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OZET

Akgul, S.U. IgA Nefropatisinde COSMC Geni DNA Metilasyon Profili ve Ekpresyon
Diizeyinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, T1ibbi Biyoloji
ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2017.

IgA nefropati (IgAN), son donem bobrek yetmezligine (SDBY) yol agan en
yaygin glomeriiler hastaliklardan biridir. COSMC, C1GALT1 enzimi ile birlikte
IgA1’in glikolizasyonunda rol oynayan molekiiler bir saperondur. IgAN hastalarinda
GdIgAl seviyesi artarken, COSMC mRNA seviyesinin diistiigii gosterilmistir, fakat bu
mekanizma heniiz agiklanmamistir. Bu ¢alismada COSMC gen promoter bolgesinin
CpG adalarinin metilasyon pofilinin GdIgA1l diizeyi ve COSMC mRNA seviyesine
etkisi arastirilmistir. Caligmaya IgAN tanis1 alan 30 hasta, hastalarla birinci derece
akrabaligi bulunan 11 saglikli kisi ve herhangi bir hastaligi olmayan 6 saglikli birey
dahil edildi. Hastalarin B lenfositlerinde COSMC geninin promoter bolgesinin DNA
metilasyonu ve ayni genin ekspresyon diizeyi RT-PCR yoéntemi ile serum ve hiicre
kiiltiir stipernatantindaki GdIgA1 diizeyi ELISA yontemi ile ¢alisildi. Hastalarin, hasta
yakin1 ve saglikli kontrollere gore serum GdIgAl diizeyi yiiksek, COSMC mRNA
seviyesi diisiik bulundu. Ancak hastalarin COSMC geni promoter bolgesinin DNA
metilasyon diizeyindeki artig belirgin degildi. Hastalarin B-lenfositleri IL-4 veya 5-Aza-
2'-deoksisitidin (AZA) ile muamele edilip kiiltiire edilmistir. AZA ile muamele edilen
grupta (Grup III) metilasyon hicbir ajanla muamele edilmemis gruba (Grup 1) gore
belirgin olarak azaldigi, COSMC mRNA seviyesinin arttigi ve GdIgAl seviyesinin
azaldig1 goriildii. 1L-4 ile muamele edilen grupta (Grup II) ise tedavi sonrasi, IgAN
lenfositlerinde COSMC mRNA seviyesi baslangica gore belirgin olarak azaldig1 fakat
COSMC DNA metilasyonundaki artigin belirgin olmadig1 goriildi. COSMC geninin
promoter bolgesinin DNA metilasyon profilinin [L-4 veya AZA ile degistirilmesi, [gAN
lenfositlerinde COSMC mRNA ve GdIgAT1 seviyesindeki degisikliklerle spesifik olarak
korelasyon gostermedi. Bulgularimiz, IgAN hastalarinda diisik COSMC mRNA ve
artmis GdIgAl seviyesini desteklemekle birlikte, COSMC promoter bdlgesinin
hipermetilasyonunun, IgAN lenfositlerinde COSMC mRNA ekspresyonunun azalmasi
ve GdIgAl diizeyinin artis1 ile iligkili olabilecegini dair bir yargiya varmamiz ig¢in
yeterli goriilmemektedir.

Anahtar Kelimeler: IgA Nefropatisi, COSMC, DNA Metilasyonu, Galaktozillenmesi
yetersiz IgA1, MEST Skoru

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. 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
IgAl glycolisation together with CLGALT1. It was demonstrated that while GdIgAl
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 GdIgA1l 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
GdIgALl level in serum and cell culture supernatant was studied using the enzyme-
linked immuno sorbent assay (ELISA). Serum GdIgAl 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 IlI,
that was treated using AZA, significantly decreased compared with Group I, which was
not given any agent, however, COSMC mRNA level increased, and GdIgAl level
decreased. The level of COSMC mRNA in IgAN lymphocytes significantly decreased
after treatment compared to the beginning in Group I, 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 GdIgAl levels in
IgAN lymphocytes. Although our findings support low levels of COSMC mRNA and
increased GdIgALl 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 GdIgAl level.



1. GIRIS VE AMAC

Immiinglobulin (Ig) A nefropatisi (IgAN) diinyada en yaygin goriinen primer
glomerulonefrittir (1). Cogunlukla sessiz seyretmesine ragmen; hastalarin %30-40'inda
son donem bobrek yetmezligi (SDBY) gelismektedir. Hastaligin kesin tanist bobrek
biyopsisi ile konulabilmektedir. Bir¢ok tilkede biyopsilere yonelik segici yaklasim g6z
Oniline alindiginda, hastaligin goriilme sikliginda bolgesel farkliliklar bulunmaktadir.

Hastalik en sik Kafkasya ve Asya popiilasyonunda goériilmektedir (2).

Hem erigkin hem de ¢ocuk hastalarda, IgANin belirgin 6zellikleri mezanjiyal
hiperselliilarite ve glomeriiler mezanjiyumda IgA birikimidir. Hastalikta primer defekt,
IgA1’in mentese (baglant1) bolgesinin anormal glikozillenmesidir. IgAl'in kusurlu
glikozilasyonu ile baslayan siireg, Galaktozilenmesi yetersiz IgA1l (GdIgAl)’in asirt
tiretimi, anti-GdIgA1l olusumu ve nefritojenik immiin komplekslerin mezanjiyumda

birikmesi ile sonuglanir (2).

IgAN hasta serumlarinda GdIgAl seviyesi oldukca yiiksek bulunmustur (2).
Cl1GalTl enzimi, GalNAc kalintilarina saglikli bireylerde galaktoz molekiiliinii
eklerken, IgAN hastalarinda, IgAl’e galaktoz molekiilinden oOnce siyalik asit
eklemektedir. Siyalik asit eklenmesi, galaktoz eklenmesini engellemekte ve bdylece
galaktozillenmesi yetersiz glikanlarin olusmasina neden olmaktadir (32). C1GalT1
enzimlerinin ekspresyonu i¢in COSMC (C1GalT1Cl) gerekmektedir. COSMC,
endoplazmik retikulumda bulunan molekiiler bir saperondur (72). COSMC, yeni sentez
edilmis C1GalT1 enzimi ile etkilesime gegerek, kiimelesmesini ve proteozomal

parcalanmasini engelleyerek, aktif formda kalmasini saglamaktadir (73-77).

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda, COSMC ekspresyonunun regiilasyonu tam
olarak agiklanamamis olmakla birlikte COSMC geninin promoter bdlgesinin
hipermetilasyonu ile epigenetik olarak susturuldugu ve boylece COSMC
ekspresyonunun azaldigi diisiiniilmektedir (96). Bunun sonucunda aktif olmayan bir
C1GalT1 olustugu ve bdylece O-glikanlar1 olmayan Tn ve sTn antijenlerinin ortaya
ciktig1 disiiniilmektedir (82). Tn antijeninin asirt ekspresyonu, Tn sendromu, IgA

nefropatisi ve insan tiimorleri dahil bazi hastaliklarda goriilmektedir (88-90).



Bu tez calismasina, yapilan fizik muayene, laboratuvar testleri ve bobrek
dokusunun histopatolojik inceleme sonucu IgAN tanis1 almig fakat immiinstipresif ajan
kullanmamis 30 olgu, hastalarla birinci derece yakinlig1 olan saglikli 11 kisi ve kontrol
grubu olarak herhangi bir akut ve/veya kronik bobrek hastaligi bulunmayan 6 saglikli
birey dahil edilmistir. Caligma i¢in hasta, hasta yakini1 ve saglikli bireylerden ayrilan B
lenfositleri ti¢ farkli gruba ayirarak (blank, IL-4, 5-Aza-2'-deoksisitidin (AZA)) 72 saat
kiiltiire edilmistir. Herbir gruptan DNA, RNA ve siipernatant ayrilmistir. B hiicre
Riboniikleikasit (RNA)’den COSMC geninin RT-PCR ile Mrna seviyesi, genomik
deoksiribonukleikasit (DNA)’den, COSMC geninin promoter bdlgesini DNA
metilasyon profile RT-PCR ile ¢alisilmigtir. Hiicre kiiltiir supernatantt ve serumda
GdIgA1l diizeyi ELISA yontemi ile calisilmistir. Bu ¢alismada; GdIgA1’in olugsmasinda
etkili oldugu sanilan COSMC geninin ekspresyon derecesini belirleyen promoter
bolgesinin metilasyon profili incelendi. IgAN hastalarinda COSMC geninin promoter
bolgesinin DNA metilasyon derecesi ile hiicre kiiltiir siipernatantinda GdIgAl diizey
degisiklikleri arasindaki iligki incelendi. Boylece COSMC gen promoter metilasyonu ile
COSMC mRNA ekspresyon seviyesi ve GdIgAl diizeyi arasindaki baglantinin
gosterilmesi amaglandi. Ayrica hastalarin  klinitk ve patolojik verileri ile bu
parametrelerin herbiri ayri ayri incelenerek, bu parametrelerin IgAN tani, izleme ve

prognoz kararina uygun bir indeks olup olmadiginin degerlendirilmesi yapildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. IgA Nefropatisi

Immiinglobulin (Ig) A nefropatisi (IgAN) diinyada en yaygin gdriinen primer
glomerular patolojidir. Ik kez 1968 yilinda Berger ve Hinglais tarafindan hematiirisi
olan hastalarin bobrek dokusunda "interkapiller IgA-IgG birikimi" olarak tanimlanmistir
(1). Hastalikta primer defekt, IgAl’in mentese (baglant1) bdlgesinin anormal
glikozillenmesidir. Bu hastalarin serumlarinda galaktozillenmesi yetersiz 1gAl

(GdIgAT1) seviyesi oldukea yiiksek bulunmustur (2).

IgAN, cogunlukla sessiz seyretmesine ragmen; hastalarin %30-40’inda son
donem bobrek yetmezligi (SDBY) ile sonuclanmaktadir. Giiniimiizde IgAN tanisi
sadece bobrek biyopsisinin histopatolojik incelenmesi ile konulabilmektedir. 1IgAN
patolojisi, glomerular mezenjiyumda polimerik IgAl (pIgAl) immiin kompleks
(nadiren IgG veya IgM olabilir) birikimi, mezenjiyal hiicre proliferasyonu, T hiicre,
monosit ve/veya makrofaj infiltrasyonu ve ekstraselliiler matriks artmasi ile
karakterizedir. Gastrointestinal ve st solunum yolu infeksiyonlarina neden olan
mikroorganizmalarin antijenleri IgAN hastalarinda nefritojenik IgA1l antikorlarinin
salimimin tetiklemektedir. Nefritojenik IgA1l antikorlar1 6zellikle bademcik iltihabini

takiben B hiicreleri tarafindan tiretilmektedir (2).

GdIgAl molekiilii sadece bobregin glomerular mezenjiyal bolgesinde birikir.
Tubulo epitelyal hiicreler ve podositlerde IgA reseptdr ekspresyonu olmadigi igin

birikim goriilmez (2).

Hastalarda, bobrek hasar1 nedeniyle siddetli hipertansiyon, hematiiri veya
proteiniiri gibi bir dizi semptomlar ortaya ¢ikmaktadir. IgAN’de bobrek biyopsisinde
goriilen tubulointerstisyel hasarin siddeti ve glomeruloskleroz histolojik prognostik
belirteglerdir (3).

IgAN hastalarinin %90-95’1 sporadik olarak meydana gelirken %5-10 oraninda
da ailesel olarak goriilmektedir. Ailesel IgAN hastalarinin prognozu sporadik olanlara
gore daha kotidiir ve bobrek yetmezligi gelisme riski %64 tiir. Sporadik olarak
meydana gelen hastalarda ise bu oran %8 olarak bulunmustur. Ailesel I[gAN hastalarinin

serum GdIgAl seviyesi, sporadik IgAN hastalarinin serum seviyelerinden daha yiiksek



bulunmusgtur. Ailesel IgAN hastalarindan izole edilen pIgA1’in sporadik olanlara gore
mezenjiyal hiicrelerin reaktivitesini daha fazla artirdigi bildirilmistir. Mezenjiyal hiicre
reaktivitesi, daha az oranda olmakla beraber ailesel IgAN hastalarinin asemptomatik
akrabalarinda da gosterilmistir. Bu durum asemptomatik hasta yakinlarinda hastalik
gelisim potansiyelini ortaya koymaktadir. Alternatif olarak, glomerular mezanjiyumda
plgAl seviyesinin patolojik olaylarin tetiklenmesine yetecek kadar yiiksek bir esige
ulagmalidir (4). Hastaligin ortaya c¢ikmasi i¢in farkli genetik ve cevresel faktorler
gerekebilir. Calismalar genetik faktorlerin ailesel IgAN patogenezinin yani sira sporadik
IgAN patogenezine de katildig fikrini desteklemektedir (5,6). Farkli etnik gruplarda
IgAN patogenezinde risk faktorii oldugu diisiiniilen aday genler tespit edilmistir (7,8).

2.1.1. Epidemiyoloji

IgAN tanist i¢in biyopsinin gerekli oldugu goz Oniine alindiginda, inatci
mikroskobik hematiiri ve/veya hafif proteiniiri i¢in biyopsi yapilan bireylerden elde
edilen veriler IgAN sikligini arttirabilir. Tek merkezli ¢alismalarda bobrek biyopsisi
yapilmis olan primer glomerulonefritlerin Amerika Birlesik Devletlerinde %10-
20’sinin, Avrupa iilkelerinde %20-30’unun ve Asya iilkelerinde ise %40-50’sinin IgAN
oldugunu gostermistir (9). Tiirkiye’de ise primer glomerulonefrit hastalarinin

%17,2’sinin IgAN oldugu bildirmistir (10).

Afrika gibi gelismekte olan popiilasyonlarda diisiik proteiniiri ve mikroskopik
hematiirisi olan hastalara biyopsi yapilmadigi icin IgAN sikliginin olduk¢a diisiik
oldugu bildirilmistir (11). Buna karsin Wyatt ve arkadaslar1 (12) Afro-Amerikan ve
Avrupa-Amerikan hasta gruplar ile yaptiklar1 ¢alismalarinda IgAN sikliginin benzer
oldugunu gostermislerdir. [gAN goriilme sikligi iilkeden iilkeye hatta iilkelerin kendi
icinde farklilik gosterebilmektedir (Sekil 2-1). Gelismekte olan {ilkelerde birinci
basamak saglik hizmetleri eksikligi kismen bu bélgeler i¢in I[gAN’nin diisiik sikligini
aciklayabilir. Aymi sekilde gelismis iilkelerde, hastaligin yiiksek siklikta goriilmesi
birinci basamak saglik hizmetleri ve etkin takip yOntemlerinin daha iyi olmas ile

aciklanabilir (9).

IgAN’nin goriilme sikligimi etkileyen diger bir faktor, bobrek biyopsi
endikasyon kriterleridir. Nitekim tek merkezli ¢aligmalar karsilastirildiginda, biyopsi
politikalarindaki farkliliklar nedeniyle hastaligin goriilme sikliginda da farkliliklar
oldugu goriilmektedir. Birlesik Krallik'ta, Sissons ve arkadaslar1 (13) tarafindan yapilan



calismada IgAN’si %4 gibi diisiik siklikta goriiliirken, bobrek biyopsisi i¢in daha genis
endikasyonlar kullanan Power ve arkadaslarinin (14) yaptigi ¢alismalarinda primer
glomerulonefrit sikligi %38 olarak gosterilmistir. Liu ve ark.’lar1 (15), devamlh
hematiirisi olan mikroskobik hematiirisi olan kisilere yapilan biyopsilerde % 43 siklikta

IgAN tanist aldigini bildirmistir.
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Sekil 2-1: Diinyadaki belli bolgelerde IgAN’nin dagilimi

2.1.2. Yas-Cinsiyet

IgAN siklig1, c¢ocuklarda ve geng yetiskinlerde (20-30yas) 65 yas iistii
bireylerden daha yiiksektir (16,17). Ilk yaymlar beyaz erkeklerde IgAN nin daha yaygin
oldugunu gostermistir (18). Ancak bolgesel kayitlarda, cinsiyete gore hastaligin

goriilme sikliginda fark olmadig saptanmistir (19).

2.2. IgA Yapasi ve Tiirleri

IgA tipi antikorlar, ilk kez 1953 yilinda serumda tanimlandi. Insan viicudunda en
¢ok iiretilen antikor izotipidir. Insan IgA’nin, IgA1 ve IgA2 olarak iki alt smifi vardir ve
her ikisi monomerik (mIgA) veya plgA formlari halinde olabilir. Total serum IgA’nin
yaklasik %85°1 mIgA1 formu olup yalnizca 10%’u dimerik ya da polimeriktir. Mukozal
IgA’nin ise neredeyse tamami polimeriktir. Dolasimdaki sistemik IgA’nin kaynag:
kemik iligidir. Kemik iliginde iiretilen IgA ¢ogunlukla mIgAl olup, bu antikorlar
genellikle serumda bulunur (20). Serum mlIgA, iki agir ve iki hafif zincirden olusur.
Agir zincirlerin herbiri bir degisken ve {i¢ sabit bolge igerir. Hafif zincirlerin herbiri bir
degisken ve bir sabit bolge tasir. Agir zincir, 14. Kromozomda yer alan iki farkli gen

(al ve 02) tarafindan kodlanir (20,21). IgA, hangi gen tarafindan kodlaniyorsa ona gore



isimlendirilir. Aralarindaki temel fark, IgA2’nin, mentese bolgesinin daha kisa
olmasidir. Bu fark IgA2’yi gastrointestinal ve solunum sistemi liimenindeki bakteriyel

proteazlara kars1 daha dayanikli kilar (22).

Sistemik immiin yanitta serum IgA’nin fonksiyonu tam olarak anlasgilamamuistir.
Serumdaki mIgA, komplemanin klasik yolag ile iliskisizdir. Ancak FcRa reseptorleri
ile fagositik sistemi aktive edebilir (23). Bdylece yabanci antijen ve IgA tarafindan

olusturulan immiin kompleks dolasimda fagositik sistemce temizlenir (24,25).

Liimen salgisinda baskin bulunan dimerik IgA, total IgA’nin {igte ikisinden
fazlasini olusturur (26,27). Dimerik IgA’larin ¢cogunu IgA2 izotipi olustursa da IgAl
izotipinin de dimer formu vardir. Dimer yap1 Fc kisminin terminal sabit bolgesine
baglanmis birlestirici zincirin (J, join) kovalent etkilesimi ile meydana gelir (20) (Sekil

2-2).

igAl
dimer
[ P
~S\
IgA1 — 1§

monomer

Sekil 2-2: Insan IgA1 ve IgA2 antikor yapisi

(Kirmmz1 yuvarlak: J-zincir, Yesil domain: salgisal parca)

2.3. 1gAl Glikozilasyonu

Glikozilasyon, enzimatik reaksiyonlarla sakkaritlerin proteinlere,
lipitlere veya organik molekiillere baglanmasidir. Protein glikozilasyonu, protein sentezi
sirasinda veya hemen sonrasinda meydana gelmektedir. Glikolizasyon; N-bagli ve O-
bagli olmak {izere iki farkli bigimde 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

2.3.1. N-bagh Glikozilasyon:

Oligosakkaritler, hedef proteindeki asparajin (Asn) aminoasitine 6nce 14 sekerli
bir onciil olarak eklenir. Bu dnciiliin yapist ¢ogu okaryotta 3 glukoz, 9 mannoz ve 2 N-
asetilglukozamin molekiili seklindedir. Karmagik tepkimeler dizisi ile bu dall
zincir dolikol ad1 verilen bir tasiyict molekiile eklenir ve sonra hedef protein

endoplazmik retikulum (ER) liimenine gegerken polipeptit lizerinde uygun yere aktarilir
(28).

IgAl agir zinciri, biri C2 (Asn263) domaininde digeri C3 (Asn459) domaininin
son kisminda yer alan iki tane N-glikan tasir (28,29).

2.3.2. O-bagh Glikozilasyon:

O-glikozilasyon daha ¢ok membrana bagl proteinlerde goriilsede ¢ok az sayida
serum proteinlerinde de goriilebilmektedir. Bunlar genellikle Serin (Ser) veya Treonin
(Thr) kalintilarna baglhh daha basit karbonhitratlardir (Sekil 2-3). O-bagh
glikozilasyonda proteine eklenecek seker molekiilii Uridin  5’-difosfo-N-
asetilgalaktozamin (UDP-GalNAc)’den elde edilir. N-asetilgalaktozamin Transferaz
(GaINAcT) enzimi ile proteinin Ser veya Thr kalintilarina GalNAc eklenmesi
glikolizasyonu baglatir. Bu siire¢ Golgi de meydana gelir (30,31).
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Sekil 2-3: Glikozilasyon cesitleri

IgAl, N-bagh ve O-bagli glikanlara sahip ¢ok az sayida serum proteinlerinden
biridir. IgA1’in agir zincirinin C1 ve C2 sabit domainleri arasinda mentese bolgesi
bulunur. Bu bolgede dokuz tane Ser ve Thr aminoasiti vardir. Bu aminoasitler

potansiyel O-glikozilasyon bolgeleridir. Dokuz bolgenin sadece ii¢ ile alt1 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

glikozile oldugundan her bir mIgA molekiilii en fazla 12 glikan bulundurabilir (2,32,33)
(Sekil 2-4).
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Sekil 2-4: mIgA1 molekiiliiniin glikozillenme bolgesi

O-glikanlar peptit zincirine genellikle Ser/Thr kalintilarindan oksijen atomlari ile
baglanirlar. IgA1 molekiilii icin ¢esitli glikozilasyon paternleri tanimlanmistir. Bu
glikanlar genellikle baslangic sekeri olarak GalNAc bulundurmaktadir. Ikinci seker
olarak GalNAc’a bagli galaktoz tasimaktadirlar. Son seker olarak da, GalNAc-siyalik
asit (N-asetilndraminasit, NeuNAc) ve/veya galaktoz-siyalik asit gibi bir siyalik asit
bulundurmaktadirlar. O-glikozilasyon her seferinde tek bir sekerin asamali olarak
molekiile eklenmesi ile gergeklesmektedir. insanlarda 20 farkli izotipi bulunan GalNAc-

T ailesi bu eklenmeyi Ser/Thr aminoasitlerine ilk sekeri ekleyerek basglatmaktadir (30-
33).

Normal serum IgA1 {izerindeki en ¢ok bulunan O-glikanlar, GaINAc—galaktoz
disakkaridi ve bunlarin mono-siyalize veya di-siyalize formlaridir. Fakat bunlarin

disinda anormal glikozillenme paternleri de bulunmaktadir (2,32,34) (Sekil 2-5).
2.3.3. O-glikanlarin Sentez Basamaklari
1. GalNAc-T katalizorliigiinde proteine GaINAc eklenmesi

2. Kor 1 P1,3-galaktoziltransferaz (C1GalT1;T sentaz) ve COSMC (C1GalT1’in
stabilitesini saglayan molekiiler saperon-C1GALT1C1) katalizorliigiinde GalNAc’a

galaktozun eklenmesi

3. GalNAc-galaktoz disakaritine siyalik asitin eklenmesi



Galaktoza siyalik asit ekleyen enzim, Gal 02,3-siyaliltransferaz (ST3Gal), GalNAc’a
siyalik asit ekleyen enzim ise GalNAc a2,6-siyaliltransferaz (ST6GalNAc)’ dir (32,33).

CH1
Pro
Ser
Thr*

pro | |GalNAC]
Pro
Thr*
Pro
Ser*
Pro
Ser*
Pro
Thr
Pro
Thr*
Pro
Ser
Pro
Ser
CH2

CH1

Mentese
Bolgesi

CH2

CH3

Sekil 2-5: 1gA1 glikozilasyon paternleri
IgA2 mentese bolgesi IgAl’inkine gore oldukca kisadir ve Ser/Thr kalintisi
tasimaz. Bu yiizden O-glikanlar1 yoktur (32) (Sekil 2-6).

AMentese Bdlgesi
O-Glikanlar

iga1 225 228 230 232/3 236
PVPSTPPTPSPSTPPTPSPSC
IgAZ2
PVP - ------=-==========- PPPPC

Sekil 2-6: IgA1 ve IgA2 molekiillerinin aminoasit dizisinin karsilastirilmasi
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2.4. 1gA Nefropati Patogenezi
IgAN’nin, otoimmiin bir hastalik oldugunu gosteren birgok ¢alisma vardir. [gAN
patogenezini agiklamak ig¢in 'Cok tesirli vurus' hipotezi ileri siirilmiistiir (2,32,35,36)

(Sekil 2-7).

IgsAN Patogenezi |
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Sekil 2-7: IgAN Patogenetik Modeli

2.4.1. |. Vurus: Galaktozillenmesi Yetersiz IgA1(GdIgAl) Olusumu

IgAN’nin karakteristik molekiilii GdIgA1, B hiicreleri tarafindan iiretilmektedir
(37). IgAl mentese bolgesinin O-glikozilasyonu golgi aygitinda GalNAcT enzimi
tarafindan Ser/Thr aminoasitlerine GalNAc’in eklenmesi ile baslamaktadir. Ikinci
asamada saglikli bireylerde GalNAc kalintilarina C1GalT1 enzimi galaktoz molekiiliinii
eklerken, IgAN hastalarinda, galaktoz molekiilinden once ST6GalNAc enzimi
tarafindan siyalik asit eklenmektedir (Sekil 2-8, kirmizi ok). GalNAc kalintilarina
galaktozdan Once siyalik asit eklenmesi galaktoz eklenmesini engeller ve bdylece

galaktozillenmesi yetersiz glikanlarin olusmasina neden olur (32).

IgAN hastalarinda C1GalT1 ve COSMC (C1GALT1C1) aktivitesinin azaldigi,
ST6GalNac-11 aktivitesinin ise arttig1 gosterilmistir. Bu durum artan GdIgA1 diizeyinin
artis1 ile iliskilendirilmistir (37-40). Interldkin (IL)-6 ve IL-4 gibi sitokinler GdIigA1l
iiretiminden sorumlu enzimlerin ekspresyonunu degistirebilmektedir. I[gAN hastalarinin
hiicreleri IL-6 ile stimiile edildiginde, siyalik asiti ekleyen ST6GalNAc aktivitesinin
arttig1 goriiliirken galaktozu ekleyen C1GalT1 aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir. IL-4
sitokininin ise sadece C1GalTl aktivitesini azaltti§1 bildirilmistir (41). Spesifik
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glikoziltransferazlarin ~ gen  ekspresyonlarmi  microRNA  (miRNA)’lar  da

diizenleyebilmektedir (42).

ri Galaktozillenmesi vetersiz

r O-glikanlar .
GalMac-Ts STEGalMAc-1
J GalNAcTs ) STEGalNACH @ J 1
it~ T I S/T SIT ST S/
C1GalT1 Tn Antijen 5Tn Antijen
+ Cosmac
A
ST3Gal ‘_L] STEGalMMAc-1I Galalotozillenmis O-glilcanlar
r =
ﬁ / ST \ £y Qﬂ 1.3
ST
S5/T 55T .
\. / T Antijen
- T
STEGalMACc-II g ST3Gal - &2‘3 ::?::
C -l r
= e O e
ST ST ST

1 MN-asetilgalalktozamin
= Galalitoz

* Sivalik asit
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Sekil 2-8: IgA1 mentese bolgesinin O-glikozillenme yolaklar:

Galaktozillenmesi yetersiz O-glikanlar;

Tn antijeni; Terminal uglarinda sadece GalNac tasiyan (GalNAcol-O-Ser/Thr) O-
glikanlardir.

STn antijeni; Tn antijenine siyalik asit eklenmesiyle olusan O-glikanlardir.

Tn ve STn antijenleri saglikli hiicrelerin yiizeyinde bulunmayip genellikle kanser

hiicrelerinde bulunmaktadirlar (32).
Galaktozillenmesi normal O-glikanlar;

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

glikandir.
ST antijeni: T antijenine siyalik asit eklenmis O-glikandir.
T ve ST antijenleri saglikli hiicrelerin ylizeyinde bulunmaktadir (32).
2.4.2. 11. Vurus: Anti-GdIgA1 Otoantikorlarimin Uretilmesi
IgAN hastalarinda GdIgA’e kars1 gelisen otoantikorlarin biiyiik bir boliimii IgG

izotipidir. Otoantikorlar, IgA1’in agir zincirin terminal GalNAc kalintilarini

tanimaktadirlar (38, 43). Yapilari, IgAN hastalarindan elde edilen klonlanmis hiicre
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hatlar1 ile yapilan calismalarla ortaya c¢ikarilmistir. Bu otoantikorlarin agir ve hafif
zincirlerindeki antijen baglama boélgelerine ait dizilerinin belirlenmesi, agir zincirlerin
cok degisken bolgesinin (CDR3; Complementarity Determining Region) yapisi
hakkinda ayrintili bilgi edinmemizi saglamistir. Bu analizler, saglikli bireylerde
antikorun CDR3 bdlgesi ii¢lincli pozisyonunda alanin amino asiti oldugunu gosterirken
IgAN hastalarinda antikorun ayni pozisyonda Ser amino asiti oldugunu gostermistir (38,
44). Ayrica IgAN hastalarinda CDR3 bolgesinin saglikli kontrollere gére daha uzun
olabilecegi bildirilmistir. Bu bulgular, CDR3’iin GdIgA1’e baglanma noktasinda Ser
kalintilarinin bulundugunu gostermistir. IgAN hastalarinda IgG otoantikorlarinin CDR3
bolgesi tiglincli pozisyonda Ser aminoasitinin bulunmasinin VH gen somatik

mutasyonlarindan kaynaklandigin1 gésteren bir ¢caligma bulunmaktadir (45).

IgAN patogenezinde IgG tipi otoantikorlarin ©nemi bilinirken IgAl tipi

otoantikorlarin rolii ve dnemi anlagilamamustir (46,47).

2.4.3. 11l. Vurus: Immiin Tammma Sonucu Nefritojenik Immiin Komplekslerin
Olusumu

IgG ve/veya IgAl otoantikorlart GdIgAl’e baglanarak immiin kompleksleri
olusturmaktadirlar. Bu otoantikorlarin yapisi, IgAN hastalarindan klonlanmis hiicre
hatlar1 ile yapilan c¢aligmalarla ortaya ¢ikarilmistir (38). Bu komplekslerin biyolojik
aktiviteleri, kompleksin biyiikligii ve bilesimine bagl olarak degisebilmektedir
(4,38,48).

GdIgA1 molekiilleri polimerlesme egilimindedir. IgG tipi otoantikorlar (anti-
glikan antikorlar1) polimerik GdIgA1’lerin mentese bdlgesine veya agir zincirindeki
GalNAc kalintilarina baglanarak immiin kompeksleri olusturmaktadir (38,46).
Glintimiizde IgAN hastalarinin dolagiminda immiin komplekslerin (GdIgAl+ anti-
glikan antikorlar1) bulundugu kabul edilmektedir (49,50). IgAN hayvan modeli ile
yapilan bir ¢alisma, immiin kompleks olusumu ve glomerular GdIgAl birikiminde
IgA1’in glikozilasyon derecesi ve mentese bolgesinin kompozisyonunun onemli

oldugunu gostermistir (51).

Serumda artmis GdIgA1 seviyesi IgAN hastalarinin yan1 sira Henoch-Schonlein
Purpurasi (HSP) olan hastalarda da gosterilmistir (52). Bu durum immiin komplekslerin
glomerular birikiminin HSP ve IgAN ortak etyopatogenezi oldugu diisiincesine yol
agmustir (53,54).
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2.4.4. IV. Vurus: Glomerular Hasar

Normal bir glomerulusun podositlerinde hasar olmadig: siirece proteiniiri olmaz.
IgAN’de ise, glomerular mezanjiumda polimerik GdIgA1 igeren immiin komplekslerin
birikmesi sonucu podosit hasar1 meydana gelir ve proteiniiri gelisir (55,56). Immiin
komplekslerin mezanjiyumda birikmesi, mezanjiyal hiicrelerin aktivasyonuna neden
olarak hiicre ¢ogalmasini tetikler ve tiimor nekrozis faktorii (TNF), transforme edici
biiyiime faktori-p (TGFP), IL-6 ile anjiyotensin 1l (Ang 1) gibi pro-enflamatuar ve
profibrotik mediatorlerin salinmasina neden olur. In vitro ¢aligmalarda, mezanjiyal
hiicrelerden salinan bu sitokinlerin, glomerular filtrasyon membraninin hasarina neden

olarak proteiniiri ve hematiiriye neden oldugu gosterilmistir (57,58).

Immiin komplekslerin birikimi, yalnizca mezenjiyal hiicrelerde olup diger
yapilarda (6rnegin; podosit veya tubiil epitel hiicrelerinde) olmamaktadir. GdIgAl'in
mezanjiyal hiicrelere baglanmasindan sonra bu hiicreler tarafindan salgilanan TNF,
podositleri uyararak TNF sentezlemesine neden olur. Podositlerden salinan TNF ise
otokrin etkiyle daha fazla TNF salinimina neden olmaktadir. TNF etkisi ayn1 zamanda,
podosit yiizeyindeki TNF reseptor 1 ve 2’nin (TNFR1 ve TNFR2) ekspresyonunu
artirmaktadir. TNFR1 reseptorlerine baglanan TNF ise, B-hiicre lenfoma (BCL)-2
seviyesinin diismesine ve BCL-2 iligkili X proteini (BAX) seviyesinin de artmasina
neden olarak apoptozu dogrudan tetikleyebilmektedir. TNF etkisi ayrica IL-6 sentezini
artirmaktadir. IL-6, tubuler anjiyotensin II reseptdr tip 1 (AGTR1) ve Ang II
ekspresyonunu artirmaktadir. Ang II ve AGTRI'in etkilesimi, protein kinaz C ve
mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) yolaklarin1 aktive ederek tubulointerstisyel
alanda inflamasyon olusumuna neden olmaktadir. AGTR2'nin aktivasyonu da, MAPK
yolunu baskilayarak apoptoz gelisimini artirmaktadir. Mezenjiyal hiicrelerden
salgilanan aldosteron, Ang II ile sinerjik hareket ederek bobrek tubul epitel hiicrelerinde
apoptoza neden olmaktadir. TNF’in TNFR2'ye baglanmasi, pro-inflamatuar hiicresel
yanit1 tetiklemektedir (56-58) (Sekil 2-9). Podosit ve tiibiiler epitel hiicrelerinde artan
apoptoz proteiniiriye neden olmaktadir. Bu siireg, ¢esitli ¢cevresel ve genetik faktorler

tarafindan da diizenlenmektedir (16,59).
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Sekil 2-9: IgAN’nde glomerular hasar, podosit disfonksiyonu ve tubulointerstisyel hasara
neden olan yolaklar

Bazi hastalarda belirgin interstisyel skar olusumu olmaksizin mezanjiyal matris
ile hiicre sayisinda minimal artis goriiliir. Bazilarinda ise glomeruloskleroz ve/veya
tubulointerstisyel fibrozis ile karakterize daha kalict hasar meydana gelir ve bu
hastalarda SDBY gelismektedir (60).

IgAN hastalarindaki glomeruloskleroz, podositopeninin yani sira podokaliksin
ve dendrin (glomeruler slit diyafram bileseni) gibi podosit bilesenlerindeki degisim ile
iliskilendirilmistir.  Podokaliksin, podositler ve endotel hiicreleri tarafindan
glomerulogenez sirasinda sentezlenir. Negatif yiikli podokaliksin, bitisik ayaksi
uzantilar1 birbirinden ayirir ve Bowman araligi i¢ine plazma filtratinin gegisi igin slit
diyaframin a¢ik kalmasimi saglar. Podosit hasari, podositlerin glomerular bazal
membrandan ayrilmasi, apoptoz, nekroz ve kusurlu otofaji gibi siirecleri kapsar (Sekil

2-10) (61-63).

Kompleman aktivasyonunun, inflamasyon ve glomerular hasar1 arttirdigi
diisiiniilmektedir. Immiin kompleks ve mezanjiyal GdIgA1l birikimi, hem alternatif
kompleman yolagini hem de mannoz baglayici lektin yolagimi aktive edebilir.
Komplemanmn aktive olabilmesi IgAl’in glikozilasyon derecesine ve IgA

komplekslerinin molekiil agirliklarina (dimerik IgA, pIgA ve IgA-immiin komleksi)



15

baghidir. Ayrica glomerular endokapiller duvarinda IgA, IgG antikorlar1 ile kompleman

3 birikimi podosit hasarini tetikleyebilmektedir (64).
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Sekil 2-10: IgAN’de glomerulus yapisi

2.5. IgA Nefropati Tamisi

IgA Nefropatisinin tanisi giiniimiizde bobrek biyopsisinin histopatolojik olarak
incelenmesi ile konulmaktadir. 2009 yilinda Bilesik Kralligin Oxford sehrinde 11
tilkedeki 15 merkezin uzmanlari ile ortak bir konsensus raporu olusturulmustur. Bu
raporda hem klinisyenler hem de patologlar i¢in hastanin prognozuna etki eden

histopatolojik veriler hakkinda ortak bir dil olusturulmasi amaglanmistir (65,66)

Bu smiflama ile mezanjiyal hiperseliilarite (M), endokapiller hiperseliilarite (E),
segmental glomeruloskleroz (S) ve tubuler atrofi/interstisyel fibrozis (T) olmak iizere
dort degiskenin birbirinden bagimsiz olarak hastalik progresyonunun ongiiriilmesinde
prognostik degeri oldugu gosterilmis, bu kriterlerin hepsinin bas harfleri birlestirilerek
‘MEST”’ kriterleri olusturulmustur. Bu kriterlerin etnik koken ve yastan bagimsiz olarak
prognostik 6neminin oldugu belirlenmistir (67). Daha Oncesinde yapilmis ve
Avrupadaki ¢cok merkezli IgA kohortunu iceren VALIGA ¢aligsmasi ile MEST skorunun
korelasyon gosterdigi saptanmistir. MEST skoru degerlendirmesi asagida belirtilen

kriterlere uygun olarak yapilmaktadir (68).
M skoru

Mezanjiyal hiperseliilarite gdsteren glomeruller <% 50 ise 0
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Mezanjiyal hiperseliilarite gdsteren glomeruller >% 50 ise 1

E skoru

Endokapiller hiperseliilarite yok ise 0

Endokapiller hiperseliilarite var ise 1

S skoru

Segmental glomeruloskleroz yok ise O

Segmental glomeruloskleroz var ise 1

T skoru

Tubuler atrofi/interstisyel fibrozis korteksin <% 25’inde var veya hi¢ 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. Immiinohistoloji

Orijinal Oxford Siniflamasinda immiinohistolojik bulgular analiz edilmemistir.
IgAN'daki glomerular birikimler tipik olarak mezanjiyal dagilim gosterir. Ancak
hastalarin ticte birinde subendotelyal kapiller duvarda IgA birikimlerinin oldugu, daha
az sayida hastada da glomerular IgG birikimlerinin oldugu gosterilmistir (69).
Subendotelyal kapiller duvarlarinda IgA ve glomeruler IgG'nin varli§i mezanjiyal ve
endokapiller hiperseliilarite ile uyum gostermektedir. Genel olarak MEST kriterleri,
IgAN’de prognostik belirtegtir. Ancak Oxford Siniflamasinda bulunmamasina ragmen
immiinohistolojik bulgularin da biyopsi raporunda (IgG ve IgA birikimlerinin varlig1 ve

dagiliminin) belirtilmesi 6nerilmektedir (70).

2.5.2. Glomerular Kresent

Oxford siiflamasinda yer almayan bir diger bulgu da glomerular kresentlerdir.
Oxford simiflamasindaki hasta grubunda yeterli kresent sayisi olmamasi nedeniyle
siniflamaya dahil edilmemis, ancak daha sonraki yazilarda kresent varliginin prognoza
etki eden Onemli bir histopatolojik bulgu oldugu gosterilmistir Tek degiskenli
analizlerin yapildig1 bir¢cok calisma, kresentlerin klinik sonuglarla iliskili oldugunu
belirlerken, ¢ok degiskenli analizler kresentlerin prognostik 6neminin de oldugunu

gosterilmistir (71).
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2.6. COSMC

Glikoproteinlerin  yapisinda bulunan  O-glikanlarin ~ sentezinde  birgok
glikoziltransferaz enzimi gorev almaktadir. C1GalT1 enzimi, tiim dokularda bulunan T
antijenlerinin (O-glikanlarin Onciisii) sentezlenmesinde anahtar rol oynamaktadir.
C1GalT1, endoplazmik retikulumda sentezlenir ve golgi aygitinda O-glikanlarin
sentezine katilir. C1GalT1 enzimlerinin ekspresyonu igin COSMC (C1GalT1C1)
gereklidir. COSMC, endoplazmik reticulum (ER)’da bulunan molekiiler bir saperondur
(72).

COSMC yeni sentez edilmis C1GalT1 ile etkilesime gegerek, bu enzimin
kiimelesmesini ve bunu izleyen proteozomal parcalanmay1 engelleyerek, bu molekiiliin
aktif formunun olusmasini saglar. Bu nedenle C1GalT1 sentezi icin COSMC'in es

zamanl biyosentezi gereklidir (73-77).

COSMC, ER’de yeni sentezlenmis C1GalT1’in N-terminal bdlgesinde bulunan
hidrofobik bolgeye (CBRT) direkt olarak baglanir (78,79). Bu baglanma, C1GalT1’in

katlanmasini arttirarak fonksiyonel yapisini kazanmasini saglar (80).

COSMC ile C1GalT1’in hidrofobik bdlgesinin etkilesimi heterokompleks bir
yap1 olusturur. Bu kompleks C1GalT1 peptidinin dogru katlanmasini saglar. C1GalT1
fonksiyonel yapisini kazaninca COSMC kompleksten ayrilir. Serbest kalan hidrofobik
dizi proteinin ic¢ine dogru gomiilebilir veya C1GalT1’in homodimerizasyonuna
yardimct olabilir. Bu da, dimerik C1GalT1 arasinda homodimerik hidrofobik arayiiz
olusturur. Katlanmasi tamamlanan ve aktif forma gecen C1GalTl daha sonra O-
glikozilasyona katilmak iizere golgi aparatina gonderilir. Bununla birlikte, fonksiyonel
COSMC'den yoksun hiicrelerde, yeni sentezlenen C1GalT1, Big (Baglayic1 protein:
endoplazmik retikulumda bulunan ve 78-kDa glikozla diizenlenmis protein olarak da
bilinen biiyiik saperon) gibi diger molekiiler saperonlara baglanir ve yanlis katlanmalar
yapar (81). Yanlis katlanmis C1GalT1l, ER’den sitoplazmaya tasinir, daha sonra
ubikuitinlenir ve 26S proteazom ile pargalanir (73) (Sekil 2-11).
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C1GalT1 geni, 7p14-p13 kromozomu iizerinde 1794 baz cift (bg)’lik li¢ eksonlu
bir gendir ve 363 amino asitten olusan bir proteini kodlar (82,83). COSMC geni ise
Xqg23 kromozomu iizerinde 1471 bg’lik tek eksonlu bir gendir ve 318 amino asitten
olusan bir proteini kodlar (72). Farelerde C1GalT1 ve COSMC genlerinin delesyonunun
embriyojenik oOliime yol agtigr gosterilmistir ve bu durum oOzellikle defektif
anjiyogeneze bagli kanamayla iliskilendirilmistir (84,85). COSMC ve C1GalT21’in ikisi
de her zaman hazir ve koordineli sekilde insanlarin tiim dokularinda eksprese edilir
(72).  Normal fizyolojik durumlarda, fonksiyonel COSMC ve Cl1GalTl, Tn

antijenlerinin kor 1 yapisina (T antijeni) donligmesini saglar.

Birgok c¢alisma, insan tiimor hiicrelerinde Tn ve sTn antijenlerinin
ekspresyonunun, disfonksiyonel COSMC ile iliskili oldugunu bildirmistir (Sekil 2-12)
(86,87). Tn antijeninin asirt ekspresyonu, Tn sendromu, IgA nefropatisi ve insan
timorleri dahil baz1 hastaliklarda gézlemlenmistir (88-90). Tn sendromlu hastalarda ve
timdr hiicre serilerinde COSMC’in agik okuma g¢ergevesine sebep olabilen somatik
mutasyonlar1 goriilmiistiir (87,91-93). Insan servikal kanseri ve melanom hiicrelerinde
COSMC gen delesyonu ya da heterozigosite kaybi bildirilmistir (87). Ilging olarak,
Thurnher ve ark’lar1 (94) ve Felner ve ark’lar1 (95) Tn Sendromlu hastalarin Tn-pozitif
T hiicrelerinde 5-azasitidin ya da sodyum n-butirat tedavisi sonrasi C1GalTl
aktivitesinin  geri  dondiigliinii gostermisler ve Tn sendromunda ClGalTl

baskilanmasinin arkasindaki mekanizmanin metilasyon oldugunu iddia etmislerdir. O
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donemde insan COSMC ve C1GalT1 genleri heniiz klonlanmamis oldugundan, onlar
icin bu kritik genlerin metilasyon durumunu test etmek miimkiin olmamaistir (89). Son
yillarda yapilan c¢aligmalarda COSMC ekspresyonunun regiilasyonu tam olarak
aciklanamamis olmakla birlikte COSMC geninin promoter bdlgesinin hipermetilasyonu
ile genin epigenetik olarak susturuldugu ve boylece COSMC ekspresyonunun azaldigi
diisiiniilmektedir (96). Bunun sonucunda aktif olmayan bir C1GalTl olustugu ve
boylece O-glikanlar1 olmayan Tn ve sTn antijenlerinin ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir
(82).

Fonlksivonel T-sentaz ve normal ; Disfonksiyonel Cosme, Tn/S5Tn
D—glik;n sentezi i antijenlerinin sentezlenmesine
. Lneden olur

Tn ST
) o
: il
T i il
slikoprotein - SIT w— ST E‘T—S” =

plazma membram

Sekil 2-12: COSMC ve O-glikan sentezi

2.7. Gen Ekspresyonunun Regiilasyonu

Gen ekspresyonu, Ribo Niikleik Asit (RNA) polimeraz ve Transkripsiyon
Faktorlerinin (TF) baglanabildigi agik kromatin yapisindaki promoterlere sahip genlerde
gerceklesir. Promoter; gen transkripsiyonunu baglatmasi i¢in 5’ uca RNA polimerazin
baglandig1 spesifik Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) dizisini ifade eder. ilk kez
Escherichia coli genomundan izole edilmistir. Genellikle genin baslangi¢c noktasimnin
yukart yoniinde yer alsa da asagi yonde ya da gen iginde yer alan promoterler
tanimlanmistir. RNA polimeraz, promoter bdlgesinde yer alan bazi dizilere (-80 CAAT
ve -30 TATA) kars1 yiiksek afinite gosterir. RNA polimerazin promoterii taniyip
DNA’ya baglanmasi, transkripsiyonun uygun yerden (+1; bagslangic noktasi)
baslamasini saglar. Transkripsiyonun baglayabilmesi i¢in, TF’lerinin genin promoter

bolgesindeki CG (C: Sitozin, G: Guanin)’den zengin dizilere baglanmas: gerekir. Insan
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genomunda yaklasik olarak 28 milyon CG dizisi bulunmaktadir. Bu dizilerin %10’dan
azi, CpG adaciklar1 olarak adlandirilan 500 bg¢’den biiyiik ve CG igeriginin %55’den
fazla oldugu bolgelerde bulunmaktadir. "p", C ve G’nin bir fosfodiester bag ile
baglandigini gosterir. Evrimsel siirecte korunmus olan CpG adaciklari, genellikle

genlerin promoter bolgelerinde yerlesim gostermektedir (97-100).

Kromatin yapisi, yapisal ve kimyasal birtakim degisimlere ugrayarak gen
ifadelerini etkilemektedir. Kromatin yapisi sikilasip yogunlastiginda (heterokromatin)
genler inaktif (sessiz) olur, kromatin yapisi gevseyerek acildiginda (6kromatin) ise
genler aktif olarak ifade edilir. Kromatin yapisindaki bu degisiklikler epigenetik
mekanizmalar ile diizenlenir (101). Kromatin yapisi, DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlart gibi temel epigenetik mekanizmalar tarafindan kontrol edilmektedir

(102).

2.8. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik terimi ilk olarak 1950°1i yillarda Conrad Waddington tarafindan
onerilmistir (103). Waddington, bu terimi "fenotipi meydana getiren genler ve onlarin
uriinleri arasindaki nedensel etkilesimler" olarak tanimlamistir.  Epigenetik, "gen
ekspresyonundaki kalitsal degisikliklerin primer DNA dizisinden bagimsiz olarak
incelenmesi" olarak kabul edilir. Epigenetik diizenleme, DNA’nin niikleotid yapisinda
degisiklige yol agmadan mitoz ve/veya mayoz boliinmeyle aktarilabilen, genlerin ne
zaman, nerede ve ne kadar aktif olacagini belirlemektedir. Epigenetik modifikasyonlar

cevresel faktorlerden etkilenirler (104).

Epigenetik mekanizmalarin birbiriyle uyum i¢inde etkilesmesi ve diizenlenmesi,
normal bir embriyonik gelisim icin ¢ok 6nemlidir. Bu siirecte, ayn1 genetik diziye sahip
hiicreler, farkli ekspresyon profilleri sergileyerek degisik fenotipler gosterirler. Bir
organizmada tek bir atasal hiicreden ¢ok farkl1 hiicre tipinin olugmasi, genlerin farkl yer
ve zamanlarda eksprese olmalarindan kaynaklanmaktadir. Epigenetik mekanizmalar,
belirli genlerin eksprese olmasimi saglarken belirli genlerin  ekspresyonunu
baskilamaktadir (100). Bu mekanizmalarin herhangi birindeki bir hata ya da
diizensizlik, genlerin ifadesinin asir1 artmasina veya baskilanmasina neden olmaktadir

(101).

Epigenetik degisiklikler, genetik modifikasyonlardan farkli olarak geri
doniistimlii bir olaydir (106). DNA ve kromatinde meydana gelen modifikasyonlar,



21

transkripsiyonu aktive eden veya baskilayan molekiillerin aktivitelerini diizenle-
mektedir. Kromatinin yapi, islev ve gen ekspresyon paternini belirleyen epigenetik
mekanizmalar tanimlanmistir. Transkripsiyon sonrasi histon modifikasyonlari, histon
varyantlari, kromatin yeniden sekillendirme kompleksleri, kodlamayan RNA ve DNA

metilasyonu gibi ¢esitli molekiiler mekanizmalar1 kapsamaktadir (97,104,105).

2.8.1. Kovalent Histon Modifikasyonlari

Vincent Allfrey 1960'l1 yillarin basinda histonlarin postranslasyonel olarak
degistirildigini  bildirdi  (107). Glinlimiizde histonlarin  ¢ok sayida farkli
posttranslasyonel modifikasyonlar1 (PTM) oldugu bilinmektedir. Histon proteinlerinin
bazik amino-terminal uglar1 niikkleozomdan digar1 dogru kuyruk seklinde ¢ikint1 yaparak
komsu niikleozomlarla temas eder. Histon proteinlerinin kuyruk modifikasyonu
niikleozomlar aras1 temasi etkiler ve genel kromatin yapisin1 degistirebilir. Bu
modifikasyonlar sadece kromatin yapisini diizenlemez, ayni zamanda niikleozomlari
yeniden konumlandirmak i¢in Adenozin Trifosfat (ATP)'in hidrolizinden elde edilen

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

Histon modifikasyonlar1 transkripsiyonu etkileyebilecegi gibi  onarim,

replikasyon ve rekombinasyon gibi diger siiregleri de etkileyebilmektedir (105).

Histonlarin N-terminal wuglarinda olusan kovalent PTM’ler, epigenetik
mekanizmalar ile diizenlenmektedir. Bu mekanizmalarin baglicalari
asetilasyon/deasetilasyon, fosforilasyon, ubikuitinasyon/sumolasyon, B-N-
asetilglukozamin eklenmesi, Adenozin difosfat (ADP)-ribozilasyonu ve metilasyondur
(105).

2.8.1.1. Histon Asetilasyonu ve Deasetilasyonu;

Allfrey ve ark. (107) 1964 yilinda histon asetilasyonunu tanimlamistir.
Histonlarin lizin (K) aminoasitlerinde meydana gelen asetilasyonun, histon
asetiltransferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzim ailelerinin zit hareketleri
sayesinde oldukc¢a dinamik olarak diizenlendigi gdsterilmistir. Bu enzimler arasinda
bircok transkripsiyon diizenleyicileri ile etkilesime girebilen CBP (CREB (CAMP
duyarl eleman baglama proteini) binding protein-CREBBP) ve p300 (adenovirus E1A-
iligskilendirilmis 300-kD protein) en 6nemlileridir (109).
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Histon asetiltransferazlar, asetil CoA'y1 kofaktor olarak kullanarak bir asetil
grubunu lizin yan zincirlerinin g-amino grubuna transfer eder. Histon proteinlerinin
amino ucundaki lizin kalintilarinin asetilasyonu, pozitif yiikleri kaldirarak histon ve
DNA arasindaki afiniteyi azaltir, kromatin yapisinin agilmasina neden olur. Ayni
sekilde deasetilasyon histon ve DNA arasindaki afiniteyi artiracagi i¢in kromatinin daha
sik1 paketlenmesini saglayarak kapali kromatin olusumuna neden olmaktadir. Histon
asetilasyonu, RNA polimeraz ve TF’lerinin promoter bolgeye daha kolay ulasmasini
saglar. Bu nedenle cogu durumda, histon asetillenmesi transkripsiyonu arttirirken,

histon deasetilasyonu transkripsiyonunun azalmasina neden olur (Sekil 2-13) (110).
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Sekil 2-13: Histon asetilasyonu/deasetilasyonu

Asetilasyonunun goriildiigii histon ve aminoasitler,
H2A histonunda, lizin 5 (H2AK5AC) ve lizin 9 (H2AKpAc) (Ac: Asetilasyon)

H2B histonunda lizin 5 (H2BK5AC), lizin 12 (H2AK12Ac), lizin 20 (H2AK20ACc), 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 (H4K8ACc), lizin 12
(H4K12Ac), lizin 16 (H4K16Ac), lizin 20 (H4K20Ac)

Son yillarda yapilan calismalarda, HAT ve HDAC enzimlerinin histonlar
lizerine etkisi arastirllmistir. Ancak son ¢alismalar, histon modifiye edici enzimlerin

non-histon proteinler iizerinde de etkili oldugunu gostermistir (111,112).
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2.8.1.2. Fosforilasyon:

Fosforilasyon sadece histon H3’{in amino terminal histon kuyruklarinda bulunan
Ser, Thr ve tirozin kalintilarinda gergeklesir. Kinazlar ve fosfatazlar tarafindan kontrol
edilir (113). H3’tn 10. pozisyonundaki Serin’in fosforillenmesi, kromozom

kondensasyonunun baslatilmasi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (114,115).

2.8.1.3. Ubikuitinasyon ve Sumolasyon:

Ubikuitin, E1-aktive edici, E2-konjlige edici ve E3-baglayict enzim olmak {izere
tic enzimin sirali etkisi ile histon lizinine baglanan 76 aminoasitlik bir polipeptittir
(116). Histon ubikuitinasyonunun gergeklestigi iki bolge (H2A ve H2B) belirlenmistir.
H2AK119ubl gen sessizlestirmesinde, H2BK123ubl transkripsiyonun baslama ve
uzamasinda onemli bir rol oynamaktadir (117-119). Sumolasyonda, kii¢iik ubikuitin
benzeri modifiye bir molekiil (SUMO) rol alir. Bu molekiil histon lizin rezidiilerine

kovalent olarak baglanir ve azalan gen ifadesi ile iliskilendirilmistir (120).

2.8.1.4. Adenozin Difostat (ADP) Ribozilasyonu;

Histonlarin, glutamat ve arginin kalintilar1 iizerinde ribozilatlanmis mono- ve
poli-ADP oldugu bilinmekle birlikte, bu modifikasyonun islevi heniiz tam olarak
bilinmemektedir (121). Negatif yiiklii poli-ADP-riboz zincirinin, DNA ile histonlar
arasindaki etkilesimi azaltarak, kromatinde bolgesel acilmalara neden oldugu

diisiiniilmektedir (122).

2.8.1.5. B -N-asetilglukozamin

Bir¢ok non-histon proteinlerin Ser ve Thr yan zincirleri, 3-N-asetilglukozamin
(O-GlcNACc) seker rezidiileri ile modifiye edildigi, ayrica H2A, H2B ve H4 histonlarinin
O-GIcNAc tarafindan modifiye edildigi gosterilmis olmakla birlikte islevi hakkinda
heniiz net bir bilgi bulunmamaktadir (123).

2.8.1.6. Histon Metilasyon:

Histonlarda K ve Arjininin (R) aminoasitlerinin azot atomlarinda post-
translasyonel olarak gergeklesen kovalent bir modifikasyondur. Histon metiltransferaz
(HMT) ve Histon demetilaz (HDM) enzimleri aktiftir. Histon metilasyonu, olustugu
bolgelere bagli olarak transkripsiyonunun baskilanmasi veya aktivasyonuna neden
olabilir. HMT, kromatin bagimli transkripsiyonun baskilanmasi veya aktivasyonu

yoluyla DNA metilasyonunu kontrol eder veya diizenler. RNA polimeraz II, genin
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promoter bolgesine baglanir, ancak histon c¢ekirdegi {izerinde spesifik metilasyon
isaretleri olmadan transkripsiyonu ilerletemez. Bir promoter bolgedeki, histon H3 lizin
4 metilasyonu (H3K4me), H3K36me veya H3K79me isaretleri tasiyorsa, promoter agik
okuma ¢ergevesine sahip demektir ve bu RNA transkripsiyonu baslatilabilir (Sekil 2-14)
(124).

g &

K79 )

Sekil 2-14: Histon metilasyonu

Bir promoter, H3K9me3, H3K14me3, H3K23me, H3K27me3, H3R2me,
H3R17me, H3R26me, H4R3me isaretleri tasiyorsa promoter agik okuma cergevesine
sahip degildir dolayisiyla da genin ifadesi susturulmustur. Histon kuyruklarinda
metilasyonun meydana geldigi pozisyon ve miktari (mono-, di-, tri-) ¢ok 6nemlidir ve
genin ifadesini dogrudan etkiler (125). Heterokromatin protein 1 (HP1), H3K9me3'i
tanir ve susturma sinyalinin yayilmasina yardimci olan HMT, DNA metil transferazlar
(DNMT) ve metil sitozinine baglanan proteinleri (MBD) ile etkilesir. Bu etkilesim
heterokramatin yapiy: ilerleterek transkripsiyonu baskilar (Sekil 2-15) (126).

Sekil 2-15: Epigenetik regiilasyon
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Lizin metilasyonu; transkripsiyon aktivasyonu boyunca niikleozom
degisikliklerini saglayan niikleozom yeniden sekillendirme kompleksi [SWI/SNF-(The
mating-type switching /Sucrose Non Fermenting)]’nin aktivasyonuna da neden olur
(127).

Histonlarin N-terminal uglarinda meydana gelen yaygin kovalent PTM’ler ve

pozisyonlart Sekil 2-16’da gosterilmektedir (128).
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Sekil 2-16: Histonlarda yaygin olarak meydana gelen modifikasyonlar
2.8.2. Kovalent Olmayan Mekanizmalar

2.8.2.1. Niikleozom Yeniden Sekillendirme

Niikleozom yeniden sekillendirme kompleksleri, DNA ve histon arasindaki
etkilesimi degistirerek TF’lerinin DNA diizenleyici elemanlarina baglanmasini
saglamaktadirlar. Bu komplekslerin SWI/SNF ailesi, ilk olarak maya genlerindeki
mutasyon c¢alismalarinda kesfedildi. Insanda SWI/SNF analoglari, BRG (Brahma
iligkili gen)-1 iliskili faktor (BAF) ve PBAF (Polybromo, BRGI1-associated factor)
bilesikleridir. RSC (Remodelling the Structure of Chromatin) ailesi SWI/SNF ile
iligkili diger bir kromatin degistirici kompleksdir. Her aile 06zel altbirim
kompozisyonuna sahiptir ve ayri bir ATPaz icermektedir (129). Kromatin yeniden
sekillendirme kompleksleri, DNA'y1 niikleozomun etrafina kaydirmak i¢in ATP hidroliz
enerjisini kullanirlar. Bunlar niikleozomlarin yapisini ve diizenlenmesini histonlart
uzaklastirmadan veya kovalent olarak modifiye etmeden degistiren protein

kompleksleridir (127).
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Niikleozom yeniden bi¢imlendirme komplekslerinin iki farkli etki mekanizmasi

vardir (101).

1. Histon oktomerlerinin DNA molekiilleri {lizerinde kaymasimi katalizleyerek
niikleozomlarin yer degistirmesini saglar. Boylece TF’leri spesifik dizilerine
ulagabilir ve baglanabilir.

2. Niikleozom konfirmasyonunun degisimine neden olarak, spesifik DNA

dizilerinin transkripsiyon diizenleyen proteinleri ile etkilesimini saglayabilir.

Niikleozom yeniden bigimlendirme kompleksleri, transkripsiyonu aktive edici ya
da baskilayic1 molekiiller ile birlikte DNA’ya baglanip niikleozom diizenini degistirerek
transkripsiyonu uyarabilir veya engelleyebilir (101).

2.8.2.2. Histon Varyantlari:

Son yillarda histon varyantlarinin, Okaryotik yasamda epigenetik
mekanizmalarda rol alan ana faktorlerden biri oldugu belirlenmistir. Bilinen standart
histon genleri, genomda kiimeler halinde bulunur ve replikasyona bagimli bir sekilde
ifade edilir. Histon varyant genleri, alel igermez ve genellikle intron igerir.
Replikasyondan bagimsiz olarak hiicre dongiisii boyunca ihtiya¢ duyulduk¢a eksprese
olabilmektedir. Protein seviyesinde kanonik ve varyant histonlar arasindaki farklar,
birka¢ aminoasitten biiylik non-histon alanlarin eklenmesine kadar uzanir. Boylece
niikleozom yapisi, stabilitesi ve PTM'lerin meydana gelmesi ile farkli etkilesimlerin
olusmasina izin verilmektedir (130). Bu farkliliklar nedeniyle histon varyantlari
transkripsiyon regiilasyonu, hiicre dongiisii kontrolii, kromozom stabilitesi ve DNA
tamiri gibi birgok DNA bazli hiicresel siirece katkida bulunmaktadir (131). Simdiye
kadar en iyi karakterize edilmis insan/memeli varyantlar1 H3.3, sentromerik CENP-A ve
makro H2A ile H2A.Z dir (132). Histon varyantlari, transkripsiyonel regiilasyondan
genom istikrarina kadar degisen ¢ok sayida biyolojik siireci etkileyen kromatin yapi

degisikliklerine neden olabilir (133).

2.8.3. Kodlamayan RNA Aracili Gen Susturulmasi

Kodlamayan RNA (non-coding)'lar, fonksiyonel proteinleri kodlamayan ve
transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu diizenledigi diisiiniilen RNA’lardir. Son
caligmalar, miRNA'lar, piRNA'lar, endojen siRNA'lar ve uzun kodlamayan RNA'larin

en yaygin diizenleyici RNA'lar oldugunu ve epigenetik kontrolde de 6nemli rollerinin
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bulundugunu gostermektedir. Promoter bolgelerinde CpG adaciklarini hedef alan
kodlanmayan RNA, kromatin yogunlasmasina onciilikk eden histon modifikasyonlarini

tetikleyerek transkripsiyonu baskilar (101,134).

2.8.4. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, memelilerde bilinen tek DNA modifikasyonudur. Diger
modifikasyonlar DNA ile etkilesime giren proteinler ya da RNA interferans seviyesinde
goriiliir. Kromatin, yapisal ve kimyasal birtakim degisimlere ugrayarak gen ifadelerini
etkilemektedir. DNA metilasyonu, kromatin yapisini regiile ederek gen ekspresyonunu
diizenlemektedir. DNA metilasyonu, genomdaki C ve G giftlerinin ardarda
siralanmasiyla olusan CpG dizilerinin yogunlastig1 bolgelerde gergeklesmektedir. DNA
metilasyonu, DNA'min kendi kimyasal yapisinin bir parcast oldugundan, diger

epigenetik isaretlerden daha kararlidir (135).

Genomda bulunan CpG dizilerinin tamami metillasyona ugramaz. Farkli hiicre
tiplerinde farkli metilasyon modelleri goriilmektedir. Memeli hiicrelerinin genomik
DNA’larinin yaklasik olarak %3-5’inde C rezidiilerinde metilasyon goriilmektedir.
Sitozin bazinda gerceklesen bu modifikasyon, DNA replikasyonundan sonra meydana
gelir ve bu olay DNMTI1 enzimi tarafindan katalizlenir. Bu enzimler, metil grubu
vericisi olarak S-adenozil-L metiyonin (SAM)’den metil grubu alarak sitozinin 5.
Karbonuna ekler (Sekil 2-17) (97). Memelilerde bilinen bes DNMT enzimi (DNMT],
DNMT3A, DNMT3B, DNMT3L ve DNMT?2) vardir. En 6nemli katalitik aktivitelere
sahip olan enzimler DNMTI1, DNMT3A ve DNMT3B’dir. Memeli DNMT1 enzimi,
DNA’daki hemimetile bolgelere karsi yiiksek afiniteye sahip olmasina karsi metile
olmamig bolgelerde de novo metilasyona neden olabilmektedir. DNA zincirinde kurulu
olan metilasyon desenlerinin yeni zincirlere aktarilmasindan bu enzim sorumludur
(136,137). DNMT]1, ilk kez kolon kanserlerinde bildirilmis olup, artan ekspresyon
miktarindan dolayr DNA metilasyon profilini degistirdigi gosterilmistir. DNMT3A ve
DNMT3B de novo metil transferazlar olarak adlandirilirlar ve gelisimin erken
evrelerinde ilk metilasyon desenlerinin olusturulmasindan sorumludurlar (100). DNA
metilasyonu geri doniisimlii bir mekanizma ile c¢alisir yani dinamik bir
modifikasyondur. Fizyolojik ve ¢evresel kosullara bagl olarak DNMT’lar sitozine metil
grubunu eklerken, demetilaz enzimleri uzaklastirabilir fakat bu mekanizma heniiz tam

olarak bilinmemektedir (135).
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Organizmanin gelisimi ve sag kalimi i¢in siirekli ifade edilmesi gereken yapisal
ve diizenleyici genlerdeki CpG adaciklari, DNA metilasyonuna karsi direngli
bolgelerdir. Bunun yaninda, tekrar dizileri ve transpozonlar gibi heterokromatin
bolgelerdeki CpG dizilerinde, DNA metilasyon oran1 yiiksektir. Bu bdlgelerin
metillenmis durumda olmasi ile transkripsiyon baskilanmakta ve bu elementlerin genom

ici hareketi engellenerek kromozomun kararli yapida kalmasi saglanmaktadir (97,98).

CpG motiflerinde yer alan sitozinlerin
DNA metilasyonu

NH,
N)j DNMT NZ= @
o= llu o= r;
H
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H
Sitozin S-Metil Sitozin

Sekil 2-17: DNA metilasyonu

Sitozine metil grubunun eklenmesi ile DNA’da olusan “epigenetik isaret”,
genlerin hangi hiicrede ifade olup hangi hiicrede ifade olmayacagini belirlemektedir.
Ilgili genin promoter bolgesindeki CpG adaciklarmin  metillenmesi o genin
transkripsiyonunun baskilanmasina neden olmaktadir (Sekil 2-18) (140). CpG adaciklari
normalde; isaretlenmis (imprint) genler, kadinlarda X kromozom genleri, esey
hiicrelerine 6zgii genler ve dokuya 6zgii genler olmak iizere 4 durumda metiledir (141).

DNA metilasyonu, iki ana mekanizma ile gen ekspresyonunu baskilamaktadir.

Metilsiz
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W ﬁ | Gen ekspresyonu |
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Sekil 2-18: Pormotor bolgenin metilasyonu ve ekpresyon durumu
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2.8.4.1. DNA Metilasyonu Aracihi@iyla Transkripsiyonun Baskilanmasinda Direk
Mekanizma:

Direk mekanizmalarda, genin promoter bdlgesine TF’lerinin baglanmasinin
fiziksel olarak engellenmesi s6z konusudur. TF baglanma boélgesindeki metillenmis
CpG’ler, TF’lerin baglanmasini yapisal olarak engeller ve gen ifadesi baskilanir. AP-2,
c-myc/ myn, CAMP-bagimli aktivator CREB, E2F ve NF-kB gibi TF’lerinin taniyip
baglandig1 bolgeler, CpG rezidiileri igermektedir. Bu bolgelerde meydana gelen
metilasyondan dolay1r TF’leri baglanmadigindan tanskripsiyon inhibe olur (Sekil 2-19)
(142).

Aktif Transkripsiyon

1 D[ L

TF'lerinin baglanmasinin inhibisyonu ile transkripsiyonun
baskilanmasi

» e[

Sekil 2-19: DNA metilasyonu aracihfiyla transkripsiyonun baskilanmasinda direk
mekanizma

2.8.4.2. DNA Metilasyonu Aracihgiyla Transkripsiyonun Baskilanmasinda Indirek
Mekanizma:

Indirek mekanizmalarda, genin promoter bolgesindeki metillenmis CpG’ler,
metile sitozin baglanma proteinleri (MeCP) olarak adlandirilan birtakim faktorlerin bu
bolgeye baglanmasii tetiklemektedir. MeCP-1 ve MeCP-2, herhangi bir dizide
metillenmis CpG rezidiilerine baglanarak inaktivasyona neden olur (50). MeCP-1, ¢ok
sayida metillenmis CpG bolgelerine baglanir, TF’lerinin ve RNA polimerazin

promotere baglanmasini engeller (143).

MeCP-2, hiicrede MeCP-1'den daha bol miktarda bulunur ve tek bir metillenmis
CpG gifti igeren DNA'ya baglanabilmektedir. MeCP2, metil-CpG baglanma domaini
(MBD) ve transkripsiyon baskilayan domainine (TRD) sahiptir. MeCP-2’nin
baglanmasi, HDAC ve HMT gibi bircok korepresor proteinin de bdlgeye gelmesini
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saglamaktadir. HDAC’ler, bu bolgedeki histonlar1 deasetile eder ve bdylece kromatin
yapisi inaktif konfigiirasyon kazanir. SUV39 gibi HMT’lar ise H3K9’u metiller ve

inaktif kromatin yapisini1 daha da saglamlastirir.

H3K9 metilasyonu ayni zamanda HP1 ve kromatin yeniden sekillendirici
proteinleri (BRM, SIN3A) de bu bolgeye c¢eker. Sonugta, genin promoter bolgesinde
olusan bu kompleks genin transkribe olmasini engeller ve gen ifadesi baskilanir (Sekil

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

Alktif transkripsiyon

. vea-meme T,

BIleCP-l yoluyla baskilama i
=
- 3;@
a = = —_—— =

MNeCP-2 yoluyla baskilama

NMIetile CpG i

TUnmetile CpG P

Sekil 2-20: DNA Metilasyonu Aracih@iyla Transkripsiyonun Baskilanmasinda Indirek
mekanizma

Transkripsiyon, es zamanli olarak DNA demetilasyonu, histon asetilasyonu,
pozisyona bagli olarak histonda meydana gelen modifikasyonlar (fosforilasyon,
ubikuitinasyon, sumolasyon ve metilasyon) ve kromatin yeniden sekillendirici protein
kompleksleri araciligtyla kromatinin yap1 olarak agik hale gelmesi ile gerceklesebilir.
Transkripsiyon faktorleri ve RNA Polimeraz ekspresyonu gerceklesecek olan hedef
proteinin promoteriine ulasabilir ve transkripsiyonu baglatabilirler. DNA, niikleozom
yapistyla siki bir sekilde paketli yani yogun kromatin yapisindayken transkripsiyon
gerceklesememektedir (101,102).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Hasta grubu

Calismaya Istanbul Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dali ve Haseki Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Nefroloji Bilim Dalina Ocak ve Agustos 2016 tarihleri arasinda
basvurmus biyopsi ile IgAN tanis1 almig ve heniiz tedaviye baslamamis yetigkin 30
hasta, kontrol grubuna hastalarla birinci derece akrabalik iligkisi olan 11 kisi ve
hastalarla higbir iliskisi olmayan 6 saglikli kisi dahil edildi. Hastalardan ve hastalarin
birinci derece yakinlarindan Nefroloji polikliniginde, hastalarla iliskisi olmayan saglikli
kisilerden ise Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda 15 cc Lityum (Li) heparinli ve 5 cc kuru
tiipe kan alindi. Hastalarm laboratuar analizleri Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali’nda yapildi. Bu ¢alisma icin Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan Etik
Kurul raporu (2015-1506) alind:.

3.2. Degerlendirme icin uygulanan islemler

Periferik kan mononiikleer hiicre (PBMC) izolasyonu
B lenfosit izolasyonu

B hiicre kiiltiirii

B lenfositlerden DNA izolasyonu

B lenfositlerden RNA izolasyonu

Komplementer DNA (cDNA) sentezi
Gergek Zamanl (Real-time) Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qQRT PZR)

No a b~ w e

ile COSMC mRNA ekspresyon diizey tayini

©o

RT-PCR ile COSMC geni promoter bolgesinin metilasyon diizey tayini
9. Hiicre kiiltiir siipernatantinda ve serumda GdIgA1 diizeyinin ELISA (Enzyme-

Linked ImmunoSorbent Assay) yontemi ile 6lgiilmesi

3.2.1. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Li-heparinli tiipe alinmis olan kan &rnekleri Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS) ile
1:2 oraninda dilue edildi. Herbir hasta i¢in 5 adet 15 cc’lik falkon tiipiine 5Sml Ficoll-
Hypaque (FH) soliisyonu (Sigma) kondu ve dilue edilmis olan kan 6rnegi 5ml FH
lizerine yavas¢a yuklendi. Kanlar 2600 RPM devirde 20 dakika santrifiij edildi.
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Mononiikleer hiicrelerden zengin bant (arayiizey-floopy) topland: ve PBS ile iki kez

yikandi.

3.2.2. B Lenfosit izolasyonu

Periferik kan mononiiklear hiicrelerin i¢indeki B lenfositler magnetik partikiiller
kullanilarak ayrildi (The EasySep™ Human B Cell Enrichment Kit, StemCell) (148).
Hiicreler, 5 ml'lik tiip icinde RPMI (Roswell Park Memorial Institute 1640, Lonza) ve
FCS (Fetal Buzag Serum, Gibco) soliisyonu kullanilarak 3-5x10° hiicre/ml olacak
sekilde hazirlandi. Hazirlanmis total hiicre igine 50 pl/ml insan B hiicre zenginlestirici
kokteyli konuldu. Bu karigim oda 1sisinda (15-25°C) 10 dk inkiibe edildi. Magnetik
partikiiller kulanmadan hemen 6nce agregat olusturmamasi i¢in 30 saniye vortekslendi.
Hiicrelerin bulundugu tiipe 75 pl/ml magnetik partikiillerden eklendi, iyice karistirildi
ve oda 1sinda 5 dk inkiibe edildi. Hiicre siispansiyonuna total voliim 2,5 ml olacak
sekilde medyum ilave edildi. Tiip i¢indeki hiicre karisimi 2-3 kez asagi yukari
hareketler ile / ters gevrilerek karistirildi. Tiip magnet icine kapaksiz olarak yerlestirilip
5 dk bekletildi. Magnet i¢indeki tiip ¢evrilerek calkalandi, yeni bir 5 mI’lik tiip i¢ine
hiicreler dokiildii. Manyetik olarak etiketlenmis istenmeyen hiicreler Magnet’in
manyetik alani tarafindan diizenlenen orijinal tiip iginde bagl kaldi. Magnet ve tiip 2-3
saniye ters pozisyonda birakilip sonra dik duruma tekrar getirildi. Yeni tiip i¢inde izole
olan hiicrelerin Akan Hiicre Olger Ydntemi ile safli1 6lgiildii. Canlilig: tripan mavisi ile
analiz edilen ve canlilik oran1 % 85 ve iistii olan hiicreler ¢calismaya dahil edildi.
AKkan Hiicre Olger Yontemiyle ile B lenfosit safigimin 6l¢iilmesi

Izole edilen B lenfositlerinden 50 ul, CD20 FITC (Becton Dickinson) ve CD3
PE (Becton Dickinson) antikorlarindan 3’er ul ayni tipe konuldu. 3-5 saniye vorteks
yapildi. Oda 1sisinda 20 dk inkiibe edildi. Daha sonra 1900 RPM'da 5 dk santrifiij
edilerek siipernatant uzaklastirildi. Tiipe 0,5 ml PBS konulup vortekslendi. Tiip Akan
Hiicre Olger cihazinda (FasCalibur, BD) okutuldu. Safligi %85 ve iissii olan hiicreler
kiiltiire edildi (Sekil 3-1).
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Sekil 3-1: Akan Hiicre Olger cihazinda B hiicrelerin goriintiisii

3.2.3. B Lenfosit Hiicre Kiiltiirii (149)
Kullanilan soliisyonlar:

a. Kiiltiir medyumunun hazirlanmast:
500 ml Glutaminli RPMI-1640 (Lonza)

50 ml FCS (Gibco)
10 pl Antibiyotik (Streptomisin/penisilin) (Gibco)

b. 10 nanogram (ng)/ml Insan- IL-4 (Reprokine) stok soliisyonunun
hazirlanmasi

10 mikrogram (ugr) liyofilize 1L-4 + 1000ul distile su (10000 ng/ml stok)

l

10 pl stok soliisyonu+ 990 ul distile su (100 ng/ml stok)

|

1 ml hiicre kiiltiirii icine 100 pl (100 ng/ml) stok soliisyonundan konuldu (10
ng/ml).

c. 20 mikromolar (uM) 5-Aza-2'-deoksitidin  (AZA) (Sigma) stok
solisyonunun hazirlanmasi

5 miligram (mg) AZA + 1,1 ml Dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma) (20 milimolar
(mM) stok)

100 pl stok +900 pl PBS (2 mM stok)

l
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100 pl stok +900 pl PBS (200 uM stok)

!

100 pl stok +900 ul PBS (20 uM stok)

1 ml hiicre kiiltiirii igine 50 pl (20 uM) stok soliisyonundan konuldu (1pmol/L).

AZA, DNA’nin demetilasyon veya hemi-demetilasyonunu neden olur. DNA
demetilasyonu kromatin yapisini agarak gen ifadesini diizenler. Kromatin yapisinin
yeniden diizenlenmesi, promoter bdlgesine TF’lerinin baglanmasina, transkripsiyon
kompleksinin olusmasina ve gen ekspresyonuna izin verir (149).

Izole edilen B lenfositler (yaklasik 3x10° hiicre/ml), 10% FCS, penisilin100 Unite/ml,
streptomisin 100 mg/ml iceren RPMI-1640 (Glutaminli) iginde ideal kosullar altinda
(37°C, %5 karbondioksit (CO2), %95 hava) 3ml’lik steril tiipler ig¢inde {i¢ gruba
ayrilarak 72 saat kiiltiire edildi.

Grup I: Herhangi bir uyaranla muamele edilmemis B lenfositler

Grup 1l: 10ng/ml IL-4 ile muamele edilen B lenfositler

Grup I Tumol/L AZA ile muamele edilen B lenfositler (Her 24 saatte bir medyumu
degistirildi ve 1umol/L AZA ilave edildi.)

3.2.4. B lenfositlerden DNA izolasyonu

Her hasta igin kiiltiire edilen ii¢ gruptan ticari kit (The QIAamp DNA Blood
Mini Kit, Qiagen) kullanilarak ayr1 ayr1 DNA izolasyonu yapildi. DNA’larin
spektrofotometre (Thermo, Nanodrop 2000c) ile yogunlugu olgiildi ve DNA
konsantrasyonu 20-100 ng/ml olarak ayarlandi. Elde edilen DNA -20 °C’de saklandh.

3.2.5. B lenfositlerden Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu, ticari kit (QlIAamp RNA Blood Mini Kit, Qiagen)
kullanilarak yapildi. Mikrosantrijiif tiiplerine konulan B hiicreleri pargalama Soliisyonu
(10 pl merkaptoetanol + 350 pl pargalama soliisyonu) ile muamele edildi. Bu karigim
genomik DNA eliminasyon spin kolon tiipline aktarildi. 4000 RPM’de 15 saniye
santrifiij edildi. Spin kolon atilarak altta kalan kisma %70’lik ethanol ilave edildi. Bu
karisim yeni bir spin kolona aktarildi ve santrifiij edildi. Boylece RNA’nin kolona
baglanmasi saglandi. Spin kolon 3 kez yikama soliisyonu ile yikandi. Spin kolona

RNase free soliisyon konarak total RNA’nin alttaki epondorfta toplanmasi saglandi.
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Elde edilen RNA’nin spektrofotometrede yogunlugu olgiidii. A260:A280 orani 1.8-2.0
ya da A260 da RNA konsantrasyonu >40 ug/ml olan 6rnekler ¢alismaya dahil edildi.

3.2.6. Komplementer DNA (cDNA) sentezi
Genomik DNA kontaminasyonu onlemek ve cDNA doniisiimiinii saglamak icin
ticari bir kit kullanildi (Quantitect Reverse Transcription Kit, Qiagen).

DNA eliminasyon karisimi

RNA 25 ng-5 pg yogunlukta olacak sekilde degisen
miktarlar

Buffer GE 2l

RNase-free su degisken

Total volum 10 pl

DNA eliminasyon karisimi 42°C de 5 dk PZR cihazinda tutuldu ve hemen sonra 1 dk
buz iizerine bekletildi.

Ters transkripsiyon karisimi

5x Buffer BC3 4wl
Kontrol P2 1 ul
RE3 Ters Transkriptaz 2ul
RNase-free su 3ul
Total volum 10 pl

DNA eliminasyon karisimi bulunan tiiplin i¢ine 10 pl Ters transkripsiyon
karisimi eklendi. Bu karisim 15 dk 42°C’de ve hemen sonra 5 dk 95°C’de inkiibe
edilerek reaksiyon sonlandirildi. 91 ul RNase-free su eklenip elde edilen cDNA

degerlendirilecekleri giine kadar -20 °C de saklandi.

3.2.7. Gercek Zamanh (Real-time) Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-
PZR) ile COSMC mRNA ekspresyon diizey tayini

Gergek Zamanlh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR) ile bir gene
6zgiin mRNA’nin incelenmesi ve bdylece genin hiicre igindeki ekspresyon miktari ile 0
genin aktivasyonu hakkinda bilgi sahibi olunmasini saglar. RT-PZR sisteminin temelini
floresan molekiillerin 1sinimlarinin tespiti ve miktarinin belirlenmesi olusturur. Her bir
PZR dongiisiinde floresan 1sinimin kaydedilmesi ile baglagictan itibaren iistel fazda

iirlin artisgina hangi noktada ulasildig1 es zamanl olarak izlenir. PZR {iriinlerinde ilk
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anlamli artigin oldugu noktaya esik deger (threshold cycle-Ct) ad1 verilir (Sekil 3-2). Ct

degeri gen ekspresyonunun kantifikasyonu agisindan 6nemli bir parametredir (150).

nnnnn
00000

uuuuu

nnnnn

WZrumao

nnnnn

(dR)

: Esik : CT- Esgik Degeri
poo .- h (Threshold) - i+ (Threshold cycle)
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Sekil 3-2: Amplifikasyon egrisinde CT degerinin gosterilmesi
COSMC gen primerleri (Primer Assay Qiagen) (149)

F, 5-ATGGAATAGAATGCACCAC-3

R, 5-TTGGTCCAAGTCTCCTTTA-3
gRT-PCR Kosullar::

2X SYBR Green karisimi 12,5 ul
F primer (10 pikomol (pmol)/ ul) 0,5 ul
R primer (10pmol/ pl) 0,5l
cDNA 1ul
RNase free su 10,5 ul
Toplam: 25 ul

25ul RT-PCR reaksiyonu Rotor-Gene—Q (Qiagen) cihazinda asagidaki
kosullarda gergeklestirildi (Sekil 3-3).

PCR programi
- 10°  95°C 1 siklus
- 15%  95°C
- 30¢ 60°C 40 siklus

Internal kontrol olarak Gliseraldehit-3-fosfatdehidrogenaz (GAPDH) geni kullanildi.
GAPDH gen spesifik primerler (Qiagen):

F, 5’-CATTAAGGAGAAGCTGTGCT-3’

R, 5’>-GTTGAAGGTAGTTTCGTGGA-3’
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Sekil 3-3: Hasta 6rneklerinin Gerc¢ek zamanh PZR goriintiisii

Testin degerlendirilmesi:

Sonuglar, Qiagen RT2 Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5 programi
kullanilarak hesaplandi. Genin mRNA seviyeleri her bir 6rnek i¢cin GAPDH ile
normalize edilerek 242t matematiksel modeline gore hasaplanmistir (150).

AACt Analizi

Kantitatif RT-PZR, c¢alismalarinda gergek zamanli verileri analiz etmek igin
kullanilan en yaygin yontemdir. Ger¢ek zamanli verilerin analizi iki farkli yontemle
yapilabilir.
1.Mutlak kantitasyon
2.Bagil (goreceli) (r6latif) kantitasyon.

Mutlak kantitasyon, PZR sinyalleri genellikle standart bir egri ile iligskilendirerek
kopya sayisin1 belirler. Goreceli kantitasyon, hasta grubunun kontrol grubuna gore
hedef genin transkript sayisindaki artma ya da azalmay1 PZR sinyaline gére yorumlar.
Esik deger (Ct) yontemi, qRT-PCR deneylerinden elde edilen genin goreceli
degisikliklerini analiz etmek i¢in uygun bir yoldur. Ct, amplifikasyon egrisi ve esik
cizgisi arasindaki birlesme noktasidir. AACt yontemi, QRT-PCR deneyleri ile belirlenen
gen ekspresyonunda goreceli degisiklikleri hesaplamak i¢in kullanilir. Asagidaki form
kullanilarak hesaplama yapilir. PZR’1n dogal yapisi nedeniyle (her dongiide amplikon 2
katia ¢ikar) katli degisim, 2-2AC* olarak hesaplanir (150).

ACtl = Ct (Hedef Gen hasta) — Ct (Referans Gen hasta)
ACt2 = Ct (Hedef Gen-kontrol) — Ct (Referans Gen-kontrol)
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A A Ct = ACtl (Hasta) — ACt2 (kontrol)
AACt= (COSMC Ct — GAPDH Ct) Hasta - (COSMC Ct — GAPDH Ct) Kontrol

Normalize edilmis hedef gen ekspresyon seviyesi: =2-24¢t

3.2.8. RT-PZR ile COSMC geni promoter bolgesinin metilasyon diizey tayini (151)

Bu yontemde metilasyona duyarli ve / veya metilasyon bagimli restriksiyon
enzimi ile kesmeler yapildi ve daha sonra kesilen DNA analiz edildi (EpiTect Il DNA
Methylation Enzyme Kit, Qiagen). Bu enzimler siras1 ile metile edilmemis ve metile
edilmis DNA’lar1 keser. Kesilme islemini takiben, her bir enzim reaksiyonundan kalan
DNA, genin promoteri bolgesine spesifik primerler kullanilarak, gergek zamanli PZR
ile olgtldi. Metile ya da metile olmamis DNA parcalar1 enzim konulmamis kontroliin
AACt kesim miktari ile karsilastirilarak analiz edildi.

Baglangigta genomik DNA, mock (enzim yok), metilasyona duyarli (MSRE),
metilasyon bagimli (MDRE) ve her ikisini kapsayan (MSRE ve MDRE) dort esit
kisimda endoniikleaz restiriksiyon enzimleri ile kesildi. Kesimden sonra, enzim
reaksiyonlart gPZR mastermiks ve primer ile dogrudan karistirildi ve Mock (Mo, enzim
yok) iriinii, RT-PZR tespiti i¢in baslangi¢ toplam DNA miktarini1 temsil eder.
Metilasyon-duyarli kesim(Ms), MSRE, metillenmemis ve kismen metile DNA kesimini
ifade eder. Metilasyon bagimli kesim (Md), MDRE, metile DNA’y1 keser. Cift kesim
(Msd) reaksiyonunda, her iki enzim de mevcuttur ve (metillenmis ve metillenmemis)
tiim DNA molekiillerinin kesimini yapar.

Testin Prosediirii

1.Basamak: Enzimsiz reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

DNA (yogunlugu 200 ng ) degisken
5X Restriksiyon Kesim Soliisyonu 13 ul
RNase/DNase free su degisken
Toplam 60 pl

2. Basamak: Metilasyon karisiminin hazirlanmasi

Restriksiyon kesimi i¢in herbir 6rnege dort farkli tiip hazirlandi.

Ltip (Mo)

Reaksiyon karigimindan 14 pl+ RNase/DNase free su 1ul

IL.tiip (MSRE, Ms)

Reaksiyon karisimindan 14 ul+ RNase/DNase free su 0,5ul+Ms enzim A 0,5ul
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I tiip (MSDE, Md)

Reaksiyon karisimindan 14 pl+ RNase/DNase free su 0,5ul+Md enzim B 0,5 pl

IV tiip (Msd)

Reaksiyon miks karisimindan 14 pl+ Ms enzim A 0,5ul+Md enzim B 0,5ul konuldu.

Tablo 3-1: DNA metilasyon enzim kesimi

Tiipler

Mo Ms Md Msd
Reaksiyon
karisimi 14 ul 14 ul 14 ul 14 pl
MSRE - 0,5 nl - 0,5 nl
MSDE - - 0,5 nl 0,5 nl
Su 1 ul 0,5 nl 0,5 ul -
Toplam 15 ul 15 ul 15 ul 15 ul

1. Tiipler 37°C de 16 saat PZR cihazinda inkiibe edildi.

2. Daha sonra 65°C 20 dk boyunca PZR cihazinda bekletilerek enzimler 1s1 ile
inaktif hale getirildi.

3. Hazirlanan 6rnekler plaklara aktarilarak 2000 RPM de 1 dk dondiirtildii.

4. Plak RT-PZR (BIORAD CFX) cihazina konuldu ve asagidaki kosullarda
reaksiyon gerceklestirildi.

PCR programi
— 10 95°C 1siklus
- 30 99°C
- I 72°C 3 siklus
- 15  97°C

- 1° 72°C 40 siklus

Testin degerlendirilmesi:

Genin metilasyon diizeyi GAPDH geni ile standardize edilerek ACt
matematiksel modeline gore hasaplanmistir. Sonuglar genin ilgili bolgesinin
metillenmis (M) ve metillenmemis (UM) DNA miktarin1 yiizde olarak verir.

Testin gecerliligi; MSRE kesimi icin ACt (Md-Mo) >4, MDRE kesimi i¢in ACt (MS-
Mo) >4 ise kontrol DNA molekiiliiniin % 93.8’den fazlanin sindirildigi ve restriksiyon

enziminin aktif oldugu anlamina gelmektedir.
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Asagidaki formiiller kullanarak metilasyon yiizdesi hesaplandi.
Co=2"Ct(Mo)
Cs=2-CtMs)
Cg=2-CtMd)

CMSd:2-Ct(Msd)

Metillenmemis DNA (UM) kesiri (Fum):
cMd 2—-CtMd)

Fum= CMo-CMsd  2—Ct{Mo)—2—Ct(Msd)
Hipermetillenmis DNA (HM)kesiri (Fm):
Fove — CMs 2—-Ct(Ms)

HM™ CcMo-cMsd ~ z2—ct(Mo)—2—Ct(Msd)

Orta Derecede Metillenmis DNA Kesiri (Fim):
Fim=1-Fum-Fum

Metillenmis DNA Kkesiri (FM):

FvM=Fum-Fim

Enzim Kesimine Direncli DNA kopyasi (R):

CMsd _ 2-Ct(Msd)
Fram= =
CMo  2-Ct(Mo)

R>12.5 ise test tekrar edilmelidir.

Ornek:
COSMCgeni Mo Ms Md Msd R HM U M
Ctdegerleri 23,16 27,11 24,89 36,51 0,0095% 6,47% 30,15% 69,85

3.2.9. Hiicre Kkiiltiir siipernatantinda ve serumda GdIgAl diizeyinin ELISA
yontemi ile dl¢iilmesi (152)

Hasta ve kontrollerden kuru tiipte alinan kandan serum elde edildi. B hiicre
kiiltiirii yapilan hasta ve kontrol gruplarindan (AZA, IL-4 ve Kontrol) silipernatant
ayrildi ve calisilacag giine kadar -80°C’de saklandi. Serum ve siipernatanttaki GdIgAl
diizeyi ELISA kiti (Gd-IgAl Assay Kit-IBL, Japonya) ile belirlendi (152). Testtin
standartlar1 100-1,56 ng/uL araligindaydi. Serum o6rnekleri 1/250 oraninda sulandirilip,
hiicre siipernatantlar1 diliisyonsuz olarak teste konuldu. Anti-GdIgA1 (KM55) tavsan
IgG antikoru kaplanmis test plagina belli konsantrasyonlardaki standartlar, hasta ve

kontrollerin serum ve hiicre kiiltiir siipernatantlarindan 50°ser ul belli kuyulara ilave
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edildi. Bir saatlik inkiibasyondan sonra 4 kez plak yikandi. Plagin her kuyusuna 50 pl
Horseradish (yabanturpu) peroksidaz (HRP) konjuge edilmis Anti-insan IgA fare HRP
antikoru konuldu. Otuz dk oda 1sisinda inkiibe edildi ve plak 5 kez yikandi. Plagin her
bir kuyusuna 50 pl sekonder antikor Tetra Metil Benzidin (TMB) ilave edildi. Plak 30
dk oda 1sinda karanlikta bekletildi. Plagin her bir kuyusuna 50 pl stop soliisyonu
eklendi. Plak ELISA okuyucuda 450nm’de okutuldu ve optik dansite (OD) degerleri
belirlendi. Standartlarin OD degerine gore olusturulan standart egri ile Orneklerin

konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.3. Istatistiksel analiz

Calismanin istatistiksel analizi Toplum Bilimleri Istatistik paketi (Statistical
Package for Social Sciences, SPSS) 22.0 paket programi kullanilarak yapildi. Verilerin
tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan en diisiik, en yiiksek,
frekans ve oran degerleri kullanilmistir. Degiskenlerin dagilimi Kolmogorov Simirnov
test ile olgiildii. Nicel bagimsiz verilerin analizinde Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U
test kullanildi. Bagimli nicel verilerin analizinde Wilcoxon testi kullanildi. Nitel
bagimsiz verilerin analizinde Ki-kare test kullanildi. Korelasyon analizinde Spearman

Korelasyon analizi kullanildi. p< 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya bobrek biyopsisi ile IgAN tanis1 almis yetiskin 30 hasta, hastalarla
birinci derece akrabalik iliskisi olan 11 hasta yakini ve hastalarla hi¢bir akrabalik iligkisi
olmayan saglikli 6 birey (kontrol grubu) dahil edildi. Hastalarin cinsiyeti, yasi, tani
anindaki serum kreatinin, proteiniiri, takip siiresi, kan basinci degerleri Tablo 4-1’de

belirtilmistir.

Tablo 4-1: Calisma gruplarimin demografik ve klinik verileri

IgAN Hasta Yakini Kontrol Grubu
Ort.ts.s. Med Ort.ts.s. Med Ort.ts.s. Med P
Yas 43,0 + 14,3 39,5 450 £ 15,2 49,0 37,3 £ 7,6 37,0 0,638 «
Erkek 19 63,3% 9 30,0% 2 33,3%
Cinsiyet 0,138 *
Kadin 11 36,7% 2 6,7% 4 66,7%
Serum kreatinin 1,3 + 0,7 1,2 0,7 + 0,1 0,7 0,7 + 0,0 0,7 0,004
(mg/dl)
GFR 76 + 41 65 124 + 28 128 132 + 28 129 0,001
(ml/dak/1.73m?)
Proteinri 1,8 + 1,2 1,6
(gr/24 sa)
Global skleroz 21,0 + 21,5 13,0
Takip Siiresi (ay) 31,0 * 23,0 305
SB 127 + 14 123
DB 81,5 + 10,3 80,0

K Kruskal-Wallis (Mann-Whitney U test ) / ¥ Ki-kare test
SB: Sistolik kan basinci, DB: Diastolik kan basinci

Serum kreatinin degeri, IgAN grubunda, hasta yakini ve kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksek (p=0,004) bulunurken GFR degeri diisiik (p=0,001) bulundu.
Hasta yakini ve kontrol grubu arasinda serum kreatinin ve GFR degeri agisindan
anlamli (p>0.05) farklilik goriilmedi (Tablo 4-1).

Calismada kullanilan hiicre gruplari, Grup I (Herhangi bir uyaranla muamele
edilmemis B lenfositler), Grup II (10ng/ml IL-4 ile muamele edilen B lenfositler) ve
Grup III (1pumol/L AZA ile muamele edilen B lenfositler) olarak ii¢ gruba ayrildu.
Hasta, hasta yakimi ve saghkh kontrollerde serum GdIgA1 Diizeyi

IgAN grubunda serum GdIgAl degeri, hasta yakini ve kontrol grubundan
anlamli olarak yiiksek (°p=0,000) saptanirken hasta yakini ve kontrol grubu arasinda

anlamlilik (*p>0.05) saptanamadi (Sekil 4-1).
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Sekil 4-1: Calisma gruplarinda serum GdIgA1 diizeyleri
Grup I hiicrelerde siipernatant GdIgA1 Diizeyi, COSMC mRNA ve COSMC DNA
metilasyonu

Her ii¢ gruptaki Grup I siipernatant GdIgA1 diizeyleri karsilastirildiginda, hasta
grubunda yiiksek saptansa da anlamli farklilik bulunmadi (p>0.05). Hastalarin Grup I
hiicrelerinde COSMC DNA metilasyon orani, diger gruplara gore yiiksek bulunmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamlilik gostermedigi saptandi (p>0.05) COSMC mRNA
seviyesi, anlamli olarak daha diisiik bulundu (p=0.000) (Tablo 4-2).

Tablo 4-2: Calisma gruplarinda COSMC DNA metilasyonu, COSMC mRNA ve
serum/hiicre Kkiiltiirii siipernatantinda GdIgA1 Diizey Analiz Verileri

IgAN Hasta Yakini Kontrol Grubu
Ort.ts.s. Med Ort.ts.s. Med Ort.ts.s. Med

Serum GdIgAl 989017987 7345 3425+2974 2663 2663+2404 1879 0,000

Slipernatant

GdIgAl 1994353 71 4,9+5,1 2,5 10,2+12,5 3,3 0,06
(ng/uL) ,9%35, , /915, , 1Est ’ ’

(Grup 1)

COSMC DNA
Metilasyonu  53,7+439,9 64 33,4+32,87 13 36,8£32,4 38,5 0,24
(Grup | -%)

COSMC mRNA

0,4+0,10 0,13 1,3+1,2 0,8 2,71,36 1,1 0,000
(Grup 1-2°44¢Y
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Hastalarda serum GdIgA1 diizey ile klinikopatolojik iliski

Hastalarda serum GdIgAl degeri ile cinsiyet, aile Oykiisli, hematiiri ve 0.5
g/24sa listii proteiniiri varlig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski goézlenmedi
(p>0.05). GFR 90 ml/dak/1.73m?den fazla olan hastalarda serum GdIgA1l degeri, 90
ml/dak/1.73m%den az olan hastalara gore anlamli (p=0.000) olarak diisiik bulundu.
Serum GdIgA1l degeri ile proteiniiri ve serum Kreatinin arasinda anlamli (p>0.05) bir
korelasyon saptanmazken GFR degeri ile anlamli (p=0.028) negatif korelasyon
mevcuttu. Hastalarin yas artisi ile serum GdIgAl degeri arasinda pozitif korelasyon
(p=0.044) mevcuttu (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Serum GdlgA1l diizeyi ile Klinik iliski

Serum GdIgAl (ng/ulL)

Min-Mak Medyan Ort.ts.s. P
L Erkek n=21 902 - 32729 3686 7623 + 8461
Cinsiyet 0,308
Kadin n=9 1223 - 21964 5956 7066 + 4915
Yas r=0.295 / p=0.044 S
Alle Bvkiisii (+) n=6 2188 - 32729 8058 10468 + 8776 0.677
Y (-) n=24 2845 - 17074 6662 7992 + 4526 ’
Hematuri (-) n=23 3686 - 9930 5956 6001 + 2317 0.276
(+) n=7 2188 - 32729 8328 10863 + 8622 ’
Proteinuri r=0.279 / p=0.135°
Proteiniiri 0.5 < n=4 2845 - 21964 8423 10414 + 8142 0760
roteinurt 05> n=26 2188 - 32729 6746 9810 + 8124
GFR r=-0.401/ p=0.028°
90* < n=17 2888 - 32729 12650 8745 + 9740
GFR 0,005
90* > n=13 2188 - 21964 6282 5226 + 4861
Serum Kreatinin r=0.347 / p=0.061 S

m Mann-Whitney U test / 5 Spearman Korelasyon
®gr/24sa  *ml/dak/1.73m?

MEST skoru parametrelerinin her biri ile serum GdIgAl degeri arasinda anlamli
(p>0.05) fark saptanamadi. Biyopsilerinde kresent pozitif olan hastalarin serum GdIgA1
degeri, negatif olan gruptan anlamli olarak daha yiiksekti (p=0,046). Total MEST skoru
(MEST parametrelerinin toplam pozitiflik degeri), Total MESTC (Total MEST skoru ile
kresent pozitiflik birlikteligi) ve global skleroz ile serum GdIgAl degeri arasinda

anlamli (p>0.05) korelasyon yoktu (Tablo 4-4).
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Tablo 4-4: Serum GdlgA1 diizeyi ile patolojik bulgular arasindaki iliski

Serum GdIgA1l (ng/uL)

Min-Mak Medyan Ort.ts.s. P
e ) n=9 2827 - 17074 8058 7897 + 4764
sKoru (+) n=21 2188 - 32729 6789 10745 + 8993
‘ wort ) n=28 2188 - 32729 7345 10077 * 8237 .
(+) n=2 5956 - 8598 7277 7277 + 1868
) n=12 2827 - 28894 6746 8948 + 7912
S skoru (+) n=18 2188 - 32729 8249 10519 + 8202 O°12
o ) n=13 2307 - 28894 6662 8746 + 799 .
(+) n=17 2188 - 32729 7900 10766 + 8112
) n=21 2307 - 32729 11671 8835 + 8788
Kresent (+) n=9 2188 - 11707 5735 2892 + 5769 1046
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 / 3 Spearman Korelasyon

Hasta Grup I siipernatant GdIgA1 diizeyi ile klinikopatolojik iliski

Hastalarda siipernatant GdIgA1 degeri ile cinsiyet, aile dykiisii, hematiiri ve 0.5
g/24sa iistii proteiniiri varlig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi
(p>0.05). GFR 90 ml/dak/1.73m? den fazla olan hastalarda siipernatant GdIgA1 degeri,
90 ml/dak/1.73m%den az olan hastalara gére anlamli (p=0.006) olarak diisiik bulundu.
Siipernatant GdIgA1l degeri ile proteiniiri arasinda anlamli (p>0.05) bir korelasyon
saptanmazken GFR degeri ile anlamli (p=0.002) negatif korelasyon, serum Kreatinin
degeri (p=0.015) ve yas ile de anlaml1 (p=0.002) pozitif korelasyon mevcuttu (Tablo 4-
5).

MEST skoru parametrelerinin her biri ve biyopsilerdeki kresent varligi ile
siipernatant GdIgA1 degeri arasinda anlamli (p>0.05) iliski saptanamadi. Total MEST
skoru (MEST parametrelerinin toplam pozitiflik degeri), Total MESTC (Total MEST
skoru ile kresent pozitiflik birlikteligi) ve global skleroz ile siipernatant GdIgA1 degeri
arasinda anlamli (p>0.05) korelasyon yoktu (Tablo 4-6).



Tablo 4-5: Siipernatant GdIgA1 diizeyi ile klinik iliski
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Siipernatant GdIgAl (ng/uL)

P
Min-Mak Medyan Ort.ts.s.
o Erkek  n=21 1,1 - 1559 4,8 17,5 + 36,0
Cinsiyet Kadin  n=9 15-285 78 109 + 82 0124
Yas r=0.439 / p=0.002 S
Ale Bvikisil (+) n=6 1,7 - 1559 7,2 215 + 389
Y (-) n=24 1,2 - 57,8 55 14,5 + 202
_ (-) n=23 3,2 - 21,2 6,1 79 t 6,7
Hematuri (+) n=7 12 - 1559 7,5 22,8 + 389 0323
Proteiniiri r=0.155 / p=0.414 S
o 0.5°<  n=4 1,2 - 83 7,1 59 + 3,2
Proteindri 05°> n=26 17 - 1559 7,0 22,0 t 375 0”02
GFR r=-0.533/ p=0.002°
90* < n=17 1,9 - 155,9 31,0 441 + 12,7
GFR 90* >  n=13 12 - 83 5,3 22 + 54 0006
Serum Kreatinin r=0.439 / p=0.015 S
™ Mann-Whitney U test / 3> Spearman Korelasyon
®gr/24sa *ml/dak/1.73m?
Tablo 4-6: Siipernatant GdlgA1 diizeyi ile patolojik bulgular arasindaki iliski
Slpernatant GdIigA1(ng/uL)
Min-Mak Medyan Ort.ts.s. P
M sk (-) n=9 1,2 - 57,8 12,7 20,3 + 20,0 0.175
skoru )
(+) n=21 1,7 - 1559 6,6 19,7 + 40,6
 kor (-) n=28 1,2 - 1559 7,1 209 363
(+) n=2 36 - 7,8 5,7 57 + 3,0 ’
(-) n=12 1,2 - 155,9 7,1 23,9 + 43,6
S skoru (+) n=18 1,7 - 1241 6,9 172 + 295 9%
T erory (-) n=13 1,2 - 1559 6,6 182 £ 416 .
(+) n=17 1,9 - 1241 7,2 21,1 + 30,9 ’
Kresent (-) n=21 1,2 - 155,9 25,2 41,2 + 7,8 0213
(+) n=9 3,2 - 19,2 7,4 50 + 5,5 ’
Total Mest r=0.106 / p=0.578 °
Total MestC r=-0.030/ p=0.876 °
Global Skleroz r=-0.051/ p=0.789 S

m Mann-Whitney U test / S Spearman Korelasyon



COSMC mRNA analizi ile klinikopatolojik iliski
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Hastalarda COSMC mRNA seviyesi ile cinsiyet, hematiiri, 0.5 g/24sa {stii

proteiniiri ve GFR degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05).
Ailesel IgAN olan hastalarda COSMC mRNA seviyesi anlamli (p=0.012) olarak diisiik
bulundu. COSMC mRNA seviyesi ile yas, serum kreatinin, proteiniiri ve GFR degeri

arasinda anlamli (p>0.05) bir korelasyon saptanmadi (Tablo 4-7).

Tablo 4-7: COSMC mRNA seviyesi ile klinik iliski

COSMC mRNA (2744¢

Min-Mak Medyan Ort.ts.s. P
o Erkek  n=21 0,00 - 4,14 0,24 0,73 + 1,08
Cinsiyet 0,947 ™
Kadin n=9 0,01 - 9,39 0,24 1,25 + 2,39
Yas r=-0.032/ p=0.833°
e (+) n=6 0,01 - 3,21 0,14 0,51 + 0,95
Aile Oykusu 0,012 ™
(-) n=24 0,00 - 0,06 0,03 0,04 *+ 0,02 L
H turi (-) n=23 0,01 - 0,34 0,06 0,13 + 0,14 0756 ™
ematuri ,
(+) n=7 0,00 - 3,21 0,09 0,47 + 0,94
Proteintri r=-0.021/ p=0.913°
Proteiniiri 0.5° < n=4 0,00 - 0,74 0,17 0,27 + 0,33 0760 ™
roteindri )
0.5®> n=26 0,01 - 3,21 0,07 0,42 £+ 0,91
GFR r=-0.0710/ p=0.713 S
GER 90* < n=17 0,0 - 3,0 0,4 09 + 0,1 0544 ™
90* > n=13 0,0 - 3,2 0,4 09 + 0,1 ’

Serum Kreatinin

r=0.074/ p=0.698 5

™ Mann-Whitney U test / ° Spearman Korelasyon

®gr/24sa  *ml/dak/1.73m?

MEST skoru parametrelerinin her biri ve biyopsilerdeki kresent varlig: ile
COSMC mRNA seviyesi arasinda anlamli (p>0.05) iliski saptanamadi. Total MEST
skoru (MEST parametrelerinin toplam pozitiflik degeri), Total MESTC (Total MEST

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

arasinda anlaml (p>0.05) korelasyon yoktu (Tablo 4-8).

COSMC geni DNA metilasyon diizey analizi ile klinikopatolojik iliski

Hastalarda COSMC geni DNA metilasyon diizeyi ile cinsiyet, aile Oykiisi,

hematiiri, 0.5 g/24sa iistii proteiniiri ve GFR degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir iliski yoktu (p>0.05). COSMC geni DNA metilasyon diizeyi ile yas, serum kreatinin,
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proteiniiri ve GFR degeri arasinda anlamli (p>0.05) bir korelasyon saptanmadi (Tablo

4-9).

Tablo 4-8: COSMC mRNA seviyesi ile patolojik bulgular arasindaki iliski

COSMC mRNA (2:44¢t)

Min-Mak Medyan Ort.ts.s. P
ek (-) n=9 0,00 - 2,36 0,07 0,41 + 0,77 0,700
SKoru (+) n=21 0,01 - 3,21 0,08 0,40 + 0,90 ’
£ ckor (-) n=28 0,00 - 3,21 0,09 0,43 t 0,88 0360
! (+) n=2 0,03 - 0,06 0,04 0,04 + 0,02 ’
S ckor (-) n=12 0,00 - 2,36 0,11 0,35 + 0,67 0641
! (+) n=18 0,01 - 3,21 0,06 0,43 + 0,98 ’
T ekort (-) n=13 0,00 - 3,21 0,07 0,58 + 1,02 0325
(+) n=17 0,01 - 2,99 0,08 0,27 + 0,71 ’
() n=21 0,0 - 3,2 0,4 09 t 0,1
Kresent (+) n=9 0,0 - 2,4 0,4 08 + 0,1 0,769
Total Mest r=-0.130 / p=0.493
Total MestC r=-0.120 / p=0.527 %
Global Skleroz r=-0.250/ p=0.183 %
M Mann-Whitney U test / > Spearman Korelasyon
Tablo 4-9: COSMC geni DNA metilasyon diizeyi ile klinik iliski
COSMC DNA Metilasyon (%)
Min-Mak Medyan Ort.ts.s. P
o Erkek n=21 0,00 - 1,00 0,11 0,39 * 0,41 _
Cinsiyet Kadin  n=9 0,13 - 1,00 064 061 + 028 033
Yas r=0.285 / p=0.052 S
Ale Svkisd (+) n=6 0,00 - 1,00 0,64 0,51 + 0,43 0844
4 (-) n=24 0,00 - 1,00 0,64 0,62 + 0,31 ’

_ (-) n=23 0,00 - 1,00 0,83 0,61 + 0,48 _
Hematuri (+) n=7 0,00 - 1,00 064 052 + 039 0638
Proteindiri r=0.176 / p=0.353 °

o 05°<  n=4 0,00 - 0,98 0,32 0,41 + 0,49 .
Proteinri 05>  n=26 0,00 - 1,00 065 056 + 0,39 9391
GFR r=-0.305/ p=0.101°

90* < n=17 0,00 - 1,00 0,67 0,38 + 0,76 .
GFR 90* >  n=13 0,00 - 1,00 037 038 + 015 001
Serum Kreatinin r=0.214 / p=0.255 S

™ Mann-Whitney U test / > Spearman Korelasyon
®gr/24sa  *ml/dak/1.73m?
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MES skoru parametrelerinin her biri ve biyopsilerdeki kresent varligi ile

COSMC geni DNA metilasyon diizeyi arasinda anlamli (p>0.05) iliski saptanamazken

T skoru pozitif hastalarda COSMC geni DNA metilasyon diizeyi anlamli olarak yiiksek
(p=0.037) bulundu. Total MEST skoru (MEST parametrelerinin toplam pozitiflik
degeri), Total MESTC (Total MEST skoru ile kresent pozitiflik birlikteligi) ve global
skleroz ile COSMC mRNA seviyesi arasinda anlamli (p>0.05) korelasyon yoktu (Tablo

4-10).

Tablo 4-10: COSMC geni DNA metilasyon diizeyi ile patolojik bulgular arasindaki iliski

COSMC DNA Metilasyon (%)

Min-Mak Medyan Ort.ts.s. P
M sk (-) n=9 0,00 - 0,98 0,62 0,43 + 0,38 0285 ™
skoru )
(+) 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 0559 m
(+) n=2 0,15 - 0,63 0,39 0,39 + 0,34 ’
(-) n=12 0,00 - 1,00 0,95 0,64 + 0,45
S sk 0,131 ™
sKoru (+) n=18 0,00 - 1,00 0,64 047 + 0,36 ’
T skoru (-) n=13 0,00 - 1,00 0,23 0,38 + 0,39 0.037 ™
(+) n=17 0,00 - 1,00 0,76 0,66 + 0,37 ’ L
(-) n=21 0,0 - 1,0 0,4 0,4 + 0,6 -
Kresent (+) n=9 01 - 1,0 0,7 03 +o08 %
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

™ Mann-Whitney U test / > Spearman Korelasyon

GdIgA1 diizeyi iizerine 1L-4 ve AZA’nin etkisi

Grup I ve Grup II hiicrelerinde siipernatant GdIgA1l diizeyi, IgAN grubunda,

hasta yakini ve kontrol grubuna gore daha yiiksek olsa da anlaml farklilik goriilmedi

(p>0.05). Grup I stipernatant GdIgA1 diizeyi, I[gAN grubunda, hasta yakini grubundan

anlamli olarak yiiksek (p=0.006) iken, kontrol grubu ile anlaml bir iliski bulunamadi

(p>0.05) (Tablo 4-11) (Sekil 4-2).



Tablo 4-11: Calisma gruplarinda GdIgA1 diizeyi iizerine IL-4 ve AZA’nin etkKisi
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IgAN Hasta Yakini Kontrol Grubu
Ort.ts.s. Med Ort.ts.s. Med Ort.ts.s. Med P
Siipernatant GdigA1(ng/uL)
Grup | 1,99 + 3,53 0,71 049 + 0,51 0,25 1,02 + 1,25 0,33 0,060
Grup Il 2,55 + 4,83 0,79 063 + 051 041 1,17 + 1,54 0,37 0,149
Grup Il 097 + 1,71 041 020 *+ 0,13 0,16 044 * 054 0,19 0,006
Degisim
Grup I-Grup IlI 1,01 + 2,04 0,36 030 + 0,41 0,10 057 + 0,77 0,14 0,448
Degisim p 0,000 w 0,008 w 0,028 w
Grup I-Grup I 0,56 + 2,21 0,09 0,14 + 0,34 004 0,15 + 042 0,00 0,707
Degisim p 0,078 w 0,108 w 0,753 w
K Kruskal-Wallis (Mann-Whitney U test ) / ¥ Wilcoxon test
Grup | Grup Il Grup llI
Supernatant GdlgAl Sipernatant GdlgAl Slpernatant GdlgAl
4,50 6,00 2,00
4,00 - 1,80
3,50 >0 1,60
3,00 4,00 1,40
1,20
2,50
3,00 1,00
2,00
0,80
1,50 2,00 0,60
1,00
1,00 0,40
0,50 0,20
0,00 0,00 0,00
IgAN  Hasta Kontrol IgAN Hasta Kontrol IgAN Hasta Kontrol
Yakini Grubu Yakini Grubu Yakini Grubu

Sekil 4-2: Hiicre gruplarinda ¢cahisma gruplarina gore GdIgA1l diizeyi

IgAN grubunda Grup Il siipernatant GdIgA1 diizeyi, Grup I siipernatant GdIgA1

diizeyine gore artis gosterse de aralarindaki degisim anlamlilik gostermedi (p>0.05).

IgAN, hasta yakini ve kontrol gruplarinin Grup | GdIgAl diizeyine gore Grup Il

GdIgAl diizey degisimi anlamli olarak diisiik bulundu (sirasiyla p=0,000, p=0,008,
p=0,028) (Tablo 4-11) (Sekil 4-3).



Slpernatant GdIgAl

2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

IgAN Hasta Yakini  Kontrol

Grubu

@ Grup Il @Grup I-Grup | Fark

3,00

2,50

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00

Slpernatant GdlgAl

IgAN Hasta
Yakini

BGrup ! BGrupll-Gru

Kontrol
Grubu

pl

Sekil 4-3: GdIgAl diizeyinin gruplar arasi degisimi

COSMC mRNA seviyesi iizerine IL-4 ve AZA’nin etKisi
Grup II hiicrelerinde COSMC mRNA seviyesi, IgAN, hasta yakini1 ve kontrol
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gruplar1 arasinda farklilik gostermedi (p>0.05). Grup I ve Grup III hiicrelerinde

COSMC mRNA seviyesi, [gAN grubunda, hasta yakini ve kontrol grubuna gore daha
diisiik saptandi (sirasiyla p=0.000, p=0,001) (Tablo 4-12) (Sekil 4-4).

Tablo 4-12: Calisma gruplarinda COSMC mRNA seviyesi iizerine IL-4 ve AZA’nin etKisi

IgAN Hasta Yakini Kontrol Grubu

Ort.xs.s. Med Ort.ts.s. Med Ort.ts.s. Med P
COSMC mRNA (2724¢Y
Grup | 04 +09 01 1,3 +12 038 2,7 £ 3,6 1,1 0,000
Grup Il 01+01 0,0 01+01 021 01+ 0,1 0,1 0,125
Grup Il 1,0 + 1,1 0,7 2,1+ 12 24 35 + 2,2 3,0 0,001
Degisim
Grup I-Grup llI -06 £+ 15 -05 -0,8 + 1,8 -0,7 -0,8 + 4,5 -1,7 0,739
Degisim p 0,000 v 0,003 w 0,028 w
Grup I-Grup Il -03 £+ 09 -01 -1,3 £ 12 -0,7 -2,6 £ 3,6 -0,9 0,000
Degisim p 0,004 w 0,155 w 0,600 w

K Kruskal-Wallis (Mann-Whitney U test ) / W Wilcoxon test
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Grup |
COSMC mRNA
6,00
5,00 I
4,00

IgAN Hasta Kontrol
Yakini Grubu

Yakini Grubu

Grup Il

COSMC mRNA
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

IgAN Hasta Kontrol

Grup llI
COSMC mRNA

6,0

5,0

IgAN Hasta Kontrol
Yakini Grubu

Sekil 4-4: Hiicre gruplarinda ¢calisma gruplaria gore COSMC mRNA seviyesi

IgAN grubunda Grup I COSMC mRNA seviyesi, Grup II’den anlamli olarak
yiiksek (p=0,004), Grup III’den diisiik bulundu (p=0,000). Hasta yakin1 ve kontrol
gruplarinda Grup I COSMC mRNA seviyesi, Grup III’den anlamli olarak diisiik
bulundu (sirasiyla p=0,003, p=,028) (Tablo 4-12) (Sekil 4-5).

COSMC mRNA

4,0

IgAN Hasta Yakini

Kontrol Grubu

BGrup!l DBGrup llI-Grup |

6,0

COSMC mRNA

IgAN

@Grup! BGrup ll-Grupl

Hasta Yakini  Kontrol Grubu

Sekil 4-5: COSMC mRNA seviyesinin gruplar arasi degisimi



COSMC DNA metilasyonu iizerine IL-4 ve AZA’nin etkisi

Grup I, Grup II ve Grup III hiicreleri DNA metilasyon oranlari, IgAN, hasta
yakini ve kontrol gruplarinda anlamli farklilik gériilmedi (p>0.05) (Tablo 4-13) (Sekil

4-6).

Tablo 4-13: COSMC DNA metilasyonu iizerine IL-4 ve AZA’nin etKkisi

IgAN Hasta Yakini Kontrol Grubu

Ort.ts.s. Med Ort.ts.s. Med Ort.ts.s. Med P
COSMC DNA Metilasyon (%)
Grup | 0,54 + 0,40 0,64 033 *+ 0,33 0,13 0,37 £ 0,32 0,39 0,235
Grup Il 0,60 + 0,41 0,73 043 + 0,39 0,52 0,45 + 0,35 0,50 0,282
Grup I 0,41 + 0,34 0,52 0,23 + 0,27 0,13 0,30 + 0,28 0,29 0,597
Degisim
Grup I-Grup il 0,13 + 0,35 0,07 0,10 + 0,35 0,02 0,07 + 0,08 0,04 0,893
Degisim p 0,019 w 0,113 w 0,109 w
Grup I-Grupll 0,06 + 0,32 0,01 0,10 + 0,19 0,03 0,08 + 0,22 0,03 0,789
Deg"l§lmp 0,094 w 0,092 w 0,674 w
K Kruskal-Wallis (Mann-Whitney U test ) / ¥ Wilcoxon test
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Sekil 4-6: Calisma gruplarinda hiicre gruplarina gore COSMC DNA metilasyon oram

IgAN hastalarinin Grup [ hiicrelerinde DNA metilasyonu %54 oraninda
goriiliirken Grup II ‘de bu oran %60’a yiikselmis, Grup III’de ise %41’e gerilemistir.

Hasta grubunda Grup I ile Grup III arasindaki degisim istatistiksel olarak anlamli
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bulundu (p=0,019) (Sekil 4-7). Grup I ile Grup II arasindaki degisim istatistiksel olarak
anlamlilik gostermedi (p>0,05) (Tablo 4-13) (Sekil 4-7).
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Sekil 4-7: COSMC DNA metilasyon oranin gruplar arasi degisimi
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5. TARTISMA

Immiinglobulin (Ig) A nefropatisi (IgAN) diinyada en yaygin goriinen primer
glomerulonefrittir (1). Cogunlukla sessiz seyretmesine ragmen; hastalarin %30-40'inda
son donem bobrek yetmezligi (SDBY) gelismektedir. Hastaligin kesin tanist bobrek
biyopsisi ile konulabilmektedir. Birgok iilkede biyopsilere yonelik segici yaklasim goz
Oniline alindiginda, hastaligin goriilme sikliginda bolgesel farkliliklar bulunmaktadir.

Hastalik Kafkasya ve Asya popiilasyonunda ¢ok yaygin goriilmektedir (2).

Hem erigkin hem de ¢ocuk hastalarda, IgAN'nin belirgin 6zellikleri mezanjiyal
hiperselliilarite ve glomeriiler mezanjiyumda IgA birikimidir. Hastalikta primer defekt,
IgA1’in mentese (baglant1) bolgesinin anormal glikozillenmesidir. IgAl'in kusurlu
glikozilasyonu ile baglayan siireg, GdIgA1’in asir1 tretimi, anti-GdIgA1l olusumu ve

nefritojenik immiin komplekslerin mezanjiyumda birikmesi ile sonuglanir (152).

IgAN hasta serumlarinda GdIgAl seviyesi oldukga yiiksek bulunmustur (2).
Cl1GalTl enzimi, GalNAc kalintilarina saglikli bireylerde galaktoz molekiiliinii
eklerken, IgAN hastalarinda, galaktoz molekiiliinden Once siyalik asit eklemektedir.
Siyalik asit eklenmesi, galaktoz eklenmesini engellemekte ve boylece galaktozillenmesi
yetersiz glikanlarin olusmasina neden olmaktadir (32). C1GalT1l enzimlerinin
ekspresyonu i¢cin COSMC (C1GalT1Cl) gerekmektedir. COSMC, ER’de bulunan
molekiiler bir saperondur (72). COSMC, yeni sentez edilmis C1GalT1 enzimi ile
etkilesime gegerek, kiimelesmesini ve proteozomal pargalanmasini engelleyerek, aktif

formda kalmasini saglamaktadir (73-77).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, COSMC ekspresyonunun regiilasyonu tam
olarak agiklanamamis olmakla birlikte COSMC geninin promoter bdlgesinin
hipermetilasyonu ile epigenetik olarak susturuldugu ve boylece COSMC
ekspresyonunun azaldigi diisiiniilmektedir (96). Bunun sonucunda aktif olmayan bir
C1GalT1 olustugu ve boylece O-glikanlar1 olmayan Tn ve STn antijenlerinin ortaya
ciktig1 disiiniilmektedir (82). Tn antijeninin asir1 ekspresyonu, Tn sendromu, IgA

nefropatisi ve insan tiimorleri dahil bazi hastaliklarda goriilmektedir (88-90).

IgAN hastalarinda teshis aninda proteiniiri ve azalmis GFR en Onemli

laboratuvar bulgulardir (153). Bu ¢alismaya dahil edilen hastalarin tan1 aninda ortalama
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proteiniiri degerleri 1,6 gr/24sa olarak hesaplaniken, ortalam GFR degerleri hasta yakini

ve saglikli kontrollere gore diisiik bulundu.

IgAN'nin klinik 6zellikleri, hastalar arasinda degisiklik gostermektedir. Biyopsi
orneklerinde glomeriiler IgA1 birikiminin yanisira bazen IgG ve/veya IgM’inde eslik
ettigi goriilmistiir. [gAN hastalarinda mikroskopik hematiiri ve diigiik proteiniiri sik
rastlanan laboratuvar bulgular1 olmasina ragmen bazi olgularda kresentik
glomeriilonefrit goriilmektedir. Boyle hastalarin klinik seyiri hizli ilerlemekte ve uzun
vadede kotii prognoz ile sonuglanmaktadir. Erken teshis ve tedavi, hastaligin
ilerlemesini Onlemek veya yavaslatmak i¢in Onemlidir. Hastaligin tamisinin sadece
bobrek biyopsisi ile konulabiliyor olmasi, non-invaziv bir biyomarker gelistirilmesi
gerekliligini dogurmustur (43). Yanagawa ve ark. (43), serum GdIgAl diizeyinin
IgAN'1 hastalarda, saglikli ve IgAN dist SDBY’li hastalarina gore daha yliksek
oldugunu ve serum GdIgA1’in IgAN'sini diger glomeriiler hastaliklardan ayirmada
yardimci olabilecegini sOylemistir. Moldoveanu ve ark.’lar1 (154), IgA tanist konmus
eriskin Kafkas hastalarin %75’inde GdIgAl'in serum seviyelerinin yiiksek oldugunu
bildirmistir. Ay sekilde Shimozato ve ark.’lart (155) da IgAN hastalarinda serum
GdIgA1 diizeylerinin 6nemli 6l¢iide yiiksek bulundugu fakat hastalik siddeti ile GdIgA 1
diizeyi  arasinda  bir iliski olmadigim1  gostermistir.  Gale ve ark.
‘lart1 (156), GdIgAl diizeylerinin etnik olarak eslestirilmis saglikli bireylerle
karsilagtirildiginda IgAN hastalarinda yiiksek oldugunu ve hastalik progresyonu ile
korelasyon gdsterdigini saptamistir. Sun ve ark.’lar1 (157) 450 IgAN hastasin1 kapsayan
12 c¢alismanin meta analizi sonucunda hastalarin GdIgAl diizeylerinin saglikl
kontrollere gore yiiksek oldugunu gostermistir.

Bu ¢alismada da literatiirlerle uyumlu olarak IgAN hasta grubunda hasta yakini
ve saglikli kontrollere gore serum GdIgA1 diizeyi anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu da
serum GdIgAldiizeyinin IgAN hastalar1 i¢in non-invaziv bir tanit kriteri olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Ghavari ve ark.’lar1 (158), IgAN hastalarinin bobrek hastaliginin klinik bulgusu
olmayan birinci derece yakinlarinin yaklagik yarisinda yiliksek Gd-IgA1 diizeyleri tespit
etmis ve bunun Kafkas 1rki i¢in kalitsal olabilecegini bildirmistir. Hastings ve ark.’lar
(159), Afrika kokenli Amerikali sporadik vakalarin %78’inde ve onlarin birinci derece

akrabalarinin %25’inde yiiksek serum Gd-IgA1l diizeyine sahip oldugunu bildirmistir.
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Cinli IgAN hastalarinin birinci derece yakinlarinin da serum Gd-IgA1 diizeyleri anlamli
olarak yiiksek oldugu bulunmustur (160).

Bu c¢alismaya dahil edilen hastalarin IgAN bulgusu olmayan birinci derece
yakinlarinda GdIgA1l diizeyleri, IgAN hasta grubuna gore diisiik bulunurken, saglikli
kontrollere gore kismen yiiksek bulunsa da anlamli1 bir farklilik gériilmedi.

Total IgA diizeyi, saglikli ¢ocuklarda yasin ilerlemesi ile artmaktadir (161).
Hastings ve ark.’lar1 (159), eriskin ve ¢ocuk hastalar1 dahil ettikleri ¢alismalarinda
serum  GdIgAl diizeylerinin yasa gore degistigini, Kiryluk ve ark.
‘lart (162), GdIgAl diizeylerinin yasla korelasyon gosterdigini belirtmislerdir.
Berthoux ve ark.’lar1 (47) ise 97 IgAN hastasini dahil ettikleri ¢alismalarinda GdIgAl
diizeyleri ile yas veya cinsiyet arasinda korelasyon olmadigini bildirmistir.

Yaptigimiz bu c¢alisma, Kiryluk ve ark’larinin ¢alismalarina benzer sekilde yas
ile serum GdIgAl diizeyi arasinda korelasyon oldugunu bildirirken cinsiyetle herhangi
bir korelasyon gosterememistir. Bu durum serum GdIgAl testinin tant amach
kullanilabilmesi i¢in yasa uygun serum diizeyi standardizasyonun yapilarak normal

seviye sinirlariin belirlenmesi gerektigini diistindiirmektedir.

IgAN hastalarinda serum GdIgAl seviyesi, SDBY gelismesinin yani sira
hematiiri veya proteiniiri ile de iliskili bulunmustur (47). Camilla ve ark.’lar1 (163)
yaptiklar1 ¢aligmalarinda, artmis serum GdIgAl diizeyinin yiiksek proteintiri ile korele
oldugunu gostermistir. Yanagawa ve ark.’larinin (43) yaptigi calismada da diisiik
proteiniirisi olan IgAN hastalara kiyasla orta ya da yiiksek derecede proteiniirisi olan
IgAN hastalarinda artan serum Anti-GdIgAl antikor seviyeleri saptadiklarim
bildirmislerdir. Bu calismada GdIgAl'e spesifik IgG'nin hastalik siddetinin bir
gostergesi olabilecegi ancak prognostik yararinin bagimsiz prospektif kohortlarda
dogrulanmas1 gerekliligi vurgulanmistir. Moldoveanu ve ark.’lart (154), Kafkas
kohortunda Gd-IgAl ile proteiniiri arasinda korelasyon olmadigini bildirirken,
Shimozato ve ark.’lar1 (155) da Japon kohortunda benzer bir sonug bildirmistir.
Hastings ve ark.’lar1 (164), ¢ocuk hasta grubunda da bu korelasyonu gdsterememis ve
bunu hasta grubunda proteiniiri seviyesi diisiik hasta sayisimin fazlaligindan

kaynaklanabilecegini sdylemistir.

Bu c¢alismada hastalarin GdIgAl diizeyi ile proteiniiri degerleri arasinda

korelasyon bulunamadi. Bunun olasi nedeni hastaligin siddetindeki fark, hastalarin
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ortalama proteiniiri degerlerinin diisiik olmasi ya da diisiik proteiniirisi olan hasta

sayisinin fazla olmasindan kaynaklanabilir.

Moldoveanu ve ark.’lar1 (154), eriskin Kafkas hastalarda serum
GdlgAldiizeylerinin GFR ile korelasyon gostermedigini bildirirken Berthoux ve
ark.’lart (47), yiksek serum GdIgAl diizeyi ile GFR’nin hizli diislisii arasinda

korelasyon oldugunu bildirilmistir.

Bizim caligmamizda da Berthoux ve arkadaslarinin yaptigi ¢alimaya benzer
sekilde serum GdIgAl diizeyi ile GFR arasinda korelasyon bulunmustur. GFR
degerinin, I[gAN’nin en 6nemli laboratuvar bulgularindan biri olabilecegini diisiiniilen
serum GdIgAl diizeyi ile korelasyon gostermesi hastaligin tani ve prognozunda bu
parametrenin  biyobelirte¢ olarak kullanilabilmesinin  Oniinii  actifi  seklinde

yorumlanabilir.

Coppo ve ark.’lar1 (165), yetiskin I[gAN hastalarinda GdIgA1'in, bobrek patoloji
bulgusu ile yakindan iligkili oldugunu ve IgAN'nin seyrini ve klinik bulgularini
etkileyebilecegini ortaya koymustur. Camilla ve ark.’lar1 (163) yetiskin ve ¢ocuk IgAN
hastalarini incelemis ve GdIgAl/IgA ylizdesi ile eszamanli iiriner protein/kreatinin
orani arasinda marjinal olarak anlamli bir korelasyon bulmustur. Zhao ve ark.’lar1 (166)
da Cinli IgAN hastalarinda GdIgA1 diizeyinin hastaligin ilerlemesinde etkili bir faktor
oldugunu belirtmistir. Buna karsin Suzuki ve ark.’lar1 (35), I[gAN hastalifinin gelisimi
icin yiiksek serum GdIgA1l seviyesinin gerekli oldugu fakat renal hasarin olusabilmesi
icin yeterli olmadigini, hastaligin gelismesi i¢in immiin komplekslerin olugmasi
gerektigini bildirmistir. Moldoveanu ve ark.’lar1 (154), yetiskin 153 IgAN hastasinda
serum GdIgA1 diizeylerinin GFR ve proteiniiri gibi klinik parametrelerle ve histolojik
anormallik ile korelasyon gostermedigini belirtmis ve serum GdIgAl diizeyinin
prognozdan ziyade hastalik riski acisindan énemli bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini
belirtmistir. Jiang ve ark.’lart (167) farkli klinik ve patolojisi olan hastalarda serum
GdIgAl seviyelerinde anlamli farklilik olmadigini gostermistir. Eison ve ark.’lar
(168), MEST skoru negatif minimal glomerular degisikligi olan hastalarla 151k
mikroskopisinde 1gG negatif fakat belirgin glomerular lezyonu olan hastalar arasinda
prognoz acisindan farklilik gostermemistir. Ayni ¢alisma hastalarin spesifik histolojik
lezyonlari ile serum GdIgAl seviyeleri arasindaki iligkileri saptamak i¢in daha kapsamli

bir analiz gerekliligini belirtmistir. Sun ve ark.’lar1 (157), 185 hastanin dahil edildigi
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toplam 5 c¢alismanin incelendigi meta analiz ¢alismasinda, histopatalojik
derecelendirmeye bagli olarak hafif ve agir IgAN olarak siniflandirilan hastalarda
GdIgAl diizeyleri ile klinik-patolojik degisiklikler karsilastirildiginda anlamli bir fark

bulunamamustir.

Calismamizda, benzer sekilde serum GdIgAl diizeyi ile GFR disinda diger
klinik parametreler, MEST skorlar1 ve global skleroz arasinda korelasyon goriilmedi.
Ancak kresent goriilen hastalarda goriilmeyenlere gore serum GdIgAl diizeyi daha
yiiksek bulundu. Kryluk ve ark.’larmin (162) da belirttigi gibi, yiiksek serum GdIgA1l
seviyesinin herhangi bir spesifik klinik-patolojik 6zellik ile iliskili olup olmadigini

belirlemek i¢in ek ¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

Sun ve ark.’lar1 (157), IgAN hastalar1 ile yapilan alt1 ¢aligmanin toplandigi meta
analiz sonuglarina dayanarak, hastalarin tonsillerinden elde edilen mononiiklear hiicreler
ya da periferik kandan elde edilen B lenfositlerinin kiiltiir siipernatantinda tespit ettikleri
GdIgA1l seviyesinin, saglikli kontrollere kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugunu
bildirmistir. Ji ve ark.’lar1 (169) c¢alismalarinda, hastalarin B lenfosit kiiltiir
siipernatantinda GdIgA1 diizeyinin yiiksek oldugunu bildirirken, Xie ve ark.’lar1 (170),
kontrollere goére hastalarin kiiltiire edilen B lenfosit siipernatantinda GdIgAl diizey

artisin1 5. Giinden sonra gormeye basladiklarini bildirmistir.

Calismamizda hastalarin periferik kanindan elde edilen ve 3 giinliik kiiltiire
edilmis B lenfosit siipernatantinda GdIgA1 seviyesi saglikli kontrollere gore yiiksek
saptansa da istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bu durum, yapilan ¢aligmalarda
kiiltiire edilen hiicrelerin kaynaklarinin farkli olmasi, hiicre sayilari ve kiiltiir siirelerinin
standardizasyonunun olmamasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmiistiir. Hastalarin
siipernatant GdIgA1 diizeyi, serum diizeyi ile benzer sekilde hastalarin yasi, serum
kreatinin ve GFR degerleri ile korelasyon gosterdigi fakat histopatalojik bulgular

tizerine etkili olmadig1 bulundu.

IgAN hastalarinin periferik B lenfositinde COSMC mRNA seviyesinin belirgin
olarak diisiik oldugunu gosteren yayinlar mevcuttur (157,170-172). Jing Shao ve
ark.’lart (173), IgAN hastalarinin tonsillerinden elde edilen mononiiklear hiicrelerde
COSMC mRNA seviyesinin IgAN olmayan bobrek hastalarina gore diisiik oldugunu
bildirirken, COSMC ekspresyon seviyesi ile GdIgA1 diizeyi arasinda pozitif korelasyon

oldugunu gostermistir.
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Bizim yapmis oldugumuz bu g¢alismada da IgAN hasta grubunda COSMC
mRNA diizeyi hasta yakini ve saglikli kontrollere gore daha diisiik bulundu. Ayrica
COSMC mRNA diizeyi, ailesel IgAN olan ile olmayan grup karsilastirildiginda da
ailesel olanlarda belirgin olarak daha diisiik bulundu. Bu bulgu, ¢alismamizda ailesel
IgAN hastalarinda sporadiklere gore daha yiliksek serum GdIgAl diizeyini agiklar
niteliktedir. Calismamiz ailesel IgAN hastalarinin COSMC mRNA seviyesi hakkinda
bilgi veren ilk ¢alisma olmasi agisindan 6nemlidir fakat daha fazla hasta sayisinin yer

aldig1 calismalarla desteklenmelidir.

IgAN hastalarinda COSMC gen ekspresyon seviyesi ile siddetli proteiniiri
arasuinda zayif negative korelasyon bulunurken, hematiiri ve serum kreatinin arasinda

korelasyon bulunmamustir (171).

Calismamizda da benzer sekilde hastalarin klinikopatolojik bulgulart ile
COSMC mRNA seviyesi arasinda korelasyon bulunamamaistir. Bu bulgular, COSMC
mRNA seviyesinin hastaligin tanist i¢in bir belirte¢ olabilecegini desteklerken,
hastaligin prognozu hakkinda bilgi verici nitelikte olmadigini diistindiirmektedir. Bu
diistincemiz Moldoveanu ve ark.’larinin (154) g¢alismalari sonucunda bildirdikleri
GdIgA1l diizeyinin prognozdan ziyade hastalik riski acisindan 6nemli bir belirte¢ olarak

kullanilabilecegi ifadeleri ile de ortiismektedir.

COSMC gen ekspresyonunun regiilasyonunda c¢esitli ajanlarin rol oynadigini
gosteren yayinlar bulunmaktadir (169,170). He ve ark.’lart (174) cocuk IgAN
hastalarinda, 6zellikle tonsilit gibi infeksiyonlarin proinflamatuar sitokinlerin salinimin
artirarak hastalig1 indiiklendigini belirtmistir. Calismada bir inflamasyon sitokini olan
IL-4 saliniminin artmasi, COSMC mRNA seviyesinin diismesine ve GdIgAl
seviyesinin de artmasina neden olabilecegi yayinlamistir. Yamada ve ark.‘lart (175),
IgAN hasta grubunda IL-4lin IgAl mentese bolgesinin glikozilasyonunun
regiilasyonunda 6nemli rol oynayabilecegini bildirmistir. Qin ve ark.’lar1 (92), IgAN
hastalarinda demetilasyon ajan1 5-Aza ile muamele edilen periferik B lenfositlerinde,
DNA metilasyon modifikasyonunun COSMC gen ekspresyonunu onemli oOlgiide
diizenlendigini gostermistir. Xie ve ark.’lar1 (170), Asya IgAN hastalarinda
Lipopolisakkarit (LPS, gram (-) bakterilerin dis zarmmin ana bileseni) gibi eksternal
inhibitérlerin COSMC gen eckspresyon seviyesini diistirdiigiinii, Mikofenolik Asit
(MPA)’in ise GdIgAl seviyesini diistirdiigiinii gostermistir. Ji ve ark.’lar1 (169), Cin
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tibbinda yaygin olarak kullanilan immiin modiile edici bir bitki olan Astagalus
membranaceus (AMI)’un IgAN hastalarinin B lenfositinde IgA1 sekresyonunu inhibe
ettigi  bildirmistir. Sun ve ark.’lar1 (148), COSMC geni promoter bdlgesinin
hipermetilasyonunun, IgAN hastalarinin B lenfositlerinde COSMC mRNA ekspresyon
diizeyinin diismesi ve GdIgAl seviyesindeki artis i¢in Onemli bir mekanizma
olabilecegini ileri siirmiistiir. Yaptiklar1 deneysel calismada da IgAN hastalarinin B
lenfositlerini IL-4 ile muamele ettiklerinde GdIgA1 seviyesinin arttigi, COSMC mRNA
seviyesinin ise belirgin sekilde azaldigimi bildirmistir. In vitro IL-4 tedavisinin, IgAN
lenfositlerinde COSMC promoter metilasyonunu 6nemli 6l¢iide arttirirken, diger bobrek

hastaliklar1 ve saglikli kontrollerde bu artisin daha az oldugunu gostermistir.

Calismamizda literatiirle benzer sekilde IL-4 ile muamele edilen grupta COSMC
mRNA seviyesi baglangica gore belirgin olarak azalirken, GdIgALl seviyesindeki ve
genin promoter bolgesinin metilasyon oranindaki artis sinirli kaldi. Hasta yakini ve
saglikli kontrollerde IL-4 ile muamele edilen grupta COSMC mRNA seviyesinde bir
degisiklik goriilmedi.

Sun ve ark.’lar1 (148) yaptig1 ¢alismada 6zellikle hasta grubunda AZA (spesifik
olmayan bir DNA metil transferaz inhibitorii) ile muamele edilen B lenfositlerinde
COSMC promoter bolgesinin DNA metilasyonunun inhibe oldugunu gdsterirken
COSMC mRNA seviyesinin baglangica gore arttigi, GdIgA1 diizeylerinin ise azaldigini

gostermislerdir.

Bizim yaptigimiz calismada da AZA ile muamele edilen lenfositlerin
sonuglaria bakildiginda literatiirle tam uyumlu oldugu goriildii. IgAN lenfositlerinde
AZA'dan sonra COSMC DNA metilasyon seviyesinde azalma diger iki gruba gore daha
belirgin oldu. Bu durum, IgAN hastalarinda COSMC gen hipermetilasyonunun daha
kolay demetile edilebilir ya da AZA’nin spesifik olmayan bir DNA metil transferaz
inhibitorii olmasindan dolayicalisma gruplari arasinda farkliklar olugmasina neden
olabilir seklinde yorumlamamiza neden oldu. Hasta grubunun DNA metilasyon orani
digerlerine gore daha yiiksek olmasi nedeniyle demetilasyon hasta grubunda daha
belirgin olabilir. Calismadaki gruplarin sayilarinin oldukg¢a diisiikk olmas1 da gruplar

arasinda farklilik yaratiyor olabilir.

Bu tez c¢alismasi, IgAN hastalarinda DNA metilasyonunun deneysel

modifikasyonlarinin, COSMC mRNA ekspresyonu ve GdIgA1 diizeyi tizerine spesifik
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bir davranis ortaya koydugunu gosterdi. Ancak herhangi bir DNA metilasyon ya da
demetilasyon ajani ile muamele edilmemis lenfositlerde COSMC geni DNA metilasyon
seviyesinin kontrollerden farkli bulunmamasi, DNA hipermetilasyonunun, azalmis
COSMC mRNA ekspresyonuna neden olabilecegi hipotezi ile tutarli gériilmemektedir.
Bunun nedeni c¢alisma grubunun yeterince biiyilk olmamasi ve caligmadaki hasta
grubunun tiim hasta popiilasyonunu temsil etmemesi olabilir. COSMC gen promoter
bolgesinin CpG adalarinin bazi anahtar alanlarindaki asir1 metilasyon, COSMC geni
DNA'sinin statiistinii degistirmede belirleyici bir rol oynayabilir ve sonu¢ olarak
COSMC mRNA ekspresyonunu degistirebilir. Bu ¢aligmada, COSMC gen promoter
bolgesinin tamaminin DNA metilasyonu analiz edilmis olup bolgesel metilasyon
oranlar1 hakkinda bilgi sahibi olunamamistir. Ayrica ¢alismanin in vitro kosullarda
gerceklestirilmesi genin metilasyon profilini degistiriyor olabileceginden, ¢ikan
sonuclarin genis popiilasyonlu in vivo g¢alismalarla tekrar degerlendirilmesi uygun

olacaktir.

IgAN’nin tanisinin sadece bobrek biyopsisi ile konulabiliyor olmasi, tani ve
takip i¢in iyi bir degerlendirme kriterinin belirlenme ihtiyacin1 dogurmustur. Fakat
heniiz IgAN tani, izleme ve prognoz kararmma uygun bir indeks bulunmamaktadir.
Proteiniirinin siddeti, hematiiri, hipertansiyon, ddem ve bobrek fonksiyon bozuklugu
gibi klasik indeksler duyarlilik ve Ozgiillik acgisindan yetersiz kalmaktadir. Ayrica,
invaziv bir islem olan bdbrek biyopsisi, hastalik ilerlemesinin stirekli izlenmesi i¢in
uygun degildir. Bulgularimiz, COSMC mRNA ekspresyon seviyesi ile serum GdlgAl
diizeyinin, IgAN hastalarini izlemede bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegini ileri
stirerken, bu varsayimi dogrulamak i¢in genis ¢apli ve uzun siireli bir klinik calismaya

ihtiya¢ duyuldugunu goéstermektedir.
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HAM VERILER

mRNA (ACt)
Hasta No Grup | Grup | Grupll | Grupll | Gruplll | Gruplil
GAPDH COosSMC GAPDH | COSMC | GAPDH | 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 yakini
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

Saglikli 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 Sonuglari
Hasta No Grup | Grup Il Grup Ill Grup | Grup I Grup 11l
Unmetilasyon | Unmetilasyon | Unmetilasyon | Metilasyon | Metilasyon | 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 yakini
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%
Saglikli 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%
GdIgA1l Diizeyi (ng/uL)
Hasta No Grup | Grup Il Grup lll
Siipernatant | Sliipernatant | Siipernatant | 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 4,6 141 17074,1

9 5,4 65,1 1,9 6662,4

10 5,5 6,3 1,8 5769,2




11 9,9 25,0 3,0 9264,0
12 14,7 22,9 7,6 22594,6
13 7,1 15,2 51 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 yakini

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

Saglikli 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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iigi :Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinin 07/07/2015 giin ve 214992 sayili yazisi
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5

£
Prof.Dr. A. Yaé URESIN

istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurul Bask

Eki: Istanbul Tip Fakultesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Karar Formy

81



82

ISTANBUL TIP FAKULTESI KLiNiK ARASTIRMALARI ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI "IgA Nefropatisinde Cosme Geni DNA Metilasyon Profili ve Ekspresyon Diizeyinin
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LU. Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik aragtirmalar Etik Kurulu 13.04.2013 tarih, 28617 sayih Resmi Gazetede yaymlanan Klinik Arastirmalar Hakkinda
Yonetmelik gergevesinde kurulmus ve T.C. Saghk Bakanhg Tiirkiye ilag ve Tibbj Cihaz Kurumu tarafindan onaylanmistir, flgili yonetmelik
kapsaminda kalan aragtirmalar Saghk Bakanhgindan izin almak zorundadir. Yonetmelik k p disinda kalan aragtirmalar ise Etik Kurul biinyesinde
olusturulmus 5 kisilik alt komisyon tarafindan degerlendirilmekte olup Saghk Bakanhgi iznine tabi degildir.
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Odiiller

2017

2016

2016

2016

2014

2012

6. Ulusal Transplantasyon immiinolojisi ve Genetigi Kongresi
En 1iyi poster bildiri odiilii
‘Gebeligin Anti-HLA Antikor Profili Uzerine Etkisi’

Tirk Nefroloji Dernegi 33. Ulusal Nefroloji, Hipertansiyon, Diyaliz ve
Transplantasyon Kongresi

En 1yi s6zlii bildiri birincilik 6diilii

‘IgA Nefropatisi i¢in Yeni Serolojik ve Genetik Biyobelirteg: Galaktozillenmesi
Yetersiz IgA1 Diizeyi ve Tek Niikleotid Polimorfizmleri’

TONKKD XI. Kongresi

En iyi sozIu bildiri 6dili

“Tirk Populasyonunda Hipersensitize hastalarin Hesaplamali Sanal PRA-CPRA
ile Diizeltilmis PRA Oranlarr’

TONKKD XI. Kongresi

En 1yi poster bildiri odiilii

‘Post-transplant IgA nefropati niiksi tam1 ve hastalik aktivitesinin
degerlendirmesinde yeni bir biyo-belirte¢: galaktozillenmesi yetersiz IgAl

diizeyi’

8. Ulusal Kemik Iligi Transplantasyonu ve Kok hiicre tedavileri kongresi
Poster 2’lik odiilii
“Allogegneik kok hiicre nakli sonrasi anti-HLA ve anti-GSTT1 antikorlarinin

nakil basarisi {izerine etkisi”

TONKKD IX. Kongresi
En iyi poster bildiri 6diilii
“Uzun donem renal allogreft sagkalimi iizerine HLA, MICA ve GSTTI1

antikorlarinin etkisi”
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Classic and Modern Methods for Molecular Diagnostics in Human
Patolgy, Lifelong Learning Programme 11-EIP-RO Brasov 01, 14-25
Mayis 2012, Romanya

TONKKD Organ Nakli immiinoloji Kursu
Tiirkiye Organ Nakli Kuruluslart Koordinasyon Dernegi XI. Kongrei
13-15 Ekim 2016, Konya-Tiirkiye

I. HLA Giinleri Crossmatch Kursu, Istanbul T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
AD. 27-31 Mays 2013, Istanbul

TONKKD-TIGED ORTAK IMMUNOLOJi KURSU
Tiirkiye Organ Nakli Kuruluslari Koordinasyon Dernegi X. Kongrei
15 Ekim 2014, Bodrum-Tiirkiye

Cross-Match Kursu, Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD.
27-31 Mayis 2013, istanbul

XVIII.Uygulamali Flow Sitometri Egitimi
4-8 Haziran 2012, Istanbul

Bilimsel Calismalarda Istatistigin Rolii: Bilinmesi Gereken Yontemler ve
Uygulama Alanlar1
26-27 Mart 2012, Istanbul

Organ nakli ve HLA kursu
Tiirkiye Organ Nakli Kuruluslar1 Koordinasyon Dernegi VII. Kongresi
14 Ekim 2010, Eskisehir-Tiirkiye
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Deney Hayvanlar1 Kullanim Kursu
Istanbul Universitesi, 07-18 Mart 2011, Istanbul- Tiirkiye
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Transplant Recurrent IgA Nephropathy. Transplant Proc. 2017 Apr;49(3):541-
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. Demir E, Yegit O, Erol A, Akgiil SU, Caliskan B, Bayraktar A, Caligkan Y,

Tirkmen A, Savran FO, Sever MS. Relevance of Flow Cytometric Auto-
Crossmatch to the Post-transplant Course of Kidney Transplant Recipients.
Transplant Proc. 2017 Apr;49(3):477-480.

Sahutoglu T, Akgul SU, Caliskan Y, Yazici H, Demir E, Kara E, Temurhan S,
Savran FO, Turkmen A. Tac-MMF Versus CsA-MMF/CsA-AZA-Based
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Antibodies After Kidney Transplantation. Transplant Proc. 2017 Apr;49(3):454-
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Transplant Proc. 2017 Apr;49(3):445-447.
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Canitez 10, Demir E, Yazici H, Bakkaloglu H, Aydin AE, Turkmen A, Nane I,
Aydin F, Oguz FS. Association Between HLA Antibodies and Different
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Apr;49(3):425-429.

Ozluk Y, Caliskan Y, Sevinc M, Bayram A, Arikan EA, Turkmen A, Akgul S,
Savran FO, Sever MS, Kilicaslan I. Re-evaluation of glomerulitis using
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Transpl Int. 2017 Jun;30(6):579-588.

Yalin GY, Akgul S, Tanrikulu S, Purisa S, Gul N, Uzum AK, Sarvan FO, Sever
MS, Satman 1. Evaluation of Glutathione Peroxidase and KCNJ11 Gene
Polymorphisms in Patients with New Onset Diabetes Mellitus After Renal
Transplantation. Exp Clin Endocrinol Diabetes. 2017 Jan 10. doi: 10.1055/s-
0042-123040.
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al., "The Effect of TGFB1 and CD14 Gene Polymorphisms on the Clinical
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