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ÖZET 

Akgul, S.U. IgA Nefropatisinde COSMC Geni DNA Metilasyon Profili ve Ekpresyon 

Düzeyinin Araştırılması. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Tıbbi Biyoloji 

ABD. Doktora Tezi. İstanbul. 2017. 

IgA nefropati (IgAN), son dönem böbrek yetmezliğine (SDBY) yol açan en 

yaygın glomerüler hastalıklardan biridir. COSMC, C1GALT1 enzimi ile birlikte 

IgA1’in glikolizasyonunda rol oynayan moleküler bir şaperondur. IgAN hastalarında 

GdIgA1 seviyesi artarken, COSMC mRNA seviyesinin düştüğü gösterilmiştir, fakat bu 

mekanizma henüz açıklanmamıştır. Bu çalışmada COSMC gen promoter bölgesinin 

CpG adalarının metilasyon pofilinin GdIgA1 düzeyi ve COSMC mRNA seviyesine 

etkisi araştırılmıştır. Çalışmaya IgAN tanısı alan 30 hasta, hastalarla birinci derece 

akrabalığı bulunan 11 sağlıklı kişi ve herhangi bir hastalığı olmayan 6 sağlıklı birey 

dahil edildi. Hastaların B lenfositlerinde COSMC geninin promoter bölgesinin DNA 

metilasyonu ve aynı genin ekspresyon düzeyi RT-PCR yöntemi ile serum ve hücre 

kültür süpernatantındaki GdIgA1 düzeyi ELISA yöntemi ile çalışıldı. Hastaların, hasta 

yakını ve sağlıklı kontrollere göre serum GdIgA1 düzeyi yüksek, COSMC mRNA 

seviyesi düşük bulundu. Ancak hastaların COSMC geni promoter bölgesinin DNA 

metilasyon düzeyindeki artış belirgin değildi. Hastaların B-lenfositleri IL-4 veya 5-Aza-

2'-deoksisitidin (AZA) ile muamele edilip kültüre edilmiştir. AZA ile muamele edilen 

grupta (Grup III) metilasyon hiçbir ajanla muamele edilmemiş gruba (Grup I) göre 

belirgin olarak azaldığı, COSMC mRNA seviyesinin arttığı ve GdIgA1 seviyesinin 

azaldığı görüldü. IL-4 ile muamele edilen grupta (Grup II) ise tedavi sonrası, IgAN 

lenfositlerinde COSMC mRNA seviyesi başlangıca göre belirgin olarak azaldığı fakat 

COSMC DNA metilasyonundaki artışın belirgin olmadığı görüldü. COSMC geninin 

promoter bölgesinin DNA metilasyon profilinin IL-4 veya AZA ile değiştirilmesi, IgAN 

lenfositlerinde COSMC mRNA ve GdIgA1 seviyesindeki değişikliklerle spesifik olarak 

korelasyon göstermedi. Bulgularımız, IgAN hastalarında düşük COSMC mRNA ve 

artmış GdIgA1 seviyesini desteklemekle birlikte, COSMC promoter bölgesinin 

hipermetilasyonunun, IgAN lenfositlerinde COSMC mRNA ekspresyonunun azalması 

ve GdIgA1 düzeyinin artışı ile ilişkili olabileceğini dair bir yargıya varmamız için 

yeterli görülmemektedir.  

Anahtar Kelimeler: IgA Nefropatisi, COSMC, DNA Metilasyonu, Galaktozillenmesi 

yetersiz IgA1, MEST Skoru 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No:3741. 
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ABSTRACT 

AKGUL, S.U. Investigation of COSMC gene DNA methylation profile and expression 

level in IGA nephropathy, Istanbul University, Institution of Health Sciences, 

Department of Medical Biology, Doctorate Thesis. 2017. Istanbul. 

 

       IgA nephropathy (IgAN) is one of the most common glomerulary diseases that 

cause end-stage renal disease. COSMC, is a molecular chaperone which has a role in 

IgA1 glycolisation together with C1GALT1. It was demonstrated that while GdIgA1 

increased in IgAN patients, COSMC mRNA level decreased, however this mechanism 

has not been clarified yet. Researchers investigated the effect of methylation profile of 

CpG islands in COSM gene promotor region on GdIgA1 level, and COSMC mRNA in 

the present study. Thirty patients diagnosed as having IgAN, 11 healthy individuals who 

were first degree relatives of the patients, and 6 healthy individuals were included in the 

study. The DNA methylation and expression level of the same gene in promoter region 

of COSMC gene in B lymphocytes of patients were studied using RT-PCR, and the 

GdIgA1 level in serum and cell culture supernatant was studied using the enzyme-

linked immuno sorbent assay (ELISA). Serum GdIgA1 level was found higher, and 

COSMC mRNA level was lower in patients compared with patients’ relatives and 

healthy controls. However, the increase in DNA methylation level in COSMC gene 

promoter region of patients were not significant. B-lymphocytes of patients were treated 

and cultured using IL-4 or 5-Aza-2'-deoxycytidine (AZA). Methylation in Group III, 

that was treated using AZA, significantly decreased compared with Group I, which was 

not given any agent, however, COSMC mRNA level increased, and GdIgA1 level 

decreased. The level of COSMC mRNA in IgAN lymphocytes significantly decreased 

after treatment compared to the beginning in Group II, that was treated using IL-4, 

however, the increase in COSMC DNA methylation was not significant. The change of 

DNA methylation profile of COSMC gene promotor region using IL-4 or AZA did not 

indicate any correlation with the changes in COSMC mRNA and GdIgA1 levels in 

IgAN lymphocytes. Although our findings support low levels of COSMC mRNA and 

increased GdIgA1 levels in IgAN patients, it does not provide sufficient information to 

make a judgement that the hypermethylation of COSMC promotor region was 

associated with the decrease in COSMC mRNA expression in IgAN lymphocytes, and 

the increase in GdIgA1 level. 

 



1. GİRİŞ VE AMAÇ 

İmmünglobulin (Ig) A nefropatisi (IgAN) dünyada en yaygın görünen primer 

glomerulonefrittir (1). Çoğunlukla sessiz seyretmesine rağmen; hastaların %30-40'ında 

son dönem böbrek yetmezliği (SDBY) gelişmektedir. Hastalığın kesin tanısı böbrek 

biyopsisi ile konulabilmektedir. Birçok ülkede biyopsilere yönelik seçici yaklaşım göz 

önüne alındığında, hastalığın görülme sıklığında bölgesel farklılıklar bulunmaktadır. 

Hastalık en sık Kafkasya ve Asya popülasyonunda görülmektedir (2). 

Hem erişkin hem de çocuk hastalarda, IgAN'nın belirgin özellikleri mezanjiyal 

hipersellülarite ve glomerüler mezanjiyumda IgA birikimidir. Hastalıkta primer defekt, 

IgA1’in menteşe (bağlantı) bölgesinin anormal glikozillenmesidir. IgA1'in kusurlu 

glikozilasyonu ile başlayan süreç, Galaktozilenmesi yetersiz IgA1 (GdIgA1)’in aşırı 

üretimi, anti-GdIgA1 oluşumu ve nefritojenik immün komplekslerin mezanjiyumda 

birikmesi ile sonuçlanır (2). 

IgAN hasta serumlarında GdIgA1 seviyesi oldukça yüksek bulunmuştur (2). 

C1GalT1 enzimi, GalNAc kalıntılarına sağlıklı bireylerde galaktoz molekülünü 

eklerken, IgAN hastalarında, IgA1’e galaktoz molekülünden önce siyalik asit 

eklemektedir. Siyalik asit eklenmesi, galaktoz eklenmesini engellemekte ve böylece 

galaktozillenmesi yetersiz glikanların oluşmasına neden olmaktadır (32). C1GalT1 

enzimlerinin ekspresyonu için COSMC (C1GalT1C1) gerekmektedir. COSMC, 

endoplazmik retikulumda bulunan moleküler bir şaperondur (72). COSMC, yeni sentez 

edilmiş C1GalT1 enzimi ile etkileşime geçerek, kümeleşmesini ve proteozomal 

parçalanmasını engelleyerek, aktif formda kalmasını sağlamaktadır (73-77).  

Son yıllarda yapılan çalışmalarda, COSMC ekspresyonunun regülasyonu tam 

olarak açıklanamamış olmakla birlikte COSMC geninin promoter bölgesinin 

hipermetilasyonu ile epigenetik olarak susturulduğu ve böylece COSMC 

ekspresyonunun azaldığı düşünülmektedir (96). Bunun sonucunda aktif olmayan bir 

C1GalT1 oluştuğu ve böylece O-glikanları olmayan Tn ve sTn antijenlerinin ortaya 

çıktığı düşünülmektedir (82). Tn antijeninin aşırı ekspresyonu, Tn sendromu, IgA 

nefropatisi ve insan tümörleri dahil bazı hastalıklarda görülmektedir (88-90).    
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Bu tez çalışmasına, yapılan fizik muayene, laboratuvar testleri ve böbrek 

dokusunun histopatolojik inceleme sonucu IgAN tanısı almış fakat immünsüpresif ajan 

kullanmamış 30 olgu, hastalarla birinci derece yakınlığı olan sağlıklı 11 kişi ve kontrol 

grubu olarak herhangi bir akut ve/veya kronik böbrek hastalığı bulunmayan 6 sağlıklı 

birey dahil edilmiştir. Çalışma için hasta, hasta yakını ve sağlıklı bireylerden ayrılan B 

lenfositleri üç farklı gruba ayırarak (blank, IL-4, 5-Aza-2'-deoksisitidin (AZA)) 72 saat 

kültüre edilmiştir. Herbir gruptan DNA, RNA ve süpernatant ayrılmıştır. B hücre 

Ribonükleikasit (RNA)’den COSMC geninin RT-PCR ile Mrna seviyesi, genomik 

deoksiribonukleikasit (DNA)’den, COSMC geninin promoter bölgesini DNA 

metilasyon profile RT-PCR ile çalışılmıştır. Hücre kültür supernatantı ve serumda 

GdIgA1 düzeyi ELISA yöntemi ile çalışılmıştır. Bu çalışmada; GdIgA1’in oluşmasında 

etkili olduğu sanılan COSMC geninin ekspresyon derecesini belirleyen promoter 

bölgesinin metilasyon profili incelendi. IgAN hastalarında COSMC geninin promoter 

bölgesinin DNA metilasyon derecesi ile hücre kültür süpernatantında GdIgA1 düzey 

değişiklikleri arasındaki ilişki incelendi. Böylece COSMC gen promoter metilasyonu ile 

COSMC mRNA ekspresyon seviyesi ve GdIgA1 düzeyi arasındaki bağlantının 

gösterilmesi amaçlandı. Ayrıca hastaların klinik ve patolojik verileri ile bu 

parametrelerin herbiri ayrı ayrı incelenerek, bu parametrelerin IgAN tanı, izleme ve 

prognoz kararına uygun bir indeks olup olmadığının değerlendirilmesi yapıldı. 

 

 



 3 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1. IgA Nefropatisi 

İmmünglobulin (Ig) A nefropatisi (IgAN) dünyada en yaygın görünen primer 

glomerular patolojidir. İlk kez 1968 yılında Berger ve Hinglais tarafından hematürisi 

olan hastaların böbrek dokusunda "interkapiller IgA-IgG birikimi" olarak tanımlanmıştır 

(1). Hastalıkta primer defekt, IgA1’in menteşe (bağlantı) bölgesinin anormal 

glikozillenmesidir. Bu hastaların serumlarında galaktozillenmesi yetersiz lgA1 

(GdIgA1) seviyesi oldukça yüksek bulunmuştur (2). 

IgAN, çoğunlukla sessiz seyretmesine ragmen; hastaların %30-40’ında son 

dönem böbrek yetmezliği (SDBY) ile sonuçlanmaktadır. Günümüzde IgAN tanısı 

sadece böbrek biyopsisinin histopatolojik incelenmesi ile konulabilmektedir. IgAN 

patolojisi, glomerular mezenjiyumda polimerik IgA1 (pIgA1) immün kompleks 

(nadiren IgG veya IgM olabilir) birikimi, mezenjiyal hücre proliferasyonu, T hücre, 

monosit ve/veya makrofaj infiltrasyonu ve ekstrasellüler matriks artması ile 

karakterizedir. Gastrointestinal ve üst solunum yolu infeksiyonlarına neden olan 

mikroorganizmaların antijenleri IgAN hastalarında nefritojenik IgA1 antikorlarının 

salınımını tetiklemektedir. Nefritojenik IgA1 antikorları özellikle bademcik iltihabını 

takiben B hücreleri tarafından üretilmektedir (2). 

GdIgA1 molekülü sadece böbreğin glomerular mezenjiyal bölgesinde birikir. 

Tubulo epitelyal hücreler ve podositlerde IgA reseptör ekspresyonu olmadığı için 

birikim görülmez (2). 

Hastalarda, böbrek hasarı nedeniyle şiddetli hipertansiyon, hematüri veya 

proteinüri gibi bir dizi semptomlar ortaya çıkmaktadır. IgAN’de böbrek biyopsisinde 

görülen tubulointerstisyel hasarın şiddeti ve glomeruloskleroz histolojik prognostik 

belirteçlerdir (3).  

IgAN hastalarının %90-95’i sporadik olarak meydana gelirken %5-10 oranında 

da ailesel olarak görülmektedir. Ailesel IgAN hastalarının prognozu sporadik olanlara 

göre daha kötüdür ve böbrek yetmezliği gelişme riski %64’tür. Sporadik olarak 

meydana gelen hastalarda ise bu oran %8 olarak bulunmuştur. Ailesel IgAN hastalarının 

serum GdIgA1 seviyesi, sporadik IgAN hastalarının serum seviyelerinden daha yüksek 
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bulunmuştur. Ailesel IgAN hastalarından izole edilen pIgA1’in sporadik olanlara göre 

mezenjiyal hücrelerin reaktivitesini daha fazla artırdığı bildirilmiştir. Mezenjiyal hücre 

reaktivitesi, daha az oranda olmakla beraber ailesel IgAN hastalarının asemptomatik 

akrabalarında da gösterilmiştir. Bu durum asemptomatik hasta yakınlarında hastalık 

gelişim potansiyelini ortaya koymaktadır. Alternatif olarak, glomerular mezanjiyumda 

pIgA1 seviyesinin patolojik olayların tetiklenmesine yetecek kadar yüksek bir eşiğe 

ulaşmalıdır (4). Hastalığın ortaya çıkması için farklı genetik ve çevresel faktörler 

gerekebilir. Çalışmalar genetik faktörlerin ailesel IgAN patogenezinin yanı sıra sporadik 

IgAN patogenezine de katıldığı fikrini desteklemektedir (5,6). Farklı etnik gruplarda 

IgAN patogenezinde risk faktörü olduğu düşünülen aday genler tespit edilmiştir (7,8). 

2.1.1. Epidemiyoloji 

IgAN tanısı için biyopsinin gerekli olduğu göz önüne alındığında, inatçı 

mikroskobik hematüri ve/veya hafif proteinüri için biyopsi yapılan bireylerden elde 

edilen veriler IgAN sıklığını arttırabilir. Tek merkezli çalışmalarda böbrek biyopsisi 

yapılmış olan primer glomerulonefritlerin Amerika Birleşik Devletlerinde %10-

20’sinin, Avrupa ülkelerinde %20-30’unun ve Asya ülkelerinde ise %40-50’sinin IgAN 

olduğunu göstermiştir (9). Türkiye’de ise primer glomerulonefrit hastalarının 

%17,2’sinin IgAN olduğu bildirmiştir (10). 

Afrika gibi gelişmekte olan popülasyonlarda düşük proteinüri ve mikroskopik 

hematürisi olan hastalara biyopsi yapılmadığı için IgAN sıklığının oldukça düşük 

olduğu bildirilmiştir (11). Buna karşın Wyatt ve arkadaşları (12) AfroAmerikan ve 

AvrupaAmerikan hasta grupları ile yaptıkları çalışmalarında IgAN sıklığının benzer 

olduğunu göstermişlerdir. IgAN görülme sıklığı ülkeden ülkeye hatta ülkelerin kendi 

içinde farklılık gösterebilmektedir (Şekil 2-1). Gelişmekte olan ülkelerde birinci 

basamak sağlık hizmetleri eksikliği kısmen bu bölgeler için IgAN’nin düşük sıklığını 

açıklayabilir. Aynı şekilde gelişmiş ülkelerde, hastalığın yüksek sıklıkta görülmesi 

birinci basamak sağlık hizmetleri ve etkin takip yöntemlerinin daha iyi olması ile 

açıklanabilir (9). 

IgAN’nin görülme sıklığını etkileyen diğer bir faktör, böbrek biyopsi 

endikasyon kriterleridir. Nitekim tek merkezli çalışmalar karşılaştırıldığında, biyopsi 

politikalarındaki farklılıklar nedeniyle hastalığın görülme sıklığında da farklılıklar 

olduğu görülmektedir. Birleşik Krallık'ta, Sissons ve arkadaşları (13) tarafından yapılan 
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çalışmada IgAN’si %4 gibi düşük sıklıkta görülürken, böbrek biyopsisi için daha geniş 

endikasyonlar kullanan Power ve arkadaşlarının (14) yaptığı çalışmalarında primer 

glomerulonefrit sıklığı %38 olarak gösterilmiştir. Liu ve ark.’ları (15), devamlı 

hematürisi olan mikroskobik hematürisi olan kişilere yapılan biyopsilerde % 43 sıklıkta 

IgAN tanısı aldığını bildirmiştir. 

 

Şekil 2-1: Dünyadaki belli bölgelerde IgAN’nin dağılımı 

2.1.2. Yaş-Cinsiyet 

IgAN sıklığı, çocuklarda ve genç yetişkinlerde (20–30 yaş) 65 yaş üstü 

bireylerden daha yüksektir (16,17). İlk yayınlar beyaz erkeklerde IgAN’nin daha yaygın 

olduğunu göstermiştir (18). Ancak bölgesel kayıtlarda, cinsiyete göre hastalığın 

görülme sıklığında fark olmadığı saptanmıştır (19). 

2.2. IgA Yapısı ve Türleri 

IgA tipi antikorlar, ilk kez 1953 yılında serumda tanımlandı. İnsan vücudunda en 

çok üretilen antikor izotipidir. İnsan IgA’nın, IgA1 ve IgA2 olarak iki alt sınıfı vardır ve 

her ikisi monomerik (mIgA) veya pIgA formları halinde olabilir. Total serum IgA’nın 

yaklaşık %85’i mIgA1 formu olup yalnızca 10%’u dimerik ya da polimeriktir. Mukozal 

IgA’nın ise neredeyse tamamı polimeriktir. Dolaşımdaki sistemik IgA’nın kaynağı 

kemik iliğidir. Kemik iliğinde üretilen IgA çoğunlukla mIgA1 olup, bu antikorlar 

genellikle serumda bulunur (20). Serum mIgA, iki ağır ve iki hafif zincirden oluşur. 

Ağır zincirlerin herbiri bir değişken ve üç sabit bölge içerir. Hafif zincirlerin herbiri bir 

değişken ve bir sabit bölge taşır.  Ağır zincir, 14. Kromozomda yer alan iki farklı gen 

(α1 ve α2) tarafından kodlanır (20,21).  IgA, hangi gen tarafından kodlanıyorsa ona göre 
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isimlendirilir. Aralarındaki temel fark, IgA2’nin, menteşe bölgesinin daha kısa 

olmasıdır. Bu fark IgA2’yi gastrointestinal ve solunum sistemi lümenindeki bakteriyel 

proteazlara karşı daha dayanıklı kılar (22). 

Sistemik immün yanıtta serum IgA’nın fonksiyonu tam olarak anlaşılamamıştır. 

Serumdaki mIgA, komplemanın klasik yolağı ile ilişkisizdir. Ancak FcRα reseptörleri 

ile fagositik sistemi aktive edebilir (23). Böylece yabancı antijen ve IgA tarafından 

oluşturulan immün kompleks dolaşımda fagositik sistemce temizlenir (24,25).  

Lümen salgısında baskın bulunan dimerik IgA, total IgA’nın üçte ikisinden 

fazlasını oluşturur (26,27). Dimerik IgA’ların çoğunu IgA2 izotipi oluştursa da IgA1 

izotipinin de dimer formu vardır. Dimer yapı Fc kısmının terminal sabit bölgesine 

bağlanmış birleştirici zincirin (J, join) kovalent etkileşimi ile meydana gelir (20) (Şekil 

2-2).  

 

Şekil 2-2: İnsan IgA1 ve IgA2 antikor yapısı  

(Kırımızı yuvarlak: J-zincir, Yeşil domain: salgısal parça) 

2.3. IgA1 Glikozilasyonu  

Glikozilasyon, enzimatik reaksiyonlarla sakkaritlerin proteinlere, 

lipitlere veya organik moleküllere bağlanmasıdır. Protein glikozilasyonu, protein sentezi 

sırasında veya hemen sonrasında meydana gelmektedir. Glikolizasyon; N-bağlı ve O-

bağlı olmak üzere iki farklı biçimde olabilmektedir (28,30). 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Glikoprotein
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Glikolipit&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Glikosit&action=edit&redlink=1
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2.3.1. N-bağlı Glikozilasyon: 

Oligosakkaritler, hedef proteindeki asparajin (Asn) aminoasitine önce 14 şekerli 

bir öncül olarak eklenir. Bu öncülün yapısı çoğu ökaryotta 3 glukoz, 9 mannoz ve 2 N-

asetilglukozamin molekülü şeklindedir. Karmaşık tepkimeler dizisi ile bu dallı 

zincir dolikol adı verilen bir taşıyıcı moleküle eklenir ve sonra hedef protein 

endoplazmik retikulum (ER) lümenine geçerken polipeptit üzerinde uygun yere aktarılır 

(28).   

IgA1 ağır zinciri, biri C2 (Asn263) domaininde diğeri C3 (Asn459) domaininin 

son kısmında yer alan iki tane N-glikan taşır (28,29). 

2.3.2. O-bağlı Glikozilasyon:  

O-glikozilasyon daha çok membrana bağlı proteinlerde görülsede çok az sayıda 

serum proteinlerinde de görülebilmektedir. Bunlar genellikle Serin (Ser) veya Treonin 

(Thr) kalıntılarına bağlı daha basit karbonhitratlardır (Şekil 2-3). O-bağlı 

glikozilasyonda proteine eklenecek şeker molekülü Uridin 5′-difosfo-N-

asetilgalaktozamin (UDP-GalNAc)’den elde edilir. N-asetilgalaktozamin Transferaz 

(GalNAcT) enzimi ile proteinin Ser veya Thr kalıntılarına GalNAc eklenmesi 

glikolizasyonu başlatır. Bu süreç Golgi de meydana gelir (30,31).  

Şekil 2-3: Glikozilasyon çeşitleri 

IgA1, N-bağlı ve O-bağlı glikanlara sahip çok az sayıda serum proteinlerinden 

biridir. IgA1’in ağır zincirinin C1 ve C2 sabit domainleri arasında menteşe bölgesi 

bulunur. Bu bölgede dokuz tane Ser ve Thr aminoasiti vardır. Bu aminoasitler 

potansiyel O-glikozilasyon bölgeleridir. Dokuz bölgenin sadece üç ile altı tanesi 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Glukoz
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Mannoz&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Dolikol
https://tr.wikipedia.org/wiki/L%C3%BCmen
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glikozile olduğundan her bir mIgA molekülü en fazla 12 glikan bulundurabilir (2,32,33) 

(Şekil 2-4). 

 

 

Şekil 2-4: mIgA1 molekülünün glikozillenme bölgesi 

O-glikanlar peptit zincirine genellikle Ser/Thr kalıntılarından oksijen atomları ile 

bağlanırlar. IgA1 molekülü için çeşitli glikozilasyon paternleri tanımlanmıştır. Bu 

glikanlar genellikle başlangıç şekeri olarak GalNAc bulundurmaktadır.  İkinci şeker 

olarak GalNAc’a bağlı galaktoz taşımaktadırlar. Son şeker olarak da, GalNAc-siyalik 

asit (N-asetilnöraminasit, NeuNAc) ve/veya galaktoz-siyalik asit gibi bir siyalik asit 

bulundurmaktadırlar. O-glikozilasyon her seferinde tek bir şekerin aşamalı olarak 

moleküle eklenmesi ile gerçekleşmektedir. İnsanlarda 20 farklı izotipi bulunan GalNAc-

T ailesi bu eklenmeyi Ser/Thr aminoasitlerine ilk şekeri ekleyerek başlatmaktadır (30-

33).  

Normal serum IgA1 üzerindeki en çok bulunan O-glikanlar, GalNAc–galaktoz 

disakkaridi ve bunların mono-siyalize veya di-siyalize formlarıdır. Fakat bunların 

dışında anormal glikozillenme paternleri de bulunmaktadır (2,32,34) (Şekil 2-5). 

2.3.3. O-glikanların Sentez Basamakları 

1. GalNAc-T katalizörlüğünde proteine GalNAc eklenmesi  

2. Kor 1 β1,3‑galaktoziltransferaz (C1GalT1;T sentaz) ve COSMC (C1GalT1’in 

stabilitesini sağlayan moleküler şaperon-C1GALT1C1) katalizörlüğünde GalNAc’a 

galaktozun eklenmesi 

3. GalNAc-galaktoz disakaritine siyalik asitin eklenmesi 
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Galaktoza siyalik asit ekleyen enzim, Gal α2,3-siyaliltransferaz (ST3Gal), GalNAc’a 

siyalik asit ekleyen enzim ise GalNAc α2,6-siyaliltransferaz (ST6GalNAc)’dır (32,33). 

 

Şekil 2-5: IgA1 glikozilasyon paternleri 

IgA2 menteşe bölgesi IgA1’inkine göre oldukça kısadır ve Ser/Thr kalıntısı 

taşımaz. Bu yüzden O-glikanları yoktur (32) (Şekil 2-6). 

 

Şekil 2-6: IgA1 ve IgA2 moleküllerinin aminoasit dizisinin karşılaştırılması 
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2.4. IgA Nefropati Patogenezi 

IgAN’nın, otoimmün bir hastalık olduğunu gösteren birçok çalışma vardır. IgAN 

patogenezini açıklamak için 'Çok tesirli vuruş' hipotezi ileri sürülmüştür (2,32,35,36) 

(Şekil 2-7).  

 

Şekil 2-7: IgAN Patogenetik Modeli   

2.4.1. I. Vuruş: Galaktozillenmesi Yetersiz IgA1(GdIgA1) Oluşumu  

IgAN’nın karakteristik molekülü GdIgA1, B hücreleri tarafından üretilmektedir 

(37). IgA1 menteşe bölgesinin O-glikozilasyonu golgi aygıtında GalNAcT enzimi 

tarafından Ser/Thr aminoasitlerine GalNAc’ın eklenmesi ile başlamaktadır. İkinci 

aşamada sağlıklı bireylerde GalNAc kalıntılarına C1GalT1 enzimi galaktoz molekülünü 

eklerken, IgAN hastalarında, galaktoz molekülünden önce ST6GalNAc enzimi 

tarafından siyalik asit eklenmektedir (Şekil 2-8, kırmızı ok). GalNAc kalıntılarına 

galaktozdan önce siyalik asit eklenmesi galaktoz eklenmesini engeller ve böylece 

galaktozillenmesi yetersiz glikanların oluşmasına neden olur (32). 

IgAN hastalarında C1GalT1 ve COSMC (C1GALT1C1) aktivitesinin azaldığı, 

ST6GalNac-II aktivitesinin ise arttığı gösterilmiştir. Bu durum artan GdIgA1 düzeyinin 

artışı ile ilişkilendirilmiştir (37-40). İnterlökin (IL)-6 ve IL-4 gibi sitokinler GdIgA1 

üretiminden sorumlu enzimlerin ekspresyonunu değiştirebilmektedir. IgAN hastalarının 

hücreleri IL-6 ile stimüle edildiğinde, siyalik asiti ekleyen ST6GalNAc aktivitesinin 

arttığı görülürken galaktozu ekleyen C1GalT1 aktivitesinin azaldığı gösterilmiştir. IL-4 

sitokininin ise sadece C1GalT1 aktivitesini azalttığı bildirilmiştir (41). Spesifik 
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glikoziltransferazların gen ekspresyonlarını microRNA (miRNA)’lar da 

düzenleyebilmektedir (42).  

 

Şekil 2-8: IgA1 menteşe bölgesinin O-glikozillenme yolakları 

Galaktozillenmesi yetersiz O-glikanlar; 

Tn antijeni; Terminal uçlarında sadece GalNac taşıyan (GalNAcα1-O-Ser/Thr) O-

glikanlardır.  

STn antijeni; Tn antijenine siyalik asit eklenmesiyle oluşan O-glikanlardır.  

Tn ve STn antijenleri sağlıklı hücrelerin yüzeyinde bulunmayıp genellikle kanser 

hücrelerinde bulunmaktadırlar (32). 

Galaktozillenmesi normal O-glikanlar; 

T (Thomsen-Friedenreich) antijeni: Tn antijenine galaktoz eklenmesi ile oluşan O-

glikandır. 

ST antijeni: T antijenine siyalik asit eklenmiş O-glikandır. 

T ve ST antijenleri sağlıklı hücrelerin yüzeyinde bulunmaktadır (32). 

2.4.2. II. Vuruş: Anti-GdIgA1 Otoantikorlarının Üretilmesi  

IgAN hastalarında GdIgA’e karşı gelişen otoantikorların büyük bir bölümü IgG 

izotipidir. Otoantikorlar, IgA1’in ağır zincirin terminal GalNAc kalıntılarını 

tanımaktadırlar (38, 43).  Yapıları, IgAN hastalarından elde edilen klonlanmış hücre 
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hatları ile yapılan çalışmalarla ortaya çıkarılmıştır. Bu otoantikorların ağır ve hafif 

zincirlerindeki antijen bağlama bölgelerine ait dizilerinin belirlenmesi, ağır zincirlerin 

çok değişken bölgesinin (CDR3; Complementarity Determining Region) yapısı 

hakkında ayrıntılı bilgi edinmemizi sağlamıştır. Bu analizler, sağlıklı bireylerde 

antikorun CDR3 bölgesi üçüncü pozisyonunda alanin amino asiti olduğunu gösterirken 

IgAN hastalarında antikorun aynı pozisyonda Ser amino asiti olduğunu göstermiştir (38, 

44). Ayrıca IgAN hastalarında CDR3 bölgesinin sağlıklı kontrollere göre daha uzun 

olabileceği bildirilmiştir. Bu bulgular, CDR3’ün GdIgA1’e bağlanma noktasında Ser 

kalıntılarının bulunduğunu göstermiştir. IgAN hastalarında IgG otoantikorlarının CDR3 

bölgesi üçüncü pozisyonda Ser aminoasitinin bulunmasının VH gen somatik 

mutasyonlarından kaynaklandığını gösteren bir çalışma bulunmaktadır (45).  

IgAN patogenezinde IgG tipi otoantikorların önemi bilinirken IgA1 tipi 

otoantikorların rolü ve önemi anlaşılamamıştır (46,47).  

2.4.3. III. Vuruş: İmmün Tanıma Sonucu Nefritojenik İmmün Komplekslerin 

Oluşumu 

IgG ve/veya IgA1 otoantikorları GdIgA1’e bağlanarak immün kompleksleri 

oluşturmaktadırlar. Bu otoantikorların yapısı, IgAN hastalarından klonlanmış hücre 

hatları ile yapılan çalışmalarla ortaya çıkarılmıştır (38). Bu komplekslerin biyolojik 

aktiviteleri, kompleksin büyüklüğü ve bileşimine bağlı olarak değişebilmektedir 

(4,38,48).  

GdIgA1 molekülleri polimerleşme eğilimindedir. IgG tipi otoantikorlar (anti-

glikan antikorları) polimerik GdIgA1’lerin menteşe bölgesine veya ağır zincirindeki 

GalNAc kalıntılarına bağlanarak immün kompeksleri oluşturmaktadır (38,46). 

Günümüzde IgAN hastalarının dolaşımında immün komplekslerin (GdIgA1+ anti-

glikan antikorları) bulunduğu kabul edilmektedir (49,50). IgAN hayvan modeli ile 

yapılan bir çalışma, immün kompleks oluşumu ve glomerular GdIgA1 birikiminde 

IgA1’in glikozilasyon derecesi ve menteşe bölgesinin kompozisyonunun önemli 

olduğunu göstermiştir (51).  

Serumda artmış GdIgA1 seviyesi IgAN hastalarının yanı sıra Henoch-Schonlein 

Purpurası (HSP) olan hastalarda da gösterilmiştir (52). Bu durum immün komplekslerin 

glomerular birikiminin HSP ve IgAN ortak etyopatogenezi olduğu düşüncesine yol 

açmıştır (53,54).  
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2.4.4. IV. Vuruş: Glomerular Hasar 

Normal bir glomerulusun podositlerinde hasar olmadığı sürece proteinüri olmaz. 

IgAN’de ise, glomerular mezanjiumda polimerik GdIgA1 içeren immün komplekslerin 

birikmesi sonucu podosit hasarı meydana gelir ve proteinüri gelişir (55,56).  İmmün 

komplekslerin mezanjiyumda birikmesi, mezanjiyal hücrelerin aktivasyonuna neden 

olarak hücre çoğalmasını tetikler ve tümör nekrozis faktörü (TNF), transforme edici 

büyüme faktörü-β (TGFβ), IL-6 ile anjiyotensin II (Ang II) gibi pro-enflamatuar ve 

profibrotik mediatörlerin salınmasına neden olur. In vitro çalışmalarda, mezanjiyal 

hücrelerden salınan bu sitokinlerin, glomerular filtrasyon membranının hasarına neden 

olarak proteinüri ve hematüriye neden olduğu gösterilmiştir (57,58). 

İmmün komplekslerin birikimi, yalnızca mezenjiyal hücrelerde olup diğer 

yapılarda (örneğin; podosit veya tubül epitel hücrelerinde) olmamaktadır. GdIgA1'in 

mezanjiyal hücrelere bağlanmasından sonra bu hücreler tarafından salgılanan TNF, 

podositleri uyararak TNF sentezlemesine neden olur. Podositlerden salınan TNF ise 

otokrin etkiyle daha fazla TNF salınımına neden olmaktadır. TNF etkisi aynı zamanda, 

podosit yüzeyindeki TNF reseptör 1 ve 2’nin (TNFR1 ve TNFR2) ekspresyonunu 

artırmaktadır. TNFR1 reseptörlerine bağlanan TNF ise, B-hücre lenfoma (BCL)-2 

seviyesinin düşmesine ve BCL-2 ilişkili X proteini (BAX) seviyesinin de artmasına 

neden olarak apoptozu doğrudan tetikleyebilmektedir.  TNF etkisi ayrıca IL-6 sentezini 

artırmaktadır. IL-6, tubuler anjiyotensin II reseptör tip 1 (AGTR1) ve Ang II 

ekspresyonunu artırmaktadır. Ang II ve AGTR1'in etkileşimi, protein kinaz C ve 

mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) yolaklarını aktive ederek tubulointerstisyel 

alanda inflamasyon oluşumuna neden olmaktadır. AGTR2'nin aktivasyonu da, MAPK 

yolunu baskılayarak apoptoz gelişimini artırmaktadır. Mezenjiyal hücrelerden 

salgılanan aldosteron, Ang II ile sinerjik hareket ederek böbrek tubul epitel hücrelerinde 

apoptoza neden olmaktadır. TNF’in TNFR2'ye bağlanması, pro-inflamatuar hücresel 

yanıtı tetiklemektedir (56-58) (Şekil 2-9). Podosit ve tübüler epitel hücrelerinde artan 

apoptoz proteinüriye neden olmaktadır. Bu süreç, çeşitli çevresel ve genetik faktörler 

tarafından da düzenlenmektedir (16,59). 
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Şekil 2-9: IgAN’nde glomerular hasar, podosit disfonksiyonu ve tubulointerstisyel hasara 

neden olan yolaklar  

Bazı hastalarda belirgin interstisyel skar oluşumu olmaksızın mezanjiyal matris 

ile hücre sayısında minimal artış görülür. Bazılarında ise glomeruloskleroz ve/veya 

tubulointerstisyel fibrozis ile karakterize daha kalıcı hasar meydana gelir ve bu 

hastalarda SDBY gelişmektedir (60).  

IgAN hastalarındaki glomeruloskleroz, podositopeninin yanı sıra podokaliksin 

ve dendrin (glomeruler slit diyafram bileşeni) gibi podosit bileşenlerindeki değişim ile 

ilişkilendirilmiştir. Podokaliksin, podositler ve endotel hücreleri tarafından 

glomerulogenez sırasında sentezlenir. Negatif yüklü podokaliksin, bitişik ayaksı 

uzantıları birbirinden ayırır ve Bowman aralığı içine plazma filtratının geçişi için slit 

diyaframın açık kalmasını sağlar. Podosit hasarı, podositlerin glomerular bazal 

membrandan ayrılması, apoptoz, nekroz ve kusurlu otofaji gibi süreçleri kapsar (Şekil 

2-10) (61-63).  

Kompleman aktivasyonunun, inflamasyon ve glomerular hasarı arttırdığı 

düşünülmektedir. İmmün kompleks ve mezanjiyal GdIgA1 birikimi, hem alternatif 

kompleman yolağını hem de mannoz bağlayıcı lektin yolağını aktive edebilir. 

Komplemanın aktive olabilmesi IgA1’in glikozilasyon derecesine ve IgA 

komplekslerinin molekül ağırlıklarına (dimerik IgA, pIgA ve IgA-immün komleksi) 
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bağlıdır. Ayrıca glomerular endokapiller duvarında IgA, IgG antikorları ile kompleman 

3 birikimi podosit hasarını tetikleyebilmektedir (64). 

 

Şekil 2-10: IgAN’de glomerulus yapısı 

2.5. IgA Nefropati Tanısı 

IgA Nefropatisinin tanısı günümüzde böbrek biyopsisinin histopatolojik olarak 

incelenmesi ile konulmaktadır. 2009 yılında Bileşik Krallığın Oxford şehrinde 11 

ülkedeki 15 merkezin uzmanları ile ortak bir konsensus raporu oluşturulmuştur. Bu 

raporda hem klinisyenler hem de patologlar için hastanın prognozuna etki eden 

histopatolojik veriler hakkında ortak bir dil oluşturulması amaçlanmıştır (65,66) 

Bu sınıflama ile mezanjiyal hiperselülarite (M), endokapiller hiperselülarite (E), 

segmental glomeruloskleroz (S) ve tubuler atrofi/interstisyel fibrozis (T) olmak üzere 

dört değişkenin birbirinden bağımsız olarak hastalık progresyonunun öngürülmesinde 

prognostik değeri olduğu gösterilmiş, bu kriterlerin hepsinin baş harfleri birleştirilerek 

‘MEST’ kriterleri oluşturulmuştur. Bu kriterlerin etnik köken ve yaştan bağımsız olarak 

prognostik öneminin olduğu belirlenmiştir (67). Daha öncesinde yapılmış ve 

Avrupadaki çok merkezli IgA kohortunu içeren VALIGA çalışması ile MEST skorunun 

korelasyon gösterdiği saptanmıştır. MEST skoru değerlendirmesi aşağıda belirtilen 

kriterlere uygun olarak yapılmaktadır (68). 

M skoru  

Mezanjiyal hiperselülarite gösteren glomeruller <% 50 ise 0 
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Mezanjiyal hiperselülarite gösteren glomeruller >% 50 ise 1 

E skoru 

Endokapiller hiperselülarite yok ise 0 

Endokapiller hiperselülarite var ise 1 

S skoru 

Segmental glomeruloskleroz yok ise 0 

Segmental glomeruloskleroz var ise 1 

T skoru 

Tubuler atrofi/interstisyel fibrozis korteksin <% 25’inde var veya hiç yoksa 0 

Tubuler atrofi/interstisyel fibrozis korteksin % 25-50’sinde var ise 1 

Tubuler atrofi/interstisyel fibrozis korteksin >% 50'sinde var ise 2 

2.5.1. İmmünohistoloji 

Orijinal Oxford Sınıflamasında immünohistolojik bulgular analiz edilmemiştir. 

IgAN'daki glomerular birikimler tipik olarak mezanjiyal dağılım gösterir. Ancak 

hastaların üçte birinde subendotelyal kapiller duvarda IgA birikimlerinin olduğu, daha 

az sayıda hastada da glomerular IgG birikimlerinin olduğu gösterilmiştir (69).  

Subendotelyal kapiller duvarlarında IgA ve glomeruler IgG'nin varlığı mezanjiyal ve 

endokapiller hiperselülarite ile uyum göstermektedir. Genel olarak MEST kriterleri, 

IgAN’de prognostik belirteçtir. Ancak Oxford Sınıflamasında bulunmamasına rağmen 

immünohistolojik bulguların da biyopsi raporunda (IgG ve IgA birikimlerinin varlığı ve 

dağılımının) belirtilmesi önerilmektedir (70). 

2.5.2. Glomerular Kresent 

Oxford sınıflamasında yer almayan bir diğer bulgu da glomerular kresentlerdir. 

Oxford sınıflamasındaki hasta grubunda yeterli kresent sayısı olmaması nedeniyle 

sınıflamaya dahil edilmemiş, ancak daha sonraki yazılarda kresent varlığının prognoza 

etki eden önemli bir histopatolojik bulgu olduğu gösterilmiştir Tek değişkenli 

analizlerin yapıldığı birçok çalışma, kresentlerin klinik sonuçlarla ilişkili olduğunu 

belirlerken, çok değişkenli analizler kresentlerin prognostik öneminin de olduğunu 

gösterilmiştir (71). 
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2.6. COSMC 

Glikoproteinlerin yapısında bulunan O-glikanların sentezinde birçok 

glikoziltransferaz enzimi görev almaktadır. C1GalT1 enzimi, tüm dokularda bulunan T 

antijenlerinin (O-glikanların öncüsü) sentezlenmesinde anahtar rol oynamaktadır. 

C1GalT1, endoplazmik retikulumda sentezlenir ve golgi aygıtında O-glikanların 

sentezine katılır. C1GalT1 enzimlerinin ekspresyonu için COSMC (C1GalT1C1) 

gereklidir. COSMC, endoplazmik reticulum (ER)’da bulunan moleküler bir şaperondur 

(72).  

COSMC yeni sentez edilmiş C1GalT1 ile etkileşime geçerek, bu enzimin 

kümeleşmesini ve bunu izleyen proteozomal parçalanmayı engelleyerek, bu molekülün 

aktif formunun oluşmasını sağlar. Bu nedenle C1GalT1 sentezi için COSMC'in eş 

zamanlı biyosentezi gereklidir (73-77).  

COSMC, ER’de yeni sentezlenmiş C1GalT1’in N-terminal bölgesinde bulunan 

hidrofobik bölgeye (CBRT) direkt olarak bağlanır (78,79). Bu bağlanma, C1GalT1’in 

katlanmasını arttırarak fonksiyonel yapısını kazanmasını sağlar (80).   

COSMC ile C1GalT1’in hidrofobik bölgesinin etkileşimi heterokompleks bir 

yapı oluşturur. Bu kompleks C1GalT1 peptidinin doğru katlanmasını sağlar. C1GalT1 

fonksiyonel yapısını kazanınca COSMC kompleksten ayrılır. Serbest kalan hidrofobik 

dizi proteinin içine doğru gömülebilir veya C1GalT1’in homodimerizasyonuna 

yardımcı olabilir. Bu da, dimerik C1GalT1 arasında homodimerik hidrofobik arayüz 

oluşturur. Katlanması tamamlanan ve aktif forma geçen C1GalT1 daha sonra O-

glikozilasyona katılmak üzere golgi aparatına gönderilir. Bununla birlikte, fonksiyonel 

COSMC'den yoksun hücrelerde, yeni sentezlenen C1GalT1, Big (Bağlayıcı protein: 

endoplazmik retikulumda bulunan ve 78-kDa glikozla düzenlenmiş protein olarak da 

bilinen büyük şaperon) gibi diğer moleküler şaperonlara bağlanır ve yanlış katlanmalar 

yapar (81). Yanlış katlanmış C1GalT1, ER’den sitoplazmaya taşınır, daha sonra 

ubikuitinlenir ve 26S proteazom ile parçalanır (73) (Şekil 2-11).  
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Şekil 2-11: C1GalT1’in sentezlenmesi ve katlanması 

C1GalT1 geni, 7p14-p13 kromozomu üzerinde 1794 baz çift (bç)’lik üç eksonlu 

bir gendir ve 363 amino asitten oluşan bir proteini kodlar (82,83). COSMC geni ise 

Xq23 kromozomu üzerinde 1471 bç’lik tek eksonlu bir gendir ve 318 amino asitten 

oluşan bir proteini kodlar (72). Farelerde C1GalT1 ve COSMC genlerinin delesyonunun 

embriyojenik ölüme yol açtığı gösterilmiştir ve bu durum özellikle defektif 

anjiyogeneze bağlı kanamayla ilişkilendirilmiştir (84,85). COSMC ve C1GalT1’in ikisi 

de her zaman hazır ve koordineli şekilde insanların tüm dokularında eksprese edilir 

(72).  Normal fizyolojik durumlarda, fonksiyonel COSMC ve C1GalT1, Tn 

antijenlerinin kor 1 yapısına (T antijeni) dönüşmesini sağlar. 

Birçok çalışma, insan tümör hücrelerinde Tn ve sTn antijenlerinin 

ekspresyonunun, disfonksiyonel COSMC ile ilişkili olduğunu bildirmiştir (Şekil 2-12) 

(86,87).  Tn antijeninin aşırı ekspresyonu, Tn sendromu, IgA nefropatisi ve insan 

tümörleri dahil bazı hastalıklarda gözlemlenmiştir (88-90).  Tn sendromlu hastalarda ve 

tümör hücre serilerinde COSMC’in açık okuma çerçevesine sebep olabilen somatik 

mutasyonları görülmüştür (87,91-93).  İnsan servikal kanseri ve melanom hücrelerinde 

COSMC gen delesyonu ya da heterozigosite kaybı bildirilmiştir (87). İlginç olarak, 

Thurnher ve ark’ları (94) ve Felner ve ark’ları (95) Tn Sendromlu hastaların Tn-pozitif 

T hücrelerinde 5-azasitidin ya da sodyum n-butirat tedavisi sonrası C1GalT1 

aktivitesinin geri döndüğünü göstermişler ve Tn sendromunda C1GalT1 

baskılanmasının arkasındaki mekanizmanın metilasyon olduğunu iddia etmişlerdir. O 
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dönemde insan COSMC ve C1GalT1 genleri henüz klonlanmamış olduğundan, onlar 

için bu kritik genlerin metilasyon durumunu test etmek mümkün olmamıştır (89). Son 

yıllarda yapılan çalışmalarda COSMC ekspresyonunun regülasyonu tam olarak 

açıklanamamış olmakla birlikte COSMC geninin promoter bölgesinin hipermetilasyonu 

ile genin epigenetik olarak susturulduğu ve böylece COSMC ekspresyonunun azaldığı 

düşünülmektedir (96). Bunun sonucunda aktif olmayan bir C1GalT1 oluştuğu ve 

böylece O-glikanları olmayan Tn ve sTn antijenlerinin ortaya çıktığı düşünülmektedir 

(82). 

 

Şekil 2-12: COSMC ve O-glikan sentezi 

2.7. Gen Ekspresyonunun Regülasyonu 

Gen ekspresyonu, Ribo Nükleik Asit (RNA) polimeraz ve Transkripsiyon 

Faktörlerinin (TF) bağlanabildiği açık kromatin yapısındaki promoterlere sahip genlerde 

gerçekleşir. Promoter; gen transkripsiyonunu başlatması için 5’ uca RNA polimerazın 

bağlandığı spesifik Deoksiribo Nükleik Asit (DNA) dizisini ifade eder. İlk kez 

Escherichia coli genomundan izole edilmiştir. Genellikle genin başlangıç noktasının 

yukarı yönünde yer alsa da aşağı yönde ya da gen içinde yer alan promoterler 

tanımlanmıştır. RNA polimeraz, promoter bölgesinde yer alan bazı dizilere (-80 CAAT 

ve -30 TATA) karşı yüksek afinite gösterir. RNA polimerazın promoterü tanıyıp 

DNA’ya bağlanması, transkripsiyonun uygun yerden (+1; başlangıç noktası) 

başlamasını sağlar.  Transkripsiyonun başlayabilmesi için, TF’lerinin genin promoter 

bölgesindeki CG (C: Sitozin, G: Guanin)’den zengin dizilere bağlanması gerekir. İnsan 
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genomunda yaklaşık olarak 28 milyon CG dizisi bulunmaktadır. Bu dizilerin %10’dan 

azı, CpG adacıkları olarak adlandırılan 500 bç’den büyük ve CG içeriğinin %55’den 

fazla olduğu bölgelerde bulunmaktadır. "p", C ve G’nin bir fosfodiester bağ ile 

bağlandığını gösterir. Evrimsel süreçte korunmuş olan CpG adacıkları, genellikle 

genlerin promoter bölgelerinde yerleşim göstermektedir (97-100).  

Kromatin yapısı, yapısal ve kimyasal birtakım değişimlere uğrayarak gen 

ifadelerini etkilemektedir. Kromatin yapısı sıkılaşıp yoğunlaştığında (heterokromatin) 

genler inaktif (sessiz) olur, kromatin yapısı gevşeyerek açıldığında (ökromatin) ise 

genler aktif olarak ifade edilir.  Kromatin yapısındaki bu değişiklikler epigenetik 

mekanizmalar ile düzenlenir (101).  Kromatin yapısı, DNA metilasyonu ve histon 

modifikasyonları gibi temel epigenetik mekanizmalar tarafından kontrol edilmektedir 

(102). 

2.8. Epigenetik Mekanizmalar  

 Epigenetik terimi ilk olarak 1950’li yıllarda Conrad Waddington tarafından 

önerilmiştir (103). Waddington, bu terimi "fenotipi meydana getiren genler ve onların 

ürünleri arasındaki nedensel etkileşimler" olarak tanımlamıştır.  Epigenetik, "gen 

ekspresyonundaki kalıtsal değişikliklerin primer DNA dizisinden bağımsız olarak 

incelenmesi" olarak kabul edilir. Epigenetik düzenleme, DNA’nın nükleotid yapısında 

değişikliğe yol açmadan mitoz ve/veya mayoz bölünmeyle aktarılabilen, genlerin ne 

zaman, nerede ve ne kadar aktif olacağını belirlemektedir. Epigenetik modifikasyonlar 

çevresel faktörlerden etkilenirler (104).  

 Epigenetik mekanizmaların birbiriyle uyum içinde etkileşmesi ve düzenlenmesi, 

normal bir embriyonik gelişim için çok önemlidir. Bu süreçte, aynı genetik diziye sahip 

hücreler, farklı ekspresyon profilleri sergileyerek değişik fenotipler gösterirler. Bir 

organizmada tek bir atasal hücreden çok farklı hücre tipinin oluşması, genlerin farklı yer 

ve zamanlarda eksprese olmalarından kaynaklanmaktadır. Epigenetik mekanizmalar, 

belirli genlerin eksprese olmasını sağlarken belirli genlerin ekspresyonunu 

baskılamaktadır (100). Bu mekanizmaların herhangi birindeki bir hata ya da 

düzensizlik, genlerin ifadesinin aşırı artmasına veya baskılanmasına neden olmaktadır  

(101). 

Epigenetik değişiklikler, genetik modifikasyonlardan farklı olarak geri 

dönüşümlü bir olaydır (106). DNA ve kromatinde meydana gelen modifikasyonlar, 
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transkripsiyonu aktive eden veya baskılayan moleküllerin aktivitelerini düzenle-

mektedir. Kromatinin yapı, işlev ve gen ekspresyon paternini belirleyen epigenetik 

mekanizmalar tanımlanmıştır. Transkripsiyon sonrası histon modifikasyonları, histon 

varyantları, kromatin yeniden şekillendirme kompleksleri, kodlamayan RNA ve DNA 

metilasyonu gibi çeşitli moleküler mekanizmaları kapsamaktadır (97,104,105).  

2.8.1. Kovalent Histon Modifikasyonları 

Vincent Allfrey 1960'lı yılların başında histonların postranslasyonel olarak 

değiştirildiğini bildirdi (107). Günümüzde histonların çok sayıda farklı 

posttranslasyonel modifikasyonları (PTM) olduğu bilinmektedir. Histon proteinlerinin 

bazik amino-terminal uçları nükleozomdan dışarı doğru kuyruk şeklinde çıkıntı yaparak 

komşu nükleozomlarla temas eder. Histon proteinlerinin kuyruk modifikasyonu 

nükleozomlar arası teması etkiler ve genel kromatin yapısını değiştirebilir. Bu 

modifikasyonlar sadece kromatin yapısını düzenlemez, aynı zamanda nükleozomları 

yeniden konumlandırmak için Adenozin Trifosfat (ATP)'ın hidrolizinden elde edilen 

enerjiyi kullanarak yeniden şekillendirme enzimlerini de toplar. (108). 

Histon modifikasyonları transkripsiyonu etkileyebileceği gibi onarım, 

replikasyon ve rekombinasyon gibi diğer süreçleri de etkileyebilmektedir (105).  

Histonların N-terminal uçlarında oluşan kovalent PTM’ler, epigenetik 

mekanizmalar ile düzenlenmektedir. Bu mekanizmaların başlıcaları 

asetilasyon/deasetilasyon, fosforilasyon, ubikuitinasyon/sumolasyon, β-N-

asetilglukozamin eklenmesi, Adenozin difosfat (ADP)-ribozilasyonu ve metilasyondur 

(105).    

2.8.1.1. Histon Asetilasyonu ve Deasetilasyonu; 

Allfrey ve ark. (107) 1964 yılında histon asetilasyonunu tanımlamıştır. 

Histonların lizin (K) aminoasitlerinde meydana gelen asetilasyonun, histon 

asetiltransferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzim ailelerinin zıt hareketleri 

sayesinde oldukça dinamik olarak düzenlendiği gösterilmiştir. Bu enzimler arasında 

birçok transkripsiyon düzenleyicileri ile etkileşime girebilen CBP (CREB (cAMP 

duyarlı eleman bağlama proteini) binding protein-CREBBP) ve p300 (adenovirus E1A-

ilişkilendirilmiş 300-kD protein) en önemlileridir (109).  
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Histon asetiltransferazlar, asetil CoA'yı kofaktör olarak kullanarak bir asetil 

grubunu lizin yan zincirlerinin ε-amino grubuna transfer eder. Histon proteinlerinin 

amino ucundaki lizin kalıntılarının asetilasyonu, pozitif yükleri kaldırarak histon ve 

DNA arasındaki afiniteyi azaltır, kromatin yapısının açılmasına neden olur. Aynı 

şekilde deasetilasyon histon ve DNA arasındaki afiniteyi artıracağı için kromatinin daha 

sıkı paketlenmesini sağlayarak kapalı kromatin oluşumuna neden olmaktadır. Histon 

asetilasyonu, RNA polimeraz ve TF’lerinin promoter bölgeye daha kolay ulaşmasını 

sağlar. Bu nedenle çoğu durumda, histon asetillenmesi transkripsiyonu arttırırken, 

histon deasetilasyonu transkripsiyonunun azalmasına neden olur (Şekil 2-13) (110). 

 

Şekil 2-13: Histon asetilasyonu/deasetilasyonu 

Asetilasyonunun görüldüğü histon ve aminoasitler, 

H2A histonunda, lizin 5 (H2AK5Ac) ve lizin 9 (H2AKpAc) (Ac: Asetilasyon) 

H2B histonunda lizin 5 (H2BK5Ac), lizin 12 (H2AK12Ac), lizin 20 (H2AK20Ac), lizin 

24 (H2AK24Ac) 

H3 histonunda lizin 9 (H3K9Ac), lizin 14 (H3K14Ac), lizin 18 (H3K18Ac), lizin 23 

(H3K23Ac), lizin 27 (H3K27Ac) 

H4 histonunda lizin 3 (H4K3Ac), lizin 5 (H4K5Ac), lizin 8 (H4K8Ac), lizin 12 

(H4K12Ac), lizin 16 (H4K16Ac), lizin 20 (H4K20Ac)   

Son yıllarda yapılan çalışmalarda, HAT ve HDAC enzimlerinin histonlar 

üzerine etkisi araştırılmıştır. Ancak son çalışmalar, histon modifiye edici enzimlerin 

non-histon proteinler üzerinde de etkili olduğunu göstermiştir (111,112).  
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2.8.1.2. Fosforilasyon:  

Fosforilasyon sadece histon H3’ün amino terminal histon kuyruklarında bulunan 

Ser, Thr ve tirozin kalıntılarında gerçekleşir. Kinazlar ve fosfatazlar tarafından kontrol 

edilir (113). H3’ün 10. pozisyonundaki Serin’in fosforillenmesi, kromozom 

kondensasyonunun başlatılması için gerekli olduğu bilinmektedir (114,115). 

2.8.1.3. Ubikuitinasyon ve Sumolasyon:  

Ubikuitin, E1-aktive edici, E2-konjüge edici ve E3-bağlayıcı enzim olmak üzere 

üç enzimin sıralı etkisi ile histon lizinine bağlanan 76 aminoasitlik bir polipeptittir 

(116). Histon ubikuitinasyonunun gerçekleştiği iki bölge (H2A ve H2B) belirlenmiştir. 

H2AK119ub1 gen sessizleştirmesinde, H2BK123ub1 transkripsiyonun başlama ve 

uzamasında önemli bir rol oynamaktadır (117-119). Sumolasyonda, küçük ubikuitin 

benzeri modifiye bir molekül (SUMO) rol alır. Bu molekül histon lizin rezidülerine 

kovalent olarak bağlanır ve azalan gen ifadesi ile ilişkilendirilmiştir (120).  

2.8.1.4. Adenozin Difostat (ADP) Ribozilasyonu; 

Histonların, glutamat ve arginin kalıntıları üzerinde ribozilatlanmış mono- ve 

poli-ADP olduğu bilinmekle birlikte, bu modifikasyonun işlevi henüz tam olarak 

bilinmemektedir (121). Negatif yüklü poli-ADP-riboz zincirinin, DNA ile histonlar 

arasındaki etkileşimi azaltarak, kromatinde bölgesel açılmalara neden olduğu 

düşünülmektedir (122). 

2.8.1.5. β -N-asetilglukozamin 

Birçok non-histon proteinlerin Ser ve Thr yan zincirleri, β-N-asetilglukozamin 

(O-GlcNAc) şeker rezidüleri ile modifiye edildiği, ayrıca H2A, H2B ve H4 histonlarının 

O-GlcNAc tarafından modifiye edildiği gösterilmiş olmakla birlikte işlevi hakkında 

henüz net bir bilgi bulunmamaktadır (123). 

2.8.1.6. Histon Metilasyon:  

Histonlarda K ve Arjininin (R) aminoasitlerinin azot atomlarında post-

translasyonel olarak gerçekleşen kovalent bir modifikasyondur. Histon metiltransferaz 

(HMT) ve Histon demetilaz (HDM) enzimleri aktiftir. Histon metilasyonu, oluştuğu 

bölgelere bağlı olarak transkripsiyonunun baskılanması veya aktivasyonuna neden 

olabilir. HMT, kromatin bağımlı transkripsiyonun baskılanması veya aktivasyonu 

yoluyla DNA metilasyonunu kontrol eder veya düzenler. RNA polimeraz II, genin 



 24 

promoter bölgesine bağlanır, ancak histon çekirdeği üzerinde spesifik metilasyon 

işaretleri olmadan transkripsiyonu ilerletemez. Bir promoter bölgedeki, histon H3 lizin 

4 metilasyonu (H3K4me), H3K36me veya H3K79me işaretleri taşıyorsa, promoter açık 

okuma çerçevesine sahip demektir ve bu RNA transkripsiyonu başlatılabilir (Şekil 2-14) 

(124).  

 

Şekil 2-14: Histon metilasyonu 

Bir promoter, H3K9me3, H3K14me3, H3K23me, H3K27me3, H3R2me, 

H3R17me, H3R26me, H4R3me işaretleri taşıyorsa promoter açık okuma çerçevesine 

sahip değildir dolayısıyla da genin ifadesi susturulmuştur. Histon kuyruklarında 

metilasyonun meydana geldiği pozisyon ve miktarı (mono-, di-, tri-) çok önemlidir ve 

genin ifadesini doğrudan etkiler (125). Heterokromatin protein 1 (HP1), H3K9me3'ü 

tanır ve susturma sinyalinin yayılmasına yardımcı olan HMT, DNA metil transferazlar 

(DNMT) ve metil sitozinine bağlanan proteinleri (MBD) ile etkileşir. Bu etkileşim 

heterokramatin yapıyı ilerleterek transkripsiyonu baskılar (Şekil 2-15) (126). 

 

Şekil 2-15: Epigenetik regülasyon 
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Lizin metilasyonu; transkripsiyon aktivasyonu boyunca nükleozom 

değişikliklerini sağlayan nükleozom yeniden şekillendirme kompleksi [SWI/SNF-(The 

mating-type switching /Sucrose Non Fermenting)]’nin aktivasyonuna da neden olur 

(127).  

Histonların N-terminal uçlarında meydana gelen yaygın kovalent PTM’ler ve 

pozisyonları Şekil 2-16’da gösterilmektedir (128).   

 

Şekil 2-16: Histonlarda yaygın olarak meydana gelen modifikasyonlar 

2.8.2. Kovalent Olmayan Mekanizmalar  

2.8.2.1. Nükleozom Yeniden Şekillendirme  

 Nükleozom yeniden şekillendirme kompleksleri, DNA ve histon arasındaki 

etkileşimi değiştirerek TF’lerinin DNA düzenleyici elemanlarına bağlanmasını 

sağlamaktadırlar. Bu komplekslerin SWI/SNF ailesi, ilk olarak maya genlerindeki 

mutasyon çalışmalarında keşfedildi.  İnsanda SWI/SNF analogları, BRG (Brahma 

ilişkili gen)-1 ilişkili faktör (BAF) ve PBAF (Polybromo, BRG1-associated factor) 

bileşikleridir.  RSC (Remodelling the Structure of Chromatin) ailesi SWI/SNF ile 

ilişkili diğer bir kromatin değiştirici kompleksdir. Her aile özel altbirim 

kompozisyonuna sahiptir ve ayrı bir ATPaz içermektedir (129). Kromatin yeniden 

şekillendirme kompleksleri, DNA'yı nükleozomun etrafına kaydırmak için ATP hidroliz 

enerjisini kullanırlar. Bunlar nükleozomların yapısını ve düzenlenmesini histonları 

uzaklaştırmadan veya kovalent olarak modifiye etmeden değiştiren protein 

kompleksleridir (127).  
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Nükleozom yeniden biçimlendirme komplekslerinin iki farklı etki mekanizması 

vardır (101). 

1. Histon oktomerlerinin DNA molekülleri üzerinde kaymasını katalizleyerek 

nükleozomların yer değiştirmesini sağlar. Böylece TF’leri spesifik dizilerine 

ulaşabilir ve bağlanabilir.  

2. Nükleozom konfirmasyonunun değişimine neden olarak, spesifik DNA 

dizilerinin transkripsiyon düzenleyen proteinleri ile etkileşimini sağlayabilir.  

 Nükleozom yeniden biçimlendirme kompleksleri, transkripsiyonu aktive edici ya 

da baskılayıcı moleküller ile birlikte DNA’ya bağlanıp nükleozom düzenini değiştirerek 

transkripsiyonu uyarabilir veya engelleyebilir (101). 

2.8.2.2. Histon Varyantları: 

Son yıllarda histon varyantlarının, ökaryotik yaşamda epigenetik 

mekanizmalarda rol alan ana faktörlerden biri olduğu belirlenmiştir. Bilinen standart 

histon genleri, genomda kümeler halinde bulunur ve replikasyona bağımlı bir şekilde 

ifade edilir. Histon varyant genleri, alel içermez ve genellikle intron içerir. 

Replikasyondan bağımsız olarak hücre döngüsü boyunca ihtiyaç duyuldukça eksprese 

olabilmektedir. Protein seviyesinde kanonik ve varyant histonlar arasındaki farklar, 

birkaç aminoasitten büyük non-histon alanların eklenmesine kadar uzanır. Böylece 

nükleozom yapısı, stabilitesi ve PTM'lerin meydana gelmesi ile farklı etkileşimlerin 

oluşmasına izin verilmektedir (130). Bu farklılıklar nedeniyle histon varyantları 

transkripsiyon regülasyonu, hücre döngüsü kontrolü, kromozom stabilitesi ve DNA 

tamiri gibi birçok DNA bazlı hücresel sürece katkıda bulunmaktadır (131). Şimdiye 

kadar en iyi karakterize edilmiş insan/memeli varyantları H3.3, sentromerik CENP-A ve 

makro H2A ile H2A.Z’dir (132). Histon varyantları, transkripsiyonel regülasyondan 

genom istikrarına kadar değişen çok sayıda biyolojik süreci etkileyen kromatin yapı 

değişikliklerine neden olabilir (133). 

2.8.3. Kodlamayan RNA Aracılı Gen Susturulması  

Kodlamayan RNA (non-coding)'lar, fonksiyonel proteinleri kodlamayan ve 

transkripsiyon sonrası gen ekspresyonunu düzenlediği düşünülen RNA’lardır. Son 

çalışmalar, miRNA'lar, piRNA'lar, endojen siRNA'lar ve uzun kodlamayan RNA'ların 

en yaygın düzenleyici RNA'lar olduğunu ve epigenetik kontrolde de önemli rollerinin 
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bulunduğunu göstermektedir. Promoter bölgelerinde CpG adacıklarını hedef alan 

kodlanmayan RNA, kromatin yoğunlaşmasına öncülük eden histon modifikasyonlarını 

tetikleyerek transkripsiyonu baskılar (101,134).   

2.8.4. DNA Metilasyonu  

DNA metilasyonu, memelilerde bilinen tek DNA modifikasyonudur. Diğer 

modifikasyonlar DNA ile etkileşime giren proteinler ya da RNA interferans seviyesinde 

görülür. Kromatin, yapısal ve kimyasal birtakım değişimlere uğrayarak gen ifadelerini 

etkilemektedir. DNA metilasyonu, kromatin yapısını regüle ederek gen ekspresyonunu 

düzenlemektedir. DNA metilasyonu, genomdaki C ve G çiftlerinin ardarda 

sıralanmasıyla oluşan CpG dizilerinin yoğunlaştığı bölgelerde gerçekleşmektedir. DNA 

metilasyonu, DNA'nın kendi kimyasal yapısının bir parçası olduğundan, diğer 

epigenetik işaretlerden daha kararlıdır (135).  

Genomda bulunan CpG dizilerinin tamamı metillasyona uğramaz. Farklı hücre 

tiplerinde farklı metilasyon modelleri görülmektedir. Memeli hücrelerinin genomik 

DNA’larının yaklaşık olarak %3-5’inde C rezidülerinde metilasyon görülmektedir. 

Sitozin bazında gerçekleşen bu modifikasyon, DNA replikasyonundan sonra meydana 

gelir ve bu olay DNMT1 enzimi tarafından katalizlenir. Bu enzimler, metil grubu 

vericisi olarak S-adenozil-L metiyonin (SAM)’den metil grubu alarak sitozinin 5. 

Karbonuna ekler (Şekil 2-17) (97). Memelilerde bilinen beş DNMT enzimi (DNMT1, 

DNMT3A, DNMT3B, DNMT3L ve DNMT2) vardır. En önemli katalitik aktivitelere 

sahip olan enzimler DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B’dir. Memeli DNMT1 enzimi, 

DNA’daki hemimetile bölgelere karşı yüksek afiniteye sahip olmasına karşı metile 

olmamış bölgelerde de novo metilasyona neden olabilmektedir. DNA zincirinde kurulu 

olan metilasyon desenlerinin yeni zincirlere aktarılmasından bu enzim sorumludur 

(136,137). DNMT1, ilk kez kolon kanserlerinde bildirilmiş olup, artan ekspresyon 

miktarından dolayı DNA metilasyon profilini değiştirdiği gösterilmiştir. DNMT3A ve 

DNMT3B de novo metil transferazlar olarak adlandırılırlar ve gelişimin erken 

evrelerinde ilk metilasyon desenlerinin oluşturulmasından sorumludurlar (100). DNA 

metilasyonu geri dönüşümlü bir mekanizma ile çalışır yani dinamik bir 

modifikasyondur. Fizyolojik ve çevresel koşullara bağlı olarak DNMT’lar sitozine metil 

grubunu eklerken, demetilaz enzimleri uzaklaştırabilir fakat bu mekanizma henüz tam 

olarak bilinmemektedir (135). 
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Organizmanın gelişimi ve sağ kalımı için sürekli ifade edilmesi gereken yapısal 

ve düzenleyici genlerdeki CpG adacıkları, DNA metilasyonuna karşı dirençli 

bölgelerdir. Bunun yanında, tekrar dizileri ve transpozonlar gibi heterokromatin 

bölgelerdeki CpG dizilerinde, DNA metilasyon oranı yüksektir. Bu bölgelerin 

metillenmiş durumda olması ile transkripsiyon baskılanmakta ve bu elementlerin genom 

içi hareketi engellenerek kromozomun kararlı yapıda kalması sağlanmaktadır (97,98). 

 

Şekil 2-17: DNA metilasyonu 

Sitozine metil grubunun eklenmesi ile DNA’da oluşan “epigenetik işaret”, 

genlerin hangi hücrede ifade olup hangi hücrede ifade olmayacağını belirlemektedir. 

İlgili genin promoter bölgesindeki CpG adacıklarının metillenmesi o genin 

transkripsiyonunun baskılanmasına neden olmaktadır (Şekil 2-18) (140). CpG adacıkları 

normalde; işaretlenmiş (imprint) genler, kadınlarda X kromozom genleri, eşey 

hücrelerine özgü genler ve dokuya özgü genler olmak üzere 4 durumda metiledir (141). 

DNA metilasyonu, iki ana mekanizma ile gen ekspresyonunu baskılamaktadır.  

 

Şekil 2-18: Pormotör bölgenin metilasyonu ve ekpresyon durumu 
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2.8.4.1. DNA Metilasyonu Aracılığıyla Transkripsiyonun Baskılanmasında Direk 

Mekanizma:  

Direk mekanizmalarda, genin promoter bölgesine TF’lerinin bağlanmasının 

fiziksel olarak engellenmesi söz konusudur. TF bağlanma bölgesindeki metillenmiş 

CpG’ler, TF’lerin bağlanmasını yapısal olarak engeller ve gen ifadesi baskılanır. AP-2, 

c-myc/ myn, cAMP-bağımlı aktivatör CREB, E2F ve NF-kB gibi TF’lerinin tanıyıp 

bağlandığı bölgeler, CpG rezidüleri içermektedir. Bu bölgelerde meydana gelen 

metilasyondan dolayı TF’leri bağlanmadığından tanskripsiyon inhibe olur (Şekil 2-19) 

(142). 

 

Şekil 2-19: DNA metilasyonu aracılığıyla transkripsiyonun baskılanmasında direk 

mekanizma 

2.8.4.2. DNA Metilasyonu Aracılığıyla Transkripsiyonun Baskılanmasında İndirek 

Mekanizma:  

İndirek mekanizmalarda, genin promoter bölgesindeki metillenmiş CpG’ler, 

metile sitozin bağlanma proteinleri (MeCP) olarak adlandırılan birtakım faktörlerin bu 

bölgeye bağlanmasını tetiklemektedir. MeCP-1 ve MeCP-2, herhangi bir dizide 

metillenmiş CpG rezidülerine bağlanarak inaktivasyona neden olur (50). MeCP-1, çok 

sayıda metillenmiş CpG bölgelerine bağlanır, TF’lerinin ve RNA polimerazın 

promotere bağlanmasını engeller (143).   

MeCP-2, hücrede MeCP-1'den daha bol miktarda bulunur ve tek bir metillenmiş 

CpG çifti içeren DNA'ya bağlanabilmektedir. MeCP2, metil-CpG bağlanma domaini 

(MBD) ve transkripsiyon baskılayan domainine (TRD) sahiptir. MeCP-2’nin 

bağlanması, HDAC ve HMT gibi birçok korepresör proteinin de bölgeye gelmesini 
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sağlamaktadır. HDAC’ler, bu bölgedeki histonları deasetile eder ve böylece kromatin 

yapısı inaktif konfigürasyon kazanır. SUV39 gibi HMT’lar ise H3K9’u metiller ve 

inaktif kromatin yapısını daha da sağlamlaştırır. 

H3K9 metilasyonu aynı zamanda HP1 ve kromatin yeniden şekillendirici 

proteinleri (BRM, SIN3A) de bu bölgeye çeker. Sonuçta, genin promoter bölgesinde 

oluşan bu kompleks genin transkribe olmasını engeller ve gen ifadesi baskılanır (Şekil 

2-20) (142,144-146). 

 

Şekil 2-20: DNA Metilasyonu Aracılığıyla Transkripsiyonun Baskılanmasında İndirek 

mekanizma 

Transkripsiyon, eş zamanlı olarak DNA demetilasyonu, histon asetilasyonu, 

pozisyona bağlı olarak histonda meydana gelen modifikasyonlar (fosforilasyon, 

ubikuitinasyon, sumolasyon ve metilasyon) ve kromatin yeniden şekillendirici protein 

kompleksleri aracılığıyla kromatinin yapı olarak açık hale gelmesi ile gerçekleşebilir. 

Transkripsiyon faktörleri ve RNA Polimeraz ekspresyonu gerçekleşecek olan hedef 

proteinin promoterüne ulaşabilir ve transkripsiyonu başlatabilirler. DNA, nükleozom 

yapısıyla sıkı bir şekilde paketli yani yoğun kromatin yapısındayken transkripsiyon 

gerçekleşememektedir (101,102).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. GEREÇLER 

3.1.1. Hasta grubu 

Çalışmaya İstanbul Tıp Fakültesi Nefroloji Bilim Dalı ve Haseki Eğitim ve 

Araştırma Hastanesi Nefroloji Bilim Dalına Ocak ve Ağustos 2016 tarihleri arasında 

başvurmuş biyopsi ile IgAN tanısı almış ve henüz tedaviye başlamamış yetişkin 30 

hasta, kontrol grubuna hastalarla birinci derece akrabalık ilişkisi olan 11 kişi ve 

hastalarla hiçbir ilişkisi olmayan 6 sağlıklı kişi dahil edildi.  Hastalardan ve hastaların 

birinci derece yakınlarından Nefroloji polikliniğinde, hastalarla ilişkisi olmayan sağlıklı 

kişilerden ise Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı’nda 15 cc Lityum (Li) heparinli ve 5 cc kuru 

tüpe kan alındı. Hastaların laboratuar analizleri İstanbul Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji 

Anabilim Dalı’nda yapıldı. Bu çalışma için İstanbul Tıp Fakültesi Etik Kurulundan Etik 

Kurul raporu (2015-1506) alındı. 

3.2. Değerlendirme için uygulanan işlemler 

1. Periferik kan mononükleer hücre (PBMC) izolasyonu 

2. B lenfosit izolasyonu 

3. B hücre kültürü 

4. B lenfositlerden DNA izolasyonu 

5. B lenfositlerden RNA izolasyonu 

6. Komplementer DNA (cDNA) sentezi 

7. Gerçek Zamanlı (Real-time) Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT PZR) 

ile COSMC mRNA ekspresyon düzey tayini 

8. RT-PCR ile COSMC geni promoter bölgesinin metilasyon düzey tayini 

9. Hücre kültür süpernatantında ve serumda GdIgA1 düzeyinin ELISA (Enzyme-

Linked ImmunoSorbent Assay) yöntemi ile ölçülmesi 

3.2.1. Periferik Kan Mononükleer Hücre İzolasyonu 

Li-heparinli tüpe alınmış olan kan örnekleri Fosfat Tampon Solüsyonu (PBS) ile 

1:2 oranında dilue edildi. Herbir hasta için 5 adet 15 cc’lik falkon tüpüne 5ml Ficoll-

Hypaque (FH) solüsyonu (Sigma) kondu ve dilue edilmiş olan kan örneği 5ml FH 

üzerine yavaşça yüklendi. Kanlar 2600 RPM devirde 20 dakika santrifüj edildi.  
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Mononükleer hücrelerden zengin bant (arayüzey-floopy) toplandı ve PBS ile iki kez 

yıkandı. 

3.2.2. B Lenfosit izolasyonu 

 Periferik kan mononüklear hücrelerin içindeki B lenfositler magnetik partiküller 

kullanılarak ayrıldı (The EasySep™ Human B Cell Enrichment Kit, StemCell) (148).  

Hücreler, 5 ml'lik tüp içinde RPMI (Roswell Park Memorial Institute 1640, Lonza) ve 

FCS (Fetal Buzağı Serum, Gibco) solüsyonu kullanılarak 3-5x107 hücre/ml olacak 

şekilde hazırlandı. Hazırlanmış total hücre içine 50 μl/ml insan B hücre zenginleştirici 

kokteyli konuldu. Bu karışım oda ısısında (15-25°C) 10 dk inkübe edildi. Magnetik 

partiküller kulanmadan hemen önce agregat oluşturmaması için 30 saniye vortekslendi. 

Hücrelerin bulunduğu tüpe 75 μl/ml magnetik partiküllerden eklendi, iyice karıştırıldı 

ve oda ısında 5 dk inkübe edildi. Hücre süspansiyonuna total volüm 2,5 ml olacak 

şekilde medyum ilave edildi. Tüp içindeki hücre karışımı 2-3 kez aşağı yukarı 

hareketler ile / ters çevrilerek karıştırıldı. Tüp magnet içine kapaksız olarak yerleştirilip 

5 dk bekletildi. Magnet içindeki tüp çevrilerek çalkalandı, yeni bir 5 ml’lik tüp içine 

hücreler döküldü. Manyetik olarak etiketlenmiş istenmeyen hücreler Magnet’in 

manyetik alanı tarafından düzenlenen orijinal tüp içinde bağlı kaldı.  Magnet ve tüp 2-3 

saniye ters pozisyonda bırakılıp sonra dik duruma tekrar getirildi. Yeni tüp içinde izole 

olan hücrelerin Akan Hücre Ölçer Yöntemi ile saflığı ölçüldü. Canlılığı tripan mavisi ile 

analiz edilen ve canlılık oranı % 85 ve üstü olan hücreler çalışmaya dahil edildi. 

Akan Hücre Ölçer Yöntemiyle ile B lenfosit saflığının ölçülmesi 

 İzole edilen B lenfositlerinden 50 µl, CD20 FITC (Becton Dickinson) ve CD3 

PE (Becton Dickinson) antikorlarından 3’er µl aynı tüpe konuldu. 3-5 saniye vorteks 

yapıldı. Oda ısısında 20 dk inkübe edildi. Daha sonra 1900 RPM'da 5 dk santrifüj 

edilerek süpernatant uzaklaştırıldı. Tüpe 0,5 ml PBS konulup vortekslendi. Tüp Akan 

Hücre Ölçer cihazında (FasCalibur, BD) okutuldu. Saflığı %85 ve üssü olan hücreler 

kültüre edildi (Şekil 3-1). 
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Şekil 3-1: Akan Hücre Ölçer cihazında B hücrelerin görüntüsü 

3.2.3. B Lenfosit Hücre Kültürü (149) 

Kullanılan solüsyonlar:  

a. Kültür medyumunun hazırlanması: 

500 ml Glutaminli RPMI-1640 (Lonza) 

50 ml FCS (Gibco) 

10 µl Antibiyotik (Streptomisin/penisilin) (Gibco) 

 

b. 10 nanogram (ng)/ml İnsan- IL-4 (Reprokıne) stok solüsyonunun 

hazırlanması 

 

10 mikrogram (µgr) liyofilize IL-4 + 1000µl distile su (10000 ng/ml stok) 

 

 

10 µl stok solüsyonu+ 990 µl distile su (100 ng/ml stok) 

 

 

1 ml hücre kültürü içine 100 µl (100 ng/ml) stok solüsyonundan konuldu (10 

ng/ml). 

 

c. 20 mikromolar (µM) 5-Aza-2′-deoksitidin (AZA) (Sigma) stok 

solüsyonunun hazırlanması 

 

5 miligram (mg) AZA + 1,1 ml Dimetil sülfoksit (DMSO, Sigma) (20 milimolar 

(mM) stok) 

 

 

100 µl stok +900 µl PBS (2 mM stok) 
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100 µl stok +900 µl PBS (200 µM stok) 

 

 

100 µl stok +900 µl PBS (20 µM stok) 

 

 

1 ml hücre kültürü içine 50 µl (20 µM) stok solüsyonundan konuldu (1µmol/L).  

 

AZA, DNA’nın demetilasyon veya hemi-demetilasyonunu neden olur. DNA 

demetilasyonu kromatin yapısını açarak gen ifadesini düzenler. Kromatin yapısının 

yeniden düzenlenmesi, promoter bölgesine TF’lerinin bağlanmasına, transkripsiyon 

kompleksinin oluşmasına ve gen ekspresyonuna izin verir (149). 

İzole edilen B lenfositler (yaklaşık 3x105 hücre/ml), 10% FCS, penisilin100 Unite/ml, 

streptomisin 100 mg/ml içeren RPMI-1640 (Glutaminli) içinde ideal koşullar altında 

(37°C, %5 karbondioksit (CO2), %95 hava) 3ml’lik steril tüpler içinde üç gruba 

ayrılarak 72 saat kültüre edildi.    

Grup I: Herhangi bir uyaranla muamele edilmemiş B lenfositler 

Grup II: 10ng/ml IL-4 ile muamele edilen B lenfositler 

Grup III: 1µmol/L AZA ile muamele edilen B lenfositler (Her 24 saatte bir medyumu 

değiştirildi ve 1µmol/L AZA ilave edildi.) 

3.2.4. B lenfositlerden DNA İzolasyonu 

Her hasta için kültüre edilen üç gruptan ticari kit (The QIAamp DNA Blood 

Mini Kit, Qiagen) kullanılarak ayrı ayrı DNA izolasyonu yapıldı. DNA’ların 

spektrofotometre (Thermo, Nanodrop 2000c) ile yoğunluğu ölçüldü ve DNA 

konsantrasyonu 20-100 ng/ml olarak ayarlandı. Elde edilen DNA -20 0C’de saklandı.  

3.2.5. B lenfositlerden Total RNA İzolasyonu 

Total RNA izolasyonu, ticari kit (QIAamp RNA Blood Mini Kit, Qiagen) 

kullanılarak yapıldı.  Mikrosantrijüf tüplerine konulan B hücreleri parçalama solüsyonu 

(10 µl merkaptoetanol + 350 µl parçalama solüsyonu) ile muamele edildi. Bu karışım 

genomik DNA eliminasyon spin kolon tüpüne aktarıldı. 4000 RPM’de 15 saniye 

santrifüj edildi. Spin kolon atılarak altta kalan kısma %70’lik ethanol ilave edildi. Bu 

karışım yeni bir spin kolona aktarıldı ve santrifüj edildi. Böylece RNA’nın kolona 

bağlanması sağlandı. Spin kolon 3 kez yıkama solüsyonu ile yıkandı.  Spin kolona 

RNase free solüsyon konarak total RNA’nın alttaki epondorfta toplanması sağlandı. 



 35 

Elde edilen RNA’nın spektrofotometrede yoğunluğu ölçüdü. A260:A280 oranı 1.8-2.0 

ya da A260 da RNA konsantrasyonu >40 μg/ml olan örnekler çalışmaya dahil edildi. 

3.2.6. Komplementer DNA (cDNA) sentezi 

Genomik DNA kontaminasyonu önlemek ve cDNA dönüşümünü sağlamak için 

ticari bir kit kullanıldı (Quantitect Reverse Transcription Kit, Qiagen). 

DNA eliminasyon karışımı 

RNA      25 ng–5 μg yoğunlukta olacak şekilde değişen 

miktarlar  

Buffer GE     2 μl 

RNase-free su    değişken 

Total volum     10 μl 

DNA eliminasyon karışımı 42°C de 5 dk PZR cihazında tutuldu ve hemen sonra 1 dk 

buz üzerine bekletildi. 

Ters transkripsiyon karışımı 

5x Buffer BC3    4 μl  

Kontrol P2     1 μl  

RE3 Ters Transkriptaz   2 μl  

RNase-free su     3 μl  

Total volum    10 μl  

DNA eliminasyon karışımı bulunan tüpün içine 10 μl Ters transkripsiyon 

karışımı eklendi. Bu karışım 15 dk 42°C’de ve hemen sonra 5 dk 95°C’de inkübe 

edilerek reaksiyon sonlandırıldı. 91 μl RNase-free su eklenip elde edilen cDNA 

değerlendirilecekleri güne kadar -20 °C de saklandı. 

3.2.7. Gerçek Zamanlı (Real-time) Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-

PZR) ile COSMC mRNA ekspresyon düzey tayini 

Gerçek Zamanlı Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PZR) ile bir gene 

özgün mRNA’nın incelenmesi ve böylece genin hücre içindeki ekspresyon miktarı ile o 

genin aktivasyonu hakkında bilgi sahibi olunmasını sağlar. RT-PZR sisteminin temelini 

floresan moleküllerin ışınımlarının tespiti ve miktarının belirlenmesi oluşturur. Her bir 

PZR döngüsünde floresan ışınımın kaydedilmesi ile başlagıçtan itibaren üstel fazda 

ürün artışına hangi noktada ulaşıldığı eş zamanlı olarak izlenir. PZR ürünlerinde ilk 
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anlamlı artışın olduğu noktaya eşik değer (threshold cycle-Ct) adı verilir (Şekil 3-2). Ct 

değeri gen ekspresyonunun kantifikasyonu açısından önemli bir parametredir (150). 

 

Şekil 3-2: Amplifikasyon eğrisinde CT değerinin gösterilmesi 

COSMC gen primerleri (Primer Assay Qiagen) (149) 

F, 5-ATGGAATAGAATGCACCAC-3 

R, 5-TTGGTCCAAGTCTCCTTTA-3 

qRT-PCR Koşulları: 

2X SYBR Green karışımı     12,5 μl 

F primer (10 pikomol (pmol)/ μl)    0,5 μl 

R primer (10pmol/ μl)     0,5 μl 

cDNA       1 μl 

RNase free su       10,5 μl 

Toplam:      25 μl 

25μl RT-PCR reaksiyonu Rotor-Gene–Q (Qiagen) cihazında aşağıdaki 

koşullarda gerçekleştirildi (Şekil 3-3). 

PCR programı 

– 10‘ 95°C  1 siklus 

– 15“ 95°C 

– 30“ 60°C  40 siklus  

İnternal kontrol olarak Gliseraldehit-3-fosfatdehidrogenaz (GAPDH) geni kullanıldı.  

GAPDH gen spesifik primerler (Qiagen): 

 F, 5’-CATTAAGGAGAAGCTGTGCT-3’ 

R, 5’-GTTGAAGGTAGTTTCGTGGA-3’ 
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Şekil 3-3: Hasta örneklerinin Gerçek zamanlı PZR görüntüsü 

Testin değerlendirilmesi: 

Sonuçlar, Qiagen RT2 Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5 programı 

kullanılarak hesaplandı. Genin mRNA seviyeleri her bir örnek için GAPDH ile 

normalize edilerek 2-ΔΔCt matematiksel modeline göre hasaplanmıştır (150). 

ΔΔCt Analizi 

Kantitatif RT-PZR, çalışmalarında gerçek zamanlı verileri analiz etmek için 

kullanılan en yaygın yöntemdir. Gerçek zamanlı verilerin analizi iki farklı yöntemle 

yapılabilir.  

1.Mutlak kantitasyon 

2.Bağıl (göreceli) (rölatif) kantitasyon.  

Mutlak kantitasyon, PZR sinyalleri genellikle standart bir eğri ile ilişkilendirerek 

kopya sayısını belirler. Göreceli kantitasyon, hasta grubunun kontrol grubuna göre 

hedef genin transkript sayısındaki artma ya da azalmayı PZR sinyaline göre yorumlar. 

Eşik değer (Ct) yöntemi, qRT-PCR deneylerinden elde edilen genin göreceli 

değişikliklerini analiz etmek için uygun bir yoldur.  Ct, amplifikasyon eğrisi ve eşik 

çizgisi arasındaki birleşme noktasıdır. ∆∆Ct yöntemi, qRT-PCR deneyleri ile belirlenen 

gen ekspresyonunda göreceli değişiklikleri hesaplamak için kullanılır. Aşağıdaki form 

kullanılarak hesaplama yapılır. PZR’ın doğal yapısı nedeniyle (her döngüde amplikon 2 

katına çıkar) katlı değişim, 2-∆∆Ct olarak hesaplanır (150).  

∆Ct1 = Ct (Hedef Gen hasta) – Ct (Referans Gen hasta)  

∆Ct2 = Ct (Hedef Gen-kontrol) – Ct (Referans Gen-kontrol)  
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∆ ∆ Ct = ∆Ct1 (Hasta) – ∆Ct2 (kontrol) 

ΔΔCt= (COSMC Ct – GAPDH Ct) Hasta - (COSMC Ct – GAPDH Ct) Kontrol 

Normalize edilmiş hedef gen ekspresyon seviyesi: =2-∆∆Ct 

3.2.8. RT-PZR ile COSMC geni promoter bölgesinin metilasyon düzey tayini (151) 

Bu yöntemde metilasyona duyarlı ve / veya metilasyon bağımlı restriksiyon 

enzimi ile kesmeler yapıldı ve daha sonra kesilen DNA analiz edildi (EpiTect II DNA 

Methylation Enzyme Kit, Qiagen). Bu enzimler sırası ile metile edilmemiş ve metile 

edilmiş DNA’ları keser. Kesilme işlemini takiben, her bir enzim reaksiyonundan kalan 

DNA, genin promoteri bölgesine spesifik primerler kullanılarak, gerçek zamanlı PZR 

ile ölçüldü. Metile ya da metile olmamış DNA parçaları enzim konulmamış kontrolün 

ΔΔCt kesim miktarı ile karşılaştırılarak analiz edildi. 

Başlangıçta genomik DNA, mock (enzim yok), metilasyona duyarlı (MSRE), 

metilasyon bağımlı (MDRE) ve her ikisini kapsayan (MSRE ve MDRE) dört eşit 

kısımda endonükleaz restiriksiyon enzimleri ile kesildi. Kesimden sonra, enzim 

reaksiyonları qPZR mastermiks ve primer ile doğrudan karıştırıldı ve Mock (Mo, enzim 

yok) ürünü, RT-PZR tespiti için başlangıç toplam DNA miktarını temsil eder. 

Metilasyon-duyarlı kesim(Ms), MSRE, metillenmemiş ve kısmen metile DNA kesimini 

ifade eder. Metilasyon bağımlı kesim (Md), MDRE, metile DNA’yı keser. Çift kesim 

(Msd) reaksiyonunda, her iki enzim de mevcuttur ve (metillenmiş ve metillenmemiş) 

tüm DNA moleküllerinin kesimini yapar. 

Testin Prosedürü 

1.Basamak: Enzimsiz reaksiyon karışımının hazırlanması 

DNA (yoğunluğu 200 ng )   değişken 

5X Restriksiyon Kesim Solüsyonu  13 µl 

RNase/DNase free su    değişken 

Toplam     60 µl 

2. Basamak: Metilasyon karışımının hazırlanması 

Restriksiyon kesimi için herbir örneğe dört farklı tüp hazırlandı. 

I.tüp (Mo) 

Reaksiyon karışımından 14 µl+ RNase/DNase free su 1µl  

II.tüp (MSRE, Ms) 

Reaksiyon karışımından 14 µl+ RNase/DNase free su 0,5µl+Ms enzim A 0,5µl 
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III tüp (MSDE, Md) 

Reaksiyon karışımından 14 µl+ RNase/DNase free su 0,5µl+Md enzim B 0,5 µl 

IV tüp (Msd) 

Reaksiyon miks karışımından 14 µl+ Ms enzim A 0,5µl+Md enzim B 0,5µl konuldu. 

Tablo 3-1: DNA metilasyon enzim kesimi 

 Tüpler 

  Mo Ms Md Msd 

Reaksiyon 

karışımı 14 µl 14 µl 14 µl 14 µl 

MSRE  - 0,5  µl  - 0,5  µl 

MSDE  -  - 0,5  µl 0,5  µl 

Su 1  µl 0,5  µl 0,5  µl  - 

Toplam 15 µl 15 µl 15 µl 15 µl 

     
1. Tüpler 37°C de 16 saat PZR cihazında inkübe edildi. 

2. Daha sonra 65°C 20 dk boyunca PZR cihazında bekletilerek enzimler ısı ile 

inaktif hale getirildi. 

3. Hazırlanan örnekler plaklara aktarılarak 2000 RPM de 1 dk döndürüldü. 

4. Plak RT-PZR (BIORAD CFX) cihazına konuldu ve aşağıdaki koşullarda 

reaksiyon gerçekleştirildi. 

PCR programı 

– 10‘ 95°C 1 siklus 

– 30“ 99°C 

– 1‘ 72°C 3 siklus  

– 15“ 97°C 

– 1‘ 72°C   40 siklus 

 

Testin değerlendirilmesi: 

Genin metilasyon düzeyi GAPDH geni ile standardize edilerek ΔCt 

matematiksel modeline göre hasaplanmıştır. Sonuçlar genin ilgili bölgesinin 

metillenmiş (M) ve metillenmemiş (UM) DNA miktarını yüzde olarak verir. 

Testin geçerliliği; MSRE kesimi için ∆Ct (Md-Mo) ≥4, MDRE kesimi için ∆Ct (MS-

Mo) ≥4 ise kontrol DNA molekülünün % 93.8’den fazlanın sindirildiği ve restriksiyon 

enziminin aktif olduğu anlamına gelmektedir.  
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Aşağıdaki formüller kullanarak metilasyon yüzdesi hesaplandı. 

CMo=2-Ct(Mo) 

CMs=2-Ct(Ms) 

CMd=2-Ct(Md) 

CMsd=2-Ct(Msd) 

 

Metillenmemiş DNA (UM) kesiri (FUM): 

FUM  

Hipermetillenmiş DNA (HM)kesiri (FM): 

FHM
 

Orta Derecede Metillenmiş DNA kesiri (FIM): 

FIM=1-FHM-FUM 

Metillenmiş DNA kesiri (FM): 

FM=FHM-FIM 

Enzim Kesimine Dirençli DNA kopyası (R): 

FHM
 

R˃12.5 ise test tekrar edilmelidir. 

Örnek: 

COSMC geni Mo Ms Md Msd R  HM U  M 

Ct değerleri 23,16 27,11 24,89 36,51 0,0095% 6,47% 30,15% 69,85 

3.2.9. Hücre kültür süpernatantında ve serumda GdIgA1 düzeyinin ELISA 

yöntemi ile ölçülmesi (152) 

Hasta ve kontrollerden kuru tüpte alınan kandan serum elde edildi. B hücre 

kültürü yapılan hasta ve kontrol gruplarından (AZA, IL-4 ve Kontrol) süpernatant 

ayrıldı ve çalışılacağı güne kadar -800C’de saklandı. Serum ve süpernatanttaki GdIgA1 

düzeyi ELISA kiti (Gd-IgA1 Assay Kit-IBL, Japonya) ile belirlendi (152). Testtin 

standartları 100-1,56 ng/µL aralığındaydı. Serum örnekleri 1/250 oranında sulandırılıp, 

hücre süpernatantları dilüsyonsuz olarak teste konuldu. Anti-GdIgA1 (KM55) tavşan 

IgG antikoru kaplanmış test plağına belli konsantrasyonlardaki standartlar, hasta ve 

kontrollerin serum ve hücre kültür süpernatantlarından 50’şer µl belli kuyulara ilave 
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edildi. Bir saatlik inkübasyondan sonra 4 kez plak yıkandı. Plağın her kuyusuna 50 µl 

Horseradish (yabanturpu) peroksidaz (HRP) konjuge edilmiş Anti-insan IgA fare HRP 

antikoru konuldu. Otuz dk oda ısısında inkübe edildi ve plak 5 kez yıkandı. Plağın her 

bir kuyusuna 50 µl sekonder antikor Tetra Metil Benzidin (TMB) ilave edildi. Plak 30 

dk oda ısında karanlıkta bekletildi. Plağın her bir kuyusuna 50 µl stop solüsyonu 

eklendi. Plak ELISA okuyucuda 450nm’de okutuldu ve optik dansite (OD) değerleri 

belirlendi. Standartların OD değerine göre oluşturulan standart eğri ile örneklerin 

konsantrasyonları hesaplandı. 

3.3. İstatistiksel analiz 

Çalışmanın istatistiksel analizi Toplum Bilimleri İstatistik paketi (Statistical 

Package for Social Sciences, SPSS) 22.0 paket programı kullanılarak yapıldı. Verilerin 

tanımlayıcı istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan en düşük, en yüksek, 

frekans ve oran değerleri kullanılmıştır. Değişkenlerin dağılımı Kolmogorov Simirnov 

test ile ölçüldü. Nicel bağımsız verilerin analizinde Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U 

test kullanıldı. Bağımlı nicel verilerin analizinde Wilcoxon testi kullanıldı. Nitel 

bağımsız verilerin analizinde Ki-kare test kullanıldı.  Korelasyon analizinde Spearman 

Korelasyon analizi kullanıldı. p< 0,05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

Çalışmaya böbrek biyopsisi ile IgAN tanısı almış yetişkin 30 hasta, hastalarla 

birinci derece akrabalık ilişkisi olan 11 hasta yakını ve hastalarla hiçbir akrabalık ilişkisi 

olmayan sağlıklı 6 birey (kontrol grubu) dahil edildi.  Hastaların cinsiyeti, yaşı, tanı 

anındaki serum kreatinin, proteinüri, takip süresi, kan basıncı değerleri Tablo 4-1’de 

belirtilmiştir.  

Tablo 4-1: Çalışma gruplarının demografik ve klinik verileri 

                                    

  
IgAN  Hasta Yakını  Kontrol Grubu 

   p 
  Ort.±s.s. Med   Ort.±s.s. Med   Ort.±s.s. Med 

Yas 43,0 ± 14,3 39,5 
 

45,0 ± 15,2 49,0 
 

37,3 ± 7,6 37,0 0,638 K 

Cinsiyet 
Erkek 19   63,3%     9   30,0%     2   33,3%   

0,138 X² 
Kadın 11   36,7%     2   6,7%     4   66,7%   

Serum kreatinin 
(mg/dl) 

1,3 ± 0,7 1,2   0,7 ± 0,1 0,7   0,7 ± 0,0 0,7 0,004 K 

GFR 
(ml/dak/1.73m2) 

76 ± 41 65 
 

124 ± 28 128 
 

132 ± 28 129 0,001 K 

Proteinüri   
(gr/24 sa) 

1,8 ± 1,2 1,6 
 

           

Global skleroz   21,0 ± 21,5 13,0 
 

           

Takip Süresi (ay) 31,0 ± 23,0 30,5 
 

           

SB 127 ± 14 123 
 

           

DB 81,5 ± 10,3 80,0                         
 K  Kruskal-Wallis (Mann-Whitney U test ) /  X² Ki-kare test  
SB: Sistolik kan basıncı, DB: Diastolik kan basıncı         

Serum kreatinin değeri, IgAN grubunda, hasta yakını ve kontrol grubuna göre 

anlamlı olarak yüksek (p=0,004) bulunurken GFR değeri düşük (p=0,001) bulundu. 

Hasta yakını ve kontrol grubu arasında serum kreatinin ve GFR değeri açısından 

anlamlı (p˃0.05) farklılık görülmedi (Tablo 4-1).  

 Çalışmada kullanılan hücre grupları, Grup I (Herhangi bir uyaranla muamele 

edilmemiş B lenfositler), Grup II (10ng/ml IL-4 ile muamele edilen B lenfositler) ve 

Grup III (1µmol/L AZA ile muamele edilen B lenfositler) olarak üç gruba ayrıldı. 

Hasta, hasta yakını ve sağlıklı kontrollerde serum GdIgA1 Düzeyi 

IgAN grubunda serum GdlgA1 değeri, hasta yakını ve kontrol grubundan 

anlamlı olarak yüksek (op=0,000) saptanırken hasta yakını ve kontrol grubu arasında 

anlamlılık (*p˃0.05) saptanamadı (Şekil 4-1). 
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Şekil 4-1: Çalışma gruplarında serum GdIgA1 düzeyleri 

Grup I hücrelerde süpernatant GdIgA1 Düzeyi, COSMC mRNA ve COSMC DNA 

metilasyonu 

 Her üç gruptaki Grup I süpernatant GdIgA1 düzeyleri karşılaştırıldığında, hasta 

grubunda yüksek saptansa da anlamlı farklılık bulunmadı (p˃0.05). Hastaların Grup I 

hücrelerinde COSMC DNA metilasyon oranı, diğer gruplara göre yüksek bulunmasına 

rağmen istatistiksel olarak anlamlılık göstermediği saptandı (p˃0.05) COSMC mRNA 

seviyesi, anlamlı olarak daha düşük bulundu (p=0.000) (Tablo 4-2). 

Tablo 4-2: Çalışma gruplarında COSMC DNA metilasyonu, COSMC mRNA ve 

serum/hücre kültürü süpernatantında GdIgA1 Düzey Analiz Verileri 

 IgAN 
 

Hasta Yakını 
 

Kontrol Grubu 
p 

  Ort.±s.s. Med   Ort.±s.s. Med   Ort.±s.s. Med 

Serum GdIgA1 9890±7987 7345 
 

3425±2974 2663 
 

2663±2404 1879 0,000 K 
    

Süpernatant 
GdIgA1 
(ng/µL) 19,9±35,3 7,1 

 

4,9±5,1 2,5 

 

10,2±12,5 3,3 0,06 K 

(Grup I)     

COSMC DNA 
Metilasyonu   53,7±39,9 64 

 

33,4±32,87 13 

 

36,8±32,4 38,5 0,24 K 

(Grup I -%)     

COSMC mRNA 
0,4±0,10 0,13 

 
1,3±1,2 0,8 

 
2,7±,36 1,1 0,000 K 

(Grup I-2-ΔΔCt)     
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Hastalarda serum GdIgA1 düzey ile klinikopatolojik ilişki 

Hastalarda serum GdIgA1 değeri ile cinsiyet, aile öyküsü, hematüri ve 0.5 

g/24sa üstü proteinüri varlığı arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki gözlenmedi 

(p>0.05). GFR 90 ml/dak/1.73m2’den fazla olan hastalarda serum GdIgA1 değeri, 90 

ml/dak/1.73m2’den az olan hastalara göre anlamlı (p=0.000) olarak düşük bulundu. 

Serum GdIgA1 değeri ile proteinüri ve serum kreatinin arasında anlamlı (p˃0.05) bir 

korelasyon saptanmazken GFR değeri ile anlamlı (p=0.028) negatif korelasyon 

mevcuttu. Hastaların yaş artışı ile serum GdIgA1 değeri arasında pozitif korelasyon 

(p=0.044) mevcuttu (Tablo 4-3). 

Tablo 4-3: Serum GdlgA1 düzeyi ile klinik ilişki 

                       

   Serum GdIgA1 (ng/µL) 
p 

      Min-Mak Medyan Ort.±s.s. 

Cinsiyet 
Erkek n=21 902 - 32729 3686 7623 ± 8461 

0,308 m 
Kadın n=9 1223 - 21964 5956 7066 ± 4915 

Yaş   r=0.295 / p=0.044  S     

Aile Öyküsü 
(+) n=6 2188 - 32729 8058 10468 ± 8776 

0,677 m 
(-) n=24 2845 - 17074 6662 7992 ± 4526 

Hematuri 
(-) n=23 3686 - 9930 5956 6001 ± 2317 

0,276 m 
(+) n=7 2188 - 32729 8328 10863 ± 8622 

Proteinüri   r=0.279 / p=0.135 S     

Proteinüri  
0.5® ≤ n=4 2845 - 21964 8423 10414 ± 8142 

0,760 m 
0.5® ˃ n=26 2188 - 32729 6746 9810 ± 8124 

GFR   r=-0.401/ p=0.028 S     

GFR  
90*  ≤ n=17 2888 - 32729 12650 8745 ± 9740 

0,005 m 
90*  ˃ n=13 2188 - 21964 6282 5226 ± 4861 

Serum Kreatinin   r=0.347 / p=0.061  S     
        
 m Mann-Whitney U test /  S  Spearman Korelasyon       
®gr/24 sa     *ml/dak/1.73m2        

MEST skoru parametrelerinin her biri ile serum GdIgA1 değeri arasında anlamlı 

(p˃0.05) fark saptanamadı. Biyopsilerinde kresent pozitif olan hastaların serum GdIgA1 

değeri, negatif olan gruptan anlamlı olarak daha yüksekti (p=0,046). Total MEST skoru 

(MEST parametrelerinin toplam pozitiflik değeri), Total MESTC (Total MEST skoru ile 

kresent pozitiflik birlikteliği) ve global skleroz ile serum GdIgA1 değeri arasında 

anlamlı (p˃0.05) korelasyon yoktu (Tablo 4-4).  
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Tablo 4-4: Serum GdlgA1 düzeyi ile patolojik bulgular arasındaki ilişki 

                        

   Serum GdIgA1 (ng/µL) 
p 

      Min-Mak Medyan Ort.±s.s. 

M skoru 
(-) n=9 2827 - 17074 8058 7897 ± 4764 

0,734 m 
(+) n=21 2188 - 32729 6789 10745 ± 8993 

E skoru 
(-) n=28 2188 - 32729 7345 10077 ± 8237 

0,868 m 
(+) n=2 5956 - 8598 7277 7277 ± 1868 

S skoru 
(-) n=12 2827 - 28894 6746 8948 ± 7912 

0,512 m 
(+) n=18 2188 - 32729 8249 10519 ± 8202 

T skoru 
(-) n=13 2307 - 28894 6662 8746 ± 7996 

0,295 m 
(+) n=17 2188 - 32729 7900 10766 ± 8112 

Kresent 
(-) n=21 2307 - 32729 11671 8835 ± 8788 

0,046 m 
(+) n=9 2188 - 11707 5735 2892 ± 5769 

Total Mest   r=0.183/ p=0.334  S     

Total MestC  r=0.018/ p=0.926  S 
  

Global Skleroz   r=0.336 / p=0.070  S     
 m Mann-Whitney U test /  S  Spearman Korelasyon       
 

Hasta Grup I süpernatant GdIgA1 düzeyi ile klinikopatolojik ilişki 

Hastalarda süpernatant GdIgA1 değeri ile cinsiyet, aile öyküsü, hematüri ve 0.5 

g/24sa üstü proteinüri varlığı arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki bulunamadı 

(p>0.05). GFR 90 ml/dak/1.73m2’den fazla olan hastalarda süpernatant GdIgA1 değeri, 

90 ml/dak/1.73m2’den az olan hastalara göre anlamlı (p=0.006) olarak düşük bulundu. 

Süpernatant GdIgA1 değeri ile proteinüri arasında anlamlı (p˃0.05) bir korelasyon 

saptanmazken GFR değeri ile anlamlı (p=0.002) negatif korelasyon, serum kreatinin 

değeri (p=0.015) ve yaş ile de anlamlı (p=0.002) pozitif korelasyon mevcuttu (Tablo 4-

5). 

MEST skoru parametrelerinin her biri ve biyopsilerdeki kresent varlığı ile 

süpernatant GdIgA1 değeri arasında anlamlı (p˃0.05) ilişki saptanamadı. Total MEST 

skoru (MEST parametrelerinin toplam pozitiflik değeri), Total MESTC (Total MEST 

skoru ile kresent pozitiflik birlikteliği) ve global skleroz ile süpernatant GdIgA1 değeri 

arasında anlamlı (p˃0.05) korelasyon yoktu (Tablo 4-6). 
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Tablo 4-5: Süpernatant GdlgA1 düzeyi ile klinik ilişki 

                        

   Süpernatant GdIgA1 (ng/µL) 
p 

      Min-Mak Medyan Ort.±s.s. 

Cinsiyet 
Erkek n=21 1,1 - 155,9 4,8 17,5 ± 36,0 

0,124 m Kadın n=9 1,5 - 28,5 7,8 10,9 ± 8,2 

Yaş   r=0.439 / p=0.002  S     

Aile Öyküsü 
(+) n=6 1,7 - 155,9 7,2 21,5 ± 38,9 

0,447 m 
(-) n=24 1,2 - 57,8 5,5 14,5 ± 20,2 

Hematuri 
(-) n=23 3,2 - 21,2 6,1 7,9 ± 6,7 

0,325 m (+) n=7 1,2 - 155,9 7,5 22,8 ± 38,9 

Proteinüri   r=0.155 / p=0.414  S     

Proteinüri  
0.5® ≤ n=4 1,2 - 8,3 7,1 5,9 ± 3,2 

0,502 m 0.5® ˃ n=26 1,7 - 155,9 7,0 22,0 ± 37,5 

GFR   r=-0.533/ p=0.002S     

GFR  
90*  ≤ n=17 1,9 - 155,9 31,0 44,1 ± 12,7 

0,006 m 90*  ˃ n=13 1,2 - 8,3 5,3 2,2 ± 5,4 

Serum Kreatinin   r=0.439 / p=0.015  S     

          
 m Mann-Whitney U test /  S  Spearman Korelasyon       

®gr/24 sa     *ml/dak/1.73m2       

Tablo 4-6: Süpernatant GdlgA1 düzeyi ile patolojik bulgular arasındaki ilişki 

                        

   Süpernatant GdIgA1(ng/µL) 
p 

      Min-Mak Medyan Ort.±s.s. 

M skoru 
(-) n=9 1,2 - 57,8 12,7 20,3 ± 20,0 

0,175 m 
(+) n=21 1,7 - 155,9 6,6 19,7 ± 40,6 

E skoru 
(-) n=28 1,2 - 155,9 7,1 20,9 ± 36,3 

0,506 m 
(+) n=2 3,6 - 7,8 5,7 5,7 ± 3,0 

S skoru 
(-) n=12 1,2 - 155,9 7,1 23,9 ± 43,6 

0,966 m 
(+) n=18 1,7 - 124,1 6,9 17,2 ± 29,5 

T skoru 
(-) n=13 1,2 - 155,9 6,6 18,2 ± 41,6 

0,295 m 
(+) n=17 1,9 - 124,1 7,2 21,1 ± 30,9 

Kresent 
(-) n=21 1,2 - 155,9 25,2 41,2 ± 7,8 

0,213 m 
(+) n=9 3,2 - 19,2 7,4 5,0 ± 5,5 

Total Mest   r=0.106 / p=0.578  S     

Total MestC  r=-0.030/ p=0.876  S 
  

Global Skleroz   r=-0.051/ p=0.789  S     
 m Mann-Whitney U test /  S  Spearman Korelasyon       
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COSMC mRNA analizi ile klinikopatolojik ilişki  

Hastalarda COSMC mRNA seviyesi ile cinsiyet, hematüri, 0.5 g/24sa üstü 

proteinüri ve GFR değeri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark yoktu (p>0.05). 

Ailesel IgAN olan hastalarda COSMC mRNA seviyesi anlamlı (p=0.012) olarak düşük 

bulundu. COSMC mRNA seviyesi ile yaş, serum kreatinin, proteinüri ve GFR değeri 

arasında anlamlı (p˃0.05) bir korelasyon saptanmadı (Tablo 4-7). 

Tablo 4-7: COSMC mRNA seviyesi ile klinik ilişki 

   COSMC mRNA (2-ΔΔCt) 
p 

      Min-Mak Medyan Ort.±s.s. 

Cinsiyet 
Erkek n=21 0,00 - 4,14 0,24 0,73 ± 1,08 

0,947 m 
Kadın n=9 0,01 - 9,39 0,24 1,25 ± 2,39 

Yaş   r=-0.032/ p=0.833 S     

Aile Öyküsü 
(+) n=6 0,01 - 3,21 0,14 0,51 ± 0,95 

0,012 m 
(-) n=24 0,00 - 0,06 0,03 0,04 ± 0,02 

Hematuri 
(-) n=23 0,01 - 0,34 0,06 0,13 ± 0,14 

0,756 m 
(+) n=7 0,00 - 3,21 0,09 0,47 ± 0,94 

Proteinüri  r=-0.021/ p=0.913 S 
  

Proteinüri  
0.5® ≤ n=4 0,00 - 0,74 0,17 0,27 ± 0,33 

0,760 m 
0.5® ˃ n=26 0,01 - 3,21 0,07 0,42 ± 0,91 

GFR  r=-0.0710/ p=0.713 S 
  

GFR  
90*  ≤ n=17 0,0 - 3,0 0,4 0,9 ± 0,1 

0,544 m 
90*  ˃ n=13 0,0 - 3,2 0,4 0,9 ± 0,1 

Serum Kreatinin   r=0.074/ p=0.698 S     
 m Mann-Whitney U test /  S  Spearman Korelasyon       
®gr/24 sa     *ml/dak/1.73m2       

MEST skoru parametrelerinin her biri ve biyopsilerdeki kresent varlığı ile 

COSMC mRNA seviyesi arasında anlamlı (p˃0.05) ilişki saptanamadı. Total MEST 

skoru (MEST parametrelerinin toplam pozitiflik değeri), Total MESTC (Total MEST 

skoru ile kresent pozitiflik birlikteliği) ve global skleroz ile COSMC mRNA seviyesi 

arasında anlamlı (p˃0.05) korelasyon yoktu (Tablo 4-8). 

COSMC geni DNA metilasyon düzey analizi ile klinikopatolojik ilişki  

Hastalarda COSMC geni DNA metilasyon düzeyi ile cinsiyet, aile öyküsü, 

hematüri, 0.5 g/24sa üstü proteinüri ve GFR değeri arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bir ilişki yoktu (p>0.05). COSMC geni DNA metilasyon düzeyi ile yaş, serum kreatinin, 
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proteinüri ve GFR değeri arasında anlamlı (p˃0.05) bir korelasyon saptanmadı (Tablo 

4-9).   

Tablo 4-8: COSMC mRNA seviyesi ile patolojik bulgular arasındaki ilişki 

                        

   COSMC mRNA (2-ΔΔCt) 
p 

      Min-Mak Medyan Ort.±s.s. 

M skoru 
(-) n=9 0,00 - 2,36 0,07 0,41 ± 0,77 

0,700 m 
(+) n=21 0,01 - 3,21 0,08 0,40 ± 0,90 

E skoru 
(-) n=28 0,00 - 3,21 0,09 0,43 ± 0,88 

0,360 m 
(+) n=2 0,03 - 0,06 0,04 0,04 ± 0,02 

S skoru 
(-) n=12 0,00 - 2,36 0,11 0,35 ± 0,67 

0,641 m 
(+) n=18 0,01 - 3,21 0,06 0,43 ± 0,98 

T skoru 
(-) n=13 0,00 - 3,21 0,07 0,58 ± 1,02 

0,325 m 
(+) n=17 0,01 - 2,99 0,08 0,27 ± 0,71 

Kresent 
(-) n=21 0,0 - 3,2 0,4 0,9 ± 0,1 

0,769 m 
(+) n=9 0,0 - 2,4 0,4 0,8 ± 0,1 

Total Mest   r=-0.130 / p=0.493 S     

Total MestC   r=-0.120 / p=0.527 S     

Global Skleroz   r=-0.250/ p=0.183 S     
  m Mann-Whitney U test /  S  Spearman Korelasyon 

    
  

Tablo 4-9: COSMC geni DNA metilasyon düzeyi ile klinik ilişki 

                        

   COSMC DNA Metilasyon (%) 
p 

      Min-Mak Medyan Ort.±s.s. 

Cinsiyet 
Erkek n=21 0,00 - 1,00 0,11 0,39 ± 0,41 

0,059 m Kadın n=9 0,13 - 1,00 0,64 0,61 ± 0,28 

Yaş   r=0.285 / p=0.052  S     

Aile öyküsü 
(+) n=6 0,00 - 1,00 0,64 0,51 ± 0,43 

0,844 m 
(-) n=24 0,00 - 1,00 0,64 0,62 ± 0,31 

Hematuri 
(-) n=23 0,00 - 1,00 0,83 0,61 ± 0,48 

0,658 m (+) n=7 0,00 - 1,00 0,64 0,52 ± 0,39 

Proteinüri   r=0.176 / p=0.353  S     

Proteinüri  
0.5® ≤ n=4 0,00 - 0,98 0,32 0,41 ± 0,49 

0,391 m 0.5® ˃ n=26 0,00 - 1,00 0,65 0,56 ± 0,39 

GFR   r=-0.305/ p=0.101 S     

GFR  
90*  ≤ n=17 0,00 - 1,00 0,67 0,38 ± 0,76 

0,051 m 90*  ˃ n=13 0,00 - 1,00 0,37 0,38 ± 0,15 

Serum Kreatinin   r=0.214 / p=0.255  S     

          
  m Mann-Whitney U test /  S  Spearman Korelasyon       
®gr/24 sa     *ml/dak/1.73m2       
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MES skoru parametrelerinin her biri ve biyopsilerdeki kresent varlığı ile 

COSMC geni DNA metilasyon düzeyi arasında anlamlı (p˃0.05) ilişki saptanamazken 

T skoru pozitif hastalarda COSMC geni DNA metilasyon düzeyi anlamlı olarak yüksek 

(p=0.037) bulundu. Total MEST skoru (MEST parametrelerinin toplam pozitiflik 

değeri), Total MESTC (Total MEST skoru ile kresent pozitiflik birlikteliği) ve global 

skleroz ile COSMC mRNA seviyesi arasında anlamlı (p˃0.05) korelasyon yoktu (Tablo 

4-10). 

Tablo 4-10: COSMC geni DNA metilasyon düzeyi ile patolojik bulgular arasındaki ilişki 

                        

   COSMC DNA Metilasyon (%) 
p 

      Min-Mak Medyan Ort.±s.s. 

M skoru 
(-) n=9 0,00 - 0,98 0,62 0,43 ± 0,38 

0,285 m 
(+) n=21 0,00 - 1,00 0,67 0,58 ± 0,41 

E skoru 
(-) n=28 0,00 - 1,00 0,65 0,55 ± 0,41 

0,559 m 
(+) n=2 0,15 - 0,63 0,39 0,39 ± 0,34 

S skoru 
(-) n=12 0,00 - 1,00 0,95 0,64 ± 0,45 

0,131 m 
(+) n=18 0,00 - 1,00 0,64 0,47 ± 0,36 

T skoru 
(-) n=13 0,00 - 1,00 0,23 0,38 ± 0,39 

0,037 m 
(+) n=17 0,00 - 1,00 0,76 0,66 ± 0,37 

Kresent 
(-) n=21 0,0 - 1,0 0,4 0,4 ± 0,6 

0,127 m 
(+) n=9 0,1 - 1,0 0,7 0,3 ± 0,8 

Total Mest   r=0.092 / p=0.631  S     

Total MestC  r=0.180 / p=0.342  S 
  

Global Skleroz   r=0.057 / p=0.765  S     
 m Mann-Whitney U test /  S  Spearman Korelasyon       
 

GdIgA1 düzeyi üzerine IL-4 ve AZA’nın etkisi 

Grup I ve Grup II hücrelerinde süpernatant GdIgA1 düzeyi, IgAN grubunda, 

hasta yakını ve kontrol grubuna göre daha yüksek olsa da anlamlı farklılık görülmedi 

(p˃0.05). Grup III süpernatant GdlgA1 düzeyi, IgAN grubunda, hasta yakını grubundan 

anlamlı olarak yüksek (p=0.006) iken, kontrol grubu ile anlamlı bir ilişki bulunamadı 

(p˃0.05) (Tablo 4-11) (Şekil 4-2).   
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Tablo 4-11: Çalışma gruplarında GdIgA1 düzeyi üzerine IL-4 ve AZA’nın etkisi 

                                    

  
IgAN  Hasta Yakını  Kontrol Grubu 

p 
  Ort.±s.s. Med   Ort.±s.s. Med   Ort.±s.s. Med 

Süpernatant GdIgA1(ng/µL)                           

Grup I 1,99 ± 3,53 0,71 
 

0,49 ± 0,51 0,25 
 

1,02 ± 1,25 0,33 0,060 K 

Grup II 2,55 ± 4,83 0,79 
 

0,63 ± 0,51 0,41 
 

1,17 ± 1,54 0,37 0,149 K 

Grup III 0,97 ± 1,71 0,41 
 

0,20 ± 0,13 0,16 
 

0,44 ± 0,54 0,19 0,006 K 

Değişim 
               

 

Grup I-Grup III 1,01 ± 2,04 0,36 
 

0,30 ± 0,41 0,10 
 

0,57 ± 0,77 0,14 0,448 K 

Değişim p 0,000 w   0,008 w   0,028 w     

Grup I-Grup II 0,56 ± 2,21 0,09   0,14 ± 0,34 0,04   0,15 ± 0,42 0,00 0,707 K 

Değişim p 0,078 w   0,108 w   0,753 w     

K  Kruskal-Wallis (Mann-Whitney U test ) /  w Wilcoxon test 
    

 
 

 

 

Şekil 4-2: Hücre gruplarında çalışma gruplarına göre GdIgA1 düzeyi 

IgAN grubunda Grup II süpernatant GdIgA1 düzeyi, Grup I süpernatant GdIgA1 

düzeyine göre artış gösterse de aralarındaki değişim anlamlılık göstermedi (p˃0.05). 

IgAN, hasta yakını ve kontrol gruplarının Grup I GdlgA1 düzeyine göre Grup III 

GdlgA1 düzey değişimi anlamlı olarak düşük bulundu (sırasıyla p=0,000, p=0,008, 

p=0,028) (Tablo 4-11) (Şekil 4-3).  
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Şekil 4-3: GdIgA1 düzeyinin gruplar arası değişimi 

COSMC mRNA seviyesi üzerine IL-4 ve AZA’nın etkisi 

Grup II hücrelerinde COSMC mRNA seviyesi, IgAN, hasta yakını ve kontrol 

grupları arasında farklılık göstermedi (p˃0.05). Grup I ve Grup III hücrelerinde 

COSMC mRNA seviyesi, IgAN grubunda, hasta yakını ve kontrol grubuna göre daha 

düşük saptandı (sırasıyla p=0.000, p=0,001) (Tablo 4-12) (Şekil 4-4). 

Tablo 4-12: Çalışma gruplarında COSMC mRNA seviyesi üzerine IL-4 ve AZA’nın etkisi 

                                    

  IgAN  Hasta Yakını  Kontrol Grubu 
p 

  Ort.±s.s. Med   Ort.±s.s. Med   Ort.±s.s. Med 

COSMC mRNA (2-ΔΔCt) 
            

 

Grup I 0,4 ± 0,9 0,1 
 

1,3 ± 1,2 0,8 
 

2,7 ± 3,6 1,1 0,000 K 

Grup II 0,1 ± 0,1 0,0 
 

0,1 ± 0,1 0,1 
 

0,1 ± 0,1 0,1 0,125 K 

Grup III 1,0 ± 1,1 0,7 
 

2,1 ± 1,2 2,4 
 

3,5 ± 2,2 3,0 0,001 K 

Değişim 
               

 

Grup I-Grup III -0,6 ± 1,5 -0,5 
 

-0,8 ± 1,8 -0,7 
 

-0,8 ± 4,5 -1,7 0,739 K 

Değişim p 0,000 w   0,003 w   0,028 w     

Grup I-Grup II -0,3 ± 0,9 -0,1   -1,3 ± 1,2 -0,7   -2,6 ± 3,6 -0,9 0,000 K 

Değişim p 0,004 w   0,155 w   0,600 w     
  K  Kruskal-Wallis (Mann-Whitney U test ) /  w Wilcoxon test        
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Şekil 4-4: Hücre gruplarında çalışma gruplarına göre COSMC mRNA seviyesi 

IgAN grubunda Grup I COSMC mRNA seviyesi, Grup II’den anlamlı olarak 

yüksek (p=0,004), Grup III’den düşük bulundu (p=0,000).  Hasta yakını ve kontrol 

gruplarında Grup I COSMC mRNA seviyesi, Grup III’den anlamlı olarak düşük 

bulundu (sırasıyla p=0,003, p=,028) (Tablo 4-12) (Şekil 4-5). 

 

Şekil 4-5: COSMC mRNA seviyesinin gruplar arası değişimi 
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COSMC DNA metilasyonu üzerine IL-4 ve AZA’nın etkisi 

Grup I, Grup II ve Grup III hücreleri DNA metilasyon oranları, IgAN, hasta 

yakını ve kontrol gruplarında anlamlı farklılık görülmedi (p˃0.05) (Tablo 4-13) (Şekil 

4-6). 

Tablo 4-13: COSMC DNA metilasyonu üzerine IL-4 ve AZA’nın etkisi 

                                    

  IgAN  Hasta Yakını  Kontrol Grubu 
P 

  Ort.±s.s. Med   Ort.±s.s. Med   Ort.±s.s. Med 

COSMC DNA Metilasyon (%) 
            

 

Grup I 0,54 ± 0,40 0,64 
 

0,33 ± 0,33 0,13 
 

0,37 ± 0,32 0,39 0,235 K 

Grup II 0,60 ± 0,41 0,73 
 

0,43 ± 0,39 0,52 
 

0,45 ± 0,35 0,50 0,282 K 

Grup III 0,41 ± 0,34 0,52 
 

0,23 ± 0,27 0,13 
 

0,30 ± 0,28 0,29 0,597 K 

Değişim 
               

 

Grup I-Grup III 0,13 ± 0,35 0,07 
 

0,10 ± 0,35 0,02 
 

0,07 ± 0,08 0,04 0,893 K 

Değişim p 0,019 w   0,113 w   0,109 w     

Grup I-Grup II 0,06 ± 0,32 0,01 
 

0,10 ± 0,19 0,03 
 

0,08 ± 0,22 0,03 0,789 K 

Değişim p 0,094 w   0,092 w   0,674 w     

  K  Kruskal-Wallis (Mann-Whitney U test ) /  w Wilcoxon test 
    

 
 

 

 

Şekil 4-6: Çalışma gruplarında hücre gruplarına göre COSMC DNA metilasyon oranı 

IgAN hastalarının Grup I hücrelerinde DNA metilasyonu %54 oranında 

görülürken Grup II ‘de bu oran %60’a yükselmiş, Grup III’de ise %41’e gerilemiştir. 

Hasta grubunda Grup I ile Grup III arasındaki değişim istatistiksel olarak anlamlı 
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bulundu (p=0,019) (Şekil 4-7). Grup I ile Grup II arasındaki değişim istatistiksel olarak 

anlamlılık göstermedi (p>0,05) (Tablo 4-13) (Şekil 4-7). 

 

Şekil 4-7: COSMC DNA metilasyon oranın gruplar arası değişimi 
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5. TARTIŞMA 

İmmünglobulin (Ig) A nefropatisi (IgAN) dünyada en yaygın görünen primer 

glomerulonefrittir (1). Çoğunlukla sessiz seyretmesine rağmen; hastaların %30-40'ında 

son dönem böbrek yetmezliği (SDBY) gelişmektedir. Hastalığın kesin tanısı böbrek 

biyopsisi ile konulabilmektedir. Birçok ülkede biyopsilere yönelik seçici yaklaşım göz 

önüne alındığında, hastalığın görülme sıklığında bölgesel farklılıklar bulunmaktadır. 

Hastalık Kafkasya ve Asya popülasyonunda çok yaygın görülmektedir (2). 

Hem erişkin hem de çocuk hastalarda, IgAN'nın belirgin özellikleri mezanjiyal 

hipersellülarite ve glomerüler mezanjiyumda IgA birikimidir. Hastalıkta primer defekt, 

IgA1’in menteşe (bağlantı) bölgesinin anormal glikozillenmesidir. IgA1'in kusurlu 

glikozilasyonu ile başlayan süreç, GdIgA1’in aşırı üretimi, anti-GdIgA1 oluşumu ve 

nefritojenik immün komplekslerin mezanjiyumda birikmesi ile sonuçlanır (152). 

IgAN hasta serumlarında GdIgA1 seviyesi oldukça yüksek bulunmuştur (2). 

C1GalT1 enzimi, GalNAc kalıntılarına sağlıklı bireylerde galaktoz molekülünü 

eklerken, IgAN hastalarında, galaktoz molekülünden önce siyalik asit eklemektedir. 

Siyalik asit eklenmesi, galaktoz eklenmesini engellemekte ve böylece galaktozillenmesi 

yetersiz glikanların oluşmasına neden olmaktadır (32). C1GalT1 enzimlerinin 

ekspresyonu için COSMC (C1GalT1C1) gerekmektedir. COSMC, ER’de bulunan 

moleküler bir şaperondur (72). COSMC, yeni sentez edilmiş C1GalT1 enzimi ile 

etkileşime geçerek, kümeleşmesini ve proteozomal parçalanmasını engelleyerek, aktif 

formda kalmasını sağlamaktadır (73-77).  

Son yıllarda yapılan çalışmalarda, COSMC ekspresyonunun regülasyonu tam 

olarak açıklanamamış olmakla birlikte COSMC geninin promoter bölgesinin 

hipermetilasyonu ile epigenetik olarak susturulduğu ve böylece COSMC 

ekspresyonunun azaldığı düşünülmektedir (96). Bunun sonucunda aktif olmayan bir 

C1GalT1 oluştuğu ve böylece O-glikanları olmayan Tn ve STn antijenlerinin ortaya 

çıktığı düşünülmektedir (82). Tn antijeninin aşırı ekspresyonu, Tn sendromu, IgA 

nefropatisi ve insan tümörleri dahil bazı hastalıklarda görülmektedir (88-90).    

IgAN hastalarında teşhis anında proteinüri ve azalmış GFR en önemli 

laboratuvar bulgulardır (153). Bu çalışmaya dahil edilen hastaların tanı anında ortalama 
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proteinüri değerleri 1,6 gr/24sa olarak hesaplanıken, ortalam GFR değerleri hasta yakını 

ve sağlıklı kontrollere göre düşük bulundu. 

IgAN'nın klinik özellikleri, hastalar arasında değişiklik göstermektedir. Biyopsi 

örneklerinde glomerüler IgA1 birikiminin yanısıra bazen IgG ve/veya IgM’inde eşlik 

ettiği görülmüştür. IgAN hastalarında mikroskopik hematüri ve düşük proteinüri sık 

rastlanan laboratuvar bulguları olmasına rağmen bazı olgularda kresentik 

glomerülonefrit görülmektedir. Böyle hastaların klinik seyiri hızlı ilerlemekte ve uzun 

vadede kötü prognoz ile sonuçlanmaktadır. Erken teşhis ve tedavi, hastalığın 

ilerlemesini önlemek veya yavaşlatmak için önemlidir. Hastalığın tanısının sadece 

böbrek biyopsisi ile konulabiliyor olması, non-invaziv bir biyomarker geliştirilmesi 

gerekliliğini doğurmuştur (43). Yanagawa ve ark. (43), serum GdIgA1 düzeyinin 

IgAN'lı hastalarda, sağlıklı ve IgAN dışı SDBY’li hastalarına göre daha yüksek 

olduğunu ve serum GdIgA1’in IgAN'sini diğer glomerüler hastalıklardan ayırmada 

yardımcı olabileceğini söylemiştir. Moldoveanu ve ark.’ları (154), IgA tanısı konmuş 

erişkin Kafkas hastaların %75’inde GdIgA1'in serum seviyelerinin yüksek olduğunu 

bildirmiştir.  Aynı şekilde Shimozato ve ark.’ları (155) da IgAN hastalarında serum 

GdIgA1 düzeylerinin önemli ölçüde yüksek bulunduğu fakat hastalık şiddeti ile GdIgA1 

düzeyi arasında bir ilişki olmadığını göstermiştir. Gale ve ark. 

‘ları (156), GdIgA1 düzeylerinin etnik olarak eşleştirilmiş sağlıklı bireylerle 

karşılaştırıldığında IgAN hastalarında yüksek olduğunu ve hastalık progresyonu ile 

korelasyon gösterdiğini saptamıştır. Sun ve ark.’ları (157) 450 IgAN hastasını kapsayan 

12 çalışmanın meta analizi sonucunda hastaların GdIgA1 düzeylerinin sağlıklı 

kontrollere göre yüksek olduğunu göstermiştir.   

Bu çalışmada da literatürlerle uyumlu olarak IgAN hasta grubunda hasta yakını 

ve sağlıklı kontrollere göre serum GdIgA1 düzeyi anlamlı olarak yüksek bulundu. Bu da 

serum GdIgA1düzeyinin IgAN hastaları için non-invaziv bir tanı kriteri olarak 

kullanılabileceğini düşündürmektedir.  

 Ghavari ve ark.’ları (158), IgAN hastalarının böbrek hastalığının klinik bulgusu 

olmayan birinci derece yakınlarının yaklaşık yarısında yüksek Gd-IgA1 düzeyleri tespit 

etmiş ve bunun Kafkas ırkı için kalıtsal olabileceğini bildirmiştir. Hastings ve ark.’ları 

(159), Afrika kökenli Amerikalı sporadik vakaların %78’inde ve onların birinci derece 

akrabalarının %25’inde yüksek serum Gd-IgA1 düzeyine sahip olduğunu bildirmiştir. 
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Çinli IgAN hastalarının birinci derece yakınlarının da serum Gd-IgA1 düzeyleri anlamlı 

olarak yüksek olduğu bulunmuştur (160).  

Bu çalışmaya dahil edilen hastaların IgAN bulgusu olmayan birinci derece 

yakınlarında GdIgA1 düzeyleri, IgAN hasta grubuna göre düşük bulunurken, sağlıklı 

kontrollere göre kısmen yüksek bulunsa da anlamlı bir farklılık görülmedi.   

Total IgA düzeyi, sağlıklı çocuklarda yaşın ilerlemesi ile artmaktadır (161). 

Hastings ve ark.’ları (159), erişkin ve çocuk hastaları dahil ettikleri çalışmalarında 

serum GdIgA1 düzeylerinin yaşa göre değiştiğini, Kiryluk ve ark. 

‘ları (162),  GdIgA1 düzeylerinin yaşla korelasyon gösterdiğini belirtmişlerdir. 

Berthoux ve ark.’ları (47) ise 97 IgAN hastasını dahil ettikleri çalışmalarında GdIgA1 

düzeyleri ile yaş veya cinsiyet arasında korelasyon olmadığını bildirmiştir.  

Yaptığımız bu çalışma, Kiryluk ve ark’larının çalışmalarına benzer şekilde yaş 

ile serum GdIgA1 düzeyi arasında korelasyon olduğunu bildirirken cinsiyetle herhangi 

bir korelasyon gösterememiştir. Bu durum serum GdIgA1 testinin tanı amaçlı 

kullanılabilmesi için yaşa uygun serum düzeyi standardizasyonun yapılarak normal 

seviye sınırlarının belirlenmesi gerektiğini düşündürmektedir. 

IgAN hastalarında serum GdIgA1 seviyesi, SDBY gelişmesinin yanı sıra 

hematüri veya proteinüri ile de ilişkili bulunmuştur (47). Camilla ve ark.’ları (163) 

yaptıkları çalışmalarında, artmış serum GdIgA1 düzeyinin yüksek proteinüri ile korele 

olduğunu göstermiştir. Yanagawa ve ark.’larının (43) yaptığı çalışmada da düşük 

proteinürisi olan IgAN hastalara kıyasla orta ya da yüksek derecede proteinürisi olan 

IgAN hastalarında artan serum Anti-GdIgA1 antikor seviyeleri saptadıklarını 

bildirmişlerdir. Bu çalışmada GdIgA1'e spesifik IgG'nin hastalık şiddetinin bir 

göstergesi olabileceği ancak prognostik yararının bağımsız prospektif kohortlarda 

doğrulanması gerekliliği vurgulanmıştır. Moldoveanu ve ark.’ları (154), Kafkas 

kohortunda Gd-IgA1 ile proteinüri arasında korelasyon olmadığını bildirirken, 

Shimozato ve ark.’ları (155) da Japon kohortunda benzer bir sonuç bildirmiştir. 

Hastings ve ark.’ları (164), çocuk hasta grubunda da bu korelasyonu gösterememiş ve 

bunu hasta grubunda proteinüri seviyesi düşük hasta sayısının fazlalığından 

kaynaklanabileceğini söylemiştir.  

Bu çalışmada hastaların GdIgA1 düzeyi ile proteinüri değerleri arasında 

korelasyon bulunamadı. Bunun olası nedeni hastalığın şiddetindeki fark, hastaların 



 58 

ortalama proteinüri değerlerinin düşük olması ya da düşük proteinürisi olan hasta 

sayısının fazla olmasından kaynaklanabilir.  

Moldoveanu ve ark.’ları (154), erişkin Kafkas hastalarda serum 

GdIgA1düzeylerinin GFR ile korelasyon göstermediğini bildirirken Berthoux ve 

ark.’ları (47), yüksek serum GdIgA1 düzeyi ile GFR’nin hızlı düşüşü arasında 

korelasyon olduğunu bildirilmiştir.   

Bizim çalışmamızda da Berthoux ve arkadaşlarının yaptığı çalımaya benzer 

şekilde serum GdIgA1 düzeyi ile GFR arasında korelasyon bulunmuştur.  GFR 

değerinin, IgAN’nin en önemli laboratuvar bulgularından biri olabileceğini düşünülen 

serum GdIgA1 düzeyi ile korelasyon göstermesi hastalığın tanı ve prognozunda bu 

parametrenin biyobelirteç olarak kullanılabilmesinin önünü açtığı şeklinde 

yorumlanabilir.   

Coppo ve ark.’ları (165), yetişkin IgAN hastalarında GdIgA1'in, böbrek patoloji 

bulgusu ile yakından ilişkili olduğunu ve IgAN'nın seyrini ve klinik bulgularını 

etkileyebileceğini ortaya koymuştur. Camilla ve ark.’ları (163) yetişkin ve çocuk IgAN 

hastalarını incelemiş ve GdIgA1/IgA yüzdesi ile eşzamanlı üriner protein/kreatinin 

oranı arasında marjinal olarak anlamlı bir korelasyon bulmuştur. Zhao ve ark.’ları (166) 

da Çinli IgAN hastalarında GdIgA1 düzeyinin hastalığın ilerlemesinde etkili bir faktör 

olduğunu belirtmiştir. Buna karşın Suzuki ve ark.’ları (35), IgAN hastalığının gelişimi 

için yüksek serum GdIgA1 seviyesinin gerekli olduğu fakat renal hasarın oluşabilmesi 

için yeterli olmadığını, hastalığın gelişmesi için immün komplekslerin oluşması 

gerektiğini bildirmiştir. Moldoveanu ve ark.’ları (154), yetişkin 153 IgAN hastasında 

serum GdIgA1 düzeylerinin GFR ve proteinüri gibi klinik parametrelerle ve histolojik 

anormallik ile korelasyon göstermediğini belirtmiş ve serum GdIgA1 düzeyinin 

prognozdan ziyade hastalık riski açısından önemli bir belirteç olarak kullanılabileceğini 

belirtmiştir. Jiang ve ark.’ları (167) farklı klinik ve patolojisi olan hastalarda serum 

GdIgA1 seviyelerinde anlamlı farklılık olmadığını göstermiştir.  Eison ve ark.’ları 

(168), MEST skoru negatif minimal glomerular değişikliği olan hastalarla ışık 

mikroskopisinde IgG negatif fakat belirgin glomerular lezyonu olan hastalar arasında 

prognoz açısından farklılık göstermemiştir. Aynı çalışma hastaların spesifik histolojik 

lezyonları ile serum GdIgA1 seviyeleri arasındaki ilişkileri saptamak için daha kapsamlı 

bir analiz gerekliliğini belirtmiştir. Sun ve ark.’ları (157), 185 hastanın dahil edildiği 
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toplam 5 çalışmanın incelendiği meta analiz çalışmasında, histopatalojik 

derecelendirmeye bağlı olarak hafif ve ağır IgAN olarak sınıflandırılan hastalarda 

GdIgA1 düzeyleri ile klinik-patolojik değişiklikler karşılaştırıldığında anlamlı bir fark 

bulunamamıştır.   

Çalışmamızda, benzer şekilde serum GdIgA1 düzeyi ile GFR dışında diğer 

klinik parametreler, MEST skorları ve global skleroz arasında korelasyon görülmedi. 

Ancak kresent görülen hastalarda görülmeyenlere göre serum GdIgA1 düzeyi daha 

yüksek bulundu. Kryluk ve ark.’larının (162) da belirttiği gibi, yüksek serum GdIgA1 

seviyesinin herhangi bir spesifik klinik-patolojik özellik ile ilişkili olup olmadığını 

belirlemek için ek çalışmalara ihtiyaç olduğunu düşünmekteyiz. 

Sun ve ark.’ları (157), IgAN hastaları ile yapılan altı çalışmanın toplandığı meta 

analiz sonuçlarına dayanarak, hastaların tonsillerinden elde edilen mononüklear hücreler 

ya da periferik kandan elde edilen B lenfositlerinin kültür süpernatantında tespit ettikleri 

GdIgA1 seviyesinin, sağlıklı kontrollere kıyasla anlamlı derecede yüksek olduğunu 

bildirmiştir. Ji ve ark.’ları (169) çalışmalarında, hastaların B lenfosit kültür 

süpernatantında GdIgA1 düzeyinin yüksek olduğunu bildirirken, Xie ve ark.’ları (170), 

kontrollere göre hastaların kültüre edilen B lenfosit süpernatantında GdIgA1 düzey 

artışını 5. Günden sonra görmeye başladıklarını bildirmiştir.  

Çalışmamızda hastaların periferik kanından elde edilen ve 3 günlük kültüre 

edilmiş B lenfosit süpernatantında GdIgA1 seviyesi sağlıklı kontrollere göre yüksek 

saptansa da istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. Bu durum, yapılan çalışmalarda 

kültüre edilen hücrelerin kaynaklarının farklı olması, hücre sayıları ve kültür sürelerinin 

standardizasyonunun olmamasından kaynaklanabileceğini düşündürmüştür.   Hastaların 

süpernatant GdIgA1 düzeyi, serum düzeyi ile benzer şekilde hastaların yaşı, serum 

kreatinin ve GFR değerleri ile korelasyon gösterdiği fakat histopatalojik bulgular 

üzerine etkili olmadığı bulundu.  

IgAN hastalarının periferik B lenfositinde COSMC mRNA seviyesinin belirgin 

olarak düşük olduğunu gösteren yayınlar mevcuttur (157,170-172). Jing Shao ve 

ark.’ları (173), IgAN hastalarının tonsillerinden elde edilen mononüklear hücrelerde 

COSMC mRNA seviyesinin IgAN olmayan böbrek hastalarına göre düşük olduğunu 

bildirirken, COSMC ekspresyon seviyesi ile GdIgA1 düzeyi arasında pozitif korelasyon 

olduğunu göstermiştir.  
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Bizim yapmış olduğumuz bu çalışmada da IgAN hasta grubunda COSMC 

mRNA düzeyi hasta yakını ve sağlıklı kontrollere göre daha düşük bulundu. Ayrıca 

COSMC mRNA düzeyi, ailesel IgAN olan ile olmayan grup karşılaştırıldığında da 

ailesel olanlarda belirgin olarak daha düşük bulundu. Bu bulgu, çalışmamızda ailesel 

IgAN hastalarında sporadiklere göre daha yüksek serum GdIgA1 düzeyini açıklar 

niteliktedir. Çalışmamız ailesel IgAN hastalarının COSMC mRNA seviyesi hakkında 

bilgi veren ilk çalışma olması açısından önemlidir fakat daha fazla hasta sayısının yer 

aldığı çalışmalarla desteklenmelidir. 

IgAN hastalarında COSMC gen ekspresyon seviyesi ile şiddetli proteinüri 

arasıında zayıf negative korelasyon bulunurken, hematüri ve serum kreatinin arasında 

korelasyon bulunmamıştır (171).  

Çalışmamızda da benzer şekilde hastaların klinikopatolojik bulguları ile 

COSMC mRNA seviyesi arasında korelasyon bulunamamıştır. Bu bulgular, COSMC 

mRNA seviyesinin hastalığın tanısı için bir belirteç olabileceğini desteklerken, 

hastalığın prognozu hakkında bilgi verici nitelikte olmadığını düşündürmektedir. Bu 

düşüncemiz Moldoveanu ve ark.’larının (154) çalışmaları sonucunda bildirdikleri 

GdIgA1 düzeyinin prognozdan ziyade hastalık riski açısından önemli bir belirteç olarak 

kullanılabileceği ifadeleri ile de örtüşmektedir. 

COSMC gen ekspresyonunun regülasyonunda çeşitli ajanların rol oynadığını 

gösteren yayınlar bulunmaktadır (169,170). He ve ark.’ları (174) çocuk IgAN 

hastalarında, özellikle tonsilit gibi infeksiyonların proinflamatuar sitokinlerin salınımını 

artırarak hastalığı indüklendiğini belirtmiştir. Çalışmada bir inflamasyon sitokini olan 

IL-4 salınımının artması, COSMC mRNA seviyesinin düşmesine ve GdIgA1 

seviyesinin de artmasına neden olabileceği yayınlamıştır. Yamada ve ark.‘ları (175), 

IgAN hasta grubunda IL-4'ün IgA1 menteşe bölgesinin glikozilasyonunun 

regülasyonunda önemli rol oynayabileceğini bildirmiştir. Qin ve ark.’ları (92), IgAN 

hastalarında demetilasyon ajanı 5-Aza ile muamele edilen periferik B lenfositlerinde, 

DNA metilasyon modifikasyonunun COSMC gen ekspresyonunu önemli ölçüde 

düzenlendiğini göstermiştir. Xie ve ark.’ları (170), Asya IgAN hastalarında 

Lipopolisakkarit (LPS, gram (-) bakterilerin dış zarının ana bileşeni) gibi eksternal 

inhibitörlerin COSMC gen ekspresyon seviyesini düşürdüğünü, Mikofenolik Asit 

(MPA)’in ise GdIgA1 seviyesini düşürdüğünü göstermiştir.  Ji ve ark.’ları (169), Çin 
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tıbbında yaygın olarak kullanılan immün modüle edici bir bitki olan Astagalus 

membranaceus (AMI)’un IgAN hastalarının B lenfositinde IgA1 sekresyonunu inhibe 

ettiği bildirmiştir. Sun ve ark.’ları (148), COSMC geni promoter bölgesinin 

hipermetilasyonunun, IgAN hastalarının B lenfositlerinde COSMC mRNA ekspresyon 

düzeyinin düşmesi ve GdIgA1 seviyesindeki artış için önemli bir mekanizma 

olabileceğini ileri sürmüştür. Yaptıkları deneysel çalışmada da IgAN hastalarının B 

lenfositlerini IL-4 ile muamele ettiklerinde GdIgA1 seviyesinin arttığı, COSMC mRNA 

seviyesinin ise belirgin şekilde azaldığını bildirmiştir. İn vitro IL-4 tedavisinin, IgAN 

lenfositlerinde COSMC promoter metilasyonunu önemli ölçüde arttırırken, diğer böbrek 

hastalıkları ve sağlıklı kontrollerde bu artışın daha az olduğunu göstermiştir.   

Çalışmamızda literatürle benzer şekilde IL-4 ile muamele edilen grupta COSMC 

mRNA seviyesi başlangıca göre belirgin olarak azalırken, GdIgA1 seviyesindeki ve 

genin promoter bölgesinin metilasyon oranındaki artış sınırlı kaldı. Hasta yakını ve 

sağlıklı kontrollerde IL-4 ile muamele edilen grupta COSMC mRNA seviyesinde bir 

değişiklik görülmedi.  

Sun ve ark.’ları (148) yaptığı çalışmada özellikle hasta grubunda AZA (spesifik 

olmayan bir DNA metil transferaz inhibitörü) ile muamele edilen B lenfositlerinde 

COSMC promoter bölgesinin DNA metilasyonunun inhibe olduğunu gösterirken 

COSMC mRNA seviyesinin başlangıca göre arttığı, GdIgA1 düzeylerinin ise azaldığını 

göstermişlerdir.  

Bizim yaptığımız çalışmada da AZA ile muamele edilen lenfositlerin 

sonuçlarına bakıldığında literatürle tam uyumlu olduğu görüldü.  IgAN lenfositlerinde 

AZA'dan sonra COSMC DNA metilasyon seviyesinde azalma diğer iki gruba göre daha 

belirgin oldu.  Bu durum, IgAN hastalarında COSMC gen hipermetilasyonunun daha 

kolay demetile edilebilir ya da AZA’nın spesifik olmayan bir DNA metil transferaz 

inhibitörü olmasından dolayıçalışma grupları arasında farklıklar oluşmasına neden 

olabilir şeklinde yorumlamamıza neden oldu. Hasta grubunun DNA metilasyon oranı 

diğerlerine göre daha yüksek olması nedeniyle demetilasyon hasta grubunda daha 

belirgin olabilir. Çalışmadaki grupların sayılarının oldukça düşük olması da gruplar 

arasında farklılık yaratıyor olabilir.  

Bu tez çalışması, IgAN hastalarında DNA metilasyonunun deneysel 

modifikasyonlarının, COSMC mRNA ekspresyonu ve GdIgA1 düzeyi üzerine spesifik 
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bir davranış ortaya koyduğunu gösterdi. Ancak herhangi bir DNA metilasyon ya da 

demetilasyon ajanı ile muamele edilmemiş lenfositlerde COSMC geni DNA metilasyon 

seviyesinin kontrollerden farklı bulunmaması, DNA hipermetilasyonunun, azalmış 

COSMC mRNA ekspresyonuna neden olabileceği hipotezi ile tutarlı görülmemektedir. 

Bunun nedeni çalışma grubunun yeterince büyük olmaması ve çalışmadaki hasta 

grubunun tüm hasta popülasyonunu temsil etmemesi olabilir. COSMC gen promoter 

bölgesinin CpG adalarının bazı anahtar alanlarındaki aşırı metilasyon, COSMC geni 

DNA'sının statüsünü değiştirmede belirleyici bir rol oynayabilir ve sonuç olarak 

COSMC mRNA ekspresyonunu değiştirebilir. Bu çalışmada, COSMC gen promoter 

bölgesinin tamamının DNA metilasyonu analiz edilmiş olup bölgesel metilasyon 

oranları hakkında bilgi sahibi olunamamıştır. Ayrıca çalışmanın in vitro koşullarda 

gerçekleştirilmesi genin metilasyon profilini değiştiriyor olabileceğinden, çıkan 

sonuçların geniş popülasyonlu in vivo çalışmalarla tekrar değerlendirilmesi uygun 

olacaktır. 

IgAN’nin tanısının sadece böbrek biyopsisi ile konulabiliyor olması, tanı ve 

takip için iyi bir değerlendirme kriterinin belirlenme ihtiyacını doğurmuştur. Fakat 

henüz IgAN tanı, izleme ve prognoz kararına uygun bir indeks bulunmamaktadır. 

Proteinürinin şiddeti, hematüri, hipertansiyon, ödem ve böbrek fonksiyon bozukluğu 

gibi klasik indeksler duyarlılık ve özgüllük açısından yetersiz kalmaktadır. Ayrıca, 

invaziv bir işlem olan böbrek biyopsisi, hastalık ilerlemesinin sürekli izlenmesi için 

uygun değildir. Bulgularımız, COSMC mRNA ekspresyon seviyesi ile serum GdIgA1 

düzeyinin, IgAN hastalarını izlemede bir biyobelirteç olarak kullanılabileceğini ileri 

sürerken, bu varsayımı doğrulamak için geniş çaplı ve uzun süreli bir klinik çalışmaya 

ihtiyaç duyulduğunu göstermektedir. 
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HAM VERILER 

  mRNA (ΔCt) 

Hasta No 
Grup I  

GAPDH  
Grup I 

COSMC  
Grup II  
GAPDH  

Grup II 
COSMC  

Grup III  
GAPDH  

Grup III 
COSMC  

1 32,56 38 29,09 38 35,15 38 

2 26,61 31,52 28,53 33,8 31,46 38 

3 22,12 27,84 23,57 27,69 20,68 26,27 

4 21,38 23,91 28,45 31,68 30,15 31,94 

5 28,27 31,87 27,7 34,38 28,42 30,81 

6 28,27 28,19 26,85 30,52 30,1 38 

7 28,67 32,1 29,72 38 30,95 32,23 

8 29,63 38 29,31 33,06 30,47 32,98 

9 30,3 38 25,88 38 36,46 38 

10 25,62 29,92 29,06 34,12 34,13 38 

11 29,55 34,61 29,34 31,71 32,99 38 

12 28,85 38 30,04 34,14 31,34 30,35 

13 24,5 28,29 28,67 37,35 25,27 29,58 

14 29,36 31,13 30,77 33,22 32,17 32,38 

15 30,4 38 32,9 38 32,1 38 

16 21,58 26,82 29,08 32,93 24,78 30,06 

17 28,75 31,02 27,31 38 30,02 32,8 

18 28,05 31,71 28,6 29,99 29,48 38 

19 28,76 38 28,06 33,9 27,62 31,48 

20 30,77 38 31,81 38 30,53 32,89 

21 29,75 35,71 25,01 33,27 32,15 35,8 

22 28,77 34,42 28,54 33,96 34,67 38 

23 29,71 38 28,21 30,19 30,08 33,98 

24 28,66 30,77 29,35 38,00 30,42 33,14 

25 27,8 29,27 27,87 32,02 30,66 33,29 

26 21,96 28,89 24,56 30,18 21,85 28,62 

27 20,54 26,02 21,94 26,84 21,58 27,15 

28 28,45 30,12 20,81 30,95 31,03 32,23 

29 29,76 35,98 31,9 38 33,29 38 

30 30,26 38 31,09 38 30,68 38 

              

Hasta yakını             

1 30,97 37,14 31,24 36,975 26,67 34,77 

2 28,89 32,85 30,37 35,12 26,15 30,79 

3 33,82 33,91 32,71 35,54 34,82 34,32 

4 28,02 30,465 28,96 35,615 30,1 33,75 

5 36,22 38 34,595 36,06 32,925 34,885 
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6 30,62 36,155 33,3 33,65 30,73 32,205 

7 25,07 28,74 27,56 31,24 23,52 28,275 

8 29,71 34,545 29,035 33,12 32,53 34,5 

9 29,735 38 29,82 38 28,23 35,04 

10 27,765 34,045 30,52 36,39 28,795 34,525 

11 30,265 34,525 32,305 38 32,025 38 

              

Sağlıklı kontrol             

1 27,625 33,805 24,4 29,295 28,715 34,53 

2 33,88 34 28,42 29,28 30,07 29,78 

3 29,62 35,88 29,21 33,785 26,94 34,455 

4 31,69 35,74 30,6 38 30,93 35,33 

5 31,75 33,05 29,75 34,36 31,37 36,64 

6 25,22 33,33 29,75 34,9 31,37 34,05 

 

 

 

  DNA Metilasyon Sonuçları 

Hasta No Grup I  
Unmetilasyon 

Grup II 
Unmetilasyon 

Grup III 
Unmetilasyon  

Grup I 
Metilasyon 

Grup II  
Metilasyon  

Grup III 
Metilasyon  

1 36,35% 41,75% 44,14% 63,65% 58,25% 55,86% 

2 100,00% 100,00% 99,97% 0,00% 0,00% 0,03% 

3 100,00% 100,00% 100,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

4 84,72% 50,00% 38,16% 15,28% 50,00% 61,84% 

5 36,35% 41,75% 44,14% 63,65% 58,25% 55,86% 

6 8,71% 7,98% 30,70% 91,29% 92,02% 69,30% 

7 36,60% 5,88% 50,03% 63,40% 94,12% 49,97% 

8 24,19% 0,14% 46,02% 75,81% 99,86% 53,98% 

9 41,15% 91,92% 93,39% 58,85% 8,08% 6,61% 

10 26,26% 16,63% 44,59% 73,74% 83,37% 55,41% 

11 81,79% 0,18% 76,71% 23,29% 99,82% 18,21% 

12 33,45% 30,99% 38,69% 66,55% 69,01% 61,31% 

13 100,00% 99,91% 99,96% 0,00% 0,09% 0,04% 

14 100,00% 22,86% 44,75% 0,00% 77,14% 55,25% 

15 8,08% 100,00% 100,00% 91,92% 0,00% 0,00% 

16 16,00% 5,87% 64,89% 84,00% 94,13% 35,11% 

17 2,84% 0,00% 95,99% 97,16% 100,00% 4,01% 

18 1,67% 0,09% 53,99% 98,33% 99,91% 46,01% 

19 0,00% 0,00% 0,22% 100,00% 100,00% 99,78% 

20 37,63% 23,49% 38,46% 62,37% 76,51% 61,54% 

21 0,00% 0,00% 0,01% 100,00% 100,00% 99,99% 
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22 0,01% 0,00% 0,11% 99,99% 100,00% 99,89% 

23 0,00% 0,00% 0,09% 100,00% 100,00% 99,91% 

24 2,38% 0,02% 72,06% 97,62% 99,98% 27,94% 

25 99,42% 95,81% 99,84% 0,58% 4,19% 0,16% 

26 89,95% 91,37% 99,88% 10,05% 8,63% 0,12% 

27 34,01% 43,23% 43,28% 65,99% 56,77% 56,72% 

28 99,99% 37,24% 39,53% 0,01% 62,76% 60,47% 

29 91,59% 93,87% 99,99% 8,41% 6,13% 0,01% 

30 99,98% 98,90% 99,68% 0,02% 1,10% 0,32% 

Hasta yakını             

1 36,11% 25,72% 41,20% 63,89% 74,28% 58,80% 

2 100,00% 99,97% 99,79% 0,00% 0,03% 0,21% 

3 96,15% 99,94% 99,51% 3,85% 0,06% 0,49% 

4 87,14% 83,82% 89,43% 12,86% 16,18% 10,57% 

5 26,81% 21,78% 82,82% 73,19% 78,22% 17,18% 

6 99,55% 48,02% 97,88% 0,45% 51,98% 2,12% 

7 38,16% 20,59% 39,87% 61,84% 79,41% 60,13% 

8 93,54% 20,59% 95,06% 6,46% 6,65% 4,94% 

9 19,90% 17,75% 86,89% 81,10% 82,25% 13,11% 

10 89,44% 100,00% 25,53% 10,56% 0,00% 74,47% 

11 46,03% 10,10% 84,69% 53,97% 89,90% 15,31% 

Sağlıklı kontrol             

1 26,79% 37,37% 35,36% 73,21% 62,63% 64,64% 

2 28,92% 25,00% 42,04% 71,08% 75,00% 57,96% 

3 67,01% 16,15% 67,45% 32,99% 83,85% 32,55% 

4 100,00% 92,11% 100,00% 0,00% 7,89% 0,00% 

5 100,00% 98,41% 99,81% 0,00% 1,59% 0,19% 

6 64,40% 55,56% 75,46% 44,44% 35,60% 24,54% 

 

GdIgA1 Düzeyi (ng/µL ) 

Hasta No 
Grup I  

Süpernatant  
Grup II 

Süpernatant  
Grup III 

Süpernatant  Serum  

1 8,3 11,9 1,8 21963,7 

2 4,2 1,7 1,3 3685,9 

3 6,6 2,5 7,6 9930,2 

4 7,8 28,2 7,0 8597,7 

5 21,6 24,7 6,7 9739,8 

6 11,5 14,5 8,2 11706,9 

7 3,6 3,6 2,2 5956,2 

8 57,8 4,6 14,1 17074,1 

9 5,4 65,1 1,9 6662,4 

10 5,5 6,3 1,8 5769,2 
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11 9,9 25,0 3,0 9264,0 

12 14,7 22,9 7,6 22594,6 

13 7,1 15,2 5,1 8058,4 

14 124,1 206,2 80,2 32728,7 

15 3,2 3,4 2,2 3685,9 

16 4,9 4,0 5,7 4861,1 

17 6,8 18,2 13,2 6789,3 

18 7,1 6,1 2,7 8788,1 

19 6,4 4,4 3,9 7899,7 

20 4,1 2,4 4,2 2827,4 

21 1,9 2,55 1,5 20489,1 

22 21,2 6,35 6,2 6142,9 

23 155,9 184,2 56,3 28894,1 

24 19,2 20,1 9,7 2888,3 

25 48,9 44,6 27,8 6702,1 

26 5,3 5,8 1,5 3996,1 

27 12,7 14,0 2,5 11678,2 

28 1,7 4,2 1,4 2306,5 

29 7,2 9,5 3,55 2187,5 

30 1,21 1,32 1,34 2845,1 

Hasta yakını         

1 2,03 2,23 2,18 2525,8 

2 1,92 12,57 2,38 1499,0 

3 4,3 4,1 1,7 1073,4 

4 18,6 18,3 5,6 11403,7 

5 7,7 5,7 1,4 1779,0 

6 1,9 6,2 1,1 901,9 

7 8,4 8,8 1,9 5448,0 

8 2,3 2,5 1,3 3373,9 

9 2,6 3,4 1,6 2663,0 

10 2,1 2,9 1,13 2812,5 

11 2,52 2,92 1,24 4189,9 

Sağlıklı kontrol         

1 28,5 38,5 14,5 5461,8 

2 23,7 22,2 6,53 1222,8 

3 1,53 1,56 ,87 1242,9 

4 1,06 ,97 ,98 947,0 

5 1,29 1,28 1,00 1514 

6 4,97 5,82 2,80 4032,8 
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