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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

INTERSTISYEL SISTIT HASTALIGINDA X-KROMOZOMU
INAKTIVASYONUNUN ROLUNUN ARASTIRILMASI

Simpel PANTIR RETZEP

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Elif UZ YILDIRIM

Interstisyel Sistit (Agrili Mesane Sendromu), tamimlandigi andan itibaren giiniimiize
kadar heniliz patofizyolojisi ve etiyolojisi tam olarak belirlenememistir. Mesane
tirotelyumunu kaplayan glikozaminoglikan (GAG) tabakasinin deformasyonuyla beraber
idrarin dolum asamasinda sinir uglarin1 uyarmasiyla karakterize agrili bir hastaliktir.
Sistoskopik incelemeler sonucunda hekimler tarafindan Hunner lezyonlu ve lezyonsuz
olarak smiflandirilmaktadir. Hunner lezyonlar1 iirotelyum yiizeyinde kilcal damar
yogunlugu ve kizarikliklarla saptanir. Ancak hastaligin bu belirleyici 6zelligi vakalarin
yalnizca 9%20’sinde goézlemlendiginden taniyr da zorlastirmaktadir. Genel olarak
erkeklere oranla kadinlarda goriilme sikligi daha fazladir. Hastaligim molekiiler
mekanizmas1 bilinmedigi gibi kadinlarda bu oranin neden yiliksek oldugu da
bilinmemektedir. Bunun nedeni olarak hormon farki, gebelik ve otoimmiinite gibi
hipotezler ortaya atilmistir. Degerlendirilmesi gereken bir baska hipotez de X-
inaktivasyon mekanizmasidir. Disilerde cinsiyeti belirleyen XX kromozom yapisi iken
erkekler XY kromozom ¢iftine sahiptir. X kromozomu bulundurdugu 2000 gen
bakimindan Y kromozomundan daha biiyiiktiir ve bu dozaj farkinin ayarlanmasi i¢in X
kromozlarindan biri inaktive olur. Doku bazinda anneden ve babadan gelen X
kromozomlari rastgele bir mekanizmayla %50-%50 oraninda inaktivasyona ugrar. Bu
oranin saptig1 durumlarda cesitli hastaliklarin ortaya ¢iktig1 yapilan arastirmalarda rapor
edilmistir. Bu ¢alisma i¢in klinik tan1 ve tetkiklerinin yapilmasinin ardindan 70 hasta ve
86 saglikli goniilliden alinan kan oOrneklerinden HUMARA testi yontemiyle X
kromozomu inaktivasyon paternleri arastirilmistir. Hem saglikli hem de hasta bireylerde
inaktivasyondan sapma yalnizca 4 ornekte gozlemlenmistir. Hastalar igin diger 49
ornekte, kontroller i¢inse 48 d6rnekte herhangi anlamli bir sapma gozlemlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Interstisyel sistit, X kromozomu, inaktivasyon, HUMARA testi,
otoimmiinite.
2024, vii + 56 sayfa.

viii



ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE ROLE OF X-CHROMOSOME INACTIVATION IN
INTERSTITIAL CYSTITIS

Simpel PANTIR RETZEP

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Dr. Elif UZ YILDIRIM

Since its identification, the pathophysiology and etiology of Interstitial Cystitis (Painful
Bladder Syndrome) have not been fully determined. It is a painful disease characterized
by the stimulation of nerve endings during the filling phase of the bladder due to the
deformation of the glycosaminoglycan (GAG) layer covering the bladder urothelium.
Through cystoscopic examinations, physicians classify the condition into Hunner lesion-
positive and lesion-negative types. Hunner lesions are identified on the urothelium
surface by capillary density and redness. However, since this defining feature is observed
in only 20% of cases, diagnosis is challenging. Generally, the incidence of the disease is
higher in women compared to men. The molecular mechanism of the disease is unknown,
as is the reason for the higher prevalence in women. Hypotheses such as hormonal
differences, pregnancy, and autoimmunity have been proposed as possible explanations.
Another hypothesis to consider is the mechanism of X-inactivation. In females, sex is
determined by the XX chromosome structure, while males have XY chromosome pairs.
The X chromosome is larger than the Y chromosome in terms of the 2000 genes it
contains, and one of the X chromosomes is inactivated to adjust for this dosage difference.
In tissues, X chromosomes inherited from the mother and father undergo random
inactivation at a 50-50 ratio. Research has reported that deviations from this ratio result
in various diseases. For this study, after clinical diagnosis and examinations, blood
samples were collected from 70 patients and 86 healthy volunteers. X chromosome
inactivation patterns were investigated using the HUMARA test. Deviation from X-
inactivation was observed in only 4 samples, both in healthy and patient individuals. No
significant deviation was observed in the remaining 49 patient samples and 48 control
samples.

Key words: Interstitial cystitis, X chromosome, inactivation, HUMARA assay,
autoimmunity.
2024, vii + 56 pages.
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1. GIRIS

Interstisyel Sistit (IS) veya bilinen diger adiyla Mesane Agr1 Sendromu (MAS), etiyolojisi
tam olarak belirlenemeyen ve kabul edilmis kesin bir tedavisi olmayan bir hastaliktir.
Semptomlar1 arasinda idrar sikligi, idrar aciliyeti, gece idrarina ¢ikma, idrar kesesinin
dolumu veya bosaltimi sirasinda asir1 agr1 ve rahatsizlik hissi gibi tanimlamalar
bulunmaktadir (Fall vd., 2010; Hanno vd., 2015). Bununla birlikte, sendromun
bilinmeyen etiyolojisi, tedavi ve arastirma stratejilerinin gelisimini siirlayan
semptomlarin ¢esitliligi/dereceleri nedeniyle alt tipleri ve fenotipleri heniliz kesin bir

sekilde olusturulmamustir.

Interstisyel sistit hastalarmin tanisinda kesinlesmis tek bir fenotip vardir; Hunner
lezyonlar1 olarak bilinen mesane iirotelyumunda ortaya ¢ikan iilseratif olusumlardir.
Hunner lezyonu, radyal olarak yonlendirilmis kapillerlere yapisik olan merkezi bir pihti
benzeri yapi ile siirli, hiperemik mukozal bolge olarak tanimlanir. Hunner lezyonlarinin
disinda glomeriilasyonlar olarak tanimlanan diger olusumlar ise tipki Hunner
lezyonlarina benzer fakat mesane distansiyonundan sonra ortaya ¢ikan petesiyal mukozal
kanamalar olarak tanimlanirlar (Kocak vd., 2020). Hunner lezyonlar1 gibi belirgin
kapiller kanama benzeri olusum goriilmez. Glomeriilasyonlar, Interstisyel Sistit
hastaliginda, Hunner ilserleri varliginda oldugu gibi kesin bir taniyla sonuglanmasa da
diger semptomlarla birlikte degerlendirildiginde taniya yardimci olmaktadir (Wennevik
vd., 2016).

Giinlimiizde kesin olan tek fenotip Hunner lezyonlar1 olmakla birlikte hastalarin yalnizca
%10-20's1 bu ilserleri tasir; geri kalan %80-90'lik kisim Hunner lezyonlarina sahip
degildirler (Bschleipfer & Karl, 2022). Bundan dolayr hastaligin tanis1 olduk¢a zor ve
kompleks bir hale gelmektedir.

Hastaligin etiyopatogenezi tam olarak bilinmemekle birlikte kronik inflamasyon,
enfeksiyon, tirinel disfonksiyon, otoimmiinite, genetik gibi multifaktoriyel sebeplerden
kaynaklanabilecegi ve hastadan hastaya degisiklik gosterebilecegi one siiriilmektedir
(Grover vd., 2011). Molekiiler seviyede incelendiginde mesanenin i¢ yiizeyini kaplayan
epitel bariyerde koruyucu bir tabaka olusturan glikozaminoglikanlarin (GAGs) azaldigi

ve buna bagli olarak mesane mukozasinda hasarlar meydana gelmeye basladig:



bildirilmistir (Cervigni & Natale, 2014). Uroteliumu (mesane epiteli) olusturan epitel
hiicrelerin arasindaki baglantilarin zayiflamasi ve idrarda bulunan toksik igerigin alt
tabakalara gegmesiyle birlikte sitokin tiretimi de dahil olmak iizere inflamatuar yanitlari
harekete gecirmektedir (Birder & Andersson, 2013). Epidemiyolojik c¢aligmalar
interstisyel sistitin kadinlarda erkeklere oranla 5 kat daha fazla rastlandigini rapor etmistir
(Clemens vd., 2005). Otoimmiin ve otoinflamatuar hastaliklarin pek ¢ogunda kadin:
erkek hasta oraninin ¢ok yiiksek oldugu literatiirde daha 6nce de bildirilmistir (Angum
vd., 2020; Fairweather vd., 2008). Bunun sebepleri olarak hormon fark: (Cutolo vd.,
2006), gebelik (Mullinax F, 1993) veya X kromozomu Inaktivasyonundaki sapmalar
(Kast, 1977; Stewart, 1998) gosterilmektedir.

Iki cinsiyet arasinda hormon farki ilk gdze carpan etken gibi goriinse de, cocukluk ¢agi
otoimmiin hastaliklarinda da kiz: erkek ¢ocugu orani yiiksek olan hastaliklarin
mevcudiyeti hormon etkisinin ikinci plana alinmasina sebep olmaktadir. Ayn1 zamanda
gebelik de olduk¢a kuvvetli bir hipotez olup gebelige bagli bir takim otoimmiin
hastaliklar (6rn: preeklempsi) da bulunmaktadir (Redman & Sargent, 2010). Ancak gebe
kalmamis kadinlarda da otoimmiin hastaliklarin siddetli goriilmesi sonucu bu faktoriin de
yiizde yiiz etkisinin olamayacag1 sonucuna varilmaktadir (Ngo vd., 2014). Ugiincii ve son
hipotez ise X kromozomu inaktivasyonunun roliidiir. iki cinsiyet arasindaki farklardan
biri de bu kromozomun sayisal olarak dengesizligidir. Kadinlarda iki X kromozomu
bulunurken, erkekler yalnizca bir tane X kromozomu tasirlar. X kromozomu immiin
yanitla ilgili 6nemli genleri barindirdigindan ciddi immiin yanit olusturabilme kapasitesi

yiiksektir (Schurz vd., 2019).

Kadinlarda X'e bagli gen dozajin1 ayarlanmasi i¢in kromozomlardan bir tanesi inaktif hale
gelir. 1949 yilinda Amerikali bilim insanm1 Barr ve arkadaslari, disi kedilerin mitotik
interfaz ¢ekirdeginde derin boyanmis bir cisimcik buldular, ancak bu cisimcigi erkek
kedilerde bulamadilar (Barr & Bertram, 1949). “Barr cismi” adin1 verdikleri bu yap1 daha
sonraki ¢alismalarda, bu kompakt seklin X kromozomunun neredeyse tamamen inaktif
hale gelmesinin bir sonucu oldugu disiiniildii (Giorgetti vd., 2016). Memelilerde bu
durum disilerin X kromozomu agisindan dogal olarak mozaik ifadeye sahip olmasiyla
sonuglanmaktadir (Lyon, 1961). X kromozomunun yalanci otozomal bolgeler (PARs)

olarak adlandirilan kisimlarindaki genler olmak {izere genlerin yaklasik %15-25'inin



inaktivasyon mekanizmasindan kactigi rapor edilmistir (Posynick & Brown, 2019).
Inaktivasyondan kagan genler arasinda immiin yanitta 6nemli rolii olanlar da mevcuttur.
Bu hipotezin yani1 sira timusda kendi antijenlerinin (self antigen) tanitilmasindaki bir hata
sonucu da otoimmiin yanita sebep olabilecegi bilinmektedir (Klein vd., 2000). Bundan
dolaytr X kromozomu inaktivasyon mekanizmasindaki herhangi bir sapma, X'e bagh
kendi antijenlerin timusda ya da perifer bir dokuda sunulmasini1 engelleyebilecegi ve bu
mekanizma sonucu kendine karsi toleransin kaybolarak otoimmiin reaksiyon
gelisebilecegi hipotezi oldukga kabul gormiistiir (Kyewski & Derbinski, 2004; Laufer vd.,
1996; Selmi vd., 2012). Genel olarak kadinlarda sik rastlanan otoimmiin hastaliklarda X
kromozomu inaktivasyon durumunun énemli role sahip oldugu rapor edilmistir. Ornegin,
romatoid artrit (Chabchoub vd., 2009), otoimmiin tiroid (Ozcelik vd., 2006), skleroderma
(Ozbalkan vd., 2005; Uz vd., 2008), ve SLE (Pyfrom vd., 2021) gibi otoimmiinite kokenli
hastaliklarda, hastalardaki sapmanin kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli ¢iktigi

rapor edilmistir.

Tiim bu bilgiler 15181nda, Interstisyel Sistitin (IS) kadinlarda erkeklere oranla daha sik
rastlanmasi, X kromozomu inaktivasyonunun rolii oldugunu disiindiirmiistiir. Tan1
asamasindaki zorluk ve kesin tedavisinin bulunamamasi da bu ¢aligmanin yapilmasinda
etkili olmustur. Boylece etiyopatogenezinin belirlenmesine katki saglayacak, belki de

tedavi yonteminde etkili bir arastirma olacaktir.

Bu calismada, Interstisyel Sistit hastasi 70 kadin ve saglikl1 (kontrol) 86 kadindan alinan
periferal kan 6rnegi kullanilmistir. Allen ve arkadaslarinin 1992°de kesfettigi HUMARA

testi protokoliine gore, drneklerin X kromozom inaktivasyon paternleri arastirilmigtir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Mesane ve Pelvik Agri

Normal bir idrar kesesinde bosaltimdan dnce veya sonra herhangi bir agr1 ve rahatsizlik
hissi olusmaz. Bazen mesane ve mesaneyi ¢evreleyen organlarda normalin aksine agri,
rahatsizlik hissi, tahris, giin i¢erisinde ve 6zellikle geceleri daha yogun olmak tizere sik
sik idrara ¢ikma gibi semptomlar ortaya ¢ikabilir. Bu semptomlar ani ve akut veya
kademeli olarak gelisen ve kronik bir seyir gosterebilir. Bu durum siklikla idrar yollari,
bagirsak, genital sistem, sinir sistemi veya kas sistemi ile iliskili olabilir (Jhang & Kuo,

2016).

Mesane ve cevresindeki bu organlar cesitli bakteri, mantar veya viriisler tarafindan
enfekte edilmis olabilecegi gibi taslar, iyi veya kotli huylu timorlerin de ortaya ¢ikmis
olmas1 miimkiindiir (Speer vd., 2016). Ayn1 zamanda kadinlarda rahmin i¢ tabakasiyla
ayn1 karaktere sahip dokunun rahim disinda biiylimesiyle olusan bir hastalik olan

endometriozis de bu gibi semptomlara neden olabilir (Panel vd., 2016).

Bu semptomlara neden olabilecek diger bir unsur da ketamin gibi anestetiklerin kronik
kullanimidir. Ketamin ve tiirevlerinin uzun siireli kullaniminin mesane epitel bariyerinde
hasara, idrarin bosaltimi sirasinda agr1 ve rahatsizliga, azalan mesane kapasitesi ve artan
basinca ayni zamanda da tiretra daralmasina neden oldugu bildirilmistir (Anderson vd.,

2022).

Tim bu etiyolojik nedenlerin yaninda goz ardi edilemeyecek ve gliniimiizde de biiyiik
sorun olusturan diger bir etken otoimmiin hastaliklardir. Otoimmiin hastaliklar, viicudun
kendi antijenlerine karsi immiin yanitin artmasi ve sonucunda da organa spesifik veya
sistemik bir sekilde organizmay etkileyen kronik hastaliklardir (K. H. Lee vd., 2020). Su
ana kadar otoimmiin oldugu bilinen veya otoimmiinite kaynakli oldugu diisiiniilen 40’tan
fazla hastaligin neredeyse tiimiinde, 6zellikle sinif I (HLA-A, B, C) ve simif I ( Ia, HLA-
D) MHC (major histokompatibilite kompleksi) molekiilleri i¢inde kodlanan genlerin
etkisiyle giiglii bir sekilde genetik yatkinlik s6z konusudur. Major histokompatibilite
kompleksi (MHC), immiin yanitta énemli bir rolii olan hiicre yiizeyindeki proteinleri

kodlayan bir gen grubudur (Sinha vd., 1990). MHC molekiilleri, aslinda antijen sunucu



hiicreler (ASH)’lerin yiizeyinde bulunan zar proteinleridir; bu hiicreler tarafindan,
timusda, immiin yanitta etkili olan T hiicrelerine tanitilir ve bu sayede viicudun kendinden
olan ve olmayanin ayirt edilebilmesini saglar. MHC gen lokusu tiim memelilerde bulunur
ve insan MHC proteinleri, insan l6kosit antijenleri (HLA) adin1 alir. Kan yoluyla viicudun
hemen hemen her organina ulasabilen antijen sunucu hiicreler, ¢esitli epigenetik
nedenlerden dolayt MHC molekiillerini eksik veya hatali tanitirlarsa otoimmiiniteye
neden olabilirler (Nepom & Erlich, 1991). Dolayisiyla mesane ve gevresindeki organlarda

da kronik agr1 durumu s6z konusu olabilir.

Mesane ve pelvis agrisina neden olan diger bir hastalik ise Interstisyel Sistit (IS) ya da

diger adiyla Mesane Agr1 Sendromu (MAS)’dir.
2.2 Interstisyel Sistit (IS)

Interstisyel Sistit, mesanede agri1 ile seyreden kronik inflamatuar bir hastaliktir (Cervigni
& Natale, 2014). Etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte alt idrar yolunda
stirekli ve rahatsizlik verici derecede agri ile karakterize bir hastaliktir. Mesane kaynakli
bu agr1 sonucunda idrar sikligi/aciliyeti, gece idrarina ¢ikma, rahatsizlik, tahris, gerginlik,
mide bulantis1 ve halsizlik gibi ¢esitli semptomlar da hastalar arasinda farklilik gosterek
ortaya c¢ikmaktadir (Akiyama vd., 2020). Tiim semptomlar géz Oniine alinarak
degerlendirildiginde aslinda bir bakteriyel enfeksiyon olabilecegi akla gelen ilk secenek
olabilir. Fakat yapilan tiim testlerde taniya yardimci olabilecek herhangi bir bakteriyel
enfeksiyon saptanamamaktadir (Kuo, 2014). Bu sebeple tani asamasinda hekimleri

zorlayan bir dezavantaj s6z konusudur.
2.3 Tam Kiriterleri

Tam kriteri Avrupa Intestisyel Sistit Calismalar1 Toplulugu (ESSIC) tarafindan mesanede
6 aydan uzun siiren kronik agri1 bulgularina ek olarak en az bir {iriner sendromun eslik
etmesi ile tammlanmistir (van de Merwe vd., 2008). Bu konuda ESSIC’nun belirledigi
kriterlere gore dlgeklendirme yapilmakta olup tani i¢in 6nemlidir (Kogak vd., 2019). Bu
kriterler Cizelge 2.1°de gosterilmistir. Hastalar genellikle sik sik ve sikisik sekilde idrara
¢ikma, mesane bosaltimi/dolumu esnasinda agr1 ve yanma ve gece idrarinin artmasi gibi

cesitli sikayetlerle hekime basvurmaktadir. Yapilan ilk testlerde bakteriyel enfeksiyona



dair herhangi bir bulguya rastlanmadigi takdirde detayli bir inceleme igin sistoskopi

yontemine basvurulmaktadir.

Sistoskopi, idrar yolu, mesane, {iretra, tretral sfinkter ve prostatin dogrudan
goriintlilenmesini saglayan en yaygin ve en énemli tani araglarindan biridir. Sistoskopi
genelde bir tani prosediirii olmakla birlikte bazi durumlarda tedavi edici olarak da
uygulanir. Kisa siireli bir islem olan sistoskopi ile idrar kagirma, idrar yapma zorlugu ve
travma gibi durumlar degerlendirilir (McCarthy & McDermaid, 1990). Sistoskopi
genellikle hidrodistansiyonla birlikte uygulanir. Hidrodistansiyon, sistoskopi esnasinda
mesanenin 1-10 dakika siireyle siviyla doldurularak gerilmesi islemidir. Bu sayede

tirotelyum daha net bir sekilde goriintiilenebilir (Jiang vd., 2022; Sarikaya vd., 2022).



Cizelge 2. 1 ESSIC Kiriterleri

Sistoskopi ve Hidrodistansiyon

- Yapilmamis Glomeriilasyon Hunner
Lezyonu

Biyopsi

XX 1X 2X 3X
XA 1A 2A 3A
X
X

B 1B 2B 3B
C 1C 2C 3C

Sembol 1: Sistoskopi bulgular: Sembol 2: Biyopsi bulgular

X: Yapilmamis X: Yapilmamis

1: Normal A: Normal

2: Derece II/1II glomeriilasyon B: Yetersiz

3: Hunner lezyonu C: inflamatuar sizintilar, graniilasyon
(Glomeriilasyonlu/glomeriilasyonsuz) dokusu, detrusor mastositozu veya

intrafasikiiler fibrozis

2.4 Sistoskopik Bulgular

Hastaligin teshisinde kullanilan en Onemli araglardan biri sistoskopik inceleme
yontemidir (Ahmadi vd., 2021). Sistoskopik inceleme sonucunda Hunner lezyonlarinin
varlig1 veya yoklugu hastaligin karakterizasyonunda ve tedavi siirecinde yol gostericidir.
Ayn1 zamanda baz1 hastalarda hidrodistansiyondan sonra glomeriilasyonlar da
gozlemlenebilir.  Bu kapsamda Avrupa Intestisyel Sistit Calismalar1 Toplulugu

(ESSIC)’nun kriterlerine gore Interstisyel Sistit temelde iki tip olarak simiflandirilir:
-Klasik enflamatuar Hunner Lezyonlu Tip,

- Lezyonsuz tip.



2.4.1 Klasik enflamatuar Hunner lezyonlu Tip

Hunner lezyonlar1 genel olarak mesanede yara izine benzer bir goriintiiye sahip kizarmis
bir spot ve onun etrafinda daginik sekilde yayilmis kan damarlarindan olusan {ilserlere
verilen isimdir (Sekil 2.1 D-F) (Jiang vd., 2022). Hunner lezyonlar1 hastalarin yalnizca
%10-20'sini olusturur (Bschleipfer & Karl, 2022). Ayrica Hunner lezyonlarinin varligi
daha agir semptomlar ve diisiik mesane kapasitesi ile iliskilendirilmistir. (Bade vd., 2003;
Malde vd., 2018) Hunner lezyonlar1 histopatolojik olarak incelendiginde, submukozada
inflamasyonla birlikte artmis T ve B hiicre ekspresyonu gézlemlenir (Gamper vd., 2013).
Bazi hastalarda artmis IgE seviyeleri gozlemlenebilir (J. Lee vd., 2006). Buna ragmen

higbir etiyopatojenik 6lgiit, tiim IS hastalarina uyacak sekilde uyarlanamamaktadir.

Hunner lezyonlar1 disinda hastalarda glomeriilasyon olarak adlandirilan Hunner
lezyonlarina benzer, fakat mesane distansiyonundan sonra iirotelyumda ortaya ¢ikan
petesiyal mukozal kanamalara sahip olabilirler (Kogak vd., 2020). Hunner lezyonlar1 gibi
belirgin kapiller kanama benzeri olusum goriilmez fakat hastaligin tanisinda 6nemlidir.
Hem glomeriilasyonlar hem de Hunner lezyonlar1 ayni hastada gozlemlenebilir.
Glomertilasyonlar kendi iginde siddetine gore 0’dan 3’e¢ kadar deger verilerek

tanimlanabilir (Sekil 2.1 A-C).
2.4.2 Lezyonsuz Tip

Genel olarak herhangi bir lezyon saptanmaz fakat diger semptomlarin en az bir veya
birkag1t gozlemlenir (Whitmore vd., 2019). Hunner lezyonlari teshis konulmasinda
belirleyici oldugu gibi, bu lezyonlarin bulunmamasi da teshisi zorlastirir veya
geciktirebilir. Dolayisiyla birkag farkli semptomun ayni anda degerlendirilmesi gerekir.

Tan1y1 zorlastiran diger bir etken de dolasim sivilarindan veya mesaneden alinan biyopsi
dokularindan 1S’ye 6zgii bir biyobelirtecin tespit edilememesidir. Kanser dahil bir¢ok
hastalik icin taniya yardimci olabilecek biyobelirtegler giiniimiiz teknolojisiyle kan
orneklerinden dahi saptanabilmektedir (Ge vd., 2017). Ancak IS’nin molekiiler temelinin
bilinmemesi ve semptomlarin her hastada ayni karakterde olmamasi tan1 parametrelerinin

dogru bir sekilde belirlenmesine engel olmaktadir.



Sekil 2. 1 interstisyel sistit (IS) alt tipleri olan hastalarda sistoskopi bulgular1: (A) Derece
0-1 glomeriilasyonlu (Hunner lezyonu olmayan); (B) Derece 2 glomeriilasyonlu (Hunner
lezyonu olmayan); (C) Derece 3 glomeriilasyonlu (Hunner lezyonu olmayan); (D—F)
Hunner lezyonlu IS (Jiang vd., 2022)

2.5 interstisyel Sistitin Molekiiler Patofizyolojisi

Urotelyum (mesane epiteli) idrar yollarin1 kaplayan, viicutta toksik ajanlarin, idrarm ve
bakterilerin penetrasyonuna karst koruyucu bariyer gorevi iistlenen benzersiz bir
tabakadir. Urotelyumu kaplayan glikozaminoglikanlar (GAG) ise, iirotelyal hiicrelerin
yiizeyinde glikoproteinler ve proteoglikanlardan olusan kalin mukus tabakasidir
(Costantini vd., 2013). GAG’lar kolajen, elastin, fibronektin ve laminin gibi diger
polisakkaritlerle hiicre dis1 matrisin temelinin olusturmaktadir. GAG’larin asil gorevi,
enzimlerin ve biiylime faktorlerinin modiilasyonu, proteazlarin inhibisyonu ve
inflamatuar sitokinlerin diizenlenmesidir (Esko vd., 2009). Mesane dokusu idrari
depolarken bazi elektrolitlerin ve elektrolit olmayanlarin se¢ici degisimine izin verebilir.
Mesanede yogun olarak bulunan GAG molekiilleri keratan siilfat, kondroitin siilfat,
dermatan siilfat, hiyaliironat, heparin ve heparan silfattir (Hurst vd., 2007). Bu
molekiillerin mesanedeki kararliliginin bozulmasi, birgok toksik ajana maruz kalmay:

arttiracaktir. Patolojik olarak incelendiginde en yaygin rastlananan bulgular tirotelyumun



soyulmas1 ve inflamasyondur (Homma vd., 2016; Keay, 2008). iS’nin bu GAG
tabakasinin bozunmasindan kaynakli olarak mesane mukozasinin yiizeyinin toksik
ajanlara, bakterilere ve idrara maruz kalmasiyla ortaya c¢iktigi hipotezi oldukg¢a kabul

gormiistiir (Cervigni & Natale, 2014).
2.6 Interstisyel Sistitin Immiinolojik Etkisi

[S’nin otoimmiin bir hastalik olabilecegi fikri ilk akla gelen hipotez olabilir. Bunun
nedeni kadinlarda erkeklere oranla 5 kat daha fazla rastlanmasidir (van de Merwe, 2007).
Su ana kadar bir¢ok ¢alismada otoimmiin ve otoinflamatuar hastaliklarin kadinlarda daha
sik rastlandig1 rapor edilmistir. Diinya niifusunun yaklasik %8’i otoimmiin hastaliklardan
etkilenirken bunlarin yaklasik %781 kadinlardir. Buna neyin sebep oldugu tam olarak
bilinmezken kadinlar enfeksiyon, agilama ve travmaya artan antikor iiretimi ve daha
baskin bagisiklik tepkisi ile yanit vermektedir (Fairweather vd., 2008). Giiglii bagisiklik
tepkisinin sebepleri olarak hormon farki (Cutolo vd., 2006), gebelik (Mullinax F, 1993)
veya X kromozomu inaktivasyonundaki sapmalar (Kast, 1977; Stewart, 1998)

gosterilmektedir.

Hormon fark: ilk goze carpan etken gibi goziikmekte, ancak ¢ocukluk ¢agi otoimmiin
hastaliklarinda da kiz:erkek g¢ocugu orani yiliksek olan hastaliklarin mevcudiyeti
hormonlarin etkisinin ikinci plana alinmasina sebep olmaktadir. Gebelik de oldukca
kuvvetli bir hipotez olmakla birlikte, gebelige bagli bir takim otoimmiin hastaliklar (6rn:
preeklempsi) da bulunmaktadir (Redman & Sargent, 2010). Anne hiicrelerinin fetiisiin
kaninda kalmasi ve fetlis hiicrelerinin annenin dolasim sisteminde kalmasina
mikrokimerizm denir. Dogumdan yillar sonra dahi anne kaninda fetal hiicreler tespit
edilmistir. Dolayisiyla fetal hiicrelerin anne kanindan etkili bir sekilde temizlenmedigi
acikca goriilmektedir. Ancak, mikrokimerizmin tek basina otoimmiin hastaliklarda
kadinlarin daha fazla etkilenmesini agiklayamaz; dogum yapmamis bir¢ok hasta
bulunmaktadir (Bianchi vd., 1996). Uciincii ve son hipotez ise iki cinsiyet arasindaki en
onemli fark olan X kromozomu inaktivasyonunun roliinii diisiindiirmektedir. Ciinkii iki
cinsiyet arasindaki belirleyici farklardan birini de bu kromozomun sayis1 olusturmaktadir

(Schurz vd., 2019). X kromozomu inaktivasyonu, sadece kadinlarda gozlenen biyolojik
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bir diizenleme olmakla birlikte, otoimmiin hastaliklarda kadinlarin daha fazla

etkilenmesini agiklayabilir.

Otoimmiin hastaliklarda goriilen yiiksek kadin/erkek oranimna dair ilk kez bir agiklama
sunan Kast, 1977 yilinda yaptig1 yayinda, kadinlarda daha fazla goriilen otoimmiin
hastaliklarin ¢evresel, hormonal ve mikrokimerizm etkilerinin yan sira, klasik kalitim
desenlerinden farkli yeni bir mekanizmanin da belirli otoimmiin hastaliklara kadinlarin
yatkinliginda rol oynayabilecegini rapor etti. Bu mekanizmalardan biri, X kromozomu
inaktivasyon siirecindeki bozulmadir. Kast, X kromozomu inaktivasyonundaki herhangi
bir bozulmanin, kadinlarda yiiksek oranda goriilen otoimmiin hastaliklarin olugsumunu
etkileyebilecegini 6ne siirdii (Kast, 1977). Ardindan 1998'de Stewart bu hipotezi baz
alarak, sistemik lupus eritematozus (SLE) {izerine benzer bir durum s6z konusu oldugunu
one sirdi. XCI mozaiklesmesinden kaynaklanan 6z-antijen sunum profillerindeki
farkliliklarin, hastaligin kadinlarda daha fazla goriilmesinin ardindaki faktorlerden biri

olabilecegini savundu (Stewart, 1998).
2.7 X-Kromozomunun Otoimmiin Hastahklardaki Potansiyel Rolii

Yasamin ilk anlarindan itibaren ¢ogu organizmanin en karakteristik 6zelliklerinden biri
cinsiyetin  belirlenmesidir. ~ Cinsiyetin  belirlenmesi  temelde 6zel cinsiyet
kromozomlarinin mekanizmasina dayanir. Giiniimiizde, bu mekanizma bilimin de
katkilariyla aydinlatilmistir. Insanlarda, Y kromozomunun varligi XY tastyan bireylerde
erkek cinsiyetini belirlerken, yoklugu ise XX kromozomu tasiyan bireylerde disi
gelisimini indiikler. Cogu organizmada da bu mekanizma Y kromozomunun varlig veya
yokluguna gore sekil alir. X kromozomu Y kromozomuna gore nispeten daha biiyiiktiir
ve cinsiyet belirlenmesiyle iliskili degildir. Y kromozomu ise daha kiigtik olup tasidig: az
sayida gen de spermatogenezis ile alakalidir. Dolayistyla X kromozomu sayisi ve gen
sayist (yaklasik 2000 gen) acisindan disiler iki kat fazla gen ifade ediyor gibi
diistiniilebilir (Ross vd., 2005). Ancak dogada boyle bir dozaj farki kabul edilemez ve

gelisimsel olarak biiyiik sorunlar yaratabilir.

Disilerde bu dozaj farkini diizenleyen ¢ok 6zel bir mekanizma bulunmaktadir. Gelisimin
erken sathalarinda X kromozomlarindan biri somatik hiicrelerde transkripsiyonel olarak

inaktive olmaktadir. X kromozomu inaktivasyonu (XCI) doku bazinda rastgele
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gerceklesir ve inaktive olan X kromozomu tiim hiicre boliinmeleri sirasinda klonal olarak
hep inaktif kalir. Aslinda tiim disiler X’e bagli bir gen i¢in her zaman mozaiktirler (Lyon,
1961).

Embriyoda X inaktivasyonunu (Xi) stimiile etmek i¢in uzun kodlamayan bir RNA
(IncRNA) olan Xist (X-inaktif spesifik transkript) , rastgele maternal (anneden kalitilan)
veya paternal (babadan kalitilan) kaynakli X kromozomlarindan birinde ifade
edilmektedir. Xist’in ifade edilmemesi, inaktivasyonun baslamamasi, 6érnegin farelerde
yapilan ¢aligsmalarda erken donemde 6liim ile sonuglanmaktadir (Jacobson vd., 2022).
Xist bir defa ifade edilmeye basladigi zaman kromozom capindaki yapisal degisiklikler,
Xist RNA tarafindan kaplanan yogunlastiritlmig Barr govdesine yol acar ve buradaki
genlerin metilasyonunu indiikleyerek inaktivasyonunu baslatir. Metilasyon, CpG
adaciklar1 olarak isimlendirilen polimorfik CAG tekrar dizilerinin bulundugu bolgelerde
gerceklesir (Chapman vd., 2014). DNA metilasyonu uzun zamandir XCI i¢in 6nemli bir
faktor olarak kabul edilir. insanlarda Xi iizerindeki genlerin ¢ogu susturulsa da, %]15-
25’1 baz1 epigenetik nedenlerden dolay1 kismen ifade edilir ve inaktivasyondan kacan

genler olarak tanimlanir (Wainer Katsir & Linial, 2019).

XCI doku bazinda incelendiginde, %50 anneden gelen X’in %50 babadan gelen X’in
rastgele inaktivasyona ugradigi rapor edilmistir. Ancak bu simetriden sapmalar basladig:
zaman ¢esitli problemler ortaya ¢ikabilir. X kromozomu inaktivasyonunun sapmasi temel
olarak X’lerden birinin daha az aktif olma durumu gostermesidir. Buna neyin neden
oldugu bilinmese de yasla birlikte doku bazinda sapmalar g6zlemlenebilir (Brooks,
2010).

Otoimmiin hastaliklarin ortak bir 6zelligi, kendi antijenlerine kars1 bagisiklik toleransinin
kaybidir; hastaliklarin ¢ogunda T-hiicresi toleransinin bozulduguna dair kanitlar
bulunmaktadir. T-hiicresi toleransinin en 6nemli sekli, timus se¢ilimi sirasinda potansiyel
olarak kendine reaktif T hiicrelerinin yok edilmesini igerir. Dolayisiyla, bir 6z antijenin
timusta tanitilmamasi, otoimmiinite riskini artirabilecek otoimmiin T hiicrelerinin
varligina yol agabilir (Shirafkan vd., 2024). Kadinlarda X-kromozomunun inaktivasyonu,
X'e bagl kendi antijenlerinin timusta veya toleransin saglanmasinda rol oynayan diger

periferal bolgelerde sunumdan kagabilecegi potansiyel bir mekanizma sunar.
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Timus hiicreleri (timositler) timus parankimasinda se¢ime tabi tutulur ve negatif secim
durumunda, secici elemanlar agirlikli olarak kemik iliginden tiireyen timik dendritik
hiicrelerden olusur (Hengartner vd., 1988). Dendritik hiicre aracili negatif seleksiyon
giiclidiir; disiik titrelerde bile negatif seleksiyonu in vitro olarak etkin bir sekilde
gerceklestirdigi  gosterilmistir (Salguero vd., 2014). Eger timik dendritik hiicre
popiilasyonu rastgele X inaktivasyonu sergiliyorsa, farklilasan timositlerin 6z
antijenlerini, her iki X kromozomunda da ifade eden dendritik hiicrelerle temas etmesi
yiiksek olasilikla gerceklesir. Ancak, timik dendritik hiicre popiilasyonunda asir1 sapmis
X inaktivasyonu varsa, belirli bir timositin iki X kromozomundan birini ifade eden
dendritik hiicrelerle temas etmemesi olasidir. Dolayistyla, T hiicrelerinin baskin olarak
inaktif X kromozomunda ifade edilen antijenler i¢in negatif se¢ime tabi tutulmadan timik
olgunlagma siirecini tamamlayabilecegi bir duruma yol agar. Bu mekanizma Sekil 2.2°de
ozetlenmistir (Chitnis vd., 2000).

Bu durumun gerceklesme olasiligi, timus se¢imi sirasinda genellikle herhangi bir
timositin temas ettigi dendritik hiicrelerin sayisina bagli olacaktir. Bu konuda sinirl bilgi
bulunmasina ragmen, bu sayinin 15 kadar diisiik olabilecegini teorize edilmistir (Stewart,
1998). Eger durum boyleyse, ilgili bir X'e bagli antijen i¢in heterozigot olan kadinlarda,
hematopoetik hiicreler genel olarak asir1 sapma gostermese bile, timusta silinmeden kagis

yine de gerceklesebilir.
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Timositler
Doku

‘. boyunca
/ .. \ / timosit yolu

. . X'e bagh
;(:ti?:rggrin antijenlerin
esit dagilimi sapmig

ifadesi
\ Timik / (kalici veya
medulla gegici)

X'e bagl antijenlere X'e bagh antijenlere
karsi silinmig/toleransh karsi silinmig/toleransli
T hiicreleri @ ve @ T hicreleri @

Sekil 2. 2 X-kromozomu inaktivasyonunun immiin tolerans iizerindeki etkilerini gdsteren
model. Timositler timusa girer ve dncelikle timik medulladaki dendritik hiicreler olmak
lizere, timusta bulunan silici elemanlara maruz kalacaklar: bir yol izlerler. Bu dendritik
hiicreler, her bir hiicrede hangi ebeveyn X kromozomunun baskin olduguna bagl olarak
yesil veya kirmizi renkle gosterilmistir. Seklin sol tarafinda, gegen timositler her iki
ebeveynin X kromozomunu da ifade eden dendritik hiicrelere maruz kalacak ve bu
nedenle her iki ebeveynden gelen X'e bagli antijenlere karsi tolerans gelistireceklerdir
(yani silineceklerdir). Seklin sag tarafinda ise, gecen timositler muhtemelen yalnizca
"yesil" dendritik hiicrelere maruz kalacak, bu hiicreler ise sadece iki ebeveynden birinin
X kromozomunu ifade etmektedir. Bu nedenle, timustan ¢ikan T hiicreleri, diger
ebeveynden gelen X'e bagl antijenlere karsi tolerans gelistirmemis olacaktir ("kirmiz1"
dendritik hiicreler).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1 Deney Calismalarinda Kullamilan Kimyasal ve Sarf Malzemeler

Tiim kimyasallarin giivenlik protokolleri deney dncesinde incelenmis ve sagliga zararl

olanlarin talimatlar1 dikkate alinarak hazirliklar yapilmistir. Deney asamasina gore tiim

materyaller Cizelge 3.1’de gosterilmistir.

Cizelge 3. 1 Kullanilan kimyasallar ve laboratuvar malzemeleri listesi

Kandan DNA Izolasyonu i¢in Kullanilan Malzemeler

Tris-HCI

Potasyum Klortir (KCI)
Magnezyum Kloriir (MgCl2)
EDTA

Sodyum Kloriir (NaCl)
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
[zopropanol

Etanol

Niikleaz igermeyen su

Uretici

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Bioshop
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Thermo Fisher

Restriksiyon Enzim Kesiminde Kullanilan Uretici
Malzemeler

Hpa Il NEB

Rsa | NEB
rCutSmart™ Buffer NEB

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) i¢in Kullanilan Uretici
Malzemeler

Taq PCR Kit NEB

Primerler Bioligo
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Cizelge 3. 1 Kullanilan kimyasallar ve laboratuvar malzemeleri listesi (devami)

Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) I¢in

Kullanilan Malzemeler

Amonyum Persiilfat (APS)

Akrilamid

Bis-akrilamid (N,N-Methylene-bis-acrylamide)
Tris

Borik Asit

EDTA

Tetrametiletilendiamin (TEMED)

Etidyum Bromiir (EtBr)

DNA yiikleme boyasi

DNA Ladder (50 bp, 100 bp)

Uretici

Sigma-Aldrich
Amresco
Merck
Bioshop
Bioshop
Bioshop
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biomatik
NEB

3.1.2 Deney Calismalarinda Kullamilan Cihazlar

Tiim deney basamaklarinda kullanilan cihazlar Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3. 2 Kullanilan cihazlarin listesi.

Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Mikropipet Seti

10 uL pipet ucu

100 uL pipet ucu

1000 pL pipet ucu

1,5 ml Nuclease-free mikrofiij tiipleri
Distile su cihazi

Nanodrop

Santrifiij

Termal dongiileyici PCR Cihazi
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Uretici
D-LAB
Isolab
Isolab
Isolab
Axygen
Millipak 20 MILLIPORE
ThermoFisher
NANODROP 2000
NUVE- NF-800R
MJ Research PTC-100



Cizelge 3. 2 Kullanilan cihazlarin listesi (devami).
Vortex

Is1 blogu

Hassas terazi

pH-metre

Inkiibatdr

0,2 ml PCR tiipleri
Falkon Tiipleri
Ultraviyole (UV) goriintiileme cihazi
Dikey jel yiirtitme sistemi
Erlenmayer

Beher

Parafilm

Buz Makinesi

Scientific Industries

Biosan

Radwag

Adwa

N-Biotek

Thermo Fisher
Isolab

Major Science UVDI
Thermo Fisher Scientific
Isolab

Isolab

PARAFILM
Biobase

3.2. YONTEM

Calismay yiiriittiigiimiiz hastanelerin Uroloji ABD’na basvuran ve hekimlerimiz
tarafindan gerceklestirilen anamnez, fizik muayene, idrar tetkiki veya sistoskopinin
ardindan ESSIC kriterlerine uygun olarak interstisyel sistit tanis1 almig hastalar (n=70)

calismaya davet edilmistir. Hastalarin se¢ciminde baz1 diglama kriterleri belirlenmistir.

Dislama Kriterleri:
e Otoimmiin hastalig1 bulunmayan,
e Kronik ila¢ kullanmayan,
e Urolojik malignitesi bulunmayan,
e Kanser gecmisi veya radyoterapi Oykiisii olmayan,
e Enfeksiyon benzeri semptomlar gostermeyen hastalar calismaya uygun bulunarak

dahil edilmistir.

Ayrica bu kapsamda ayni poliklinige bagvuran kontrol goniillii grubu (n=86) igin de

cesitli dislama kriterleri belirlenerek calismaya dahil edilmistir.
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Dislama Kriterleri:

e Interstisyel sistit semptomlar1 gdstermeyen,

e Urolojik malignitesi bulunmayan,

e Kanser ge¢misi ve radyoterapi dykiisii olmayan,

e Tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonu bulunmayan,

e Norojenik mesane bulgusuna rastlanmayan,

e Herhangi bir otoimmiin hastalig1 olmayan ve yas olarak hasta 6rneklerine denk

olan saglikli bireyler secilmistir.
Calismanin akis semasi1 Cizelge 3.3’te 6zetlenmistir.

Bu ¢alisma Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
2011-KAEK-26/47 sayili kararla desteklenmistir. Tiim goniillilerden onam formu

alinmastir.

Cizelge 3. 3 Deney ¢alismasi akis semast.

Hasta ve Kontrol
Grubu Orneklerinin
Toplanmasi

HUMARA Testi

Restriksiyon Enzim PAGE Jel
Kesimi Elektroforezi

Sonuglarin Analizi
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3.2.1 Kandan DNA izolasyonu

Hasta ve saglikli bireylerden EDTA igeren antikoagulantli (mor kapakli) tiiplere alinan
periferik kan 6rnekleri buz tizerinde laboratuvarimiza getirildi. Hem hasta hemde kontrol
gonillillerine ait kan Orneklerinden DNA izolasyonu manuel protokole gore

gerceklestirildi (Suguna Sajja vd., 2014).

Deneye baslamadan dnce hazirlanmasi gereken lizis tampon c¢ozeltileri Cizelge 3.4’te
verilmistir. RBC I (Red Blood Cells 1) kirmiz1 kan hiicrelerini, WBC Il (White Blood
Cells 1) ise beyaz kan hiicrelerini par¢alamak i¢in kullanildi. Ayrica %10 SDS ve 6 M
NaCl ¢ozeltileri WBC 11 ile birlikte kullanildi.

Cizelge 3. 4 Lizis tamponlari.

RBC | Tampon WBC Il Tampon

(RBC lizis) (pH=7,6) (WBC lizis) pH=7,6 %10 SDS 6 M NaCl
0,605 g TrisHCI 0.121 g TrisHCI 10 g SDS 35,1 g/mol NaCl
0,372 g KCI 0.074 g KCI 100 ml distile su 100 ml distile su
1,016 g MgCl» 1.203 g MgCl;

0,372 g EDTA 0.074 g EDTA

500 ml distile su 0.467 g NaCl

100ml distile su

a. RBC Lizis

Otoklavlanmis olan 1.5 ml eppendorf’a 300 ul kan aktarildi ve iizerine 900 ul RBC I
(RBC lizis) eklenip iyice vortekslendi. RBC'leri lize etmek igin 37°C'de 5 dakika boyunca
inkiibe edildi. Tipler 8000 rpm'de 3 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatan atildi. Bu
adim 3 kez tekrarland1 ve RBC lizisi sonucunda beyaz bir WBC pelleti elde edildi. Pellet,
cekirdekli hiicrelerden olugsmaktadir. Bunlar da DNA igeren ¢esitli beyaz kan hiicreleridir.

Sonraki adim beyaz kan hiicrelerini pargalayip DNA icerigini ortaya ¢ikarmaktir.
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b. WBC Lizis

Hiicre pelletine 300 ul WBC II (WBC lizis) eklendi ve iyice vortekslendi. Ardindan 40
ul %10 SDS ve 14 ul Proteinaz K ilave edildi ve tiipler alt iist edildi. 37°C'de 15 dakika
inkiibe edildikten sonra proteinleri ¢okeltmek igin 100 ul 6M NaCl eklenip vortekslendi.
Tiipler 8000 rpm'de 5 dakika boyunca santrifiijlendi.

a. DNA’nin Cokelmesi

Siipernatan, 300 pl izopropanol igeren yeni bir ependorf tiipline aktarildi. DNA, ependorf
tipli yavasca ters gevrilerek ¢oktiiriildii. Ayrica ependorflar, DNA'y1 pellet haline
getirmek i¢in 8000 rpm'de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatan atild1, tizerine ImL %70
etanol eklendi ve fazla tuzlar1 uzaklastirmak igin yavasca karistirildi. Son olarak tiipler,
DNA'y1 pellet haline getirmek i¢in 8000 rpm'de 5 dakika santrifiijlendi. Siipernatan
atildiktan sonra tiiplerin kapagi acik bir sekilde DNA kurumaya birakildi. lyice
kurutulduktan sonra, DNA'y1 ¢ézmek i¢in 50 pl TE tamponu ilave edildi. Son olarak
DNA’nim ¢dziinmesi igin bir gece boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Izolasyonu yapilan

DNA o6rneklerinin Nanodrop ile 6l¢iimii yapildi ve nitel/nicel olarak degerlendirildi.
3.2.2 HUMARA Testi

X-Inaktivasyonu galigmalarinda kullamlan en yaygin yontemlerden biri HUMARA
testidir. ilk olarak Allen ve ark. tarafindan 1992 yilinda yaynlanan bu yontem X
kromozomu {izerinde bulunan Androjen Reseptor (AR) geninin Exon-1’deki polimorfik
CAG tekrar dizilerinin metilasyon profiline dayanmaktadir. AR geni X kromozomu
tizerinde olup inaktivasyona ugradig1 deneysel olarak kanitlanmistir (Meyer vd., 1975).
Esas olarak yiiksek polimorfik kisa ardisik tekrar dizileri (CAG) ve bu tekrarlarin iist
akiminda bulunan Hpa II enziminin tanima bolgesini igermektedir. Tekrar dizisi ve enzim
tanima bolgesini icine alacak sekilde dizayn edilen PCR primerleri ile c¢ogaltma
yapildiginda tiglii tekrar dizilerinin farkliligina gore yaklasik 280 baz ¢ifti civarinda iiriin
jelde gozlenmektedir. Hpa II enziminin metilasyona duyarli olmasindan dolay: aktif X
kromozomunda PCR o6ncesi Hpa II ile kesim yapildiginda ¢ogaltilmak istenen bolge
kesildigi i¢in PCR gerceklesmemekte ve iiriin gozlenmemektedir. Tam tersi olan inaktif

X kromozomunda ise Hpa II enzim kesimi ger¢eklesemediginden PCR iiriinii
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gozlenebilmektedir. Bu hipoteze gore restriksiyon enzim kesiminin ¢alisma semasi Sekil
3.1°de verilmistir. Memelilerde disilerin X kromozomu ifadesinin normal halinin mozaik
oldugu bilindiginden, 6rneklerdeki X- inaktivasyonundan sapma olmadigi durumda bilgi
veren alellerin her ikisi de jelde esit miktarda gézlenecek olup, sapma oldugu durumda

ise alellerden birinin yogunlugu digerine gore ¢ok daha fazla gozlenir.

Restriksiyon Enzim Kesimi ve PCR Amplifikasyon Semasi

ANANANAS CAGdizisi n (patenal) Ao~~~ A] CAGdizisi fo (paternal)
CAG dizisi (maternal) AN Q@Q/ CAGdizisi A (maternal)

,‘, j,

f\ NWJ\WI’V\
ANOO CAGdzsi ho (matemal) /\f\_% CAG dizisi o~ (maternal)

N/

Sekil 3. 1 Restriksiyon enzim kesimi ve PCR amplifikasyon semasi.

Bu hipoteze gore HUMARA Testi 3 asamadan olusur:

a. Restriksiyon enzim kesimi,
b. PCR,
c. PCR iirlinlerinin poliakrilamid jelde (PAGE) yiiriitiiliip goriintiilenmesi.
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a. Restriksiyon Enzim Kesimi

Her bir hasta/kontrol rnegi icin iki farkli tiipte kesim reaksiyonu gerceklestirildi. Ilk
tiipte DNA, Rsa I ile kesilirken (sham digestion)(Uncut = U) ikinci tiipte DNA, hem Rsa
I hem de Hpa II ile kesilir (Cut = C). Boylece U tiiplinde Rsa I enzimi tiglii tekrar dizileri
ve PCR primerleri disindaki bolgeden kesim yaparak DNA’y1 kii¢lik parcalara ayirir ve
enzimlerin baglanma ylizeyini arttirir. C tiiplinde ise CAG tekrar bolgeleri metilli ise Hpa
IT enzimi kesim yapamadig1 icin primerler bu bolgeyi cogaltabilirken, metilsiz oldugu
durumda enzim kesim yapabilecegi icin PCR gerceklestirilemez. Cogaltilacak PCR {irlinii
yaklasik 280-300 nt civarindadir. AR genine ait Exon-1’i igeren niikleotid dizisi Sekil

3.2°de verilmistir.

AGCGCCCCCTCCGAGATCCCGGGGAGCCAGCTTGCTGGGAGAGCGGGACGGTCCGGAGCAAGCCCAGAGG
CAGAGGAGGCGACAGAGGGAAAAAGGGCCGAGCTAGCCGCTCCAGTGC T-AGGAGCCGAAGGGAC GC
ACCACGCCAGCCCCAGCCCGGCTCCAGCGACAGCCAACGCCTCTTGCAGCGCGGCGGCTTCGAAGCCGLC
GCCCGGAGCTGCCCTTTCCTCTTCGGTGAAGTTTTTAAAAGCTGCTAAAGACTCGGAGGAAGCAAGGAAA
GTGCCTGGTAGGACTGACGGCTGCCTTTGTCCTCCTCCTCTCCACCCCGCCTCCCCCCACCCTGCCTTCC
CCCCCTCCCCCGTCTTCTCTCCCGCAGCTGCCTCAGTCGGCTACTCTCAGCCAACCCCCCTCACCACCCT
TCTCCCCACCCGCCCCCCCGCCCCCGTCGGCCCAGCGCTGCCAGCCCGAGTTTGCAGAGAGGTAACTCCC
TTTGGCTGCGAGCGGGCGAGCTAGCTGCACATTGCAAAGAAGGCTCTTAGGAGCCAGGCGACTGGGGAGC
GGCTTCAGCACTGCAGCCACGACCCGCCTGGTTAGGCTGCACGCGGAGAGAACCCTCTGTTTTCCCCCAC
TCTCTCTCCACCTCCTCCTGCCTTCCCCACCCCGAGTGCGGAGCCAGAGATCAAAAGATGAAAAGGCAGT
CAGGTCTTCAGTAGCCAAAAAACAAAACAAACAAAAACAAAAAAGCCGAAATAAAAGAAAAAGATAATAA
CTCAGTTCTTATTTGCACCTACTTCAGTGGACACTGAATTTGGAAGGTGGAGGATTTTGTTTTTTTCTTT
TAAGATCTGGGCATCTTTTGAATCTACCCTTCAAGTATTAAGAGACAGACTGTGAGCCTAGCAGGGCAGA
TCTTGTCCACCGTGTGTCTTCTTCTGCACGAGACTTTGAGGCTGTCAGAGCGCTTTTTGCGTGGTTGCTC
CCGCAAGTTTCCTTCTCTGGAGCTTCCCGCAGGTGGGCAGCTAGCTGCAGCGACTACCGCATCATCACAG
CCTGTTGAACTCTTCTGAGCAAGAGAAGGGGAGGCGGGGTAAGGGAAGTAGGTGGAAGATTCAGCCAAGC
TCAAGGATGGAAGTGCAGTTAGGGCTGGGAAGGGTCTACCCTCGGCCGCCGTCCAAGACCTACCGAGGAG
CTTTCCAGAATCTGT TCCAGAGCGTGCGCGAAGTGATCCAGAAC-GCCCCAGGCACCCAGAGGCCGC

GAGCGCAGCACCTCMlCcGCCAGTTTGCTGCTGCTGEAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
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CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAAGAGACTAGCCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAGCAGG
GTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCCCATCGTAGAGGCCCCACAGGCTACCTGGTCCTGGATGAGGAACAGCA
ACCTTCACAGCCGCAGTCGGCCCTGGAGTGCCACCCCGAGAGAGGTTGCGTCCCAGAGCCTGGAGCCGLC
GTGGCCGCCAGCAAGGGGCTGCCGCAGCAGCTGCCAGCACCTCCGGACGAGGATGACTCAGCTGCCCCAT
CCACGTTGTCCCTGCTGGGCCCCACTTTCCCCGGCTTAAGCAGCTGCTCCGCTGACCTTAAAGACATCCT
GAGCGAGGCCAGCACCATGCAACTCCTTCAGCAACAGCAGCAGGAAGCAGTATCCGAAGGCAGCAGCAGC
GGGAGAGCGAGGGAGGCCTCGGGGGCTCCCACTTCCTCCAAGGACAATTACTTAGGGGGCACTTCGACCA
TTTCTGACAACGCCAAGGAGTTGTGTAAGGCAGTGTCGGTGTCCATGGGCCTGGGTGTGGAGGCGTTGGA
GCATCTGAGTCCAGGGGAACAGCTTCGGGGGGAT TGCAT-GCCCCACTTTTGGGAGTTCCACCCGCT
GTGCGTCCCACTCCTTGTGCCCCATTGGCCGAATGCAAAGGTTCTCTGCTAGACGACAGCGCAGGCAAGA
GCACTGAAGATACTGCTGAGTATTCCCCTTTCAAGGGAGGTTACACCAAAGGGCTAGAAGGCGAGAGCCT
AGGCTGCTCTGGCAGCGCTGCAGCAGGGAGCTCCGGGACACTTGAACTGCCGTCTACCCTGTCTCTCTAC
AAGTCCGGAGCACTGGACGAGGCAGCTGC-CAGAGTCGCGAC TACTACAACTTTCCACTGGCTCTGG
CCGGACCGCCGCCCCCTCCGCCGCCTCCCCATCCCCACGCTCGCATCAAGCTGGAGAACCCGCTGGACTA
CGGCAGCGCCTGGGCGGCTGCGGCGGCGCAGTGCCGCTATGGGGACCTGGCGAGCCTGCATGGCGCGGGT
GCAGCGGGACCCGGTTCTGGGTCACCCTCAGCCGCCGCTTCCTCATCCTGGCACACTCTCTTCACAGCCG
AAGAAGGCCAGTTGTATGGACCGTGTGGTGGTGGTGGGGGTGGTGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGLCGGLGG
CGGCGGCGGCGGLCGGLCEGECGGCGGCGAGGCGGGAGCTGTAGCCCCCTACGGCTACACTCGGCCCCCTCAG
GGGCTGGCGGGCCAGGAAAGCGACT TCACCGCACCTGATGTGTG-CCTGGCGGCATGGTGAGCAGAG
TGCCCTATCCCAGTCCCACTTGTGTCAAAAGCGAAATGGGCCCCTGGATGGATAGCTACTCCGGACCTTA

CGGGGACATGCG

Sekil 3.2 AR geni Exon-1 niikleotid dizisi: Turuncu: 5’UTR, Mavi: Proteine kodlanan
exon dizisi, Sart: PCR primer dizisi Gri: CAG tekrar dizisi Pembe: Rsa I tanima ve kesim
bolgesi, Yesil: Hpa II tanima ve kesim bdlgesi.

Bu hipoteze gore deney protokolii asagidaki gibidir:
Her bir reaksiyon igin iki tiip hazirlandi. U ve C olarak etiketlendi. Her iki tiipe de
yaklasik 150-250 ng DNA eklendikten sonra iireticinin talimatlarina gére 1X reaksiyon

tamponu + Rsa I eklendi. C tiipline ek olarak yine iireticinin talimatlarina gére Hpa Il
eklendi ve her iki tiipteki hacim toplam 20 pL olacak sekilde ddH2O ile tamamlandi.
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Restriksiyon kesim reaksiyonu ig¢in hazirlanan tiipler 37°C’de 15 dakika boyunca
inkiibasyona birakildi. Son olarak enzim inaktivasyonu i¢in 80°C’de 20 dakika bekletildi.
Enzim kesimi tamamlandiktan sonra 6rnekler bir sonraki adima gegene kadar -20°C’de

saklandi.
b. PCR

Restriksiyon enzim kesiminde oldugu gibi her bir 6rnek igin iki tiip hazirlanarak U ve C
olarak etiketlendi. Restriksiyon enzim kesimindeki reaksiyon {iriinleri PCR igin kalip
olacak sekilde aynm1 kodlamayla devam ettirildi. PCR toplam 25 uL hacimde olacak
sekilde her tiipe 2°ser pL kesim iiriinii, 10’ar pmol primerler, 0.12 mM dNTP, 1X tampon,
1.0 mM MgCI2 ve 1 Unite Tag DNA polimeraz eklendi. Kullanilan primerlerin dizileri
Cizelge 3.5’te verilmistir. PCR kosullar1 94°C’de 5 dakika 6n denatiirasyonun ardindan
30 dongiiliik 94°C’de 30 saniye, 59°C’de 30 saniye ve 72°C’de 30 saniye ¢ogaltma

reaksiyonunun ardindan 72°C’de 5 dakika final uzama adimi ile sonlandirildi.

Cizelge 3.5 AR Geni PCR primer dizileri.

AR Geni Exon-1 PCR Primer Dizileri
AR- Ileri primer GTCCAAGACCTACCGAGGAG
AR- Geri Primer CAGGACCAGGTAGCCTGTG

c. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

PCR fiiriinleri %7’lik denatiire olmayan PAGE’de ytriitiilmistiir. PAGE igerigi Cizelge

3.6’te verilmistir.

Jel icin gerekli tiim malzemeler karistirilarak iki cam arasina dokiildiikten sonra
polimerlesmesi i¢in 40-45 dakika bekletildi. Yiiklemeye baglamadan 6nce stok ¢ozeltiden
(10X TBE) 1X TBE tamponu hazirlanip yiiriitme tankina dolduruldu. Ardindan 5 pL. PCR
tiriini 1 pL 6X jel yiikleme boyasi ile karistirilarak jele yiikklendi. Uygun DNA markorii
de yiiklenerek yaklasik 1 saat 20 dakika siireyle 120 V sabit giicte yiiriitiildii. Yiirtitmenin
ardindan jel camlardan ayrilarak 50 ml 1X TBE igeren tampon ¢ozeltisine 10 uL. EtBr
eklenerek 1-2 dakika c¢alkalandi. Son olarak yalnizca 30 ml 1X TBE igeren kaba alinan
jelin yikamasi yapildu.
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Yikamasi yapilan jel UV goriintiileme cihazina konulup bantlarin fotografi cekildi.

Bantlarin densitometrik 6l¢timleri Image J programi kullanilarak yapildi.

Cizelge 3. 6 PAGE jel hazirlama listesi.

% 7’lik poliakrilamid jel icerigi (Hacim= 40 ml)

29,2 mL ddH20

4 mL 10X TBE

6,66 mL akrilamid:bisakrilamid soliisyonu (38:2)
333,2 uL %10 APS

20 uL TEMED

Goriintiilenen 6rneklerin bant yogunlugu Image J programu ile dl¢lilmesinin ardindan tek
bant (homozigot) olan bireyler non-informative (bilgilendirici degil) olarak adlandirilarak
ve analiz disi birakildi. Cift bant (heterozigot) bireylerde corrected ratio (CrR)
(diizenlenmis deger) hesaplamasi daha biiyilk AR alelinin (daha yiiksek molekiiler
agirlik, 1. bant) daha kiiciik AR aleline (diisik molekiiler agirlik, 2. bant) goéreceli
yogunlugu hesaplanarak R orani (1. bant alani/ 2.bant) olarak ifade edildi. Restriksiyon
enzimiyle kesilmemis (RM) ve Hpall ile sindirilmis (RH) 6rneklerdeki oranlar ayri ayr
hesaplandi. Her birey i¢in, iki AR allelinin amplifikasyon verimindeki kiiglik
degisiklikleri diizeltmek i¢in normalize edilmis bir oran (RN = RH/RM) hesaplandi. Bu
normalize edilmis oran, daha biiyiik AR alelini tasiyan X kromozomunun inaktivasyon
yiizdesini belirlemek ic¢in kullanildi: inaktivasyon ylizdesi = [RN/(RN + 1)] x 100.
Densitometrik normalizasyon ve inaktivasyon yiizdesi hesaplandiktan sonra allellerden
birinin %80 ve fazlasi ifadesi sonucu bu 6rnek sapmis (skewed) X inaktivasyonuna
sahiptir denildi (Chitnis vd., 2000).

d. Istatistiksel Analiz

Biitiin hasta ve kontrol grubu bireyler i¢in sonuglarin belli olmasmin ardindan
iliskilendirme ¢aligmasi i¢in her iki grup 6geleri Yate’s correction kullanilarak y2 testi ile
analiz edilmesinin ardindan Fisher Exact test kullanilarak odds ratio (olasilik orani)

oranlar1 %95 CI araliginda hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, Interstisyel Sistit (Agrili Mesane Sendromu) hastalar1 ve kontrol grubu
goniilli 6rneklerinin X-Kromozomu inaktivasyon paternleri HUMARA testi kullanilarak

arastirilmastir.

Periferal kan orneklerinden DNA izolasyonu yapildiktan sonra niteleyici/niceleyici

olarak 6l¢iilmiistiir. Orneklerin konsantrasyon degerleri Cizelge 4.1’deki gibidir.

Cizelge 4. 1 DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin Nanodrop 6lgtim sonuglari.

KOD HASTA KONTROL DNA MIiKTARI ng/pl  A260/280 A260/230

230213 X 20,3 ng/pl 1,92 2,67
230214 X 113,5 ng/pl 1,81 1,71
230215 X 70,2 ng/pl 1,82 1,6
230216 X 19,8 ng/pl 1,88 1,56
230217 X 106,9 ng/ul 1,79 1,7
230218 X 25,1 ng/pl 1,9 2,55
230219 X 179,9 ng/ul 1,83 2,11
230220 X 190,2 ng/ul 1,84 2,16
230221 X 167,8 ng/ul 1,84 2,11
230222 X 172,8 ng/ul 1,83 2,08
230223 X 161,9 ng/ul 1,8 1,77
230224 X 161,4 ng/ul 1,84 2,18
230225 X 126,1 ng/ul 1,77 1,56
230226 X 20,1 ng/pl 1,88 1,17
230227 X 25,6 ng/pl 1,9 2,48
230228 X 81,4 ng/ul 1,83 2,2
230229 X 172,6 ng/ul 1,81 2,25
230230 X 119,2 ng/pl 1,84 2,3
230231 X 103,3 ng/ul 1,83 2,27
230232 X 64,9 ng/pl 1,81 2,1
230233 X 194,2 ng/ul 1,83 2,29
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Cizelge 4. 1 DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin Nanodrop 6l¢iim sonuglart (devami)

230234 X 98,3 ng/ul 1,68 1,89
230235 X 38,1 ng/ul 1,8 1,72
230236 X 34,9 ng/ul 1,82 1,88
230237 X 51,5 ng/ul 1,87 2,27
230238 X 136,4 ng/pl 1,81 2,22
230239 X 158,2 ng/pl 1,82 2,21
230240 X 138,7 ng/pl 1,81 2,29
230241 X 249,8 ng/ul 1,84 2,27
230242 X 210,5 ng/ul 1,81 2,14
230243 X 298.7 ng/ul 1,83 2,28
230244 X 69,3 ng/ul 1,83 2,28
230245 X 43,7 ng/ul 1,91 2,14
230246 X 32 ng/pl 1,85 1,89
230247 X 53,3 ng/ul 1,84 1,94
230248 X 51,3 ng/ul 1,82 1,75
230249 X 47,9 ng/ul 1,87 2,19
230250 X 60,1 ng/pl 1,81 2,12
230255 X 173 ng/ul 1,81 2,2

230256 X 228.2 ng/ul 1,83 2,27
230257 X 193,8 ng/pl 1,83 2,14
230258 X 205,2 ng/ul 1,84 2,19
230259 X 181 ng/ul 1,83 2,17
230260 X 250,4 ng/ul 1,84 2,14
230261 X 135 ng/ul 1,86 1,65
230262 X 281,8 ng/ul 1,86 2,24
230263 X 82,9 ng/pl 1,86 1,67
230264 X 122,3 ng/pl 1,86 2,1

230265 X 77 ng/pl 1,87 1,62
230266 X 217,1 ng/ul 1,79 2,21
230267 X 110,9 ng/ul 1,8 2,17
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Cizelge 4. 1 DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin Nanodrop 6l¢iim sonuglar: (devami)

230268
230269
230270
230271
230272
230273 X
230274 X
230275 X
230276
230278
230279
230280
230281
230282
230283
230284
230285
230290
230291
230292
230293
230294
230295
230296
230297
230298
230299
230300
230301
230302

<X X X

T T T o T o T T B e T R B A ST e e

100,3 ng/ul
194,2 ng/ul
237 ng/ul

35,3 ng/pul

471,3 ng/pl
113,4 ng/ul
143,2 ng/ul
79,8 ng/ul

81,1 ng/ul

153,6 ng/ul
28,5 ng/ul

46,3 ng/ul

50,2 ng/pul

268,6 ng/ul
537,7 ng/pul
255,7 ng/ul
239,2 ng/ul
140,7 ng/pl
127,4 ng/pl
183,7 ng/ul
246,5 ng/ul
36,5 ng/pul

443,1 ng/pul
196,7 ng/ul
115,6 ng/ul
152,9 ng/ul
262,3 ng/ul
82,2 ng/ul

225,5 ng/ul
170,3 ng/ul

1,81
1,81
1,79
1,88
1,86
1,79
1,8

1,79
1,82
1,81
1,98
1,92
1,83
1,84
1,86
1,84
1,83
1,83
1,82
1,76
1,82
1,92
1,83
1,83
1,84
1,84
1,85
1,83
1,84
1,82

2,16
2,23
2,25
1,85
2,25
2,09
2,13
1,96
2,09
1,95
1,76
2
1,77
2,35
2,29
2,19
2,21
2,56
2,51
1,9
2,3
2,21
1,85
2,35
3,48
3,01
2,73
2,29
2,19
2,53
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Cizelge 4. 1 DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin Nanodrop 6l¢iim sonuglart (devami)

230303 X
230304
230305
230306
230307
230310 X
230311 X
230312
230313
230314
230315
230316
230317
230318
230319
230320
230321
230322
230354 X
230355
230356
230357
230358
230359
230360
230361
230362
230363
230364
230365

=

T R o T T e

MKKX X X X X XK X X X

92,3 ng/ul
78 ng/ul

80 ng/ul
152,4 ng/ul
150,1 ng/ul
105,6 ng/ul
234,7 ng/ul
114,4 ng/pul
329,4 ng/ul
206,1 ng/ul
88,2 ng/ul
381,7 ng/ul
127,5 ng/ul
104,7 ng/ul
211,5 ng/pl
214,3 ng/ul
93 ng/ul
176 ng/pl
86,1 ng/ul
98,8 ng/ul
146,1 ng/ul
126,6 ng/pl
179,1 ng/ul
119,2 ng/pl
248,1 ng/ul
200,8 ng/ul
255,1 ng/ul
200,8 ng/ul
181,8 ng/ul
136,6 ng/ul

1,83
1,84
1,81
1,83
1,89
1,87
1,83
1,85
1,89
1,87
1,83
1,87
1,83
1,82
1,85
1,79
1,82
1,83
1,84
1,84
1,8

1,8

1,85
1,9

1,82
1,75
1,83
1,82
1,83
1,84

2,9

2,56
2,23
2,63
3,74
2,7

2,34
2,53
2,37
2,45
2,86
2,45
2,65
2,72
2,53
2,13
2,68
2,49
2,54
2,54
2,41
2,14
2,52
2,93
2,49
2,39
2,34
2,55
2,6

2,62
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Cizelge 4. 1 DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin Nanodrop 6l¢iim sonuglar: (devami)

230366 X 119,6 ng/ul 1,82 2,34
230367 X 146,2 ng/pl 1,83 2,25
230368 X 217,3 ng/ul 1,83 2,26
230369 X 46,9 ng/pl 1,85 2,59
230370 X 57,8 ng/ul 1,83 2,35
230371 X 55,3 ng/ul 1,83 2,18
230372 X 82,6 ng/pl 1,84 2,36
230373 X 85 ng/pl 1,81 2,2

230374 X 60,1 ng/pl 1,82 2,28
230375 X 62,2 ng/ul 1,83 2,39
230376 X 118,6 ng/ul 1,83 2,36
230403 X 45,2 ng/pl 1,9 2,59
230404 X 168,9 ng/ul 1,82 2,27
230405 X 141,4 ng/pl 1,84 2,93
230406 X 94,2 ng/ul 1,84 2,85
230407 X 52,5 ng/pl 1,89 4,03
230408 X 85,7 ng/pl 1,82 2,77
230409 X 59,8 ng/pl 1,83 3,13
230410 X 76,8 ng/pl 1,82 2,96
230411 X 109,0 ng/pl 1,82 2,76
230412 X 62,6 ng/pl 1,83 3,32
230413 X 95,5 ng/pl 1,82 2,72
230414 X 23,1 ng/ul 1,76 2,33
230415 X 41,2 ng/ul 1,9 1,9

230416 X 26,6 ng/pl 1,91 1,96
230417 X 49,2 ng/ul 1,87 1,95
230418 X 72,7 ng/pl 1,83 1,85
230419 X 163,7 ng/pl 1,83 2,18
230420 X 104,1 ng/ul 1,83 2,08
230426 X 152,7 ng/ul 1,85 2,48
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Cizelge 4. 1 DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin Nanodrop 6l¢iim sonuglart (devami)

230427 X 51,3 ng/ul 1,85 1,78
240001 X 114,9 ng/ul 1,82 2,33
240002 X 276,3 ng/ul 1,85 2,41
240003 X 84,1 ng/pl 1,87 2,69
240004 X 278,8 ng/ul 1,83 2,31
240005 X 326,3 ng/ul 1,84 2,32
240006 X 300,7 ng/ul 1,83 2,22
240007 X 96,5 ng/pl 1,86 2,46
240022 X 98,7 ng/pl 1,84 2.4

240024 X 134,9 ng/pl 1,85 2,24
240025 X 220,9 ng/ul 1,84 2,34
240064 X 117,5 ng/ul 1,85 2,45
240065 X 107,6 ng/pl 1,85 2,39
240069 X 174,0 ng/pl 1,84 2,38
240071 X 234,8 ng/ul 1,84 2,32

Her bir 6rnegin DNA konsantrasyonu Nanodrop cihaziyla spektrofotometrik olarak
Olctildiikten sonra HUMARA testinin ilk adim1 olan enzim kesimi gerceklestirildi. Enzim
kesimini takiben AR genine spesifik primerlerle PCR reaksiyonu gergeklestirildi. X-
kromozomu inaktivasyonunun sapma oranlarini belirlemek iizere PAGE jel elektroforezi

gergeklestirildi ve UV cihaziyla goriintiilendi.

Goniillii kontrol grubu arasinda 6rneklerin (n=86) 34 tanesi non-informatif (bilgilendirici
degil) iken, 52 tanesi informatif (bilgi veren) olarak degerlendirilmistir. Interstisyel sistit
hastalarindan alinan 6rneklerin (n=70) 17 tanesi non-informatif (bilgilendirici degil)
olup, 53 tane 6rnek ise informatif (bilgi veren) olarak degerlendirilmistir. Sekil 4.1°de
goriildiigii tizere, ilk bant markdr, sonraki her iki bant tek bi 6rnege ait ve - simgesi
yalnizca Rsa I enzimi ile kesilmis (U) anlamina gelirken, + simgesi Rsa | ve Hpa Il ile
kesilmis (C) demektir. Ik drnek kontrol grubuna ait olup tek bant (non-informatif) ile
sonuglanarak calisma dis1 birakildi. Iki, {i¢, dort ve besinci 6rnekler hasta grubuna ait

orneklerdir. Ikinci ve dérdiincii drneklerin + bandindan da anlasilacag iizere —ye oranla
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sapma gozlemlendi. iki numarali drnegin sapma oram %76 iken dort numaral1 drnek %80

oraninda sapma gostermistir. Uglincii ve besinci drnekler degerlendirildiginde + bandinda

sapma gozlemlenmedi.

I Y Y Y

Sekil 4. 1 Saglikli ve hastalara ait PAGE jel goriintiisii.

Saglikli kontrol grubuna ait &rneklerin jel goriintiisii de Sekil 4.2°de verilmistir. Tk iki
ornekte herhangi bir sapma gozlenmemekle birlikte besinci 6rnek degerlendirildiginde
%88 oraninda sapma gdzlenmistir. Ugiincii ve dordiincii drnekler ise istatistiksel olarak

non-infirmatif olarak degerlendirilmistir.

v N R E

Sekil 4. 2 Saglikli grubuna ait PAGE jel goriintiileri.

Tiim 6rnekler PAGE jelde yiiriitiiliip goriintiilendikten sonra Image J programiyla bant
yogunluklari hesaplandi. Tiim Orneklere ait jel goriintileri EKLER (Sekil Ek-1-44)

boliimiindedir. Kullanilan markorler Sekil Ek-45’te gosterilmistir.

Hasta ve kontrol grubu arasindaki X kromozomu inaktivasyonundan sapma grafigi

olusturuldu. Grafik, Sekil 4.3’te gosterilmistir. Grafige gore hasta grubunun inaktivasyon
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orani %55 ve %75 arasinda genis bir dagilim gostermistir. Ayrica g¢esitli hastalarda da
%75-%94 arasinda X kromozomu inaktivasyonundan sapma gozlemlenmistir. Grafige
gore saglikli goniilliillerin inaktivasyon orani %50-60 arasinda yogunlasirken, %70-88

arasinda da sapma gosteren drnekler bulunmaktadir.

X Kromozomu inaktivasyonu sapma grafigi

100m=
eo®
=
80= T
1]
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20+
0 ! T
@ Q
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Sekil 4. 3 Hasta ve kontrol gruplarina ait X kromozomu inaktivasyon grafigi.

Interstisyel sistit hastalar1 ve kontrol grubu drneklerine ait X kromozomu inaktivasyon
paternleri Cizelge 4.2°’de Ozetlenmistir. Her iki grupta da %80 ve fiizeri sapma
gozlemlenen 4 ornek tespit edilmistir. Hasta grubunda %70-79 oraninda sapmasi olan 11
ornek bulunurken kontrol grubu i¢in bu say1 8 6rnektir. Hasta grubunda %60-69 ve %50-
59 degerinde 19 6rnek bulunmaktadir. Son olarak kontrol grubunda %60-69 ve %50-59
degerinde sirasiyla 8 ve 10 adet 6rnek bulunmaktadir. Biitlin hasta ve kontrol grubu
bireyler icin iligkilendirme c¢alismasi i¢in her iki grup o6geleri Yate’s correction
kullanilarak 2 testi ile analiz edilmesinin ardindan Fisher Exact test kullanilarak odds
ratio (olasilik orani) oranlar1 %95 CI araliginda hesaplanmistir. P= 0.97, odds ratio: 0.98,
%95 CI: 0.23 - 4.14 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar dogrultusunda IS grubu hastalar

ve saglikli kontroller arasinda herhangi anlamli bir fark gozlemlenmemistir.
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Cizelge 4.2 Hasta ve kontrol grubunun sapma ylizdeleri.

Sapma derecesi (%0) Hasta Grubu (n=53) Kontrol Grubu (n=52)
Deger (%) Deger (%)
90+ 2 (3.7) 0 (0)
80-89 2 (3.7) 4 (7.6)
70-79 11 (20.7) 8 (15.3)
60-69 19 (35.8) 10 (19.2)
50-59 19 (35.8) 30 (57.6)

Bu calismada, X inaktivasyon sapmasimin otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol
oynaylp oynamadigini arastirmak amaciyla hasta ve kontrol gruplari arasinda X
inaktivasyon paternleri karsilastirilmistir. Analizler sonucunda, hasta grubunda X
inaktivasyon sapmasinin kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark gostermedigi
bulunmustur. Bu bulgu, otoimmiin hastaliklarin gelisiminde X inaktivasyon sapmasinin
belirleyici bir faktdor olmadigini disiindiirmektedir. Calismamizin sonuglari, X
kromozomu inaktivasyonunun otoimmiin hastaliklarin etiyolojisindeki roliiniin daha
karmasik oldugunu ve bu alanda daha ileri arastirmalarin yapilmasi gerektigini
gostermektedir. Ozellikle daha genis 6rneklem gruplart ve farkli metodolojilerle

yapilacak ¢alismalar, bu konudaki belirsizlikleri gidermeye yardimci olabilir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Interstisyel Sistit (Agrili Mesane Sendromu) mesanede agri ile seyreden kronik
inflamatuar bir hastaliktir (Cervigni & Natale, 2014). Tani kriteri Avrupa Intestisyel Sistit
Calismalar1 Toplulugu tarafindan mesanede 6 aydan uzun siiren kronik agri bulgularina
ek olarak en az bir iiriner sendrom eslik etmesi ile tanimlanmistir (van de Merwe vd.,
2008). Hastaligin ortaya ¢ikis yasi ortalama olarak 40l yaslarda olmakla birlikte daha
gen¢ yaslardaki vakalar da rapor edilmistir (Fall vd., 2010; Koziol, 1994). Hastalar
genellikle sik sik ve sikisik sekilde idrara ¢ikma, gece idrarinin artmasi sikayetleri ile
bagvurmakta ve tanimlanan herhangi bir bakteriyel enfeksiyona rastlanmamaktadir (Kuo,
2014). Hastaligin teshisinde kullanilan sistoskopik yontemlerde Hunner lezyonuna
rastlanan hastalarin oran1 %10- 20'sini olustururken geri kalanlar bu lezyona sahip

degildirler (Bschleipfer & Karl, 2022).

Hastaligin etiyopatogenezi tam olarak bilinmemekle birlikte kronik inflamasyon,
enfeksiyon, tirinel disfonksiyon, otoimmiinite, genetik gibi multifaktoriyel sebeplerden
kaynaklanabilecegi ve hastadan hastaya degisiklik gosterebilecegi One siiriilmektedir
(Grover vd., 2011). Molekiiler seviyede incelendiginde mesanenin i¢ yilizeyini kaplayan
epitel bariyerde glikozaminoglikanlarin (GAGs) azaldig1 ve buna bagl olarak mesane
mukozasinda hasarlar meydana gelmeye basladigi bildirilmistir (Cervigni & Natale,
2014). Uroteliumu (mesane epiteli) olusturan epitel hiicrelerin aralarindaki baglantilarmn
zayiflamasi ile idrardaki toksik igerik alt tabakalara gegmekte ve sitokin tiretimi de dahil
olmak {izere inflamatuar yanitlar1 harekete gegirmektedir (Birder & Andersson, 2013).
Epidemiyolojik caligmalar interstisyel sistitin kadinlarda erkeklere gore 5 kat fazla
rastlandigini rapor etmistir (Clemens vd., 2005).

Otoimmiin ve otoinflamatuar hastaliklarin pek ¢ogunda kadin:erkek hasta oraninin ¢ok
yiiksek oldugu literatiirde daha dnce de bildirilmistir (Angum vd., 2020; Fairweather vd.,
2008). Bunun sebepleri olarak hormon farki (Cutolo vd., 2006), gebelik (Mullinax F,
1993) veya X kromozomu Inaktivasyonundaki sapmalar (Kast, 1977; Stewart, 1998)
gosterilmektedir. Bunlarin arasinda hormon farki ilk goze carpan etken gibi géziikmekte,
ancak ¢ocukluk cagi otoimmiin hastaliklarinda da kiz:erkek ¢ocugu orani yiiksek olan

hastaliklarin mevcudiyeti hormonlarin etkisini ikinci plana almamiza sebep olmaktadir
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(Migliore vd., 2021). Gebelik de olduk¢a kuvvetli bir hipotez olup gebelige bagl bir
takim otoimmiin hastaliklar (6rn: preeklempsi) da bulunmaktadir (Redman & Sargent,
2010). Buna ragmen gebe kalmamis kadinlarda da otoimmiin hastaliklarin siddetli
goriilmesi sonucu bu faktoriin de yiizde yiiz etkisinin olamayacagi su gotiirmez bir
gercektir. Uciincii ve son hipotez ise X kromozomu inaktivasyonunun roliinii
diisiindiirmekte, ¢iinkii iki cinsiyet arasindaki farklardan birini de bu kromozomun sayisi
olusturmaktadir. Kadinlarda bulunan iki X kromozomu immiin yanitla ilgili énemli
genlerin ifade edilmesinden sorumludur (Ngo vd., 2014). Bu genler herhangi bir nedenle
baskilanir veya asir1 ifade edilirse organizmay1 tehdit edecek ciddi sonuglar dogurabilir

(Schurz vd., 2019).

Kadinlardaki X'e bagli gen dozajini ayarlamak i¢in kromozomlardan bir tanesi inaktif
hale gelerek X kromozomu agisindan dogal olarak mozaik ifadeye sahip olmasini
saglamaktadir (Lyon, 1961). Her ne kadar X kromozomlarindan biri fonksiyonel olarak
susturulsa da, yalanci otosomal bolgeler (PARs) olarak adlandirilan kisimlarindaki genler
olmak {izere genlerin yaklasitk %15'inin inaktivasyon mekanizmasindan kactigi
bildirilmistir (Posynick & Brown, 2019). Inaktivasyondan kagan genler i¢inde immiin
cevap olusturan fonksiyona sahip olanlar da mevcuttur. Bu hipotezin yani sira timusda
kendi antijenlerinin (self antigen) tanitilmasindaki bir hata sonucu da otoimmiin yanita

sebep olabilecegi bilinmektedir (Klein vd., 2000).

X kromozomu inaktivasyon mekanizmasindaki herhangi bir sapma, X'e bagh kendi
antijenlerin timusda ya da perifer bir dokuda sunulmasini engelleyebilecegi ve bu
mekanizma sonucu kendine kars1 toleransin kaybolarak otoimmiin reaksiyon
gelisebilecegi hipotezi olduk¢a kabul gérmiistiir (Kyewski & Derbinski, 2004; Laufer vd.,
1996).

Cogu otoimmiin hastalikta kadinlarin daha fazla etkilenme nedenleri hala tam olarak
anlagilamamistir. Mevcut calisma, X inaktivasyonuna bagli hormonal olmayan bir
mekanizmanin  rol oynayabilecegi hipotezini ele almaktadir. Hipotez, X
inaktivasyonundaki sapmanin otoimmiin hastaliklara sahip kadinlarda, saglikli kadin
kontrol bireylerine gére daha yaygin olacagini 6ngérmekteydi. Ancak bu durum

gozlemlenmedi.
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Otoimmiin hastaliklarda kadin popiilasyonunun erkeklere oranla ¢ok daha yiiksek oldugu
bilinmektedir. Buna bagl olarak c¢esitli hastaliklarda X kromozomu inaktivasyonunun
rolliniin oldugu gosterilmistir. Buna ornek olarak kronik otoimmiin bir hastalik olan
Sistemik sklerozis (SSc) wverilebilir. Nitekim yapilan ¢aligmalarda SSc hastalarinda X
kromozomu inaktivasyonundan sapma rapor edilmistir (Ozbalkan vd., 2005) . Aym
zamanda Otoimmiin tiroidit (AITD) hastalariyla yapilan diger bir calismada da

kontrollere kiyasla hastalarda yiiksek oranda sapma gézlemlenmistir (Brix vd., 2005).

Otoimmiinite ve X kromozomu inaktivasyonu arasinda baglanti oldugunu
disiindiirebilecek bu kadar calisma varken kadinlarda rastlanan bazi otoimmiin
hastaliklarda ise bu durum saglikli bireyle hastalar arasinda bir fark olusturmamaktadir.
Ornegin Sjdgren sendromlu hastalarda herhangi bir sapma gdzlemlenmemistir (Ozcelik,
2008). Ayni1 sekilde Primer biliyer siroz (PBC) (Miozzo vd., 2007) ve Tip-1 diyabet ile
ilgili de herhangi sapma rapor edilmemistir (Chitnis vd., 2000). Dolayisiyla X
kromozomu tasidig1 genler bakimindan otoimmiinite ile iligkilendirilse de inaktivasyon

paternlerindeki sapma her zaman belirleyici olmaz.

Bu c¢alisma kapsaminda, klinik tani ve tetkiklerin ardindan 70 hasta ve 86 saglikli
goniilliilden alinan kan 6rnekleri tizerinde HUMARA testi ile X kromozomu inaktivasyon
paternleri incelenmistir. Hem saglikli hem de hasta bireylerin yaslar1 dengeli olacak
sekilde sec¢ilmistir. Deney sonuglari, iki grup arasinda anlamli bir fark olmadigini

gostermistir.

Sonug olarak, interstisyel sistit ve X kromozomu inaktivasyonu arasindaki iliskinin daha
karmasik ve ¢ok yonlii bir yapiya sahip oldugu, bu ¢alismanin bulgular1 15181inda bir kez
daha ortaya konmustur. Elde edilen veriler, X kromozomu inaktivasyonunun otoimmiin
hastaliklarin gelisiminde tek basina belirleyici bir faktor olmadigini, ancak hastaligin
etiyopatogenezi i¢inde rol oynayan cesitli mekanizmalarla etkilesim i¢inde olabilecegini
gostermektedir. Bu nedenle, interstisyel sistit gibi karmagsik hastaliklarin patogenezinde
X kromozomu inaktivasyonunu daha genis bir baglamda ele almak ve diger genetik,
cevresel ve immiinolojik faktorlerle birlikte degerlendirmek, hastaligin daha iyi

anlasilmasina ve potansiyel tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayabilir.
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Gelecekte yapilacak calismalar, bu etkilesimlerin daha detayli incelenmesine

odaklanarak, hastaligin daha etkin tedavi yontemlerine ulasilmasina olanak taniyabilir.

Bitirmeden once, etkili olacagini diisiindiigiim bir oneride bulunmak isterim. Tiirkge
dilinin zenginligi, bilimsel kavramlar1 ifade ederken yaratici ve anlamli terimler
gelistirme imkani sunmaktadir. Bu baglamda, genetik literatiiriin genis kitleler tarafindan
daha iyi anlasilmasina katki saglamak adina, X-kromozomu inaktivasyonunu (XCI) daha
anlagilir ve Tirkge'ye uygun bir sekilde ifade edebilmek i¢in "inaktif X" terimi yerine

"suskun X" teriminin kullanilmasini 6nermekteyim.

"Suskun X" terimi, X-kromozomunun inaktivasyon siirecini ve bu siirecin sonucunda
ortaya ¢ikan fonksiyonel degisiklikleri daha somut ve kavramsal olarak zengin bir sekilde
yansitmaktadir. Dilin giicti, bilimsel kavramlar1 halk tarafindan daha kolay
benimsenebilir kilmakta saklidir ve bu tiir terimler, karmasik biyolojik siireclerin
sadelestirilmesinde onemli bir rol oynar. Ozellikle genetik mekanizmalarin
Tiirkcelestirilmesi siirecinde, kullanilan terimlerin hem bilimsel dogrulugunu korumasi
hem de giinliik dilde anlagilabilir olmasini saglamak biiyiik 6nem tasir. "Suskun X"
terimi, XCI’nin biyolojik siiregteki roliinli, X-kromozomunun hangi kosullar altinda
islevselligini kaybettigini ve bu siirecin otoimmiin hastaliklar gibi durumlarda nasil kritik
bir faktor olabilecegini daha etkili bir sekilde ifade edebilir. Bu terim, sadece bilimsel
topluluklar i¢in degil, ayn1 zamanda genetik bilgilere ihtiya¢ duyan tiim bireyler i¢in daha
erigilebilir ve anlagilir bir terminoloji yaratma amacii tagimaktadir. "Suskun X",
Tirk¢e’nin bilim diline katkida bulunarak, bu 6nemli genetik siirecin daha genis kitleler
tarafindan kavranmasina yardimci olabilir ve bdylelikle bilimsel bilgiyi daha kapsayici

hale getirebilir.
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EKLER

Hem hasta hem de saglikli kontrol drneklerine ait tiim PAGE jel goriintiileme sonuglari
Sekil Ek-1 ile Sekil Ek-44 arasinda asagidaki gibidir. Her 6rnekten 6nce 100 bp veya 50
bp araligindaki markorlerden biri yiiklenmistir. Ardindan her 6rnek igin sirasiyla 6nce
Uncut (U) ardindan Cut (C) PCR iiriinii yiiklenmistir. Ornekler °“MATERYAL VE
YONTEM”’ bashg altinda belirtildigi iizere Image J programiyla bant yogunluklar:

Olciiliip yine baslik altinda belirtilen formiile gore hesaplanmustir.

Sekil Ek- 1. Ornekler 230220, 230230,230261.

Sekil Ek- 2. Ornekler 230220, 230233, 230238, 230239, 230243.

Sekil Ek- 3. Ornekler 230259, 230260, 230266, 230270, 230294.

Sekil Ek- 4. Ornekler 230220, 230233, 230238, 230243, 230260.



Sekil Ek- 5. Ornekler 230266, 230284, 230293, 230295, 230247.

Sekil Ek- 6. Ornekler 230250, 230276, 230280, 230281, 230214.

Sekil Ek- 7. Ornekler 230217, 230268, 230300, 230225, 230291.

Sekil Ek- 8. Ornekler 230228, 230232, 230237, 230244.

Sekil Ek- 9. Ornekler 230231, 230249, 230265, 230275, 230213.

Sekil Ek- 10. Ornekler 230413, 230411, 230408, 230366, 230359.

Sekil Ek- 11. Ornekler 230406, 230376, 230373, 230372, 230354.
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Sekil Ek- 12. Ornekler 230228, 230215, 230232, 230237, 230244.

Sekil Ek- 13. Ornekler 230231, 230249, 230275, 230213, 230226.

Sekil Ek- 14. Ornekler 230373, 230372, 230354, 230250, 230276.

Sekil Ek- 15. Ornekler 230280, 230281, 230291, 230217, 230268.

Sekil Ek- 16. Ornekler 230266, 230293, 230295, 230233, 230238.
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Sekil Ek- 17. Ornekler 230239, 230243, 230217, 230280, 230373.

Sekil Ek- 18. Ornekler 230221, 230222, 230223, 230224, 230229.

Sekil Ek- 19. Ornekler 230257, 230269, 230278, 230292, 230298.

Sekil Ek- 20. Ornekler 230214, 230215, 230248, 230249, 230261.

Sekil Ek- 21. Ornekler 230370, 230371, 230415, 230417, 230427.

Sekil Ek- 22. Ornekler markdrden sonra 3,4. Kuyucuk 230292, 7,8. Kuyucuk 230298.
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Sekil Ek- 23. Ornekler 230301, 230311, 230314, 230319, 230320.

Sekil Ek- 24. Ornekler 230360, 230361, 230362, 230363, 230368.

Sekil Ek- 25. Ornekler 230297, 230303, 230310, 230312, 230317.

Sekil Ek- 26. 230318, 230321, 230355, 230357, 230420.

Sekil Ek- 27. Ornekler 230219, 230241, 230272, 230282, 230283.

Sekil Ek- 28. Ornekler 230299, 230313, 230316, 230358, 230364.
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Sekil Ek- 29. Ornekler 230263, 230264, 230267, 230273, 230274.

Sekil Ek- 30. Ornekler 230305, 230315, 230365, 230367, 230405.

Sekil Ek- 31. Ornekler 230407, 230409, 230410, 230412, 230418.

Sekil Ek- 32. Ornekler 230302, 230307, 230322, 230356, 230358.

Sekil Ek- 33. Ornekler 230404, 230419, 230414, 230416.

Sekil Ek- 34. Ornekler 230303, 230311, 230426, 240001.
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Sekil Ek- 35. Ornekler 240002, 240003, 240004, 240005, 240006.

Sekil Ek- 36. Ornekler 240001 230416, 230214, 230224, 230303.

Sekil Ek- 37. Ornekler 230403, 230228, 230249, 230226, 230417.

Sekil Ek- 38. Ornekler 240022, 240024, 240025, 240064, 240065.

Sekil Ek- 39. Ornekler 230242, 230256, 230296, 230285, 230262.

Sekil Ek- 40. Ornekler 230258, 230290, 230279, 230271, 230414,
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Sekil Ek- 41. Ornekler 230216, 230218, 230225, 230227, 230229.

Sekil Ek- 42. Ornekler 230234, 230235, 230236, 230240, 230245.

Sekil Ek- 43. Ornekler 230248, 230427, 240007, 230266, 230300.

Sekil Ek- 44, Ornekler 230306, 230255, 230246, 230247, 230403.



Base Pairs  Mass (ng)

- 1,517 45
- 1,200 5
- 1,000 95
— 900 27
- 800 24
=700 21
- 600 18
- 50O/517 97
= 400 38
— 300 29
- 200 25
- 100 48

Sekil Ek- 45. DNA Ladder. Referans olarak kullanilan sirasiyla 100 bp ve 50 bp araliklarindaki DNA markorleri.
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