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OZET
SARKOIDOZ TANILI HASTALARDA CCR2 GENININ YENI NESIL
DiZi ANALIZi iLE TARANMASI
Pmar Yildiz

Duzce Universitesi

Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Yuksek Lisans Tezi )
Danismant: Prof. Dr. Recep EROZ
Haziran, 2023, 55 sayfa
Sarkoidoz, graniillom olusumuyla sonug¢lanan hastalik bolgelerinde mononiikleer
hlcrelerin birikmesi ile karakterize edilen, nedeni bilinmeyen bir multisistem hastaligidir.
Hastaligin, genetik olarak yatkin konakc¢ilarda bilinmeyen ¢evresel antijenler tarafindan
tetiklendigi diisiiniilmektedir. Biz bu ¢alismada sarkoidoz tanili hastalarda CCR2 geninin
yeni nesil dizi analizi(YND) ile taranmasin1 amagladik. Diizce Universitesi T1p Fakiiltesi
Gogiis Hastaliklar1 Klinigi’nde sarkoidoz tanisi ile takip edilen 31 hasta ile sarkoidoz dis1
bir nedenle basvurmus 19 kontrol dahil edilmistir. Mevcut ¢alismamiza 35°si (%70)
erkek, 15’1 (%30) bayan olmak iizere toplam 50 birey dahil edilmistir. Hasta grubunda
24(%77,4) kadin ve 7(%22,6) erkek varken, kontrol grubunda 11(%57,9) kadin ve
8(%53,3) erkek vardi (y2=2,138; p=0,144). Calismamizda; CCR2 (NM_001123396.4)
geninde hasta ve kontrol grubunda tespit edilen varyasyonlar sirasiyla
NM_001123396.4:¢.1044G>A(p.Thr348=)(rs3092960) (Hasta:3, Kontrol:3),
NM_001123396.4(CCR2):c.156G>T(p.Val52=)(rs3918367)  (Hasta:2,  Kontrol:0),
NM_001123396.4(CCR2):c.190G>A(p.Val64lle)(rs1799864) (Hasta: 8, Kontrol:6),
NM_001123396.4:¢c.780T>C(p.Asn260=)(rs1799865) (Hasta: 24, Kontrol:8) olarak
bulundu.

Sonu¢ olarak NM_001123396.4(CCR2):¢c.156G>T(p.Val52=)(rs3918367) ve
NM_001123396.4:¢.780T>C(p.Asn260=)(rs1799865) varyasyonlari hasta grubunda
kontrol grubundan anlamli derecede yuksekti (p<0,05). Tespit edilen bu CCR2
varyasyonlarin sarkoidozun etyopatogenezisindeki roliiniin daha iyi anlasilabilmesi i¢in

CCR2 geninin YND ile tarandig1 gemis serileri i¢eren ilave ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: genetik, granilom, sarkoidoz, yeni nesil dizi analizi.



ABSTRACT
SCREENING OF CCR2 GENE IN SARCOIDOSIS PATIENTS WITH

NEXT GENERATION SEQUENCE ANALYSIS
Pmnar YILDIZ
Duzce University
Graduate School, Department of Medical Biology and Genetics
Master Thesis
Haziran, 2023, 55 pages
Supervisor: Prof. Dr. Recep EROZ

Sarcoidosis is a multisystem disease of unknown cause characterized by the accumulation
of mononuclear cells at disease sites resulting in granuloma formation. The disease is
thought to be triggered by unknown environmental antigens in genetically predisposed
hosts. In this study, we aimed to screen the CCR2 gene in patients diagnosed with
sarcoidosis by next generation sequence analysis. 31 patients who were followed up with
a diagnosis of sarcoidosis in the Chest Diseases Clinic of Diizce University Faculty of
Medicine and 19 controls admitted for a non-sarcoidosis reason were included. A total of
50 individuals, 35 (70%) males and 15 (30%) females, were included in the present study.
There were 24 (77.4%) females and 7 (22.6%) males in the patient group, while there
were 11 (57.9%) females and 8 (53.3%) males in the control group (¥2=2.138; p=0.144).
In our study; The Detected CCR2 (NM_001123396.4) variations in the patient and control
groups were NM_001123396.4:c.1044G>A(p.Thr348=)(rs3092960)  (Patient:3,
Control:3), NM_001123396.4(CCR2): ¢.156G>T(p.Val52=)(rs3918367) (Patient:2,
Control:0), NM_001123396.4(CCR2):c.190G>A(p.Val64lle)(rs1799864) (Patient: 8,
Control :6), NM _001123396.4:c.780T>C(p.Asn260=)(rs1799865) (Patient: 24,
Control:8), respectively.

As a result, the NM_001123396.4(CCR2):c.156G>T(p.Val52=)(rs3918367) and
NM_001123396.4:¢c.780T>C(p.Asn260=)(rs1799865) variations were significantly
higher in the patient group than the control group.(p<0.05). In order to better understand
the role of these detected CCR2 variations in the etiopathogenesis of sarcoidosis,
additional studies are needed, including larger series in which the CCR2 gene was
sequenced by NGS.

Keywords: Genetics, granuloma, sarcoidosis, next generation sequence analysis.
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1.  GIRIS VE AMAC

Sarkoidoz, etiyolojisi belirsiz olan ve sistemik graniilomatdz bir hastaliktir. Bu hastalik
genellikle toraks i¢i lenf nodlar1 ve akcigerleri etkiler, ancak herhangi bir organi tutabilir.
Sarkoidozun insidansi ve prevalansi hakkinda kesin bilgiler bulunmamaktadir. Diinya
genelinde her iki cinste ve her yag grubunda goriilebilir, ancak bazi toplumlarda ve yas
gruplarinda daha sik rastlanir. Iskandinavlar ve Afrika kokenli Amerikalilar sarkoidozun
en sik gorildiigli toplumlar arasindadir. Tiirkiye'de yapilan bir kayit calismasinda yillik
insidansim 100.000 kiside 4 oldugu belirlenmistir. Sarkoidozun kiiresel saglik etkileri tam
olarak bilinmemektedir, ancak yeni kanitlar, hastaligin tahmin edilenden daha yaygin
oldugunu ve sarkoidozlu hastalar arasinda 6liim oranmin bazi hasta gruplarinda daha
yiiksek oldugunu gostermektedir. Sarkoidozun nedeni tam olarak anlagilamamistir. Hem
genetik yatkinligm hem de cevresel etkenlerin hastaligin gelisiminde rol oynadig: kabul
edilmektedir. Sarkoidozun genetik yonuyle ilgili olarak HLA (Human Leukocyte
Antigen) ve HLA disindaki bir¢cok genin varyantlariyla ilgili calismalar yapilmistir. Bazi
genetik ozellikler, sarkoidoz siklig1, hastaligi seyri ve prognozuyla iliskili bulunmustur.
Ornegin, HLA-DQB10201 ve HLA-DRB10301 genleri, akut sarkoidoz ve iyi prognozla
iliskilidir. Insan genom projesinin tamamlanmasiyla birlikte postgenomik alanda 6nemli
gelismeler yaganmig ve sistem biyolojisi yaklagimi 6nem kazanmistir. Yeni nesil DNA
dizileme teknolojisi, genetik/epigenetik diizenleyici aglar, kromatin yapisi, niikleer
yapilanma ve genom varyasyonlar1 hakkinda bilgi liretmek i¢in kullanilan bir aragtir. Bu
teknoloji sayesinde bir 6rnegin milyonlarca par¢asi ayni anda ve paralel olarak islenebilir.
Yeni nesil dizileme teknolojileri, genetik heterojenite gosteren hastaliklarin etiyolojisini
belirlemek i¢in tiim genom veya hedefe yonelik paneller {izerinde ¢ok sayida genin ayni1
anda dizilenmesini saglar. Yeni nesil dizi analizleri, fenotipik ve genotipik heterojenite
gosteren hastaliklarin genetik temelini anlamamizi saglar. Sarkoidoz hastaliginda

HLA&#39;ya ek olarak, apoptotik, enzimatik, diiz



enleyici, immiin ve enflamatuar fonksiyonlara sahip diger genler, sarkoidozda aday
lokuslar olarak dahil edilmistir. Bu, 6rnegin, sunlardir ANXA11, ACE, CCR2, CCR5,
IL1A, IL23R, NOD2 ve NRAMPL1. Bu genler sarkoidozda nadiren ¢aligilmistir. Bu tezin
amac1 nedeni tam olarak bilinmeyen genetik ve ¢cevresel etkenlerrin arastirildigi sarkoidoz

hastalarida; CCR2 geninin yeni nesil dizi analizi ile taranmasimi arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. SARKOIDOZ TARIHCESI

Bir asirdan uzun bir siire Once, cerrah-dermatolog J. Hutchinson, King's College
Hastanesi'nde (Londra, Birlesik Krallik) ilk sarkoidoz vakasmi tanimlamistir. On
dokuzuncu yiizyilin bagindan 6nceki ve sonraki on yillarda, bir¢ok yayin birbirinden
bagimsiz olarak giinlimiizde sarkoidoz olarak kabul edilen hastaliga dikkat ¢ekmistir. Bu
egilim yirminci yiizyilin ikinci yarisinda 6nemli bir ivme kazanmig ve yirmi birinci
yiizyilin ilk yillarinda da durmaksizin devam etmistir [1].

1899’da Caeser Boeck cilt lezyonlarmi sarkoma benzetmis ve bu lezyonlarm benign
olmalar1 nedeniyle ‘sarkoid’ olarak tanimlamistir [2].

Zaman igerisinde goriilmiis ki; sarkoidozda cilt tutulumlarinin yaninda birgok organda
da tutulumu da gelismektedir. Sarkoidozun ilk kez sistemik bir hastalik oldugunu 1914
yilinda Jorgen Nilsen Schaumann tanimmlamistir. Ansgar Kveim ise 1941 yilinda
hastalardan alinan sarkoid homojenatinin hasta oldugu diisiiniilen kisilere intradermal
enjeksiyonunun ardindan epiteloid hiicre graniilomlar1 iceren papuller ¢iktigini, kontrol
grubunda ise degisiklik olmadigmi saptamustir. Louis Siltzbach ise; partikil
siispansiyonlarinin saflastirilmasi ve testin standardizasyonuna katki sunarak kendi
isimleriyle anilan Kveim-Siltbach testini tanimlamistir. 1940-1950 yillar1 arasinda Sven
Lofgren, poliartrit, eritema nodosum, ates ve bilateral hiler lenfadenopatiden olusan ve
Lofgren adiyla anilan sendromu tariflemistir 1963'de Uluslararas1 Sarkoidoz Komitesi
(International Commitee on Sarcoidosis) kurulmustur. 1987’de ise “The World
Association of Sarcoidosis and Other Granulomatous Disorders” (WASOG) adiyla yeni
bir komisyon kurulmustur ve giinimzde WASOG kurulusu aktif olarak gorev

yapmaktadir [3], [4].

2.2.  SARKOIDOZDA EPIiDEMiYOLOJi

Sarkoidozun yaygmlig1 diinya genelinde farklilik gosterir. Iskandinav iilkeleri (Isveg,
Danimarka vb.) ve Afro-Amerikalilar gibi bazi {ilkelerde hastaligin daha sik gorildigii
bildirilmistir. Ancak Asyalilar ve Japonlar arasinda daha az yaygin oldugu
gozlemlenmistir. Etnik ve cografi faktorler, hastaligin sikligini etkileyebilir. Hastaligin
ortaya ¢cikmasinda genetik yatkmliga sahip bireylerde bazi etiyolojik faktorlerin de rol
oynadig1 diistiniilmektedir [5].



Yillik insidans oraninin 100.000 kiside 0,1 ile 81 arasinda degistigi ve prevalans oraninin
da 100.000 kiside 0,1 ile 640 arasinda degistigi belirtilmistir. Bu genis araligin nedeni,
hastaligin tanisinin zor olmasi ve epidemiyolojik arastrmalarda farkli yontemlerin
kullanilmasidir. Ulkemizde yapilan bir ¢alismada Miisellim B. ve ekibi, hastahigmn
insidansinm 100.000 kiside 4 oldugunu belirlemis ve bu degerin Avrupa iilkelerine yakin
oldugunu gostermistir [6]. Sarkoidoz her yasta goriilebilir, ancak bazi yas gruplarinda
daha sik rastlanir. Genellikle 20-40 yas arasinda geng eriskinlerde daha sik goriildiigii
kabul edilmektedir. Ulkemizde kadin/erkek orani 2 olarak bulunmustur. Bu oran diger
tilkelerde de kadmlar lehine bulunmaktadir [7].

Sarkoidoz genelde benign bir hastalik olarak kabul edilmektedir ancak diisiik oranda (%1-
5) mortaliteye neden olabilmektedir. Solunum yetmezligi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
enfeksiyon hastaliklar1 ana Oliim nedenleri arasinda ilk siralarda yer almaktadir.
Hastaligin kroniklesmesi, eslik eden komorbiditeler, kullanilan sitotoksik ve biyolojik

ajanlar da mortaliteye katkida bulunmaktadir [5].

2.3. SARKOIDOZDA ETiYOLOJI VE PATOGENEZ

Hastaligin etiyoloji ve patogenezi heniiz tam olarak anlasilamamistir. Genetik faktorler,
mevsimsel ve cevresel faktorler yapilan ¢alismalarda sorumlu tutulmustur. Bulgular;
genetik duyarhiligr olan kisilerde bazi spesifik c¢evresel maddeler ile karsilasmasi

sonucunda hastaligin ortaya ¢iktigini diistindiirmektedir.

2. 3. 1. Genetik Faktorler

Sarkoidoz; ¢esitli gen varyantlar1 farkli fenotipler, prognoz ve terapotik yanitlar: olan
poligenik bir hastaliktir.

ACCESS (A Case Control Etiologic Study of Sarcoidosis) ¢alismasi [8]; sarkoidozun
etiyolojisini arastiran ¢cok merkezli bir calismadir. ACCESS sarkoidozlu olgularm birinci
ve ikinci derece akrabalarinda ve aile bireylerinde sarkoidoz goriilme sikliginin anlamli
olarak yiiksek oldugunu gostermistir. Ayrica Danimarkali ve Finlandiyali popiilasyonda
ikiz 210 hasta lizerinde yapilan ¢aliymada, dizigotik ikizlerde sarkoidoz riskinin 7 kat
arttig1 monozigot ikizlerde ise 80 kat arttig1 gosterilmistir [9].

Iki ¢aligma, sarkoidoz hastalarmin okiiler hastalik gelistirmeye yatkmliginda genetik
faktorlerin roliinii degerlendirmistir. Garman ve ¢alisma arkadaslari, okiiler sarkoidozlu
(OS) Afrikali-Amerikali (AA) ve Avrupali-Amerikali (EA) hastalardan ve saglikli
kontrollerden (swrastyla n=260 ve n=35 vs. n=1551 ve n=2046) olusan etnik ¢esitlilige



sahip bir kohortta ilk enome-wide association studies (GWAS) 'yi gergeklestirmistir [10].
Yazarlar, EA'da OS ile HLA-DRB1*04:01 arasinda - soylara 6zgii oldugu tespit edilen
bir iliski - ve AA'da bir bdtin olarak sarkoidoz ile HLA-DRB1*03:01, HLA-
DRB1*11:01 ve HLA-DRBI1*12:01 alelleri arasinda daha 6nce bildirilen iliskileri
dogrulamistir. Sekiz HLA dis1 varyant da AA'da OS ile iligkilendirilmistir; bunlardan
yedisi, epitelyal bariyerin biitiinliiglinii sagladig1 lens ve retina dahil olmak tizere birgok
dokuda ifade edilen bir iskele proteini olan MAGII1 (membranla iliskili guanilat kinaz
WW ve PDZ alani igeren protein 1) iginde yer almaktadir [11].

Schirmann ve ark. [12] 63’ Alman olan 138 birey tizerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda
mikrosatellite isaretleme yOntemi kullanarak genomun hastalik ile iligkilisini
arastirmistir. Caligma sonucunda, 6. kromozomun kisa kolunda bulunan MHC (Major
Histocompatibility Complex) klas 1l bolgesinin hastalik ile olan iligkisi tespit edilmistir.
Daha sonra yapilan ¢alisma serilerinde HLA olarak da bilinen MHC klas 11 allelleriyle
sarkoidoz iliskisi daha net ortaya konmustur. Bu caligmalar sonucunda bazi allellerin
hastaliga yatkinlikla 11 (HLA DR 11, 12, 14, 15, 17) iligskili oldugu gosterilirken
bazilarmm ise koruyucu (HLA DRI, DR4 ve muhtemelen DQ*0202) olabilecegi
diistiniilmiistiir.

T hucresi aktivasyonunda rol oynayan imminoglobulin super ailesinin bir Gyesi olan
Butyrophilin-like 2 (BTNL2) icindeki mutant (A) rs2076530 aleli [13], sirekli olarak
sarkoidoza yatkinlikla iligkilendirilmistir. Yakin zamanda yapilan bir calismada, sarkoid
iveitli (n=135), tlveitsiz sarkoidozlu (n=196), sarkoidozsuz iiveitli (n=81) ve saglkl
kontrollerdeki (n=271) BTNL2 rs2076530 genotip frekanslar1 karsilagtirilmistir [14].
Beklendigi gibi, 1s2076530 A alelinin tasmmmasi artmig sarkoidoz riski ile
iliskilendirilmistir. Ozellikle, iiveiti olmayan hastalar arasinda, AA veya AG genotipinin
taginmasi, GG genotipinin taginmasina kiyasla sarkoidoz gelisme riskini sirasiyla 5,06 kat
ve 2,63 kat artrmustir. Tersine, rs2076530 A sarkoid iiveite artan duyarhilikla iligkili
bulunmamistir; bu da tiveitli ve liveitsiz sarkoidozun genetik olarak farkli hastalik alt
gruplarmi temsil edebilecegini diisiindiirmektedir.

Rossides ve meslektaslar1 [15], bir vaka-kontrol-aile ¢alismasi tasarimi ve niifusa dayal
Isveg kayitlarmi kullanarak sarkoidozun ailesel kiimelenmesini ve kalitimimni tahmin
etmistir. Sarkoidozlu en az bir birinci derece akrabaya sahip olmanin sarkoidoz gelisme
riskini 3,7 kat artirdigini, iki veya daha fazla akrabaya sahip olanlarda (goéreceli risk 4,7)
ve Lofgren sendromunda (goreceli risk 4,1) goreceli riskin daha da arttigini bulmuslardir.

Bununla birlikte, hastaligin kalitimsalligi sadece %39'dur, bu da genetik disindaki

5



maruziyet gibi faktorlerin sarkoidoz riskine Onemli katkida bulundugunu

distiindiirmektedir.

2. 3. 2. Cevresel Faktorler

Genetik olarak yatkinligi olanlarda hastalig1 baglatan faktorlerin ne oldugu konusu heniiz
net degildir. Onceleri ¢am polenleri, cesitli mikroorganizmalar (M. tuberculosis,
Propionibactrium, viriisler, vb.) tizerinde arastirmalar yapilmis, bir takim sonuglar alinsa
da hastalarin tamaminda kesin kanitlar elde edilmemistir. Genis kapsamli olarak
hastaligin etiyolojisine yonelik olarak yapilan ACCESS (A Case Control Etiologic Study
of Sarcoidosis) isimli arastirmada hastaliga neden olan tek bir etiyolojik ajan ortaya
konamamistir. Kisinin bu ajanlara kars1 gelistirdigi T Helper-1 aracili immiin yanat,
antijeni yok etmeyip; graniilom i¢ine hapsettigi ve hastalifa yol ac¢tig1 diisiiniilmektedir
[5].

Cevresel maruziyetler, dogrudan graniilomat6z inflamasyonu tetikleyerek ve dolayli
olarak sarkoidoz riskini degistiren epigenetik ve immiinolojik degisikliklere neden olarak
sarkoidoz patogenezinde varsayilan bir rol oynamaktadir Mesleki maruziyetler, saglik
calisanlar1 ve itfaiyeciler de dahil olmak iizere diger kohort calismalarinda sarkoidoz ile
iligkilendirilmistir. Bu c¢alismalara ragmen, ilgili g¢evresel antijenler belirsizligini
korumaktadir. Ayrica, bu maruziyetlerin dogrudan cevresel tetikleyicileri mi yoksa
konakg1 yanit hazirhigini etkileyen dolayl etkileri mi yansittig1 belirsizdir. Gelecekteki
caligmalarda cinsiyet ve soy ile ilgili maruziyet farkliliklar1 incelenmelidir [16].
Inorganik ve karmasik c¢evresel hava kaynakli maruziyetler sarkoidoz benzeri
graniilomatdz pndmoni ile iliskilendirilmistir; kronik berilyum hastalig1 iyi ¢alisilmis bir
ornektir [17]. Bir bagka ornek de Diinya Ticaret Merkezi felaketinde ilk mudahaleyi
yapan kurtarma gorevlilerinin yasadigi "sarkoidoz benzeri" akciger hastaligidir [18].
Multisistem graniilomatdz inflamasyonun yoklugunda, bu hastaliklarin sarkoidoz alam
altinda m1 gruplandirilmasi gerektigi yoksa etiyolojik olarak tanimlanmis bagimsiz bir
akciger hastaligi olarak mu kalmasi gerektigi tartisilmaktadir. Ayrica, diger inorganik
maruziyetler, silika da dahil olmak {izere sistemik sarkoidoz benzeri bir yanitin

tetikleyicileri olarak gdsterilmistir [19], [20].
2.3.3. Immunopatogenez

Sarkoidozun patolojik 6zelligi, etkilenen organlarda CD4+ T hiicrelerinin infiltrasyonu

ile iligkili epiteloid nonkazean graniilomlardir. Graniilomlarin icinde veya g¢evresinde



nadir noétrofil ve eozinofillerle birlikte daginik makrofajlar, dev hicreler, CD8+ T
hicreleri ve B hiicreleri gorilebilir. Periferik kanda CD4+ T hiicresi ve B hicresi
lenfopenisi yaygindir. Akciger dokusu, bronkoalveolar lavaj (BAL) ve kandaki CD4+ T
hicreleri IFN-y, TNF-a ve siklikla IL-2 eksprese ederek Th1l efektor fenotipine polarize
olur. Bu polarize yanit, I[L-4 veya IL-5 iireten bir Th2 yanitina gegis kanit1 olmaksizin
hastalik seyri boyunca goriiliir. Sarkoidozun Thl-driven bir hastalik olduguna dair klinik
kanitlar arasinda IFN-o gibi Th1 destekleyici tedavilerle olan iliski de yer almaktadir [21].
Thl ile iliskili gen ekspresyon imzalari, sarkoidozda klinik gerileme ile iliskili olarak,
hastalik patogenezinde ve klinik sonugta Thl yanitlar1 i¢cin birincil bir rolii destekleyen
cesitli transkriptomik c¢alismalarda bulunmustur [22], [23]. Sarkoidozdan etkilenen
dokularda, BAL'da ve kanda Th17-polarize efektor T hiicreleri de tespit edilmistir, ancak
Thl hiicrelerinden daha diisik sikliktadir [24]. Th17 hicrelerinin sarkoidoz
etiyolojisindeki rolii belirsizligini korusa da, ¢alismalar IFN-y tireten Th17.1 hiicreleri
[25] de dahil olmak tizere Th17 efektor yanitlarinin hastaligin siddetini ve klinik seyrini
etkileyebilecegini gostermektedir [26].

Sarkoidozdaki calismalarin ¢ogu adaptif immiiniteye odaklanmis olsa da, graniilom
olusumu adaptif immiinitenin yoklugunda da meydana gelebilir [27]. Dogustan gelen
Toll-like reseptorler (TLR'ler) sarkoidoz patobiyolojisine dahil edilmistir [28]. TLR-
2/TLR-1 heterodimerinin ligandlarina karsi immiin yanit, sarkoidoz periferik kan
hicrelerinde TLR-2/TLR-6 ligandlarma kars1 azalmis yanitlarin varhginda gorilmistiir
[29]. Dogustan gelen bir ligand olan serum amyloid A 'nin sarkoidoz graniilomlar1 i¢inde
se¢ici olarak biriktigi [30] ve sarkoidoz BAL hiicrelerinde Thl sitokin yanitlarmi (6rn.
TNF, IL-18) indiikledigi bulunmustur. Ayrica, kismen TLR-2 araciligiyla aracilik edilen
deneysel bir graniilomatdz akciger inflamasyonu modelinde de birikmistir. SAA, Thl
yanitlarimi tesvik ederek, alternatif olarak aktive edilmis makrofaj farklilasmasina ve in
vitro Thl7 yanitlarma katkida bulunarak sarkoidozdaki sonuclar1 etkileyebilecek ¢ok
sayida dogal reseptore sahiptir [31], [32]. Birgok ¢aligma, BAL sivisi ve kandaki serum
amyloid A 'y1, hastaligin evresiyle iliskili aktif sarkoidoz i¢in bir biyobelirte¢ olarak

tanimlamig ve kronik hastaliktaki roliinii desteklemistir [33].

2.4. SARKOIDOZDA KLIiNiK BULGULAR

Sarkoidozun klinik belirtileri oldukca degiskendir ve genellikle nonspesifiktir. Her organ
etkilenebilir, ancak torasik tutulum %90'dan fazlasinda goriilur. hastalar. Sarkoidoz

hastalarinin tahminen %40'min asagidaki hastaliklara sahip oldugunu belirtmek



onemlidir asemptomatiktir, akciger grafilerinde tesadiifi bulgular vardir [34]-[36].
Dispne, kuru 6ksiiriik veya gogiis agrisi tiim hastalarin yaklasik %50'sinde gorulur. Masif
hiler ve / veya veya mediastinal lenfadenopati genellikle asemptomatiktir, ancak
yorgunluga neden olabilir, Baz1 hastalarda retrosternal agr1 veya disfaji goriilebilir [37],
[38]. Pulmoner sarkoidozda, Gogiis fiziksel bulgular1 genellikle minimaldir. Radyografik
bulgularin oldugu hastalarda bile anormallikler yaygindir, sarkoidozlu hastalarin
%20'sinden azinda raller mevcuttur hastalar. Parmak ¢omaklasmas1 da sarkoidozda nadir

goraldr [35].
2.4.1. Intratorasik Bulgular

Akciger ve Mediyasten Tutulumu

Akciger, hiler ve mediastinal lenf nodlar1 en ¢ok etkilenen organlardir (%90°dan fazlasr).
Pulmoner sarkoidoz hastalarmin yaris1 asemptomatiktir [39]. Semptomatik hastalarda
genellikle kuru oksiiriik, hirilti, nefes darhigi, gogiiste sikigma gorllir. Hemoptizi
nadirdir.

Plevral tutulum nadirdir; plevral effiizyon, plevral fibrozis ve pnémotoraks gorulebilir.
Pulmoner hipertansiyon gelisebilir. Ust solunum yolu tutulumu nadirdir; epiglottis
tutulumu, ciddi hava yolu obstriksiyonuna neden olabilmektedir. Larinkste grantilomlar
%1-3 oraninda saptanir, ses kisiklig1 olabilir [40] [41].

2.4.2. Ekstratorasik Bulgular

2.4.2.1. Lenf Nodu Tutulumu

%20 hastada goriiliir. Periferal lenfadenopati siklikla goriiliir. Servikal, aksiller,
epitroklear ve inguinal lenf nodlar1 en sik tutulan lenf bezleridir. Etkilenen lenf nodlar1
orta derecede siskindir ve genellikle hassas degildir. Bunlar genellikle yuvarlak, graniiler

goriiniimdedir, belirgin kenarli homojen ekojeniteye sahiptir [42]-[44].
2.4.2.2. GOz Tutulumu

Hastalarin %40’ mnda goz etkilenir. Goziin her yerini etkileyebilir. Genellikle iiveite neden
olur ve en sik da anterior iiveit goriiliir. Iris ve lens arasinda yapisiklik sonucu korliik
olusabilir. Uveit géz tutulumuna gére dn, arka, orta ve diffiiz (paniiveit) olarak smiflanir.
Goz i¢i inflamasyona bagl olarak 6n ya da arka iiveit gelisebilir. Uveit disinda gdzde;

konjonktivit, sklerit, episklerit, konjonktival noduller, lakrimal bez tutulumu, orbital kitle



ve optik ndrit de yapabilir. Agri, fotofobi, hiperemi yapabilir. En sik goriilen extratorasik
sarkoidoz belirtisidir ve %20-40 hastada gorulebilir [45]-[47].

2.4.2.3. Cilt Bulgular

Spesifik deri lezyonlari: Papil/plak, subkitan noduller gorulebilir. Papuller cilt renginde,
morumsu, hipo/hiper pigmentli, eritemli olabilir ve siklikla ekstremitelerde, bas ve boyun
bolgesinde ve nadiren de govdede bulunur. Subkiitan nodiiller deri altindaki adipoz
dokunun graniilomatdz inflamasyonu ile olusur. Multible, agrisiz, lizerinde eritem
olmayan lezyonlardir ve genellikle extremitelerde gorilir. Nadiren yara izleri, dovmeler

ve lupus pernio cevresinde inflamasyon gorulebilir [48].

Nonspesifik deri lezyonlar: Eritema nodozum; tipik olarak alt ekstremite 6n yiizeyinde
goriilen agrili eritematdz nodiillerdir. Genellikle sarkoidozun akut formunu (6rn: Lofgren
sendromu) temsil eder. Skarli/skarsiz alopesi goriilebilir. Tirnaklarda onikolizis, distrofi,

hiperkeratoz ve longitudinal ¢izgilenme gorulebilir [49], [50].
2.4.2.4. Kas ve Iskelet Sistemi Tutulumu

%1-13 hastada gorulur [51],[52].Akut artrit; sarkoidoza en sik Lofgren sendromunda
(Bilateral hiler lenfadenopati, eritema nodozum ve artralji) ortaya ¢ikar. Ayak bilegi
tutulumu agirlikli olarak yumusak doku sismesi ve tenosinovitten kaynaklanir. Kronik
artrit oldukca nadirdir. Artropati, osteoporoz, osteopeni gorulebilir. Nodiler lezyonlar,
eklemleri etkileyen Kistik lezyonlar, artralji bulunabilir. Vertebra govdelerini veya

sakrum ve ilium kemiklerinin eklemlerini tutabilir [52].

2.4.2.5. Bdbrek Tutulumu

Nadir gorulir (<%3). Sarkoidoz hastalar1 kronik bobrek yetmezligi gelismemesi i¢in ve
bobrek bozukluklar1 agisindan takip edilmelidirler. Bu nedenle serum kreatinin, kan iire
nitrojeni, glomertiler filtrasyon hizi, hem serumda hem de idrarda protein ve kalsiyum
tam idrar tetkiki (hematiiri ve piyiiri) testleri kontrol edilmelidir. Sarkoidoz hastalarinda
25-hidroksivitamin D3, 1,25-dihidroksivitamin D3 ve paratiroid hormonu test
edilmelidir. Graniilomatdz interstisyel nefrit olgularin %20’sinden azinda goriiliir.
Hiperkalsemi ve hiperkalsiiiri nedeniyle nefrolitiazis ve nefrokalsinoz, ortaya ¢ikabilir
[53]-[55].



2.4.2.6. Kalp Tutulumu

Hastalarin azinda (%S5) kardiyak semptomlarla beraber kardiyak tutulum goriilmekte
ancak otopsi ¢aligmalarinda %20-60 oraninda goriilmiistiir [56], [35].

Baslangicta hastalar asemptomatik olabilir fakat sonrasinda ¢arpimnti, senkop ve hatta ani
kardiyak 6liim gibi semptomlar ortaya ¢ikabilir. Miyokardin graniillomat6z inflamasyonu
nedeniyle kalp yetmezligi gelisir ve hastalar aritmi (genellikle hastalarin %50'sinde AV
blok, ardindan ventrikiiler tasikardi ve supraventrikiiler aritmi) ve kardiyomiyopati

semptomlart ile bagvurular [57].

2.4.2.7. Norolojik Tutulum

Santral veya periferik sinir sisteminin semptomatik tutulumu %5-13 oraninda, otopsi
serilerinde bunun ti¢ kat1 oranda goriiliir [58]. Unilateral veya bilateral fasial ve optik sinir
noropatisi, nérosarkoidozun en sik goriilen bulgularidir [59]-[61]. Kranial néropati
epindral/perindral sinirin kendisinin granilomatz enflamasyonu veya leptomeninksler
tarafindan sinir basisi ile ortaya ¢ikabilir. Lezyonlar en yaygim olarak hipotalamus ve
hipofiz bezlerinde bulunur ve diabetes insipidus, adrenal yetmezlik, hipofiz yetmezligi
sonucu amenore-galaktore sendromu dahil olmak (zere endokrin belirtilere neden
olabilir. Psikoz gibi psikiyatrik belirtiler ortaya ¢ikabilir. Omurilik tutulumu bacak
gligsiizliigii ile kendini gosteren nadir bir bulgudur. Hastalar genellikle gezici veya aralikl
olabilen agri, yanma hissi ve parestezi ile bagvururlar. BOS’da artmis protein seviyesi ve
monosit hiicre sayis1 goriiliir. Biyopsi zor ve invaziv bir iglem oldugundan nérosarkoidoz

tanis1 i¢in invaziv olmayan en duyarli test MR’dir [62]-[66].

2.4.2.8. Karaciger ve Gastrointestinal Sistem Tutulumu

Gastrointestinal kanal boyunca graniilomatdz iilser veya nodiiller, hastalarin ¢ok azinda
(%1) rastlanmakta. En cok etkilenen organ midedir. Midede yer alan patolojik sireg,
mukozit, ilser, tikaniklik veya darliklarla sonuglanan mukoza ve kas tabakasinin
graniilomatdz infiltrasyonudur. Hastalarin %20 kadar1 asemptomatiktir. Epigastrik agri
ile bagvurabilirler. Mide bulantisi, kusma, ishal, kilo kayb1 vb goriilebilir. Bir otopsi
caligmasma hastalarm yaklasik %80 inde karacigerde graniilomatdz lezyonlar tespit
edilmistir. Karaciger ve dalak tutulumunda hepatosplenomegali, portal hipertansiyon,

intrahepatik kolestaz ve karaciger fonksiyon bozuklugu gériilebilir [51].
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2. 5. SARKOIDOZDA TANI

Sarkoidoz tanisi standart degildir, ancak ii¢ ana kritere dayanmaktadir [67];

e Uyumlu bir klinik prezentasyon

e Bir veya daha fazla doku oOrneginde nekrotizan olmayan graniilomatoz

inflamasyon bulgusu (burada daha sonra tartisildigi gibi her zaman gerekli
degildir)

e Alternatif grantilomattz hastalik nedenlerin diglanmasi.
Su anda, bu tam kriterlerinin her birinin karsilanip karsilanmadigini belirlemek icin
objektif kriterler yoktur ve bu nedenle sarkoidoz teshisi hi¢bir zaman tam olarak giivenli
degildir
Sarkoidozun klinik gériiniimii asemptomatik durumdan progresif ve niikseden hastaliga
kadar degisen genis bir spektrumda ortaya ¢ikar. Hastaligim ilerlemesi siklikla solunumsal
yetersizlige veya bazi durumlarda progresif pulmoner fibroz komplikasyonlarina veya ani
kardiyak 6liim (aritmiler) veya konjestif kalp yetmezligi (miyokardit) dahil olmak tizere
kardiyak tutulumdan kaynaklanan 6lime yol acar.
Sarkoidozun kiiresel saglik etkileri bilinmemektedir, ancak yeni kanitlar hastaligin daha
once tahmin edilenden ¢ok daha yaygin oldugunu ve sarkoidozlu hastalar arasindaki 6liim
oraninin bazi hasta popiilasyonlarinda énceden bildirilenden ¢ok daha yiiksek oldugunu
gostermektedir (6rnegin, Sarkoidoz tanisi olmayan kadinlarla karsilastirildiginda Afrika
kokenli Amerikali sarkoidoz tanisi alan kadinlarda 6liim orani 2.4 kat daha yiiksektir.
Sarkoidozdan etkilenen organ sayisinda biiyiik bir degiskenlik vardir ve bu durum tanida
belirsizlige neden olabilmektedir. Pek ¢ok sarkoidoz vakasi tanisal bir ikilem iken,
sarkoidozun bazi klinik 6zelliklerinin, hastalik i¢in o kadar yiiksek diizeyde spesifik
oldugu kabul edilir ki, bunlar tanisal olarak kabul edilir. Bunlar arasinda Lofgren
sendromu, lupus pernio ve Heerfordt sendromu bulunur. B semptomlar1 (ates, gece
terlemesi ve kilo kayb1) olmayan hastalarda bilateral hiler adenopati gibi diger 6zellikler
sarkoidoz ile gii¢lii bir sekilde iliskilendirilmistir [67].
Patolojik tani i¢in ilk tercih edilecek yontem; lenf nodlari, cilt lezyonlari, parotis bezi gibi
kolay ulagilabilir alanlar tercih edilmelidir. Akcigerden lenf nodu Orneklemesinde
bronkoskopik yontemler, mediastinoskopiye gore daha az invaziv ve giivenli oldugundan
tercih edilebilir. Bronkoskopi ile BAL, brons mukoza biyopsisi, transbronsiyal ince igne
aspirasyon biyopsisi (TBNA), transbronsiyal biyopsi (TBB) alinabilir. Endobronsiyal
Ultrason esliginde Transbronsiyal Ince igne Aspirasyonu (EBUS-TBIA) érneklemesi tani
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koymadaki yliksek basarist ve diisiikkomplikasyon riski sebebiyle litaratiir ile uyumlu
olarak sarkoidoz tani rehberlerinde ilk sirada yer almaktadir. Bronkoskopik yontemle
alinan bronkoalveolar lavajda CD4/CDS8 T lenfosit oranmnim >3,5 olmas1 %94 sensivite,
%96 spesifite ile sarkoidoz tanisi desteklemektedir ancak alinan 6rnekte hiicrelerin en az
>%15“inin lenfosit olmasi gerekmektedir [5].
Gorintileme Yontemleri
Radyolojik goruntileme, pulmoner sarkoidozun tanisi ve evrelemesinde 6nemli role
sahiptir. 1960 yilinda Siltzbach tarafindan tanimlanan evreleme sistemi halen
kullanilmaktadir. Bu evreleme ayni zamanda takip sirasinda prognoz igin de ipucu
vermektedir. Bu evrelemeye gore [5];

e Evre 0: Radyolojik olarak bulgu yok

e Evre I: Bilateral hiler lenfadenopati

e Evre IlI: Bilateral hiler lenfadenopati ve parankimal infiltrasyon (Resim 1)

e Evre lll: Parankimal infiltrasyon:

e Evre IV: Pulmoner fibrozis/ billéz formasyon

Sekil 1. Bilateral Hiler Lenfadenopati ve Parankimal Infiltrasyon

Bilgisayarl toraks tomografi; biyopsi 6ncesi mediastinal lenf nodlarinin lokalizasyonunu
ve biiyiikliigiinii belirlemede gereklidir. Tomografi, parankim lezyonlarinin 6zelliklerine
gore ayirici tanida yardimer olurken, progresyon agisindan da bilgi verebilir. Sarkoidoz

icin karakteristik olan yiiksek rezoliisyonlu bilgisayarli tomografi bulgular1 (Resim 2);
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Radyolojik bulular:

e Simetrik lenf nodlarinm biiylimesi,

e Plevral, interlobiiler, septal, sentrolobiiler yapilarda iyi sinirli 2-10 mm nodul,
e Akcigerlerin santrali ve iist lob baskin tutulumu,

e >1cm blyik nodiller ve konsolidasyon,

e Fibrozis bulgulari: septal kalinlagma, bal petegi, traksiyon bronsektazisi,

e Buzlu cam goérinimd,

e Perivaskiiler alanda nodiiler veya diizgiin kalinlagsmadir

Sekil 2. Santralden perifere uzanan, peribronkovaskiiler konsolidasyon, peripronsial
kallas6a mikronodiil, septal kalinlagma, milimetrik nodiiller

Solunum Fonksiyon Testleri (SFT)

Solunum fonksiyon testleri tanidan daha ¢ok hastalign agirligi ve seyri hakkinda bilgi
vermesidir. En sik beklenen restriktif paterndir, FVC’de (forced vital capacity) ve
FEV1°de (Forced Expiratory Volume in 1 Second) azalma saptanabilir. Fonksiyon
testlerinde saptanan bulgular akciger alveolar, intertisyel tutuluma veya bilateral hiler
lenfadenopatiye baglidir. 6 dakika yiiriime testi (6DYT) ndeki diisiik sonuglar, FVC

azalmasi ile koreledir [5].

2. 6. SARKOIDOZUN AYIRICI TANISI
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Sarkoidozun ayirici tanisi tipik olarak enfeksiydz ve enfeksiyoz olmayan nedenlerin
graniilomatdz bozukluklar1 olarak kategorize edilir (Tablo 1) [67].

Tablo 1. Sarkoidoz ayirici tanisinda yer alan enfeksiyon ve enfeksiyon disi durumlar

Organ Sistem Enfeksiyon Dis1 Ayrict Tam Enfeksiyon Ayrici Tam
Santral Sinir Sistemi  IgG4 iliskili hastalik Bakteri

Yaygin Degisken Immiinyetmezlik e  Tuberkiloz
Rosai-Dorfman Hastaligi e Bruselloz
Histiyositozlar Mantar

e Histiyositoz X e  Aspergillus

e  Erdheim-chester hastalig o Koksidioidomikoz
Lenfomatoid Grantlomatozis o Kriptokokoz
Polianjit ile granilomatoz Parazit
Romatoid Nodiller e Amip
Amiloidoz e Toxoplazma
Kolesterol graniloma e Siztozoma
Yabanci Cisim e Tenya Solium

e ilag/Toksin/Agir metaller e Ekinokok

e  Tumor nedenli Sarkoid benzeri e Paragonimiazis

reaksiyon

SSS maliniteleri (glioblastom, lenfoma) Virusler

e Varisella Zoster
e  Herpes simplex

Goz Inflamatuar Barsak Hastal1g1 Parinaud okuloglanduler
sendromu
Anca Vaskulitler e Bartonella
Vogt-Koyanagi-Harada Hastaligi e Fransiella
Blau sendromu Bakteri
e Tlberkiloz
o Sfiliz
Virls
e CMV

e Varisella Zoster
Toksoplazmoz

Sinonazal Granulomatozis polianjiti Bakteri
Polianjit ile eozinofilik grantilomatoz e  Tuberkiloz
Kolesterol graniloma o Atipik
NK/T hucreli Lenfoma Mikobakteri
Yabanci Cisim e Kilebsiella
Rhinoscleromatis
Tlag/Toksin o Sfiliz
e Kokain Mantar
e Narkotikler e  Aspergillus flavus
e Histoplazmoz
Parazit

o Lesmanyazis
e Rinosporidiyoz

Parotis / tikrik / Granllomatozis polianjiti Bakteri
gozyas1 bezleri

Duktal obstriiksiyon (tas, timor) e  Tiberkiloz

Crohn Hastalig1 e  Atipik mikobakteriler
Kalp Bulyuk Hicreli miyokardit Bakteri
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ARA e Tuberkiloz

Polianjit ile granilomatoz o Sfiliz
Erdheim-chester hastalig: e  Tropheryma whippelii
Aritmojenik sag ventrikdil displazisi Mantar
Yabanci Cisim e Aspergillus
flag/Toksin Bakteri
Onemi bilinmeyen graniilomatoz lezyonlar e  Tuberkiiloz
Dalak Yaygin Degisken immiinyetmezlik Mantar
Tumor nedenli Sarkoid benzeri reaksiyon e Histoplazmoz
Parazit
e Lesmanyazis
Bobrek Granllomatozis polianjiti Bakteri
KLL e Tuberkiloz
flaglar Mantar
e Alloprinol e Histoplazmoz
e Antiviraller o Koksidioidomikoz
e Antikonvilzanlar Virus
e  B-laktamlar e Adenoviris

e Dilretikler
e  Eritromisin
e Florokinolonlar

e NSAID
e  Proton pompa inhibitorleri
e Rifampin

e Siiffonamid
e Vankomisin

Kas Non-Hodgkin Lenfoma Bakteri
Crohn Hastaligi e Tuberkiloz
Timoma-Miyastenia Graves o Sfiliz
Yabanci Cisim e Bruselloz
Primer bilier siroz (Primer bilier Kolanjit)  Mantar
Kriyofibrogenemi e  Pneumocystis jirovecii
e Kriptokokoz
Virus
e HTLV-1

2.7. SARKOIDOZDA TEDAVi

Sarkoidozlu olgularm 6nemli bir kisminda spontan remisyon gelismektedir. Tedavi

sadece semptomatik, organ fonksiyonlar1 bozulmus olgulara diisiiniilmelidir.

Pulmoner Sarkoidoz: Pulmoner sarkoidozda olusan graniilomat6z inflamasyon ile
karbonmonoksit diffiizyon testi (DLCO) ve FVC azalmasi (bazala gore %10-20 den
fazla) akciger fonksiyonlarinda énemli bir bozulma oldugunu gostermektedir [7].

Birinci basamak tedavi: 1-3 ay boyunca 20-40 mg/gun prednizolon gibi glukokortikoid

tedavisi verilmelidir. Her 1-3 ayda bir 5-10 mg doz azaltilrak 5-10 mg/giin idame dozuna
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ulagtiktan sonra yaklasik 1 yil tedaviye devam edilmelidir. Doz azaltilmasi ya da
tedavinin kesilmesi ile %30 kadar hastada ntks gorulebilir [7].

Ikinci basamak tedavi: Glukokortikoid toksisitesinden kaginmak i¢in modifiye edilmis
anti-romatizmal ilaglarin (DMARD'lar) kullanilmasi 6nerilmektedir [68]. Metotreksat
(haftalik 10-25 mg) pulmoner sarkoidozda en sik kullanilan ilagtir. Metotreksat ile birlikte
folik asit destegi de verilmelidir. Hastada hepatotoksisite, kemik iligi baskilanmas1 gibi
komplikasyonlar gelistirebilir. Etki baslangic1 yavastir (2-3 ay) [69]. Etkinligi daha az
olan diger DMARD!'lar ise leflunomid (10-20 mg/giin), azatiyoprin (50—200 mg/giin) ve
mikofenolat mofetildir (500-3000 mg/gin).

Uciinci basamak tedavi: Bu basamakta Infliximab, adalimumab vb. gibi TNF-a
inhibitdrleri kullanilmaktadir. Infliximab intravenéz olarak 5 mg/kg viicut agirhg:
dozunda 0. ve 2. haftalarda verildikten sonra ve her 4-8 haftada bir uygulanir.
Adalimumab ise 1-2 haftada bir 40 mg subkutan olarak uygulanir. Bu ilaglar verilirken

yan etkiler goz oniinde bulundurulmalidir [49].

Ekstrapulmoner sarkoidoz: Deri: Deride en ¢ok eritema nodozum benzeri kendini
simirlayan lezyonlar goriiliir. Bu nedenle cogu hastada tedavi gerekli degildir. Agrisiolan
hastalar i¢in kisa siireli nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar (NSAID'ler) veya
glukokortikoidler kullanilabilir. En iyi etkiyi elde etmek ve sistemik toksisiteyi azaltmak
i¢in en ¢ok tercih edilen yol lezyon i¢i yada topikal kortikosteroid uygulamasidir [70].
GO0z: Sarkoidozda en sik goriilen g6z lezyonu tiveittir. Glikokortikoidler 6n iiveit i¢in goz
damlalar1 seklinde, arka iiveit i¢in periokiiler/intravitreal enjeksiyon veya implantlar
seklinde kullanilabilir. Azathioprine, Infliximab gibi diger ikinci ve tiglincii basamak
ilaglar da kullanilabilir. Bazen Orbital debulking/dekompresyon cerrahisi de gerekebilir
[45].

Eklemler: Sarkoidoz eklem tutulumunda ilk se¢enek NSAIDs ilaglardir. Cevap vermeyen
olgularda hidroksiklorakin ve metotreksat kullanilabilir [49].

Kalp: Miyokardin graniilomatéz inflamasyonu aritmi, iletim bozukluklari, sol/sag
ventrikil disfonksiyonuna yol acabilir. Kalp tutulumunun farmakolojik tedavisi,
genellikle kalp yetmezligi ilaglar1 ve/veya antiaritmiklerle birlestirilen anti-enflamatuar
tedavinin (esas olarak kortikosteroidler) uygulanmasina dayanir. Farmakolojik olmayan
terapotik yaklasimlar, kalp pili veya defibrilator implantasyonu, kateter ablasyonlar1 ve

kalp transplantasyonunu kapsar [71].
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Norolojik tutulum: Semptomatik hastalar kortikosteroidlerle tedavi edilmeli ve klinik
olarak endike ise hidroksiklorokin, azatiyoprin, siklofosfamid veya metotreksat gibi diger
immunosupresanlar eklenmelidir [61].

Bobrekler: Renal sarkoidoz kronik bobrek hastaligi riski tasimaktadir. Tedavide
DMARD'larla birlikte glukokortikoidler de kullanilabilir. Uzun siireli glukokortikoid
aliminda hiperkalsemi olusabileceginden kalsiyum seviyeleri periyodik olarak kontrol
edilmelidir [49].

GIS ve karaciger tutulumu: Nadiren etkilenir ve bu nedenle tedavisi belirsizdir.
Glukokortikoidler ilk se¢enek olarak kullanilabilir [48].

Oral kavite: asemptomatik lezyonlar yavas yavas iyilesir tedavi gerektirmez. Nodiiler
lezyonlar igin ilk segenek cerrahidir. Progresif ve agrili lezyonlarda kortikosteroidler
kullanilabilir [72].

2.8. KEMOKIN AILESI

Kemokin kelimesi; kemotaktik ve sitokin kelimelerinden tiiretilmistir. Kemokinler
kemotaksis yapan (kemoatraktan) sitokin stper ailesidir. Kemokin stiper ailesi ¢ok sayida
ligand ve reseptérden olusur.

1980'lerin sonunda CXCLS8 (IL-8) ve CCL2 (MCP-1) kemokinlerinin tanimlanmasindan
bu yana kemokin siiper ailesi hizla genislemistir [73]. Kemokin kesfinin ilk dalgasi,
notrofilleri ve monositleri ¢eken bazi kemokinlerin kesfedildigi 1990'larin basinda
meydana gelmistir. Bunlarin tanimlanmasi, enflamatuar tepkilere katilan aktif
hiicrelerdeki transkriptlerinin bollugu ile kolaylastirilmistir. Reseptorleri kisa siirede
tanimlanmis ve A sinifi G proteinine bagl reseptorlerin (GPCR'ler) bir alt grubu oldugu
bulunmustur (Vassilatis vd., 2003). Bununla birlikte, tanimlanan ilk ligand-reseptor
iligkilerinin karisik oldugu goriilmiistiir: tek bir kemokin birka¢ kemokin reseptoriine
baglanirken, tek bir kemokin reseptorii birden fazla kemokin ligandina sahiptir. Dahasi,
kemokin genlerinin iki ayr1 kromozomal bdlgeye eslestigi ve boylece biri CXC
kemokinleri (insanda 4q13.3) ve digeri CC kemokinleri (insanda 17q12) i¢in olmak {izere
iki biiyiik gen kiimesi olusturdugu bulunmustur [74].

Kemokinlerin biiyiik ¢ogunlugu CXCL ve CCL alt-grubunda bulunurlar. Alt gruplar
fonksiyonel a¢idan da onem tasir. CXC kemokinler siklikla notrofil kemotaksisini
saglarken, CC kemokinler esas olarak mononiikleer enflamatuar hiicreler, lenfositler ve

monositler i¢cin kemoatraktan etki gosterirler [75], [76].
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Kemokin molekiilleri, yapilarinda tagidiklar1 sistein rezidiisiiniin (kalintilarinin) sayisina
ve pozisyonuna gore alt gruplara ayrilirlar: ki rezidii bitisik olanlar cys-cys (CC), iki
rezidli tek bir aminoasit ile ayrilmis olanlar cys-X-cys (CXC) olarak ifade edilir. CC
kemokinler aktive T lenfositlerden sentezlenir ve esas etkilerini monontkleer enflamatuar
hiicre populasyonu (zerinde gosterirler. CXC kemokinler ise aktive mononikleer
fagositler, fibroblastlar, endotel hiicreleri ve megakaryositlerden sentezlenir. Bunlar, akut
enflamatuar mediatorler olarak polimorfontkleer lokositler Gzerine etkili olurlar.
Kemokinlerin hedef hiicrelerdeki etkilerini gosterebilmeleri i¢in aracilik eden spesifik
reseptorleri vardir. CXC kemokinlerine segici olarak baglanan reseptorleri CXCR1’den
CXCR5’e kadar isimlendirilmistir. Buna karsilik CC reseptor ailesi 9 tane olup
CCR1’den CCR9’a kadar olan yapiy1 igermektedir [77].

2.8.1 Kemokin Reseptorleri

Kemokinler memran bagimli molekiillerdir, yapilarinda 7-transmembran domainleri
icerir ve G-proteinleri ile ¢iftler olustururlar. ’G-protein-coupled protein’® olarak
tanimlanan kemokin reseptorleri, 10kosit tizerinde eksprese olur. Kemokinler bu hedef
hicreler Uzerindeki G-protein-coupled reseptorlerine baglanarak, hiicre-i¢i sinyal
mekanizmasini baslatirlar ve hiicre gocii ile hiicre aktivasyonu indiiklenmis olur [75].
Bugiine kadar tanimlanan 20 kemokin reseptorii farkl tipteki 16kositler tizerinde eksprese
olur. Bazi kemokin reseptorleri de epitel hiicreler, endotel hiicreleri, non- hematopoietik
hiicreler, noronlar ve astrositler gibi hiicreler {izerinde eksprese olmaktadirlar [78]. Bu
bulgular kemokinlerin, 16kosit kemotaksisi haricinde baska onemli islevlerinin de
bulundugu gostermektedir. Bircok kemokin birden fazla kemokine baglanabilse de, CC
kemokin reseptorleri yalnizca CC kemokinine baglanabilir ve CXC kemokin reseptorleri
de ayni1 sekilde yalnizca CXC kemokinine baglanabilmektedir.

Kemokin reseptorleri, “G-protein-coupled reseptor’lerin diger tiyeleri gibi islevsel olarak
fosfolipazlarla G-proteinlerine baglidir. Kemokinler ayrica 2 ¢esit sinyal olusturmayan
molekiillerle de etkilesime gecebilmektedir. Bunlardan ilki, eritrosit kemokin reseptor ve
DARC (Duffy antijeni kemokin reseptorii) olarak bilinmektedir. Ikincisi ise, heparin
siilfat proteoglikanlardir [79].

2.8.1.1. CC Kemokin Reseptor 2 (CCR2)

C-C motif ligand 2 (CCL2), CC kemokinleri arasinda ilk olarak 1989 yilinda kesfedilmis

ve diger CC kemokinlerinin kesfedilmesine yardimeci olmustur. Monosit kemoatraktan
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protein-1 (MCP-1) olarak da bilinen CCL2, 76 amino asitten olusur ve 13 kDa
biyiikliigiindedir. CCL2, endotel hiicreleri, epitel hiicreleri, miyeloid hucreler, diz kas
hiicreleri ve fibroblastlar dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hiicrelerde ifade edilir. CCL2'nin
biyolojik islevine G proteinine bagl reseptorii C-C kemokin reseptorii 2 (CCR2) aracilik
eder [80]-[83].

CCR2 monosit hareketliliginde gorev alan bir kemokin reseptoriidiir. Hiicre i¢i ve hiicre
dis1 baglantis1 olan yedi transmembran alandan olusur. Ligandlara baglanabilen,
Ozgiilligh saglayan hiicre dis1 N-terminalinden; hiicre ici sinyalde rol alan hicre igi C
terminal bolgelere sahiptir [84], [85].

2.8.1.2. CC Kemokin Reseptor 2 (CCR2) Hastalilardaki Rolii:

Kemokin reseptorleri ve bunlarin ligandlar1 KOAH [86], astim [87] gibi hava yolu
hastaliklar1, pulmoner fibrozis [88] gibi kronik hastaliklar ve akciger enfekiyonunun [89],

[90] patogenezinde rol oynar.

2.9. YENI NESIL DiZILEME (YND) CESIiTLERI

Tibbi bilimlerde translasyon trini olan protein dizeylerinin belirlenmesi ile ilgili
caligmalar [91]-[94], genin transkripsiyon Grtind olan RNA dizeyinin belirlenmesiyle
ilgili ¢alismalar [95]-[101] olabilecegi gibi son zamanlarda hastaliklarin tanisi ve
etyopatogenezisinin daha net bir sekilde anlasilmasi i¢in kullanilan ve biiyilk 6nem
tastyan DNA’nin direkt kendi yapisimm YND ile tarandigi ¢alismalar biiylik 6nem
arzetmektedir.

Sanger dizileme ve floresan tabanli elektroforez teknolojileri ile insan genomunun biiyiik
bir ¢ogunlugu dizilenerek Insan Genom Projesi tamamlandiktan sonra YND yontemleri
hizla geligsmistir [102] .Bunu takiben, YND ile kullanim1 giderek artan yiiksek verimli
dizileme teknolojileri bir ¢ok alanda ¢ok hizli ilerlemenin 6niinii agmustir [103]

YND yontemi, DNA’nin enzimatik olarak kesilmesi ile bir kiitliiphanenin olusturulmasi
ve kiitliphanedeki DNA pargalarinin ¢ogaltilmasi temeline dayanir. Boylece ¢ok sayida
DNA parcalar1 dizilenerek, genom {izerindeki bazlarmm dogru bir sekilde okumasi
yapilmaktadir [103], [104]. YND’de elde edilen verilerin kalitesi ve saglamligi 6nemlidir.
YND’nin basarili bir sekilde uygulanabilmesi i¢in yiiksek kaliteli verinin elde edilmesi
ve bu verilerin dogru yorumlanmasi gerekmektedir. YND tarafindan yapilan tic ana DNA
dizileme tiirii vardir: Hedefe Yonelik Olusturulan Paneller, Tiim Ekzom ve Tiim Genom

Dizilemeler.
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Karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH) olarakda bilinen Kromozomal mikroarray
analizi (CMA) tum genomda klinik olarak 6nemli biylkkromozom dengesizliklerini
(andploidiler) ve submikroskobik (mikrodelesyon/mikroduplikasyon) kopya sayisi
degisikliklerini belirleyebilen yeni nesil bir genetik testidir. CMA analizi, karyotip
analizine gore 100 kat daha duyarli ve tantya %15-20 oraninda katki saglayan bir testir
[105]. CMA pahali, zahmetli ve zaman alan bir test oldugundan, klinik parametrelerin
dikkate almmasi yiiksek tanisal verimlilik agisindan ¢ok dnemlidir. Ozellikle fenotipik
olarak  Onemli  klinik  bulgulara neden  olabilecek,  mikrodelesyonlarin,
mikroduplikasyonlarin ve andploidinin tespitinde CMA oldukca duyarli bir sekilde
kullanilabilecek bir testir [106].

Yine Non Invaziv Prenatal Test (NIPT) tarama testi, rutin gebelik tarama testlerine dahil
edilmeyen, 10 hafta ve iizeri gebelerin plazmasindan cell free DNA elde edilerek YND
yontemiyle yapilan yiiksek hassasliga sahip bir aneuploidi tarama testidir.

YND yontemi kullanilarak MEFV geninde yeni bir mutasyon olan K447m (P.Lys447met,
C.1340 A>T)’in tammmlandigi [107], Gorlin sendromunda yeni bir g¢er¢evekaymasi
mutasyonun(c.959delc, P.Val322 Phe Fsx2) tamimlandigi [108], Megalencephalic
Leukoencephalopati’de homozigot bir mutasyonun(c.448delc, P.Leul50 Ser Fsx11)
tanimlandig1 [109], EEC sendromunda de novo bir mutasyonun (c.953g>a)tanimlandig1
[110], Alport sendromunda COL4A3 geninde yeni bir mutasyonun tanimlandigi [111],
MODY diabetle ilgili GCK genide tanimlanan varyasyonlarin fenotiple iliskisinin
tamimlandig1 [112], Xeroderma pigmentosum E de DDB2 geninde yeni bir mutasyonun
tamimlandig1[113], CYP17A1 geninde delesyon sonucu atipik bir gériiniimiin olustugu 17
a-Hydroxylase defekti [114], ELP2 iliskili oldukg¢a nadir bir nérogelisimsel bozukluk
durumu [115], GNPTG geninde tespit edilen 2 yeni mutasyonun tanimlandigi [116],
FBN1 geninde yeni mutasyonlarm tanimlandigi [117], PNPLA6 geninde homozigot
(¢.3524C>G (p.Ser1175Cys) varyantm tanimlandigi [118], sicak su epilepsisinin eslik
ettigi SHOX geninde bir varyantin tanimlanandigi [119], AGTPBP1 geninde serebellar
atrofi olmaksizin nrodejenerasyona yol agan bir varyantin tanimlandigi [120]*%°, Paired
Box 3 geninde yeni bir varyantin tanimlandig1 [121], Gecikmis bir pubertanin neden
oldugu 17a-hydroxylase enzyme eksikligi [122]. Erken baglangi¢cli Alzheimer’in nedeni
olan PSEN geninde yeni bir varyantin tanimlandigi [123], MODY’e neden olan yeni
varyasyonlarin tanimlandig1 [124], Meme kanserine neden olan BRCAs genlerinde yeni
varyantlarin tanimlandigi [125], Spesifik 6grenme giicliigii olan ¢ocuklarda FOXP2

geninde yeni varyantlarm tanimlandigi [126]. ALMS1 geninde yeni varyantin
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tanimlandigr  [127], With 761 _764dupCCGC p.Asn256Argfs70 MEFV Gen
varyasyonunun tanimlandigi [128], Biyotidinaz defektine neden olan SRD5A2 geninde
yeni bir varyasyonun tanimlandigi [129], Konjenital renal agenezisin eslik ettigi Klippel-
Feil sendromlu bir hastanin, GCK geninde yeni bir homozigot varyantin tanimlandigi
[130], [131] , Intrahepatik koleastozise neden olan ABCB11 ve ATP8B1 genlerinde yeni
kombina varyantlarin tanimlandig1 [132], kardiak bulgulara neden olan MEFV geninde
yeni ve nadir varyasyonlarin tespit edildigi [133], Down sendromunda protrombik risk
faktoriine neden olan varyantalarin tespit edildigi [134], Ailesel hiperkolesterolemiye
neden olan bir heterozigot ¢.1730G> C (p.Trp577Ser) varyantin tespit edildigi [135],
Behget hastalarinda HLABS1 varyantlarmin sikliginin tespit edildigi [136], MEFV
geninde A89T (p. Ala89Thr, ¢.265G>A) varyantinin tespit edildigi [137]
Ps6dohipoaldosteronizm Tip 1 tamili bir olguda molekiiler genetik etiyolojinin
arastirildigi [138], Miyotonia konjenitaya neden olan varyantlarin tanimlandig: [139],
ST-Elevation Myocardial Infarctiona neden olan Prothrombotic Risk Faktorlerin
tanimlandig1 [140], Charcott-Marie-Tooth Disease Type 4c’ye neden olan SH3TC2
geninde bir varyantin tanimlandigi1 [141], Tuberosclerosis’e neden olan TSC1 geninde
yeni bir varyantin tanimlandig1 [142], Erkek infertilitesine neden olan varyantlarin
tanimlandig1 [143], Direngli epilepsinin eslik ettigi Tuberosclerosis’e neden olan bir
varyantin tespit edildigi [144], Tekrarlayan gebelik kayiplart neden olan trombofili
parametrelerinin degerlendirildigi [145], a-Talasemi Genotipleri ve a-Talasemi Genotip

Frekansinin tespit edildigi [146] c¢esitli ¢alismalar yapilmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ARASTIRMA TiPi, YERI VE HASTALARIN SECIiMI

Bu calismada Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar1 Kliniginde
sarkoidoz tanist ile takip edilen 31 hasta ve sarkoidoz dis1 bir nedenle basvurmus 19
kontrol iizerinde yapilmis bir ¢aligmadir. Calismaya katilan tiim bireylere ¢calisma ile ilgili
s0zlii ve yazili bilgi verilerek ¢alismaya katilma igin goniillii olanlardan yazili olarak
sunulan katilimc1 bilgilendirme ve onam formunu imzalayan bireyler c¢alismaya

katilmistir.

3.2. ARASTIRMAYA DAHIL OLMA KRITERLERI

1. 18 yasindan biiyiik olan

2. Gogiis Hastaliklar1 Kliniginde sarkoidoz nedeniyle takip edilen hastalar

3. Sarkoidoz dis1 bir nedenle Goglis Hastaliklar1 Klinigi’ne bagvuran saglikli
kontroller

4. Bilgilendirilmis olur formunu imzalamis ve olur vermis olan goniilliiler dahil
edildi.

5. Tedavi gerektirmeyen sarkoidoz tanisi olanlar

3.3. ARASTIRMAYA DAHIL OLMAMA KRITERLERI

1. 18 yasindan kiigiik olanlar

2. Sarkoidoz tanisi olmayan baska bir kronik hastalig1 olanlar
3. Bilgilendirilmis olur vermeyen hastalar ve kontroller
4

. Tedavi gerektiren sarkoidoz hastaligi olanlar

3.4. ARASTIRMANIN GENEL PLANI

Su anki mevcut calismay1 yapmak icin Diizce Universitesi T1p Fakiiltesi Yerel Etik
Kuruluna bagvurularak calisma icin onay alindi (Etik kurul onay tarihi: 26.07.2021 ve
Onay numarast: 2021/179) (Ek 1). Calismanin yapilabilmesi i¢in gerekli olan maliyeti
desteklenmesine karar verilen 2022.04.03.1329. numaral: proje ile Diizce Universitesi
Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeler Birimi tarafindan karsilandi. Calismaya dahil
edilmesi planlanan hasta ve kontrol grubuna sozlii olarak arastrmanin konusu, amaci ve
onemi hakkinda bilgi verilerek caligmaya dahil olmaya goniilli olan katilimcidan

bilgilendirilmis onam formu alind1.
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Calismaya dahil edilen bireylerin yas, cinsiyet, kalsiyum, Forced vital capacity
(FVC%),: diffusing capacity of the lungs for carbon monoxide (DLCO%), Anjiotensin
converting enzim (ACE), hastalik evresi, tutulum yapan organlar ve ek hastalik durumlari
kaydedildi.

Tam kan sayimi testi laboratuvarimizda bulunan BECKMAN COULTER LH780
cihazi ile ¢alisild1

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubundan CCR2 ( NM_001123396.4) tim
gen dizi analizinin yapilabilmesi i¢in ¢caligmaya dahil olan bireylerin rutin amagli tahliller
icin alinan kanlarmdan geriye kalan atik kanlar kullanildi. Atik kanlardan 6rnek toplama

islemi tamamlanincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.5. CCR2 (NM_001123396.4) TUM GEN DIZI ANALIZI
CCR2 (NM_001123396.4) tiim gen dizi analizine baglamadan 6nce ana basliklar

halinde 0zetleyecek olursak;

e (Calismaya dahil olan tiim bireylerin periferik kan 6rneklerinden DNA izolasyon
yapildi.

e Bireylerden izole edilen DNA 6rneklerinde ¢alisilmasi planlanan gen bdlgesi bu
bolgelere 6zgii primerler kullanilarak ¢ogaltildi,

e (ogaltma islemi sonrasi elde edilen iiriinlerin saflastirma islemleri yapild.

e Saflagtirma islemi sonrasi hedefe yonelik YND analiz yontemi kullanilarak
hedeflenen gen bolgelerinin molekiiler genetik analizi yapildi. Yapilan iglemler

ayrintili olarak asagida verilmistir.

3.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Niikleotid dizilimi bilinen DNA’ya ait bir ya da birden fazla bdlgenin in vitro
olarak g¢ogaltilip, ilgili DNA bdlgelerinin ¢ok sayida (milyonlarca, hatta milyarlarca)
kopyasinin kisa zamanda olusturulmasini saglayan bir molekiiler tekniktirBu teknik ilk
olarak Kary Mullis tarafindan uygulanmaya konmus ve bu basarisi nedeniyle 1993
yilinda Nobel Kimya Odiiliinii almaya hak kazannmugtir [147].

Niikleik asit molekiiliiniin canli hiicre disinda, hizli bir sekilde kisa siirede kolay
yiiksek oranlarda ¢ogaltilmasima olanak saglayan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) nun
kesfi bircok alanda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Molekiiler genetikteki
devrim niteligindeki buluslardan biri olan PCR hiicre boliinmesi esnasindaki DNA

replikasyonun basit bir sekline benzer. Ayrica 1stya dayanikli olan Taqg DNA polimeraz
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enziminin kullanilmasi, PCR igin otomasyonun kolayca uygulanmasini saglamistir [148],
[149].

Polimeraz zincir reaksiyonu yontemi g¢ogaltilmasi (replikasyon) istenen DNA veya
RNA’nm, bir tiip i¢erisine gereken diger maddelerle birlikte konularak {i¢ degisik 1sida,
bir dongii (siklus) igerisinde tutularak ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina
dayanir. PCR iglemi bir tiip igerisinde iic basamaktan meydana gelir. Birinci basamak
olan denatiirasyon agsamasinda kullanilan cihaz sicakliginin 90-94 °C derecelerde gift iplik
DNA molekiiliiniin tek iplik haline gelmesi saglanir. ikinci basamak olan primerlerin
hedef DNA bolgelerine yapisarak DNA polimeraz i¢in sentez baslangic u¢ noktalari
olusturmasi asamasinda yapismast 50-52°C lerde gerceklesir. Daha sonra figiincii
basamak olan uzama asamasinda ortama konmus olan Thermus aquaticus (Taq)
polimerazi, uygun sentez sicakligi olan 72-74 °C ‘de hedef DNA’ya yapigsmis primerlerin
3’ ucundan baslayarak istenen DNA bolgesinin kopyasmi sentezler. Bu tekrarlayan
sentezleme islemi sonunda milyonlarca DNA kopyasi olusmus olur. Primerler 15-30
bazdan olusan oligoniikleotid yapilar olup bunlardan biri kendine ait 5° ucu ile hedef
DNA’lardan birinin 3” ucuna ve diger primerler de, ikinci tek iplikcik DNA’nin, anti
paralel olarak diger ucunda bulunan 3’ ucuna baglanarak, DNA polimeraz’in (5’-3’)
yoniinde kalip iplige gore polimerizasyonunu saglar (

https://genotyping.files.wordpress.com/2007/03/pcr.qgif.).

3.5.2. DNA lzolasyonu

Calismaya dahil edilen bireylerin EDTA’11 kan 6rneklerinden spin kolon yontemi
ile REALPURE SPIN KIT-REAL kiti (Durviz, S.L.U) ile kullanilarak DNA izolasyonu
asagidaki sekilde yapilmaistir.

1. 1,5 ml’lik tiip igerisine 100 ul tam kan eklenir.
37°C’de 30 dakika inkiibe edilir.
180 pl Tissue Lysis Buffer (REAL-E22) ve 20 ul proteinaz K (20 mg / ml) eklenir.
55°C’de 30 dakika inkiibe edilir.
200 ul Lysis / Binding Buffer (REAL-REAOQ1) eklenir.
70°C’de 10 dakika inkiibe edilir.
300 pl saf izopropanol (MP Biomedicals -No: 19400690) eklenir.
Karigim toplama tiipii (REAL-R30) icerisine yerlestirilen kolon (REAL-RSCO01)

© N o g &~ D

icerisine eklenir.
9. 8000 rpm’de 60 saniye cevrilir (Eppendorf—Centrifuge 5415R).
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10. Toplama tiipii atilir, kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilir.

11. 500 pl Disinhibition Buffer (REAL-REAOQ3) eklenir.

12. 8.000 rpm’de 60 saniye gevrilir (Eppendorf — Centrifuge 5415R). Toplama tipl
atik kabima bosaltilir.

13. 500 pl Wash Buffer (REAL-REAO04) eklenir.

14. 8.000 rpm’de 60 saniye gevrilir (Eppendorf — Centrifuge 5415R). Toplama tipl
atik kabima bosaltilir.

15. 13. ve 14. basamaklar tekrar edilir.

16. En yiiksek hizda 90 saniye ¢evrilir (Eppendorf — Centrifuge 5415R). Toplama
tupu atilarak kolon 1,5 ml’lik steril tiipe yerlestirilir.

17.70°C’ye 1sitilmig 10 pl Elution Buffer (REAL-REAOQS) kolona eklenir. 70°C’de
60 saniye inkulbe edilir.

18. En yiiksek hizda 90 saniye ¢evrilir (Eppendorf—Centrifuge 5415R).

19. 17. ve 18. basamaklar iki defa tekrar edilir.

20. Kolon atilir. 1,5 ml’lik tiipte izole edilen DNA vardir.

3.5.3. Primerlerin Tasarim

Calismaya dahil edilen bireylerin CCR2 (NM_001123396.4) tim gen dizi
analizini gerceklestirmek i¢in hedef bolgelere 6zgii olan primer tasarimi “PRIMERO —
Primer Designer v.2.0 (Scientific & Educational Software)” yazilimi kullanilarak

yapilmistir.

3.5.4 Cahsma Stratejisi
MISEQ-IIlumina YND cihazinda havuzlama yontemi kullanilarak DNA’lar1 esit

oranda karistirilarak degerlendirilmis, varyasyon oldugu belirlenen ekzonlar tiim
hastalarda yine yeni nesil yOntemiyle her bir hasta icin ayr1 ayri yeniden

degerlendirilmistir.

3.5.5PCR
Caligmaya dahil edilen bireylerin hedeflenen CCR2 (NM_001123396.4) gen

bolgelerinin ¢ogaltilmasi agagida verilen reaksiyon icerikleri ve miktarlar1 kullanilarak

yapild1.
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Tablo 2. PCR reaksiyon igerigi

Miks Icerigi Miktar (ul)

Kalip DNA molekdlii(20-50 ng/pl) 2
ileri Primer (5 uM) 1
Geri Primer (5 pM) 1

dNTP karigimi, her bir niikleotid i¢in 0,5

(10mM) (Thermo Fisher Scientific Inc.)

5XTampon (MgCL2’11) 5

Phire 11 Tag DNA Polimeraz (Thermo 0,5

Fisher Scientific Inc.)
dH20 15
Toplam Hacim 25

PCR reaksiyonu i¢in hazirlanmis olan karisgimlar 0,2 ml’lik PCR tiiplerine
konularak T100 (Bioradinc.) cihazina yerlestirilerek asagidaki dongii sayisi ve
kosullarinda ¢ogaltma igslemi gergeklestirildi.

Tablo 3 Yapilacak olan PCR dongii sayis1 ve kosullarinda

Sicaklik (°C) Siire (dk:sn) Déngii Sayisi
95 01:00 1
95 00:10
60 00:10 45
72 00:20
72 01:00 1
4 Suresiz 1

3.5.6 Yeni Nesil Dizi Analizi ve Cahsma Prensibi

YND olarak adlandirilan yontemin temeli DNA’nin enzimatik reaksiyonlar
sonucu parcalara ayrilip olusan ¢ok sayidaki bu DNA parcalariyla bir kiitiiphane
olusturulmast ve sonrasinda bu DNA pargalarmmn amplifikasyonu prensibine
dayanmaktadir. Gilinlimiizde 6000°den fazla tek gen hastaligi oldugu bilinmekte olup,
buna karsin bu hastaliklarin nerdeyse %70’ inin molekiiler temeli bilinmemektedir. YND

yontemiyle bircok hastaliin molekiiler genetik temeli anlasilarak hastaliklarin
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etyopatogenezisinin daha iyi aydinlatilmasi saglanabilmektedir. YND teknolojilerinin
kullanilmasiyla hedefe yonelik olusturulan YND panelleri, tiim ekzom ve tiim genom
dizilemeleri yapilarak genetik heterojenite gosteren hastaliklar i¢cin ¢ok sayida gen ayni
anda dizilenip, sarkoidoz gibi fenotipik ve genotipik heterojenite gosteren hastaliklarin
molekiiler genetik temelleri ortaya konularak hastaliklarin etyopatogenezisi daha net
olarak anlagilabilmektedir. Bu sayede hastaligin olusmasina neden olan genetik
varyasyonlarin ~ gosterilmesiyle genetik olarak risk tasiyan bireyler hizlica
belirlenebilmekte, uygun tedavi stratejileri gelistirilebilmekte ve hatta gelecekte yapilan
genetik arastirmalar sonucunda gen diizeltme yontemleriyle hatali genlerin islevlerinin
yeniden diizenlenmesi ya da gen aktarimi yoluyla hatali ya da nonfonksiyonel olan bu
genlerin saglikli olanlariyla degistirilmesiyle gen defekti olan bireylerde kalici tedavinin
saglanabilecegi diistiniilmektedir [150].

YND olarak adlandirilan yontemin temeli DNA’nin enzimatik reaksiyonlar
sonucu parcalara ayrilip olusan ¢ok sayidaki bu DNA parcalariyla bir kiitiiphane
olusturulmasi ve sonrasinda bu DNA parc¢alarmin amplifikasyonuna dayanmaktadir. Bu
yontemde milyonlarca kiigiik DNA parcasmin paralel sekanslama ile es zamanli olarak
dizilenmesi saglanmakta; bu nedenle genomdaki her bir bazin ¢ok sayida okunmasi ve
buna bagli olarak varyasyonlar daha dogru bir bigimde saptanabilmesi miimkiin
olmaktadir. YND sistemi ana hatlariyla; caligilacak biyolojik materyalin temini, temin
edilen biyolojik materyallerden genomik DNA’nin izolasyonu, izole edilen DNA’daki
calisilacak hedef'bolgelerin belirlenmesi, DNA’ ’nin enzimatik reaksiyonla kesilerek DNA
kiitliphanelerinin olusturulmasi, kiitiiphaneyi olusturan DNA parcalarinin amplifikasyonu
ve dizilenmesi, dizileme sonrasi ham verinin olusturulmasi, kaynak dizi iizerine
haritalama, olas1 genetik varyasyonlarin tanimlanarak yorumlanmasi, sanger dizileme
veya YND ile yeniden tespit edilen varyantlarin dogrulanmas, eger gerekiyorsa
segregasyon analizinin yapilmasi, aday patojenik degisimlerin belirlenmesi ve son olarak
ta elde edilen bu verilerin uygun bioinformatik programlar kullanilarak raporlanmasi

asamalarindan olusmaktadir (Sekil 4) [150].
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YND wvapilmasi: planlanan bivolojik materyvalin segimi
|
Secilen bivolojik matervalden genomik DINA min 1zolasyvonu
|

DNA daki hedef bdlgelerin belirlenmesi

|
Hedef DNA nin enzimatik reaksivonlarla kesilerek DINA kiitiiphanelerinin
olugturulmasi

i

Kiatiiphaneyi olusturan DINA parcalarinin cogaltilmasa

|

Cogaltilan DINA parcalarnnin dizilenmesi

|

Ham verimin olustrulmasa

|
Kawvnak dizi iizerine haritalama
|

Tespit edilen varvantlann tammlanarak yorumlanmasi

i

Sanger dizileme veya YIND ile dogrulama ve ayrisma analizi

|

Aday patojenik varyvantlarin belirlenmesi

|

Raporlama

Sekil 3. YND akis semasi

Su anki ¢alismamizda MiSeq (Illumina, San Diego, CA) sistemi kullanilmis ve

hedefe yonelik dizileme (Targeted resequencing) yontemi uygulanmaistir.

3.5.7. Nextera Protokol

YND ig¢in kiitiiphane hazirhiginda Nextera V2 kit kullanilmakta olup, kiitiiphane

hazirlig1 asamalar1 asagidaki gibidir.

3.5.7.1.  PCR Amplifikasyonu

1. Her bir amplicon kendi i¢in belirlenmis metot talimatina gore hazirlanir.

2. Tium ampliconlar exosap ile saflastirilir.

3. Saflastirilmigs ampliconlarin DNA konsantrasyonlar1 nanodrop ile tespit edilir.

4. Verilen listedeki havuzlar olusturulur ve her amplicon havuzu qubid ile dlgtlir.
5. Havuzdaki ornkeler 0,2ng/ul olacak sekilde seyreltilerek sonraki asamalara

gegcilir.

3.5.7.2.  DNA Tagmentasyonu

1. Tagmentasyon agamasi (VTA plate)
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2. 5ul 6rnek enzimatik olarak pargalanir ve sonrasinda enzim aktivitesini durdurmak

i¢in notralizasyon yapilir.

3.5.7.3.  Indeks PCR
1. Tagmentasyon yapilmis drneklere 5 ul ( 17 ) ve Sul (i5 ) indeks primeri ile ¢ift

tarafli olarak barkot eklenir. Bu agama kisa bir PCR islemi ile uygulanir.

3.5.7.4. PCR Purifikasyonu

1. Buasamada Ampure magnetik beadler kullanilarak 6rnekler saflagtirilir.

3.5.7.5.Kiitiiphane Havuzlama ve Miseq Cihazina Yiikleme

1. Buasamada her bir barkotlu 6rnek havuza eklendikten sonra 6rnek havuzu NaOH
ile denatiire edilir. Daha sonra bunlarm iizerine gerekli miktarda HT1 eklenerek

600ul 6rnek kiitliphanesi kartusa yiiklenir ve kosum baslatilir.

3.5.7.5.  Analiz
1. Kosum sonrasi cihazda 3 tip veri elde edilir ( BAM, VCF, FASTQ ) .

2. VCF dosyalar1 variant studio programu ile analiz edilir.

3. Elde edilen sonuglar FASTQ dosyasindan Nextegene analiz programi ile
dogrulanir.

4. BAM dosyalar1 kullanilarak her gendeki farkli bolgelerin kapsami kontrol edilir

ve zayif amplifikasyon bolgeleri tespit edilir.

3.6. ISTATIKSEL ANALIZ

Calismamizin verileri bilgisayar ortammda SPSS 22.0 (SPSS, Inc., Chicago,
Illinois, USA) istatistik programu kullanilarak analiz edildi. Ik olarak tamimlayici
istatistikler yapildi. Olgiimle belirlenen degiskenler icin ortalama ve standart sapma
seklinde tanimlayic1 veriler hesaplandi. Oncelikle kullanilan verilerin normal dagilima
uygunlugu i¢in Shapiro-Wilk testi yapildiginda normal dagilim gostermedigi (p<0,05)
saptandi. Bunedenle istatistiksel analizde non-parametrik testler yapilmasi uygun
bulundu. Ikili kiyaslamalarda Mann-Whitney U Testi, ikiden fazla kiyaslamalarda
Kruskal-Wallis Testi kullanildi. Korelasyon testi ile iki grup arasindaki iligki arastirildi.
Capraz tablo (Cross Tab) analizi ile iki kategorik (isimsel veya dereceli) degisken
arasindaki iligski degerlendirildi. Elde edilen 0.05’ten kiigiik p degerleri anlamli kabul

edildi. Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verildi.
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4. BULGULAR

4.1. DEMOGRAFIK BULGULAR

Bu calismada Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar1 Kliniginde
sarkoidoz tanisi ile takip edilen 31 hasta ile sarkoidoz dis1 bir nedenle basvurmus 19
kontrol dahil edilmistir. Hasta grubunun yas ortalamasi 56,23+9,625(31-74) ile kontrol
grubunun yas ortalamasi 48+15,979(25-87) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik vardi (Z=-2,441, p=0,015) (Table 6).

Mevcut ¢alismamiza 35’s1 (%70) erkek, 15’1 (%30) bayan olmak tizere toplam 50
birey dahil edilmistir. Hasta grubunda 24(%77,4) bayan ve 7(%22,6) erkek varken,
kontrol grubunda 11(%57,9) bayan ve 8(%53,3) erkek vardi (y2=2,138; p=0,144).

4.2. KLLINIK BULGULAR

Hasta grubunun evre durumuna bakildiginda 4(%12,9) birey evre 1 iken
27(%87,1) birey evre 2 deydi. Tutuluma bakildiginda hastalarin tamaminda akciger
tutulumu olmakla beraber, 24(%77,4) hastada yalnizca akciger; 1(%3,2) hastada akciger
ve cilt; 2(%6,4) hastada akciger ve extrapulmoner lenf nodu; 1(%3,2) hastada akciger ve
bobrek; 1(%3,2) hastada akciger, bobrek ve ektrapulmoner lenf nodu; 1(%3,2) hastada
akciger, cilt ve karaciger; 1(%3,2) hastada akciger ve gis vardi (Tablo 4).

Tablo 4. Hasta grubunun evre ve tutulum durumu

Hasta Grubu n(%o)
1 4 (12,9)
Evre 2 27 (87,1)
Akciger 24 (%77,4)
Akciger, cilt 1 (%3,2)
Akciger ve ekstrapulmoner lenf nodu 2 (%6,4)
o . 0
Tutulum AKciger, bobrek 1 (%3,2)
Akciger, bobrek, ekstrapulmoner lenf 1 (%3,2)
nodu
Akciger, cilt, GIS 2 (%6,4)
Toplam 31 (%100)

Hasta ve kontrol grubunda KAH, DM, KBY, hipotiroidi ve astim durumu
degerlendirildiginde KAH agisindan hasta 17(%54,8) grubu ile kontrol 2(%11,1) grubu
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farkhilik vardi (¥*=9,172; p=0,002). Diger ek
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hastaliklar olan DM (Hasta: 14, Kontrol:16), hipotiroidi (Hasta:4, Kontrol:3) ve astim
(Hasta:3, Kontrol:1) agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu (p>0,05)
(Tablo 5).

Tablo 5. Hasta ve Kontrol Grubunda KAH, DM, KBY, Hipotiroidi ve Astim Durumu

Hasta Grubu  Kontrol Grubu 2 P

n(%) n(%)
AL Var  17(54,8) 2(11,1)
Yok 14 (45,2) 16 (88,9) 9,172 0,002
DM Var 13 (41,9) 3(16,7)
Yok 18 (58,1) 15 (83,3) 3,308 0,069
Var 0(0) 0(0)
KBY Yok  31(100) 18 (100) : -
T Var 4 (12,9) 3(16,7)
Hipotiroidi Yok 27 (87.0) 15 (83,3) 0,132 0,717
D, Var 3(9,7) 1(5,6) 0,258 0,611
L Yok 28(90,3) 17(94,4)

KAH:Koroner arter hastaligi DM: Diyabetes Mellitus KBY: Kronik bobrek yetmezligi

43. LABORATUVAR BULGULARI

Calismaya dahil edilen bireylerin laboratuvar bulgular1 degerlendirildiginde; hasta
grubunun kalsiyum degeri 12,058+14,291(8,3-89) ile kontrol grubunun kalsiyum degeri
9,275+0,484(8,36-10,2) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu (Z=2,138;
p=0,144). Hasta grubunun FVC(%) degeri 101,71+£14,974(70-143), DLCO (%) degeri
77,258+15,323(46-106) ve ACE degeri 53,555+38,463(8,2-179,1) idi (Table 6).

Tablo 6. Her bir grubun demografik 6zellikleri ve laboratuvar bulgular:

Hasta (Ortalama £ SS) Kontrol (Ortalama + SS) 7
(min-mak/range) (n=31) (min-mak/range) (n=19) P
Yas (yil) 56,2319,625(31-74/43) 48+15,979(25-87/62) -2,441 0,015*
Kalsiyum  12,058+14,291(8,3-89/80,7) 9,275+0,484(8,36- 1,379 0,168
10,2/1,84)

FVC (%)  101,71+14,974(70-143/67)
DLCO(%) 77,258+15,323(46-106/60)
ACE 53,555+38,463(8,2-179/170,9)

SS: Standart sapma Min: Minimum Mak: Maksimum FVC%: Forced vital capacity
DL CO%: diffusing capacity of the lungs for carbon monoxide ACE: Anjiotensin converting enzim
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44. CCR2 (NM_001123396.4) GENINDE YND SONUCU ELDE EDILEN
BULGULAR

Hasta ve kontrol grubunun CCR2 (NM_001123396.4) geninde genotip 1’de tespit
edilen varyasyonlara gore kiyaslama yapildiginda sirastyla;
NM_001123396.4:¢.1044G>A (p.Thr348=) (rs3092960) varyasyonu (hasta:0, kontrol:2),
NM_001123396.4(CCR2):c.156G>T (p.Val52=) (rs3918367) varyasyonu (hasta:2,
kontrol:0), NM_001123396.4(CCR2):c.190G>A (p.Val64lle) (rs1799864) varyasyonu
(hasta:8, kontrol:6) ve NM_001123396.4:¢c.780T>C (p.Asn260=) (rs1799865)
varyasyonu (hasta:18, kontrol:5) olarak tespit edildi (x>=10,350; p=0,035) (Tablo 7, Sekil
5).

Tablo 7. Hasta ve kontrol grubunun CCR2 (NM_001123396.4) geninde tespit edilen
varyasyonlara gore kiyaslamasi

CCR2 (NM_001123396.4) Hasta  Kontrol v Ip
Geninde Tespit Edilen Grubu  Grubu
Varyasyonlar n(%) n(%)
NM_001123396.4:c.1044G>A  Var 0(0) 2(10,5)
— (p.Thr348=) (rs3092960) Yok 31(100) 17 (89,5)
C
& NM_001123396.4(CCR?2):c.156 Xair( 2(2655) 190((100)0)
o G>T (p.Val52=) (rs3918367) ° (935)
O 1
O - 8(258) 6(316
<2  NM_001123396.4(CCR2):c.190 ¥aL (23 ) 13((68 z)
S8 G>A(p.Valéslle) (rs1799864)  Y° (72.2) ' 10,350 /
™M o y
& O Var 18 5(@63 O
= NM_001123396.4:¢.780T>C (58,1)
°| (p.Asn260=) (rs1799865) Yok 13 14 (73,7)
= (41,9)
. Var  28(90,3) 13(68,4)
Herhangi Bir Varyasyon Yok 3(9,7) 6(31,6)
<5  NM_001123396.4:c.1044G>A YVTI 3(§é7) 1; ng)?)
$ 2 (p.Thr348=) (rs3092960) ° (90,9 !
o™ y
o O
O 6(19,4) 3(158
S ' ~ NM_001123396.4:0.780T>C \f‘l: (2 7 ) 16((8 1 2)) 0,471/
8,0 (p.Asn260=) (rs1799865) ° (80.6) ! 0,790
AN , ]
=0
. Var  9(29 4(21,1
< 8 Herhangi Bir Varyasyon (29) (21,1)

Yok  22(71)  15(78,9)

CCR2: C-C motif chemokine receptor 2  Hom: Homozigot Het: Heterozigot

Hasta ve kontrol grubunun CCR2 (NM_001123396.4) geninde genotip 2’de tespit edilen
varyasyonlara gore kiyaslama yapildiginda swrasiyla; NM 001123396.4:c.1044G>A
(p.Thr348=) (rs3092960) varyasyonu (hasta:3, kontrol:1), NM_001123396.4:¢.780T>C
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(p.Asn260=) (rs1799865) varyasyonu (hasta:6, kontrol:3), olarak tespit edildi (2=0,471;
p=0,790) (Tablo 7, Sekil 6).

CCR2 (NM_001123396.4) Geninde Tespit Edilen Genotip
1 Varyasyonlari

25.000
20.000
15.000
10.000
5.000 ;
0.000 T ﬁ =
c.1044G>A (p.Thr348=)  c.156G>T (p.Val52=) ¢.190G>A (p.Vale4lle)  ¢.780T>C (p.Asn260=)

(rs3092960) (rs3918367) (rs1799864) (rs1799865)

M Hasta M Kontrol

Sekil 4. Hasta ve kontrol grubunun CCR2 (NM_001123396.4) geninde tespit edilen

genotip 1 varyasyonlarinin dagilimi

CCR2 (NM_001123396.4) Geninde Tespit Edilen Genotip
2 Varyasyonlari

25

1.5

0.5

¢.1044G>A (p.Thr348=) (rs3092960) ¢.780T>C (p.Asn260=) (rs1799865)

M Hasta ® Kontrol

Sekil 5. Hasta ve kontrol grubunun CCR2 (NM_001123396.4) geninde tespit edilen

genotip 2 varyasyonlarmin dagilimi

Hasta ve kontrol grubunun CCR2 (NM_001123396.4) geninde genotip 1°de tespit edilen
varyasyonlarn zigositeye gore kiyaslamas1 yapildiginda sirastyla;
NM_001123396.4:c.1044G>A (p.Thr348=) (rs3092960) Homozigot varyasyonu
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(hasta:0, kontrol:1), NM_001123396.4:c.1044G>A  (p.Thr348=)  (rs3092960)
Heterozigot varyasyonu (hasta:0, kontrol:1), NM_001123396.4(CCR2):c.156G>T
(p.Val52=) (rs3918367)  heterozigot  varyasyonu  (hasta:2,  kontrol:0),
NM_001123396.4(CCR2):c.190G>A (p.Val64lle) (rs1799864) heterozigot varyasyonu
(hasta:8, kontrol:6), NM_001123396.4:¢c.780T>C (p.Asn260=) (rs1799865) Homozigot
varyasyon (hasta:7, control:0) ve NM_001123396.4:¢.780T>C (p.Asn260=) (rs1799865)
heterozigot varyasyonu (hasta:11, kontrol:5) olarak tespit edildi (x?>=12,368; p=0,054)
(Tablo 8, Sekil 7).

Tablo 8. Hasta ve kontrol grubunda CCR2 (NM_001123396.4) geninde tespit edilen
varyasyonlarin zigositeye gore durumu

CCR2 (NM_001123396.4) Geninde Hasta Kontrol  %°/p
Tespit Edilen Varyasyonlar Grubun Grubu
(%) n(%)
NM_001123396.4:¢.1044G>A Var  0(0) 1(53)
;_; (p.Thr348=) (rs3092960) Hom Yok 31(100) 18 (94,7)
g NM_001123396.4:¢.1044G>A Var  0(0) 1(5.3)
e (p.Thr348=) (rs3092960) Het Yok 31(100) 18(94,7)
=
3 NM_001123396.4(CCR2):c.156G>T Var  2(6,5) 0(0)
o (p.Val52=) (rs3918367) Het Yok 29(935) 19 (100)
S NM_001123396.4(CCR2):c.190G>A Var 8(258)  6(316)
< (p.Val64lle) (rs1799864) Het Yok 23(74,2) 13(68,4)
(e}
a NM_001123396.4:¢.780T>C Var  7(22,6) 0(0)
§ (p.Asn260=) (rs1799865) Hom Yok 24 (78,4) 19 (100)
3 NM_001123396.4:¢.780T>C Var 11(355) 5(263) 12368/
EI (p.Asn260=) (rs1799865) Het Yok 20(64.5) 14 (73,7) 0,054
= Var 28(90,3)  13(68,4)

Herhangi Bir Varyasyon Yok 3(9,7) 6(31,6)

~  NM 001123396.4:c.1044G>A Var  3(9,7) 1(5.3)
< .2 (p.Thr348=) (rs3092960) Het Yok 28(90,3) 18(94,7)
%) )
2 € NM_001123396.4:C.780T>C Var  13.2) 0(0)
8O (p.Asn260=) (rs1799865) Hom Yok 30(96,8) 19 (100)
§§ NM_001123396.4:¢.780T>C Var  5(16,1)  3(159) 1,002/
Ss'a (p.Asn260=) (rs1799865) Het Yok 26(83,9) 16(84,2) 0,801
zZ - Var  9(29) 4(21,1)
O Herhangi Bir VVaryasyon

Yok  22(71) 15(78,9)
CCR2: C-C motif chemokine receptor 2Hom: Homozigot Het: Heterozigot

Hasta ve kontrol grubunun CCR2 (NM_001123396.4) geninde genotip 2’de tespit edilen
varyasyonlarn zigositeye gore kiyaslamas1 yapildiginda sirastyla;

NM_001123396.4:c.1044G>A (p.Thr348=) (rs3092960) heterozigot varyasyonu
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(hasta:3, kontrol:1), NM_001123396.4:¢c.780T>C (p.Asn260=) (rs1799865) homozigot
varyasyonu (hasta:1, kontrol:0) ve NM_001123396.4:c.780T>C (p.Asn260=)
(rs1799865) heterozigot varyasyonu (hasta:5, kontrol:3) olarak tespit edildi (¥?=1,002;
p=0,801) (Tablo 8, Sekil 8).

CCR2 (NM_001123396.4) Geninde Tespit EdilenGenotip 1
Varyasyonlarinin Zigosite Durumu

14

12

10

8

6

4

2

Pl I [ wim ﬁ
c.1044G>A c.1044G>A c.156G>T c.190G>A c.780T>C c.780T>C
(p.Thr348=) (p.Thr348=) (p.Val52=) (p.Val64lle) (p.Asn260=) (p.Asn260=)
(rs3092960)  (rs3092960) Het (rs3918367) Het (rs1799864) Het (rs1799865)  (rs1799865) Het

Hom Hom

B Hasta ® Kontrol

Sekil 6. Hasta ve kontrol grubunun CCR2 (NM_001123396.4) geninde tespit edilen

genotip 1 varyasyonlarinin zigosite durumu

CCR2 (NM_001123396.4) Geninde Tespit
EdilenGenotip 2 Varyasyonlarinin Zigosite
Durumu

ja. g

€.1044G>A (p.Thr348=) (rs3092960) ¢.780T>C (p.Asn260=) (rs1799865) c¢.780T>C (p.Asn260=) (rs1799865)
Het Hom Het

B Hasta M Kontrol
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Sekil 7. Hasta ve kontrol grubunun CCR2 (NM_001123396.4) geninde tespit edilen
genotip 2 varyasyonlarinin zigosite durumu

Hasta ve kontrol grubunda CCR2 (NM_001123396.4) geni genotip 1 ve 2’nin zigositesi
durumuna gore bakildiginda hem genotip 1 hem de genotip 2 agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik yoktu (p>0,05) (Tablo 9).

Tablo 9. Hasta ve kontrol grubunda CCR2 (NM_001123396.4) geni genotip 1 ve 2’nin
zigosite durumu

CCR2 (NM_001123396.4) Geninde Hasta Grubu Kontrol v Ip
Tespit Edilen Varyasyonlar n (%) Grubu n(%)

Genotip 1 Hom 7(22,6) 1(5,3) 4,266 /

Zigosite Het 20(64,5) 12(63,2) 0,118
Yok 4(12,9) 6(31,6)

Genotip 2 Hom 1(3,2) 0(0) 0,776 /

Zigosite Het 5(16,1) 4(21,1) 0,678
Yok 25(80,6) 15(78,9)

CCR2: C-C motif chemokine receptor 2  Hom: Homozigot Het: Heterozigot

Hasta ve Kontrol Grubunda CCR2 (NM 001123396.4) Gen varyasyonlarmin
homozigot/bilesik heterozigot, heterozigot durumuna gore kiyaslamasi yapildiginda hasta
ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk yoktu (%?=4,574,
p=0,102) (Tablo 10, Sekil 9).

Tablo 10. Hasta ve Kontrol Grubunda CCR2 (NM_001123396.4) Gen varyasyonlarinin
homozigot/bilesik heterozigot, heterozigot durumuna gore kiyaslamasi

CCR2 (NM_001123396.4) Geninde Hasta Grubu Kontrol v Ip
Tespit Edilen Varyasyonlar n (%) Grubu n(%)
Genotip/  HomV/bilesik heterozigot 15(48,4) 5(26,3) 4,574/
Zigosite Het 13(41,9) 8(42,1) 0,102
Yok 3(9,7) 6(31,6)

CCR2: C-C motif chemokine receptor 2  Hom: Homozigot Het: Heterozigot
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Sekil 8. Hasta ve Kontrol Grubunda CCR2 (NM_001123396.4) Gen varyasyonlarinin

homozigot/bilesik heterozigot, heterozigot ve varyasyon yok durumu
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5. TARTISMA ve SONUC

Sarkoidoz, graniilom olusumuyla sonuclanan hastalik bdlgelerinde mononiikleer
hiicrelerin birikmesi ile karakterize edilen, nedeni bilinmeyen bir multisistem hastaligidir.
Hastaligin, genetik olarak yatkin konakgilarda bilinmeyen cevresel antijenler tarafindan
tetiklendigi diisiiniilmektedir. Sarkoidozda klinik baslangi¢ ve ilerleme, iyi huylu, kendi
kendini smirlayan ve siklikla asemptomatik hastaliktan solunum yetmezligine yol acan
progresif pulmoner fibrozise kadar genis bir yelpazede degisir.

Sarkoidoz gibi inflamatuar hastaliklarla iliskili oldugu diisiiniilen genetik faktorleri
anlamak amactyla CCR2 geni iizerinde yapilan arastrrmalar 6nemlidir. Sarkoidozun
genetik belirleyicilerinin T-hiicresi islevini, antijen tanima ve prosesin diizenlenmesini ve
lenfositlerin ve mononiikleer hiicrelerin isleyisinde rol oynayan kemokinleri ve kemokin
reseptorlerini etkileyen lokuslarda bulunmasi muhtemeldir. Monosit kemoatraktan
proteinleri icin ana reseptorlerden biri olan CCR2, monositlerin memory T hicrelerinin
dogal oldiirticii hiicrelerin ve olgunlasmamis dendritik hiicrelerin toplanmasinda 6nemli
bir rol oynar ve bu da onu iyi bir aday yapar [151]-[155].

Bu ¢alismada; sarkoidozun hastaliginin, CCR2 geninin tek nikleotit polimorfizmleri ile
iligkili olabilecegini varsaydik.

Musellim B ve arkadaslarinin [6] Tiirkiye genelinde farkli saglik merkezlerinden gelen
sarkoidoz tanis1 almig hastalarin verilerinin geriye doniik olarak incelenmesini igeren bir
calismada; hastalarin demografik bilgileri, semptomlari, tan1 yontemleri, organ tutulumu
ve tedavi segenekleri gibi bilgiler sorgulandi. 2 yilda 198 kadin ve 95 erkek hasta
calismaya alindi, caligmada kadin/erkek orani; 2.08) ve yas ortalamasi 44 idi. Tek
merkezli yaptigimiz ¢alismamizda da; Hasta grubunda 24(%77,4) bayan ve 7(%22,6)
erkek varken, hasta grubunun yas ortalamast; 56 idi. Calismamizda Tiirkiye geneline gore
kadin oran1 daha yiiksek ve yas ortalamasi daha fazla idi.

Sarkoidozun veya hastalik alt kiimelerinden birinin, CCR2 geni iligkili olabilecegini
arastiran ¢alismalar mevcuttur [156]-[159]. Spagnolo P. Ve arkadaslar1 [156] CCR2' deki
sekiz tek niikleotid polimorfizmi toplam 304 Hollandali bireyde (90 Lofgren disi
sarkoidoz, 47 Lofgren sendromu, 167 kontrol denegi) incelenmis; incelenen CCR2
polimorfizmlerinden dokuz haplotip ¢ikarilmistir (haplotip 1-9). CCR2-haplotip 2
sikliginda kontrol deneklerine kiyasla giiclii bir artis gozlenirken (p < 0.0001), Lofgren
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dis1 sarkoidoz ve kontrol denekleri arasinda fark bulunmamis. Sonug olarak denmis ki;
CCR2-haplotip 2 ile Lofgren sendromu arasinda gii¢lii bir iligkiyi tanimlamaktadir. Bu
caligma da anlamlilik Lofgren sendromu alt tiplemesi olan hastalada gosterilmistir. Bizim
calismamizda 16fgren alt tiplemesi hasta sayimiz az oldugu i¢iin yapilmadi. Spangola ve
arkadaslar1 da biizm calismamizda oldugu gibi Lofgren disi sarkoidoz ve kontrol
denekleri arasinda fark bulmamaistir.

Japon bir poptlasyonda CCR2 gen polimorfizmi olan V641 (CCR2-641) polimorfizminin
sarkoidoz hastaligiyla iliskisini arastiran bir ¢aligmada; Saglikli kontrol deneklerinde
CCR2-641 siklig1 (%26.2), CCR2-64I'nin alelik siklig1 sarkoidozlu hastalarda %12.5
olarak bulmuslardir. Bu ¢alismada yazarlar sonu¢ olarak; CCR2-641 alelinin bu
popilasyonda sarkoidoza karsi koruyucu bir faktor olabilecegini, bu bulgularin
dogrulanmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugunu belirtmislerdir [158].

Cek hastalarinda pulmoner sarkoidozda CCR2 gen polimorfizmlerini inceleyen bir
calismada kemokin reseptdr polimorfizmleri (replacement of valine by isoleucine in
CCR2 gene [641], (32-bp deletion in CCR5 gene [Delta32])) ile pulmoner sarkoidoz
arasinda bir iliski oldugunu gdstermis. Birincil analiz (sarkoidozun bir biitiin olarak
kontrollerle karsilastirilmasi)) CCR2-641 alelinin azaldigin1 ve CCR5A32 alelinin
sikliginda 6nemli bir artis oldugunu gostermistir. Sarkoidozun kendiliginden diizeldigi
hastalarla karsilastirildiginda tedavi gerektiren hastalarin hastalik alt kiime analizi, mutant
CCR5A32 alelinin varliginin hastaligin daha belirgin klinik seyriyle smirli oldugunu
gostermis. Mutant CCRS aleline sahip olgular, bu alele sahip olmayanlara kiyasla tedavi
gerektirmeye ti¢ kat daha yatkin, yani mutant CCR5 alelinin varlig1 tedavi ihtiyaci i¢in
artmis bir goreceli risk (OR = 2,9) tasidigini belirtmis. Ayrica, daha iyi huylu klinik seyre
sahip vakalar (tedavi gerektirmeyenler) analizden ¢ikarildiginda, sarkoidozlu hastalarda
ve kontrol bireylerinde CCR5A32 alel ve fenotip frekanslar1 arasindaki fark oldukga
anlamli hale geldigini gostermiglerdi. Boylelikle bu calisma CCR5D32 ve CCR2-64l
polimorfizmlerinin sarkoidoz duyarliligt ve korunmasinda rol oynayabilecegini
diisiindiirmektedir. Ilging bir sekilde, CCR5D32 aleli, terapotik miidahaleye ihtiyag
duymayanlara kiyasla kortikosteroid gerektiren hastalarin daha yiliksek bir yiizdesinde
mevcut oldugundan, klinik olarak daha belirgin hastalik ile iligkilendirilibilecegi
sOylenebilir [157]. Bizim galismamizda aldigimiz tiim hastalar tedavi gerektirmeyen
stabil takip ettigimiz hastalardi. Gelecekteki calismalar da; Petrek ve arkadaslarinin

caligmasina dayanarak hastaligin prognozu acisindan daha kapsamli, genis populasyonlu
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sarkoidozum tim evrelerini geren hasta grubunda kemokin ve kemokin reseptorlerinin
rolii aragtirilabilir.

Bu c¢aligmalardan yola ¢ikarak [156]-[158] Valentonyte R. Ve arkadasar1 [159];
Sarkoidozlu 1.203 hasta ve akrabalarindan olusan genisletilmis bir 6rneklemde iic CCR2
gen polimorfizmi (¢.190G>A, ¢.840C>T ve c¢.4385A>T) caligmiglar. Toplam 2.832
ornekten olusan koleksiyonun tamami (1.203 hasta, 1.084 akraba ve 545 kontrol bireyi)
yiiksek verimli bir ortamda ii¢ single niikleotid polimorfizmi i¢in genotiplendirilmis. 938
Alman sarkoidoz hastasinda ve 545 kontrol grubunda gozlemlenen %8'lik ¢.190A alel
siklig1 (p = 0.53; OR, 1.09; CI, 0.83-1.45), Japon ve Cek hastalar i¢in bildirildigi gibi bu
alel ile azalmis sarkoidoz riski arasindaki iligkiyi desteklemedigini, Aksine, sonuglarmin
Hollanda [156] ¢alisma popiilasyonlarindan elde edilen bulgular1 dogruladigini
belirtmisler.

Calismamizda; CCR2 (NM_001123396.4) geninde tespit edilen genotip 1
varyasyonlarmin  dagiliminda; NM_001123396.4(CCR2):c.156G>T  (p.Val52=)
(rs3918367) gentotipi 2 hastada mevcut olup; kontrol grubunda saptanmamustir.
Populasyonumuz kii¢iik olmakla beraber; yapilacak genis populsayonlu g¢alismalarda
NM_001123396.4(CCR2):c.156G>T (p.Val52=) (rs3918367) genotipinin sarkoidoz
hastaligit  i¢cin  yatkinlik yatkinlik olusturup olusturmayacagr arastirilabilir.
NM_001123396.4:¢c.780T>C (p.Asn260=) (rs1799865) genotip 1 de hasta grubunda; 18
(%58,1) hastada bulunurken; genotip 2 de; 6 (%19.,4) hastada pozitif bulunmustur.
Sarkoidoz hastaligi genetik ve ¢evresel faktorlerden etkilendigi diisiiniilen bir hastaliktir.
Farkli etnik gruplarda ortaya cikis seklinin ve kliniginin de bu etkenlere gore farkli
seyrettigini bildiren ¢alismalar mevcuttur. Calismamizin en biiylik kisithihigir da; tek
merkez bir ¢alisma olup; hastaligin nadir olmasindan kaynaklanan hasta
popiilasyonumuzu kiigiik olmasidir. Calismamizda sarkoidoz hastaliginda evre ve tedavi
gerektirmeme agisindan biiyiik benzerlik yakalasak da; kontrol ve hasta grubununu
komorbiditeleri agisindan benzerlige ulagilamadi. Nadir gortilen bir hastalikta yeterli bir
hasta populasyonunu olusturabilmek i¢in komorbiditesi olan hastalarda ¢alisma dis1
birakilmadi. Bu nedenler genetik caligmalarin ¢ok merkezli yapilabileginin gerekliligini
gOstermistir. Ancak ¢alismamiz YND ydntemini kullanan nadir ¢aligmalardan oldugu
icin, calisgmamizin degerli oldugunu diisiinmekteyiz.

Sarkoidoz, etiyolojisi bilinmeyen, nadir goriilen multisistem graniilomatdz bir hastaliktir

ve cevresel faktorler, genetik Ozellikler ve immiinolojik yanitlar arasindaki karmagik
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etkilesimler gelisimine katkida bulunabilir. Sonu¢ olarak, sarkoidozun patogenezi
karmagsiktir ve bircok genetik ve ¢evresel faktorii igerir.

Sadece kismen anlasilmis olsa da, sarkoidoza genetik yatkinlik karmasik ve cok
faktorlidiir; cesitli genetik mimariler ve maruziyetler/tetikleyiciler muhtemelen hastalik
patogenezinde rol oynar. Fenotipik ve etnik agidan homojen hasta alt gruplarinin
incelenmesi, kullanilan genetik yaklagimdan bagimsiz olarak kritik dneme sahiptir.
Gozlemlenen iliskiler daha sonra hastalik ve fenotip riski ve patogenezinde rol oynayan
ortak veya farkli genler olup olmadigini gostermek icin diger fenotipik ve etnik gruplarda
arastirilabilir.

Son yillarda, karmasik hastaliklarin etyopatogenezisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in
GWAS (Genom capinda iliskilendirme ¢aligmalari), tiim ekzom dizileme, tiim genom
dizileme, proteomik, tek hiicre bazinda RNA dizileme kullanilmaya baslanmistir.
Sarkoidozun etyopatogenezisinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in bu yeni nesil teknolojilerin
kullanildigr ilave caligmalarin yapilmasi onemlidir. Ayrica; Mesleki veya enfeksiydz
ajanlar gibi belirli cevresel maruziyetlerin, hastalik riskini ve fenotipi modiile etmek icin
CCR2 varyantlar ile etkilesime girip girmedigide arastirilabilir.

Sonug olarak; calismamizda
NM_001123396.4(CCR2):c.156G>T(p.Val52=)(rs3918367) ve
NM 001123396.4:¢.780T>C(p.Asn260=)(rs1799865) varyasyonlar1 hasta grubunda
kontrol grubundan anlamli derecede yliksekti (p<0,05). Tespit edilen bu CCR2
varyasyonlarin sarkoidozun etyopatogenezisindeki roliiniin daha iyi anlasilabilmesi i¢in
CCR2 geninin YND ile tarandig1 gemis serileri i¢eren ilave ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
Gelecekte yapilacak ¢alismalar, CCR2 gen polimorfizmleri ve sarkoidoz arasindaki iliski
hakkindaki mevcut ¢alismamizda dahil olmak {izere onceki arastrmalarin bulgularmi
cogaltmayr amaglamahdir. Bu, gozlemlenen iliskileri dogrulamak icin farkli
popiilasyonlarda daha biiyiik, iyi tasarlanmis genetik iliskilendirme ¢aligmalarinin
yurdttlmesini icerebilir. Bunlara ilaveten sarkoidoz ile iliskili CCR2 gen varyantlarmin
fonksiyonel sonug¢larmim arastirilmasi, bu varyantlarm CCR2 ekspresyonunu, reseptor
fonksiyonunu, hticresel sinyal iletim yollarmni ve bagisiklik tepkilerini nasil etkiledigini
anlamak igin ¢alismalar tasarlanabilir. Ayrica bagigiklik hiicrelerinin aktivasyonu, sitokin
ve kemokin diizenlemesi, graniilom olusumu ve hastaligin etyopatogenezisinde rol alan
diger genlerle CCR2 geninin iligkilerin arastirilmasida onemlidir. Bu, belirli CCR2

varyantlariyla iligkili farkli molekiiler ve klinik 6zelliklerin ortaya ¢ikarilmasina yardimci
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olabilecegi gibi teshis, tedavi ve prognoz icin kisisellestirilmis yaklagimlara rehberlik
edebilir.

Sarkoidoz her ne kadar 1limli seyretme olasilig1 yliksek olsa da; tedaviye yanit alinmayan
agir tutulumlart da mevcuttur. Yapilacak genetik caligsmalar, hastaligin ilerlemesi,
tedaviye yanit ve spesifik genetik profillerle iliskili komplikasyonlarin veya organ
tutulumunun gelisimi hakkinda fikir verebili. CCR2 modulatorlerinin  veya
inhibitorlerinin hastalik ilerlemesi, graniilom ¢ozlnirligi ve bagisiklik tepkileri
tizerindeki etkilerini degerlendirmek igin hayvan modellerini kullanan preklinik
calismalar tasarlanabilir. Bunlara ilaveten, sarkoidozlu hastalarda CCR2-hedefli
tedavilerin etkinligini ve giivenligini degerlendirmek i¢in klinik ¢aligmalar yapilabilir.
Mevcut ¢caligmamizinda Onciiliik edecegini diisiindiigiimiiz gelecekteki ¢caligmalar, CCR2
geninin sarkoidozun etyopatogenezisindeki roliiniin daha iyi anlasilmasma ve hastaligin
daha erken tanis1 ile hastaligin yonetiminde daha etkili tedavi stratejisinin gelistirilmesine

onculik edebilir.
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