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oz
Kodlanmayan RNA grubunda yer alan mikroRNA’lar (miRNA) son yillarda
otoimmiin hastaliklar, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve bazi solunum yolu
hastaliklarinda klinik ciddiyet ile iliskilendirilmistir ve tedavi hedefi olarak
kullamilmalarma iliskin bircok arastirma gerceklestirilmistir. CFTR genindeki
mutasyonlar sonucu olusan ve otozomal resesif kalitilan solunum sistemi
hastaliklarindan birisi olan kistik fibroziste giintimiize kadar hastalik patogenezi
ile iligkilendirilen cok sayida miRNA tamimlanmistir. Bu derlemede, kistik
fibrozis hastaliginda miRNA’larin rolii, hastalik ciddiyeti ile iliskisi, miRNA
temelli tedavi yaklasimlar: ve ileride prognostik ve terapotik biyobelirtec olarak
kullanilmalarmna yonelik gerceklestirilen arastirmalar 6zetlenmistir.
Anahtar Kelimeler: kistik fibrozis, CFTR geni, mikroRNA, biyobelirteg
ABSTRACT
MicroRNAs (miRNA), which belong to non-coding RNA group, have been
associated with clinical severity in autoimmune diseases, cancer, cardiovascular
diseases and some respiratory diseases. Many studies have been carried out on
their use as therapeutic targets in recent years. In cystic fibrosis, an autosomal
Didem DAYANGAGC-ERDEN recessive inherited respiratory system disease caused by mutations in the CFTR
gene, many miRNAs associated with the pathogenesis have been identified. This
o review, summarizes the research about the role of miRNAs in cystic fibrosis, their
Tibbi Biyoloji AD relationship with the severity of the disease, miRNA based treatment approaches
ANKARA and their use as prognostic and therapeutic biomarkers.
Keywords: cystic fibrosis, CFTR gene, microRNA, biomarker
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Gen ifade kontroliinde 6nemli rollere sahip olan  %60'm1 diizenlemektedir (2,3). mRNA’larin 3" ucunda
mikroRNA’lar (miRNA), 20-25 niikleotid uzunlugunda bulunan ve proteine ¢evrilmeyen (3'UTR) bolgesine
kodlamayan RNA molekiilleridir (1). Bugiine kadar komplementerlik esasina dayanarak baglanan miRNA'lar,
insanlarda 2500’den fazla miRNA tammlanmistir ve bu mRNA yikimi veya protein sentezinin engellemesiyle
miRNA'lar insan hiicrelerinde protein kodlayan genlerin  sonuglanan mekanizmalar ile gen ifadesini baskilarlar (1).
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miRNA'larin ifade profillerinin hiicre ve dokular arasinda
oldukca degisken olmasi dokunun kararli i¢ dengesinin
(homeostaz) korunmasi igin O6nemli olduklarimin bir
gostergesi olmakla birlikte seviyelerindeki artis/azaliglar
hastalikla
apoptozis, farklilasma ve inflamasyon gibi bir¢ok hiicresel

birgok iliskilendirilmistir. ~ Proliferasyon,

siiregte rol oynayan miRNA’larin ifade diizeylerindeki

degisiklikler ~ kanser, otoimmiin, kardiyovaskiiler,

hastaliklarinda
gosterilmistir (4). Son yillarda akciger fonksiyonlarin ciddi

norodejeneratif ve solunum sistemi
sekilde etkileyen ve kalitsal hastaliklar arasinda en sik
gortiilenlerden biri olan kistik fibrozis (KF) hastaliginda,
miRNA’larin patolojik ve/veya tedavi edici etkisi iizerine
yapilan ¢ok sayida arastirma gerceklestirilmistir (5,6). Bu
derlemede, iilkemizde de oldukga sik goriilen, kalitsal bir
hastalik olan kistik fibrozis Ornek olarak secilerek
miRNA’larin rolii, miRNA’larin prognostik ve terapdotik
biyobelirteg olarak kullanimi erken tedavi yaklasimlarimn
kesfine olanak saglayacak yeni bir bakis agist ile

tartisilacaktir.
miRNA biyogenezi

miRNA, 20-25 niikleotid uzunlugunda,
kodlanmayan RNA sinifinda yer alir (1). {lk defa 1990'larin
basinda miRNA’larin Caenorhabditis elegans’ta gen
ifadesinin post-transkripsiyonel diizenleyicisi olduklar1
tanimlanmustir (7). miRNA geni hiicre ¢ekirdeginde protein
kodlayan bir genin intron dizisinden transkripsiyona
ugramaktadir. Sag tokasi seklindeki dnciil miRNA'nin (pre-
miRNA) islevsel olabilmesi i¢in Drosha ve onun kofaktorii
olan DiGeorge kritik sendrom bolgesi 8 (DGCRS8)den
olusan bir kompleks tarafindan kesilip; olgun miRNA
yapisini kazanmasi gerekmektedir. Sitoplazmaya taginan
kesildikten sonra RNA-
indiiklenmis susturucu kompleks (RISC) ve Argounate

miRNA, Dicer enzimi ile

proteinleri sayesinde tek zincirli hale getirilir ve hedef
mRNA molekiiliiniin 3'UTR bolgesine baglarur. Boylece

mRNA yikim1 veya protein sentezinin baskilanmasi

gerceklesmis olur (Sekil 1). Yapilan arastirmalar
sonucunda, miRNA molekiillerinin temel gorevinin gen
ifade seviyesini degistirmek ve hiicredeki sinyal
yolaklarimin homeostazisini saglamak oldugu

gosterilmistir (8).

miRNA geni
Transkripsiyon RNA Polimeraz Il
Drosha/DGRC8 QIIIQI]II" Pre-miRNA

Niikleus

Sitoplazma

Dicer Y
RISC
. Argonaute
T
mRMNA degredasyonu Translasyonel inhibisyon

Sekil 1: miRNA'larin biyogenezi

Kistik fibrozis patofizyolojisi

Kistik fibrozis (KF), otozomal resesif kalitilan
hastaliklardan birisi olup; Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFIR) genindeki mutasyonlar
farkli
popiilasyonlarda degisiklik gostermektedir. Avrupa ve

sonucu olusur (9). KFnin gorilme siklig1
Kuzey Amerika’da ortalama her 3000 yeni dogumda 1
goriiliirken Asya’da goriilme sikligi her 100.000-150.000
1’dir  (10,11). Ulkemizde

epidemiyolojik calismalar sonucunda KF hastaligimin

yeni dogumda yapilan

goriilme sikliginin 3000°de 1 oldugu bulunmustur (12).

Kromozomun 7q31.2 bolgesinde lokalize olan CFTR
geni 27 ekzondan olusur ve 1480 aminoasitlik CFTR
proteinini sentezler. Bir glikoprotein olan CFTR, ABC
(ATP-Binding Cassette) protein ailesi {iyelerinden birisi
olup; epitel hiicre membraninda klor ve bikarbonat

taginmasindan sorumludur (9,13).

Insanda; akciger, pankreas, bagirsak, vas deferens,
ter bezleri ve siniisler CFTR ifadesinin en yiiksek seviyede
oldugu dokulardir. Kistik fibrozis birden fazla dokunun

etkilendigi bir patofizyoloji gosterir ve klinik bulgular
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hastamin yasina, tutulan sistemlere ve CFTR mutasyon
ciddiyetine gore degismektedir. Kistik fibrozis hastaliginda
akciger fenotip Ozellikleri solunum fonksiyon testi
(FEV1/FEVC), bakteriyolojik belirtegler, akcigerde yapisal
degisikliklerin saptanmasi ile belirlenmektedir. Akciger
bulgular tiim yas gruplarinda en sik goriilen bulgulardir
ve bunu gastrointestinal sistem bulgular1 izlemektedir.
Hastalarin akcigerlerinde olusan, kati ve kalin mukus
tabakas1 patojen enfeksiyonlarinin gelismesine sebebiyet
verir. Olusan akciger bulgularimin siddeti yasam kalitesi ve
siiresini etkilemekle birlikte, pek ¢ok faktor akciger
fenotipinin olusumunda gorevlidir. Solunum fonksiyon
testleri FEV1/FEVC hastaligin izleminde ve prognozu
ongormede oldukca sik kullarulan bir parametredir. P.
aeruginosa, KF'de solunum yollarinda hastaliga yol acan
en 6nemli patojendir. Hastalarin biiyiik bir ¢ogunlugunda
ekzokrin pankreas yetmezligi goriiliir ve beslenme
durumu akciger fonksiyonlarini etkiler (9).

CFIR geninde kesif siirecinden giiniimiize kadar
yaklasik 2000 adet mutasyon tanimlanmustir. CFTR geninin
onuncu ekzonundaki {i¢ niikleotidlik delesyon olan
F508del, Kuzey Avrupa ve Amerika’'da en sik goriilen
mutasyondur (%70) (10). Ulkemizde bu mutasyonun allel
frekansi ise %18-20"dir (14). Mutasyonlar CFTR proteininin
fonksiyonuna bagli olarak simflandirilmakta ve CFTR
proteininin sentezi, katlanmasi, tasinmasi, yerlesmesi ve
dogru fonksiyon gostermesi gibi basamaklara etki ederek
hastalik ciddiyetini belirlemektedir. Benzer etkilere neden
olan mutasyon tipleri simflandirildiginda CFIR gen

mutasyonlar1 6 smifa ayrilmustir. Smuf I mutasyonlar

sonucu hatalt uzunlukta, fonksiyonel olmayan protein
sentezlenir ve CFIR klor kanali sentezi gerceklesmez (or:
G542X, W1282X). Sinif II mutasyonlar sonucunda proteinin
hiicre ici trafigi bozulur, protein hiicre membramna
yerlesim gosteremez ve klor kanali aktivitesi gerceklesmez
(or: F508del, N1303K). Stnuf III mutasyonlar sonucu CFTR
proteini sentezlenerek hiicre membranina ulasir ancak
mutasyon kanal agilmasin engelledigi i¢in kanal aktivitesi
gerceklesmez (6r: G551D, D1152H). Smuf IV mutasyonlar
sonucu CFIR proteininin klor iyonu gegirgenligi azalir (6r:
R347P, R334W). Smif V mutasyonlar sonucunda dogru
CFTR proteini hiicre

membranina ulasir fakat gerekenden daha az sayida klor

uzunlukta ancak az oranda

iyonu epitel hiicre sitoplazmasina tasmmis olur (or:
2789+5G-A,  3849+10kbC>T). Swuf VI
sonucunda protein stabilitesi etkilenir ve yar1 émrii daha
kisa CFTR proteini sentezlenir (6r: 4326delTC, Q1412X)

(15). Ancak aymi mutasyona sahip olmasmna ragmen

mutasyonlar

fenotipik ozelliklerin farkli oldugu hasta kardeslerin
saptanmas1 fenotipi diizenleyen genlerin ve epigenetik
kontrolde 6nemli role sahip olan kodlanmayan RNA’lar
alan miRNA’larin etkili
diistindiirmiistiir.

simifinda  yer olabilecegini

Kistik fibrozis hastaliginda miRNA arastirmalar1

Kistik fibrozis hastaliginda miRNA iizerine yapilan
arastirmalar ¢ok sayida olmakla birlikte hem dogrudan
CFTR hem de diger mRNA’lara baglanan miRNA’lar

tanimlanmusgtir (Tablo ).
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Tablo L. Kistik fibrozis hastaliginda ifadesi degisen miRNA'lar.

MikroRNA Hedef Hiicre Hatt1 Kaynaklar
miR-494,miR-384, miR-376b, miR-1246, CFTR Caco-2! 19
miR-145, miR-331-3p, miR-939
miR-600, miR-494, miR-384, miR-1290, miR-1246, CFTR PANC-12 19
miR-145, miR-1827, miR-331-3p, miR-939
miR-600, miR-494, miR-607, CFTR 16HBE140-3 18
miR-384, miR-101, miR-144
miR- 101, miR-494,miR-138 CFTR HEK?293* 22
miR-509-3p,miR-494, CFTR Calu-3° 23
miR-145-5p
miR-145, miR-223,miR-494 CFTR CFBE410-¢ 17
miR-145, miR-384, miR-101, CFTR A5497 24
miR-600
miR-505, miR-943,miR-377, CFTR Beas-2B® 24
miR-384,miR-101, miR-600
miR-600 CFTR HBEpiC® 25
miR-126 TOM1 KF primer bronsiyal farklilastirilmis 17
hiicre kiiltiirii
miR-17 IL-8 BENaC transgenik fare ve saglikl fare 18
primer bronsiyal hiicre kiiltiirii
miR199a-5p CAV1 KF primer bronsiyal farklilagtirilmis 26
hiicre kiiltiirii
miR-145 SMAD3 KF ve saglikli primer nazal epitel hiicre 19
kiiltiirii ve primer bronsiyal hiicre kiilt.
miR-155 SHIP1 IB3-1% ve IB3-1/S91 20
miR-224-5p SMAD4 KF primer bronsiyal farklilastirilmis 9
hiicre kiiltiirii
miR-155 RPTOR KF primer bronsiyal farklilastirilmis 21
hiicre kiiltiirii
miR-122 ATF6 KF primer bronsiyal farklilastirilmis 19

hiticre kultiari

Kisaltmalar: 1; insan epitel kolorektal adenokarsinoma hiicre hatti, 2; insan pankreatik kanser hiicre hatti, 3; insan bronsiyal
epitel hiicre hatti, 4; insan embriyonik bobrek hiicre hatti, 5; insan akciger kanseri hiicre hatti, 6; insan KF bronsiyal epitel
hiicre hatti, 7; adenokarsinomik insan alveolar bazal epitel hiicre hatti, 8; insan bronsiyal epitel hiicre hatti, 9; insan

bronsiyal epitel hiicre hatti, 10; insan KF bronsiyal epitel hiicre hatti, 11; insan bronsiyal epitel hiicre hatt1.
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Yapilan calismalar ile miRNA’larin doku spesifik
oldugu, zamana ve gelisimsel siirece bagh olarak ifadesinin
degistigi gosterilmistir (16).

Kistik fibroziste, CFTR kanal aktivitesinin azalmasi
sebebiyle akcigerde dehidrate mukus olusumu ve bunu
takiben kronik akciger enfeksiyonu ile sonuglanan bir tablo
olusmaktadir. miRNA’lar immiin cevapta rol alan genleri
hedefleyerek dolayli olarak kistik fibrozisli hastalarda
hastalik siddetini etkilemektedir (6).
arkadaglarinin  gercgeklestirdigi bir

Oglesby ve
kistik
fibrozisli hastalardan olusturulan primer bronsiyal hiicre

calismada,

kiiltiirlerinde miR-126"nin ifadesinin azaldig1 bulunmustur
(17). TLR2 ve TLR4
diizenleyicisi olan Target Of Mybl Membrane Trafficking
Protein’i (TOM1), miR-126'mn hedeflerinden birisi olup;

immiin yanitin baglamasinda rol almaktadir. Bir bagka

sinyal yolaklarimin negatif

arastirmada ise miR17'nin dogrudan Interleukin 8'i (IL-8)
hedefledigi ve hastalarda miR17 ifadesinin azalmas: ile
inflamasyonun tetiklendigi gosterilmistir (18). Kistik
fibrozis nazal epitel hiicre kiiltiiriinde de ifadesi artan miR-
145’'in SMAD3’ii  hedefleyerek IL-8
inflamasyonu tetikledigi gosterilmistir (19). Akciger epitel
PI3K/Akt
diizenleyicisi olan Src homology 2 (SH2) domain

salimimimi  ve

hiicre hatlarinda ise yolagimin  negatif
containing inositol polyphosphate 5-phosphatase 1 (SHIP1)
i hedefleyen miR-155 in ifadesinin arttig1 ve bu artigin IL-8
salinimina sebep oldugu gosterilmistir (20). Benzer sekilde,
miR-224-5p'nin  de SMAD4'u
hedefleyerek TGFp sinyal yolag:1 aracih IL-8 salimimimu

ifadesinin arttig1 ve

arttirdigi saptanmustir (4,5). Inflamasyona ek olarak miR-
155’in dogrudan Regulatory Associated Protein Of MTOR
Complex 1 (RPTOR) mRNA’siu hedefleyerek fibrozis

olusum mekanizmasim da tetikledigi gosterilmistir (21).

Smuf II mutasyonlar1 sonucu dogru katlanamayan
CFIR proteinleri endoplazmik retikulumda proteozomal
Saglikli

olusturulan primer

aracili yikima ugrarlar. ve kistik fibrozis

hastalarindan bronsiyal hiicre

kiiltiirleri ile gergeklestirilen bir ¢alismada, Activating
Transcription Factor 6 (ATF6) genini dogrudan hedef alan
miR-122'nin ifade seviyesinin arttig1 saptanmistir. ATF6
dogru  katlanmamis  proteinleri

yikim  yolagimna

yonlendirmektedir. Yikima ugrayamayan CFTR proteini

birikerek, endoplazmik retikulum stresini yaratmaktadir
(19).

Kistik fibrozis hastaliginda miRNA’larin tedavi hedefi

olarak kullanimi1

Son yillarda miRNA’larin kistik fibrozisli hiicre
hatlar1 ve dokularda ifadesinin degistigi gosterilmis ve
gelecek icin umut vaadedici tedavi yaklasimlarindan biri
olduklarma yonelik c¢alismalar hiz kazanmistir (16).
CFTR  mRNA’sma

inflamasyonda, fibrozis

Dogrudan baglanan  veya
CFTR protein
katlanmasinda ve bir¢ok farkli mekanizma tizerinden
dolayli olarak etkili olan miRNA’larin farkli hastalik
modelleri ile yapilan c¢alismalar sonucunda hastalik

ciddiyetini etkiledigi gosterilmistir (4, 5) (Sekil 2).

olusumunda,

Kistik
regiilasyonu bozulan klor

fibrozis hastalarinda CFTR diginda
kanallarindan birisi de
Anoctamin-1"dir (ANO1). Kalsiyum iyonu ile aktive olan
bir klor kanal1 olan ANOT1 ile ilgili Florence Sonneville ve
arkadaslarinin gerceklestirdigi bir calismada, kistik fibrozis
hastalarimin brongiyal epitel hiicrelerinden olusturulan
primer hiicre kiiltiirinde ANO1 mRNA seviyesinin
azaldigi ve ANO1’in 3'UTR bdlgesini hedefleyen miR-9'un
ifadesinin arttig1 bulunmustur (27). Hastalarda miR-9'un
ifadesinin azaltilmasina yonelik olarak kullamilacak kiigiik
ilag aday1 molekiiller (miRNA antagonistleri) ile miR-9"un
ANO1 mRNA’s1 ile baglanmasi engellenerek, kistik
fibrozis hastalarinda diger bir klor kanali olan ANO1’in
ifadesinin artirilmasi yeni bir terapotik tedavi stratejisi
olabilecektir.

Kistik
yolaklarinda gorevli cok sayida miRNA tarimlanmustir (5).
Bunlardan miR-155"dir.  Farkli

modellerindeki c¢alismalar sonucunda miR-155"in IL-8

fibrozis hastaliginda inflamasyon

birisi de hiicre
aracili inflamasyon yanitinda rol alan genleri hedefledigi
bulunmustur. Bu genlerden birisi olan SHIP1, PI3K/Akt
sinyal yolaginda gorevli olan bir fosfotaz enzimidir.
Hastalardan alinan nazal stirlintilerden olusturulan
primer hiicre kiiltiiriinde, SHIP1 mRNA seviyesinin
azaldig1 ve SHIP1'i hedefleyen miR-155"in ifadesinin arttig1
bulunmustur (20). Hastalikta ifadesi artan miR-155i
baskilamak iizere tasarlanan kiiciik ila¢ aday1 molekiilleri
ile SHIP1 aracih IL-8 inhibisyonu gerceklestirilerek
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inflamasyon ortadan kaldirilabilecektir. Dolayis: ile miR-
155’in gelecek igin gliglii bir tedavi hedefi olabilecegi
diistintilmektedir.

miR-17,miR126,
miR224-5p,miR-145

Inflamasyon

‘ Katlanmamis protein yami ‘

‘ Akciger fibrozisi |

*

ad

KF patofizyolojisinde rol alan miRNA’lar ve etki mekanizmalan ] ‘

\ ¢

iyon iletkenligi ‘

miR-155, miR-9

Sekil 2: KF patofizyolojisinde rol alan miRNA'lar ve gorev aldiklar: yolaklar.

SONUC

Genetik heterojenitenin stk goriildiigii  kistik
fibrozis hastaliginda CFTR mutasyonlari yar sira hastalig:
modifiye edici genler, diger epigenetik mekanizmalar
(histon

kodlanmayan

modifikasyonlar;, DNA  metilasyonu ve
RNA’lar) da hastalik
belirlenmesinde ve hastalik ilerleyisinde rol oynayan

ciddiyetinin

mekanizmalar arasindadir (28). Son yillarda miRNA’lar
kistik fibrozis hastaliginda en sik arastirilan konu olmustur
4,5).

Yapilan arastirmalar sonucunda kistik fibroziste
ifadesi artan/ azalan ve hastalik ciddiyeti ile iliskilendirilen
miRNA’lar saptanmigtir. Bu miRNAlara baglanabilecek
antagonistler veya miRNA'lar taklit eden kiigiik ilag¢ aday1
molekiiller tasarlanarak dogrudan CFTR mRNAs1 veya
CF1R iligkili yolaklarda yer alan diger genlerin ifadesinin

arttirilarak ya da azaltilarak inflamasyon, immiin yamt ve
fibrozis mekanizmalarinin diizeltilmesi ongoriilmektedir.
Bu yolaklarda saptanan miRNA’larin sadece kistik
fibroziste degil diger solunum sistemi hastaliklarinda da
(astim, primer siliyer diskinezi, idyopatik pulmoner
obstriiktif vb.)

aragtirillarak ortak bir miRNA molekiiller imzasimn

fibrozis, kronik akciger hastalig

belirlenmesi miimkiin olabilecektir.
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