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Skleroderma, ilk kez 18. ylzyilda tarif edilmis, nadir gorilen kronik bir bag
dokusu hastaligidir. BMPR2 (bone morphogenetic protein receptor type 1)
genindeki mutasyonlarin hastaligin seyrini etkiledigi bildirilmektedir.

Bu calisgmada; skleroderma hastalarinda, Real Time PCR analizi ile BMPR2
geninin ekspresyon dizeyleri saptanarak hastaligin klinik seyri ile iliskisi ortaya
konmaya calis1l mistir.

C.U. Tip Fakiiltesi, i¢c Hastaliklar1 Anabilim Dali Romatoloji kliniginde
skleroderma tarisi almig 20 ve saglikli 29 birey bu calismaya dahil edilerek kanlart
alinmistir. Lokosit hicrelerinden izole edilen m-RNA’ya komplementer c-DNA
donisumu yapilarak, Real Time PCR ile DNA amplifikasyonu yapilmistir. BMPR2
genindeki ekpresyon diizeyini saptayabilmek amaciyla referans gen olarak beta actin
geni secilmistir.

Kontrol grubunda gen ekspresyon dizeyleri ortalamasi 0,0023875883
(yaklasik %0,2), hasta grubunda bu deger 0,0007295126 (yaklas:k %00,07) seklinde
belirlenmistir. Hastalarin ekspresyon diizeyi kontrol grubuna gére yaklasik %0,13
diizeyinde azalmistir. Calismaya dahil edilen 20 hastanin 4 tanesinde (%20) PAH
(pulmoner arteriyel hipertansiyon) gelistigi saptanmis ve bu hastalarin  gen
ekspresyon diizeyi 0.001 (yaklasik 9%00.1) bulunmustur. PAH’l1 hastalarin gen
ekspresyon dizeyi, calismada incelenen diger hastalara oranla yaklasik %0,03
oramnda artmustir.

Sonug olarak BMPR2 gen ekspresyon dizeyi skleroderma hastalarinda,
bireyden bireye degiskenlik géstermis ama kontrole gore azalmis, PAH’ 1 hastalarin
hepsinde, diger hastalara oranla yuksek bulunmusltur.

Anahtar Kelimeler: Skleroderma, BMPR2 geni, beta actin geni, PAH
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Scleroderma is a rarely seen chronic collagen tissue disease which has been
fist described in 18 th century. It is indicated that the mutations in BMPR 2 (bone
mor phogenetic protein receptor type 1) gene affected the course of disease.

In this study; the determination of BMPR 2 gene expression levels via Real
Time PCR and its association with the clinical course in scleroderma patients were
revealed.

20 scleroderma diagnosed and 29 healthy individuals were added to this study
and their blood samples were taken at Cukurova University Medicine Faculty,
Department of Internal Diseases, Clinic of Rheumatology. Performing the
transformation of c-DNA complementer to m-RNA isolated from leucocyte cells,
DNA amplification was carried on via Real Time PCR. To determine the expression
level in BMPR 2 gene, beta actin gene was selected as the reference gene.

In control group average levels of gene expression were established as 0,
0023875883 (approximately %0,2), in patient group that was 0,0007295126
(approximately %0,07). Expression level of the patients decreased approximately
%0,13 when it was compared with the control group PAH (pulmonary arterial
hypertension) improvement was seen in 4 patients (%20) from 20 patients added to
this study and the gene expression level of this patients was found to 0,001
(approximately %0,1).The gene expression level of patients increased approximately
%0.03 in proportion to other patients examined in this study.

Consequently, in scleroderma patients BMPR2 gene expression level showed
changes from person to person but decreased by comparison to control, in all the
PAH patients that was found high by comparison to other patients.

Key Words. Scleroderma, BMPR2 gene, beta actin gene, PAH
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1. GIRIS Y asemin KOC

1.GIRIS

1.1. Skleroderma (Sistemik Skleroz)

Ismini Yunanca sert anlamina gelen “sklerozis’ ve deri anlamina gelen
“derma’ dan alan Sistemik Skleroz (SSc), kollajen ve diger bag dokusu
makromolekillerinin deride ve gesitli organlarda asir1 birikmesiyle tamimlanan,
kaynag1 bilinmeyen, kompleks, cok kokenli, otoimmin bir bag dokusu hastaligidir
(Dulkin, 2001). Skleroderma, ilk kez 18. yiizyilda tarif edilmis olan, nadir gorulen
kronik (siregen) bir bag dokusu hastaligidir. Bag dokusu eklemlerin etrafinda,
damarlarda, i¢ organlarda ve ciltte bulunan, destek saglayan bir dokudur. Bilinen ilk
skleroderma hastasina, 1754 yilinda Napoli'de Dr. Carlo Curzio tarafindan tam

konulmustur (http://www.romatizmadoktorum.com).

Sekil 1.1. Skleroderma hastast genel gérinim (www.romatizmadoktorum.com).

Hastaligin patogenezi net olarak bilinmemektedir. Ancak, immin
aktivasyon ve vaskiilopati patogenezde 6nemli roller almaktadir (Kerieg ve Meurer,
1988; LeRoy ve ark, 1988). Skleroderma hastalarinin deri biyopsilerinde T
lenfositler, mast hiicreleri ve makrofgjlar basta olmak Uzere inflamatuar hiicre
infiltrasyonu saptanmistir (Gu ve ark, 2008). Ek olarak, skleroderma hastalarinda
tumor nekroz faktor afa (TNF-a), interlokin (IL)-2, IL-6 ve IL-8 gibi sitokinlerin
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serum duzeylerinin yikseldigi ve deri tutulumunun siddeti ile korele oldugu
gogerilmistir (Needleman ve ark,1992).

1.1.1. Epidemiyolgji

Hastalik en sik 30-50 yaslarinda gorilmektedir (Keng ve ark, 2003).
Kadin:erkek orant 8:1'dir (Mayes, 1996). Amerika Birlesik Devletleri’ nde eriskin
populasyonda skleroderma insidans ve prevalans: sirastyla milyonda 19.3 ve 242
olarak bildirilmistir (Mayes ve ark, 2003). Skleroderma sikliginin en yiksek oldugu
bir Amerikan yerli populasyonu olan kizil millet (Choctaw)’ lerde 469/100.000 olarak
rapor edilmistir (Arnett ve ark, 1996).

1.1.2. Sklerodermanin Tipleri

Sklerodermanin, sistemik ve bolgesel olmak Uzere iki ana tipi mevcuttur
(Dunkin, 2001; Medsger ve Koopman, 2000).

1.1.2.1. Sistemik Skleroderma
Sistemik skleroderma, hastalarda gorinen bulgulara dayanarak CREST

sendromu olarak da adlandirilir. CREST sendromu ismini bulgularin bas harflerinden
almstir. Bu bulgular asagidaki gibidir (Dunkin, 2001).

[

Sekil 1.2, Skleroderma hastas: ellerdeki gergin
hareketi kisitlar (www.drlawrencejaeger.com).
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Kalsinoz kutis (Calcinosis): Ozellikle parmak uglarinda (nadiren el, yiiz ve
dirseklerde) olmak Uzere bag dokusunda asir1 kalsiyum birikimi ve plaklasma olur.
Bu plaklar Ulsere yol acacak sekilde vicuttan atilabilir (Medsger ve Koopman,
2000).

Reynaud fenomeni (Reynaud's fenomenia): Genel populasyondaki oram
%3-5 gibi yuksek bir frekansa sahiptir (Dunkin, 2001). Sistemik sklerozlu hastalarin
%751 ve sinirli sklerodermalilarin neredeyse tamami Reynaud fenomeni (RF) ile
baglar. Parmaklarda, tirnaklarda, kulaklarda ve hatta burundaki kicik kan
damarlarinda daralma gézlenir (Belch, 1991).

Ozofagal fonksiyon bozuklugu (Esophageal dysfunction): Ozefagustaki diiz
kaslarin normal hareketlerini kaybetmeleri nedeni ile 6zefagusta yutkunma zorlugu
ile tanimlanmir (Medsger ve Koopman, 2000).

Sklerodactili (Sclerodactyly): Deri altinda asir1 kollajen birikimi nedeniyle
parmaklardaki derinin asir1 sikilasmast ve kalinlasmasi, kemiklerin sivrilerek
sekillerinin bozulmast olarak tanimlanmir. Bu durum parmaklarda hareket kaybina
neden olur. Deri tly kaybiyla birlikte koyu ve parlak gozukir (Dunkin, 2001;
Medsger ve Koopman, 2000).

Telanjiektazi (Telangiectasias): Kilcal kan damarlarindaki sisme nedeni ile
elde yuzde kigik kirmizi noktalar olusmast ile tammlamir (Medsger ve Koopman,
2000).

Sistemik Skleroderma deri, kan damarlar1 veya i¢ organlar gibi vicudun
herhangi bir bolumiinde olusabilir. 3 alt tipi vardir; yaygin (diffuse), sinirli (limited)
ve ¢akisan (overlap) (Richart ve ark, 1991).

Yaygin Sistemik Skleroderma: Hastalarinin yaklasik %95'inde genellikle
eller, kollar ve yiz olmak Uzere ciltte sikilasma, kalinlasma gorulir. Sistemik
Sklerozun bu tipinde deri tutulumuna ek olarak; akcigerler, kalp, bobrekler ve tim
sindirim sistemi gibi birgok doku ve sistemide etkilenebilir (Richart ve ark, 1991).

Sinirlt Skleroderma: Sinirli skleroderma genellikle ellerin tutulumu ile
tammmlanr. Raynaud’s fenomeni ve 6zofagus problemleri hastaliga eslik eder. ic
organ tutulumu cok nadirdir ve sklerodermamn hafif formu olarak kabul edilir
(Richart ve ark, 1991).
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Cakisan (Overlab) Skleroderma: Sistemik Skleroderma (Sinirli ya da
Yaygin) bir baska bag dokusu hastaliginin (6rn: Sistemik Lupus Eritematozis,
Polymyozit, Dermatomyozit) bir veya birkag belirtisiyle birlikte gorulirse *Cakisan
Skleroderma’ adini alir (Richart ve ark, 1991).

1.1.2.2. Bolgesdl (L okalize) Skleroderma

Bolgesel formlari Morphea ve Cizgisel olarak ikiye ayrilir. Bu formlar
genelde deriyi, cok nadir olarak deri alti dokularim tutarlar fakat ic organlari
tutmadigi gibi hastamin 6mrini kisaltmadiklar: belirtilmektedir (Richart ve ark,
1991).

Morphea Skleroderma: Morphea Yunanca bicim veya yap: demektir.
Morphea Skleroderma genellikle sar1 veya fildisi rengi, kati, kuru deri yamalari
seklinde baslar. Bunlar sonradan sertlesir, hafifce cukurlasir, oval sekilli plaklar
olusturur. Bu plaklarin etrafinda da pembe bir halka olusur.

Cizgisel Skleroderma: Cizgisel Skleroderma altindaki kas ve kemikleri de
etkileyebilen cizgi seklinde derinin kalinlasmasidir. Boylelikle etkilenen eklemlerin
ve kaslarin hareketlerini kisitlar. En ¢ok kollar, bacaklar ve ain tutulur. Ayni anda
birden fazla bolgeyi tutabilir (Richart ve ark, 1991).

1.1.2.3. Sklerodermanmin Diger Tipleri

Juvenil Skleroderma: Sklerodermamin herhangi bir tipi (bolgesel veya
sistemik) cocuklarda gorulebilir, bu durumda cocukluk cagi sklerodermas: veya
“Juvenile’ skleroderma olarak adlandirilir (Dunkin, 2001).

Sine Skleroderma: Akciger, bobrek ve kan damarlarindaki degisim ile sinirl
ve yaygin skleroderma ile benzerlik gbstermesine ragmen diger formlardan
ayrrmanin tek yolu sine sklerodermanin deride etkili olmamasidir (Richard ve ark,
1991).

Fasiyal Skleroderma: Agiz agilmasinda kisitlanma, burnun gagalasmasi,
dudak cercevelerinde 1sinsal c¢ekilmeler ile ilerler. Reynaud fenomeni (RF)
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hastalarda parmak uclarinda veya kalsinozis bolgesinde agrili Ulserler, sekonder
infeksiyon ve gangren olusabilir (Tuffanelli, 1989).

Sekil 1.3. Daralan damarlar ve parmaktaki kan akim yavaslamasi gorinium; Soluk
amak icin damarlar daralr ve parmaklara kan akimi azalir
(aurorahealtcare.org).

1.1.3. Skleroderma Klinik Bulgular

Skleroderma hastalar1 Uzerinde yapilan arastirmada laboratuvar bulgular:
1960’ larin basindan beri bilinen nukleus proteinlerine kars: olusturulan antikorlarin
“Anti-NUklear Antikorlar® (ANA) birgok romatolojik hastalikta oldugu gibi
sklerodermayla da iliskili oldugu anlasilmistir. Anti-sentromer ve antitopoizomeraz |
(anti-Scl 70) SSc’li hastalarda saptanan iki temel serum antikorudur. Sklerodermal:
hastalarin  serumlari1 diger ANA’lari da igermektedir. Bu antikorlarin ¢ogu
immunofloresan teknigiyle boyanma gosterirler. Bunlar, anti-Th , anti-fibrillarin (U3
RNP) ve PM-Scl'dir. Anti RNP genellikle simirli sklerodermaya  6zgunddr.
Antifibrillarin antikorlari, Afrika-Amerika kokenli hastalarda yiksek sikliktadir ve
kas iskelet sistemi bulgular1 ve akcigerlerdeki hipertansiyon ile iligkilidir. PM-Scl
iskelet kasi tutulumu olan hasta gruplarina 6zgudur (Okano, 1996).

RNA polimeraz kompleks enzimlerine (RNA-p I, II, 1ll) karsi olan
antikorlar da skleroderma icin 0zgin otoantikorlardandir. Anti-Scl 70 ile
karsilastirildiginda anti-RNA polimeraz antikorlar: yaygin cilt tutulumu, daha yogun
cilt kalinlasmast ve renal tutulumlailiskilidir (Steen ve ark, 1988).
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Skleroderma karakteristik cilt tutulumuna eslik eden cesitli derecelerde ic
organ tutulumlarinin oldugu, bircok farkli Kklinik tablonun olustugu sistemik bir
hastaliktir. Halsizlik, cabuk yorulma ve kilo kaybi gibi sistemik semptomlar hastaliga
eslik edebilir. Ates sik rastlanan bir yakinma degildir ve bu durumda hasta
enfeksiyonlar agisindan arastirilmalidir. Hastalik alevlenme ve remisyonlarla
seyretmektedir (Jimenez ve Derk, 2004).

Bu laboratuvar bulgular1 klinik olarak hastalar Uzerinde su etkileri gosterir:

Deri Degisimleri: Sklerodermanin baslangic semptomlar: deride meydana
gelmektedir. Elin Gstinde oyuklu yaralar olusur. Vicudun diger bolgelerindeki
deride sertlesmis ve kalinlasmis yama seklinde alanlar gelisebilir (Medsger ve
Koopman, 2000). Deri kalinligimn Simirli SSc’de azalmasina ya da uzun sire
minimalde kalmasina ragmen, Yaygin SSc'de hizli bir artisla 1-2 yil iginde
maksimuma ulasir, dermis belirgin sekilde kalinlasmasina ragmen, epidermis incelir
(Clements ve ark, 1995). Deride kirisiklik meydana gelir, tly-sag, ter bezi ve yag
kaybi olur. Yuzdeki tutulum mimik kaybina neden olur. Agiz agiklhigi azalr,
dudaklar incelir ve dudak gevresindeki deri kirisir (Dunkin, 2001).

Eklem, tendon ve kemik Semptomlart: Derideki fibroz olusumunu periferal
eklemlerde gegici, dizensiz sisme ve eklem sivisi igerigindeki mononiklear
lokositler birikimi izler (Brandt ve Krey, 1977).

Sindirim Sistemi semptomlar:: Ozofagal fonksiyon bozuklugu hastalarin
neredeyse %80 inde gelisir ve en yaygin i¢ organ tutulumudur. Hastalarda yutkunma
zorlugu gozlenir. Eger tutulum sfinkterlerde ise gastrodzofagal refli olusumuna
neden olur ki bu durum olduk¢a yaygindir (Martin ve ark, 2001).

Hastalarin %80'inde mide fonksiyon bozuklugu bildirilmistir. Birgok
hastada mide sindirimi normalden uzun siirmektedir. Midenin tutulumu mide kanser
riskini 6nemli 6lglde arttirmaktadir. Sindirim sisteminin asagi1 kissmlarinda da nadir
olarak tutulum gergeklesebilir. Bu tutulum genellikle kabizliga neden olur (Singh,
2001).

Akciger semptomlari: Akciger problemleri Sistemik Sklerodermanin
meydana getirdigi en 6nemli semptomdur ve hastalarinin 6ltimtine yol acan en biyuk
etkendir. Akcigerlerde SSc'nin yol agtigi pulmonar fibroz ve pulmonar
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hipertansiyon, birlikte veya bagimsiz sekilde meydana gelebilir. Akcigerle ilgili
fibrozun en oOnemli gigligu akciger fonksiyonunu distren ve nefes amayi
zorlastiran intestisiyal akciger rahatsizligidir. Bu durum hastalardaki akciger kanseri
riskini de 6nemli ol¢tde arttirir (Oor, 2003).

Pulmoner hipertansiyon ise %50 civarinda bir siklikta meydana gelir. Bu
durumda akcigerlerdeki kan basinci tehlikeli seviyelere erisebilir. Bazi durumlarda
pulmonar hipertansiyon “ko pulmoner” olarak bilinen bir duruma yol agabilir. Bu
olay hipertansiyon sonucu akcigerler biyir ve kalbe baski yaparak kalp yetmezligine
neden olur (Gunduz ve ark, 2001).

Bobrek semptomlari: SSc’deki bobrek tutulumunun ilk belirtisi normal
tansiyonda idrardaki protein seviyeleridir. En gucli bobrek komplikasyonu bobrek
krizidir (Renal Crisis). Genellikle hastaligin erken safhalarinda baslayan yaygin
SSc'li hastalarin az bir kisminda gorilen nadir bir olaydir ve kan basincindaki ani bir
artigla hizli ilerleyen bobrek yetmezligine neden olur (Steen ve ark, 1990).

Kalp semptomlar:: Sklerodermanin kalpteki en dogrudan etkisi sklerozdur.
En sk gozlenen bulgu kan basinci disukligi ve bu distsun getirdigi temel
rahatsizliklardir. Sklerodermanin neden oldugu kalp kasi tutulumu, sklerodermanin
yol agtig1 kalpteki ritm bozuklugunun temel nedenidir. Bu tutulum elektriksel iletide
problemler ve kalp yetmezligi yaratabilir. Ayrica kalp zarimn etkilenmesi iltihaba
neden olabilir (Deswal and Follansbe, 1996).

Ilk defa 1926 yilinda Heine tarafindan sklerodermal: hastalarda kalp
tutulumu oldugu belirtilmistir, sonrasinda Weiss ve arkadaslar: (1999), konjestif kalp
yetmezligi olan 9 vaka sunmustur. Kardiyak tutulumu olan sklerodermal: hastalar
degisik semptomlarla gelebilir. Sol kalp yetmezligi bulgular: olan hastalarin en sik
sikayetleri efor dispnesi, paroksismal nokturnal dispne veya ortopne olurken,
pulmoner hipertansiyon ve neticesinde sag kalp yetmezligi gelisen hastalarda
ilerleyici nefes alma zorlugu, pretibial 6dem, asit ve konjestif hepatomegali
gorilebilmektedir (Champion, 2008).

Sklerodermal1 hastalarda kalp tutulumu olmasi 5 yilda %70 mortalite ile
iliskili bulunmustur. Genellikle kalp yetmezligi, koti sag ventrikil fonksiyonu,
pulmoner hipertansiyon, disik kardiyak indeks, yiksek sag atriyal basing veya
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dokumante ventrikller aritmi olmasi daha yiksek risk olusturmaktadir (Champion,
2008).

Steen ve arkadaglarimin (1988), 48 hasta ile yapmis oldugu bir calismada
hem sinirl;, hem de diffuz sklerodermada talyum perfuzyon defekt skorunun
mortilitenin en gucll belirteci oldugu bildirilmistir. Sklerodermada kardiyak fibrozis
yama tarzinda olma egilimindedir ve her iki ventrikil miyokard: igine yayilmistr.
Koroner arter hastaligina bagli gelisen fibrozisten farklidir. Sklerodermadaki fibrozis
subendokardiyal tabakay: icerir ve hemosiderin depositleri bulunmaz. Genellikle
fibrozis kardiyak hipertrofi ile birliktedir ve yikselmis pulmoner veya sistemik
basincin indirekt gostergesi olabilir. Kreatinin kinaz yiksekligi olan sklerodermali
hastalarda kalp yetmezligi ve kardiyak kokenli 6lum siklig1, kreatin kinaz yiksekligi
olmayan hastalara gore daha fazla bulunmustur. Ancak kreatin kinaz yiksekliginin
olmamasi kardiyak inflamasyonu ekarte ettirmemistir. DUsUk derecede inflamasyon
bulgular1 siklhikla sklerodermali hastalardan yapilan sag ventrikdl biyopsilerinde
gorilmektedir. Kardiyak inflamasyonun tahmin edilenden daha sk oldugu ve
fibrotik slrecin kalbin kronik inflamasyonuna sekonder olarak ortaya ciktigi
dustinulmektedir. Sol ventrikil ejeksiyon fraksiyonunun radyoniklid ventriktlografi
(Radyonuklid  VentrikUlografi: Sol  ventrikil duvar hareketleri ve sistolik
fonksiyonlar: ile ilgili bilgiler vermektedir) ile hesaplandigi ¢calismalarda, hastalarin
%11'inde istirahat ejeksiyon fraksiyonu bozuk bulunmus, egzersiz ile semptomlar
ortaya cikip hemodinamik degisiklikler izlenmistir (Deswal and Follansbe, 1996).

Bir baska calismada istirahat eeksiyon fraksiyonu hastalarin sadece
%15’ inde distk 22 iken bu oran, efor ile %46’ ya cikmistir. Sklerodermal1 hastalarda
hastaligin stiresi ile iliskili olarak diyastolik disfonksiyonun ortaya ¢iktigint gosteren
calismalar da mevcuttur. Diyastolik disfonksiyona eslik eden durumlar, sistemik
hipertansiyon, renal hastalik, sol ventrikul hipertrofisi veya miyokardiyal fibrozis
olabilmektedir.

Pulmoner hipertansiyon sklerodermali hastalarda siklikla gorulur ve kotu
prognoz gosergesidir. Sag kalp yetmezligi siklikla pulmoner hipertansiyona
sekonder olarak ortaya cikmaktadir (Denton and Black, 2004).
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Dolasim sistemi farklilasmalari: Damarla ilgili anormallikler SSc
patogenezinde en yaygin ilk belirtilerdendir. Bazi hipotezler SSc’de endotelyumun
temel hedef doku oldugunu ileri sirmektedir. Degisimler sadece deride degil i¢
organlarda da meydana gelir (Deswal ve Follansbee, 1996).

1.1.4. Skleroderma Tedavis

Etkili ve kesin bir tedavisi yoktur, ancak destek tedavi ile prognoz
iyilestirilmeye calisilir. Sklerodermada tedavinin temel amaci, katilagmis, sertlesmis,
bag dokusunu ve deriyi yumusatmak, gevsetmektir. Bu amagla; ilag tedavisi
(Kortikosteroidler, D-Penicillamin-Kolsisin) egzersiz programlart  uygulanir.
Hemsire; bakimim Gstlendigi sklerodermali hastada; diizenli ve slrekli egsersiz
programlar: ile eklem, kas ve deride kalici kontrakturlerin olusmasim 6nlemeye, en
az gunde iki kez (sabah ve Ogleden sonra) planlanan dinlenme periyodlar: ile
istirahatin saglanmasina, Reyno Fenomeni ve 0Ozellikle periferik ekstremite
yaralanmalarinmi 6énlemek igin hastanin iyi giyinmesine, soguk ve travmalara maruz
kalmamasina, yutma gucligli nedeni ile rahat beslenemeyen hastanin uygun, yeterli-
dengeli ve rahat beslenmesine, barsak ve bobrek tutulumunu dikkate alarak bosaltim
sisteminin ve giren-gikan sivi miktarinin izlenmesine, ilaglarin (Aspirin-Prednison)
ciddi yan etkilerinden hastanin korunmasina  dikkat etmelidir.
(http://zehirlenme.blogspot.com/2008/11).

1.2. Genetik Dayanag

1.2.1. Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon

1.2.1.1. Pulmoner Dolasim

Akcigerler iki ayr1 dolasim sistemine sahiptir. Bunlardan biri pulmoner

dolasim, digeri ise bronsial dolasimdir. Brongial dolasima arteriyel yolla, pulmoner
dolasima ise sistemik venoz yolla kan gelir. Pulmoner dolasim, esas islevi gaz
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aligverisi olan, genis hacim ve kapasiteye, disik basing ve rezistansa, yiuksek akim
ve kompliansa sahip bir sistemdir. Bu sistemin pompasini sag ventrikil olusturur.

Onden Goriiniis Ustten Gorinis
{akriunlar cikarldiktan sonra)
Aork "

Pulmoner
Kapak

Trikiispik
K.apak.

Sad Ventrikil Sol Wentrikil

Sekil 1.4. Pulmoner arterieller genel gorinim (http://onlinehastane.net).

Pulmoner arter ve arterioller karisik vendz kant pulmoner kapillerlere tasir.
Burada degisen kan, pulmoner ven ve ventllerle sol atriuma tasinir. Pulmoner
dolasimda pulmoner arterden kapillerlere giden ve buradan pulmoner venlere donen
bir tipler dizini mevcuttur. Pulmoner arterlerin duvari, sistemik arterlere gore daha
incedir ve duvarlarin icine uzanim bronglar gésteren az sayida diiz kas icermektedir.
Bu yap: Ozelliginden dolayi, aktif olarak kasilmazlar ancak genisleme yetenegine
sahiptirler. Baslangigta arterler, venler ve birbirine yakin olarak beraber giderler,
fakat venler akcigerin periferine dogru, loblllerin arasindan gecmek Uzere
digerlerinden uzaklasirlar; oysa arterler ve bronglar lobullerin merkezlerinde yan
yana bulunurlar. Kapillerler, alveollerin duvarinda yogun bir ag olustururlar. Ag
olusturan kapillerler birbirlerine o kadar yakindirlar ki, alveol duvarinda neredeyse
kesintisiz bir kan tabakast olusur. Bu durum da akcigerin esas gorevi olan gaz
aligverisi icin oldukga etkin bir dizen saglar. Kapillerdeki kan ile alveol boslugu
arasinda ¢cok ince bir membrandan baska bir engel yoktur.
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Akcigerlerdeki diger kan dolasimu olan ve kardiyak output’un %1’ini
olusturan brongial dolasimin gorevi, havayollarimin terminal bronsiollerine kadar
kisminin beslenmesini saglamaktir. Burada bronsial arterler, brongial venlerce drene
edilen kapiller aglara dagilirlar. Bunlarin gogu sistemik venoz yataga bosalirken,
bazilar1 pulmoner venlere acilirlar ve boylece brongial dolasim fizyolojik bir soldan
saga sant icerir. Santla sol atriuma gelen desature kanin miktar: énemsizdir. Bronsial
sistemde akim, akciger dolasimimin ¢ok kiguk bir boluminid olusturur ve akciger
transplantasyonun da oldugu gibi bu dolasim olmaksizin da akcigerler oldukca iyi
gorev yapabilir (Grossman ve Braunwald, 1992).

1.2.1.2. Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon Tanim

Akcigerlere giden damardaki (pulmoner arter) basincin artmasina ise
pulmoner hipertansiyon denir. “Pulmoner dolasim” akcigere aittir, "hipertansiyon”
ise yiuksek kan basinci demektir. Normalde hipertansiyon denince aort ve
dallarindaki basincin artmasi anlasilir ve aslinda bunun tam adh "sistemik
hipertansiyon"dur. Gunlik konusmalarda, tansiyon veya hipertansiyon denince
kastedilen aslinda kol atardamarlarindaki (dolayisi ile aorttaki-yani bulyuk
dolasim'daki) basincin  artmasidir yani  sistemik hipertansiyondur. Pulmoner
hipertansiyona yol acan bircok neden vardir. Ornek olarak, akcigerin kan damarlar
(pulmoner arteriyeller) daralmis olabilir. Ayrica bu durum, kamin akcigerlerde
gollenmesine neden olan kalbin sol tarafina ait bir hastalik nedeniyle de ortaya
¢ikabilir. Pulmoner hipertansiyon pulmoner arterlerdeki kan basincim olgerek teshis
edilir. Normal kosullar altinda, istirahat halinde pulmoner arter sistolik (buyuk)
basinci yaklasik 14 mmHg (milimetre civa) civarindadir. Pulmoner hipertansiyon,
sistolik (buyuk) kan basincimin istirahatte 25 mm Hg, veya egzersiz sirasinda 30
mmHg’dan biylk pulmoner arter basinc: olarak tanimlamir (Gibbs ve Higenbottam,
2001).

Pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH), kicik pulmoner arterlerin
vaskiler proliferasyonu ve yeniden sekillenmesi ile karakterize bir hastaligidir. PAH
tamsim koymak kadar tedavisi de zordur. Tedavi edilmediginde sag ventrikdl

11
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yetmezligi ve olime goturen, pulmoner vaskiler direncte progresif bir artisla
karakterizedir. Pulmoner vaskuler vyatagin rezistanst ve basinci disuk,
genisleyebilme kapasitesi ise fazladir. Normal sartlarda istirahat halinde pulmoner
arter basinci 18-25 mmHg arasinda degisir. PAH hemodinamik agidan, ortalama
pulmoner arter basincinin istirahatte 25 mmHg, egzersizie 30 mmHg' min (izerine
¢cikmasi olarak tammmlanir (Gibbs ve Higenbottam, 2001).

Pulmoner arteriyel hipertansiyon, pulmoner arter basincinin siddetine gore
3 bolume ayrilir:
Hafif PAH: 25-45 mmHg
OrtaPAH: 46-65 mmHg
Agir PAH: >66 mmHg

Tedavi edilmedigi takdirde ciddi PAH’ |1 hastalarin prognozu ¢ok kétuddr.
Idiopatik PAH’ da rapor edilen yasam stiresinin medyani, tan konulmasindan itibaren
2-8 yildir. Ozellikle ileri evredeki PAH'1n tedavi edilmemesi progresif sag ventrikuil
hipertrofisine, sag ventrikil dilatasyonuna ve sag ventrikil disfonksiyonuna yol agar.
Uygun tedavi verilmezse sag ventrikil yetersizligi sirer ve 6lime sebebiyet verir
(D’ Alonzo ve ark, 1991).

12
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Cizelge 1. Pulmoner hipertansiyonun klinik simiflamasi (Dana Point, 2008).

PULMONER ARTERIEL HIPERTANSIYON KLINIK SINIFLANDIRILMASI
1. PULMONER ARTERIYAL A. Idiyopatik
HIPERTANSIYON B. Kaltimsal
* BMPR2 mutasyonu
* ALK 1, endoglin mutasyonu
* Bilinmeyen
C. Ilag ve toksinlere bagl
D. iligkili hastaliklar
* Bag dokusu hastaliklari
* HIV infeksiyonu
* Portal hipertansiyon
* Konjenital kalp hastaligi
* Sistozomiazis
* Kronik hematolojik anemi
E. Yeni dodanin persistan pulmoner
hipertansiyonu
2. SOL KALP HASTALIGINA BAGLI A. Sistolik disfonksiyon
PULMONER HIPERTANSIYON B. Diyastolik disfonksiyon
C. Kapak hastaliklar

3. AKCiGER_HASTALIKLARINA A. Kronik obstruktif akciger hastalig
velveya HIPOTOKSIYE BAGLI B. Interstisyel akciger hastaliklar
PULMONER HIPERTANSIYON C. Karisik obstriktif ve restriktif paterne

sahip diger akcigerhastaliklar
D. Uykuda solunum bozuklugu
E. Alveolar hipoventilasyon bozukluklari
F. Uzun sure yuksek rakima maruziyet
G. Gelisme bozukluklari
4. KRONIK TROMBOEMBOLIK
PULMONER HIPERTANSIYON

5. SEBEBI BILINMEYEN/ A. Hematolojik bozukluklar: miyeloproliferatif
M_ULTIFAKTQRIYEL PULM. hastaliklar, splenektomi
HIPERTANSIYON B. Sistemik hastaliklar: sarkoidoz, pulmoner

Langerhans hucreli histiyositoz,
norofibromatozis, vaskilit.
C. Metabolik bozukluklar: glikojen depo
hastaliklari, Gucher hastaldi, tiroid
hastaliklari
D. Diger: Tumoral obstriksiyon, fibroz
mediastinit, diyaliz alan kronik bébrek
yetersizligi

(BMPR2: Bone Morphogenetic Protein Receptor 2, ALK-1: Activin receptor-like kinase 1

gene, HIV: human immunodeficiency virus).
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1.2.1.2.(1). Pulmoner Arteriyel Hipertansiyonun Genetik Dayanagi

Ailevi PAH dan sorumlu genetik defektler, kemik morfogenetik protein
reseptorundeki (BMPR2) mutasyonla iliskilidir. Reseptor TGF-B’nin bir pargasidir.
40'dan fazla BMPR2 gen mutasyonu tespit edilmis olup, hepsi de hiicre
proliferasyonu inhibisyonunun ortadan kalkmasina neden olmaktadir. BMPR2
anormalliklerinin  yam swra farkli genlerdeki mutasyonlarin da pulmoner
hipertansiyon gelisiminde rol oynadig: dustintlmektedir. Yine bir TGF-$ tGyesi olan
ALK-1 (aktivin benzeri kinaz) reseptoriindeki mutasyonlarinda herediter hemorajik
telenjiektazideki PAH gelisimiyle iliskili oldugu bulunmustur (Du ve ark, 2003).

STGF-p ailesi hicre proliferasyonu, migrasyonu, farklilasmasi, apoptoz,
ekstrasellller matriks sekresyonu ve depozisyondan sorumludur. Pulmoner diiz kas
ve endotel hicreleri gibi degisik hicrelerden salgilamir. TGF-p ailesine ait olan,
molekuller alt siniflara ayrilirlar. Ligandlar, reseptorler, aktivinler, kemik
morfogenetik protein (bone morphogenetic protein) bu alt gruplari olusturur. BMP en
blylk gruptur. BMPR2 normal akcigerlerin arter diz kas hicrelerinde hicre
cogalmasim baskilar, apoptozisi stimule eder. BMPR2 geni kromozom 2g31-31
bolgesinde yer almakta olup, 13 eksona sahiptir. Fonksiyon goren dort bolimi
vardir: N-terminal ligand baglayici bélim, transmembran bolim, sern/treonin kinaz
ve sitoplazmik bolim. Ekson 1-3 ekstraselliler bolgeyi kodlar. Ekson 4
transmembran bolgeyi ve 5-11 eksonlar serin/treonin kinaz bolgesini ve ekson 12
blylk ekstraselliler C-terminal bolgeyi kodlar. Protein baslangic kodonu eksonl,
bitis kodonu ise ekson 13'tur. Ekson 5, 10 ve 13 disindaki tiim eksonlarda mutasyon
bildirilmistir. Ekson 6,8 ve 12'de polimorfizm saptanmustir. Her mutasyon bir aileye
Ozeldir. Farkli ailelerde ayni nukleotid degisikligi gorulebilse de mikrosatellit
belirtecler tarafindan yapilan haplotipler her aile icin 6zeldir. Nokta mutasyonlari
sonucu gelisen aminoasit yer degistirmeleri reseptor fonksiyonunu bozar. Ortaya
cikan hasar mutasyonunun ekstrasellller, transmembran, serin/treonin kinaz veya
sitoplazmik kuyruk bolgelerinden hangisini etkiledigine baglidir. Mutasyonlar kinaz
aktivitesini bozarak, ligandin baglanmasim engelleyerek ve heterodimerik dimer
olusumuna etki ederek BNP sinyal yolunda kesintiye neden olurlar. BMP yolu hiicre
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yuizeyinde baslayip nukleusa kadar uzanan fosforilazyonunu igerir. Tip | ve tip 1l
olmak Uzere iki reseptorti olan BMP nin tip Il reseptoritip | reseptorlerini fosforlar,
tip | reseptorleri de fosforilasyon ile aktive olan Smad ailesini (Smadl/5 ve ya 8)
fosforlar. Bu aktive olmus molekiller hiicre nikleusunda hedef genleri etkiler. Bu
olaylar sonucunda endotel proliferasyonu inhibe olur, hticre siklusunun kontrolinde

ve anjiyogenezde rol oynayan proteinler diizenlenir (Alan ve Nalbantgil, 2010).
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Sekil 1.5. BMPR2 geni intron- exon bolgeleri;
Insan BMPR2 geni intron ve exon yapisindadhr. Intron ve exon boyutlar:
goserildigi gibidir. Protein baslangic ve bitis kodonlar: sirasiyla yatay ok
ve ‘TGA’ da gosterildigi gibidir. BMPR2 nin zamansiz sonlanmasina
sebep olan mutasyonlar, karalanan oklar ile gosterilir, karalanmamis oklar
ise Argd91 mutasyonunu gosterir. Transmembrane ve kinaz alanlari,
gosterilen eksonlar tarafindan kodlanr.

1.2.2. Genetik M ateryal
DNA, ebeveynlerden gocuga fiziksel 6zellikleri tasiyan genetik materyaldir.

RNA ise, DNA’dan bilgiyi alip protein sentezinde kullamimasim saglar. DNA ¢ift,
RNA tek sarmallidir.
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DNA ve RNA'nin, fosfat gruplari, nitrojenli bazlar ve monosakkaritler
iceren temel yapi taslarina niikleotit adh verilir. Nukleik asitler azot iceren bir baz, bir
pentoz ve fosforik asit kapsayan temel yapi Uniteleridir. DNA, dort organik bazdan,
1 fosfat grubundan ve 1 seker grubundan olusur. DNA cift zincirden olusmustur.
Y apisindaki dort organik bazin (adenin, timin, guanin, sitozin) dizilis sekilleri ve
sayilar1 ile genetik bilgiler belirlenir. RNA, dort organik bazdan olusmustur. Fakat bu
materyal tek zincirden olusmustur. Y apisinda bir baza sadece bir fosfat-seker grubu
denk gelmektedir. DNA’da ise bazlar cift halinde bulunur ve bir ¢ift baza bir fosfat-
seker grubu denk gelmektedir. Ebeveynlerden cocuga aktarilacak genetik bilgiyi
tasir. RNA’ nin gorevinin yarisim olusturur: RNA protein sentezi icin bilgiye ihtiyag
duyar. Eger bu bilgi yoksa RNA sentez yapamaz. O yizden DNA, RNA agisindan
cok 6nemli bir materyaldir. DNA'dan bilgiyi alir. Bunu isleyerek protein sentezi
isleminde kullanmir. Cekirdekten bilgiyi alip, sitoplazmaya tasir. DNA, hicrede
bulunan serbest bazlardan alir ve kendini kopyalar.

1.2.2.1. DNA Sentezi

DNA’'nin sentezi sirasinda nikleotitler pentoz sekerinin 3'-OH grubuna
baglandigindan, polintkleotidin uzamasi bu uctan baslayarak 5-3' yonine dogru
devam eder. Buna gore iplikgiklerden birinin yoni 5'-3 ise digerinin yonu bunun
tersine 3'-5 olmaktadir ve iplikgikler birbirlerine anti-paralel bir durum gosterirler.
Bir saniyede, bir hticrede, bir milyon reaksiyon olusmaktadir. Bir DNA"nin seklinin

belirlenmesi igin kendini on defa Ust Uste tekrarlamasi gerekir.
1.2.2.2. Gen Ekspresyonu ve Protein Sentezi
DNA’'da saklanan genetik bilgilerin bir RNA molekuli (mRNA, tRNA,

rRNA) sentezi suretiyle kopyalanmast veya bilginin RNA’ya aktarilmasina
transkripsiyon adh verilir.
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Transkripsiyonla RNA’ya kopyalanan, bir protein molekiliine ait genetik
bilgilerin okunmast veya bir protein molekilt haline gevrilmesine translasyon adi
verilir,

Transkripsiyon ve translasyon olaylarinin toplami, gen ifadesi (gen
ekspresyonu) olarak tanimlanir.

Transkripsiyon; DNA’da saklanan genetik bilgilerin bir RNA molekult
(mRNA, tRNA, rRNA) seklinde kopyalanmasi veya yazilmasi olayidir.

Bir RNA molekili, DNA’'nin kalip kolunun dizilisini bittnleyici
ribondkleotidlerin ATP, GTP, CTP ve UTP'tan pirofosfatlar ayrilmasi suretiyle
polimerizasyonu sonucunda, 5¢ ® 3¢ yoninde sentezler. RNA sentezi icin RNA
polimeraza, baslama ve sonlanma sinyallerine gereksinim vardir. RNA sentezi
(transkripsiyon) baslayacagi zaman, kopyalanacak kalip DNA kolunun 3¢ tarafina,
RNA polimeraz baglanir ve promoter bolgeye dogru goc eder. Start yerinden itibaren
RNA polimeraz kalip kol tarafindan yonetilen ve baz eslesmesi kurallar: tarafindan
yorumlanan spesifik bir dizilis icinde ribonikleotidleri polimerize ederken
pirofosfatlar serbest birakilir.

Okaryotlarda hiicre gekirdeginde bulunan RNA’lar heterojen niklear RNA
(hnRNA) olarak adlandirilirlar ki bunlarin sadece az bir kismu sonradan sitozolde
MRNA olarak gorultrler mRNA olusumu igin hnRNA’ nin gegirdigi RNA processing
¢ islemi kapsar:

1) 3¢ucuna poliadenilat (poliA) kuyrugu takilmast.
2) 5¢ucunun cap strikttr denen yapi ile kapatilmasi.
3) Primer RNA molekilt icinden bazi bolgelerin ¢ikarilmast (Splicing)
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DNA
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s
riboniikleotidler
Sekil 1.6. RNA sentezi

Translasyon, transkripsiyonla RNA’ya kopyalanan genetik bilginin bir
protein veya polipeptit zinciri haline donustirilmesidir. mRNA’y: olusturan
nikleotid dizisinde her U¢ bazlik dizi kodon olarak adlandirilir ki her kodon ya
protein sentezine katilacak bir amino asidi veya protein sentezinin sonlanacagin
ifade eder. Her amino asit igin en az bir tane kodon vardir. tRNA, her amino asit igin
en az bir tane olmak Uzere bulunur. Protein sentezi sirasinda 3¢ucuna bir aminoagil
kalintist baglar ve mRNA ile etkilesen bir adaptor olarak islev gorir. tRNA Uzerinde
antikodon denilen ve mRNA’daki kodonlar1 tamamlayici Uger bazlik nukleotid
dizileri vardur. Bir tRNA, aym amino aside ait (¢ degisik kodonu tamyabilir. Ornegin
tRNA daki (5)ICG antikodonu, mRNA’da, arjinine ait (5)CGA, (5)CGU, (5)CGC
kodonlarint  tarmyabilir. Ribozomlar, o©karyotik hicrelerde 40S ve 60S lik
sedimantasyon katsayilarina sahip iki alt tnitesi olan toplam 80S'lik sedimantasyon
katsayil1, prokaryotik hicrelerde ise 30S ve 50S'lik sedimantasyon katsayilarina
sahip iki alt 0Unitesi olan toplam 70S'lik sedimantasyon katsayili sitozolik
taneciklerdir. Sitoplazmada serbest veya endoplazmik retikulumun sitozolik yuztine

tutunmus olarak bulunurlar.
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Protein sentezi baslayacagi zaman, sitoplazmada bulunan amino asitler,
kendilerine 6zgii ve Mg?* gerektiren aminoagil-tRNA sentetaz enzimleri yardimiyla
kendilerine 6zgii tRNA’lara baglanarak aminoagil-tRNA seklinde aktiflenirler
.Jpolipeptit zinciri amino-terminal uctan karboksil-terminal uca dogru uzar.

Polipeptit zincirinin uzamasi sonlandirilacagi zaman A yerine UAG, UAA,
UGA sonlandirma kodonlarindan biri gelir. Buraya terminasyon faktor baglanir ve
once polipeptidil-tRNA bag:1 hidroliz olur daha sonra diger komponentler dissosiye
olurlar.

DNA'’ nin Ug¢ bazlik bir dizisi bir amino asidin inkorporasyonunu yonetir; bu
sekilde genetik kod bir triplet koddur. Gen gercek transkripsiyonun hem baslama
hem de sonlanma noktalarini ve proteine donistimin en iyi sekilde baslamas: ve
sonlandirilmasimt  betimler. Bunun yaninda ne zaman, nerede ve nasil mRNA
yapiimalidir gibi gen ekspresyonunun dogasini dizenleyen ek DNA dizileridirler
(Cantor ve Smith, 1999).

FOT OO Ul 1 Ul B BB WL DNA

Ge:n

l Transkripsivon

c."*' : } RNA (messenger RNA)

l Translasyon

Protein

l

Protein iglevlerin, organizmamn
olugsmasini saglar.

Sekil 1.7. Protein sentezi
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Relatif gen ekspresyonu karsilastirma calismalarinda en iyi sonug;
endojen/internal kontrollin 6rnek igerisinde fazla ve sabit oranda (total RNA’ya gore)
bulunmasiyla elde edilir. Her bir reaksiyondaki farkli hedef mRNA‘larin
kuantifikasyonu icin degismeyen bir endojen kontrol kullanilabilir. Bu amag igin
genellikle 18S RNA, GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenas) ve j-
actin segilir. Clnkd 18S mRNA*da poli-A kuyrugu bulunmaz. Bu durumda c-DNA
sentezi icin oligo-dT kullanmaya gerek olmaz (Suzuki ve ark, 2000).

1.2.2.3. c-DNA Sentezi

c-DNA anlamindaki complementer DNA veya c-DNA tek veya cift iplikli
olabilir. c-DNA, mRNA sablonundan reverse transkriptaz kullamlarak invitro olarak
sentezlenir.

1.2.2.4. Housekeeping Gene (Referans gen)

Arastirmacilara gore GAPDH ekspresyonu bolinmekte olan hiicrelerde
artmis oldugundan, referans olarak kullamilmast sakincalidir. Beta actin’in aktif
referans olarak kullamlmasini tavsiye etmektedirler. GAPDH kullamim diger bazi
arastirmacilar tarafindan da ciddi olarak elestirilmektedir (Deheda ve ark, 2004).

1.2.3. PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu)

PCR, izole edilen veya patolojik materyallerde bulunan hedef genetik
materyallerin (DNA veya RNA), spesifik kisa zincirli oligonikleotit primerler
yardimiyla enzimatik olarak sayisal cogaltiimast  (amplifikasyon) olarak
tammlanabilir. Termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus dan elde edilen Taqg
DNA polimeraz ve degisimleri (modifikasyonlar) neredeyse tim DNA cogalmasinda
(amplifikasyon) kullarlir. Tag DNA polimeraz enzimi en iyi 70°C’de aktivite
goserir ve PCR’da ayrilma (denatiirasyon) icin gerekli olan 1silara dayaniklidir (90-
95°C). Mg"™ iyon konsantrasyonunun primer baglanmasi, kalip DNA ve PCR
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drdnlerindeki  ¢ift iplikli yapimin ayrilma 1sisi, primer-dimer yapisi ve enzim
aktivitesi lizerine etkisi bulunmaktadir. Gereginden fazla miktarda Mg™ un ortamda
bulunmasi anlamsiz drdnlerin olusumuna yol agarken; gerektiginden az miktarlar ise
istenen Uriinuin yeterince sentezlenmemesine neden olur.
PCR’in prensibi tekrarlanan U¢ basamaga dayanir.

1. Denatiirasyon (ayrilma)

2. Hibridizasyon (pirimerlerin yerlesmesi)

3. Polimerizasyon (sentez)

PCR icin saf DNA kullanmaya gerekmemektedir. Kaba hiicre 6ziitu, total
DNA preparati, bir damla kan ya da sperm basaril1 bir PCR igin baslangic materyali
olabilir.

Denatirasyon: PCR isleminin ilk asamasinda ¢ogaltilacak DNA baslangicta
95-100°C’ye kadar 1sitilir. Ilk DNAnin cift iplikli yapidan tek iplikli yapiya gecmesi
tek dongu olarak 15 dakikaya kadar uygulanir.

Hibridizasyon: Y uksek 1sinin kullanilmast yanlis nikleotitlerin primerlerin
3’ ucuna baglanmasini 6nler. Baglanma isisinin distk tutuldugu durumlarda 6zgiin
(spesifik) olmayan kicik DNA fragmentlerinin olusmasi s6z konusu olur. Bu olay
cogunlukla 47-60°C arasinda 30-60 sn'de gerceklesir (G/C oram yiksek olan
bolgelerde baglanma 1sist 68°C’ ye kadar arttirilabilir).

Polimerizasyon: Tag DNA polimeraz enzimi, 5'-3' yonunden olmak Uzere,
ortamdaki nukleotitleri kullanirlar, primerlerin 3 ucuna nikleotitleri yerlestirir ve
bdylece hedef DNA sekansinin bir kopyasi elde edilir. 1s1 72°C’ ye kadar arttirilarak
DNA polimeraz enziminin tamamlayict DNA zincirini uzatmasi saglamr. DNA'nin
uzunluguna gore 30sn ile 3 dakika arasinda degisir.

Klasik PCR normalde sayisal (kantitatif) bir degerlendirme olcgusi degildir
fakat kantitatif donUstartlir. Jel elektroforez de Urtnler karsilastirilarak veya en
muhtemel say1 (most probable number: MPN) yardimiyla sonuca ulasilir. MNP
yonteminde ard arda seyreltmeler ve MNP hesaplayicisi kullanilir. Tercih edilmeyen
bir yontemdir. Bir diger yontem karsilastirmali PCR'dir. Karsilastirmada delesyon
veya insersiyon tasiyan orneklerle (farkli uzunlukta bant olustururlar) elde edilen
Urdn jel elektroforezde karsilastirilir.
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Multiplex PCR: Klasik veya Real-Time PCR’in modifikasyonuyla iki veya
daha fazla farkli PCR amplifikasyonunun ayni reaksiyonda gergeklestirilmesine
dayanir. Klasik PCR ile ayn1 basamaklarda gerceklesir fakat her bir reaksiyonda
coklu primer setleri kullamlir. Multiplex PCR ile daha az zamanda daha ¢ok hedef
bolge amplifikasyonu gergeklestirildiginden kullanisli bir inceleme yontemidir. Fakat
Onemli derecede optimizasyon gerektirir. Degisik hedeflerin ayni reaksiyon
sartlarinda amplifikasyonunu saglamak icgin kullamilacak primerlerin dikkatli
secilmesi, baglanma isilarinin birbirine uygun olmasi, birbirleriyle dimerizasyona
girmemeleri gibi bazi dnemli sartlari gerceklestiriimesi gereklidir. Farkli primer
ciftlerinin en iyi konsantrasyonlarinin segimi ve spesifik olmayan amplifikasyonlarin
Onlenmesi birgok deneme gerektirir.

Revers transkripsiyon (RT)-PCR: mRNA ve viral RNA gibi RNA hedef
dizilerinin amplifikasyonu amaciyla kullamlir. Bu PCR ¢esitinde bir revers
transkriptaz enzimi ve DNA primeri kullanidlir. DNA primeri genellikle dT
oligonukleotidi igerir (sadece hexamer yapida thymidine nikleotidi) veya bir spesifik
primerdir. dT mesajct RNA’min poli A kuyruguna baglanmir (5' ucunda). dT hexameri
tum RNA gesitlerinde bulunmakla birlikte dezavantaji 25°C de hibridize olmasi ve
ortamda RNaz inhibit6ri bulunmaz ise cabuk bozunmasidr.

Revers transkripsiyon ve PCR amplifikasyonu bir veya iki asamada
uygulanabilir. Ayr: ayr1 iki asama halinde uygulanan RT-PCR daha hassas; tek
asamal1 ise daha az kontaminasyon riski tasir (glinkd tlp transkripsiyondan sonra
acilmamaktadir). Hangi yontemin kullanilacaginin belirlenmesi bizim, hassasiyetmi
yoksa kontaminasyondan kaginmakmu istedigimize baglidir. RT-PCR igin birkag
cesit revers transkriptaz enzimi vardir. Bir veya iki asamali reaksiyon segimi ve daha
sonraki uygulamalara gore enzim karekteristigi segilir. Bu segimde RNase
aktivitesinin olup olmamasi, iyon gerekliligi, dUTP ekleyebilme yetenegi ve
optimum calisma 1sisi gibi etmenlerde 6nemlidir
(http://biyoinformatik.wordpress.comy/2007).
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1.2.4. Real-time PCR

Gergcek zamanli kantitatif PCR nikleik asitlerin - miktarlarinin
belirlenmesinde giinimiizde kullarilan bir metoddur. Bu teknoloji “kinetic PCR” ve
“homogenous PCR” isimleriyle de tarif edilmektedir. “Real-time PCR”da olusan
Urdn miktar1 reaksiyon boyunca olusan Grin miktariyla orantili olarak artan floresan
boya ve problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle anlasilir ve amplifikasyonun devir
sayisi belirli miktardaki DNA molekillerinin elde edilmesi agisinda da gereklidir.
Cift zincirli DNA’ya baglanan “SYBR-Green 1” floresan boya en basit metoddur.
“SYBR-Green I” boya ile belirleme ¢ok iyi isleyen bir metoddur fakat reaksiyon
ortaminda herhangi bir ¢ift zincirli DNA bulundugunda floresan 1isima yapabilir. Bu
primer-dimer olusumu da olabilir. Bunda baska glvenilir bir sekilde kullanilan ¢
adet floresan isima yapabilen isaretli prob vardir. Bunlar “TagMan ® probe” veya
hidroliz prob, molekiler boncuk yontemi ve hibridizasyon problarini iceren
problardir. “Real-time PCR”in kullaniminda bir¢ok avantajlar vardir. “Real-time
PCR"1in tipik kullamm alanlar1 patojen saptanmasi, gen anlatiminin analizi,
kromozomlardaki sayisal-yapisal bozukluklarin analizi ve son zamanlarda “real-
time” immuno PCR ile protein belirlemesidir. Ticari olarak satilan birgok “real-time”
cihazi vardir. Birbirleri arasindaki temel farkliliklar “eksitasyon” ve “emisyon” dalga
boylari, hizi ve aym anda paralel gidebilen reaksiyon kapasiteleridir. “Real-time
PCR” teknolojisinin, kullamcilar tarafinda tercih edilen cesitli alanlardaki 6nemi
gittikce artmaktadir. Gen ekspresyonunda daha hassas, verimli, hizl1 ve daha Uretken
grubu olan saglikli bireyler Uzerinde yapilan BMPR2 ekspresyon duzeyi
karsilastirilmistir. Cikan ekspresyon diizeylerine gore haslarin klinik seyri pulmoner
yuksek tansiyona sahip olup olmadiklar: dikkate alinarak iliskilendilmistir. Burada
ama¢ skleroderma hastalarinin BMPR2 gen ekspresyon diizeyi klinik seyrine olmast
tercih edilmesinin sebebidir (Gilinel, 2007).
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1.3. Calismamn Amaci

Cukurova Universitess Tip Fakiiltess Romatoloji Bolumiine 2011 yilinda
bagvuran ve tedavi gormekte olan skleroderma hastalar: Uzerinde yapilan arastirmada
hastalarin Real-Time PCR yontemi ile BMPR2 gen ekspresyon dizeyleri
incelenmistir. Cikan sonuclar kontrol grubu olan saglikli bireyler tzerinde yapilan
BMPR2 ekspresyon dizeyi karsilastirilmistir. Cikan ekspresyon diizeylerine gore
hastalarin klinik seyri, pulmoner yiksek tansiyona sahip olup olmadiklar: dikkate
alinarak iliskilendirilmeye calisilmistir. Yapilan ¢alismada skleroderma hastalarinin
BMPR2 gen ekspresyon diizeylerinin hastanin klinik seyrine bagli olarak degiskenlik
gosterip gostermedigi belirlenmeye calisilmistr.
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2. ONCEKI CALISMALAR

D’Angelo (1969), sistemik skleroderma veya progresif sistemik ilk kez
Napoli’ de Curzio tarafindan 1754’ te tammlanmis ancak isimlendirmesi daha sonraki
yillarda olmustur. Sistemik tutulum, baslangicta Lewin ve Heller ile Osler tarafindan
ortaya konulmussa da, i¢ organ lezyonlarinin 6nemine Matsui 1924’ de dikkat
cekmis, 1945'te * Goetz progresif sistemik skleroz' terimini kullanmustur.

Hirose ve ark (2000), pulmoner endoteliyal htcrelerin devamliligimn
saglanmasinda rol aldigi tahmin edilen vaskiler endotel biyume faktorin (VEGF)
PAH’l1 olgularda pleksiform lezyonlarda ekspresyonunun arttigi gostermislerdir.
VEGF biyoaktivitesini VEGFR-1 ve VEGFR-2 isimli tirozin kinaz reseptorleri
araciligr ile gosterilmistir.  VEGF izoformlarindan VEGF-A’nin  pulmoner
hipertansiyon gelisiminde koruyucu rolu oldugunu gosteren ve pulmoner vaskiler
yeniden sekillenmeden VEGF-B’ nin sorumlu oldugunu destekleyen hayvan modelli
calismalar bulunmaktadir. Idiyopatik PAH olgularinda VEGFR-1 ekspresyonu
artmigken, pleksiform lezyonlarda VEGFR-2' nin eksprese edildigi gosterilmistir.

Morse ve ark (2002), kemik morfogenetik protein reseptdrii 2 geni (BMPR
2) mutasyonunun olup olmadigint belirlemek icin pulmoner hipertansiyon ve
skleroderma spektrumu olan hastalarda primer pulmoner hipertansiyon rapor
etmislerdir. Pulmoner hipertansiyon ve skleroderma spektrumu olan 24 hastada ve 2
kontrol grubu, 96 saghikli Kuzey Amerika bireylerinde ve 100 israilli Askenaz
Y ahudilerinde BMPR 2 gen mutasyonlar: nikleik asit sekans yontemi kullamilarak
belirlenmistir. Hastalar da antiniikleer antikor tayini ve sag kalp kateterizasyonu
uygulanmustir.

Lingling ve ark (2003), biyokimyasal, genetik ve klinik agidan kuguk
akciger damarlar1 gevresinde ki diiz kas proliferasyonun pulmoner hipertansiyon
patogenezinde Onemli bir parcasi pargast oldugunu gostermislerdir. Kemik
morfogenetik protein reseptort tip 2 mutasyonlar (BMPR 2), fakat pulmoner
hipertansiyon ailesel olgularla baglantilidir, aillesel olmayan formlarin ise molekiler
temeli bilinmemektedir.
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Manes ve ark (2003), PPH’1n ailesel formu igin genetik kusurlar: ve ailesel
olusumu tespit etmislerdir. Kemik morfogenetik protein reseptori 2 (BMPR 2)
genini  kodlayan bu mutasyonda anjiyogenez, vaskiler farklilasma, akciger
organogenez, hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi ¢esitli biyolojik fonksiyonlari yer
aldigint gostermislerdir.

Ozol ve Erding (2004), primer pulmoner hipertansiyonun (PPH), nadir
gorilen ve etyolojisi net olarak belirlenememis bir hastalik oldugunu tespit
etmislerdir. Hastaligin tamsi 6ncelikle diger sebeplerin diglanmast ile konulmaktadir.
Ciddi pulmoner hipertansiyon, fiziksel aktiviteyi kisitlayan, beklenen yasam siresini
azaltan ve tedavisi oldukca zor olan bir hastaliktir. Bu derlemede, PPH’ nin klinik
bulgulart ve bu hastaligin gelisiminde rol oynayabilecek risk faktorleri ve iligkili
durumlar gbzden gecirilmistir.

Roberts ve ark (2004), BMPR 2 geni iki kohortlarinda gosterilmistir; 40
yetiskin ve PAH / KKH ile 66 ¢ocuk. CHDs patent duktus arteriyozus, atriyal ve
ventrikiler septal defekt, parsiyel pulmoner vendz donis anormalisi, blyik arter,
atriyoventrikler kanal transpozisyonu ve sistemik-pulmoner santta nadir lezyonlar
saptanmiglardir. Kemik morfogenetik protein reseptorii 2 mutasyonlar: yetiskin ve
cocuklarla yapilan karma grupta pulmoner hipertansiyon/konjenital kalp defekti %6
oraninda  bulunmustur.  Kemik  morfogenetik  protein  Uyelerinin  fare
modellerinde/septal  defekt ve konotrunkal konjenital kalp kusurlarinin insan
atrioventriktler kanallar1 kalp anormalileri iceren biyiime faktori-p da benzer yolla
donustardlmesi mevcut bulgulardir. Calisilan hasta sayisinin azligr ve pulmoner
arteryel  hipertansiyon tespiti  secimi  konusunda daha fazla arastirma
gerektirmektedir.

Nicolls ve ark (2005), otoimmunite ile pulmoner arteriyel hipertansiyon
(PAH) arasindaki iliski 40 yildan fazla bir zamandir bilinmektedir, fakat otoimmun
zararin bu hastalik patogenezine ne sekilde katki yapabildigini, yalmzca olguya
spesifik sekilde incelemiglerdir.

Barreto ve ark (2005), son yillarda pulmoner arteryel hipertansiyon (PAH),
pulmoner hipertansiyon patofizyolojik mekanizmalarinin anlasilmasi bu konuya olan
ilgi artmigtir. Zamanla idiyopatik PAH (ailesel ve sporadik, daha 6nce primer
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pulmoner hipertansiyon olarak adlandirilir) ile ilgili oldugu ve genle ilgili olan
degisiklerin  BMPR 2 ile iligkili oldugu belirlenmislerdir. Diger genler
kolaylastiricilar (serotonin tasiyici) olarak tespit etmislerdir.

Satoh ve ark (2005), karisik bag doku hastaligi (MCTD) olan hastalarda
BMPR 2 veya benzer reseptdr ALK-1 ( aktivin karsiti1 otoantikorkinaz 1) PAH ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Calismada PAH olmayan 37 MCTD hasta ve idiopatik
PAH olan 6 hasta ile birlikte 30 hasta ve 30 saglikli kontrol grubu kullamlmustir.
Immuneflorosan teknigi kullamlarak anti-BMPR 2 antikorlar1 ve anti ALK 1
antikorlar1  kdltarlt  hicrelerden indirekt immunflorasan tarafindan dretilen
rekombinant antijenleri immunopresipitasyon kullamlarak saptanmistir.  Sonug
olarak; anti-BMPR 2 ve anti- ALK 1 otoantikorlar PAH dan bagimsiz MCTD
hastalarinda degil idiopatik hastalarinda gézlemlenmistir. Bu durumda BMPR 2 veya
ALK 1 antikor araciligi sinyallerinin dizensizligi bag dokusu hastaligi olan
hastalarda PAH gelisimi hipotezini destekledigini gostermislerdir.

Mouthon ve ark (2005), pulmoner arteryel hipertansiyon (PAH) kiguk
pulmoner arter endotel hiicre, damar diiz kas hicre ve fibroblast disfonksiyon ve
cogalmast nedeniyle kronik tikanmasi sonucu olarak ortaya ¢ikan nadir bir durum
oldugu belirtilmigtir. Endotelin-1 gibi vasoconstrictorun asirt ekspresyonu ile
birlikte, pulmoner arteriel endotel disfonksiyonu kronik olarak bozulmus nitrik oksit
ve prostasiklin gibi vazodilatorlerin kararli bir sekilde Uretimine neden oldugu
gogerilmistir. Calismalarina goére; genetik calismalarda ailesel ve idiyopatik PAH
hastalarin bir kismu kritik bir rol oynayan gen mutasyonlari germline kemik
morfogenetik protein reseptoritip I (BMPR 2) de kesinlikle kodlama gostermistir.

Nicholas (2006), ailesel pulmoner arteryel hipertansiyon (FPAH) genetik
calismalar kemik morfogenetik protein tip Il reseptdr (BMPR 2), transforme edici
blytime faktori (TGF) -l¥bone morfogenetik protein (BMP) reseptor heterozigot
germline mutasyonlarini ortaya koymuslardir. PAH myofibroblast ve diz kas
proliferasyonu kigik pulmoner arterlerin yogun yapilanmas: ile karakterizedir.
Pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde BMPR 2 mutasyon BMPs ve TGF-3 anormal
blytime yanitlar1 katkida bulunur. Muhtemel mekanizma BMP ve TGF-[3-regile
Smad yollar arasinda bir etkilesim icerdigini belirlemiglerdir.
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Callaghan ve ark (2006), pulmoner hipertansiyon, o6zellikle sistemik
skleroz, sistemik otoimmiin hastaliklarda taninmis  klinik bir bilesenidir. Ailesel ve
sporadik primer pulmoner hipertansiyon olan kemik morfogenetik protein reseptori
2 (BMPR 2) genindeki mutasyonlar ya skleroderma spektrum hastalig: ya da bir bag
dokusu hastaligina bagli olarak yatan hastalarda tespit edilmesinin basarisiz oldugu
gorulmastur. Aktivin reseptor-kinaz gibi 1 (ALK-1) geni son zamanlarda CREST
sendromu ile bazi1 benzerlikler olan herediter hemorajik telenjiektazi, hastalarda
pulmoner hipertansiyon patogenezi ile baglantili olmustur. Bag dokusu hastaligina
bagli olarak yatan on hastada ALK-1 geninde mutasyon varligi arastirilmistir.

Jones ve ark (2008), BMPR 2 mutasyonlar: igin klinik genetik testler
kullanilabilir oldugu belirlenmislerdir. Bu ¢alismanmin amaci PAH genetik testleri ile
bireylerin etkilenme tutumunu degerlendirmektir. Yapilan calismada %20 PAH
hastasinin BMPR 2 mutasyonundan etkilendigi belirlenmistir ve bu hastalik tedavisi
icin 6nemlidir.

Alan ve Nalbantgil (2010), PAH’ta genetik gecis olabilecegi ilk kez 1954'te
Dresdale tarafindan gindeme getirilmistir ve Alan ve Nalbantgil kalitsal gegis
otozomal dominant olup, degisken ve tam olmayan ekspresyon gosterdigi Uzerine
arastirma yapmuglardir. Kadin:erkek oram 1.7:1 olarak bildirilmektedir. Kadinlarda
olan yatkinhk BMPR 2 mutasyonun hormonlar gibi diger cevresel fakttrlerden
etkilendigini dustindirmektedir. PAH olgularinin yalmz %6’ sinda aile anamnezi
mevcuttur. Degisken ve komplet olmayan mutasyon idiyopatik olgularda, ailesel
gecisi maskeledigine veya ‘de novo’ mutasyonlarin olabilecegine inamilmaktadir.
Heterozigot BMPR 2 mutasyonu fenfluramine bagli ve konjenital kalp hastaligina
gelisen PAH olgularimin ufak bir boliminde saptanmuglardir.  Skleroderma
olgularindaise PAH ile bu gen arasinda bir iliski saptanmamustir.

Jardim ve ark (2010), yapmus olduklar: calismaya gore kemik morfogenetik
protein reseptori (BMPR) 2 mutasyonlarina sahip hastalarin %70’ inde ailesel PAH
olusur. Buna ek olarak, PAH aile dykisiu (bu tip olgularin %40) olanlarda bir
mutasyon olgusu da bulunabilir. Boylece, buna ‘kalitsal PAH’ yerine "ailevi PAH’
demek daha uygun olmaktadir. BMPR 2 ve aktivin resepttr kinaz-1 veya endoglin
gibi bu alt grup olarak tanimlanan mutasyonlar olarak kabul edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Romatoloji klinigine 2011 yilinda
basvuran skleroderma hastalarindan tam kan Ornegi alinarak calismaya dahil
edilmistir. Skleroderma hastalarinda BMPR 2 ekspresyon diizeyi saptanarak klinik
seyri ileiliskilendirilmeye calisilmistir.

Calismada kullanilan kan drnekleri 9 mL’lik EDTA’ |1 tplere alinmustir. Kan
orneklerinden Iokositleri ayirrmak icin eritrosit pacalama tamponu (Red Blood Cell
Lysing Buffer, ROCHE katalog no; 11814389001) kiti kullanmlmustir. Eritrostlerin
parcalanmasi icin calkalayici (shaker) cihazi kullamlmstir.

Sekil.3.1. Calkalayici (shaker) cihazi

Lokosit hiicrelerinden mRNA izolasyonu igin yiksek saflikta RNA izolasyon
kiti (high pure RNA isolation kit, ROCHE katalog no; 11828665001) kullanilmstir.
MRNA izolasyonu asamasinda Nive marka santrif(j (ependorf tUpler icgin) ve
karistirici (vorteks) cihazi kullanilmistir.
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Sekil 3.2. Vorteks cihazi Sekil 3.3. Eppendorf santrifiij cihazi

MRNA 6rneklerini komplementer DNA’ya (c-DNA) cevirmekicin;

-transkriptor c-DNA sentez kiti (ROCHE katalog no; 05081955001),

-kuru 1s1 blogu ve thermalcycler cihazi kullanilmstir.

-universal probe library primer probe dizaym kullamlarak Lightcycler 480 Real-
Time PCR cihazi ile 6rneklerin analizi saglanmustir.

Sekil 3.4. Lightcycler 480 Real-Time PCR cihaz
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3.2. Metod

3.2.1. Ornek Toplama

Skleroderma hastalarindan 7 mL kan ornegi 9 mL’lik EDTA’l1 tuplere
alinmigtir. Alinan kanlarin |okositleri ayrilarak bu orneklerden mRNA izolasyonu
yapilmis ve c-DNA’ya donustUrdldikten sonra Es Zamanli Polimeraz  Zincir
Reaksiyonu (Real Time Polimerase Chain Reaction) ile ekspresyon analizi igin
uygun hale getirilmistir.

BMPR2 (Bone morphogenetic protein receptor-2) ekspresyonu asagida
verilen siraile Real-Time PCR yontemi kullanilak LightCycler 480 (ROCHE) cihazi
ile gerceklestirilmistir.

3.2.2. Kan Orneklerinden Lokositlerin Ayrilmas

Hasta ve kontrollerden alinan kan orneklerinin I6kosit degerleri Beckman
Coulter Gen S System Il cihaz ile kantitatif olarak belirlenmistir. Lokositlerin belirli
bir sayida olmasi, MRNA izolasyonunu kantitatif anlamda etkilemektedir bu sebeple,
kullanmilacak hiicre sayisi 3000000/WBCX 1000 formall kullanilarak hesaplanmustir.
Kanlar vida kapakli ependorf tip igerisine alinarak Uzerine 900 pL eritrosit
parcalama tamponu (ROCHE) eklenmistir. 10 dk calkalayicida (shaker)
bekletilmistir. 13.000 xg devirde 30 sn santrifijj edilmistir. Ust faz dikkatli bir sekilde
atilmis ve eger tupun dibinde beyaz cokelti olusmamis ise tekrar 900 uL eritrosit
parcalama tamponu eklenmistir. 2 dk tUpler alt Ust edilerek santriflj asamasi tekrar
uygulanmis ve Ust faz atilmistir. Daha sonra 200 pL PBS (Phosphate Buffered
Saline: Hucre i¢i ve disindaki ozmotik basinci dengede tutan bir tuz sollisyonu)
eklenmis ve karistirilmis 13.000 xg devirde 30 sn santrifiij edilmistir. Ust faz dikkatli
bir sekilde atilarak ¢okelti Gzerine 400 pL lizis binding buffer (ROCHE) ilave
edilerek tup birkag defa alt st edildikten sonra hiicreler RNA izolasyonu yapilincaya
kadar -20°C’ de saklanmustur.
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Sekil 3.5. Lokosit ayrimi semasi

3.2.3. MRNA izolasyonu

Izolasyon yiiksek saflikta RNA izolasyon kiti (High Pure RNA isolation kit)
(ROCHE) kullanlarak yapilmaktadir. Ornek sayisi kadar filtreli toplama tupleri
hazirlanarak numaralandirilmis ve hazirlanan karisim filtreli tlp icerisine konularak
tlplerin kapaklar1 kapatilmistir. 15 sn 8000 xg'de santrifllj edilerek toplama tipleri
atilmistir. Filtreli tipler yeni toplama tiplerine aktarilarak her bir 6rnege 90 pL
DNaz inkubasyon buffer ve 10 pL DNaz-l eklenmistir. 15 dk *15-"25°C'de
inkubasyona birakilmistir. Filtreli taplerin icerisine 0,5 mL yikama tamponu-I ilave
edilerek 15 sn 8000 xg'de santrifllj edilmis ve toplama tUpleri atilmustir. Filtreli
tlpler yeni toplama tuplerine konulmustur. Filtreli tdplerin icerisine 0,5 mL yikama
tamponu-11 eklenerek 15 sn 8000 xg’ de santrifilj edilmis ve toplamatipleri atil mistir.
Filtreli tpler yeni toplama tuplerinin Uzerine konularak filtreli tiplerin igerisine 0,2
mL yikama tamponu-I1 ilave edilerek 2 dk 13000 xg'de santrif(lj edilmis ve toplama
tupleri atilmugstir. Filtreli tpler kapakli 1,5 mL’lik ependorf tlplere aktarilmis, her
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ornege 100 pL eltsyon buffer eklenerek 1 dk 8000 xg'de santrifllj edilerek RNA
izolasyon protokolii sonlandiriimustir. 1zolayonun tamamlanmasimi takiben ellisyon

tampon icerisindeki mRNA’lar -80°C’ de saklanmustr.

A00 ul 3yninmig
hibcre Grnegi filkrel
tipe aktambr

+

BDDDg ‘de 15

Her Gmedin zerine 50wl
CMa=e in kil basyon tampon we
10wl DMase | eklenmistin.

SO L yikama tampon |
eklenmistin.

SoDu L yikama tampan 1l
eklenmistin.

200wl ykama tamgaon 1
& kdenmistir.

e R
Filtredi 1 aplerin =antrifidi edilmistir.
sltind 2k toplams
tinplern atdmastiar.
15-25%*de 15 dk in kil basyon
BDDD= "de 1550
santrifiaj edilmistir.
Filtredi tiapl erin Fra
sindsk toplams
tibp leri atilimastr. I
BOOOEZ ‘de 15=n
santrifil] ediloistir.
- — - 13000 ‘de 2d k
F:E :_':E " santrifii] ed ilmistir.
agltndald toplama
"
tibpleri gt star.

+

1D L Eil syon t3mmpomn
eklsnmistir.

Filtreli tipler 1.5 mL
eppendor tipkerin
imerine konulmuastur.

+

RNA

Sekil 3.6. MRNA izolasyonu semast




3. MATERYAL VE METOD Yasemin KOC

3.2.4. c-DNA Sentezi

Elde edilen RNA’lart  komplementer c-DNA’ya donUstirmek icin
Transkriptor First Strand c-DNA sentez kiti (ROCHE) kullamlmustur.
Kitin igerigi;
Random primer
PCR icgin gerekli saflikta su
Transkriptor revers traskriptaz reaksiyon tamponu
Koruyucu RNaz inhibitor
Deoksinukleotit karisimi
Transkriptor revers traskriptaz enzimi
Kullanima baslamadan ©Once bitin solisyonlar ve RNA ornekleri buz
Uzerinde tutularak ¢ozdurdlmistir. c-DNA sentezi 2 basamakta gergeklestirilmistir.
1. basamakta hazirlayacagimiz karisimin igeriginde her drnek icin;
2 pL random primer
1 pL PCRicin gerekli saflikta su
10 uL RNA o6rnegi kullanilmustr.
Kuru 1s1 blogunda 65°C’de 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkubasyondan
sonra 2. basamaga gegilmistir. 2. basamakta hazirlanacak karisimin icerigi;
4 UL transkriptor revers traskriptaz reaksiyon tamponu,
0,5 pL korucuyu RNaz inhibitdr,
2 uL deoksinikleotit karigim
0,5 pL transkriptdr revers traskriptaz enzimden olusturulmustur.
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Ekle o RNA, Primer, Su

inkubasyon = 10 dk 65°C

Buffer., Protector, dNTPs,

Ekle DTT,. Reverse Transcriptase
inkubasyon ] 30 dk 55°C de
inkubasyon -:-= 5 dk B85°C de

Sekil 3.7. c-DNA sentez semasi

2. basamakta hazirladigimiz karisim, 1. basamakta hazirlanan karigim
(inkiibasyondan sonra buz tizerinde sogutulan) Uzerine eklenmistir.

Karisimin son hali termalcycler cihazina yiklenmis ve asagidaki protokol
uygulanmustir;
25°C’ de 10 dakika
50°C’ de 60 dakika
85°C’de 5 dakika

Yukardaki 1s1 donguleri kullanilarak PCR islemi gerceklestirilmis, c-DNA
sentezi tamamlanmistir. Bu asamadan sonra c-DNA ornekleri 1,5 mL’lik kapakli
eppendorf tiplere alinarak -20 °C’ de muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.1. c-DNA protokolu

3 uL H,O \

2 uL Random Hekzamer Primer
8 UL RNA

13 uL — 10 dk 65°C’de inkiibe edilir.
13pL +7p L=20 pL

4.0 uL H,O (tup 2) RT-PCR'da c-DNA icin

0.5 L (tup 3) asagidaki protokol uygulanmistir.
2.0 yuL (tp 4)
0.5 uL (tip 1)

7 puL — 10 dk Oda sicakliginda inkiibe edilmigtir./

Protokol;

inkiibasyon : 55°C 1 saat
Cogaltma (amplifikasyon) : 85°C 5 dk
Sogutma (cooling) :40°C 1 sn

3.2.5. Real-Time PCR Asamas

Skleroderma Hastalarinda BMPR2 ekspresyonu calismast igin  gerekli
cihazlar ve kitler;
-Lightcycler 480 |1 cihazi (ROCHE)
-Lightcycler 480 multiwell plate 96 (ROCHE kat no: 04729692001); ornekleri
pipetlemek igin kullanilmstr.
-Lightcycler 480 sealing foil (ROCHE katalog no:04729757001); plate igine
pipetlenen drnekleri 6rtmek igin kullamlan seffaf kapatici.
-Resaltime ready catolog assay primer probe dizayn: (ROCHE kat.no: 05532957001)
-Master Mix; Lightcycler 480 probe master (ROCHE kat.no:04707494001)
-Red blood cell lysis buffer (ROCHE kat no; 11814389001)
-High pure RNA isolation kit (ROCHE kat no; 11828665001)
-Transcriptor first strand c-DNA synthesis kit (ROCHE kat no; 05081955001)
c-DNA sentezi igin.
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3.2.5.1. Ekspresyon Cahsmas Icin izlenilen Yontem

Real-Time PCR da kullan:lan karzsim;
-4.0 L PCR igin uygun saflikta su
-10 pL Resksiyon enzimi (Probe master)
-1.0 L Primer-probe karisimi (Realtime ready assay)
-5 UL c-DNA
Real-Time PCR protokoluniin ilk asamasinda;
*Inklibasyon asamast
95°C’ de 10 dakika DNA polimerazin aktive olmasi icin bekletilmistir.
* Amplifikasyon asamasi
3 asamada gercgeklestirilmistir, asagidaki dongui 45 defa tekrarlanmustir.
1.Basamak; 95°C’de 10 saniye DNA'min cift iplikli yapidan tek iplikli yapiya
gecmesi (denatiirasyon)
2.Basamak; 60°C’ de 30 saniye primerlerin baglanmas (annealing)
3.Basamak; 72°C’'de 1 saniye DNA zincirinin uzamast (elongation)
saglanmustir.
*Sogutma asamast,
40°C’ de 30 sn bekletilmistir.

Bu islemler Lightcycler 480 Il Real-Time PCR cihazi (ROCHE) ile
gerceklestirilmistir. Degerlendirilme cihazin kesin kantitasyon analiz kisminda
yapilmistir. Bu yontemler ve kullanilan standart degerleri her bir hasta icin optimize
edilmis ve standartlardan yola ¢ikarak kantitatif sonuclar hesaplanmustir.

Real-Time PCR calismast icin her bir 6rnek icin dnceden PCR tiplerine
hazirlanmis olan 10 pL RNA dan elde edilen c-DNA’lar -20°C’ den ¢ikartilarak oda
1sisina getirilmistir. Real-Time PCR c¢alismast igin reaksiyonda kullamilacak olan
karisim 1,5 mL’lik eppendof tupler igerisinde hazirlanmustir.
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Reaksiyon karzsimen:n hazrlanmas;

H20 4L
Probe master 10 pL
Primer-probe 1 pL
Toplam karisim hacmi 15 pL
c-DNA 5uL

Multiwell plate icerisine her bir drnek igin 15 pL karigim ve karigimin tUizerine
5 pL c-DNA eklenmistir, cihaza yukleme yapilmistir.
Ornekleri cihaza yiikleme asamasinda calismaya 6zgii protokol olusturulmustur
(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Real-Time PCR protokolu

PROGRAM donqgi mod
On inkiibasyon 1 NONE
sicaklik mod zaman
95 NONE 10DK
PROGRAM donqgi mod
Cogaltma 45 miktar saptama
sicaklik. mod zaman
95 NONE 10SN
60 NONE 30SN
72 SINGLE 1SN
PROGRAM donqgi mod
Sogutma 1 NONE
sicaklik. mod zaman
40 NONE 30SN

None: cihazin okuma yapmadigi mod, single: cihazin okuma modu

Calismada kullanilan farkl: sccakl:klar ve nedenleri;

1-95C'de 10 dakika bekletilerek ortamdaki DNA polimerazin aktif hale
gegmesi saglanmustir.
2-95C'de 10 sn, amplifikasyon program: basladiginda c-DNA’lar tek iplikli hale
gegirilmistir.

3-60'C’'de 30 sn cogaltilmas! istenilen spesifik bdlgeye uygun primerlerin

baglanmasi saglanmustir.
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4-72°C'de 1 sn; Primerlerin uzamasi asamasidir. Buradaki single modu
okuma yap:lacag: anlamna gelmektedir.
5-40C'de 30 sn sogutma asamasidir, kullandigimiz Uriinleri cihazdan

¢ikarabilmemiz igin sogutma modu uygulanmustir.

1) Ayrilma prob
floresein
primer {raportér prob) bEE—kII|E"|I'II:I [guencer
| I | I \EJ g prob )

A |

2) Baglanma/ Prob

hibridiZEE‘y’Dhu FI}“I‘I‘I:‘FHZ $| HibridiZHE‘fﬂné?
TTITTI%" "TTTTITo11
N I I A |
3) Uzama :i_.__,.. L
T 11 L
L} 111 [ 11 . |
&
"L_..--__H._E
F 1T TTrra T T T1T1T 7Tl
] I N N |

Sekil 3.8. Tagman Prob Metodu

Calisma sonucunda ¢ikan sonuclarin amplifikasyon egrileri gozlemlenerek
kantitatif modda crossing point (Cp) degerleri belirlenmistir. Y apilan ¢calismada hem
referans gen hemde hedef gen oldugu icin, ¢ikan sonuclar asagidaki formille
hesaplanmistir. Formiilde veriler yerine konuldugunda c¢ikan sonug ekspresyon
diizeyi saptanmustir.

Hedef gen (BMPR2) (3.1)
Referans gen (Beta actin)

Referans gen ekspresyon diizeyi ve BMPR2 gen ekspresyon diizeyi ayni
zamanda, Lightcycler 480 Real Time PCR cihazinda (ROCHE) incelenmistir.

Calismada skleroderma hastalar1 kullanilmis, primer-prob secimleri 6zgul olmayan
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baglanmay1 engelleyecek sekilde gerceklestirilmistir. Calisma kapsaminda Beta actin
referans geni ve BMPR2 hedef gen bolgesine 6zgu primerler sentezletilmistir.

c-DNA’'lar Real-Time PCR teknigi ile tagman prob yontemi kullamlarak
cogatilmistir. Bu amplifikasyon sirasinda ¢ift zincirli DNA tagman prob yontemi

kullanil mstur.

3.2.6. Tagman Prob Y dntemi

Hedefe 0zgul problar kullamlmistir. Bu testte problarla testin 6zgullugi
artirilmigtir. Problardan biri 3 ucundan floresans boya ile isaretli (donér boya),
digeri 5 ucundan alic1 boya ile isaretlenmistir. Problar hedef amplikonlar Gzerinde
birbirine yakin (1-5 niikleotit uzaklikta) yere baglanmakta ve isaretli uclar yan yana
gelmektedir. 1ki boyanin yan yana gelmesiyle aciga cikan enerji ikinci prob
Uzerindeki alici boyayr etkileyerek floresans olusumuna yol agcmaktadir.
“Fluoresance resonance energy transfer (FRET)” olarak adlandirilan bu enerji
transferi sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun derecesine
diger bir ifade ile PCR siklusu siiresince olusan amplikonlarin miktarina bagl: olarak
artmaktadr.

R = Raportar
= Quanchor

WA
a

L L]
o

&
v
5

@
14 @

a

Sekil 3.9. Polimerizasyon (R; Florokrom (raportor floresein) prob Q; Baskilayici
(quencer) kromofor).
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Tagman sisteminde 5 ve 3’ uglarindan florokrom maddelerle isaretli prob
kullamlmaktadir. Prob’un 5 ucunda raportdr florokrom (6-carboxyfluorescein=6-
FAM), 3'ucunda ise baskilayici florokrom (6-carboxy-tetramethyl-rhodamine
=TAMRA) bulunmaktadir. Prob, tek iplikli hale getirilen hedef molekil Uzerinde,
primerlerin baglanma bolgesinin arasinda kalan yere baglamr. Prob-hedef molekil
arasindaki hibridizasyon devam ettigi stirece raportor florokrom maddenin sinyal
olusturmasi, 3" uctaki baskilayici florokrom tarafindan engellenmektedir. Primerlerin
hedef nikleik asite baglanmasini takiben baglatilan primer uzamasi prob’un
baglandigi noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi icin tag DNA
polimeraz enzimi 5 —3 nikleaz aktivitesini kullanarak probu 5 uctan yikmaya
baglar. BOylece raportor florokrom serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her
siklusta Uretilen amplikon miktarina paralel olarak sinyal siddeti de artmaktadir.

L C 480 cihazi, amplifikasyon egrisi analizi 6zelligi ile primer dimer olusumu
ve Ozgul olmayan amplifikasyon drlnleri gibi hatalarr gozlemlemeye de olanak
saglamaktadir. RT-PCR reaksiyonlart hazirlanirken, standart egrilerin gizilebilmesi
amaciyla herhangi bir skleroderma hastasindan elde edilen c-DNA 6rneginden 1/10,
/100 ve 1/1000 seklinde seri diltsyonlar hazirlanmistir ve  dlgimlerin
degerlendirilmesi asamasinda analiz programi ile standart egriler cizilmistir.
Deneylerde tim c-DNA 0drnekleri ve standart 6rnekler ayni sartlarda ve aym grup
icerisinde 3'er kez calisilarak bu ¢ olcimin ortalamast analizlerde kullanmlmustir.
Bunun amaci, deneysel hatalar1 ve farklari azaltmaktir. Segilen zaman noktalarinda
eksprese olan housekeeping gen miktari ve BMPR 2 ekspresyon dizeyi
belirlenmistir.

3.3. Verilerin Analizi

Bu calisma slresince yapilan tim deneyler, olcumler, incelemeler ve
degerlendirmelerde skleroderma hastalarindan alinan 6rnek ile housekeeping gene
(referans gen, Beta actin) ve hedef gen (target gen, BMPR2) degerlendirmesi
yapilmistir. Real- Time PCR ile elde edilen sonuclarin degerlendirilmesi,
LightCycler® 480 Software Version 1.5 kullarilarak gergeklestirilmistir. Orneklerin
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crossing point (Cp) degerlerinden yola cikarak cihaz konsantrasyon degerlerini
hesaplamistir ve veriler bu datalara gore hesaplanmistir. Crossing point degeri
ornegin DNA yogunluguna bagli olarak degiskenlik gosterir.

Sonuclar crossing point degerleri dogrultusunda konsantrasyon belirleme
yontemi ile hesaplanmistir. Bu yontemde 6nce hasta ve kontrol grubu érneklerinin
ortalama konsantrasyon degerleri hem beta actin hemde BMPR2 igin ayri1 ayri
hesaplanmistir. Daha sonra BMPR2 geninin ekspresyon diizeyinin ortalama degeri
beta actin geninin ekspresyon diizeyinin ortalama degerine oranlanarak, ayri ayri
hasta ve kontrol gruplarinin konsantrasyon degeri ve bunlara ait standart sapma
degeri hesaplanmistir. Beta actin gen ekspresyon duzeyleri internal kontrol olarak
kullanilmistir ve hasta sonuglar1 buna bagli olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismada 20 skleroderma hastast ve 29 kontrol grubu kullanmlmistir. TUm
hastalardan tam kan drnegi alinarak ¢alisma yapilmistir. Hastalardan alinan tam kan
ornekleri EDTA' |1 tipe alinmis ve gerekli islemlerden gecirildikten sonra Real-Time
PCR yontemiyle ekspresyon diizeyleri incelenmistir.

Literatr bilgilerine gore skleroderma hastaligina yakalanma insidanst
kadinlarda erkeklere oranla daha yuksektir ve bu arastirmaya dahil edilen bireylerin
cogunlugu bayanlardan olusmaktadir (18 bayan, 2 erkek, toplam 20 hasta).

4.1. Beta Actin (Housekeeping Gen, Referans Gen) ve BMPR2 Geninin
Ekspresyon Bulgularinin Degerlendirilmes

Beta actin geni ve BMPR2 geninin ekspresyon duizeyleri asagidaki
basamaklarda incelenmistir;

Hastalardan alinan kan drneklerinden hticre ayrimi (I0kositler ayrilmistir)
yapildiktan sonra hiicrelerden RNA izolasyonu yapilmistir. Real-Time PCR ile DNA
amplifikasyonu yapabilmek icin dncelikle RNA drnekleri c-DNA’ya cevrilmistir. c-
DNA ornekleri Real-Time PCR islemi ile gogaltilmustur.

Real-Time PCR islemi yapilirken hasta 6rnegi icin bir referans gen
(housekeeping gene) bir de BMPR2 ekspresyon diizeyi 6lglimi yapil mistir.

Referans gen, her insanda bulunan ve eksprese olan gendir.

Referans gen sayesinde izolasyonun gerceklesip gergeklesmedigini
gozlemleyip calismanin dogruluk derecesi belirlenmistir.

Genlerin  ekspresyonlariin  kantitatif analizi igin standart Ornek hasta
ornekleri igerisinden secilmistir. Yani Real-Time PCR ile analiz edildiginde
amplifikasyon veren ¢6rnek standart alinmistir. Standart (ST) 6rnekten 1/10, 1/100,
1/1000 gibi oraninda seri dilisyonlar hazirlanmistir. Standart ve dillsyonlarin
konsantrasyonlar: asagida varsayilan birimlerle ifade edilmistir;

ST=1, ST-1=10, ST-2= 100, ST-3=1000 ST-4=10000 ST-5=10000 ST-
6=100000 seklinde seri diltisyonlar yapilmistir.
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Amplifikasyon sirasinda standartlarin Cp degerleri belirlenmis ve varsayilan
konsantrasyonlarla standart egriler elde edilmistir. Orneklerin Cp degerlerinin
standart egri ile karsilastirilarak ekspresyon miktarinin goreceli olarak belirlenmesi
islemi Light Cycler 480 cihazi, software version 1,5 ile gerceklestirilmistir. Cp
degeri: Real-Time PCR srasnda oOrnegin florasan wsigi etkisiyle igerdigi DNA
yogunluguna gore verdigi pikler dolay:styla olugmaktadir. .

4.1.1. Beta Actin Gen Ekspresyonu Bulgular:

Beta actin ekspresyonunun kantitatif analizinde skleroderma hastalarindan
elde edilen c-DNA ile hazirlanan standartlarin ve Orneklerin amplifikasyonunun
basarili bir sekilde gerceklestigi gorulmustir, Crossing point (Cp) degerlerinin
dogrulugu ile standart egri olusturulmustur ve cihaz 6rneklerin konsantrasyon
degerlerini standartlar icin belirlenen konsantrasyon degeri ile Cp degerlerini
karsilastirarak hesaplamustir.

Cihaz standart egriyi Orneklere verilen konsantrasyon degerlerine gore
otomatik olarak gizmektedir. Standartlarin crossing point degerlerine gére Sekil
4.1’ de verilen ve 2 nolu grafikte gosterilen yesil noktalar standart egri olusumu icgin
otomatik olarak cihaz tarafindan yerlestirilmistir. Cihaz tarafindan yerlestirilen yesil
noktalar dogrultusunda standart egri olusturulmaktadir. Standart egrinin noktalarin
tam UOzerinden gecmesi calismamn  optimizasyonunun  basarili  oldugunu
gostermektedir. Ayrica hata oran (cihaz Gzerinde belirtilen error) degeri sifira (*0”)
yakin olmalidir. Standart egrinin dogru olmasi calismanin dogruluk derecesini
onemli derecede etkilemektedir, ¢linkl hasta sonuclar1 standart egride belirlenen
konsantrasyon degerlerine gore hesaplanmaktadir.
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1-Standart dilisyonlar icin, gercek zamanli amplifikasyon egrileri.

2 Standart dillsyonlarin Crossing point (Cp) degerleri ve standartlara verilen
(dilusyon oranlari gozéninde bulundurularak) degerler kullanilarak elde

edilen standart egri.

Cihaz tarafindan cizilen standart egri igin hata oram sifira yakindir ve standart

egri uygun sekilde olusturulmustur. Standart egri uygun oldugu icin 6rnekler standart

egriye gore degerlendirilmistir.
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Sekil 4.2. Orneklerin beta actin geni amplifikasyon egrileri ve crossing point

sonuglarina gore konsantrasyon degerlerinin belirlenmesi

Referans gen olarak kullanilan beta actin geni igin belirlenen konsantrasyon

degerleri sekil 4.2.”deki crossing point degerlerine bagli olarak degiskenlik
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gostermektedir. Calismaya dahil edilen tim 6rneklerin amplifikasyonu basar1 bir
sekilde gerceklesmistir. Amplifikasyon egrilerini dikkate alacak olursak her 6rnek
40. donguden 6nce DNA yogunluguna bagli olarak yikselmeye baslamis yani
crossing point degeri vermistir. 40. donguden sonra amplifikasyon egrileri
yukselmemistir ¢cinkii DNA yogunlugu tespit edilemeyecek dizeyde veya DNA
bulunmamaktadir, bu durumda 6rnek negatif kabul edilmistir.

Calismada hem hasta grubu hemde saglikl1 kontrol grubu icin Beta actin geni
calisilmis ve konsantrasyon degerleri her drnekte farklilik géstermistir. Hasta grubu
icin Beta actin geni igin ortalama konsantrasyon degeri 28.649.400, saglikl1 kontrol
grubu icin Beta actin ortalama konsantrasyon degeri ise 38.420.241 olarak
hesaplanmistir. Bu sonuclara gore hasta grubunda Beta actin gen ekspresyon
diizeyinde, konsantrasyon degeri saglikli bireylere oranla yaklasik %10 azalmstir.

4.1.2. BMPR2 Gen Ekspresyonu Bulgular:

BMPR2 geni ekspresyonunun kantitatif analizinde skleroderma hastalarindan

elde edilen c-DNA ile hazirlanan standartlarin ve drneklerin referans gen ve hedef

gen amplifikasyonunun basaril1 bir sekilde gerceklestigi goralmustir (Sekil 4.3.)
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Sekil 4.3. Orneklerin BMPR2 geni amplifikasyon egirleri ve crossing point
sonuglarina gore konsantrasyon degerlerinin belirlenmesi
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BMPR2 geni icin belirlenen konsantrasyon degerleri sekil 4.3."teki crossing
point degerlerine bagli olarak degiskenlik gostermektedir.

Calismaya dahil edilen tim orneklerin amplifikasyonu basarili bir sekilde
gerceklesmistir. Amplifikasyon egrilerini dikkate alacak olursak her 6rnek 40.
donglden dnce DNA yogunluguna bagli olarak yikselmeye baslamis yani crossing
point degeri vermistir.

Calismada hem hasta grubu hemde saglikl1 kontrol grubu icin BMPR2 geni
calisilmis ve konsantrasyon degerleri her drnekte farklilik géstermistir. Hasta grubu
icin BMPR2 geni icin ortalama konsantrasyon degeri 20.044,45 saglikli kontrol
grubu icin BMPR2 gen ortalama konsantrasyon degeri ise 39.362,07 olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglara gore hasta grubunda BMPR2 geni konsantrasyon degeri
saglikli bireylere oranla yaklasik %19 azal mistir.

Skleroderma hastalarinda BMPR2 geninin ekspresyon dizeyinde azalma
dikkat cekmektedir.

4.1.3. BMPR2 Gen Ekspresyon Bulgularimin Referans Gen Ile Oranlanmas

BMPR2 geni ekspresyon diizeyini belirlemek icin ¢alisma esnasinda hastanin
hem referans gen (house keeping gene) hem de BMPR2 gen bolges taranarak
amplifikasyon egrileri ve caligma sonucunda olusan konsantrasyon degerleri
kiyaslanarak sonuca varilmistir. Housekeeping gene ile BMPR2 geni birbirine
oranlanarak ekspresyon diizeyleri belirlenmistitr. Burada house keeping gen internal
kontrol olarak kullanilmistir. House keeping gen calismadig: taktirde izolasyon
asamasinda veya c-DNA’ya cevirme asamasinda bir problem olabilecegi
distnulerek drnek degerlendirmeye alinmamistir.

Cihaz herhangi sayisal deger veren drneklerin amplifikasyon egrisini kirmizi
olarak belirlemistir ve bu durum ortamda DNA oldugunu gostermektedir yani
ornekler pozitif olarak siniflandirilmustir. Sekil 4.4.de 6rneklerin igerisinde yesil
renkte gorinen amplifikasyon egrisi ise negatif kontrol olarak kullanmlmistir. Negatif
kontroliin bu tur arastrmalarda mutlaka calismaya dahil edilmesi gerekmektedir.
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CUnkl herhangi bir kontaminasyon olup olmadigint saptamak ¢alismanin guvenligi

ve guvenilirligi agisindan 6nem arzetmektedir.
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Sekil 4.4. Orneklerin beta actin geni ve BMPR2 amplifikasyon egirleri ve crossing

point sonuclarina gére konsantrasyon degerlerinin belirlenmesi

Orneklerin sonuglar1 hesaplanmadan énce amplifikasyon egrileri ve her bir
ornegin Crossing point degerlerinin istenilen dizeyde olup olmadigi kontrol
edilmistir. Daha sonra Orneklerin crossing point sonuclarina gore belirlenen
konsantrasyon degerleri ile sonuclar elde edilmistir. Bu konsantrasyon degerini
hesaplamak icin ¢alismaya ayni anda dahil edilen hedef genin konsantrasyon degeri
ile referans genin konsantrasyon degeri birbirine oranlanmistir. Cihazin hesaplamis
oldugu konsantrasyon degerleri her 6rnek icin; referans gen ve hedef gen birbiri ile
dogru orantilidir. Sonuclar1 degerlendirmek icin asagidaki formul kullanmlmustir:

BMPR2 Gen /Referans gen (Beta actin) = BMPR2 gen ekspresyon diizeyi
(4.1.)

Calismada Beta actin ve BMPR2 genleri icin belirlenen ortaama
konsantrasyon degerlerine gore genel ortama degerlerini g6z dniine aldigimiz zaman
Beta actin geni ile hasta grubu icin belirlenen konsantrasyon degeri saglikli kontrol
grubuna oranla %10 azalma gostermektedir. BMPR2 geni ile hasta grubu diizeyleri
ve saglikli kontrol grubu dizeyleri karsilastirlichgr zaman, hasta grubu kontrol
grubuna oranla %19 azalma gostermektedir.
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Ornekler calismaya aymi anda dahil edildigi icin hasta ve kontrol grubu
konsantrasyon dizeylerinin azalma oraninin birbiri ile yaklasik olarak ayni oranda
azalmasi beklenirken, BMPR2 geninin konsantrasyon dizeyinin hasta grubuna
oranla beklenen diizeyden %9 oraninda daha fazla azaldig1 gozlenmistir.

Konsantrasyon degerleri ve gen ekspresyon dizeyleri Cizelge 4.1'de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Skleroderma hasta grubu Real-Time PCR ekspresyon sonuglart

Hasta BMPR2 BETA ACTIN Hedef gen/referans gen
Hedef gen® Referans gen® BMPR2/Beta actin gene®
1 431 67300000 0,0000064042
2 5620 5730000 0,000980803
3 9260 17700000 0,000523164
4 3220 9040000 0,000356195
5 27800 34900000 0,000796562
6 56700 60700000 0,000934102
7 21300 34700000 0,000613833
8 4800 11500000 0,000417391
9 42100 36500000 0,001153425
10 84600 125000000 0,0006768
11 80900 64900000 0,0012465331
12 178 318000 0,000559748
13 13300 13500000 0,000985185
14 6430 6180000 0,0010404531
15 9180 15200000 0,0006039474
16 9810 12400000 0,0007911290
17 4560 5280000 0,0008636364
18 8170 34600000 0,0002361272
19 3890 3240000 0,0012006173
20 8640 14300000 0,0006041958

% Target, > House keeping gene, °: Target/ House keeping gene

Calismada hastalara ait kanlarla yapilan konsantrasyon dizeyi olgimi
sonucunda ortalama ekspresyon degeri 0,0007295126 (yaklasik %00,07) olarak
bulunmustur.

Hasta ekspresyon dizeylerini belirlemek amaciyla her bir hasta drnegi igin
hem referans gen (Beta actin geni) hem de hedef gen (BMPR2) ayni anda ¢alismaya
dahil edilmistir.
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Hasta ekspresyon diizeyleri belirlenirken yapilan islem her bir hasta 6rnegi
icin aym calisma icerisinde hem referans gen (Beta actin gen) hemde hedef gen
(BMPR2) ayni anda calismaya dahil edilmistir. Hasta sonuglar1 degerlendirilirken
her hasta drneginin Oncelikle referans geninin ¢alismis oldugu ve Crossing point
degerlerinin dogru aralikta oldugu saptanmistir. Hedef gen konsantrasyon degeri
referans genin konsantrasyon degerine oranlanmis ve buna gére BMPR2 geni
ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.

Calismada referans gen aym zamanda internal kontrol olarak kullanmlmustir.
Eger calismanin herhangi bir asamasinda sorun varsa referans gen calismaz ve bu
durumda hasta sonucu degerlendirmeye alinmaz. Clnkl referans gen, ortamda DNA
varsa mutlaka reaksiyona girecegini bildigimiz yani calisma datalarina gore
konsantrasyon degeri verecegine emin oldugumuz kontrol gendir. Bu nedenle ilk
once referans genin calismis oldugu kanitlanmis olur boylece degerlendirmeye alinir.

Cizelge 4.2°de kontrol gurubu ekpresyon dizeyi sonuclart verilmistir.
Saglikl1 kontrol gurubu ekspresyon diizeylerinin ortalamasi 0,0023875883 (yaklasik
%0.2) bulunmustur. Kontrol grubu saglikli (skleroderma hastal:g: olmayan ve yilksek
tansiyon riski tagimayan) ve gonulli bireyler arasindan secilmistir. Bu genin ifade
(eksprese) edilip edilmedigi ve normal degerlerin hangi dizeyde oldugunu ortaya
koymak amaciyla skleroderma tamst almamis saglikli bireyler tercih edilmistir.
Kontrol gurubunun ekspresyon dizeyine bakilarak hedef genin eksprese olup
olmamasinin nemi saptanmustir.

Calismada, referans gen (beta actin geni) ve hedef genin (BMPR2 geni) her
ikisi de aynm zamanda calisil mistir.
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Cizelge 4.2. Kontrol grubu Real-Time PCR ekspresyon sonuglart

Kontrol BMPR2 BETA ACTIN Hedef gen/referans gen
Hedef gen® Referans gen® BMPR2/Beta actin gene®
1 1570 337000 0,0046587537
2 2880 1350000 0,002133333
3 41300 16000000 0,0025858125
4 61100 20000000 0,003055
5 24200 12700000 0,0019055118
6 24200 19900000 0,0012160804
7 85100 34400000 0,0024738372
8 26000 72700000 0,0003576341
9 16800 37300000 0,0004504021
10 79900 91700000 0,0008713195
11 50000 42500000 0,0011764706
12 36900 18400000 0,00200543348
13 29200 22500000 0,0012977778
14 57200 20400000 0,0028039216
15 30100 14000000 0,00215
16 21700 11300000 0,001920354
17 27400 19200000 0,0014270833
18 6200 20600000 0,0030097087
19 14500 36200000 0,0004005525
20 97300 330000000 0,0002948485
21 11100 97600000 0,0001137295
22 12200 8640000 0,001412037
23 1980 215000 0,0092093023
24 1670 435000 0,0038390805
25 68900 27100000 0,0025424354
26 98200 74400000 0,0013198925
27 62900 23400000 0,0026880342
28 89000 8910000 0,0099887767
29 62000 32000000 0,0019375

% Target, > House keeping gene, °: Target/ House keeping gene

Hastalarin ekspresyon diizeyi kontrol grubuna gore yaklasik %0,13 diizeyinde
azalmistir. Kontrol grubunda gen ekspresyon dizeyleri ortalamasi 0,0023875883
(yaklasik %0,2), hasta grubunda bu deger 0,0007295126 (yaklas:k %00,07) seklinde
belirlenmistir.

Calismada hastalarin ekpresyon diizeyleri tek tek incelendiginde, 16 hastada
BMPR2 geni eksprese edilme oram saglikli kontrol grubuna oranla dismustur, 4
hastada ise ekspresyon dizeyinin diger hastalara oranla daha yiUksek oldugu
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saptanmigtir. S6z konusu bu 4 hastamin pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH)
tamsi almis hastalar oldugu dikkat ¢ekicidir.

4 PAH’l1 hastamin gen ekspresyon dizeyi yaklasik 0,001 (yaklasik %60,1)
diizeyinde saptanmistir. Pulmoner arteriyel hipertansiyona sahip olan hastalarin
tamam kadin olup BMPR2 gen ekspresyon dizeyi calismada incelenen diger
hastalara oranla yaklasik %0,03 oranda artmistir. Bu calismada ornekleme sayisi
yetersizdir ancak, calismaya dahil edilen hastalar icindeki orana gore PAH tanisi
amis hastalar %20 (20 hasta calismaya dahil edilmis, 4 tanes PAH tarmis alns)
oranindadir ve bu bireylerin hepsinde BMPR2 gen ekspresyon duzeyi artmstir
sonucu kanisina varilmstir.

Korniszewski ve ark (2003), BMPR2 mutasyonlarinin normal gelisme,
olgunlasma, biyumenin durmasi ve lenfositlerin 6limunid olumsuz sekilde
etkileyebildigini ve  BMPR2 mutasyonlarimin  kismen PAH ile sonuglandigini
saptamuslardir.

Manes ve ark (2003), yapmuis olduklar1 calismada Kemik Morfogenetik
Protein Reseptori 2 (BMPR2) genindeki mutasyonlarin vaskiler farklilasma, hiicre
proliferasyonu ve apoptoz gibi cesitli biyolojik fonksiyonlarin etkilendigini
gostermislerdir.

Barreto ve ark (2005), PAH 1n BMPR2 genindeki degisiklerle ilgili oldugunu
gostermislerdir.

Machado ve ark (2009), 24 hasta ve 196 saglikli kontrol grubu ile yapmis
olduklar: calismada PAH’ 1 hastalarda BMPR2 mutasyon tipleri arasinda missense,
nonsense, cergeve kaymas, RNA dizenlenmesinde hatalar ve delesyon
mutasyonlarini tammlamuglardir.

Morse ve ark (1997), PAH 1n %10-20 oraninda otozomal dominant kalitsal
oldugunu genetik olarak belirlenen bazi PAH olgularinda gostermislerdir. Olgularin
%6 sinda ailesel PAH saptamiglardir. BMPR2 mutasyonunun PAH hastaliginin
genetik dayanagi oldugunu belirtmiglerdir.

Newman ve ark (2004), yapmis olduklari calismada ailesel PAH’da
BMPR2 nin mutasyonu saptanmis ancak bu mutasyon saptanan diger hastalarin
%20’ sinde PAH gelismemistir.
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Roberts ve ark (2004), calismalarina 40 yetiskin ve PAH/KKH ile 66 ¢ocuk
dahil etmiglerdir. Kemik morfogenetik protein reseptorti 2 mutasyonlar: yetiskin ve
cocuklarla yapilan karma grupta pulmoner hipertansiyor/ konjenital kalp defekti %6
oraminda bulunmustur.

West ve ark (2008), BMPR2 mutasyonu tespit edilen hastalarin %20’ sinde
PAH saptamislardir. BMPR2 mutasyonuna sahip olan hastalardan %58'i ailesel
PAH’ a sahip, %26'si ise idiopatik PAH’a sahip hasta olarak rapor edilmistir.

BMPR2 mutasyonunun saptanmasina dair yapilan ¢calismalarda Morse ve ark,
%6, Newman ve ark, %80, Roberts ve ark, %6, West ve ark, %26 oraminda PAH
gelistigini saptamuslardir.

Yapilan bu yiksek lisans tez calismasinda PAH’l1 4 hastada BMPR2 gen
ekspresyonunda artis gérilmesi ve ¢alismaya dahil edilen hastalardan %20’ sinde bu
durumun saptanmasi anlaml1 bulunmustur.

Thomson ve ark (2000), BMPR2 genindeki mutasyonlari, genetik PAH'1n
ana sebebi olarak tanimlamistir. Bu mutasyonlar ayrica FPAH’l1 (ailevi PAH)
hastalarin %70’ inde, sporadik olan idiyopatik PAH’l1 hastalarin %26'sinda ve
fenfluramin kullanim ile iliskili PAH'11 hastalarin %9’ unda tespit etmistir. Ancak,
apoptozis ve proliferasyonile iliskili olan BMPR2, TGF ailesinin bir Giyesi oldugunu,
hala BMPR2 sinyalindeki azalmanin PAH’a nasil sebep oldugunun tam
anlasilmadigint bildirmistir.

Naeije ve Dorfmu (2003), PAH’I1 19 ailenin 9’ unda ve 8 ailenin 7'sinde
BMPR2 geninin sorumlu oldugunu ancak hastalarin tamaminin kalitimsal PAH' |1
olmadigini, baslangigtaki hafif PAH’ 1 hastalarin %26 diizeyinden daha fazlasinda
BMPR2 mutasyonu goézlenmedigini bildirmislerdir.

Ozol ve Ering (2004), PAH olgularinin %6-10 kadarinda ailevi yatkinlik
tespit etmiglerdir. Ailevi PAH'l1 19 olgunun dokuzunda bu mutasyonu
saptamiglardir.  BMPR2'deki  fonksiyon kaybimin; bazi  hiicrelerde apoptozisi
arttirarak, anormal endotel hiicre bliyimesi ve ¢cogalmasina neden oldugunu rapor
etmislerdir.

McLaughlin ve ark (2006), PAH’l1 hastalarda yapilan ¢alismada hastalarin
sadece yaklasik %10-20"sinde BMPR2 gen mutasyonu saptanmustir.
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Zhang ve ark (2006), anneler ve cocuklar1 Uzerinde yaptiklart calismada
ailesel PAH’l1 hastalarin yarisinda hastalik sebebinin BMPR2 gen mutasyonundan
kaynaklandigin belirlemislerdir. Ailesel olmayan PAH’1n ise %25 inin BMPR2 gen
mutasyonu ileiliskili oldugunu ortaya koymuslardir.

Mark ve ark (2009), PAH hastalarinin %6-8 oramnda ailesel PAH’l1
oldugunu ve bunlarda %50-90 arasinda ortak BMPR2 gen mutasyonu
belirlemiglerdir.

Skleroderma hastalarinda sz konusu BMPR2 gen ekpresyon duzeyleri
yaklasik olarak 90,07 olarak saptanmustir. Saglikli kontrol grubunun ekspresyon
duzeyi yaklasik olarak %0,2 olarak saptanmistir. Hastalarin ekpresyon duzeyi
saglikli kontrol grubunun ekspresyon diizeyine oranla yaklasik %0,13 azal mstr.

Hastalarin gen ekspresyon dizeyleri tek tek incelendigi zaman 16 hastada
ekpresyon dizeyi %0,07 yani ortalamaya yakin saptanmisken, 4 bayan hastada
ekspresyon dizeyi yaklasik %0,1 olarak belirlenmistir. Hastalarin klinik seyrine
bakildiginda bu hastalarin PAH’ 1 oldugu gdzlenmistir. Bu sonuca goére, pulmoner
arteriyel hipertansiyonu olan hastalarda BMPR2 geninin eksprese edilme dizeyi
PAH’ |1 olmayan hastalara oranla %60,03 daha fazla yikselmistir fakat saglikli kontrol
grubuna oranla %0,1 daha az eksprese edilmistir.

Bu calismaya 20 skleroderma hastasi, 29 saglikli kontrol grubu dahil
edilmistir. Bu hastalardan 18'i kadin, 2'si erkektir (kadin:erkek oram 9:1) ve
hastalarin tamam orta yas grubudur (35-50 yas grubu). Kontrol grubu olarak 19
kadin, 10 erkek dahil edilmistir. Hastalarin %10'u erkek, %901 ise kadindir.
Hastaligin kadinlarda daha yiksek oranda gorilmesi, calismaya dahil edilen kadin
bireylerin sayica fazla oldugunu agiklamaktadr.

Calismaya dahil edilen kadinlarin %20’'sinde PAH gelistigi saptanmustir.
Skleroderma hastalarinda BMPR2 gen ekpresyon duzeyi saglikli bireylere oranla
azalmistir, fakat skleroderma hastasi ve PAH’11 hastalarda BMPR2 gen ekspresyon
dizeyi, hastalarin ekspresyon dizeyi icerisinde irdelendiginde daha yuUksek

bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Skleroderma kokeni tam olarak bilinmeyen, genetik ve gevresel faktorlerin
karmagsik iliskileri sonucu olustugu distintlen fibrotik otoimmin bir hastaliktir.
Hastaligin genel 0Ozelligi olan cesitli doku ve organlardaki fibroz olusumu bag
dokusunda hiicreler arasi matriksin asir1 birikimi ile karakterize edilmistir. Hicreler
arast matriks bilesenlerinden biri olan kollajen proteinlerinin fibroblastlardaki stirekli
ve duzensiz anlatimimin nedeni hala tam olarak agiklanamamustur.

Skleroderma hastalarimin  bazilarinda pulmoner arteriyel hipertansiyon
(PAH) gelistigi bilinmektedir ve pulmoner hipertansiyon tedavisinin ginimizde
zahmetli, pahal1 ve uzun soluklu bir siireg olmasi nedeniyle hala pratikte klinisyenleri
zorlayan yonleri ile korkulu bir riya olmay: sirdirmektedir. Etiyolojisinde ve
patogenezinde, bir ¢cok faktorin (radyoaktif maddeler, yandas hastal:klar, genetik
yatkinl:k, toksk maddeler vs) rol almasi nedeniyle, etiyopatogenezin hedef
noktalarinin ele alinmasi tedavi basar1 sansim arttirmaktadir. Son yillarda ilerleyen
genetik tam metotlar,, subselliler dizeyde ortaya konmus mekanizmalar ve
gelistirilmekte olan ilaglar tedavi basarisi yoninde umutlar: arttirmaktadir.

PAH’ta genetik gecis olabilecegi ilk kez 1954'te Dresdale tarafindan
gundeme getirilmistir. Kalitsal gegis otozomal dominant olup, degisken ve tam
olmayan ekspresyon gostermektedir. Kadinlarda daha sik izlenmektedir, kadin:erkek
orant 8:1 olarak bildirilmektedir. Kadinlarda olan yatkinlik BMPR2 mutasyonunun
hormonlar gibi diger cevresel faktorlerden etkilendigini distindirmektedir. PAH
olgularinin yalmz %6’ sinda aile anamnezi mevcuttur. Degisken ve komplet olmayan
mutasyon idiyopatik olgularda, ailesel gegisi maskeledigine veya ‘de novo’
mutasyonlarin olabilecegine inanmlmaktadir.

BMPR2 mutasyonu ile akciger dokusunda BMPR2 geninin kodladigi
protein sentezi tahminen polipeptit zincirinin kopmast nedeniyle ciddi dizeyde
azalir.

Skleroderma hastalar1 icin BMPR2 geni oldukca biyik 6nem tasimaktadir.
BMPR2 gen ekspresyonu hastaligin klinik seyrini etkilemekte, hastalara ve hastaligin
seyrine gore degiskenlik gostermektedir.
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Bu calismada skleroderma hastalari ve kontrol grubunda BMPR2 gen
ekspresyon duzeyleri ortaya konmaya calisilmustir. Calismamn gavenilirligi ve
dogrulugunu test etmek icin paralel olarak referans gen yani beta actin gen
ekspresyon diizeyleri de saptanmustir.

Elde edilen verilere gbre; beta actin gen ekspresyon diizeyinin BMPR2 geni
ile iligkilendirilmes sonucunda ekspresyon diizeylerinin ortalamas: 0,0007295126
diuzeyinde saptanmistir.  Skleroderma  hastalarinin  ekspresyon  dizeyleri
incelendiginde hastaligin belirtisi ve siddeti arttikga ekspresyon diizeyinin azaldigi
PAH’ 11 hastalarda, -kontrol grubuna gore dusik- hasta grubuna gore yiksek oldugu
gbzlenmistir. Hastaligin seyrine bagli olarak ekspresyon duzeyi degiskenlik
gostermektedir.

Kontrol grubunda ekspresyon dizeyinin ortalamas: 0,0023875883 olarak
saptanmustir. Hastalarda ekspresyon dizeyleri ortalama olarak kontrol grubuna
oranla disuk saptanmistir. Ancak bazi hastalarda ekspresyon dizeyi fazla
degismemistir.

Ozetle; hastalarin ekspresyon diizeyi kontrol grubuna gore yaklasik %0,13
duzeyinde azalmistir. Kontrol grubunda gen ekspresyon dizeyleri ortalamasi
0,0023875883 (yaklasik %0,2), hasta grubunda bu deger 0,0007295126 (yaklas:k
%0,07) seklinde belirlenmistir.

4 PAH’l1 hastamin gen ekspresyon dizeyi yaklasik 0,001 (yaklasik %60,1)
diizeyinde saptanmustir. Pulmoner arteriyel hipertansiyonlu hastalarin tamam kadin
olup BMPR2 gen ekspresyon dizeyi calismada incelenen diger hastalara oranla
yaklasik %0,03 oranda artmustir. Bu calismada ornekleme sayisi yetersizdir ancak,
calismaya dahil edilen hastalar igindeki orana gore PAH tamist almis hastalar %20
(20 hasta calismaya dahil edilmis, 4 tanes PAH tanis: almes) oramindadir ve bu
bireylerin hepsinde BMPR2 gen ekspresyon dizeyi artmistir sonucu kamsina
varilmgtir.

C.U. Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar: Anabilim Dal1, Romatoloji Bilim Dalinda
skleroderma tanist almig 20 hasta ve 29 kontrol grubu olarak belirlenmis bireylerden
onam formu alinarak bu caligmaya dahil edilmistir. Hasta sayisinin yeterli olmayisi
kesin bir sonug ortaya koymak icin yeterli olmasa da bize bir yon vermistir. SOyleki
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BMPR2 genindeki ekspresyon diizeyi sklerodermali hastalarda kontrole gore dustik,
PAH’ 11 hastalarda kontrole gore diisik ancak hasta grubu ile kiyaslandiginda yiksek
bulunmustur.

Daha fazla hastanin dahil edildigi, her bir hastamn ekspresyon dizeyi ile
hastalik seyrinin yakindan iliskilendirildigi 6zellikle PAH’ 11 hastalarda ekspresyon
duzeyinin kan basinct degisimi ve ailesel dykinin detayli irdelendigi yeni bir
calisgma icin temel olusturan bir arastirma olmasi 6nem arzetmektedir. Bundan
sonraki adim bu ¢alismada edinilen deneysel tecribelerin daha fazla hasta katilimyla
kurgulanacak bir calisma ile guclendirilmesi olmalidir.

Mutasyonlar ve gen ekspresyon calismalar: elbetteki hastaligin tedavisinde
primer etkili parametreler degildir. Ancak; hastaligin seyri, ileriki yaslarda bireyi
nelerin bekledigi, ailesel hastaliklarda erken tam, Klinisyenin tedavi seklini
belirlemesindeki  katkist v.b. faydalar1 ginimizde molekiler yontemlerin
kullamlmasindaki  6nemi  arttirmaktadir. insan genom projesinin bu yondeki
calismalar1 ile her gecen gun tamlanmis gen sayisi artmaktadir. Béylece molekiler
biyologlarla klinisyenler ortak akil yuriterek hastaliklarin olusumunda ve seyrinde
neler oldugunu/olabilecegini tahmin edebilmektedirler.
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