polimorfik varyant tanimlanmistir
(Toskala ve Kennedy, 2015). Astimin genetik temelinin aydinlatilmasinda ailesel
agregasyon ve ikizlerle yapilan calismalar, segregasyon analizleri, aday gen
yaklagimlari, pozisyonel klonlama ve genom ¢api iligskilendirme (GWAS) ¢alismalari
gibi gesitli yaklagimlar kullamilmistir (Barnes, 2008; Holloway vd., 2010). Ailesel
caligmalarla astimin kalitilabilirligi belirlendikten sonra (Nieminen vd., 1991) baglanti
analizleri ile hastalikla iliskili kromozomal bolgeler (lokuslar) tespit edilmis (Vercelli,
2008; Guerra ve Martinez, 2008) ve ¢ok sayida aday gen tanimlanmistir. Bu ¢aligmalar
astim gelisiminin tek veya birkag genin etkisinde olmadigini, aksine astimin diisiik
etkiye sahip ¢ok sayida genin ve gevresel kosulun etkilesimi ile sekillendigini ortaya
koymustur. Astimla iliskili yapilan arastirmalarda genin ifadesini veya islevini
etkileyen ¢ok sayida fonksiyonel tek nikleotit polimorfizminin (SNP) hastalik
gelisiminden, siddetinden ve astim fenotip-endotiplerinden sorumlu olabilecegi
belirlenmistir. Glnlmuzde, genetik arastirmalarda kullanilan teknolojiler klasik
laboratuvar tekniklerinden ¢ok daha ileri diizeyde calismalara olanak saglamaktadir.
Yiiksek debili cihazlarin kullanimi biiylik 6rneklem gruplarinda genetik 6zelliklerin
genom boyu analizini miimkiin kilmakta, gelistirilen bilgisayar programlar1 kapsamli
biyoinformatik analizlere, genotip-fenotip-gevre etkilesimlerinin belirlenmesine

olanak saglamaktadir.

Astimin ortaya cikmasinda genetik ozelliklerin roliiniin aydinlatilmas: amactyla
yapilan bircok arastirma mevcuttur. Ailesel agregasyon c¢aligmalarina gore
ebeveynlerden birinin astimli olmas1 durumunda ¢ocukta astim goriilme riski %20-
30’a kadar yiikselmekte, ebeveynlerin her ikisinin astimli olmasi durumunda bu

risk %60-70’e ulasmaktadir (Panhuysen vd., 1998). Astimin %36 ile %75 oraninda
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genetik olarak kalitilabilir oldugu yapilan monozigot ve dizigot ikiz ¢alismalartyla da

gosterilmistir (Nieminen vd., 1991).

Gliniimiize kadar baglant1 analizleri ve iliskilendirme ¢alismalar1 sonucunda insan
genomunda astimla iligkili ¢ok sayida genetik lokus ve aday gen belirlenmistir.
(Vercelli, 2008; Guerra ve Martinez, 2008; Boss ve Hudson, 2007). Astim patogenezi
ile iliskili oldugu diistiniilen ve antijen sunumundan, T hicre aktivasyonundan, IgE
indiklenmesinden, mast hucreleri, dendritik hiicreler ve bazofiller izerindeki sinyal
uretiminden, reseptor kinetiginden, sitokin ve mediyatdrlerin sentezinden sorumlu gok
sayida kromozom bolgesi tanimlanmstir (Boss ve Hudson, 2007; Vercelli, 2008;
Guerra ve Martinez, 2008). Ozellikle hastalikla ilgili tanimlanan genler, fonksiyonlari
ve immiinolojik olarak astim ve fenotip-endotipleri ile iliskisine gore dort grupta
smiflandirilmistir (Barnes, 2008; Holloway vd., 2010; Vercelli, 2008; Mukherjee ve
Zhang, 2011) (Sekil 2.6).

1-Immiin yanit1 baslatan ve diizenleyen genler: Bu genler iliskilendirme calismalariyla
tanimlanmustir. Bu grup immiin cevabin tetiklenmesini ve CD4" T-h hicrelerinin
farklilagsmasini uyaran CD14, TLR2, TLR4, TLR6, TLR10, NOD1, NOD?2 gibi tanima
reseptorlerini kodlayan genleri; IL10, TGF-1 gibi immiin cevabi diizenleyen genleri;
STAT3 transkripsiyon faktor genini; HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP antijen sunumunda
gorev alan genleri ve prostoglandin reseptor 2 genini icermektedir (Vercelli, 2008;
Holloway vd., 2010; Mukherjee ve Zhang, 2011).
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Sekil 2.6. Astimla iligkilendirilen genler ve fonksiyonlari (Mukherjee ve Zhang,
2011).

2-Th2 hiicre farklilasmasi ve effektor fonksiyonla iligkili genler: Bu grup FCER1B,

GATA3, IL4, IL4RA, IL5, IL5RA, IL12B, IL13, STAT6, TBX21 gibi genleri

kapsamaktadir (Vercelli, 2008; Holloway vd., 2010; Mukherjee ve Zhang, 2011).

3-Mukozal immiinite ve epitel biyolojisi ile iliskili genler: Epitel hicrelerde ifade
edilen CCL5, CCL11, CCL24, CCL26 kemokinleri; epitelyal hiicre bariyerinin
biitiinliigiinii korumaya katilan faktérler FLG, SPINK5, DEFB1 ve anti-inflamatuar
protein CC10/CC16 genleri bu grupta yer almaktadir (Vercelli, 2008; Holloway vd.,
2010; Mukherjee ve Zhang, 2011).

4-Akciger fonksiyonu, havayolu yeniden yapilanmasi ve hastalik siddeti ile iligkili
genler: Havayolu epitelyal ve duiz kas hiicrelerinde ifade edilen genlerin dahil edildigi
bu grup ADAM33, COL29A1, DPP10, GPRA, HLA-G, IRAKM ve PHF11 genlerini
icermektedir (Vercelli, 2008; Holloway vd., 2010; Mukherjee ve Zhang, 2011).
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Arastirmalar astimla iligkili tanimlanmis olan ¢ok sayida genin, tek basina hastalik i¢in
diistik risk faktorii olduguna dikkat cekmektedir. Bilinen yiizlece farkli genden sadece
ADAM33, DPP10, PHF11, GPRA, PCDH1, SPINKS5, IRAKM, HLA-G ve PTGDR
genleri astim ile yiiksek oranda iliskili bulunmustur (Van vd., 2002; Allen vd., 2003;
Laitinen vd., 2004; Nicolae vd., 2005; Balaci vd., 2007; Koppelman vd., 2009; Meng
ve Rosenwasser, 2010; Koning vd., 2012; Faura-Tellez vd., 2014).

2.2.2 Astimda gen-cevre etkilesimi

Cevresel risk faktorlerinin biyokimyasal sirecleri (indlkleyerek-baskilayarak)
etkiledigi ve astim gelisiminde kilit rol oynadigi kabul edilmektedir. Molekiler
genetik yontemlerin ve biyoinformatik analizlerin giinimiizde ulastigi hiz ve kapsam
kompleks hastaliklar1 tetikleyen fonksiyonel genetik 6zelliklerin aydinlatilmasina
olanak saglamakta, risk faktorlerinin aydinlatilmasinin yanisira bu risk unsurlar
arasindaki etkilesimin belirlenmesini de miimkiin kilmaktadir (Park ve Tantisira,
2017). Astimda genetik ve cevresel risk faktorlerinin iliskilendirilmesi hastaligin

tetiklenmesinde etkili olan 6nemli mekanizmalara 151k tutabilmektedir (Sekil 2.7).

Hava kirliligi astim gelisiminde 6nemli bir risk faktoriidiir. Oksidatif stres yolaginda
yer alan detoksifikasyonla iliskili genlerindeki (GSTM1, GSTT1, GSTP1) bazi
polimorfizmlerin hava kirliliginin etkisini degistirdigi ve astim riskini artirdigi

bilinmektedir (Gilliland, 2009).
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Sekil 2.7. Astim gelisiminde gen-gevre etkilesimi (Park ve Tantisira, 2017).

Benzer sekilde TNF-308, GSTM1 detoksifikasyon mekanizmasinda rol alan genlerin
bazi varyantlarini tagiyan ve pasif titin dumanina maruz kalan ¢ocuklarda akciger
gelisiminin etkilendigi ve bronsiyal hiper-reaktivite (BHR) tablosunun gelistigi rapor
edilmistir (Gilliland vd., 2002). STAT6, IL13 ve ADRB2 genlerindeki bazi
polimorfizmlerin rutubetli ev ortaminda astim icgin risk faktérii olabilecegi
belirlenmistir (Su vd., 2012).

Anneleri sigara kullanan gocuklarda 5q31-34 kromozomal bdlgesinde tanimlanan bazi
varyasyonlarin astim igin potansiyel risk olusturdugu rapor edilmistir (Koppelman,
2006). Tiitiin dumanina maruz kalan bireylerde ADAM33 rs512625 varyantinin astim
siddetini artirdig1 saptanmistir (Bukvic vd., 2013).

Insanda Rinoviriis C reseptdrii gibi davrandigi bildirilen (Bochkov vd., 2015) CDHR3
gen Urund akciger ve havayolu epitelyumunda yiiksek oranda ifade edilen
transmembran proteinidir (Yanai vd., 2005). CDHR3 rs6967330 polimorfik
varyantinin Rinoviriis C taninmasini 10 kat artirdigi ve astim alevlenmeleri igin risk
olusturdugu tespit edilmistir (Bochkov vd., 2015). Cocuklarda Rinovirls
enfeksiyonlarinda ORMDL3 ve GSDMB genlerinin yer aldigi 17921 kromozom
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bolgesindeki bazi polimorfik varyanlarinin hirilti siddetini artirdigi da bilinmektedir
(Caliskan vd., 2013).

Ev tozu akarlar1 ve CHIT1 genine ait 3 polimorfik varyantin (rs2486953, rs4950936
ve rs1417149) astim siddeti ile iliskili oldugu (Wu vd., 2010), ev tozu akarlarina maruz
kalindiginda TGFB1 rs2241712 varyantinin ¢ocukluk ¢agi astimi igin risk faktori
oldugu ve de hastalik siddetini etkiledigi arastirmalarda rapor edilmistir (Sharma vd.,
2009). Astimli bireylerde endotoksin inhalasyonunun brons obstriiksiyonuna yol
acarak semptomlar1 siddetlendirdigi bilinmektedir. Endotoksin sinyal yolagindaki iki
genetik varyantin (CD14'de rs2915863 ve LY96'da rs17226566) sirasiyla endotoksin
maruziyeti ve astim siddetiyle iligkili oldugu belirlenmistir (Kljaic-Bukvic vd., 2014).
Cocukluk ¢agr astiminda vitamin D yetersizligi ile CRTAM geninin 3 yaygin varyanti
(rs7941607, rs2272094 ve rs214015) arasinda iligkinin astim siddetini etkiledigi de
yine astimda gen- ¢evre etkilesimini konu alan arastirmalarin sonuglarindandir (Du

vd., 2012).
2.2.3 Ulkemizde astim genetigi ile iliskili yapilan ¢cahsmalar

Ulkemizde astimla ilgili genetik arastirmalar oldukga siirlidir ve bu ¢alismalar biiyiik
olglide klinige bagvuran yine sinirh sayida hasta ve kontrol gruplar ile yapilmistir.
Arastirmalarda AMBN rs4694075, PAI-1 4G/5G, ACE-I/D, CYP2C19*2, TGFB1
915G/C, TNFa-308G/A, IL1B-511C/T, CD14-159C/T, TLR4-896A/G, TLR4-
1196C/T, GSTT1, GSTM1, GSTP1-105lle/Val, IL18R1 rs3213733 ve TIM1-416G>C
gibi bircok genetik 6zelligin Turk toplumunda astimla iliskili oldugu belirlenmistir
(Aynacioglu vd., 2004; Urhan vd., 2004; Tamer vd., 2004; Sackesen vd., 2005; Zeyrek
vd., 2008; Aytekin vd., 2009; Erytiksel vd., 2009; Cosan vd., 2009; Batikhan vd., 2010;
Yaroglu vd., 2011; Bora vd., 2012; Erg6z vd., 2014; Mete vd., 2014). Baz
aragtirmalarda oksidatif stresi artiran genetik fakorlerin astim gelisiminde risk
olusturabilecegi belirlenmistir (Toru vd., 2015), Bu calismalar ¢ogunlukla yetiskin
astim vakalarinda gergeklestirilmis olup, iilkemizde ¢ocukluk ¢agi astiminda genetik
Ozelliklerin roliine iliskin yeterli arastirmaya rastlanmamistir (Bora vd. 2012).
Cocukluk cagi astiminda genetigin roline iliskin yapilan kapsamli bir ¢alismada
(Karaca vd., 2016a, b) en az 10 farkli popllasyonda astimla Onemli derecede
iliskilendirilen 21 genetik 6zellik se¢ilmis ve Turk pediatrik hasta-kontrol grubunda

bu oOzelliklerin astimla iliskisine bakilmistir. Tam fenotip spektrumunun
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belirlenmesine olanak saglayan PheWAS (Phenome-wide association study) analizi
ile sadece 3 genin hastalikla (ADAM33, I1L4 ve CD14) iliskili oldugu belirlenmistir.
Bu durum genetik yatkinliklarin etnik temele bagl farkliliklarina iyi bir 6rnek
olusturmaktadir. Astimda genetigin roliine iliskin elde edilen ilgin¢ sonuclardan biri
de Tulrk hastalarda CD14 varyasyonlari ile total IgE diizeyleri ve astim siddeti arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliskinin belirlendigi calismada karsimiza ¢ikmaktadir.
Farkli toplumlarda elde edilen sonuglarin aksine Tirk hastalarda total IgE diizeylerinin
CC + CT genotipli hastalarda diisiik TT genotipine sahip hastalarda yiiksek oldugu
saptanmistir (Sahin vd., 2014). Celiskili sonuglardan biri de TNFa-308 G/A
polimorfizmi ve astim arasindaki iligkinin belirlenmesi ile ortaya ¢ikmistir. Birgok
farkli populasyonda bu genetik 6zelligin astimla Onemli derecede iligkili oldugu rapor
edilirken, Tiirk hastalarda yapilan galismalarda bu genetik 6zellikle astim arasinda
pozitif bir iliski tespit edilememistir (Gao vd., 2006; Aytekin vd., 2009; Karaca vd.,
2016b). Ozellikle Karaca ve arkadaslarinin arastirmasi Tiirkiye nin 5 farkli bdlgesini
kapsayan ve genis hasta ve kontrol grubunda yapilan popilasyon temelli bir aragtirma
olmasina ragmen TNFa-308 G/A polimorfizminin astimla iligkisi saptanamamistir
(Karaca vd., 2016b). Bu sonuglar kompleks hastaliklara yatkinlikla iliskilendirilen ve
hastalik yiikiinde 6nemli rol iistlenen genetik 6zelliklerin popllasyonlar arasinda
farklilik sergiledigini gostermekte ve iliskilendirme ¢alismalarinin populasyonlarin

genetik Ozelliklerinin belirlenmesindeki 6nemini ortaya koymaktadir.

2.3 Farmakogenetik ve Astim

Astim i¢in uygulanan mevcut temel terapi yontemleri brong diiz kas gevsemesini
(bronkodilatasyon) artirmakta ve hava yolu inflamasyonunu azaltmaktadir. Bu genel
terapiye, benzer klinik 6zelliklere sahip hastalarin bile yaniti farkli olabilmekte,
dolayisiyla astimin kontrol altina alinmasini zorlagtirmaktadir (Szefler vd., 2002).
Astimla iligkili ila¢ arastirmalarinin en ©6nemli hedefi astim alevlenmelerinin
Onlenmesine yoneliktir ve gunimiizde astim tedavisinde P2 agonistleri, 16kotrien
antogonistleri, inhale kortikosteroidler ve spesifik sitokinleri hedef alan ilaglar
kullanilmaktadir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. ilag-gen etkilesimi (Park ve Tantisira, 2017).

Inhale P2 agonistleri astim tedavisinde bronkodilatasyon amaciyla yaygin olarak
kullanilmakta ve B2 adrenerjik reseptoriine (B2AR) baglanarak etki etmektedir. Astim
tedavisinde kullanilan bu ilaca karsi yanitin heterojen olmasi farmakogenetik
caligmalarin ilag etkilesiminde Onemli olan reseptor proteinlere odaklanmasini
saglamistir. B2AR’nii kodlayan ADRB2 genindeki polimorfik varyantlarin reseptor
protein (izerine etkilerini arastiran ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir (Drysdale vd., 2000).
Cocukluk ¢agr astimi ile iligkili yapilan meta-analiz sonuglari ¢ocuklarda, sadece [32-
agonisti (LABA) ile yapilan terapiye yanitin, f2-agonisti (LABA) ve lokotrien
antogonistinin birlikte kullanildig1 tedaviye kiyasla daha zayif oldugunu ve bu
durumun ADRB2 rs1042713*A varyantt ile iligkili olabilecegini géstermistir (Turner
vd., 2016). Ancak yetiskin astim hastalarinda yapilan bir diger ¢calismada ADRB2
rs1042713*A varyant1 ile B2-agonisti (LABA) arasinda bir iligki bulunamamistir
(Bleecker vd., 2007). Bu farklilik ¢ocukluk ¢agi astim alevlenmesinde ilaca yanitta

yetigkinlerde olmayan bir genetik mekanizmanin var olabilecegini diisiindiirmektedir.

Astim tedavisinde kullanilan temel ilaglardan bir digeri inhale kortikosteroitlerdir.
Birgok arastirmada bu ilaca karsi olusan bireysel yanit ile hastaligin siddeti arasinda

iligki saptanmigtir (Tantisira vd., 2007; Koster vd., 2011). FCER2 rs28364072
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polimorfik varyantinin gocuklarda, astim siddetini 4 kat artirdig1 (Koster vd., 2011) ve
astim alevlenme siddetiyle ilaca yanit arasinda iliski oldugu rapor edilmistir (Tantisira
vd., 2007). Ayrica astimli ¢ocuklarda glukokortikoid reseptOriiniin es saperonunu
kodlayan ST13'teki iki polimorfizmin (rs138335 ve rs138337) (Vijverberg vd., 2015)
ve astiml1 geng yetiskinlerde de P2RX7 geninin ICS ilaglara yanitla iligkili oldugu ileri
strilmektedir (Denlinger vd., 2013). Yapilan GWAS c¢alismasinin sonuglari; ICS
kullanimina yanit ve astim siddeti arasinda iliski olduguna, baz1 genetik 6zelliklerin

astim alevlenmeleri i¢in risk faktorii olabilecegine ve bazi genetik varyantlarin ise riski

azalttigina dikkat ¢ekmektedir (Dahlin vd., 2015).

Lokotrien antogonistleri 5-lipoksigenaz (5-LO) veya sisteinil 16kotrien reseptorini
bloke ederek Iokotrien sentezini inhibe etmektedir. 5-lipoksigenazi kodlayan ALOX5
genindeki Sp1/Egrl polimorfizminin 16kotrien antogonistlerine karsi direng gosterdigi
bildirilmistir (Drazen vd., 1999). ALOX5 rs2115819 polimorfik varyantinin I6kotrien
reseptor antogonisti olan montelukast’in etki derecesini degistirdigi rapor edilmistir
(Limavd., 2006). Buna ilaveten LTC4S rs730012 ve LTA4H rs2660845 varyantlarinin
erigkin astim hastalarinda montelukast kullaniminda ilaca yanitla iligkili olduklar

gosterilmistir (Lima vd., 2006).

Spesifik sitokinleri hedef alan ilaglardan Pitrakinra IL-4Ra./ IL-13Ral heterodimerik
reseptor kompleksinde antagonist olarak gorev yapmaktadir (Burmeister-Getz vd.,
2009) ve yetiskin astim hastalarinda ILARA polimorfizmlerinin bu ilaca kars1 direng

olusturdugu saptanmugtir (Slager vd., 2012).

Tim bu bulgular dogrultusunda, astim alt gruplarina gore farmakogenetik
mekanizmaya duyarl tedavi segiminin astim siddetini ve astim ataklarini azaltmada

yararli olabilecegi agik¢a goriilmektedir (Park ve Tantisira, 2017).

2.4 Epigenetik ve Astim

Son yillarda astim ve kompleks hastaliklarin ¢evresel faktorlerin etkisiyle heterojenite
goOstermesi bilimsel arastirmalar1 epigenetik mekanizmalar Gizerine yogunlastirmistir.
Epigenetik degisikliklerin baslatici sinyalini olusturan ¢evresel etmenlerle epigenetik
mekanizmanin nasil indiiklendigini belirlemeye ve epigenetigin hastaliklarda rolunt

aydinlatmaya yonelik bir¢ok arastirma yapilmistir (Lovinsky-Desir ve Miller, 2012).
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Hicrede DNA metilasyonu, histone modifikasyonlari, kodlamayan RNA'lar
epigenetik degisikliklerde basrol oyuncularidir (Sekil 2.9). Epigenetik degisiklikler
devamli kalabilmekte, yeni bir uyarana kars1 degisebilmekte veya kalitilabilmektedir.
Bu diizenlemeler gevresel uyaranlara bagli olarak; dogum oncesi, ¢ocukluk ve yetiskin
doneminde etkisini gosterebilmekte ve hastalik gelisiminde tetikleyici olabilmektedir
(Lovinsky-Desir ve Miller, 2012).
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Sekil 2.9. Epigenetik mekanizmalar, A) DNA metilasyonu B) Histon modifikasyonu
C) miRNA’larin gen ekspresyonunu susturma mekanizmasit (Moheimani
vd., 2016).
Astim ve alerjik hastaliklarda atopik fenotipte gdzlenen heterojenite buyuk olglide
bireyin yasaminin farkli donemlerinde gesitli gevresel etmenlere maruz kalmasi ile
iliskilidir (Lim vd., 2010). Arastirmalarda g¢evresel uyarana karsi meydana gelen
epigenetik degisikliklerin astim ve alerjik hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir role
sahip oldugu vurgulanmaktadir (Lovinsky-Desir ve Miller, 2012). Epigenetik
degisiklikler gen ifadesini etkilemekte, solunum yolu epitel hicre fonksiyonunda ve
immiin yanitta gorev olan hiicrelerin islevlerinde degisiklikler ortaya ¢ikararak astim

gelisiminde ve siddetinde rol oynamaktadir.

Sigara astim gelisiminde en etkin ¢evresel uyaran olarak kabul edilmektedir. Birgok

caligmada hamilelik doneminde sigara kullanimi ile gocukluk ¢agi astim gelisimi
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arasinda iligski oldugu bildirilmistir (Alati vd., 2006). Ayrica, ¢ocuklarda astim ve
alerjik durumun gelismesinde, annenin astim veya alerji fenotipine sahip olmasinin
babaya kiyasla daha etkili oldugu rapor edilmistir. Bu sonuglar embriyonik dénemde

bir inuterin programlamanin varligina isaret etmektedir (Lim vd., 2010).

Onemli epigenetik mekanizmalardan biri olan DNA metilasyonu ile ilgili yapilan
arastirmalarda astim patogenezinde yer alan mediyator ve reseptorlerle iliskili genlerin
degismis DNA metilasyon oraninin astim gelisimini tetikledigi bildirilmistir (Kwon
vd., 2008; Curtin vd., 2013). Astim hastalarinda, 1L4 geninde diisiik metillenme orani
ve gen ifadesindeki artis astim siddeti ile iliskilendirilmis, IL2 promotor bélgesindeki
yuksek metilasyonun erken ¢ocukluk déneminde astim siddetini ve hiriltili solunumu
artirdig1 bildirilmistir (Kwon vd., 2008; Curtin vd., 2013). Farkli ¢alismalarda, 1L13,
RUNX3 ve TIGIT gibi immin sistemle iliskili genlerin hipometilasyonlar1 ile astim
arasinda iliski oldugu saptanmistir (Yang vd., 2015). Ayrica IFN-y, FoxP3, ZPBP2,
ALOX12, CYP26A1, TET1, IL1R2 ve Notch-1 genlerindeki DNA metilasyon orani ile
astim siddeti arasinda iliskinin rapor edildigi ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Iwata
vd., 2003; Pascual vd., 2011; Ito vd., 2011; Runyon vd., 2012; Berlivet vd., 2012;
Morales vd., 2012; Gagne-Ouellet vd., 2015; Somineni vd., 2016). ZFPM1, PRG2,
KIAA0494, EPX, ATL3, LSM14B, COPA, ZNF862, ASCC1 ve PVALB genlerindeki
metilasyon oranlarinin eozinofil, IgE diizeyi ve astim ile iligkili oldugu rapor edilmistir
(Everson vd., 2015). Prenatal dénemde havadaki polisiklik aromatik hidrokarbonlara
maruz kalmanin ACSL3 geninde DNA metilasyonunu degistirdigi, bunun da ¢ocukluk
¢ag1 astim semptomlart ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Perera vd., 2009). ORMDLS3
geninin cocukluk c¢agi astimiyla iliskili oldugu bilinmektedir. Bu genin DNA
metilasyon oranindaki degisikligin ¢ocukluk ¢agi astimiyla baglantisi saptanmistir
(Acevedo vd., 2015). Birbirinden bagimsiz yapilan bu c¢alismalarda ORMDL3
lokusundaki polimorfizmlerin ve DNA metilasyonunun her ikisinin de ¢ocukluk ¢agi
astimiyla iliskilendirilmesi genetik-epigenetik etkilesimlerin var olabilecegini

diistindiirmektedir.

Histon proteinlerindeki modifikasyonlarin gen ifadesi iizerine etkileri astim dahil
birgok kompleks hastaligin gelisimi ile iligkilendirilmistir (Kabesch ve Adcock, 2012).
Ozellikle HAT ve HDAC gen ifadesinde meydana gelen farkliliklar ve enzim

aktivitesindeki degisimler inflamatuar cevapla iligskilendirilmistir (Mortaz vd., 2011).
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Sigara kullanan astim hastalarinda HDAC aktivitesinin diisiik oldugu goriilmiis, bunun
da astim siddeti ve steroid igerikli ilaglara karsi direng ile iligkili oldugu rapor
edilmistir (Kabesch ve Adcock, 2012). HDACG6, romatoit artrit (RA), inflamatuar
bagirsak hastaligi (IBD), kronik obstriiktif pulmoner hastalik (COPD) ve astim gibi
inflamatuar hastaliklarda inflamasyonda onemli hicre (Sekil 2.10) gruplarinin
(makrofaj, dentritik hiucre, T hicre, regulator T hicre) inflamasyon boélgesine gog
etmesinde, mediyatorlerin-sitokinlerin salgilanmasinda 6nemli bir etkiye sahiptir
(Cheng vd., 2014; Ran ve Zhou, 2019). Bu nedenle astim ve diger inflamatuar
hastaliklarda yeni tedavi stratejisinin gelistirilmesinde HDACG6 inhibitori 6nemli
hedef olmustur (Ran ve Zhou, 2019).

Notch-1 inflamatuar yanitta 6nemli bir gendir. Genin promotor bolgesiyle baglantili
bulunan H3K9, H3K 14, H3K27, H3K18, H3K16 rezidularinin hiperasetilasyonu ve
H3K4, H3K79, H3K36 rezidularinin trimetilasyonu Notch-1 gen ifadesinde artisla
iliskilendirilmistir. Bu artis ise inflamatuar yanitta gorev alan IL-4, I1L-5 ve 1L-13
medyatorlerinin GUretimini azaltarak astimin siddetini etkileyebilmektedir (Cui vd.,
2013).
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Sekil 2.10. HDAC6’ nin regiile ettigi inmiin cevapta gorev alan hiicre ve mediyatorler
(Ran ve Zhou, 2019).

Yetigkin astim hastalarindan alinan dokularda yapilan arastirmalarda H3K18’in

yuksek asetilasyonu ile H3K9 trimetilasyonunun birlikte Np63 (Astimda epitelyal
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hiicrelerin hemostazisinde ve tamirinde rol alir), EGFR (Astimda inflamasyonda ve
remodelling de rol alan blylme faktorlerindendir), STAT6 (Astim siddeti ile
iliskilendirilen transkripsiyon faktorlerindendir) gen ifadelerini arttirdgi ve astim
gelismesinde rol oynadiklar1 gozlemlenmistir (Stefanowicz vd., 2015). Ayrica, pasif
tltun dumani maruziyetinin HDAC2 aktivitesini azatarak PI3K proteinin ifade
duzeyini etkiledigi ve ¢ocukluk c¢agi astimi ile iliskilendirildigi bilinmektedir
(Kobayashi vd., 2014).

Epigenetik diizenleyicilerden olan miRNA’lar gen ifadesinin regulasyonunda
onemlidir. Baz1 aragtirmalarda, ¢evresel uyarana bagli miRNA miktarinda meydana
gelen degisikliklerin hedef genin ifade dizeyini degistirerek astimi tetikleyebildigi
vurgulanmaktadir (Elbehidy vd., 2016).

2.4.1 Astim gelismesinde genetik ve epigenetik etkilesimin rolii

Astimda hem genetik 6zelliklerin hem de epigenetigin bagimsiz risk faktorii olduklar
bilinmektedir. Ancak, son yillarda genetik-epigenetik etkilesimin gen ifadesini
etkilemek suretiyle sinerjik etki gostererek astim patogenezinde rol oynadigi
diisiiniilmektedir (Kogan vd., 2017). Ozellikle tek niikleotit polimorfizmleri ile ilgili
genlerin  DNA metilasyon bolgelerinin sinerjik etkilesimde ©nemli oldugu
vurgulanmaktadir (Soto-Ramirez vd., 2013; Zhang vd., 2014; Kogan vd., 2017).
Yardimc1 T lenfosit hiicre yolaginda goérev alan genlerdeki tek nikleotit
polimorfizmleri ile CpG boélgelerindeki metilasyon profilinin birlikte bu genlerin ifade
dizeylerini degistirdigi ve astim fenotipi ile iliskilendirildigi belirlenmistir (Soto-
Ramirez vd., 2013; Zhang vd., 2014). Polimorfik varyantlarin ve CpG bdlgelerinin
eszamanli analiz edildigi bir calismada PF4, ATF3, TPRAL1, HOPX, SCARNA1S,
STC1, OR10K1, UPK1B, LOC101928523, LHX6, CHMP4B, LANCL1 genlerinin
genetik-epigenetik etkilesim gostererek astim gelisiminde etkili olduklar1 rapor
edilmistir (Kogan vd., 2017).

2.5 GWAS Cahsmalar1 ve Astim Genetigindeki Onemi

Astimin ortaya ¢ikmasinda %36-76 oraninda genetik faktorlerin etkili oldugu, gen-
gen, gen-gevre etkilesiminin 6nemi iyi bilinmektedir (Yang vd., 2007). Ginlim{zde

ikiz calismalari, segregasyon analizleri, pozisyonel klonlama ve baglanti analizleri ile
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astimla iliskili ¢ok sayida gen ve bu genlerde yer alan 100’lerce genetik Ozellik
tanimlanmistir (Ober ve Yao, 2011). Bilinen genetik 6zelliklerden herbirinin hastalik
fenotipine etkisinin P=2.0 degerinin altinda oldugu, varyasyonlarin hastaliga
yatkinlig1, tedaviye yaniti, hastaligin seyrini ve siddetini etkiledigi ve bu etkinin etnik
kokene gore degiskenlik gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle genom ¢ap1
iliskilendirme ¢alismalar1 (GWAS) astimin genetik temelinin aydinlatilmasinda
onemlidir. GWAS uygulamalarinda binlerce genetik 6zelligin oldukga yiiksek sayida
hasta ve kontrol grubunda genom boyu analizi, elde edilen verilerin hastalara ait
kisisel, klinik ve fenotip 6zellikleri ile birarada degerlendirilmesi hastaliklarda genetik
yatkinliklarin  belirlenmesine, ortak metabolik yolaklarda gen-gen etkilesiminin
aydinlatilmasina, ¢evresel uyaranlarla genetik 6zelliklerin iligkilendirilmesine olanak
saglamaktadir (Vercelli, 2008; Torgerson vd., 2011; Myers vd., 2012).

Su ana kadar farkli populasyonlarda astimi ve astim fenotiplerini konu alan genis
GWAS g¢alismalar1 yapilmis (Himes vd., 2009; Sleiman vd., 2010; Li vd., 2010;
Noguchi vd., 2011; White vd., 2016; Nieuwenhuis vd., 2016) ve astim i¢in risk faktorii
olan ¢ok sayida yeni gen bolgesi belirlenmistir. Ayrica bir¢ok popllasyona ait
orneklem gruplartyla konsorsiyum temelli GWAS calismalar1 gergeklestirilmistir
(Torgerson vd., 2011; Myers vd., 2012). GWAS c¢alismalarin1 temel alan meta-
analizler astim genetiginin aydimnlatilmasina Onemli derecede katki saglamistir

(Torgerson vd., 2011; Ramasamy vd., 2012; Demenais vd., 2018).

2018 yilinda astim ve astimla ilgili 6zellikleri konu alan 72 farkli GWAS calismasinin
verileri toplanarak bir GWAS katologu olusturulmustur (URL-1). Bunlardan 24’
hasta-kontrol gruplarinda yapilmis ¢alismalari, 7°si GWAS verilerinin meta-analiz
sonuglarini, 5’1 hastalik siddeti ve astim ataklar1 gibi alt fenotipleri, 24’
bronkodilatére (BDR), farkli farmakolojik etkenlere cevabi, havayolu asiri
duyarliligini (AHR), serum imminoglobulin E (IgE) seviyeleri dahil astimla iligkili
Klinik karakteristikleri, 15’1 alerjik rinit gibi farkli fenotip-endotipleri, aspirinle
alevlenmis solunum yolu hastali§i (AERD) ile astim iligkisini konu alan ¢aligmalardir
(Kim ve Ober, 2019) (URL-1). Bu c¢aligmalar ¢ok sayida genetik Ozelligin astim

patofizyolojisindeki rolinun aydinlatilmasina olanak saglamistir.

Kompleks hastaliklarin temelini olusturan multifaktoriyal nedenler, yiiksek genetik ve

fenotipik heterojenite, bireylere ve toplumlara gore gozlenen farkliliklar saglikta
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geleneksel yontemlerden ziyade kisiye 6zgii tedavi statejilerinin gelistirilmesine neden
olmustur. Ozellikle verilerin degerlendirilmesinde kullanilan biyoinformatik analizler
kompleks hastaliklarin arastirilmasinda farkli populasyonlara ait GWAS datalarmin
cevresel uyaranin, fenotipik karakteristiklerin, genetik 6zelliklere ait etki derecelerinin
ve risk skorlarinin belirlenmesine olanak saglar nitelik kazanmigtir. Bugln
iliskilendirme ¢alismalarinda tek varyant-hastalik iligskisinden ziyade analiz edilen tim
varyantlarin kombine etkisi belirlenebilmekte, poligenik risk skorlar1 (PRS)
hesaplanabilmektedir (Katsanis, 2016; Torkamani vd., 2018). PRS analizi, 1000’lerce
varyantin es zamanli analizine olanak saglayan GWAS sonuglarinda nadir ve diisiik
etkiye sahip 10’larca varyantin kombine etkisinin belirlenmesine, hastaliga ait
semptomlarin, fenotiplerin genlerle ve genlerin bir birileri ile etkilesiminin
aydinlatilmasina katki saglamaktadir (Torkamani vd., 2018; Schork vd., 2018). Bugiin
literatiirde, koroner arter hastaliklarinda (Schork vd., 2018), hiperkolestrolemi
(Natarajan vd., 2018), sizofreni (Allardyce vd., 2017), alzheimer (Desikan vd., 2017;
Tan vd., 2017) prostat ve meme kanseri (Witte ve Hoffmann, 2011) gibi kompleks
hastaliklarda poligenik etkinin belirlenmesine yonelik arastirmalar bulunsa da astimda
PRS analizine iliskin verilere rastlanmamaktadir. Bu tez ¢alismasinda astimla ilgili
vaka-kontrol grubunda elde edilen genotipleme sonuglar1 PRS analizi ile
degerlendirilmistir. Ayrica sonuglarin degerlendirilmesinde her bir genetik 6zelligin
iligkili oldugu tam bir fenotipik spektrumun belirlenmesi igin Fenom Cap1
Iliskilendirme Calismalar1 (Phenome-Wide Association Studies, PheWAS) olarak
bilinen yeni biyoinformatik bir yaklasim kullanilmistir. PheWAS, GWAS'a ters bir
yontem olarak gorulebilir. GWAS ¢alismalarinda ¢ok sayida genetik 6zelligin belirli
bir fenotiple iligkisi aragtirtlmaktadir. Oysa PheWAS analizlerinde tek bir genetik
oOzelligin ¢ok sayida klinik fenotiple iliskisi belirlenebilmektedir (Ritchie vd., 2013;
Hebbring, 2013). Bu nedenle PheWAS analizi kompleks hastaliklarin arastirmasinda
GWAS calismalarinin tamamlayicisi niteligindedir (Hebbring, 2013).

Genis c¢apli genotip—fenotip iliskisini ortaya ¢ikarmak igin gelistirilen PheWAS,
elektronik saglik kayitlari (Electronic Health Records, EHRs) yeni tanimlanan genetik
varyasyonlarin degerlendirilmesinde kullanilabilmektedir (Denny vd., 2016). Diinya
capinda 200 000°den fazla bireye ait verilerin yer aldig1 ingiltere Biyobank (Allen vd.,
2014), Chinese Kadoorie Biobank (Chen vd., 2011), Vanderbilt BioVU (Roden vd.,
2008), Elektronik Tibbi Kayitlar ve Genomik Network (eMERGE) (Gottesman vd.,
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2013) PheWAS analizinde kullanilabilecek veri kaynaklar1 arasindadir. Bu g¢alisma
kapsamina alian genetik dzelliklerin degerlendirilmesinde Ingiltere Biyobank (Allen
vd., 2014) verileri de kullanilmistir.

2.6 Tez Kapsaminda Cahsilan Genetik Ozellikler

Astim bagisiklik sistemi ve havayolu yapisal hiicrelerinden salinan sitokinler ve
mediyatorlerin etkilesimi ile olusan degisken hava yolu obstriiksiyonu, hiperreaktivite
(BHR) ve hava yolu inflamasyonuyla karakterize kompleks bir hastaliktir. Astimda,
cesitli cevresel uyarana karsi fakli immun yanit ve farkli fenotiplerin ortaya ¢ikmasi
birgcok gen ve bu genlerin diizenleyici veya kodlayic1 bolgelerinde yer alan yizlerce
farkli genetik 6zelligin etkisindedir. Bu ¢alisma kapsaminda, Turk populasyonunda
astimla iliskili GWAS calismasinin yapilmamis olmasi nedeniyle genom ¢ap1 dneme
(genome-wide significance) sahip 7 genetik 0zellik secilmis (Moffatt vd., 2010) ve bu
genetik ozelliklerin ¢ocukluk ¢agr astimi ile iliskisi 114 farkli karakteristikle birlikte

degerlendirilmistir.
2.6.1 IL18R1 geni (rs3771166)

Interlokin 18 Reseptor 1 (IL18R1) geni, ILIR2, IL1R1, ILRL2 (IL-1Rrp2) ve IL1RL1
(T1/ST2) dahil interlokin 1 reseptor ailesinin diger dort tiyesinin yer aldigi gen kiimesi
icinde ve kromozom 2q12.1 iizerinde yerlesim gostermektedir (Sekil 2.11). Genin
drind, interlokin 1 reseptor ailesine ait bir sitokin reseptortidir. Inflamasyonda ve
astim patogenezinde rol alan bir sitokinin olan interlokin 18 reseptor proteini,
inflamasyon sinyaline aracilik eden bir immiinoregiilator proteindir (Hoshino vd.,
1999). Interlokin 18 reseptori, interlokin 18 reseptor 1 ve reseptor 2 proteinlerinin
bulundugu bir heterodimerdir. Bu reseptor interlokin 18'1 (IL18) spesifik olarak baglar
ve IL18 sinyal iletiminde o©nemlidir. Genin farkli izoformlarini kodlayan
transkriptlerinin oldugu (Dale ve Nicklin, 1999) ve IL18R1 gen ifadesinin NK ve T
hicrelerinde IFN-alfa ve IL12 sitokinlerini indiikledigi bilinmektedir. IL18R1 genine
ait birgok polimorfik varyantin astimla iliskili oldugu bildirilmistir (Malerba vd., 2000;
Ober vd., 2000). IL18R1 geni rs3771166 varyasyonu intronik bdlgede yer alan bir
varyasyondur (URL-3).
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Sekil 2.11. IL18R1 geni rs3771166 varyantinin kromozomal (2912.1) yerlesimi (URL-
3).

2.6.2 HLA-DQ geni (rs9273349)

Insan I6kosit antijeni stmf 2 DQ izotipi alfa zinciri 1 (HLA-DQA1) ve insan 16kosit
antijeni simif 2 DQ izotipi beta zinciri 1 (HLA-DQB1) genleri 6p21.32 kromozomal
bolgesinde sirali sekilde lokalize olmuslardir. rs9273349 varyanti bu iki gen arasindaki
bolgede yerlesim gostermektedir (URL-4; URL-5) (Sekil 2.12). Insan 16kosit antijeni
(HLA) smif 2 molekiilleri, HLA-DQAL alfa ve HLA-DQBI beta zincirden olusan
heterodimer yapida bir membran proteinidir. HLA molekilleri, antijen sunan
hiicrelerin ylizeyinde yerlesim gostererek CD4*T hiicre reseptorlerine ekzojen
peptitleri sunarlar ve bdylece immiin yanitta rol oynarlar (Vercelli, 2008). Alerjen
peptitlerin taninmasinda 6nemli bir roliiniin olmasindan dolay1 polimorfik HLA I
molekillerinin alerji ve astimla ilgili yapilan birgok ¢alismada hastalikla iliskili oldugu
tespit edilmistir (Moffatt vd., 2010; Andreatta ve Nielsen, 2012). Ayrica bu gen
bolgesinin ev tozu akari, soya fasulyesi ve mesleki astim tetikleyicileriyle hassasiyet
olusturdugu da rapor edilmistir (Chapoval vd., 1999). Baz1 HLA-DQ varyasyonlarin
IgE seviyesini artirdig1, alerjik hassasiyete neden oldugu rapor edilmistir (Noguchi vd.,

2011).
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Sekil 2.12. HLA-DQ geni ve rs9273349 varyantinin kromozomal (6p21.32) yerlesimi
(URL-5).

2.6.3 1L33 geni (rs1342326)

Interlokin 33 (IL33) geni kromozom 9p24.1 bolgesinde yerlesim gostermektedir
(URL-6; URL-7) (Sekil 2.13). Genin farkli izoformlar1 kodlayan birkag¢ transkripti
bilinmektedir. Gen iiriinii olan interlokin 33 (IL-33) proteini, ILIRL1/ST2 reseptoriine
baglanan bir sitokindir. Bu protein, mast hucrelerinin, bazofillerin, eozinofillerin ve
NK hcrelerinin aktivasyonunda, Th2 hiicrelerinin olgunlagmasinda rol oynamaktadir.
IL-33'Un epiteliyal ve diiz kas gibi hava yolu yapisal hiicrelerinde ifade edildigi ve gen
ifade diizeyinin astim siddeti ile korelasyon gosterdigi ve astim gelisimini tetikleyen
potansiyel sinyallerden biri oldugu rapor edilmistir (Hao vd., 2012; Grotenboer vd.,
2013). Ayrica, alerjenle karsilagildiginda 1L-33 eozinofil infiltrasyonu gibi immun
hiicrelerin uyarilmasinda ve havayolu yeniden yapilanmasinda gorev almaktadir (Hao
vd., 2012; Grotenboer vd., 2013). I1L33 geni rs1342326 varyasyonu intronik bolgede
I6kolize bir varyasyondur (URL-7). IL33 genindeki polimorfik varyantlarin, immin
yanit1 etkiledigi ve farkli astim fenotipleri ile iligkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica
cocukluk ¢agi astimi, alerjik astim, steroit tedaviye direng ve hirilti fenotipleri ile 1L33
arasinda iliski oldugu bildirilmistir (Kakkar ve Lee, 2008; Moffatt vd., 2010; Savenije
vd., 2011; Liew vd., 2010).
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Sekil 2.13. IL33 geni ve rs1342326 varyantinin kromozomal (9p24.1) yerlesimi (URL-
7).

2.6.4 SMAD3 geni (rs744910)

SMAD ailesi Uyesi 3 (SMAD3) geni kromozomun 15¢g22.33 bolgesinde
yerlesmektedir. Genin rs744910 varyant1 intronik lokalizasyon gostermektedir (URL-
8; URL-9) (Sekil 2.14). Genin trtini (SMAD3 proteini), SMAD protein ailesinin bir
uyesidir. Bu proteinler, sinyal ileticilerine ve ¢oklu sinyal yollarina aracilik eden

transkripsiyonel modulatorlerdir.
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Sekil 2.14. SMAD3 geni ve rs744910 varyantinin kromozomal (15922.33) yerlesimi
(URL-9).

SMAD3 proteininin, biyume faktorlerini aktive eden transkripsiyonel bir modulator

olarak islev gordiigli ve karsinojenezin diizenlenmesinde rol oynadigi

distiniilmektedir. Aym1 zamanda, SMAD3 proteini, T hicreleri dahil bircok hiicre

farklilasmasinda ve hicre proliferasyonunda gorev alan bir transkripsiyon faktéradur

(Nouri-Aria ve Durham, 2008). Hava yolu epitel hiicrelerini uyararak havayolu

yeniden yapilanmasinda goérev almaktadir (Gibbs vd., 2009). Fare modelleri
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kullanilarak yapilan ¢calismalarda SMAD3 eksikliginin akcigerlerde sitokin salinimini
artirdigi bildirilmistir (Anthoni vd., 2007).

2.6.5 GSDMA geni (rs3894194)

Gasdermin A (GSDMA) geni 17g21.1 kromozom bdlgesinde lokalizasyon gostermekte
(URL-10; URL-11) (Sekil 2.15) ve genin 2. ekzonunda R (Arjinin)> Q (Glisin)
degisimine neden olmaktadir. GSDMA immiin yanit ve programli hiicre 6limii gibi
birgok hiicresel olayda gorev alan bir protein kodlamaktadir (Kent vd., 2002). Genin
rs3894194 varyant1 astim hassasiyeti, IgE artisi, atopi, bronsiyal hiperaktivite ve
cocukluk ¢agi astimi ile iliskilendirilmistir (Moffatt vd., 2010; Lluis vd., 2011).
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Sekil 2.15. GSDMA geni ve rs3894194 varyanti kromozomal (17921.1) yerlesimi
(URL-11).

2.6.6 IL2RB geni (rs2284033)

Interldkin 2 reseptdr beta altbirimi (IL2RB) geni 22q12.3 tizerinde lokalize olmustur.
Genin rs2284033 varyant1 intronik bolgede yerlesmektedir (URL-12; URL-13) (Sekil
2.16). Interlokin 2 reseptorii T hiicre araciliiyla gerceklesen immiin cevapta gorev alir
ve interlokin 2'yi baglama kabiliyetine gore 3 farkli formda bulunur. Diisiik afiniteli
form, alfa alt {initesinin bir monomeridir ve sinyal iletimi gerceklestirmez. Orta
afiniteli form alfa ve beta alt birimlerinden olusan heterodimerdir. Yiksek afiniteli
form ise alfa, beta ve gama alt birim heterotrimerinden olusmustur. Reseptoriin hem
orta hem de yiiksek afiniteli formlari, interlokin 2 Uzerinden reseptor aracili endositoz
ve mitojenik sinyallerin transduksiyonunda rol oynamaktadir. IL2RB geni tarafindan
kodlanan protein, IL2 reseptoriinin beta alt nitesini temsil eder ve tip | membran

proteinidir (Letourneau vd., 2009). IL2 sitokini IL2R reseptoriine baglanarak Thl,
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Th2, Th17 hiicrelerinin farklilagsmasinda, regilatdr T hiicrelerinin canliliginin ve
proliferasyonunun kontroliinde rol oynamakta ve inflamasyonun gergeklesmesine
aracilik etmektedir (Letourneau vd., 2009). T hiicre proliferasyonunun ve
farklilasmasinin astim patogenezinde énemli olmasi bu mekanizmada rol alan genlerin

de hastalikla iligkili olabilecegini diigiindurmektedir.
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Sekil 2.16. IL2RB geni ve rs2284033 varyantinin kromozomal (22912.3) yerlesimi
(URL-13).

2.6.7 RAD50 geni (rs6871536)

RAD50 geni 5g31.1 kromozom bolgesinde yerlesim gostermektedir. Genin rs6871536
varyanti intronik bolgede lokalize olmustur (URL-14; URL-15) (Sekil 2.17). Bu gen
tarafindan kodlanan protein, MRE11 ve NBSI proteinleri ile kompleks olusturur ve
DNA molekiliindeki ¢ift sarmal kiriklarmin homolog olmayan bir sekilde
onarilmasinda gorev alir. Ayrica, bu kompleks hicre dongust kontroliinde, telomer
bakimi ve mayotik rekombinasyonda da onemlidir. Knock-out fare ¢aligmalar1 bu
genin hiicre blyumesi ve yasayabilirligi i¢in gerekli oldugunu géstermistir (URL-14).
Gendeki mutasyonlar Nijmegen kirtlma sendromu benzeri bozukluga Yol

acabilmektedir (Carney vd., 1998).

RAD50 geninin atopik dermatit, alerjik rinit ve astim gibi alerjik hastaliklarin
patogenezinde gorev alan IL4, IL5, IL13 (Ober ve Hoffjan, 2006) genleri ile beraber
“Th2 sitokin lokusunda”’yerlestigi (Lee vd., 2003; Koh vd., 2010), bu genlerin Th2
lokus kontrol bolgesi (Th2 LCR) tarafindan diizenlendigi, RAD50 geninin 3’
dizilerinin Th2 LCR bolgesinde lokalize oldugu (Lee vd., 2003; Koh vd., 2010)

bilinmektedir. Bu nedenle RAD50 varyasyonlarinin sitokin regiilasyonunu etkileyerek
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astim ve alerjik hastaliklarin gelisiminde Onemli rol oynadigi diistiniilmektedir

(Bonnelykke vd., 2014; Li vd., 2016).
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Sekil 2.17. RAD50 geni ve rs6871536 varyantinin kromozomal (5931.1) yerlesimi
(URL-15).

2.6.8 ORMDL3/GSDMB lokusu ve rs2305480 varyanti

ORMDL sfingolipid biyosentezi dizenleyici 3/ Gasdermin B (ORMDL3/GSDMB)
genleri 17q21.1 kromozomal bdlgesinde yan yana yerlesim gostermektedirler (URL-
16; URL-17). ORMDLZ3 geni sfingolipid biyosentezi diizenleyici 3 proteinini, GSDMB
geni ise gasdermin protein ailesinin bir iiyesini kodlamaktadir. rs2305480, GSDMB
geninin 6. ekzonunda meydana gelen ve P (Prolin) > S (Serin) doniisiimiine neden
olan yanlis anlamli amino asit degisikligidir (URL-17; URL-18) (Sekil 2.18). Bu
varyasyon GWAS c¢alismasinda ORMDL3/GSDMB lokusuna atf edilerek astimla
iliskili bulunmustur (Moffatt vd., 2010).

GSDMB geninin de yer aldig1 Gasdermin ailesine ait bazi genlerin, epitelyal hiicrelerde
apoptozun diizenlenmesinde rol oynadigi bilinmektedir (URL-17). Bu genle iligkili
bilimsel ¢alismalar oldukga sinirli olup, genin metabolik siireglerdeki roliine iliskin
literatirde bilgi mevcut degildir. ORMDL3 proteini endoplazmik retikuluma bagl bir
transmembran proteinidir ve havayolu epitelyal hiicrelerinde baskindir (Moffatt vd.,
2010; Miller vd., 2012). Alerjenlerle uyarildiginda havayolu epitelyal hiicrelerinde
ORMDL3 geninin ifade duzeyi artmakta ve bu durum astimla iligkili kemokinler ve
metaloproteinazlarin ifadesinde artisa neden olarak hastalig: tetiklemektedir (Miller
vd., 2012; Zehethofer vd., 2015). Ayrica, ORMDL3 proteini alerjene yanit olarak

havayolu epitelyal hicrelerinde ORM proteinlerinin  (sfingolipid biyosentez
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proteinleri) ifadesinin dizenlenmesinde Onemlidir (Breslow vd., 2010). ORM
proteinleri astim patogenezinde sfingolipid metabolizmasini diizenleyen hemostatik
regulatorlerdir (Maceyka ve Spiegel, 2014). Sfingolipidler fizyolojik ve patolojik
stireglerde hiicre yapisinda ve sinyal yolaklarinda gorev alarak proliferasyon, apoptoz,
goc gibi hiicresel siireglerde rol alirlar (Breslow vd., 2010; Zhao vd., 2015). Deneysel
astim modellerinde BHR’ de rol oynadiklari da bildirilmistir (Levy, 2013).
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Sekil 2.18. ORMDL3/GSDMB lokusu ve 1rs2305480 varyantinin kromozomal
(17921.1) yerlesimi (URL-18).
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3. MALZEME ve YONTEM

3.1 Etik Kurul izinleri

Bu tez ¢alismasinda kullanilan 6rneklem grubunun olusturulmasi, saha ¢aligsmasi ve
biyolojik drneklerin toplanmast ile ilgili; Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi,
Cerrahi ve Ilag Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan (Tarih: 25/3/2004, Toplanti No:
2004/6, Proje No: DPT: 04/01, Karar No: DPT 04/01-18), T.C. igisleri Bakanlig1
(Tarih: 20/06/2005, Say1: 4825), T.C. Saglhik Bakanligi (Tarih: 09/04/2004, Sayt:
05866), T.C. Milli Egitim Bakanlig1 (Tarih: 7 Mart 2005, Sayi: 2004) ve arastirma
yapilan illerin valiliklerinden gerekli izinler ve ¢alismaya dahil edilen ailelerden imzali

onam formlar1 alinmistir.

Calismanin deneysel siirecine ait etik kurul izni Ankara Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar
Hematoloji Onkoloji EAH Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan (protokol kodu: 2016-
059) alinmustir (EK A).

3.2 Orneklem Grubunun Ozellikleri

Bu tez kapsaminda kullanilan DNA 6rnekleri (n=920) ve klinik veriler, T.C. Saglik
Bakanlig ile Devlet Planlama Teskilati’nin destegi ile Hacettepe Universitesi Cocuk
Alerji ve Astim Unitesi’nin &nciiliigiinde gerceklestirilen “Tiirkiye 'de Cocukluk Cagt
Alerjik Hastalik Prevalanslarinin ISAAC Faz-1I Yontemi Kullanilarak Belirlendigi
Gok Merkezli Bir Aragtirma” baslikli projeden temin edilmistir (Civelek, 2009).

Cocukluk ¢agi astimi ile iliskili epidemiyolojik ¢alismalar farkli anket sistemleri
(Amerikan Toraks Dernegi tarafindan uyarlanan anket yontemi, Aberg anket yontemi
ve International Study for Asthma and Allergies in Childhood I-11 ISAAC anket
yontemi) uygulanarak gergeklestirilmistir. Yontemsel farkliliklarin en biiyik
dezavantaji elde edilen sonuglarin kiyaslanmasina olanak tanimamasidir. Gunlimuizde
cocukluk cag1 astim epidemiyolojisinde; yontem farkliliklar1 nedeniyle sonuglarin
karsilastirilmasinda ve oOzellikle risk faktorlerinin belirlenmesinde ortaya ¢ikan
giicliikleri minimize eden ISAAC Faz Il yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Faz
I, 1990’11 yillarin basinda ISAAC (International Study of Allergy and Asthma in
Childhood) g¢alisma grubu tarafindan olusturulan ISAAC Faz I anket sisteminin

genisletilmis versiyonudur. Bu versiyonda sosyolojik faktorlerin ve biyokimyasal
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testlerinde (alerji deri testleri, serum total IgE diizeyi, periferik kanda eozinofil sayimi,
solunum fonksiyon testi-SFT ve brons provakasyon testleri) ilave edilmesiyle totalde
114 farklr kriter yer almaktadir (Weiland vd., 2004). Astim1 ve astim endotiplerini
temel alan arastirmalarda bu standardize anket yontemlerinin kullanilmasi ile farkli
toplumlar: karsilastirma olanagi bulunmus, poplilasyonlarin benzer ve farkli yonlerini

de degerlendirme miimkiin olabilmistir.

Orneklem se¢iminde tabakali 6rneklem yontemi kullanilmis ve Tiirkiye nin 5 farkl
bolgesinde (Ege, Akdeniz, Karadeniz, i¢ Anadolu ve Dogu Anadolu bélgesi) saha
calismasi gergeklestirilmistir. Arastirma yapilacak sehirler (Van, Manisa, Ankara,
Antalya ve Trabzon) rastgele se¢ilmeyip her bir bolgeyi temsil edecek sekilde cografi
yerlesim ve arastirma olanaklar1 dikkate almarak belirlenmistir. Tiirkiye Istatistik
Kurumu tarafindan segilen merkez, ilge, belediye sinirlar1 igindeki 75 okulda 6973

ilkokul besinci sinif 6grencine ISAAC faz II anketi uygulanmistir (Civelek, 2009).

Fiziksel muayene ve yapilan testler sonrasinda her sehirden, son bir yil i¢inde hiriltili
solunumu olan ve BHR oldugu belirlenen 100 vaka ve bu belirtilerin olmadigr 100
kontrol olmak tizere toplam 200 6grenci segilerek drneklem grubuna dahil edilmistir.
Toplamda 1000 katilimciya ait kan Ornekleri DNA izolasyonu i¢in kullanilmigtir
(Civelek, 2009). Bu tez aragtirmasi kapsaminda yapilan genetik iligkilendirme
calismasida n= 920 DNA 6rneginde basarili sonuca ulasilmistir. Orneklem grubuna

ait demografik bilgiler ve klinik 6zellikler Cizelge 3.1’de 0zetlenmistir.

Cizelge 3.1. Orneklem grubuna ait demografik bilgiler ve klinik 6zellikler.

Karakteristik 6zellik Orneklem
Yas (y1l), (ortalama aralik) 11 (9-16)
Cinsiyet (erkek), n (%) 501 (49)
Cinsiyet (k1z), n (%) 473 (49)
Hirilti, n (%) 583 (50)

Astim, n (%) 71(7)

Bronsiyal hiperaktivite, n (%) 261 (23)
Bronsit, n (%) 349 (37)
Alerjik bronsit, n (%) 119 (13)
Alerjik rinokonjunktivit, n (%) 74 (11)
Pozitif deri testi, n (%) 215 (22)

Orneklem grubuna ait biyokimyasal parametreler (Cizelge 3.2), klinik bulgular
(Cizelge 3.3), akciger provokasyon testleri (Cizelge 3.4) ve alerjik parametrelere
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(Cizelge 3.5) iliskin 114 farkli 6zellik bu calisma kapsaminda genotip-fenotip

iliskisinin kurulabilmesi icin kullaniimigtir.

Cizelge 3.2. Orneklem grubuna ait biyokimyasal parametreler.

Kategori Parametre
Serum IgE seviyesi
100 KU/I serum IgE seviyesi
% Eozinofil
>4 % Eozinofil
% Lenfosit
% Notrofil
Tam kan eozinofil sayimi1
Tam kan lenfosit sayimi
Tam kan nétrofil sayimi
Tam kan WBC (beyaz kiire) sayimi
Tam kan HCT (hematokrit) sayimi1
Tam kan HGB (hemoglobin) sayimi1
Tam kan MHC (ortalama alyuvar Hb) sayimi
Tam kan PLT (Platelet) sayimi
Tam kan RDW (eritrosit dagilim genisligi)

Kan testleri

Cizelge 3.3. Orneklem grubuna ait klinik bulgular.

Kategori Parametre
Dort veya daha fazla hiriltt
Astim ve hiriltt
En az bir kez alerjik bronsit
En az iki kez alerjik bronsit
Alerjik rinokonjonktivit
En az bir kez astim
En az bir kez astim ve pozitif BHR
En az iki kez astim
Astim siddeti
Astim, astimli bronsit veya alerjik bronsit
. Astim-bronsit
_ Tibbi, En az iki kez astim-bronsit
degerlendirme En az iki kez hiriltt
En az otuz iki kez hirilts
Atopik ve atopik olmayan hirilt:
Atopik hirilt1 (E / H)
Dogum zamani (erken vs. olgun)
Dogum agirligi (<2,500 gram)
En az bir kez bronsit
En az iki kez bronsit
Atopi*
Atopik semptomlar*
Egzama*
Fleksural dermatitli akut egzama
Solunum semptomlari*
Hirilt1 ve pozitif brongiyal hiperaktivite (BHR)
Hirltr*
En az bir kez hirilti ve astim*
Hirilt1 veya alerjik rinokonjonktivit*
En az bir kez hirilti, BHR pozitif ve astim*
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Cizelge 3.3 (devam). Orneklem grubuna ait klinik bulgular.

Tibbi
degerlendirme

En az bir kez astim, astim- bronsit, alerjik bronsit veya bronsit

En az iki kez astim, astim-bronsit, alerjik bronsit veya brongit

Yasam boyu alerjik bronsit

Yasam boyu astim

Yasam boyu astim-brongit

Yasam boyu atopi

Yasam boyu bronsit

Yagam boyu egzama

Yagam boyu siddetli hirilti

Yasam boyu hiriltt

Hafif (komplike olmayan) hirilti

Hafif (komplike olmayan hirilti) siddeti

Pozitif Fiziksel Muayene

Rinit ve yagam boyu hirilti durumu

Rinit ve atopik durumu

Rinit siddeti

Rinokonjonktivit

Gece hirilti ile uyanma

Hirilt1 ile uyanma

Hirilt1 (say1s1)

Hirilt1 ve alerjik rinit

Hirilt1 ve egzama

Hirilt1 ve rinokonjonktivit

Harilt1 ile birlikte egzama (var/yok)

Hirlti ile birlikte rinokonjonktivit (var/yok)

Hirilt1 dlgegi

Hirilt1 siddeti

*Son 12 ay

Cizelge 3.4. Orneklem grubuna uygulanan brons prokasyon testleri.

Kategori Parametreler
Bronsiyal hiperaktivite
% BTC oncesi Zorlu Ekspirasyon Volimi (FEV)*
% BTC 6ncesi Maksimal Ekspiratuvar Akim (MEF)*
%FEV baslangi¢ deger™
Brons %FEV son deger*
provokasyon % FEV30/ % FEV60/ % FEV120/ % FEV240/ % FEV480*
testi (BTC) % MEF baglangi¢ degeri*

% MEF son deger*

% MEF30*/ % MEF60*/ % MEF120/ % MEF240/ % MEF480

% FEV30*/ % FEV60/ % FEV120/ % FEV240/ % FEV480

% MEF30**/ % MEF60*/ % MEF120/ % MEF240/ % MEF480

Bronkodilatdr ilag inhalasyonu sonrasi FEV degeri

Bronkodilatér ilag inhalasyonu sonrast MEF degeri

*Saglikl bireylere kiyasla; ** Hipertonik salin inhalasyonu sonrasi
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Cizelge 3.5. Orneklem grubuna uygulanan deri prick testleri.

Kategori Parametreler
Olea (zeytin) atopi
Alternaria (mantar) atopi
Atopi (genel)

Kedi atopi
Deri prick Hamambdcegi atopi
testleri Cimen atopi
At atopi

Ev tozu akar1 (DF) atopi
Ev tozu akar1 (DP) atopi
Akar atopisi
Polen atopisi
Agac atopi
Fleksural dermatit

3.3 Polimorfik Varyantlarin Secimi ve Genetik Analizler

Guniimlzde astim genetigini konu alan ¢ok sayida GWAS calismasi ile hastalikla
iligkili onlarca farkli genetik 6zellik belirlenmis olmasina ragmen, pediatrik astim
hastalarinin da dahil edildigi GWAS calismalar1 oldukga sinirhidir (Himes vd., 2009;
Moffatt vd., 2010; Sleiman vd., 2010; Noguchi vd., 2011; Ding vd., 2013; Bgnnelykke
2014; Costa vd., 2015). Bu arastirmalar, calisilan vaka-kontrol sayisi, galisilan
populasyonlar ve galismaya dahil edilen genetik ozelliklerin kapsami bakimindan

degerlendirilerek tez kapsaminda calisilacak genetik 6zellikler belirlenmistir.

Pediatrik astim hastalariin da dahil edildigi 10 farkli Avrupa popilasyonuna ait
10.365 vaka ve 16.110 kontrolden olusan GWAS c¢alismasinda (Moffatt vd., 2010)
astim fenotipi ile iliskilendirilen 6 genetik 6zellik (rs3771166, rs9273349, rs1342326,
rs744910, rs2284033, rs2305480) arastirmamizin kapsamina dahil edilmistir. Yapilan
calismalarda, kromozom 1712 uzerinde lokalizasyon gdsteren GSDMA ve GSDMB
genlerine ait polimorfik varyantlarin ve haplotip gruplarinin gocukluk ¢agi astimu ile
heterojen iliski sergiledigi rapor edilmistir (Moffatt vd., 2010). Bu nedenle, GSDMB
rs2305480 varyantinin yant sira GSDMA rs3894194 polimorfik varyanti da Tirk
pediatrik grupta her iki polimorfik varyantin etkisinin belirlenmesi amaciyla arastirma

kapsamina alinmastir.

Secilen genetik Ozelliklerin ¢ahisilan populasyondaki (n=920) dagilimi, floresan
isaretleme teknolojisi esasina dayali KASP (KBiosciences Competitive Allele-
Specific PCR Genotyping System) yontemi kullanilarak belirlenmistir. HLA-DQ
rs9273349 gen bolgesi igin sentezlenen primerlerin KASP reaksiyonlarinda sonug
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vermemesi nedeniyle bu genetik 6zellik calisma kapsamindan g¢ikarilmig ve yine
cocukluk cagt GWAS caligsmalarinda astimla iligkilendirilmis RAD50 rs6871536
varyant: (Bgnnelykke vd., 2014) calismaya dahil edilmistir. Polimorfik bolgeler icin
allel spesifik primer tasarimlarinin yapilabilmesi amaciyla genlerin ilgili sekans
dizileri URL-19 veri tabani kullanilarak SNP referans numaralarina (rs) gore

belirlenmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Varyantlarin primer dizileri.

Gen rs No Primer Primer Dizisi
IL18R1 rs3771166 Primer_allel FAM | CAGACTTTACACCTGAAAATTTCCCIG]
Primer_allel HEX | ACAGACTTTACACCTGGAAAATTTCCCIA]
Primer_revers GGCATTTGATTATTAGCAATGTACTCCTAA
1L33 rs1342326 Primer_allel FAM | CAAAAGATATAAATAAGAATAAGAGGTCATG[C]
Primer_allel HEX | CAAAAGATATAAATAAGAATAAGAGGTCATGIA]
Primer_revers ATTCCCAATCTTTTCTCATGAAGACACCA
SMAD3 rs744910 Primer_allel FAM | GTAGCTCCAGAATGGTAGATGTG[G]
Primer_allel HEX | AGCTGAGTTTCCTGAGTGTTCIC]
Primer_revers ACATGCTTAGCACACTTACAGAACTTGTT
GSDMA rs3894194 Primer_allel FAM | CCAGSGTGTCCTCAGTCTCT[G]
Primer_allel HEX | CCAGSGTGTCCTCAGTCTCT[A]
Primer_revers GATCTCTCTTTCTTTTCCCCACAGCTA
IL2RB rs2284033 Primer_allel FAM | AGTGCTTATCATCACCTGACCTAC[A]
Primer_allel HEX | GCTTATCATCACCTGACCTACIG]
Primer_revers GGGAGACAGAAAATGAGTAAAGAAACCAA
RAD50 rs6871536 Primer_allel FAM | GGAGTCCAGAATGGTAGATGTG[G]
Primer_allel HEX | AAGGAGTCCAGAATGGTAGATGTG[A]
Primer_revers TGGATTATTTGAGGAGGAACGGACATCTTT
ORMDL3/GSDMB | rs2305480 Primer_allel FAM | TAGGAGAGGCTTGTCTGIG]
Primer_allel HEX | CTGCTTAGGAGAGGCTTGTCTG[A]
Primer_revers CCCTAGGTATCTGAGGTCCTGATTT
*HLA-DQ *rs9273349 | Primer_allel FAM | TTCTTTTCCCCACAGCTACACA[C]
Primer_allel HEX | CTTTCTTTTCCCCACAGCTACACA([T]
Primer_revers AAATGGGGAAAGCATGTGCTGGGTT

*HLA-DQ 159273349 varyantinin genotipleme isleminde basar1 saglanamamis ve ¢aligma kapsamindan
¢ikartilmigtir.

KASP protokoliine gore her bir genetik 6zellik i¢in iki farkli F (forward) primer ve
ortak bir R (revers) primer tasarlanmistir. Sentezlenen primerler (assay mix), KASP
(GGT-Global Genetik

reaksiyonlarinda kullanilmak iizere valide edilmistir

Teknolojileri).

3.3.1 Genomik DNA 0rneklerinin hazirlanmas1 ve DNA PCR plaklarinin

olusturulmasi

Vaka-kontrollere ait DNA 0rnekleri icin tekrarli yogunluk ol¢iimleri yapilmisg
(Thermo Fisher Scientific Nano Drop 2000) ve ortalama stok yogunluk degerleri

hesaplanarak DNA’lar ortalama 10 ng/ul olacak sekilde sulandirilmistir. Dillisyon

sonrast yogunluklar konfirme edilmis ve ¢alisma i¢in DNA stoklar1 olusturulmustur.
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PCR reaksiyonlarinin hatasiz gergeklestirilebilmesi i¢in negatif kontrollerin ve
bireylere ait DNA 0drneklerinin PCR plak pozisyonlarini gosteren 96 kuyucuklu plak
haritalar1 olusturulmustur (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. PCR reaksiyonlarinda kullanilan DNA PCR plak haritas1 6rnegi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
16 83 265 | 393 | 545 | 728 | 855 | 956 | 1075 | 1230 | 1412 | 1601
20 93 288 | 401 | 546 | 575 | 886 | 998 | 1128 | 1256 | 1425 | 1602
24 144 | 296 | 405 | 547 | 758 | 869 | 1012 | 1153 | 1302 | 1438 | 1616
40 163 | 346 | 410 | 551 | 775 | 874 | 1021 | 1160 | 1325 | 1448 | 1673
45 167 | 353 | 451 | 596 | 779 | 887 | 1048 | 1174 | 1335 | 1454 | 1676
73 205 | 365 | 459 | 609 | 793 | 889 | 1053 | 1181 | 1368 | 1466 | 1681
74 212 | 373 | 498 | 642 | 814 | 913 | 1061 | 1198 | 1503 | 1368 | 1698
78 218 | 387 | 544 | 667 | 846 | 915 | 1073 | 1222 | 1518 | 1382 | NK
*PCR plak haritalari DNA kodlarina uygun olusturulmustur.

ITOMMmO0|w|>

3.3.2. Genotipleme islemleri

Secilen genetik varyantlar (IL18R1 rs3771166, IL33 rs1342326, SMAD3 rs744910,
GSDMA rs3894194, IL2RB rs2284033, ORMDL3/GSDMB rs2305480, RAD50
rs6871536) KASP genotipleme yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Genotipleme
reaksiyonlarinda allel spesifik primerleri igeren assay karisimi ve FRET kasetler
(FAM ve HEX), Taq polimeraz, dNTP, MgCl,, DMSO, ROX (referans boya) ve
optimizasyon tamponu iceren master karisim (GGT-Global Genetik Teknolojileri)
kullanilmigtir. PCR reaksiyonlar1 10 pl total hacimde ve her kuyucukta 0,14 pl assay
ve 5 pl master karisim ve 5 pl DNA igerecek sekilde gerceklestirilmistir.
Amplifikasyon ve floresan okuma iglemi igin real time PCR cihaz1 kullanilmig (ABI
StepOneStep), reaksiyonlar KASP protokoliinde belirtilen PCR kosullarinda (Cizelge
3.8) gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.8. KASP protokoliine ait PCR kosullari.

Asama Sicakhik Sure Dong
sayisl
1. asama On agama 30°C 1dk | 1déngi
2. asama On denatiirasyon 94°C 15dk | 1 dongii
Denattirasyon 94°C
tsusﬁggnvjn Baglanma 61°C- 55°C gg 22 10 déng
Uzama (her dongiide 0,6°C diiser)
4. asama Denattirasyon 94°C 20 sn 26 donaii
amplifikasyon | Baglanma Uzama 55°C 60 sn g
5. asama Son uzama 30°C 60sn | 1dongu

41



Deneysel siirecte olusturulan PCR plak ve assay bilgileri sisteme tanitilarak analizler
gerceklestirilmig, sonuglar Real time PCR cihazindan eksport edilerek

LGCgenomics_SNPviewer4.0 programinda degerlendirilmistir.

3.4 istatistiksel Analizler

Bakilan genetik 6zelliklerin hastalik fenotipine etkisinin degerlendirilmesi i¢in farkl
istatistiksel ve biyoinformatik analizler kullanilmistir. Calisma kapsaminda tek gen-
fenotip iligkisinin yanisira, kombine etkisinin belirlenmesi amaciyla poligenik risk
skoru (PRS) analizi, yine bir genetik 6zellikle iliskili fenotip spektrumunun tam olarak
belirlenmesi icin Phenome-Wide Association (PheWAS) analizi uygulanmustir.
Genetik 6zelliklerin farkli dokularda gen ifadesi lizerine etkisi Genotip-Doku ifadesi

(GTEX) ile ilgili veri bankasi kullanilarak belirlenmistir.

Mliskilendirme ¢alismalarinda birey sayis1 dogru sonuglarm elde edilmesinde oldukca
onemlidir. Calisilan genetik Ozelliklerin hastalikla iliskisi genis veri tabanlarinin
kullanilmast ile daha dogru bir sekilde belirlenebilmektedir. Bu amagla, 361.194
bireye ait GWAS ve 4.083 fenotip bilgisinin yer aldig1 Biiyiik Britanya Biyobankina
ait vertabani kullanilmig ve segilen varyantlarin astim ve fenotipleri ile iligkileri
PheWAS analizi ile aydinlatilmistir (URL-20; URL-21). Genetik ve fenotipik
Ozellikler arasindaki iliskilerin belirlenmesinde Plink 1.07 (Purcell vd., 2007) lojistik
ve linear regresyon analizleri kullanilmigtir. Kuantitatif 6zellikler analiz edilmeden
once uygun Box-Cox transformasyonu ile normalize edilmistir. iliskilendirme
analizlerinde 3 farkli kovarite, yas-cinsiyet-orneklem merkezi temel alinmustir.
Genetik ve klinik 6zelliklerin kimulatif etkisi Poligenik Risk Skorlari-PRS analizi ile
test edilmistir. Her birey icin GWAS cocukluk c¢agi astim ¢alismasinda rapor edilen
etki biiytikliigii dikkate alinarak alleller risk agisindan puanlanmistir. Tek degiskenli
iligki analizinde kullanilan ayni1 ortak degiskenler gbz 6niinde bulundurularak puanlar
lojistik ve dogrusal regresyon modellerine girilmistir. Mat SpD metodu ile bagimsiz
fenotipler belirlenmistir (URL-22). Bakilan genetik 6zelliklerin farkli dokularda gen
ifadesi (izerine etkilerinin belirlenmesi icin Genotip-Doku ifadesi (GTEx) V6
programi kullanilmistir (GTEx Consortium, 2013) (URL-23).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Genotipleme Sonuclari

Tez ¢aligmasi kapsaminda KASP yontemi kullanilarak, GWAS konfirme (Moffatt vd.,
2010) 7 genetik 6zelligin (IL18R1 rs3771166, HLA-DQ rs9273349, 1L33 rs1342326,
SMAD3 rs744910, GSDMA rs3894194, IL2RB rs2284033, ORMDL3/GSDMB
rs2305480) cocukluk ¢agi astimi ile iliskisi analiz edilmistir. HLA-DQ rs9273349
varyantinin genotipleme isleminde basar1 saglanamamis ve ¢ocukluk ¢agi astimi ile
iliskili RAD50 rs6871536 varyanti ¢alisma kapsamina dahil edilmistir (Bonnelykke
vd., 2014).

Genotipleme analizleri 478 vaka ve 496 kontrol olmak tizere toplamda 974 bireye ait
DNA orneklerine uygulanmig, 920 Ornekte basarili sonuca ulasilmistir (EK B).
Genotipleme islemi sonucunda 7 genetik varyantin tamaminda sonu¢ alinamayan 54
DNA 6rnegi calisma kapsamindan cikarilmistir, Istatistiksel degerlendirmeler 920
bireye ait sonuglar dikkate alinarak gergeklestirilmistir. Tiim varyantlar i¢in ¢alisilan
gruptaki (vaka-kontrol) genotip dagilimi Cizelge 4.1°de, vakalardaki genotip dagilimi

ise Cizelge 4.2°de 6zetlenmistir.

Calismamizda ORMDL3/GSDMB rs2305480, IL18R1 rs3771166, 1L33 rs1342326,
GSDMA 153894194 varyantlar i¢in genotipleme islemi komplementer iplige gore
gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.1. Calisilan grupta genetik 6zelliklerin dagilimi (n=920).

Sonug - . : .
Referans Alinan R'Sk. Diger Risk A_IIeI Diger A.“el Heterezigot
Gen . Alleli/ Allel/ Homozigot | Homozigot
Sekans (rs) Birey Sayisi Sayisi n (%) n (%) n (%)
Sayisi

OC?SMD?/ILB3 / rs2305480 871 Al679 G/1063 131 (%15) 323 (%37) 417(%48)
IL18R1 rs3771166 848 A/481 G/1215 83 (%10) 450 (%53) 315(%37)
IL33 rs1342326 862 C/391 A/1333 45 (%5) 516 (%60) 301(%35)
SMAD3 rs744910 911 A/1089 GI733 325 (%36) 147 (%16) 439(%48)
GSDMA rs3894194 886 A/796 G/976 178 (%20) 268 (%30) 440(%50)
IL2RB rs2284033 868 A/600 G/1136 113 (%13) 381 (%44) 374(%43)
RAD50 rs6871536 896 C/376 T/1416 40 (%4) 560 (%63) 296(%33)
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Cizelge 4.2. Vaka grubunda genetik 6zelliklerin dagilimi (n=443).

Referans i;):l:fl Risk Diger Risk Allel | Diger Allel Heterezigot
Gen Sekans - Alleli/ Allel/ Homozigot | Homozigot g
(rs) Birey Sayisi Sayisi n (%) n (%) n(%)
Sayis1
Ogs'\’t')[,:ﬂfl 152305480 | 420 A28 | G512 | 64(%15) | 156 (%37) | 200 (%48)
IL18R1 | rs3771166 411 A219 G/603 34 (%8) | 226 (%55) | 151 (%37)
IL33 rs1342326 419 C/199 Al639 25 (%6) | 245 (%58) | 149 (%36)
SMAD3 rs744910 439 A/523 G/355 149 (%34) 65 (%15) 225 (%51)
GSDMA | rs3894194 429 AI372 G/486 | 81 (%19) | 138(%32) | 210 (%49)
IL2RB rs2284033 420 A/287 G/553 52 (%12) 185 (%44) 183 (%44)
RAD50 rs6871536 432 C/188 T/676 19 (%4) 263 (%61) 150 (%35)

GWAS calismalarinda ORMDL3/GSDMB rs2305480*A risk alleli olarak rapor
edilmistir (Moffatt vd., 2010) Calisilan grupta bu genetik ozellik igin genotip
dagilimi %15 [AA], %37 [GG] ve %48 [GA] olarak belirlenmistir (Sekil 4.1).

Genotipleme sonuglarinda %95 deneysel basar1 orani saglanmistir.

Total allel dagihm
EG:GEA:ABA:G

-

Sekil 4.1. rs2305480 varyanti allel dagilimi1 ve allel frekanslari.

Vaka allel frekansi

Total allel frekansi

48%

IL18R1rs3771166 [G>A] varyanti i¢in [A] risk alleli olarak bildirilmistir (Moffatt vd.,
2010). Yapilan analizlerde genotip dagilimi %10 [AA], %53 [GG] ve %37 [AG]
hesaplanmis (Sekil 4.2.), deneysel basar1 oran1 %92 olarak belirlenmistir.

Total allel dagilim
EG:GEA:AuG:A

Total allel frekansi Vaka allel frekansi

G mG

37%

L

Sekil 4.2. rs3771166 varyanti allel dagilim1 ve allel frekanslari.

IL33 rs1342326 [A>C] polimorfik bolgesi icin [C] risk alleli olarak rapor edilmistir
(Moffatt vd., 2010). Tlgili varyant icin genotip dagiliminin %60 [AA], %5 [CC], %35
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[AC] oldugu gozlenmistir (Sekil 4.3). Bu genetik o6zellik igin deneysel basari

orani %94 olarak belirlenmistir.

Total allel dagilim
mC:CmA:AmA:C

F

Total allel frekansi Vaka allel frekansi

mC
HA

Sekil 4.3. rs1342326 varyanti allel dagilimi1 ve allel frekanslari.

SMAD3 15744910 [G>A] niikleotit degisiminde [A] risk alleli olarak tanimlanmigtir
(Moffatt vd., 2010). Sonuglara gore [GG], [AA] ve [GA] genotip dagilimi
sirastyla %16, %36, %48 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.4.). Genotipleme
reaksiyonlarindaki en yiiksek basart oram1i %99 ile bu polimorfik varyantta

saglanmustir.

Total allel dagil
- A?: : : GE::G :gé :l:n Total allel frekans: Vaka allel frekans:

o

Sekil 4.4. rs744910 varyant1 allel dagilimi ve allel frekanslart.

GSDMA 153894194 varyantinda [G>A] niikleotit degisiminde [A] risk allelidir
(Moffatt vd., 2010). Analizlerde [GG], [AA] ve [AG] genotiplerinin
sirastyla %20, %30, %50 oranlarinda dagilim gosterdigi gozlenmistir (Sekil 4.5.).

Genotipleme reaksiyonlarinda deneysel basar1 orani %96 olarak belirlenmistir.

Total allel dagilim
EG:GEA:AEA:G

-
E4

Total allel frekansi Vaka allel frekansi

HG
mA

HG
HA

Sekil 4.5. rs3894194 varyant1 allel dagilimi ve allel frekanslari.
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IL2RB rs2284033 [G>A] varyanti i¢in [A] risk alleli olarak tanimlanmigtir (Moffatt
vd., 2010). Analiz edilen grupta [GG], [AA] ve [GA] genotiplerinin dagilimi
strastyla %44, %13, %43 olarak hesaplanmis (Sekil 4.6), deneysel basart oram1 %94

olarak belirlenmistir.

Total allel dagilim

BAABGG HGA Total allel frekansi Vaka allel frekansi

43%

Sekil 4.6. rs2284033 varyanti allel dagilimi1 ve allel frekanslari.

RAD50 rs6871536 varyanti [T>C] niikleotit degisimi i¢in [C] risk allelidir
(Bonnelykke vd., 2014). Analizlerde genotip dagilimi %63 [TT], %4 [CC] ve %33
[TC] olarak tespit edilmis (Sekil 4.7), deney basar1 orani ise %95 olarak belirlenmistir.

Total allel dagilimm Total allel frekansi Vaka allel frekansi
ECCET:TeT:C
r° mC mC
33 mT T

%

Sekil 4.7. rs6871536 varyanti allel dagilimi1 ve allel frekanslari.

Tiirk pediatrik grupta bakilan genetik ozelliklerin dagilimi ve ilgili varyantlarin
GWAS c¢aligmalara ait allel frekanslar1 karsilastirildiginda risk allellerinin
dagiliminda farkliliklar oldugu gozlenmistir (Moffatt vd., 2010; Bgnnelykke vd.,
2014) (Cizelge 4.3). Calisilan grupta, rs2305480*A, rs2284033*A ve rs3771166*A
risk allellerinin daha diistik, rs1342326*C ve rs744910*A allellerinin ise daha yuksek
frekanslarda dagilim gosterdigi tespit edilmistir. rs3894194*A ve rs6871536*C
varyantlar1 her iki ¢alismada yakin frekans degerleri sergilemistir. Bakilan genetik
Ozellikler icin 1000 genom projesinde belirlenen mindr allel frekans (MAF)
degerlerinin farkli popiilasyonlardaki dagilimi (URL-24), bu ¢alismadan elde edilen
allel dagilimlar1 Cizelge 4.4’de karsilastirilmastir.
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Cizelge 4.3. Bakilan genetik 6zelliklerin GWAS c¢alismasindaki ve bu ¢alismaya ait
allel frekanslart.

Bu g:z_lllsmada GWAS
belirlenen

Gen rs 1D Allel ™ Risk T Diger | Risk

alleli allel alleli
Frekansi1 | frekans1 | frekansi
IL33 rs1342326 A>C C=0.23 A=0.77 | C=0.165
ORMDL3/GSDMB | rs2305480 G>A A=0.39 G=0.61 | A=0.453
RAD50 rs6871536 T>C C=0.21 T=0.79 | C=0.191
IL2RB rs2284033 G>A A=0.35 G=0.65 | A=0.419
GSDMA rs3894194 G>A A=0.45 G=0.55 | A=0.446
IL18R1 rs3771166 G>A A=0.28 G=0.62 | A=0.403
SMAD3 rs744910 G>A A=0.60 G=0.40 | A=0.480

Cizelge 4.4. Bakilan genetik 6zelliklerin farkli toplumlardaki MAF degerleri ve bu
calismaya ait allel frekanslar1 (kontrol grubu).

MAF
Bu calismada Dos
Kontrol belirlenen Avrupa osu Afrika
Gen/ Allel rubu Asya
rs ID g 0 Risk Diger
alleli allel
Frekansi | frekansi
IL33 _ _ _ . e -
151342326 A>C n=443 C=0.22 A=0.78 | C=0.165 | C=0.002 | C=0.346
ORMDL3/
GSDMB G>A n=451 A=0.39 G=0.61 | A=0.453 | A=0.261 | A=0.142
rs2305480
RAD50 _ _ _ _ - -
1s6871536 T>C n=464 C=0.20 T=0.80 | C=0.191 | C=0.188 | C=0.332
IL2RB _ _ _ _ — -
152284033 G>A n=448 A=0.35 G=0.65 | A=0.419 | G=0.443 | A=0.355
GSDMA _ _ _ _ _ _
153894194 G>A n=457 A=0.46 G=0.54 | A=0.446 | G=0.460 | A=0.259
IL18R1 G>A n=437 A=0.30 G=0.70 | A=0.403 | A=0.125 | G=0.329
rs3771166 - e - e e e
SMAD3 _ _ _ _ _ _
1s744910 G>A n=472 A=0.60 G=0.40 | G=0.480 | A=0.405 | A=0.309

4.2 Genotipleme Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Bu caligmada ISAAC Faz II anketi ile olusturulan Tiirk pediatrik (n=920) grupta
bakilan genetik Ozelliklerin astim ve endotipleri ile iligkisi farkli biyoinformatik
analizler kullanilarak degerlendirilmistir. Bu kapsamda her bir genetik 6zelligin
hastalik etiyolojisindeki roliinii belirlemek amaciyla tek gen-fenotip iliski analizi, allel
kombinasyonlarinin fenotip {lizerine kombine etkisinin aydinlatilabilmesi i¢in PRS

analizi kullanmilmistir. Belirli bir genetik ozellige ait tam fenotip spektrumunun
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belirlenmesi icin Phenome-Wide Association (PheWAS) analizi uygulanmistir.
Genetik 6zelliklerin farkli dokularda gen ifadesi tizerine etkisi Genotip-Doku Ifadesi

(Genotype-Tisue Expression) ile ilgili veri bankasi kullanilarak belirlenmistir.

Turk pediatrik grupta genotipleme verileri, 6rneklem grubuna ait biyokimyasal
parametreler (Cizelge 3.2), klinik bulgular (Cizelge 3.3), akciger provokasyon testleri
(Cizelge 3.4) ve alerjik parametrelere (Cizelge 3.5) iliskin 114 farkli karakteristiklerle
bir arada degerlendirilmistir. Yapilan tek varyant iliski analizi ile elde edilen sonuglara
gore RADS50 rs6871536, IL2RB rs2284033, ORMDL3/GSDMB rs2305480
varyantlarmin astim ve iligkili fenotipler i¢in risk faktorii oldugu belirlenmistir. Tek-

varyant iliski analiz sonuglar1 Cizelge 4.5’de 6zetlenmistir.

RADS50 rs6871536*C varyantini tastyan ¢ocuklarda tasimayanlara kiyasla bronsit (OR
=1.52, p = 1.01x10%) ve hiriltil1 astim gelistirme riskinin (OR = 1.94, p = 3.18x107%)
daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Tek varyant analiz sonuglart.

Risk Faktori Fenotip Beta?/ ORP P degeri
Bronsit 1.52° 1.01x1073

RAD50 rs6871536*C
Hiriltili astim 1.94° 3.18x10°%
GSDMA rs3894194*A Iliski yok 4.87x10° 2.66x10°
1L33 rs1342326*C Iliski yok 1.36 9.15x10°
IL2RB rs2284033*A Siddetli hirilti 0.58 1.73x10*
SMAD3 rs744910*A Mliski yok 1.22 4.40%x107
IL18R1 rs3771166*A Mliski yok 0.80 4.32x10%
ORMDL3/GSDMB rs2305480*A Egzema 1.45 3.32x10°8

Benzer sekilde, IL2RB rs2284033*A allelini tasiyan ¢ocuklarda, tasimayanlara gore
astimin en Onemli karakteristigi olan hiriltili solunum riskinin ve siddetinin yiiksek

oldugu tespit edilmistir (OR = 0.58, p =0.0001732).

ORMDL3/GSDMB rs2305480*A varyantt GWAS ¢alismalarinda gocukluk ¢agi astimi
ile dnemli derecede iligkili bulunmustur (Moffat vd., 2010). Bu ¢aligmada tek varyant
iliski analizi ile ORMDL3/GSDMB rs2305480*A alleli tasiyan bireylerde egzama
gelistirme riskinin daha yiiksek oldugu (OR = 1.45, p = 3.32x107) tespit edilmistir.
Tek varyant-iliski analizinde diger dort genetik Ozelligin calisilan popiilasyonda

hastalik fenotipi ile iligkisi saptanamamustir.
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Tam fenotipik spektrumun belirlenmesi amaciyla Turk pediatrik grupta uygulanan
PheWAS analizinde, IL2RB rs2284033*A, RAD50 rs6871536*C, SMAD3
rs744910*A, 1L18R1 rs3771166*A, ORMDL3/GSDMB rs2305480*A ve GSDMA
rs3894194*A varyantlari ile 44 farkli astim fenotip/endotipleri arasinda iliski (p>0.05)
oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.6). En guclu genotip-fenotip iligkisi GSDMA
rs3894194 varyanti i¢in belirlenmistir. Bu genetik 06zelligin atlara karsi atopik
durumun gelismesi, fleksuar dermatit, alerjik bronsit ve serum IgE seviyesi gibi 12
farkli alerjik fenotiple iliskili oldugu tespit edilmis, bu allelin astim-bronsit riskini
artirdigl saptanmistir. IL2RB rs2284033*A varyantt PheWAS analizinde igersinde
egzema ve hirilt1 fenotipinin de yer aldig1 7 farkli fenotiple daha iliskilendirilmistir.
Benzer sekilde RAD50 rs6871536*C varyantinin PheWAS analizinde hirilt1 ve bronsit
fenotiplerini de igeren 8 farkli astim fenotipi ile iliskisi belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore 1L18R1 rs3771166*A alleli hiriltt ve egzama dahil 4 farkli endotiple,
ORMDL3/GSDMB rs2305480*A alleli ise rinit siddeti ve serum IgE diizeyi dahil 7
farkl fenotiple iligkili bulunmustur. SMAD3 rs744910* A varyant1 cocukluk ¢ag1 astim
karakteristiklerinden olan eozinofil sayisi, hirilt, egzema ve astim-bronsit
fenotiplerininde dahil oldugu 6 fenotipik 6zellikle iliskilendirilmistir (Cizelge 4.6).
Genetik Ozelliklerden IL33 rs1342326 varyantinin ise PheWAS analizinde herhangi

bir astim fenotipi ile iligkisi saptanamamustir.

Genetik 6zelliklerin kombine etkisini belirlemek amaciyla yapilan PRS analizi bakilan
genetik ozelliklerden RAD50 rs6871536 ve IL2RB rs2284033 arasinda etkilesim
oldugunu, bu varyantlardan rs6871536*C ve rs2284033*A allel kombinasyonunun
siddetli hirilt1 riskini artirdigini (p = 0.000903) ortaya koymustur. Diger bes varyantin

kombine etkisine iliskin 6nemli bir sonuca ulasilmamistir.
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Cizelge 4.6. Tirk pediatrik grupta PheWAS analizinde astim etiyolojisi ile
iliskilendirilen genetik 6zellikler.

SNP EI'IZ'I‘i ISAAC Fenotipi Skgru P-degeri
Yasam boyu bronsit 3.01| 2.66E-03

En az bir kez astim-bronsit 2.98| 2.88E-03

IL2RB En az bir kez hirilt1 ve astim* 2.95| 3.18E-03
rs2284033 | A Egzama® 2.94| 3.32E-03
Olea atopi (Prick deri testi) 2.91| 3.58E-03

Mutlak lenfosit sayisi —2.85| 4.59E-03

Serum IgE seviyesi —2.84| 4.62E-03

Serum IgE seviyesi —2.82| 4.97E-03

% Naotrofil —2.77| 5.70E-03

ORMDL3/ Hirilt1 siddeti —2.70| 7.02E-03
GSDMB A En az bir kez astim 2.67| 7.61E-03
rs2305480 % FEV120** 2.63| 8.68E-03
% Eozinofil —2.62| 9.10E-03

Rinit siddeti 2.55| 1.09E-02

At atopi 2.40| 1.62E-02

En az bir kez astim 2.39| 1.69E-02

En az iki kez alerjik bronsit 2.38| 1.72E-02

Yasam boyu egzama 2.38] 1.73E-02

Yagam boyu astim 2.38] 1.77E-02

GSDMA A En az bir kez astim, astim-bronsit, alerjik bronsit, bronsit 2.37| 1.77E-02
rs3894194 Serum IgE seviyesi —2.36| 1.84E-02
Tam kan sayimi; HCT (hematokrit) —2.36| 1.86E-02

Astim, astim-bronsit veya alerjik bronsit —2.33]| 1.98E-02

% MEF240** —2.29| 2.21E-02

Fleksural dermatit —2.29| 2.23E-02

% FEV480** 2.29| 2.26E-02

En az bir kez alerjik bronsit 2.15| 3.20E-02

Fleksural dermatitli akut egzama 2.14| 3.20E-02

% FEV60** 2.15| 3.21E-02

RADS50 c Hirilt1 ve BHR pozitif * —2.14| 3.28E-02
rs6871536 Rinokonjonktivit —2.11| 3.49E-02
Mutlak nétrofil sayist —2.11] 3.53E-02

En az bir kez alerjik bronsit —2.10| 3.61E-02

>4 % Eozinofil 2.09| 3.71E-02

Astim, astim-bronsit veya alerjik bronsit —2.05| 4.02E-02

% Lenfosit —2.03| 4.26E-02

SMAD3 A Hinlt1 ve Egzama 2.02| 4.32E-02
rs744910 Hirilt1 ve Alerjik Rinit 2.02| 4.33E-02
Mutlak eozinofil sayisi —2.02| 4.36E-02

% Eozinofil —2.02| 4.39E-02

Olea atopi (Prick deri testi) 2.91] 3.60E-02

IL18R1 A Hinlt1 ve Egzema -2.02| 4.32E-02
rs3771166 % Eozinofil 2.61] 9.10E-02
Hirilt1 ve Alerjik Rinit -2.02| 4.33E-02

*Son 12 ay; **Saglikli bireylere kiyasla

Genotip-Doku Ifadesi (Genotype-Tissue Expression) analizi ile ¢alisma kapsamindaki
genetik ozelliklerin kan, fibroblast, lenfosit, akciger gibi toplam 48 farkli dokuda gen
ifadesi tlizerine etkisi arastirilmis ve bakilan 6zelliklerden sadece 1L33 rs1342326

varyantinin gen ifade diizeyi ile iliskili olmadig1 gozlenmistir. Doku spesifik eQTL
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(single-tissue eQTL) analizi sonuglarina gore arasgtirma kapsamindaki 6 genetik
ozelligin genom ¢ap1 6neme sahip eQTL oldugu belirlenmis ve toplam 237 eQTL ile
iliski saptanmustir (FDR, q < 0.05; Ek C).

Giglii eQTL iliskisinin belirlendigi ORMDL3/GSDMB rs2305480 varyantinin kan
(NES = -0.3, P = 7.1x10°*) ve akciger dokusunda (NES = -0.18, P = 5.7x10%)
GSDMB gen ifadesini 6nemli derecede etkiledigi gozlenmistir (Sekil 4.8). Ayrica,
coklu-doku (multi-tissue) eQTL analizinde bu varyantin %90’dan biiyiik sonsal
(posterior) olasilikla dalak, EBV-transforme lenfositler, ince bagirsak, midede
GSDMB gen ifadesini 6nemli derecede etkiledigi gozlenmistir. Bu genetik 6zelligin
toplam 22 dokuda, 17 farkli genin reglilasyonunda 6nemli oldugu saptanmistir (Ek C).
Benzer eQTL paterni ORMDL3/GSDMB 1s2305480 ile yakin konumlanmis (LD r? =
0.39; uzaklik 60kb) olan GSDMA rs3894194 igin belirlenmistir ve her iki genetik
Ozelligin, astim patogenezi ile iliskili 2 6nemli dokuda (kan, akciger) toplam 9 genin
ifadesini etkiledigi tespit edilmistir (EK C). Astimla iliskili kan ve akciger dokusunda
eQTL analiz sonuglart SMAD3 15744910 varyantinin kanda AAGAB gen
regllasyonunda (NES = 0.1, P = 4.9x107; Sekil 4.8) énemli oldugunu, benzer sekilde,
IL2RB rs2284033 varyantinin akcigerde ELFN2 gen ifadesini etkiledigini (NES =
0.15, P = 4.6x107°; Sekil 4.8) ortaya koymustur. Varyasyonlarm astimla iliskili kan ve
akciger dokusundaki 6nemli eQTL’leri Sekil 4.8°de gdsterilmistir.

Genetik oOzelliklerden RAD50 rs6871536 varyantinin yapilan GTEx analizinde farkli
dokularda gen ifadesini etkiledigi belirlenmistir. Ancak gen ifadesinin etkilendigi

dokular arasinda astimla iligkili 6ncelikli dokular yer almamaktadir (Ek C).
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Sekil 4.8. Kan ve akciger dokusunda 6nemli eQTL ler.

lliskilendirme calismalarinda ¢alisilan genetik dzelliklerin hastalikla iliskisi genis veri
tabanlarinin kullanilmasi ile daha dogru bir sekilde belirlenebilmektedir. Calisma
kapsamina alinan genetik Ozellikler i¢in tam fenotipik spektrumun belirlenmesi
amaciyla, 4.083 fenotip ve 361.194 bireye ait GWAS bilgisinin yer aldigi Buyik
Britanya Biyobank verileri PheWAS kullanilarak analiz edilmis ve bu kapsamda 92
farkli asttm fenotipi ile iliski (Bonferoni multiple test correction: p <7.65x107)
gozlenmistir (EK D). UK Biyobank verileri kullanilarak yapilan analizlerde immdin
sistem hdcrelerinin kan plazma seviyeleri ile genetik 6zellikler arasinda iliskinin
bulunmasi dikkat ¢ekmektedir (Cizelge 4.7). Bu grupta PheWAS analizinin 6nemli
sonuglarindan bir digeri ise belirli genetik Ozelliklerin astim tedavisinde kullanilan

ilaglara yanitta 6nemli olabilecegine iliskin verilerin elde edilmesidir (EK D).

Turk pediatrik grup (Cizelge 4.6) ve UK Biyobank verilerinin (Ek D) PheWAS
sonuglari karsilastirildiginda bazi genetik 6zellikler i¢in ¢alisma popiilasyonuna goére

degisen sonuglar elde edilmistir.
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Cizelge 4.7. UK Biyobank PheWAS sonuglari; astim ve kanda immiin sistem hiicre
diizeyi ile genetik ozellikler arasinda belirlenen iliski.

Gen rs Risk | Diger Fenotip Beta P degeri
alleli | allel
Doktor tanili astim -1.05E-02 | 6.45E-42
IL18R1 rs3771166 A G % Eozinofil -7.45E-02 | 2.08E-202
Eozinofil sayisi -4,95E-02 | 3.35E-164
Doktor tanili astim 1.03E-02 | 5.92E-27
RAD50 rs6871536 C T % Eozinofil 8.13E-02 | 3.63E-158
Eozinofil sayis1 5.58E-02 | 1.92E-136
Doktor tanili astim 1.54E-02 | 6.57E-52
IL33 rs1342326 C A % Eozinofil 9.75E-02 | 7.75E-203
Eozinofil sayis1 6.25E-02 | 2.76E-153
Doktor tanili astim -5.21E-03 | 4.75E-12
SMAD3 | rs744910 | A G Eozinofil sayisi _1.53E-02 | 4.18E-18
Doktor tanili astim 8.71E-03 | 9.56E-31
Notrofil sayisi 7.15E-02 | 4.26E-197
% Notrofil 4.52E-02 | 4.44E-80
GSDMA | rs3894194 A G % Monosit -4.25E-02 | 7.36E-75
Beyaz kan hilcresi 6.66E-02 | 8.53E-171
(16kosit) sayist
Eozinofil sayisi 1.03E-02 | 6.49E-09
Notrofil sayist -6.21E-02 | 5.20E-15
ORMO | rs2308480 | A | & Bfi}alfo';i')‘ sha‘;‘:lzs' 5.93E-02 | 9.37E-137
% Monosit 3.92E-02 | 2.24E-64
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5. TARTISMA ve SONUC

Astim ve diger kompleks hastaliklar sadece bireysel degil, olusturdugu saglik yiikii
nedeniyle toplumsal bir etkiye de sahiptir. Kompleks hastaliklar biiyiik 6l¢iide gen-
gen, gen-cevre etkilesimi ile sekillenmektedir. Bu nedenle toplumlarin genetik yapisi
ve benimsenen yasam bigimi belirli bir hastaligin popiilasyondaki yayginligini 6nemli

derecede etkilemektedir.

Kompleks hastaliklarin 6nlenebilir niteligi dikkate alindiginda hastaliklarla iligkili risk
faktorlerinin belirlenmesi énem arz etmektedir. Bu risk faktorleri arasinda genetik
yatkinliklarimizin rolii géz ardi edilmeyecek kadar biiyiiktiir. Belirli bir kompleks
hastalikla iligkilendirilen genetik riskler bireysel yatkinliklarin temelini olusturabildigi
gibi, risk allellerinin popiilasyonlara gore degisen frekansi toplumda kompleks
hastalik yiikiinii belirleyen o6nemli faktorlerdendir. Genetik risk faktorlerinin
belirlenmesinde en etkin yaklasimlardan biri olan GWAS caligsmalar1 milyonlarca
genetik Ozelligin analizine olanak saglamakta, gen-hastalik iliskisinde gilivenilir
sonuglar ortaya koymaktadir. Yiiksek maliyeti nedeniyle Tiirk astim hastalarinda
bugiine kadar yapilmis bir GWAS ¢alismas: bulunmamaktadir. Ayrica, Ulkemizde
yapilan ve astim genetigini konu alan arastirmalar ¢ogunlukla klinige basvuran
yetigkin astim hastalarinda ve sinirli sayida 6rneklem kullanilarak gerceklestirilmistir
(Bora vd. 2012). Ulkemizde ¢ocukluk ¢ag1 astimi ile ilgili genetik arastirmalar da
oldukca sinirhidir (Karaca vd., 2016a, b,). Bu arastirmada, Tiirkiye’nin bes farkli
bolgesinden toplanan ve popiilasyonu temsil edecek sekilde olusturulan Tiirk pediatrik
astim hastalarina ait ornekler kullanilmistir. Genetik risk faktorlerinin se¢ilmesinde
Moftat ve arkadaslar1 tarafindan yapilan cocukluk c¢agi astim ile iligkili en kapsamli
GWAS c¢alismasi temel alinmig (Moffatt vd., 2010; Bonnelykke vd., 2014) ve 10 farkli
Avrupa populasyonuna ait drneklem grubunda gocukluk ¢agi astimu ile iliskili oldugu
rapor edilen genom cap1 dneme sahip (genome wide significance) genetik 6zellikler
arastirma kapsamina alinmistir. Tirk astim hastalarinda popiilasyon temelli
calismalarin sinirli olmasi, bu galismay1 elde edilen sonuglarin literatiire katacagi

bilgileri bakimindan degerli kilmaktadir.

Calisma kapsaminda ii¢ farkli veritabani; 1) Tiirk cocuklarda astim ve alerjik
hastaliklarin arastirilmasi amaciyla olusturulan ve ISAAC faz II anketi kapsaminda

degerlendirilen 920 bireye ait 114 fenotipik 6zelligin yer aldig1 veri bankasu, ii) elde
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edilen sonuglarin dogrulanmasi i¢in rastgele popiilasyon karakteristiklerini iceren
oldukga genis UK Biyobank bilgi arsivi, iii) GTEx, genetik 6zelliklerin gen ifadesi
tizerine  etkisinin  belirlenebilecegi  veri  seti  kullamilmustir. ~ Verilerin
degerlendirilmesinde; 1) her bir genetik Ozelligin belirli bir fenotiple iliskisinin
belirlenmesi amaciyla “tek varyant-iliski analizi”, ii) belirli bir hastalik fenotipinin
gelismesinde gen-gen etkilesiminin (sinerjik etki; poligenik etki) belirlenmesi icin
“’Poligenik Risk Skoru analizi’’, iii) bir genetik 6zelligin birden fazla fenotiple
iliskisini aydinlatmak amaciyla ’PheWAS analizi’’, iv) genetik 6zelliklerin farkli
dokularda gen regiilasyonundaki roliiniin belirlenmesi i¢in “°GTEX’’ analizi olmak

tizere baslica dort farkli analiz yontemi kullanilmistir.

Turk pediatrik grup ve UK biyobank verilerinin PheWAS analizinden elde etmis
oldugumuz genotip-fenotip iliskilerine yoOnelik sonuglari karsilastirdigimizda
sonuglarin uyumlu oldugu, ancak UK biyobank verilerine iliskin ¢ok daha genis bir
fenotipik spektrumun elde edildigi gézlenmistir. Bu fark iliskilendirme ¢alismalarinda
orneklem biiytikliigliniin onemini gostermektedir. Phe WAS analizi ile elde ettigimiz
sonuclar astim fenotipleri ile iligkili secilen lokuslarin immiin sistem regiilasyonunda
onemli oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgular immiin sistem degisikligini tetikleyen
mekanizmalarin, ¢ocukluk ¢agi astiminin farkli fenotipleri i¢in ortak patolojik yolak

olduguna isaret etmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda, genetik 6zelliklerle iliskilendirilen fenotiplerin biiyiik 6l¢iide
gen regiilasyonundaki degisikliklere bagl olarak ortaya ¢iktigin1 gdsteren sonuglara
ulagilmistir. GWAS caligmalart kompleks hastaliklarla iligkili oldugu diisiiniilen
binlerce genetik Ozelligin aydinlatilmasinda etkin bir yaklagimdir. Ancak, genetik
temeli ¢ok giiclii olan hastaliklarda (diyabet, astim, sizofreni, obezite gibi) bile
polimorfik varyantlarin fenotipik 6zelliklerin ¢ok kiiciik bir kismindan sorumlu oldugu
bilinmektedir (Visscher vd., 2012). “Eksik kalitim” olarak tanimlanan bu durum,
caligma kapsamindaki risk allel frekansinin vaka ve kontrol grubundaki dagiliminin
birbirine yakin degerler olmasini1 da agiklamakta ve GWAS ile belirlenen polimorfik
varyantlarin ¢ogunlukla iligkili oldugu fenotip icin “nedensel” varyant olmamasindan

kaynaklanmaktadir.

GWAS varyantlar1 belirli bir fenotiple iligkili “nedensel” varyantlarla LD’de

(Baglant1 dengesizligi-linkage disequilibrium) olmalar1 bakimindan degerlidirler
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(Visscher vd., 2012). Ozellikle intergenik ve intronik GWAS varyantlarinin gen
regiilasyonu gibi farkli mekanizmalar {izerinden etkili oldugu kabul edilmektedir (Yao
vd., 2017). Dolayistyla, belirli hastalik fenotipi ile iliskilendirilen intergenik veya
intronik  varyantlar aslinda genetik ve epigenetik regiilasyonun hastalik
etiyolojisindeki Onemine isaret etmektedir. Ayrica, bu bolgelerin regiilator RNA
olusumuna aracilik etmesi de goz ardi edilmemesi gereken bir durumdur. Calisma
kapsamina alinan genetik 6zelliklerin kromozomal lokalizasyonlarina bakildiginda
ikisi (ORMDL3/GSDMB rs2305480 ve GSDMA rs3894194) hari¢ diger varyantlarin
intronik bolgede konumlandig: goriilmektedir. Ancak GTEx analizi ile elde ettigimiz
sonuclar bu genetik 6zelliklerin bir¢ok dokuda farkli genlerin ifadesini etkiledigini ve

transkripsiyonel regiilasyonda 6nemli olabilecegini gostermektedir.

Turk pediatrik grupta tek varyant analizi ile elde edilen sonuglar RAD50 rs6871536*C
varyantini tagtyan bireylerde, bronsit ve hiriltili astim gelisme riskinin tagimayanlara
gore daha yiliksek oldugunu gostermistir. Ayn1 6rneklem grubuna ISAAC verileri
kullanilarak gergeklestirilen PheWAS analizinde ilgili varyant ve farkli astim
komorbiditeleri (alerjik bronsit, fleksuar dermatitli akut egzema, rinokonjonktivit) ile
yuksek eozinofil yiizdesi, hirilt1 ve pozitif BHR arasinda iliski oldugu belirlenmistir.
UK biyobank verileri kullanilarak yapilan PheWAS analizinde ise, astim ve alerji ile
iligkili bir¢ok fenotipin (eozinofil sayis1/ ylizdesi, notrofil yiizdesi, hirilti, astim tanisi,
saman nezlesi, alerjik rinit ve egzama gibi) bu genetik o6zellik ile iliskili oldugu
saptanmistir (EK D). Her iki grupta (farkli popiilasyon) RAD50 rs6871536*C allelinin
astimin en 6nemli klinik semptomlarindan biri olan hirilti fenotipi ile iligkisi dikkat
cekmektedir. Bu durum ilgili genin astim patolojisi ve hirilt1 fenotipi ile iligkili ortak

bir metabolik yolakta fonksiyon gosterebilecegini diisiindiirmektedir.

PheWAS analizinin 6nemli sonuglarindan biri eozinofil sayisidir. Bu klinik 6zellik
astim tanisinda kullanilan 6nemli belirteclerden biridir. Eozinofiller mikroorganizmal
enfeksiyonlarda, alerjik reaksiyonlarda, atopik dermatit, alerjik rinit, egzema ve astim
gibi patolojik durumlarda gorev almaktadirlar (Furuta vd., 2014). RADS0
rs6871536*C varyanti ile alerjik astim komorbiditeleri ve eozinofil sayisi, arasinda
gozlenen iligki ilgili genin eozinofillerin katildigi immiin yanit mekanizmalarinda
dogrudan veya dolayli rol alabilecegine isaret etmektedir. RADS50 rs6871536

varyantinin 1.173 vaka ve 2.511 kontrolden olusan Danimarka popiilasyonunda
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124.514 SNP’nin analiz edildigi GWAS c¢alismasinda astim ile iligkili oldugu
bildirilmis (Bonnelykke vd., 2014), baz1 astim endotipleri ile iliskisi ilk kez bu
calismada belirlenmistir. Ayrica 473 vaka 1.892 kontrol bireyinden olusan bir GWAS
calismasinda aralarinda bu varyantinda yer aldigit RAD50 geninin intronik bolgedeki
ic varyanti (rs2244012, rs6871536, rs2897443) yiiksek oranda astim ve serum IgE
seviyesi ile iligkili bulunmustur (Li vd., 2010). Cin popiilasyonunda yapilan
replikasyon calismasinda RADS50 rs6871536 varyantinin astim ile iligkili oldugu ve
yine Cin popiilasyonunda atopik astimda rolii oldugu rapor edilmistir (Chen vd., 2015;
Li vd., 2016). Literatirde RAD50 varyantlarinin astim, IgE seviyesi ve egzama ile
iliskili oldugunu gosteren galismalar da mevcuttur (Weidinger vd., 2008; Kantor vd.,
2013). RAD50 rs6871536*C varyant1 ile eozinofil sayisi/ yiizdesi, notrofil yiizdesi,
hirilti, saman nezlesi, alerjik rinit, bronsit, alerjik bronsit gibi farkli astim endotipleri

arasindaki iligki ise ilk kez bu ¢aligmada ortaya konmustur.

Pek cok dokuda ifade edilen RAD50 geni gift zincirli DNA kiriklariin tamirinde aktif
olarak gorev almakta ve hiicre dongiisii kontroliinde rol oynamaktadir (Li vd., 2016).
Bunun yani sira RAD50 genindeki polimorfik varyantlarin atopik dermatit, alerjik rinit
ve astim gibi alerjik hastaliklarin patogenezinde etkili olmasi genin immiinojik
proseslerde 6nemine isaret etmektedir (Ober ve Hoffjan, 2006). RAD50 geninin
immiin yanitta aktif gorev alan IL4, IL5, IL13 sitokin sentezinden sorumlu genlerle
birlikte 5931 kromozom bdlgesinin “Th2 sitokin lokusunda’” yerlesim gosterdigi ve
bu lokus tlizerinde bulunan genlerin Th2 lokus kontrol bolgesi (Th2 LCR) tarafindan
diizenlendigi bilinmektedir. RAD50 geninin 3’ dizileri Th2 LCR bolgesinde
lokalizedir (Lee vd., 2003; Koh vd., 2010). Bu nedenle RAD50 varyasyonlarinin bu
sitokinlerin regulasyonunu etkileyerek inflamasyonda, astim ve alerjik hastaliklarin
gelisiminde etkili oldugu diistiniilmektedir (Li vd., 2010; Kantor vd., 2013; Nie vd.,
2013; Bonnelykke vd., 2014; Li vd., 2016). Bu ¢alismada risk allellerinin gen ifade
dizeyine etkisinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen GTEx analizi ile RAD50
rs6871536*C varyantinin gen ifade diizeyini diisiirdiigii belirlenmistir. Ancak
etkilenen dokular arasinda astim patogenezi ile iligkili dokular (kan, akciger) yer
almamaktadir (Ek C). Bu durum RADS50 rs6871536*C varyant1 ile astim fenotipleri
arasinda, ¢alisma kapsaminda belirlenmis olan iliskinin proteinin islevi ile ilgili

olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle, RAD50 geninin 3’ dizilerinin Th2 LCR
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bolgesinde lokalizasyonu ve inflamasyonda rol alan sitokinlerin regilasyonuna

katilmas1 bu fikri giiclendirmektedir.

Pek cok dokuda ifade edilen RAD50’nin yukarida da belirtilen gorev ve fonksiyonlari
dikkate alindiginda gen ifadesinde meydana gelen azalmanin hiicresel hasarin
kontrolinde ve immiinitenin diizenlenmesinde olumsuz etki olusturabilecegi

distintiilmektedir.

Caligma kapsaminda astim ile 6nemli derecede iliski gosteren genetik 6zelliklerden bir
digeri de IL2RB rs2284033*A varyantidir. GWAS c¢alismasinda ilk kez astim gelisimi
ile iliskilendirilen (Moffatt vd., 2010) bu genetik varyantin literatiirde astim
patogenezindeki etkisini arastiran farkli caligmalara rastlanmamaktadir. Ancak yeterli
veri bulunmamakla birlikte hicrede IL2R/IL2 ligand seviyesinin astim gelisiminde
onemli bir role sahip oldugu ongoériilmekte (Doganci vd., 2008; Zhang vd.., 2012;
Moffatt vd., 2010) ve astim icin yeni bir biyobelirtec adayr olabilecegi
diisiiniilmektedir (Doganci vd., 2008).

Turk pediatrik gruba uygulanan PheWAS ve tek varyant-iliski analizi ile IL2RB
rs2284033*A risk allellinin astimin en dnemli karakteristiklerinden olan hirilti fenotipi
ile iligkili oldugu ilk kez bu ¢alismada belirlenmistir. Cogu zaman alerjik nedenlerle
gelisen cocukluk cagi astiminda hiriltt semptomu en yaygin goriilen fenotiptir (Brand
vd., 2008). Cocuklarda anatomik olarak hava yollarmin dar olmasi ve alerjenle
uyarildiginda T hiicre proliferasyonun artmasi astim semptomlarinin ortaya ¢ikmasina
yol agmaktadir (Mutlu ve Balci, 2010). T hiicrelerinin antijenle uyarilmasi IL2R gen
ifadesini ve IL2 sitokin iiretimini artirmakta, bu aymi zamanda sitokin-reseptor
etkilesimi ile T hiicre proliferasyonunun artmasmi tetiklemektedir (Anderton ve
Wraith, 2002; Abbas ve Lichtman, 2005). IL2R geninde yer alan ve IL2R gen ifadesini,
IL2 sitokin-reseptor afinitesini degistirebilecek fonksiyonel varyasyonlarin T hiicre
aktivitesi veya T hiicre proliferasyonu iizerine etkili olarak astimin gelismesinde,
seyrinde ve siddetinde rol olabilecegi varsayilmaktadir (Zhang vd.., 2012; Moffatt vd.,
2010). Turk pediatrik gruba ait PheWAS analizi sonuglarinda ilgili varyantin lenfosit
sayist ile iligkili bulunmasi bu varsayimi desteklemektedir. Ayrica, ilk kez bu
calismada IL2RB rs2284033*A varyantinin pediatrik astimda serum IgE seviyesi ile
iliskili oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.6).
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Alerjik astimda uyarana 6zgii IgE salinim1 meydana gelmekte, astim ataklari sirasinda
ve astim siddeti arttiginda IgE seviyesi artmaktadir (Barrett ve Austen, 2009).
Cocukluk ¢ag1 astiminin yaklasik %70-80°1 alerjik astim endotipi olustururken yiiksek
IgE seviyesi, tekrarlayan hiriltt ve eozinofil artis1 bu endotipin tani belirteglerindendir
(TTD, 2014). IL2RB rs2284033*A varyantinin hem serum IgE diizeyi hemde eozinofil
sayist ve tekrarlayan hirilti fenotipi ile iligkili bulunmasi bu varyantin alerjik astim
endotipinin gelismesine neden olan molekiiler yolaklarda rolii olabilecegine isaret

etmektedir.

UK Biyobank verilerinin PheWAS analizi IL2RB rs2284033*A varyantinin eozinofil
miktar1 ve yiizdesi ile iligskili oldugunu ortaya koymustur. Eozinofiller astim
patogenezinde gorev alan 6nemli efektor hiicrelerdir. Eozinofil sayisinin yiikseldigi
durumlar genellikle alerjik astim, ¢ocukluk ¢ag1 astimi ve agir astimda goriilmektedir
(TTD, 2016). Eozinofil miktarinin astim ataklar1 sirasinda arttigin1 gésteren (Shields
vd., 1999) ve yine hiriltili solunumun astim atagi sirasinda siddetlendigini rapor eden
(Castro-Rodriguez vd., 2016) ¢alismalari dikkate aldigimizda bu ¢alismada elde edilen
sonuclar (rs2284033 varyantinin hirilti fenotipi ve eozinofil miktar1 ile iliskili
bulunmasi) IL2RB geninin astim ataginda roli olabilecegini diisiindiirmektedir. Her
iki gruba ait PheWAS verileri birbirini destekler nitelikte olup IL2RB rs2284033*A
varyantinin alerjik astim, astim ataklar1 ve astim siddeti ile iligkisinin varligina isaret

etmektedir.

GTEx analizi sonuglar1 bu varyantin astimla iligkili dokulardan akcigerlerde ELFN2
gen ifadesini etkiledigini gostermektedir. ELFN2 geni DNA hipometilasyon geni
olarak tanimlanmaktadir (Liu vd., 2008). Genin 91 farkli dokuda ifade edildigi bilinse
de literatiirde detayl1 bir calisma mevcut degildir. Astimla ilgili yapilan ¢aligmalarda
bircok genin yiksek duzeyde regllasyonunun ilgili genlerin hipometilasyonu ile
iliskilendirildigi ve bunun astim etiyolojisinde 6nemli oldugu bilinmektedir (Zhang
vd., 2018), ancak bu bilgi IL2RB varyantinin EFLN2 gen ifadesi ile iligkisini ve
astimdaki roliinii agiklamakta oldukc¢a yetersiz kalmakta ve daha ileri arastirmalara

ihtiyag oldugunu gOstermektedir.

Kompleks hastaliklarda tek bir gen veya tek bir ¢evresel faktor hastalik fenotipinin
olugmast icin yeterli degildir. Genellikle belirli bir ¢evresel etmene uzun siire maruz

kalma ve birgok genetik Ozelligin ortaya c¢ikardigi yatkinliklar hastalik gelisimini

59



tetiklemektedir. Calismamizda 7 farkli genetik 6zelligin hastalik gelisimine kiimiilatif
etkisinin (poligenik etki) belirlenmesi i¢in PRS analizi yapilmistir. Sonuglar RAD50
rs6871536*C ve IL2RB rs2284033*A varyantlarinin kombine etki ortaya ¢ikardigini
ve her iki risk allelini tasiyan bireylerde hirilti ile uyanma riskinin tek alleli tagiyan
bireylere gore daha yiksek oldugunu gostermistir (p = 0.000903). RAD50 geni Th2-
sitokin lokusunda lokalize bir gendir ve immiin yanitta 6nemli T hiicre aktivasyonunda
rol oynayan sitokinlerin ifadesinde regiilator olarak gorev aldigi bilinmektedir (Lee
vd., 2003; Koh vd., 2010). Arastirmalar IL2RB geninin de T hicre aktivasyonu ve
proliferasyonunda rol aldigina isaret etmektedir (Anderton ve Wraith, 2002; Abbas ve
Lichtman, 2005). Turk pediatrik grupta RAD50 rs6871536*C ve IL2RB rs2284033*A
varyantlarimin hirilti  fenotipiyle iliskilendirilmesi ve her iki genin T hiicre
aktivasyonunda rol oynamasi sinerjik etki olasiligini ylkseltmektedir. IL2RB ve
RADS0 arasinda saptanan gen-gen etkilesimi ve bunun astimin 6nemli bir semptomu

olan hirilt1 fenotipi ile iliskisi ilk kez bu ¢alisma ile literatiire kazandirilacaktir.

Tek varyant-fenotip iliski analizinin 6nemli sonuglarindan biri ORMDL3/GSDMB

rs2305480*A varyantinin egzema ile iliskili bulunmasidir. Bu bulguya Tiirk pediatrik
grubunun ve UK Biyobank verilerinin PheWAS analizinde de rastlamaktayiz. Yapilan
caligmalarda ORMDL3/GSDMB rs2305480 varyanti ¢ocukluk ¢agi astimi ile 6nemli
derecede iliskilendirilmistir (Moffatt vd., 2010). Lokusun astima eslik eden egzema
fenotipi ile iliskisi ise yeni bulgudur. Atopik egzama gevresel ve genetik faktorlere
bagli olugan astim komorbiditelerinden biridir (Cork vd., 2006). Seramid seviyelerinde
azalma, endojen proteolitik enzimlerin seviyelerinde artma ve transepidermal su kaybi
gelismesi gibi ¢ok sayida cilt bariyer fonksiyonu ile iliskili degisiklikler egzema igin
karakteristiktir (Cork vd., 2006). ORMDL (ORMDL1, ORMDL2, ORMDL3)
proteinleri sfingolipit biyosentezinde regulator olarak gorev almakta (Breslow vd.,
2010) ve ORMDL gen ifadesinin sfingolipit biyosentezinin son Urlini olan seramid
diizeyi ile iliskilli oldugu rapor edilmektedir (Siow vd., 2015; Kiefer vd., 2015). Bu
veriler ORMDL3 gen ifadesini degistiren varyasyonlarin seramid dizeyini etkileyerek
egzema igin risk faktorii olabilecegini diistindiirmektedir. Literatiirdeki ¢alismalarla
elde ettigimiz sonuglar birbirini destekler niteliktedir. ORMDL3/GSDMB rs2305480
varyantinin yer aldigi 17921 kromozom bolgesinde astim i¢in risk faktorii oldugu
belirlenen (bu genler dahil) toplam 6 gen bulunmaktadir (Moffatt vd., 2010). Calisma
kapsaminda yapilmis olan GTEx analizi ile rs2305480 varyantinin bu lokusta yer alan
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tim genlerin regiilasyonunda 6nemli oldugu, Ozellikle, astimla iligkili dokularda
ORMDL3 geninin ifade diizeyini 6nemli derecede etkiledigi, bunun yanisira, deride 4
farkl1 genin ifadesini degistirdigi belirlenmistir. Gen ifade diizeyindeki degisiklik
astim endotipleri ile rs2305480 varyanti arasindaki iliskinin 6nemli nedeni olabilir.
Egzama fenotipinin gelismesinde cilt bariyerinin nemi ve ORMDLS3 geninin seramid
diizeyi ile iliskisi ¢alismamizda rs2305480 varyantinin deride ORMDL3 gen ifadesini

etkilemesine yonelik elde edilen sonuglar1 desteklemektedir.

PheWAS sonuglar1 egzema fenotipinin yan1 sira bu varyantin Tiirk hastalarda hirilti
fenotipi, serum IgE seviyesi ve asttimin klinik tanisinda 6nemli belirteclerden
olan %FEV degerleri ile iliskili oldugunu gostermistir. UK Biyobank verilerinin
analizi ise daha kapsamli bir fenotipik spektrum ortaya koymus ve ORMDL3/GSDMB
rs2305480 varyanti ile hirilt1 fenotipi, astim tanisi, bronsit, saman nezlesi, alerjik rinit,
egzema, agiz llseri ve astim patogenezinde gorev alan immiin hiicre sayilar1 arasinda
iliski oldugunu gostermistir. PheWAS sonuclart astim ve alerjik hastaliklarin
olusumunda, seyrinde, siddetinde ortak mekanizmanin olabilecegini ve bu lokusun

ilgili metabolik yolaklarda 6nemli rol iistlenebilecegini diisiindiirmektedir.

Astimda hirilt1 fenotipi asir1 duyarlhilik nedeniyle hava yollarinda meydana gelen
daralmaya bagli nefes alip verme sirasinda akcigerlerden 1slik seklinde ses
duyulmasidir (Brand vd., 2008). Yukarida da belirtildigi gibi ORMDL proteinleri
sfingolipid  metabolizmasim1  diizenleyen = hemostatik  regulatorler  olarak
bilinmektedirler (Maceyka ve Spiegel, 2014). Proliferasyon, apoptoz, go¢ gibi
hlcresel sureclerde sfingolipidler hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda gérev
alarak hiicre yapisinda ve sinyal yolaklarinda 6nemli rol iistlenmektedirler (Breslow
vd., 2010; Zhao vd., 2015). Dolayisiyla bu lokusta meydana gelen fonksiyonel
varyasyonlar yukarida belirtilen siiregleri etkileyerek hastalik  fenotipini
tetikleyebilirler. Son ¢aligmalar astimda epitelyal lipit metabolizmasinin degistigini
gostermektedir (Uhlig ve Gulbins, 2008; Yang ve Uhlig, 2011). Alerjik astimin
indiiklenmesine yanit olarak hava yolu epitelinde artmis miktarda seramid olustugu
deneysel olarak belirlenmistir (Masini vd., 2008). Ayrica baska bir ¢alismada hava
yolu epitel hicrelerinde ORMDL genlerinin ifade diizeylerinin alerjen tehdidine yanit
olarak giiclii bir sekilde artig1 bildirilmistir (Miller vd., 2012). Bu sonuglar ORMDL3

varyantlariin akciger dokusunda sfingolipid homeostazin1 bozarak hava yolarinda
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hassasiyet ve astima duyarlilik ortaya ¢ikarabilecegini diislindiirmekte ve

calismamizda ulasilan sonuglar1 desteklemektedir.

Tek varyant analizinde IL18R1 rs3771166 varyanti ile astim fenotipleri arasinda
herhangi bir iligki belirlenemezken, PheWAS analizi Tiirk pediatrik grupta
rs3771166*A allelinin olea atopi (zeytin alerjisi), hirilt1 ve egzema, hirilt1 ve alerjik
rinit fenotipleri ile iligkili olabilecegini gostermistir. Ayrica, UK Biyobank PheWAS
analizinde 16 farkli (hirilti, astim, egzema, saman nezlesi, alerjik rinit, 3 farkl ilag
tedavisine yanit gibi) fenotipik 6zellikle iligki belirlenmistir. Her iki grupta ilgili allel
eozinofil ylizdesi ile iligkili bulunmustur. IL-18 sitokini ve IL18 reseptor ligandi Thl
ve Th2 kaynakli bagisiklik tepkilerini dengeleyerek IgE {iretiminin 6nemli bir
diizenleyicisi olarak islev gormektedir (Zhu vd., 2008). Bu ligand Thl yoniinde
farklilasmaya neden olarak alerjik olmayan asttim ve Th2 ydniinde farklilasmay1
tetikleyerek alerjik astim endotipleri ile illiskili sinyal mekanizmalarin
diizenlemektedir (Zhu vd., 2008). Ayrica, transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ile
farkli astim endotipleri ile iliskili farkli sitokin profillerinin olusmasinda énemli tek
immunoregulatordir (Zhu vd., 2008). Bu nedenle endotip ayriminda IL18R1 geni ve
varyantlarinin bir biyobelirte¢ olabilecegi diisiiniilmektedir (Li vd., 2016) ve daha ¢ok
aragtirmaya konu edilmesi gerektigine isaret etmektedir (Zhu vd., 2008). IL18R1
geninin ve bu gene ait farkli varyantlarin astim gelisimiyle iliskili oldugu birgok
calismada bildirilmistir (Malerba vd., 2000; Ober vd., 2000), ancak rs3771166
varyantma dair tek bilgi astima duyarlilik olusturmasidir (Moffatt vd., 2010). Ilgili
varyantin astim endotipleri ile iligkisi bu ¢alisma kapsaminda belirlenen yeni bir
bulgudur. Ozellikle, GTEx analiz sonuglarimizdan elde edilen bilgiler 1L18R1
rs3771166 varyantinin 20 farkli dokuda 4 farkli genin regiilasyonunda onemli

olduguna isaret etmektedir.

Calismamizda IL18R1 rs3771166 varyantinin akciger, kan dokusunda AC007278.2
gen ifadesini degistigi gdzlenmistir. AC007278.2 geni (Inc-IL18R1-1) Inc RNA kodlar
ve IL18R1 genine yakin konumlanmistir. Yapilan eQTL ¢alismalarinda bu genin
colyak, atopik dermatid gibi inflamatuar hastaliklarda T hiicre tiplerinde, B lenfosit,
NK hicreleri ve monositlerde ifade edildigi gosterilmistir (URL-25). Tum bu bilgileri
de dikkate aldigimizda, sonuglarrmiz ACO007278.2 geninin inflamatuvar

mekanizmalarda 6nemli olabilecegine isaret etmektedir.
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Onemli bulgularindan biri de IL18R1 rs3771166 varyantmin IL18RAP gen ifadesi
tizerine etkili olmasidir. Bu ¢alismada, GTEX analizi IL18R1 rs3771166 varyantinin
astimla iliskili dokularda IL18RAP ifadesini artirdigi yoniinde bulgulara ulasiimistir.
IL18RAP geninin kodladig1 protein IL18R1 proteini ile heterodimerik yapida IL18
reseptoriinii olusturmakta ve reseptdr kompleksinde sinyal transdiksiyonu ile iliskili
rol Gstlenmektedir (Smeltz, vd., 2001). 1L18 sitokini ile Th htcrelerin uyarilmasi
ILI8BRAP proteini araciligi ile NF-kB aktivasyonunu ve IFN-g sentezini
baglatmaktadir (Smeltz, vd., 2001). IFN-g immun cevapta Onemli sitokindir,
eozinofillerin aktivasyonunu ve farklilasmasini diizenledigi bilinmektedir (Teixeira
vd., 2005). Literatiirden saglanan bu bilgiler ¢alismamizdan elde edilen ve bu
varyantin eozinofil diizeyi ile iligkili oldugunu gosteren PheWAS verilerini de

desteklemektedir.

Gen ifade diizeyi ile iliskili yapilan farkli c¢alismalar astimli vakalarda IL18R1
diizeyinin yiiksek oldugunu rapor etmekte ve bu nedenle, IL18R1 gen iirliniiniin astim
gelisimi ve siddeti ile ilgili biyomarkir olabilecegini diisindurmektedir (Li vd., 2016).
Ancak, ¢alismamizda GTEX sonuglar1 IL18R1 rs3771166 varyantinin kan dokusunda
IL18R1 geninin ifadesini digiirdigiinii gostermektedir. IL18’in pleotropik bir sitokin
olarak astim gelisiminde 6nemli oldugu birgok ¢alismada vurgulansa da bu sitokinin
rolii tam olarak aydinlatilamamistir. Bunun en 6nemli nedeni ise astim hastalarinda
IL18R1 ve IL18BP (binding protein) gen ifadelerine iliskin ¢caligmalarin yetersizligidir
(Zhang wvd., 2018). Astimda oOnemli sitokin olan IL18’in inflamatuvar
mekanizmalardaki roliintin, farkli alerjenlere baglh degisen 1L18/ IL18R1/ IL18BP gen
ifadelerinin dengesi ile belirlenebilecegi, bu gen ifadelerindeki degisikliklerin
proinflamatuvar mekanizmalar1 etkileyebilecegi diistiniilmektedir (Zhang vd., 2018).
Polimorfik varyantlar da bu dengeyi etkileyebilecek 6nemli faktorlerdir. Arastirmalar
bazi polimorfik risk allellerinin IL18RAP, IL18R1 ve IL1R1 gen ifadelerinde azalmaya
yol agarak IL18 ve IL1 sinyal yolaklarini etkileyebilecegini gostermektedir (Hedl vd.,
2014). Bu bilgiler proinflamatuvar yolaklarda 6nemli genlerin bir butiin olarak
calisilmasinin gen ifadelerindeki degisiklikler ile hastalik etiyolojisi arasindaki

iligkinin belirlenmesinde daha etkin olabilecegine isaret etmektedir.

Tek varyant analizinde astim fenotipleri ile iliski saptanamayan genetik dzelliklerden
bir digeri GSDMA rs3894194 varyantidir. PheWAS analizi ile rs3894194*A allelinin
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Oonemli astim fenotipleri ile iligkisinin belirlenmesi bu analizin iliskilendirme
caligmalarinda fenotipik spektrumun belirlenmesindeki 6nemini agik bir sekilde
gostermektedir. Calisma grubumuzda Phe WAS analiz sonuglarinda ilgili allelin astim,
astim-bronsit, bronsit, alerjik bronsit, alerjik rinokonjonktivit, serum IgE seviyesi,
fleksural dermatit ve ata kars1 atopik duyarlilik gibi farkli fenotiplerle iliskili oldugu
belirlenmistir. Sonuclar bu genin alerjik inflamasyonla iliskili molekiler
mekanizmalarda dogrudan rol alabilecegine veya bu gendeki varyasyonlarin farkl
genlerin regiilasyonunu etkilemek suretiyle dolayli bir rol {istlenebilecegine isaret
etmektedir. Calismamizda GTEx analizleri bu varyantin astimla iliskili dokularda
farkli genlerin ifadesini etkileyebildigini gostermistir. Bu varyant ile ilgili cok fazla
arastirma bulunmamakla birlikte GWAS c¢alismasinda 17¢921.1 kromozomal
bolgesinde lokalize olan bu genin astimla iligkili genlerle LD’de oldugu rapor
edilmistir (Moffatt vd., 2010).

Calismamizda rs3894194 varyantinin 23 farkli dokuda 14 genin regiilasyonunda
onemli oldugu, bunlardan ayni lokusta yer alan 3 genin kan ve akciger dokusunda
ifadesinin degistigi belirlenmistir. GSDMA immiin yanit ve programli hiicre 6liimii
gibi bir¢ok hiicresel olayda gorev alan bir protein kodlamaktadir (Kent vd., 2002).
Astim vakalarinda hava yollar1 epitel hiicrelerinde yiiksek diizeyde programli hiicre
Olimiinin meydana geldigi bilinmektedir (Cohen vd., 2007). GSDMA gen
ifadesindeki degisiklikte bu siirecin etkilenmesi olasi sonuglardandir. GSDMA genine
ait farkli varyantlarin baz1 popiilasyonlarda astimla gii¢clii derecede iliskilendirildigi
calismalar bulunmaktadir. Ancak, bu iliskinin ayni lokusta lokalize olan GSDMB
genine kromozomal yakinligi nedeniyle olabilecegi de varsayilmaktadir (Yu vd.,
2011). Her iki genin olduk¢a yakin kromozomal lokasyona sahip oldugu, bazi
populasyonlarda genetik baglanti gosterdigi (LD<0.8) rapor edilmistir (Yu vd., 2011).
Bu nedenle olsa gerek, GTExX sonuglarinda rs3894194 varyantinin astimla iliskili
dokularda GSDMA geninin yanisira ORMDL3/GSDMB gen ifadesini de etkiledigini
gormekteyiz. Gen ifadesinin degistigi kan ve akcigerler disinda bu dokular arasinda
fibroblastlar da yer almaktadir. Astimda hava yolu yeniden yapilanmasi 6nemlidir. Bu
stireg, epitel hiicre, fibroblast ve diiz kas hiicresinde goriilen degisikliklerle
karakterizedir. Bu degisikliklerde rol alan 6nemli molekiillerden biri proteaz grubu

matriks metaloproteinleridir (Karaguzel, 2019). Havayolu epitelyal hicrelerinde

ORMDL3 gen ifadesinde meydana gelen artisin astimla iligskili kemokinler ve
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metaloproteinazlarin ifadesini uyararak astimi tetikledigi diistiniilmektedir (Miller vd.,
2012; Zehethofer vd., 2015)

GSDMB geninin fonksiyonuna dair literatiirde yeterli bir bilgi bulunmamakla birlikte,
insan ve fare akciger dokularinda GSDMB’nin ifade diizeyinin hava yolu duyarlilig
ve hava yolu yeniden modellenmesinde rol alarak astimla iligkili oldugunu rapor eden
caligmalar bulunmaktadir (Das vd., 2016). Bu durum GTEx sonuglarimizi

desteklemektedir.

Astimda hava yollarinda immiin hiicrelerin artis1 karakteristiktir. Rediikte balgamda
eozinofil 6l¢timii ayirici bir taniyken (TTD, 2016), kanda immiin hiicre sayimi yaniltici
bir tanidir ve tercih edilmemektedir. Ancak, astim ataklarinda WBC yiikselisinin
dikkate alinmasi onemlidir (TTD, 2016). Daha oOnceden yapilan c¢aligmalar
1s3894194*A varyantinin astim ve WBC sayist ile iliskili oldugunu gostermistir
(Crosslin vd., 2012). Bu ¢alismada UK Biyobank verilerine ait PheWAS analizinde
rs3894194*A alleli ile kandaki immdin sistem hticrelerinin duizeyi ile 6nemli derecede
iligkilendirilmis; bu varyantin astim, hirilti, saman nezlesi, egzema ve alerjik rinit
fenotipleri ile iligkili oldugu belirlenmistir. Cocukluk caginda goriilen astimin
yaklasik %70-80°1 alerjik/atopik astimdir (TTD, 2016). Calisilan her iki grupta
sonuglarin alerjik fenotiplerle iliskili olmasi, bu varyasyonun alerjik astim gelisiminde
roli olabilecegini gostermektedir. Ayrica, rs3894194*A varyantinin artmig immiin
sistem hiicre sayis1 ile iligkisi astim atagi icin bir risk faktorii olabilecegini

diistindiirmektedir.

Tek varyant iligki analizinde herhangi bir genotip-fenotip iliskisinin saptanmadigi
ancak her iki grupta PheWAS sonuglarina gore farkli astim endotipleri ile iliskili
oldugu belirlenen bir diger genetik 6zellik SMAD3 rs744910 varyantidir. Her iki gruba
ait sonuglar bu varyantin eozinofil sayisi, eozinofil yiizdesi, lenfosit duzeyi, hirilt,
egzema, astim-bronsit, alerjik bronsit ve alerjik rinit ile iligkili oldugunu
gostermektedir. Farkli aragtirmalarda da SMAD3 varyantlar1 ¢ocukluk ¢agi astimi, IgE
artig1, atopi, bronsiyal hiperaktivite ve astima duyarlilikla iligkilendirilmistir (Moffatt
vd., 2010; Lluis vd., 2011).

SMADZ3 proteini TGF-B/SMAD yolagmin bir iiyesi olup havayolu epitel hicreleri ve

T hiicrelerini de kapsayan bircok hiicresel farklilasmada, hiicre proliferasyonunda,
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hicre buyumesinde, hiicre hareketinde ve apoptozda goérev alan bir transkripsiyon
faktorli oldugu bilinmektedir (Nouri-Aria ve Durham, 2008; Liu vd., 2016). Bu
proteinin, viral enfeksiyonlarda hava yolu epitel hicrelerini uyararak havayolu
yeniden yapilanmasinda rol oynadigi rapor edilmistir (Gibbs vd., 2009). Artmis T
hiicre proliferasyonu 6nemli astim karekteristigidir. TGF-B/SMAD sinyal yolunun
Immiin sistemin efektor T hiicrelerini baskilayarak immiin ve inflamatuar cevabi
baskiladigi bilinmektedir (Li vd., 2006). TGF-B/SMAD sinyal yolunun bloke edildigi
deneysel astim fare modellerinde bu sinyal yolunun T hiicrelerinin negatif regiilatorii
oldugu belirlenmistir. Yolagin bloke edilmesinin proinflamatuar sitokin salinimini
artirdig1, bronsiyal hiperaktiveteyi tetikledigi ve asir1 immiin yanita neden oldugu
rapor edilmistir (Anthoni vd., 2007; Nouri-Aria ve Durham, 2008). Calismamizda,
SMAD3 rs744910 varyanti ile iliskili onemli bulgu kan dokusunda AAGAB geninin
ifade diizeyini artirdigina iliskin sonuglardir. Benzer sekilde kan dokusunda yapilan
eQTL analizlerinde farkli SMAD3 varyantlarinin AAGAB ifadesini etkiledigi
gosterilmigtir (Zhernakova vd., 2017; Ferreira vd., 2019). AAGAB gen (rlnd olan
proteinin hucrede EGFR’nin endositik geri doniisiimiinde rol aldigi bilinmektedir
(Pohler vd., 2012). AAGAB gen ifadesindeki degisikliklerin EGFR’nin endositik geri
doniisimiinii ve proliferasyon sinyalindeki rollini etkileyebilecegi varsayilmaktadir
(Pohler vd., 2012). EGFR bronsiyal astimda epitel hiicre hasari ve havayolu yeniden
yapilanmasinda 6nemlidir ve astimatik brongiyal mukozada EGFR ifadesinin ylksek
oldugu bilinmektedir (Tomas vd., 2016). GTEx sonuglarimiz bu varyantin AAGAB gen
ifadesini  degistirerek EGFR  iliskili  mekanizmalar1  etkileyebilecegini
diigiindiirmektedir. EGFR inhibisyonu ile eozinofil seviyesinin azaldigin1 gozteren
caligmalar bu proteinin astimda gevresel bir sensor olabilecegine dikkate cekmektedir
(Tomas vd., 2016). Tum bu bilgiler, PheWAS sonuglarimizi, SMAD3 rs744910
varyantinin  eozinofil seviyesi ve alerjik fenotiplerle olan iligkisini de

desteklemektedir.

SMAD3 geninin ozellikle Avrupa kokenli Amerikalilarda astimla 6nemli derecede
iligkili olmasi, ancak Afrika kokenli Amerikalilarda hastalikla baglantilisinin
bulunmamasi vurgulanmasi gereken bir diger konudur (Torgerson vd., 2011). Bu
durum, gen-gen, gen-cevre etkilesimlerinin ve epigenetik 6zelliklerin hastaliklara
duyarliliklarimizi 6nemli derecede etkiledigini gostermektedir. SMAD3 geni ile iligkili

neonatal immiin hiicrelerle yapilan calismalarda bu gendeki metilasyon profilinin
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cocuklarda astim riski ile iligkili oldugu, astimli annelerin hasta ¢ocuklarinda segici
olarak genin promotor bolgesinin hipermetilasyona ugradigi rapor edilmistir (Devries
vd., 2016). Epigenetik isaretlerin gevresel kosullardan biiyiik 6l¢iide etkilenmesi ve bu
etkinin genin islevine yansimasi, iliskilendirme ¢alismalarindan elde edilen geliskili
sonuclarin 6nemli nedenlerinden biri olarak goriilmektedir (Devries vd., 2016). Bu
durum c¢alisma kapsaminda elde ettigimiz ¢eliskili sonucu da kismen

aciklayabilmektedir.

UK Biyobank verilerinin PheWAS analizinde 21 farkli fenotiple (astim, hiriltili
solunum, saman nezlesi, alerjik rinit, egzama, nazal polip, astim tedavisinde kullanilan
4 farkli ilaca yanit vs.) iligkilendirilen 1L33 rs1342326*C varyant1 Tiirk pediatrik
grupta herhangi bir fenotiple iliski gostermemistir. Bu varyantin GTEx analiz
sonuglar1 da gen ifadesi iizerine etkisinin olmadigimi gostermistir. iliskilendirme
caligmalarinda belirli bir genetik 6zellik igin farkli toplumlarda benzer veya farkli
sonuclar elde edilebilmektedir. Benzer sonuglar ortak metabolik yolaklarda gérev alan
genlerin ve iligkili mekanizmalarin aydinlatilmasinda 6nemlidir. Farkli sonuglarin elde
edilmesi ise epigenetik mekanizmalarin 6nemini ve toplumlarin kompleks hastaliklara
yatkinliklar agisindan farkliliklarini agiklamaktadir. 1L33 rs1342326*C varyantinin
farkli GWAS calismalarinda astima hassasiyet olusturdugu bildirilmis ve bazi
calismalarda atopik astimla iliskilendirilmistir (Gudbjartsson vd., 2009; Moffatt vd.,
2010; Grotenboer vd., 2013). Bu gen epitel hiicrelerde ifade edilen transkripsiyonel
duizenleyicidir (Prefontaine vd., 2010). Inflamasyonlu dokularda 1L33 gen ifadesi NF-
kB, mitojen-active protein (MAP) kinazlarin aktivasyonunda 6nemlidir ve IL-4, IL-5
ve IL-13 gibi Th2 iliskili sitokin iiretimini indiiklemektedir (Schmitz vd., 2005;
Carriere vd., 2007). Astimda proinfalamatuvar yolakta gorev alan (Moffatt vd., 2010)
bu genin ifade diizeyinin astim siddeti ile iliskili oldugu ve astim gelisimini tetikleyen
potansiyel sinyallerden biri oldugu gosterilmistir (Hao vd., 2012; Grotenboer vd.,
2013). Ayrica, alerjenle karsilagildiginda IL33 gen Grununin  eozinofil
infiltrasyonunda ve havayolu yeniden yapilanmasinda gorev aldig: bildirilmistir (Hao
vd., 2012; Grotenboer vd., 2013). Bu bulgular UK biyobank verilerinin PheWAS
analizi ile belirlenmis olan fenotiplerle 1L33 arasindaki iligkiyi desteklemektedir.
Farkli ¢aligmalarda L33 varyasyonlarinin alerjene kars1 immiin yanit mekanizmasini
etkiledigi, cocukluk cagi astimi, alerjik astim, tedaviye direngli astim ve hirilt1 fenotipi

ile 1liskili olabilecegi rapor edilmistir (Kakkar ve Lee, 2008; Moftfatt vd., 2010;
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Savenije vd., 2011; Liew vd., 2010). Bir¢ok calismada farkli varyantlari astim ve
endotipleri ile iligkilendirilmis IL33 geninin Tiirk pediatrik grupta herhangi bir astim
fenotipi ile iliskili bulunmamasi, Mete ve arkadaglar1 tarafindan yapilmis ve Tiirk
astimli bireylerde IL33 rs1342326 varyantinin astimla iligkili olmadiginin rapor
edildigi calisma ile uyumludur (Mete vd., 2014). iliskilendirme calismalarinda
orneklem grubunun biiyiikligii ve karakteristikleri, ¢evresel faktorlerin cesitliligi ve
bunlara maruz kalma durumundaki farkliliklar (Park ve Tantisira, 2017), yukarida da
bahsedildigi gibi epigenetik mekanizmalar ve gen etkilesimleri iliskilendirme
calismalarindan elde edilen celiskili sonuglarin 6nemli kaynagidir. Genetik iliski
analizlerinin sonuglarini etkileyen bir diger 6nemli faktor ise etnik kdkendir (Weissi,
2001). Bu nedenle kompleks hastaliklarla ilgili oldugu diistiniilen genetik 6zelliklerin
farkli popiilasyonlarda hastalikla baglantisinin belirlenmesi giivenilir genotip-fenotip
iligkisinin belirlenmesinde 6nemlidir (Weissi, 2001) ve ortak metabolik yolaklardaki

genetik etkilesimlerin aydinlatilmasina katki saglamaktadir.

Genetik Ozellikler sadece hastalik fenotipi lizerine etkili olmakla kalmayip belirli
hastaliklarda tedavi etkinligini de etkilemekte ve bireysel yamitta farkliliklar
olusturmaktadir. Calismamizda Tiirk pediatrik gruba ait karakteristikler arasinda
tedaviye iliskin kayitlar yer almadigindan ilag-gen iliskisine yonelik veriler elde
edilmemistir. Ancak UK Biyobank verilerinin PheWAS analizi genetik 6zelliklerden
bazilarinin astim tedavisinde kullanilan ilaglara yanitta 6nemli olabilecegine iliskin
sonuglar ortaya koymustur. Bu sonuglar arasinda en dikkate deger bulgu 7 genetik
ozellikten 5’inin (IL18R1 rs3771166*A, 1L33 rs1342326*C, RAD50 rs6871536*C,
GSDMA rs3894194*A ve ORMDL3/GSDMB rs2305480*A) beta2 adrenoreseptor
agonisti olarak kullanilan ilaglara (6rn: Ventolin) kars1 yanitla iliskili bulunmasidir.
Belirli bir ilacin metabolize edilmesinde etkili mekanizmalar ve bu siireclerde gorev
alan metabolitler genetik dzelliklerden buyuk él¢lde etkilenmektedir (Lima vd., 2006;
Drysdale vd., 2000; Dahlin vd., 2015; Turner vd., 2016). Glnlm{zde astim tedavisine
yanit1 etkileyen genetik Ozellikler farmakogenetik arastirmalarda odak noktasidir.
Calismamizda bakilan genetik 6zellikler ile ilgili farmakogenik calismalar mevcut
olmasa da farkli genetik Ozelliklerin tedaviyi etkiledigine iliskin kanitlar sunan
caligmalar bulunmaktadir. Astimin kontrol altina alinmasinda yaygin kullanilan beta-

agonistler, kortikosteroidler, I6kotrien antagonistleri ve anti-IgE ile tedavilerin genetik
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ozelliklere bagl etkinliginin degistigi rapor edilmektedir (Bleecker vd., 2007; Telleria
vd., 2008; Koster vd., 2011).

Bu calismada genetik 6zelliklerin kontrol grubumuzdaki frekanslari, 1000Genome
projesi kapsaminda olusturulan referans degerler (URL-24) dikkate alinarak Avrupa,
Dogu Asya ve Afrika popiilasyonlarindaki allel frekanslari ile karsilastirilmistir.
Popiilasyonlara ait genetik profilin aydinlatilmasi, belirli bir genetik 6zellik icin MAF
degerlerinin belirlenmesi iliskilendirme ¢alismalarinin tasarlanmasinda ve orneklem
biiyiikliiklerinin belirlenmesinde dikkate alinmasi gereken 6nemli bilgilerdir. MAF
degerini karsilamayacak kiiciiklilkte orneklem gruplarinin yer aldig: iligskilendirme

calismalarinda gilivenilir sonuglara ulagilmasi miimkiin olmamaktadir.

Bu calismada genotiplenen 7 genetik Ozellikten ikisi hari¢ (IL2RB rs2284033 ve
IL18R1 rs3771166) diger varyantlara ait MAF degerlerinin Afrika popiilasyonu icin
elde edilen degerlerden farkli oldugu gozlenmistir. Dogu Asya popiilasyonu agisindan
baktigimizda RAD50 rs6871536, GSDMA rs3894194 ve SMAD3 rs744910 igin MAF
frekanslarinin oldukga yakin oldugu goriilmiistiir. En fazla fark ise rs1342326*C risk
alleli i¢in gézlenmistir. Bu allel i¢in ¢alisma grubumuzda belirlenen frekans degerinin
(0.22), Dogu Asya igin belirlenen degerden (0.002) ¢ok yiiksek oldugu dikkat
cekmektedir.

Avrupa popiilasyonundaki frekans degerlerine bakildiginda ise c¢alisilan genetik
Ozelliklerden lc¢l (GSDMA rs3894194, RAD50 rs6871536 ve SMAD3 rs744910) igin

MAF degerinin ayni, deger varyantlar i¢in yakin oldugu belirlenmistir.

Tiirk popiilasyonunun genetik yapisinin aydinlatilmasina yonelik yapilan ¢aligmalar
genetik  Ozelliklerimizin  farkli atasal komponentlerin  karisimi  oldugunu
vurgulamaktadir (Alkan vd., 2014). Mitokondiral DNA, Y komozomu ve otozomal
lokuslarla iliskili ¢alismalar Tiirk popiilasyonunun genetik havuzunun Avrupa, Orta
Dogu ve Orta Asya popiilasyonlarindan etkilendigini rapor etmektedir (Cinnioglu vd.,
2004; Mergen vd., 2004; Hodoglugil vd., 2012; Karaca vd., 2015a). Ozellikle
kompleks hastaliklarla iligkili genetik lokuslardaki ¢esitliligin arastirildig1 ¢alismalar
Tiirk, Afrika ve Dogu Asya popiilasyonlar: arasinda 6nemli farkliliga isaret ederken,
Avrupa atasal gruplar ile benzerlige dikkat ¢ekmektedir (Karaca vd., 2015b). Bu

calismada da Avrupa popiilasyonlarindaki frekans degerlerine yakin degerlerin elde
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edilmis olmas1 ayn1 gorlisii dogrulamaktadir. Modern Anadolu’nun Orta Asya’dan
gelen goglerle ve yakin gegmiste, Osmanli Imparatorlugu doneminde Avrupa
popiilasyonlari ile etkilesim yoluyla sekillendigi diisiiniildiigiinde (Inalcik vd., 1997)
kompleks hastaliklarla iligkili genetik lokuslardaki ¢esitliligin demografik nedenlere
bagli meydana geldigi sdylenebilir (Karaca vd., 2015b).

Iliskilendirme ¢alismalarinin sonuglar1 ve farkli toplumlarda dogrulama analizlerinden
elde edilen veriler kompleks hastaliklarin popiilasyonlara gore degisen saglik yiikiiniin
aslinda biiyiik dl¢tide genetik 6zelliklerden etkilenebilecegini gostermektedir. Biiyiik
uluslararasi projelerle (Human Genome Diversity Project, HapMap, 1000Genome)
genetik gesitliligin arastirilabilmesinde ve popiilasyonlardaki genetik yatkinliklarin
belirlenmesinde kullanilabilecek genis veri tabanlari olusturulmustur (Polimanti vd.,
2014; Polimanti vd., 2015). Oysa, Turk populasyonuna ait referans bilgiler bu veri
tabanlarinda bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada elde edilen sonuglarin genotip-fenotip
korelasyonunun yani sira Tiirk popiilasyonu i¢in bakilan genetik 6zellikler bakimindan
referans degerlerin olusturulmasina, kompleks hastaliklarla ilgili c¢alismalarin

tasarlanmasina da katki saglayacagi goriisiindeyiz.

Toplumlarin genetik profillerinin belirlenmesi, demografik olaylar, se¢ilim ve genetik
orjin ile ilgili bilgilerin elde edilmesi agisindan degerli olmakla birlikte, popiilasyonlar
arasinda fonksiyonel genetik 0Ozellikler bakimindan benzerlik ve farkliliklarin
aydinlatilmasinda da 6nem arz etmektedir. Ozellikle kompleks hastaliklara genetik
yatkinliklarin  bilinmesi, tani ve tedavi siireglerinin etkin planlanmasina katki

saglayabilmektedir.

Ulkemizin cografi konumu, gd¢ yollari iizerinde bulunmasi, bircok medeniyet ve
uygarliga ev sahipligi yapmasi, Orta Asya’dan go¢ almast, uzun yillar iki kita arasinda
insanlarin gdgebe hayati siirmesi, Osmanli Imparatorlugu ile 3 kitaya hiikkmeden bir
medeniyetin merkezi konumunda olmasi, bu imparatorluk ile insanlarin yerlesik
hayata gecmesi, sanayilesme ile birlikte artan batililasma ve Avrupa iilkeleri ile olan
etkilesim Tiirk genetik havuzuna zenginlik katmis, bu 0zgiin genetik yapinin
olusmasina onemli katki saglanmistir. Yapilan calismalarda 6zgiin gen havuzunda
Avrupa, Orta Dogu ve Orta Asya etkisi agik bir sekilde goriilmekte ve karma genetik
Ozellikler bugiinkii epidemiyolojik ve genetik iliskilendirme ¢alismalarindaki
farkliliklarin da temelini olusturmaktadir (inalcik vd., 1997; Alkan vd., 2014; Karaca
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vd., 2015a; 2015b; 2016a). Genetik ozelliklerde goriilen farkliliklar popiilasyonlar
arasinda hastaliga yatkinlikta, direncte, tanida ve tedaviye yanitta degisikliklerin
onemli sebebidir. iliskilendirme ¢alismalar1 bu farkliliklarin belirlenmesine, gen-gen,
gen-gevre iligkisinin aydinlatilmasina, popiilasyonun genetik yapisinin belirlenmesine,
etkin tedavi stratejilerinin gelistirilmesine ve genetik bilginin halk sagligi alaninda

kullanilabilirligine katki saglamasi agisindan 6nemlidir.
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Ek B. KASP Genotipleme Reaksiyonu Sonuglari.

*Vaka ve kontrol orneklere ait KASP reaksiyon sonuglari; ¢alisilan her genetik 6zellik igin bir PCR
plak o6rnegi verilmistir. Calismamizda ORMDL3/GSDMB rs2305480, IL18R1 rs3771166, 1L33
rs1342326, GSDMA 1s3894194 varyantlar1 i¢in genotipleme islemi komplementer iplige gore
gergeklestirilmistir.

SRS SHBES
L L R R R R R RN
& %% 8888 &
LR R R SEES &
& S50 LR R R
SRS T SRS 08
SHSSEE SHS0S
LA LR L LR R 2}

SESS B BES &%
SRS RRREES
* S350 88 S99
o ] TESS SR ERBRES
LA A LR B N RS LR D,
LR R LR A NN R D
S8 LS8 S SE58S
LA L LR R NN L L

0,73 047

Sekil B.2. PCR plagi1 02-kontrol; rs3771166 KASP genotipleme sonucu.

TIIII I
TR Y
. 85 SBB8S @
S088  SBES @
s S888  SS0N
TIIIINIIYL.
TIIIINIIIY
'TIIXIX11Y

Sekil B.3. PCR plagi 02-vaka; rs1342326 KASP genotipleme sonucu.
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e & LA A LR R A LR LN L.

SRS EE SBBEEN
L L L L LR N R LR R
* S5 S5888 @
LE RN *SEes »
¢ S8SS L LR R
SRS E SR BEE
SESESS SHSSS
 EEXXEET R X N

0,73 0,45 7,11

Sekil B.5. PCR plagi 02-vaka; rs744910 KASP genotipleme sonucu.

L AL E R LR RN RSN
L A L KR LR RN RSN
L AL E R LR R LR R L.
¢ S8 RSRROERY
LA L E R LR RN RSN
SRS EBEREEN
SRS ESBERERY
L AL L L LR XD}

Q
ot S0 EB8 S000N
@ L L X L R N KR NN}
0
$ & & S0500 B
short ()
Dupe
overQ
Uncallable )
0.87 0,19 2,93

Sekil B.7. PCR plagi 02-vaka; rs3894194 KASP genotipleme sonucu.
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LR KR N B N XN N K Lo
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083 014 2,84

Sekil B.9. PCR plagi1 05-vaka; rs2284033 KASP genotipleme sonucu.

0,83 0,14

Sekil B.10. PCR plagi 05-kontrol; rs2284033 KASP genotipleme sonucu.

E

SRS E SSEES
LA L R B A R E XN N B
* #5% S83ES @
LR K N SREE &
* SS8S *ES S
TSRS T SESSE
SESSSS SESSS
LA A L R L RN L

Ep]
s

5500000

i

£

:
Q

i
00

é

0,06 0,03

Sekil B.11. PCR plag1 02-vaka; rs6871536 KASP genotipleme sonucu.
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LA L R R LR LR RN L.
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= & S80S BN
Bad

t LA LR R LR LR S LD,
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* S50 LR N
S50 08 SS90
SHSS0E BB ES
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% 288500788
S8 08 SHGSS
AL R R AN LN RN
L AR R R AN R LR RN
* 2508500080
LR L R R LN RN R BN
LA L R L BN LR R L.
LA AL AR R L L.

Sekil B.14. PCR plagi 02-kontrol; rs2305480 KASP genotipleme sonucu.
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Ek C. GTEX Analiz Sonuglari.

iligkili genler ve dokular.

Cizelge C.1. GTEx analiz sonuglarina gore gen ifadesini degistiren genetik 6zellikler,

Risk Faktor Gen Doku NES | P-degeri
CACNB1 Prostat 0.33 |0.0000068
CASC3 Derialt1 (subkutan) adipoz doku -0.12 | 0.00025

Kalp (atriyal apendiks) -0.12 |0.0000084
Deri (alt bacak) -0.064 | 0.000049
ERBB2 Tibial sinir 10.099 | 0.00011
Deri (suprapubik) -0.077 | 0.00018
Transvers kolon 0.16 |0.0000033
FBXL20 Tibial sinir 0.097 | 0.00025
Derialt1 (subkutan) adipoz doku 0.47 | 2.10E-18
Viseral adipoz doku (omentum) 0.47 | 7.20E-17
Ozofagus (muscularis) 0.48 | 2.20E-16
Akciger 0.44 | 6.30E-16
Tibial sinir 0.42 | 5.40E-14
Aort 0.42 | 8.60E-14
Tibial arter 0.38 | 1.90E-13
Meme dokusu 0.47 | 3.50E-13
Tiroid 0.35 | 1.40E-12
Iskelet kasi 0.35 | 5.90E-12
GSDMA Sigmoid kolon 0.47 | 8.90E-12
Transvers kolon 0.43 | 3.40E-11
Ozofagus (gastrodzofageal bileske) 0.45 | 1.50E-10
Bobrekistil bezi 0.48 | 1.10E-08
Kalp (sol ventrikil) 0.38 | 1.20E-08
Koroner arter 0.52 | 2.30E-08
ORMDL3/ Mide 0.41 | 7.60E-08
GSDMB Fibroblast hicre kaltiri -0.31 | 9.60E-08
rs2305480 Pankreas 0.32 |0.0000024
Deri (alt bacak) 0.066 |0.0000032
Kalp (atriyal apendiks) 0.28 | 0.000012
Kan -0.3 | 7.10E-54
Dalak -0.47 | 5.40E-25
Transvers kolon -0.2 | 9.70E-18
Ince bagirsak (terminal 1leum) -0.28 | 4.80E-14
GSDMB Akciger -0.18 | 5.70E-14
Mide -0.14 | 5.90E-11
Meme dokusu 0.15 | 0.000005
EBV transforme lenfosit hiicreleri -0.33 | 0.000012
Derialt1 (subkutan) adipoz doku 0.11 | 0.00014
IKZF3 Kan 0.07 | 1.20E-07
Tibial arter 0.2 1.80E-07
Iskelet kasi -0.12 | 0.000012
MED24 Beyin frontal korteksi -0.25 | 0.000025
Aort 0.2 | 0.000073
Derialt1 (subkutan) adipoz doku 0.15 | 0.00011
Kan -0.38 | 4.40E-51
Dalak -0.62 | 5.40E-25
Akciger -0.22 | 1.20E-16
ORMDL3 EBV transforme lenfosit hiicreleri -0.64 | 3.20E-14
Derialt1 (subkutan) adipoz doku 0.12 | 7.50E-10
Deri (alt bacak) -0.17 | 1.20E-09
Ince bagirsak (terminal 1leum) -0.29 |0.0000039
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Cizelge C.1 (devam). GTEx analiz sonuglarina gore gen ifadesini degistiren genetik
ozellikler, iligkili genler ve dokular.

Risk Faktor Gen Doku NES | P-degeri
Ozofagus mukozasi -0.120 | 0.0000042
Viseral adipoz doku (omentum) 0.083 | 0.000014
ORMDLS3 Meme dokusu 0.110 | 0.000014
Fibroblast hiicre kaltari -0.110 | 0.000026
Tiroid -0.190 | 3.70E-14
Kalp (sol ventrikiil) -0.200 | 4.60E-10
Kalp (atriyal apendiks) -0.210 | 3.20E-09
Pankreas -0.220 | 1.70E-08
Mide -0.160 | 9.30E-08
Transvers kolon -0.110 | 2.00E-07
Akciger -0.120 | 3.20E-07
PGAP3 Ozofagus (muscularis) -0.120 | 3.60E-07
Hipofiz -0.320 | 9.10E-07
Deri (alt bacak) -0.110 | 0.0000012
Iskelet kasi -0.100 | 0.0000029
Ince bagirsak (terminal 1leum) -0.150 | 0.0000099
ORMDL3/ Tibial sinir -0.120 | 0.00001
GSDMB Deri (suprapubik) -0.090 | 0.000027
rs2305480 Aort -0.120 | 0.0001
Kalp (atriyal apendiks) -0.130 | 0.0000037
PNMT Viseral adipoz doku (omentum) -0.110 | 0.00005
Kalp (sol ventrikil) -0.140 | 0.000054
PPP1R1B Kalp (atriyal apendiks) -0.290 | 6.40E-07
Fibroblast hiicre kaltiri -0.051 | 0.0000088
L Testis 0.160 | 0.000013
STARD3 Fibroblast hiicre kiltiri -0.180 | 6.10E-07
Derialt1 (subkutan) adipoz doku 0.250 | 1.20E-09
Ozofagus (gastrodzofageal bileske) 0.320 |0.0000019
RP11- Viseral adipoz doku (omentum) 0.220 |0.0000022
387H17.4 Is_ke_let lfa_51 0.190 | 0.000011
Tibial sinir 0.240 | 0.000023
Tibial arter 0.190 | 0.000056
Meme dokusu 0.200 | 0.000074
TCAP Iskelet kasi -0.065 | 0.000055
ZPBP2 Testis -0.220 | 1.20E-22
IL2RB Deri (alt bacak) -0.300 | 8.60E-16
IL2RB Deri (suprapubik) -0.310 | 1.20E-13
rs2284033 ELFN2 Akciger 0.150 | 0.000046
TMPRSS6 Deri (alt bacak) 0.170 | 0.000079
Kan 0.098 | 3.00E-07
Kan 0.300 | 5.90E-47
Akciger 0.280 | 9.70E-21
Tiroid 0.350 | 1.50E-18
Dalak 0.520 | 1.30E-17
Derialt1 (subkutan) adipoz doku 0.300 | 1.90E-14
IL18R1 Viseral adipoz doku (omentum) 0.230 | 7.90E-11
rs3771166 | AC0072782 Ozofagus mukozasi 0.290 | 1.90E-10
ince bagirsak (terminal 1leum) 0.480 | 3.50E-09
Meme dokusu 0.200 | 4.90E-07
Kalp (atriyal apendiks) 0.250 | 5.10E-07
Kalp (sol ventrikiil) 0.270 | 5.10E-07
Iskelet kas1 0.230 | 5.50E-07
Ozofagus (gastrodzofageal bileske) 0.310 | 8.50E-07
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Cizelge C.1 (devam). GTEx analiz sonuglarina gore gen ifadesini degistiren genetik
ozellikler, iligkili genler ve dokular.

Risk Faktoru Gen Doku NES P-degeri
Ozofagus (muscularis) 0.250 8.90E-07
Transvers kolon 0.250 | 0.0000013
Bobrekisti bezi 0.400 | 0.0000034

Prostat 0.320 0.000005
Tibial sinir 0.240 | 0.0000079

Mide 0.230 0.000011

Deri (suprapubik) -0.290 8.60E-21

Deri (alt bacak) -0.300 1.00E-18

Tibial sinir -0.290 | 7.00E-18

Tibial arter -0.190 6.30E-13

Viseral adipoz doku (omentum) -0.170 1.00E-11

Ozofagus (muscularis) -0.190 | 1.10E-10

Kan -0.088 7.80E-10

IL18R1 Derialt1 (subkl\ljlt_z(ljn) adipoz doku -8;28 é(l)gg-gg

ide -0. .00E-

(377116 IL18R1 Karaciger 20.320 | 1.40E-07
Meme dokusu -0.130 1.90E-07

Kalp (atriyal apendiks) -0.180 2.70E-07

Aort -0.180 | 3.00E-07

Iskelet kasi -0.140 3.40E-07

Testis -0.220 | 4.60E-07
Transvers kolon -0.180 | 0.0000015
Pankreas -0.240 | 0.0000031

Ozofagus mukozasi -0.130 0.00011

Kan 0.150 4.50E-19

IL18RAP Deri (alt bacak) -0.240 | 3.00E-11
Deri (suprapubik) -0.210 | 0.0000012
Akciger -0.230 | 0.0000026

SDRA4ZEIPS Kan -0.083 0.0002

Ozofagus mukozast -0.410 4.20E-29

SMAD3 SMADS3 Tiroid 0.220 3.90E-09
rs744910 Ozofagus mukozasi 0.089 0.000029
AAGAB Kan 0.100 0.000049

CASC3 Meme dokusu 0.170 0.000025

Derialt1 (subkutan) adipoz doku 0.120 0.000062

FBXL20 Tiroid -0.100 | 0.000047

GRB7 Tiroid 0.091 0.000074

Derialt1 (subkutan) adipoz doku -0.770 | 7.00E-57

Viseral adipoz doku (omentum) -0.760 | 3.60E-46

Tibial sinir -0.710 2.50E-40

Ozofagus (muscularis) -0.690 6.10E-34

Aort -0.660 1.30E-33

Akciger -0.600 4.50E-33

e Tibial arter 20560 | 6.80E-31
Transvers kolon -0.670 3.10E-29

GSDMA Tiroid -0.520 1.00E-28

Meme dokusu -0.670 3.00E-26

Iskelet kasi -0.510 | 9.50E-25

Ozofagus (gastrodzofageal bileske) -0.660 3.50E-23

Kalp (atriyal apendiks) -0.600 | 5.90E-23

Kalp (sol ventrikiil) -0.590 1.80E-20

Sigmoid kolon -0.600 5.40E-19

Bobrekiistil bezi -0.670 1.20E-18

Koroner arter -0.690 9.60E-16
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Cizelge C.1 (devam). GTEx analiz sonuglarina gore gen ifadesini degistiren genetik
ozellikler, iligkili genler ve dokular.

Risk Faktérii Gen Doku NES P-degeri
Mide -0.600 | 1.10E-15

Fibroblast hiicre kultari 0.410 | 4.90E-14

Deri (alt bacak) -0.091 | 1.90E-11

Pankreas -0.420 | 1.40E-10

Dalak -0.500 | 1.30E-08

GSDMA Ince bagirsak (terminal 1leum) -0.500 | 1.60E-07
Deri (suprapubik) -0.084 | 0.0000044

Beyin (substantia nigra) -0.500 | 0.000018

Karaciger -0.350 | 0.000034

Ozofagus mukozasi -0.140 | 0.000052

Kan 0.220 | 3.10E-27

Akciger 0.150 | 2.10E-11

Dalak 0.320 | 5.10E-10

GSDMB . Ozofagus mukozasi 0.130 | 5.80E-08
Ince bagirsak (terminal 1leum) 0.200 | 0.0000011

EBV transforme lenfosit hiicreleri 0.360 | 0.000003

Fibroblast hiicre kiltard 0.080 | 0.000024

Transvers kolon 0.093 | 0.000086

LRRC3C Testis -0.320 | 2.40E-08
Tibial sinir -0.320 | 1.20E-17

Tibial arter -0.270 | 2.80E-13

Derialt1 (subkutan) adipoz doku -0.260 | 2.90E-11

Aort -0.310 | 1.60E-09

Tiroid -0.200 | 5.30E-09

Ozofagus (gastrodzofageal bileske) -0.280 | 1.50E-08

Ozofagus (muscularis) -0.200 | 2.30E-08

rgzgm& _ Testis _ -0.280 | 9.90E-08
Beyin frontal korteksi 0.290 | 0.0000011
MED24 Deri (alt bacak) -0.130 | 0.0000019

Yumurtalik -0.290 0.00001

Fibroblast hicre kaltird -0.075 | 0.000014

Sigmoid kolon -0.230 | 0.000014

Meme dokusu -0.190 | 0.00003

Iskelet kast 0.110 | 0.000033

Deri (suprapubik) -0.130 | 0.000043

Kan -0.061 | 0.000048

Dalak -0.240 | 0.000063

Transvers kolon -0.110 | 0.00011

MSL1 Ti_bi_al a_rtgr -0.120 | 0.000084

Tibial sinir -0.170 | 0.00012

Kan 0.260 | 5.40E-21

Dalak 0.480 | 1.40E-12

EBV transforme lenfosit hiicreleri 0.610 | 5.40E-12

Akciger 0.160 | 8.70E-10

Fibroblast hiicre kiltiri 0.140 | 2.30E-09

Ozofagus mukozasi 0.130 | 8.00E-07
ORMDL3 fnce bagirsak (terminal leum) 0.300 | 0.0000029
Beyin korteksi 0.240 | 0.000019

Tiroid 0.120 | 0.000022

Aort 0.160 | 0.000025

Beyin frontal korteksi 0.220 0.00004

Deri (alt bacak) 0.110 | 0.000047

PGAP3 Tiroid 0.150 | 1.20E-09
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ozellikler, iligkili genler ve dokular.

Cizelge C.1 (devam). GTEx analiz sonuglarina gore gen ifadesini degistiren genetik

Risk Faktor Gen Doku NES P-degeri
PGAP3 Kalp (sol ventrikiil) 0.140 | 0.000017
PPP1R1B Derialt1 (subkutan) adipoz doku 0.120 0.00011
PSMD3 Fibroblast hiicre kulturi 0.050 | 0.0000049
Derialt1 (subkutan) adipoz doku -0.260 | 6.00E-11
Iskelet kas1 -0.240 | 2.40E-08
Tibial arter -0.260 | 4.30E-08
GSDMA Tibial sinir -0.300 | 4.50E-07
rs3894194 RP11- Meme dokusu -0.240 | 0.0000021
387H17.4 Kalp (atriyal apendiks) -0.280 | 0.0000049
Mide -0.350 | 0.0000063
Tiroid -0.200 | 0.000032
Ozofagus (gastrodzofageal bileske) -0.280 | 0.000033
Yumurtalik -0.330 | 0.000033
ZPBP2 Testis 0.150 | 2.80E-10
Tibial Sinir -0.180 | 1.00E-08
Ozofagus mukozasi -0.099 | 0.00021
RAD50 Subkutan adipoz -0.110 | 0.00013
Deri -0.130 | 0.000094
RADS0 Deri (Giines_e maruz kalan) -0.100 | 0.00024
1s6871536 T|r0|_d -0.160 | 0.000006
IL13 _ Testis _ -0.140 | 8.50E-07
Beyin-serebral hemisfer -0.450 | 0.000045
MIR3936 Yumurtalik 0.490 0.00005
TH2LCRR Testis 0.150 | 0.000056
AC034220.3 Mide -0.250 | 0.0000059
C5orf56 Iskelet kas1 0.170 | 0.000011
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Ek D. UK Biyobank Verilerinin PheWAS Analiz Sonuglari.

Cizelge D.1. UK Biyobank verilerinin PheWAS analiz sonuglari.

Gen/ Krom. BP Risk | Diger Fenotip Bireyler Beta P degeri
rs ID Alleli | Allel (n)
Eozinofil yizdesi 349861 | -7.45E-02 | 2.08E-202
Eozinofil sayis1 349856 | -4.95E-02 | 3.35E-164
Doktor tanili; Pihtilasma, Derin Ven Trombozu (DVT), Bronsit, Amfizem, | 360527 1.73E-02 | 6.64E-53
Astim, Rinit, Egzama, Alerji: Hicbiri
Doktor tanili; Pihtilasma, DVT, Bronsit, Amfizem, Astim, Rinit, Egzama, 360527 -1.05E-02 | 6.45E-42
Alerji: Astim
Doktor tanili; Pihtilasma, DVT, Bronsit, Amfizem, Astim, Rinit, Egzama, 360527 -1.30E-02 | 2.95E-37
Alerji: Saman Nezlesi, Alerjik Rinit veya Egzama
IL18R1 2 102986222 A G Son bir yilda gogiiste hirilti veya 1slik 354523 | -9.51E-03 | 1.16E-21
rs3771166 Tedavi: Ventolin 100 mikrogram inhaler 361141 | -3.57E-03 | 1.56E-18
Doktor tanili Astim 91787 -1.40E-02 | 3.54E-18
Tan1 almayan Saman Nezlesi /Alerjik Rinit 361141 | -4.71E-03 | 6.04E-17
Doktor tanili Saman Nezlesi veya Alerjik Rinit 91787 -1.60E-02 | 2.21E-15
Astim tani1 yas1 36955 4.77E-02 | 2.30E-11
Nazal polip 361194 | -1.09E-03 | 1.29E-08
Eozinofilik Astim 361194 | -1.04E-03 | 8.03E-08
Tedavi: Becotide 50 inhaler 361141 | -9.57E-04 | 4.28E-07
Tedavi: Seretide 50 evohaler 361141 | -1.32E-03 | 4.75E-07
Eozinofil ylizdesi 349861 8.13E-02 | 3.63E-158
Eozinofil sayisi 349856 5.58E-02 | 1.92E-136
Doktor tanili; Pihtilasma, DVT, Bronsit, Amfizem, Astim, Rinit, Egzama, 360527 1.03E-02 | 5.92E-27
RAD50 Alerji: Astim
1s6871536 5 131969874 C T Tan1 almayan Astim 361141 1.01E-02 | 5.26E-26
Doktor tanili; Pihtilasma, DVT, Bronsit, Amfizem, Astim, Rinit, Egzama, 360527 -1.28E-02 | 5.54E-20
Alerji: Higbiri
Doktor tanili; Pihtilasma, DVT, Bronsit, Amfizem, Astim, Rinit, Egzama, 360527 7.94E-03 | 2.83E-10

Alerji: Saman Nezlesi, Alerjik Rinit veya Egzama




qTT

Cizelge D.1 (devam). UK Biyobank verilerinin PheWAS analiz sonuglari.

Gen/ Krom. BP Risk | Diger Fenotip Bireyler Beta P degeri

rs 1D Alleli | Allel (n)
Notrofil ylzdesi 349861 -1.84E-02 1.25E-09
RAD50 Doktor tanili Astim 91787 1.09E-02 3.16E-08
rs6871536 | ° | 51969874 C o T Son bir yilda gogiiste hirtlt veya slik 354523 | 6.77E-03 | 3.65E-08
Tedavi: Ventolin 100 mikrogram inhaler 361141 2.68E-03 9.05E-08
Eozinofil ylizdesi 349861 9.75E-02 | 7.75E-203
Eozinofil sayis1 349856 6.25E-02 | 2.76E-153
Tan1 almayan Astim 361141 1.55E-02 | 3.00E-52
Doktor tanili; Pthtilasma, DVT, Bronsit, Amfizem, Astim, Rinit, Egzama, 360527 1.54E-02 6.57E-52

Alerji: Astim
Doktor tanili; Pithtilagma, Derin Ven Trombozu (DVT), Bronsit, Amfizem, 360527 -1.96E-02 | 5.58E-40
Astim, Rinit, Egzama, Alerji: Higbiri
Son bir yilda gogiiste hirilti veya islik fenotipi goriilmek 354523 1.36E-02 1.45E-25
Doktor tanili Astim 91787 2.07E-02 5.22E-23
Doktor tanili; Pthtilasma, DVT, Bronsit, Amfizem, Astim, Rinit, Egzama, 360527 1.27E-02 1.46E-21
Alerji: Saman Nezlesi, Alerjik Rinit veya Egzama

IL33 9 6190076 C A Tedavi: Ventolin 100 mikrogram inhaler 361141 4.68E-03 1.08E-18
rs1342326 Astim tani yast 36955 -7.00E-02 | 2.59E-15
Nazal polip 361194 1.75E-03 2.85E-12
Eozinofilik Astim 361194 1.75E-03 4.60E-12
Tam almayan Saman Nezlesi / Alerjik Rinit 361141 5.03E-03 8.11E-12
Tedavi: Becotide 50 inhaler 361141 1.59E-03 | 1.28E-10
Nazal polip 361141 1.31E-03 | 4.31E-10
Doktor tanili Saman Nezlesi veya Alerjik Rinit 91787 1.63E-02 5.28E-10
Tedavi: Flixonase 50 mikrogram sulu burun spreyi 361141 1.10E-03 3.31E-08
Is déneminde solunum problemleri: Evet 91149 8.66E-03 1.39E-07
Solunum problemi nedeni ile isten ayrilma: Hayir 91149 7.47E-03 5.35E-07
Tedavi: Seretide 50 evohaler 361141 1.85E-03 | 7.46E-08
SMAD3 Eozinofil ylizdesi 349861 | -2.45E-02 | 7.32E-25
(5744910 15 67446785 A G Doktor tanili; Pihtilagma, Derin Ven Trombozu (DVT), Bronsit, Amfizem, 360527 1.02E-02 1.90E-20

Astim, Rinit, Egzama, Alerji: Higbiri




oTT

Cizelge D.1 (devam). UK Biyobank verilerinin PheWAS analiz sonuglari.

Gen/ Krom. BP Risk | Diger Fenotip Bireyler Beta P degeri
rs 1D Alleli | Allel (n)
Eozinofil sayis1 349856 | -1.53E-02 | 4.18E-18
Doktor tanili; Pthtilasma, DVT, Bronsit, Amfizem, Astim, Rinit, Egzama, 360527 -8.21E-03 9.50E-17
Alerji: Saman Nezlesi, Alerjik Rinit veya Egzama
Doktor tanili; Pthtilasma, DVT, Bronsit, Amfizem, Astim, Rinit, Egzama, 360527 -5.21E-03 4.75E-12
Alerji: Astim
Tani almayan Astim 361141 -5.06E-03 2.07E-11
Kornea direnc faktorii (sol) 76510 2.68E-02 1.48E-07
Notrofil sayist 349856 -6.21E-02 | 5.20E-150
Beyaz kan hiicre (Lokosit) sayisi 350470 | -5.93E-02 | 9.37E-137
Monosit yiizdesi 349861 3.92E-02 2.24E-64
Astim tan1 yasi 36955 1.04E-01 8.88E-53
Notrofil yizdesi 349861 | -3.62E-02 | 2.57E-52
Tan1 almayan Astim 361141 -1.12E-02 | 4.11E-50
Doktor tanili; Pihtilasma, DVT, Bronsit, Amfizem, Astim, Rinit, Egzama, 360527 -1.10E-02 3.43E-48
Alerji: Astim
Lenfosit sayisi 349856 | -2.65E-02 | 7.57E-29
ORMDL3/ Lenfosit ylizdesi 349861 2.52E-02 1.01E-26
Doktor tanili; Pthtilagma, Derin Ven Trombozu (DVT), Bronsit, Amfizem, 360527 1.10E-02 1.86E-23
GSDMB 17 38062196 A G - e g
152305480 Astim, Rinit, I_Egzzflma, Alegl: Hicbiri
Eozinofil ylizdesi 349861 2.22E-02 1.24E-20
Doktor tanili Astim 91787 -1.29E-02 1.62E-16
Astimda tan1 yas1 11717 9.44E-02 2.68E-14
Tedavi: Ventolin 100 mikrogram inhaler 361141 -3.00E-03 | 2.87E-14
Ortalama retikiilosit hacmi 344728 1.37E-02 1.18E-08
Doktor tanili; Pthtilasma, DVT, Bronsit, Amfizem, Astim, Rinit, Egzama, 360527 -5.64E-03 1.19E-08
Alerji: Saman Nezlesi, Alerjik Rinit veya Egzama
Son bir yilda gdgiiste hirilti veya 1slik 354523 -6.15E-03 | 1.83E-10
Ag1z / dis problemleri: Agiz iilseri 359841 3.62E-03 4.01E-07
Menopoz yasi (son adet donemi) 111593 2.04E-02 5.74E-07




LTT

Cizelge D.1 (devam). UK Biyobank verilerinin PheWAS analiz sonuglari.

Gen/ Krom. BP Risk | Diger Fenotip Bireyler Beta P degeri

rs ID Alleli | Allel (n)
Notrofil sayist 349856 7.15E-02 | 4.26E-197
Beyaz kan hiicre (Lokosit) sayisi 350470 6.66E-02 8.53E-171
Notrofil ylzdesi 349861 4.52E-02 4.44E-80
Monosit yiizdesi 349861 | -4.25E-02 7.36E-75
Lenfosit ylizdesi 349861 | -3.78E-02 1.47E-57
Tani almayan Astim 361141 8.87E-03 1.05E-31
Doktor tanili; Pihtilasma, DVT, Bronsit, Amfizem, Astim, Rinit, 360527 8.71E-03 9.56E-31

Egzama, Alerji: Astim
Astim tani yasi 36955 -6.98E-02 1.17E-24
Doktor tanili; Pihtilagsma, Derin Ven Trombozu (DVT), Bronsit, 360527 -1.06E-02 5.84E-22
GSDMA Amfizem, Astim, Rinit, Egzama, Alerji: Higbiri
13804104 | L7 | 381298 | A G Lenfosit saytst 349856 | 2.21E-02 | 2.16E-20
Doktor tanili; Pihtilasma, DVT, Bronsit, Amfizem, Astim, Rinit, 360527 6.48E-03 6.33E-11
Egzama, Alerji: Saman Nezlesi, Alerjik Rinit veya Egzama

Son bir yilda gogiiste hirtlti veya 1slik 354523 5.68E-03 4.42E-09
Eozinofil sayisi 349856 1.03E-02 6.49E-09
Bazofil sayisi 349856 1.17E-02 7.28E-09
Tedavi: Ventolin 100 mikrogram inhaler 361141 2.24E-03 1.42E-08
Doktor tanili Astim 91787 8.74E-03 2.27E-08
Kol empedansi (sag) 354792 9.17E-03 3.86E-08
Yiyeceklere tuz ilavesi 360954 1.05E-02 1.56E-07
Astim tani yast 11717 -6.37E-02 2.93E-07
IL2RB Eozinofil ylizdesi 349861 | -2.30E-02 1.07E-21
(52284033 | 22 | 379340341 A |G Eozinofil sayis: 349856 | -1.62E-02 | 5.98E-20
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