T.C.
CUKUROVA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BIYOLOJI ANA BILIM DALI

SAGLIKER SENDROMLU HASTALARIN SITOGENETIK
ANALIZLERI ve KALSIYUMA DUYARLI RESEPTOR GENi 2. ve 3.
EKZON DiZiLERININ BELIRLENMESI

BiLIM UZMANI ERDAL TUNC

DOKTORA TEZI

DANISMANI
PROF. DR. OSMAN DEMIRHAN

ADANA-2011



T.C.
CUKUROVA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BIYOLOJI ANA BILIM DALI

SAGLIKER SENDROMLU HASTALARIN SITOGENETIK
ANALIZLERI ve KALSIYUMA DUYARLI RESEPTOR GENi 2. ve 3.
EKZON DiZiLERININ BELIRLENMESI

BiLIM UZMANI ERDAL TUNC

DOKTORA TEZI

DANISMANI
PROF. DR. OSMAN DEMIRHAN

Bu tez, Cukurova Universitesi Arastirma Fonu tarafindan
TF2009D2 no’lu proje olarak desteklenmistir.

ADANA-2011



TESEKKUR

Bu tezin hazirlanmasinda her asamada yol gostericiligini, destegini ve
emegini esirgemeyen hocam Prof. Dr. sayin Osman DEMIRHANa tim
ictenligimle tesekkir ederim. Ayrica, tezimin izleme komitesinde bulunan
hocalarim sayin Prof. Dr. Halil KASAP’a ve sayin Prof. Dr. Yahya SAGLIKER’e
yol gostericilikleri ve desteklerinden dolayi tesekkir ederim.

Bu calismanin yuratilmesi boyunca her tirlti destegini esirgemeyen Dog.
Dr. Ali iffan GUZEL'e tesekkiir ederim. ilave olarak katkilarindan dolayr Ogr.
Gor. Bertan YILMAZ'a, Dokt. Ogr. Sabriye KOCATURK-SEL’e ve Yik. Lis. Ogr.
Mehmet Ali ERKOC’a tesekkir ederim. Son olarak, manevi katkilarindan dolay

tum Anabilim Dali ¢caligsanlarina tesekkir ederim.



ICINDEKILER

TESEKKUR

ICINDEKILER

SEKILLER DiziNi

CIZELGELER DIZINi

OZET

ABSTRACT

1.GIRIS

2.GENEL BILGI

2.1 Kronik Bobrek Hastaliginin Klinigi

2.2 Kronik Bobrek Yetmezligi ve Genetik

2.3 Ca*? Metabolizmasi ve Kronik Bobrek Hastaliginin Ca*
Metabolizmasi Uzerine Olan Etkisi

2.4 Fosfor Metabolizmasi ve Kronik Bobrek Yetmezliginin Fosfor
Metabolizmasi Uzerine Etkileri

2.5 Vitamin D Metabolizmasi ve KBH

2.6 Kemik Metabolizmasi ile iligkili Molekiiler Surecler ve Kronik Bébrek
Yetmezligi

2.7 Sagliker Sendromu

2.8 Kalsiyum Reseptori (CaSR) ve Kodlayici Geni

2.9 DNA Dizisi Belirleme Yontemleri

3. MATERYAL ve METOT

3.1 Sitogenetik Caligmalar

3.1.1 Kan Orneklerinden Kromozom Analizi

3.2 Molekdler Calismalar

3.2.1 DNA Eldesi

3.2.2 PCR Amplifikasyonu

3.2.3 EgsoSap ile Saflagtirma

Vi

viii

Xii

A W W

13
18

20
25
31
34
42
42
42
43
43
45
46



3.2.4 Dizi Analizi Reaksiyonu (BigDye)

3.2.5 Sephadex ile Saflastirma

3.2.6 ABI 3130 Cihazina Yukleme

3.2.7 Sonuglarin Degerlendirilmesi

3.3 Kullanilan Kimyasal Malzemeler

3.3.1 Sitogenetik Calisma igin Kullanilan Kimyasal Malzemeler

3.3.2 Molekiller Calismalar (Dizi Analizi ve DNA Eldesi) icin Kullanilan
Kimyasal Malzemeler

3.4 Kullanilan Aygitlar

3.5 istatistiksel Analiz

3.6 Sonuglari Degerlendirme icin Kullanilan Programlar

4. BULGULAR

4.1 Sitogenetik Bulgular

4.2 Molekdler Bulgular

5. TARTISMA

6.SONUC ve ONERILER

KAYNAKLAR

EKLER

Ek 1 Sephadex Hazirlama

Ek 2 DNA izolasyonunda Kullanilan Baglica Cozeltiler

OZGECMIS

a7
a7
48
48
48
48

49
49
50
50
51
51
63
69
75
77
81
81
82
84



SEKILLER DiziNi

Sekil 1 Ca* iyonlari ile uyarilan kalsiyum reseptorlerinin hiicre icinde
etkiledikleri yolaklarin diyagramatik gosterimleri.

Sekil 2 PTHIn Ca*® metabolizmasi lizerine olan etkisinin diagramatik
ifadesi

Sekil 3 Epitel hiicrelerinden Ca** transportunun diagramatik ifadesi

Sekil 4 Dogal olarak meydana gelen bazi mutasyonlari da gdsteren

kalsiyum reseptorinin (CaSR) topolojik gérinima

Sekil 5 Bobrek epitel hiicrelerinde bulunan NaPi tasiyici proteinlerinin
calisma mekanizmalari

Sekil 6 Bobrek proksimal tibullerin epitel hiicrelerinde PTH’In NaPi-lla
tagtyici proteinlerinin yogunlugunu belirleme mekanizmalari

Sekil 7 Kemik yikiminin kontrolt

Sekil 8 Osteoklast hiicrelerinde RANKL/RANK yolaginin diagramatik

goruntasu

Sekil 9 Osteoblast hiicrelerinde PTH'In uyarimiyla harekete gecen hiicre

ici sinyal yollar
Sekil 10 Sagliker sendromlu hastalarin Ust satirda son halleri gorulurken
alt satirda daha once ¢ekilmis olan fotograflari gorilmektedir
Sekil 11 Normal insan ve Sagliker sendromlu hastanin sefalometrik X-
Ray gorunteleri
Sekil 12 Ciddi klas Il malokliizyonu olan dort Sagliker sendromlu
hastanin anteroposterior ve lateral yuz renkli fotograflari
Sekil 13 Sagliker sendromlu hastalarin yiz géranamleri
Sekil 14 Sagliker sendromlu hastalarin yiz géranamleri
Sekil 15 Sekiz ekzon igceren CaSR geninin genomik organizasyonu
Sekil 16 CaSR geni kodlayici dizisinde bazi baz degisimlerini gbsteren
diagram.
Sekil 17 Polimeraz zincir reaksiyonu

Vi

11
12

13

15

16
20

22

23

27

28
29
30
33

36



Sekil 18 Sanger -Coulson metodu ile DNA sekans analizi

Sekil 19 DNA bantlarinin jel Gizerinde goruntilenmesi

Sekil 20 Maxam ve Gilbert yontemi ile DNA sekans analizi

Sekil 21 Sagliker sendromlu hastalarda gozlenen bazi yapisal kromozom
dizensizliklerinin kismi karyotip goruntdleri

Sekil 22 Sagliker sendromlu hastalarda gozlenen bazi sayisal

kromozom duizensizliklerinin karyotip goérunttleri

Sekil 23 Sagliker sendromlu hastalarda g6zlenen bazi sayisal kromozom
dizensizliklerinin karyotip goruntileri

Sekil 24 CaSR 2. ekzon boélgesinin PCR ile ¢cogaltildigini gosteren jel
goruntisi

Sekil 25 CaSR geni 2. ve 3. ekzonlari olusturan DNA dizileri

Sekil 26. ikinci ekzon 14 ve 19. érneklere ait kismi elektroferogram

goruntuleri

Vii

38

39

41

57

59

59

64
67

68



CiZELGELER DiziNi

Cizelge 1 Kronik bobrek hastaligi nedenleri

Cizelge 2 Sagliker sendromunun evreleri

Cizelge 3 RPMI1640 medyumunun hazirlanigi

Cizelge 4 ikinci ekzon icin PCR karisiminin hazirlanigi
Cizelge 5 Ugiincu ekzon icin PCR karisiminin hazirlanigi
Cizelge 6 Dizi analizi reaksiyonunun hazirlanigi

Cizelge 7 Dizi analizi igin PCR gartlari

Cizelge 8 Sitogenetik bulgular

Cizelge 9 Sitogenetik bulgular

Cizelge 10 Saptanan bazi 6nemli yapisal diuizensizliklerin idiyogram
Uzerindeki gosterimleri
Cizelge 11 lkinci ekzon icin dizi analizi sonuglari

Cizelge 12. Uclincii ekzon icin dizi analizi sonuglari

viii

27
42
45
45
47
47
54
60
62

65
66



OZET

Sagliker Sendromlu Hastalarin Sitogenetik Analizleri ve Kalsiyum Duyarh
Reseptdr (CaSR) Geni 2. ve 3. Ekzon Dizilerinin Belirlenmesi

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), nefron sayisinda azalma ve
fonksiyonlarinda bozulma seklinde seyreden ve siklikla son ddonem
b6brek yetmezligi ile sonuglanan patofizyolojik bir stregtir. Kronik bdbrek
hastalarinin (KBH) bir kisminda Sagliker sendromu olarak adlandirilan
farkh bir klinik tablo geligmektedir. Bu sendroma yakalanan hastalarda
klinik olarak kronik bobrek hastaliginin yani sira sekonder
hiperparatiroidizm, olduk¢ca agir yuz-cene degisiklikleri, oldukca agir
psikolojik problemler ve depresyon meydana gelmektedir. Bu hastalarda,
laboratuar bulgulari olarak hiperfosfatemi ve hipokalsemi gdzlenir.

Sagliker sendromuna donusen kronik bobrek hastaligi tablosu igin
bazi genetik yatkinlhk faktorlerinin sorumlu olabilecekleri
dasunulmektedir. Bu caligmada, genetik yatkinhik faktorlerinden biri
olabilecegi disiincesiyle, Ca"™ iyonunun dizeyini diizenleyen kritik
oneme sahip kalsiyum reseptdr proteini ve onu kodlayan kalsiyuma
duyarh reseptdr (CaSR) geninin sekans analizi yapilmigtir. CaSR geni, 3.
kromozomun 13.3-21 bélgesine lokalize ve 103 kb buaydklugiunde bir
gendir. Bu gen sekiz ekzon icermektedir. CaSR, G proteinine eslenik
olarak caligan bir reseptdérdir. Aynit zamanda, hicre zarini yedi kez
kateden protein siper ailesinin (C ailesi) bir Uyesidir. Binyetmigsekiz
aminoasit buyukligunde bir proteindir. CaSR, agirlikli olarak paratiroid
bezi hiuicrelerinde, tiroid bezinin C hiicrelerinde ve bdbreklerde ifade edilir.

Bu caligmada; toplam olarak 23 hastanin CaSR geninin 2 ve 3.
ekzonlarinin sekans analizleri gergeklestirildi. ikinci ekzon i¢in 3 hastada,
70239 pozisyonundaki A bazinin delesyona ugramig oldugu saptandi. iki
hastada  70471'de A>G heterozigot nukleotid degisimi ve 1 hastada
70622'de T>C heterozigot nukleotid degisimi bulundu. Ekzon 3 igin 11



hastada, 73724 pozisyonunda G>A homozigot niukleotid degigimi tespit
edildi. Bir hastada, 73724’de G>A heterozigot nikleotid degisimi saptandi.
Ekzon 2'de 70622 pozisyonu, kodlama yapan bdlgenin igerisindedir. Bu
noktada, TTT kodonunun sonundaki T nukleotidinin C'ye doénustugu
gozlendi. Yeni kodon TTC seklindedir. Bu baz degisimi literaturde
tanimhdir ve her iki kodon da fenilalanin aminoasidini kodlamaktadirlar.
Diger baz degisimleri kodlama yapan bdélgelerin digindadirlar.
Bulgularimiz, CaSR geninin 2 ve 3. ekzonlarindaki saptadigimiz nukleotid
degisimlerinin Sagliker sendromu hastaliginin ortaya c¢ikiginda ve
gelisiminde etkili olmadiklarini ortaya koymustur.

Calismamiz kapsaminda 23 Sagliker sendromlu hasta ile 23 kontrol
bireyin karyotipleri de caligildi. Karyotip analizleri yapilan hastalardan
5nin (%21.8) tum metafaz plaklarinin  normal kromozom kuruluguna
(46,XX/46,XY) sahip oldugu bulundu. Bu hastalardan 4'Gnin erkek ve
L’inin kiz cinsiyetine sahip oldugu rapor edildi. Geriye kalan 18 (%78.2)
hastanin incelenen metafaz plaklarinda bir ya da daha fazla sayida sayisal
velveya yapisal kromozom duzensizliklerine rastlandi. Saptanan basglica
yapisal kromozom duzensizlikleri; 2, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 13, X ve Y
kromozomlar Uzerindeki hasarlardir. Bunlarin icerisinde 9qgh+ olugumu,
2023 bolgesindeki gap olugsumu, chtb(2)(q23), chtb(2)(p31) ve fra(2)(p23)
seklindeki olugsumlar, 13ps+ ve Yg+ olusumlari, 4q22-qter ve 4q31
bélgelerinde kromozom kaybi ve kromatid kirngi, gap(6)(q21) olugsumu,
del(10)(p13-pter), del(10)(p1l5) ve gap(10)(q22)x2 seklindeki hasarlar,
Xp22.1-pter ve ql3.2-qter bdlgelerinde kayiplar 06zellikle dnemlidirler.
Bunlarla birlikte, bulunan sayisal kromozom duzensizlikleri igerisinde
kromozom 10, 13, 19, 22 ve Y monozomileri 6ne ¢cikmaktadirlar.

Tum hastalarda incelenen toplam 639 hiucrede 241 (%37.7) kromozom
diizensizligi tespit edildi. Bu kromozom dizensizliklerinin %88’inin yapisal
ve %12’sinin sayisal duzensizlikler oldugu saptandi. Kontrol grubu olarak
23 erkek birey caligildi. Kontrol grubundan incelenen 1150 hicrede 182

(%15.8) yapisal duzensizlik bulundu. Hasta grubu ile kontrol grubu



arasinda yapilan Kkarsilagtirmada hastalarda kromozom duzensizlik
oraniin anlaml bir sekilde artmig oldugu (p<0.05) tespit edildi .

Anahtar kelimeler: Sagliker, sendrom, kalsiyum, DNA, dizi,
sitogenetik, analiz
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ABSTRACT

Cytogenetic Analyses and Sequencing of Exon 2 and 3 of Calcium Sensing
Receptor (CaSR) Gene in Sagliker Syndrome Patients

Chronic kidney disease, as a patho-physiological process, is
characterized by declining number of functioning nephrons in the course of
time and frequently develops to end stage kidney failure. Some patients
suffering from chronic kidney disease develop sagliker syndrome. Sagliker
syndrome patients, in addition suffering from kidney disease, develop
seconder hyperparathyroidism and serious facial deformities and also they
suffer from psychological problems and depression. In these patients, as
laboratory findings, hypocalcemia and hyperphosphatemia also develop.

In chronic kidney disease patients, having bad prognosis (turning
into Sagliker syndrome), it is plausible to think that they are genetically
predisposed. In this study, keeping in mind that it could be a genetic
predisposition factor and also because of CaSR protein is critically
important for calcium homeostasis in the body, exons 2 and 3 of CaSR
coding gene sequenced. CaSR, consisted of 1078 amino acid, is a
receptor which functions via G protein and a member of seven times
membrane spanning protein super family (C family). CaSR is expressed
predominantly by parathyroid gland cells, thyroid C cells and kidney.
CaSR gene is localized on chromosome 3g13.3-21 region, consisted of
103 kb and 8 exons.

In this study, exon 2 and 3 of CaSR gene of 23 patients were
sequenced. For exon 2, 3 patients had adenin base deletion at the position
of 70239. Two patients had A>G heterozygote alteration at the position of
70471 and also 1 patients had T>C heterozygote alteration at the position
of 70622. For exon 3, G>A homozygote alteration at the position of 73724
was detected in 11 patients and also G>A heterozygote alteration at the
position of 73724 was detected in 1 patient. For exon 2, at the position of

Xii



70622 T altered to C and finally codon TTT altered to codon TTC, both of
which coding phenylalanine amino acid, resulting in no protein sequence
alteration. According our findings, there is no any relation between
etiology and progression of sagliker syndrome and nucleotide alterations
we found in exon 2 and 3 of CaSR gene.

In the scope of our study, we also did karyotype analysis of 23

sagliker syndrome patients and 23 control cases. 5 out of 23 patients
(21.8%), four male and one female, had normal karyotype in all metaphase
plagues. Remainder 18 patients (%78.2) had structural or numerical
chromosomal abnormalities at least in one metaphase plague or more.
Important structural chromosome abnormalities, we found are related to
chromosomes 2,4,5,6, 7,9, 10, 11, 13, X and Y. These abnormalities go as
follow, 9gh+, gap(2)(q23), chtb(2)(q23), chtb(2)(p31), fra(2)(p23), 13ps+,
Yq+, del(4)(g22-gter), chtb(4)(q31), gap(6)(q21), del(10)(pl1l3-pter),
del(10)(p15), gap(10)(q22)x2 Xp22.1-pter and ql3.2-qter. Important
numerical chromosome abnormalities we found are monosomies of
chromosome 10, 13, 19, 22 ve Y.
In another classification, we evaluated 639 metaphase plaques in 23
patients and we found 241 chromosome abnormalities of which 88% were
structural and 12% were numerical abnormalities. In control group we
studied 23 male individuals. For this group, we totally examined 1150
metaphase plaques and we found 182 (15.8%) chromosome abnormalities.
We found statiscally significant increase in the ratio of chromosomal
abnormalities in patients compared to controls (p<0.05).

Key words: Sagliker, syndrome, calcium, DNA, Sequence,

cytogenetic, analyze
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1. GIRIS

Kronik bébrek hastaligi (KBH), gesitli nedenlerden dolayi ilerleyici ve geri
donusimsiz olarak nefron kaybinin meydana gelmesi ile karakterize bir
sendromdur®.  Klinik agidan KBH, semptom gostermeyen bébrek fonksiyon
azalmasindan dremiye kadar degisen bir spektrum gdsterir. Bagka bir tanima
gore kronik bobrek yetmezligi, nefron sayisinda azalma ve fonksiyonlarinda
bozulma seklinde seyreden, siklikla son donem bobrek yetmezligi ile
sonuclanan patofizyolojik bir stirectir. Son dénem bobrek yetmezligi durumunda,
geri donlisimsuiz olarak bobrek fonksiyonunda bozulma meydana gelmektedir.
Bu hastalarin  yasamlarini  siOrdurebilmeleri  diyalize veya  bobrek
transplantasyonuna bagli hale gelmekte ve sonucta Uremi gelismektedir.
Ulkemizde son vyillarda yapilan caligmalarda; KBH'lI olgularin %30’unda
etiyolojinin belirsiz oldugu, 6nde gelen belirli nedenler arasinda sirasiyla kronik
glomerulonefrit, kronik pyelonefrit/interstisyel nefrit, hipertansiyon ve diyabetik
nefropatinin bulundugu dikkati cekmigtir.

Kronik bobrek hastalarinin bir kisminda Sagliker ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmis olan Sagliker sendromu hastalik tablosu gelismektedir.
Bu sendroma yakalanan hastalarda, klinik olarak KBH'nin yani sira sekonder
hiperparatiroidizm oldukga agir yiz ve ¢ene degisiklikleri ve yine oldukga agir
psikolojik problemler ve depresyon meydana gelmektedir. Anlasilacagi tzere
bazi kronik bobrek hastalarinda Sagliker sendromu gelismektedir.

Genetik yoninden ele alindiginda, Sagliker sendromuna dénisen KBH
tablosu icin bazi genetik yatkinlik faktérlerinin sorumlu olabilecegi akla
gelmektedir. Bu noktada Sagliker sendromu olgularinda laboratuar bulgulari
olarak saptanan hiperfosfatemi, hipokalsemi ve buna bagli olarak gelisen
sekonder hiperparatiroidizm bulgularn 6n plana c¢ikmaktadirlar. Bilindigi gibi
vlcutta bu iyonlarin dizeyleri karmasik mekanizmalarla dizenlenmektedir. Bu
karmagsik mekanizmalarin elemanlari olan proteinlerde meydana gelebilecek

olan kaltsal bir degisiklik KBH'nin seyrini etkileyebilir. Buradan anlagilacagi



Uzere, ¢ok sayida protein faktér bu iyonlarin dizenlenmesinden sorumludurlar.
Bu calismada, Ca*? iyon diizeyinin diizenlenmesi acisindan kritik Snemde olan
kalsiyum reseptdr proteini ve onu kodlayan kalsiyuma duyarli reseptor (CaSR)
geninin sekans analizi yapildi. Toplam olarak 23 hastanin CaSR genlerinin 2.
ve 3. ekzonlarinin dizi analizleri yapildi. Mali kaynak yetersizligi nedeni ile diger
ekzonlarin sekans analizleri gerceklestirilemedi. Ayrica bu hastalarin yapisal ve

sayisal kromozom diuzensizlik diizeyleri de incelendi.



2. GENEL BILGI

2.1 Kronik Bobrek Hastalhiginin Klinigi

Kronik bobrek hastaligi (KBH), ¢esitli nedenlerden dolayi ilerleyici ve geri
donusimsiz olarak nefron kaybinin meydana gelmesi ile karakterize bir
sendromdur®.  Klinik agidan KBH, semptom gostermeyen bébrek fonksiyon
azalmasindan Uremiye kadar degisen bir spektrum gosterir. Aslinda bébrek
yetmezligi, birbiri igcine girmis evreleri ihtiva eden Klinik bir tablo gosterir.

KBH'nin erken evresinde sadece bobregin fonksiyonel rezervinde azalma
vardir. Bu safhada bobregin regulatér, biyosentez ve ekspresyon fonksiyonlari
genellikle iyi oldug@u icin klinik belirti ve bulgu yoktur. Orta evrede azotemi olugur
ve anemi gibi bazi klinik belirtiler ortaya ¢ikabilirse de ¢ogunlukla hastalar yine
semptom gostermezler. Ancak, infeksiyon, hipovolemi, obstriiksiyon ve
nefrotoksik ila¢ kullanimi gibi araya giren akut stresler hastay! hizla tremik
tabloya sokar. Geri donusumli faktorlerin dizeltiimesiyle hasta siklikla eski
durumuna doner. ileri evre bobrek yetmezliginde glomerular filtrasyon orani
(GFO) %30’un altindadir. Bobregin regulator, biyosentez ve ekspresyon
fonksiyonlarinin buyuk 6lciide bozulmasi, halsizlik, nikttri ve kemik agrilari gibi
klinik belirti ve bulgularin ortaya ¢ikmasina neden olur. Son dénem bobrek
hastaliginda, bobrek fonksiyonlarinin ileri derecede kaybi sonucunda giderek
artan azotemi ve hemen hemen her organ sistemi ile ilgili belirti ve bulgular
ortaya cikar. Terminal dénemde ortaya c¢ikan bu klinik sendrom tremi olarak
tanimlanir’.

KBH'nin c¢ok cesitli nedenleri vardir. Toplumlar arasinda buyUk
degiskenlikler gorulir. Genel olarak en sik gorilen nedenler arasinda kronik
glomerulonefritler, diyabetik nefropati, hipertansiyon, polikistik bébrek hastaligi,
obstriiktif Giropati ve interstisyel nefritler yer alir'. Hastalarin énemli bir kismi
hekime Uremik tablo ile basvurdugu icin temelde yatan hastaligin bulunmasi
bobrek biyopsisi yapilmasi halinde bile miimkiin olmayabilir. Ulkemizde de bu
grubun orani halen yiiksek seyretmektedir. KBH'nin ABD’ de en sik rastlanilan



nedenleri diyabetik nefropati ve hipertansiyon iken diger Ulkelerin ¢cogunda
glomerulonefritler ve pyelonefrit/interstisyel nefritler gelmektedir'. Avusturalyada
ise analjezik nefropatisi 6nemli bir hastalik olarak goériinmektedir. Ulkemizde
son yillarda yapilan ¢alismalarda, KBH’li olgularin %30’ unda etiyolojinin belirsiz
oldugu, 6nde gelen belirli nedenler arasinda sirasiyla kronik glomerulonefrit,
kronik pyelonefrit/interstisyel nefrit, hipertansiyon ve diyabetik nefropatinin
bulundugu dikkati ¢cekmistir. KBH’ nin ¢esitli Glkelerdeki nedenleri gizelge 1’ de

gosterilmigtir.

Cizelge 1. Kronik Bobrek Hastaligi Nedenleri®

Hastalik Avrupa % ABD % Tarkiye%
Glomerulonefrit 25 17 20.7
Diyabetes Mellitus 12 33 9.4
Hipertansiyon 10 29 13.2
Polikistik Bébrek Hastaligi 8 4 3.3
Analjezik nefropatisi 2 1 0.7
Pyelonefrit/interstisyel nefrit 17 ? 19.7
Nedeni belirsiz 15 15 29.9

2.2 Kronik bébrek yetmezligi ve Genetik

Kronik bobrek yetmezligi, nefron sayisinda azalma ve fonksiyonlarinda
bozulma seklinde seyreden ve siklikla son donem bobrek yetmezligi ile
sonuclanan patofizyolojik bir stirectir. Son dénem bébrek yetmezligi durumunda,
geri donusumstz olarak renal fonksiyonda bozulma meydana gelmektedir. Bu
hastalarin yasamlarini surdurebilmeleri diyalize veya bobrek
transplantasyonuna bagli hale gelmekte ve sonucta Uremi gelismektedir.
KBH'ya yol acan pek cok etmenden soOz edilebilir. Fakat siklikla, hastalik
surecinde once bobrekler kitle olarak kugculurler. Renal kitledeki azalmaya
paralel olarak geriye kalan nefronlarin fonksiyonlarinda artma ve hipertrofi
meydana gelir. Hipertrofi, gelisen hiperfiltrasyona bagl olarak meydana gelir.
Sonugta, kalan nefron kitlesi skleroz surecine girer ve fonksiyonlarini
kaybetmeye baglar. Kronik bobrek yetmezliginin (KBY) gelisimi surecinde
goOzlenen bireysel farkliliklar, sistemle iligkili genlerin cesitlilik géstermelerinden

kaynaklaniyor olabilir.



Kronik bobrek yetmezligi hastaliginin erken déneminde bulgular ancak
laboratuvar diizeyinde olurlar. Bunun igin en sik kullanilan laboratuvar 6lgtimleri
serum ure ve kreatinin konsantrasyonlaridir. Serum ure ve kreatinin degerlerinin
hafif yikselmis olmasi dahi kronik nefron hasarina igaret eder. Glomerular
fillrasyonun dastugunin  gostergesi olarak serum dre ve kreatinin
konsantrasyonlari yukselse bile glomerular filtrasyon normalin %30’una kadar
dusmedikce hastalar semptom gdstermeyebilirler. Bununla birlikte, ¢cok dikkatli
bir sekilde yapilan muayenede genellikle renal yetmezligin erken klinik ve
laboratuar bulgulari ortaya ¢ikarilabilir. Bu bulgular nikturi, hafif anemi, hafif gig
kaybi, istah azalmasi ve erken beslenme bozukluklari seklindedirler. Laboratuar
bulgular olarak kalsiyum ve fosfor dizeylerinde anormallikler goralr.
Glomerular filtrasyon %30’un altina distigi zaman tremik belirtiler artar, klinik
tablo agirlasir ve biyokimyasal parameterlerde sapmalar gorulur. Boylece, agir
bobrek yetmezligi tablosu gelismis olur. Glomerulonefrit, diyabetik nefrit ve
hipertansif nefrit siklikla kronik bobrek yetmezligine siriikleyen etmenlerdir.
ilave olarak, yaghlarda renovaskiiler hastaliklar sebebiyle kronik bobrek
yetmezligi gelisebilir. Tek genli gecis gosteren hastaliklar, kronik bdbrek
yetmezligine sirikleyen etmenler arasinda az ama O©nemli bir grubu
olustururlar. Bu hastaliklar, otozomal dominant kalitim gosteren polikistik bobrek
hastaligi ve Alport'un herediter nefriti seklindedirler?.

Otozomal dominant kaltmim gosteren polikistik bobrek hastaligr: Genetik
olarak heterojenite gdsteren bu hastaligin en az tg farkli gende meydana gelen
mutasyonlarla iligkili oldugu bildirilmigtir. Bu genler polycystic kidney disease 1
(PKD1), polycystic kidney disease 2 (PKD2) ve henlz bilinmeyen Ugtinci bir
gen seklindedirler. PKD1 geni mutasyonlari, otozomal dominant kalitim
goOsteren polikistik bobrek hastaligi vakalarinin %85’inden sorumludurlar. Bu
gen 16 kromozomun p13.3 bolgesine lokalize olmustur. Olgularin geriye
kalanlarindan, 4921-23 bélgesine lokalize olmus PKD2 geninde meydana gelen
mutasyonlar sorumludurlar. Bu her iki gene ait mutasyonlarin saptanmadigi
olgularda ugtinct bir gendeki mutasyonlarin hastaliyin gelismesine yol actigi

dustnulmektedir®®,



Alport’'un herediter nefriti: Alport sendromu, ilerleyici renal yetmezlik ile
karakterize kalitimsal nefrit 6zelliginde bir hastaliktir. X kromozomuna bagl
kaliim gosterir. Glomerular membranda eksprese edilen tip IV kollajeni
olusturan alt Gnitelerden birini kodlayan gen olan COL4A5'te (collagen, type IV,
alpha 5) meydana gelen mutasyonlar bu klinik tablodan sorumludurlar. COL4A5
geni, Xq22 bolgesine lokalize olmustur. Bunun diginda tip IV kollajenin yapisini
katilan iki farkli kollajen proteini daha bulunmaktadir. Bu proteinler, otozomal
kromozomlar Uzerine lokalize olmus COL4A3 (2936-37) ve COL4A4 (2935-q37)
genleri tarafindan kodlanirlar. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar da
Alport sendromuna yol agarlar. Ancak, bu genlerdeki mutasyonlarin yol acgtiklari
Alport sendromu vakalarina oldukca ender rastlanmaktadir®>.

Kronik bobrek yetmezligine sirukleyen Tip I, Il diabetes mellitus ve
esansiyel hipertansiyon hastaliklari ise poligenik kalitim modeline uyarlar. Bu
hastaliklarin gelisim sireclerine katilan genlerin belirlenmesi ¢alismalari devam
etmektedir. Son zamanlarda refli néropatisinin de genetik yolla aktarilan bir
hastalik olabilecegi yoninde kanitlara ulasiimistir. Ancak her durumda, hastalik
genetik gecis gostersin veya gostermesin, genel etiyolojik faktérlerden bagimsiz
olarak hasta bireylerde hastaligin gelisim seyri cesitlilik gostermektedir. Bu
cesitliligin temelinde genetik farkhliklarin yattigi distntlmektedir. Bu genetik
farklihklarin anlasilmasi hastalara uygulanacak tedavi protokolleri bakimindan
yonlendirici olacaktir. Kronik bobrek yetmezliginin gelisimine dogrudan etkisi
oldugu ispat edilmis olan bir gen bildirimisti’. Bu gen, anjiyotensinin
cevirilmesini saglayan enzimi (Angiotensin converting enzyme, ACE) kodlayan
gendir.

Kromozom 17'nin p23 boélgesine lokalize olmus olan ACE geni diabetik
nefropati, glomerulonefrit, polikistik bobrek hastalgi, trolojik anomaliler ve
kronik bobrek hastaliginin dahil oldugu bir grup hastalidin gelisimi surecinde,
dolayisiyla renal fonksiyonun progresif olarak bozulmasi sirecinde rol
almaktadir. Bu genin allelerinde godzlenen polimorfizmler, kodlanan enzimin
aktivitesinde degisimlere yol acgarlar. ACE geninin her iki allelini de etkileyen
homozigot delesyonlarin kronik bobrek yetmezliginin gelisimi igin buydk risk

olusturduklari saptanmistir®®.



Kronik bobrek yetmezliginin ileri evrelerinde hastalarda tremi gelisir.

Uremi, normal olarak idrarla atlan metabolizma son urlnlerinin kanda
birikmesinden kaynaklanan ve kompleks multiorgan bozuklugu ile karakterize
klinik bir tablodur. Dolayisiyla, Gremi tablosunun ortaya ¢ikmasinda etkili olan
cesitli etmenler vardir. Bu etmenlerden birincisi, protein ve aminoasitlerin
metabolize olmalari sonucu olusan son Uriinlerin kanda birikmeleri ve bunlarin
olusturdugu toksik durumdur. Buna karsin, yagd ve karbohidratlar tremi
tablosunun olusumu bakimindan ikinci derecede ©6nemlidirler. Cunku, yag ve
karbohidratlar, su ve CO; ‘ye metabolize olurlar, dolayisiyla son trinleri su ve
COy'dir. Su ve CO;ise deri yoluyla atilabilirler. Ancak Uremi tablosunun ortaya
cikmasi sadece metabolitlerin kanda birikmesi ile iligkili degildir. Bu tablonun
ortaya ¢ikmasinda ikinci derecede etkili olan etmen, kronik bobrek yetmezligine
bagl olarak bobreklerin metabolik ve endokrin fonksiyonlarinin bozulmasidir.
Bobrekler normalde bazi proteinleri ve polipeptitleri katabolize ederler?.
Bunlarin basinda PTH ve metabolitleri gelir’. Ayrica, bu proteinler arasinda
leptin ve sitokinler de ©nemlidirler. Uremi durumunda her ikisinin de serum
duzeyleri yukselir. Bunun yaninda kronik tremi hastalarinda C reaktif protein
duizeyi de yiikselir. Buna karsin bu hastalarda albiimin diizeyi diser®.
Ayrica bdbrekler, eritropoetin, 1,25-dihidrooksivitamin D gibi bilesikleri sentez
ederler ve salgilarlar®’. Kronik bobrek yetmezligine bagli olarak bu islev de
bozulur. Butun bu degisimlerin meydana getirdikleri dengesizligin sonucu olarak
PTH, insdlin ve prolaktin gibi polipeptid hormonlarin plazma dizeyleri de
yukselir. Bu hormonlarin seviyelerindeki yukselme, renal atilimin azalmis
olmasinin yaninda, sekresyonun artmis olmasina da baghdir. Sonugcta, kronik
bobrek yetmezligine bagli olarak anemi, malnttrisyon, karbohidrat metabolizma
bozuklugu, yag ve protein metabolizma bozukluklari, enerji kullaniminda
yetersizlik ve kemik metabolizma bozukluklari gibi durumlar gelisir?.

Uremi tablosunun ortaya ¢ikmasini saglayan tigiincii etmen sivi, elektrolit
ve asit-baz dengelerinde meydana gelen bozulmadir. Glomerular filtrasyon
normal diizeyde oldugunda giinde 24.000 milimol’'un tizerinde Na" filtre edilir.
Duzenli olarak filtre edilen bu sodyum ydktndn blyutk bir boluma tabullerden
tekrar geri emilir. Genellikle, %21’in altindaki bir kismi idrarla atilir. Bundan dolay:



glomerular filtrasyon %710un altina dusse bile viicut Na® hemostazini
koruyabilmektedir. ilerleyici nefron kaybi ile karakterize hastaliklarda; kismen
altta yatan etiyolojik hastaliga (glomerular veya tubulointerstisyel hastalik),
verilen diiiretik tedaviye ve Na* dengesini etkileyen kalp yetmezligi ve siroz gibi
hastaliklara bagl olarak Na" diizeyi yiikselebilir, diisebilir veya normal bir seyir
izleyebilir.

Kronik bobrek yetmezligi olgularinda genellikle K* diuizeyi cok buyiik
oranda etkilenmez. Hiperkalemi ve hipokaleminin geligtigi olgulara rastlanabilir.
Kronik bobrek yetmezligi hastaliginin son evrelerinde genellikle metabolik
asidoz geligir. Bunun nedeni, 6zellikle protein metabolizmasi sonucu olugan H*
iyonlarinin bobrekler yoluyla atilamamasidir®. Kronik bébrek hastaligi acisindan
ekstra 6nemli olmalari nedeniyle kalsiyum iyonu, fosfor iceren bilesikler ve
vitamin D bilesiginin normal metabolizmalarinin KBH’dan nasil etkilendiklerinin

ayrintil bir sekilde anlasiimasi dnemlidir.

2.3 Ca'? Metabolizmasi ve Kronik Bo6brek Hastaliginin Ca*
Metabolizmasi Uzerine Olan Etkisi

Ca*? iyonu, 6nemli bir takim biyolojik siireclerde rol alan cok kritik bir
iyondur. Ca*? iyonunun gérevleri arasinda bulunan hiicre zarinin calismasina
katkida bulunma ve hicre ici sinyal iletimi sirecine katilma konumuz acgisindan
onemlidirler. Kalsiyum tuzlari, kemik dokusunun énemli bir kismini olustururlar.
Bu sekilde kalsiyum tuzlari kemik dokusunun dayanikli olmasinda ve doku
batinligundn saglanmasinda rol alirlar. Kalsiyum ekstraseliler sivi igerisinde
proteinlere bagli olarak (6zellikle albimine), ¢ozunebilir bilesikler halinde (sitrat
gibi anyonlarla bilesik olusturarak) ve iyonize sekilde olmak Uzere ¢ formda
bulunur. Bunlar icerisinde en énemli form, kalsiyumun iyonize formudur. Serbest
kalsiyum iyonlari kalsiyum kanallari ve kalsiyuma duyarli reseptorler araciligi ile
hiicre zar ile etkilegirler. Vicut, serum kalsiyum duzeyini dar bir aralikta
tutabilmek icin bir takim mekanizmalardan olusan bir sistem gelistirmigtir. Bu
sistemin pargalari olarak intestinal yolda kalsiyum emilimi ve sekresyonu,
bobrek yolu ile kalsiyum atilimi ve kemik dokusunda depolanma/dokudan

salinma olaylari énemlidirler®*°,



Kalsiyum metabolizmasinin dizenlenmesi bakimindan 6nemli bir yapi da
paratiroid bezidir. Bu bez salgiladigi PTH hormonu araciligiyla ekstraseltler
sivida bulunan Ca*™ iyonu diizeyini ¢cok kisa zaman arali§inda diizenler. PTH
bu diizenlemeyi, renal tubular Ca*? transportu ve kemik dokusu ile ekstraseliiler
sivi arasindaki Ca*? iyon degisimi tizerine etki ederek yapar. Uzun siirede PTH,
intestinal Ca*? emilimi Uzerine de etki eder ve bu ¢ yolla kandaki iyonize
kalsiyum diizeyini sabit bir aralikta tutar. Paratiroid doku hiicrelerinin zarlarinda
bol miktarda kalsiyuma duyarli reseptorler (CaSR) bulunmaktadir. Bu
reseptorler sayesinde paratiroid bezi kandaki iyonize kalsiyum diuzeyinde
meydana gelen en ufak degisiklikleri hissetmektedir. PTH hormonunun
salgilanmasi buna gére diizenlenmektedir. Sonugta PTH hormonu da kan Ca*?
duzeyini ayarlamaktadir. Kandaki iyonize kalsiyum konsantrasyonu dustugu
zaman (kronik bobrek yetmezliginde oldugu gibi) paratiroid bezi hicrelerinde
bulunan kalsiyum reseptdrleri inaktive olmaktadirlar (Sekil 1). Bunun sonucunda

paratiroid bezinden PTH salinimi meydana gelmektedir.
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Sekil 1. Ca™ iyonlar ile uyarnlan kalsiyum reseptorlerinin hiicre icinde etkiledikleri yolaklarin
diyagramatik gosterimleri. Kalsiyum reseptérleri bir zaman diliminde ve bir hiicre icerisinde
bu yolaklarin tamamini uyarmayabilirler. Ancak, farkli hicre tiplerinde kalsiyum
reseptorlerinin bu yolaklar uyardiklari anlasilmistir. Paratiroid bezi hiicrelerinde bulunan
kalsiyum reseptorleri, aktiflestiklerinde bir hicre ici mekanizmayl harekete gecirirler.

Sonugta, PTH hormonunun sentezi ve salinimi inhibe olur'.



Kanda PTH diizeyinin yiikselmesine bagli olarak renal tubular Ca*? geri
emilimi artmakta ve idrarla atilan Ca*? diizeyi diismektedir. Buna ilave olarak
PTH iskelet sisteminin bir parcasi olan kalsiyum havuzundan Ca*? salinimini
tesvik eder. Bu da yine kandaki Ca' seviyesinin diizenlenmesine katkida
bulunur. Bu iki yonli cevap PTH hormonuna verilen erken cevabi (dakikalar
veya saatlar icerisinde meydana gelen yanit) olusturur. Eger plazma PTH
dizeyi uzun sire yiksek kalirsa bébrekte 1,25 dihidrooksivitamin D sentezi ve
salinimi artar. Bunun sonucunda, PTH’'ya karsi olugan ge¢ yanit olarak
intestinal Ca*? emilimi artar. Bu da plazma Ca*? diizeyini ayarlayan tgiincii
mekanizmay! olusturur. Buna karsin kandaki Ca*® iyonu konsantrasyonunda
meydana gelen artis paratiroid kalsiyum reseptorlerini aktive eder. Bu
aktivasyonun sonucunda PTH sentezi ve salinimi inhibisyona ugrar (Sekil 1).
PTH diizeyinde meydana gelen diismeye bagl olarak idrarda Ca*? atilimi artar,
kalsiyum havuzundan daha az kalsiyum salinimi olur. Boylece, kandaki iyonize
kalsiyum konsantrasyonu dusuruldr. Eger, plazma PTH dizeyi uzun sire dusuk
kalirsa renal 1,25 dihidrooksivitamin D Uretimi azalir, buna bagli olarak intestinal
Ca*? emilimi de azalir. Bu da kan Ca*? diizeyini uygun aralia getiren ticiincii

mekanizmay olusturur (Sekil 2).
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Sekil 2. PTH'In Ca*? metabolizmasi tizerine olan etkisinin diagramatik ifadesi”.

Bobrekten Ca*? geri-emilimi ile bagirsaklardan Ca*? emiliminin molekiiler
mekanizmalari da aydinlatilmistir (Sekil 3). Her iki durumda da epitel hiicreleri
(renal tubular epitel ve intestinal epitel) araciligiyla Ca™ transportu meydana
gelmektedir. Dolayisiyla, mekanizma birbirine benzemektedir. Buna gore, Ca*?
iyonlari epitel hiuicrelerinin apikal zarlarinda bulunan kalsiyum kanallari (TRPV5
ve TRPVG6) araciligiyla epitel hiuicrelerine giris yaparlar. Epitel hiicresine gegen
Ca*? iyonlari hiicre ici serbest kalsiyum dengesini bozmamak icin kalbindin D
(calbindin D) adi verilen bir proteine baglanirlar. Buna gére Ca'? iyonlari
kalbindin D proteinine bagli olarak epitelyum hucrelerinin  apikal
membranlarindan bazolateral membranlarina tasinirlar. Bazolateral membranda
bulunan Na-Ca*? degisiminden sorumlu proteinler (sodium—calcium exchanger,
NCX) ve Ca-ATPaz enzimi yardimiyla Ca™ iyonlari epitel hiicrelerinden
dolasima aktarilirlar. Kalbindin D proteini vitamin D'ye bagiml bir proteindir.

Vitamin D, TRPV5 ve TRPV6 proteinlerinin sentezlerini de etkilemektedir'®.
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Sekil 3. Epitel hiicrelerinden Ca*? transportunun diagramatik ifadesi”.

Kronik renal yetmezlik durumunda, serum Ca*? konsantrasyonu normal
degerlerin altina diser®. Bunun 6nemli nedenlerinden birisi kronik bobrek
hastaliklarinda azalan renal fonksiyona bagl olarak 1,25 dihidrooksivitamin D
duzeyinin dusmesidir. Bununla birlikte, diyetle alinan D vitamini miktari da, D
vitamini metabolitlerinin  dizeylerini etkiler. Bu noktada, kronik bo6brek
hastaligina bagli olarak meydana gelen D vitamini dizeyindeki dismenin
intestinal Ca*? emilimini olumsuz etkileyecegi ifade edilmelidir. ilave olarak, hafif
renal yetmezliklerde hipokalsitiri gortlir. Bu durum intestinal kalsiyum aliminin
azalmasi ve PTH hormonunun etkisiyle bdbreklerden kalsiyum atiliminin
azalmasina baglanabilir'®. Dolayisiyla kronik bobrek yetmezligi hastaliginda
vitamin D noksanligina ve fosfor dizeyinin yikselmesine bagl olarak, kan
kalsiyum konsantrasyonunu belli bir aralikta tutmak icin, paratiroid bezinden
normalden daha fazla miktarda PTH salgisi olur. Sonugta sekonder
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hiperparatiroidizm gelisir, Bu da kan kalsiyum dizeyinin belli bir aralikta
tutulabilmesi acisindan onemlidir. Sekil 4'de Ca'™ reseptoriiniin topolojik
goruntusu sematize edilmigtir.
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Sekil 4. Dogal olarak meydana gelen bazi mutasyonlari da goésteren kalsiyum reseptérinin
(CaSR) topolojik gorunumu*?

2.4 Fosfor Metabolizmasi ve Kronik Bobrek Yetmezliginin Fosfor
Metabolizmasi Uzerine Etkileri

Fosfor, kalsiyuma benzer sekilde agirlikli olarak mineralize iskelet

dokularinda hidroksiyapatit formunda bulunur. Fosfor icerikli bilesikler hiicre ici

muhtevanin dnemli bir kismini olustururlar. Vicutta bulunan fosforun % 15’lik

kismi kas dokusu gibi yumusak dokularda, %1’lik kismi da ekstraseliler sivida
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bulunur. Diyetle fosfor alimi 6zellikle proteinler araciligi ile olur. Bobrekleri
normal olarak islev goren saglikli kisilerde vicudun total fosfor dengesi nétral
bir seyir izler. idrar yolu ile atilan fosfor miktarini, kemik dokusu ve intestinal
sistemden ekstraselller siviya gecen fosfor miktari belirler. Bazal sartlar altinda
yetiskinlerde diyetle alinan kadar fosfor idrar ile atilir. Ancak, saglikh kisilerde
idrar ile fosfor atilim kapasitesi oldukca blyuktur. Renal fonksiyon, kapasitesinin
% 20 ile 25’inin altina dustigunde diyetle alinan kadar fosforun atilmasi
guglesir. Bunun sonucunda, fosfor tutulumu geligsir ve serum fosfor duzeyi
yukselir. Bu kigilerde, fosfor icerikli diyetlere kisittama getirilerek durum telafi
edilmeye caligilir. iskelet sisteminin déniisiimiine bagli olarak her giin 125-150
mg fosfor ekstraselller siviya katilir ve ekstraseltler sividan ayrilir. Buradan
anlagilacagi Uzere, eger metabolik bir kemik hastaligi yok ise, iskelet sistemine
katilan ve sistemden ayrilan fosfor miktari birbirine esittir. Bu dengenin
bozuldugu durumlarda, saglikli renal fonksiyon gdsteren bireylerde, idrar ile
atilim serum fosfor duzeyinin normal seyretmesini saglar. Kronik bdbrek
hastaliklarina bagl olarak (bobreklerin rezidiel fonksiyon goésterdikleri veya
fonksiyonlarini tamamen kaybettikleri olgularda) sekonder hiperparatiroidizm
geligsen hastalarda kemik dokusunda fosfor salinimi artar ve hiperfosfatemi
gelisir®®.

Yukarida ifade edildigi gibi fosfor hemostazinin saglanmasi igin bagirsak
ve bobrek epitel hucreleri tarafindan koordineli bir sekilde fosfor transportu
gerceklestiriimelidir. Epitel hdcrelerinin apikal membranlari boyunca fosfor
tasinmasi U¢ gesit tagiyici protein araciligiyla gergeklesir. Bu proteinler, SLC34
protein ailesinin Gyeleridirler. Bu proteinlerden NaPi-lla (SLC34A1) ve NaPi-lic
(SLC34A3) bobrek proksimal ttbdtillerinin epitel hicrelerinde sentez edilirler ve
bu epitel hicrelerinin firca kenar membranlarina lokalize olurlar. Gorevieri
bobrek proksimal tibdllerinde fosfor geri emilimini saglamaktir. Buna kargin
NaPi-lIb tagiyici proteini (SLC34A2) bagirsak epitel hiicrelerinde sentezlenir ve
bu epitel hicrelerinin firca kenar membranlarina lokalize olurlar. Bu tasiyici
protein de diyetle bagirsak limenine gecen fosforun emiliminde rol alir® (Sekil
5).

14



Glomerular filtrat
Elektronitral dzellik -

Na+ P teki NaPi-Ilc tastia
| proteini 2 Na+ ivonu
Elektrojenik dzelligi olan ile bir divalent Pi'vi
NaPi-Ila tasiyici proteini hiicre zarmdan gecirir.

hiicre zarmdan 3 Na+ ile bir 3Na" H P'O,,z_ 2Na”  Sonucta ortamlar ara-
divalent Pi'yi birlikte gecir- " - - smda net yiik transferi

ir. Bu durumda bir net yiik | : " olmaz
transferi gerceklesmis olur B Nllla lle
| ~70 mV
NaK-ATPaz, ATP
harcamak suretivle
hiicre disina 3 Na+ u!
cikasmi, buna karsm 3Na ]
hiicre icerisine 2K+ ATP _Pl bazulat?t:al me:m —
girisini saglavarak - - - _ t;?:g?;:ﬁ:::izi en bir
intraseliiler iy ! g™
i T
orar oK 2
HPO,
Kan Pi

Sekil 5. Bobrek epitel hicrelerinde bulunan NaPi tasiyict proteinlerinin - ¢alisma
mekanizmalari®®.

Fosfor metabolizmasinin diizenlenmesi acgisindan paratiroid hormon ile
fibroblast buylime faktori 23 (FGF23) olarak isimlendirilen iki hormon ana
elemanlar olarak iglev gormektedirler. Bunlarin yaninda kemik dokusunun ana
hiicreleri olan osteoblastlar araciligiyla kemik dokusuna fosfor aliniminda
dolayisiyla iskelet sisteminin mineralizasyonunda rol oynayan bagka bazi
faktorler de tanimlanmiglardir. Bunlarin baslicalar;; X kromozomu uzerinde
bulunan endopeptidazlara homoloji gdsteren fosfat duzenleyici gen (PHEX),
matriks ekstraselller fosfoglikoprotein (MEPE) ve dentin matriks protein 1
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(DMP1) faktorleridir. Bu sekilde fosfor metabolizmasinin diizenlenmesinde rol

alan proteinlere/faktorlere fosfatoninler denir™®.

Glomerular filtrat

_":aPi—.IIa--Idafrin kaph 1%
keseler aracihgiyla ’ﬁ '* — %
hiicre icerisine almr. ? * . PLC
% * i'* ERK “ 4
i ' * PKC
. K o
NaPi-IIa klatrin kaph * Fndozom.
keseler icerisinde '
endozoma tasmir | PKA
Lizozom - . N

Endositoza ngrams
NaPi-Ila vikam icin
lizozomlara vonlendirilir.

Kan

PTH'm apikal reseptirlere
bhaglanmasi, PLC/PKC
kaskadm aktive eder. So
-nucta NaPi-Ila down-
regiilasvonu saglanmis
olar
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reseptirlere
baglanmasi1 PKA
kaskadim aktive
eder. Sonucta NaPi-
IIa'nin
downregiilasvonu
saglanms olur.

- $
PTH

Sekil 6. Bobrek proksimal tibtillerin epitel hiicrelerinde PTH'In NaPi-lla tasiyici proteinlerinin

yogunlugunu belirleme mekanizmalari*®.

Paratiroid hormonu, proksimal tubullerde epitel hicrelerinin apikal ve

bazolateral membranlarinda bulunan reseptorlere baglanir. iligkili reseptorlerin

PTH ile uyariimasi sonucunda epitel hicrelerinin firca kenar (apikal)

membranlarinda bulunan NaPi-lla tasiyicilarinin miktarinda azalma meydana

gelir. Bunun sonucunda, uriner fosfor atilimi artar. PTH hormonu, proksimal
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tubul epitel hicrelerinin apikal membranlarindaki reseptoérlerle etkilestiginde
hiicre igerisinde fosfolipaz C/ protein kinaz C (PKC) yolaginin aktiflestirir. Buna
karsin, bazolateral membranda bulunan reseptérlerle etkilesen PTH, hicre
icerisinde cAMP/protein kinaz A yolagini faaliyete gecirir. PTHIn uyardigi
yolaklar nihai olarak NaPi-lla tasiyicilarinin endositoz ile igeri alinmalarina ve
lizozomlar araciligr ile yikilmalarina yol acarlar (Sekil 6). Diyetle yuksek
miktarda Pi alinmasi da apikal membrandaki NaPi-lla tasiyici yogunlugunu
duagurdr. Bu olayin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamigtir. Ancak sonugta,
yine NaPi-lla tasiyicilarinin endositozla iceri alindiklari ve lizozomlarla
yikildiklari saptanmigtir. Fosfat metabolizmasi ile iligkili bazi hastaliklarda bu
proteini kodlayan gende mutasyonlar saptanmistir®.

Fosfor metabolizmasinin dizenlenmesi acgisindan 6nemli olan ikinci
hormon FGF23'tir. FGF23 fosfatirik hormonu, baskin olarak osteositler
tarafindan sentezlenen 32 kDa buyukligunde bir proteindir. Temel etkinligi,
bobreklerde sodyum-bagimli fosfat geri emilimini inhibe etmektir. Bunu NaPi-Il
taslyici proteinlerinin ekspresyon duzeylerini distrerek sagladigi gosterilmistir.
Bunun yaninda, FGF23'lUn proksimal tubullerde meydana gelen la-hidroksilaz
aktivitesini tzerine de inhibe edici bir etkisi vardir. FGF23 hormonunun bu
etkinligi sonucunda fosfattri ve dolagimdaki 1.25(0OH)2 D seviyesinde disme
meydana gelir. 1.25(0OH)2 D bilesiginin dolagimdaki seviyesinin digsmesi
intestinal olarak fosfat emilimini dusdrtr. Bu mekanizmalar araciliiyla FGF23
hormonu dolagimdaki fosfat dizeyinin dizenlenmesine katkida bulunur. FGF
23 hormonunun sentezi ve islevi Uzerinde etkin olmalari nedeniyle PHEX,
MEPE ve DMP1 faktorleri de fosfor metabolizmasi acisindan onemlidirler.
Ancak bu faktérlerin FGF23 hormonunun sentezi ve islevi Uzerine olan
etkilerinin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamigstir. Dolagimdaki fosfat ve
1.25(0H)2 D bilegiklerinin seviyelerinde meydana gelen yiikselmelerin FGF23
hormonunun sentezini arttirdigi saptanmigtir. Dolayisiyla dolasimdaki fosfat ve
1.25(0OH)2 D bilesikleri ile FGF23 hormonu arasinda karsilikli olarak birbirini
diizenleme seklinde dongusel bir iliski vardir®*,

Fosfor hemostazi bakimindan vitamin D sterolleri de son derece

onemlidirler. D vitamini sterolleri, bagirsak epitel hicrelerinin apikal
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membranlarinda  sodyum-fosfor  birlikte  gecisini  arttirmak  suretiyle
bagirsaklardan fosfor emilimini tesvik ederler. Bunun yaninda, diyetle alinan
dolayisiyla dolasima katilan fosfor dizeyi, bébreklerde Uretilen la-hidroksilaz
ve kalsitriyol bilesiklerinin Uretim dizeylerini etkilemektedir. Dolayisiyla fosfor
duzeyi ile vitamin D sterolleri arasinda da karsilikli olarak birbirlerinin
konsantrasyonlarini dtizenleme iliskisi bulunmaktadir. Bébreklerin, fosfor
metabolizmasinda anilan 6nemli rollerinden dolayi; ilerlemis kronik bdbrek
hastaliginda fosfor tutulumu veya hiperfosfatemi 6nemli bir gosterge olarak
kargimiza cikar. Ozellikle, bobreklerin fonksiyon diizeyi %20’nin altina
dustugunde belirgin olarak hiperfosfatemi geligir. Yeterli beslenen diyaliz
hastalarinda hemen daima hiperfosfatemi gelisir. Ayrica yine fosfor tutulumu
veya hiperfosfatemi, paratiroid hiperplazisine yol agmak suretiyle geligen
sekonder hiperparatiroidizm tablosunu daha da agirlastirabilir™®.

2.5 Vitamin D Metabolizmasi ve KBH

Vitamin D’nin iki formu bulunmaktadir. Bunlar; vitamin D3 (kolekalsiferol)
ve vitamin D2 (ergokalsiferol) seklindedirler. insan saghgi acisindan ozellikle,
vitamin D3 formu ©6nemlidir. Buna gore, vitamin D3 gines isidina veya
ultraviyole 1s1ga maruz kalan deride olusmaktadir. Ayrica, besin maddeleri ile de
alinabilmektedir. Vitamin D3, vicuda alindiktan sonra oOncelikle karacigerde
hidroksilasyona ugrar ve 25-hidroksivitamin D3 bilesigine donugur. Bundan
sonra, ikinci olarak bobrekte hidroksile olur ve 1,25 dihidroksivitamin D3
(1,25(0OH)2D) bilesigini olusturur. Bobrekte meydana gelen bu hidroksilasyon
olayini la-hidroksilaz enzimi katalize etmektedir. 1,25(OH)2D bilesigi vitamin
D’nin aktif metabolitidir ve bagirsaklardan kalsiyum emilimini uyarmaktadir. Bu
sekilde olusan 1,25(OH)2D bilesiginin paratiroid hucreleri, osteoblastlar ve
intestinal enterositler baglaminda hicre igi etki mekanizmasi da aydinlatiimistir.
Buna gore; dihidroksile vitamin D bilegiklerinin sitozolik reseptorleri (vitamin D
reseptort, VDR) bulunmaktadir. Dihidroksile vitamin D bilegikleri dncelikle bu
sitozolik reseptorlere baglanirlar. Bu sekilde olugan ligand reseptdr kompleksi
daha sonra cekirdege gecer. Bu kompleks cekirdek icerisinde dnce retinoid X
reseptorine baglanir, olusan yeni kompleks bundan sonra ilgili genlerin
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promoter bolgelerinde bulunan vitamin D cevap elemanlarina (vitamin D
response element) baglanir. Bu baglanma, DNA'da konformasyonel degisime
yol acar. Bunun sonunda, DNA'ya bagli kompleks c¢ekirdek icerisinde bulunan
baska proteinlerle etkilesir. Bu baglanma ve etkilesmelerin sonucunda iliskili
genlerin trankripsiyonlari artar veya azalir. Ornegin, kemik dokusunda vitamin D
reseptér (VDR) aktivasyonu sonucunda osteokalsin proteinin sentezi artarken,
tip | kollajen ve kemik sialoproteinin sentezleri azalmaktadir. Bunun yaninda,
bobreklerde VDR aktivasyonuna bagl olarak 50 genin (CaSR geni de dahil
olmak Uzere) transkripsiyonunun arttigi, buna kargin 40 genin (renin geni de
dahil olmak Uzere) transkripsiyonunun azaldigi saptanmistir. Bagirsak
hiicrelerinde ise VDR aktivasyonuna bagh olarak kalbindin proteinin sentezi
artar. Bu artisa bagli olarak emilim ile alinan Ca*? iyonlarinin hiicre icerisinde,
hiicreye zarar vermeden tasinmalari saglanir. Bu sekilde, Ca*® emilimi arttirilir.
Bunun disinda, hicre yilzeyinde bulunan vitamin D reseptorlerine de
rastlanmistir. Bu reseptorler, aktive olduklarinda ikincil haberci mekanizmasi ile
hiicre ici sinyal sebekeleri ile etkilesirler. Sonugta kalsiyum akiminda, adiposit
metabolizmasinda ve antiapoptotik yolaklarda degisimler meydana gelir'>°.
Normal kosullar altinda kalsitriyoltin, paratiroid bezi Uzerine direk ve
dolayli etkileri vardir. Kalsitriyolun, paratiroid bezinde pre-pro-PTH
transkripsiyonunun azaltici etki yapmasi, direk etkiyi ifade eden bir durumdur.
Ayrica, kalsitriyol intestinal Ca*? emilimini ve kemik dokudan Ca*? salinimini
arttirici etkide bulunur. Sonucta, yiikselen Ca*? iyon konsantrasyonu paratiroid
bezinden PTH salinimini azaltir. Bu da kalsitriyolin dolayli etkisini ifade
etmektedir. Kalsitriyollin paratiroid bezi Utzerine olan bu etkilerinden dolayi,
kronik bobrek yetmezligine bagl olarak gelisen hiperparatiroidizimin bir nedeni
de azalmis renal kalsitriyol sentezidir. Vitamin D'nin aktif metaboliti (kalsitriyol)
normal sartlarda proksimal tibulde Uretilir. Kronik bobrek yetmezliginde gelisen
hiperfosfatemiye bagli olarak renal la-hidroksilaz enzimi baski altina girer.
Dolayisiyla KBH tablosunda, hastaligin bizzat kendisinden kaynakli ve gelisen
hiperfosfatemi kaynakli olarak vitamin D metabolizmasi bozulur. Ayrica, bazi
arastiricilar tremik hastalarda paratiroid dokusunda kalsitriyol reseptorlerinin

sayisinda azalma oldugunu da ileri surmuslerdir. Normalde, vitamin D’nin
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paratiroid dokuda proliferasyonu azaltici etkisi oldugu g6z 6ntne alindiginda,
vitamin D reseptorti sayisinda meydana gelen azalmanin paratiroid bezinde
meydana gelen bilyiimenin nedeni olabilecegi diistinulebilir'’.

2.6 Kemik Metabolizmasi ile lligkili Molekiiler Siirecler ve Kronik

Bobrek Yetmezligi

a
= éfr? KL Activated  CF 2=CM
E et Activated T ‘R% synovial @
lymphocytes ‘broma sts

-

Activated
dendritic
cells

Osteoblasts or bone
marrow stromal cells

Activated
osteoclast

Pro-resorptive and 1,25(0OH), vitamin D, PTH, PTHrP, PGE2, IL-1, IL-6,
calciotropic factors TMF, prolactin, corticosteroids, oncostatin M, LIF

. SN
Apoptotic
osteoclast

Anabolic or anti- Oestrogens, calcitonin, BMP 2/4,
resorpiive factors TGF-3, TPO, IL-17, PDGF. calcium

Sekil 7. Kemik yikiminin kontroll. a) katabolik mekanizmanin semetik goérintisi b) anabolik
mekanizmanin sematik goérindtisu. Cesitli hiicre gruplan tarafindan sentezlenen
RANKL, RANK reseptorl ile etkileserek osteoklast farklilasmasini ve aktivasyonunu
uyarir. OPG sentezi ise kemik katabolizmasini bloke etmek suretiyle anabolik bir etki
meydana getirir'®
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KBH bagh olarak kemik dokusunda bir takim yapisal degisiklikler

meydana gelmektedir. Bu baglamda kemik metabolizmasi ile iligkili molekuler
yolaklarin detayl bir sekilde anlasiimalari dnemlidir.
Kemik dokusunun dinamik dengesi bakimindan osteoblast ve osteoklast olarak
adlandirlan iki hicre grubu oldukca 6nemlidirler. Osteoblastlar, kemik dokusu
Uizerinde anabolik bir etkide bulunarak kemik kitlesinin artigsina yol acarlar. Buna
karsin osteoklastlar kemik dokusu uzerinde katabolik etkide bulunurlar.
Dolayisiyla, kemik dokusunun yikiminda rol alirlar ve kemik Kkitlesinin
azalmasina yol acarlar. Bu iki hicre grubu arasinda bir denge vardir. Bu
dengeye gore kemik dokusunun dinamik dengesi, yapim veya yikim yéniunde
degisim gdsterebilir.

Kemik dokusunun ana elemani olan osteoblast hicreleri kemik iliginin
stromal hucrelerinden farklilagirlar. Osteoklast hucreleri ise  kemik dokusu
Uzerinde monosit /makrofaj 6ncullerinden farkhlasirlar. Osteoklast olusumu,
Ozellikle kemik dokusunun yapim ve yikim dengesi agisindan oldukga 6nemlidir.
Son vyillarda osteoklast olusumunda etkili faktorler ve molekiler yolaklar
aydinlatilmistir. Osteoklast olusumunu uyaran faktérler, osteoblastlar ile kemik
iliginin stromal (mezenkimal) hiicreler tarafindan sentezlenirler (Sekil 7). Bunlar,
makrofaj-koloni uyarici faktor (M-CSF), NFkB ligand reseptor aktivatord,
(receptor activator of NFkB ligand, RANKL) ve osteoprotegrin (OPG)
seklindedirler. RANK ligandi igin osteoklast oncul hucreleri tGzerinde RANK
reseptord bulunur. RANKL'nin RANK reseptori ile etkilesmesi osteoklast 6ncul
hiicrelerinde ve osteoklast hiicrelerin de karmasik bir hiicre ici yolagi harekete
gecirir. RANKL/RANK yolaginin harekete gegcmesi oOncul hicrelerde, olgun
osteoklast hicrelerine donisim yonunde; olgun osteoklastlarda ise katabolik
aktiviteyi arttirici yonde etki yapar (Sekil 8). OPG ise RANKL'ye baglanarak,
RANKL'nin esas reseptorid olan RANK reseptériine baglanmasini inhibe eder.
Dolayisiyla, OPG osteoklast gelisimi ve aktivitesi acisindan negatif regulator
olarak iglev gorir. M-CSF faktori de mezenkimal hicreler tarafindan
sentezlenir ve osteoklast farklilagmasinda rol alir. Bu faktorler, kooperatif olarak
osteoklastogenez surecini kontrol ederler (Sekil 7). Basta PTH olmak tzere bazi
hormonlar (TNF-a, IL-1b, 1,25(0OH)2 vitamin D3 ve PTHrP) kemik dokusunu
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olusturan hucreler Uzerine etki etmek suretiyle kemik dokusunun bu dinamik
dengesini etkilerler®.

PTH hormonunun kemik dokusu Uuzerinde uygulanma sekline bagli
olarak, hem anabolik ve hem de katabolik etkilerinin oldugu anlasiimigtir. Uzun
sureli olarak uygulanan PTH, kemik dokusu tzerinde katabolik bir etki meydana
getirir. Buna karsin PTH, aralikl olarak uygulandiginda kemik dokusu tzerinde
anabolik bir etki meydana getirir. PTH'In kemik dokusu Uzerinde meydana
getirdigi bu dual etkinin, uyardig! reseptorlerin gesitli olmasindan kaynaklandigi
disunulmektedir. Buna gore, insanda PTH'In, iki ayri reseptére veya bir
reseptorun iki farkh sekilde kesilmis formuna baglanmak suretiyle (hicre
icerisinde iki farkh molekiler yolagi uyararak) bu dual etkiyi meydana getirdigi
kabul edilmektedir. Bu gline kadar, osteoblastlar Gizerinde tek bir PTH reseptori
tanimlanmigtir.
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Sekil 8. Osteoklast hiicrelerinde RANKL/RANK yolagdinin diagramatik gérUntUsUls.

Bu reseptor, PTH1R seklinde gdosterilmektedir. Bunun disinda
tanimlanmig ikinci bir PTH reseptort de bulunmaktadir (PTH2R). Ancak, bu

reseptérin kemik dokusu disindaki hicreler (zerinde bulundugu tespit
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edilmistir. Kemik dokuda PTH reseptéri (PTH1R) osteoblast hiicreleri Gizerinde
tespit edilmistir. Bunun disinda, osteoklast hicrelerinde PTH reseptoriine
rastlanmamistir. Osteoblastlar lzerinde bulunan PTH1 reseptorinin kesim
varyantlarinin olabilecegi ve bu sekilde PTH hormonunun farkli hicre igci
yolaklari harekete gecirebilecegi dustinulmektedir. PTH'In etkisiyle osteoblast

hicrelerinde harekete gecen hiicre ici yolaklar Sekil 9'de gosterilmistir.

(active)

Sekil 9. Osteoblast hiicrelerinde PTH'In uyarimiyla harekete gegen hiicre ici sinyal yollari®.

PTH'In uyardidi bu yolaklarin neticesinde c¢esitli transkripsiyon faktorleri
aktiflesmekte ve gen ekspresyonlarinda degisimler meydana gelmektedir. Bu
transkripsiyon faktorleri, CREB olarak adlandirilan cAMP cevap elemanina
baglanan protein (cCAMP response element binding protein), c-fos, c-jun (AP-1'in
alt uniteleri) ve RUNX2 proteinleridir. Bu transkripsiyon faktorlerinden 6zellikle
RUNX2 osteoblastik olusum agisindan oldukga dnemlidir. Buna gore RUNX2,
osteoblastlara fenotipik  ©zelliklerini  kazandiran genlerin  (osteokalsin,
osteopontin, kollajen al, kollajen a2 ve kollajen-3 genleri) ekspresyonlarini
uyarmaktadir. RUNX2, PKA enzimi tarafindan fosforile edilerek aktiflestirilir.

PTHIn uygulanma sekline bagli olarak katabolik ve anabolik etkilerinin

olabilecegi daha o©nceden ifade edilmisti. PTH, devamli uygulandiginda,
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osteoklast olusumunu dolayl olarak tesvik eder. Buna gore PTH, RANKL ve M-
CSF faktorlerinin ekspresyonlarinin uyarirken OPG sentezini inhibe eder. Bu
sekilde PTH, osteoklastogenez slrecini tesvik eder. Artan osteoklastojenik
aktivite kemik dokusunu yikim yoninde etkiler. Buna kargin PTH, aralikli olarak
uygulandiginda, kemik dokusu Uzerinde anabolik etkide bulunur. Dolayisiyla
kemik kitlesini arttinir. PTH'In meydana getirdigi anabolik etkinin, osteoblast
hicrelerinde bazi butyime faktorlerinin ekspresyonlarini uyarmasi sonucunda
ortaya ciktigi dusundlmektedir. PTH'In IGF-1, IGF-II, IGF baglanma proteini ve
TGF-B faktorlerinin ekspresyonlarint uyardigi saptanmisgtir. Ayrica PTH,
osteoblast hicrelerinin gcogalmalarini da tegvik eder. Artan osteoblast sayisina
bagh olarak da anabolik etki meydana gelir. PTH'In PKC/ERK yolagini harekete
gecirerek ve bu yolak (zerinden hicre dongusu elemanlarini etkileyerek
osteoblastlar tizerinde proliferatif etki meydana getirdigi sanilimaktadir®®.
KBH’ya bagli olarak Giremi gelisen hastalarda kemik dokusunun paratiroid
hormona verdigi yanit degismektedir. Bu tip hastalarda, iskelet sistemi PTH'ya
kargi direng gelistirmektedir. Buna gore, saglikh kigilerle karsilastirildiginda,
kronik bobrek yetmezligi hastalarinda PTH'nin kalsemik etkisi (kemik dokuyu
yikma etkisi) azalmaktadir. PTH'nin azalan kalsemik etkisine bagli olarak
hastalarda sekonder hiperparatiroidizim gelismekte ve sirekli olarak PTH
duzeyi yuksek olmaktadir. Bu tip hastalarda, iskelet sisteminin PTH'ya karsi
diren¢ gelistirmesinin nedenleri arastiriimaktadir. RANKL/RANK sisteminde
meydana gelen bozulmalar, kemik dokusunun PTH’ya karsi gelistirmis oldugu
bu direncin nedeni olabilir. PTH'nin RANKL ekspresyonunu uyardigi daha
onceden ifade edilmisti. Kronik bébrek yetmezligi hastalarinda bu etki azalmig
olabilir. Ayrica bu hastalarda, fonksiyonel PTH konsantrasyonu yukseldigi gibi
fonksiyonel olmayan PTH fragmanlarinin konsantrasyonlari da ytikselmektedir.
Buna gore, fonksiyonel olmayan fragmanlarin fonksiyonel PTH ile yarigarak
PTH'nin etkinligini azaltabilecekleri de dusunilmektedir. ilave olarak PTH,
osteoblastlarda PTH reseptorinu uyararak bir hicre ici yolagl harekete
gecirmektedir. Bunun sonucunda, RANKL ekspresyonu artmaktadir. Uremi bu
yolagin dizgin calismasina engel oluyor olabilir. Konu tartismali olmakla
birlikte, Uremik hastalarin osteoblastlarinda PTH reseptdr ekspresyonunda
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normale gore azalma oldugu da ileri strdlmusgtur. Ayrica, bobrek fonksiyonunda
meydana gelen azalmaya bagli olarak hastalarin serumlarinda OPG birikiminin
meydana geldigi saptanmistir. Buna go6re, artan OPG konsantrasyonu
RANKL/RANK yolaginin ¢calismasina engel oluyor, dolayisiyla osteoklastogenez

olayinin aksamasina yol agryor olabilir?°.

2.7 Saglker Sendromu
Kronik bobrek hastalarinin bir kisminda Sagliker ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmis olan ve Sagliker sendromu olarak adlandirilan bir
hastalik tablosu gelismektedir (Sekil 10). Bu sendroma yakalanan hastalarda
klinik olarak
Kronik bobrek yetmezIigi
Sekonder hiperparatiroidizm
Boy kisaligi
Oldukca agir kafa degisikligi
Oldukca agir alt ve Ust ¢cene degisiklikleri
Agizda patolojik olarak normal ancak gorinim olarak tamorleri
andiran dokular
Agir dis anormallikleri
Parmak ucu degigsiklikleri
Oldukca agir psikolojik problemler ve depresyon
isitme kaybi belirtileri ortaya ¢ikar.
Laboratuvar bulgulari olarak, hastalarin serum Ca*? degerleri ortalama 6-
7 mg/dL, P degerleri 7-8 mg/dL duzeyindedir. Bu hastalarda; serum alkalen
fosfataz duzeyi yikselir (120-240 U/L). Paratiroid hormon diizeyi en az 3,5 kat

artis gosterir??#23:24
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Sekil 10. Sagliker sendromlu hastalarin st satirda son halleri gorilirken alt satirda daha 6nce
cekilmis olan fotograflarn gérilmektedir®”.

Anlagilacagi Uzere Sagliker sendromu kotl prognoz gosteren kronik
bobrek yetmezligi olgusunun bir devami olarak gelismektedir. Sendrom 6zellikle
gelismekte olan ve geri kalmis Ulkelerde gorilmekte, gelismis Ulkelerde ise
hemen hemen gorilmemektedir. Bunun nedeni olarak ekonomik olarak sikintili
Ulkelerde KBH hastalarinin gerekli medikal tedaviyi alamamalari ve renal
replasman tedavilerinin daha ge¢ baslamasi oldugu dustnilmektedir.
Sendromun gorulme sikligi %0,5 olarak hesaplanmaktadir. Bu sendromun
etyopatogenezi ve Kklinik belirtileri konusunda halen arastirmalar devam
etmektedir. Ayrica, sendromun hastalardaki klinik bulgularin siddetine gore
siniflandirimasi da yapilmaktadir. Buna gore, major kriterlerden olan yuz
degisikliginin olmasi agir tipi gosterirken diger major kriter olan boy kisaliginin
varligi orta tipi gostermektedir. Bu iki bulgunun olmadigi hastalar ise hafif grubu
olusturmaktadirlar. Bu bulgularin tablo seklinde ifadesi ve daha 6nce yapilan

calismalar asagida Ozetlenmigtir (Cizelge 2).

26



Cizelge 2. Sagliker sendromunun evreleri

EVRE KLINIK BULGU

Agir Evre Yuz degisikliginin varlidi ve/veya hafif ve orta evre bulgulari
Orta Evre Boy kisaliginin varligi velveya hafif evre bulgular

Hafif Evre Major kriterlerin haricindeki bulgularin gérildigu hastalar

Cukurova Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi tarafindan 2006 yilinda
yapilan calismada Sagliker sendromlu hastalarda Klas Il malokliizyon, maksiller
genisleme ve ileri dogru protrizyon ve mandibuler geriye dogru cekilme
defektleri saptanmistir’. Bu bulgularin hastalardaki maksiller kemigin vertikal
gelisimine ve mandibulanin posterior rotasyonuna bagli olarak gelistigi
dusundlmuostar. Calismada, 9 hasta degerlendiriimis ve sadece 2 hastada
normal alt ve Ust ¢cene gelisimi gorilmigstiur. Kalan hastalarda ise hafifden
siddetliye degisen maloklizyonlar saptanmistir. Calisma sirasinda hastalarin
cekilen sefalometrik X-Ray fotograflarinda bu hastalar ile normal Kisiler
arasindaki ciddi farkliliklar gozlenmigtir (Sekil 11,12,13,14)21.

Sekil 11. Normal insan sefalometrik X-Ray”*  Sagliker sendromlu hasta sefalometrik X-Ray?.
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Sekil 12. Ciddi klas II malokliizyonu olan dort Sagliker sendromlu hastanin anteroposterior
ve lateral yiz renkli fotograflar|21.

Bagkent Universitesi, Tip Fakiiltesi, Adana Hastanesi Noroloji kliniginin
Sagliker sendromlu hastalarda yaptigi calisma sonucunda 12 hasta
degerlendiriimis ve tim hastalarda noropsikyatrik bulgu ve semptomlar
gozlenmistir?®. Bobrek yetmezliginin baslangicindan sinir sisteminin tutulumuna
kadar gecen sire ortalama 2,8 yil olarak bulunmustur. Hastalarin %50’ sinde
kronik basagrisi, %33,3’ Uinde polinéropati, %25’ inde monondropati, %25’ inde
epilepsi, %33,3" Unde kranyal ndropati, %16,6" sinda hafif serebellar ataksi,
%41,6'sinda halsizlik, %16,6 sinda uyku bozukluklari ve %25 inde parestezi
saptanmigtir. Psikiatrik manifestasyonlar hastalarin %50’ sinde bulunmustur.
Bunlarin %25'i depresyon, %16,6’sI anksiyete bozuklugu, %8,3't hafif kognitif
bozukluklardir.
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Sekil 13. Sagliker sendromlu hastalarin yiiz gorinumleri®’.
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Sekil 14. Sagliker sendromlu hastalarin yiiz gérinumleri®’.

Cukurova Universitesi, Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz klinigi tarafindan
yapilan ve Sagliker sendromlu 12 hastanin degerlendirildigi bir calismada,
timpanogramla yapilan olcimlerde hicbir hastada patoloji saptanmazken
odyolojik muayene ve odyometrik olcimlerde 3 hastada orta derecede, 2
hastada ileri derecede isitme kaybi oldugu ve bu kaybinda sensoérindral tipte

oldugu ortaya konmustur. Timpanogramla yapilan muayenenin normal olmasi
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bu sendromlu hastalarda iddia edilen kemik yolu ile iletim kusuru oldugu
hipotezini de zayiflatmistir.

Batin bu klinik degerlendirmelere karsin, tim kronik bébrek
hastalarinin Sagliker Sendromu olarak degerlendirilen tabloya evriimedikleri
aciktir. Ozellikle geri kalmig veya gelismekte olan (lkelerde yasayan kronik
bobrek hastalarinin Sagliker sendromuna yakalanmalari, bu sendromun kronik
bobrek hastalarinin uygun tedavi ve bakim sirecinden gegcememelerinden
kaynakli olarak gelistigi seklinde yorumlanabilir. Ancak ayni sartlarda yasayan
KBH hastalarindan sadece bir kisimlarinin Sagliker sendromuna evrilmeleri,
Sagliker sendromunun bir takim genetik yatkinlik faktorlerine bagl olarak
gelistigi dustncesini uyandirmaktadir. Bu noktada, Sagliker sendromu ile
muhtemel iligkili genler veya aday genler dustincesi 6n plana ¢ikmaktadir. Daha
Onceden de ifade edildigi Uzere Sagliker sendromunun onemli belirtileri
arasinda hipokalsemi ve sekonder hiperparatiroidizm vardir. Bu noktada, Ca*?
iyonunun duzeyinin duzenlenmesi agisindan kritik 6nemde olan kalsiyum

reseptdr proteini ve onu kodlayan CaSR geni 6n plana ¢ikmaktadir.

2.8 Kalsiyum Reseptéru (CaSR) ve Kodlayici Geni

CaSR ve Kronik Bobrek Hastaligr Dolayisiyla Sagliker Sendromu
Acismdan Onemi: CaSR, G proteinine eglenik olarak calisan bir reseptordir.
Ayni zamanda, hicre zarini yedi kez kateden protein stiper ailesinin (C ailesi)
bir dyesidir. Binyetmissekiz aminoasit buyudkliginde bir protein olup (g
domainden olugur. Ekstraseliler domaini 612 aminoasit buyukligindedir. Zari
yedi kez kateden heliksten olusan transmembran domaini 250 aminoasit
blyiklugundedir. intraseliler C terminal domaini ise 216 aminoasit
blyukligindedir. CaSR’nin fonksiyonel formu dimer seklindedir. Uniteler
arasindaki baglantilar disulfid koprdleri olugturur. CaSR agirlikli  olarak
paratiroid bezi hicrelerinde, tiroid bezinin C hicrelerinde ve bdbreklerde
eksprese edilir. Ayrica, CaSR'ye bagirsak ve kemik dokularinda da
rastlanmistir. CaSR, ekstraseliler iyonize kalsiyum dizeyinin dar bir aralikta
(1.1-1.3 mM) tutulmasinda anahtar rol oynar. CaSR resepttrl, paratiroid ana

hiicrelerinin fonksiyonlarini modile ederek bu gorevi yerine getirir. Buna ilave
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olarak, CaSR bulundugu organ ve dokulara 6zgu olarak bir takim fonksiyonlari
yerine getirir. Paratiroid bezinde CaSR, paratiroid hormonun (PTH) sentezini ve
salinimini diizenler. Ayrica, paratiroid hicrelerin proliferasyonlarini diizenler.
Ca* diizeyi duistigii zaman anilan olaylar gerceklesir. Buna karsin, Ca*? diizeyi
yiksek oldugu zaman bu olaylar engellenir. Bobreklerde CaSR’nin yine (¢
fonksiyonu vardir. Buna gore CaSR, PTH’In bobrek fosfat geri emilimi Gzerine
olan baskilayici etkisini azaltir. llave olarak, CaSR bobreklerde NaCl, Ca*?,
Mg*? iyonlarinin geri emilimlerini ve vazopressin aracili§i ile su geri emilimini
engelleyici islev gorir. CaSR, kemik dokusunda agirlikli olarak osteoblast
hiicrelerinde eksprese edilir. Ca*? iyonunun osteoblast olusumunu tesvik edici
etkisi (osteoklast olusumunu engelleyici etkisi) goz 6nine alindiginda CaSR’nin
kemik dokusu agisindan da son dereceli etkili bir reseptdr oldugu anlagilacaktir.
Osteoklastlar tarafindan sentezlenen CaSR’nin, osteoklastlarin aktivitelerini
engelledigi ve onlan apoptoza surukledigi saptanmigtir. Cok dusuk ve c¢ok
yiiksek Ca*? diizeyleri cok ciddi klinik sekellere yol acabilirler. Bazen, bu durum
yasami tehdit eden bir hal alir. Dolayisiyla kalsiyum homeostazi yagamin
devami agisindan Onemlidir. Buradan anlagilacag: Uzere CaSR, paratiroid
bezini ve diger dokulari iyonize Ca*? diizeyi bakimindan uyaran kalsiyostat
gibi islev gorir ve bu sekilde kalsiyum homeostazina katkida bulunur.

CaSR Geni : CaSR geni, 3. kromozomun q13.3-21 bdlgesine lokalize
olmustur ve 103 kb buyukliginde bir gendir. Bu gen, sekiz ekzon icermektedir.
Bu ekzonlardan altisi (2-7) 1078 aminoasit blyuklugindeki CaSR proteinini
kodlamaktadir. Yedinci ekzonda iki farkli poliadenilasyon sinyal dizisi (AATAAA)
bulunmaktadir. Bu sinyal dizilerine gbre 3’ translasyona ugramayan bdlge
(UTR), kisa (177 niikleotid) veya uzun (1304 niikleotid) olmaktadir. ikinci ekzon
242 nikleotidlik 5 UTR bdolgesini kodlamaktadir. Bu 242 nikleotidden sonra
translasyona ugrayan ilk kodon gelmektedir (Sekil 15, 16). 1A ve 1B ekzonlari
alternatif 5° UTR bdlgelerini kodlarlar. Bunlarin her biri 2. ekzonda bulunan 5’
UTR bolgesi (alternatifsiz, ortak bolge) ile birlikte kesime ugrarlar. Bu genin P1
ve P2 olarak adlandirilan iki ¢esit promoter bolgesi tanimlanmigtir (Sekil 15). Bu
promoter bélgelerinin transkripsiyona basglama bdlgeleri (+1) haritalanmigtir. P1
promoteri (transkripsiyona baglama bélgesine gore) -26. nikleotidde bir TATA
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kutusu, -110. nukleotidde CCAAT kutusu icermektedir. P2 promoteri
transkripsiyona baslama bélgesinde, Spl bolgeleri icermektedir. Ayrica, her iki
promoter bolgesinde de fonksiyonel vitamin D cevap elemanlari (VDRE) ve NF-
kB elemanlari bulunmaktadir®.
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Sekil 15. Sekiz ekzon iceren CaSR geninin genomik organizasyonu. 1A, 1B ekzonlari, 2.
ekzonun bir pargasi ve 7. ekzonun bir pargasi translasyona ugramayan bolgeleri
olusturmaktadirlar ve sekilde gri olarak gosterilmiglerdir. Protein kodlayan ekzonlar
(3, 4, 5, 6. ekzonlar) ve ekzon parcalari (2 ve 7. ekzon pargalari) ise siyah olarak
gosterilmiglerdir. Ekzonik tek nukleotid polimorfizmleri (SNPler) ve 1A ekzonundaki
tetranlikleotid insersiyon/delesyon polimorfizmi seklin st kisminda gosterilmislerdir.
intronik SNPler ise seklin alt kisminda gosterilmiglerdir. Ekzonik missense SNPler
bold olarak gosterilmis, buna karsin sessiz SNP'lerin alti Gizilmistir®.
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421 TGGAGAGACGGECAGAACCATGGCATTTTATAGCTGCTGCTGEGTCCTCTTGGCACT CACC
.................. ATGCCATTTTATAGCTGCTGCTGGGTCCTCTTGECACTCACC
.................. -M-A-F-Y--S-CG-CG-W-V--L--L--A-=L=-T-

s

481 TGGRCACACCTCTGOCTACGGGOCAGACCAGOGAGOBCAAAAGAAGGGGGACATTATCCTT

43 TGGRCACACCTCTGCCTACGGEOCAGACCAGOGAGCOCAAAAGAAGGGGGACATTATCCTT

15 -W-H-T--S-A-Y--G-P--D-Q-R-A-Q-K=-K-G-D-l--1--L-
Y M

541 GGAGGGCTCTTECCTATTCATTTTGGAGTAGCAGCTAAAGATCAAGATCTCAAATCAAGG

103 GGGGGERCTCTTTCCTATTCATTTTGGAGTAGCAGCTAAAGATCAAGATCTCAAATCAAGG
35 -G-G-L--F--P--1--H-F--G-V--A-A=K=-D-Q-D-L--K--S-R

601 COGGAGTCTGTGGAATGTATCAGGTATAATTTCCGTGRGTTTCGCTGGTTACAGGCTATG
163 COGGAGTCTGTGGAATGTATCAGGTATAATTTCCGTGGGT TTCGCTGGTTACAGGCTATG
55 -P--E--S--V--E--C-1--R-Y--N-F--R-G-F--R-W-L--Q-A-M
K
661 ATATTTGOCATAGAGGAGATAAACAGCAGCOCAGOOCTTCTTOCCAACTTGACGCTCEGA

223 ATATTTGOCATAGAGGAGATAAACAGCAGCOCAGOOCTTCTTOCCAACT TGACGCT GGGA
75 <1--F--A-l--E--E-1--N-S-S-P--A-L--L--P--N--L--T--L-=G=

721 TACAGGATATTTGACACT TGCAACACOGT TTCTAAGGCCT TGGAAGCCACCCTGAGTTTT
283 TACAGGATATTTGACACT TGCAACACOGT TTCTAAGGBOCT TGGAAGCCACCCTGAGTTTT
95 -Y--R-1--F--D-T--C-N-T--V--S--K--A-L--E--A-T--L-- S - F-

Sekil 16. CaSR geni kodlayici dizisinde bazi baz degdisimlerini gosteren diagram. Sekilde
genetik kod, kodladigi amino asit sirasi ile birlikte verilmigtir%.

2.9 DNA Dizisi Belirleme Yontemleri

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):ilk olarak R. Saiki, K. Mullis ve
arkadaglari tarafindan 1985 yilinda geligtirlen PCR teknigi, DNAnin in vitro
sartlarda cogaltiimasini saglar. PCR teknigi ilk olarak orak hiicre anemisinin
tanisinin konulmasinda uygulamaya konulmustur. Daha sonra yaygin olarak
kullaniilmaya baslanmigtir. PCR ile yaklagik olarak 20,000 baza kadar olabilen
genlerin milyonlarca kopyalari ¢cogaltilabilir. Yine, PCR tek bir hiicre veya ¢ok az
dokudan elde edilen DNA'nin gogaltimasini saglar. insan genom projesinin
yuratilmesinde de bu teknikten faydalaniimistir. PCR yontemi 0Ozetle 3
asamadan olusmaktadir.

Denaturasyon: Cift iplikgikli kaynak DNA'nin yuksek sicaklik derecesinde
(90-95 °C’de 3-4 dakika bekletilerek) tek iplikgiklere ayriimasi

Hibridizasyon (Annealing): Primerlerin uygun sicaklikta (45-55 °C)
kaynak DNA'ya baglanmasi
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Amplifikasyon (Extension): DNA polimeraz (Taq, Pfu, Vent, Tth) ile
primerlerden zincirin uzamasi (70-75 °C)

Bu teknik, denaturasyon sonucu birbirlerinden ayrilmis olan DNA
ornekleri (rekombinant DNA veya bir gen pargasi) , 15-30 baz uzunlugunda iki
oligonukleotid primeri (sentetik primerler), yuksek sicakliga dayanikli Tag DNA
polimeraz | enzimi ve dort gesit dNTP'nin gdrev almasi sonucu gercgeklegir.
Reaksiyonda kullanilan ve 95 °C’ye kadar dayanikli olan Tag DNA polimeraz
enzimi bir bakteri tiri olan Thermus aquaticus’tan izole edilmigtir. Tag DNA
polimeraz, 832 aminoaside sahip bir proteindir. PCR ile uygun sartlarda
saniyede 75 nukleotid sentezlenebilmektedir. Tag DNA polimeraz enziminin
aktivitesi icin ortamda serbest magnezyum iyonlarina ihtiya¢ vardir. PCR’da
kullanilacak primerlerin birbirleri ile ¢ift olusturmayacak sekilde olmalari
amplifikasyonun verimini arttirir.

PCR reaksiyonu: Cift sarmalli DNA 95-100 °C’'de isitilarak iplikgiklerin
birbirlerinden ayrilmasi saglanir. Reaksiyon, eppendorf bir tlp icerisinde Taq
DNA polimeraz, kaynak DNA, sentetik primerler, dNTP, Tris-HCI, KCI ve MgCl,

varliginda gerceklestirilir. Déngii sayisi istenen coklukta ayarlanir (Sekil 17)%’.
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Kaynak DNA
DNA Polimeraz
dNTP’ler

— 3! Primerler
MgCl,

PCR’da gorev alan birimler

5’ > 3
3 « 5’
iplikgiklerin birbirlerinden I Primerler
ayriimalari 1
5 3
— < Primerlerin baglanmasi
3 5
l dNTP+Tag DNA polimeraz
5 ¥
................................ I - Poimeraz yardimi ile yeni
5 S P iplikciklerin sentezi
3 2}

Sekil 17. Polimeraz zincir reaksiyonu27

PCR ile ¢ogaltilan DNA segmenti bundan sonra bir restriksiyon enzimi ile
kesilir; olusan DNA parcalar agaroz veya akrilamid jel elektroforezinde ayrilir.
Etidyum bromid ile boyanarak direkt olarak ultraviyole 1sik altinda incelenir.
DNA bantlari, DNA’nin etidyum bromid ile olusturdugu floresan 6zelligine bagl
olarak siyah zemin Uzerinde beyaz bantlar halinde gorinur. Bantlar
otoradyografi sistemi ile gorunir hale getirilir.

DNA Dizisinin Belirlenmesi: DNA dizi tespiti molekuler biyoloji
kapsaminda gelistirilen en 6nemli tekniklerden biri olarak bilinir. Geni teskil eden
baz dizisinde meydana gelebilecek herhangi bir yanlis kodlama olusacak
aranan farkh bir sekilde olusumuna neden olmaktadir. DNA dizi tespitinde temel
iki yontem bulunmaktadir. Bu yontemlerden biri Frederick Sanger ve A. R.
Coulson adli bilim adamlar tarafindan geligtiriimigtir. Bir diger ise Alan Maxam

ve Walter Gilbert tarafindan geligtiriimigtir.
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a) Sanger-Coulson Metodu (DNA sentezi): Bu yéntem Sangere ikinci
kez Nobel 6dult kazandirmigtir. Bu yontem, DNA zincirinin enzimatik sentezine
(polimerizasyon) ve sentezin 2’ ve 3’ dideoksinukleotidtrifosfatlar (ddNTP’ler)
kullanilarak belli bazlarda sonlandiriimasi prensibine dayanmaktadir. ddNTP’leri
dNTP’lerden ayiran 6zellik bunun 3. karbonunda bir oksijenin eksik olmasidir.
Bu tur bir nikleotidin baglandigi noktadan fosfodiester bagi olugsamayacagi igin
sentez burada durmusg olur. Bu metot igin gen DNA’sini olusturan cift iplikgik,
sicaklik veya alkali ortamda birbirinden ayrigtirilir. Ayrilan ipliklerden herhangi
biri baz tespitinde kullaniimak tzere tek iplikgik olarak M13 adi verilen vektore
(tek iplikgikli plazmid) klonlanir. Bu yontem igin 4 ayri deoksinukleotid (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP), 4 dideoksinukleotid (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) ve
¥p ile radyoaktiflestiriimis dort bazli primerler kullanilir. G, A, C ve T olarak
isaretienen dort ayri tupun her birine *p ile isaretlenmis primerler, dort tir
deoksinukleotid trifosfatlar, polimeraz | enzimi ve esit oranlarda baz dizisi
belirlenecek DNA iplik¢idi ilave edilir. Tuplerden her birine farkl tek bir ddNTP
konularak reaksiyon baslatilir. Reaksiyonda her bir ddNTP, kendine uyumlu
olan nukleotidin deoksiribozundaki hidroksil grubunu bloke ederek iplikgigin
uzamasini durdurur. Ornegin ddGTP konulan tipte olusacak polimerizasyon
sirasinda DNA iplik¢iginde yer alan bir sitozin (C) bazinin varhginda, sitozine
karsilik gelmesi gereken guanosin trifosfat yerine 2,3’ ddGTP’nin gelmesi ile
polimerizasyon bu noktada sonlanir ve bu baza kadar olan gen bandi ortaya
¢tkar. Bu durum her bir baz icin dort tupte ayr ayri tekrarlanir. Polimerizasyon
tamamlandiktan sonra olugan fragmentler 1sitma ile kaynak DNA ipliklerinden
ayrilirlar. Ayrilan iplikler 70 °C’lik ortamda Ure deterjanini igeren jelde hareket
ettirilir. Baz sayisina baglh olarak olusan degisik uzunluklardaki tek iplikcikli
DNA bantlari hareket hizlarina bagl olarak poliakrilamid jel elektroforezinde
ayristirihr. Boylece 5'-3' yonune dogru olan baz dizilimi belirlenmis olur (Sekil
18,19)%" .
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3.12 BIR DNA MOLEKULUNDEK| BAZ SIRASININ TESPIT EDILMESI

STTTITTITITTT A iplikgipi
HARERAR LA TYTTTTTITITITT Dizisi bilinmeyen DNA | plikgig
ﬁﬂé Friketlendinhmig fosfal peren pinmer
EA.H‘I‘}I’ polimeraz | Bar
doTE H H
dTTP W W

Didecksintkleotid

SAATF  @iCTP  ddTTP

?W

Feaksiyon kangunten

Byt : J 1 ¥
tantlar ambiante ) | T
—_— G
— A
— §

i : T DNA dizisinin
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> E okunmias

| — [.I
; ——— A
b e

e

Radicaktiflegtirilen bantlana jel (zerinds goetinimi

Sekil 38 Sanger ve Coulson metodu (Watson ot al., 19891,
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Sekil 18. Sanger -Coulson metodu ile DNA sekans analizi
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BOLUM3 DNA REKOMBINASYONLARI
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Sekil 3.10 DNA bantlarinn jel iizerinde goriintiilenmesi (Dilsiz, 1995).
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Sekil 19. DNA bantlarinin jel tGizerinde gortintilenmesi
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b) Maxam-Gilbert Yontemi (Kimyasal Kirllma):

Bu metodu diger metottan ayiran Ozelliklerin bagsinda, tek iplikgik
olusturma zorunluluguna ve yeni iplikgiklerin sentezlenmesine gerek olmayigi
gelir. Bu metotta kullanilan kimyasal ayiraglar oldukca toksik maddelerdir.
Dolayisiyla teknigin kullaniimasi dikkat gerektirmektedir. Bu metot, 6zellikle kisa
DNA segmentlerine uygulanmaktadir. Metodun uygulanabilmesi ic¢in dizi tespiti
yapilacak DNA 0rneginin fazla miktarda bulunmasi gerekir. Cift iplikgikli
DNA'nin 5 uclari radyoaktif bir madde olan *?P ile isaretlenir. Isi veya alkali
ortamda birbirlerinden ayrnigtirilan tek iplikciklerden yeterli miktarda ve egit
olarak dort ayn tupe aktarilir. Tlplerin her birine dimetil silfat, formik asit,
hidrazin ve piperin gibi kimyasal maddeler ilave edilerek belli boylarda kesilmis
DNA bantlari elde edilir.

1-) Birinci tupte degisik boylarda ve sadece G bazlarindan kesilen bantlar yer
alacaktir.

2-) ikinci tiipte hem G ve hem A bazlarindan kesilmis bantlar

3-) Ugiincu tipte hem T ve hem C bazlarindan kesilmig bantlar

4-) Dorduncu tupte ise sadece C bazlarindan kesilmis bantlar yer alacaktir.

Bu dort ayn tupte olusan degisik boylardaki bantlar elektroforez jeli tzerinde
agirliklarina bagh olarak yerlesimleri belirlenir (Sekil 20)%’.
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BOLUM 3 DNA REKOMBINASYONLARI

= . e T
32D ACTTCGACAA  Radyoakiiflegtirilmis DNA
TGAAGCTGTT molekiili

dobobode t ot F.

32p
\L Iki iplikgigin

aynlmasi

‘ PEEETTEEEY T Kimyasal maddelerin

32p (dimetil siilfat, formik asit
hidrazin ve piperin)
uygulanmasi
G G+A T+E C
< [ g <

Reaksiyon kansimlarn

ST TTTT I I
ACTTCGACAA

Kesilmemis
fragmentler

Biiyiik :
fragmentler = - %
A5 |
T
A
|
a
:: Dizinin okunmasi
T
I
-
¥ I
Kiigiik . it
fragmentler - PR A
Bantlann jelde goriintiillenmesi $
Sekil 3.11 Maxam ve Gilbert tarafindan gelistirilen DNA
sekans analiz metodu (Watson et al., 1989).
60

Sekil 20. Maxam ve Gilbert yontemi ile DNA sekans analizi
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 SITOGENETIK CALISMALAR

3.1.1-Kan Orneklerinden Kromozom Analizi

Bu calismada Sagliker sendromlu olgularin periferik kan kalturd yolu ile
karyotip analizleri yapildi. Bunun icin, hastalardan heparinle yikanmis enjektor
ile 2 ml ventz kan alindi. Daha sonra bu kanlardan lenfosit kaltara yapildi.
Bunun i¢in asagidaki ¢calisma yontemi kullanildi.

Kultar iglemi icin RPMI1640 (Cizelge 7) medyum kullanildi. Her birey igin
bir tip hazirlandi. Onceden hazirlanmis RPMI 1640 medyumundan 3 cc tiipe
aktarildi. Bu tupe heparinli enjektére alinmis olan kandan 3 damla, steril
sartlarda (bek alevi 6nlnde), ilave edilerek ekim yapildi. Bu sekilde ekimi

yapilan kan ornekleri 37 °C’lik bir etlivde, 72 saat inkiibasyona birakildi.

Cizelge 3. RPMI1640 medyumunun hazirlanigi
1 |100 ml RPMI1640 medyum

20 ml Fetal calf serum

1,5 ml L-glutamin

1 ml Penisilin-streptomisin

g Bl WO N

1ml Fitohemaglutinin

Ekimin 70. saati sonunda (son iki saatinde), son konsantrasyonu
0.045nmg/ml olacak sekilde tuplere kolsemid ilave edildi. Bundan 2 saat sonra
yani 72. saatte hasat islemine gecildi. Hasat iglemi, asagidaki asamalar takip

edilerek yapildr;
1-Tapler, 1000-1200 rpm'de 10 dk gevrildi ve Ustte olusan supernatant

uzaklastirildi.
2-Kalan pelletin tzerine, 4-5 ml hipotonik ¢ozelti ilave edildi ve 15 dk

37°C'lik etlivde inklibasyona birakildi.
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3-Slre sonunda, hipotonik soliisyonunun (zerine 8-10 damla fiksatif
solusyonundan ilave edildi ve tekrar santrifij edildi. Olusan stpernatant
uzaklastirildi.

4-Bundan sonra, yilkama iglemlerine gecildi. Bunun icin elde edilen
pellettin tzerine 4-5 ml fiksatif ¢Ozeltisi ilave edildi ve tupler santriftj edildi
(yukarida belirtilen stre ve hizda). Olusan stpernatant uzaklastirldi. Fiksatif
coOzeltisi ile yikama islemi 3 kez tekrarlandi.

5-Tupler son fiksatif asamasinda en az 2 saat buzdolabinda bekletildi.
Son olarak fiksatif ¢ozeltisi, dipte 0.5cc kalacak sekilde uzaklastirildi ve
damlatma islemine gecildi. Dipte kalan pellet dnceden temizlenmis soguk
lamlara belli bir yuUkseklikten damlatildi. Damlalarin lamlara homojen bir sekilde
yayllmasina 6zen gosterildi.

Kurutulan lamlar, 60°C’de 1 gece veya 37°C’'de 3 gece yaslandirmaya
birakildiktan sonra boyamaya alindi (GTG bantlama ve solid boyama
yontemleriyle). Yaslandiriimis lamlar mikroskop altinda incelemeye alinarak,
goOzlenebilen metafaz kromozomlar yapisal ve sayisal anomaliler yoninden
incelendi. Her oOrnek igin en az 20, supheli durumlarda 50 metafaz plagi

incelendi. Analiz ve goriintiileme icin Cytovision programi kullanildi?®

3.2 MOLEKULER CALISMALAR

CaSR geni 2 ve 3. ekzonlarrigin dizi gikarma proseduri
1-DNA eldesi

2-PCR, istege bagl jelde ytrutme

3-EgsoSap ile saflastirma

4-Dizi belirleme reaksiyonu (BigDye)

5-Sephadex ile saflagtirma

6-ABI 3130 cihazina yukleme

7-Sonuglari degerlendirme

3.2.1-DNA Eldesi

Genomic DNA, tuzla ¢oktirme metodu kullanilarak izole edildi
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Tuzla Coktiirme Metodu fie DNA Eldesi

a-) Ependorf tiptine 700 pl kan ve 700 pl eritrosit lizis tamponu ilave
edildi ve karisim 4000 RPM’de 5 dakika santriftj edildi ve stpernatant atildi.

b-) Elde edilen pelletin Gizerine 700 pl eritrosit lizis tamponu yeniden ilave
edildi. 4000 RPM'de 5 dakika sure ile santrifij edildi ve supernatant
uzaklastirildi.

c-) Pelletin tzerine 1000 pl fizyolojik tampon ilave edildi ve pelletin
tampon icerisinde ¢6zilmesi saglandi. 4000 RPM’'de 5 dakika santriftij edildi ve
stipernatant uzaklastirildi.

d-) Pelletin Gzerine 300 ul TE-9, 100 pl SDS ve 20 pl proteinaz K ilave
edildi. Vorteks ile karigsim saglandiktan sonra 65°C’de 2 saat sireyle (bu stre
bir geceye kadar uzatilabilir) benmaride bekletildi.

e-) 200 yl 6 M tuz cozeltisi karisimin Uzerine ilave edilerek 13500
RPM’de 5 dakika santrifij edildi.

f-) Ustte olugsan siipernatant dikkatlice bagka bir tipe aktarildi (pellet
iceren tup atild).

g-) 13500 RPM’de 5 dakika santrifiij edildi ve stpernatant bagka bir tlipe
alindi, pellet atildi.

h-) 1ml %100 alkol ilave edilip kangtirilarak 13500 RPM’de 5 dakika
santrifuj edildi.

1) Supernatant dokulip, pellet Gzerine 1ml %70’lik alkol ilave edildi ve
¢cOzduraldu.

J) 13500 RPM'de 5 dakika santriftij edildi ve stipernatant atildi.

k) Tupler ters ¢evrilerek oda i1sisi sartlarinda kurutuldu.

) Tuplere 50 pl TRIS-EDTA (TE) ilave edildi.

m) Bundan sonra DNA drnekleri ihtiva eden tupler 70 °C 1sI sartlarinda
benmaride 15 dakika sure ile bekletildiler.

Bu sekilde elde edilen DNA'lar sonraki islemlerde kullaniimak Uzere
saklandilar.
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3.2.2-PCR Amplifikasyonu

ikinci ekzon icin 6rnek sayisina gore cizelge 3'teki veriler kullanilarak

hesaplamalar yapildi.

Cizelge 4. ikinci ekzon icin PCR karigiminin hazirlanisi

Bilegen Miktar pl
AmpliTag Gold® PCR Master Mix (2X) 12.5
Forward Primer 2.0
Reverse Primer 2.0
Distile su 55
Genomik DNA (5-20 ng/ul) 3
Toplam 25

Uclincti ekzon igin 6rnek sayisina gore cizelge 4'teki veriler kullanilarak

hesaplamalar yapildi.

Cizelge 5. Ugiincii ekzon igin PCR karisiminin hazirlanigi

Bilegen Miktar pl
AmpliTag Gold® PCR Master Mix (2X) 12.5
Forward Primer 2.0
Reverse Primer 2.0
Distile su 7.5
Genomik DNA (5-20 ng/ul) 1
Toplam 25

0.2 ml'lik PCR tuplerine dagitildi.

Reaksiyon hacmi 25 pl olarak ayarlandi.

Hazirlanan karigimlar agsagidaki termal sayklir programlari kullanilarak

PCR islemine tabi tutuldular.

2. ekzonigin

95°C ---------- 10 dak.

95 °C---------- 30 sn

60 °C---------- 1,5 dak. 40 déngu
72 °C---------- 1 dak
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44 OCmmmmmeee ~
3. ekzonigin

95°C ---------- 10 dak.

95 °C---------- 30 sn

63 °C---------- 1 dak. 40 dongu
72 °C-----m---- 1 dak

72 °C---m-mm-- 7 dak

44 OCmmmmmeee ~

PCR reaksiyonundan sonra, c¢ikan drinler %2’ lik agaroz jelde
yurutulerek sonuglari kontrol edildi. Jele yikleme 4 pl PCR Urdnd kullanilarak
yapildi®.

Kullanilan Primer Dizileri

2. Ekzon

CASR-2F TAAATggAAATTCTgAgCCACCTTAg

CASR-2R TgATTACCAATCAATCACTATTC

3. Ekzon

CASR-3F ACTCTggACCTCAAgTgATCCACC

CASR-3R TggTCATgATACAgCATATCAACT

3.2.3-EgsoSap lle Saflagtirma
PCR tupd icerisine 5 yl PCR Urtna ve 2 pl EksoSap ilave edildi. Hafif bir

vorteksleme igleminden sonra

37 °C----------- 30 dak
80 °C----------- 15 dak
4 °C----mmmmmm- (istenen sire kadar)

sartlarinda PCR yapildi. Elde edilen drin saykil sekans reaksiyonunda
kullanildr.
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3.2.4-Dizi Analizi Reaksiyonu (BigDye)

Cizelge 5’de belirtilen miktarlarda karisim hazirlanarak karistirildi.

Cizelge 6. Dizi analizi reaksiyonunun hazirlanisi

Bilegen Miktar |
Big Dye Cycle Sequencing v3.1 Kit 2.0

5x Sequencing Buffer 2.0
Forward ya da reverse primer 2.0

PCR Uriini 2.0

Su 2.0
Toplam Hacim 10.0

Reaksiyon hacmi 10 pl olarak ayarlandi
Sartlari cizelge 6’da gosterilmis oldugu sekilde ayarlanarak PCR yapildi.

Cizelge 7. Dizi analizi igin PCR sartlari

Asama Tanim Is1 (°C) Siire
1 Aktivasyon 96 1 Dakika
2 Amplifikasyon 96 10 Saniye
25Cycle 50 5 Saniye
60 4 Dakika
3 Bekleme 4 Sonsuz

3.2.5-Sephadex ile Saflagtirma

a-) 1 gr. sephadex 14 ml. distile suda c¢ozuldi ve 30 dk ara ara
calkalanarak oda isisinda bekletildi.

b-) Sephadex kolonlari hazirlik asamasi olarak 3 defa su ile yikandi. Her
defasinda 600 pl saf su konan kolonlar 5000 rpm’'de cevrilerek su bogaltildi.
Son kez olarak kolonlar 5000 rpm'de bos cevrildi. Bundan sonra, kolonlara
sephadex aktariimasi agsamasina gegildi.

c-) Sephadex kolonlarinin igerisine 600 pl olarak dagitildi.

d-) 5000 rpm’de 2 dakika santriftj edildi.
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e-) Santriflj sonrasi sephadexli kolonlar bagka bir tiipe aktarildi.

f-) 10 pl dizi belirleme reaksiyonu urini sephadex tzerine (kolona temas
etmeden) birakildi.

e-) 5000 rpm’de 2 dakika santriftij edildi.

Alttaki tiipe aktarilmis olan riin dizileme icin kullanildi®.

3.2.6- ABI 3130 Cihazina Yukleme
Yuklenen driin miktart 10pl'den az ise Uzeri distile su ile 15ul'ye

tamamlanarak cihaza ytklendi.

3.2.7- Sonuglarin Degerlendirilmesi
Sekans degerlendirme iglemi, Sequencing Analysis , SeqScape ve
BioEdit programlari ile mutasyon tablolari kullanilarak yapildi.

3.3 Kullanilan Kimyasal Malzemeler
3.3.1-Sitogenetik Caligma icin Kullanilan Kimyasal Malzemeler
1-RPMI 1640 medyum (Sigma, R 0883)

2-Kolsisin (Seromed Cat No. L6210)
3-Phytohemaglutinin (Biochrom AG Cat. No: M 5030)
4-Fetal bovine serum (Biochrom AG Cat. No: S0113)
5-Penisilin-streptomisin (Seromed Cat. No: A2212)
6-L-Glutamin (Biochrom KG Cat. No: K 0282)
7-Tripsin (Difco Cat. No: L-000403 (1298))

8-Metanol (Merck)

9-Glasiyel asetik asit (Merck)

10-Aseton (Merck)

11-Ksilol (Merck)

12-Giemsa (Merck)

13-Heparin (Liquemine, Roche)

14-immersiyon yagdi (Merck)

15-Entellan (Merck)

16-Sodyum klorid (NacCl) (Merck)
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17-Potasyum klorid (KCI) (Sigma)
18-di-Sodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na;HPO,4. 2H,0) (Merck)
19-Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,4) (Merck)

3.3.2-Molekiller Caligmalar (Dizi Analizi ve DNA Eldesi) igin
Kullanilan Kimyasal Malzemeler

1-Sukroz (Eritrosit lizis tamponu)(Merck)

2-SDS(BIO BASIC INC. Uriin no:DB0485)

3-Proteinaz K enzimi (Sigma P2308)

4-Tuz ¢Ozeltisi (6M)

5-Etil alkol (%100 ve %70’lik olarak)(Akkimya)

6-EDTA (Sigma E-5134)

7-AmpliTaqg Gold PCR Master Mix(2X) (Applied Biosystems)

8-Primerler

9-Distile su

10-EgsoSap (Applied Biosystems)

11- Big Dye Cycle Sequencing v3.1 Kit (Applied Biosystems)

12-5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems )

13-Sephadex (Applied Biosystems)

14-Agarose (BIO BASIC INC.)

15-Tris (Amresco)

3.4 Kullanilan Aygitlar

1-ABI kapiller elektroforez sistemi (ABI3130)

2-Termal sayklir (Biometra,Eppendorf)

3-Vortex (Nlve)

4-Jel gorunttleme cihazi (Uvitec)

5-Elektroforez tanki (Cleaver)

6-Derin dondurucu (-20 derecede sogutabilen)

7-Buzdolabi (Argelik)

8-inkubatér (Dedeogdlu, Memmert)

9-Zaman ayarli santriftij (NUve NF 800, Hettich Universal 16 R, Techne)
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10-Mikroskop (Olympus BX51 ve CH20)
11-Lamin air flow (Kojair)

12-Elektronik terazi (Sartorius)

13-pH metre (Inolab)

14-Eppendorf tupler ve PCR tupleri
15-Steril kalttr tipu (Greiner 164160)
16-Steril enjektorler (2 ml'lik, 5 ml’lik, 10 mI'luk, 20 ml'lik)
17-Pastor pipeti

18-Mezlr

19-Sale

20-Lam (Thermo Scientific-Superfrost)
21-Lamel (24X32)

3.5 istatistiksel Analiz
Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 15.0 paket programi kullanildi.
degiskenler sayi ve ylzde olarak 06zetlendi. Bu degiskenlerin

karsilastiriimasinda XZ testi kullanildi. Tum testlerde anlamlilik dizeyi p<0.05

3.6 Sonuglari Degerlendirme icin Kullanilan Programlar

1-Cytovision (kromozomlari goruntulemek igin)

2-Sequencing analysis (sekans analizi sonuclarinin eldesi igin)
3-SeqgScape (sekans analizi sonucunda elde edilen dizinin referans dizi

ile karsilastirnimasi igin)

4-GeneRunner (primer dizayni igin)
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4. BULGULAR

4.1 Sitogenetik Bulgular

Toplam olarak 23 hastanin karyotip analizleri gergeklestirildi, bu
hastalara ait sonuclar Cizelge 8 ve Cizelge 9'da verildi. Hastalarin 17’si
(%73.9) erkek ve 6’s1 (%26) kadin cinsiyetine sahiptirler.

Karyotip analizleri yapilan hastalardan 5nin (%21.8) tim metafaz
plaklarinin normal kromozom kurulusuna (46,XX/46,XY) sahip oldugu bulundu.
Bu hastalardan 4’Gnun erkek ve 1'inin kiz cinsiyetine sahip oldugu rapor edildi.
Geriye kalan 18 (%78.2) hastanin incelenen metafaz plaklarinda bir ya da daha
fazla sayida sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerine rastlandi. Arastirilan
23 hastada incelenen toplam 639 hicrede 241 (%37.7) kromozom diizensizligi
tespit edildi. Bu kromozom duzensizliklerinin %88 yapisal ve %12 sayisal
diuzensizlikler oldugu rapor edildi.

Kromozom dizensizligi bulunan 1 nolu hastada; incelenen 70 hicrenin
tamaminda 9. Kromozomun heterokromatik bdlgesinde artisa (gh+), buna
ilaveten 3 hicrede anéploidik sayisal kromozom dizensizligine rastlandi. Bu
sayisal sapmalarin 1 ve 10. kromozomlarin monozomisi ile 15. kromozomun
trizomisi (45,XY,-1; 45,XY,-10 ve 45,XY,+15) seklinde olduklari kaydedildi. ilave
olarak bir hiicrede 13. kromozomun g kolunda kromatid kirigi [chtb(13g31.1)]
tespit edildi. ikinci hasta icin 20 hiicre incelendi. Tum alanlarin sayisal olarak
normal olduklari ancak 4 hicrede yapisal diizensizlikler bulundugu kaydedildi.
Uc hiicrede kromatid kingi [chtb(16)(g22), chtb(2)(g23), chtb(2)(gq31)], bir
hiicrede frajilite [fra(5)(q31)] ve bir hicrede gap [gap(2)(g23)] tipi yapisal
dizensizlikler kaydedildi. [chtb(2)(g31)] ve [fra(5)(g31)] dizensizlikleri ayni
hiicrede bulundu. DoOrdunctu hastada; 12 hicrenin tamaminin sayisal olarak
normal olduklari, ancak tim hucrelerde 13. kromozomda satellit artisi (13ps+)
ve Y kromozomunun q kolunda artis (Yq+) tespit edildi. Bir hiicrede ise 1 ve 3.
kromozomlar arasinda translokasyon tespit edildi [t(1;3)(p32;925)].
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Besinci hastada, 64 hucre incelendi; bunlarin 62’sinde normal (46,XY)
kromozom kurulusuna, ancak iki alanda 20 ile 22. kromozomlarin
monozomilerine (45,XY,-20 ve 45,XY,-22) rastlandi. Yedinci hastada; 20
hiicrenin 18’'inde normal kromozom kuruluguna (46,XY) rastlanirken, diger iki
hiicrede frajilite [fra(6)(q22) ve fra(7)(q22)] tespit edildi. Sekizinci hastada; 20
hicre incelendi. Bu hicrelerin 5'inin yapisal dizensizliklere [9gh+ (10/20),
chtb(4)(g31) (1/20), del(10)(p15) (1/20), gap(7)(g22) (1/20) ve gap(5)(p31)
(1/20)] sahip olduklari tespit edildi. Dokuzuncu hasta icin toplam 27 hucre
incelendi. Bu hucrelerin 1'inde 19. kromozomun monozomisine (45,XX,-19) ve
digerinde 1. kromozomun p33 bolgesinde kromatid kingina [(chtb(1)(p33)]
rastlandi.

Onuncu hastada; 35 hicrenin tamaminda 9gh+ kromozom yapisina ve
bir alanda Y kromozom monozomisine (45,X,-Y) rastlandi. Onbirinci hastada
incelenen 20 hicrenin tamaminda 9gh+ kromozom yapisina, ilaveten 5 hiicrede
6. kromozomun 21 bélgesinde [gap(6)(g21)] ve 2 hicrede 10. kromozomun
g22 bolgesinde gap olusumlarina [gap(10)(g26)] rastlandi. Onuglincu hastada;
25 hiucreden 21'inde normal (46,XY) kromozom kurulusuna, iki hicrede
monozomiye [-17 ve -19 kromozom], bir hicrede 17. kromozomun @23
bblgesinde kromatid kirigina [chtb(17)(g23)], bir hiicrede ise 4. kromozomun
g22-gter bolgesinde delesyona [del(4)(g22-qter)] rastlandi.

Onbesinci hastada, 45 huicre incelendi; bu hicrelerden 38'inde normal
kromozom kurulusu (46,XX), diger alanlarda sayisal ve yapisal dizensizlikler [-
3 (1/45),-12 (1/45), +17,-X (1/45), -12, 9gh+ (1/45), del(11)(p13-pter) (1/45),
del(X)(q13.2-qter) (1/45) ve t(5;17)(p13.3-p13) (1/45)] gOzlendi. Onaltinci
hastada, 15 hicre incelendi; bunlarin 14’Gnde normal kromozom kurulusu
(46,XY), bir hicrede 3 ve 7. kromozomlar arasinda translokasyon
[t(3;7)(p23;p22)] tespit edildi. Onyedinci hastada, 50 hicre incelendi; bunlarin
47'sinde normal kromozom kuruluguna (46,XX), birinde 18. kromozomda (g21)
kromozom kirigina [chrb(18)(g21)], birinde 10. kromozomun pl13-pter
bolgesinde [del(10)(pl13-pter)] ve X kromozomunun p22.1-pter bdlgesinde
delesyona [del(X)(p22.1-pter)], bir hiicrede ise 13. kromozom nullizomisine (-

13X2) ve derivatif 12. kromozom kurulusuna [der(12)(p?)] rastlandi.
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Onsekizinci hastada, 50 hticre incelendi; bu hticrelerin besinde 8, 13, 19,
22 ve Y kromozom monozomileri bulundu. Ayrica, bir hiicrede 11. kromozomun
pl1.2 bdlgesinde kromatid kirigina [chtb(11)(p11.2) ve bir hiicrede ise 13 ve 15.
kromozomlar arasinda translokasyona [der(13)t(13;15)(q34-q21)] rastlandi.
ilave olarak 2. kromozomun p23 bélgesinde frajilite [fra(2)(p23)] tespit edildi.
Ondokuzuncu hastada, 20 hicre incelendi; bu htcrelerin 3’'inde 10, 19 ve 20.
kromozom monozomileri bulundu. Yirminci hastada, 15 hicre incelendi;
bunlarin 2 tanesinde monozomi 13 ve 16 kromozom kuruluglarina rastlandi.
Yirmibirinci hastada, 10 hticre incelendi; bir hiicrede monozomi -Y kromozom
kuruluguna rastlandi. Yirmiikinci hastada, 20 hicre incelendi; bir hiicrede 9gh+
olusumuna, 1'inde 15. kromozom monozomisine ve 1'inde 5. kromozomun 31
[chtb(5)(q31)] bélgesinde kromatid kirigina rastlandi (Cizelge 8).

Kontrol grubu olarak 23 erkek birey ¢alisildi. On kigide (%43.5) sayisal ve
yapisal kromozom dizensizligine rastlandi. Bu kontrollerden incelenen 1150
hicrede 182 (%15.8) yapisal duzensizlik bulundu. Rapor edilen bu kromozom
dizensizlikleri; 9qgh+, del(8)(p11-pter), robt(14;21), inv(9)(p11;9l3) ve
del(7)(g32) seklindedir. Hasta ve kontrol grubu arasinda rapor edilen toplam
kromozom duzensizlikler arasindaki fark, istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0,05). Mevcut olan kromozom duzensizlikleri Cizelge 8'de gosterildi.
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Cizelge 8.

Sitogenetik Bulgular

Hastalar

Karyotip sonugclart (normal-anormal
metafaz plagi sayisi/toplam metafaz
plagi sayisi)

H1

46,XY, 9gh+ (70/70)
45,XY,-1 (1/70)

45,XY,-10 (2/70)

47 XY ,+15 (1/70)
46,XY,chtb(13g31.1) (1/70)

H2

46,XY,chtb(16)(g22) (1/20)
46,XY,chtb(2)(g23) (1/20)
46,XY,gap(2)(q23) (17/20)
46,XY,chtb(2)(g31),fra(5)(g31) (1/20)

H3

46,XX (14/14)

H4

46,XY, 13ps+, Yq+ (12/12)
46,XY,t(1;3)(p32;g25) (1/12)

H5

46,XY (62/64)
45,XY,-20(1/64)
45,XY ,-22(1/64)

H6

46,XY (10/10)

H7

46,XY (18/20)
46,XY fra(6)(q22) (1/20)
46,XY fra(7)(q22) (1/20)

H8

46,XY (20/20)
46,XY,9gh+ (10/20)
46,XY,chtb(4)(q31) (1/20)
46,XY,del(10)(p15) (1/20)
46,XY,gap(7)(g22) (1/20)
46,XY,gap(5)(p31) (1/20)

H9

46,XX (26/27)
45,XX,-19 (1/27)
46,XX, chtb(1)(p33) (1/27)

H10

46,XY, 9gh+ (35/35)
45,X,-Y (1/35)

H11

46,XY,9gh+ (20/20)
46,XY,9gh+, gap(6)(q21) (5/20)
46,XY,9gh+, gap(10)(q22) (2/20)

H12

46,XY (20/20)

H13

46,XY (21/25)

45,XY,-17 (1/25)

45,XY,-19 (1/25)
46,XY,chtb(17)(g23) (1/25)
46,XY,del(4)(g22-gter) (1/25)

H14

46,XY (30/30)

H15

46,XX (38/45)
45,XX,-3 (1/45)
45,XX,-12 (1/45)
46,X46,X,+17,-X (1/45)

Kontroller
K1 | 46,XY (50/50)
K2 | 46,XY,9gh+ (50/50)
K3 | 46,XY (50/50)
K4 | 46,XY,del(8)(pl1-
pter) (1/50)
K5 | 46,XY(50/50)
K6 | 45,XY, robt(14;21)
(50/50)
K7 | 46,XY (50/50)
K8 | 46,XY (50/50)
K9 | 46,XY,9h+ (11/50)
K10 | 46,XY (50/50)
K11 | 46,XY (50/50)

K12 | 46,XY,9gh+ (3/50)
K13 | 46,XY,inv(9)(pll;q
13) (50/50)

K14 | 46,XY (50/50)
K15 | 46,XY, 9gh+ (5/50)

del(7)(g32) (1/50)
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45,XX,-12, 9gh+ (1/45)
46,XX,del(X)(q13.2-gter)(1/45)
46,XX,t(5;17)(p13.3-p13)
(1/45)X,del(11)(p13-pter) (1/45)

H16 46,XY(14/15) K16 | 46,XY, 9gh+ (6/50)
46,XY 1(3;7)(p23;p22) (1/15)
H17 46,XX (47/50) K17 | 46,XY, (50/50)

46,XX, chrb(18)(q21) (1/50)
46,XX,del(10)(p13-pter); del(X)(p22.1-
pter) (1/50)

44,XX,-13x2,der(12)(p?) (1/50)

H18 46,XY (41/50) K18 | 46,XY, 9gh+ (3/50)
45,XY,-8 (1/50)

45,XY,-13 (1/50)

45,XY,-19 (2/50)

45,XY,-22 (2/50)
46,XY,chtb(11)(p11.2) (1/50)
45,X,-Y (1/50)
46,XY,der(13)t(13;15)(q34-g21)
(1/50)19

46,XY ,fra(2)(p23) (1/50)

H19 46,XX (17/20) K19 | 46,XY, 9gh+ (2/50)
45,XX,-10 (1/20)
45,XX,-19 (1/20)
45,XX,-20 (1/20)
H20 46,XX (13/15) K20 | 46,XY (50/50)
45,XX,-13 (1/15)
45,XX,-16 (1/15)

H21 46,XY (9/10) K21 | 46,XY (50/50)
45,X,-Y (1/10)
H22 46,XY (17/20) K22 | 46,XY (50/50)

46,XY,9gh+ (1/20)
45,XY,-15 (1/20)
46,XY,chtb(5)(g31) (1/20)
H23 46,XY (27/27) K23 | 46,XY (50/50)

Yukaridaki bulgular dogrultusunda arastirilan 23 hastanin incelen 639
hiicrenin 429'unda (%67) normal kromozom kurulugu (46,XY/46,XX) ve 210’ununda
(%33) sayisal ve yapisal kromozom dizensizlikleri bulundu. Normal htcrelerin
275’inde 46,XY (%43) ve 154’Unde 46,XX (%24) kromozom kuruluguna rastlandi. Bir
hiicrede birden fazla diizensizligin bulundugu durumlarda bunlarin her biri tek olarak
ele alindigindan dolay! 210 hicrede toplam olarak 241 kromozom dizensizligine
rastlandi. Bu durumda, toplam dizensizlik sayisinin tim hicre sayisi igerisindeki

orani %37.7 olarak tespit edildi. Saptanan yapisal dizensizlik sayisi 212 olup tim
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hiicreler igerisindeki orani %33.1 ve tum duzensizlikler icerisindeki orani %87.9
olarak tespit edildi. Bulunan sayisal dizensizlik sayisi 29 olup tim hcreler
icerisindeki orani %4.5 ve tim duzensizlikler icerisindeki orani %12 olarak rapor
edildi (Cizelge 9).

Mevcut yapisal duzensizlikler arasinda; 9gh+ olusumu, 137 hicrede tespit
edildi, tim htcreler icerisindeki orani %21.4, tum duizensizlikler igerisindeki orani
%56.8 olarak rapor edildi. gap(2)(g23) olusumu, 17 hiicrede tespit edilmis olup tim
hiicreler igerisindeki orani %2.7, tum duzensizlikler igerisindeki orani %7 olarak
saptandi. 13ps+ olusumu, 12 hiicrede tespit edilmis olup tim hicreler icerisindeki
orani %1.9 ve tum duzensizlikler igcerisindeki orani %5'dir. Yg+ olusumu, 12 hiicrede
bulundu; tum htcreler igerisindeki orani %1.9 ve tum duzensizlikler igerisindeki orani
%5 olarak tespit edildi. gap(6)(q21) olusumu, 5 hiicrede tespit edildi, tim hicreler
icerisindeki orani %0.8 ve tim duzensizlikler icerisindeki orani %2.1'dir. gap(10)(g22)
olusumu, 2 alanda bulundu, tim hicreler igerisindeki orani %0.3 ve tim
duzensizlikler icerisindeki orani %0.8 olarak bulundu. Bunlarla birlikte,
t(1;3)(p32;925), chtb(1)(p33), chtb(2)(q23), chtb(2)(p31), fra(2)(p23), t(3;7)(p23;p22),
del(4)(g22-qgter), chtb(4)(g31), t(5;17)(p13.3-p13), chtb(5)(q31), fra(5)(q31),
gap(5)(p31), fra(6)(g22), fra(7)(g22), gap(7)(g22), del(10)(pl3-pter), del(10)(pl5),
del(11)(p13-pter), chtb(11)(p11.2), der(12)(p?), der(13)t(13;15)(q34-9g21),
chtb(13g31.1), chtb(16)(g22), chtb(17)(q23), chrb(18)(q21), del(X)(p22.1-pter),
del(X)(q13.2-qgter), olusumlarina birer hicrede rastlanmis olup tam hicreler
icerisindeki oranlari %0.15 ve tum duzensizlikler icerisindeki oranlari %0.4’dur
(Cizelge 8, 9, 10, Sekil 21).

56



anomaliler igerisindeki

i

‘”xa

3103

3
t(3;7)(p23;p22)

del(11)(p13pter) Qqh+
del(X){q13.2-qter )

t(5;17)(p13.3;p13)

_..l|
-

18
chrb(18)(q21)

)

chtb(5)(q31)

T

chtb(11)(p11.2)|

L

chtbr(13)(g31,1)

_..8;

del(4)(q22-qgter)

—~4ah

der(13)t(13:15)(q34:921)

I

Fra(2)(p23)

Sekil 21. Sagliker sendromlu hastalarda gézlenen bazi yapisal kromozom dizensizliklerinin
kismi karyotip gorintileri.

Saptanan sayisal kromozom dizensizlikleri ise 45,XY/XX,-19 kromozom

orani

%2.1'dur.
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kurulusuna 5 hlcrede rastlanmis olup tim hucreler icerisindeki orani %0.8  tim
45 XY/XX,-10, 45,XY,-22 ve 45X,-Y
kromozom kuruluslarina 3’er hicrelerde rastlanmig olup tim hicreler igerisindeki
oranlari %0.47 tam anomaliler icerisindeki oranlari %1.24°ttr. 45,XY/XX,-20, 45,XX,-
12 ve 45,XY/XX,-13 kromozom kurulusglarina 2’'ser hicrelerde rastlanmis olup tim

hiicreler igerisindeki oranlari %0.31, tim anomaliler igerisindeki oranlari %0.83'tur.



45,XY,-1, 45XX,-3, 45XY,-8, 44 XX, -13x2, 47,XY,+15, 45,XY,-15, 45,XX,-16,
46,X,+17,-X, 45,XY,-17 kromozom kuruluslarina 1’er hiicrelerde rastlanmis olup tim
hiicreler igerisindeki oranlari %0.15 tim anomaliler igerisindeki oranlart %0.41’dir.
(Cizelge 9, Sekil 22 ve 23).
incelenen metafaz plaklarinda goézlenen bazi sayisal kromozom
dizensizliklerine ait resimler agagida verilmigtir (Sekil 22 ve 23).
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Sekil 22. Sagliker sendromlu hastalarda gozlenen bazi sayisal kromozom dizensizliklerinin
karyotip goruntileri: A 45,XX,-16; B 45,XY,-1; C 47,XY,+15; D 45,XX,-3; E 45,XX,-
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Sekil 23. Sagliker sendromlu hastalarda gozlenen bazi sayisal kromozom dizensizliklerinin
karyotip goruntuleri: A 45,XY,-17; B 45,XY,-8; C 45,XY,-19; D 45,XY,-22 .
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Cizelge 9. Sitogenetik Bulgular

incelenen [ incelenen
Karyotip hicre tim hcreler Tum duzensizlikler
sayisi icindeki orani (%) icerisindeki orani (%)

46,XY 275 43 -

46,XX 154 24 -

Total 429 67 -

Yapisal anomaliler

t(1;3)(p32;925) 1 0.15 0.41
chtb(1)(p33) 1 0.15 0.41
chtb(2)(g23) 1 0.15 0.41
chtb(2)(p31) 1 0.15 0.41
fra(2)(p23) 1 0.15 0.41
gap(2)(q23) 17 2.66 7.05
t(3;7)(p23;p22) 1 0.15 0.41
del(4)(g22-qter) 1 0.15 0.41
chtb(4)(q31) 1 0.15 0.41
t(5;17)(p13.3-p13) 1 0.15 0.41
chtb(5)(q31) 1 0.15 0.41
fra(5)(q31) 1 0.15 0.45 0.41
gap(5)(q31) 1 0.15 0.41
fra(6)(q22) 1 0.15 0.41
gap(6)(q21) 5 0.78 2.07
fra(7)(q22) 1 0.15 0.41
gap(7)(q22) 1 0.15 0.30 0.41
9gh+ 137 21.43 56.84
del(10)(p13-pter) 1 0.15 0.41
del(10)(p15) 1 0.15 0.41
gap(10)(q22) 2 0.31 0.83
del(11)(p13-pter) 1 0.15 0.41
chtb(11)(p11.2) 1 0.15 0.41
der(12)(p?) 1 0.15 0.41
der(13)t(13;15)(q34-q21) 1 0.15 0.41
13ps+ 12 1.87 4.97
chtb(13g31.1) 1 0.15 0.41
chtb(16)(q22) 1 0.15 0.41
chtb(17)(q23) 1 0.15 0.41
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chrb(18)(q22) 1 0.15 0.41
del(X)(p22.1-pter) 1 0.15 0.41
del(X)(q13.2-gter) 1 0.15 0.41
Yq+ 12 1.87 4.97
Toplam 212 33.17 87.96
Sayisal anomaliler

45,XY,-1 1 0.15 0.41
45,XX,-3 1 0.15 0.41
45,XY,-8 1 0.15 0.41
45,XY/XX,-10 3 0.47 1.24
45,XX,-12 2 0.31 0.83
45,XY/XX,-13, 44,XX,-13X2 3 0.47 1.24
47,XY,+15 1 0.15 0.41
45,XY,-15 1 0.15 0.41
45,XX,-16 1 0.15 0.41
46,X,+17,-X 1 0.15 0.41
45,XY,-17 1 0.15 0.41
45,XY/XX,-19 5 0.78 2.07
45,XY/XX,-20 2 0.31 0.83
45,XY,-22 3 0.47 1.24
45 X,-Y 3 0.47 1.24
Toplam 29 4.53 12.03
Genel toplam 241 37.7 -
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Cizelge 10. Saptanan bazi 6nemli yapisal duzensizliklerin idiyogram tzerindeki gosterimleri

Kromozomlarin idiyogrami

% 154
153 15.1
15.1 14
- ;
12 12
12 1.2
13 12

13
1

14
e *

15
. ]|
% 22
a7 |
8
.1 srylie
814 &2
12 2
5 2
24 15

15
14

12
12

1.z
112z

21

22*

*K|rm|2| yildizlar, kromozomlardaki hassas bdlgelerini gostermektedirler (delesyon
heterokromatin artisi, kromozom kirigi, kromatid kingi, frajil bélgeler ve gaplar).
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4.2 Molekuler Bulgular

Aragtirmada yer alan Sagliker sendromlu 23 hasta igcin CASR geninin 2
ve 3. ekzonlan caligildigl icin toplam 46 Ornekten dizi analizi yapildi, bu
orneklerin bir kisminin PCR jel goruntuleri Sekil 24’de gosterilmektedir.

ikinci ekzon icin calisilan orneklerden 16’sinda herhangi bir mutasyona
rasttanmadi. Ug hastada, 70239 pozisyonundaki adenin (A) bazinin kayba
ugramis oldugu saptandi. Bu bélge kodlayici ekzonun disinda bulundugundan
genin uriiniine bir etkisi yoktur. iki hastada, 70471'de A>G heterozigot degisimi
saptandi. Bu bazin bulundugu bélge 2. ekzonun icerisindedir, ancak bu degisim
ATG baslama kodonundan 6nce oldugundan gen drtntne bir etkisi yoktur. Bir
hastada, 70622’de T>C heterozigot degisimi saptandi. Bu bdlge, 2. ekzonun
kodlayici bolgesi igcerisindedir. Bu baz degisimine bagh olarak TTT kodonu TTC
kodonuna donusmuistir. Bu iki kodon da fenilalanin aminoasidini
kodlamaktadirlar, dolayisiyla nihai gen drininde bir degisime neden
olmamaktadirlar (Cizelge 11, Sekil 25, 26). Bir hastadan ise sonu¢ alinamadi.

Uctincii ekzon icin 8 hastada, mutasyonal bir degisime rastlanmadi. On
bir hastada, 73724 pozisyonunda G>A homozigot degisimi ve bir hastada ise
73724'de G>A heterozigot degisimi saptandi. Bu baz degisimlerinin meydana
geldigi bolge, 3. ekzonun diginda oldugundan genin ifadesinde herhangi bir
degisime neden olmamaktadir. U¢ hastada ise sonug alinamadi (Cizelge 12).
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Sekil 24. CASR 2. ekzon bdélgesinin PCR ile ¢cogaltildigini gosteren jel goruntlsi. Sayilar 6rnek
numaralarini géstermektedirler.
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Cizelge 11. ikinci ekzon igin dizi analizi sonuglar

H
asta n Sonuglar
0]
1 Normal dizi
2 Normal dizi
3 70622'de T>C heterozigot degisimi
4 Normal dizi
5 Normal dizi
6 Normal dizi
7 70239 pozisyonundaki Adenin baz kaybi
8 Normal dizi
9 70471'de A>G heterozigot degisimi
1 70239 pozisyonundaki Adenin baz kaybi
0
1 Normal dizi
1
1 Sonug alinamadi
2
1 70239 pozisyonundaki Adenin baz kaybi
3
1 Normal dizi
4
1 70471'de A>G heterozigot degisimi
5
1 Normal dizi
6
1 Normal dizi
7
1 Normal dizi
8
1 Normal dizi
9
2 Normal dizi
0
2 Normal dizi
1
Normal dizi
22
2 Normal dizi
3
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Cizelge 12. Uglincii ekzon icin dizi analizi sonuglar

H
asta n Sonuglar
0

1 Normal dizi

2 Sonug alinamadi

3 Normal dizi

4 Normal dizi

5 Sonug alinamadi

6 73724’de G>A homozigot degisimi

7 Normal dizi

8 73724’de G>A homozigot degisimi

9 73724’de G>A homozigot degisimi

1 Normal dizi
0

1 73724’de G>A heterozigot degigimi
1

1 73724’de G>A homozigot degisimi
2

1 Normal dizi
3

1 73724’de G>A homozigot degisimi
4

1 73724’de G>A homozigot degisimi
5

1 73724’de G>A homozigot degisimi
6

1 73724’de G>A homozigot degisimi
7

1 Normal dizi
8

1 Normal dizi
9

2 73724’de G>A homozigot degisimi
0

2 73724’de G>A homozigot degisimi
1

2 73724’de G>A homozigot degisimi
2

2 Sonug alinamadi
3
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2.Ekzon (primer dizilerini de icerecek sekilde)

70141
70201
70261
70321
70381
70441
70501
70561
70621
70681
70741
70801
70861

aggccttttc
tgcagtggtec
ttttagaagg
ccacattaca
ttattttatt
ggagaaactt
gcagaaccat
ctgcctacgg
tCcctattca
t ggaat gt at
ggagaaaagc
atagtgattg

ct gaagact t

3.Ekzon

73141
73201
73261
73321
73381
73441
73501
73561
73621
73681
73741
73801

ttttggccag
aagt gct gag
agagggct ct
acccagcttt
cacttcttct
ttgccat aga
ggatatttga
ct caaaacaa
cct ct acgat
t gct ggggct
aggat cagaa
cccatctctg

agt ct gccac
at cacaagat
cat cacagga
agt ctggatt
aat caatctg
ct gggagcct
ggcattttat
gccagaccag
ttttggagta
caggt aagaa
t gcaccaaac
attggtaatc
ctttttaaat

gctggttttg
att acaggcg

gt acagagca
gccaggtctt
ttcttccagg
ggagat aaac
cacttgcaac
aattgattct
tgctgtggtg
cttctacatt
gaagcaggct
gcacaaaaga

ccctaggecc

gggat t gagg
ggcctct gca
gaggaaggca
tagacatgtg
ccaaact cct
agct gct gct
cgagcccaaa
gcagct aaag
gaggggcct a
gcaaaat aat
at gct gaagc

aaaat gt caa

aact ct ggac
t gagccacca
t gccat gaag
tact ct aaag
tataatttcc
agcagcccag
accgtttcta
ttgaaccttg
ggagcaact g
ccccaggt ac

t gggggt gcc
cctatgattt

ct ct aaat gg
tttagct gAa
t gat gt ggct
gaaat ggaga
tccccactgc
Ggctgtctca
gggtcctctt
agaaggggga
at caagat ct
at ct gccaat
tttttcaaac
ttattgcccc

t gat at t aag

ct caagt gat
cgcccggeca
ccagagagt a
tcgttgacta
gt gggt ttcg
ccecttcettcee
aggcct t gga
atgagttctg
gct caggegt
t caagccttc
at gcccaat a
agttgatatg

aaatt ct gag
tccattttgt
t ccaaagact
tt caaacacc
agggagt gaa
tcccttgece
ggcact cacc
cattatcctt
caaat caagg
ctcttctcett
tttgtcctat
cacaacct gc

t agaaaat cc

ccacccgcect
t gt cat cccc
gt aacagttc
gaaagcttcc
ct ggttacag
caact t gacg
agccaccctg
caact gct ca
ct ccacggca
t caAgcgggg
gccat acggt
ctgtatcatg

ccacct t agt
ctttcttttc
caaggaccac
acgtcttcta
ct gct ccaag
t ggagagacg
t ggcacacct
ggggggct ct
ccggagtctg
ctgagt ggtt
cttttcaaga
cttttttttc
at gcat ggcc

cggcct cccg
attttaacag
gat gatt caa
cattttcttc
gct at gat at
ct gggat aca
agttttgttg
gagcacattc
gt ggcaaat c
cact gggagc
ttaccatatt
accatttggg

Sekil 25. CaSR geni 2. ve 3. ekzonlari olusturan DNA dizileri. Esas ekzonlari olugturan diziler
\3/0e primer dizileri kirmizi harflerle, baz degisimleri de mavi renklerle gdosterilmiglerdir
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Sekil 26. ikinci ekzon 14 ve 19. érneklere ait kismi elektroferogram goriintileri
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5. TARTISMA

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), nefron sayisinda azalma ve
fonksiyonlarinda bozulma seklinde seyreden ve siklikla son donem boébrek
yetmezligi ile sonuglanan patofizyolojik bir surectir. Sagliker sendromu ise KBY
bagli olarak gelisir ve agirlikli olarak kemik bozukluklari ile karakterizedir.
Sendromda, hiicre disi Ca*? diizeyi diiser. Ca*? iyonu ile kemik dokusu arasinda
direk bir iliski oldugu g6z 6nune alindiginda Sagliker sendromlu hastalarda,
Ca*? metabolizmasini diizenleyen molekiiler yolaklarin, bu yolaklari olusturan
elemanlarin yapilarinda meydana gelen degisimlerin ve bu degisimlerin
fonksiyonel sonuglarinin anlagiimasi, KBY’nin gelisim seyrinin ve bu sendromun
etiyolosinin  anlasilmasina katki saglayacagi dusundlmektedir. Sagliker
sendromlu hastalarda, Ca*® metabolizmasini diizenleyen molekiiler yolaklari
olusturan proteinleri kodlayan genlerin yapisinda meydana gelen degisimlerin
hastaligin etiyolojisinde rol aldiklari dasunulmektedir. Ancak, Sagliker
sendromlu hastalardaki genetik 6yki heniiz bilinmemektedir.

Kromozomlarin sicak bolgeleri olarak ifade edilen kritik lokuslarda olusan
yapisal duzensizlikler, bazi hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadirlar.
Calismamizda; karyotip analizleri yapilan Sagliker sendromlu 23 hastanin
%78.2'sinde, bir yada daha fazla sayida sayisal veya yapisal kromozom
duzensizligine rastlandi. Bu hastalarda, incelenen 639 hicrenin %37.7'inde
sayisal ve yapisal kromozom kusuru rapor edildi. Kontrol grubunda ise kusurlu
kromozom tagiyan hiicre orani %15.8 olarak tespit edildi. Hastalarimizda, tespit
edilen bu kromozom dizensizliklerinin %87.9’'unun yapisal ve %12.1'inin
sayisal duzensizlikler oldugu go6zlendi. Bu oranlara gore hastalarda yapisal
kromozom hasarlarinin dnemli oranda arttigi anlagiimaktadir. Bu kromozom
dizensizlikleri bakimindan, hasta (%37.7) ve kontrol (%15.8) grubu arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p<0,05). Bu da Sagliker
sendromlu hastalarda, kromozom hasarlarinin veya genetik dengesizliliklerin

Onemli oranda arttigini gostermektedir. Nitekim, pek c¢ok calismada; KBH
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hastalarinda degisik kromozomlarda yapisal dizensizlikler ve bazi bélgelerde
hastalikla ilgili genlere rastlandigi bildirilmistir. Bu kromozom duzensizlikleri; 1p13,
1921, 2913, 3p21, 3921-25, 4q13-23, 6p21.1-pl2, 9934, 10923.33, 13q kaybi ve
13933-34, 16p13, p53 ve 17p23 bolgeleri ile iligkilidir®:323334353¢
Hastalarimizda; birer hiicrede dnemli kromozom kayiplari ve parga aligverigleri
bulundu. Bunlar;  t(1;3)(p32;925), del(4)(q22-qgter), t(5;17)(p13.3-pl3),
del(10)(p13-pter), del(10)(p15), del(11)(p13-pter), der(12)(p?),
der(13)t(13;15)(g34-g21), del(X)(p22.1-pter) ve del(X)(q13.2-qter) seklindeki
onemli yapisal hasarlardir (Cizelge 8 ve 9)(Sekil 21). Hastalarimizda gdzlenen bu
onemli yapisal dizensizlikler, hastaligin olugsumu/prognozu agisindan 6nemli
olabilirler.

Hastalarimizda; buldugumuz kromozom duzensizliklerinin %88'i yapisal
duzensizlikler olup, bunlar 2, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 13 ve X kromozomlari
Uzerindeki hasarlardir (Cizelge 8,9,10) (Sekil 21). Bu yapisal kromozom
dizensizlikleri icerisinde 9qgh+ olusumu 137 hicrede tespit edildi. 9gh+
kromozom kurulusuna, tim hcrelerin %21.4’inde ve tim duzensizliklerin
%56.8’'inde rastlandi (Cizelge 9). Dokuzuncu kromozomunun uzun kolunda
heterokromatik artis ve inv(9)(p11;912), her ne kadar bazi arastiricilar tarafindan
bazi hastaliklarla ve fenotipik dizensizliklerle iligkilendiriimigler ise de, normal
varyant olarak kabul edilmektedirler® 2% By yapisal sekil bozukluklari normal
populasyonlarda en sik rastlanan dizensizliklerdir.

Hastalarimizda, ikinci sikhikta rastladigimiz kromozom dizensizligi, 2.
kromozomun uzun kolunun g23 bélgesindeki gap olusumudur. 17 hicrede bu
diizensizlige rastlandi. Ikinci kromozomdaki bu vyapisal dizensizlik, tim
hiicrelerin %2.7’sine ve tim duzensizliklerin %7.1'ine karsilik gelmektedir. Bu
gap olusumu ile birlikte, hastalarimizda; 2. kromozomdaki diger hasar goéren
bdlgeler; chtb(2)(g23) chtb(2)(p31) ve fra(2)(p23) seklindedirler (Cizelge 8, 9 ve
10). Yapilan calismalarda; ikinci kromozomun 13 bélgesinin otozomal resesif
meduller kistik bobrek hastaligi (Nephronophthisis type 1, NPH1) ile iligkili

41,42

oldugu bildirilmigtir Hastalarimizda, 2. kromozomda go6zlenen hasarlar,

Sagliker sendromunun prognozu acisinda onemli bélgeler olabilirler. Bu kritik
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lokuslarda olusan yapisal duzensizlikler bu bolgelerdeki genleri uyarmak velveya
baskilamak suretiyle hastaligin olusumuna neden olmus olabilirler.

Hastalarimizda, 13ps+ ve Yg+ olusumlarina 12’ser hicrede rastlandi
(Cizelge 8 ve 9). Bu sayi, tim hicrelerin %1.9'una ve tum duzensizliklerin
%5’ine karsilik gelmektedir. Bu iki normal karyotip disi sapmalar fenotipe
yansimayan varyantlar olarak kabul edilmektedirler. Bu nedenle bu degisimlerin
hasta grubumuzla bir iligkisi olamayacagini sdyleyebiliriz.

PKD1 geni mutasyonlari, otozomal dominant kalitim goésteren polikistik
bobrek hastaligi vakalarinin %85’'inden sorumludurlar. Bu gen 16 kromozomun
p13.3 bolgesine lokalize olmustur. Hastalarin geriye kalanlarindan, 4921-23
bblgesine lokalize olmus PKD2 geninde meydana gelen mutasyonlar
sorumludurlar. Bu her iki gene ait mutasyonlarin saptanmadidi olgularda ise
dcuincu bir gendeki mutasyonlarin hastaligin gelismesine yol actigi
dustinilmektedir®3. Hastalarimizda, 4. kromozomun q22-qter ve g31 bélgelerinde
kromozom kaybi ve kromatid kingi bulundu (Cizelge 8 ve 9, 10) (Sekil 21).
Ozellikle, del(4)(q22-qter) bolgesi kondrodisplasik hastalarda kemik gelisimini
saglayan geni (BMGR1B) icermesi bakimindan dikkat cekicidir**. Bu konuda, bir
sey sdylemek icin daha fazla hasta calisiimasi gerekmektedir.

Hastalarimizda, gap(6)(g21) olusumuna 5 hicrede rastlandi. Bu
kromozom hasari tum hucrelerin %0.8'ine ve tim duizensizliklerin %2.1'ine
karsilik gelmektedir (Cizelge 8, 9, 10). Nitekim, Zerres ve ark. (1994) ile Guay-
Woodford ve ark. (1995) otozomal resesif polikistik bobrek hastaligi ile ilgili
bolgeyi 6. kromozomun p2l-cen bolgesinde tanimlamislardir**°,
Hastalarimizda 6921 bolgesinde hasar gorilmesi bu baglamda ilgi ¢ekicidir.

Diabetik ve nondiabetik bébrek hastaligi ile iliskili baglanti analizlerinde 10.
kromozomun uzun kolu Uzerindeki bazi bdlgeler tespit edilmiglerdir. Li ve ark.
(2011) ile Bowden ve ark. (2004) tip 2 diyabetik nefropatilerde, 10. kromozomun
uzun kolunda bazi bdlgeler ile hastalik arasinda bir iligkinin bulundugunu

46,47

bildirmislerdir™"". Calismamizda ise 4 hicrede 10. kromozomda; del(10)(p13-
pter), del(10)(p15) ve gap(10)(g22)x2 seklinde hasarlar rapor edildi (Cizelge 8 ve

9) (Sekil 21). Tum bu bilgiler 1s1dinda; 10. kromozomun Sagliker hastalarinda,
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hastaligin olusumunda yada seyrinde etkili genleri ihtiva edebilecegini ileri
surebiliriz .

Alport sendromu, ilerleyici bébrek yetmezligi ile karakterize kaltimsal
nefrit 6zelliginde bir hastalik olup X kromozomuna bagli olarak kalitim gosterir.
Glomerular zarlarda eksprese olan tip 1V kollajeni olusturan alt Gnitelerden birini
kodlayan gen olan COL4A5’te meydana gelen mutasyonlar bu klinik tablodan
sorumludurlar. COL4A5 geni, Xq22 bdlgesinde yerlesiktir. Bunun disinda, tip IV
kollajenin yapisini katilan iki farkli kollajen proteini daha bulunmaktadir®.
Hastalarimizda ise X kromozomun kisa ve uzun kolu Uzerinde p22.1-pter ve
g13.2-qgter bolgelerinde kayiplara rastlandi (Cizelge 8 ve 9) (Sekil 21). Bu bilgiler
Isiginda X'in, bobrek yetmezliginde etkili bir kromozom oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizda; yapisal kromozom duzensizlikleri yaninda sayisal
kromozom duiizensizliklerinin sikligi ve nisbi oranlari da yiksek bulundu (%4.5 ve
%12) (Cizelge 8 ve 9) (Sekil 21). Ozellikle, sirasiyla kromozom 19, 10, 13, 22 ve
Y monozomileri 6ne ¢ikmaktadir. Dikkat edildiginde, bu kromozomlarin gogu KBH
hastaligin gelisiminde etkili genleri tasiyan kromozomlar oldugu goérulmektedir.
Tam bu sitogenetik bulgular; Sagliker sendromlu hastalarda 6nemli oranda
yapisal ve sayisal kromozom dizensizliklerinin olustugunu ortaya koymaktadir.
Calismamizda 6ne c¢ikan 6nemli kromozom bolgeleri, ileriki molekiler genetik
calismalarda 6nemli arastirma lokuslari olabilirler.

Sagliker sendromlu hastalarda, Ca' metabolizmasini diizenleyen
molekuler surecin dnemli bir elemani olan CaSR’yi kodlayan genin nukleotid
dizisinin belirlenmesi ve olasi mutasyonlarinin saptanmasi genetik yonu
bilinmeyen bu yeni hastaliga 1sik tutacaktir. Daha 6nceleri, ailesel hipokalsitrik
hiperkalsemiya, siddetli neonatal primer hiperparatiroidizm ve otozomal
dominant hipoparatiroidizm hastalari Gzerinde yapilan calismalarda cesgitli

mutasyonlar rapor edilmistir*®4°°,

CaSR geni, 3. kromozomun @13.3-21
bdlgesinde yerlesik olup, kodlama yapan boélgelerinin toplam uzunlugu 3234
bc'dir ve 8 ekzonu bulunmaktadir. Bu ekzonlardan ikisi alternatifli bir sekilde
5UTR  bdlgesini  kodlamakta ve 1A ve 1B ekzonlan olarak
isimlendiriimektedirler. Ikinci ekzon igerisinde ATG kodonunu bulundurmaktadir

ve bu ekzonun ilk kismi (ATG'ye kadar olan kismi) ortak 5’UTR bdlgesini
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kodlamaktadir. ikinci ekzonun esas ikinci kismi sinyal peptid ile hiicre digi
bolgenin baslangicini kodlamaktadir. Hiicre digi domainin geri kalan kismi veya
ana govdesi 3, 4, 5 ve 6. ekzonlari tarafindan kodlanmaktadir. Yedinci ekzon
ise hicre disi domainin sonunu, membran-i¢ci domaini ve hucre-i¢ci domaini
kodlamaktadir®®>>4,

Calismamizda; CaSR geninin 2. ve 3. ekzonlarinin dizi analizleri yapildi.
Bu ekzonlarin, proteinin N-terminal ucunu kodladigi ve kodlanan bu bolgenin
proteinin kalsiyum duyarlihdi acisindan énemli oldudu bildirilmistir'**°. Aslinda,
genin kodlama yapan 8 ekzonun tamaminin dizi analizlerinin yapilmasi
gerekirdi. Ancak, mali kaynak yetersizligi nedeni ile sadece 2. ve 3. ekzonlari
calisabildik.

Calismamizda toplam, Sagliker sendromlu 25 hastaya ait DNA'nin
caligiimasi planlandi. Ancak, hastalardan ikisi 6ldigu igin ve elimizde kanlari
olmadigindan dolayl calisilamadi. 23 hastanin DNA dizi analizleri yapildi.
CaSR geninin 2. ekzonu icin calisilan o©rneklerden 16’sinda herhangi bir
mutasyona rastlanmadi (Cizelge 11). U¢ hastada, 70239 pozisyonundaki
adenin (A) bazinin kayba ugramis oldugu saptandi. Ancak, bu adenin bazi,
ATG kodonunun 6énunde oldugu icin kodlanan proteini etkilememektedir. iki
hastada, 70471'de A>G heterozigot degisimi saptandi (Cizelge 11). Bu
nikleotid degdisimi, 2. ekzonun icerisindedir. Ancak, ATG baglangi¢ kodonunun
2. ekzonun icerisinde olmasi ve meydana gelen A>G degisiminin ATG
baslangic kodonunun ©ncesinde kalmasi nedeni ile bu degisim de CaSR
proteinini veya proteinin fonksiyonunu etkilemez. Bir hastada, 70622'de T>C
heterozigot degisimi saptanmistir (Cizelge 11). 70622 pozisyonu genin kodlama
yapan bdlgesinin icerisindedir. Bu noktada, TTT kodonunun sonundaki T
ndkleotidi, C'ye dontstigu gorulmektedir (Cizelge 11). Yeni kodondaki bu baz
degisimi (TTC) literatirde daha ©once tanimlanmistir ve her iki kodon da
fenilalanin aminoasidini (38. aminoasit, F38F) kodlamaktadirlar®®. Dolayisiyla,
bu baz degdisimi de proteinin aminoasit sirasini degistirmemektedir. Bu
bulgulardan, Sagliker sendromlu hastalarda CaSR geninin 2. ekzonundaki
nukleotid degisimlerinin ekzonun ifadesini etkilemedigi ve hastaligin etiyolojinde
bir etkisinin olmadigini sdyleyebiliriz.
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Uclincii ekzon icin 8 hastada mutasyon olusturacak herhangi bir
nukleotid degisikligine rastlanmadi. Onbir hastada, 73724 pozisyonunda G>A
homozigot nukleotid degisimi bir hastada ise 73724'de G>A heterozigot
nukleotid degisimi saptandi (Cizelge 12). 73724 pozisyonu, 3. ekzonun diginda
son ucuna yakin bir pozisyondur. Dolayisiyla, gozledigimiz G>A homozigot ve
G>A heterozigot nuikleotid degisimleri, genin kodladigi proteini etkilemedikleri
anlagilmaktadir.  Buldugumuz bu nukleotid degdisimlerinin literatirde
karsiliklarina rastlanmamistir. Sonuc olarak, Sagliker sendromlu hastalarda
CaSR geninin 3. ekzonundaki nikleotid degisimlerinin de ekzonun ifadesini
etkilemedikleri ve hastaligin etiyolojinde bir etkilerinin olmadigi anlasiimaktadir.
Uc hastada ise sonu¢ alinamamistir. Tim bu bilgiler 1siginda; CaSR geninin 2.
ve 3. ekzonlarinda buldugumuz heterozigot ve homozigot nukleotid
degisimlerinin  Sagliker sendromlu hastalarda hastaligin olusumu ve

ilerlemesinde etken olamayacaklarini sdyleyebiliriz.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Cukurova Universitesi, Tip Fakiiltesi, Ic Hastaliklar Anabilim Dali, Nefroloji

Bilim Dalinda Sagliker sendromu tanisi konmus hastalar ile yapmis oldugumuz

sitogenetik ve CaSR geninin 2. ve 3. ekzonlarinin molekiler genetik

analizlerinde elde edilen bulgular 1s1ginda asagidaki sonuclar ve 6neriler ortaya

cikmgtir;

1.

Rapor ettigimiz kromozom diizensizlikleri bakimindan hasta (%37.7) ve kontrol
(%15.8) grublarn arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).
Sagliker sendromlu hastalarda 6nemli oranda yapisal ve sayisal kromozom
dizensizliklerinin olustugunu ve 6ne ¢ikan 6nemli kromozom bélgelerinin ileriki
molekuler gen ¢alismalarinda 6nemli arastirma lokuslari olabilecekleri ortaya
cikmigtir.

Hastalarda, kromozomal diizensizlik gosteren hicrelerin %87.9'unun yapisal
ve %12.1'inin sayisal kromozom duzensizlikleri tasidiklar bulundu. Bu da
Sagliker sendromunun o6ykiusinde yapisal kromozom duzensizliklerinin
onemli olabileceklerini gostermektedir.

Yapisal kromozom dizensizliklerin - tim hicreler icerisindeki sikhgr %33.2
orani gibi yuksek degerde bulunmasi hasta hicrelerinin 6nemli kisminin
genetik hasara ugradigini ortya koymaktadir.

Yapisal kromozomal duzensizlikleri arasinda; 2923, 4q, 593, 6921, 10g-p ve
Xp-q bolgelerinin Sagliker sendromunda en sik rastlanan sicak noktalar
oldugu ve hastaligin olusumunda etkili gen veya genleri tasiyabilecegdini
soyleyebiliriz.

Bu nedenle bu bdlgeler, hastaligin tanisinda ve prognozunda etkili gen veya
genlerin belirlenmesinde molekiler genetik calismalarda aday kritik noktalar
olarak alinabilirler.

Alti hastada, CaSR geninin 2. ekzonunda bulunmus olan heterozigot ve
homozigot nukleotid degisimleri ve kayiplarinin gen ifadesini etkilemedidi,
dolayisiyla mutasyona neden olmadigdi kaydedildi.
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7.

9.

Oniki hastada CaSR geninin 3. ekzonunda bulunmus olan heterozigot ve
homozigot nukleotid degisimlerinin de gen ifadesini etkilemedigi, dolayisiyla
mutasyona neden olmadigi gozlendi.

Ortaya cikan bu molekuler bulgular dogrultusunda CaSR geninin 2. ve 3.
ekzonlarindaki  nidkleotid degisimlerinin  Sagliker sendromuna  yol
acamayacaklari, elde ettigimiz bu kuctk degisimlerin hastaligin éykisunde,
tanisinda ve prognozunda kriter olarak alinamayacagini soyleyebiliriz.

Ancak, genin diger ekzonlarinin analizlerinin yapilmasi halinde CaSR
geninin gercekten Sagliker sendromlu hastalardaki etkinligi konusunda kesin

bir yargiya varabiliriz.
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EKLER

Ek 1) Sephadex Hazirlama

A) 1 gr Sephadex 14 ml distile suda ¢6zduralir.

B) Filtreli tiplere (spin kolon) 600 pl aktarilir.

C) 5000 rpm’de (2000g) 2dk. santrif(j edilir.

D) Toplama tupleri atilir. Spin kolonlar yeni toplama tiplerine konur
E) PCR urunleri jel haline gelen Sephadexe degmeden,

pipetle tamamen spin kolona aktarilir.

F) Spin kolonlar 5000 rpm’de (2000g) 2 dk. santriftj edilir.

H) Toplama tuplerinde purifiye DNA stzulmustar.
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Ek 2) DNA izolasyonunda Kullanilan Baglica Cozeltiler

1) 1 M Tris-HCIPH 7.5

12.11 gr Tris base 80 ml bidistile su icerisinde ¢ozuldi. pH HCl ile 7.5’e
ayarlandiktan sonra hacim 100 ml'ye tamamlandi. Otoklavda steril edildikten
sonra oda isisinda saklandi.

2) 5X Red Cell Lysis Buffer (Eritrosit Lizis Tamponu)

54.8 gr sukroz (1.6 M)

6 ml 1M Tris HCI, pH:7.5 (final konsantrasyonu 60 mM)

2.5 ml 1 M MgCl,.6H,0 (final konsantrasyonu 25 mM)

5 ml Triton-X-100 (final konsantrasyonu %5 V/V)

Sukroz 50 ml bidistile su icerisinde c¢o6zuldikten sonra Triton-X 100,
MgCl, ve Tris HCI ilave edildi. Hacim bidistile su ile 100 ml'ye tamamlanarak
buzdolabinda saklandi.

3) 1 M MgCl,.6H,0

10.16 gr MgCl,.6H,0, 40 ml bidistile su igerisinde ¢6zuldi ve daha sonra
yine bidistile su kullanilarak hacim 50 ml'ye tamamlandi. Otoklavda steril
edilerek oda isisinda saklandi.

4) Fizyolojik Tampon
0.438 gr NaCl
0.93 gr EDTA

Deiyonize su ile 100 ml'ye tamamlandi ve pH 7.5’e ayarlandi.

5) TE-9 (pH:9)

500 mM Tris baz

20 mM EDTA pH:9.0

10 mM NacCl

Hazirlanacak hacme gore Tris baz, EDTA ve NaCl hesaplanarak tartilir

ve Uzeri saf su ile tamamlanir, otoklavlanir ve kontamine edilmeden kullanilir.
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6) SDS Solisyonu (%10’luk)

10 ml icin 1 gr SDS tartildi ve bir siseye aktarildiktan sonra tzerine 10 ml
saf su ilave edildi. lyice vortekslenerek ¢oziilmesi saglandi. Buzdolabinda veya
oda i1sisinda saklanabilir.

7) Proteinaz K (10 mg/ml)

10 mg proteinaz K, 1000 pl steril saf su ile sulandirildi ve steril ependorf
tuplere paylastirilarak -20 °C’de saklandi.

8) Lizis Tamponu (pH:8)

0.209 gr Tris HCI, 0.249 gr EDTA ve 0.67 gr SDS tartildi ve son hacmi
100 ml olacak sekilde saf su ilave edildi. pH 8.0’a ayarland.
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