BASKENT UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
TIBBI GENETIK ANABILiM DALI
TIBBI GENETIK TEZLI YUKSEK LiSANS PROGRAMI

BOBREK VE URINER SISTEM KONJENITAL ANOMALISI (CAKUT)
TANISI ALAN HASTALARDA BCL-2 GENI (rs2279115 ve rs4987856) ve
LIF GENI (rs929271) POLIMORFIZMLERININ SIKLIKLARININ
BELIRLENMESI

HAZIRLAYAN

TUGCE OZTEPE

YUKSEK LiSANS TEZi

ANKARA - 2021



BASKENT UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
TIBBI GENETIK ANABILiM DALI
TIBBI GENETIK TEZLI YUKSEK LiSANS PROGRAMI

BOBREK VE URINER SISTEM KONJENITAL ANOMALISI (CAKUT)
TANISI ALAN HASTALARDA BCL-2 GENI (rs2279115 ve rs4987856) ve
LIF GENI (rs929271) POLIMORFIZMLERININ SIKLIKLARININ
BELIRLENMESI

HAZIRLAYAN

TUGCE OZTEPE

YUKSEK LiSANS TEZi

TEZ DANISMANI

PROF. DR. YUNUS KASIM TERZI

ANKARA- 2021



BASKENT UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

Tibbi Genetik Anabilim Dal1 Tibbi Genetik Tezli Yiiksek Lisans Programi ¢ercevesinde Tugce Oztepe
tarafindan hazirlanan bu calisma, asagidaki jiiri tarafindan Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 27/07/2021

Tez Adx: Bobrek ve Uriner Sistem Konjenital Anomalisi (CAKUT) Tanis1 Alan Hastalarda BCL-2 Geni
(rs2279115 ve rs4987856) Ve LIF Geni (rs929271) Polimorfizmlerinin Sikliklarinin Belirlenmesi

Tez Jiiri Uyeleri (Unvam, Ad1 - Soyadi, Kurumu ) Imza

ONAY



BASKENT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS TEZ CALISMASI ORIJINALLIK RAPORU

Tarih: 06 / 07 / 2021

Ogrencinin Adi, Soyadi: Tugge Oztepe

Ogrencinin Numarasi: 21910236

Anabilim Dali: Tibbi Genetik Anabilim Dali

Programi: Tibbi Genetik Tezli Yiiksek Lisans Programi
Danismanin Unvani/Ad1, Soyadi: Prof. Dr. Yunus Kasim Terzi

Tez Bashgi: Bobrek ve Uriner Sistem Konjenital Anomalisi (CAKUT) Tanis1 Alan Hastalarda
BCL-2 Geni (rs2279115 ve rs4987856) ve LIF Geni (rs929271) Polimorfizmlerinin
Sikliklariin Belirlenmesi

Yukarida bagligr belirtilen Yiiksek Lisans/Doktora tez ¢alismamin; Giris, Ana Boliimler ve
Sonug Boliimiinden olusan, toplam 78 sayfalik kismina iligkin, 06 / 07 / 2021 tarihinde
sahsim/tez danigmanim tarafindan Turnitin adli intihal tespit programindan asagida belirtilen
filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore, tezimin benzerlik oran1 %
3’diir. Uygulanan filtrelemeler:

1. Kaynakg¢a hari¢
2. Alintilar harig
3. Bes (5) kelimeden daha az ortiisme iceren metin kisimlari harig

“Bagkent Universitesi Enstitiileri Tez Calismas Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasi
Usul ve Esaslarin1” inceledim ve bu uygulama esaslarinda belirtilen azami benzerlik oranlarina
tez ¢alismamin herhangi bir intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda
dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin
dogru oldugunu beyan ederim.

ONAY



TESEKKUR

Tez calismamda bana destek, yol gosterici olan, yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve
mesleki tecriibelerini sabirla aktaran, her zaman beni ¢alismaya tesvik eden ve degerli zamanini
bana ayiran tez danismanim saygideger hocam Sayin Prof. Dr. Yunus Kasim TERZIye,

Yiiksek lisans egitimim boyunca bana vizyon katan ve yardimlarini higbir zaman
esirgemeyen iyi ki tanistim dedigim degerli hocalarim Prof. Dr. Zerrin YILMAZ CELIK e ve
Prof. Dr. Feride Iffet SAHIN e,

Calismalarimin uygulama asamasinda danistigim konularda sabirla ellerinden geleni
yapan ve tez ¢alismamin tamamlanabilmesi bana destek olup yol gosteren basta Mert POLAT
ve Selin AKAD DINCER olmak iizere tiim Baskent Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali

calisanlarina,

Egitim siirecim boyunca tez calismamin tamamlanabilmesi i¢in gerekli ortami1 saglayan,

olumlu diisiinceleri ve hayat enerjisiyle destek olan degerli agabeyim Serkan BAKIRa,

Tezimin istatistiksel analiz asamasinda bana yardimci olan Ogretim Gorevlisi Gozde

KUBAT’a,

Maddi ve manevi desteklerini benden hi¢bir zaman esirgemeyen, bana her zaman
giivenen ¢ok sevdigim annecigim Sibel OZTEPE ye ve canim babacigim Erol OZTEPE ye ve
sevgili agabeyim Baki Can OZTEPE’ye ve canim teyzem Derya DILEK VAROL’a sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

Oztepe T. Bobrek ve Uriner Sistem Konjenital Anomalisi (CAKUT) Tamsi Alan
Hastalarda BCL-2 Geni (rs2279115 ve rs4987856) ve LIF Geni (rs929271)
Polimorfizmlerinin Sikliklarinin Belirlenmesi. Baskent Universitesi Saghk Bilimleri

Enstitiisii, Tibbi Genetik Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2021.

Bobrek ve idrar yolunun konjenital anomalileri (CAKUT), antenatal olarak teshis edilen tiim
fetal anomalilerin %20-50'sini temsil eden, en sik tanimlanan malformasyonlardir. CAKUT,
bobrek, toplayic1 sistem, mesane ve iiretranin yapisal ve fonksiyonel anormallikleriyle
karakterizedir. CAKUT, bobrek agenezisi, bobrek displazisi, hidronefroz, hidroiireter ve
vezikoiireteral reflii gibi idrar yolu morfogenezindeki bozukluklardan kaynaklanan
malformasyonlar1 kapsar. Son yillarda, 50'den fazla gendeki degisikliklerin CAKUT'a neden
oldugu gosterilmistir. Ancak bu genlerdeki mutasyonlar, CAKUT vakalarinin sadece %10-

20'sini agiklamaktadir. Bu veriler CAKUT ta genetik heterojenite goriildiigiinii gostermektedir.

Bir diizenleyici protein olan BCL-2 (B hiicreli lenfoma 2), insanlarda BCL-2 geni tarafindan
kodlanir. BCL-2 protein ailesi, apoptozun diizenlenmesinde etkin rol alir. BCL-2'nin kendisi,
farkl1 tiimor tiplerinde hem bir onkogen hem de bir tiimdr baskilayici gen olarak hareket eder.
Bu nedenle bu gen kanser gelisimi, immiin yanit ve erken embriyonik gelisim gibi ¢ok farkli
mekanizmalarda gorev alir. BCL-2’nin hiicre 6liimiinii engellediginden bir¢ok c¢alismada
bahsedilmistir. Bu ¢aligmalar, BCL-2 proteininin CAKUT ile iligkili oldugunu

diistindiirmektedir.

Losemi inhibitor faktorii (LIF), hiicre biiyiimesi ve hiicre farklilagmasini inhibe ederek etkisini
gosteren interlokin-6 smifi (IL-6) bir sitokindir. LIF, blastokist biiylimesi ve gelisimi,
implantasyon i¢in uterus hazirligi gibi siireclere aracilik eder. LIF, endometriyumun epitel
hiicrelerinde ifadelenir ve dollenmeden sonraki ilk giinlerdeki LIF ifadelenmesi, blastokist
implantasyonu i¢in uygun ortam olusturulmasinda rol oynar. LIF geni, MAPK, PI3K,
JAK/STAT gibi cesitli sinyal yolaginda rol alan 6nemli bir gendir. Bobrek gelisiminde
JAK/STAT sinyal yolagi 6nemli bir rol oynamaktadir. LIF geninin JAK/STAT, MAPK, PI3K
gibi sinyal yolaklarinda gorev almasi, bu genin CAKUT ile iliskili oldugunu diisiindiirmektedir.



Bu calisma kapsaminda, BCL-2 geni 5’ kodlanmayan boélgesinde (UTR) bulunan rs2279115, 3’
UTR’de bulunan rs4987856 ve LIF geni 3° UTR’de bulunan rs929271 tek niikleotit
polimorfizmlerinin (SNP) CAKUT tanist alan hastalardaki goriilme sikliklart arastirildi.
rs2279115 ve rs929271 SNP’leri PZR-RFLP, rs4987856 ise PZR-SNaPshot yontemi ile
calisildi. Proje kapsaminda 0-18 yas aras1 129 CAKUT tanili hasta ve 105 kontrol 6rnegi
kullanild1. Istatistiksel analizler, incelenen polimorfizmlerin sikliklarinin, CAKUT tanisi alan
hastalarda kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldugunu gosterdi.
Calisma sonucunda BCL2 geni rs2279115 ve rs4987867 SNP’leri ve LIF geni rs929271 SNP’i
icin hasta grubunda bulunan mutant allel frekanslar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,000). Ayrica, yapilan ikili analizlerde BCL2 geni rs4987856 SNP’inde atasal allel G nin
A alleline doniismesi ve LIF geni rs929271 SNP’inde atasal allel T’nin G’ye doniismesinin

hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagilimi anlamli bulunmustur (p=0.034).

ANAHTAR KELIMELER: Konjenital bobrek ve tiriner kanal anomalisi, CAKUT, BCL-2,
LIF, rs2279115, rs929271, rs4987856
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ABSTRACT

Oztepe T. Determination of the Frequency of BCL-2 Gene (rs2279115 and rs4987856) and
LIF Gene (rs929271) Polymorphisms in Patients with Congenital Anomalies of Kidney
and Urinary Tract Anomaly (CAKUT). Baskent University Institute of Health Sciences,
Medical Genetics Master’s Thesis, Ankara, 2021.

Congenital anomalies of the kidney and urinary tract (CAKUT) are the most frequently defined
malformations representing 20-50% of all fetal anomalies diagnosed antenatally. CAKUT is
characterized by structural and functional abnormalities of the kidney, collecting system,
bladder, and urethra and includes structural malformations caused by disorders in urinary tract
morphogenesis such as renal agenesis, renal dysplasia, hydronephrosis, hydroureter, and
vesicoureteral reflux. Recently, more than 50 genes have been shown to cause CAKUT.
However, mutations in these genes explain only 10-20% of CAKUT cases. These data show
that there is genetic heterogeneity in CAKUT.

BCL-2 is encoded by the BCL-2 gene. The BCL-2 family of proteins plays an active role in
regulation of apoptosis. BCL-2 itself acts as both an oncogene and a tumor suppressor gene in
different tumor types. Therefore, this gene is involved in many different mechanisms such as
cancer development, immune response, and early embryonic development. In addition, it has

been shown that BCL-2 prevents cell death.

Leukaemia inhibitory factor (LIF) is the interleukin-6 class (IL-6) cytokine that affects cell
growth by inhibiting cell differentiation. LIF mediates processes such as blastocyst growth and
development, and uterine preparation for implantation. Epithelial cells of the endometrium
express LIF and this expression in the first days after fertilization creates a suitable environment
for blastocyst implantation. Signaling via the JAK/STAT, MAPK pathways is important for the
kidney's response to injury in disease. The fact that LIF gene plays a role in signaling pathways
such as JAK / STAT, MAPK, PI3K suggests that this gene is related to CAKUT.

In this study, three different SNPs of BCL-2 and the LIF genes were studied in patients with
CAKUT. rs2279115 and rs4987856 SNPs in the BCL-2 gene are located in the 5'UTR and
3'UTR, respectively. rs929271 is located in the 3'UTR of the LIF gene. rs2279115 and rs929271



were analyzed by PCR-RFLP, and rs4987856 was analyzed by PCR-SNaPshot method. A total
of 129 CAKUT patients between 0-18 years old, and 105 control individuals were enrolled in
the study. As a result of the study, the distribution of mutant allele frequencies in the patient
group for the BCL2 gene rs2279115 and rs4987867 and the LIF gene rs929271 were found to
be statistically significant (p=0.000). In addition, cosegregation analysis showed A allele in the
BCL2 gene for rs4987856 and G allele in the LIF gene for rs929271 cosegregating together in
the patient group significantly (p=0.034).

KEYWORDS: Congenital Anomalies of Kidney and Urinary Tract, CAKUT, BCL-2, LIF,
rs2279115, rs929271, rs 4987856

This study was approved by Baskent University Institutional Review Board (Project
no:KA21/77) and supported by Baskent University Research Fund.
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1. GIRIS VE AMAC

Konjenital bobrek ve tiriner sistem anomalisi (CAKUT), bobrekleri ve idrar yollarimi
etkileyen malformasyonlarin tiimiinii kapsar ve bobrek, toplayict sistem, mesane ve iiretranin
yapisal ve fonksiyonel anormallikleriyle karakterizedir. CAKUT, baz1 popiilasyonlarda tiim
fetal konjenital anomalilerin %20-50'sinde tanimlanmustir, ancak nedenleri halen belirsizligini
korumaktadir (1). Her 1000 canli dogumun 3-6'sin1 etkiler, ¢ocukluktaki son evre bdbrek
hastaliginin 6nde gelen nedenidir (yaklasik %40) ve yetiskinlerde kronik bobrek hastaliginin
onemli bir sebebidir (2).

Son yillarda, 50'den fazla gende meydana gelen degisikliklerin, otozomal dominant veya
daha az siklikla resesif kalitim modelinde izole veya sendromik CAKUT'a sebebiyet verdigi
gosterilmistir (2). Bobrek ve idrar yolunun konjenital anomalilerinin spektrumu son derece
genistir ve ¢ift iireter veya minimal {reteral pelvik tikanikliklar gibi hafif, asemptomatik
malformasyonlardan bilateral renal agenezi veya renal displazi gibi ciddi, yasami tehdit eden
patolojilere kadar cesitlilik gosterdigi icin yiiksek klinik heterojeniteye sahiptir (3). Yapisal
bobrek anomalileri nefrogenezdeki kusurlardan kaynaklanabilir. Idrar yolu morfogenezinde
gebelikten once veya gebelik sirasinda mevcut olan g¢evresel faktorlerin yani sira genetik
faktorlerin de yetersiz bobrek gelisiminde rol oynadigi varsayilmaktadir. Renal agenezinin
cogunun mezonefrik kanal indiiksiyonunun olmamasindan veya metanefrik mezensim ile iireter

tomurcugu arasindaki etkilesim eksikliginden kaynaklandig diisiiniilmektedir (4, 5).

Proapoptotik ve antiapoptotik proteinler, programlanmis hiicre Oliimiiniin kritik
diizenleyicileridir. Bu proteinlerden biri B hiicreli lenfoma 2 (BCL2) gen ailesi tarafindan
kodlanir. Organogenez siirecinde organlar kontrollii sekilde gelisirler. Bu yapilarin yeniden
sekillendirilmesi ve gereksiz hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in apoptoza ihtiyag vardir.
Canlinin hayat1 boyunca, yaralanma gibi durumlar da dahil olmak tizere dokularin yeniden
sekillendirilmesi ve yenilenmesi gerekir. Bu nedenle apoptoz, yasam siiresince canlinin
hayatinin bir pargast olarak kalir. Apoptoz ve apoptotik yolun bilesenlerinin kontroliinde
genetik ve ¢evresel faktorler rol almaktadir. Bobrek morfogenezinde de apoptoz 6nemli bir rol

oynamakta ve normal bobrek gelisimi igin iyi bir sekilde denetlenmesi gerekmektedir (6,7).



BCL-2 proteini, BCL2 geni tarafindan kodlanir ve bu proteinin programlanmis hiicre
6limiinii diizenledigi birgok ¢alismada gosterilmistir. Bu bilgiler sayesinde, timor olusumunun
sadece kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina bagli olmadigi, ayrica dogru sekilde diizenlenemeyen
programlanmis hiicre 6liimii ile iligkili oldugu da kanitlanmistir. Hem folikiiler Hodgkin dis1
lenfomada hem de diger hematopoietik malignitelerde ve solid tiimorlerde BCL2 onkoproteini
asir1 sekilde ifadelenmektedir (7, 8). Anti-apoptotik protein olan BCL2’yi kodlayan gende
meydana gelen polimorfizmler, bir¢ok hastalikla iligkilidir. Bu veriler bobrek gelisimi sirasinda
BCL2’de var olan fonksiyonel polimorfizmlerin CAKUT ile de iliskili olabilecegini
diistindiirmektedir.

Losemi inhibitor faktorii (LIF), birgok biyolojik siirecte aktif olarak gorev alir. Bu
biyolojik siire¢ler 16semi hiicre farklilagmasinin uyarilmasi, kok hiicrelerin kendini yenilemesi,
embriyonun uterusa tutunmasi, kanser progresyonu olarak orneklendirilebilir (9). LIF,
endometriyumdaki epitel hiicrelerinde de ifadelenir. LIF’in epitel hiicrelerinde déllenmeden
sonraki ilk giinlerde ifadelenmesi, blastokist implantasyonu igin uygun ortami olusturmast i¢in
gereklidir. Bunun disinda, blastokist biiylimesi ve gelisimi, implantasyon i¢in uterus hazirlig
gibi siireglerde de bu gen aracilik eder (10, 11).

Yapilan bir¢ok farkli ¢calisma sonucunda LIF geninin farkl: hiicre tipleri lizerinde farkl
etkilere yol actig1 bilgisi ortaya cikmistir. JAK/STAT, MAPK, PI3K ve diger sinyal
yolaklarinda etkili olan bu glikoproteinin hiicre biiyiimesinin inhibisyonu ile iligkili gorevleri
vardir. Bir¢ok hastalik, bu yolaklarda meydana gelen diizensizlikler ile baglantihidir. LIF
geninin yukarida bahsedilen yolaklarda gorev yapmasi bu genin CAKUT ile iligkili
olabilecegini diisiindiirmektedir (10, 12).

Bu tez calismasinda BCL2’nin promotoér bdlgesinde konumlanmis ve BCL2’nin
ifadelenmesini bozan fonksiyonel rs2279115 tek niikleotit polimorfizmi (SNP), miR-195’in
miRNA baglanma bolgesini etkileyen rs4987856 tek niikleotit polimorfizmi ve LIF geninde 3’
kodlanmayan bolgede (UTR) yer alan polimorfizmlerden biri olan rs929271, CAKUT tanisi
alan hastalarda incelendi. Calisma sonucunda hasta gruplarinda BCL2 geni rs2279115
SNP’inde atasal allel C’nin A’ya doniismesi, BCL2 geni rs4987856 SNP’inde atasal allel G’nin
A’ya dontlismesi ve LIF geni 1s929271 SNP’inde atasal allel T'nin G’ye donilisme sikliklarinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak derecede farkli oldugu bulunmustur (p=0.000). Ayrica,
yapilan ikili analizlerde BCL2 geni rs4987856 SNP’inde A alleli ve LIF geni rs929271
SNP’inde G allelinin birlikte bulunma sikligimin hasta grubunda, kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak onemli sekilde yiiksek oldugu bulunmustur (p=0.034).



Literatiir taramas1 sonucunda BCL2 geninde bulunan rs2279115, rs4987856 SNP’leri ve
LIF genindeki rs929271 SNP’i ile CAKUT arasindaki iligkiyi inceleyen bir ¢aligma
bulunamamigtir. Calisma sonucunda hasta ve kontrol gruplari arasinda allel frekanslar
acisindan anlamli farklar bulunmus olmasi bu genlerin CAKUT patogenezi ile iliskisinin

anlasilmasi i¢in yeni ¢calismalarin planlanmasina imkan saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Konjenital bobrek ve tiriner sistem anomalisi (CAKUT), bobrek, toplayici sistem, mesane
ve liretranin yapisal ve fonksiyonel anormallikleriyle karakterizedir. Bu hastalik bobrekleri ve
idrar yollarimin diger yapilarin etkileyen malformasyonlarin tiimiinii kapsayan bir anormalliktir

ve bazi popiilasyonlarda tiim fetal anomalilerin %20-50’sinde tanimlanmustir (1,2).

2.1. Uriner Sistem Anatomisi

Uriner sistem, bobrek ve idrar yolu olmak iizere iki ana bilesenden olusur. Bu sistemde
bobreklerin gorevi kani filtreleyerek metabolik atiklari uzaklastirmak, viicudun homeostasini,
organlarin ve kanin asit baz ve elektrolit dengesini korumaktir. Yapilan bu filtreleme
isleminden sonra metabolik atiklar, su ve elektrolitten olusan bir siv1 olan idrar olusur. Idrar,

tireter vasitastyla viicuttan uzaklagtirtlir (13).

2.1.1. Bobrek

Bobrekler sekil acisindan barbunya fasulyesine benzerler, arka karin duvarina karsi
yerlesiktir ve periton zarlariin arka tarafinda bulunurlar. Omurganin her iki yaninda T12 ve
L3 vertebra seviyelerinde yerlesiktir. Bobrekler adrenal bezle ortiiliidiir ve son kaburga ciftleri

tarafindan kismen korunurlar. Bébregin fonksiyonlar1 asagidaki gibi siralanabilir:

v Kant filtreleyerek kandan metabolik atiklarin uzaklastirilmasi

v Kanda ¢6ziinen su, potasyum, sodyum ve kalsiyum gibi elektrolitleri muhafaza ederek
veya uzaklastirarak kandaki konsantrasyonlarini dengeleyip kanin ozmolaritesinin
ayarlanmasi

v Bikarbonat ve hidrojen iyonlarinin kandaki konsantrasyonunu ayarlayarak kanin
pH’s1nin stabil tutulmasi

v" Kan hacminin ve sistemik kan basincinin kontrolii

<

Eritropoetin hormonu salgilayarak kemik iliginin eritrosit tiretiminin kontrol edilmesi
v D vitamini aktivasyonu, glukoneogenez ile yeni glikoz yapimi ve kanin

detoksifikasyonu (13, 14)



2.1.2. Ureter

Ureterler, yetiskin bir bireyde 25 ile 30 cm arasinda degisen uzunlukta ve 3-4 mm
capidadir. Ureterin gérevi, bobreklerde yapilan filtreleme isleminden sonra viicut tarafindan
iiretilen ve metabolik atiklar1 tasiyan idrari, bobreklerden mesaneye tasimaktir. Ureterde
bulunan 3 adet kas tabakasi peristaltik hareketlerle iireterin idrar1 bobreklerden mesaneye

taginmasini saglar (13, 15).

2.1.3. Mesane

Mesane (idrar kesesi), idrarin depolanmasini saglayan i¢i bos, bosaldiginda biiziisen, ici
doldugunda ise esneyen bir organdir. Mesane pelvik boslugun tabanina oturur. Erkeklerde
yaklasik 700-800 ml idrar depolayabilirken, bu hacim kadinlarda uterus pozisyonundan dolay1
daha diistiktiir. Mesanede de tireterlerde oldugu gibi 3 tabaka vardir.

Mesanenin tabaninda piiriizsiiz goriinimli trigon ad1 verilen iiggen bir alan mevcuttur.
Trigonun iki arka kosesi tireterin agikliklar ile st tiste gelirken, trigonun diger kosesi ise

tiretranin baslangicindadir (13).

2.1.4. Uretra

Uretra, idrarin mesaneden bosalip viicuttan atilmasi esnasinda gectigi yoldur. Idrar
yolunun geri kalan1 gibi iiretra da 3 adet tabakadan olusur. Uretra, internal iiretral sfinkter ile
cevrili olan mesanedeki internal iiretral agiklik ile baslar. Bu sfinkter, idrarin1 eliminasyonu

esnasinda gevseyip idrarin viicuttan atilmasini saglar (13).

Uretra, kadinlarda ve erkeklerde farkli yapilarda bulunur. Bu yapisal farklilik beraberinde
fonksiyonel farkliliklar da getirir. Kadin tiretra yaklasik 4 cm uzunlugunda ve yalnizca idrarin
viicuttan atilmasini saglarken, erkek iiretra 20 cm uzunlugunda ve hem idrar1 viicuttan

uzaklastirir hem de spermi viicuttan disar1 tasinmasini saglar (13).

2.2. Konjenital Bobrek ve Uriner Sistem Anomalisi (CAKUT)

CAKUT, dogumsal olarak bobregin yapisal ve fonksiyonel malformasyonlarini kapsar.

Bu anomaliler;

Ureter Duplikasyonu: Komplet ya da inkomplet olabilir. iki ayr1 pyelokalisiyal sistem var
olmasi1 durumunda ve bu iki sistem iireteropelvik bileskede (UPJ) birlesirse veya proksimal
tarafta iki ayr Ureter varsa ve bu iki iireter UPJ’nin altinda herhangi bir noktada birlesirse

inkomplet duplikasyon olarak adlandirilir. Eger iki ayr1 iireter mesaneye birlesmeden girerse



bu duruma ise komplet duplikasyon adi verilir. Yetiskin bireylerde vakalarin ¢ogu

asemptomatik olmakla birlikte, ¢ocuklarda bobrek inflamasyonu gelisme riski 20 kat fazladir

3).

Ureteropelvik Bileske Obstriiksiyonu (UPJ Darhigr): UPJ darligi, idrar akis1 empedansini
etkiler, bozuk drenaj neticesinde kalyektazi ve hidronefroz goriilir. Bu sonuglar bobrek

fonksiyonlarinin kaybedilmesine neden olur (3,16).

At Nali Bobrek / Renal Fiizyon: Bu malformasyon erkeklerde 2 kat daha fazla goriiliir ve
normal bobrege gore daha algak pozisyonlarda konumlanir. Bazi durumlar, UPJ obstriiksiyonu

ile baglantilidir (3).

Renal Agenezi: Bilateral renal agenezi yasamla bagdasmaz, nadir goriilen bir anomalidir ve
dogumdan itibaren birkag saat i¢inde 6liim gergeklesir. Unilateral renal agenezi ise basarisiz

embryonik bobrek olusumundan dolay1 gerceklesir (17, 18).

Renal Displazi: Bobregin ileri sathalardaki gelisimi esnasinda bobreklerin parankiminde dogru

sekilde farklilasma gergeklestirememesi ve bozuk dokularin olugsmasi sonucunda gelisir (19).

Renal Hipoplazi: Normal morfolojide, ancak anormal derece kiigiik ve normalden az nefrona

sahip bobrekler olarak tanimlanir (20).
Hidronefroz: Bobregin genislemesi ve sismesidir (21).

Vezikoiireteral Reflii (VUR): Idrarin mesaneden iist idrar yoluna geri akisidir. Sebebi
genellikle genetiktir, sonuglari asemptomatik ya da siddetli nefropatiler olabilir. VUR neden

oldugu idrar yolu enfeksiyonu ile tehlikeli hale gelir. Ayrica, bobrek yetmezIligi icin de 6nemli
bir nedendir (22).

Konjenital bobrek anomalisi (CAKUT), bobrek, lireter, mesane ve iiretrada yapisal ve
fonksiyonel degisikliklere neden olan ve yasamu tehdit eden dogumsal bir rahatsizliktir. Her

1000 canli dogumda 3 ile 6 arasinda goriilen bu hastaligin prevalansi goreceli olarak ytiksektir
().

Normal nefrogenezin bozulmasina, maternal diyabet, ACE reseptorlerine maruz kalmak
gibi ¢cevresel ve genetik faktorler CAKUT patogenezinin nedenleri arasindadir. Bu hastaligin
genetik nedenlerinin aydinlatilmasinda ayni ailenin farkli {iyelerinde rastlanan mutasyonlar ile

bobrek ve idrar yollart malformasyonlarinin iliskilendirilmesi etkili olmustur.



Hastaligin bir¢ok kusakta gézlenmesi ve bireylerde azalmis penetrasyon goriilmesi
hastaligin = multifaktdriyel veya dominant kalitm ile aktarilan formlart oldugu
diistindiirmektedir. Ancak, bunun diginda sporadik CAKUT hastalarinin da goriilmesi
mutasyonlarin de novo oldugunu da akla getirmistir. Bu sayede yiiksek klinik heterojeniteye

sahip olan bu hastaligin ¢ogu fenotipi de novo mutasyonlarla agiklanmistir (5).

Giiniimiizde 50’den fazla gende meydana gelen mutasyonlarin otozomal dominant ya da
resesif kalitim ile izole veya sendromik CAKUT ile dogruda iliskili oldugu bilinmektedir.
Ancak bu genler, vakalarin sadece %10-20’sini agiklayabilmektedir (2). Bu hastaligin
patogenezinde rol alan genlerin listesi Tablo-1’de verilmistir.

Tablo 1. CAKUT gelisimi ile iligkili genler.

X’e Bagh Kalitim
GEN HASTALIK
KAL1 VUR

GPC-3 Mediiller kistik displazi

Otozomal Resesif Kalitim
GEN HASTALIK

RET Bilateral bobrek hipodisplazisi, bobrek agenezisi, VUR, lireteral obstriiksiyon, megaureter,
dubleks bobrek, bobrek anormallikleri ve Hirschsprung hastaligi

FGF20 Renal hipodisplazi
AGT Renal tiibiiler disgenezi

REN Renal tiibiiler disgenezi

ACE Renal tiibiiler disgenezi
AGTR1 | Renal tiibiiler disgenezi
PKHD1 | Otozomal resesif polikistik bobrek hastalig1 ve polikistik bobrek
FRAS1 | Agenezi, Kistik displazi, hipoplazi, hidronefroz

FREM1 | Agenezi, Kistik displazi, hipoplazi, hidronefroz
PEX Kistik diplazi, hidronefroz

DHCR7 | UP darlik, hidronefroz, VUR

HSPG2 Hidronefroz

ESCO2 | Agenezi, hipodisplazi, hidronefroz

Otozomal Dominant Kalitim
GEN HASTALIK
PAX2 Renal bozukluklar (oligomeganephrinia, hypodysplasia, VUR ve kistler)
EYAl Brankio-Oto Sendromu
SALL1 Townes-Brocks Sendromu, Brakio-Oto Renal Sendromu
SIX1 Brankio- Oto Sendromu, Brakio-Oto Renal Sendromu

BMP4 Sendromik mikroftalmi, orofasiyal yarik
GATA3 | Hipoparatiroidizm, bobrek displazisi.

WNT4 Miillerian aplazi, hiperrandrojenizm




HNF1B

Bobrek kistleri ve diyabet sendromu, bobrek hipodisplazisi, multikistik displastik bobrek, kistik
bobrek hastaligi, tek bobrek, oligomeganetoni

HOXA13 | VUR
NIPBL VUR, Cornelia de Lange sendromu
PBX1 Bobrek ve idrar yollarinin konjenital anomalileri birlikte veya harici isitme kaybi, anormal
kulaklar veya gelisimsel gecikme
CHD7 CHARGE sendromu, agenezi, hipodisplazi, hidronefroz
DSTYK | Bobrek ve idrar yollarinin konjenital anomalileri
JAG1 Agenezi, hipoplazi, kistikdisplazi, VUR
WT1 Tiimor, nefromegali
Kalhitim Tipi Bilinmiyor
GEN HASTALIK
SIX2 Renal hidroplazi
ROBO2 | VUR
SLIT?2 Kistik displastik bobrekler, tek tarafli bobrek agenezisi.
SRGAP1 | Kistik displastik bobrekler, tek tarafli bobrek agenezisi.
UMOD Mediiller kistik bobrek hastalig: tip 2, ailesel hiperiiremik nefropati ve glomeriilosistik bobrek
hastalig.
TRAP1 | CAKUT

Tablo 2. insan bébreginin gelisiminde ve CAKUT olusumunda rol oynayan genler (23)

Insanda Bobrek Gelisiminde ve CAKUT Olusumunda Rol

Bobrek Gelisim Asamalari
Oynayan Genler

BMP4, EYA1, GATAS, PAX2, RET, ROBO2, SALL1, SIX1

Yerlesme ve Tomurcuk Olusumu

FGF20, WNT4 Mezenkimalden Epitele Transisyon
AGT, AGTR Dallanma
UMOD Nefron Olusumu ve Gelisimi

2.3. Nefrogenez ve CAKUT fliskisi

CAKUT’un olusumunda genetik, epigenetik ve gevresel faktorlerin tiimii etkindir.

Etkilenen aile bireylerinde farkli tiirde CAKUT hastaliginin olusmasi da miimkiindiir. Ozellikle
transgenik fare modellerinde yapilan calismalar, CAKUT patogenezinde genetik faktorlerinin

roliiniin anlasilmasini saglamistir (24).

Uriner sistemin ¢ogu insanlarda gebeligin 3. haftasinda nefrojenik kordon, ara
mezodermden olusur. Nefrojenik kordon pronefroz, mezonefroz ve metanefroz olmak iizere 3
set nefrik yapinin gelisimini saglar. Pronefroz, gebeligin 3. haftasinda ortaya ¢ikan en kisa
omiirlii yapidir. Mezonefroz gelisimi ise mezonefrik mezensim ile ¢evrili olan nefrojenik

kordonun kuyruk seklinde uzayip Wolf kanali’na bagkalasmas1 ve pronefroz gerilemesidir.



Mezonefroz, memelilerde gecici ama oldukg¢a fonksiyonel bir siirectir. Mezonefrik tiibiiller
insanlarda Wolf kanali boyunca dogrusaldir ve dogrudan bu kanalla baglidir. Wolf kanali alt ve
iist idrar yollar1 arasindaki baglantiyr birlestirir. Ileride bu birlesme sonucunda mesane
olusacaktir. Mezonefroz gebeligin 16. haftasina kadar geriler ve mezonefrik tiibiillerin ¢ogu
epididimis ve eferent arterlere doniisiir, Wolf Kanali ise erkeklerde vas deferens olur.
Mezonefrozun gerilemesi bobrek gelisiminde ¢ok onemlidir ve bu siirec Wolf kanalindaki

sinyaller ile kontrol altinda tutulur.

Kalic1 bobrek gebeligin 4 ile 5. haftalarinin ortalarinda olusmaya baslar. Metanefrik
gelisimin ilk asamasi, Wolf kanalindan iireter tomurcugu adi verilen epitel hiicrelerin
biiyiimesidir. Metanefrik mezensimdeki indiikleyici sinyallere cevaben gelisen {reter
tomurcugu invazyonu, metanefrik mezensim hiicrelerinin iireter tomurcugu ucunun etrafinda
toplanmasini saglar. Bu sayede ug, T seklinde dallanmaya baslar. Ureter tomurcugu hiicreleri,
toplama kanallarinin kilavuzudur ve toplama kanali sistemini olusturmak i¢in ardi ardina birgok

dallanmaya maruz kalacaktir.

Dallanmada iireter tomurcugu, metanefrik mezensim, stromal ve endotelyal hiicrelerin
etkilesimiyle gergeklesir. Ureter tomurcugunun uglari, yeni iireter tomurcuklarini olusturmak
icin dallanir ve ilk birka¢ dal, major ve mindr kaliksleri olusturur. Tiim major kaliksler pelvise

bosalir ve oradan iiretere tasinir.

Nefrogenez, mezensim hiicreleri iireter tomurcugu sapi ve uglarinin birlesme yeri
yakininda kiimelendiginde baslar. Hiicreler distal tiibiiller, baglant1 tiibiilleri, inen ve ¢ikan
Henle halkalar1 ve glomerulusu olusturmak igin bir dizi morfogenetik asamalardan geger.
Endotelyal progenitorler stromal hiicreler ile S sekilli govdenin yarigini kaplayarak glomertiler
kapillerler ve mezanjiyum haline gelir. Nefrogenez, dogumdan 6nce tamamlanan bir siiregtir
(Sekil 1) (31).
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Sekil 1. Nefrogenezin 3 temel asamasi. MesM: Mezonefrik mezensim, WD: Wolf kanali. MM:
Metanefrik mezensim, MesT: Mezoneftik tiibiiller UB: Ureter tomurcugu, UB tip: Ureter tomurcuk ucu, CapM:
Kep Mezengim hiicreleri, CND: Ortak nefrik kanal (31)

Nefrogenez sirasinda meydana gelen bozukluklar CAKUT basta olmak iizere bircok
hastalik ile iliskilidir. Ornegin agenezis, siklikla kusurlu Wolf kanali biiyiimesinden ya da iireter
tomurcugu indiiksiyonundan kaynaklanir. Hipoplazi ise morfogenez sirasinda azalan dallanma
sonrasinda az sayida nefrona sahip kiigiik bobrekler nedeni ile olusur. Displastik bobrekler
farklilagmamis stromaya ve az dallanmaya sahiptir. Yani dallanma esnasinda meydana gelen
sorunlar hipoplazi ve displaziye neden olabilir (24). Nefrogenezin ve yukarida bahsi gegen
hastaliklarin ve daha bircogunun olusumunda rol oynayan farkli sinyal yolaklar1 ve genler

mevcuttur.

Ureter tomurcugu bilyiimesini ve dallanmasini kontrol eden sistemler bircok farkli uyarici
ve engelleyici sinyal yolaklariyla diizenlenir (6rnegin, GDNF, FGF'ler, BMP'ler) (25). PAX2,
EYAL, SIX1, SIX2, SALL1, FOXC1, WT1 ve HOX11 genleri gibi erken bobrek gelisiminde ¢ok
onemli rol oynayan genlerin ¢ogu mezenkimde ifade edilir ve ¢ogu GDNF geninin
diizenlenmesinde gorev alan transkripsiyon faktorlerini kodlar. Bu nedenle insanlarda gelisen
bobrek hastaliklari, bu sinyal yolaklarinda gorev alan genlerin bir kismindaki mutasyonlarla

iliskilidir (26). GDNF/RET sinyalizasyonu birincil tomurcuk olusmasinda ve {ireter
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tomurcugunun dallanmasinda etkilidir. ERK, MAP kinaz, PI3K ve PLCy yollar1 gibi bir¢ok
yolla etkinlestirilen Ret sinyallerinin ifadelenmesini kontrol eden genlerin, iireter tomurcugun
uclarinda da gorev aldigi calismalarda gosterilmistir. GDNF / RET sinyal yolagmin en 6nemli
islevlerinden biri ERTV4, ETV5, MET, MMP1, SPRY ve WNT11 dahil olmak iizere farkli tireter
tomurcugu ucu hedef genlerinin ifadelenmesindeki artisdir (25). Fibroblast biiylime faktorleri
(FGF), erken metanefrik donemde FGF reseptorleri araciligr ile etkisini gosterir. Metanefrik
mezengim ve treter tomurcugunda ifade edilen FGFR1 ve FGFR2 genlerinin 6nemi biiyiiktiir.
Wolf kanalinin tiim boéliimlerinde ifade edilen FGFR2 geninin wolf kanalinin gelisiminde
onemli rolii vardir. Reseptorlerden yalnizca birinin olmamasi durumu malformasyona neden
olmazken, ikisinin olmamasi durumu bobrek agenezisine yol agar. Ayrica bir ¢ift reseptor
delesyonu sonucunda PAX2, SIX2 ve SALL1'in yoklugu ve GDNF seviyelerinde kayiplara
neden olur (25, 27). Six1, uyarilmamis metanefrik mezensimde eksprese edilir. Bu nedenle
erken bobrek gelisimi i¢in gerekli bir homeobox proteinidir. Salll, metanefrozun
gerceklestirilmesinde gorev alir. Six1’in varligi ile Salll ifade edilir. Eger Six1 yoksa Salll de
olmayacaktir. Bu nedenle Salll ve Six1’in eksikligi wolf kanalinda {ireter tomurcuklanmasi
biiytimesinde basarisizlikla sonuglanir ve bobrek agenezisi olur (25, 28). Lipit modifikasyonu
yapilmig Wnt-glikoproteinlerinin organogenez sirasinda ve gelismekte olan bobrekte dnemli
rolleri vardir. Wnt5a, -5b, -6, -9b ve -11 {ireter tomurcugunda, Wnt2b, -4 ve -5a ise metanefrik
mezensimde ifade edilir. Bu hiicre tipleri arasindaki iletisimin organ biiylimesi, nefrogenez
indiiklemesi ve diizenlemesi yaptig1 ¢aligmalarca ispatlanmistir. Wnt4 ise yogun mezensimin
epitelizasyonunda gorevlidir. Nefron prekiirsor hiicrelerinde Wnt4’iin ifadelenmesi, bu

hiicrelerin nefrona gelismelerinde gereklidir (25, 29,30).

Organogenezde, sinyal yolaklarmin yani sira apoptozun da 6nemi biiyiiktiir. Apoptoz,
diger adiyla tip I hiicre 6liimil, bir hiicrenin komsu hiicrelerden ve hiicre digi matriksten bagini
koparmasi ile karakterizedir (31). Apoptoz, organogenezde ve yaralanma durumlarinda
organlar1 kontrollii sekilde sekillendirmek, gereksiz hiicreleri yok etmek ve doku yenilenmesi
icin gereklidir. Apoptozun aktivasyonu, B hiicreli lenfoma 2 (BCL2) protein ailesinin pro- ve
anti-apoptotik iiyeleri arasindaki karmasik etkilesimlerle diizenlenir. Bir hiicrenin apoptoz
gecirip gegirmeyecegine dair karar apoptozu diizenleyen sistemde gorevli faktorler tarafindan
verilir. Proapoptotik BCL2 ailesi proteinleri, mitokondri dis zarinin gegirgenligini saglayan
efektor proteinleri (Bax, Bak) ve anti-apoptotik BCL2 iiyeleriyle veya efektor proteinlerle
etkilesen BH2 proteinleri olmak iizere ikiye ayrilir. Anti-apoptotik BCL2 ailesi iiyeleri,

proapoptotik BCL2 aile tiyelerine ve Bax veya Bak’a baglanarak apoptozu durdurur. Anti-
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apoptotik BCL2 ailesi tiyeleri, proapoptotik BCL2 aile iiyelerini ve aktive Bax veya Bak'i
baglayarak apoptozu inhibe eder. Mitokondrinin dis zarinin gegirgenligi artar ve proapoptotik
proteinler zardan salinmaya baglar. Boylece bir protein kompleksi olan apoptozom vasitasiyla
kaspazlarin aktivasyonu saglanmis olur. Sonu¢ olarak Kaspaz 3 ve 7°nin aktivasyonu ile
apoptoz baslatilmis olur. Omurgalilarda apoptotik uyaranlarin, kaspazlarin aktive edilmesine
ve mitokondri dis zarmin gecirgenligine ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir. BCL2 proteini
olmayan farelerin metanefrik mezensimde apoptozun arttig1 bunun da az sayida nefron, renal

hipoplazi ve sistogenez ile sonuglandig1 gorilmiistiir (7).

Losemi inhibe edici faktor (LIF), hiicre digt matriks onarimi ve nefrogenezde gorevli bir
sitokindir. Bobrek epitel hiicreleri de dahil bir¢ok hiicre LIF’in iiretiminden sorumludur.
Losemi inhibe edici faktorii (LIF), nefrogenez sirasinda mezenkimin epitele doniismesini
saglar. LIF’in iltihapli bobrek hastaliklarinda rol aldig: diisiiniilmektedir (32, 33). Barasch ve
arkadaslarinin siganlar iizerine yaptigi standart indiiksiyon modelli bir aragtirmada iireter
tomurcuk hiicrelerinde, mezenkimi epitele ¢eviren ve nefronlari olusturan faktoriin LIF oldugu
bulunmustur. LIF’in Pax2, Wnt4 ifade eden epitel onciil hiicreleri tizerinde etkisini incelemek
icin metanefrik mezensim hiicrelerinde LIF ile kiiltliir ¢aligmasi yapilmistir. Bu ¢alismanin
sonuglarina gore, sitokinin epitel onciillerinde ikinci haberci sinyalini dogrudan aktif hale
getirebilecegi ve IL-6 sitokinlerinin bobrek gelisimi sirasinda mezenkimalden epitelyal

doniisiime aday diizenleyiciler oldugu ortaya ¢ikmistir (34).

2.4. BCL2 Geninin Yapisi ve Islevi

2008 yila kadar BCL2 ailesinde 25 gen tanimlanmistir (35). Bcl2, BCL-XL, BAX,
BAK, BAD proteinleri, BCL2 gen ailesine iiyedir ve biitiin bu proteinler apoptozun
diizenlenmesinde rol alir (36). BCL2 geni 18. kromozomun q kolunun 21. lokusunda yer alir

(19921.33) (Sekil 2) (37).

BCL2 geni 3 ekzondan olusur. Ilk iki ekzon dért BH alanini (homoloji bdlgelerini) kodlar.
Ucgiincii ekzon ise proteinin hiicre i¢i zarlara tutunmasini saglayan transmembran alani kodlar
(Sekil 3). BCL2 geninin BCL2a ve BCL2B olmak iizere 2 izoformu vardir. BCL2a nin
antiapoptotik oldugu bilinirken BCL2p izoformu hakkinda heniiz net bir bilgi edinilememistir

(38).
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Sekil 2. BCL2 geninin kromozomdaki yeri (39).
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Sekil 3. BCL2 geninin yapisi. Gri alanlar translasyon gegirmeyen bolgeleri temsil ederken, siyah bdolgeler

translasyon geciren bolgeleri temsil etmektedir (40).

BCL2 geni, 239 aminoasitten olusan 26 kDa’luk BCL2 proteinini kodlar. BCL2
proteininin C terminalinde tek bir hidrofobisitesi yliksek alan vardir. Bu alan sayesinde ¢ekirdek
ve endoplazmik retikulum zarina ve mitokondrinin dis zarina yerlesir. Mitokondri zarina
yerlesen BCL2 proteini, mitokondri zar biitiinliigiinti korur, sitokrom C salinimin1 engeller. Bu
protein 4 homoloji alanina sahiptir (BH1, BH2, BH3, BH4) (Sekil 4). BH1, BH2 ve BH3
alanlar1 hidrofobik yarik olusturarak BCL2 proteininin, BCL2 protein ailesinin proapoptotik
(Bax, Bak, Bad) ve antiapoptotik (BCL2, BCL-XL) iiyeleri ile etkilesime girip homodimer ve
heterodimerler olusturmasini saglar (37). BH3 oligopeptidinin ¢esitli hiicrelerde apoptoza
neden oldugu bilinmektedir. BH3 proteinleri pro-apoptotik aktivitelerini gergeklestirirken,
diger proteinlerle BH3 alanlari ile etkilesirler. Bu nedenle BH3 proteinleri 6liim ligandlar1 ve

hedefleri ise 6liim reseptdrleri olarak adlandirilir (41).

BCL2 proteininin 3 boyutlu yapisi Sekil 5A ve B’de goriilmektedir. BCL2’nin yapisinda
sekiz adet a heliks ve hidrofobik yarik bulunmaktadir. BCL2 ailesi proteinleri arasindaki en
biiyiik fark, hidrofobik yarigin bir kismimi olusturmakta gorev alan o3 bolgesindedir.
Proteinlerin birincil yapilarinda baglanma yariginin fonksiyonunu etkileyen farkliliklar da

vardir (42).
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BCL2'in P1 ve P2 olmak iizere iki promotorii vardir. Major transkripsiyonel promotor
olan PI, translasyon baslangi¢ bolgesinin 1386 ile 1423 bp yukari akisinda bulunur. P2 ise
P1'den 1.3 kb asagi akista bulunur (Sekil 6). P1 bolgesi transkripsiyon baslangi¢ bolgelerine
(1,394, -1,399, —1,406, —1,410 ve —1,432) ve niikleaz hiperduyarli bolgeye yakindir (Young
ve Korsmeyer, 1993). P1 promot6rii BCL2 gen ifadelenmesinde temel yapidir (Catz ve Johnson,
2001), (Onel ve arkadaslari, 2016). P1 promotdriinii direk veya indirek olarak diizenleyen timor
baskilayici gen liriinii pS3 gibi, birkag gen tanimlanmistir (Miyashita ve Reed, 1995). Niikleer
faktor kB (Catz ve Johnson, 2001) ve POU ailesi iiyesi Brn-3a'nin (Smith ve digerleri, 1998)
P2 promotor transkripsiyonunu diizenledigi gosterilmistir. Bununla birlikte, BCL2 gen

ifadelenmesinin diizenlenmesi tam olarak anlasilmis degildir. (43, 44).

BH4 BH3 BH1 BH2 ™

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 239
239 aminoasit

BH4 (aa 10-30)

BH3 (93-107)

BH1 (136-155)

BH2 (187-202)

TM: transmembran (220-239)

Sekil 4. BCL2 geninin homoloji (BH) alanlarmin sematik gosterimi (37).

Sekil 5. BCL2 proteininin 3 boyutlu yapisi. (A) BCL2 proteininin yapisinda sekiz adet o heliks bulunur. (B) Sart:
Losin, valin, izolosin, fenilalanin, tirozin, triptofan, metiyonin ve alanin; Mavi: arginin, lizin ve histidin; Kirmizi:

aspartik asit ve glutamik asit Gri: digerleri. Hidrofobik yarik sar1 renkli alandir (42).
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Evrimsel olarak korunan apoptoz, kaspaz protein ailesi ile kontrol edilir. Kaspazlar sistein
proteazlaridir ve inaktif enzimler olarak sentezlenip proteolitik bdliinme ile aktif hale gelirler.
Aktif hale gelmesinde izlenen yollarin kontrolii BCL2 proteini ile gerceklesir. Apoptoz, dis
kaynakli ve i¢ kaynakli olabilir (Sekil 7). I¢ kaynakl1 apoptoz, radyasyon, sitokin yoksunlugu,
sitotoksik ilaglar, biiyltime faktorii yoksunlugu gibi hiicre igi streslerle harekete geger. BCL2
ailesi proteinleri intrinsik apoptozun diizenlenmesinde gorev alir. Eger hiicre ici stres seviyesi
artarsa, zarar gormils mitokondriden sitokrom c salinir. Salinan sitokrom c, bir multiprotein
kompleksi olan apoptozomdaki adaptor molekiil APAF-1 (apoptotik proteaz aktive eden faktor
1) ve inaktif haldeki baslatic1 kaspaz (prokaspaz 9)’a baglanir. Sitokrom c¢’nin inaktive haldeki
baslatic1 kaspaz’a baglanmasi ile kaspaz 9 aktif hale gelir ve apoptozla iliskili morfolojik ve

biyokimyasal degisikliklere yol agacak olan kaspaz 3 ve 7 ‘nin aktivasyonu gergeklesir (8).

P1 P2
1432 1386 -88 +1ATG
—

Sekil 6 insan BCL2 gen promotoriiniin sematik haritasi, 5 (P1) promotéri ve 3 (P2) promotor bolgesini igerir (43)

Sekil 7. Apoptoza yol agan intrinsik yol (45).
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BCL2 geninde meydana gelen anomaliler basta bobrek ve iiriner sistem anomalileri olmak
iizere B hiicreli lenfoma, norodejeneratif hastaliklar, Alzheimer gibi hastaliklara yol agtig1
bilinmektedir (39, 46). BCL2 geninde meydana gelen polimorfizmler, BCL2 geni
ifadelenmesini etkiledigi bilinmektedir. ifadelenmede meydana gelen bu degisiklik sonucunda
BCL2 geninin diger genlerle etkilesimi de degisir ve bu da BCL2 geninin gorev aldigi
mekanizmalarin etkilenmesine yol acar. Bu calismada BCL2 geninde yer alan 2 adet
polimorfizm incelenmistir. Bu polimorfizmler rs2279115 (c.-717C>A) (NM_000633.2) ve
rs4987856°dir (¢.*2364G>A) (NM_000633.2).

2.4.1. BCL2 Polimorfizmleri
2.4.1.1 rs2279115 (c.-717C>A)

BCL2 geninin P2 5’-promotér bolgesinde bulunan ve BCL2 geninin ifadelenmesini
diizensizlestiren fonksiyonel bir polimorfizmdir. A alelinin C aleline doniismesi, BCL2
promoter aktivitesi ve niikleer proteinlerin baglanmasini biiyilk miktarda inhibe etmektedir
(Nuckel ve arkadaslari, 2007) (6). Bu polimorfizmin birgok farkli malignitede farkli sonuglarla
iliskili oldugu gosterilmistir (45, 47). Irak popiilasyonunda yapilan bir ¢aligmada rs2279115
polimorfizminin 16semi olusumu ile iliskili oldugu bildirilmistir. BCL2 nin (rs2279115) (AA)
homozigot genotipinin varliginda riskin 3 kat arttig1 bildirilmektedir (49). Bir baska ¢alismada
ise rs2279115 polimorfizminin erkeklerde glioma yatkinhigini arttirdigi, kadinlarda bu risk

izerine etkide bulunmadig1 gosterilmistir (47).

2.4.1.2 rs4987856 (c.*2364G>A)

miRNA’lar gen ifadelenmesinin posttranskripsiyonel seviyede kontrol edilmesinde gorev
alirlar (42). Hedeflenen mRNA’larin 3’UTR’sine baglanarak protein iiretiminin mRNA
seviyesinde kontrol edilmesine neden olur (45). rs4987856, mMIRNA-195 baglanma
bolgesindeki G>A varyantidir ve meydana gelen bu degisiklik sonucunda gen ifadelenmesi
seviyesinde degisiklikler meydana gelir (48, 49). ikincil yap: tahmini ve baglanma enerjileri
tizerine yapilan bir ¢alismada rs4987856 polimorfizminin BCL2 ve miR-195 etkilesimini
degistirdigi gosterilmistir. Deregiile miRNA'lar, multipl kanser tiirlerinde onkogenler veya

timor baskilayici genler olarak iglev goriir. Bunlar arasinda miR-195'in, kritik genlere ve sinyal
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yollarina baglanarak, kanserlerin ilerlemesini artirarak veya inhibe ederek c¢esitli
neoplazmalarda onkojenisiteyi onemli Olgiide etkiledigi bildirilmistir. Ayrica, miR-195'in
yukari regiilasyonunun antiapoptotik protein BCL-2'nin ekspresyonunu baskilayarak hiicre

canliligini azalttigina dair kanitlar vardir (Yu ve arkadaslari, 2018) (45).

2.5. LIF Geninin Yapisi ve Islevi

Interlokin-6 (IL-6) sinifi sitokinlerin bir iiyesi olan Losemi Inhibitor Faktorii (LIF) geni,
multifonksiyonel bir sitokindir. IL-6 ailesine mensup diger iiyeler onkostatin M (OSM), IL-6,
IL-11, siliyer norotrofik faktor (CNTF) ve kardiyotrofin-1 (CT-1)’dir. LIF geni evrimsel siiregte
iyi bir sekilde korunmustur. LIF geni, 22. kromozomun g kolunun 12. lokusunda bulunur
(22912.1-912.2) (Sekil 8) (9, 10, 37).

Chr 22
- o (] - o ™M
- - - - - - - - - - - - - - - =
= o =1 z T o T © o 15 33 o o o T T

Sekil 8. LIF geninin kromozomdaki yeri (37).

LIF geni sirastyla 612, 592 ve 136 amino asitlik ii¢ ekzon igerir (Sekil 9) (51).

A 509 136 Kromozom

iF — M 2q
Sekil 9. LIF geninin yapist (51).
Monomerik glikoprotein olan LIF proteini, genellikle glikozilasyon yoluyla modifiye
edilir. Glikozilasyona ugramamis LIF proteininin molekiiler agirligi 20-25 kDa arasinda

degisirken, modifikasyona ugrayan LIF proteininin molekiiler agirligi 37-63 kDa arasinda
degisir (Sekil 10) (9).
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Sekil 10. LIF proteininin yapisi, glikoprotein 130 ile kompleks olusturmus halde (52).

LIF islevlerini JAK/STAT2, AKT ERK1/2 ve mTOR gibi sinyal yolaklari ile yapar ve
LIF ifadelenmesi farkli doku ve hiicre tiplerinde bu yolaklar ile kontrol edilir. LIF otokrin ve
parakrin yollarla calisir. LIF’in spesifik reseptorii Losemi Inhibitor Faktorii Reseptorii
(LIFR)’diir. LIF, spesifik reseptoriiniin alt birimi olan LIF-Rp ile glikoprotein 130 (gp 130)’un
heterodimerizasyonunu indiikler. Bu baglanma ile janus kinaz 1 ve 2 (JAK1/JAK2) ve sinyal
doniistiirticii ve transkripsiyon aktivatorii 1 ve 3 (STAT1/STAT3) fosforilasyona ugrayarak
aktif hale gelir. LIF'in JAK / STAT sinyal yolunu, oOncelikli olarak STAT3’iin
fosforilasyonuyla aktif hale getirdigi bildirilmistir (Sekil 11). LIF, hiicreyi hiicre boliinmesine
tesvik eden kiiciik bir protein olan mitojenle faaliyete gecen mitojenle etkilesen protein kinaz
(MAPK)’lar ve fosfatidilinositol-3-kinaz (PIK3/AKT)’ i gérev aldig: diger sinyal yolaklarini

da aktif hale getirir. Bu aktivasyon siireci hiicrenin tipi ile iliskilidir (9, 53).

LIF geni biyolojik islevlerini JAK/STAT sinyal yolu vasitaysiyla yapar. Bu sinyal
yolaginin proliferasyona, hiicre biiylimesi, anjiyogenez ve immiin yanitlar gibi bir¢ok hiicresel
stirecleri diizenledigi bilinmektedir. STAT3 aktivasyonunun diizenli sekilde yapilamamasi
sonucunda kanser ve otoimmiin hastaliklar gibi bircok énemli kabul edilen hastalik goriildigt
bilinmektedir. STAT3 asetilasyonunun ve aktivitesinin bobrek hasarmin derecesi ile iliskili

oldugu da yakin zamanda yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (54).

LIF geninde meydana gelen polimorfizmlerin ¢esitli hastaliklarla iligkili oldugu
kanitlanmistir. LIF geninde meydana gelen degisiklikler, LIF geninin ifadelenmesinde
degisikliklere yol acar. Bu calismada LIF geninde yer alan 1 polimorfizm incelenmistir. Bu

polimorfizm rs929271 dir (¢.*1414T>G) (NM_002309.4).
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Sekil 11. JAK proteinlerinin aktivasyonunu igeren hiicre i¢i sinyalleme kaskadlari (55).
2.5.1. LIF Geni Polimorfizmi
2.5.1.1.rs 929271 (c.*1414T>G)

Bu polimorfizm LIF geninin 3’UTR bélgesinde bulunur (11). 3> UTR’ler mRNA’larin
kodlanmayan kisimlaridir. mRNA’larin 3’ UTR bolgeleri mRNA lokalizasyonu, stabilitesi ve
translasyon gibi siirecleri diizenler (56, 57, 58). 2020 yilinda Iran popiilasyonu iizerine yapilan
bir ¢alismada rs 929271 polimorfizminin LIF geninden kodlanan mRNA katlanma yapisini
degistirerek sizofreni gelisiminde ve miRNA’lar tarafindan hedeflenen LIF geninin
diizenlenmesinde etkili oldugu bulunmustur (59). Yapilan baska bir ¢alismada ise rs929271
polimorfizminin in vitro fertilizasyon ve mikroenjeksiyon sonrasi implantasyon verimi ve

gebelik sonuglari i¢in biyobelirteg olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (60).

2.6. Polimorfizm

Genomik DNA varyasyonlari, bireyleri tanimlayabilmek i¢in parmak izi gibi
kullanilabilir. Bunun yani sira bu varyasyonlar insanlarin fenotipik ve genotipik varyasyonunda
rol alabilecegi gibi, bir¢ok hastaligin da nedeni olabilir. Polimorfizmler popiilasyonun en az
%1’inde mevcut olan ve insan genetik varyasyonunun biiyliik boliimiinii agiklayan

degisikliklerdir (61).
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2.6.1. Tek Niikleotit Degisimi (SNP) ve Protein Olusumu Uzerine Etkileri

Tiim polimorfizmler arasinda en basit ve en yaygin olanidir. Bir SNP ile karakterize
edilen bir lokus, genellikle genomda o belirli lokasyonu isgal eden en az iki farkli baza karsilik
gelen iki allele sahiptir (Sekil 12) (62).

Referans Sekans ? 1|D 1|5 2]U

.GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA...

Allell ---GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA..
Allel? - GGATTTCMAGGTAACTCAGTCGA..,

SNP

Sekil 12. Konum 8'deki tek niikleotit polimorfizmi (SNP), biri T (referans dizisine karsilik gelir) ve digeri C ile

olmak tizere iki alleli vardir (62).

SNP’ler oldukga sik goriiliir ve genomda ortalama her 1000 baz ¢ifti basina bir SNP
goriiliir. Ancak SNP’ler genomda esit sekilde dagilmamistir. Gen i¢inde ekzonlarda, intronlarda
ve bilinen genlerden uzak dizilerde ¢ok daha fazla SNP’ler bulunur. Bunun yani sira genlerin
regiilator dizilerinde de 6nemli sayida SNP bulunur. Ekzonlarda bugiine kadar 100.000°den
fazla SNP tespit edilmistir. Goriilen bu SNP’lerin yaklasik yarisi kodlanan aminoasit dizisini
degistirmemektedir. Bulundugu bolge ile iliskili olarak SNP’lerin 6nemli fonksiyonel sonuglara
yol agtig1 goriilmektedir. SNP’ler ifadelenen mRNA seviyesi ve stabilitesini bozabilecegi i¢in

gen ifadelenme iizerinde etkili olabilmektedir.

SNP’lerin siklikla goriilmesi, saglig: etkilemedikleri anlamina gelmez. SNP’ler ciddi bir

hastaligin dogrudan nedeni olmaktan ziyade, hastalifa yatkinligi veya hastaligin seyrini

belirleyen bir faktor de olabilir (62).

2.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu 1986 yilinda Kary Mullis tarafindan gelistirilmistir ve bu
bulusu kendisine 1993 yilinda Kimya dalinda Nobel Odiilii kazandirmistir (63). Polimeraz

Zincir Reaksiyonu Biyoloji ve Genetik dallarinda oldukga sik kullanilan bir yontemdir.

PZR c¢esitli organizmalarin kan, deri, sag, tiikiiriik gibi ¢esitli dokularindan alinan
orneklerin DNA’s1 kullanilarak yapilir. Eser miktarda DNA, PZR ile in vivo ortamda gogaltilir.
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Az miktarda DNA kullanilmasi PZR yo6nteminin oldukc¢a hassas bir yontem oldugunu

gostermektedir.

Bir PZR reaksiyonunun gerceklesebilmesi i¢in ortamda uygun molekiillerin bulunmasi

gerekir:

DNA: Genetik yapisi incelenmek istenen canlidan izole edilir. Her bir PZR testi ortalama 50-
100 ng kalip DNA gerektirir.

DNA Polimeraz Enzimi: PZR iiriinii olugmasi igin niikleotitleri birbirine baglayan enzimdir.

dNTP: DNA’da bulunan doért bazi bulundurur: adenin, timin, sitozin ve guanin (sirastyla A, T,

C, G). Sentezlenecek PZR iiriinii icin DNA polimeraz enziminin substrati olarak gorev alir.

Forward (ileri) ve Reverse (Geri) Primerler: Tanimlayici sekilde tasarlanir. Cogaltilacak
edilecek DNA zincirine tutunur. DNA’nin 6zgiil bolgelerine baglanir. DNA polimeraz araciligi
ile ANTP’ler primeri tamamlayarak hedef bolgenin ¢ogaltilmasini saglar (64). Primerler
yaklasik 10-30 baz uzunlugunda tek bir iplikten olusan dizilerdir. Primerlerin her biri,

birbirlerinin eslenigi olan DNA dizilerine tutunur ve her primer zit yonlerde uzar.

Yukarida bahsedilen bilesenler test tipiinde karnistirllir ve DNA amplifikasyonunu
gerceklestirecek olan PZR cihazina yerlestirilir. PZR 3 asamadan olusur:

Denatiirasyon: Cift sarmal kalip DNA’y1 iki ayr1 tek sarmal olarak ayirma islemidir. Tiim
bilesenler 94-95°C’ye 1sitilir, boylelikle DNA sarmalinin bazlar1 arasindaki hidrojen baglari
kirilir. Boylece yeni DNA ipliklerinin tiretimi i¢in yeni 2 kalip DNA dizisi olusmus olur (65,
66, 67).

Annealing: Primerlerin tek sarmal olan kalip DNA’lara hidrojen baglari ile baglanmasi igin
sicakligin 50-65°C’ye diisiiriilmesidir. Kesin sicakliga, primerlerin erime sicakligina gore karar

verilir (65, 66, 67).

Amplifikasyon: Bu asamada sicaklik yaklagik 68-72°C’ye yiikselir ve DNA polimeraz enzimi
aktif hale gelir. Aktif hale gelen enzim, primerlere eklenerek yeni DNA ¢ift sarmallarini
olusturur. Bu adimin siiresi amplifiye edilen DNA’nin uzunluguna baglhdir ve genelde yaklasik

60 saniye siirer (65, 66, 67).

PZR adimlar1 dongii olarak gergeklestirilir ve 20-30 dongii sonunda milyarlarca DNA
kopyasi elde edilmis olur (Sekil 13) (65, 66, 67).
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Cycle 1 /_

Denaturation @ 5

Annealing @

Extension @

]'m]]I[I]' HTTTI'ITIT‘ lTlTTTﬂTl

Sekil 13. PZR ilkesinin gosterimi (64)

2.8.Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

1974 yilinda olusturulan bu yontem, farkli bireylerde DNA polimorfizmlerini belirlemek
amactyla halen kullanilmaktadir. Farkli bireylerden alinan DNA O6rnekleri, bolgeye 6zgi
restriksiyon enzimleri ile farkli boyutlarda DNA fragmanlarina pargalanir, fragmanlara ayrilan

DNA’lar jel elektroforezinde yiiriitiiliir ve birbirinden ayrilir (68).

Sekil 14. RFLP yonteminde jel elektroforezi goriintii 6rnegi ve genotiplerin belirlenmesi (69)
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Bu yontemin temeli niikleotit tabanli delesyonlar, duplikasyonlar, inversiyonlar ve
insersiyonlarin yeni restriksiyon bolgeleri olusturmalaridir. Bu varyasyonlar sonucunda
DNA’nin pargalandigi fragmentlerin miktar1 ve uzunlugu degisir. Bu sayede jel

elektroforezinde farkli boyutlarda fragmentler goriiliir (Sekil 14) (68, 69).

2.9. SnaPshot Yontemi

Bu yontem, bir niikleotit ile primer uzatilmasi ve terminal ucun sonlandirilmasi temeline

dayanan SNP analizi yapmak i¢in gelistirilmis bir metoddur (70,71).

Eklenen Primer SNP

* CCATGACTGATTCC «
Hedef DNA — NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN

~ ddGTP
et gacT
kan?“;" dduTP Uzatilan ve sonlandirilan

primer

CCATGACTGATTCC G
NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN

‘ Renk=Genotip

Elektroforez
.

I

Sekil 15. Snapshot Yontemi Prensibi (72)

Sekil 15’te SNaPshot yontemininin ¢alisma prensibi resmedilmistir. Eklenen primer,
hedef DNA’daki tek niikleotit polimorfizminin bir baz dncesine baglanir. Polimorfizm goriilen
baz, snapshot reaksiyon karigimi i¢inde bulunan uygun niikleozit trifosfat ile tamamlanir.

Eklenen niikleozit trifosfat, analiz programinda sinyal ¢iktist olarak alinir.

Bu ¢alismanin amaci BCL2 geninde yer alan rs2279115 ve rs4987856 polimorfizmlerinin
ve LIF geninde yer alan 1s929271 polimorfizminin CAKUT hastalig1 ile iligkisini aragtirmaktir.
Ayrica bu c¢alismada bireylerde iki ya da daha fazla polimorfizmin ayn1 anda bulunmasi

durumlarinin hastaliga katkisini arastirmak hedeflenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Bu calisma (Proje No: KA 21/77) Baskent Universitesi T1p ve Saglik Bilimleri Arastirma
Kurulu ve Etik Kurulu tarafindan onaylanmis ve Baskent Universitesi Bilimsel Arastirma

fonunca desteklenmistir.

3.2. Hasta Grubu

Calismada KA18/189 numarali projede kullanilan ve Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi
Ankara Hastanesi Pediatrik Nefroloji Anabilim Dali’nda takip edilen 0-18 yas arasi hasta ve
kontrol gruplar1 kullanilmigtir. Hasta grubuna 129 CAKUT tanili hasta dahil edilmisken,
kontrol grubuna herhangi bir iiriner sistem anomalisi bulunmayan ve genel pediatri klinigine
basvuran benzer yas ve cinsiyette 105 hasta dahil edildi. Hasta grubuna dahil edilen bireylerde
hidronefroz, vazikoiiretel reflii, idrar yolu enfeksiyonu, kronik boébrek yetmezligi, renal

hipoplazi ve agenezi bulunmaktadir. Hasta bilgileri Ek A’da verilmistir.

Calisma ve kontrol grubundaki hastalardan ve resmi vasilerinden ¢alismaya dahil olmaya

goniillii olduklarini gosteren imzali bilgilendirilmis onam alinmustir.

3.3. Yontem

Bu ¢alismada, LIF geninde bulunan rs929271 ve BCL2 geninde bulunan rs2279115 ve
rs4987856 varyantlarinin belirlenmesi ve bu varyantlarin hasta ve kontrol grubuna alinan
bireylerindeki allel sikliklarinin belirlenmesi i¢in asagidaki yontem ve gerecler kullanilmistir.
Calismada 1rs929271 ve rs2279115 varyantlar1 PZR-RFLP, rs4987856 varyanti ise PZR-

SNaPshot yontemi ile analiz edilmistir.

3.3.1. Kullanmilan kimyasal malzemeler
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» Bolgeye 0zgii primerler (4 ¢ift)

* Beel Restriksiyon endoniikleaz enzimi, New England Biolabs Inc. Katalog No: RO704L
* Hinf Restriksiyon endoniikleaz enzimi, Thermo Scientific™ Katalog No: ER0012

» Agaroz Serva Katalog No: :11404

* 0,5X Tris-Cl borik asit EDTA (TBE) 40 mM Tris-Cl, pH 8.3. 45 mM borik asit. 1 mM EDTA
* Orange G

* EtBr (Etidyum Bromur)

* ANTP Thermo Fisher Scientific™ Katalog No: 10297018

* Hotstart Taq DNA Polimeraz giagen Katalog No: 203203

* DNA molekiil agirlik belirteci 50b¢ Thermo Scientific™ Katalog No: SM0373
* DNA molekiil agirlik belirteci 100b¢ Thermo Scientific™ Katalog No: SM0242
« Hi-Di™ Formamid- Thermo Fisher Scientific, Katalog No: 4401457

« SNaPshot™ Multiplex Kit — Thermo Fisher Scientific, Katalog No: 4323159

* EXOSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent, — Thermo Fisher Scientific, Katalog No:
78205.10.ML

3.3.2 Kullanilan cihazlar

* Yatay elektroforez tanki (Cleaver Scientific)

« PZR Cihaz1 (Bio-Rad $1000™ Thermal Cycler)

* Elektroforez gii¢ kaynagi (Consort)

» Jel goriintiileme sistemi (Syngene InGenius LHR)
* Mikro Pipet takim1 (Eppendorf)

* Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, USA)

* Buz makinesi (Elektrolux)

* Mini santrifiij (Biosan combispin FVL-2400N)
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* Derin dondurucu (Argelik)

* Ependorf Tipt (1,5 ml ve 2,0 ml)
* PZR tiipleri (0,2 ml ve 0,5 ml)

* Etiiv

» 3130xI Genetic Analyzer, Thermo Fisher Scientific

3.3.3 DNA ornekleri

Bu calismada kullanilan DNA &rnekleri ve hasta grubunun secimi Bagkent Universitesi
Tip Fakiiltesi Ankara Hastanesi Pediatrik Nefroloji Bilim Dali ile ortak olarak
gerceklestirilmigtir. Calismada kapsaminda KA18/189 numarali proje kapsaminda periferik
kandan izole edilmis ve arsivlenmis DNA 6rnekleri kullanilmigtir.

-20°C’de muhafaza edilen DNA 6rneklerinin miktar ve kalitesi Nanodrop 2000¢ (Thermo
Scientific, USA) marka spektrofotometre kullanilarak dl¢iildii.

3.3.4 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Ekstrakte edilen DNA oOrneklerine Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) uygulandi.
Kullanilan primerler, bu primerlerin uzunluklari ve TM dereceleri Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. BCL2 ve LIF geninde bulan SNP’ler i¢in kullanilan primer dizileri, amplikon uzunluklart ve Tm
dereceleri. FWD: Forward, RV: Reverse, TM: Erime Sicakligi, BC: Baz Cifti

SNP Forward/Reverse Primer Dizileri PZR Amplikon Uzunlugu (b¢) | TM (°C)

Forward : 5-TTATCCAGCAGCTTTTCGG-3’
rs2219115 | peverse -5 -GGCGGCAGATGAATTACAA-3’ 252 58

Forward 5°-GTTTCAACACAGACCCACCC-3°
rs4987856 | peverse 5-AGGATAGCAGCACAGGATTGG-3’ 279 59

Forward : 5"-TGATGGCTCCCGACACAAG-3’
rs929271 | peverse : -GGTTGTTCCAGGGCGCTATTTC-3 | 433 38
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Tablo 4. BCL2’de bulunan rs2279115 ve rs4985856 ve LIF geninde bulunan rs929271 polimorfizmleri i¢in
uygulanan PZR reaksiyonlarmin igerikleri.

Stok Konsantrasyon Son Konsantrasyon
10X Standart Taq Reaksiyon Tamponu 10x 1X
10mM dNTPs 10 mM 0.1 mM
Forward Primer 10 uM 0.4 uM
Reverse Primer 10 uM 0.4 uM
Tag DNA Polymerase 10 uM 0.03 U/ ul
DNA 50 ng

PZR reaksiyonu i¢in uygulanan termal dongiiler asagidaki gibidir;

Tablo 5. BCL2 geninde bulunan rs4987856 polimorfizmi i¢in uygulanan program (C.*2364G>A)
(NM_000633.2).

94°C 5 dk

94°C 30 sn

59°C 30 sn L
68°C 30 sn 30 dongi
68°C 30 sn

+4°C o0

Tablo 6. BCL2 geninde bulunan rs2279115 polimorfizmi i¢in uygulanan program (c.-717C>A) (NM_000633.2)

94°C 5 dk

94°C 30 sn

58°C 30 sn N
68°C 30 sn 35 dongd
68°C 30 sn

+4°C 00

Tablo 7. LIF geninde bulunan rs929271 polimorfizmi i¢in uygulanan program (c.*1414T>G) (NM_002309.4).

94°C 5 dk

94°C 30 sn

58°C 30 sn e
68°C 30 sn 30 dongii
68°C 30 sn

+4°C o
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Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda elde edilen iiriinler jel elektroforezi sistemine

yiiklenerek PZR basarisi incelendi ve uygun amplikon boyuna sahip PZR {iriinleri ile bir sonraki

basamaga gegildi.

400 BC 433 BC

Sekil 16. LIF geni rs929271 (c.*1414T>G) polimorfizmi PZR iiriinlerinin (433 bg) 6rnek jel elektroforezi

goriintiileri. PZR {irtinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitilmiistiir. Molekiiler agirlik belirleyicisi olarak 100 bg ladder
kullanilmistir. BC: Baz Cifti

rs2279115 -11
rs2279115 -12
rs2279115 -13
rs2279115 -14
rs2279115 -17

250 BC

NI s0BP
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Sekil 17. BCL2 geni rs2279115 polimorfizmi (-717C>A) PZR iiriinlerinin (252 bg) 6rnek jel elektroforezi
goriintiileri. PZR iriinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Molekiiler agirlik belirleyicisi olarak 50 bg ladder
kullanilmistir. BC: Baz Cifti

1s4987856-12
1s4987856-13
1s4987856-14
154987856-17

o
—
O
vy
0
~
o0
N
v

a

250 BC

Sekil 18. BCL2 geni rs4987856 polimorfizmi (¢c.*2364G>A) PZR iiriinlerinin (276 bg) 6rnek jel elektroforezi
goriintiileri. PZR iriinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Molekiiler agirlik belirleyicisi olarak 50 bg ladder
kullanilmistir. BC: Baz Cifti

3.3.5. Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP)

Tablo 8. RFLP yonteminde kullanilan enzimler, inkiibasyon siireleri ve sicakliklari.

SNP Restriksiyon Endoniikleaz | Inkiibasyon Sicakhgi | inkiibasyon Siiresi
LIF- rs929271 Hinfl 37°C 1 saat
BCL2- rs2279115 Beel 37°C 1 saat
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Yabanil Tip Alel - T Mutant Alel - G

5..GANTC...3
3...CTNAG...5

Hinf1 restriksiyon endoniikleaz
tanima bolgesi

5 ———— TCTTGATTCCA —— 3 52— TCITGCTIccA —— 37
3" ——— AGAACTAAGGT —— 5’ 3¥ ————— AGAACGAAGGT ——— w
Hinf1 ile
Hinfl ile inklibasyon
inkiibasyon
52 ——— TCTTGCTTICCA  ——— 3¢

5 —— TCTIG AtrccA — ¥ 3 — AGAACGAAGGT —— &’
37 ———— AGAACTAA GGT ———88M8 %

433 bg fragment
258 bg fragment 175 bg fragment

Sekil 19. LIF geni rs929271 polimorfizmi RFLP analizi i¢in kullanilan Hinfl enziminin kesim paterni. Hinfl
enzimi, yabanil tip alelin niikleotit dizisini tanir ve 433 b¢ PZR iriiniinii 258 bg ve 175 bg olmak {izere iki
fragmente ayirir. Hinfl enzimi mutant alelin niikleotit dizisini tantyamaz ve PZR iiriini kesilmeden 433 bg olarak

kalir. BC: Baz Cifti

Yabanil Tip Alel - C Mutant Alel - A

5...CCATC(N)Y..53
3..GGTAG(N),..5

Bcc1 restriksiyon endontikleaz
tanima bdolgesi

»
5 ——— ccCrcrccccic —— 3 52 —— CCATCTCCCCTG ———— 3
3¥ — GGGAGAGGGGAC — &’ 38 —— GGTAGAGGGGAC —— &'
4

Bcel ile Bccl ile

inkiibasyon inkiibasyon
5 ——— ccCrcTecccic. ———— 3 5 ——— CCATCTCCC 16 o
3» — GGGAGAGGGGAC —— &’ 3 — GGTAGAGGGG AC —— ¥

98 b¢ fragment 154 bg fragment
252 bg fragment

Sekil 20. BCL2 geni rs2279115 polimorfizmi RFLP analizi i¢in kullanilan Bcel enziminin kesim paterni. Becl
enzimi, mutant tip alelin niikleotit dizisini tanir ve 252 b¢ PZR iiriiniinii 98 b¢ ve 154 b¢ olmak tizere iki fragmente
ayrir. Becl enzimi yabanil alelin niikleotit dizisini tantyamaz ve PZR iiriinii kesilmeden 252 bg olarak kalir. BC:

Baz Cifti
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Tablo 9. BCL2 geni rs2279115 ve LIF geni rs929271 polimorfizmlerinin RFLP reaksiyonu i¢in kullanilan

kimyasallar ve hacimleri.

Kullanilan Kimyasal Hacim
PZR iiriinii 10 pl
Niikleaz icermeyen su 0.5l
10X Tampon 1.2 ul
Enzim 0.3l

rs2277115 ve 1s929271 polimorfizmleri i¢in elde edilen PZR iiriinleri, belirtilen

hacimlerde reaksiyon kuruldu ve 37°C’de 1 saat inkiibe edilerek uygun enzimlerle kesildi
(Tablo 9).

3.3.6. Jel elektroforezi

BCL2 geni rs2279115, rs4987856 ve LIF geni rs929271 polimorfizmleri i¢in yapilan PZR

sonrast ve RFLP yapilan rs929271 ve 152279915 polimorfizmleri kesim sonrasinda jele

yiiklenmistir. PZR iiriinleri %1°lik agaroz jele yiiklenirken, kesim {irtinleri %3’likk agaroz jele

yiiklenmistir.

Uygulanan yontemde;

1.
2.
3.

PZR iirtinleri i¢in 140 ml 0.5X TBE tampon ¢ozeltisine 1.4 gram agaroz eklenmistir.
RFLP {iriinleri i¢in 140 ml 0.5X TBE tampon ¢6zeltisine 4.2 gram agaroz eklenmistir.
Cozelti mikrodalga firinda yaklasik iki dakika isitilarak homojenize edilmistir. Isinma
esnasinda mikrodalga firin 30 saniye araliklarla tagsma ihtimaline kars1 kontrol edilmistir.
(Cozelti tamamen homojen hale geldikten sonra sogumaya birakilmis ve soguma sonrasinda
etidyum bromiir eklenip karistirilmistir.

Karistirllan ¢6zelti, onceden hazir edilip taragr yerlestirilen tabaga beklemeden
dokiilmiistiir.

Jelin polimerize olmasi i¢in yaklasik 15-20 dk boyunca beklenmistir.

Kullanilacak olan tanka 0.5X TBE tampon ¢ozeltisi doldurulmustur.

Jel polimerize olduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarilmistir. PZR firtinleri i¢in hazirlanan
jelin 1 kuyucuguna 3.5 pl molekiiler agirlik belirleyicisi, geri kalanina ise 5 pl orange G ve
5 ul PZR iiriinleri yiiklenmistir. RFLP i¢in hazirlanan jelin bir kuyucuguna 3.5 pl molekiiler
agirlik belirleyicisi, 1 kuyucuguna 5 pl orange G ve 6rnek PCR iiriinii yiiklenmis ve geriye

kalan kuyucuklara 5 ul RFLP iiriinii ve 5 ul orange G yiiklenmistir.
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9. Tiim kuyucuklara yiikleme islemi yapildiktan sonra tank gii¢ kaynagina baglanip sabit 120
V’da yiiriitiilmiistiir.
10. %1’lik ve %3’liikk hazirlanan jeller, yliriitme islemi tamamlanana kadar 15 dakika araliklarla

durdurulmus ve jel goriintiileme sistemi ile goriintiileri kaydedilmistir.

— <
&4 It
O

- ;
3 =
—_ —
- =

433BC ———
258BC
175BC ———

Sekil 21. Hinfl restriksiyon endoniikleaz enzimi ile fragmentlere ayrilan rs929271 polimorfizminin 6rnek
goriintiisii. Kesilmemis PZR {iriinii 433 bg, TG genotipi (433, 258, 175 bg), TT genotipi (258, 175 bg), GG genotipi
(433 bg). BC: Baz Cifti
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Sekil 22. Bccl restriksiyon endoniikleaz enzimi ile fragmentlere ayrilan rs2279115 polimorfizminin 6rnek
goriintiisii. Kesilmemis PZR iiriinii 252 bg, AC genotipi (252, 154, 98 bg), AA genotipi (154, 98 b¢), GG genotipi
(252 bg). BC: baz ¢ifti

3.3.7. SNaPshot yontemi

Bu yontem, BCL2 genindeki rs4987856 polimorfizminin genotiplemesi igin

kullanilmigtir. SNaPshot yonteminde uygulanan islemler asagidaki gibidir:

1. PZR iriinleri 1:10 oraninda diliie edilmistir. Her bir PZR iiriintinden 2 pl, 18ul niikleaz
icermeyen suya eklenmis, ardindan spin islemi yapilmustir.

2. Dilie edilen PZR iriinleri (5 pl), Thermofisher Scientific marka ExoSAP-IT™ PCR
Product Cleanup Reagent (2 pl) ile karnistirilmig, santifiij yapilmis, ardindan termal
dongiileyici cihazina yerlestirilerek piirifiye edilmistir (Tablo 10).

3. Her bir reaksiyon i¢in SNaPshot® Multiplex Kit icerigindeki Snapshot multiplex mix’ten
2.5 ul, niikleaz icermeyen sudan 5 pl ve snapshot reaksiyonu igin tasarlanan 2 pmol/ul
forward primerden (5’-TGAAATGCAGTGGTGCTTAC-3’) 1ul ve piirifiye edilen PZR
tirtiniinden 1.5 pl kullanilmstir.

4. Hazirlanan tiipler kanstirilhip santifiij edilmistir ve termal dongiileyicide bekletilmistir
(Tablo 11).
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5. Termal dongiileyici programi tamamlandiktan sonra her birinde 96 kuyucuk bulunan
plate’lerin her bir kuyucuguna 10ul Hi-Di formamid, 0.3 pl GeneScan™-120 LIZ™ Size
Standard ve 1 pl PZR {irtinti eklenmistir.

6. Plate santrifiij edildikten sonra 3130x| Genetic Analyzer sekans cihazina yiiklenmistir.

Tablo 10. PZR iiriinlerinin piirifikasyonlari i¢in kullanilan termal dongiileyici programi.

37°C | 30 dk
80°C | 15dk
4°C o0

Tablo 11. Snapshot yontemi i¢in termal dongiileyici programi.

96°C | 1dk

96°C | 10sn

50°C | 5sn 25 dongii
60°C | 30sn

4°C o0

Elde edilen sonuglar Genemapper Software v4.0 ile analiz edilmistir.
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Sekil 23. BCL2 genindeki rs4987856 polimorfizmi i¢in 6rnek SNaPshot yontemi sonuglari. SNaPshot Reaction
Ready Mix iginde bulunan ddNTP’lerden (ddATP, ddUTP, ddCTP ve ddGTP) uygun olan niikleotit,
polimorfizmden hemen 6nce baglanmis olan forward primerin bir sonraki dizisine (polimorfik niikleotit) eklenir
(adenin (yesil), sitozin (siyah), guanin (mavi), timin (kirmiz1)). (A) Grafikte sadece yesil pik goriilmektedir (AA
genotipi) (B) Grafikte sadece mavi pik goriilmektedir (GG genotipi). (C) Grafikte hem mavi hem de yesil pik
goriilmektedir (AG).

3.3.8. istatistiksel analiz

Calismada istatistiksel analiz IBM SPSS Statistics 25 paket programi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Degiskenlerin demografik 6zelliklerine iliskin bilgiler kesikli degiskenler
icin frekans ve yiizde olarak verilirken, siirekli veriler i¢in bilgiler ortalama ve standart sapma
olarak verilmigtir. Kesikli degiskenlere iliskin karsilastirmalarda Ki-kare test istatistigi
kullanilarak, siirekli degiskenlere iliskin karsilastirmalarda ise Kolmogorov Smirnov testi ile
normallik sinamasi yapildiktan sonra Independent Sample t Test kullanilmistir. Caligma
kapsaminda tiim istatistiksel analizler p<0.05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

Hasta ve kontrol grubu dahil, ¢alismaya toplam 234 kisi katilmistir. Calismaya katilan bu

kisilerin yaglar1 0-18 arasinda degismektedir. Tablo 12°de hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyete

gore dagilimina dair bilgiler bulunmaktadir.

Tablo 12. Hasta ve kontrol gruplarimin cinsiyete gore dagilimi (K: Kadm E: Erkek)

Hasta Kontrol Toplam
n (%) n (%) n
K 61 (%47.3) 47 (%44.8) 108
Cinsiyet
E 68 (%52.7) 58 (%55.2) 126
Toplam 129 105 234

Hasta grubunda 68 erkek, 61 kadin, kontrol grubunda ise 58 erkek, 47 kadin

bulunmaktadir. Genel hasta grubu ve kontrol grubu asasinda hastalik goriilme sikliginin yasa

ve tan1 yasina gore dagilimi Tablo 13°de verilmistir.

Tablo 13. Genel hasta grubu ve kontrol grubu arasinda hastalik goriilme sikliginin yasa ve tani yagina gére dagilimi

Kontrol Hasta deseri
n /(%) n /(%) p deg
ort. ss. ort. Ss.
Yas 10.61 5.32 10.46 5.67 0.837
Tam yasi 4.47 4.99

Yasa gore hastalik goriilme sikliklarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur
(p=0.837).

Hasta grubunun aldiklar1 tanilara gore gruplandirilmasi Tablo 14’de gosterilmistir.
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Tablo 14. Hasta grubunun aldiklar1 tanilara gore gruplandirilmasi

Klinik Bulgu Say Cinsiyet (E/K) Tam Yasi (Ay) — (Ort)
n (%) n

Anormal Bobrek Fonksiyonlari 1 (%0.8) 1/0 192
Bobrek Tasi 5 (%3.9) 3/2 84.00
Hidronefroz 31 (%24) 25/6 21.01
Tekrarlayan idrar Yolu Enfeksiyonu 6 (%4.7) 2/4 64.13
Kronik Bobrek Yetmezligi 16 (%12.4) 10/6 107.44
Kontrakte Bobrek 1 (%0.8) 0/1 120.00
Renal Agenezi 3 (%2.3) 1/2 48.00
Renal Displazi 2 (%1.6) 0/2 24.00
Tek Tarafl1 Kiigiik bobrek 1 (%0.8) 1/0 132.00
Son Dénem Bobrek Hastaligi 3 (%2.3) 3/0 72.67
Uriner Sistem Enfeksiyonu 26 (%20.1) 9117 53.38
Vezikoiireteral Reflii 31 (%24.0) 10/21 53.02
Kistik Bobrek 3 (%2.3) 3/0 2.00
Toplam 129 (%100) 68/61 54.58

Konjenital bobrek anomalisi (CAKUT) bashginda toplanan hasta grubunda
vezikoiireteral reflii tanis1 alan 31, iiriner sistem enfeksiyonu olan 26, hidronefroz tanisi alan 31

ve kronik bobrek yetmezligi olan 16 hasta vardir.

CAKUT tanil1 hastalarin ve kontrollerin BCL2 geni 1s2279115 numaralt SNP’te saptanan
genotip ve allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagilimi Tablo 15’te

verilmistir.
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Tablo 15. BCL2 geni rs2279115 numarali SNP’de saptanan genotip ve allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari

arasindaki dagilimi

. Hasta Kontrol .. Goreceli Olasiliklar Oram
Genotip(Allel) N (%) N (%) p degeri (%95 Giiven Aralig)
AA 26 (%20.2) 26 (%24.8)
AC 75 (%58.1) 65 (%61.9) 0229
BCL2 rs2279115 cc 28 (%21.7) 14 (%13.3)
A 101(%78.3) 91 (%86.7)
0.000 16,000 (10,158 - 25,203)
c 28 (%21.7) 14 (%13.3)

BCL2 geni rs2279115 SNP’i igin genotip frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,229). BCL2 geni rs2279115 SNP’i i¢in
allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagilim, istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0,000). Anlaml1 fark igeren bu grubun yapilan istatistiki analizinde goreceli olasiliklar orani

%95 giiven araliginda 16,000 (10.158 — 25.203) bulunmustur.

CAKUT tanili hastalarin ve kontrollerin BCL2 geni rs4987856 numarali SNP’te
saptanan genotip ve allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagilimi Tablo

16°da verilmistir.

Tablo 16. BCL2 geni rs4987856 numarali SNP’de saptanan genotip Ve allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplar
arasindaki dagilimi

. Hasta Kontrol .. Goreceli Olasiliklar Oram (%95
Genotip(Allel) N (%) N (%) p degeri Giiven Arali)
AA 3 (%2.3) 0 (%.0)
GA 28 (%21.7) 16 (%15.2) 0.117
BCL2 rs4987856 GG 98 (%76.0) 89 (%84.8)
A 31 (%24.0) 16 (%15.2)
0.000 19,353 (5,929 - 63,168)
G 98 (%76.0) 89 (%84.8)

BCL2 geni rs4987856 SNP’i igin genotip frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,117). BCL2 geni rs4987856 SNP’i i¢in allel

frekanslarinin hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki dagilimi, istatistiksel olarak anlamlidir
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(p=0,000). Anlaml1 fark igeren bu grubun yapilan istatistiki analizinde goreceli olasiliklar orani
%095 gliven araliginda 19.353 (5.929 — 63.168) bulunmustur.

CAKUT tanili hastalarin ve kontrollerin LIF geni rs929271 numarali SNP’te saptanan
genotip ve allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagilimi Tablo 17°de

verilmistir.

Tablo 17. LIF geni rs929271 numarali SNP’de saptanan genotip ve allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari
arasindaki dagilimi

. Hasta Kontrol T Goreceli Olasiliklar Oram (%95
Genotip(Allel) N (%) N (%) p degeri Giiven Aralg)
GG 13 (%10.1) 11 (%10.5)
TG 68 (%52.7) 59 (%56.2) 0.826
LIF rs927271 TT 48 (%37.2) 35 (9%33.3)
G 81(%62.8) 70 (%66.7)
0.000 15,919 (9,654 - 26,247)
T 48 (%37.2) 35 (9%33.3)

LIF geni rs929271 SNP’i i¢in genotip frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,826). LIF geni rs929271 SNP’i i¢in allel
frekanslarinin hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki dagilimi, istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0,000). Anlaml1 fark igeren bu grubun yapilan istatistiki analizinde goreceli olasiliklar orani
%095 gliven araliginda 15.919 (9.654 — 26.247) bulunmustur.

LIF geni rs929271 SNP’i ve BCL2 geni 152279115 SNP’inde saptanan ikili genotip ve

allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagilimi Tablo 18’de verilmistir.
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Tablo 18. LIF geni 1s929271 SNP’i ve BCL2 geni rs2279115 SNP’inde saptanan ikili genotip ve allel

frekanslarinin hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki dagilimi

oreceli Olasihiklar
rs929271 | rs2279115 zf(‘(f/f"; 'f]‘;?,f/; ;" p g‘iaiﬁe(%(% Giivon
Aralig)
AA 2 (%15.4) 2 (%18.2)
GG AC 9 (%69.2) 9 (%81.8) 0.397
ccC 2 (%15.4) 0 (%0.0)
AA 16 (%23.5) 18 (%30.5)
TG AC 38 (%55.9) 34 (%57.6) 0.360
ccC 14 (%20.6) 7 (%11.9)
LIF rs929271 AA 8 (%16.7) 6 (%17.1)
BCL-2 rs2279115 TT AC 28 (%58.3) 22 (%62.9) 0.864
ccC 12 (%25.0) 7 (%20.0)
A 67 (%71.3) 65 (%80.2) 0,611 (0,301 - 1,238)
G C 27 (%28.7) 16 (%19.8) 0169
A 60 (%36.6) 52 (%40.3) 0,854 (0,532 - 1,372)
T c 104 (%63.4) 77 (%59.7) 0515

LIF geni rs929271 SNP’i ve BCL2 geni rs2279115 SNP’i i¢in genotip ve allel
frekanslarinin hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunamamustir.

LIF geni rs929271 SNP’i ve BCL2 geni rs4987856 SNP’inde saptanan ikili genotip ve

allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagilimi Tablo 19°da verilmistir.

Tablo 19. LIF geni rs929271 SNP’i ve BCL2 geni rs4987856 SNP’inde saptanan ikili genotip ve allel

frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagilimi

Hasta Kontrol Goreceli Olasihklar
rs929271 rs4987856 o o p Oram (%95 Giiven
/(%) /(%) Araligr)
AA 1(%7.7) 0 (%0.0)
GG GA 3 (%23.1) 2 (%18.2) 0.504
GG 9 (%69.2) 9 (%81.8)
AA 0 (%0.0) 0 (%0.0)
TG GA 17 (%25.0) 7 (%119) 0.059
GG 51 (%75.0) 52 (%88.1)
LIF rs929271
BOL-2 AA 2 (%4.2) 0 (%0.0)
rs4987856 T GA 8 (%16.7) 7 (%20.0) 0.453
GG 38 (%79.2) 28 (%80.0)
G A 22 (%23.4) 9 (%11.1) 0,034 2,444 (1,054 - 5,671)
G 72 (%76.6) 72 (%88.9)
- A 12 (%7.3) 7 (%5.4) 0514 1,376 (0,526 - 3,601)
G 152(%92.7) 122 (%94.6) '
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LIF geni rs929271 SNP’i ve BCL2 geni rs4987856 SNP’i i¢in allel frekanslarinin hasta
ve kontrol gruplari arasindaki dagiliminda anlamli bir farklilik bulunmustur (p=0.034). Anlamli
fark igeren bu grubun yapilan istatistiki analizinde goreceli olasiliklar oranit %95 giiven
araliginda 2.444 (1.054 — 5.671) bulunmustur.

BCL2 geni rs2279115 SNP’i ve BCL2 geni rs4987856 SNP’inde saptanan ikili genotip

ve allel frekanslariin hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagilimi Tablo 20’de verilmistir.

Tablo 20. BCL2 geni rs2279115 ve rs4987856 SNP’lerinde saptanan ikili genotip ve allel frekanslarinin hasta ve

kontrol gruplar1 arasindaki dagilimi

Hasta Kontrol Goreceli Olasihklar
rs2279115 | rs4987856 o 0 p Orani (%95 Giiven
/(%) /(%) Aralig)
AA 0 (%0.0) 0 (%0.0)
AA GA 8 (%30.8) 3 (%11.5) 0.090
GG 18 (%69.2) 23 (%88.5)
AA 3 (%4.0) 0 (%0.0)
AC GA 16 (%21.3) 12 (%18.5) 0.228
GG 56 (%74.7) 53 (%81.5)
BCL-2 rs2279115 AA 0 (%0.0) 0 (%0.0)
BCL-2 rs4987856 cc GA 4 (%14.3) 1(%7.0) 0.500
GG 24 (%85.7) 13 (%92.9)
A A 27 (%21.3) 15 (%12.8) 0.081 1,836 (0,922 - 3,656)
G 100 (%78.7) | 102 (%87.2) '
c A 7 (%5.3) 1(%1.1) 0.090 5,194 (0,628 - 42,948)
G 124 (%94.7) 92 (%98.9) '

BCL2 geni rs2279115 SNP’i ve BCL2 geni rs4987856 SNP’i i¢in genotip ve allel
frekanslarinin hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunamamastir.

BCL2 geni rs2279115 SNP’i, BCL2 geni rs4987856 SNP’i ve LIF geni rs92927 SNP’inde
saptanan tiglii genotip ve allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagilimi Tablo

21’de verilmistir.
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Tablo 21. BCL2 geni rs2279115 SNP’i, BCL2 geni rs4987856 SNP’i ve LIF geni rs92927 SNP’inde saptanan {iglii

genotip ve allel frekanslariin hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagilimi

Goreceli Olasiliklar
rs2279115 | rs4987856 | rs929271 Hasta Kontrol p Oram (%95 Giiven
Aralig)
GG 0 (%0.0) 0 (%0.0)
m [ Te [owon [ oeoo |, fE,
T 0 (%0.0) 0 (%0.0)
GG 0 (%0.0) 0 (%0.0)
AA GA TG 6 (%75.0) | 1(%33.3) 0.201
T 2 (%25.0) | 2 (%66.7)
GG 2 (%11.1) 2 (%8.7)
GG TG 10 (%55.6) | 17 (%73.9) 0.443
TT 6 (%33.3) | 4(%17.4)
GG 1 (%33.3) 0 (%0.0)
AA TG 0(%0.0) | 0(%0.0) hesl;;i;i?a .
TT 2 (%66.7) 0 (%0.0)
GG 2 (%125) | 2 (%16.7)
AC GA TG 9 (%56.3) | 6 (%50.0) 0.931
T 5(%31.3) | 4(%33.3)
GG 6 (%10.7) | 7 (%13.2)
GG TG 29 (%51.8) | 28 (%52.8) 0.886
BCL-2 rs2279115
BOL-2 rs198 7856 T 21 (%37.5) | 18 (%34.0)
LIF rs929271 GG 0 (%0.0) 0 (%0.0)
AA TG 0(%0.0) | 0(%0.0) hes‘;ggﬁa .
T 0 (%0.0) 0 (%0.0)
GG 1 (%25.0) 0 (%0.0)
cc GA TG 2 (%50.0) 0 (%0.0) 0.392
T 1(%25.0) | 1(%100.0)
GG 1 (%4.2) 0 (%0.0)
GG TG 12 (%50.0) | 7 (%53.8) 0.753
T 11 (%45.8) | 6 (%46.2)
T 18 (%66.7) | 9 (%60.0
A ( ) ( ) 0,666 1,333 (0,361 - 4,925)
A G 9 (%33.3) | 6(%40.0)
T 49 (%49.0) | 56 (%54.9) )
G 0.401 0,789 (0,454 - 1,372)
G 51 (%51.0) | 46 (%45.1)
T 4 (%57.1 0 (%0.0
A ( ) (%0.0) 0.285 1,333 (0,757 - 2,348)
G 3(%42.9) | 1(%100.0)
c
0, 0,
. T 23 (%18.5) | 16 (%17.4) - 1,082 (0,535 - 2,187)
G 101 76 (%82.6) '
(%81.5) oos
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BCL2 geni rs2279115 SNP’i, BCL2 rs4987856 SNP’i ve LIF geni rs929271 SNP’i i¢in
genotip ve allel frekanslarmin hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagiliminda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamastir.
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5. TARTISMA

Konjenital bobrek ve iiriner sistem anomalisi (CAKUT), bobrekleri ve idrar yollari
malformasyonlarinin tiimiinii kapsar ve bobrek, toplayici sistem, mesane ve iiretranin yapisal
ve fonksiyonel anormalliklerine neden olur. CAKUT, baz1 popiilasyonlarda tiim fetal konjenital
anomalilerin %20-50'sinde tanimlanmis olsa da nedenleri halen belirsizligini korumaktadir (1).
Simdiye kadar yapilan calismalarda minimum 50 gende meydana gelen degisikliklerin,
otozomal dominant veya resesif kalittm modelinde CAKUT'a neden oldugu gosterilmistir.
Ancak bu genler, vakalarin sadece %10-20’sini agiklayabilmektedir (2). CAKUT un spektrumu
olduk¢a genistir ve ¢ift ireter veya minimal {ireteral pelvik tikanikliklar gibi hafif,
asemptomatik malformasyonlardan bilateral renal agenezi veya renal displazi gibi ciddi
patolojilere kadar cesitlilik gdsterdigi i¢in yiliksek heterojenitesi vardir (3). Yapisal bobrek
anomalileri nefrogenezdeki kusurlardan kaynaklanabilir. Idrar yolu morfogenezinde gebelikten
once veya gebelik sirasinda mevcut olan ¢evresel faktorlerin yani sira genetik faktorlerin de
yetersiz bobrek gelisiminde rol oynadigi varsayilmaktadir (4, 5). Bu ¢alismanin amaci apoptozu
inhibe ederek nefrogenezde etkin rol alan BCL2 genindeki rs2279115 ve rs4987856
polimorfizmlerinin ve JAK/STAT, MAPK, PI3K gibi yolaklarda ve nefrogenezde gérev yapan
LIF genindeki rs929271 polimorfizminin CAKUT hastalig1 ile iliskisini aragtirmaktir.

B hiicreli lenfoma 2 (BCL2) programlanmig hiicre 6liimiiniin 6nemli diizenleyicilerinden
biridir (6,7). BCL2 geni 18. kromozomun q kolunun 21. lokusunda yer alir (19q21.33). Bcl2,
BCL-xL, BAX, BAK, BAD proteinleri, BCL2 gen ailesine iiyedir ve biitiin bu proteinler
apoptozun diizenlenmesinde rol alir (36,37). BCL2 geninde meydana gelen polimorfizmlerin
bobrek ve {liriner sistem anomalileri ile iliskili olabilecegi diisliniilmektedir (39, 46). Bu
calismada BCL2 geninde yer alan 2 polimorfizmin CAKUT hasta grubundaki sikliklart
incelenmistir. Bu polimorfizmler rs2279115 (c.-717C>A) (NM_000633.2) ve rs4987856 dir
((c.*2364G>A) (NM_000633.2)).

BCL2'nin P1 ve P2 olmak fizere iki promotorii vardir. Major transkripsiyonel promotor
olan PI, translasyon baglangi¢c bolgesinin 1386 ile 1423 bp yukar1 akisinda bulunur. P2 ise
P1'den 1.3 kb asag1 akista bulunur (43,44). rs2279115 BCL2 geninin P2 5 promotor bolgesinde
bulunan ve BCL2 geninin ifadelenmesini diizensizlestiren fonksiyonel bir polimorfizmdir. C

atasal alelinin mutant A aleline dontismesi rs2279115 polimorfizmi olarak tanimlanir.
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miRNAlar gen ifadelenmesinin posttranskripsiyonel seviyede kontrol edilmesinde goérev
alirlar ve hedeflenen mRNA’larin 3’UTR’sine baglanarak protein iiretiminin mRNA
seviyesinde kontrol edilmesini saglarlar (42, 45). rs4987856, BCL-2 geninin 3’UTR bolgesinde
MiRNA-195 baglanma bolgesinde yer alir. Bu pozisyonda G niikleotidinin A’ya doniismesi
sonucunda gen ifadelenmesinin etkilendigi gosterilmistir (48, 49).

Nefrogenezde apoptozun yani sira diger biyolojik siireclerin de 6nemi biiyiiktiir. Losemi
inhibitor faktori (LIF), bircok biyolojik siirecte aktif olarak gorev alan 6nemli bir sitokindir.
Losemi Inhibitér Faktorii (LIF) geni, 22. kromozomun g kolunun 12. lokusunda bulunur
(22912.1-912.2) ve interlokin-6 (IL-6) sinifi sitokinlerin multifonksiyonel bir tiyesidir. (9, 10,
37). LIF geninin JAK/STAT, MAPK, PI3K ve diger sinyal yolaklarinda, bu glikoproteinin
hiicre biiylimesi inhibisyonu ile iligkili gorevleri vardir. Bir¢ok hastalik, bu yolaklarda meydana
gelen diizensizlikler ile baglantilidir (10, 12). Bu ¢alismada LIF geninde yer alan rs929271
polimorfizmi incelenmistir ((c.*1414A>C) (NM_002309.4)).

3’ UTR’ler mRNA’larin kodlanmayan kisimlaridir. rs929271 polimorfizmi LIF geninin
3’UTR bolgesinde bulunur (11). mRNA’larin 3> UTR bolgeleri mRNA lokalizasyonu,
stabilitesi ve translasyon gibi siirecleri diizenler (56, 57, 58). Yapilan calismalarda bu
polimorfizmde goriilen T allelinin G alleline doniismesi sonucunda LIF mRNA’sinin katlanma
yapisint degistirdigi ve miRNA’lar tarafindan hedeflenen LIF geninin diizenlenmesinde etkili
oldugu bulunmustur (59). Biitin bu veriler LIF geninde meydana gelen rs929271
polimorfizminin bahsi gecen yolaklarda ve nefrogenezde 6nemli gorevlerinin olmasi nedeniyle

bu genin CAKUT ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda KA18/189 numarali projede kullamlan ve Baskent Universitesi Tip
Fakiiltesi Ankara Hastanesi Pediatrik Nefroloji Anabilim Dali’nda takip edilen 0-18 yas arasi
hasta ve kontrol gruplari kullanilmistir. Hasta grubuna 129 CAKUT tanili hasta, kontrol
grubuna herhangi bir {liriner sistem anomalisi bulunmayan ve genel pediatri klinigine bagvuran
benzer yas ve cinsiyette 105 hasta dahil edilmistir. Hasta alt gruplar1 hidronefroz, vezikotiretel
reflii, idrar yolu enfeksiyonu, kronik bobrek yetmezligi, renal hipoplazi ve agenezi olarak
belirlenmistir. CAKUT, yiiksek klinik heterojeniteye sahip olmasina ragmen, bu c¢alismada
toplamda 129 kisiden olusan hasta grubunda vezikotireteral reflii tanisi alan 31, tiriner sistem
enfeksiyonu olan 26, hidronefroz tanisi alan 31 ve kronik bobrek yetmezligi olan 16 hasta
vardir. Hasta grubundaki bu tamilari alan kisiler, tiim hasta grubunun 9%80.62’sini
olusturmaktadir. Bu nedenle yapilan istatistiksel analizler daha ¢ok sayica agirligi daha ¢ok

olan bu hastaliklar1 yansitmaktadir.
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Hasta ve kontrol grubu dahil, ¢alismaya toplam 234 kisi katilmistir. Hasta grubunda 68
erkek, 61 kadin, kontrol grubunda ise 58 erkek, 47 kadin bulunmaktadir. Yapilan istatistiksel
analizler neticesinde yasa ve tani yasina gore hastalik goriilme sikliklarinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik olmadig1 bulunmustur (p=0.837).

Calismada 3 farkli baglikta analizler yapilmigtir. Tekli analizlerde sadece tek bir gen i¢in
genotip ve allel frekanslar1 hasta ve kontrol gruplar1 arasinda degerlendirilmistir. Ikili
analizlerde ise, ¢alismada incelenen 3 genin ikili kombinasyonlari olarak gruplandirilmis ve bu
gruplar icinde her iki gende yer alan atasal homozigot, heterozigot ve homozigot mutant
genotiplerinin ve atasal ve mutant allellerinin ikili kombinasyonlarmin hasta ve kontrol
gruplarindaki goriilme sikliklar1 degerlendirilmistir. Uglii analizde ise tiim genler birlikte
degerlendirilmis olup her ii¢ genin atasal homozigot, heterozigot ve homozigot mutant
genotiplerinin ve atasal ve mutant allellerinin {i¢lii kombinasyonlarinin hasta ve kontrol

gruplarindaki goriilme sikliklar1 degerlendirilmistir.

Yapilan tekli analizlerde BCL2 geni rs2279115, rs4987856 ve LIF geni rs4987856 i¢in
genotip frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemistir (sirastyla p=0,229, p=0.117, p=0.826). Bununla birlikte BCL2 geni rs2279115,
rs4987856 ve LIF geni rs929271 i¢in allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari arasindaki

dagilimlarinin farkinin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (sirasiyla p=0.000,
p=0.000, p=0.000).

Tekli analizde BCL2 geni rs2279115 SNP’inde atasal allel C’nin mutant A alleline
dontismesi sonucu goreceli olasiliklar oran1 %95 giiven araliginda 16,000 (10.158 — 25.203)
bulunmustur. Bu durumda, atasal C allelinin mutant A alleline doniismesi, CAKUT hastaliginin
goriilme riskini 16 kat arttirmaktadir. BCL2 geni rs2279115 SNP’inin BCL2 promotdr
aktivitesini inhibe etmesi ve bu genin nefrogenezdeki etkin roliinden dolay1 elde edilen sonuglar

caligmanin hipotezini desteklemektedir.

BCL2 geninin diger bir polimorfizmi olan rs4987856’nin tekli analizinde ise atasal allel
G’nin mutant A alleline doniismesi sonucu goreceli olasiliklar oran1 %95 giiven araliginda
19,353 (5,929 - 63,168) olarak bulunmustur. Baska bir ifade ile atasal G allelinin mutant A
alleline doniismesi, CAKUT hastaliginin goriilme riskini yaklasik 19 kat arttirmaktadir.
rs4987856 SNP’1 miRNA-195 baglanma bdlgesindeki varyant1 oldugu i¢in ve bu degisimin

genin ifadelenmesini degistirecegi icin elde edilen sonuglar ile calismanin hipotezi uyumludur.
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Tekli analizde LIF geni rs929271 SNP’inde atasal allel C’nin mutant A alleline
doniismesi sonucu goreceli olasiliklar orant %95 giliven araliginda 15,919 (9,654 - 26,247)
bulunmustur. Baska bir deyisle, atasal T allelinin mutant G alleline doniismesi, CAKUT
hastaliginin goriilme riskini yaklasik 16 kat arttirmaktadir. LIF geni 1rs929271 SNP’inin
nefrogenezin yani sira diger biyolojik siireclerde biiyiik rol listlendigi i¢in elde edilen sonuglar

ile calismanin hipotezi ile ayn1 yondedir.

LIF geni rs929271 SNP’i ve BCL2 geni rs2279115 SNP’inin ikili analizinde genotip ve
allel frekanslariin hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagiliminda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunamamis olup, LIF geni rs929271 SNP’inde mutant G alleli ve BCL2 geni
rs4987856 SNP’inde mutant A allelinin birlikte goriilme sikliginin hasta ve kontrol gruplari
arasindaki dagilimimnin istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldugu bulunmustur
(p=0.034). Anlaml fark igeren bu grubun yapilan istatistiki analizinde goreceli olasiliklar orani
%095 giliven araliginda 2.444 (1.054 — 5.671) bulunmustur. Bagka bir deyisle, bahsedilen bu iki
degisimin ayni anda goriilmesi CAKUT hastaliginin goriilme riskini yaklagik 2.5 kat
arttirmaktadir. BCL2 geni rs4987856 SNP’inin miRNA-195 baglanma bolgesindeki G>A
varyantt oldugunu ve protein iretimini mRNA seviyesinde etkiledigi, LIF geni rs929271
polimorfizminin LIF geninin 3’UTR bolgesinde bulundugu ve mRNA’larin 3’UTR
bolgelerinin mRNA lokalizasyonu, stabilitesi ve translasyon gibi siiregleri diizenlenledigi
diistiniilecek olursa bu iki polimorfizmin genlerin ifadelenmesini mRNA seviyesinde etkiledigi
goriilmektedir. CAKUT klinigi ile iliskileri g6z oniine alindiginda bu iki polimorfizmin tek tek

analizine gore ikili analizlerinde daha diisiik bir goreceli olasilik orani oldugu saptanmustir.

Tekli analizde BCL2 geni rs2279115 SNP’inde atasal allel C’nin mutant A alleline
donligmesi, rs4987856 SNP’inde atasal allel G’nin mutant A alleline doniismesi ve LIF geni
rs929271 SNP’inde atasal allel C’nin mutant A alleline donligmesi durumlarinin goreceli
olasiliklar oranlari, LIF geni rs929271 SNP’inde mutant G alleli ve BCL2 geni rs4987856
SNP’inde mutant A allelinin birlikte goriilme sikliginin goreceli olasiliklar oranina gore ¢ok

daha yiiksektir.

Ayrica yapilan bu ikili analizde LIF geni rs929271 SNP’inde heterozigot olan TG
genotipinin ve BCL2 geni rs4987856 SNP’inde atasal heterozigot GA genotipinin birlikte
goriilmesinin hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki dagiliminda anlamli bir farkliliga yol
acmadig1 bulunmustur (p=0.059). Ancak istatistiksel acidan anlamli olarak kabul edilen p<0.05

degerine oldukg¢a yakin olan bu deger hasta ve kontrol grubundaki kisi sayilar1 arttirilarak veya
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sadece vezikotireteral reflii, iiriner sistem enfeksiyonu, hidronefroz ve kronik bobrek yetmezligi

tanist alan hastalarla ¢alisma yapilarak aydinlatilabilecegi diistintilmektedir.

BCL2 geni rs2279115 SNP’i ve BCL2 geni rs4987856 SNP’i i¢in yapilan ikili analizlerde
genotip ve allel frekanslarin hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagiliminda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunamadig: gibi, BCL2 geni rs2279115 SNP’i, BCL2 rs4987856
SNP’i ve LIF geni rs929271 SNP’lerinin bir arada analiz edilmesi sonucu genotip ve allel
frekanslarinin hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunamamustir.

Yiiksek heterojeniteye sahip CAKUT hastaliginin patogenezinin aydinlatilmasi i¢in uzun
yillardir arastirmalar siirmektedir. Bu c¢alismadan elde edilen anlamli istatistiksel veriler
sayesinde CAKUT patogenezinin anlagilmasina katkida bulunulmustur. Elde eldilen verilerle
BCL2 ve LIF geninde goriilen polimorfizmlerin tek basma/birlikte CAKUT hastaligina
yatkinlik olusturdugu bu ¢aligma sonucunda anlasilmistir. Bildigimiz kadariyla simdiye kadar
BCL2 geni rs2279115, rs 4987856 polimorfizmleri ve LIF geni rs929271 polimorfizmlerinin
CAKUT hastaligr ile iligkisi aragtirllmamistir. Bu arastirma sayesinde literatiirdeki eksik

bilgiler doldurulmustur.

Literatiirde 50'den fazla gendeki degisikliklerin CAKUT'a neden oldugu gosterilmistir;
yapilan bu ¢aligmalarda BCL2 ve LIF genlerinin de CAKUT patogenezinde rol oynayabilecegi
belirtilmektedir. 2018 yilinda Al-Koofe ve arkadaslarinin yaptigi 120 16semi hastasi ve 110
kontrol grubundan olusan ¢alismada BCL-2 gen promotoriinde yer alan rs2279115 SNP'inde C
atasal allelinin mutant A alelinin doniismesinin Irak popiilasyonunda 16semi gelisme riskinin
artmasiyla iligkili oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, BCL-2 gen polimorfizminin promotorleri
ile 16semi gelisimi arasindaki iliskiyi anlamak esastir (73). 2020 yilinda Zhu ve arkadaslarmin
482 hasta ve 482 kontrol grubunda yaptigi ¢alismada ise BCL2 genindeki rs2279115
polimorfizminin giiriiltii kaynakli isitme kaybina etkisi arastirilmistir. Calismanin sonucunda
BCL2 rs2279115'in genotip frekansinin kontrol grubuna kiyasla hasta grubunda 6nemli dlciide
arttig1 bulunmustur (74). Ahmed ve arkadaslari, 270 kiside BCL-2 rs2279115 SNP’i ve hepatit
C virtisiit (HCV) ile iligkili hepatoseliiler karsinom (HCC) duyarliligi arasindaki iligkiyi
degerlenmistir ve BCL2'deki bu polimorfizm ile hepatit viriisii ile iliskili hepatoseliiler
karsinoma duyarlilik arasindaki iligkiyi kanitlamigtir (75). Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda
BCL2 geninde yer alan rs2279115 polimorfizminin CAKUT ile iligkisi arastirilmamuistir.
Calismamizda BCL2 genindeki rs2279115 polimorfizmi CAKUT hastaliginin gériilme riskini
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yaklasik 19 kat arttirmaktadir. Bunun nedeni, rs2279115'in P2 promotoriinii inhibe etmesi ve

Bcl2 proteini ifadelenme seviyelerini degistirmesi oldugu diisiiniilmektedir.

Literatiirde BCL2 geninde yer alan rs4987856 polimorfizminin miR-195 etkilesimini
degistirdigine dair ¢aligmalar yapilmistir. Reshmi ve arkadaglarimin 2011 yilinda yaptigt
caligmada rs4987856 polimorfizminin miR-195 baglanmasint zayiflattigi ve sonug¢ olarak
BCL2 protein seviyelerinin artmasina ve daha yiiksek rahim agzi kanseri riskine yol acabilecegi
gosterilmistir. Proteinlerin ikincil yap1 tahmini ve baglanma enerjileri lizerine yapilan diger bir
calismada da rs4987856 polimorfizminin BCL2 ve miR-195 etkilesimini degistirdigi ve
myastenia gravis hastaligina yatkinligi arttirdign gosterilmistir (48). Calismamizda BCL2
genindeki rs4987856 polimorfizminde atasal G allelinin mutant A alleline doniismesi, CAKUT
hastaliginin goériilme riskini yaklasik 19 kat arttirmaktadir. Bunun nedeni literatiiriin de
destekledigi gibi, gen ekspresyonunun posttranskripsiyonel diizenleyicileri olan miRNA'larin
ayni anda c¢ok sayida geni hedefleyebilmesi ve c¢esitli biyolojik yollar1 ayni anda

diizenleyebilmeleri olabilir.

Literatiirde LIF geni rs929271 polimorfizmine dair ¢ok fazla ¢calisma olmamakla birlikte,
Gulkovskyi ve arkadaslarinin 2015 yilinda 64 hasta ve 238 kontrol grubunda yapilan bir
calismada LIF geni rs929271 polimorfizmi ile idiyopatik zeka geriligi arasinda iliski oldugu
saptanmistir (76). 2010 yilinda 390 hasta ve 410 kontrol grubunda yapilan bir ¢alismada
rs929271 polimofizmi ile hebefrenik sizofreni hastaligiyla baglanti oldugu bulunmustur (59).
2019 yilinda Heydarzadeh ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada kontrol grubu olarak en az iki
tekrarlayan diigiik yapmis 150 kadin hasta grubu ve en az iki saglikli dogum yapmis 150 kadin
kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edilmis ve rs929271 polimorfizminin tekrarlayan gebelik
kaybu ile iligkisi arastirilmistir. Sonug olarak plasenta lokalizasyonunu ve tekrarlayan gebelik
kaybin1 6ngérmek i¢in rs929271 polimorfizminin potansiyel biyobelirte¢ oldugu ortaya
konulmustur (11). Calismamizda LIF geni rs929271 polimorfizminde atasal T allelinin mutant
G alleline dontigmesi, CAKUT hastaliginin goriilme riskini yaklasik 16 kat arttirmaktadir.
Bunun nedeni literatiirde bahsi gecen c¢alismalarin da destekledigi gibi LIF geni rs929271
polimorfizmleri LIF seviyelerinde azalmalara sebep olmasi ve LIF/ERK/MAPK sinyal yoluyla

sinir gelisimi, sinir korunmasi, gebelik kaybi1 gibi bir¢ok biyolojik siireci etkilemesi olabilir.

Sonug olarak, klinik olarak yiiksek heterojeniteye sahip olan CAKUT hastaliginda BCL2
geni icin rs2279115 ve rs4987856 ve LIF geni 1s929271 SNP’lerinin genotip ve allel

frekanslariin hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki dagilimi istatistiksel olarak 3 farkli analiz ile

49



degerlendirilmistir ve bu analizlerden 4 adet anlamli p degeri elde edilmistir. Literatiirde ilk
defa yapilan bu ¢aligma ile BCL2 ve LIF genlerinde meydana gelen degisikliklerin CAKUT

hastaligi ile iliskisi oldugu bu ¢alisma ile gdsterilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tekli analizde BCL2 geni rs2279115 SNP’inde atasal allel C’nin mutant A alleline
doniismesi sonucu goreceli olasiliklar orant %95 giiven araliginda 16,000 (10.158 —
25.203) bulunmustur.

BCL2 geninin diger bir polimorfizmi olan rs4987856’nin tekli analizinde ise atasal allel
G’nin mutant A alleline donlismesi sonucu goreceli olasiliklar orant %95 giiven
araliginda 19,353 (5,929 - 63,168) olarak bulunmustur.

Tekli analizde LIF geni rs929271 SNP’inde atasal allel C’nin mutant A alleline
doniismesi sonucu goreceli olasiliklar oran1 %95 giiven araliginda 15,919 (9,654 -

26,247) bulunmustur.
LIF geni rs929271 SNP’inde mutant G alleli ve BCL2 geni rs4987856 SNP’inde mutant

A allelinin birlikte goériilme sikliginin hasta ve kontrol gruplart arasindaki dagiliminin
istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldugu bulunmustur (p=0.034). Anlaml fark
iceren bu grubun yapilan istatistiki analizinde goreceli olasiliklar oran1 %95 giiven

araliginda 2.444 (1.054 — 5.671) bulunmustur.

Oneriler:

BCL2 geni rs2279115, rs4987856 ve LIF geni rs929271 polimorfizlerinin CAKUT
hastaligina etkisini daha detayli incelemek i¢in daha fazla sayida hasta ve kontrol grubu

ile galigilmasi,

CAKUT hastaligina sahip bireylerin ¢aligmaya dahil edilirken daha homojen bir grup

olusturulmasi,

Calismada incelenen rs2279115, rs4987856 ve 1s929271 polimorfizmlerinin CAKUT
fenotipiyle iliskilendirilebilmesi i¢in bunlarin fonksiyonel etkilerinin arastirilmasi

Onerilmektedir.
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Ek 1: Hasta Bilgileri

Hasta No Tm(l;;)(asl Cinsiyet Endikasyon Bilgileri

1 24 Kadin | Kronik Bobrek Yetmezligi

2 1 Erkek | Kistik Bobrek Hastaligi

3 24 Kadin | Vezikoiiretral Reflii

4 3 Kadin | Uriner Sistem Enfeksiyonu

5 60 Erkek | Hidronefroz

6 2 Erkek | Hidronefroz

7 168 Erkek | Bardet-Biedl Sendromu-Kronik Bobrek Yetmezligi

8 12 Kadin | Uriner Sistem Enfeksiyonu

9 12 Erkek | Hidronefroz

10 24 Kadin | Renal Displazi

11 48 Erkek Kronik B.ébrek YetmezIligi tanis1 yazmiyor, esansiyel
hipertansiyon tanisi var

12 4 Erkek | Polikistik Bobrek

13 132 Erkek | Kiigiik Bobrek Tek Tarafli

14 24 Kadin | Vezikoiiretral Reflii

15 192 Erkek | Kronik Bobrek Yetmezligi

16 60 Erkek Bileterall ) UV darlik,Hidronefroz, Kronik Bobrek
Yetmezligi

17 132 Erkek | Son Dénem Bobrek Hastaligi

18 1 Erkek | Hidronefroz

19 12 Erkek | Hidronefroz

20 48 Kadm | Vezikoiiretral Reflii, Uriner Sistem Enfeksiyonu

21 120 Kadin | Kontrakte Bobrek

22 1 Erkek | Hidronefroz

23 96 Kadin | Vezikoiiretral Reflii

24 3 Kadin | Vezikoiiretral Reflii

25 108 Kadin | Kronik Bobrek Yetmezligi

26 60 Kadin | Vezikoiiretral Reflii

27 1 Erkek | Hidronefroz

28 9 Kadin | Vezikoiiretral Reflii

29 4 Erkek | Hidronefroz

30 5 Erkek | Hidronefroz

31 96 Kadin | Vezikoiiretral Reflii

32 36 Erkek | Soliter bobrek, Uriner Sistem Enfeksiyonu

33 1 Erkek | Uriner Sistem Enfeksiyonu

34 2 Erkek | Hidronefroz

35 108 Kadimn | Diizelmis VUR, Uriner Sistem Enfeksiyonu

36 204 Kadin | Kronik Bobrek Yetmezligi

37 24 Kadin | Vezikoiiretral Reflii

38 3 Kadin | Hidronefroz

39 12 Erkek | Hidronefroz, PUV

40 2 Erkek | Uriner Sistem Enfeksiyonu

41 96 Kadin | Tekrarlayan Idrar Yolu Enfeksiyonu

42 2 Kadin | Uriner Sistem Enfeksiyonu, Hidronefroz
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Tekrarlayan Idrar Yolu Enfeksiyonu, Bilateral

43 36 Kadm Vezikotiretral Reflii

44 2 Erkek | Son Donem Bobrek Hastaligi

45 180 Erkek | Vezikoiiretral Reflii, Kronik Bobrek Yetmezligi
Vezikotiretral Reflii, Kronik Bobrek Yetmezligi,

46 2 Kadin | Bsbrek Nakli

a7 108 Kadin | Vezikoiiretral Reflii, Bobrek Nakli

48 2 Erkek | Vezikoiiretral Reflii

49 3 Erkek | Kronik Bobrek Yetmezligi, Bobrek Nakli

50 48 Erkek | Renal Agenezi, unilateral

51 48 Erkek | Kronik Bobrek Yetmezligi

52 216 Erkek | Tekrarlayan idrar Yolu Enfeksiyonu

53 24 Erkek | Tekrarlayan idrar Yolu Enfeksiyonu

54 0.66 Erkek | Vezikoiiretral Reflii
Vezikoiiretral Reflii,Kronik Bdbrek Yetmezligi,

> 216 Erkek | Bobrek Nakli

56 36 Erkek | Hidronefroz

57 168 Kadin | Kronik Bobrek Yetmezligi, Vezikoiiretral Reflii

58 108 Kadin | Uriner Sistem Enfeksiyonu, Hidronefroz
Vezikotiretral Reflii,Kronik Bdbrek Yetmezligi,

> 3 Erkek | Bobrek Nakli

60 12 Kadm | Uriner Sistem Enfeksiyonu

61 108 Erkek | Kronik Bobrek Yetmezligi, Idrar Yolu Enfeksiyonu

62 5 Erkek | Hidronefroz

63 0.5 Erkek | Konjenital Hidronefroz, Uriner Sistem Enfeksiyonu

64 12 Erkek | Vezikoiiretral Reflii, Uriner Sistem Enfeksiyonu

65 108 Kadm | Uriner Sistem Enfeksiyonu

66 96 Kadm | Uriner Sistem Enfeksiyonu

67 12 Kadm | Uriner Sistem Enfeksiyonu

68 48 Kadin | Hidronefroz

69 8 Kadm | Uriner Sistem Enfeksiyonu

70 96 Erkek | Uriner Sistem Enfeksiyonu

71 192 Erkek | Kronik Bobrek Yetmezligi

72 24 Erkek | Bobrek Tas1

73 9% Erkek Bobrek Tasi, Tekrarlayan Hemotiiri, Flask Noropatik
Mesane

74 5 Erkek | Hidronefroz

75 0.36 Erkek | Hidronefroz, Vezikoiiretral Reflii

76 2 Kadin | Hidronefroz, Vezikoiiretral Reflii

77 5 Kadin | Hidronefroz, Vezikoiiretral Reflii

78 84 Kadm | Hematiiri, Uriner Sistem Enfeksiyonu

79 12 Erkek | Vezikoiiretral Reflii

80 4 Kadin | Vezikoiiretral Reflii

81 0.33 Erkek | Hidronefroz, Vezikoiiretral Refli

82 156 Erkek | Hidronefroz

83 84 Erkek | Son Donem Bobrek Hastaligi

84 1 Erkek | Vezikoiiretral Reflii

85 1 Kadin | Uriner Sistem Enfeksiyonu

86 84 Kadin | Uriner Sistem Enfeksiyonu, izole Proteiniiri
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87 192 Erkek | Bobrek Fonksiyonlarinin Anormal Caligmalari

88 48 Erkek | Konjenital Hidronefroz, Vezikoiiretral Reflii

89 11 Erkek | Hidronefroz, Uriner Sistem Enfeksiyonu, Bébrek Tasi

90 120 Erkek Kronik _ Bobrek Yetmezligi, Hidronefroz, Renal
Agenezi

o1 1 Kadm Hidronefroz, Kronik Bobrek Yetmezligi, Idrar Yolu
Enfeksiyonu

92 0.8 Kadin | Idrar Yolu Enfeksiyonu, Hidronefroz, Hipotiroidizm

93 2 Erkek | Vezikoiiretral Reflii, Idrar Yolu Enfeksiyonu

94 7 Kadin | Hidronefroz

95 12 Erkek | Hidronefroz

96 24 Kadin | Vezikoiiretral Reflii, Uropati ile

97 24 Erkek | Uriner Sistem Enfeksiyonu

98 60 Kadin | Kronik Bobrek Yetmezligi, Vezikoiiretral Reflii

99 1 Erkek | Hematiiri, Uriner Sistem Enfeksiyonu

100 12 Kadm | Uriner Sistem Enfeksiyonu

101 12 Kadm | Idrar Yolu Enfeksiyonu, Dermatit

102 36 Erkek | Kronik Bobrek Yetmezligi, Hipotiroidizm, TOF

103 132 Erkek | Uriner Sistem Enfeksiyonu, Alerjik Urtiker

104 168 Kadin | Akne Vukgaris, Bobrek Tas1

105 72 Erkek | Uriner Sistem Enfeksiyonu, Bobrek Tast

106 1 Erkek | Polikistik Bobrek

107 12 Kadm | Vezikoiiretral Reflii, Uropati ile

108 84 Kadin | Renal Agenezi

109 48 Kadin | Uriner Sistem Enfeksiyonu, Aort Koarktasyonu

110 72 Erkek | Akut Nefritik Sendromu, Bobrek Tasi

111 60 Kadin | Idrar Yolu Enfeksiyonu, Bébrek Tast

112 7 Erkek H@dronefroz, Idrar Yolu Enfeksiyonu, Konjenital
Hidrosel

113 120 Erkek | Sol UP darlik,Hidronefroz

114 12 Kadin | Renal Agenezi

115 24 Kadin | Renal Displazi, idrar Yolu Enfeksiyonu

116 156 Erkek | Uriner Sistem Enfeksiyonu, Flask Noropatik Mesane

117 2 Kadm | Vezikoiiretral Reflii, Uriner Sistem Enfeksiyonu

118 108 Erkek | Vezikoiiretral Reflii

119 60 Erkek | Kronik Bobrek Yetmezligi, Bobrek Nakli

120 12 Erkek H‘i.dronefroz, Kistik Bobrek Hastaligi, Medular Kistik
Bobrek

121 96 Kadin | Vezikoiiretral Reflii

122 96 Kadin | Vezikoiiretral Reflii, Uriner Sistem Enfeksiyonu

123 36 Kadim | Vezikoiiretral Reflii, Uriner Sistem Enfeksiyonu

124 24 Kadin | Vezikoiiretral Reflii

195 108 Kadm Vezikoiiretral Reflii, izole proteiniiri, Puberte
Prokoks

126 180 Kadm Kronik_Bébrek Yetmezligi, Bobrek Nakli, Idrar Yolu
Enfeksiyonu

127 72 Kadin | Uriner Sistem Enfeksiyonu

128 144 Kadm | Uriner Sistem Enfeksiyonu

129 36 Kadin | Uriner Inkontinans, Uriner Sistem Enfeksiyonu
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